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1. EINLEITUNG

Alle chemischen Reaktionen im Zellstoffwechsel sind mit einer Energieum-
wandlung verkniipft. Dabei sind endergonische Reaktionen aus thermo-
dynamischen Griinden nur durch Kopplung mit exergonischen Prozessen
moglich. Die Gesamtvorgange gehen mit einer Abnahme der freien Enthalpie
einher. Energetische Kopplungen werden vor allem durch Umsetzungen von
Phosphatbindungen realisiert. Die wichtigste energieliefernde Reaktion der
Zelle ist die hydrolytische Spaltung des Adenosintriphosphat (ATP). ATP ist
ein universeller Ubertrager chemischer Energie zwischen exergonischen und
endergonischen Reaktionen im Stoffwechsel, und wird daher auch als
"Energiewahrung" bezeichnet.

Mitochondrien sind auf die Herstellung von ATP spezialisierte Zellorganellen.
In ihrem Innenraum, der mitochondrialen "Matrix", werden Pyruvat, Fett-
sduren und Aminosduren abgebaut und dabei freiwerdende Energien zur
Herstellung von Verbindungen mit hohem Redoxpotential (NADH+H* oder
FADH}) genutzt. In der inneren Membran der Mitochondrien befinden sich
die Enzyme der Atmungskette. Hier werden NADH+H* und FADH; reoxidiert
und Elektronen iiber eine Kette von Redoxreaktionen auf molekularen Sauer-
stoff ibertragen. Damit gekoppelt kommt es zwischen Matrix und Intermem-
branraum der Mitochondrien zur Ausbildung eines Protonengradienten, der
zur Generierung von ATP aus ADP+P; verwendet wird (Mitchell 1961).

Die Enzyme der Elektronentransportkette sind Bestandteile von physiolo-
gisch distinkten Segmenten, deren strukturelle Grundlage vier oligomere
Proteinkomplexe darstellen (Rieske 1976, Hatefi 1985, Abb. 1). Die Komplexe
I und II sind NADH+H*- bzw. FADH-Dehydrogenasen und fithren zur
Reduktion eines Ubiquinon-Pools in der inneren mitochondrialen Membran.
Der Komplex IV ist eine Cytochrom c:02-Oxidoreduktase. Das mittlere
Segment der Atmungskette ubertragt Elektronen von Ubiquinol auf Cyto-
chrom ¢ und wird als Komplex III, bci-Komplex oder Cytochrom ¢ Reduktase
bezeichnet. '

Mitochondrien stammen vermutlich von Bakterien ab, die mit urkaryon-
tischen Zellen eine Endosymbiose eingegangen sind (Schwartz und Dayhoff
1978). Sie weisen folglich ein eigenes Genom auf, das jedoch stark degene-
riert ist, da - der Endosymbiontentheorie zufolge - die meisten mitochon-
drialen Gene im Verlauf der Evolution in den Nukleus transloziert wurden.



Fast alle Enzyme der Atmungskette und des Stoffwechsels der Mitochondrien
sind daher kernkodiert, werden an cytoplasmatischen Ribosomen transla-
tiert und posttranslational in die Organellen importiert (Hallermayer et al.
1977). Dafiir werden die entsprechenden Proteine bei ihrer Synthese mit
spezifischen "Leitsequenzen" ausgestattet, die von Elementen eines "Protein-
Import-Apparates" der Mitochondrien erkannt werden.

Die vorliegende Dissertation will belegen, dal Bestandteile des respirato-
rischen Cytochrom c¢ Reduktase-Komplexes hoherer Pflanzen bifunktional
sind, indem sie gleichzeitig Elemente des Protein-Import-Apparates dar-
stellen. Dazu soll an dieser Stelle zunachst der aktuelle Kenntnisstand (iber
den Cytochrom c¢ Reduktase-Komplex bzw. den mitochondrialen Protein-
Import-Apparat umrissen werden.

1.1. Der Cytochrom c Reduktase-Komplex und seine Rolle in der
Atmungskette

Die enzymatische Funktion der Cytochrom ¢ Reduktase (EC 1.10.2.2.) beruht
auf dem Zusammenwirken der Cytochrome b und c; mit einem Eisen-
Schwefel-Protein (daher die Bezeichnung "bcj-Komplex"; dieser Begriff
schlieft entsprechende Proteinkomplexe aus Bakterien mit ein). Der Pro-
teinkomplex spielt nicht nur bei der mitochondrialen Respiration eine
zentrale Rolle, sondern ist in analoger Weise auch an vielen anderen biolo-
gischen Elektronentransportprozessen beteiligt. In der chloroplastidaren
Thylakoid-Membran stellt er als "bef-Komplex" das Bindeglied zwischen den
beiden Photosystemen dar. Und auch fur diverse und phylogenetisch weit
voneinander entfernte Bakterien sind bci-Komplexe charakterisiert worden
(Ubersicht in Trumpower 1990a). In allen Fallen ist die Oxidoreduktase-
Aktivitat des Proteinkomplexes mit einer Translokation von Protonen iiber
eine biologische Membran gekoppelt. Den genauen Mechanismus beschreibt
der sogenannte "Q-Zyklus" (Ubersicht in Trumpower 1990b): Der bci-Kom-
plex oxidiert ein Quinol-(QH2) Molekill, indem jeweils ein Elektron auf
externes Cytochrom c¢ bzw. internes Cytochrom b uibertragen wird. Dabei
werden zwei Protonen des Quinols an der positiv geladenen Seite der Mem-
bran deponiert. Ist dieser Vorgang ein weiteres Mal durchlaufen, erfolgt mit
Hilfe der beiden internen Elektronen am Cytochrom b unter Aufnahme von
zwei Protonen an der negativ geladenen Seite der Membran eine Reduktion
eines Quinon-(Q) Molekiils (siehe Abb. 1). Da im Resultat Wasserstoffatome
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Abb. 1: Die Atmungskette. Das Schema basiert auf Darstellungen aus Weiss et al.
1991 (NADH-Dehydrogenase), Bechmann et al. 1992 (Cytochrom c¢ Reduktase) und
Kadenbach et al. 1991 (Cytochrom c Oxidase).”

von Quinol auf Quinon ibertragen werden, ist der bc;-Komplex enzymatisch
nicht nur eine Oxidoreduktase, sondern auch eine Transhydrogenase.

Die Cytochrom c Reduktase wurde vor allem fur Sauger und Pilze charak-
terisiert (Ubersicht in Rieske 1986, Weiss 1987, Bechmann et al. 1992). Die
urspringlichen Praparationsmethoden basierten auf einer Solubilisierung
der mitochondrialen Membranproteine mit Deoxycholat und Cholat und
einer anschlieRenden Aufreinigung des Enzymkomplexes iber differentielle
Ammoniumsulfat-Fallungen (Hatefi et al. 1962, Rieske et al. 1967, Siedow et
al. 1978). Neuere Verfahren gehen von nichtionischen Detergenzien aus und
verwenden Saulenchromatographie fur die Reinigungsschritte (Linke und
Weiss 1986, Schagger et al. 1986, Ljungdahl et al. 1986). Der Proteinkomplex
liegt als Dimer vor und weist ein Molekulargewicht um 500 kd auf. Eine
Analyse seiner Topographie erfolgte iiber elektronenmikroskopische Ver-
messung von 2D-Kristallen (Wingfield et al. 1979). Demnach durchspannt
die Cytochrom c Reduktase die innere mitochondriale Membran (Dicke ca. 5

* Abkiirzungen sind in einem Verzeichnis im Anhang erklart



nm) und erstreckt sich etwa 7 nm in die Matrix bzw. 3 nm in den Inter-
membranraum (Hovmoller et al. 1981, Karlsson et al. 1983).

Die mitochondriale Cytochrom c Reduktase besteht aus 10-11 verschiedenen
Protein-Komponenten. Lediglich drei Untereinheiten tragen prosthetische
Gruppen und sind direkt am Elektronentransport beteiligt: Cytochrom b (2
Ham b-Gruppen), Cytochrom cj (1 Ham cj) und ein Eisen-Schwefel-Protein
(1 FeSy-Cluster). Die Sequenzen dieser Proteine sind fur viele Organismen
bekannt (Tabelle 1). Die Gene fur Cytochrom cj und das Eisen-Schwefel-Pro-
tein sind im Kern lokalisiert, wohingegen Cytochrom b als einzige Unterein-
heit des Proteinkomplexes mitochondrial kodiert ist.

Wahrend in bakteriellen und chloroplastidaren bci- bzw. bgf-Komplexen
neben den Redox-Zentren tragenden Untereinheiten maximal eine weitere
kleine Untereinheit vorkommt, setzt sich die Cytochrom c¢ Reduktase aus
Saugern und Pilzen aus 7-8 zusatzlichen Protein-Komponenten zusammen,
deren Funktionen jedoch noch weitgehend unklar sind. Dazu gehoren zwei
Matrix-zugewandte Untereinheiten im 50 kd-Bereich, von denen man auf-
grund ihrer GroRe urspriinglich annahm, daR sie den Kern des Proteinkom-
plexes darstellen (Silman et al. 1967). Obwohl ihre periphere Anordnung
inzwischen erwiesen ist, werden sie noch traditionell als "Core"-Proteine
bezeichnet. Genetische Deletionen der Core-Proteine I oder II in Hefe ver-
hindern die Befestigung der Him-Gruppen an Cytochrom b und einen
Zusammenbau der Cytochrom ¢ Reduktase (Tzagoloff et al. 1986, Oudshoorn
et al. 1987, Crivellone et al. 1988). Dariiber hinaus deuten Untersuchungen
an temperatursensitiven Hefe-Mutanten auf eine vermeintliche Rolle der
Core-Untereinheit [ fur die bcj-Aktivitat hin (Gatti und Tzagoloff 1990). Die

Tabelle 1 (folgende Seite): Die Untereinheiten des Cytochrom c¢ Reduktase-Kom-
plexes. Fir die kleinen Komponenten liegt bislang keine allgemein anerkannte
Nomenklatur vor (die verwendeten Bezeichnungen sind aus Maarse und Grivell
1987). Die apparenten (app.) Molekulargewichte der Untereinheiten von Rind
sind aus v. Jagow et al. 1985, die der entsprechenden Komponenten von Hefe aus
Maarse und Grivell 1987. Den kalkulierten (calc.) Molekulargewichten liegen die
Sequenzen der reifen Proteine zugrunde (Ausnahme: Fir das Core-Protein I aus
Hefe ist die molekulare GroRe des Precursors angegeben, da der N-Terminus des
reifen Proteins nicht bekannt ist). Sequenzdaten liegen fir die Untereinheiten
aus diversen Organismen vor (rechte Spalte). Sie basieren in den meisten Fillen
auf den Sequenzen der korrespondierenden Gene. Fir Rind wurden die
Aminosdauresequenzen von 8 Untereinheiten direkt bestimmt (Rind).

Referenzen: kleine Proteine siehe Abb. 26, Eisen-Schwefel-Protein siehe Abb. 25,
Cytochrom c siehe Braun et al 1992a, Cytochrom b siehe Hauska et al. 1988, Core-
Proteine siehe Bechmann et al. 1992.




Untereinheiten Molekulargewicht Sequenzen
Rind Hefe
App. Calc. App. Calc.

Core-Protein |

Core-Protein Il

Cytochrom b

Cytochrom c;

Eisen-Schwefel-Protein

"Q-binding"-Protein
"Hinge"-Protein
"Core-linked"-Protein

"DCCD-binding"-Protein

"Cytochrom cj-linked"-P.

"FeS-linked"-Protein

499 358 44 502

47 46,5 40 387

33 43,7 32 440

31 279 32 274

25 21,5 22 201

13 134 14 144
9 9,2 17 145

11 9,5 1 123

Rind, Hefe, Neurospora

Rind, Mensch, Ratte,
Hefe

Rind, Mensch, Ratte,
Maus, Krote, Drosophila,
Hefe, Schizosaccharom.
pombe, Neurospora,
Aspergillus, Mais, Weizen,
Oenothera, Kartoffel,
Chlamydomonas,
Trypanosoma brucei,
Leishmania tarantolae

Rind, Mensch, Hefe,
Neurospora

Rind, Mensch, Ratte,
Hefe, Neurospora, Mais

Rind, Mensch, Hefe
Rind, Mensch, Hefe
Rind, Hefe

Rind

Rind, Hefe

Rind




Core-Proteine sind kernkodiert, und ihre Aminosauresequenzen gleichen sich
zu etwa 20 % (siehe Tabellen 1 und 2).

Neben den drei respiratorischen und den zwei Core-Untereinheiten konsti-
tuiert sich der mitochondriale Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex noch aus 5-
6 "kleinen" Komponenten (MW<20 kd, siehe Tabelle 1). Deletionen dieser
Proteine in Hefe fihren ebenfalls zu einer Storung der Assemblierung des
Proteinkomplexes und zu vollkommener bzw. teilweiser Suppression der bci-
Aktivitat (Ubersicht in Trumpower 1990a). Die Untersuchung der struktu-
rellen Anordnung der kleinen Untereinheiten der Cytochrom c¢ Reduktase
erfolgte iiber chemische Kreuzvernetzungen, partielle Protease-Verdauungen
und gezielte Destabilisierungen des Enzymkomplexes (Sidhu und Beattie et
al. 1982, Schagger et al. 1986, Gonzalez-Halphen et al. 1988, Cocco et al.
1991). Ein sogenanntes "Q-binding"-Protein (Rind: 13,4 kd, Hefe: 14,4 kd)
laRt sich mit einem Ubiquinon-Analog photoaffinitatsmarkieren (Yu und Yu
1982). Das "Hinge"-Protein (Rind: 9,2 kd, Hefe: 14,5) spielt eine Rolle bei der
Bindung von Cytochrom c an die Cytochrom ¢ Reduktase und ist auRerst
hydrophil (Wakabayashi et al. 1982, Kim und King 1983). Weitere der klei-
nen Komponenten wurden uber ihre Position in bezug auf die groRen Un-
tereinheiten des Proteinkomplexes definiert. Ein sogenanntes "Core-linked"-
Protein (Rind: 9,5 kd, Hefe: 12,3 kd) lakt sich zusammen mit den Core-
Proteinen vom Enzymkomplex aus Rind abspalten (Schagger et al. 1986).
Das "Cytochrome ci-linked"-Protein (Rind: 7,2 kd, Hefe: 7,4 kd) bildet mit
dem "Hinge"-Protein und der Cytochrom cj-Untereinheit einen Subkomplex.
SchlieRlich kommt als kleinste Komponente der Cytochrom ¢ Reduktase aus
Rind ein "FeS-linked"-Protein (6,5 kd) vor (Schagger et al. 1985, Terzi et al.
1991). Es dissoziiert sehr leicht vom Proteinkomplex und scheint als einzige
Untereinheit far die bci-Aktivitat entbehrlich zu sein (Schagger et al. 1990).
Auch fur Hefe wurde kirzlich eine analoge Untereinheit (8,5 kd) identifiziert
(Geier et al. 1992).

Die Cytochrom ¢ Reduktase aus Rind zeichnet sich noch durch eine sechste
kleine Untereinheit aus, die urspriinglich als "DCCD-binding"-Protein (8,0
kd) bezeichnet wurde (Borchart et al. 1985). Inzwischen konnte diese Kom-
ponente als Leitsequenz des Eisen-Schwefel-Proteins identifiziert werden
(Brandt et al. 1993).

Die Priméarstrukturen der kleinen Untereinheiten des Cytochrom c¢ Reduk-
tase-Komplexes sind fir Rind, Hefe und z.T. fiur Mensch bekannt (siehe
Tabelle 1). Die Proteine sind kernkodiert und werden posttranslational in
die Mitochondrien transportiert. Der Import-Weg ist dabei unklar, da Leit-



sequenzen entweder fehlen, oder aber eine sehr untypische Aminosaurekom-
position aufweisen (siehe unten).

1.2. Der mitochondriale Protein-Import-Apparat

Die meisten kernkodiérten mitochondrialen Proteine werden im Cytoplasma
als Vorlaufer-Proteine ("Precursor"”) synthetisiert, die an ihrem N-Terminus
eine Leitsequenz tragen. Diese Zusatzstruktur ermoglicht einen zielgerich-
teten Transport von Proteinen in das Mitochondrium und wird nach
erfolgtem Import abgetrennt. Leitsequenzen umfassen gewohnlich 20-80
Aminosauren. Sie sind von ihrer Primarstruktur her verschieden, weisen
jedoch ahnliche Aminosaurekompositionen auf. Positiv geladene und hy-
droxylierte Reste kommen tiberdurchschnittlich haufig vor, wahrend Gluta-
minsiure und Asparaginsdure selten sind. Als Sekundarstruktur werden fir
Leitsequenzen a-Helices postuliert, die positive Ladungen auf der einen und
hydrophobe Aminosauren auf der anderen Seite tragen, also amphiphil sind
(v. Heijne 1986).

Die Leitsequenzen interagieren spezifisch mit Komponenten des Protein-
Import-Apparates der Mitochondrien (Abb. 2). Dabei spielen Hitzeschock-
proteine, Rezeptoren und Prozessierungsproteasen eine Rolle (Ubersicht in
Hartl et al. 1989, Pfanner und Neupert 1990, Glick und Schatz 1991). Viele
Precursor werden zunichst im Cytoplasma mit Hilfe von Hitzeschockpro-
teinen in eine Import-kompetente Konformation wberfihrt. Sie werden
anschlieRend von spezifischen Rezeptoren erkannt und in die auRere mito-
chondriale Membran eingefiigt. Der eigentliche Translokationsschritt findet
an sogenannten Adhasionsstellen statt und erfordert ein elektrisches Poten-
tial an der inneren mitochondrialen Membran. Die Leitsequenzen der im-
portierten Precursor werden von Prozessierungsproteasen abgetrennt. An der
letzten Phase des Imports, der Beendigung der Translokation und der Fal-
tung der Proteine, sind wiederum Hitzeschockproteine beteiligt (HSP 70 und
HSP 60).

Die Haupt-Prozessierungsaktivitat der Mitochondrien ist in der Matrix loka-
lisiert und wurde fur Hefe, Neurospora und Ratte charakterisiert (Hawli-
tschek et al. 1988, Yang et al. 1988, Ou et al. 1989). Sie beruht auf dem

* Molekularbiologische Fachbegriffe aus dem Englischen sind in einem Glossar im
Anhang erklart.



Cytochrom c
Reduktase

Abb. 2: Der Protein-Import-Apparat. Das Schema basiert auf einer Darstellung
aus Pfanner et al. 1991. Die "Intermediate Processing Peptidase" (MIP), die "Inner
Membrane Protease I" (IMP I) und ein potentielles Protein des Translokations-
Komplexes (MPI 1) sind hinzugefiigt (Kalousek et al. 1992, Schneider et al. 1991,
Maarse et al. 1992). Fur Abkiirzungen siehe Verzeichnis im Anhang.

Zusammenwirken von zwei Komponenten, der "Matrix Processing Protease"
(MPP) und dem "Processing Enhancing Protein" (PEP). In den Mitochondrien
von Hefe liegen MPP und PEP assoziiert vor, wohingegen sie aus Neurospora
nicht als Komplex isolierbar sind. MPP alleine hat nur geringe Aktivitat fur
die Prozessierung mitochondrialer Precursor und wird durch PEP stimuliert.
PEP konnte importierte Vorlaufer-Proteine in eine Prozessierungs-bereite Kon-
formation tuberfithren, die genaue Funktion dieser Komponente ist jedoch
noch unklar. Die Prozessierungsprotease benotigt divalente lonen als Cofak-
tor und wird folglich durch EDTA gehemmt. Sie ist eine hochspezifische
Endoprotease fiir mitochondriale Precursor. Ihre Substratspezifitat ist nicht
durch eine Konservierung der Primarsequenz der Vorlaufer-Proteine an der
Schnittstelle bedingt, jedoch befindet sich oftmals ein Arginin an der
Position -2 (Gavel und v. Heijne 1990).

MPP und PEP sind kernkodiert, tragen selbst Leitsequenzen und werden post-



translational in die Mitochondrien importiert. Die reifen Proteine haben
eine molekulare GroRe um 50 kd und sind strukturell verwandt: MPP und
PEP aus Neurospora gleichen sich zu 27 %, die entsprechenden Proteine aus
Hefe zu 28 % (siehe Tabelle 2). Dartiber hinaus weisen die Komponenten der
Prozessierungsprotease aus Pilzen und Sdugern eine begrenzte Homologie mit
den Core-Proteinen der Cytochrom c Reduktase auf und werden daher der-
selben Proteinfamilie zugeordnet (Jensen und Yaffe 1988). Fur den Protein-
komplex aus Neurospora ergab sich der iiberraschende Befund, daR das Core-
Protein I und das "Processing Enhancing Protein" von ihren Sequenzen her
identisch sind (Schulte et al. 1989). Auch physiologisch erwies sich das Core-
Protein [ in vitro als effektiver "Enhancer" fuir die endoproteolytische Akti-
vitat von MPP. In vivo wird jedoch eine andere Situation angenommen, da
ein Teil des PEP als losliches Protein in der Matrix der Mitochondrien aus
Neurospora vorkommt (Arretz et al. 1991). In Hefe sind PEP und das Core-
Protein I verschieden; weitere Organismen wurden in bezug auf den Zusam-
menhang zwischen Cytochrom c Reduktase und Prozessierungsprotease
bisher nicht untersucht.

R.n. S.c. Nec. S.c. Nec. Bit. S.c. B.t.
MPP MPP MPP PEP PEP/ SUI SUI SUII

SUI
R.n. MPP °
S.c. MPP 37 .
N.c. MPP 35 47 .
S.c. PEP 29 28 26 °
N.c. PEP/SUI 30 28 27 56 °
B.t. SUI 27 22 22 37 43 °
S.c. SUI 22 24 21 25 32 26 °
B.t. SUII 27 28 23 27 27 21 23 °
S.c. SUII 17 16 13 20 22 17 17 21

Tabelle 2: Homologien zwischen PEP, MPP und den Core-Proteinen der Cyto-
chrom c Reduktase (aus Bechmann et al. 1992). Die Berechnungen erfolgten auf
der Basis paarweiser Alignments von Sequenzen aus Ratte (R.n.), Rind (B.t.), Hefe
(S.c.) bzw. Neurospora (N.c.).

Einige mitochondriale Precursor-Proteine weisen eine zweigeteilte Leitsequenz
auf, von der lediglich der vordere Bereich, der als "Matrix targeting"-Doméane
bezeichnet wird, von MPP und PEP entfernt wird. Der verbleibende Anteil der



Leitsequenz enthalt Informationen fiir die innermitochondriale Verteilung
von importierten Proteinen. Bei kernkodierten Komponenten des mitochon-
drialen Intermembranraums (z.B. Cytochrom cj der Cytochrom ¢ Reduktase
aus Pilzen und Saugern) ist dieser Abschnitt in der Regel ungeladen/hydro-
phob und wird "intramitochondrial sorting"-Doméane genannt. Nach dem
"Stop transfer"-Modell bleiben Precursor mit dieser Domédne wahrend ihres
Imports an den Adhéasionsstellen in der Membran stecken und erreichen den
Intermembranraum durch laterale Diffusion (v. Loon und Schatz 1987, Glick
et al. 1992a, Glick et al. 1992b). Einem anderen Modell zufolge werden die
kernkodierten Proteine dieses mitochondrialen Subkompartiments zunéchst
vollstandig in die Matrix transportiert und anschlieRend uber die innere
Membran reexportiert (Hartl et al. 1987, Hartl und Neupert 1990, Koll et al.
1992). Da der Mechanismus des Rucktransports in den Intermembranraum
mit bakteriellen Exportvorgangen homologisiert werden kann, ist dieses Mo-
dell unter dem Schlagwort "conservativ sorting" in die wissenschaftliche
Literatur eingegangen.

Die "intramitochondrial sorting"-Domane wird von einer "Inner membrane
protease [" (IMP ) prozessiert, die in der inneren Membran der Mitochon-
drien lokalisiert ist (Schneider et al. 1991, Behrens et al. 1991). Es gibt gene-
tische Hinweise auf eine weitere Protease in der inneren Membran, die eben-
falls "sorting"-Signale prozessiert (Pratje und Guiard 1986).

Einige mitochondriale Proteine haben eine zweigeteilte Leitsequenz, deren
hinterer Bereich aus einem charakteristischen Oktapeptid besteht (z.B. das
Eisen-Schwefel-Protein der Cytochrom c Reduktase aus Pilzen). Die genaue
Funktion dieses Sequenzmotivs ist bisher unklar. Es wird von einer soge-
nannten "Mitochondrial Intermediate Protease" (MIP), die sich in der Matrix
befindet, abgetrennt (Kalousek et al. 1992, [saya et al. 1992).

1.3. Die Atmungskette und der Protein-Import-Apparat in den
Mitochondrien hoéherer Pflanzen

Uber die Proteinkomplexe der Atmungskette und die Komponenten des
Protein-Import-Apparates aus hoheren Pflanzen ist vergleichsweise wenig
bekannt. Die DNA-Sequenzen von einigen kernkodierten mitochondrialen
Proteinen liegen inzwischen jedoch vor. Pflanzliche Precursor zeichnen sich
demnach wie ihre Counterparts aus Pilzen und Saugern durch N-terminale
Leitsequenzen aus, die von vergleichbarer Lange sind und eine dhnliche
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Aminosdurekomposition aufweisen (Boutry und Chua 1985, White und
Scandalios 1988, Gietl et al. 1990). Wie die Rezeptoren beschaffen sind, mit
denen sie interagieren, ist gegenwartig noch unklar. Als erstes potentielles
Element des Protein-Import-Apparates hoherer Pflanzen gelang die Identifi-
zierung eines HSP 60 (Prasad und Hallberg 1989, Prasad und Stewart 1992).
Zwischenzeitlich liegen auch Veroffentlichungen iiber ein 68 kd Hitzeschock-
protein vor, das ein Analogon zu HSP 70 aus den Mitochondrien von Pilzen
und Siugern darstellt (Watts et al. 1992, Neumann et al. 1993, Vidal et al.
1993). Eine pflanzliche Prozessierungsaktivitat wurde erstmals von Bohni et
al. (1980) nachgewiesen. Die Spezifitat der putativen Protease gleicht derje-
nigen aus Pilzen, da Vorlaufer-Proteine mit einer Leitsequenz aus Hefe oder
Neurospora in pflanzliche Mitochondrien importiert und zur korrekten
GroRe prozessiert werden (Whelan et al. 1988, Schmitz und Lonsdale 1989,
Chaumont et al. 1990). Ein Antiserum gegen PEP aus Neurospora ist in der
Lage, die Prozessierungsaktivitat aus mitochondrialen Lysaten von Vicea faba
zu eliminieren (Whelan et al. 1990). Weitere Erkenntnisse uiber die pflanz-
liche Prozessierungsprotease lagen zu Beginn dieser Arbeit noch nicht vor.

Die Cytochrom ¢ Reduktase und andere Enzymkomplexe der Atmungskette
sind auch aus den Mitochondrien hoherer Pflanzen gereinigt bzw. angerei-
nigt worden (Maeshima und Asahi 1978, Maeshima et al. 1987, Hawkesford
und Leaver 1987), Erkenntnisse uiber ihre Struktur und Physiologie sind
jedoch fragmentarisch. Nakajima et al. (1984) isolierten den bcj-Komplex
aus Batate iiber ein Protokoll in Anlehnung an Hatefi et al. (1962). Der aus 8
Untereinheiten bestehende Proteinkomplex zeigte jedoch keinerlei Ubiquinol-
Cytochrom c-Oxidoreduktase-Aktivitat. Eine modifizierte Methode erlaubte
Degli Esposti et al. (1985) die Praparation einer aktiven, jedoch lediglich
angereinigten Cytochrom ¢ Reduktase aus Jerusalem Artischocke. Mit Hilfe
chromatographischer Verfahren isolierten Hawkesford et al. (1989) und
Pfeiffer et al. (1990) Cytochrom ¢ Reduktase aus Mais bzw. Weizen und
identifizierten einzelne Untereinheiten des Proteinkomplexes. Wahrend das
in der vorliegenden Arbeit beschriebene Isolationsprotokoll entwickelt wurde,
berichteten Berry et al. (1991) erstmalig von einer gereinigten und aktiven
Cytochrom ¢ Reduktase aus pflanzlichen Mitochondrien. Es wurde Dodecyl-
Maltosid fur die Solubilisierung der Membranproteine und Anionenaus-
tausch-Chromatographie fiir die Enzymisolierung verwendet. Der Protein-
komplex setzt sich aus 10 Untereinheiten zusammen, die teilweise den ana-
logen Komponenten der Cytochrom c Reduktasen aus Pilzen und Saugern
zugeordnet werden konnen.

11



1.4. Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Dissertation soll eine Methode zur sauberen und effi-
zienten Isolierung der Cytochrom c Reduktase hoherer Pflanzen vorgestellt
werden. Das Verfahren basiert auf Cytochrom c Affinitatschromatographie
und wurde von Weiss und Juchs (1978) fiur die Praparation dieses Protein-
komplexes aus den Mitochondrien von Neurospora entwickelt. Die gerei-
nigten und monodispersen Cytochrom ¢ Reduktasen aus Kartoffel und Wei-
zen werden hinsichtlich ihrer Physiologie, ihrer Struktur und ihrer Zusam-
mensetzung eingehend untersucht. Einzelne Untereinheiten der Proteinkom-
plexe werden identifiziert und charakterisiert. Im Mittelpunkt dieser Arbeit
steht die Frage nach einer moglichen Beteiligung der Cytochrom ¢ Reduktase
hoherer Pflanzen an der Prozessierung importierter Vorlaufer-Proteine.
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1. Material
2.1.1. Chemikalien und Losungsmittel

Die verwendeten Chemikalien und Lésungsmittel wurden - sofern nicht an-
ders vermerkt - von den Firmen Merck, Darmstadt (pro analysi grade), Serva,
Heidelberg (research grade), Biorad, USA (Electrophoresis purity grade), Boeh-
ringer, Mannheim und Sigma, USA bezogen. Die Hersteller von Enzymen,
Saulenmaterialien, Filtern und Apparaturen sind unter Methoden aufge-
fuhrt.

2.1.2. Versuchsorganismen

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden mit folgenden Orga-
nismen durchgefiihrt: Solanum tuberosum (Kartoffel), Varietaten 'Hansa',
'Désirée’, 'Bintje', 'Marfona’, 'Jaerla' und 'Ukama', Triticum aestivum
(Weizen) Varietat 'Nandu', Brassica oleracea (Kohl), Varietat 'Botrytis’,
Oenothera berteriana (Nachtkerze), Saccharomyces cerevisiae Stamm AH 216
und Neurospora crassa Stamm R2.

2.2. Grundmethoden der Proteinanalyse

2.2.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(nach Laemmli 1970)

Uber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit der
Proteine im elektrischen Feld verhalt sich anndhernd umgekehrt
proportional zum dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichts.

Die genauen Trenneigenschaften dieser Methode hangen von vielen Parame-
tern ab (Polyacrylamidkonzentration, Stromstarke, Temperatur, Reinheit der
eingesetzten Chemikalien etc.). Um moglichst reproduzierbare Ergebnisse zu
erzielen, wird folgendes System verwendet: Gellosungen nach Laemmli (dis-
kontinuierliche Gelelektrophorese); Geldimensionen 20 x 16 x 0,15 cm mit
15 "Slots" (Geltaschen); Gelapparatur: Protean II-Modell (Biorad, USA); Gel-

13



lauf bei 40 mA und 4°C fur 6-7 Stunden. Proteinkonzentrationen werden vor
dem Gellauf Uiber den Biorad Protein-Assay (nach Bradford 1976) abge-
schatzt. Pro Slot werden 0,1-2 pg je Protein aufgetragen. Als Proteinstandard
wird der "Rainbow-Marker" RPN756 (Amersham, England) verwendet.
Hydrophobe Proteine kénnen durch Erwarmen vor dem Auftrag irreversibel
verklumpen und sollten daher kithl gehalten werden. Fur die Auftrennung
von Proteinen s 12 kd gilt es, Detergens- und Salzkonzentrationen in den
Probenansitzen so klein wie moglich zu halten.

Die Gele werden nach der Elektrophorese fir 1 Stunde mit 0,25% (w/v)
Coomassie (Merck, Darmstadt)/45 % Methanol/10 % Essigsdure inkubiert,
anschliefend in 35 % Methanol/7,5 % Essigsaure entfarbt und getrocknet.
Zum Trocknen der Gele eignet sich Cellophan (im Handel unter der Bezeich-
nung "Einmachfolie" [Alba, Bielefeld] zu erwerben).

Die Auftrennung von Proteinen in praparativem MaRstab fir die automa-
tische Aminosiauresequenzierung (siehe 2.2.9.) oder die Herstellung von
Antikorpern (2.2.5.) erfolgt im selben Gelsystem, jedoch mittels 4N auspoly-
merisierten Gelen mit lediglich einem Slot.

2.2.2. Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Noch gesteigerte Auftrennungen ermoglichen zweidimensionale Gelsysteme,
mit denen komplexe Proteingemische durch Kombination von isoelektrischer
Fokussierung in Anwesenheit von Harnstoff in der ersten Dimension und
einer SDS-PAGE (siehe oben) in der zweiten Dimension analysierbar sind. Es
wird die von Geyl et al. (1981) beschriebene Methode angewendet.

2.2.3. Elektroelution

In Gelsystemen aufgetrennte Proteine lassen sich fir weitere Untersuchungen
elektrisch wieder aus Gelmaterialien eluieren. Dazu werden entsprechende
Proteinbanden aus praparativen Proteingelen ausgeschnitten, die Gelstiick-
chen in Elektrophorese-Puffer (150 mM Glycin/20 mM Tris-HCl [pH 8,5]/0,1
% SDS) inkubiert und in eine Elektroelutionskammer (Elektro Eluter Modell
422, Biorad, USA) uberfiihrt. Die Elution erfolgt bei 60 V fur 15 Stunden in
Elektrophorese-Puffer. Die eluierten Proteine werden anschliefend gegen 100
mM Tris (pH 7,6)/0,1 % Triton X-100 /0,2 mM PMSF (Sigma, USA) dialysiert.
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2.2.4. Western Blotting
(nach Towbin et al. 1979)

Mit Hilfe von "Western Blots" werden Proteine von Gelsystemen auf Filter-
trager transferiert und sind damit fur weitere Untersuchungen zuganglich
(Immunfarbung, siehe 2.2.6. und Sequenzierung von Proteinen, siehe 2.2.9.).
Nach AbschluR einer Gelelektrophorese werden Gel und Filter (Nitrozellulose-
filter BA 83, Schleicher und Schuell, Dassel) zwischen Whatman-Filtern und
Schwammen "sandwich-artig" eingebettet und in einen Puffertank (Trans
Blot Cell, 18 x 24 x 9,5 cm, Elektrodenabstand 8 cm, Biorad, USA) mit 20 mM
Tris-HCI (pH 8,8)/150 mM Glycin/20 % Methanol eingefithrt. Das Blotten
erfolgt bei 200 mA fiur 6 Stunden. Transferierte Proteine kénnen uiber 0,5 %
(w/v) Ponceau-S (Sigma, USA) in 1 % Essigsaure (entfarben mit destilliertem
Wasser) oder 0,1 % (w/v) Amidoschwarz (Merck, Darmstadt) in 50 %
Methanol (entfirben mit 30 % Methanol) visualisiert werden. Alternativ
sind Banden selektiv iiber Immunfarbungen identifizierbar (siehe 2.2.6.).

Far das Blotten von Proteinen aus praparativen Gelen zur anschlieRenden
Aminosauresequenzierung werden Polyvinylidendifluorid- (PVDF) Membran-
filter (Millipore, USA) verwendet, die sich durch eine besonders hohe Bin-
dungskapazitat fur Proteine auszeichnen. Als Blotpuffer wird 20 mM Tris-HCl
(pH 8,8)/0,05 % SDS/1 mM DTT/20 % Methanol verwendet. Die Membran-
filter werden fur jeweils eine Minute in Methanol und Blotpuffer vorinku-
biert. Auch die Gele werden vor dem Transfer fur dreimal 10 Minuten mit
Blotpuffer behandelt. Das Blotten erfolgt bei SO0 mA fur 15 Stunden im
Kalten (4°C). AnschliefRend werden die Membranfilter in destilliertem Wasser
gespuilt (dreimal 10 Minuten), mit Ponceau-S angefarbt (siehe oben) und die
Proteinbanden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Filterstreifen werden
direkt weiterverarbeitet (siehe 2.2.5., 2.2.8. und 2.2.9.) oder eingefroren und
bei -20 °C gelagert.

2.2.5. Herstellung von Antikoérpern
Immunisierung von Kaninchen mit SDS-PAGE separierten Proteinen
Proteingemische, in denen die fiir eine Immunisierung vorgesehenen Proteine

mit jeweils = 50 pyg vertreten sind, werden iiber praparative Proteingele aufge-
trennt, die entsprechenden Coomassie-gefarbten Banden aus den Gelen aus-
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geschnitten und in Dialyseschlauche tiberfuhrt. Zunachst wird fur 12 Stun-
den gegen Entfarber (siehe 2.2.1.) dialysiert, anschliefend fiur 24 Stunden
gegen Tris-HCI (pH 7,6). Die Gelstreifen werden in einer Vakuum-Zentrifuge
eingeengt, in fliassigem Stickstoff eingefroren und zermorsert. Das fur 12
Stunden in 1-2 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7,6) aufgequollene Pulver dient far
die Immunisierungen (Erst- und Zweitimmunisierung mit jeweils 0,5 ml im
Abstand von ca. 6 Wochen).

Alternativ zu Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen konnen auch geblottete
Proteine fur Immunisierungen verwendet werden. Die Proteine werden dazu
mit 80 % Ameisensdure von den PVDF-Membranen abgeldst (siehe auch
2.1.8.), auf ca. 1-2 ml eingeengt und wie oben beschrieben fir die Injektio-
nen eingesetzt.

Aufarbeitung des Kaninchenblutes

Blutabnahmen erfolgen vor der Erstimmunisierung (Praimmunserum) und
11, 19 bzw. 27 Tage nach der Zweitimmunisierung (Antiseren). Das Blut wird
jeweils fuir 12 Stunden bei 4°C belassen und der Blutkuchen in zwei Zentrifu-
gationsschritten firr 10 Minuten bei 150 xg pelletiert. Die Uberstinde werden
vereinigt, mittels einer abschlieRenden Zentrifugation fir 10 Minuten bei
2000 xg von verbliebenen zellularen und verklumpten Komponenten gerei-
nigt, eingefroren und bei -80°C gelagert. Die Spezifitat und der Titer der
Antiseren laRt sich 1tber Immunfarbungen (siehe folgendes Kapitel) oder
schneller noch tiber Ouchterlony-Geldiffusionstests (Ouchterlony 1958, 1962)
bestimmen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Antiseren gegen die 55, 53, 51, 14 und 12
kd-Untereinheiten der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel hergestellt,
aulerdem ein Antiserum gegen natives Gesamtprotein der Cytochrom c
Reduktase. Die Immunisierungen fur die drei letztgenannten Seren erfolgten
uber die Firma Eurogentec, Belgien. Die Abbildungen 3 und 28 dokumentie-
ren die Spezifitat der Antikorper.

2.2.6. Immunfarbung
(nach Hsu et al. 1981)

Uber Immunfarbungen kénnen einzelne Proteine zuvor aufgetrennter und

geblotteter Proteingemische mit Hilfe von spezifischen Antikorperléosungen
identifiziert werden ("Immunoblotting"). Eine besonders sensitive Methode
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basiert auf einer iiber das Biotin-Avidin-System verstarkten Farbreaktion:
Priméare Antikorper werden dabei von biotinylierten sekundaren Antikérpern
erkannt, an die Avidin bindet. An jedes Avidin-Molekiil kénnen mehrere
Peroxidasen binden. Die Peroxidasen oxidieren DAB mit H202 als Oxidations-
mittel, wobei ein dunkler Niederschlag entsteht.

PI I
69 . |
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'.
30 — ' f
e 30 —
21,5 —
21,5 — . :
14,3 — o _ o
14,3 — / e '
A B C

Abb. 3: Immunoblot der gereinigten Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel nach
Inkubation mit Antikorpern, die (A) gegen Gesamtprotein des Proteinkomplexes
gerichtet sind, (B) gegen die 14 kd-Untereinheit und (C) gegen die 12 kd-Unter-
einheit. Die Priimmunseren (PI) zeigen keine Reaktion mit den aufgetrennten
Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase, wohingegen die Immunseren (I) je-
weils das fir die Immunisierung verwendete Protein erkennen. Die Zahlen links
geben die Molekulargewichte von Standardproteinen an.

Bei Immunfarbungen wird wie folgt verfahren (Vectastain-ABC-Kit, Vector
Inc., USA): Western Blots werden nacheinander fur jeweils 2 Stunden in
Inkubationspuffer (0,1 M Tris-HCl [pH 7,4]/0,1 % Tween 20/0,15 M NaCl) mit
a) primarem Antikoérper (Serum 1:1000 verdiinnt), b) sekundarem Antikor-
per (1 Tropfen/20 ml) und c) Avidin-Peroxidase-Komplex (je 1 Tropfen/20
ml) inkubiert. Nach jedem Inkubationsschritt wird fur dreimal 10 Minuten
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mit obigem Puffer gewaschen, um unspezifische Bindungen zu lésen. Mit der
Peroxidase-Entwicklung in 0,1 M Tris-HCl (pH 7,4)/0,3 mM NiCl2/0,03 %
H202/1,5 mM DAB (Sigma, USA) werden die vom Serum erkannten Antigene
sichtbar gemacht.

Tabelle 3: Antikorper, die fur die Durchfihrung dieser Arbeit zur Verfugung
standen (Abkirzungen siehe Verzeichnis im Anhang):

Antigen Organismus Bezugsquelle
PEP Neurospora crassa Labor W. Neupert, Miinchen
MPP Neurospora crassa Labor W. Neupert, Miinchen
MAS 1 Hefe Labor G. Schatz, Basel
MAS 2 Hefe Labor G. Schatz, Basel
Core 1 Neurospora crassa Labor H. Weiss, Diisseldorf
Core 2 Neurospora crassa Labor H. Weiss, Diisseldorf
Cyt. b Neurospora crassa Labor H. Weiss, Duisseldorf

) Hefe Labor G. Schatz, Basel
CS/t. c1 Neurospora crassa Labor H. Weiss, Diisseldorf

Hefe Labor G. Schatz, Basel

FeS-Protein Neurospora crassa Labor H. Weiss, Duisseldorf
kleine SUs der CR Neurospora crassa Labor H. Weiss, Diisseldorf
SOD Tabak Labor C. Bowler, Gent
ANT Neurospora crassa Labor W. Neupert, Miinchen
HSP 60 Kartoffel Labor D. Neumann, Halle

2.2.7. Antikorperfallung

Mittels Antikorperfallungen ist es moglich, selektiv die von einem Antiserum
erkannten Antigene aus einem Proteingemisch herauszufallen. Dabei findet
ein Antikorper-bindendes Protein aus Staphylococcen Verwendung, das kova-
lent an eine Matrix aus Kohlenhydraten gebunden ist (Protein A-Sepharose
CL-4B, Pharmacia, Schweden). Es wird im wesentlichen wie von Friedrich et
al. (1989) beschrieben vorgegangen: Proteingemische (250 pl-Aliquots) wer-
den mit 750 ul Kopplungspuffer (S0 mM MOPS [pH 7,3]/150 mM NaCl/0,5 %
Triton X-100) und jeweils 25 ul Antiserum gemischt und fir 30 Minuten bei
4°C inkubiert. Anschliefend wird 2,5 mg Protein A-Sepharose CL-4B (als 50
mg/ml-Lésung in Kopplungspuffer) zugegeben und fuir weitere 15 Stunden
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bei 4°C inkubiert. Die Protein A-Sepharose-Fraktion wird dreimal mit Kopp-
lungspuffer (siehe oben) und einmal mit Kopplungspuffer ohne Triton X-100
gewaschen. Die gefallten Proteine werden direkt iiber SDS-PAGE analysiert.
Dabei wird ein Probenpuffer ohne Mercaptoethanol verwendet, um die Im-
munglobuline nicht zu monomerisieren.

2.2.8. Enzymatische Proteinspaltung und HPLC-Auftrennung
generierter Peptide
(nach Graack et al. 1991, Grohmann et al. 1991)

Die Analyse von internen Aminosauresequenzen (2.2.9.) erfordert eine defi-
nierte Fragmentierung isolierter Proteine. Dabei finden sequenzspezifische
Endoproteinasen Verwendung. Die generierten Peptide werden im AnschluR
uber HPLC aufgetrennt. Es wird nach folgendem Protokoll vorgegangen:

Etwa 0,5-1 nmol isoliertes Protein auf Filterstreifen (siehe 2.2.4.) wird fiar 30
Minuten mit 3 ml einer PVP 40-Losung (0,2 %ig in Methanol) inkubiert, um
freie Membranoberflache abzusattigen. Die Losung wird abgenommen, und
die Filterstreifen werden viermal mit jeweils 4 ml destilliertem Wasser sowie
einmal mit Reaktionspuffer (0,1 M Tris-HCI, pH 8,0) gewaschen. Es folgt die
Verdauung des Proteins mit 0,5 U Endoproteinase Lys C (Boehringer, Mann-
heim) oder Trypsin (Boehringer, Mannheim) in 1,5 ml Reaktionspuffer fur 15
Stunden bei 37°C. Der Uberstand wird dekantiert und die Filterstreifen wer-
den anschlieRend zweimal mit 1 ml 80 %iger Ameisensaure (Inkubation fir
jeweils 15 Minuten) und einmal mit 1 ml destilliertem Wasser gewaschen.
Uberstand, Ameisensaure-Fraktionen und Waschwasser werden vereinigt, in
einer Vakuum-Zentrifuge auf ca. 0,5 ml eingeengt und iiber Umkehrphasen-
HPLC aufgetrennt.

[Die HPLC-Auftrennungen der vorliegenden Arbeit wurden von Dr. Volker
Kruft am Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik in Berlin-Dahlem bzw.
am Max-Delbriick-Centrum fiur Molekulare Medizin in Berlin-Buch durch-
gefuhrt:] Enzymatisch fragmentierte Proteine werden auf eine C18 Saule (4,6
x 250 mm, EnCaPharm RP18-TS, Molnar, Berlin) aufgetragen und die Peptide
uber einen Gradienten aus Wasser und Acetonitril mit jeweils 0,1 % Trifluor-
essigsaure bei einer FluRrate von 0,5 ml/Minute aufgetrennt (nach Kruft
1992 und Kruft et al. 1991). Protein-Detektion erfolgt mit einem DurchfluR-
photometer bei 220 nm. Das Eluat wird in 60 Sekunden-Fraktionen unter-
teilt.
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2.2.9. Sequenzierung von Proteinen und Peptiden
(nach Lottspeich 1985)

N-terminale Aminosdauresequenzen von Proteinen (gebunden an PVDEF-Fil-
terstreifen, siehe 2.2.4.) bzw. von Peptiden (eingeengte und in 30 ul Trifluor-
essigsaure neu aufgenommene HPLC-Fraktionen, siehe 2.2.8.) werden mit
einem automatischen Proteinsequenzierer (Modell 477 A, Applied Biosystems,
USA) nach dem Prinzip der zyklischen Protein-Degradierung (Edman 1950)
bestimmt. Phenylthiohydantoin-Aminosauren werden gekoppelt iiber eine
HPLC analysiert (Modell 120A, Applied Biosystems, USA) und mittels manu-
eller Datenauswertung identifiziert. [Die Aminosauresequenzierungen fur
diese Arbeit wurden von Dr. Volker Kruft am Max-Planck-Institut fir Mole-
kulare Genetik in Berlin-Dahlen bzw. am Max-Delbriick-Centrum fuir Moleku-
lare Medizin in Berlin-Buch durchgefiihrt.]

2.3. Praparation von Mitochondrien

2.3.1. Isolierung von Mitochondrien aus Knolle, SprofR und
Wurzel der Kartoffel
(nach Douce 1985 und Boutry et al. 1984, modifiziert)

Reinigung von Mitochondrien aus Kartoffelknolle

Alle Arbeitsschritte werden bei 4°C oder auf Eis durchgefihrt; die verwende-
ten Losungen und GefaRe sind auf 4°C vorgekiihlt. Kartoffelknollen werden
geschalt, zerkleinert, im Verhaltnis 1:1 mit AufschluRpuffer (0,4 M Manni-
tol/1 mM EGTA/25 mM MOPS [pH 7,8]/0,1 % BSA/5 mM Mercaptoethanol)
versetzt und mit einem "Waring-Blender" in drei 3-Sekunden-Intervallen
aufgeschlossen. Das Lysat wird durch vier Lagen Mullbinde und eine Lage
Miracloth filtriert und anschlieRend differentiell in zwei Stufen zentrifugiert:
Zellbruchstiicke, Zellkerne und Amyloplasten pelletieren nach einer Smi-
niitigen Behandlung bei 3500 xg, woraufhin sich die Fraktion der Mitochon-
drien aus dem Uberstand durch Zentrifugation fir 30 Minuten bei 18000 xg
sedimentieren laRt. Das Pellet wird mit einem Pinsel resuspendiert und mit
einem "Dounce-Homogenisator" dispergiert. Eine weitere Aufreinigung der
Mitochondrien erfolgt iber Percoll-(Pharmacia, Schweden) Gradientenzentri-
fugation (Neuburger et al. 1982). Es wird ein Stufengradient mit 14%-, 28%-
und 45%-Phasen verwendet und fiur 45 Minuten bei 70000 xg zentrifugiert.
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Die Mitochondrien-Bande an der 28%/45%-Interphase wird entnommen, mit
Waschpuffer (0,4 M Mannitol/1 mM EGTA/5S mM MOPS [pH 7,5]/0,1 % BSA)
verdinnt und fiar 10 Minuten bei 18000 xg zentrifugiert. Nach ein bis zwei
weiteren Waschschritten werden die Mitochondrien in Resuspensionspuffer
(0,4 M Mannitol/10 mM Tricine [pH 7,2]/1 mM EGTA/1 mM PMSF) aufge-
nommen - die Konzentration fur mitochondriales Protein sollte ca. 20
mg/ml betragen - und entweder direkt weiterverarbeitet (siehe 2.3.4.) oder
in flassigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Mit der geschilderten Methode lassen sich aus 4 kg Kartoffeln ca. 1 g Mito-
chondrien gewinnen. Der Gewichtsanteil des mitochondrialen Proteins be-
tragt bezogen auf das Feuchtgewicht von isolierten Mitochondrien ca. 10%
(siehe auch Douce 1985).

Anreinigung von Mitochondrien aus Kartoffelknolle

Far die Affinitatsreinigung der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel (siehe
2.4.2.) sind angereinigte Mitochondrien vollkommen ausreichend, so daf
auf Percoll-Gradienten verzichtet werden kann. Korrespondierend zu den
Fraktionen, die normalerweise im Percoll-Gradienten sichtbar sind, wird das
Pellet nach der differentiellen Zentrifugation (siehe oben) mit einem weichen
Pinsel in drei Teile separiert: ein weiles Pellet aus Amyloplasten, eine braune
Fraktion, die vorwiegend Mitochondrien enthalt und eine gelbe Fraktion, in
der sich aufgebrochene Organellen, Proteine und Pigmente befinden. Die
braune Fraktion wird resuspendiert und durch zwei bis drei Zentrifugations-
schritte gewaschen. Die aus dieser Fraktion isolierte Cytochrom ¢ Reduktase
(siehe 2.4.) hat dieselbe Komposition und identische spektroskopische Eigen-
schaften wie der Enzymkomplex, der aus Percoll-gereinigten Mitochondrien
gewonnen wird. Mit der geschilderten Methode lassen sich aus 8-10 kg Kar-
toffeln ca. 3 g Mitochondrien gewinnen.

Reinigung von Mitochondrien aus Kartoffelspro und -wurzel

Zur Isolierung von Mitochondrien aus Kartoffelsprossen und -wurzeln wer-
den Pflanzen im Dunkeln bei Raumtemperatur fur ca. sechs Wochen in Plas-
tiktopfen (& 16 cm) angezogen. Bei einer PflanzengroRe von 10 bis 15 cm
werden Sprosse und Wurzeln separat geerntet, gewaschen und zerkleinert.
Die Gewebe werden im Verhaltnis 3:1 mit AufschluBpuffer (siehe oben) ver-
setzt. Die weitere Aufreinigung erfolgt analog zum Protoll fir die Mitochon-
drien-Isolierung aus Kartoffelknollen.
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2.3.2. Isolierung von Mitochondrien aus Weizen
(nach Breiman 1987, modifiziert)

Reinigung von Mitochondrien aus Weizenkeimlingen

Fur die Isolierung von Mitochondrien aus Weizen sind 3-5 Tage alte Keim-
linge besonders geeignet, da sich ihre noch dinnen Zellwande leicht auf-
brechen lassen. Die Keimlinge werden im Dunkeln in Pikierkisten (50 x 32 x
6 cm) angezogen, bei einer Lange von 3-5 cm geerntet, gewaschen und in
kaltem Puffer (0,4 M Mannitol/1 mM EGTA/25 mM MOPS [pH 7,8]/0,1 %
BSA/5 mM Mercaptoethanol), der im Verhéaltnis 5:1 zugegeben wird, aufge-
schlossen. Die Aufreinigung der Mitochondrien erfolgt wie fir die Mitochon-
drienisolierung aus Kartoffelknollen beschrieben. Bei der Percoll-Gradien-
tenzentrifugation werden jedoch 13,5 %-, 21,0 %- und 45 %-Phasen verwen-
det, und es wird bei 80000 xg fiir 45 Minuten zentrifugiert.

Reinigung von mitochondrialen Membranen aus Weizenkeimextrakt

Alternativ kénnen mitochondriale Membranen aus Weizen auch aus Weizen-
keimextrakt (Sigma, USA) isoliert werden (Pfeiffer et al. 1990). Dazu wird
Weizenkeimextrakt im Verhéltnis 7:1 in kaltem AufschluRpuffer (hier: 0,4 M
Mannitol/1 mM EGTA/25 mM MOPS [pH 7,8]/0,1 % BSA/2 mM PMSF/1 %
PVP) aufgenommen und mit einem "Waring-Blender" fur 15 Sekunden ho-
mogenisiert. Das Homogenisat wird fur 15 Minuten bei 13000 xg zentrifugiert
und der Uberstand anschlieRend durch vier Lagen Mullbinde und eine Lage
Miracloth filtriert, um agglomeriertes Fett zu entfernen. Durch Zentrifuga-
tion fur 40 Minuten bei 28000 xg pelletiert eine Fraktion mit mitochondria-
len Membranen, die in 0,4 M Mannitol/1 mM EDTA/S mM MOPS (pH 7,2)/
0,1 % BSA/2 mM PMSF aufgenommen und mit einem "Dounce-Homogenisa-
tor" dispergiert wird. Es folgt eine abschlieRende differentielle Zentrifuga-
tion: verbliebene Verunreinigungen werden durch eine 15minitige Behand-
lung bei 3000 xg pelletiert und verworfen, woraufhin sich eine Fraktion mit
gereinigten mitochondrialen Membranen aus dem Uberstand durch Zentri-
fugation fur 30 Minuten bei 48000 xg sedimentieren laRt. Sie wird in Resus-
pensionspuffer (0,4 M Mannitol/10 mM Tricine [pH 7,2]/1 mM EGTA/1 mM
PMSF) aufgenommen - die Konzentration fir mitochondriales Protein sollte
ca. 20 mg/ml betragen - und entweder direkt weiterverarbeitet (siehe 2.4.1.)
oder in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
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2.3.3. Isolierung von Mitochondrien aus Hefe und Neurospora

Hefezellen werden fir die Mitochondrien-Isolierung in einem Lactat-Medium
angezogen und enzymatisch mit Zymolyase (Seikagaku Kogjo, Tokio) auf-
geschlossen. Das Verfahren fur die Praparation der Mitochondrien ist in
Daum et al. (1982) beschrieben. Eine Methode zur Isolierung von Mitochon-
drien aus Neurospora crassa ist in Zimmermann und Neupert (1980) und in
Schleyer et al. (1982) angegeben.

2.3.4. Subfraktionierung isolierter Mitochondrien
(nach Linke und Weiss 1986)

Mitochondrien lassen sich durch Behandlung mit Ultraschall effektiv auf-
brechen. Dazu werden isolierte Mitochondrien abzentrifugiert und in hy-
potonischem 0,2 M Na-Phosphat-Puffer (pH 7,3) neu aufgenommen. Es
werden vier Impulse Ultraschall a 10 Sekunden appliziert. Die Mitochondri-
en-Suspension sollte dabei auf Eis gehalten werden und 1 mM PMSF enthal-
ten. Eine Subfraktionierung der Mitochondrien kann durch einfache Ultra-
zentrifugation fur 90 Minuten bei 150000 xg erreicht werden. Dabei pelle-
tieren mitochondriale Membranfragmente, wohingegen Matrix- und Inter-
membranraum-Komponenten im Uberstand verbleiben. Das Pellet wird in
destilliertem Wasser aufgenommen - die Proteinkonzentration sollte ca. 40
mg/ml betragen - und mit Hilfe von zwei kurzen Ultraschall-Impulsen in
Gegenwart von 1-2 pl Silicon Antischaum-Emulsion (Serva, Heidelberg) resus-
pendiert. 3 g Mitochondrien ergeben ca. 150 mg mitochondriales Membran-
protein.

Far die Isolation des Cytochrom c¢ Reduktase-Komplexes aus der inneren
mitochondrialen Membran uber Cytochrom c-Affinitatschromatographie
(siehe 2.4.) ist es von besonderer Bedeutung, Verunreinigungen durch inter-
nes Cytochrom ¢ im Membran-Pellet der Ultrazentrifugation moglichst klein
zu halten. Mitochondrien, die bei der Ultraschall-Behandlung unzerstort ge-
blieben sind, sollten daher in einem vorgeschalteten Zentrifugationsschritt
fir 7 Minuten bei 5000 xg sedimentiert und verworfen werden.

Eine alternative Subfraktionierungsmethode basiert auf der Inkubation von
isolierten Mitochondrien mit 0,5 % Octyl-Polyoxyethylen (OPOE), einem mil-
den Detergens. Das Verfahren ist in Vestweber und Schatz (1988) beschrieben
und erlaubt ein besonders schonendes Aufbrechen der Mitochondrien. Uber

23



Variationen der Detergens-Konzentration (0,2-0,7 %) ist die Identifizierung
von assoziierten Membranproteinen moglich. Die Analyse der subfraktionier-
ten Proteine erfolgt {iber SDS-PAGE und Immunoblotting (2.2.1., 2.2.4. und
2.2.6.). OPOE-behandelte Fraktionen werden nicht als Ausgangsmaterial fir
die Isolation der Cytochrom c¢ Reduktase verwendet.

2.4. Reinigung der Cytochrom c Reduktase aus den
Mitochondrien hoherer Pflanzen

Naturlicher Elektronenakzeptor der reduzierten Cytochrom ¢ Reduktase in
der Atmungskette ist das losliche Intermembranraum-Protein Cytochrom c.
Da die Cytochrom ¢ Reduktase - Cytochrom c - Interaktion von entscheiden-
der Bedeutung fiir den respiratorischen Elektronenfluf ist, kann von einer
hohen Bindungsspezifitat ausgegangen werden. Vor diesem Hintergrund
wurde Cytochrom c-Affinitatschromatographie als Methode fur die Isolation
des Cytochrom c Reduktase-Komplexes entwickelt (Weiss und Juchs 1978,
Weiss und Kolb 1979, Linke und Weiss 1986). Mit Hilfe nachgeschalteter
Druckfiltration und Gelfiltrationschromatographie bzw. Saccharose-Gradien-
tenzentrifugation kann ein hochgradig reiner Enzymkomplex aus den Mito-
chondrien von Neurospora crassa isoliert werden. Im folgenden ist die Uber-
tragung dieser Methode fiir die Reinigung der Cytochrom ¢ Reduktase aus
pflanzlichen Mitochondrien beschrieben.

2.4.1. Solubilisierung von mitochondrialen Membranproteinen
mit Triton X-100

Mitochondriale Membranproteine (ca. 150 mg mit 40 mg/ml; alle weiteren
Angaben im Reinigungsprotokoll fur die Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartof-
fel beziehen sich auf diese Menge als Ausgangsmaterial) werden durch Zuga-
be einer eiskalten Triton X-100- (Sigma, USA) Losung (Endkonzentration 3,3
%) solubilisiert. Triton X-100 ist ein mildes, nichtionisches Detergens mit
Polyoxyethylen als polarer Kopfgruppe. Es ist fur die Solubilisierung und
Charakterisierung von Membranproteinen besonders geeignet, da es norma-
lerweise nicht zur Denaturierung von Proteinen fiihrt. Lipid-Lipid- und Li-
pid-Protein-Wechselwirkungen werden spezifisch gelost, wohingegen Protein-
Protein-Interaktionen weitgehend unberiihrt bleiben. Etwa 140 Monomere
(0,625 kd) formen eine Detergensmizelle, deren Molekulargewicht bei ca. 90
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kd liegt. Die kritische Mizellarkonzentration (=hochstmogliche Konzentra-
tion der monomeren Form eines Detergens) liegt bei 0,24 mM (0.021 %).

2.4.2. Affinitatschromatographie
Kovalente Kopplung von Cytochrom ¢ an CNBr-aktivierte Sepharose

S g CNBr-aktivierte Sepharose 4 B (Pharmacia, Schweden) werden fur S Mi-
nuten in 50 ml 1 mmol HCl vorgequollen und durch funfmaliges Waschen
in einem Glasfilter mit 0,1 M NaHCO3 (pH 8,3) von Additiven befreit. Um
eine zu feste Bindung von Cytochrom c an das Saulenmaterial zu verhin-
dern, wird ein Teil der Kopplungsgruppen inaktiviert (Cytochrom c hat viele
Lysin-Reste, (iber die das Protein an die aktivierte Sepharose gebunden wird).
Dazu wird fur 3 Stunden in 50 m1 0,1 M NaHCO3 bei Zimmertemperatur auf
einem Schittler inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen mit 0,1 M NaHCO3/
0,5 M NacCl erfolgt die Kopplungsreaktion. 27 mg Cytochrom c (Sigma, USA)
werden in 0,1 M NaHCO3/0,5 M NaCl gelost und mit der vorbehandelten Se-
pharose vereint. Drei Stunden Inkubation bei Zimmertemperatur fithren zu
annahernd vollstandiger Bindung des Proteins an das Saulenmaterial. An-
schlieRend wird erneut mit 0,1 M NaHCO3/0,5 M NaCl gewaschen. Verblie-
bene freie Kopplungsgruppen werden fiir 30 Minuten bei 0°C mit 1 M Etha-
nolamin (pH 8,0) abgesattigt und nicht kovalent gebundenes Protein durch
alternierendes Waschen mit 0,1 M NaHCO03/0,5 M NacCl (pH 8,0) und 0,1 M
NaAc/0,5 M NaCl (pH 4,5) entfernt. Das Saulenmaterial wird mit 20 mM
Tris-Ac (pH 7,0)/0,04 % Triton X-100 /5 % Saccharose/0,2 mM PMSF in eine
Saule (1cm x 10 cm) gepackt und aquilibriert.

Die derart hergestellte Cytochrom c-Sepharose kann fiir mehrere chromato-
graphische Auftrennungen verwendet werden. Das Saulenmaterial wird da-
bei nach jedem Lauf durch Inkubation mit S mM K3[Fe(CN)¢]/0,5 % Triton
X-100 /0,1 M NaHCO03/0,5 M NaCl (pH 8,0) reoxidiert und mit 20 mM Tris-
Ac/0,05 % Triton X-100 /5 % Saccharose/0,2 mM PMSF (pH 7,0) gewaschen,
erneut in die Saule gepackt und aquilibriert.

Chromatographische Auftrennung
Die mit Triton X-100 solubilisierten Membranproteine werden fiir 10 Minu-

ten bei 60000 xg zentrifugiert, um Membranlipide und mit ihnen assoziiert
verbliebene Membranproteine zu pelletieren. Der rotbraune Uberstand wird

’
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auf die Cytochrom c-Sepharose-Saule mit einer FluRrate von 10 ml/Stunde
aufgetragen. Die Saule wird mit unveranderter FluRrate fir 60 Minuten mit
20 mM Tris-Ac (pH 7,0)/0,04 % Triton X-100 /5 % Saccharose/0,2 mM PMSF
gespilt und gebundene Proteine im AnschluR tiber einen linearen Salzgra-
dienten mit 50 ml 20-200 mM Tris-Ac (pH 7,0) in Elutionspuffer bei einer
FluRrate von 5 ml/Stunde abgelost. Dem Gradienten werden 2 mM NaAscor-
bat (Sigma, USA) zugegeben, um durch Reduktion des Cytochrom c die Affi-
nitatsbindung der Cytochrom ¢ Reduktase zu lockern.

2.4.3. Druckfiltration

Von der Affinitatssaule eluierte Fraktionen, die Cytochrom b und c1 enthal-
ten (siehe 2.5.1.), werden vereint und unter Verwendung eines Diaflo XM 300
Filters (Amicon, USA) in einer 10 ml Druckfiltrationskammer eingeengt
(Druck = 2 bar). Das AusschluRvolumen von ca. 300 kd fiihrt zu einer selek-
tiven Aufkonzentrierung von groRen Proteinkomplexen bei etwa gleichblei-
bender Konzentration von verunreinigenden Einzelproteinen. Es werden ca.
10 ml Eluat der Affinitatssaule auf ein Volumen von 0,5 ml eingeengt, so
daR die Druckfiltration einen wichtigen Reinigungsschritt fir den Cyto-
chrom ¢ Reduktase-Komplex darstellt. (Eine weitere Aufkonzentrierung kann
mit Centricon-Rohrchen [Amicon, USA] erreicht werden.)

2.4.4. Gelfiltration

Uber Druckfiltration eingeengte affinitatsgereinigte Cytochrom ¢ Reduktase
wird uber eine AcA 34 (Serva, Heidelberg) Gelfiltrationssiaule (1 cm x 50 cm)
weiter aufgereinigt. Bei diesem Saulenmaterial eluieren groRere Proteine zu-
erst, wohingegen kleinere Proteine in die kugelférmigen Saulenpartikel aus 3
% Acrylamid und 4 % Agarose hineindiffundieren und langer festgehalten
werden. AcA 34 hat einen linearen Trennungsbereich zwischen 20 und 350
kd und ein AusschluRvolumen von 1200 kd. Die Cytochrom c Reduktase
wird mit 40 mM Tris-Ac (pH 7,0)/0,04 % Triton X-100 /0,2 mM PMSF und
einer FluRrate von 3 ml/Stunde eluiert. Der Enzymkomplex eluiert vor Pro-
teinen des linearen Bereichs, jedoch klar getrennt von agglomeriertem Mate-
rial der Lauffront. Die Reinheit der Fraktionen wird spektrophotometrisch
und mit SDS-PAGE analysiert (siehe 2.2.1.und 2.5.1.). Fraktionen, die Cyto-
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chrom b und c1 enthalten, werden vereint, eingefroren und bei -80°C gela-
gert.

2.4.5. Saccharose-Gradientenzentrifugation

Alternativ zur Gelfiltrationschromatographie kann die Cytochrom ¢ Reduk-
tase uber Saccharose-Gradientenzentrifugation weiter aufgereinigt werden.
Dabei werden 0,5 ml angereinigter Enzymkomplex auf einen linearen Saccha-
rosegradienten von 5-20 % in 40 mM Tris-Ac (pH 7,0)/0,05 % Triton X-100
/0,2 mM PMSF gegeben und fir 8 Stunden bei 250000 xg zentrifugiert. Es
werden Fraktionen a 0,5 ml abgenommen und spektrophotometrisch sowie
mit SDS-PAGE analysiert.

Saccharose-Gradientenzentrifugation kann auch verwendet werden, um den
isolierten Proteinkomplex von Triton X-100 in ein anderes Detergens zu
uberfithren. Dazu wird dem Gradienten das gewiinschte Detergens, z.B. 1 %
N-octyl Glucopyranosid (Sigma, USA), anstelle von Triton X-100 zugefiigt. Bei
Eintritt der Cytochrom ¢ Reduktase in den Gradienten verbleiben die Triton
X-100-Mizellen an der Oberflache.

2.5. Analyse der isolierten Cytochrom c Reduktase
2.5.1. Spektrophotometrische Vermessung der Cytochrome

Triton X-100-solubilisiertes Gesamtprotein aus Mitochondrien, Triton X-100-
solubilisiertes Gesamtprotein aus mitochondrialen Membranen sowie Frak-
tionen angereinigter bzw. gereinigter Cytochrom ¢ Reduktase werden bei
Raumtemperatur spektrophotometrisch von 500 bis 650 nm vermessen. In
diesem Wellenlangenbereich lassen sich Cytochrome der Klassen a, b und ¢
uber die verschiedene Position ihrer a-Banden unterscheiden. Von tritben
Losungen werden "Dithionit-reduziert-minus-Luft-oxidiert"-Spektren aufge-
nommen und der Cytochrom b-Gehalt mit k560-575 = 20 mM-lcm-1 berech-
net, von gereinigten Fraktionen "Dithionit-reduziert"-Spektren und Cyto-
chrom b iiber k560-575 = 27 mM-lem ! quantifiziert (nach Weiss und Ziganke
1974, Weiss und Kolb 1979). 5-10 aufgenommene Kurven werden gemittelt
und uber die zweite Ableitung die Maxima einzelner Banden bestimmt
(Butler und Hopkins 1970a, 1970b).
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2.5.2. Aktivitatsmessungen

Rekonstitution der Cytochrom ¢ Reduktase in Phospholipid-Vesikel
(nach Zweck et al. 1989)

Zur Durchfithrung von Aktivitatsmessungen wird die Cytochrom ¢ Reduktase
in Phospholipid-Membranen rekonstituiert. Unter Verwendung von Ultra-
schall wird eine Losung aus 17 % L-a-Phosphatidylcholin (Typ II-S, Sigma,
USA) in 21 mM MOPS (pH 6,8)/42 mM K2S04/145 mM Li-Cholat hergestellt.
Gleiche Volumina dieser Losung sowie gereinigter Cytochrom ¢ Reduktase
(ca. 2 uM) werden vereinigt und im Verhaltnis 1:100 mit Testpuffer (50 mM
MOPS [pH 6,8]/100 mM K2SO4) verdinnt. Dabei diffundieren Triton X-100
und Cholat in die wéassrige Phase. Es bilden sich spontan enzymhaltige
Phospholipid-Membranen und zu einem gewissen Anteil auch enzymhaltige
Vesikel.

Messung der Oxidoreduktase-Aktivitat (nach Linke und Weiss 1986)

Die initiale Reaktionsrate der rekonstituierten Ubiquinol-Cytochrom c-Oxi-
doreduktase wird in Testpuffer unter Zugabe von 40 uM KCN, 40 uM Cyto-
chrom c3+ (Typ IlI, Pferdeherz, Sigma, USA), 2 uM Valinomycin (Fluka,
Schweiz) sowie 100 uM Decylchinol (synthetisiert nach Wan & Folkers 1978)
bestimmt. Es wird die zeitliche Anderung der Cytochrom c-Konzentration bei
550 minus 580 nm mit einem Zweiwellenlangen-Spektralphotometer bei
25°C gemessen und mit einem molaren Extinktionskoeffizienten von k = 20
mM-1lcm-1 berechnet. Inhibitoren wie Antimycin (Boehringer, Mannheim)
oder Myxothiazol (Boehringer, Mannheim) werden in einer Endkonzentra-
tion von 2 uM zugegeben.

Messung der Transhydrogenase-Aktivitat (nach Zweck et al. 1989)

Die initiale Reaktionsrate der Transhydrogenase-Aktivitat der rekonstituier-
ten Cytochrom ¢ Reduktase wird in Testpuffer unter Zugabe von 2 uM My-
xothiazol, 100 yM Durochinol (Sigma, USA) und 5 uM Decylchinon be-
stimmt. Die Reduktion von Decylchinon wird spektrophotometrisch bei 285
minus 320 nm (25 °C) verfolgt und die Konzentrationsanderung uiber k = 9,1
mM-lcm-l (Zweck et al. 1989) berechnet. (Dieses Wellenlangenpaar ist iso-
bestisch fiur das Redoxpaar Durochinol/Durochinon [Boveris et al. 1971], so
daR eine Anderung der Extinktionsdifferenz ausschlieRlich durch die Reduk-
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tion des Decylchinon erfolgt). Die nichtenzymatische Reaktionsrate wird in
Gegenwart von 2 uM Antimycin (Boehringer, Mannheim) bestimmt und von
der enzymatischen Reaktionsrate subtrahiert.

Messung der Protease-Aktivitat

Die proteolytische Aktivitat der isolierten Cytochrom c¢ Reduktase wurde von
M. Emmermann vermessen; die Methode ist in Braun et al. 1992b beschrie-
ben.

2.5.3. Spaltung des isolierten Enzymkomplexes

Cytochrom ¢ Reduktase wird tiber Druckfiltration bis zu einer Proteinkon-
zentration von 15 mg/ml eingeengt und 100 pl-Aliquots werden fur jede
Spaltungsreaktion verwendet. Spaltungen werden durch Zugabe verschiede-
ner Mengen Detergens, EDTA und Salz induziert: eine 10 %ige Triton X-100 -
Losung wird bis zu einer Endkonzentration von 0,5, 1, 1,5 bzw. 2,0 % zugege-
ben; eine 0,5 %ige EDTA-Losung bis zu einer Endkonzentration von 3 mM, 5
mM oder 50 mM; 5 M Stammloésungen von NaCl, NaBr, Nal, Guanidinium-
hydrochlorid und Urea bis zu Endkonzentrationen von 0,5, 0,8, 1,0 bzw. 2,0
M. Die Ansatze werden fur 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschliefend
uber eine kleine AcA 34 (Pharmacia , Schweden) Gelfiltrationssaule (0,7 cm x
30 cm) bei einer FluRrate von 1,2 ml/Stunde in 50 mM Tris-Ac (pH 7,0)/
0,05 % Triton X-100 /0,2 mM PMSF aufgetrennt. Das Eluat wird in 200 ul-Ali-
quots fraktioniert und tiber SDS-PAGE analysiert (2.2.1.).

2.6. Grundtechniken der Analyse von DNA

Alle hier aufgefithrten Grundtechniken werden - sofern nicht anders ver-
merkt - nach Protokollen von Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

Zur Untersuchung kernkodierter mitochondrialer Proteine der Kartoffel wird
Gesamt-DNA, Gesamt-RNA bzw. poly A+-RNA aus Kartoffelgewebe isoliert.
Uber Restriktionsendonukleasen zerstiickelte DNA oder revers transkribierte
RNA wird in geeignete Vektorsysteme eingebaut und laRt sich fortan als
"Genbank" in vereinfachter Form analysieren. Die verwendete Genbank fur
Kartoffel (Varietat Désirée) wurde von Dr. Udo Schmitz hergestellt. Es han-
delt sich um eine knollenspezifische cDNA-Bank im Phagen A-gtl1.
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2.6.1. Screening einer cDNA-Bank der Kartoffel
(nach Huynh et al. 1985)

Die Genbank wird in geeigneter Verdiinnung ausplattiert und die Phagen-
DNA bzw. das Phagenprotein auf Nitrozellulose-Membranen (Schleicher und
Schuell, Dassel) transferiert. Als Sonden dienen DNA-Fragmente oder Antikor-
per. Die DNA positiv reagierender Plaques wird fur Sequenzanalysen in
Escherichia coli Plasmide (pBluescript, Stratagene, USA) Gibertragen. Es wer-
den Escherichia coli K12 DHS5a, Escherichia coli K12 Y1089 und Escherichia
coli K12 Y1090 verwendet.

2.6.2. Klonierung von DNA in Escherichia coli

Plasmid-DNA aus Escherichia coli wird nach der Methode von Birnboim und
Doly (1979) oder iiber Anionenaustausch-Chromatographie (Qiagen-Saulen)
nach Vorschrift des Herstellers (Diagen, Dusseldorf) isoliert. Schneiden von
Plasmid-DNA mit Endonukleasen, Analysen von Plasmid-DNA in Agarose-
gelen, Ligationen von DNA-Fragmenten, Transformationen von Escherichia
coli-Zellen und weitere Grundtechniken des "Klonierens" erfolgen nach
Sambrook et al. (1989).

2.6.3. Sequenzierung von DNA

Das Sequenzieren von Plasmid-DNA erfolgt nach dem Didesoxy-Kettenab-
bruchverfahren (Sanger et al. 1977). Dabei wird der T7-Sequenzierkit (Phar-
macia, Schweden) nach Herstellerangaben verwendet. Subklonierungen wer-
den iiber Exonuklease IlI-Verdauungen (nach Dale et al. 1985) mit dem
"Double-Stranded Nested Deletion Kit" (Pharmacia, Schweden) durchgefiihrt.

2.6.4. Computeranalysen

Sequenzvergleiche und andere Analysen von Sequenzdaten werden auf einer
VAX/VMS 8600 mit den PCGene- (IntelliGenetics, USA) und GCG- (Devereux
et al. 1984) Software-Paketen durchgefiihrt. Die Suche nach homologen DNA-
Sequenzen erfolgt in den GenBank- und EMBL-Datenbanken und die Suche
nach verwandten Proteinensequenzen in den SWISS-Prot.- und NBRF-Prot.-
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Datenbanken. Fur Alignments werden die Programme FASTA (Pearson und
Lipman 1988) und GAP (Needleman and Wunsch 1970) verwendet.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Immunologische Charakterisierung der Cytochrom c
Reduktase und der Prozessierungsprotease aus Kartoffel

Zu Beginn der Untersuchungen fir diese Dissertation lagen weder Erkennt-
nisse 1tber mogliche Komponenten einer pflanzlichen Prozessierungsprotease
vor, noch war jemals ein aktiver bcj-Komplex aus Pflanzen isoliert worden.
Um der Frage einer moglichen Beteiligung der Cytochrom ¢ Reduktase hohe-
rer Pflanzen an der Prozessierung importierter Vorlaufer-Proteine nachzuge-
hen, erfolgte daher zunachst eine Charakterisierung von Bestandteilen der
gesuchten Enzyme mit Hilfe von heterologen Antikorpern. Als Modellorga-
nismus wurde die Kartoffel (Solanum tuberosum) gewahlt, da ihre Knollen
ganzjahrig verfiigbar sind, das etiolierte Gewebe leicht zuganglich ist und
praparationsbedingte Verunreinigungen durch Chloroplasten entfallen.

3.1.1. Identifizierung und submitochondriale Lokalisierung von
PEP, MPP und der Core-Proteine

Gesamtprotein isolierter Mitochondrien aus Kartoffelknolle wurde tiber SDS-
PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und mit Antiseren analysiert.
Antikorper, die gegen das "Processing Enhancing Protein" (PEP) aus Neurospo-
ra oder Hefe gerichtet sind, erkennen zwei mitochondriale Proteine mit
einem apparenten Molekulargewicht von 53 bzw. 55 kd, zeigen dagegen
keine Kreuzreaktion mit cytosolischen Proteinen (Abb. 4). Unter denselben
Konditionen fithren Antikérper, die gegen die "Matrix Processing Protease"
(MPP) aus Neurospora bzw. Hefe gerichtet sind, zu keinem positiven Signal
(Ergebnis nicht gezeigt).

Um die innermitochondriale Lokalisierung von PEP und MPP festzustellen,
wurden isolierte Mitochondrien aus Kartoffel iiber Ultraschall und einen
nachfolgenden Ultrazentrifugationsschritt in eine Membran- und eine Ma-
trixfraktion unterteilt. Die Qualitat der Subfraktionierung wurde mit Im-
munoblotting (tber Markerenzyme kontrolliert: Antikorper, die gegen den
Adenosin-Nukleotid-Translokator (ANT) aus Neurospora gerichtet sind, re-
agieren mit einem 30 kd-Membranprotein, Antikérper gegen die Mangan-
abhangige Superoxiddismutase (SOD) aus Tabak mit einem 25 kd-Protein
der Matrixfraktion (Abb. 5).
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Abb. 4: Immunoblot von mitochon- MW mt- Gesamtprot.
drialem Protein (Spur 1) bzw. Gesamt- Prot.
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Abb. 5: Immunoblot subfraktionier- MW Me Ma Me Ma
ter mitochondrialer Proteine aus
Kartoffel nach Inkubation mit Anti-
korpern gegen ANT aus Neurospora
(A) und SOD aus Tabak (B). Me: Pro-
teine der Membran-Fraktion; Ma:
Proteine der Matrix. Es wurden ca. 50 30 — | @&
ug Protein pro Spur geladen. Die Zah-
len auf der linken Seite geben die
molekularen GroRen eines Protein-
standards an.
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Die mitochondrialen Subfraktionen wurden mit Antiseren gegen PEP aus Hefe
und Neurospora analysiert. Dabei sind die 53 und 55 kd-Proteine der Kartof-
fel klar als Membrankomponenten identifizierbar (Abb. 6 und 7). In Kon-
trollexperimenten mit gereinigten und subfraktionierten Mitochondrien aus
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Hefe und Neurospora reagieren die gleichen Seren erwartungsgemaR mit ei-
nem 48 kd-Protein der Hefe-Matrix bzw. mit einem 52 kd-Protein, das iiber-
wiegend in der mitochondrialen Membranfraktion von Neurospora lokali-
siert ist (Abb. 7, Yang et al. 1988, Hawlitschek et al. 1988).

Die beiden immunopositiven Banden aus Kartoffel konnten zwei Isoformen
des PEP und/oder des Core-Proteins I darstellen, andere Interpretationen sind
jedoch denkbar. Wie in der Einleitung bereits erwahnt, handelt es sich bei
PEP, MPP und den Core-Untereinheiten der Cytochrom c Reduktase um eine
Proteinfamilie, fur die auch immunologische Kreuzreaktionen berichtet wur-
den (Schulte et al. 1989).

MW anti PEP (N) ant PEP (Y)

Me Me Ma Ma Me Me Ma Ma
S s e )

oo oco oo oo

92,5 —

69 —

46 —

30 —

Abb. 6: Immunoblot von Proteinen der Membran-(Me) bzw. Matrixfraktion (Ma)
der Mitochondrien aus Kartoffel nach Inkubation mit Antikérpern gegen PEP aus
Hefe (Y) und Neurospora (N). Die Auftrennung der Proteingemische erfolgte iiber
Elektrophorese in einem 7 %igen Acrylamidgel. Es wurden ca. 50 pg Protein pro
Spur geladen. Die Zahlen oben geben die fiir die Subfraktionierung verwendete
OPOE-Konzentration an, die Zahlen links die molekularen GréRen eines Protein-
standards.
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Abb. 7: Immunoblot von subfrak- MW K H N
tionierten mitochondrialen Protei- Me Ma Me Ma Me Ma
nen aus Kartoffel (K), Hefe (H) und

Neurospora (N) nach Inkubation mit

einem Antiserum, das gegen PEP aus 69 —
Hefe gerichtet ist. Die Gelelektro-

phorese erfolgte in einem 7 %igen
Polyacrylamidgel. Pro Spur wurden

etwa 50 pg Protein der Membran- o~
(Me) bzw. Matrixfraktionen (Ma) ge- 46 —
laden. Auf der linken Seite sind die

molekularen GroRen eines Protein-

standards angegeben.

Gegen MPP aus Pilzen gerichtete Seren zeigen dagegen wiederum keine Kreuz-
reaktion mit den mitochondrialen Proteinen der Kartoffel (nicht gezeigt).

Auch die Identifizierung von Komponenten der Cytochrom ¢ Reduktase aus
Kartoffel erfolgte mit Hilfe heterologer Antikorper. Seren, die gegen die respi-
ratorischen Untereinheiten Cytochrom c; (31 kd), Cytochrom b (35 kd) und
gegen das Eisen-Schwefel-Protein (25 kd) aus Pilzen gerichtet sind, erkennen
Proteine dhnlicher GroRe in der mitochondrialen Membranfraktion aus
Kartoffel (nicht gezeigt). Erwartungsgemal ergibt ein Antiserum gegen das
Core-Protein I aus Neurospora (das identisch mit PEP aus Neurospora ist,
siehe Einleitung) mit den 53 und 55 kd-Proteinen der Kartoffel ein positives
Signal.

3.1.2. Coprazipitation der Cytochrom c¢ Reduktase und der
Prozessierungsprotease

Kommt auch in Kartoffel ein bifunktionales PEP/Core I-Protein vor? Zur Be-
antwortung dieser Frage wurde versucht, die Cytochrom c Reduktase aus
Kartoffel mit heterologen Antikorpern gerichtet gegen Cytochrom cj aus
Neurospora zu fallen. Im Prazipitat sind iiber Imnmunoblotting neben Cyto-
chrom cj auch die 53 und 55 kd-Proteine spezifisch nachweisbar (nicht
gezeigt), was jedoch nicht zweifelsfrei auf das Vorhandensein einer bifunk-
tionalen PEP/Core I-Untereinheit zuriickgefithrt werden kann, vielmehr auch
dadurch erklarbar ist, daR die Antikorper gegen PEP aus Pilzen mit dem
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verwandten Core-Protein I der Kartoffel kreuzreagieren. Auf Polyacrylamid-
gelen wies die Fraktion der immunprazipitierten Cytochrom ¢ Reduktase
auRerdem noch eine Vielzahl von Banden auf, so daR lediglich von einer
Anreinigung des Enzymkomplexes ausgegangen werden konnte (nicht ge-
zeigt). Es wurde daher versucht, ein biochemisches Reinigungsprotokoll fir
die Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel zu etablieren.

3.2. Reinigung der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel

Die Praparation der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel erfolgte auf der
Basis der spezifischen Bindung des Proteinkomplexes an Cytochrom c. Die
Cytochrom c-Affinitatschromatographie wurde von Weiss und Juchs (1978)
entwickelt und fuhrt in Kombination mit Gelfiltrationschromatographie zur
Isolierung eines hochgradig reinen und monodispersen bci-Komplexes aus
den Mitochondrien von Neurospora (Weiss und Kolb 1979). Im folgenden ist
die Anwendung dieser Methode fir die Aufreinigung der Cytochrom ¢ Reduk-
tase aus den Mitochondrien der Kartoffel beschrieben.

3.2.1. Affinitatschromatographie

Voraussetzung fur die Isolierung der Cytochrom ¢ Reduktase aus den Mito-
chondrien der Kartoffel (iber Affinitadtschromatographie ist eine weitgehende
Eliminierung des internen Cytochrom c¢ (Cytochrom c der Kartoffel wiirde
mit dem externen Cytochrom c¢ der Saule um die Bindung des respiratori-
schen Proteinkomplexes konkurrieren). Der Cytochrom c- (Ham c-) Gehalt
von Proteingemischen kann spektrophotometrisch bestimmt werden; mit
Hilfe von "Dithionit-reduziert-minus-Luft-oxidiert"-Spektren ist es moglich,
die Signale von Cytochromen aus tritben Losungen spezifisch "herauszufil-
tern" (siehe Material und Methoden, 2.5.1.).

Cytochrome der Gesamtproteinfraktion aus Mitochondrien weisen ein
Haupt-a-Maximum bei 550 nm auf (Abb. 8, Teil A). Es besteht aus den
uberlagerten o-Signalen der Cytochrome b und c; (Komponenten der Cyto-
chrom ¢ Reduktase, 552 und =560 nm) und einem dominanten Signal fir
Cytochrom ¢ (550 nm). In der Fraktion der mitochondrialen Membranpro-
teine, die als Ausgangsmaterial fur die Praparation der Cytochrom ¢ Reduk-
tase dient, ist die resultierende oa-Bande auf =560 nm verlagert (Abb. 8, Teil
B), Cytochrom c also erfolgreich entfernt.
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Abb. 8

"Dithionit-reduziert-minus-Luft-oxidiert"-Spektren der Cytochrome
wihrend der Reinigung der Cytochrom c Reduktase aus den Mitochondrien der
Kartoffel. A: mitochondriales Gesamtprotein, B: mitochondriales Membranprotein,
C: gereinigte Cytochrom ¢ Reduktase. Alle Spektren wurden bei Zimmertemperatur

und in Gegenwart von Triton X-100 aufgenommen.




Die Anwendung unterschiedlicher Solubilisierungsbedingungen ergab, daR
die optimale Triton X-100-Konzentration fiir das Herauslésen der Cytochrom
¢ Reduktase aus den mitochondrialen Membranen der Kartoffel bei 3,3 %
(Neurospora: 5 %) liegt. Die solubilisierten Membranproteine (ca. 150 mg)
wurden auf eine kleine Cytochrom c-Sepharose-Saule aufgetragen (siehe
Material und Methoden, 2.4.2.) und gebundene Proteine (iber einen Salzgra-
dienten aus 20 bis 200 mM Tris-Acetat eluiert. Zugabe von 2 mM Vitamin C
zum Gradienten fihrt tber eine Reduktion des Cytochrom c¢ zu einer Ver-
minderung der Bindung der Cytochrom c Reduktase an die Sdule. Dadurch
ist eine schonende Elution des Proteinkomplexes bei einer niedrigen Salzkon-
zentration moglich.

Die Fraktionen der Affinitatssdule wurden geielektrophoretisch analysiert
und Ham b spektrophotometrisch vermessen. Cytochrom b bindet spezifisch
an die Saule und eluiert als scharfer Peak bei einer Tris-Acetat-Konzentration
von 100 mM (Abb. 9, Fraktionen 14-17). Synchron zum spektroskopisch
meRbaren Him b-Peak eluieren 10 Proteine, die den Untereinheiten der an-
gereinigten Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel entsprechen (siehe 3.3.).
Ein Teil des Cytochrom b bindet nicht an die Siule und eluiert zusammen
mit dem "Flow-through" (Abb. 9, Fraktionen 1-6). Vermutlich fihrt die
Triton X-100-Solubilisierung der mitochondrialen Membranproteine partiell
zu einer Denaturierung der dreidimensionalen Struktur der Cytochrom c
Reduktase. Dadurch koénnte eine Affinitatsbindung des Proteinkomplexes
verhindert werden. Die Relation gebundenes/ungebundenes Cytochrom b
liegt reproduzierbar bei etwa 2:1.

Ein GroRteil der mitochondrialen Membranproteine hat keinerlei Affinitat
zur Cytochrom c-Saule (Abb. 9, Fraktionen 1-6). Einige Proteine binden, elu-
ieren jedoch bereits bei sehr geringen Salzkonzentrationen (Abb. 9, Fraktio-
nen 7-13). Dabei handelt es sich um Proteine, die entweder aus "zufalligen"
Griinden festgehalten werden (Cytochrom c weist einen positiven Ladungs-
uberschuR auf und fungiert daher als schwacher Anionenaustauscher) oder
aber Cytochrom c aus biologischen Griinden erkennen (wie z.B. Proteine der
Cytochrom c-Assemblierung). Dartiiber hinaus kénnen Proteine binden, die
mit der Cytochrom c Reduktase assoziiert vorkommen, sich jedoch leichter
wieder von ihr ablésen als der Proteinkomplex selbst von der Cytochrom c-
Saule. Tatsachlich konnte ein Protein, das sich bei etwa 70 mM Tris-Acetat
von der Affinitatssaule ablost, immunologisch als HSP 60 identifiziert werden
(nicht gezeigt, siehe Diskussion). Auch die Cytochrom c Oxidase hat poten-
tiell eine Bindungsaffinitat zur Cytochrom c-Saule. Das Signal der a-Banden
der Cytochrome a und a3 (Maximum bei 600 nm, siehe Abb. 8) war jedoch
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Abb. 9: Gelelektrophoretische und spektrophotometrische Analyse der Cyto-
chrom c¢ Reduktase aus Kartoffel nach Cytochrom c-Affinitdtschromatographie.
Oberer Teil: Auftrennung der Proteine aus den Fraktionen 1-22 iiber SDS-PAGE. Es
wurde ein 13 %iges Gel verwendet und die Anfarbung der Banden erfolgte mit
Coomassie. Die Zahlen auf der linken Seite des Gels geben die molekularen GréRen
eines Proteinstandards an, die Bezeichnungen rechts die Identitit der Unterein-
heiten des Proteinkomplexes (siehe 3.3.). Die Schlieren im unteren Bereich der
Fraktionen 2-6 sind auf Interaktionen zwischen Triton X-100 und SDS zuriickzu-
fihren. Unterer Teil: Spektrophotometrische Quantifizierung von Ham b in den
Fraktionen 1-22. Als Extinktionskoeffizient wurde 27 mM-lcm ! verwendet (siehe
Material und Methoden, 2.5.1.). Die gestrichelte Linie stellt den Tris-Acetat-Gra-
dienten dar.

lediglich im "Flow-through" nachweisbar (nicht gezeigt).

Die Ham b-Peak-Fraktionen der Affinititssiaule (Abb. 9 Fraktionen 14-17)
wurden gepoolt und tiber Druckfiltration aufkonzentriert. Mit Hilfe der ver-
wendeten Filter, die ein AusschluRvolumen von 300 kd aufweisen, kénnen
selektiv groRe Proteinkomplexe angereichert werden, wohingegen monomere
Proteine, Detergensmizellen oder Salze ihre Konzentration beibehalten (siehe
Material und Methoden, 2.4.3.). Damit stellt die Druckfiltration einen weite-
ren Reinigungsschritt fur die Cytochrom ¢ Reduktase dar.
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3.2.2. Gelfiltrationschromatographie und GroRenbestimmung

Das Konzentrat der angereinigten Cyochrom ¢ Reduktase wurde uber eine
ACA34 Gelfiltrationssdule weiter aufgereinigt (siehe Material und Methoden,
2.4.4.). Es erfolgte wiederum eine Analyse der eluierten Proteine tiber SDS-
PAGE und spektrophotometrische Messungen (Abb. 10).

Cytochrom b und neun weitere Proteine eluieren zeitgleich und frei von
sichtbaren Verunreinigungen als symmetrischer Peak mit einer maximalen
Proteinkonzentration von 2 mg/ml von der Saule (Abb. 10, Fraktionen 21-
28). Agglomerate, darunter auch verklumpte Cytochrom c Reduktase, elu-
ieren im AusschluBvolumen (Fraktionen 13-18), wohingegen Bruchstiicke des
Enzymkomplexes, Triton X-100-Mizellen und monomere Proteine spater aus
der Saule treten (Fraktionen 30-50, nicht gezeigt).

Die Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel besteht aus 10 Untereinheiten. Auf
14 %igen Acrylamidgelen weisen sie apparente Molekulargewichte von 55,
53, 51, 35, 33, 25, 14, 12, 11 und 10 kd auf (Abb. 12). Dariiber hinaus sind
auf Gelen noch drei substdochiometrische Polypeptidbanden sichtbar (50, 42
und 8 kd).

Uber Gelfiltrationschromatographie 14kt sich die apparente molekulare
GroRe von Proteinen bzw. Proteinkomplexen bestimmen. Dazu werden Pro-
teine bekannter GroRe tiber die Saule geschickt und ihre Elutionszeiten ge-
messen. Fir eine GroRenbestimmung der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartof-
fel wurde die Saule mit Thyroglobulin (669 kd), Ferritin (440 kd) und Kata-
lase (232 kd) geeicht.

Die molekulare GroRe des monodispersen Proteinkomplexes aus Kartoffel
liegt bei etwa 650 kd (Abb. 11). Cytochrom ¢ Reduktase aus Neurospora,
aufgereinigt tiber das gleiche Isolationsverfahren, hat lediglich ein Moleku-
largewicht von 550 kd. Da jedoch einige verbliebene Phospholipide und
Triton X-100-Molekiile zum Gewicht des Proteinkomplexes beitragen, wurde
als Molekulargewicht fiir die Cytochrom c Reduktase aus Neurospora 450 kd
ermittelt (Weiss und Kolb 1979, Weiss 1987). Unter Berticksichtigung dieses
Korrekturfaktors ergibt sich fiir die apparente molekulare Groe des Enzym-
komplexes aus Kartoffel ein Wert, der um den Faktor 2 (tber dem Molekular-
gewicht der Summe seiner 10 Untereinheiten liegt. Isostéchiometrisches Vor-
kommen der Komponenten vorausgesetzt, liegt die Cytochrom ¢ Reduktase
der Kartoffel - ebenso wie der Proteinkomplex bei Saugern und Pilzen - als
Dimer vor.
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Abb. 10: Analyse der gereinigten Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel nach der
Gelfiltrationschromatographie. Oberer Teil: Auftrennung der Proteine aus Frak-
tionen 15-29 uber SDS-PAGE (13 % Polyacrylamid). Die Zahlen auf der linken Seite
des Gels geben die molekularen GroRen eines Proteinstandards an. Rechts stehen
Bezeichnungen fiir die 10 Untereinheiten des Proteinkomplexes (siehe 3.3.2.). Die
gestrichelten Linien markieren drei substochiometrische Banden (siehe 3.3.2.).
Unterer Teil: Graphische Darstellung des Him b-Gehalts der Fraktionen 15-29.
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Alternativ zur Gelfiltrationschromatographie wurde die affinitatsgereinigte
und iber Druckfiltration aufkonzentrierte Cytochrom ¢ Reduktase auch mit
Saccharose-Gradientenzentrifugation weiter aufgereinigt (siehe Material und
Methoden, 2.4.5.). Dieses Verfahren ist besonders fuir Praparationen im klei-
neren Malstab geeignet, da geringere Verdiinnungen des Proteinkomplexes
auftreten.

A Molekulargewicht
[105kd]
L TS Thyroglobulin (669 kd)
6 - :
5 - .=
4 Ferritin (440 kd)
3 '
2 Katalase (232 kd)
] ! Cytochrom c
1 ‘ Reduktase
: i ; : > Zeit
4 4:23 5 6 7 [Std.]

Abb. 11: Bestimmung der molekularen Grofe der Cytochrom c Reduktase aus
Kartoffel. Der isolierte Proteinkomplex eluiert von einer AcA 34 Gelfiltrations-
saule kurz nach Thyroglobulin.

3.2.3. Spektrophotometrische Vermessung der Cytochrome

Reduktionsspektren mitochondrialer bcj-Komplexe weisen typische Absorp-
tionsmaxima auf (Weiss und Juchs 1978, Siedow et al. 1978). Das Spektrum
der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel wurde zwischen 500 und 650 nm
vermessen und zeigte den charakteristischen Verlauf (Abb. 8, Teil C). Die a-
Bande des isolierten Proteinkomplexes, die sich aus den uiberlagerten a-Ban-
den der Cytochrome b und cj zusammensetzt, hat eine breite und symme-
trische Form mit einem Maximum bei 557 nm. Absorptionsmaxima der a-
Banden einzelner Cytochrome wurden, wie unter Material und Methoden
(2.5.1.) angegeben, uber die zweite Ableitung von gemittelten Mehrfach-
spektren bestimmt. Das a-Signal fiir Cytochrom cj, das aufgrund der kova-
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lent gebundenen Ham-Gruppe bei Zimmertemperatur stabil ist, weist ein
Maximum bei 552 nm auf. Fur Cytochrom b mit seinen beiden Ham-Grup-
pen ("high-" und "low-potential" Ham, by und b, siehe Abb. 1) wurden 562
bzw. 557 nm berechnet (ein weiteres Signal bei 565 nm geht ebenfalls auf bL
zurick). Messungen der B-Banden ergeben zwei Maxima bei 525 nm (Cyto-
chrom c1) und 530 nm (Cytochrom b) und eine Schulter bei 537 nm.
Reduktionsspektren von Fraktionen der gereinigten Cytochrom c Reduktase
aus Kartoffel weisen keinerlei Absorption bei 600 nm auf, d.h. es liegt keine
spektroskopisch meRbare Verunreinigung durch Cytochrom a der Cyto-
chrom c Oxidase vor (siehe Abb. 8, Teil C).

3.2.4. Oxidoreduktase- und Transhydrogenase-Aktivitaten des
Proteinkomplexes

Um die Integritat der gereinigten Cytochrom c¢ Reduktase zu uberprifen,
wurde der Enzymkomplex in Phospholipid-Vesikel rekonstituiert und die
Ubiquinol-Cytochrom c-Oxidoreduktase-Aktivitat bestimmt (siehe Material
und Methoden, 2.5.2.). Das Cytochrom c¢ Reduktase-Dimer aus Kartoffel
katalysiert SO Umsatze pro Sekunde und weist damit eine etwas geringere
Aktivitat als der Enzymkomplex aus Neurospora auf (Linke und Weiss 1986).
Myxothiazol oder Antimycin fungieren als effektive Inhibitoren der gemesse-
nen enzymatischen Reaktion.

Es wurde auch die Quinol/Quinone-Transhydrogenase-Aktivitat des isolier-
ten Proteinkomplexes vermessen, die einen wichtigen Reaktionsschritt im "Q-
Zyklus" darstellt (siehe Abb. 1). Zur Analyse dieser Reaktion wurde fir Neu-
rospora ein artifizielles Reaktionssystem etabliert, das in Zweck et al. (1989)
beschrieben ist (siehe auch Material und Methoden, 2.5.2.). Isolierte und in
Phospholipid-Vesikel rekonstituierte Dimere der Cytochrom ¢ Reduktase aus
Kartoffel katalysieren 16 Umsatze pro Sekunde. Die enzymatische Reaktion
wird durch Zugabe von Antimycin effektiv gehemmt, ist dagegen insensitiv
gegenuiber Myxothiazol.

3.2.5. Zusammenfassung des Reinigungsprotokolls
Die Cytochrom ¢ Reduktase wurde 15 mal unabhingig voneinander aus Kar-

toffelknolle isoliert. Tabelle 4 falkt die spezifische Aufreinigung und die Aus-
beute einer durchschnittlichen Enzympraparation (ausgehend von ca. 300
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mg mitochondrialem Protein) zusammen. Die Quantifizierung der Cyto-
chrom c Reduktase erfolgte dabei iiber spektrophotometrische Vermessung
von Ham b, die Bestimmung des Gesamtproteins iiber den Bradford-Protein-
Assay (siehe Material und Methoden, 2.5.1.).

Der Proteinkomplex wird bezogen auf mitochondriales Protein 38 fach aufge-
reinigt. Da mitochondriales Protein jedoch nur einen sehr geringen Anteil
am Gesamtprotein der Kartoffelknolle darstellt (siehe Abb. 4), ist der Aufrei-
nigungsfaktor erheblich groRer. Die Ausbeute der Praparationen betragt
durchschnittlich 24 %, das sind 60 nmol Cytochrom b / g mitochondriales
Protein.

Cytochrom c¢ Reduktase-Praparationen, die mit deutlich kleineren Mengen
Ausgangsmaterial durchgefithrt werden, fithren trotz proportionaler Verrin-
gerung der Saulenvolumina zu verschlechterten Ergebnissen. Der Enzymkom-
plex ist starker verunreinigt und die 25 kd-Untereinheit neigt zur Dissozia-
tion. Die Aufreinigung der Cytochrom c Reduktase aus groReren Ausgangs-
mengen fuhrt dagegen zu besonders guten Resultaten. Enzympraparationen
aus 1-2 g mitochondrialem Protein sind bereits nach der Affinitatschromato-
graphie, d.h. in einem Ein-Saulen-Verfahren, hochgradig sauber. Somit erwei-
sen sich die 300 mg Ausgangsmaterial der "Standardpréaparation" als eine
Untergrenze. Abb. 12 falt das in diesem Kapitel vorgestellte Reinigungspro-
tokoll zusammen.

Praparation Volumen Protein Cyt b Cyt b/Prot. Ausbeute
[ml] [mg] [nmol] [nmol/mg] [96)

Mitochondrien 16 300 67 0,2 100

Mitochondriale

Membranen 4 * * * =

Triton X100-solubilisierte

Membranen 7 110 58 0,5 89

Proteinkomplex nach

Affinitatschromatographie 10 5,1 30 59 45

Proteinkomplex nach

Ultrafiltration 0,5 x & s L

Proteinkomplex nach

Gelfiltration 4 2,1 16 7,6 24

Tabelle 4: Reinigung der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel. Der Cytochrom b-
Gehalt wurde spektrophotometrisch gemessen und mit k = 27 mM-lecm™1 berechnet
(siehe Material und Methoden, 2.5.1.). * = nicht bestimmt.
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Abb. 12: Dokumentation der Reinigungsschritte fiir die Isolation der Cytochrom
¢ Reduktase aus Kartoffel mit SDS-PAGE. Es wurde ein 14 %iges Gel verwendet und
die Anfarbung der Banden erfolgte mit Coomassie. Spur 1: mitochondriales Ge-
samtprotein (100 pg), Spur 2: Proteine der Matrix (100 pg), Spur 3: mitochondriale
Membranproteine (100 pg), Spur 4: affinitidtsgereinigte Cytochrom c Reduktase
(15 pg), Spur 5: Cytochrom ¢ Reduktase nach Gelfiltrationschromatographie (15
ug). Die Zahlen links entsprechen den molekularen GréRen eines Proteinstan-
dards, die Bezeichnungen rechts geben die Identitiat der Untereinheiten an. Die
gestrichelten Linien weisen auf drei substochiometrischen Banden hin (siehe
3.3.2.).

3.3. Analyse der Komposition der Cytochrom c Reduktase aus
Kartoffel

Die Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel setzt sich aus 10 Untereinheiten
zusammen (siehe 3.2.2.). Auch bei Pilzen und Saugern besteht der Protein-
komplex aus 10-11 Komponenten, und zwar 2 groRen Core-Proteinen im 50
kd-Bereich, 3 respiratorischen Untereinheiten und 5-6 kleineren Proteinen
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mit weitgehend unbekannter Funktion (siehe Einleitung). Die Cytochrom c
Reduktase aus Kartoffel weist eine vergleichbare Komposition auf, hat jedoch
auffalligerweise mit den 55, 53 und 51 kd-Proteinen drei Untereinheiten im
GroRenbereich der Core-Proteine. In den folgenden Kapiteln (3.3.1.-3.3.4.)
werden Untersuchungen zur Zusammensetzung des Enzymkomplexes und
zur Identifizierung seiner Untereinheiten dargestellt.

3.3.1. Immunologische Identifizierung der respiratorischen
Untereinheiten und der Core-Proteine

Gereinigte Cytochrom ¢ Reduktase der Kartoffel wurde tiber SDS-PAGE auf-
getrennt, auf Nitrozellulose ibertragen und mit Antikérpern, die gegen Un-
tereinheiten der Cytochrom c Reduktase aus Pilzen gerichtet sind, analysiert
(Abb. 13). Seren gegen die Core-Proteine [ oder Il aus Neurospora erkennen
beide die drei hochmolekularen Komponenten des Proteinkomplexes aus
Kartoffel. Damit gehoren die 55, 53 und 51 kd-Untereinheiten vermutlich
zur PEP/MPP/Core-Proteinfamilie (Schulte et al. 1989) und sind moglicher-
weise Trager von Aktivitaten, mit denen die Cytochrom c Reduktase aus
Kartoffel an der Prozessierung importierter Vorlaufer-Proteine beteiligt ist.
Antikorper, die gegen die drei respiratorischen Untereinheiten aus Pilzen
gerichtet sind, erkennen jeweils eine Untereinheit des Proteinkomplexes aus
Kartoffel (siehe Abb. 13). Demnach reprasentiert die 35 kd-Bande Cytochrom
b, die 33 kd-Bande Cytochrom c; und die 25 kd-Bande das Eisen-Schwefel-
Protein. Antikorper gegen die vier kleinen Untereinheiten aus Neurospora
zeigen keine Kreuzreaktion mit Komponenten der Cytochrom c Reduktase
aus Kartoffel (nicht gezeigt).

3.3.2. Analyse der Cytochrom c Reduktase mit verschiedenen
Gelsystemen

Fiir die Analyse von Proteinen und Proteingemischen gibt es zahlreiche Gel-
systeme, die - je nach Aufgabenstellung - ihre definierten Vor- und Nachteile
aufweisen (Laemmli 1970, Schagger et al. 1986). Da die Untereinheiten der
Cytochrom ¢ Reduktase hinsichtlich ihrer Aminosaurekomposition und ihrer
molekularen GroRe sehr unterschiedlich sind, wurden mehrere Gelsysteme
far die Analyse des Proteinkomplexes herangezogen.
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Abb. 13: Immunologische Identifizierung von Untereinheiten der Cytochrom c

Reduktase aus Kartoffel. Gleiche Volumina von sechs aufeinanderfolgenden Frak-
tionen des chromatographisch gereinigten Proteinkomplexes wurden iiber Elek-
trophorese in 13 %igen Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitrozellulose ge-
blottet und mit Antikorpern, die gegen Bestandteile der Cytochrom ¢ Reduktase aus
Pilzen gerichtet sind, inkubiert. A: Serum gegen das Core-Protein I, B: gegen das
Core-Protein II, C: gegen Cytochrom b, D: gegen Cytochrom cj und E: gegen das
Eisen-Schwefel-Protein. Links sind die GroRen von Standardproteinen angegeben.
Die Zahlen oben bezeichnen die geladenen Fraktionen korrespondierend zu Abb.
10.

Auf der Basis von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli setzt
sich die Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel aus 10 Komponenten zusam-
men (Abb. 9, 10 und 12). Die Stochiometrie der Untereinheiten ist dabei nur
schwer abschétzbar, da die Aminosdurezusammensetzung von Proteinen die
Bindung von Farbreagenzien (z.B. Coomassie) beeinfluRt. Die 55 und 53 kd-
Banden erscheinen auf Gelen beispielsweise weniger intensiv als die benach-
barte 51 kd-Bande. So bleibt noch zu zeigen, daR es sich bei den Core-Pro-
teinen der Kartoffel wirklich um drei verschiedene Untereinheiten handelt,
und nicht um lediglich zwei, von denen eine in zwei Isoformen vorkommt
(siehe 3.5.2.).
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Zwischen den Core-Proteinen und Cytochrom b treten zwei weitere Banden
bei 50 bzw. 42 kd auf (Abb. 9, 10, 12), die absolut synchron mit den Unter-
einheiten der Cytochrom c¢ Reduktase von den Saulen eluieren, jedoch klar
substochiometrisch sind. Beide kreuzreagieren mit den Antikoérpern, die
gegen die Core-Proteine aus Neurospora gerichtet sind (Abb. 13, Teil A) und
konnten somit entweder schwach exprimierte Isoformen dieser Untereinhei-
ten darstellen, oder aber spezifische Degradationsprodukte derselben sein
(siehe Diskussion).

Die Cytochrom b-Bande wirkt auf SDS-Polyacrylamidgelen mehr oder weniger
diffus. Diese Tatsache weist auf den besonders hydrophoben Charakter der
35 kd-Untereinheit hin und liegt in einer variablen Anzahl von Phospholi-
pid-Molekilen begrindet, die an das Cytochrom b-Protein auch unter SDS-
Konditionen gebunden bleiben (Sidhu und Beattie 1982).

Cytochrom cj ist aufgrund der kovalent gebundenen Ham-Gruppe als ein-
zige Untereinheit auch im ungefarbten Gel als rotliche Bande sichtbar. Bei
genauerer Betrachtung handelt es sich um eine Doppelbande (Abb. 9, 10,
12). Sie reagiert in ihrer Gesamtheit mit dem korrespondierenden Antiserum
(Abb. 13). Es kommen demnach entweder Isoformen fiir Cytochrom c¢; vor
(siehe 3.4.2.), oder aber es sind unter den verwendeten Konditionen zwei
verschiedene Entfaltungsstadien des Proteins auf Gelen sichtbar.

Die 14 und 12 kd-Banden der Cytochrom c Reduktase sind leicht mit
Coomassie anfarbbar, verlieren einen GroRteil des Farbstoffs jedoch wieder
bei langer andauernder Entfarbung. Dieses Phanomen kennzeichnet beson-
ders hydrophile Proteine. Somit kénnte es sich bei diesen Untereinheiten um
die "Q-binding"- und "Hinge"-Proteine handeln (siehe 3.4.4.).

Unterhalb der 11 und 10 kd-Untereinheiten befindet sich eine weitere sub-
stochiometrische Bande von etwa 8 kd (Abb. 10 und 12).

Alle bisher gemachten Aussagen beziehen sich auf Analysen der Cytochrom c
Reduktase mit SDS-PAGE unter Verwendung von 13-14 %igen Gelen. Auf
niedriger prozentigen Gelen weisen vor allem Cytochrom b und die 51 kd-
Untereinheit ein stark verandertes Laufverhalten auf (siehe auch Berry et al.
1991). Das apparente Molekulargewicht von Cytochrom b betragt auf 10
%igen Gelen noch 3 3 kd, auf 7 %igen Gelen sogar lediglich 30 kd (vergleiche
Abb. 15 und 16). Damit ist die Bande unterhalb von Cytochrom cj lokali-
siert (nicht gezeigt). Das 51 kd-Protein verandert seine Lage auf niedriger
prozentigen Gelen hingegen in entgegengesetzter Richtung. Auf 7 %igen Ge-
len fallt es mit der 53 kd-Bande zusammen, so daR sich die Anzahl der Core-
Proteine scheinbar auf zwei reduziert (Abb. 14). Dieser Sachverhalt erklart
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Abb. 14: Analyse der Core-Proteine
der gereinigten Cytochrom c¢ Reduk- 69 —
tase aus Kartoffel iiber Elektropho- — 69
rese in Polyacrylamidgelen mit ver-
schiedenen Prozentigkeiten. A: 7 %, — 46
B: 11 %, C: 13 %. Die Zahlen links und 46 —
rechts geben fiur die beiden duReren
Spuren die molekulare GroRe von
Standardproteinen an. A B C

l."

auch das widerspriichliche Ergebnis der Kreuzreaktion des Serums gegen das
Core-Protein I aus Neurospora mit zwei bzw. drei mitochondrialen Membran-
proteinen der Kartoffel, je nach der verwendeten Polyacrylamidkonzentra-
tion im Gel (Abb. 4, 6, 7, bzw. 13). Die substochiometrische Bande bei 50 kd
weist auf verschieden prozentigen Gelen ein Laufverhalten auf, das dem der
51 kd-Bande gleicht. Somit konnte sie eine Isoform bzw. ein Degradations-
produkt dieser Untereinheit darstellen.

Die vier kleinen Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel
sind erst auf Gelen mit >12% Acrylamid auftrennbar. Die apparenten Mole-
kulargewichte der 12, 11 und 10 kd-Proteine erscheinen bei Verwendung von
Acryamidkonzentrationen >15 % um etwa 2-3 kd kleiner (siehe auch 3.4.4.).

Mit Hilfe von Tricin-Gelen 1aRt sich die Cytochrom ¢ Reduktase der Kartoffel
nicht verbessert darstellen. Wie bereits von Berry et al. (1991) berichtet,
fuhrt eine verminderte Trennungskapazitat im 50 kd-Bereich zu der Darstel-
lung von lediglich zwei Core-Proteinen (nicht gezeigt).

Um mogliche Isoformen von einzelnen Untereinheiten zu ermitteln, sind
hochauflosende Gelsysteme erforderlich, die auch sehr dhnliche Proteine
noch zu trennen vermogen. Zweidimensionale Gelelektrophorese erwies sich
jedoch als ungeeignet. Die Cytochrom ¢ Reduktase dissoziiert in Gegenwart
von Urea nicht in ihre Bestandteile, so daR es in der ersten Dimension des
verwendeten Gelsystems (siehe Material und Methoden, 2.2.2.) zu keiner
Auftrennung kommt (nicht gezeigt).
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3.3.3. Cytochrom c Reduktase aus verschiedenen Sorten der
Kartoffel

Die Cytochrom c Reduktase der Kartoffel wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit aus den Knollen von 6 verschiedenen Sorten isoliert (Hansa, Désirée,
Bintje, Marfona, Jaerla und Ukama). Es zeigten sich bei der Analyse mit SDS-
PAGE kleinere Unterschiede (Abb. 15). Die 53 und 55 kd-Proteine sind von
ihrer Intensitat her leicht variabel. Dabei bedingt die schwache Prasenz der
einen Bande ein starkeres Vorkommen der anderen und umgekehrt. Diese
Beobachtung konnte bedeuten, dal es sich bei den 53 und 55 kd-Unterein-
heiten um (alternative?) Isoformen handelt. Bei der Sorte Bintje ist das 55
kd-Protein besonders schwach vertreten und scheint dariiber hinaus als Dop-
pelbande vorzuliegen (nicht gezeigt).
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Abb. 15: Isolierung der Cytochrom c Reduktase aus verschiedenen Sorten der
Kartoffel. Die Untereinheiten der Proteinkomplexe wurden iiber SDS-PAGE (13 %
Polyacrylamid) aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt. H: Hansa, M: Marfona, B:
Bintje. Die Zahlen links beziehen sich auf die Molekulargewichte von Standard-
proteinen (Spur 1), die Bezeichnungen rechts geben die Identititen der Unter-
einheiten an.
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Von aus Pilzen oder Saugern isolierten Cytochrom ¢ Reduktasen ist bekannt,
daR die Eisen-Schwefel-Untereinheit nur locker an den Proteinkomplex ge-
bunden ist und z.T. praparationsbedingt dissoziiert (Weiss und Juchs 1978,
Riccio et al. 1977). Dafiir ist hauptsachlich die Triton X-100-Konzentration
wahrend der Solubilisierung der Membranproteine bzw. der Verdiinnungs-
grad wahrend der chromatographischen Enzympraparation verantwortlich,
dariiber hinaus scheinen die Cytochrom c¢ Reduktasen aus verschiedenen
Sorten der Kartoffel jedoch eine unterschiedliche Disposition fur die Abspal-
tung des FeS-Proteins aufzuweisen. Bei dem Proteinkomplex aus Hansa geht
die Untereinheit reproduzierbar abhanden (Abb. 15, 32), wohingegen unter
identischen Bedingungen isoliertes Enzym aus Bintje immer eine deutliche
d.h. stéchiometrische Eisen-Schwefel-Bande aufweist.

Die substochiometrischen Banden bei 50 und 42 kd sind bei den einzelnen
Sorten der Kartoffel in unterschiedlichem MaRe vertreten (Abb. 15). Diese
Tatsache ist sowohl mit einer Interpretation vereinbar, wonach es sich bei
diesen Proteinen um niedrigexprimierte Isoformen von Untereinheiten han-
delt, als auch mit der Moglichkeit, dak Degradationsprodukte vorliegen.

3.3.4. Cytochrom c Reduktase aus verschiedenen Geweben der
Kartoffel

Fur die Kartoffelsorte Désirée wurde die Cytochrom ¢ Reduktase auch aus
SproR- und Wurzelgewebe isoliert. Da vor allem fur Kartoffelwurzel lediglich
geringe Ausgangsmengen zur Verfiigung standen, konnte der Proteinkomplex
nur angereinigt werden. Aus KartoffelsproR isolierte Cytochrom ¢ Reduktase
unterscheidet sich - abgesehen von einer praparationsbedingten Abspaltung
der Eisen-Schwefel-Untereinheit - nicht von dem Enzymkomplex aus Kartof-
felknolle (Abb. 16). Das 55 kd-Protein ist jedoch quantitativ besonders stark
vertreten. Die angereinigte Cytochrom c¢ Reduktase aus Kartoffelwurzel
scheint dagegen im Bereich der Core-Proteine ein deutlich unterscheidbares
Muster aufzuweisen. Auf der Basis von Immunoblotting laufen die 51 und 53
kd-Proteine hier bei etwa 50 bzw. 52 kd (Abb. 16, Teil B). Fiir eine Verifizie-
rung dieses Ergebnisses sind jedoch weitere Experimente erforderlich.
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Abb. 16: Isolierung der Cytochrom c Reduktase aus verschiedenen Geweben der
Kartoffel (R: Wurzel, S: SproR, T: Knolle). A: Analyse der gereinigten bzw. ange-
reinigten Enzymkomplexe iiber Elektrophorese in einem 12 %igen Polyacrylamid-
gel. Die Anfarbung der Banden erfolgte mit Coomassie. B: Immunoblot der glei-
chen Fraktionen, entwickelt mit einem Serum gegen Gesamtprotein der gerei-
nigten Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel (sieche Material und Methoden 2.2.5.).
Die Zahlen links geben die Molekulargewichte von Standardproteinen an; rechts
stehen Bezeichnungen fiir die 10 Untereinheiten des Proteinkomplexes.

3.4. Molekulare Charakterisierung von Untereinheiten der
Cytochrom c¢ Reduktase aus Kartoffel

Fur die weitere Charakterisierung der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel
wurden Sequenzdaten fur alle 10 Untereinheiten des Proteinkomplexes er-
mittelt. Ziel war eine genaue Identifizierung aller Komponenten. Besonderes
Interesse galt dabei den Aminosduredaten fur die Core-Proteine, um diese
Untereinheiten den Komponenten der PEP/MPP/Core-Proteinfamilie (Schulte
et al. 1989) zuordnen zu kénnen. Dartiber hinaus lassen sich fur kernkodier-
te Untereinheiten der Cytochrom c Reduktase, deren Gene bekannt sind,
uber N-terminale Sequenzdaten die Leitsequenzen definieren. Noch nicht
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identifizierte Gene konnen wiederum mit Hilfe von degenerierten Oligonu-
kleotiden, die von Aminosauredaten abgeleitet sind, isoliert werden.

Gereinigte Cytochrom c Reduktase der Kartoffel (S mg) wurde tiber prapara-
tive SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese in ihre Untereinheiten zerlegt. Die
Banden wurden auf PVDF-Membranfilter transferiert, tber Ponceau-S ange-
farbt und mit einem Skalpell ausgeschnitten (siehe Material und Methoden,
2.2.4.). Mit diesem Ausgangsmaterial erfolgte die N-terminale Ansequenzie-
rung sowie die endoproteolytische Fragmentierung aller Untereinheiten. Die
generierten Peptide wurden mit Hilfe einer HPLC aufgetrennt (Abb. 17) und
anschlieRend sequenziert. Eine Ubersicht der erhaltenen N-terminalen und
internen Aminosauredaten fur die Untereinheiten der Cytochrom ¢ Redukta-
se aus Kartoffel geben Abbildung 18 und Tabelle 5.

Abb. 17 (folgende Seite): HPLC-Auftrennungen der endoproteolytisch generier-
ten Peptide der 10 Untereinheiten der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel. Die
Fragmentierung von Cytochrom b erfolgte iiber tryptische Verdauung, die aller
anderen Untereinheiten mit Hilfe von Lys C. A: S5 kd-Protein, B: 53 kd-Protein, C:
51 kd-Protein, D: Cytochrom b, E: Cytochrom cj, F: Eisen-Schwefel-Protein, G: 14
kd-Protein, H: 12 kd-Protein, I: 11 kd-Protein und J: 10 kd-Protein. Die Elution der
Peptide wurde bei 220 nm aufgezeichnet. Sie erfolgte iiber einen Gradienten aus
Wasser und Acetonitril (linker Rand der Diagramme: S % Acetonitril, rechter
Rand: 60 %). Die Punkte markieren Peptide, deren Aminosduresequenz bestimmt
wurde (siehe Abb. 18).

Abb. 18 (Seite 55): Aminosduresequenzen der Cytochrom c Reduktase aus Kartof-
fel. Alle 10 Untereinheiten wurden N-terminal ansequenziert (N). AuRerdem er-
folgte eine Sequenzierung von Peptiden (P1, P2, ...). Als Aminosdure unmittelbar
vor dem N-Terminus der Peptide wird Lysin angenommen; das C-terminale Lysin
vollstandig sequenzierter Peptide ist unterstrichen. Aminosdurereste, die nicht
eindeutig identifizierbar waren, sind als Fragezeichen dargestellt.

Die Endoproteinase Lys C fragmentiert Proteine unter den angewendeten Kondi-
tionen (siehe Material und Methoden, 2.2.8.) mit groRem Wirkungsgrad. Nur in
einem Peptid konnte ein internes Lysin identifiziert werden (53 kd-Protein, Pep-
tid P1, Aminosdure 5).
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55 kd-Prot. N ? 2SITNP...
Pl ?TSITNPSQSSSLPSPPPPDAMIYDRL...
P2 (K RPIRALEEEIENMGGHLNAYTSREE ...
P3 (KYQPEEVIFDQLHTTAFOQ...
P4 (KYAVDILGDILQNSLLEE...
P5 (KYHMGSELVQRVAINELA.,.
P6 (K) SSLMLHIDGSGPTAED
53 kd-Prot. N ?ASAAVAATSSSTPA ...
Pl (KYFEERKIGAERDVILR,,,
P2 (KYLSTNPTTASELVARE ...
P3 (KYRVANRFIFDQDVAISALGPIQTLPDT...
P4 (K DYISTHYTAPRMVIVASGPVEK
P5 (K RTS?2E ...
P6 (K) 22 2 FVEQV ...
51 kd-Prot. N ? SSAAVA...
Pl (K ELIAVANPSEVDQVQLNRAK
P2 (KY VAEPLLSDLEPK
P3 (K DIASVVQK
P4 (K LISSPLTMA...
Cyt. b N TIRNQRLSLLKQPIS?2?L...
P1 (RYDVEGG? LLR
cyt. ¢ N DEAEHGLE?PSYP?P?AGIL...
Pl (K MLNDGAVEYEDGVPATEAQMGEK
FeS-Prot. N SSNSVSPAHQLGLVS?LPATVA...
P1 (K LANSVDLGTLRDPQQDAERVEK
14 kd-Prot. N - blockiert -
Pl (K)y EALNRLPREIVDARNQRLLRAVDLS ...
P2 (K) NPLAATIHMK
P3 (K HQYLPEDLQAMOQTP? 2RSYL...
P4 (KYRESAEREALGALPLYQRTEK
12 kd-Prot. N GDEEVVDPKATLEVS ?2K ...
Pl (KYH? TGQYFDYWHSTIDEK
P2 (K LFDHLEK
P3 (K) NYQAYAK
P4 (K) NYQALAK
P5 (K AVREVS ...
11 kd-Prot. N KQRVKLGAVLEAEY ...
Pl (K) TLWEK
P2 (KYRYEDISVLGQRPVDE ...
10 kd-Prot. N GKQPVKLKAVVYALSPFQQKIMPGLS ...
Pl (K AVVYALSPFQQK
P2 (K IMPGL ? K
P3 (Ky LEHR Y ...
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Untereinheit N-Terminus Anz. d. sequen- Anzahl der
zierten Peptide ermittelten AS

55 kd-Prot. + 6 120
53 kd-Prot. + 6 106
51 kd-Prot. + 4 58
Cyt. b + 1 25
Cyt. €1 + 1 40
FeS-Prot. + 1 43
14 kd-Prot. - 4 75
12 kd-Prot. + S 61
11 kd-Prot. + 2 37
10 kd-Prot. + 3 33
gesamt 9 33 598

Tabelle 5: Zusammenfassende Darstellung der Aminosduresequenzierungen fir
die 10 Untereinheiten der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel.

3.4.1. Cytochrom b: Abtrennung des N-terminalen Methionins bei
einem mitochondrial kodierten Protein

Genomische DNA-Sequenzen und korrespondierende RNA-Sequenzen weisen
bei den mitochondrialen Genen hoherer Pflanzen Diskrepanzen auf, die auf
eine Editierung der Transkripte zurtuickzufiihren sind (Pring et al. 1993). Die
Konsequenzen fir die Translation der entsprechenden Proteine wurden bis-
lang nur in Einzelfallen untersucht (Bégu et al. 1990, Dell'Orto et al. 1993).
Demnach scheinen nur vollstandig editierte mRNAs an den mitochondrialen
Ribosomen als Vorlage fur die Proteinbiosynthese zu dienen. Um dieses Er-
gebnis zu uberprifen, wurde versucht, interne Aminosauredaten der mito-
chondrial kodierten Cytochrom b-Untereinheit zu ermitteln. Eine Analysie-
rung erwies sich jedoch aufgrund der groRen Hydrophobizitat des Proteins
als kompliziert. Es gelingt nur unter Schwierigkeiten, d.h. in Gegenwart von
SDS und mit Hilfe eines starken elektrischen Feldes (siehe Material und Me-
thoden, 2.2.4.), gelelektrophoretisch aufgetrenntes Cytochrom b auf Mem-
branfilter zu transferieren. Zudem 4Rt sich das geblottete Protein weder mit
Ponceau-S noch mit Amidoschwarz anfarben, ist also lediglich indirekt
durch seine Abwesenheit in den entsprechenden Proteingelen oder uber
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Immunoblotting nachweisbar (Abb. 13). Dennoch konnten einige Peptide des
tryptisch verdauten Cytochrom b {tber HPLC aufgetrennt werden (Abb. 17,
Teil D). Auf der Basis der Sequenzierung eines dieser Peptide (siehe Abb. 18)
kann jedoch vorerst keine Aussage tiber die Relevanz von "Editing" fur die
Translation gemacht werden, da in dem korrespondierenden Sequenzab-
schnitt des Transkripts (Zanlungo et al. 1991) keine Editierungsstelle liegt.

Entgegen den Erwartungen lieR sich die N-terminale Sequenz der Cytochrom
b-Untereinheit aus Kartoffel ohne Probleme bestimmen (Abb. 18, 19). Analog
zur Proteinbiosynthese bei Prokaryonten startet die Translation mitochon-
drial kodierter Proteine namlich mit formyliertem Methionin, das fur Se-
quenzanalysen "blockiert" ist. In Bakterien wird die Formyl-Gruppe oftmals
posttranslational mit Hilfe einer Deformylase entfernt. Im Anschluf® kann
eine Methioninaminopeptidase das Initiator-Methionin abspalten. Dieser
Vorgang findet auch im Cytoplasma von Eukaryonten statt, hier sind die
Translationsprodukte jedoch von vornherein unformyliert. Physiologische
Experimente mit isolierten Mitochondrien aus Hefe (Mahler et al. 1972, Feld-
mann und Mahler 1974) sowie die Tatsache, daR alle mitochondrial kodier-
ten Proteine ohne intramitochondriale Targeting-Sequenz, bei denen bislang
eine N-terminale Sequenzierung versucht wurde, durch Formylierung am N-
Terminus blockiert waren (fiir Referenzen siehe Braun und Schmitz 1993),
haben zu der SchluRfolgerung gefuhrt, daR Deformylase- und Methionin-
aminopeptidase-Aktivitaten in den Mitochondrien fehlen (Feldmann und
Mahler 1974, Mannhaupt et al. 1985). Insofern ist die Sequenzierbarkeit des
Cytochrom b aus Kartoffel iberraschend.

Um Artefakte auszuschliefen, wurde die aminoterminale Sequenzierung der
Cytochrom b-Untereinheit mit drei unabhdngigen Proteinpraparationen
durchgefiihrt. Im ersten Degradationsschritt tauchte jeweils ein starkes Sig-
nal fir Glycin auf, das bei Proteinen, die iiber Gelelektrophorese in Glycin-
puffern isoliert wurden, in diesem Zyklus generell zugegen ist. Der echte
Aminoterminus - es handelt sich um die Aminosdure Threonin - lieR sich
dennoch in einem der drei Experimente bestimmen (Abb. 19). Im zweiten
Zyklus tauchte ubereinstimmend ein Isoleucin auf, im dritten ein Arginin
etc. (siehe Abb. 19). Der "open reading frame" des korrespondierenden Gens
aus Kartoffel (Abb. 20, aus Zanlungo et al. 1991) weist hingegen Threonin an
Position 2, Isoleucin an Position 3 und Arginin an Position 4 auf. Das N-ter-
minale Methionin des Cytochrom b ist also offensichtlich abgetrennt.
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Abb. 19: N-termninale Sequenzierung von Cytochrom b. Die HPLC-Elutionsprofile
der PTH-Aminosdaurederivate der ersten sieben Zyklen der Edman-Degradation
sind abgebildet. Horizontale Achse: Zeit (0-30 Minuten), vertikale Achse: Absorp-
tion. Die Buchstaben geben die identifizierten Aminosiuren an, die Punkte mar-
kieren Signale fiir Diphenylthiourea. Bei allen N-terminalen Sequenzierungen
von Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase tauchte im Degradationszyklus 1
ein Signal fiir Glycin auf, das von der Gegenwart dieser Aminosdure im Laufpuf-
fer der SDS-PAGE herriithrt. Korrespondierend zu der veroffentlichten cDNA-Se-
quenz von Cytochrom b der Kartoffel trat daneben ein Signal fir Threonin auf.
Aulerdem sind die charakteristischen PTH-Derivate fiir DTT-Addukte von dehy-
driertem Threonin (AT) in diesem Zyklus sichtbar.

Aus verschiedenen Griinden ist es unwahrscheinlich, daR es sich beim Fehlen
des Initiator-Methionins der Cytochrom b-Untereinheit der Kartoffel um ein
kunstliches, d.h. experimentell bedingtes Resultat handelt (z.B. als Folge ei-
ner praparationsbedingten schwachen Exoprotease-Aktivitat): 1. Sequen-
zierung von Cytochrom b fiithrte in drei unabhangigen Versuchen zum sel-
ben Ergebnis; 2. Es lagen keine "ausgefransten" N-Termini vor, die das Resul-
tat von chemischer Degradation bzw. exoproteolytischer Aktivitat darstellen
konnten; 3. Auch alle anderen N-Termini der Untereinheiten der Cytochrom

58



¢ Reduktase aus Kartoffel wurden ansequenziert, ohne daR es irgendwelche
Hinweise fir Degradation gab. Somit muR fiur die Mitochondrien der Kar-
toffel das Vorkommen einer spezifischen Deformylase- und Methioninamino-
peptidase-Aktivitat angenommen werden (siehe Diskussion).

Zyklus: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

(1) + I * N Q

(2) * I R N Q R * * L % K Q *+ I

(3) T i § R N Q R L s L L K Q P & s L » L
(4) M T I R N Q R L S L L K Q P I s S T L N

ATG ACT ATA AGG AAC CAA CGG CTC TCT CTT CTT AAA CAA CCT ATA TCC TCC ACA CTT AAT ...

Abb. 20: N-terminale Aminosduresequenz von Cytochrom b. Drei unabhingige
Experimente, (1), (2), und (3), wurden durchgefiihrt, und die Ergebnisse mit der
veroffentlichten cDNA-Sequenz fiir Cytochrom b der Kartoffel (4) verglichen (aus
Zanlungo et al. 1991). Die Nummern oben geben die Degradationszyklen an. Die
Sterne stehen fiir Zyklen, in denen keine Aminosdure identifiziert werden
konnte.

Methioninaminopeptidasen sind aus Escherichia coli, Salmonella typhimu-
rium und aus dem Cytoplasma von Hefe aufgereinigt worden (Ben-Bassat et
al. 1987, Wingfield et al. 1989 und Chang et al. 1990). Ihre Spezifitat hangt
entscheidend von der GroRe der zweiten Aminosaure ab (Tsunasawa et al.
1985). Eine Abspaltung des Methionins erfolgt vor Gly, Ala, Pro, Ser, Thr, Val
und Cys, auf keinen Fall hingegen vor His, Gln, Glu, Phe, Met, Lys, Tyr, Trp
und Arg. Die Spezifitat der postulierten Methioninaminopeptidase aus den
Mitochondrien der Kartoffel ist beziiglich des Cytochrom b-Proteins in Ein-
klang mit diesen Ergebnissen. Abb. 21 enthalt N-terminale Sequenzen der
Cytochrom b-Proteine aus verschiedenen Organismen. Auch bei Hefe und
Rind ware demnach eine Methioninabspaltung in Mitochondrien entspre-
chend den oben ausgefiithrten Regeln denkbar. Cytochrom b aus diesen bei-
den Organismen ist jedoch fur die Edman-Degradation blockiert (Mann-
haupt et al. 1985, v. Jagow et al. 1981). Cytochrom b anderer Pflanzen
wurde beziiglich dieser Frage noch nicht untersucht, eine Abspaltung ist von
der zweiten Aminosaure her jedoch moglich. (Die wenigen sonstigen mito-
chondrial kodierten Proteine, die aus Pflanzen isoliert und N-terminal an-
sequenziert wurden und die keine intramitochondriale Targeting-Sequenz
aufweisen, waren blockiert, lieRen jedoch nach den Spezifitatsregeln fir
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Methioninaminopeptidasen auch keine Methioninabspaltung zu und stellen
insofern keinen Widerspruch fur das Vorhandensein dieser Enzyme dar; siehe
Braun und Schmitz 1993.)

Kartoffel MTIRNQRLSLLKQPISSTLNQHLIDY.
Mais MTIRNQRFSLLKQPIYSTLNOQHLIDY.
Weizen MTIRNQRFSLLKQPIYSTLNQHLIDY.
Oenothera MATIRNQRFSLLKQPISSTLNQHLTIDY.
Hefe MAFRKSNVYLSLVNSYITIDS.
Rind MTNIRKSHPLMKIVNNAFIDTL.

Abb. 21: Vergleich der N-terminalen Aminosduresequenzen von Cytochrom b
aus Kartoffel, Mais, Weizen, Oenothera, Hefe und Rind (fiir Referenzen siehe
Braun und Schmitz 1993). Die Daten sind von den entsprechenden cDNA-Sequen-
zen abgeleitet. Die zweite Aminosidure, die fir die Spezifitit der Methioninamino-
peptidasen entscheidend ist, ist jeweils fett dargestellt.

3.4.2. Cytochrom cj: Eine zweigeteilte Leitsequenz fiur den
Transport in den mitochondrialen Intermembranraum

Cytochrom cj ist auf der Intermembranraum-Seite der Cytochrom ¢ Reduk-
tase lokalisiert (Li et al. 1981). Der Transport des kernkodierten Vorlaufer-
Proteins in die Mitochondrien von Saugern und Pilzen erfolgt in zwei sepa-
raten Schritten, fur die eine zweigeteilte Leitsequenz erforderlich ist (siehe
Einleitung). Zu Beginn der Untersuchungen fiur die vorliegende Arbeit lag
noch keine Charakterisierung eines pflanzlichen Proteins des mitochondria-
len Intermembranraums vor. Es wurden daher cDNA-Klone fir Cytochrom c3
der Kartoffel isoliert und sequenziert und die erhaltenen Daten mit der
Aminosauresequenz des reifen Proteins verglichen.

Eine cDNA-Bank der Kartoffel wurde ausplattiert und mit einem heterologen
Antikorper, der gegen Cytochrom cj aus Hefe gerichtet ist, durchsucht. Acht
von ca. 4 x 105 Plaques reagierten positiv. Ihre "Inserts" wurden in den
pBluescript-Vektor kloniert (siehe Material und Methoden, 2.6.2.) und mit
Hilfe von Restriktionsendonukleasen sowie iber partielle Sequenzanalysen
untersucht. Es zeigte sich, daR zwei verschiedene Cytochrom cji-Klassen in
der cDNA-Bank von Kartoffel vorkommen, die mit Cil (7 Klone) und Ci1lI
(1Klon) bezeichnet wurden. Jeweils ein Klon (pC11.8 und pCill.3) wurde
vollstandig sequenziert (siehe Material und Methoden, 2.6.3.).
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CCTCTTCTCGCGCACACGAACAAAATCGTCTCGAACAGTTCAGTCATCGCTGACGCACGCTACGGTCTTCTGCCATC

M G K K - | I G F D G F G R I
CGCTACTCACCGGCACAACATCCTCTCTGTGAATC ATG AGT TTA GGG AAG AAG ATC AGA ATA GGA TTT GAC GGA TTT GGA AGA ATC

N R F L T R G A A Q R N D S K L P s R N D A L K H G
AAT CGG TTT ATT ACG AGA GGA GCT GCC CAG AGG AAT GAC TCG AAG CTT CCC AGT AGA AAT GAT GCA CTG AAG CAT GGC

L D G L G s A G S K s F R A A A I G A G v s G L L
CTG GAT GGA CTT GGA TCT GCT GGC TCG AAG TCT TTC AGA GCA CTT GCA GCC ATT GGT GCT GGA GTG TCT GGG CTC CTT
... .TC ATT GGA GCG GGT GTA TCT GGA CTT CTA

I G A G \4 s G L L

® rFr A 1T O A @ @M@ _E A & #® G T E Cc P M) Y P W P _H (& G
AGT TTT GCA ACA ATT GCT TAT TCT GAT GAG GCA GAG CAT GGA CTA GAG TGT CCC AAC TAT CCC TGG CCT CAC GAA GGC
GGT TTT GCG ACA GTA GCA TCT GCT GAT GAG GCT GAA CAC GGA TTG GAA TGT CCA AGC TAT CCT TGG CCT CAT GCA GGC
© F A T A D E A E H G L E c p (® Y o W p H ® ¢

1 L S S Y D H A s I R R G H Q v Y Q Q v o A S C H s
ATC CTC AGT TCT TAT GAC CAT GCT TCG ATC CGT CGA GGT CAC CAG GTT TAC CAA CAA GTT TGC GCG TCA TGC CAC TCA
ATT CTT AGT TCA TAC GAT CAT GCT TCG ATT CGT CGT GGT CAC CAG GTT TAT CAA CAA GTA TGT GCA TCT TGT CAT TCA

I L s s Y D H A s I R R G H Q v Y Q Q v (o A S C H s

Mm s L @ s ¥y R p L v 6 v a vy t B E E @ kK A M A A E I
ATG TCT CTA ATT TCA TAT CGT GAT CIT GIT GGG GIT GCC TAC ACC GAG GAR GAG ACC AAG GCC ATG GCA GCA GAA ATT
ATG TCA CTT (;(5: TCA TAT CGT GAC TTG GIC GGG GTG GCA TAT ACA GAG GAG GAA GTA RAG GCT ATG GCA GCT GAG ATT
M S L E

E v D

GAG GTG GTT GAT GGG CCT AAT GAC GAA GGT GAG ATG TTT ACC CGT CCT GGG AAG CTG AGT GAT CGT TTC CCT CAG CCT
GAG GTG %; GAT GGG CCT AAT GAT GAG GGT GAA ATG TTT ACC CGT CCT GGT AAA CTG AGT GAT CGT TTT CCT CAG CCA
E D D

Y ® N E A A A R F A N G G A Y P P D L s L 1 T K A R
TAT GCA AAT GAA GCA GCT GCA AGG TTT GCT AAT GGA GGA GCC TAT CCT CCT GAT CTA AGT CTA ATT ACT AAG GCT CGT
TAT CCA AAT GAA GCT GCT GCT AGA TTT GCT AAT GGG GGG GCC TAC CCT CCA GAT TTA AGT CTT ATT ACA AAA GCA CGC

Y @ N E A A A R F A N G G A Y P P D L s L I T K A R

H N G Q N Y v F A L L T G Y R D P P A G v s 1 R E G
CAT AAT GGT CAA AAC TAT GTT TTT GCT CTT CTA ACT GGC TAC CGC GAC CCT CCT GCT GGT GTC TCG ATT CGA GAA GGA
CAT AAT GGT CAA AAC TAT GTG TTT GCT CTT CTT ACT GGC TAT CGT GAT CCT CCT GCT GGT GTT TCG ATT CGT GAA GGA

CTT CAC TAT AAT CCT TAC TTC CCT GGT GGA GCT ATA GCA ATG CCT AAA ATG CTT AAT GAT GGT GCC GTT GAG TAT GAG
CTG CAC TAC AAT CCT TAC TTC CCT GGT GGA GCT ATT GCA ATG CCA AAA ATG CTT AAT GAT GGT GCT GTT GAG TAT GAA

GAT GGC ATC CCT GCA ACC GAG GCA CAG ATG GGA AAA GAT GTT GTC TCA TTC TTG TCC TGG GCT GCG GAG CCA GAG ATG
GAT GGT GTC CCT GCA ACA GAA GCT CAG ATG GGG AAA GAT GTG GTG TCA TTT TTA ACT TGG GCT GCT GAA CCA GAG ATG

I
GAA GAG AGA AAG CTG ATG GGT TTC AAA TGG ATA TTT GTT TTA TCT CTC GCA CTT CTC CAA GCA GCT TAC TAC CGC CGT
GAA GAG AGA AAA CTG ATG GGC TTC AAG TGG ATA TTT GTA CTG TCC CTT GCA CTA CTT CAA GCT GCT TAC TAC AGG CGT
E E R K L M G F K W I F v L s L A L L Q A A Y Y R R

L R W s v L K S R K L v L D v v N )
TTG AGA TGG TCT GTC CTC AAA TCT CGC AAG TTG GTT CTT GAT GTT GTC AAC TGA TATCGAGGATTTCGAAATGTACACTCTAAGC
TTG AGG TGG TCT GTT CTC AAG TCA CGG AAG CTG GTC CTT GAT GTT GTC AAT TAG AACATCCCCTATTCAAATGCTTGTGGAGCAG
L R W s v L K S R K L \4 L D \4 v N *

GTGAAAGGGCTTAGAGAATAATATTCCTAATCATTTTGTCCAATGATTCGAGTTTGCAGCGTTATACAATATAGTCTAGACTATAGACAATAGAGTGCAATTA
GCAAATAATATTATCTTTCTCAAAATGCTTTTGTTGTTTGACGTCTTACTCTGGAATGGCCTGGTTTTTGGTAAAGCGAACAGGCTAAAATTTTCCTTCTATT

GAACTGTCTCTCTGCAGGTATTCTTTTTGAGGGGTAAATAAATAACTACT TAACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARARAA. .. .
TGGAGTTGAAATAAGAGGCCCGTGTAATTTTTATAGTGGGGAGACATTCTCGCCTTGTTTTTGAGGCTGTAACCCTGTTTGTGGAGTAAAAAARAA. . . .
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Abb. 22: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosdauresequenz der DNA-Inser-
tionen von pC1IL3 (untere Zeilen) und pCi1l.8 (obere Zeilen). Der Pfeil markiert
die ermittelte Schnittstelle im Vorldufer-Protein. Aminosidurepositionen, an denen
sich die beiden Proteine unterscheiden, sind mit Kreisen umrundet. Die Rahmen
markieren Bereiche, die durch Aminosduresequenzierung verifiziert wurden. Sie
beinhalten drei Positionen, an denen die beiden Cytochrom ci-Proteine verschie-
den sind. Die ermittelten Aminosduresequenzen sind mit der von pC1ll.3 abgelei-

teten Sequenz identisch.
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Das "Insert" von pCill.3 umfaRt 1304 bp und beinhaltet einen "open rea-
ding frame" von 960 Basen (Abb. 22). Die abgeleitete Aminosduresequenz
(320 AS) ergibt ein (Vorlaufer-) Protein mit einem rechnerischen Molekular-
gewicht von 35 kd. Das 1014 bp-"Insert" von pC1l.8 enthalt dagegen ein
unvollstandiges Leseraster von 782 Basen (Abb. 22).

Die Aminosauresequenzen der Cytochrom cj-Proteine aus Kartoffel sind zu
95 % identisch. Sie gleichen den korrespondierenden Sequenzen aus Pilzen
und Saugern zu 55-60 % (Alignment in Braun et al. 1992a). Auf der Basis
von Sequenzvergleichen lassen sich distinkte Domé&nen, die fur Cytochrom
c1 aus anderen Organismen charakterisiert wurden, im Protein der Kartoffel
identifizieren (Abb. 23). Dazu gehoren zwei negativ geladene Bereiche, die an
der Bindung zu Cytochrom c beteiligt sind (Broger et al. 1983, Stonehuerner
et al. 1985), eine Ham-binde-Domane, die das aktive Zentrum darstellt und
eine C-terminale "Anker"-Doméane (Wakabayashi et al. 1980), mit der das
Protein in die mitochondriale Membran integriert ist.

- 77 €—

wo AN oWw — MO
Ne) —AN M in WO O N
— n — [QUQVEQN NN M M
1 | Il [ 11 o
1000 | | B LI Iz
A B & D EF G

= ungeladen/hydrophobe Region A = "Matrix targeting"-Doméne

MM - positiv geladene Region B = "Intramitochondrial sorting"-Doméne
= negativ geladene Region C = Ham-binde-Domine
I - Him-binde-Motiv D, F = Cytochrom c-binde-Dominen
E = Ham-bindendes Methionin
—p» = Schnittstelle G = Anker-Domine

Abb. 23: Dominen des Cytochrom ci-Proteins aus Kartoffel. Die Identifizierung
der Bereiche erfolgte auf der Basis von Homologievergleichen mit Cytochrom c1i-
Proteinen aus anderen Organismen. Die Nummern oben beziehen sich auf die
Aminosduresequenz des Vorldufer-Proteins aus Kartoffel; der Pfeil markiert die
ermittelte Schnittstelle.
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Um die Existenz einer Leitsequenz fir das Cytochrom cj-Protein aus Kartoffel
nachzuweisen, wurde das Insert von pCill.3 in Escherichia coli exprimiert.
Gelelektrophoretisch aufgetrenntes Gesamtprotein dieser Bakterien reagierte
mit einem Antikorper, der gegen Cytochrom cj aus Hefe gerichtet ist. Die
immunopositive Bande hatte dabei erwartungsgemaR ein etwas groReres Mo-
lekulargewicht als das Cytochrom cj-Protein aus den Mitochondrien der Kar-
toffel (Braun et al. 1992a).

Eine Ansequenzierung der Cytochrom cj-Untereinheit der Cytochrom c Re-
duktase aus Kartoffel ergab, dak die Schnittstelle des Precursors zwischen
Aminosdure 77 und 78 liegt (siehe Abb. 18 und 22). Die somit erstmals
definierte Leitsequenz eines pflanzlichen Proteins des mitochondrialen In-
termembranraums weist dieselben Charakteristika auf, wie sie fiir kernko-
dierte Proteine dieses Subkompartiments aus Pilzen und Saugern beschrieben
wurden (Hurt und van Loon 1986). Im vorderen Bereich (AS 1-55) befindet
sich eine hydrophile Region, die potentiell amphiphile Helices als Sekundar-
struktur ausbilden kénnte und im hinteren Bereich ein Abschnitt mit un-
geladen/hydrophoben Aminosiuren, der bakteriellen "Targeting"-Sequenzen
gleicht (AS 56-77). Auch fur Intermembranraum-Proteine pflanzlicher Mito-
chondrien lassen sich also Leitsequenzen mit einer "Matrix targeting"- und
einer "Intramitochondrial sorting"-Doméne postulieren (Abb. 24).

Die Isolierung von cDNA-Klonen, die sich zwei verschiedenen Klassen zuord-
nen lassen, weist auf zwei Isoformen des Cytochrom cj-Proteins aus Kartoffel
hin. Zumindest in Kartoffelknolle scheint die Klasse Cill jedoch niedrig ex-
primiert zu sein und 14kt sich, so belegen N-terminale und interne Sequenz-
daten (siehe Abb. 22), auch auf der Proteinebene nicht wiederfinden. Die
Aminosduredaten der Cytochrom ci-Untereinheit der Cytochrom ¢ Reduk-
tase aus Kartoffelknolle entsprechen in Positionen, die fur die beiden Iso-
formen unterschiedlich sind, der Sequenz der Klasse Cil. In anderen Gewe-
ben der Kartoffel konnte jedoch eine andere Situation vorliegen.
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Abb. 24: Analyse der Leitsequenz des Cytochrom cj-Proteins aus Kartoffel. A:
Alignment der "intramitochondrial sorting"-Domdnen von Cytochrom cj aus ver-
schiedenen Eukaryonten und der entsprechenden "export signal"-Domédnen von
Prokaryonten (fiir Referenzen siehe Braun et al. 1992a). Die Kidsten markieren
Positionen, an denen die Proteine aus 3 oder mehr Organismen eine identische
Aminosdure haben. Der Pfeil zeigt die Schnittstelle an. B: Helix-Projektionen fiir
zwei Regionen aus der "matrix targeting"-Domine der Leitsequenz von Cytochrom
c1 aus Kartoffel.

3.4.3. Bestimmung der Schnittstelle fur das Eisen-Schwefel-
Protein

Auch das Eisen-Schwefel-Protein ist eine Intermembranraum-exponierte Un-
tereinheit der Cytochrom c¢ Reduktase (Li et al. 1981), die - zumindest bei
Pilzen - ebenfalls eine zweigeteilte "Targeting-Sequenz" aufweist. Der C-
terminale Teil der Leitsequenz ist jedoch nicht hydrophob wie bei Cyto-
chrom cj, sondern besteht aus einem charakteristischen Oktapeptid, das
von der "Mitochondrial Intermediate Peptidase" (MIP) erkannt und abge-
spalten wird (siehe Einleitung, Hartl et al. 1986, Fu et al. 1990). Bei Sdugern
wird die Prasequenz des Eisen-Schwefel-Proteins hingegen in einem Schritt
prozessiert. Es konnte gezeigt werden, daR die abgetrennte Leitsequenz in der



Cytochrom ¢ Reduktase verbleibt und eine der kleinen Untereinheiten des
Proteinkomplexes darstellt (Brandt et al. 1993). Vor dem Hintergrund dieser
Unterschiede zwischen Pilzen und Saugern stellt sich die Frage nach der
Struktur der Leitsequenz und der Prozessierung des Eisen-Schwefel-Proteins
bei Pflanzen.

Das FeS-Protein wurde bereits fuir eine hohere Pflanze auf cDNA-Ebene charak-
terisiert (Zea mays; Huang et al. 1991). Die Identifizierung der ersten 21
Aminosdauren der FeS-Untereinheit der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel
ermoglichte eine Zuordnung der erhaltenen Sequenz zu den Daten aus Mais.
Auf der Basis des Alignments in Abb. 25 (Teil A) bestehen 52 % Identitat,
wohingegen ein Vergleich mit den entsprechenden Sequenzbereichen aus
Hefe und Rind lediglich entfernte Ahnlichkeiten ergibt. Nimmt man an, daR
die Schnittstelle beim Eisen-Schwefel-Protein aus Mais eine analoge Position
hat, befindet sich im C-terminalen Teil der postulierten Leitsequenz kein
Oktapeptid mit den fur Pilzen beschriebenen Charakteristika. Somit konnte
die Prozessierung ahnlich wie bei Saugern in einem Schritt erfolgen; weitere
Experimente sind hier jedoch erforderlich.

Die Aminosduresequenz eines internen Peptids der FeS-Untereinheit hat
groRe Homologie zu den entsprechenden Sequenzen aus anderen Organis-
men (74 % zu Mais, 61 % zu Hefe, 57 % zu Neurospora und 48 % zu Rind,
Abb. 25, Teil B). Mit Hilfe von degenerierten Oligonukleotiden, die von die-
sem Sequenzbereich abgeleitet waren, konnten Klone fuir das Eisen-Schwefel-
Protein aus einer cDNA-Bank der Kartoffel isoliert werden® (Emmermann et
al. 1993b).

Es gibt soweit keine Hinweise auf Isoformen fuir das FeS-Protein aus Kartoffel.
Auf allen verwendeten Gelsystemen bzw. Immunoblots erwies sich die Eisen-
Schwefel-Untereinheit als singulare scharfe Bande (siehe Abb. 10 und 13).

3.4.4. Bestimmung von N-terminalen und internen Aminosaure-
sequenzen der kleinen Untereinheiten

Far die Cytochrom c Reduktasen aus Hefe und Rind sind 5-6 kleine Unter-
einheiten beschrieben (siehe Einleitung): das "Q-binding"-Protein, das
"Hinge"-Protein sowie die "Core-linked"-, "Cytochrome ci-linked"- und "FeS-
linked"-Proteine. AuRerdem verbleibt die Leitsequenz des FeS-Proteins als
kleine Untereinheit im Proteinkomplex aus Rind (Brandt et al. 1993). Es

* durchgefiihrt von M. Clericus
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Kartoffel s s|- N s|p|a H|Q L|G|L V|s[DLPATV|...
Mais s s|T v|p|R N|Q[D|A|lc L|lADLPATUV|...
L

Hefe ss|lvik|rffcrFkpMs(LlTskRLI|S[@s L ...
Rind LCR LRGQAAAALVA|SV|SLN[V]... A

Kartoffel QQDAERVK]|.
Mais EQDAERVK|.
Hefe Q TDADRVK]|.
Neurospora ETDADRVK|.
Rind Q|H|D|L|E R V K|. B

Abb. 25: Alignment der N-terminalen Aminosduresequenz (A) und der Sequenz
eines Peptids (B) des Eisen-Schwefel-Proteins aus Kartoffel mit den entsprechen-
den Sequenzbereichen der Proteine aus Mais (Huang et al. 1991), Hefe (Beckmann
et al. 1987), Neurospora (Harnisch et al. 1985) und Rind (Schiagger et al. 1987).
Identische Aminosdurereste sind eingerahmt.

wurde iber Sequenzanalysen versucht, die 14, 12, 11 und 10 kd-Proteine der
Kartoffel den kleinen Untereinheiten aus Hefe und Rind zuzuordnen.

Das 14 kd-Protein

Far das 14 kd-Protein der Kartoffel erfolgte eine Sequenzanalyse von 4 Pep-
tiden (siehe Abb. 18, Tabelle 5). Die ermittelten 75 Aminosauren sind uber-
wiegend hydrophil und weisen 30 % bzw. 41 % Identitat zu den "Q-binding"-
Proteinen aus Hefe und Rind auf (Abb. 26, Tabelle 6). Der N-Terminus der 14
kd-Untereinheit ist blockiert. Da die Ansequenzierung aller anderen 9 Unter-
einheiten der isolierten Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel keine Probleme
bereitete, ist eine praparationsbedingte Blockierung unwahrscheinlich. Auch
in Rind und Hefe sind die "Q-binding"-Proteine fiir eine N-terminale Sequen-
zierung blockiert (fiir Rind konnte eine Acetyl-Gruppe nachgewiesen werden,
Wakabayashi et al. 1985).

Das 14 kd-Protein der Kartoffel 1akt sich durch Behandlung der isolierten
Cytochrom ¢ Reduktase mit 1 % Guanidiniumhydrochlorid von dem Pro-
teinkomplex abspalten (siehe 3.5.6.). Vermutlich handelt es sich demnach
bei dieser Untereinheit um eine periphere Komponente. Fur weitere Analy-
sen wurde ein Antiserum gegen das 14 kd-Protein hergestellt (siehe Abb. 3,
30).



Das 12 kd-Protein

Aminosauresequenzen, die fur die 12 kd-Untereinheit der Cytochrom c Re-
duktase aus Kartoffel ermittelt wurden, lieRen sich klar dem "Hinge"-Protein
des Enzymkomplexes aus Saugern (50 % Identitat) bzw. Hefe (43 %) zuord-
nen (Abb. 26, Tabelle 6). Auch in Kartoffel handelt es sich um ein extrem
hydrophiles Protein: 22 der 53 identifizierten Aminosauren (42 %) tragen
eine Ladung. Da auch die Anzahl an Lysinen relativ hoch ist, wurden bei der
Lys C-Verdauung vergleichsweise kurze Peptide generiert (siehe Abb. 18).

Die N- und C-Termini der "Hinge"-Proteine sind hoch konserviert (G-D- und -
L-F-X-X-L-K). Ein charakteristischer Bereich von aufeinanderfolgenden sauren
Aminosauren (Hefe: 24 Reste; Rind und Mensch: 9 Reste) nahe dem N-Termi-
nus ist bei Kartoffel jedoch auf zwei Glutaminsaurereste reduziert. Der hohe
negative Ladungsuiberschul® des Proteins aus Pilzen und Saugern durfte sich
dadurch vermindern.

Zwei separate Peptide des Lys C-verdauten Proteins aus Kartoffel weisen - mit
Ausnahme von einer Aminosaure - eine identische Sequenz auf: N-Y-Q-A-Y-A-
K- und N-Y-Q-A-L-A-K- (Abb. 18). Dieses Ergebnis konnte auf das Vorhanden-
sein von zwei Isoformen fir diese Untereinheit hinweisen.

Negativ geladene Proteine wie das "Hinge"-Protein binden nur wenig SDS, so
daB ihr Molekulargewicht gewdhnlich (iberschatzt wird. Auch auf der Basis
der Homologievergleiche der 12 kd-Untereinheit aus Kartoffel mit den kor-
respondierenden Proteinen aus Hefe und Rind muR eher von einer molekula-
ren GroRe von lediglich 9 kd ausgegangen werden. Das "Hinge"-Protein der
Kartoffel ist, wie das "Q-binding"-Protein, mit Guanidiniumhydrochlorid von
der isolierten Cytochrom c Reduktase abspaltbar (siehe 3.5.6.). Auch gegen
diese Untereinheit wurde ein Antiserum hergestellt (Abb. 3).

Abb. 26 (Seiten 68, 69): Homologievergleich der Aminosduresequenzen von den
Peptiden der kleinen Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel mit
den Sequenzen dieser Proteine aus anderen Organismen. Identische Aminosduren
sind eingerahmt. Striche kennzeichnen Liicken, die eingefiigt wurden, um die
Ahnlichkeit zwischen den Aminosduresequenzen aufzuzeigen. Sequenzbereiche,
die von den analysierten Peptiden der Untereinheiten aus Kartoffel nicht abge-
deckt werden, sind mit Punkten markiert.

Die Sequenzen der Proteine aus anderen Organismen sind folgenden Veroffent-
lichungen entnommen: de Haan et al. 1984 und Wakabayashi et al. 1985 ("Q-bin-
ding"-Proteine aus Hefe bzw. Rind); van Loon et al. 1984 und Ohta et al. 1987
("Hinge"-Proteine aus Hefe bzw. Mensch); Maarse und Grivell 1987 und Borchart
et al. 1986 ("Core-linked"-Proteine aus Hefe bzw. Rind); Schiagger und Jagow 1983
und Phillips et al. 1990 ("Cytochrome c1-linked"-Proteine aus Rind bzw. Hefe).
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"Core-linked"-Protein:

Kartoffel LAVV-YALSPFQ
Rind F—--—GHLTR RH——VITYSLSPFE RAF
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"Cytochrome c;-linked"-Protein:
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Die 10 und 11 kd-Proteine

Die 10 kd-Untereinheit der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel ist homolog
zu den "Core-linked"-Proteinen aus Rind bzw. Hefe (Abb. 26, Tabelle 6). Fur
einen Bereich von 33 identifizierten Aminosduren besteht eine Identitat von
45 % bzw. 33 %. Der N-Terminus ist nicht blockiert. Soweit eine Auswertung
moglich ist, weist das "Core-linked"-Protein der Kartoffel, analog zu den ent-
sprechenden Proteinen aus Hefe und Rind, einen positiven Ladungsiiber-
schuR auf (8+/1-). Das ermittelte Molekulargewicht des Proteins liegt ver-
mutlich ebenfalls etwas niedriger als iber SDS-PAGE abgeschatzt.

Die Cytochrom c¢ Reduktasen aus Hefe und Rind weisen neben dem "Q-
binding"-Protein, dem "Hinge"-Protein und dem "Core-linked"-Protein noch
ein "Cytochrome cj-linked"- und ein "FeS-linked"-Protein auf (siehe Einlei-
tung). Das 11 kd-Protein der Kartoffel konnte jedoch auf der Basis der
Aminosauresequenz von zwei Peptiden (Abb. 18) keiner dieser beiden Un-
tereinheiten mit Sicherheit zugeordnet werden. Eine begrenzte Homologie
besteht zum C-Terminus der "Cytochrome ci-linked"-Proteine (Abb. 26). Der
N-Terminus des 11 kd-Proteins weist hingegen Ahnlichkeit mit dem N-Ter-
minus des 10 kd-Proteins aus Kartoffel auf (siehe Abb. 18). Diese Tatsache
beruht jedoch vermutlich auf einer Verunreinigung, da sich die 10 und 11
kd-Proteine iiber SDS-PAGE nur schwer auftrennen lieRen. Fur eine Identi-
fizierung der 11 kd-Untereinheit aus Kartoffel sind somit weitere Aminosau-
redaten erforderlich.

Hefe Rind 1%}
"Q-binding"-Protein (75 AS) 30% 41% 36%
"Hinge"-Protein (44 AS) 43% 50% 47%
"Core-linked"-Prot. (33 AS) 33% 45% 39%
"Cyt ¢;-linked"-Prot. (16 AS) 31% 19% 25%
1%} 35% 39%

Tabelle 6: Identititen der 14, 12, 11 und 10 kd-Untereinheiten der Cytochrom c¢
Reduktase aus Kartoffel mit den Untereinheiten des Proteinkomplexes aus Hefe
und Rind. Die Anzahl der in die Auswertung eingegangenen Aminosduren ist in
Klammern in Spalte 1 angegeben. Basis fiir die Berechnung ist das Alignment in
Abb. 26.
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3.5. MPP und PEP sind integrale Bestandteile der Cytochrom c
Reduktase aus Kartoffel

Die auffalligste Besonderheit der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel ist das
Vorhandensein von drei Untereinheiten im GroRenbereich von 50 kd. Sie
reagieren alle mit Antikoérpern, die gegen die Core-Proteine aus Pilzen gerich-
tet sind (siehe Abb. 13, Teil A). Es stellt sich jedoch die Frage, ob es sich bei
diesen Komponenten wirklich um Core-Proteine handelt oder vielmehr um
andere Vertreter der PEP/MPP/Core-Proteinfamilie.

3.5.1. Immunologische Identifizierung der Prozessierungs-
protease als Bestandteil der Cytochrom c Reduktase aus
Kartoffel

Die Proteine der isolierten Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel wurden mit
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Antikoérpern,
die gegen die Komponenten der Prozessierungs-Protease aus Hefe gerichtet
sind, inkubiert. Das Serum gegen PEP reagiert deutlich mit den 53 und 55
kd-Untereinheiten (Abb. 27). Antikérper gegen MPP, die mit mitochondria-

22 23 24 25 26 27
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Abb. 27: Immunoblot der isolierten Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel nach
Inkubation mit Antikorpern, die gegen PEP aus Hefe gerichtet sind. Gleiche Volu-
mina von sechs aufeinanderfolgenden Fraktionen des chromatographisch gerei-
nigten Proteinkomplexes wurden iiber Elektrophorese in einem 13 %igen Poly-
acrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulose geblottet. Die Zahlen links geben
die molekulare GroRe von Standardproteinen an, die Zahlen oben bezeichnen die
geladenen Fraktionen korrespondierend zu Abb. 10.
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lem Gesamtprotein der Kartoffel nicht kreuzreagieren (siehe 3.1.1.), weisen
eine schwache Spezifitat fur die 51 kd-Bande auf (nicht gezeigt). Demnach
konnten in Kartoffel beide Untereinheiten der Prozessierungsprotease - MPP
und PEP - Bestandteile der Cytochrom c Reduktase sein. Es sind jedoch an-
dere Interpretationen denkbar, da wiederum eine Kreuzreaktion der Antikor-
per gegen die Prozessierungsprotease mit den Core-Proteinen nicht ausge-
schlossen werden kann.

3.5.2. Die drei Core-Proteine aus Kartoffel sind immunologisch
unterscheidbar

Die Banden der 55 und 53 kd-Proteine erscheinen auf Coomassie-Gelen
quantitativ etwas schwiacher als die benachbarte 51 kd-Untereinheit (siehe
3.3.2.) und sind bei verschiedenen Sorten bzw. Geweben der Kartoffel von
der Intensitat her variabel (siehe 3.3.3.). Da die 55 und 53 kd-Banden tuiber-
dies beide mit Antikorpern reagieren, die gegen PEP aus Hefe gerichtet sind
(Abb. 27), ist nicht auszuschlieRen, daR es sich bei diesen Proteinen um al-
ternative Isoformen derselben Untereinheit handelt.

Es wurde daher die immunologische Unterscheidbarkeit der Core-Proteine
aus Kartoffel getestet. Die Herstellung der Seren erfolgte in Kaninchen (siehe
Material und Methoden, 2.2.5.). Antikorper, die gegen die 53 kd-Unterein-
heit gerichtet sind, zeigen keinerlei Kreuzreaktion mit dem 55 kd-Protein
(Abb. 28, Teil B). Auch ein Serum gegen das 51 kd-Protein erwies sich als
monospezifisch (Abb. 28, Teil A). Die drei Core-Proteine sind also immuno-
distinguierbar und stellen vermutlich keine Isoformen dar. In der Cyto-
chrom c Reduktase aus Kartoffel kommt demnach - verglichen mit dem Pro-
teinkomplex aus Pilzen und Saugern - eine echte zusatzliche Untereinheit im
50 kd-Bereich vor.

3.5.3. Das 51 kd-Protein der Cytochrom c¢ Reduktase aus
Kartoffel ist homolog zu MPP

Um eine Zuordnung der drei groRen Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduk-
tase aus Kartoffel zu den Core-Proteinen bzw. den Komponenten der Prozes-
sierungsprotease zu ermoglichen, wurden N-terminale und interne Amino-
sauresequenzen der 55, 53 und 51 kd-Proteine analysiert (siehe Abb. 18). Die
erhaltenen Sequenzdaten fur das 51 kd-Protein weisen tatsachlich Homologie
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Abb. 28: Immunoblot der gereinigten Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel nach
Inkubation mit Antikorpern, die gegen das 51 kd-Protein (A) und das 53 kd-Pro-
tein (B) gerichtet sind. Die Praimmunseren (PI) zeigen keine Reaktion mit den
aufgetrennten Untereinheiten des Proteinkomplexes, wohingegen die Immunse-
ren (I) jeweils das fiir die Immunisierung verwendete Protein erkennen. Der
leichte Hintergrund auf allen Blots beruht auf einer Kreuzreaktion zwischen dem
sekundidren Antikorper, der fur die Entwicklung der Immunreaktion Verwendung
fand, und den geblotteten Proteinen. Die Zahlen links geben die Molekularge-
wichte von Standardproteinen an.

zu den MPP-Proteinen aus Hefe, Neurospora und Ratte auf (Abb. 29). Aller-
dings liegen die analysierten Peptide in unterdurchschnittlich konservierten
Regionen der Protease-Untereinheit (nicht gezeigt). Oligonukleotide, die von
einem hochkonservierten Zentrum der MPP-Proteine aus Pilzen abgeleitet
sind, erlaubten jedoch die Isolation von Klonen des entsprechenden Proteins
aus Kartoffel (Emmermann 1991). Die Sequenzen der Peptide sind im "open
reading frame" (ORF) zu 100 % enthalten (Braun et al. 1992b).

Der N-Terminus des MPP aus Kartoffel konnte ansequenziert werden (S-S-S-A-
A-V-A-..., siehe Abb. 29) und erlaubt im Vergleich zum ORF der cDNA-Se-
quenz die Definition der Leitsequenz.
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Kartoffel
Hefe
Neurospora
Ratte

Kartoffel ..[KELTTA]-vanes
Hefe ... QQMYNS-|T|F ANK
Neurospora v R HLTDHG .o
Ratte ...———MGRTVDLVELE——RAK...

Kartoffel ...|KD I|AS|V|VQ II LISSPLTM|A|..
Hefe ... DID I[SIRVAIEMITFT|GIN VINNA|...
Neurospora ...|KDIL RIRVAIKRVVG|GIM A|NN A|...
Ratte ...EDIKRVASMLRGKPAVA...

Abb. 29: Alignment der Aminosduresequenzen von Peptiden der 51 kd-Unterein-
heit der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel mit internen Sequenzbereichen der
MPP-Proteine aus Hefe (Jensen und Yaffe 1988, Pollock et al. 1988), Neurospora
(Schneider et al. 1990) und Ratte (Kleiber et al. 1990). Identische Aminosduren
sind eingerahmt. Zwischen Kartoffel und Ratte sind 35 % der Aminosdurereste
konserviert, zwischen Kartoffel und Pilzen durchschnittlich 24 %.

3.5.4. Die 53 und 55 kd-Proteine der Cytochrom c Reduktase aus
Kartoffel sind homolog zu PEP

Aminosauredaten der 53 und 55 kd-Proteine der Cytochrom ¢ Reduktase aus
Kartoffel zeigen groRe Ahnlichkeit zu PEP-Sequenzen aus Hefe und Neuros-
pora. Es wurden jeweils iiber 100 Aminosaurereste bestimmt (siehe Tabelle 5,
Abb. 18). Die Identitat der 55 und 53 kd-Proteine zu der Protease-Unterein-
heit aus Neurospora betragt 64 bzw. 52 %, zu dem Enzym aus Hefe 49 bzw.
33 % (Abb. 30, Tabelle 7). Eine vergleichbare Homologie besteht auch zu dem
Core-Protein I aus Rind, von dem ebenfalls eine PEP-Funktion angenommen
wird (Gencic et al. 1991). Hingegen ist die Ahnlichkeit der 55 und 53 kd-Pro-
teine aus Kartoffel zu dem von PEP verschiedenen Core-Protein I aus Hefe
deutlich kleiner (Emmermann et al. 1993a).

Die Homologie der 55 und 53 kd-Proteine zueinander konnte iiber zwei Pep-
tide abgeschatzt werden, die in analogen Regionen der Untereinheiten liegen
(Abb. 30). Demzufolge betragt die Identitat etwa 50 %, weitere Sequenzdaten
sind jedoch erforderlich, um eine abgesicherte Aussage zu erhalten. Auch die
N-terminalen Bereiche der beiden Untereinheiten (15 Aminosauren) gleichen
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Neurospora A[SRRLALNLAQGVKARAGG
Hefe FISRTA-—---—c o _
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Abb. 30: Alignment der Aminosduresequenzen von Peptiden der 53 und 55 kd-
Untereinheiten der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel mit den PEP-Proteinen
aus Neurospora (Hawlitschek et al. 1988) und Hefe (Witte et al. 1988). Sequenzbe-
reiche, die von den analysierten Peptiden nicht abgedeckt werden, sind mit Punk-
ten markiert. Identische Aminosduren sind eingerahmt.
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sich zu 50 % (Abb. 30). Der N-Terminus des 53 kd-Proteins hat auRerdem
Homologie zum 51 kd-Protein (MPP).

Von den Aminosiauredaten der PEP-Proteine aus Kartoffel wurden DNA-Oligo-
nukleotide abgeleitet, die fur die Isolation korrespondierender Klone aus ei-
ner cDNA-Bank der Kartoffel verwendet wurden (Emmermann et al. 1993a).
Die Sequenzen der Peptide sind in den charakterisierten ORFs zu 100 % ent-
halten und erlauben dariiber hinaus die Definition der Leitsequenzen.

Hefe Neurospora ()]
55 kd-Protein (100 AS) 49% 63% 56%
53 kd-Protein (91 AS) 33% 52% 43%
%} 41% 58%

Tabelle 7: Prozentsatz von Aminosiduren, die zwischen den 55 und 53 kd-Unter-
einheiten der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel und den PEP-Proteinen aus
Hefe und Neurospora konserviert sind. Die Anzahl der in die Auswertung einge-
gangenen Aminosduren ist in Klammern in Spalte 1 angegeben. Die Berechnung
erfolgte auf der Basis des Alignments in Abb. 30.

3.5.5. Die Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel ist eine
Prozessierungsprotease

Angenommen beide Komponenten der Prozessierungsprotease, MPP und PEP,
sind Untereinheiten der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel, dann sollte
der isolierte Proteinkomplex eine spezifische proteolytische Aktivitat aufwei-
sen. Gereinigte Cytochrom c Reduktase sowie mitochondriales Gesamtpro-
tein wurden daher in einem in vitro Prozessierungs-Assay getestet”. Als Sub-
strat dienten verschiedene Vorlaufer-Proteine, die tiber 35S-Methionin radio-
aktiv markiert wurden. Prozessierungsaktivitat, d.h. definierte Verkiirzungen
der Vorlaufer-Proteine, wurden mit SDS-PAGE und anschlieRender Fluorogra-
phie sichtbar gemacht.

Die isolierte Cytochrom c Reduktase erwies sich als hochspezifische Protease.
Unter den verwendeten Versuchsbedingungen fithren 0,5 uyg gereinigter En-

* durchgefiihrt von M. Emmermann
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zymkomplex zur Reifung von 50 % der radioaktiv markierten Precursor der
B-Untereinheit der ATP-Synthase, wohingegen fur das gleiche Resultat 20 ug
mitochondriales Gesamtprotein erforderlich sind (Abb. 31). Die Prozessie-
rungsaktivitat ist demnach etwa 40 fach aufgereinigt. Dieses Resultat ent-
spricht dem Aufreinigungsfaktor fir spektroskopisch meRbares Ham b, das
in Fraktionen der gereinigten Cytochrom c Reduktase bezogen auf mitochon-
driales Gesamtprotein um den Faktor 38 angereichert vorliegt (siehe 3.2.5.).
Es ist also davon auszugehen, daR die gesamte Aktivitat der mitochondria-
len Haupt-Prozessierungsprotease der Kartoffel in die Cytochrom ¢ Reduktase
integriert ist.

Die proteolytische Aktivitat der gereinigten Cytochrom c Reduktase ist PMSF
sensitiv und wird analog zu den Aktivitaten aus Pilzen und Saugern durch
EDTA und o-Phenanthrolin gehemmt. Sie hat ein pH-Optimum zwischen 7,5
und 9,0 und ein Temperaturoptimum um 30°C (Emmermann und Schmitz
1993).

C 100 50 20 10 5 2

p — ~—~-—’-—-
| AN Baas
cC 5 2 1050301
p —_ e — —— S
m — S eTme e ——
B

Abb. 31: Prozessierungsaktivitit von mitochondrialem Gesamtprotein (A) und
isolierter Cytochrom c Reduktase (B) aus Kartoffel. Radioaktiv markiertes Vorlau-
fer-Protein der p-Untereinheit der ATP-Synthase wurde mit den Proteinfraktio-
nen inkubiert und anschlieRend iiber SDS-PAGE und Fluorographie analysiert. Ein
Teil des Precursors (p) wird zur reifen Form (m) prozessiert (56 — 52 kd). Die
Zahlen oben geben die Menge des in den Prozessierungsexperimenten eingesetz-
ten Proteins an (in pg). Spur 1: Kontrolle.
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3.5.6. Destabilisierungen der Cytochrom c¢ Reduktase aus
Kartoffel: Abspaltung der MPP-Untereinheit

Die Prozessierungsprotease konnte einen integralen Bestandteil der Cyto-
chrom c Reduktase aus Kartoffel darstellen oder aber nur locker an den Pro-
teinkomplex gebunden sein. Auf jeden Fall dissoziieren die MPP- und PEP-
Untereinheiten wahrend der Praparation schwerer als das Eisen-Schwefel-
Protein vom Cytochrom c Reduktase-Komplex (Abb. 32, siehe auch 3.3.3.
und 3.4.3.). Es wurde versucht, weitere Untereinheiten des Proteinkomplexes
durch gezielte Destabilisierungen abzulosen. Geeignete Konditionen sind fur
die Cytochrom ¢ Reduktasen aus Rind und Neurospora bekannt (Rieske und
Zaugg 1962, Rieske et al. 1967, Schagger et al. 1986, Linke und Weiss 1986).
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Abb. 32: Dissoziation des Eisen-Schwefel-Proteins der Cytochrom ¢ Reduktase aus
Kartoffel. SDS-PAGE von sechs aufeinanderfolgenden Fraktionen des chromato-
graphisch aufgereinigten Proteinkomplexes. Die Zahlen links geben die moleku-
laren GroRen von Standardproteinen an; rechts stehen Bezeichnungen fir die
Untereinheiten des Proteinkomplexes. Der Pfeil markiert die Position der disso-
ziierten Untereinheit.
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Die Spaltungsexperimente wurden mit jeweils 1,5 mg Cytochrom c Reduktase
in Gegenwart von Triton X-100 sowie variablen Mengen verschiedener Salze
(NaCl, NaBr, Na], Harnstoff, Guanidiniumhydrochlorid [GuHCl]) durchge-
fuhrt (siehe Material und Methoden, 2.5.3.). Die Auftrennung der Spaltpro-
dukte erfolgte iiber Gelfiltrationschromatographie und die anschlieRende
Analyse tiber SDS-PAGE. Den Spaltungsansatzen wurde aullerdem EDTA zuge-
geben, um potentielle Metall-Kofaktoren der Protease-Untereinheiten wegzu-
fangen. Es zeigte sich jedoch, daR zweiwertige Metall-Ilonen keine Bindungs-
oder Stabilisierungsfunktionen fiir den Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex ha-
ben (nicht gezeigt).

Im Gegensatz zur Cytochrom c Reduktase aus Neurospora ist der Protein-
komplex aus Kartoffel bei Inkubation mit 2 M NaCl vollkommen stabil. Erst
in Gegenwart von 2 % Triton X-100 und Inkubationstemperaturen von iiber
30 °C erfolgt eine teilweise Abspaltung der 51 (MPP), 14 und 12 kd-Unterein-
heiten (Abb. 33, Teil A). Dabei konnten Phaseniibergange des Triton X-100
eine Rolle spielen. Teile des Proteinkomplexes verklumpen bei diesen Ansat-
zen und konnen abzentrifugiert werden.

2 M NaBr fuhrt in Kombination mit 1 % Triton X-100 bereits bei Inkubations-
temperaturen von 4 °C zu beinah vollstandiger Abtrennung der 51, 14, und
12 kd-Untereinheiten (Abb. 33, Teil B), wahrend 2 M Na]J unter gleichen Kon-
ditionen vergleichsweise wenig Wirkung zeigt (nicht gezeigt).

Harnstoff (bis 6 M) verursacht eine Verklumpung des Proteinkomplexes bei
gleichzeitiger Abspaltung der 14 und 12 kd-Proteine. Ahnliches gilt fiir 2 M
GuHCI oder niedrigere GuHCI-Konzentrationen in Verbindung mit Einfrieren.
0,8-1,0 M Guanidiniumhydrochlorid in Gegenwart von 1 % Triton X-100 be-
wirkt dagegen bei 4 °C eine vollstandige Spaltung der Cytochrom c Reduk-
tase in separate 51, 14 und 12 kd-Untereinheiten sowie einen weitgehend
verklumpten Restkomplex (Abb. 33, Teil C).

Die FeS-Untereinheit ist, sofern sie nicht wahrend der Praparation der Cyto-
chrom ¢ Reduktase vom Proteinkomplex dissoziiert, unter allen getesteten
Konditionen ein stabiler Bestandteil. Auch die substdéchiometrischen 50 und

Abb. 33 (folgende Seite): Spaltungen der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel
mit 2 M NaCl (A), 2 M NaBr (B) bzw. 1 M Guanidiniumhydrochlorid (C). Die Inkuba-
tionen erfolgten in Gegenwart von 1 % Triton X-100 (NaCl-Ansatz: 2 %) und 5 mM
EDTA fiir 5 Minuten bei 4 °C (NaCl-Ansatz: 30 °C). Die Spaltprodukte wurden iiber
Gelfiltration aufgetrennt (siehe Material und Methoden, 2.5.3.) und mit SDS-PAGE
analysiert. (D): ungespaltene Cytochrom ¢ Reduktase. Die Zahlen oben bezeichnen
aufeinanderfelgende Fraktionen der chromatographischen Trennungen, die
Striche links geben die molekularen Grofen von Standardproteinen an (von oben
nach unten: 69, 46, 30, 21.5, und 14.3 kd).
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42 kd-Proteine lassen sich nicht abspalten. Falls sie Degradationsprodukte
oder Isoformen der groRen Untereinheiten darstellen sollten, sprechen die
Ergebnisse aus den Destabilisierungsexperimenten am ehesten fir einen Be-
zug dieser Proteine zu den PEP-Komponenten des Cytochrom c Reduktase-
Komplexes (siehe jedoch 3.3.2.).

Die Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel erweist sich als ausgesprochen sta-
bil. Die proteolytisch aktiven Komponenten scheinen somit integrale Be-
standteile des Proteinkomplexes darzustellen. Das Herauslosen der MPP-Un-
tereinheit ist nur bei gleichzeitiger Verklumpung des verbleibenden Restkom-
plexes moglich. Fur Prozessierungsexperimente waren die Spaltprodukte
nicht weiter verwendbar.

3.6. Die Cytochrom c Reduktase aus Weizen

Stellt die Bifunktionalitat der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel eine Aus-
nahme dar, oder ist die Integration der Prozessierungsprotease in den respi-
ratorischen Proteinkomplex ein Phanomen, das fur alle Mitochondrien hohe-
rer Pflanzen Geltung besitzt? Fur die Analyse einer zweiten Pflanze wurde als
Vertreter der Klasse der Monokotyledoneae Triticum aestivum (Weizen)
ausgewahlt.

3.6.1. Reinigung der Cytochrom c¢ Reduktase aus Weizen-
keimlingen

Als Ausgangsmaterial fur die Isolierung der Cytochrom ¢ Reduktase aus Wei-
zen wurden etiolierte Keimlinge verwendet (siehe Material und Methoden,
2.3.2.). Die Praparation der Mitochondrien erfolgte tiber differentielle Zentri-
fugation und Dichtegradientenzentrifugation. 10 kg Weizenkeimlinge erge-
ben etwa 7,5 g gereinigte Mitochondrien, das sind ca. 750 mg mitochondria-
les Protein. Die Organellen wurden mit Ultraschall aufgeschlossen, uiber Ul-
trazentrifugation subfraktioniert und die mitochondrialen Membranpro-
teine mit Hilfe von Triton X-100 solubilisiert. Die Reinigung der Cytochrom c
Reduktase erfolgte tiber Cytochrom c Affinitatschromatographie und Gelfil-
trationschromatographie analog dem Protokoll fur die Isolierung des Enzym-
komplexes aus Kartoffel.

Alternativ wurde Weizenkeimextrakt als Ausgangsmaterial fur die Reinigung
der Cytochrom ¢ Reduktase verwendet. Die Praparation einer Fraktion mit

81




mitochondrialen Membranen erfolgte nach der Methode von Pfeiffer et al.
(1990). Die Membranproteine wurden ebenfalls mit Triton X-100 solubilisiert
und der Proteinkomplex tiber Saulenchromatographie wie oben angegeben
aufgereinigt.

A Absorption

0.1

: : . : —— Wellenldnge

510 530 550 570 590 610 630 650 [nm]

Abb. 34: Reduktionsspektrum der gereinigten Cytochrom c Reduktase aus Wei-
zen. Das Spektrum wurde bei Zimmertemperatur und in Gegenwart von Triton X-
100 aufgenommen.

Cytochrom c Reduktase aus Weizen bindet spezifisch an die Cytochrom c
Affinitatssaule und eluiert in Gegenwart von NaAscorbat bei einer Tris-Acetat
Konzentration von 100 mM. Die weitere Aufreinigung erfolgte uiber Gelfiltra-
tionschromatographie. Das Eluat der Saule wurde iiber SDS-PAGE analysiert
und spektrophotometrisch vermessen. Von der Komposition her dhnelt der
isolierte Proteinkomplex der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel (siehe Abb.
35). Cytochrom b wurde bezogen auf mitochondriales Protein ca. 40 fach
aufgereinigt. Die Ausbeute betrug jedoch lediglich 10 % - deutlich weniger als
bei der analogen Enzymisolierung aus den Mitochondrien der Kartoffel (24
%). Enzympréaparationen mit Weizenkeimextrakt als Ausgangsmaterial fuhr-
ten zu keinem verbesserten Ergebnis. Die Isolationsmethode fiir den Cyto-
chrom ¢ Reduktase-Komplex aus Kartoffel 1aRt sich demnach auf Weizen
ubertragen, allerdings ist die Ausbeute dabei reduziert.
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3.6.2. Charakterisierung der isolierten Cytochrom c Reduktase

Das Reduktionsspektrum der isolierten Cytochrom ¢ Reduktase weist zwi-
schen 500 und 650 nm die charakteristischen a-Banden der Cytochrome b
und c¢; auf (Abb. 34). Die Maxima liegen bei 553 bzw. 557 und 562 nm. Eine
Kontamination durch Cytochrom c Oxidase ist nicht sichtbar, da die a-Ban-
de fur Cytochrom a bei 600 nm praktisch fehlt.

Eine Analyse der gelelektrophoretisch aufgetrennten Untereinheiten der iso-
lierten Cytochrom c Reduktase aus Weizen uiber Coomassie-Farbung und
Immunoblotting (Abb. 35 unb 36) ergibt 10-11 Proteine, die von der Affini-

w K
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Abb. 35: Vergleich der Komposition der Cytochrom ¢ Reduktasen aus Weizen (W)
und Kartoffel (K). Die Untereinheiten der gereinigten Proteinkomplexe wurden
tiiber Elelektrophorese in einem 12 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit
Coomassie angefarbt. Die Bezeichnungen rechts und links geben die Identitaten
der Banden an (siehe Abb. 36). Bei der verwendeten Polyacrylamidkonzentration
laufen die Cytochrome b und cj auf einer Hohe (siehe 3.3.2.). Das Eisen-Schwefel-
Protein der Cytochrom c Reduktase aus Weizen ist abgespalten (gepunktete Linie).
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Abb. 36: Immunoblot der isolierten Cytochrom c Reduktasen aus Weizen (W) und
Kartoffel (K) nach Inkubation mit Antikérpern, die gegen Cytochrom b und Cyto-
chrom c; aus Hefe, gegen das Eisen-Schwefel-Protein und das Core-Protein 1 aus
Neurospora und gegen das "Q-binding"-Protein aus Kartoffel gerichtet sind. Die
Untereinheiten der Proteinkomplexe wurden uber Elektrophorese in 13 %igen
Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrozellulose geblottet. Die Zahlen links
geben die molekularen GroRen von Standardproteinen an.

tatssaule und der Gelfiltrationssaule synchron eluieren. [hr apparentes Mo-
lekulargewicht liegt auf 13 %igen Gelen bei 55.5, 55.0, 51.5, 51.0, 34, 33, 25,
14, 11 und 9 kd. Verglichen mit Kartoffel kommt somit eine zusatzliche
Bande im 50 kd-Bereich vor, wohingegen eine kleine Untereinheit fehlt. Bei
dem 11 kd-Protein handelt es sich jedoch vermutlich um eine Doppelbande
(nicht gezeigt). Antikorper gerichtet gegen Komponenten der Cytochrom c
Reduktase aus Neurospora, Hefe und Kartoffel erkennen einzelne Banden des
Proteinkomplexes aus Weizen und ermoglichen eine Identifizierung der Un-
tereinheiten. Die vier groRen Proteine gehdren erwartungsgemal zu der Fa-
milie der Core-Proteine und die 34, 33 und 25 kd-Banden entsprechen den
respiratorischen Untereinheiten Cytochrom b, Cytochrom c¢; und dem Eisen-
Schwefel-Protein. Das FeS-Protein neigt - wie bei anderen Organismen - zur
Dissoziation vom Proteinkomplex und ist auf dem Coomassie-Gel (Abb. 35)
kaum sichtbar, 14kt sich aber tiber Antikorper klar nachweisen (Abb. 36).
Auch die Cytochrom b-Bande, die relativ diffus ist und auf 11 %igen Gelen
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Abb. 37: HPLC-Auftrennungen der Lys-C generierten Peptide von 6 Unterein-
heiten der Cytochrom c Reduktase aus Weizen. A: 55.5 kd-Protein, B: 51.5 kd-Pro-
tein, C: 55.0 kd-Protein, D: 51.0 kd-Protein, E: Cytochrom c1, F: "Q-binding"-Protein.
Die Elution der Peptide wurde bei 220 nm aufgezeichnet. Sie erfolgte tiber einen
Gradienten aus Wasser und Acetonitril (linker Rand der Diagramme: 10 % Aceto-
nitril, rechter Rand der Diagramme: 70 %). Die Punkte markieren Peptide, deren
Aminosduresequenz bestimmt wurde (siehe Abb. 38).

mit Cytochrom c; zusammenfallt, war immunologisch leichter visualisierbar
als uber Coomassie-Farbung. Das 14 kd-Protein kreuzreagierte mit einem
Antiserum, das gegen das "Q-binding"-Protein der Kartoffel gerichtet ist (Abb.
36).

Bei den vier hochmolekularen Banden kénnte es sich um vier verschiedene
Proteine der PEP/MPP/Core-Familie handeln, oder aber lediglich um zwei Un-
tereinheiten, die in jeweils zwei Isoformen vorkommen. Fiur eine genaue Zu-

85
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Abb. 38: Aminosiduresequenzen von Untereinheiten der Cytochrom c¢ Reduktase
aus Weizen. Es wurden N-terminale Sequenzen der unverdauten Proteine (N) und
von einzelnen Peptiden (P1, P2,...) ermittelt. Als Aminosdure unmittelbar vor dem
N-Terminus von Peptiden wird Lysin angenommen; das C-terminale Lysin voll-
standig sequenzierter Peptide ist unterstrichen.

ordnung, wurden Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus Weizen N-
terminal ansequenziert. Die Aminosiauredaten erlaubten jedoch keine zwei-
felsfreie Identifizierung, da die aminoterminalen Regionen der Core-Proteine
aus Weizen und Kartoffel vergleichsweise wenig konserviert sind (nicht ge-
zeigt).

Um interne Aminosauredaten der vier grofen Banden der Cytochrom c Re-
duktase aus Weizen zu erhalten, wurden 3 mg gereinigter Proteinkomplex
uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membranfilter transferiert (siehe
Material und Methoden, 2.2.4.). Es folgte eine Verdauung der einzelnen Un-
tereinheiten mit der Endoprotease Lys C und die Auftrennung generierter
Peptide iiber HPLC (Abb. 37). Die Elutionsprofile der fragmentierten 55.5 und
55.0 kd-Banden waren dabei dhnlich - ein Hinweis, daR es sich bei diesen
Proteinen um Isoformen derselben Untereinheit handeln kénnte. Das gleiche
gilt fur die 51.5 und 51.0 kd-Komponenten.
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Untereinheit N-Terminus Anz. d. sequen- Anzahl der
zierten Peptide ermittelten AS

55.5 kd-Prot. + 4 102
55.0 kd-Prot. + 2 40
51.5 kd-Prot. + 2 57
51.0 kd-Prot. + 2 40
Cyt. b R -
Cyt. c1 + 1 24
FeS-Prot. - -
14 kd-Prot. 1 17
11 kd-Prot. - -
9 kd-Prot. - -
gesamt S 12 280

Tabelle 8: Zusammenfassende Darstellung der Aminosduresequenzierungen fir
die Untereinheiten der Cytochrom c Reduktase aus Weizen.

Die erhaltenen internen Aminosduredaten fur die Cytochrom c¢ Reduktase
aus Weizen sind in Abb. 38 und Tabelle 8 zusammengefalt. Sie erlauben ei-
ne eindeutige Zuordnung der 55.5 und 55.0 kd-Proteine zu den PEP-Unterein-
heiten aus Kartoffel. Die Identitat liegt bei etwa 70 % (Abb. 39, Tabelle 9).
Die 55.5 und 55.0 kd-Proteine weisen auch untereinander groRe Ahnlichkeit
auf: Aminosauresequenzen der C-terminalen Peptide der beiden Untereinhei-
ten sind nur in einer Position verschieden (siehe Abb. 43). Es handelt sich
demnach vermutlich um zwei Isoformen, die sich auf der Basis der vorhan-
denen Daten jedoch vorerst nicht den einzelnen Formen fir PEP aus Kartoffel
zuordnen lassen (siehe Tabelle 9).

Die Sequenzen der 51.5 und 51.0 kd-Banden sind beide homolog zu MPP.
Uber 44 bzw. 35 Aminosduren bestehen knapp 70 % Identitit zu der Prote-
ase-Untereinheit der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel (Abb. 39, Tabelle
9). Bei diesen Proteinen handelt es sich vermutlich ebenfalls um Isoformen.
Eine Aussage iiber ihre Ahnlichkeit ist jedoch nicht méglich, da keine Ami-

Abb. 39 (folgende Seite): Alignment der Aminosduresequenzen von Peptiden der
55.5, 55.0, 51.5 und 51.0 kd-Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus Weizen
mit MPP und PEP aus Kartoffel (aus Braun et al. 1992b, Emmermann et al. 1993a).
Sequenzbereiche, die von den analysierten Peptiden nicht abgedeckt werden, sind
mit Punkten markiert. Identische Aminosdurereste sind eingerahmt. Der Pfeil
markiert die Schnittstelle der Vorldufer-Proteine aus Kartoffel.
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Haizean 55.5 kd-P. oa 50
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LAEQVKSKIKRIL
LAEDVKQKIKR|LENPDSRFLQHQLTTPNFSRPHINPQLSLLRGVTTLP SGLRVGHGDNLAVKT
WITGDTSSSVTPLDFPLNDVKLSPPLPDYVEPAKTQITTLANGLKVASEASV-NPA

Y TS[RE|QTA
ASIGLYVDCGSIYETPASYGATHLLERMAFKSTLNRSHLRIVREIEAIGGNV T|ASA|S|RE[H[MI
. t et e e s e e .. KASANRE|LMS

MNVLADILONSKLEDNRIERERGVILREMEEV|QGQS[EEV]

E

Mo 1gD T L oN S|LL EJE D KIRER]S KIJP)
LDI[LADILONSKFE[ERKIERERD EGQT
VEMLADCVRNPAF LDJWEVKEQLEKVKA[E/T SE[Y SKNP Q

YISTHYTAPRMVIVASGPVKHEEFVEQVKKQFTKLSTNP-TTASELVAREPAIF T
FVAENYTAPRMVL-AASGVEHEEFLKVAEPLLSDLPKVA--TIEEP =P

-SGASNTDPDSIALMVMQQMLGSWNK—SSGG—GKHMGSELVQRVAINELAESVMA—FNTNYT EAKP

-QGAPWTDPDAIPLMVMQSMLGTWNK-NAGG-GKHMGSDLAQSVAINELAESMMS-FNTNY)| TVAKS
V QGTTSS
L) .. . =%

RARNQLKSSLMLHIDGSGPTAEDIGRQLITYGRRIPYAELFSRID
DCLSDLSYCIMREISKLCYRVSDADVT---HACNQLKSSLMLHIDGTSPVAEDIGRHVLTYGRRIPVTELFARVD
DFGPQAVDVAVKELIAVANP-SEVDQVQLNRAKQATKSAILMNLESRMVASEDIGRQLLTYGERNPVEHFLKAID

FDRDVAI[S|AR[GIP I
AVDASTIKRVANRFI[FDQDVAI|SALIGP I
AVSAKDIASVVQEK Y -
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MPP PEP I PEP II

55.5 kd-Protein (74 AS) 20% 76% 78%
55.0 kd-Protein (27 AS) 15% 67% 63%
51.5 kd-Protein (44 AS) 66% 32% 27%
51.0 kd-Protein (35 AS) 69% 26% 23%

Tabelle 9: Prozentsatz von Aminosduren, die zwischen den 55.5, 55.0, 51.5 und
51.0 kd-Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus Weizen und PEP und MPP
aus Kartoffel identisch sind. Die Anzahl der in die Auswertung eingegangenen
Aminosduren ist in Klammern in Spalte 1 angegeben. Die Berechnung erfolgte
auf der Basis des Alignments in Abb. 40.

nosauresequenzen aus analogen Regionen vorliegen.

Auch fur andere Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus Weizen wur-
den Aminosiauresequenzen ermittelt. Sie lassen sich in allen Fallen den Se-
quenzen der entsprechenden Untereinheiten aus anderen Organismen zu-
ordnen (Abb. 40).

Cytochrom c¢; (P1):

Weizen ...]JkarHD[coNYVFALL TG Y|?2[D]...
Kartoffel .../KARHNGONYVFALLTGY|RID|...
Hefe ...KARHGGI—C_FYF?LLTGYP
Rind ...RIARHGG|E[DYVFSLLTGEY|CE ...

"Q-binding"-Protein (P1):

Weizen Y[L P|D
Kartoffel ?|L P|E
Hefe ... RQ|o|I|L P|K E
Rind ... T[H[H L|L P|R N

Abb. 40: Alignment der Aminosduresequenzen von Peptiden der Cytochrom ci-
und "Q-binding"-Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus Weizen mit den
entsprechenden Sequenzbereichen der Proteine aus Kartoffel, Hefe und Rind (fir
Referenzen siehe Braun et al. 1992a und Legende zu Abb. 26). Identische Amino-
sdurereste sind eingerahmt.
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3.6.3. Die Cytochrom c Reduktase aus Weizen ist eine
Prozessierungsprotease

Die isolierte Cytochrom ¢ Reduktase wurde in vitro als Prozessierungsprote-
ase getestet. Auch der gereinigte Enzymkomplex aus Weizen ist in der Lage,
die Leitsequenzen von radioaktiv markierten Vorlaufer-Proteinen spezifisch
abzutrennen (Abb. 41, Teil B). Die Aktivitat ist EDTA-hemmbar. Damit stellt
die Bifunktionalitat der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel keine Ausnah-
me dar, sondern scheint ein allgemeines Phanomen in den Mitochondrien
hoherer Pflanzen zu sein. Bei allen Pilzen und Saugern, die diesbeziiglich
untersucht wurden, sind Ubiquinol-Cytochrom c-Oxidoreduktase und Pro-
zessierungsprotease hingegen separate Aktivitaten, die iiberdies in verschie-
denen mitochondrialen Subkompartimenten lokalisiert sind.

Um mit Sicherheit auszuschlieRen, daR kein experimentell bedingtes Resul-
tat vorliegt, wurde der Cytochrom ¢ Reduktase-Komplex aus den Mitochon-
drien von vier verschiedenen Organismen uiber eine identische Isolationsme-
thode (Cytochrom c-Affinitatschromatographie) aufgereinigt und auf Prozes-
sierungsaktivitat untersucht® (Abb. 41). Dabe: bestatigte sich, daR die Prot-
einkomplexe aus Hefe und Neurospora keinerlei Prozessierungsaktivitat auf-
weisen. Die Bifunktionalitat der Cytochrom c Reduktase ist somit ein Cha-
rakteristikum der Mitochondrien hoherer Pflanzen.

* Der Prozessierungs-Assay wurde von M. Emmermann durchgefiihrt.
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Abb. 41: Gelelektrophoretische und physiologische Analyse der Cytochrom c
Reduktasen aus Hefe (H), Neurospora (N), Kartoffel (K), und Weizen (W). Die Auf-
reinigung aller Proteinkomplexe erfolgte tiber Cytochrom c-Affinitdtschromato-
graphie und Gelfiltration. A: Auftrennung der Untereinheiten der verschiedenen
Cytochrom c Reduktasen iiber Elektrophorese in einem 12 %igen Polyacrylamid-
gel. Die Zahlen links geben die molekulare Grofe von Standardproteinen an,
rechts stehen Bezeichnungen fiir die Untereinheiten der Proteinkomplexe. B:
Prozessierungsaktivitdt der gereinigten Cytochrom c Reduktasen. Radioaktiv-
markiertes Vorldufer-Protein der g-Untereinheit der ATP-Synthase wurde mit
gleichen Mengen der verschiedenen Enzymkomplexe inkubiert und anschliefend
tuber SDS-PAGE und Fluorographie analysiert. Die Proteinkomplexe aus Pflanzen
prozessieren den Precursor (p) zur reifen Form (m). Die Prozessierungsaktivitdt
laRt sich durch 1 mM EDTA hemmen (Spuren 3 und 5). Spur 1: Kontrolle.
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4. DISKUSSION

4.1. Reinigung der Cytochrom c¢ Reduktase hoherer Pflanzen
uber Affinitatschromatographie und Gelfiltrations-
chromatographie

In der Atmungskette ibertragt der membrangebundene Cytochrom c¢ Reduk-
tase-Komplex Elektronen auf das losliche Intermembranraum-Protein Cyto-
chrom c. Die spezifische Bindung beider Komponenten ist Voraussetzung fur
den Elektronenfluf von NADH+H* auf molekularen Sauerstoff. Cytochrom c
1aRt sich daher fur eine Affinitatsreinigung der Cytochrom c Reduktase ver-
wenden (Weiss und Juchs 1978). Ein entsprechendes Verfahren konnte bisher
jedoch lediglich fir die Isolierung des Proteinkomplexes aus Neurospora er-
folgreich etabliert werden (Weiss und Kolb 1979). In der vorliegenden Disser-
tation ist die Cytochrom c-Affinitatschromatographie fur die Praparation der
Cytochrom c¢ Reduktase aus den Mitochondrien hoherer Pflanzen beschrie-
ben. Ausgehend von Triton X-100-solubilisierten Membranproteinen wird der
Proteinkomplex in einem einzigen Schritt fast vollstandig aufgereinigt. Dabei
kann besonders schonend verfahren werden, da sich die Cytochrom c Reduk-
tase in Gegenwart eines Reduktionsmittels (z.B. Natrium Ascorbat) bei nied-
rigen Salzkonzentrationen von der Affinitatssaule ablosen laRt. Mit Hilfe von
Gelfiltrationschromatographie erfolgt im AnschluR eine Trennung der mono-
dispersen Cytochrom c Reduktase von aggregierten bzw. zerfallenen Formen
des Proteinkomplexes. Das vorgestellte Reinigungsverfahren ermoglicht die
Praparation von hochgradig reinem Enzym. Von besonderem Vorteil ist dabei
die gute Ausbeute, da biochemische Aufreinigungen aus pflanzlichen Ge-
weben oftmals von mithsamen Ausgangsbedingungen gepragt sind.

Cytochrom c-Affinitatschromatographie scheint fiir die Isolation des respira-
torischen Proteinkomplexes aus hoheren Pflanzen generell eine geeignete Me-
thode zu sein. Neben Kartoffel und Weizen kann die Cytochrom ¢ Reduktase
mit dem beschriebenen Verfahren auch aus den Mitochondrien von Blumen-
kohl und Oenothera berteriana aufgereinigt werden (nicht gezeigt, Braun
und Schmitz 1992). Als kritisch fur die Enzympraparationen erweist sich
dabei die Menge des Ausgangsmaterials. Aufreinigungen, die von weniger als
300 mg mitochondrialem Protein ausgehen, fithren zu Ergebnissen mit ver-
minderter Sauberkeit und Aktivitat. Die Eisen-Schwefel-Untereinheit neigt zu
Dissoziation. Vermutlich ist die Triton X-100-solubilisierte Cytochrom c Re-
duktase wahrend der [solation besonders anfallig gegentiber Verdiinnungszu-
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standen, die bei kleinen Ausgangsmengen schwer zu vermeiden sind. Mog-
licherweise lieRe sich die beschriebene Methode in Kombination mit "Fast
Protein Liquid Chromatography" (FPLC) diesbeziiglich weiter optimieren. Ein
Protokoll fur eine "Minipraparation" des pflanzlichen Cytochrom ¢ Reduk-
tase-Komplexes wiirde eine schnelle Analyse verschiedener Gewebe, Sorten
und Arten ermoglichen.

Fir die Cytochrom ¢ Reduktasen hoherer Pflanzen konnen drei verschiedene
enzymatische Aktivitaten nachgewiesen werden. Die isolierten Enzymkom-
plexe erweisen sich als Ubiquinol-Cytochrom c-Oxidoreduktasen, als Ubiqui-
nol-Ubiquinon-Transhydrogenasen und als Prozessierungsproteasen. Die
Oxidoreduktase-Aktivitat der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel ist etwas
niedriger als die des affinitatsgereinigten Proteinkomplexes aus Neurospora
(Linke und Weiss 1986) und deutlich niedriger als die Aktivitaten der nach
alternativen Praparationsmethoden isolierten Cytochrom c Reduktasen aus
Hefe und Rind (Ljungdahl et al. 1986). Dafiir gibt es verschiedene Erklarungs-
moglichkeiten. Zum einen bewirkt Triton X-100 eine weitgehende Delipidie-
rung von Membranproteinen, die sich abtraglich auf die Aktivitat der Cyto-
chrom ¢ Reduktase auswirkt (Schagger et al. 1990). AuRerdem wurde Cyto-
chrom c aus Saugern (Pferdeherz) als Substrat fur die pflanzliche Oxidore-
duktase im Aktivitats-Assay verwendet. Schlieflich ist die Kartoffelknolle ein
Gewebe im Ruhezustand, d.h. die enzymatischen Aktivitdten sind generell
reduziert.

4.2. Die Untereinheiten der Cytochrom c¢ Reduktase hoherer
Pflanzen

Die Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel wurde in 17 unabhangigen Prapara-
tionen aus insgesamt 6 verschiedenen Sorten und 3 verschiedenen Geweben
aufgereinigt. Die Analyse der Komposition des isolierten Enzymkomplexes
erfolgte mit SDS-PAGE und Immunoblotting. Auf den Gelen sind 10 Banden
sichtbar, die von ihrer Stochiometrie her in vergleichbaren Mengen vorliegen.
Dariiber hinaus treten noch drei substochiometrische Banden auf. Sie waren
bei allen Aufreinigungsschritten und in jeder Praparation in den Fraktionen
der isolierten Cytochrom c Reduktase enthalten. Einige Untereinheiten kom-
men in unterschiedlichen Isoformen vor (Cytochrom c¢; und das "Hinge"-
Protein, eventuell auch PEP und MPP, siehe unten). In Pflanzen scheint das
Vorliegen von mehreren Genkopien fiir kernkodierte mitochondriale Proteine
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Abb. 42: Der "Cytochrom c Reduktase / Processing Peptidase-Komplex" aus den
Mitochondrien der Kartoffel

jedoch eher Regel als Ausnahme zu sein (Braun et al. 1992a). Vermutlich
hangt dieses Phanomen mit der Polyploidie vieler Pflanzen zusammen (die
Kulturformen fur Kartoffel und Weizen sind tetra- bzw. hexaploid). Eine
mogliche gewebs- bzw. entwicklungsstadienspezifische Verteilung der Iso-
formen ist bisher nur in seltenen Fallen untersucht worden.

Die Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel wurden immu-
nologisch und molekularbiologisch charakterisiert und konnten den entspre-
chenden Komponenten des Proteinkomplexes aus anderen Organismen zuge-
ordnetwerden (Abb. 42, Tabelle 10).



4.2.1. Die proteolytischen Untereinheiten

Die Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel zeichnet sich durch das Vorkom-
men von drei Core-Proteinen aus. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit
Berry, Huang und DeRose (1991), die auch fur Rote Bete eine zusatzliche
Core-Bande beschreiben. Gleiches gilt fur den Proteinkomplex aus Trypano-
somen (Crithidia fasciculata), dessen Aufreinigung und Charakterisierung
kiirzlich veroffentlicht wurde (Priest und Hajduk 1992). Die drei Core-Pro-
teine aus Crithidia fasciculata sind immunologisch unterscheidbar, zwei von
ihnen werden jedoch als Isoformen derselben Untereinheit diskutiert, da ihre
N-terminalen Aminosauresequenzen ahnlich sind. Auch fur die Cytochrom c
Reduktase aus Hefe wurde gelegentlich eine weitere Core-Untereinheit be-
schrieben, die sich jedoch auf eine Mikroheterogenitat des Core-Proteins II
zuriickfuhren lieR (Ljungdahl und Trumpower 1985). So mutmaRen auch
Berry et al., daR die zusatzliche Core-Untereinheit der Cytochrom c¢ Reduk-
tasen hoherer Pflanzen eine allelische oder gewebsspezifische Isoform dar-
stellt.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation erfolgte erstmals eine genaue Ana-
lysierung der Untereinheiten eines Cytochrom c Reduktase-Komplexes, der
drei distinkte Core-Proteine enthalt.

Die drei hochmolekularen Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus
Kartoffel 4hneln den Proteinen der PEP/MPP/Core-Familie aus Pilzen und Sau-
gern, weisen dabei jedoch uberraschenderweise die groRten Homologien zu
den Komponenten der Prozessierungsprotease auf. Das Core-Protein III ist zu
30-35 % identisch mit MPP anderer Organismen. Zwei hochkonservierte Do-
manen der MPP-Proteine aus Hefe, Neurospora und Ratte sind in der Cyto-
chrom ¢ Reduktase-Untereinheit aus Kartoffel enthalten (Braun et al. 1993).
Die Core-Proteine I und II gleichen dem "Processing Enhancing Protein" aus
Pilzen zu 50 % (siehe Tabelle 11). Der isolierte Cytochrom ¢ Reduktase-Kom-
plex aus Kartoffel umfaft somit beide Bestandteile der mitochondrialen Pro-
zessierungsprotease und erweist sich physiologisch als bifunktional.

Ob die beiden PEP-Untereinheiten gleichzeitig als Bestandteil von einzelnen
Proteinkomplexen vorkommen, oder aber alternative Isoformen darstellen,
kann nicht mit Sicherheit beantwortet werden. Allerdings sind die Core-Pro-
teine I und Il im Grunde genommen zu verschieden, um als Isoformen be-
zeichnet zu werden. Antikorper gegen das Core-Protein II kreuzreagieren
nicht mit dem Core-Protein I, die Lys C-verdauten Untereinheiten unterschei-
den sich hinsichtlich ihres Peptidmusters (siehe Abb. 17) und auch die Ami-
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Untereinheiten Bakterien| Chloro- Mitochondrien
plasten
Pilze Sduger Pflanzen
Core- Core I (PEP) - - + + ++
Proteine Core II 5 - + + -
MPP o - = = +
respirator. Cyt b (Cyt bg) + ++ + + +
Proteine Cyt c; (Cyt f) + + + + +
FeS-P. + + + + +
"kleine” "g-binding"-P. - - + + +
Proteine "Hinge"-P. - - + + +
"Core-linked"-P. - - + + +
"Cyt c;-linked"-P. - - + + (+)
"FeS-linked"-P. = - + + ?
andere (?) (+) + - + =

Tabelle 10: Die Untereinheiten der Cytochrom bc1/bgf-Komplexe aus Bakterien,
Chloroplasten und Mitochondrien.

nosauresequenzen der beiden Proteine gleichen sich lediglich zu etwa 50 %.
Dariiber hinaus ist das isolierte Cytochrom ¢ Reduktase-Dimer aus Kartoffel
um rund 100 kd groRer als der Proteinkomplex aus den Mitochondrien von
Neurospora. Diese Gewichtsdifferenz lieRe sich durch das Vorhandensein ei-
ner zusatzlichen Untereinheit im S0 kd-Bereich erklaren. Andererseits wirken
die Core-Proteine I und II auf Coomassie-Gelen quantitativ etwas schwacher
als das benachbarte Core-Protein IIl und sind von ihrem Vorkommen her bei
verschiedenen Sorten bzw. Geweben der Kartoffel variabel. Immunprazipita-
tionen der isolierten Cytochrom ¢ Reduktase mit Antikérpern, die monospe-
zifisch fir eine der beiden PEP-Untereinheiten sind, konnten die Frage nach
dem gleichzeitigen Vorkommen der Core-Proteine [ und II in individuellen
Proteinkomplexen beantworten.

Bei der Cytochrom ¢ Reduktase aus Weizen liegen sogar vier Untereinheiten
im 50 kd-Bereich vor, die auf der Basis von Immunoblots und Aminosaure-
sequenzierungen der Core-Proteinfamilie zugeordnet werden kénnen. Zwei
davon weisen 70 % Identitat zu MPP aus Kartoffel auf, die zwei anderen



gleichen den PEP-Untereinheiten (Tabelle 12). Bei den MPP- und PEP-Paaren
aus Weizen handelt es sich jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit um Isofor-
men, da HPLC-Auftrennungen der endoproteolytisch verdauten Untereinhei-
ten jeweils beinah identische Peptidmuster ergeben (siehe Abb. 37). Auf der
Basis der Sequenzierung von Peptiden konnte zwischen den beiden PEP-Unter-
einheiten aus Weizen nur an einer Position eine unterschiedliche Aminosaure
identifiziert werden.

4.2.2. Die respiratorischen Untereinheiten

Auch die respiratorischen Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus
Kartoffel bzw. Weizen wurden partiell sequenziert. Sie gleichen sich zu jeweils
etwa 95 % und weisen durchschnittlich 55 % Identitat mit den entsprechen-
den Proteinen aus Pilzen und Saugern auf (siehe Tabellen 11 und 12). Auf
der Basis von Sequenzvergleichen lassen sich Doméanen, die fur die respirato-
rischen Proteine aus anderen Organismen definiert wurden, auf die Unterein-
heiten aus Pflanzen tibertragen.

Fuar Cytochrom cj der Kartoffel wurden cDNA-Klone isoliert und sequenziert.
Die Leitsequenz weist ein zweigeteiltes Polaritatsprofil auf, wie es fiur die Pra-
sequenzen von kernkodierten, im Intermembranraum lokalisierten Proteinen
aus Pilzen und Saugern charakteristisch ist.

Die N-terminale Aminosauresequenz fur das FeS-Protein aus Kartoffel ahnelt
einem Sequenzbereich des Vorlaufer-Proteins aus Mais. Demnach besteht die
potentielle Leitsequenz des Mais-Precursors aus 60 Aminosduren und weist an
ihrem C-Terminus keine Motive auf, die auf eine zweistufige Prozessierung
hinweisen. Falls die Leitsequenz des Eisen-Schwefel-Proteins aus Pflanzen ana-
log zu derjenigen aus Rind in einem Schritt abgetrennt wird, so verbleibt sie
jedoch vermutlich nicht als kleine Untereinheit im Proteinkomplex, wie aus-
gedehnte Aminosduresequenzierungen der niedrig-molekularen Komponen-
ten der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel nahelegen (siehe unten).

Die Cytochrom b-Untereinheit der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel
konnte N-terminal ansequenziert werden. Obwohl Cytochrom b mitochon-
drial kodiert ist und in der Matrix der Organellen nach bisherigem Wissens-
stand keine Methioninaminopeptidasen vorkommen, ist das Initiator-Me-
thionin abgetrennt. Damit muR fiir die Mitochondrien aus hoheren Pflanzen
die Prasenz von Deformylase- und Methioninaminopeptidase-Aktivitaten
angenommen werden.
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Hefe Rind %)
PEPI (55 kd) 49% 47% 48%
PEPII (53 kd) 33% 30% 32%
MPP 31% 35%* 33%
Cytochrom b 50% 52% 51%
Cytochrom ¢; 55% 59% 57%
Eisen-Schwefel-Protein 64% 45% 57%
"Q-binding"-Protein 30% 41% 36%
"Hinge"-Protein 43% 50% 47%
"Core-linked"-Protein 33% 45% 39%
"Cyt ¢;-linked"-Protein 31% 19% 25%
%) 42% 43%

Tabelle 11: Prozentsatz von Aminosiduren, die zwischen den Untereinheiten der
Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel und Untereinheiten des Proteinkomplexes
aus Hefe und Rind (*Ratte) konserviert sind. Die Berechnungen erfolgten auf der
Basis der Aminosduresequenzen von Peptiden (Ubersicht in Abb. 18, Alignments
in Abb. 25, 26 und 30). Fir MPP, Cytochrom b und Cytochrom c; wurden die abge-
leiteten Aminosdauresequenzen korrespondierender Gene bzw. cDNA-Klone heran-
gezogen (Braun et al. 1992a, Zanlungo et al. 1991, Braun et al. 1992b).

Obwohl die meisten Sequenzen der Untereinheiten der Cytochrom ¢ Reduktase aus
Kartoffel nur unvollstindig vorliegen, zeichnen sich einige Resultate ab: Die res-
piratorischen Proteine sind tberdurchschnittlich stark konserviert (50-64 %).
Von den restlichen Untereinheiten (30-50 % Identitdt) weisen vor allem PEP und
das "Hinge"-Protein relativ groRe Ahnlichkeiten zu den entsprechenden Kompo-
nenten aus anderen Organismen auf. Die Ubereinstimmung zwischen den Unter-
einheiten der Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel und Hefe bzw. Rind liegt insge-
samt bei rund 43 %.

Warum wird das N-terminale Methionin bei Prokaryonten bzw. im Cytoplas-
ma von Eukaryonten oftmals posttransskriptional von Proteinen abgespal-
ten? Zum einen hangt die Stabilitat und damit der "turnover" von Proteinen
entscheidend von der N-terminalen Aminosiure ab (Bachmair et al. 1986).
Zum anderen konnte bei Interaktionen zwischen verschiedenen Proteinen die
Gegenwart oder Abwesenheit des endstandigen Methionins, einer chemisch
reaktiven Aminosaure, einen wichtigen Einflu haben. SchlieRlich beeinfluf’t
Methionin-Abspaltung den cytoplasmatischen (hier: organellaren) Methio-
nin-"Pool" (Hirel et al. 1989). In den Mitochondrien von Pilzen und Saugern
scheint diese posttranslationale Modifikation hingegen verzichtbar zu sein.
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PEP I (55.5 kd) 76,78%
PEPII (55.0 kd) 67,63%
MPP I (51.5 kd) 66%
MPP 11 (51.0 kd) 69%
Cytochrom b 96%
Cytochrom ¢; 94%
Eisen-Schwefel-Protein ?
"Q-binding"-Protein 64%
"Hinge"-Protein ?

%} 76%

Tabelle 12: Prozentsatz von Aminosduren der Untereinheiten der Cytochrom c
Reduktase aus Weizen, die zu den entsprechenden Sequenzbereichen der Unter-
einheiten des Proteinkomplexes aus Kartoffel identisch sind. Den Berechnungen
liegen die Aminosduresequenzen von Peptiden zugrunde (Ubersicht in Abb. 38,
Alignments in Abb. 39 und 40). Fur Cytochrom b erfolgte der Vergleich auf der
Basis der veroffentlichten DNA-Sequenzen (Boer et al. 1985, Zanlungo et al. 1991).
Die Identitdten fiur die respiratorischen Proteine liegen bei etwa 95 %, fur die an-
deren Untereinheiten bei durchschnittlich 68 % (63-78 %).

Lediglich Pflanzen mit ihrem ungleich komplizierteren Chondriom (siehe
Oda et al. 1992) konnten dabei eine Ausnahme darstellen.

4.2.3. Die kleinen Untereinheiten

In den Cytochrom c¢ Reduktasen aus Rind und Hefe kommen gleichermafen
funf kleine Untereinheiten vor, die als "Q-binding"-, "Hinge"-, "Core-linked"-,
"Cytochrome cj-linked"- und "FeS-linked"-Proteine bezeichnet werden. Drei
der vier kleinen Untereinheiten des Proteinkomplexes aus Kartoffel konnten
auf der Basis der Aminosduresequenzen von Peptiden den Komponenten aus
Rind und Hefe zugeordnet werden. Demzufolge gibt es auch in Cytochrom c
Reduktase-Komplexen aus Pflanzen "Q-binding"-, "Hinge"- und "Core-linked-"
Proteine (siehe Tabelle 10). Bei der vierten kleinen Untereinheit konnte es
sich um das "Cytochrome cj-linked"-Protein handeln. Lediglich fur ein
pflanzliches "FeS-linked"-Protein ergaben sich bisher keine Hinweise. Es ist
unwahrscheinlich, daR sich diese Untereinheit unter einer der anderen Kom-
ponenten des elektrophoretisch aufgetrennten Proteinkomplexes verbirgt, da
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sich alle sequenzierten Peptide einzelner Banden jeweils einem Protein der
Cytochrom ¢ Reduktase aus Rind oder Hefe zuordnen lassen. In Hefe und
Rind 16st sich die "FeS-linked"-Untereinheit leicht vom Proteinkomplex ab,
ohne daR die respiratorische Aktivitit der Cytochrom c Reduktase davon
tangiert wird (Schagger et al. 1990, Geier et al. 1992). Das entsprechende Pro-
tein konnte also auch bei Pflanzen vorkommen, jedoch praparationsbedingt
dissoziiert sein. Ein potentieller Kandidat fur die gesuchte Untereinheit ist
die substochiometrische 8 kd-Bande des SDS-PAGE-aufgetrennten Proteinkom-
plexes aus Kartoffel. Andere Interpretationen sind hier jedoch denkbar, z.B.
dal es sich bei dieser Bande um die abgetrennte Leitsequenz der Eisen-Schwe-
fel-Untereinheit handelt.

Die Aminosiduresequenzen der kleinen Untereinheiten der Cytochrom c
Reduktasen aus Hefe, Rind und Kartoffel sind zu 30 bis 50 % identisch (siehe
Tabelle 11). Obwohl sie vermutlich nicht direkt am Elektronentransport be-
teiligt sind, und der analoge bci-Komplex aus Prokaryonten auch ohne klei-
ne Komponenten auskommt, ist der hohe Grad der Konservierung ein weite-
rer Hinweis auf die unverzichtbare Funktion dieser Proteine in Eukaryonten.

4.2.4. Substochiometrische Proteine in Cytochrom c Reduktase-
Praparationen

Bei gelelektrophoretischen Analysen der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel
tauchen drei substochiometrische Banden auf (50, 42, und 8 kd). Sie kom-
men bei allen Aufreinigungsschritten (Affinitatssaule, Gelfiltrationssaule,
Saccharosegradient) in den Fraktionen des Proteinkomplexes vor. Es konnte
sich bei ihnen um niedrig exprimierte Isoformen von einzelnen Untereinhei-
ten handeln, um Degradationsprodukte, um assoziierte Komponenten oder
um echte Untereinheiten, die sich wahrend der Praparation vom Protein-
komplex weitgehend abgelost haben.

Bei der 42 kd-Bande, auf die auch Berry et al. (1991) hingewiesen haben, liegt
vermutlich eine Degradation eines der Core-Proteine vor. Die Bande ist bei
gelelektrophoretischer Analyse von verschiedenen Enzympraparationen von
ihrer Intensitat her variabel und reagiert mit Antikorpern, die gegen die
Core-Proteine aus Pilzen gerichtet sind. Fur die Cytochrom c¢ Reduktase aus
Neurospora konnte eine Bande vergleichbarer Grofe als Degradationsprodukt
des Core-Proteins I identifiziert werden (M. Bodicker, personliche Mitteilung).
Das 50 kd-Protein der Kartoffel stellt vermutlich eine Isoform fir die 51 kd-
Untereinheit dar. Die molekulare GroRe beider Komponenten verschiebt sich
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auf niedrig prozentigen Polyacrylamidgelen in analoger Weise nach oben
(50-52 kd bzw. 51-53 kd auf 7 %igen gegenuiber 14 %igen Gelen). Dariiber
hinaus konnte aus einer cDNA-Bank fur Kartoffel eine zweite schwach expri-
mierte cDNA fur die MPP-Untereinheit isoliert werden (Emmermann und
Schmitz, personliche Mitteilung).

Die mogliche Identitat der substdéchiometrischen 8 kd-Bande wurde bereits
diskutiert (siehe oben).

Bei der affinitatsgereinigten Cytochrom ¢ Reduktase aus Neurospora tritt eine
substochiometrische Bande bei 60 kd auf, die dem "Heat-Shock"-Protein HSP
60 entspricht (Hutchinson et al. 1989). Bei dem elektrophoretisch aufge-
trennten Proteinkomplex aus Kartoffel fehlt diese Komponente. Moglicher-
weise ist HSP 60, das auch fir pflanzliche Mitochondrien charakterisiert wur-
de (Prasad und Stewart 1992), nur locker an den Cytochrom ¢ Reduktase-
Komplex gebunden. Tatsachlich war dieses "Heat-Shock"-Protein im Eluat der
Cytochrom c-Affinitatssaule vorhanden (nicht gezeigt). HSP 60 konnte auf-
grund einer Assoziation mit dem Proteinkomplex indirekt von der Saule fest-
gehalten werden. Da die Bindung des Proteins an die Cytochrom c Reduktase
jedoch schwacher ist als die Bindung des Proteinkomplexes an das Cyto-
chrom c der Saule, eluiert es bereits bei niedrigen Salzkonzentrationen.

4.3. Die Stabilitait der Cytochrom c Reduktase aus hoheren
Pflanzen

Wahrend der chromatographischen Praparation der Cytochrom c Reduktasen
aus Kartoffel und Weizen kommt es unter bestimmten Umstanden zu einer
Abspaltung der FeS-Untereinheit. Dieses Phanomen wurde auch fir die Cyto-
chrom ¢ Reduktasen anderer Organismen beschrieben (Riccio et al. 1977,
Weiss and Juchs 1978) und ist vermutlich durch das Herauslésen des Pro-
teinkomplexes aus der mitochondrialen Phospholipidmembran mit Triton X-
100 oder durch Verdiinnungszustande bedingt.

Die Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel wurde mit Hilfe von verschiedenen
Salzen und Detergenzien unter variablen Konditionen gezielt destabilisiert.
Der Proteinkomplex erwies sich dabei als ausgesprochen stabil. Die proteoly-
tischen Komponenten scheinen integrale Bestandteile darzustellen. Ein Her-
auslosen der MPP-, "Q-binding"- und "Hinge"-Untereinheiten ist zwar mog-
lich, es werden dabei jedoch vermutlich hydrophobe Flachen freigelegt, so
dal der verbleibende Restkomplex verklumpt. Eventuell wird die Soliditat

101



der Cytochrom c¢ Reduktase aus Kartoffel durch die zusatzliche Core-Unter-
einheit bedingt.

Isolierte Cytochrom c¢ Reduktase aus Kartoffel kann auch von Triton X-100 in
andere Detergenzien uiberfuhrt werden, ohne daR strukturelle Komplikatio-
nen auftreten. Der Proteinkomplex ist beispielsweise in N-octyl Glucopyrano-
sid, einem niedermolekularen Detergens, das vergleichsweise kleine Mizellen
bildet und daher fir Kristallisierungen der Cytochrom ¢ Reduktase aus Rind
eingesetzt wird (Berry et al. 1992), vollkommen stabil (nicht gezeigt). Auch
mit dem Proteinkomplex hoherer Pflanzen lassen sich moglicherweise Kristal-
le herstellen, die fiir eine Entschliisselung der atomaren Feinstruktur geeignet
waren. Dabei konnte erstmals Einblick in die Konfiguration einer Prozessie-
rungsprotease gewonnen werden.

4.4. Die pflanzliche Prozessierungsprotease

Die in der Matrix lokalisierte Prozessierungsaktivitit aus Mitochondrien von
Saugern und Pilzen beruht auf dem Zusammenwirken von MPP, der "Matrix
Processing Protease" und PEP, dem "Processing Enhancing Protein". In den Mi-
tochondrien aus Kartoffel und Weizen liegt dagegen eine membrangebunde-
ne Prozessierungsaktivitat vor (Braun et al. 1992b, Eriksson and Glaser 1993).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daR MPP und PEP
integrale Bestandteile des pflanzlichen Cytochrom ¢ Reduktase-Komplexes
darstellen.

Die Sequenzen der Core-Proteine I und II aller bislang untersuchten Organis-
men haben eine begrenzte Homologie zu den Komponenten der mitochon-
drialen Prozessierungsprotease (Jensen und Yaffe 1988, Schulte et al. 1989).
Nur in einigen Fallen sind diese Untereinheiten jedoch tatsachlich an der
Prozessierung beteiligt (siehe Abb. 43). In den Mitochondrien aus Hefe spielen
die Core-Proteine lediglich eine Rolle bei der Assemblierung der Cytochrom c
Reduktase. In Neurospora ist das Core-Protein I identisch mit PEP, das Core-
Protein II hingegen monofunktional. Die Prozessierung importierter Vorlau-
fer-Proteine findet bei Neurospora jedoch in der Matrix statt, da MPP in die-
sem mitochondrialen Subkompartiment lokalisiert ist und auch ein Teil des
PEP als 16sliches Protein vorkommt (Arretz et al. 1991). Andererseits konnte
mit Hilfe von in vitro Prozessierungsexperimenten gezeigt werden, dal das in
den Komplex integrierte PEP ebenfalls eine prozessierungsverstarkende Funk-
tion aufweist. Interessanterweise ist die isolierte Cytochrom ¢ Reduktase aus
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Neurospora dabei ein starkerer "Enhancer" als die separate PEP-Untereinheit
(Schulte et al. 1989).

In Pflanzen schlieRlich liegen bifunktionale Core-PEP- und Core-MPP-Proteine
vor. Ubiquinol-Cytochrom ¢ Reduktase und Prozessierungsprotease erweisen
sich als strukturelle Einheit. Eine dhnliche Situation kénnte auch fir den
Proteinkomplex aus Trypanosomen zutreffen (Antikorper gegen die MPP-Un-
tereinheit aus Kartoffel reagieren mit dem dritten Core-Protein von Leishma-
nia tarentolae, Berry et al. 1991). Die Cytochrom ¢ Reduktase aus Rind ist
hingegen vermutlich keine Prozessierungsprotease, dirfte jedoch eine "En-
hancer"-Funktion beinhalten, da das Core-Protein I groRere Homologie zu PEP
aus Hefe als zum Core-Protein I aus Hefe aufweist (Gencic et al. 1991).
Vorerst offen bleibt, warum in Kartoffel und Weizen verschiedene Formen fir
PEP vorkommen (in Weizen zudem auch fiur MPP). Es ist denkbar, daR die
beiden PEPs unterschiedliche Gruppen an Precursorn fur die proteolytische
Reifung zuganglich machen, es konnte sich jedoch auch um physiologisch
kongruente Isoformen handeln.

Das Vorkommen von Core-Proteinen unterscheidet die mitochondrialen
Cytochrom c¢ Reduktasen aller bisher untersuchten Organismen von bakte-
riellen bci-Komplexen und muR daher bereits ein Merkmal der Ureukaryon-
ten gewesen sein. Unklar ist jedoch, ob die Core-Untereinheiten von Beginn
an proteolytische Funktionen hatten und diese im Verlauf der Evolution bei
bestimmten Organismengruppen verloren haben, oder ob die Proteine erst
sekundar zu Protease-Komponenten geworden sind. Uber die Entwicklungs-
geschichte der PEP/MPP/Core-Proteinfamilie 1aRt sich vorerst nur spekulieren.
Allerdings konnte sich die vollstandige Trennung von Prozessierungsprotease
und Cytochrom c Reduktase als Besonderheit der Physiologie fakultativ aero-
ber Organismen erweisen (Weiss et al. 1990).

Inzwischen ist auch fur den mitochondrialen NADH-Dehydrogenase-Komplex
(Komplex I) aus Neurospora bzw. Rind ein bifunktionales Protein beschrieben
worden (Sackmann et al. 1991, Runswick et al. 1991). Eine 10 kd-Unterein-
heit des Proteinkomplexes ist als "Acyl-Carrier"-Protein an der mitochondria-
len Fett-Biosynthese beteiligt. Moglicherweise stellen die respiratorischen Pro-
teinkomplexe fur bestimmte enzymatische Funktionen eine vorteilhafte mo-
lekulare "Mikro-Umgebung" dar. Komponenten von Enzymkomplexen ver-
ringern gegenseitig ihre Protease-Suszeptibilitat. Die membranverankerte Pro-
zessierungsaktivitat konnte dariiber hinaus eine Kopplung von Import und
Reifung kernkodierter Vorlaufer-Proteine ermoglichen. SchlieRlich stellen bi-
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Cytochrom ¢
Reduktase

Hefe

Cytochrom c
Reduktase

Neurospora, Rind?

Pflanzen, Trypanosomen?

Abb. 43: Die Beziehung zwischen Cytochrom ¢ Reduktase und Prozessierungspro-
tease in verschiedenen Organismen
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Abb. 44: Der Protein-Import-Apparat der Mitochondrien hoherer Pflanzen. Im
Vergleich zu Sdugern und Pilzen (siehe Abb. 2) sind erst wenige Elemente identifi-
ziert. Dazu zdhlen neben der Prozessierungsprotease zwei in der Matrix lokalisierte
Hitzeschockproteine (HSP 60 und HSP 68, Watts et al. 1992, Neumann et al. 1993,
Vidal etal. 1993, Prasad und Stewart 1992).

funktionale Proteine potentielle Schaltstellen fur die koordinierte Regulation
von physiologischen Prozessen dar (hier: Atmungskette, Protein-Import).

Die Cytochrom c Reduktase ist nicht nur Bestandteil der mitochondrialen
Atmungskette, sondern hat als bgf- bzw. bcj-Komplex in analoger Weise auch
eine zentrale Bedeutung fur die chloroplastidare Lichtreaktion und fur bak-
terielle Elektronentransportketten (siehe Einleitung). Die vorliegende Disser-
tation belegt fur die Cytochrom ¢ Reduktase hoherer Pflanzen eine weitere
Funktion. Mit der in den Komplex integrierten Prozessierungsprotease wurde
eine der ersten Komponenten des pflanzlichen Protein-Import-Apparates
identifiziert (Abb. 44). Die Cytochrom c Reduktase ist jedoch uiber eine Be-
teiligung an der Reifung importierter Vorlaufer-Proteine hinaus aufgrund
ihrer eigenen Biogenese von Interesse. Der Enzymkomplex setzt sich aus mito-
chondrial- und kernkodierten Untereinheiten zusammen, die "Targeting"-
Informationen fur drei verschiedene suborganellare Kompartimente auf-

105



weisen (Matrix, innere Membran, Intermembranraum). Ein Verstandnis der
Assemblierung und der Physiologie der Cytochrom ¢ Reduktase verspricht vor
dem Hintergrund des ubiquitdaren Vorkommens von bci/bgf-Komplexen
interessante Einblicke in die Evolution energieumwandelnder Systeme.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Isolierung der mitochondrialen Cyto-
chrom ¢ Reduktasen aus Kartoffel und Weizen mit Hilfe von Cytochrom c-
Affinitatschromatographie und Gelfiltrationschromatographie beschrieben.
Die verwendete Praparationsmethode fiithrt zu einem hochgradig aufgereinig-
ten und aktiven Enzymkomplex in monodisperser Form.

Die Cytochrom c Reduktase aus Kartoffel wurde physiologisch und struktu-
rell eingehend untersucht. Der Enzymkomplex liegt als Dimer vor und kata-
lysiert nach Rekonstitution in Phospholipidmembranen eine Antimycin- und
Myxothiazol-sensitive Reduktion von Cytochrom c¢ mit einem Umsatz von 50
s'1. Daneben konnte eine Ubiquinol-Ubiquinon Transhydrogenase-Aktivitat
nachgewiesen werden. Die Cytochrom ¢ Reduktase setzt sich aus 10 Unterein-
heiten zusammen, die sich auf der Basis von immunologischen und struktu-
rellen Daten den Komponenten der entsprechenden Proteinkomplexe aus Pil-
zen und Saugern zuordnen lassen. Demnach kommen neben den respirato-
rischen Untereinheiten Cytochrom b, Cytochrom c; und einem Eisen-Schwe-
fel-Protein noch vier Komponenten mit niedrigem Molekulargewicht vor, die
als "Q-binding"-, "Hinge"-, "Core-linked"- und "Cytochrome ci-linked"-Pro-
teine bezeichnet werden, sowie drei Untereinheiten im 50 kd-Bereich, die zu
der Gruppe der sogenannten "Core"-Proteine gehoéren.

Far Cytochrom b der Kartoffel konnte erstmals die Abspaltung des Initiator
Methionins eines mitochondrial kodierten Proteins gezeigt werden. Damit
muR fur pflanzliche Mitochondrien das Vorhandensein von Methionin-
aminopeptidasen angenommen werden.

Far Cytochrom cj der Kartoffel erfolgte eine Isolierung und Sequenzierung
von cDNA-Klonen. Die abgeleiteten Aminosdauresequenzen erlauben im Ver-
gleich zu der N-terminalen Sequenz des reifen Proteins die Definition der Leit-
sequenz. Auch pflanzliche Komponenten des mitochondrialen Intermem-
branraums zeichnen sich demnach analog zu den Proteinen dieses Subkom-
partiments aus Pilzen und Saugern durch eine "Targeting"-Sequenz mit ei-
nem charakteristischen zweigeteilten Polaritatsprofil aus.

In der Cytochrom ¢ Reduktase aus Kartoffel kommt im Gegensatz zu dem En-
zymkomplex aus anderen Organismen eine dritte Core-Untereinheit vor. Die
drei Core-Proteine sind immunologisch unterscheidbar und stellen integrale
Bestandteile des respiratorischen Proteinkomplexes dar. Sie kreuzreagieren
mit Antikorpern, die gegen die beiden Komponenten der mitochondrialen
Prozessierungsprotease - MPP und PEP - aus Pilzen gerichtet sind. Ausgedehnte
Aminosdauresequenzierungen bestatigen einen Bezug dieser Untereinheiten zu
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MPP und PEP. Auch physiologisch erweisen sich die isolierten Cytochrom c Re-
duktasen aus Kartoffel und Weizen als spezifische Prozessierungsproteasen.
Somit ist der Komplex III der Atmungskette hoherer Pflanzen bifunktional
und wird als "Cytochrom c Reduktase / Processing Peptidase-Komplex" be-

zeichnet.
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7. ANHANG

Abkiirzungen

C-Terminus
Cyt
DAB
DCCD
DNA
DTE
DTT
EDTA
EGTA
EtOH
FeS-Protein
FPLC

g

G

GIP
GuHCI
HPLC
HSP
IgG

M
IMP
IMS
kb

kd

Adenosin

Acetat

Adenosindiphosphat

"Adenine Nucleotide Translocase"
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat

Aminosaure

Brom-Phenol-Blau

Rinderserumalbumin

Cytidin

copy DNA (aus reverser Transkription von RNA)
Cytochrom ¢ Oxidase

Cytochrom ¢ Reduktase
Carboxy-Terminus einer Aminosauresequenz
Cytochrom
3,3"'-Diamino-Benzidin-Tetrahydrochlorid
Dicyclohexylcarbodiimid
Desoxyribonukleinsaure

Dithioerythritol

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglykoltetraacetat

Ethanol

Eisen-Schwefel-Protein

"Fast Protein Liquid Chromatography"
Erdbeschleunigung

Guanosin

"General Insertion Protein"
Guanidiniumhydrochlorid

"High Performance Liquid Chromatography"
"Heat Shock Protein"

Antikorper der Klasse G

"Inner Membrane"

"Inner Membrane Protease"
"Intermembrane Space"

Kilobasen

Kilodalton
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Lys C
Ma
MAS

MIP
MOM
MOPS
MPP
mRNA
mt
MW
NADH
N-Terminus
OM
OPOE
ORF

Lysobacter enzymogenes Protease
Matrix

"Mitochondrial Assembly Mutation"
Membran

"Mitochondrial Intermediate Protease"
"Mitochondrial Outer Membrane"
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
"Matrix Processing Peptidase"
messenger-RNA

mitochondrial(e)

Molekulargewicht
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Amino-Terminus einer Aminosauresequenz
"Outer Membrane"
Octyl-Polyoxyethylen .
"Open reading frame"
Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese
"Processing Enhancing Protein"
Anorganisches Phosphat
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phenylthiohydantoin-(Derivate von AS)
Polyvinylidendifluorid
Polyvinylpyrrolidone

Quinon

Quinol

Ribonukleinsaure

"rounds per minute"
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Superoxiddismutase

"Subunit"

Thymidin
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsaure
Trishydroxymethylaminomethan
uber Nacht

x-faches der Erdbeschleunigung

Abkurzungen fur MaReinheiten entsprechen den allgemein uiblichen Regeln
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Abkiirzungen fir Aminosauren

~IOmMO0OTZ R >

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His

Ile

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin
Glutaminsaure
Glycin

Histidin
Isoleucin
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~sHVVTZTRC<

Val
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr

Valin

Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Typtophan
Tyrosin



Glossar

Alignment
Assay
blotten

Eluat
Enhancer
Flow-through

Insert
Open reading frame
Peak

Precursor
Processing

Screening
Slot

Subunit
Targeting
Turnover

Worterklarungen fur molekularbiologische Fachbegriffe
im Sinne der Verwendung in der vorliegenden Disserta-
tion:

Ausrichtung von homologen Aminosauresequenzen ge-
malk ihren Identitaten

experimenteller Ansatz zur Bestimmung enzymatischer
Aktivitaten in vitro

Transferieren von Molekiilen von Gelsystemen auf Fil-
tertrager

Molekiilgemisch, das aus einer Saule heraustritt
Verstarker

Anteil eines Molekiilgemisches, der bei chromatogra-
phischer Auftrennung nicht an das verwendete Saulen-
material bindet

klonierte DNA in einem Vektor

offenes Leseraster einer DNA-Sequenz

"Gipfel" einer chromatographischen Molekiilaufreini-
gung

Vorlaufer-Protein

"Reifung" eines Vorlaufer-Proteins (Abtrennung der
Leitsequenz)

Durchsuchen einer Genbank

Geltasche zum Auftragen eines Molekillgemisches bei
der Gelelektrophorese

Untereinheit

zielgerichteter Transport von Molekiilen in der Zelle
Umsatz bei einer chemischen Reaktion
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