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Chloroplastenbiogenese

Safety first: das Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS) und die Photosynthese
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The proteasome is essential for the control of protein turnover in the
nucleus and the cytosol of eukaryotic cells. Chloroplasts and mito-
chondria import thousands of nuclear-encoded proteins as precursor
proteins from the cytosol. We show that mild genetic proteasome
impairment interferes with a cytosolic equilibrium between precursor
protein import and degradation resulting in elevated precursor protein
abundance in the cytosol and improved photosynthetic performance.
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B Mit der Umwandlung von Lichtenergie in
chemisch nutzbare Energie ist die Photosyn-
these einer der bedeutendsten biochemi-
schen Prozesse der Erde. Die Reaktionen der
Photosynthese sind in spezialisierten Zellor-
ganellen, den Chloroplasten, lokalisiert.
Chloroplasten entstanden vor etwa zwei Mil-
liarden Jahren durch die Aufnahme eines
Vorfahren der heutigen Cyanobakterien in
eine eukaryotische Wirtszelle im Rahmen
der Endosymbiose. Zur Etablierung des Endo-
symbionten als Zellorganell ist ein GroBteil
der urspriinglich im Bakterium enthaltenen
Erbinformation in den Kern des eukaryoti-
schen Wirts {ibergegangen [1]. Basierend auf
Genomvorhersagen sind in hoheren Pflanzen
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A Abb. 1: Charakterisierung der Pflanzenlinien von Arabidopsis thaliana [8]. A, Erscheinungsbild von Wildtyp (WT), rpn8a, pad1, ppi2, ron8appi2 und
pad1ppi2. B, Adulte WT- und rpn8a-Pflanzen (35 d). C, Durchschnittliches Frischgewicht von rpn8a- und Wildtyp-Pflanzen. D, Gehalte der photosynthe-
tischen Pigmente Chlorophyll a (Chl a), Chlorophyll b (Chl b) und Carotinoide (Carot) in den angegebenen Genotypen. Dargestellt sind die Mittelwerte
mit Standardabweichungen; signifikante Unterschiede sind mit einem (p-Wert < 0.05) oder zwei Sternen (p-Wert < 0.005) nach zweiseitigem, ungepaar-

ten T-Test gekennzeichnet. Abbildung modifiziert nach [8].
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A Abb. 2: Transmissionselektronenmikroskopie(TEM)-Aufnahmen von Plastiden der angegebenen Genotypen von Arabidopsis thaliana [8]. Plastiden
der Doppelmutanten, insbesondere von rpn8appi2, weisen deutlich differenziertere Membranstrukturen als Plastiden von ppi2 auf. Dies zeigt sich in
der erhéhten Anzahl an Granathylakoiden im Vergleich zu ppi2 [8]. Dargestellt ist ein Box-Plot zur Anzahl der Thylakoidstapel in den angezeigten Geno-
typen (n= 153 Plastiden, 459 Thylakoidstapel). Die schwarze Linie kennzeichnet den Median, i. e. ppi2=1, rpn8a ppi2=2, und pad1 ppi2=2. Abbildung

modifiziert nach [8].

etwa 2.500-3.000 plastidare Proteine kern-
codiert; diese werden im Cytosol translatiert
und posttranslational in die Plastiden impor-
tiert [2].

Kerncodierte plastiddare Proteine werden
als Vorlauferproteine im Cytosol translatiert.
Die meisten davon tragen eine N-terminale
Erkennungssequenz, das Transitpeptid, das
den Import tiber die Translokationskomplexe
der auBeren (TOC) und inneren (TIC) Chloro-
plastenhiillmembran ins Stroma vermittelt
[2]. Der Import von Vorlduferproteinen in
Plastiden ist essenziell fiir die Chloroplasten-
biogenese. Ein Defekt im plastidaren Prote-
inimport, wie z. B. in der plastid protein
import 2(ppi2)-Mutante, resultiert in einem
albinotischen Phéanotyp, in dem die Chloro-
plastenbiogenese gestort ist und die Plasti-
den in einem proplastidendhnlichen Stadium
verbleiben [3, 4].

Das Ubiquitin-Proteasom-System
(UPS) und die Chloroplasten-
biogenese

Fir die gezielte Degradation von Proteinen
im Cytosol und im Zellkern werden diese
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durch kovalente Bindung von Ubiquitin
markiert und von einem multikatalytischen
Enzymkomplex, dem 26S-Proteasom, degra-
diert. Dieses Degradationssystem wird auch
als Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)
bezeichnet. Der 26S-Proteasomkomplex
besteht aus zwei kleineren Proteinkom-

plexen, einer 700-kDa-Einheit, die nach
ihrem Sedimentationskoeffizient 20S-Prote-
asom oder 20S catalytic particle (CP)
benannt ist und einer ebenfalls etwa
700-kDa-Einheit eines ATPase regulatori-
schen Komplexes (PA700), auch 19S regula-
tory particle (RP) genannt, der an einem oder

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 3: Die Interaktionen plastidérer Vorlauferproteine im Cytosol. Verdnderungen im Gleich-
gewicht zwischen den konkurrierenden Prozessen Vorlduferimport und -degradation kénnen
durch posttranslationale Modifikationen sowie Anderungen der Proteasomaktivitét eingeleitet

werden. Akkumulierende Vorldufer kénnen Einfluss auf die Signalprozesse zwischen Plastid und
Zellkern nehmen und damit eine Verédnderung photosynthetischer Parameter induzieren [9]. Die
funktionelle Interaktion von Proteinimport und -abbau ist im unteren Abbildungsteil phanotypisch

illustriert. Abbildung modifiziert nach [9].

beiden Enden mit dem 20S CP assoziiert
sein kann [5, 6].

In hoheren Pflanzen konnte kiirzlich ein
direkter Einfluss des Proteasoms auf das Pro-
teinimportsystem und damit auf die Chloro-
plastenbiogenese identifiziert werden. Zum
Beispiel steuert die DELLA-Protein-vermittel-
te Degradation von Toc159 die Regulation
der Chloroplastenbiogenese in einer friihen
Entwicklungsphase [7]. Ein neu entdeckter
Proteindegradationsweg ist mit Chloro-
plasten assoziiert und wird deshalb als
CHLORAD (chloroplast-associated protein
degratation) bezeichnet. Hier vermitteln drei
Proteine (SP1, SP2 und CDC48) die Ubiquiti-
nierung und Retrotranslokation von TOC-
Komponenten und deren Abbau iiber das
UPS. CHLORAD hat moglicherweise eine

Funktion bei der Reorganisation der Import-
maschinerie der auBeren Hiillmembran, um
die dynamische Regulation des Chloro-
plastenproteoms unter Stresshedingungen
oder bei Entwicklungsprozessen zu ermog-
lichen [2].

Die Proteasom-vermittelte Vorlaufer-
degradierung beeinflusst die
Photosyntheseleistung

In unseren Arbeiten haben wir einen bisher
unbekannten Mechanismus fiir die proteaso-
male Kontrolle plastidarer Prozesse identifi-
ziert. Wir konnten zeigen, dass eine leichte
Veranderung der Proteasomaktivitat zu einer
verbesserten Photosyntheseleistung im
Modellorganismus Arabidopsis thaliana
fiihrt. Zunédchst haben wir Pflanzenlinien mit

Mutationen im 19S RP des Proteasoms iden-
tifiziert und den Effekt auf die Proteasoma-
bundanz sowie die proteolytische Aktivitat
untersucht (Abb. 1). Eine Mutation in der
19S-RP-Untereinheit non-ATPase subunit 8a
(Rpn8a) flihrt zu einer signifikanten Erho-
hung der 20S-Untereinheit, die vermutlich
kompensatorische Funktion besitzt. So ist die
proteolytische Gesamtaktivitit trotz einer
signifikanten Verringerung der 19S-Unter-
einheit nicht verandert [8]. Untersuchungen
auf Transkriptebene zeigten dennoch klare
Anzeichen fiir proteolytischen Stress in den
rpn8a-Mutanten, denn die Expression der
Komponenten des proteasomalen stress regu-
lons (PSR) ist signifikant erhoht [8].

Vor dem Hintergrund dieser Anderung im
UPS haben wir die rpn8a-Mutante mit der
Proteinimportmutante ppi2 gekreuzt, um die
Chloroplastenbiogenese in rpn8appi2-Dop-
pelmutanten zu untersuchen (Abb. 1). Hier
zeigte sich eine teilweise Wiederherstellung
der Chloroplastenbiogenese in der Doppel-
mutante im Vergleich zur ppi2-Einzelmutan-
te (Abb. 1 und 2). Die Doppelmutante bildet
vermehrt Thylakoidstapel und ist photosyn-
thetisch aktiver als ppi2, was besonders
durch Stirkeakkumulation am Ende der
Belichtungsphase deutlich wird (Abb. 2).
Dariiber hinaus akkumulieren erhohte Men-
gen der photosynthetischen Pigmente Chlo-
rophyll und Carotinoide sowie von Thylako-
idmembranproteinen in rpn8appi2 (Abb. 1
und 2). Dieser Effekt der rpn8a-Mutation ist
nicht auf die Doppelmutante beschrankt,
denn auch die rpn8a-Einzelmutante zeigt
verbesserte Photosyntheseleistung und
gesteigerte Biomasseproduktion unter
Wachstumskammerbedingungen im Ver-
gleich zum Wildtyp (Abb. 1, [8]).

Um den Einfluss der erhohten 20S-Aktivi-
tit zu verstehen, haben wir nachfolgend eine
weitere Proteasommutante mit einem Defekt
in der 20S-CP-Untereinheit proteasome sub-
unit alpha-type 1 (PAD1) analysiert. Diese
Mutante hat im Gegensatz zu rpn8a eine
signifikant verringerte Menge an 20S CP,
wahrend das 19S RP unverdndert ist (Hristou
und Baginsky, unveroffentlicht). Auch diese
Mutation fiihrt in Kombination mit ppi2
(padl1ppi2) zu einer erhohten Thylakoidsta-
pelanzahl (Abb. 2). Diese Daten legen nahe,
dass das UPS einen generellen Effekt auf die
Chloroplastenbiogenese in importdefizienten
Mutanten besitzt. Im Gegensatz zur Funk-
tionsweise von CHLORAD ist der hier
beschriebene Effekt nicht auf einen direkten
Einfluss auf die TOC-Maschinerie zuriick-

BIOspektrum | 04.21 | 27.Jahrgang 4 Springer



397

zufiihren, denn deren Abundanz ist in den
Doppelmutanten im Vergleich zu ppi2
unverandert [8].

Es zeigt sich vielmehr, dass chloroplasti-
dare Vorlauferproteine im Cytosol der Dop-
pelmutante in erhohter Menge vorliegen [8].
Daraus lasst sich folgendes Modell ableiten
(Abb. 3): Nichtimportierte Vorlauferproteine,
die im Cytosol von Importmutanten norma-
lerweise iiber das 26S-Proteasom abgebaut
werden [9], haben in Proteasommutanten
eine langere Halbwertszeit. Durch die Ver-
groBerung des Pools an Vorldufern im Cyto-
sol stehen die Proteine langer fiir den Import
durch eine kompromittierte Importmaschi-
nerie in Mutanten zur Verfiigung, was zu
deren Translokation in die Plastiden fiihrt.
Der vermehrte Import plastidarer Proteine
steigert die Photosyntheseleistung der
importdefizienten Pflanzen. Diese Beobach-
tung und der Effekt der rpn8a-Mutation auf
die Einzelmutante lassen darauf schlieen,
dass permanent funktionale Vorldufer durch
das UPS abgebaut werden, obwohl diese zur
Leistungssteigerung der Photosynthese bei-
tragen konnten (Abb. 3). Hierbei scheint es
sich um einen vorsorglichen Sicherheitsme-
chanismus zu handeln, der die Photosyn-
these bereits auf Ebene der Vorlauferproteine
einschrankt.

Es ist zu erwarten, dass der von uns hier
beschriebene Einfluss des UPS auf alle Zell-
organellen wirkt, die Proteine aus dem Cyto-
sol importieren. Tatsdchlich ist ein Einfluss
der UPS-Aktivitat auf die Proteinakkumula-
tion in Mitochondrien der Hefe beschrieben
worden [10]. Aktuell ist unbekannt, ob — und
wenn ja welche — Spezifitaten sich in diesem
regulatorischen System ergeben. Es zeigt
sich allerdings sowohl in unseren Arbeiten
als auch in der Arbeit von Wang et al. 2020
ein deutlicher Einfluss des UPS auf die Akku-
mulation von Carotinoiden [8, 11]. Dies
konnte die erhohte Anzahl der Thylakoidsta-
pel in beiden Doppelmutanten erkldren, da
Carotinoide fiir die Senkung der Rigiditat der
Thylakoidmembran wichtig sind und damit
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die Bildung der Stapel vereinfachen [12].
Warum allerdings Vorlauferproteine von
Enzymen der Carotinoidbiosynthese im Cyto-
sol einer besonderen Kontrolle durch das
UPS unterliegen sollen, ist vollig unklar und
bedarf weiterer Untersuchungen.
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