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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Evolution primarer und komplexer Plastiden

Bereits frih in der Erdgeschichte machten sich Osgzem die Energie der Sonne flr
metabolische Zwecke zu Nutz&s wird vermutet, dass sicber Prozessoxydativer
Photosynthese, die biochemische TransformationWaasser undKohlendioxidzu Sauerstoff

und energiereichen organisché&/erbindungen durch Lichtenergidgereits vor ca. 3,5
Milliarden Jahrenn Vorfahrender heutigen Cyanobakterietablierte(Blankenship, 1992)

Die kontinuierliche Anreicherung der Atmosphé&des Planeten mit Sauerstoff stellte die
Grundvoraussetzung fur die Evolution komplexen Lebens Riar Fahigkeit Photosynthese

zu betreiberblieb jedoch nicht auforokaryote Organismenbeschrankt sondern fand auch
Einzug in das Reich der Eukaryotdretztereenwickelten diese Kapazitéllerdingsnicht
eigenstandigsondern durch Domestizierung eines photosynthetischen Prokaryoten, was zu
den heute als Plastiden bekannten typischen Organellen photosynthetischer Eukaryoten
(Algen und Pflanzen fuhrte. Bereis 1905 wurde von @hstantin Mereschkowsky die
Ahnlichkeit von Plastiden und Cyanobakterien festges(dllereschkowsky, 1905)die
moderne Endosymbiontentbree wurde jedoch erst 1970 von Lynn Margulis formuliert
(Margulis, 1970)

1.11 Primare Endosymbiose- die Entstehung photosynthetischer Eukaryoten

Die Entstehung photosynthetischer Eukaryajeht auf das Ereigs primarer Endosymbiose
zurick bei dem einanzestrales freilebendes zur oxygenen Photosynthese befahigtes
Cyanobakterium von einem heterotrophen eukaryoten Wirt internalisiert und als
semiautonomeOrganell (primare Plastid@hloroplast etabliert wurde(CavalierSmith,
2000; Douglas &Turner, 1991)Dieses Ereignis wird anharfnolekularer Uhrefi  adasf
spate Palaoproterozoikum vor ca. 1,6 Milliarden Jahren dgffeon et al, 2004)und
bezeichnetlen Aufstieg oxgener Photosynthese in das Reich der Eukarybiapei entstand
hochstwahrscheinlich zunachst eine 2etlulareChimare bei der das Cytosol der Wirtszelle
von den beiden Hullmembranen des Cyanobakteriums durch die btdemeiner

phagotropkn Vakuole des Wirtesepariert wurdéMaier et al, 200Q)Die stabilelntegration

1
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des Endosymbionten als Organell ging einher mit Reduktionsmechanismemédieisdevohl

eine derdrei umgebenden Hullmembranen (wahrscheinlich die der phagotrophen Vakuole)
als auch redundantes genetisches Matdeal Symbiontenerloren ginger(Stoebe & Maier,
2002) AuRRerdem fand eine massive genetische Reorganisation statterbeindGrol3tell
essentieller Gene des Endosymbionten in das Genom der Wirtszelle transferiert wurde
wodurch der Wirt nahezu vollstdndige genetische Kontrolle tGber den Endosymbionten
erlangte (Maier et al, 2000; Martin et al, 2002)Die Entwicklung spezifischer
Zielsteuerungssequenzen, sowieer Translokationsmaschineffigr fortan nuteuskodierte
Symbiontenproteine gilt als kritischer Schititei der Etablierung des Endosymbionten als
Organell Dies hat sichhdchstwahrscheinlich bereits frih nach dem Ereignis der priméren
Endosymbiosesreignet bevor es zu Diversifikation in die rezenten Linien der Chlorophyta
(Gruinalgen Vorlaufer der Landpflanzg, Rhodophyta (Rotalgen) und Glaucophyta kam
(Abb 1.1)(Gould et al, 2008)

Biflagellater, Nu
heterotropher
Eukaryot

Primire Glaucophyta
Mi Endosymbiose

Anzestrales
Cyanobakterium

Abb. 1.1 Primére Endosymbiose Schematische Darstellung des monophyletischen Ereignisses der priméaren
Endosymbiose bei dem ein Cyanobakteidamlicher Vorlaufer von einem heterotrophen Eukaryot internalisiert
und als primére Plastide etabliert wurde. Aus diesem Ereignis gingen iée dier Glaucophyta, Rhodophyta
und Chlorophyta, aus denen sich die Landpflanzen (Embryopkytajickelten,hervor. Nu, Nucleus, Mi,
Mitochondrium; EMS, Endomembransystem; PG, Peptidoglycan; IEM/OEM innere/aul3er Hullmembran
(inner/outer envelope membrgndiP, Murgplast(Cyanell); RP, Rhodoplast; CP, Chloroplast. Modifiziert nach
Moog (2009) und Gould et al. (2008).
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Alle dieser hochst diversen Organismengruppen, welche auch als Archaeplastida bezeichnet
werden(Adl et al, 2005) besitzen somit Plastiden mit zwei Hullmembranen, die sich von
einem cyanobakteriellen Vorlaufer ableiten. Phylogenetische Analysen bekraftigen, dass es
sich bei der primaren Endosymbiose um ein monophyletisches Ereignis hGhelteet al,

2011; Martin et al, 2002; Price et al, 2012; Rodrigkepeleta et al, 2005; Yoon et al, 2004)

1.22 Eukaryote Endosymbiose- die Entstehung komplexer Plastiden

Neben den primaren Plastiden der Archaeplastida, welche von zwei Membranen umgeben
werden, finden sich in einer Vielzahbn Algenbzw. Protisten auch Plastidedie von drei

oder vier Hullmembranen umschlossen g@avalierSmith, 2000) Diese werden aufgrund

ihrer Morphologie als komplexe Plastiden bezeichnet und sind das Prodigkt
Internalisierung und Etablierungn in primérer Endosymbiose entstande@eganismenm

Zuge weiterer Endosymbiosen hoherer Ordnusgkiyndare EndosymbigseAllerdings

wurde dabei zumeist nicht nur die primare Plastide an einen sekundaren eukaryoten Wirt
weitergegeben und beibehalten, sondern auch Elemente des priméren Miii@Gegensatz

zur monophyletischen priméaren Endosymbiosegeesen sich mindestens drei wimander
unabhangige sekundare Endosymbiosen (polyphyletisble), denen essowohl zur
Internalisierung eineGriinalge (zweimalals auchRotalge (hindestensinmal)durch einen
eukaryoten Wirt kam (Gould et al, 2008; Keeling, 20Q9)Die Euglenophytaund
Chlorarachniophyta, welche komplexe Plastidendrgi bzw. vier Hillmembranen besitzen

sind den Excavata bzw. Rhizaria zuzuordnen endlvierten durch zwei unabhéngige
Endosymbioseereignisse mit einer Chfargte (Rogers et al, 2007)Die Linien der
Cryptophyt, Haptophyta, Heterokontophyt@Chromist), sowie der Apicomplexa und
Peridininenthaltenden Dinophyta(Alveolata) besitzen hingegen komplexe Plastiden
rhodophytischen Ursprungsnit drei (Dinophyta) oder vier(alle anderen Linien)
Hullmembranen (Abb. 1.2) und werden unter den Supephylum AChromalveola fi

zusammengefas@CavalierSmith, 1999)

Neben o©kologisch hdchst relevanten photosynthetiscAégengruppen welche den
Hauptanteil marinen Phytoplanktons bilden, werden d&rChr omal veol at enf
heterotrophe Protisterzugerechnet Apicomplexa besitzen mit Ausnahme der Gattung
Cryptosporidium zwar komplexe Plastiden (Apicoplast), verloren jedoch die Kapazitat des

Organells zur Photosynthese und erhalten diesesedgentielleStoffwechselwege, wie
3
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Fettsaure Isoprenoid, EisenSchwefelCluster und HamSynthese(Woehle et al, 2011)
AulBRerden finden sich nebenCryptosporidium weitere plastidenlose ¥rtreter unter den
Alveolaten (Ciliaten und einige Dinoflagellaten), sowieden Liniender Cryptophytaund
Heterokontophyta (Oomycetenfleren Genome z.T. anhand der Prasenz vornnzetten
Genen cyanobakterieller bzw. plastidatderkunft auf eine potentiell photosynthetische
Vergangenheit hindeuter{Gould et al, 2008) Ob diese Gene jedoch das Produkt
endosymbiontischen (EGT) oder lateralen Gentrangtg®d) darstellenist nicht eindeutig
geklart(Archibald, 2009)

Cryptophyta
Biflagellater, Nu Guillardia theta
heterotropher
Eukaryot

cER

Haptophyta

EMS TN Emiliania huxleyi

Heterokontophyta
Phaeodactylum tricornutum

Anzestrale
Rhodophyte

Dinophyta 4
Gymnodinium sanguineum ,’ Apicomplexa

— ‘,’ Plasmodium falciparum

Abb. 1.2 Die Entdehung von Organismen mit komplexen Plastiden rhodophytischen Ursprung&Gemarn

der Chromalveolatehlypothese(CavalierSmith, 1999)geht die Etstehung von Organismen mit komplexen
Plastiden rhodophytischen Ursprungs auf ein monophyletisches Ereignis sekundarer Endosymbiose zuriick, bei
dem eine anzestrale Rhodophyte von einem Eukaryoten Wirt internalisiert und als XemRfalstide etabliert

wurde. Aktuelle phylogenetische Analysen sprechen gegjae Monophylieund deuten auf wesentlich
komplexere evolutiondre Szenarien hin (siehe Texfu, Nucleus, Mi, Mitochondrium; EMS,
Endomembransystem; RP, Rhodoplast; cEthloropgast endoplasmic reticulum PPC, periplastidares
Kompartiment periplastidal compartmeit Nm, NucleomorphModifiziert nach Moog (2009)ind Gould et al.

(2008).
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1999 wurde von Cavali€@mith mit der Chromalveolatddypothese ein monophyletischer
Ursprung far Organismen mit komplexen Plastiden, die auf eine Rhodophyte zurickgehen,
postuliert(CavalierSmith, 1999)XAbb. 1.2). Diese Hypothese stiitzte sich auf Ahnlichkeiten
hinsichtlich Pigmentzusammensetzung und Symbiontenmorpholdigiger Linien. Ein
wesentlicher Aspekt dieseth&orie setzte jedoch das Prinzip der evolutionaren Sparsamkeit
voraus, namlich, dass ein solch komplexer Prozess wie die Etablierung eines eukaryoten
Endosymbionten als Organell in Anbetracht der damit verbundenen notwendigen
Regulationsmechanismen (Gemiséer, Proteinreimport, metabolische Kommunikation) in
mehrfacher Entstehung unwahrscheinlich séCavalierSmith, 1999) Waéhrend
phylogenetische Analysen die Chromalveolatenhypotlielsekett et al, 200, Harper &
Keeling, 2003; Harper et al, 2005; Patron et al, 2@@@r zumindest die Monophylie der
Plastiden dieser @anismen stitze(Bachvaroff et al, 2005; Fast et al, 2001; Patron et al,
2004; Yoon et al, 2002yerfen aktuelle Studien jedoch Zweifel hinsichtlich der Monophylie
der AChromal veol at e n fiereeuolutiondreSzedagemhim n auf korm

Phylogenetische Analysenitnucl euskodi erten Proteinen von
diesem Kontext auf die Involvierung divergenter Wirtslinien in mehreren unabhangig
stattgefundenen sekundéaren EndosymbioseereignisseiBiriki et al, 2012b; Burki et al,
2007) oder schlagen eine initiale sekundare Endosymbiose gefolgt von weiteren tertidren
Endosymbioseereignissen v@aurain et al, 2010; Bodyl et al, 2009; Sanchez Pugrta
Delwiche, 2008) Hinsichtlich Letzterem wurde postuliert, dass Cryptophytand
Haptophyten einen gemeinsamen sekuwmhélocytobiotischen Ursprung besitzen, wobei
Heterokontophyten und Alveolaten (Peridi@nthaltende Dinoflagellaten und Apicomplexa)
durch eine oder mehrere tertiare Endosymbiosen mit einem Vorlaufer aus dieser Li
ertstanden sindArchibald, 2009; Sanchez Puerta & Delwiche, 200€)erdings sprechen
neuere phylogenetische Analysen wiederum gegen eine gemeinsame Wirtslinie der
Cryptophyten und Haptophyte(Burki et al, 2012h) Letztere konnten dahingegen als
Schwestergruppe einer als monophyletisch postulierten SA®ade, welche die
Stramenopilen (Heterokontophyta), Alveolaten und Rhizarissammenfass(Burki et al,

2007) identifiziert werder(Burki et al, 2012h)

Zunéhmend komplexer wird die Situation durch die Identifizierugiges signifikanten
Anteils von nucleuskodierten Genemit vermeintlich chlorophytischem Ursprungn
Diatomeen (Heterokontophytg) die auf einen kryptischen Griinalgenendosymbionten in

diesen Orgaismen hindeutetder moglicherweise verloren girfgevor es zur Akquirierung
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des rhodophytischen Endosymbionten k@oustafa et al, 2009Ein ahnliches Phanomen

konnte auch fur einebasalen photosynthetischerv@olaten(Chromera velia festgestellt

werden (Woehle et al, 2011)Allerdingsistdi e Detektion eines Agr ¢
Genomen dieser Liniemmstrittenund kann, nebeeiner kryptischen Endosymbiose mit einer
Chlorophyte, auch durch die Limitierung an verfiigbaren Rhodoptyemomen und daraus
resultierenden phylogenetischen Artefakten erklart wegBarki et al, 2012a; Moustafa et al,

2009; Woehle et al, 201.1¥udem kommt auch eine AkquirierungvAngr ¢ nen Genen i

lateralen Gentransfer in Fraffeorrell & Smith, 2011)

Aktuell unterliegen Modelle zur Evolution von Organismen mit komplexen Plastiden
rhodophytischen Ursprungs mdtetig wachsenden genomischen Dateinem standigen
Wandel.Die Prozesse die zur Etehung dieser Organismengruppen gefthrt haben sind somit
im Detail bislangunklar. Der Uberwiegende Tephylogenetischer Analysen spricht jedoch
gegen eine Bstehung von Organismen mit komplexen Plastiden rhodophytistérunft

Uber ein singulares Ereignis sekundarer Endosymbiose.

Ahnlich der primaren Endosymbiose ging die Etablierung sekundarer oder komplexer
Plastiden mit einer drastischen genetischen Reorganisation einher, bei dedaméglun
Symbiontengene verloremngen und essentielle genetische Informationen in den Nucleus der
Wirtszelle transferiert wurder(Kleine et al, 2009) Dabei erfolgte die Akquirierung
genetischen Materialdurchden Wirt nicht nur aus dem Plastidengenom, sondern vor allem
aus dem Nucleus des eukaryotendosymbionten. Zusatzlich rzgenetishen Verringerung,
ereignete sich auch eine morphologische Reduktion des Endosymbionten, was bei
Betrachtung der komplexen Plastiden sekundar evolvierter Ahgeml die auf einen
rhodophytischen Endosymbionten zurtickgelodfienbar wird (Abb. 1.2).

Die komplexen Plastiden der Cryptophyta, Haptophyta und Heterokontophyta (vier
Hullmembranen) befinden sichnnerhalb einer Zisterne des esu Endoplasmatischen
Reticulums (ER)der Wirtszelle (Gibbs, 1979) Es wird vermutet, dass diesauch als
chloroplast ERbezeichnete Membraaus derFusion der phagotrophen Vakudle der sich

der Endosymbiont befaphdind cem ER der Wirtszelle hervorging undnsiv die aul3erste
Membran der komplexen PlastidG@ER-Membran)bildete (CavalierSmith, 1999) Bei den
Apicomplexa bsteht kein Kontinuum zwischen @erster Hullmembran der komplexen

Plastide(epiplastidare Membram)nd ER, sodasser Apicoplast héchstwahrscheinlich frei im
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Cytoplasma der Wirtszelle vorlie@Bheiner & Striepen, 2012fine dhnliche Situation findet
sich bei den Chlorarachniophyta.

Die 2zweitduRerste Membran komplexePlastiden mit vier Hullmembranen (PPM,
periplastidare Memlan) wird von der ehemaligen Plasmamembran des Endosymbionten
gebildet. Diese umschliet das periplastidare Kompartimeetip{astidal compartment
PPC), welches auf das urspringliche Cytoplasma idrnalisierten Archaeplastide
tragenden AlgeurickgehtDieseswvurdezumeistdrastisch reduziert, waausgenommerder
primaren Plastidemit dem Verlust jeglicher Organellen des eukaryoten Endosymbionten
einherging Eine Ausnahme dabei bilden die Cryptophyten und Chlorarachniophyten, die
jeweils enen remanenten, vom Endosymbion{Bot- bzw. Grinalgetammenden Nucleus,
welcher als Nucleomorph bezeichnet wird, im PPC ihrer komplexen Plastiden erhalten
(Moore & Archibald, 2009) Diese Situationwird als evolutionaresintermedérstadiumin

Bezug auf dieReduktion derEndosymbionten angeseh@daier et al, 2000)Die frei im
Wirtscytoplasma  vorliegenden  komplexen Plastiden der Peridmtimaltenden
Dinoflagellaten Dinophyta) und Euglenophyten offenbaren den hochsten Grad der
Symbiontenreduktion, da diese, im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Linien, nur drei
Hullmembranen besitzeiGreen, 2011) Es wird postuliert, dass in beidennlgn die
ehemalige Plasmamembran des jeweiligen Endosymbionten (PPM) vollstandig verloren ging
(CavalierSmith, 1999; Cavalieemith, 2000) Das innere Membranpaar (OEM/IEM,
outer/inner envelope membragne entspricht bei allen komplexen Plastiden
hdchstwahrscheinliciden beigén Hullmembranen der urspringlichen Archaeplastide des

internalisiertereukaryoterEndosymbionten.

1.2 Proteinimport in primére und komplexe Plastiden

Mechanismen endosymbiontischen Gentransfers sind dafir verantwortlich, dass eine Vielzahl
von Plastiengenoma rezenter Organismen fur weniger als 100 Proteine kodieren. Das
bedeutet, dass ca. 958ér Gene fur funktionell®lastidenproteine im Genom der VEnelle
lokalisiert sind und die @produktein das Organell remportiert werden misse(shi &

Theg, 202). Ein kritischer Schritt in der Evolution phototropher Eukaryoten war es daher,
Transponmnechanismezu entwickeln, die eine stetige Versorgung der Plastiden mit solchen

Proteinen von Seiten des Wirts gewahrleisten. Diese missen im Falle prinagiderIbis
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zu drei und bei sekundaren bzw. komplex@lastiden sogar bis zu funf bidogische

Membranen uberqueren.

1.21 Proteinimport in primare Plastiden

Die Synthese nucleuskodierter plastidarer Proteine erfolgt in Organismen mit primaren
Plastiden im Cytosol der Wirtszelldenesind auf genetischer Ebermimeist mit einer
spezifischerplastidarernZielsteuerungssequenz, dem Transitpeptid, ausgestadiehe sth

auf Proteinebene als -términale Extension vor dem maturen Protein auspr@givohl
Transitpeptide keine konservierte Primarsequenz besitzen, lassen sich einige
gemeinschaftliche Charkteristika feststellen. So finden sich z.B. bei den Transitpeptiden de
Archaeplastidageh&ufte Vorkommen hydroxylierter Aminosauren (AS) wie Serin und
Threonin, ein erhdhtes Alarirevel, sowie eine positive Nettoladur{@atron & Waller,

2007)

In héheren Pflanzen sind die Importprozesse, die zur Translokation von Praproteinen in
primare Plastiden fihren, am besten studigith erfolgter Translation alytosolischen 80S
Ribosomen werdeplastidare Praproteine von einem spezifischeidlance compleiHsp70,
14-3-3) gebunden und zur auf3eren Plastidenmembran ge(Mist & Soll, 2000) Der
Transport Uber die beiden Plastidenhillmembranen erfolgt Giber eine Maschinerie, die sich aus
den mutimeren TOC/TIC-Translokaltoren ttanslocon of the outer/inner chloroplast
envelope membrahpezusammensetzt. Zunachst erfolgt die Erkennung des Transitpeptids
durch diemembranstandige@TPasen Toc159 und Toc34 an der OEMrvis, 2008) Ein
weiterer importrelevanter Faktor des TEO@mplex istdasMembranprotein Toc64, welches

als Bindestelle fiHsp90Chaperorgeleitete Importsubstrate giiBommer et al, 2012Die
Praproteie werden im Folgenden an die Translokationspore Toc75, der zentralen
Komponente des TO®omplexes, herangefuhrtund Uber die OEM tranloziert. Im
Intermenbranramm werden diese von einem Komplex aus Toc64, Toc 12, Hsp70, sowie dem
verbindenden Element der TOTrIC-Translok&orenTic22, weiter zum TIEKomplex in der
inneren PlastidenmembrdglEM) geleitet(Strittmatter et al, 2010Kanalbildende Faktoren

des TIGKomplexes sind Tic20Tic21 und Ticl110, aufRerdem spielen einigedox
regulatorische Komponenten eine Rolle (Tic32, Tic55, Ti¢&)l & Schleiff, 2004) Eine
weitere grundlegnde Funktion wird von Tic40erfullt, welches &hnlich wie Ticl110 als

Bindestelle fur stromale Chaperone diBalsera et al, 2009)Letzere extrahieren das
8
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Importsubstrat nach Eintritt in die T{Cranslokationspore irinem ATRabhangigen Prozess

ins Stroma, woschliel3lich das Transitpeptid durch eine prozessierende Protease (SPP,
stromal processing protegs@bgespalten wird und die Proteine ihre native Konformation
einnehmen(Shi & Theg, 2012) Bei Proteinen mit Foktionen in den Thylakoiden (z.B.
Komponenten des Photosyntheseapparates) erfolgutgequentdranslokationlumenaler
Faktorentber See€ oder Tat-Transportsystembzw. im Falle von Membranproteinen durch
SRRvermittelte oder spontane ligration (Albiniak et al, 2012)

Phylogenetische Analysen offenlesy, dass es sich bei einem signifikanten Teil des
TOC/TIC-Trarslokators um Faktoren eukaryotderkunfthandelt, wahrend die tbrigen (z.B.
Toc75) einen cyanobakteriellen UrspruagweisenReumann et al, 2005; ReyEsieto et al,
2007) Generell finden sich die zentralen Kompoeender TOC/TICTranslokatorenn allen
Archaeplastiden tragenden Lini¢ikkalanon & McFadden, 2008; Pacet al, 2012; Reumann
et al, 2005; Steiner et al, 2005Neben dem konventionellen TOC/TFi&rmittelten
Importprozess liegenin  hoheren Pflanzenauch Hinweise auf einen vesikularen
Tramnsportmechanismus glgsylierter Proteinspezies zwischen ER, Golgi und primarer
Plastide vo(Radhamony & Theg, 2006; Villarejo et al, 2005)

1.2.2 Proteinimport in komplexe Plastiden rhodophytischen Ursprungs

Der Import nucleuskodiertdPraproteine in komplexe Plastidemodophytischen Ursprungs
unterliegt im Vergleich zu pmaren Plastiden wesentlich aufwdéggeren Mechanismen, da

zum einen ein oder zwei zusatzliche Membranen passiert werden missen und zum anderen
unabhangig von deknzahl der Hillmembranemlas Endomembransystem der Wirtszelle in

die Transportorgéange involviert istDie Majoritat nucleuskodierter plastidarer Praproteine
dieser Organismen ist mit einer, als BT$®ipartite topogenic signal) bezeichneten,
zweigeteiltenN-terminalen Zielsteuerungssequenz versef@avalierSmith, 2003) Diese

setzt sich aus eineklassischen EFSignalpeptid gefolgt von einer, den Transitpeptiden der
Archaeplastida aheinden TPL (ransit peptidelike sequengeals N-terminale Extensionor

Beginn des maturen Proteins zusamrf@aould et al, 2006aPas Signalpeptid vermittelt den
initialen, cotranslationaleMransportschrittiber Sec61 in der Membran desien ER (rER)

der Wirtszelle(Bolte et al, 2009)In den Linien der Cryptophyten, Heterokgpigten und
Haptophyten stellt dies bereits die Passage der ersten Hullmembran der komplexen Plastide (4

Hullmembranen) dar, da sich diese Kontinuum mit dem rER befindet (cER). Es wird
9
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vermutet, dass das SP nach erfolgee@proteirTranslokation ins cERumen prozessiert

wird, wodurch im Weiteren die TPéxponiert wird(Apt etal, 2002) Die Signalfunktion der

TPL ist ab diesem Punkt entscheiderth verhindert werden muysslass plastidare
Praproteineim cER den sekretorischen Weg einschlagd3ei den Apicomplexa und
Peridininenthaltenen Dinoflagellaten (Dinophyta), deren komplexe Plastiden von vier bzw.
drei Membranen umgeben werdenfolgt der Transprt vom rER zur &ulReren, ipfastidaren
Membran tber einen vesikularen Mechanismu&ahrend dieser Transpag bei den
Dinophyta wahrscheinlich die Passage des Golgi Apparates miteinschliel3t, gelangen
plastidare Praproteine bei den Apicomplexa vermutlich auf winekVege von rER mm
Apicoplasten(Patronet al, 2005; Sheiner & Striepen, 2012)

Es ist mittlerwde weitestgehen@nerkannt dass diePasage der zweitdul3ersten Membran

der komplexen Plastide (PPM), welche die ehemalige Plasmamembran des rhodophytischen
Endosymbionten darstellt, Uber das SELM#stem erfolg{Agrawal et al, 2009; Felsner et

al, 2011; Sheiner & Striepen, 20125ELMA steht fir symbiortspecific ERADIlike
machineryund bezeichnet einen Translokationsapparat,alerein vom ehemaligen ER des
Rotalgenendosymbionteabgeleitetesind in de PPM der komplexen Plastide relokalisiertes
ERAD-System gilt (ER-assoziierte DegradatioriHempel et al, 2009; Sommer et al, 2Q07)

Das ERADSysten eukaryoter Organismen dieritir gewdhnlich der Erkennung und
Dislokation fehlerhafter Proteine am ER. Diese werden in einem Ubiguitiingigen
Prozess aus dem ER ins Cytosol transloziert und anschlieRend proteasomal degradiert
(Meusser et al, 20055ELMA existiet allerdingsparallelzum ERAD System der Wirtszelle

und wurde hdchstwahrscheinlich Laufe der Koevolution von Wirt und Symbiaspiezifisch

an den Import plastidarer ProteiaegepasdiBolte et al, 2011)

Erste Hinweise auf die Prasenz von ERABnlichen Faktoren in komplexen Plastiden
rhodophytischen Ursprungs kamen des Cryptophytesuillardia thetg derenNucleomorph

im PPCfir einige ERADKernkomponenten kodie(GBommer et al, 2007)n nachfolgenden
Studienkonnte gezeigt werden, dass symbiontische ERBIw. SELMA-Faktoren inden
Genomen aller untersuchtenOrganismen mit komplexen Plastiden rhodophytischen
Ursprungs, mit Ausnahme der Dinophytgahrscheinliciverlust der PPM)konserviert sind
unddortim PPC bzw. der PPM lokalisiergigrawal et al, 2009; Felsner et al, 2011; Hempel
et al, 2009; Kalanon et al, 2009; Sommer et al, 2007; Spork et al,. 2008hgst gelang auch
derexperimentelle Nachweis der Involvierung des SEL-Bystems in Proteinimportprozesse

Uber die PPM irdenApicomplexa.Es konnte gezeigt werden, dass der Import von Proteinen
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in den Apicoplasten durch eine konditionale Herunterregulierung des als Translokationskanal
Uber die PPM diskutiertesDer1(s, symbionspezifisclgum erliegen kommgAgrawal et al,
2009)

In der Heterokontophytd’haeodactylum tricornutunist das SELMASystem bisher am
besten untersuclifbb. 1.3) Nach den von Sommer eal. (2007)postuliert& Importmodell
gelangenplastidare ProteindurchsDert1/1-2 tber die PPM ins PPKomplexer Plastiden
rhodophytischen Ursprungs mit vier Hullmembrang@ommer et al, 2007)In diesem
Kontextkonntevon Hempel et al(2009)in P. tricornutumgezeigt werden, dass diese PPM
Proteine in der Lage sind Hombzw. Heterooligomere auszubilden und mit TBéquenzen
von PPCresidenten, jedoch nicht von stromal lokalisierten ProteimemagierenHempel et
al, 2009) Es wird vermutet, dass die Translokation tGber die PPM in einem Ubigslitib)-(
abhangigen Prozess, ahnlich zu ERAD, ablauft, bei dem Substrateeiiieetypische
Ubiquitinierung&askade(Ub-aktivierndes ElsUbal Ub-konjugierendes E3Ubg Ub- E3
LigaseptE3P) modifiziert werden und durch die AAATPase sCdc48 samt Kofaktor sUfd1
ATP-abhangig ins PPC transloziert werd&heiner & Striepen, 201Zommer et al, 2007)
(Abb. 1.3) Wahend es sich bei degpotentiellen symbiontischen Ubiquitie3-Ligase bei
Cryptophyten um ein Homolog zu dem aus ERAD bekannten Hrd1l hgSdeitmer et al,
2007) findet sich inP. tricornutumein potentiellesOrtholog (ptE3B in der PPM, welchem
vitro in der Lage ist Substrate zu ubiquitiniegtempel et al, 2010Es wirdpostuliert dass
SELMA-Substrate im Gegensatz zu einer Polyubiquitinierung bei ER3ibstratenim
Zuge des Importprozessmonoubiquitiniert werden, da dem symbiontischen Ubiquitin
P. tricornutumdas zur Polyubiquitinierungendétigte Lysin an Position 48 felffommer et
al, 2007) AulRerdem wird vermutet, dapotentiell ubiquitinierte SELMASubstrate nach
dem Import ins PPCwieder deubiquitiniert werden und nicht wie ib&RAD dem
Proteasomkomplex zur Degradation zugefuhrt werttelieem Kontext konnte eine PPC
lokalisierte Deubiquitinase(ptDUP) in P. tricornutumidentifiziert werden, welchén vitro

dazu befahigt ist Ubiquitin von synthetischen SubstrabzuspalteifHempel et al, 2010)
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Abb. 1.3 Import nucleuskodierter Proteine in komplexe Plastiden rhodophyischen Ursprungs am Beispiel

der Diatomee P. tricornutum. Nucleuskodierte plastidare Proteine werden als Praproteine mit einer N
terminalen BTS Wipartite topogenic signyl bestehend aus SP (Signalpeptid) und T&an6it peptidelike
sequencg im Cytosol der Wirtszellean 80SRibosomensynthetisiert. Das Sigh@eptid vermittelt denco-
translationalenmport ins cER ber Sec61 und wird daraufhin wahrscheinlich prozessiert. Die Passage der
zweiten Membran (PPM) erfolgt Uber das SELMMstem ¢$ymbiont specific ERAlke machinery
héchstwahrscheinlich in einem Uhiitin (sUb)}abhéngigen ProzesBabei werden Préproteine im Zuge des
Imports Uber sDerl/1-2 vermutlich ubiquitiniert (sUbal, sUbc, ptE3P), von sCdc48 samt Kofaktor sUfd1 ins
PPC gezogen und anschlieend deubiquitiniert (ptDBPEresidente Proteineerden nach dem Import tber
SELMA durch einen unbekannten Faktor prozessiert und Chaperamttelt (SHsp70) gefaltet. Stromale
Proteine (konservierteBASA-FAP-Motivi)) werden im Weiteren wahrscheinlich iiber ptOmp85 (OEM) und
einen TIGKomplex (IEM) Uberdie beiden inneren Membranen der komplexen Plastide transloziert, prozessiert
und gefaltetAlternativ wird ein vesikularer Mechanismus zwischen PPM und OEM post(G#nbs, 1979)
cEREM), chloroplast ER(-Membran); PPM, periplastidare Membran; PPC, periplastidares Kompartiment;
OEM, plastid outer envelope membran®lS, intermembrane spacéEM, plastid innerenvelope membrane

Nu, Nucleus; +, positive TRNettoladung; F, aromatische AS oder Leucin; X, weder aromatische AS noch
Leucin. Abbildung nach Sommer et al. (2007), Hempel et al. (2009), Hempel et al.,(Badl@ann et al.
(2010)

Nach erfolgtem Praproteinimport in das PPC wird das TPL -RBidenter Proteine
vermutlich von einem bisher unbekannten Faktor prozessiert und die Proteine werden durch
ein PPClokalisiertes sHsp#Chaperon gefaltet, wobei stromale Praproteine von Letatere
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wahrscheinlich in einer transportkompetenten Form gehalten wé@lemd et al, 2006b;
Sommer et al, 200(Abb. 1.3).

Vor und nach dem Import von Praproteinen ins PPC tUber SELMA ist die Signalfunktion der
TPL entscheidend um eine korrekte t8yung der Proteine innerhalb der Subkompartimente
der komplexen Plastide zu gewahrleisten. Ahnlich zu den Transitpeptiden der Rhagdophyt
zeichnen sich plastidare bzw. stromale Préproteine der meisten Organismen mit komplexen
Plastiden rhodophytischen Ursprungs durch die Prasenz eines Phenylalanins (F) an der ersten
Position der TPL aufPatron & Waller, 2007)Dieses findet sich, vorwiegend in den Linien

der Cryptophyten und Heterokontophyten, zumeist im Kontext eipes zi f i sc-hen AA
FAP-Mot i vsiA am | ber gg®ogld et al,200&PGrubear et BIPA00BEI
Haptophyten und Apicomplexen (sowie Dinophyten) scheint dieses Motiv weniger stark
konserviert zu seirfPatron & Waller, 2007)Eine Reihe genomischer und experimenteller
Analysenin P. tricornutumergalen dass neben dem dominant auftretenden F auch andere
aromatische AS, wie Tyrosin (Y) und Tryptoph@i), oder sogar Leucin (L) diese Position
einnehmen kénnen um ein plastidatageting zu vermitteln(Gruber et al, 2007; Kilian &

Kroth, 2005) Das entscheidende Charakteristikum von f#P@einen ist dahingegen das
Fehlen einesolchenaromatischen AS oder Leucin an derRdsition der TPL(Gould et al,

2006a; Gruber et al, 2007Abb. 1.3) Neben der Natur der ersten AS der TPL hat die
Nettoladung dieser Zisteuerungssequenz einen Einfluss auf die Tratregpohanismerab

der PPM Felsner et al(2010) konnten inP. tricornutumzeigen, dasgine diskrete positive
TPL-Nettoladungeine Rolle beinirransport tber die PPBpielen kann, wahrend eiselche

fur die Passage der beiden inneren Plastidenmemby@tell/IEM) sogar notwendig zu sein
scheint (Abb. 1.3) AuRerdem konnte festgestellt werdatass auch der -Nerminus des
maturen Proteins, ergénzend ZWPL, eine Auswirkung auf dasirgetingvon Préproteinen
ausuben kan(Felsner et al, 2010)

Der Import plastidarer Proteireus dem PP@s Sroma verlauft bei komplexen Plastiden
rhodophytischen Ursprungs hochstwahrscheinlich ahnlich zu den aus Archaeplastida
bekannten Mechanismen ahllerdings scheinen typische TOEaktoren in der OEM dieser
Organismen zu fehlen. Dahingegen konntéirtricornutummit ptOmp85(outer membrane
protein 85) e i n I n der O E Marrdl erbtail mis elektophysislogisthen
Eigenschaften ahnlich ZBroteinen der Toc?%zw. Omp85Familie aus priméren Plastiden
bzw. Gramnegativen Bakteriedentifiziert werden(Bullmann et al, 2010)Homologe zu

ptOmp85 finden sich auch in Haptophyten und ApicompleX&rlaufige experimentelle
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Resultate ausoxoplasma gondi{Apicomplexa) deuten drauf hin, dass der Verlust von
Omp85 in einem ausgepragten Importdefekt apicoplastidarer Proteineere¢8heiner &
Striepen, 2012)

Fir Organismen mit komplexen Plastiden rhodophytischen Urprungs, welche von vier
Membranen umgeben werden, wurde bereits 1979vesikulares Transportmodell fur
plastidare Praproteine Uber das PPC postuli@ibbs, 1979) Nach dieser kpothese
gelangen Proteine, die fur die priméare Plastide bestimmt sind, von der PPM in Vesikeln tber
ein periplastidares Reticulum im PPC zur auferen Membran der priméaren Plastide (OEM)
(Gibbs, 1979)(Abb. 1.3). Diese Hypothese nach Gibbs beruhte im Wesentlichen auf der
Beobachtung vesikularer Strukturen im PPC im Rahmen von elektronenmikroskopischen
Studien, konte jedoch bisher experimentell weder verifiziert noch wiederlegt werden.
Allerdings existierenwie zuvor dargelegtnit SELMA und Omp85 Evidenzen fir alternative

Transportprozesse tUber PPM und OEM.

Hinsichtlich der Passage der inneren Membran komplexer Plastiddaphytischer Herkunft
liegen Hinweise flr die Prasenz eimeReihe von TIGKomponenten in allenbisher
untersuchten LinierfCryptophyta, Heterokontophyta, Apicomplexa)r (McFadden & van
Dooren, 2004) Experimentelle Evidenzen einer Involvierung dieser Faktarenden
Importprozess von Préproteinen tber die IEM kommen erneut aus den Apicomplexa.
T.gondii konnte gezeigt werden, dass sowohl @ als auch Tic22 eine essentielle
Tramsportfunktion bei der Passage von apicoplastidaren Préaproteinen uUber die IEM
wahrnehmerf{Sheiner & Striepen, 2012; v@ooren et al, 2008)

1.3 Das periplastidare Kompartiment i ein minimiertes eukaryotes
Cytoplasma

Organismen mit komplexen Plastidewelche von vier Membranen umgeben werden,
verfiigen Uber zwei evolutionar divergente eukaryote Cytosplasmen. Neben dem Cytosol der
Wirtszelle existiert in ihren komplexen Plastiden mit dem PPC (periplastidares
Kompartiment) ein weiteregedoch stark reduziertes Cytoplasmdas auf das ehemalige
Cytoplasma des internalisiertezukaryoten Bdosymbionten zuriickgehiCavalierSmith,

2003) Wahrend dieses Kompartiment in den meisten Lirgenetisch und morphologisch
drastisch  reduziert wurde (Heterokontophyta, Haptophyta, Apicomplexayder
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wahrscheinlichsogar verloren ging (Dinophytayinterhalten die Cryptophyta, wie bereits
erwahnt(1.2.2), einen Restzellkern des rhodophytischen Endosymbionten (Nucleomorph) und
somit ein genetisch aktives PPQ@ie Sequenzierung einiger Nucleomoi@lenome
(Guillardia theta Hemiselmis andersenii Cryptomonas parameciym Chroomonas
mesostigmaticeermaoglicht Einblicke in die im PPC ablaufenden Prozesse dieser Organismen
(Douglas et al, 2001; Laret al, 2007; Moore et al, 2012anifuji et al, 2011)

Die bisher sequenzierteNucleomorphGenomeder Cryptophytenweisen einegenetische
Kapazitat vord86 bis 70Xbp (Kilobasempaaré auf und bestehen jeweils aus drei winzigen
linearenChromosomen mit.T. variierender KompositiofiMoore et al, 201R Sie kodieren
zwischen 518 und 780 Geneéeren Produkte vorwiegenth housekeepingunktionen
(Transkription, Translation,DNA- und RNAMetabolismus, Zellzyklu&ontrolle und
Mitose, sowie Proteinfaltung und Degradajiamvolviert sind(Douglas et al, 2001; Lanst
al, 2007; Moore et al, 2012 anifuji et al, 2011)216 dieser Gene finden sich konserviert auf
allen vier sequenzierten Nucleomor@lenomen wieder. Neben Genatie flr bekannte
Funktionen kodierenfindet sich auch ein signifikanter Antefta. 40%)an ORFs @pen
readingframeg, denen bisher keine Funktionen zugeordnet werden karBéenerkenswert
ist, dass die NucleomorpBenome vorG. theta H. anderseniiund C. mesostigmaticain
identisches Set von Hssentiellerplastidaren Proteinen kodieréoore et al, 201 deren
Prasenals einGrund fir die Erhaltung des remanenten Rotalgennucleu@giltglas et al,
2001) Bei C. parameciumhandelt es sich um eine nigblhotosynthetische Cryptophyte.
Dennoch kodiert das Nucleomor@erom dieser Alge fir 18 plastidé@ssoziierteProteine,
von denersich 13 mit denen anderer Cryptophyten dedRemifuji et al, 2011)

Abseits von Funktionen der genetischen Selbsterhaltump plastidaren f@teinen finden

sich in allen viebekannterNucleomorphGenomen Gene flir symbiontische ERARBktoren
(Douglas et al, 2001; Laret al, 2007; Moore et al, 201Zanifuji et al, 2011)welche der
SELMA-Translokationsmaschinerie fir plastidare Praproteine Uber die PPM zugerechnet
werden(Sommer et al2007) (siehe 1.2.2)Fir Proteine mit Beteiligun@n metabolischen
Synthesewegekodierende Genkonnten mit Ausnahme einer Geranfderany-Transferase
(CarotinoidBiosynthese) nicht auf den Nukleomorp@enomen identifiziert werden.
Allerdings ist bekannt, dass bei Cryptophyten die Synthese und Speigheon Starke
ausschlie3lichim PPC ablauft(Deschamps et al, 2006Beteiligte Enzyme sind daher
hochstwahrscheinlich im Genom der Wirtszelle kodiert und missen aus desolQysoPPC

re-importiert werden, was bereits fur eine U@@nsferas (UDP-glucosei starch glycosyl
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transferasg in heterologen Lokalisationsstudien gezeigt werden kof@oelld et al, 2006a)
Wie viele PPGProteine in Cryptophyten letztéich nucleuskodiert vorliegeand welche
weiteren Prozesse im PPC ablaufest,bisher aufgrundehlenderGenomdaten unbekannt.
Allerdings steht die Publikation der NucleG&nomsequenz vo6. thetakurz bevor und
koénnte hier entscheidende Hinweise liefdre Prasenz essentieller plastidarer Geme von
Genen kodierend fur SELM#A&aktorenauf den Nucleomorpkenomen, sowie der PPC
ansassige Starkdetabolismus,gelten jedoch aldbedeutende Grundgir den Erhalt des
Nucleomorpl bzw. PPCs in Cryptophytébouglas et al, 2001)

Im PPC der Heterokontophyten findet, im Gegensatz zu Cryptophyten, keine Genexpression
statt, dgegliche genasche Information des Rotalgemcleusentweder verloreging oderim

Zuge endosymbiontischen Gentransfarsden Nucleus deWirtszelle transferiertvurde.
PPGCresidente Proteine sind demnach im Genom der Wirtszelle kodiert und missen, wie unter
1.2.2 dargestellt, ins PPC-iraportiert werdenEin weiterer Unterschied zu Cryptophyten ist,

dass Heterokontophyten keine Stérke im PPC speichern, sondern die Energiespeicherung in
Form von Lipiden oder Chrysolaminarin im Wirtscytosol bzw. der Vakuole al{éudth et

al, 2008) DasPPC der Heterokontophyten ist dartiber hinaus frei von Organellen, wie z. B
ER oder MitochondriefKeeling, 2010)was eine morphologischedkhpaktierung erlaubtn
derDiatomeeP. tricornutumweistdas PP&inesehrspezielle, charakteristische Morphologie

auf (Abb 1.4) Wahrend die beiden inneren Membranen der komplexen Plastide (OEM und
IEM) das Stroma flligelartig mit einer Engstelle im #am umgeben, weicht die PPM
teilweise von dieser Forationab. Insbesondere im Bereich der Engstelle von IEM und OEM
entfernt sich die PPM von der OEM wodurch das PPC dort etwas an Raum gewinnt,
wohingegen die PPM ansonsten der OEM sehr eng anliegt. Diese typische Morphologie lasst
sich sowohl in elektronenmikrkgpischen Analysen (Abbl.4) als auch beiin vivo
Lokalisationsstudien beobachten, wo P#iigiertes GFP in der im Zentrum der komplexen
Plastide gelegenen, PRCy pi sBldbe h nlAi c henf FIl uoreszenzstru
(Kilian & Kroth, 2005)(siehe auch Abb. 1.6)
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Abb. 1.4 Morphologie des periplastidaren Kompartiments (PPC) von P. tricornutum. (A)
Elektronenmikroskopische Aufnahme einBr tricornutum Zelle. Maf3stab 2 um. (B) VergrofRerung des
Rahmens aus A. Das periplastidare Kompartiment befindet sich zwischen den beiden aul3eMP RIER

und inneren Membranen (OEM/IEM) der komplexen Plastide. OEM und IEM bilden eine Engstelle im Zentrum,
wodurch da PPC dort an Raum gewinnt. Maf3stab 200 nm. (C) Schematische Darstellung der ZellstruRtur von
tricornutum cER(M), chloroplast ER(-Membran); PPM, periplastidare Membran; PPC, periplastidares
Kompartiment; OEM ,plastid outer envelope membran&M, plagid inner envelope membran&o, Golgi
Apparat; Nu, Nucleus, Mi, Mitochondrium, PI, Plastide. Abbildung A und B wurden von Dr. Andreas Klingl zu
Verfigung gestellt und zeigen eine Polyhydroxybutgsatthetisierendd®. tricornutumZelle (Hempel et al,
2011)

Uber die Funktionen und Griinde fiien Erhalt des PPC in Heterokontophyten ist bislang nur
wenig bekannt. Allerdings gelang es bereits Uber genomische Analysennuwiyo
Lokalisationsstudien mittels GHRusionsproteinen einige wenige Proteine im PPC der
DiatomeeP. tricornutumzu identiizieren. Daglerzeitige Wissen uber das PP@teomvon

P. tricornutum belauft sich, wie unter 1.2.2 erwahmprwiegend auf Komponenteder
SELMA-Translokationsmaschineriéir nucleuskodige Prépoteine Uber diePPM der
komplexen PlastidéHempel et al, 2009; Sommer et al, 200Bas SELMASystemin P.
tricornutum setzt sich, soweit bisher bekanays den folgenden Komponenten zusammen:
den membranstandigen, als Translokationspore diskutierten ProteinenlsedlsDeri2;

der Ubiquitinierungsmaschinerie, bestehend aus Ubiquitin (sUb), einem Ubiquitin
aktivierenden E1 Enzym (sUbal), zwei Ubiquitionjugierenden E2 Enzymen (sUbg) und
einer membranintegralen E3 UbiquHiigase (ptE3P); der zentralen energieliefernden AAA
ATPase sCdc48; dem Cdc4faktor sUfdl; sowie einem deubiquitinierenden Enzym
(ptDUP) (Hempel et al, 2009; Hempel et al, 2010; Sommer et al, 28®H). 1.5) Aullerdem
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