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Summary

The plastid protein import is of substantial importance for the functionality of plastids. The
main import route is formed by translocation complexes at the outer (TOC) and inner (TIC)
envelope membrane of the chloroplast. An N-terminal transit peptide is essential for the
recognition and import of nucleus-encoded plastid proteins through the TOC-TIC-import
machinery.

This work reveals new insights into the nature of transit peptides of nucleus encoded plastid
proteins of the unicellular alga Cyanophora paradoxa. It was possible to identify
experimentally a large number of transit peptides of in vivo relevance. This permits the
determination of transit peptide features like their average length, the overall amino acid
composition as well as their general hydropathic profile. These determined features could be
compared to those of transit peptides of the vascular land plant Arabidopsis thaliana.

Based on the evolutionary distance and the massive morphologic differences between
unicellular alga and multicellular plants, a much simpler structure of alga transit peptides was
expected. We observed that transit peptides of Arabidopsis thaliana and Cyanophora paradoxa
are surprisingly similar. An exception is an N-terminal occurring phenylalanine in most
Cyanophora paradoxa transit peptides as it was also described previously. The high accordance
of the transit peptide constitutions of both organisms demonstrates that the basic principles of
the plastid protein import are most likely determined very early.

Beside comparative analysis of transit peptides of evolutionary well separated organisms it was
also possible to characterise the relevance of the import component Tic56 for plastids of
Arabidopsis thaliana. This protein is a part of a Tic20-I concerning 1 MDa-TIC-complex, with
an estimated importance for the import of photosynthetic proteins.

Surprisingly we couldn’t observe hints for a dramatic import defect of plastids of tic56 mutant
lines. Instead we identified a broad range of proteins which get imported into plastids of the
albinotic knockout mutant line tic56-1. Thus no substrate class could be determined whose
accumulation depends on Tic56. This observation is challenging the actual model of the
substrate specificity of the 1 MDa-TIC-complex.

Quantitative analysis of the proteome and corresponding transcriptome of tic56-1 mutant plants
revealed a specific impaired accumulation of ribosomal plastid proteins which can’t be
attributed to a transcriptional regulation effect. Further tic56-1 mutants exhibit a processing
defect of the plastid 23S rRNA and their phenotype and proteome is very similar to those of
plants impaired in plastid translation.



These observations demonstrate that the loss of Tic56 leads to Arabidopsis thaliana plants with
an impaired plastidic translation. Thus, it is likely that Tic56 is important for the functionality
of other plastidic processes and the connection of those to the plastidic import.



Zusammenfassung

Der plastidare Proteinimport ist von grundlegender Bedeutung fir die Funktionalitat des
Plastiden. Den Hauptimportweg bilden dabei Translokationskomplexe an der dufReren (TOC)
und inneren (TIC) Hillmembran des Chloroplasten. Ein essentielles Erkennungsmerkmal
Kern-codierter Plastidenproteine, die tiber die TOC-TIC-Importmaschinerie importiert werden
sollen, sind N-terminale Transitpeptide.

Mit dieser Arbeit konnte das Verstandnis zur Natur der Transitpeptide plastidarer Proteine der
einzelligen Alge Cyanophora paradoxa verbessert werden. Es ist gelungen eine gréRere Anzahl
an in vivo relevanten Transitpeptiden experimentell zu identifizieren. Das ermdglichte generelle
Merkmale wie durchschnittliche Lénge, Hdaufigkeit und relative Position der einzelnen
Aminosauren und das allgemeine Hydropathieprofil der Transitpeptide zu bestimmen. Diese
ermittelten Merkmale konnten der Beschaffenheit von Transitpeptiden der Gefapflanze
Arabidopsis thaliana gegentbergestellt werden.

Auf Grund der evolutionéren Distanz und dem stark differenziellen Aufbau einzelligen Algen
und vielzelliger Pflanzen ging man davon aus, dass die Transitpeptide der Alge deutlich
einfacher aufgebaut sind. Erstaunlicherweise konnten wir feststellen, dass sich die
Transitpeptide von Arabidopsis thaliana und Cyanophora paradoxa sehr dhnlich sind. Eine
Ausnahme stellt dabei ein schon zuvor beschriebenes Phenylalanin dar, wie es ein Grofteil der
Transitpeptide von Cyanophora paradoxa N-terminal aufweisen. Die hohe Ahnlichkeit der
Transitpeptidbeschaffenheit demonstriert, dass die Grundprinzipien des plastidaren
Proteinimports evolutiondr wahrscheinlich schon sehr friih determiniert wurden.

Neben der Analyse von Transitpeptiden zweier Organismen die evolutionar weit voneinander
entfernt sind, ist es auch gelungen die Rolle der Importkomponente Tic56 flr Plastiden von
Arabidopsis thaliana néher zu charakterisieren. Es handelt sich dabei um einen Bestandteil des
1 MDa-TIC-Komplexes um die Importkomponente Tic20-1, der vor allem fur den Import
photosyntetisch-relevanter Proteine von Bedeutung sein soll.

Uberaschenderweise war fiir Plastiden von tic56-Mutantenlinien kein bedeutender
Importdefekt zu beobachten. Stattdessen war festzustellen, dass noch ein erstaunlich breites
Spektrum an Proteinen in Plastiden der albinotischen Nullmutante tic56-1 importiert werden
kann. Es wurde somit keine Substratklasse bestimmt, deren Akkumulation von Tic56 abhéngt,
was das bestehende Modell zur Substartspezifitat des 1 MDa-TIC-Komplexes in Frage stellt.
Durch die quantitative Erfassung des Proteoms und des korrespondierenden Transkriptoms von

tic56-1 wurde ein spezifischer Akkumulationsdefekt ribosomaler Plastidenproteine bestimmit,



der nicht auf eine transkriptionelle Regulation zuriickzufuhren ist. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass in tic56-1 eine Prozessierungsstorung der plastidaren 23S rRNA auftritt und diese
Mutantenlinie ph&notypisch aber auch in ihrem Proteom sehr stark Pflanzen mit inhibierter
plastidarer Translation ahnelt.

Dadurch konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass es in Arabidopsis thalina beim Verlust
von Tic56 zu einer Storung der plastidaren Translation kommt. Somit scheint Tic56 auch flr
die Funktionalitat anderer plastidarer Prozesse eine bedeutende Rolle zu spielen und diese

dadurch mit dem Proteinimport zu verknupfen.
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1 Einleitung

1.1 Der Plastid als Zentrum essentieller Stoffwechselwege des eukaryotischen
photoautotrophen Lebens

Voraussetzung fir die Etablierung eines Stoffwechsels und damit die Bildung von Leben ist
das Schaffen von eigenstandigen Reaktionsrdumen abgetrennt von der Umwelt. Umso
komplexer der Stoffwechsel einer Zelle desto mehr voneinander separierte Reaktionsrdume
sind notig. Diese Reaktionsrdume bezeichnet man als Kompartimente. Sie beherbergen die
Stoffwechselwege, welche der Zelle aber auch einem gesamten Organismus Zugang zu einem
breiteren Spektrum an molekularen Verbindungen verschaffen.

Typisch fiir pflanzliche Zellen ist das plastidare Kompartiment. Plastiden sind Organellen, die
in Abhéangigkeit von dem Zweck dem sie dienen, in verschiedenen Formen vorliegen kénnen.
Die undifferenzierten Vorlauferformen werden als Proplastiden bezeichnet. Diese kdnnen in
die Speicherorganellen Eleioplasten (Lipidspeicher) oder Amyloplasten (Starkespeicher)
umgewandelt werden. Des Weiteren bilden Proplastiden auch die Grundlage fiir die
pigmenthaltigen  Chromoplasten und Chloroplasten. Chromoplasten akkumulieren
hauptséchlich Carotinoide, wahrend Chloroplasten daneben auch Chlorophylle enthalten. Diese
Pigmente ermdglichen es dem Chloroplasten Licht als Energiequelle fiir die Photosynthese zu
nutzen. Chloroplasten spielen somit eine Schlisselrolle im Energiestoffwechsel der
photoautotrophen pflanzlichen Zelle. Etioplasten stellen eine VVorform des Chloroplasten dar,
die unter Lichtmangelsituationen aus den Proplastiden gebildet wird. Die Anlage dieser
Plastiden ermdglicht eine schnelle Reaktion auf verbesserte Lichtverh&ltnisse durch deren
Umwandlung in Chloroplasten. Im Zuge der kontrolliert ablaufenden Seneszenz einer Zelle
bilden sich aus den Chloroplasten Gerontoplasten. Uber diese findet der systematische Abbau
der Plastiden statt, verbunden mit dem Recycling der Bestandteile (Jarvis und Lopez-Juez,
2013).

Plastiden sind Tréager wichtiger Stoffwechselprozesse und nehmen daher eine wichtige Rolle
im pflanzlichen Leben ein. Wie erlautert, ist die Photosynthese einer dieser Prozesse und
wahrscheinlich auch der geldufigste. Daneben gibt es aber noch eine Reihe anderer weiterer
Stoffwechselwege, fir die der Plastid eine essentielle Rolle spielt. Die Basis fiir die Synthese

einer Reihe weiterer essentieller molekularer Verbindungen bilden die Lipidsynthese, der
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Starkestoffwechsel und die Assimilation von Stickstoff und Schwefel (Neuhaus und Emes,
2000).

Uber den Plastiden haben sich pflanzliche Zellen die Synthese von Stoffen erschlossen, die
andere Lebewesen ihrem Metabolismus nur Gber pflanzliche Nahrung zufiihren kénnen. Den
Ursprung dieses Organells sieht man in einer frihen Form des Cyanobakteriums. Die
Endosymbiontentheorie geht davon aus, dass dieser prokaryotische Organismus von einer
eukaryotischen Zelle aufgenommen wurde. Statt die phagozytierte Nahrung wie Ublich
abzubauen, hat diese Zelle den photoautotrophen Prokaryoten in ihr intrazelluldres System

aufgenommen (Martin et al., 2015).

Glaucophyta

Rhodophyta

Chlorophyta

Landpflanzen

Abb. 1.1: Ursprung des eukaryotischen photoautotrophen Lebens. Die Endosymbiontentheorie besagt, dass
ein Cyanobakterium von einer eukaryotischen Zelle aufgenommen und in diese als Organell integriert wurde. Aus
diesem primaren Endosymbioseereignis gingen die Glaucophyta, Rhodophyta und Chlorophyta hervor. Mit
diesem Bakterium hat sich die eukaryotische Zelle auch gleichzeitig eine Vielzahl wichtiger Stoffwechselwege zu
Eigen gemacht (Nach Gould, 2012).

Aus diesem priméren endosymbiotischen Ereignis gingen drei Zweige hervor, welche die Basis
des heute bekannten eukaryotischen photoautotrophen Lebens darstellen: Glaucophyta,
Rhodophyta und Chlorophyta (Abb. 1.1, Gould, 2012). Merkmale des Plastiden wie seine

doppelte Hullmembran oder das eigene Genom mit eigener Transkriptions- und
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Translationsmaschinerie bestdtigen die Endosymbiontentheorie. Ein besonderes Merkmal
weisen die als Cyanellen bezeichneten Plastiden der Glaucophyta auf. Diese besitzen noch eine
dinne Peptidoglykanschicht (Steiner und Lo6ffelhardt, 2002), welche eigentlich typisch fir
Bacteria ist. Viele Gene wurden nach der Endosymbiose vom Plastiden in den Zellkern
ausgelagert (Martin und Herrmann, 1998). Da der Plastid fiir seine Funktionsfahigkeit auf die
Proteine angewiesen ist, die von diesen Genen codiert werden, musste ein System etabliert
werden, um den posttranslationalen Proteinimport zu gewéhrleisten. Fir die korrekte
Adressierung der Kern-codierten Plastidenproteine verfligen die meisten iber eine N-terminale

Erkennungssequenz, dem sog. Transitpeptid.

1.2 Die Proteinimportmaschinerie an den plastidaren Hullmembranen

Fur den Import Kern-codierter Plastidenproteine sind mehrere Importwege beschrieben (Abb.
1.2, Paila et al., 2015). Fur einige Proteine der &ulReren Chloroplastenhiillmembran wurde ein
Ankyrin repeat protein 2 (AKR2)-vermittelter Import nachgewiesen (Bae et al., 2008). Es
konnte gezeigt werden, dass AKR2 in der Lage ist uber Lipide der Hillmembran an den
Plastiden zu binden (Kim et al., 2014) und naszierende Importsubstrate im Cytosol co-
translational zu erkennen (Kim et al., 2015). Ein weiterer Importweg stellt der Transport
bestimmter Plastidenproteine Uber das ER und den Golgiapparat in den Plastiden dar
(Radhamony und Theg, 2006; Baslam et al., 2016). Neben diesen Importwegen gibt es auch
den Proteinimport Uber Translokationseinheiten an der &uBeren (TOC) und inneren
Hullmembran des Chloroplasten (TIC).

Die meisten Kern-codierten Plastidenproteine weisen eine N- oder deutlich seltener eine C-
terminale Erkennungssequenz auf um tber die beschriebenen Wege importiert zu werden. Es
wurden jedoch auch Kern-codierte Plastidenproteine identifiziert, die unabhangig von einem
solchen Signal in den Plastiden gelangen (Miras et al., 2002; Kleffmann et al., 2004;
Armbruster et al., 2009). Es wird angenommen dass diese Proteine tber bislang unbekannte
Wege einen nicht-kanonischen Import beschreiten.
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Abb. 1.2: Posttranslationale Importwege Kern-codierter Proteine an den Zielort im Plastiden. Der Plastid
wird nach aufen von einer doppelten Hiillmembran begrenzt. Zwischen der duReren (AHM) und inneren (IHM)
Hillmembran befindet sich ein Intermembranraum. Die Plastidenhille grenzt das sog. Stroma vom Rest der Zelle
ab. Das Stroma ist durchzogen von einem Membransystem den sog. Thylakoiden, welche ein Lumen vom Stroma
abgrenzen. Sowohl die Membranen als auch die von ihnen begrenzten R&ume miissen mit Kern-codierten
Plastidenproteinen versorgt werden. Bekannte Importwege sind momentan: Import dber ER und Golgi, AKR2-
abhangiger Import und der Hauptimportweg ber den TOC-TIC-Importkomplex. Daneben werden noch Wege fir
den nicht-kanonischen Import von Proteinen ohne N- oder C-terminale Erkennungssequenz angenommen.
Proteine, die Uber die TOC-TIC-Importmaschinerie in den Plastiden gelangen, besitzen N-terminal ein
Transitpeptid, welches im Stroma von einer stromalen prozessierenden Peptidase (SPP) abgespalten wird. An
dieses Transitpeptid kénnen sich weitere Signalsequenzen anschlieen, welche von Importkomponenten der
Thylakoide erkannt werden kénnen. Nétig sind solche Sequenzen fiir den Import Giber den TAT- (twin arginine
translocase) bzw. SEC- (secretory) Weg. Auch diese Signale werden nach dem Import Uber eine thylakoidare

prozessierende Peptidase entfernt (Nach Jarvis und Lopez-Juez, 2013).

Als bedeutendster Importweg gilt die Translokationsmaschinerie aus TOC- und TIC-
Subkomplexen, da die meisten Proteine tiber diesen importiert werden (Paila et al., 2015).
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Importanalysen mit isolierten Chloroplasten von Pisum sativum haben gezeigt, dass der
Importprozess uber die TOC-TIC-Importmaschinerie energetisch in drei Phasen unterteilt
werde kann: i) Die ATP-unabhangige reversible Bindung an den Chloroplasten ii) Die schwach
ATP-abhangige Bildung eines friilhen Importintermediates, was die beginnende Translokation
des Importsubstrates durch die aufiere Hullmembran wiederspiegelt. iii) Die ATP-abhangige
Translokation Uber beide Hillmembranen in das Stroma, was als spates Importintermediat
definiert wurde (Andrés et al., 2010). Neben ATP ist fur den Importprozess und zur Ausbildung
des friihen Importintermediates GTP notwendig (Young et al., 1999). Nach erfolgtem Import
des Vorlaufers ins Stroma des Plastiden wird das N-terminale Transitpeptid des Proteins durch
eine stromale prozessierende Peptidase (SPP) abgespalten (Richter und Lamppa, 1998). Das
Protein kann nun mit der Hilfe von Chaperonen seine korrekte Konformation einnehmen oder

an seinen intraplastidaren Zielort weitertransportiert werden (Abb. 1.2).

1.2.1 Chaperone als cytosolische Faktoren zur Unterstlitzung des plastidaren Proteinimports

Fur den Transport in den Plastiden mussen Kern-codierte Proteine zu der Plastidenhille
gelangen. Mittels in vitro synthetisierter Vorlauferproteine wurden mehrere cytosolische
Komponenten entdeckt, die in der Lage sind an Plastidenproteine zu binden. Es wird
angenommen, dass die cytosolischen Faktoren die Aufgabe haben, die potentiellen
Importsubstrate vor Abbau geschiitzt zum Importapparat zu geleiten und fur einen effektiven
Import im ungefalteten Zustand zu halten. Zu diesen cytosolischen Komponenten zéhlen auch
Vertreter der Hsp70 und Hsp90 Familie (Paila et al., 2015). Die TOC-Komponente Toc64
besitzt drei tetratricopeptide repeat Motive (Sohrt und Soll, 2000), welche vermutlich zur
Interaktion mit Isoformen von Hsp70 und Hsp90 dienen. Tatsachlich wurde gezeigt, dass
Vorlauferproteine mit gebundenem Hsp90 von Toc64 erkannt werden (Qbadou et al., 2006).
Das Importsubstrat wird nachfolgend an andere Komponenten des TOC-Komplexes
weitergereicht. Des Weiteren wurden zwei guidance Komplexe beschrieben, welche an den
plastidaren Vorldaufer binden. Einer dieser Komplexe wird durch ein 14-3-3 Protein und
cytosolisches Hsp70 (May und Soll, 2000) gebildet und der andere aus einem HOP-Protein und
dem Immunophillin FKBP73 (Fellerer et al., 2011). Fiir die Erkennung der Vorlauferproteine
durch den 14-3-3-Komplex werden Phosphorylierungen im Bereich des Transitpeptids
bendtigt. Eine solche Phosphorylierung konnte fir in vitro exprimierte Importsubtrate unter

Verwendung von Weizenkeimextrakt nachgewiesen werden (May und Soll, 2000). Es konnte
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auch eine Gruppe potentieller Kinasen beschrieben werden, die in vitro in der Lage sind
plastidare Vorlaufer zu phosphorylieren aber keine Spezifitdt fur mitochondriale
Importsubstrate zeigen (Martin et al., 2006). Ob eine Phosphorylierung im Transitpeptidbereich

in vivo vorkommt konnte bis jetzt jedoch nicht gezeigt werden.

1.2.2 TOC: Aufbau des Translokationsapparates an der &ul3eren Hillmembran des
Chloroplasten

Die Erkennung der zu importierenden Proteine erfolgt durch Vertreter der Toc159- und Toc34-
Familie. Diese sind als Rezeptoren an der duf3eren Plastidenhiullmembran beschrieben (Kessler
etal., 1994). Fur Arabidopsis thaliana sind vier Vertreter der Toc159-Familie bekannt: Toc159,
Tocl132, Toc120 und Toc90 (Soll und Schleiff, 2004; Shi und Theg, 2013). Diese setzen sich
aus drei Doménen zusammen. N-terminal befindet sich die A-Doméne. Diese besitzt einen
hohen Anteil an sauren Aminosauren was namensgebend fur diese Doméne ist (A = acidic =
sauer). Die A-Domaéne bildet das wesentliche Unterscheidungsmerkmal zwischen den Toc159-
Vertretern. Sowohl die Aminoséuresequenz als auch die Lange der Domane sind sehr spezifisch
fiir jedes der Rezeptorproteine. An die A-Domaéne schliel3t sich die G-Domaéne an, welche ein
GTPase-Motiv umfasst. C-terminal befindet sich ein Bereich, der das Protein in der Membran
verankert, die sog. M-Domane (Bauer et al., 2000).

Die Vertreter der Toc34-Famile bestehen aus einer cytosolischen, N-terminalen G-Doméne und
einem C-terminalen hydrophoben Membrananker in Form einer Transmembranhelix (Kessler
et al., 1994). Fir Arabidosis thaliana wurden zwei Homologe beschrieben: Toc34 und Toc33
(Jarvis et al., 1998).

Durch die Verwendung von schlecht oder nicht hydrolysierbaren GTP-Analoga ist es mdglich
den Plastidenimport zu inhibieren, woraus man schliefien kann, dass die Aktivitat von GTPasen
essentiell fir den Importprozess ist (Kessler et al., 1994). Jedoch konnte gezeigt werden, dass
die Mutation der G-Domane bei Toc159 bzw. Toc33 keinen bedeutenden Einfluss auf die
plastidare Importfahigkeit hat (Agne et al., 2009; Aronsson et al., 2010). Denkbar ware, dass
es zwischen den Toc159- bzw. Toc34-Vertretern einen funktionellen Uberlapp in der GTPase-
Aktivitat gibt und nur ein Defekt in den G-Domé&nen mehrerer TOC-GTPasen zu einem
deutlichen Effekt fihrt. Ein weiteres Protein, welches an der &uReren Membran des
Chloroplasten mit VVorldufern interagiert, ist Toc75 (Kouranov und Schnell, 1997). Es konnte

gezeigt werden, dass dieses Protein einen lonen-durchlédssigen Kanal bildet (Hinnah et al.,
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1997). Eine Null-Mutation in TOC75 ist embryoletal (Hust und Gutensohn, 2006) was belegt,
dass es sich um einen essentiellen Importkanal an der aulReren Membran des Chloroplasten
handelt. Es wurde gezeigt, dass die chloroplastidaren Importkomponenten Toc159, Toc34 und
Toc75 von Pisum sativum einen stabilen Komplex bilden der gut isolierbar ist (Schleiff et al.,
2003b) und ausreicht um Vorlauferproteine in Proteoliposomen zu importieren (Schleiff et al.,
2003a). Es ist darum davon auszugehen, dass Vertreter der Toc159- und Toc34-Familie mit
Toc75 den TOC-Kernkomplex bilden (Agne und Kessler, 2009, Abb. 1.3).

Cytosol

=

. SO
Chiid i
B

IMR

Abb. 1.3: Zusammensetzung des TOC-Komplexes. Der Kern des TOC-Komplexes besteht aus einem Vertreter
der Tocl59- und der Toc34-Familie, sowie Toc75. Toc159 und Toc34 sind als Rezeptoren des Komplexes
beschrieben, wahrend Toc75 den Kanal fiir die zu importierenden Proteine an der duReren Membran bildet. Fur
Arabidopsis thaliana sind vier Toc159-Homologe beschrieben: Toc159, Tocl32, Toc120 und Toc90. Diese
unterscheiden sich im Wesentlichen in ihrer N-terminalen A-Doméne (A=acidic=sauer). Fur Toc34 sind zwei
Homologe bekannt: Toc33 und Toc34. Sowohl die Toc34- als auch Toc159-Verteter besitzen eine GTPase- sowie
eine Membrananker-Doméne. Toc64 scheint nur transient mit dem TOC-Kernkomplex zu assoziieren. Es wird als
alternativer Rezeptor fir die Erkennung von Importsubstraten mit gebundenem Hsp90 diskutiert. Auch im

Intermembranraum (IMR) soll Toc64 mit den zu importierenden Proteinen interagieren kdnnen.

Einen alternativen Weg stellt der Import von Vorlaufern mit N-terminal gebundenem Hsp90
Uber Toc64 dar (Sohrt und Soll, 2000; Qbadou et al., 2006). Diese TOC-Komponente weist
Domanen im Cytosol und Intermembranraum auf. Man geht davon aus, dass es somit in der
Lage ist auf beiden Seiten der duReren Plastidenhiillmembran mit dem Vorldufer zu interagieren
und somit dessen Translokation zu vermitteln (Qbadou et al., 2007). Es konnte gezeigt werden,
dass Toc64 mit Toc33 interagiert, also beide Proteine im Import kooperieren (Sommer et al.,
2013). Jedoch scheint Toc64 keine zentrale Bedeutung im plastidaren Proteinimport
einzunehmen, da Mutanten unter physiologischen Wachstumsbedingungen kaum
phanotypische Auffélligkeiten gegeniiber dem Wildtyp aufweisen (Rosenbaum Hofmann und
Theg, 2005; Aronsson et al., 2007). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Pflanzen der
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Arabidopsis thaliana Nullmutantenlinie toc64-1 unter Starklicht einen kleineren
Rosettendurchmesser und unter Schwachlicht eine niedrigere maximale PSII-Quantenausbeute
als der Wildtyp aufweisen. Bei Salzstress zeigen diese Mutanten einen Phénotyp der von dem
des Wildtyps abweicht (Sommer et al., 2013). Denkbar ware, dass Toc64 unter bestimmten

Stressbedingungen eine Import-unterstiitzende Funktion einnimmt.

1.2.3 TIC: Aufbau des Translokationsapparates an der inneren Hillmembran des
Chloroplasten

An der inneren Hillmembran tGbernimmt der TIC-Komplex den Import von Kern-codierten
Plastidenproteinen (Abb. 1.4). Die ersten Komponenten, die man entdeckte, waren Tic110
(Schnell et al., 1994) und Tic40 (Wu et al., 1994; Stahl et al., 1999). Es konnte gezeigt werden,
dass beide Proteine miteinander interagieren (Stahl et al., 1999; Chou et al., 2003) und somit
in einem Komplex vorkommen. Mittels elektrophysikalischer Messungen konnte in Gegenwart
von heterolog exprimiertem und rekonstituiertem Tic110 lonenkanal-Aktivitaten festgestellt
werden (Heins et al., 2002). Dies ist ein Hinweis, dass Tic110 eine Rolle bei der Bildung eines
Kanals an der inneren Hullmembran der Plastiden spielt. Wahrend Tic110 stromale Chaperone
rekrutiert (Kessler und Blobel, 1996) und stromal mit importierten Proteinen interagiert (Inaba
et al., 2003; Chou et al., 2006), ist Tic40 selber als Co-Chaperon beschrieben (Chou et al.,
2003). Es wird diskutiert, dass dieser Chaperon-Komplex am Faltungsprozess und der
Qualitatskontrolle importierter Proteine beteiligt ist. Des Weiteren geht man davon aus, dass
einzelne Chaperone Bestandteile des stromalen Importmotors sind (Flores-Pérez und Jarvis,
2013; Flores-Pérez et al., 2016). Durch die Suche nach tic40 Suppressor-Genen hat man
Indizien finden konnen, dass Tic40 neben seiner Rolle im Import auch Prozesse beeinflussen
konnte die eine Rolle bei der Biogenese von Thylakoiden spielen (Bedard et al., 2017).

Mittels nativer Gelelektrophorese wurde ein 1 MDa-TIC-Komplex entdeckt, der kein Tic110
enthdlt (Kikuchi et al., 2009). Dieser enthielt nachweisbar Tic20 und Tic21, welche in
vorangegangenen Studien als mogliche kanalbildende Komponenten beschrieben wurden
(Chen et al., 2002; Teng et al., 2006). Identifiziert wurde Tic20 urspriinglich zusammen mit
Tic22 (Kouranov und Schnell, 1997; Kouranov et al., 1998). Bei Tic22 handelt es sich um die
einzige Komponente im Intermembranraum, die bis jetzt unumstritten ist und moglicherweise
eine Rolle bei der Vermittlung des Importsubstrats zwischen dem TOC- und TIC-Komplex

spielt (Kouranov et al., 1998; Rudolf et al., 2013). Mittels in vitro Analysen mit heterolog
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Uberexpremiertem und in Liposomen rekonstituiertem Tic20 konnte eine lonenenkanal-
Aktivitat nachgewiesen werden (Kovacs-Bogdan et al., 2011), was die TIC-Komponente als
Kanalprotein an der inneren Hillmembran des Plastiden bestétigt. Flr Arabidopsis thaliana
sind vier Isoformen von Tic20 beschrieben: Tic20-1, -1l und IV, V (Hirabayashi et al., 2011;
Machettira et al., 2011). Dabei stellt Tic20-1 die als Importkomponente identifizierte Isoform
an der inneren Hillmembran des Plastiden dar. Mittels Sequenzanalyse konnte gezeigt werden,
dass Tic20-1V die groRte Ahnlichkeit zu Tic20-1 aufweist. Des Weiteren ist Tic20-1V in der
Lage, einen Defekt in Tic20-1 partiell zu komplementieren (Hirabayashi et al., 2011), was auf
eine Uberlappende Funktion hindeutet.

Mittels co-Isolationsexperimenten einer Variante von Tic20-1 mit Affinitatstag, konnte 2013
ein neuer 1 MDa-TIC-Komplex definiert werden, der zwar Tic20-1 aber weder Tic21 oder
Tic22 noch die Komponenten Tic110 oder Tic40 enthielt (Kikuchi et al., 2013). Stattdessen
wurden der TIC-Importmaschinerie bis dahin unbeschriebene Bestandteile zugeordnet: Tic100,
Tic214 und Tic56. Bei der Komponente Tic214 handelt es sich um ein Plastiden-codiertes
Protein, welches auch unter der Bezeichnung Ycfl (hypothetical chloroplast open reading
frame 1) bekannt ist. Es stellt die erste plastiden-codierte Komponente der TOC-TIC-
Importmaschinerie dar, die noch dazu als essentiell fur die Entwicklung von Arabidopsis
thaliana beschrieben ist (Bolter und Soll, 2017). Beim Verlust einer der anderen Komponenten
nehmen die Pflanzen einen albinotischen Phanotyp an, der dem von tic20-1 gleicht (Kikuchi et
al., 2013). Auch Doppelmutanten basierend auf tic20-1 und tic56 bzw. ticl00 zeigen keine
phanotypischen Unterschiede gegeniiber den Einzelmutanten. Damit wird bestatigt, dass bei
diesen Pflanzen der gleiche funktionelle Defekt, hervorgerufen durch eine gestorte
Assemblierung des 1 MDa-TIC-Komplexes, vorliegt. Die Isolation des Importkomplexes war
uber Affinitats-tag tragende Importsubstrate méglich und fur den gesamten Komplex konnte
eine lonenkanalaktivitat nachgewiesen werden. Diese Befunde bestatigen, dass es sich um
einen Importkomplex handelt. Allerdings wurden diese Beobachtungen auch schon fur Tic20
alleine gemacht (Kouranov und Schnell, 1997; Kouranov et al., 1998; Kovacs-Bogdan et al.,
2011), womit die genaue Rolle und Bedeutung der einzelnen Komponenten fiir den Komplex

bzw. die Ausbildung eines Importkanals offen bleibt.
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Abb. 1.4: Die bekannten Komponenten der TIC-Importmaschinerie. Urspriinglich wurde Tic110 als Kanal an
der inneren Membran des Chloroplasten beschrieben. Es wurde eine Assoziation mit Tic40 nachgewiesen, welches
als co-Chaperon beschrieben ist. Tic110 scheint zur stromalen Rekrutierung von Chaperonen zu dienen. Spéter
kamen noch Tic20 und Tic21 als potentielle Kanalproteine hinzu, wobei diese scheinbar unabhéngig von Tic110
in den Importprozess involviert sind. Tic22 wurde zusammen mit Tic20 entdeckt und stellt heute die einzige
bekannte Komponente im Intermembranraum (IMR) dar. Tic20-1 bildet mit Tic214, Tic100 und Tic56 den jingst
beschriebenen 1 MDa-TIC-Komplex (Kikuchi et al., 2013).

1.2.4 Stromale Chaperone als Motor und Faltungshelfer an der Importmaschinerie

Nach der Passage der inneren Membran gelangt das zu importierende Protein in das Stroma des
Plastiden. Wie zuvor an der cytosolischen Seite der Plastidenhiille sind auch hier Chaperone
neben den Komponenten des TIC-Komplexes am Importprozess beteiligt. Neben Vertretern der
Hsp70 und Hsp90 Familie wurde auch eine Beteiligung von Hsp93 und Chaperonin (Cpn) 60
beschrieben (Paila et al., 2015). Der plastidare Proteinimport ist ein sehr energieaufwendiger
Prozess (Schnell und Blobel, 1993) wobei die htchste ATP-Konzentration im Stroma benétigt
wird. Es ist also anzunehmen, dass der Motor der Importmaschinerie hier lokalisiert ist.
Diskutiert werden zwei Proteine als Kernkomponenten des stromalen Importmotors: Hsp93 und
stromales Hsp70.

Bei Hsp93 handelt es sich um einen Vertreter der Hsp100 Familie, welche ihrerseits zur AAA+
Superfamilie (AAA = ATPase-assoziert mit unterschiedlichen zelluldren Aktivitaten) zahlt.
Vertreter dieser Familie konnen viele Funktionen innehaben, u.a. kénnen sie auch bei der
Translokation von Proteinen Uber Membranen eine Rolle spielen (Flores-Pérez und Jarvis,
2013). Es konnte nachgewiesen werden, dass Hsp93 sowohl mit dem Tic110/Tic40 Komplex
(Kessler und Blobel, 1996; Chou et al., 2003) als auch mit Transitpeptiden von Kern-codierten

Plastidenproteinen interagiert (Chou et al., 2006). Des Weiteren wurde fr eine hsp93-Mutante
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ein Defekt im plastidaren Proteinimport nachgewiesen, was die Bedeutung des Proteins flr
diesen Prozess belegt (Kovacheva et al., 2005).

Vertreter der AAA+ Superfamilie kdnnen aber auch an der ATP-abhéngigen Proteolyse
beteiligt sein (Hanson und Whiteheart, 2005). Neben einer Funktion im Importmotor wird daher
diskutiert ob Hsp93 eine Rolle bei der Qualitatskontrolle importierter Proteine spielt (Flores-
Pérez und Jarvis, 2013; Flores-Pérez et al., 2016). Es gibt Hinweise, dass es sich bei Hsp93 um
einen Bestandteil des caseinolytischen Proteasekomplexes (Clp) in Plastiden handeln kdnnte.
Dafiir spricht, dass Hsp93 als CIpC Protein die proteolytische Aktivitdt von Escherichia coli
ClpP unterstiitzen kann (Shanklin et al., 1995). Des Weiteren wurde beschrieben, dass eine
Hsp93-Variante ohne potentielles ClpP Bindemotiv nicht in der Lage ist hsp93 Pflanzen zu
komplementieren (Flores-Pérez et al., 2016).

Neben Hsp93 wird auch stromales Hsp70 als Motorbestandteil der Importmaschinerie
diskutiert. Stromales Hsp70 konnte reproduzierbar mit Komponenten der plastidaren
Importmaschinerie gereinigt werden (Shi und Theg, 2010; Su und Li, 2010). Studien haben
gezeigt, dass ein Defekt in stromalen Hsp70-Proteinen zu einer reduzierten Importfahigkeit der
Plastiden fuhrt (Shi und Theg, 2010; Su und Li, 2010). Des Weiteren konnten in Physcomitrella
patens Nukleotid-Austauschfaktoren identifiziert werden, die bei der Funktion von Hsp70-
Proteinen eine wichtige Rolle spielen (Shi und Theg, 2010). Ob nun Hsp93 oder Hsp70 die
treibende Kraft fur den plastidaren Importprozess liefert, bleibt zu klaren. Eine weitere Option
waére die Existenz von zwei Motorkomponenten.

Neben einem stromalen Importmotor und einer Qualitatskontrolle fiir importierte Proteine wird
auch die Assoziation von Faltungshelfern diskutiert. So konnte Tic110 zusammen mit Cpn60,
dem Homologen zu GroEL aus Escherichia coli isoliert werden (Kessler und Blobel, 1996).
Dieses Chaperonin bildet zusammen mit Cpnl0 einen Faltungsapparat, dessen

faltungsunterstiitzende Wirkung gut belegt ist (Boston et al., 1996).

1.3 Das Transitpeptid als Trager der notwendigen Information fur den plasidaren
Proteinimport

Je komplexer der Aufbau einer Zelle wird und je hoher die damit verbundene
Kompartimentierung, desto wichtiger ist es, die Kern-codierten Proteine richtig zu verteilen.
Die Mehrzahl der Kern-codierten Plastidenproteine besitzen N-terminal ein Transitpeptid,
darauf kdnnen weitere Signalsequenzen fur den TAT (twin arginine translocase) - bzw. SEC
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(secretory)-abhangigen Import ins Lumen der Thylakoide folgen. Die Signalsequenzen, werden
im Zielkompartiment von den entsprechenden Peptidasen vom restlichen Protein abgespalten
(Abb. 1.2).

Die Léange der Transitpeptide variiert unter den Kern-codierten Plastidenproteinen sehr (von
Heijne und Nishikawa, 1991). Auch zwischen einzelnen Spezies kénnen grofie Unterschiede
auftreten. Man geht davon aus, dass die Transitpeptide in Algen im Schnitt deutlich kirzer sind
als die hoherer Pflanzen (Bruce, 2000; Patron und Waller, 2007). Man stutzt sich dabei vor
allem auf Untersuchungen zu Transitpeptiden der Alge Chlamydomonas reinhardtii. Hier
wurde von einer durchschnittlichen Transitpeptidlange von 29 Aminosauren berichtet (Franzen
etal., 1990), wéhrend es bei Arabidosis thaliana ca. 50 und bei Oriza sativa ca. 54 Aminosauren
sind (Zybailov et al., 2008). Es wird angenommen, dass hohere Pflanzen auf Grund ihrer
hoheren Komplexitat einen deutlich differenzierteren Proteinimport betreiben als einzellige
Algen und deshalb auch mehr Informationen in den Transitpeptiden enthalten sein mussen
(Bruce, 2000). So setzen sich mehrzellige Pflanzen aus unterschiedlichen Geweben und Zellen
verschiedenen Alters zusammen. Der Proteinbedarf hangt dabei vom Plastidentypen und dem
Entwicklungsstand des Plastiden ab. Es konnte gezeigt werden, dass Transitpeptide auch
Bereiche haben konnen, die eine Rolle bei der altersabhangigen Regulierung des Imports
spielen. Diese Bereiche scheinen allerdings keine Bedeutung beim Import der Alge
Chlamidomaonas reinhardtii zu haben (Teng et al., 2012).

Neben der Lénge ist auch die Aminosduresequenz verschiedener Transitpeptide hdchst
unterschiedlich (von Heijne und Nishikawa, 1991). Ein N-terminal auftretendes Phenylalanin
in den Transitpeptiden von Rhodophyta und Glaucophyta stellt dabei als gut konserviertes
Sequenzmotiv eine Ausnahme bei der doch eher heterogenen Primarstruktur von
Transitpeptiden dar (Patron und Waller, 2007). Typisch fiir Transitpeptide ist ein dreigeteilter
Aufbau (Bruce, 2001). Auf einen hydrophoben N-Terminus folgt die mittlere Region, die
Spezies-abhadngig reich an Serin oder Alanin ist (Zybailov et al., 2008), wahrend C-terminal
die basische Aminosdure Arginin angereichert ist. Aminoséuren mit saurem Rest sind im
Transitpeptid eher selten (Bruce, 2001). Den C-terminus des Transitpeptids stellt die Spaltstelle
flr die SPP dar, welche durch ein schwach konserviertes Motiv angezeigt wird (Gavel und von
Heijne, 1990). Diese allgemeinen Merkmale in der Beschaffenheit von Transitpeptiden bilden

die Grundlage, diese in Proteinen vorhersagen zu kdnnen (Emanuelsson et al., 1999).
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Abb. 1.5: ‘Multi-selection and multi-order’ (M&M) Modell nach Li und Teng (2013). Bei diesem Modell wird

davon ausgegangen, dass in den Transitpeptiden von Importsubstraten mehrere Motive existieren (dargestellt als
Kreise). Diese sollen notwendig sein, um im Rahmen des Importprozesses die involvierten Importkomponenten
ansprechen zu kénnen. Kreise mit einem X reprasentieren dabei noch unbekannte Interaktionen. Die grof3e Anzahl
an moglichen Motivzusammensetzungen und die Annahme, dass die Transitpeptide Uber unterschiedlich viele
Motive verfligen kénnen, soll die hohe Diversitéat der Transitpeptide erklaren.

Wenn Transitpeptide so hoch variabel in ihrem Aufbau sind, stellt sich die Frage, wie diese zur
Erkennung Kern-codierter Plastidenproteine durch die Importmaschinerie beitragen. Eine
maogliche Erklarung ist in Abb. 1.5 dargestellt. Im M&M-Modell (multi-selection and multi-
order, Li und Teng, 2013) geht man davon aus, das Transitpeptide aus mehreren Modulen
aufgebaut sind, die fir die Interaktion mit den einzelnen Komponenten des Importapparates
wichtig sind. In einer Reihe von Studien wurde gezeigt, dass der Austausch, das Entfernen oder
Invertieren von Transitpeptidbereichen einen entscheidenden Einfluss auf die Importeffizienz
von Proteinen hat (Pilon et al., 1995; Lee et al., 2006; Lee et al., 2008; Lee et al., 2009a;
Chotewutmontri et al., 2012; Lee et al., 2015). Diese Befunde bestatigen den modularen Aufbau
von Transitpeptiden. Trotz dieser Studien wurden bis jetzt nur wenig Motive beschrieben und
diese waren meist nicht universell anwendbar. Die bestetablierten Motive bilden die
Aminosdureabfolge FGLK (Pilon et al., 1995) und ein N-terminaler hydrophober Bereich,
welcher als Bindemotiv fir Hsp70 dient (Ivey et al., 2000). Das FGLK-Motiv tritt im mittleren

Bereich des Transitpeptids auf und ist nur schwach konserviert (Chotewutmontri et al., 2012).
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Es gibt Uberlegungen, dass neben der Primir- auch die Sekundarstruktur und evtl. sogar
Tertiarstukturen eine Rolle bei der Bildung von Erkennungsmotiven in Transitpeptiden spielen
konnten (Bruce, 2001). Bis jetzt gibt es allerdings nicht viele Untersuchungen zu solchen
Strukturen in Transitpeptiden. Die meisten Untersuchungen zu Sekundarstrukturen wurden
unter abiotischen Bedingungen durchgefiihrt und nur wenige befassen sich mit Transitpeptiden
hoherer Pflanzen. Untersuchungen gibt es zum Ferredoxin-Transitpeptid von Silene pratensis
(Wienk et al., 1999; Wienk et al., 2000). Hier konnte nachgewiesen werden, dass abhangig von
der molekularen Umgebung N- und C-terminal alpha-helikale Strukturen ausgebildet werden
konnen, die durch einen unstrukturierten Bereich mit hoher Flexibilitat im Peptidriickgrad
getrennt sind. Der Nachweis von Sekundarstrukturen belegt, dass Transitpeptide in der Lage
sind, solche Strukturen auszubilden. Jedoch gibt es keinen Nachweis, dass Sekundar- oder

Tertidrstrukturen in vivo auftreten und eine Rolle fur den plastidaren Proteinimport spielen.

1.4 Die Spezifitat fur Importsubstrate an der Plastidenhdille

Die Entdeckung, dass bestimmte Importkomponenten durch mehrere Vertreter reprasentiert
werden, wirft die Frage auf, welche Rolle diese im plastidéren Proteinimport einnehmen. Eine
maogliche Erklarung wére eine differenzierte Substratspezifitat der einzelnen Vertreter. Wie
beschrieben, setzt sich die Toc159-Importrezeptorfamilie an der duBeren Hillmembran aus
mehreren Homologen zusammen. Fir Arabidopsis thaliana sind auch zwei Vertreter der
Toc34-Famile beschrieben. Die Beobachtung, dass die Abwesenheit der einzelnen Vertreter
unterschiedliche Auswirkungen fir die Pflanze hat, liefert ein erstes Indiz, dass eine
funktionelle Differenzierung besteht. Wahrend die toc33-Mutante ppil (plastid protein import
1) im Vergleich zum Wildtyp kleiner und ausgeblichen grin erscheint (Jarvis et al., 1998;
Gutensohn et al., 2004), zeigt die toc34-Mutante ppi3 (plastid protein import 3) kaum einen
phanotypischen Unterschied (Constan et al., 2004). Das Ausschalten beider Toc34-Vertreter ist
jedoch embryoletal was auf eine gewisse Redundanz in der Funktion hindeutet (Constan et al.,
2004).

Ahnlich wie bei den Toc34-Vertretern, verhdlt es sich auch bei der Toc159-
Importrezeptorfamilie. Die tocl59-Mutante ppi2 (plastid protein import 2) zeigt einen
albinotischen Phanotyp und eine stark gestorte Plastidenentwicklung. Es wurde gezeigt, dass
einzelne photosynthetisch relevante Proteine in ppi2 nicht akkumulieren. Die Kultivierung

solcher Mutanten ist nur unter der externen Zufuhr von Zucker moglich. Diese essentielle
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Bedeutung von Toc159 fir die Pflanzenentwicklung hat dazu beigetragen, dass dieser Vertreter
die Bezeichnung Hauptimportrezeptor erhalten hat (Bauer et al., 2000). Im Gegensatz dazu,
zeigen die toc120-, toc132- und toc90-Nullmutanten keine deutlichen phénotypischen
Verénderungen gegeniiber dem Wildtyp (Kubis et al., 2004). Erst das Ausschalten von Toc120
und Toc132 hat drastische Auswirkungen auf die Pflanzenentwicklung (lvanova et al., 2004;
Kubis et al., 2004). Dies liefert, wie schon bei der Toc34-Familie, den Hinweis einer
funktionellen Uberschneidung beider Proteine. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von Toc120, Toc132 oder Toc90 eine Null-Mutation in TOC159 nicht komplett
kompensieren kann (Kubis et al., 2004). Es ist lediglich eine partielle Kompensation durch die
Uberexpression von Toc90 in ppi2 beschrieben (Infanger et al., 2011).

Zusammengenommen sind diese Beobachtungen sehr deutliche Hinweise, dass es bei den
Vertretern der Toc159-Familie eine Spezialisierung auf Importsubstrate gibt. Unterstitzt wird
diese Hypothese durch in vivo und in vitro Importversuche verschiedener Substrate (Smith et
al., 2004). Es ist davon auszugehen, dass diese Substratspezifitdit bei den Tocl59-
Importrezeptoren vor allem auf die N-terminale saure Doméne zuriickzuftihren ist (Inoue et al.,
2013).

Basierend auf den Erkenntnissen zu den transgenen Pflanzenlinien wurde eine Unterteilung in
zwei Gruppen vorgenommen. Toc159 soll einen Komplex mit einer Substratspezifitat fur
photosynthetisch relevante Proteine bilden, wéhrend ein Komplex mit Toc120 bzw. Toc132
den Import von Proteinen gewahrleisten soll, die nicht fir die Photosynthese relevant sind
(Jarvis und Robinson, 2004).

Basierend auf der quantitativen Analyse und dem Abgleichen des Proteoms mit dem
Transkriptom von ppi2 konnten Proteine identifiziert werden, deren Abundanz eine spezifische
Abhangigkeit von Tocl59 zeigt (Bischof et al., 2011). Diese Liste umfasst Proteine
unterschiedlichster Stoffwechselwege. Mittels der Protoplasten-basierten Importanalyse eines
RNA-Bindeproteins (RNP29) in Plastiden von ppi2 konnte nachgewiesen werden, dass die
Akkumulation dieses Proteins im auRerordentlichen Mal3e von Toc159 abhangt (Grimmer et
al., 2014). In einer weiteren Studie wurde mittels Split-Ubiquitin Hefe Zwei-Hybrid Analyse
die Interaktion eines breiten Spektrums an Importsubstaren mit Domanen der Importrezeptoren
Tocl59 und Tocl32 analysiert (Dutta et al., 2014). Dabei wurde festgestellt, dass die
Substratdifferenzierung an den Rezeptoren nicht so strikt ist, wie anzunehmen war. Diese
tiefergehenden Analysen des Substratspektrums der Toc159-Vertreter haben gezeigt, dass ein

einfaches Modell zur Substratspezifitat der TOC-Importmaschinerie nicht haltbar ist.
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Neben einer Substratspezifitat des Importapparates an der auf’eren Membran wird auch eine
solche an der inneren Membran diskutiert. Wahrend urspringlich nur ein TIC-Komplex um die
Komponenten Tic110 und Tic40 bekannt war, hat sich immer mehr ein zweites Modul um
Tic20-1 etabliert (Nakai, 2015). Aktuell wird dieses Modul als eigenstandiger Komplex mit
einer GrofRe von 1 MDa behandelt. Dieser TIC-Komplex, der neben Tic20-1 noch aus Tic214,
Tic100 und Tic56 besteht, wurde sogar als genereller Importweg an der inneren Hillmembran
beschrieben (Kikuchi et al., 2013). Eine naheliegende Erklarung fiir das Vorkommen mehrerer
unabhéngiger Importkomplexe an der inneren Hillmembran wére eine Spezialisierung dieser
auf bestimmte Substrate.

Welche Rolle der Komplex um Tic110 beziliglich der Substratspezifitdt einnimmt, ist nicht
néher bekannt. Mittels Protoplasten-basierten Importstudien konnte gezeigt werden, dass
Tic20-1 eine wichtige Rolle beim Import von RbcS (kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-
bisphosphat-carboxylase/-oxygenase) spielt, wéahrend der Import von Ela (Untereinheit der
Pyruvatdehydrogenase) weitestgehend unabhangig von dieser Importkomponente zu sein
scheint (Kikuchi et al., 2009). Arabidopsis thaliana mit einer Null-Mutation in den Genen
TIC20-I, TIC56 und TIC100 zeigen einen albinotischen Phénotyp (Hirabayashi et al., 2011,
Kikuchi et al., 2013). Des Weiteren wird Tic20-1 im Gegensatz zur Isoform Tic20-IV
vornehmlich in photosynthetisch aktivem Gewebe exprimiert (Hirabayashi et al., 2011). Diese
Punkte fiihrten zu der Annahme, dass der 1 MDa-Komplex um Tic20-1 vor allem fiir den Import
von Proteinen mit Relevanz fir die Photosynthese verantwortlich ist, wahrend ein anderer
Komplex um Tic20-1V den Import der anderen Plastidenproteine tbernimmt (Nakai, 2015).
Allerdings ist dieses Modell sehr hypothetisch, da es keinerlei Daten zu dem Importkomplex
um Tic20-1V gibt. Es bleibt zu Uberprifen, ob eine solche simple Substratdifferenzierung am

TIC-Komplex existiert oder die Definition der Substratklassen auch hier zu einfach ist.

1.5 Der plastidare Proteinimport als zentraler Regulationspunkt zur Erhaltung, der
Homdostase des Plastiden

Die Entwicklung der Pflanze hangt im hohen Mal3 von einer korrekten Plastidenbiogenese ab.
Seit dem Ereignis der Endosymbiose hat sich der Plastid zu einem festen Bestandteil der
eukaryotischen Zelle entwickelt. Dieser spielt eine zentrale Rolle im Metabolismus der
pflanzlichen Zelle indem er diese mit energiereichen Verbindungen und essentiellen Bausteinen

versorgt. Durch die Auslagerung urspringlich plastiddarer Gene in den Zellkern wurde das
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Genom des Plastiden auf zwei unterschiedliche Kompartimente verteilt. Der Plastid ist also auf
eine entsprechende Versorgung mit zum Teil essentiellen Genprodukten vom Zellkern
angewiesen. Zwischen Zelle und dem Plastiden hat sich eine komplexe Wechselbeziehung
etabliert, die Uber diverse Regulationsmechanismen im Gleichgewicht gehalten werden muss

(Jarvis und Lopez-Juez, 2013).

1.5.1 Mdglichkeiten der direkten Regulation des plastidaren Proteinimports

Eine Mdglichkeit, um die Balance aufrecht zu erhalten und auf VVeradnderungen reagieren zu
koénnen, ist die direkte Regulation des plastidaren Proteinimports tGber die Importmaschinerie.
Als potentielle Sensoren des stromalen Redoxzustandes wurden die Komponenten Tic55
(Caliebe et al., 1997), Tic32 (Hormann et al., 2004) und Tic62 (Stengel et al., 2008) entdeckt.
Alle drei Proteine weisen Motive auf, die diese Funktion ermdglichen kénnten und es konnte
gezeigt werden, dass die drei Proteine transient ber Tic110 mit dem TIC-Importkomplex
interagieren kénnen (Caliebe et al., 1997; Hormann et al., 2004; Stengel et al., 2008). Fir Tic55
konnte demonstriert werden, dass es Phyllobiline hydroxilieren kann und somit eine Rolle beim
Chlorophyllabbau bei der pflanzlichen Seneszenz spielt (Hauenstein et al., 2016). Die
potentielle Funktion als Redoxsensor des Importapparates bleibt zu belegen. Der Redoxzustand
des Stromas wird im Wesentlichen durch die photosynthetische Aktivitdt des Plastiden
bestimmt. Es besteht also die Mdglichkeit, dass die Komponenten Tic55, Tic32 und Tic62 die
photosynthetische Aktivitat im Plastiden mit dem plastidaren Proteinimport koppeln (Sjuts et
al., 2017). Wie das Signal an die Importmaschinerie weitergegeben wird und der Import
daraufhin reguliert wird, ist ungeklart. Es konnte jedoch mittels in vitro Importanalysen gezeigt
werden, dass eine erhdhte Konzentration des Photosyntheseproduktes und Reduktionsmittels
NADPH im Stroma die Importeffizienz negativ beeinflusst (Zhang et al., 2016).

Neben der Regulation des Plastidenimports in Abhéngigkeit von der photosynthetischen
Aktivitat ist es wichtig, diesen auch auf den Entwicklungszustand des Plastiden abzustimmen.
Gerade in jungen Entwicklungsstadien und wihrend des Ubergangs eines Plastiden in eine
andere Form verandert sich das Plastidenproteom stark (Kleffmann et al., 2007). Gerade am
Anfang der Plastidenentwicklung wird ein breites Spektrum Kern-codierter Proteine fir die
Etablierung eines eigenstdndigen Genexpressionssystems sowie wichtiger Stoffwechselwege
bendtigt. Es ist nachgewiesen, dass die Importeffizienz mit zunehmendem Alter der Plastiden
nachlasst (Dahlin und Cline, 1991).
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Eine Moglichkeit der Importregulation ist Uber die Quantitat der Importkomponenten und der
damit verbundenen Verfligbarkeit der Importwege gegeben. So konnte fir die Kanalproteine
Toc75 an der dufieren Membran (Tranel et al., 1995; Gutensohn et al., 2000) sowie Tic20 an
der inneren Membran (Chen et al., 2002) eine Altersabhangigkeit der Expression und Abundanz
nachgewiesen werden. Auch fiir die Rezeptorproteine an der aufleren Hullmembran der
Toc159- (lvanova et al., 2004) und Toc34-Familie (Jarvis et al., 1998; Gutensohn et al., 2000)
in Arabidopsis thaliana konnte eine solche altersabhangige Entwicklung der Haufigkeit gezeigt
werden. Die Abundanz dieser Importkomponenten ist dabei vor allem in noch relativ jungem
Gewebe hoch und nimmt ab einem bestimmten Alter stark ab. Des Weiteren wurde durch das
Analysieren einer Ethylmethansulfonat—-mutagenisierten Pflanzenpopulation ein Genlocus
identifiziert, der in der Lage ist, die Folgen der Mutation in TOC33 auf die Pflanzenentwicklung
zu unterdriicken (SP1 = suppressor of ppil locusl). Es wurde gezeigt, dass dieses Gen eine
RING-typ E3 Ligase codiert, welche in die Ubiquitinierung der TOC-Kernkomponenten
involviert ist (Ling et al., 2012). Durch Polyubiquitinierung kdnnen diese Bestandteile also als
Proteasomsubstrat markiert und abgebaut werden. Dies konnte einen Weg zur dynamischen
Variation des plastidaren Importapparates darstellen.

Ein weiterer zentraler Regulationspunkt am plastidaren Importapparat konnte die A-Doméne
von Tocl59 sein. Es handelt sich dabei um eine intrinsisch ungeordnete Domane, welche
bekannt fur Protein-Protein-Interaktionen sind (Richardson et al., 2009). Man geht darum
davon aus, dass sie fir die Rezeptor-Importsubstrat-Interaktion von entscheidender Bedeutung
ist. Die N-terminale A-Doméne wird mit einer hohen Rate vom Rest des Proteins abgespalten
(Agne und Kessler, 2010). Der Kontrollmechanismus und die Protease hinter diesem Phdnomen
sind unbekannt, doch es ist anzunehmen, dass dieser VVorgang der Kontrolle des Imports dient.
Neben der proteolytischen Kontrolle der A-Domane konnte auch nachgewiesen werden, dass
diese stark phosphoryliert wird (Agne et al., 2010). Die Kinase-abhangige Phosphorylierung
bzw. Dephosphorylierung durch eine antagonistisch arbeitende Phosphatase z&hlt zu den
Grundmechanismen der dynamische Steuerung der Aktivitat von Proteinen (Schénberg und
Baginsky, 2012). Welche Bedeutung die Phosphorylierung fur den Import hat ist noch nicht
klar. In vitro Analysen deuten darauf hin, dass nicht nur die A-Domaéne sondern auch die G-
Domanen von Tocl59 und Toc34 als Kinasesubstrate erkannt werden (Sveshnikova et al.,
2000; Fulgosi und Soll, 2002). Dabei scheint die Phosphorylierung an der G-Doméne in
Arabidopsis thaliana spezifisch fiir Toc33 zu sein, da diese Doméne im homologen Toc34 nicht

in vitro phosphoryliert wird (Jelic et al.,, 2003). Ob die Phosphorylierungen auch in vivo
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stattfindet ist ungeklart. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Expression eines Toc33 mit
gemimter Phosphorylierung Auswirkungen auf die friihe Pflanzenentwicklung hat (Oreb et al.,
2007). In vitro Analysen implizieren, dass durch die Phosphorylierung die GTPase-Aktivitét
(Jelic et al., 2002), die Erkennung des Importsubstrates (Sveshnikova et al., 2000) und die
Assemblierung des Importapparates (Oreb et al., 2008) beeinflusst werden kann. Veréndert
man Toc33 genetisch so, dass eine Phosphorylierung in der G-Domane nicht mehr moglich ist,
hat dies jedoch keine Folgen auf die Pflanzenentwicklung (Aronsson et al., 2006). Sollte es also
tatsdchlich zur in vivo Phosphorylierung kommen, bleibt offen inwieweit diese flr die
Importregulation von Bedeutung ist.

Die Kinasen, welche flr die Phosphorylierung und damit die dynamische Modifikation in
Betracht kommen sind noch weitestgehend unbekannt. Fir viele Phosphorylierungsstellen der
A-Domane von Toc159 kommt Casein Kinase 2 in Betracht (Agne et al., 2010). Allerdings gibt
es in der A-Domane Phosphorylierungsstellen, die sicher nicht von diesem Kinasetyp
phosphoryliert werden. Mittlerweile wurde eine Kinase der &ulieren Chloroplastenhillmembran
(KOC1) mit der TOC-TIC-Importmaschinerie co-isoliert (Zufferey et al., 2017). Die
Assoziation von KOC1 mit der Importmaschinerie konnte so sehr tiberzeugend nachgewiesen
werden. Des Weiteren konnte gezeigt werde, dass KOC1 in vitro in der Lage ist, die A-Domane
von Tocl59 zu phosphorylieren. In Zukunft muss die Frage geklart werden, ob diese
Phosphorylierung auch in vivo erfolgt und welche Folgen diese fir die Toc159-Funktion hat.

Es bleibt auch zu klaren, ob KOC1 noch weitere Zielproteine erkennt.

1.5.2 Die Koordination von Plastiden und Zellkern

Zur Aufrechterhaltung aller essentiellen plastidaren Stoffwechselwege ist ein korrekter Import
plastidarer Proteine vom Cytosol in den Plastiden von groRRer Bedeutung. Ein Defekt im Import
kann dramatische Folgen flr die Plastidenbiogenese und somit auch fur die Entwicklung der
Pflanze haben. Wird der Plastid in seiner weiteren Entwicklung gestort, kdnnen Signale an den
Kern ausgesendet werden um die Expression von Plastidenproteinen entsprechend zu regeln.
Diesen Signalfluss von den Plastiden zum Zellkern bezeichnet man als retrogrades Signaling.
Es sind mehrere Ausloser fir ein retrogrades Signal bekannt, wobei die Signaltransduktion
komplex ist (Kleine und Leister, 2016). Auch ein Defekt im Toc159-abhéngigen Import fuhrt
zu einem solchen Signal (Kakizaki et al., 2009). Das Gen GUN1 scheint dabei eine

Schlusselrolle zu spielen, da gunlxppi2-Doppelmutanten partiell eine molekulare
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Kompensation der tocl59-Mutation zeigen. Unter anderem verbessert sich deutlich die
Expression des Zellkern-lokalisierten Transkriptionsfaktors GLK1 (Kakizaki et al., 2009).
Dieser spielt vor allem eine Rolle bei der Expression von Kern-codierten
Photosyntheseproteinen (Waters et al., 2009). Tiefergehende Analysen zu GUN1 liefern
deutliche Hinweise, dass dieses Gen ein Protein mit einer Rolle in der plastidaren Transkription
codiert (Koussevitzky et al., 2007). Eine gestorte Expression plastiden-codierter Gene gilt als
Ausloser retrograder Signale (Oelmuller et al., 1986). Wie in diesem Fall das Signal an den
Kern Ubermittelt wird ist ungeklart. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es an der
Chloroplasten-Hulle membranverankerte  Transkriptionsfaktoren gibt, die bei der
Notwendigkeit eines retrograden Signals gespalten werden konnen. Der nicht-
membrangebundene Teil kann dann in den Zellkern gelangen und dort die notwendigen
regulatorischen Schritte initiieren (Sun et al., 2011).

Es wird deutlich, dass ein Defekt im plastidéren Proteinimport eine Kaskade an regulatorischen
Mechanismen  auslost.  Makroskopische  Auswirkungen,  wie  eine  veranderte
Pflanzenentwicklung oder molekulare Auswirkungen, wie das Verschwinden bestimmter
Proteine, missen also keine direkte Folge des Defekts sein, sondern kénnen indirekt auf
regulatorischen Effekten basieren. So konnte schon im Fall von Toc159 gezeigt werden, dass
der Phénotyp von ppi2 und das Fehlen vieler photosynthetischer Proteine nicht mit dem
mangelnden Import dieser zusammenhangt. Es ist vielmehr die herunterregulierte Expression
photosynthetisch wichtiger Gene, welche zu den Auswirkungen fiihren (Kakizaki et al., 2009;
Bischof et al., 2011). Eine Trennung zwischen direkten und Folgeeffekten ist schwierig aber
notwendig, um Fragen der Substratspezifitdt und in vivo Funktion der einzelnen

Importkomponenten zu klé&ren.

1.6 Zielstellung

Diese Arbeit hatte das Ziel neue Erkenntnisse in Bezug auf den plastidaren Proteinimport zu
gewinnen. Dabei wurden zwei Schwerpunkte gesetzt: i) Zum einen sollte die Beschaffenheit
von Transitpeptiden plastidérer Proteine der Alge Cyanophora paradoxa analysiert werden ii)
zum anderen war es das Ziel die 1 MDa-TIC-Komplexkomponente Tic56 Beziiglich ihrer Rolle

im Plastiden naher zu charakterisieren.
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i) Transitpeptide sind zwar essentielle Bestandteile eines funktionierenden Imports doch ist das
genaue Prinzip noch nicht vollstandig verstanden. Die meisten Studien reprasentieren Analysen
einzelner Transitpeptide oder bioinformatisch vorhergesagter Transitpeptid-Datensatze.

Hinzu kommt, dass der Erkenntnisstand bezuglich der Beschaffenheit von Transitpeptiden bei
hoheren Pflanzen deutlich besser ist als im Fall einzelliger Algen. Nur wenige Studien
existieren zu Transitpeptiden von Kern-codierten Proteinen, die in die Plastiden der
Glaukophyta den sog. Cyanellen importiert werden.

Ziel dieser Arbeit war es experimentell eine umfassende Anzahl in vivo relevanter
Transitpeptide von Cyanellenproteinen von Cyanophora paradoxa zu identifizieren. Die
generelle Beschaffenheit dieser sollte bestimmt und mit der von Transitpeptiden der
GeféaBRpflanze Arabidopsis thaliana verglichen werden. Das Ziel war es Gemeinsamkeiten und

Unterschiede von Transitpeptiden zweier evolutiondr weit entfernter Organismen aufzuzeigen.

i1) In Vorarbeiten konnte eine TAP-tag tragende Variante von Toc159 (Agne et al., 2010) unter
nativen Bedingungen mit interagierenden Proteinen isoliert werden (Dr. Birgit Agne). Neben
bekannten Interaktionspartner von Tocl59 wurden auch neue identifiziert, die néher
charakterisiert und hinsichtlich einer Funktion im plastidaren Proteinimport untersucht werden
sollten.

Eines dieser interagierenden Proteine wurde durch den Genlocus At5g01590 codiert.
Annahernd zu Beginn der Arbeit wurde gezeigt, dass es sich dabei um eine Komponente des
1 MDa-TIC-Komplexes um Tic20-1 handelt (Kikuchi et al., 2013). Das Protein bekam die
Bezeichnung Tic56. Die Autoren beschrieben den 1 MDa-TIC-Komplex als generellen
Translokationskomplex an der inneren Hullmembran und nahmen auf der Basis einzelner
Hinweise an, dass dieser eine Importspezifitat fir photosynthetisch-relevante Proteine hat.
Ziel dieser Arbeit war es mit Hilfe von Mutantenlinien zu testet, welche Konsequenzen ein
Defekt von Tic56 fur den plastidaren Import hat. Dazu sollte auch ermittelt werden was fur
Kern-codierte Proteine bei Abwesenheit von Tic56 noch in die Plastiden importiert werden
konnen. Dieser Ansatz sollte dazu dienen der Frage der Substratspezifitat auf TIC-Ebene
nachzugehen.

Durch die quantitative Erfassung des Proteoms und des korrespondierenden Transkriptoms von
Nullmutanten sollte die Abh&ngigkeit einzelner Plastidenproteine sowie ganzer plastidarer
Prozesse von Tic56 geprift werden.
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2.1 Manuskript 1
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Manuskripts
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2.1.1 Zusammenfassung und Manuskript

Die meisten Erkenntnisse gibt es aktuell zu Transitpeptiden von Vertretern der Chloroplastida.
Nur wenig ist Uber Transitpeptide von anderen eukaryotischen photoautotrophen Organismen
bekannt. In diesem Manuskript werden die Resultate der ndheren Analyse der Beschaffenheit
von Transitpeptiden der Alge Cyanophora paradoxa présentiert. Die ermittelten Merkmale
wurden denen der Transitpeptide von Arabidopsis thalaina gegenubergestellt.

Um dies zu ermdglichen musste eine représentative Anzahl an in vivo relevanten
Transitpeptiden der Alge identifiziert werden. Mittels einer Methode namens TAILS (terminal
amine isotopic labeling of substrates, Doucet et al., 2011) waren wir in der Lage N-terminale
Peptide anzureichern und massenspektrometrisch zu analysieren.

Es konnten so in vivo auftretende N-Termini von 123 Kern-codierten Cyanellenproteinen
identifiziert werden. Ziel war es den Sequenzbereich vor der detektierten minimalen
Startposition als Transitpeptid zu nutzen. Lag der ermittelte Start sehr frih in der
Proteinsequenz, konnte hier kein Transitpetpid definiert werden. Protein-N-Termini deren
Position sehr weit in der Proteinsequenz liegen sind hdchstwahrscheinlich auf proteolytische
Ereignisse zurlickzufiihren. Bei 77 Proteinen lag die minimale Startposition zwischen der 11ten
bis 110ten Aminosdure ihrer Proteinsequenz. Die Sequenzbereiche vor der Startposition dieser
Proteine wurden als Transitpeptide fur weiterfuhrende Analysen genutzt.

Fur vergleichende Analysen mit Transitpeptiden von A