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Proteintransport in Chloroplasten
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Chloroplasts, endosymbiotic organelles in plant and algal cells, are
essential for photosynthesis and metabolism. Their evolution involved
extensive gene transfer to the nuclear genome, necessitating a com-
plex system for protein import. This process involves coordinated gene
expression, translation, and protein transport, utilizing multi-member
protein complexes in the cytosol, envelope membranes, and stroma.
The mechanism relies on chaperones, receptors, channels, and regula-
tory elements for accurate targeting, transport, and folding.
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B Chloroplasten sind die charakteristi-
schen Organellen von GefaBpflanzen, Far-
nen, Moosen und Algen. Sie produzieren
Sauerstoff und zahlreiche essenzielle Nahr-
stoffe durch die Umwandlung von Licht in
chemische Energie, den Prozess der Photo-
synthese. Entstanden sind Chloroplasten
durch endosymbiotische Aufnahme eines
photosynthetischen Cyanobakteriums in
eine Wirtszelle, welches sich zum Vorlaufer
der heutigen Plastiden entwickelte. Im Laufe
der Evolution haben Chloroplasten einen
GroBteil ihrer genetischen Autonomie verlo-
ren. Die meisten ihrer Gene wurden in den
Zellkern der Wirtszelle transferiert, wahrend
im Plastiden-Genom nur noch ca. 100 Prote-
ine codiert sind. Als Konsequenz daraus wer-
den nahezu alle ~ 3.000 plastidaren Proteine
im Zytosol translatiert und posttranslational
in die Chloroplasten importiert. Dazu ist ein
hochspezialisierter sowie streng regulierter
Importmechanismus notwendig. Dieser
erfolgt iiber zwei zentrale Proteintrans-
lokationskomplexe in den beiden Hiillmem-
branen:

- TOC (Translocon at the Outer Envelope of

Chloroplasts)
- TIC (Translocon at the Inner Envelope of
Chloroplasts)

Der Weg zum Chloroplasten

Die Reise der fiir Chloroplasten bestimmten
Proteine beginnt fiir die meisten von ihnen
als Praprotein, welches sich durch eine N-ter-
minale Extension auszeichnet (Transitpep-
tid/TP). Proteine mit dieser Ausstattung

benutzen den ,generellen Importweg®, auf
den wir uns hier fokussieren werden.

Neu translatierte Praproteine miissen auf
ihrem Weg zum Zielorganell vor vorzeitiger
Faltung und Aggregation geschiitzt werden.
Diese Aufgabe wird von stromalen Chapero-
nen iibernommen, die ungefaltete Regionen
innerhalb der Proteine erkennen. Fiir Chlo-
roplasten-Praproteine gibt es spezifische
Komplexe von Chaperonen, die bestimmte
Motive in den Transitpeptiden erkennen und
dabei helfen, die Praproteine zu ihrem Ziel
zu bringen. Plastiddre Transitpeptide haben
keine charakteristische Konsenssequenz,
wie beispielsweise die Signalpeptide fiir die
ER-Zielsteuerung, sondern weisen einige all-
gemeine Merkmale auf, z. B. das Fehlen
negativ geladener Aminosduren, was zu
einer positiven Gesamtladung fiihrt [1]. In
vielen Transitpeptiden finden sich Serine
und Threonine, die phosphoryliert und dann
von einem zytosolischen Chaperon-Komplex,
bestehend aus Hsp70 und 14-3-3-Proteinen,
erkannt werden konnen [2]. Bisher wurden
drei Kinasen identifiziert, die an der TP-Phos-
phorylierung beteiligt sind [3], und der Ver-
lust von zwei Kinasen in Kombination mit
der herunterregulierten dritten Kinase fiihrt
eindeutig zu einer verzogerten Ergriinung
wiahrend der Keimung, ausgeldst durch eine
langsame Chloroplastendifferenzierung [4].
Mehrere Studien haben gezeigt, dass die
Phosphorylierung und Bindung des Chape-
ron-Komplexes die Importkinetik deutlich
fordern, aber keine wesentliche Rolle bei der
Sortierungsspezifitat in der Zelle spielen [5],

wahrend die anschlieBende Dephosphorylie-
rung eine absolute Voraussetzung fiir den
Import ist [6, 7].

An der duBeren Hiillmembran

Vorldauferproteine, die mit Hsp70/14-3-3
assoziiert sind, werden liberwiegend von den
GTPase-Rezeptoren Toc33/34 und Toc159/
132/120/90 [8] gebunden und an den Trans-
lokationskanal Toc75 [9] iibergeben. Ein
zweiter Chaperon-Komplex, bestehend aus
Hsp90 und Hsp70, kann an eine bestimmte
Untergruppe von Praproteinen binden, die
dann von Toc64 liber seine Tetratricopeptide
(TPR)-Domédnen erkannt werden. Dieser
Rezeptor ist dynamisch mit dem TOC-Kern-
komplex verbunden und tibergibt die Pra-
proteine an Vertreter der Toc34/Toc159 Pro-
teine [10, 11]. Die Erkennung und der Trans-
fer zum Kanal werden durch Phosphorylie-
rungs- und GTPase-Zyklen reguliert [12, 13],
wobei die genauen molekularen Mechanis-
men noch umstritten sind. Toc75 ist der
Translokationskanal der duBeren Hiillmem-
bran [9, 14, 15]. Es gehort zur evolutiondr
konservierten Omp85-Familie, die urspriing-
lich aus Bakterien stammt und eine beta-
tonnenféormige Membranstruktur aufweist
[16, 17]. Toc75 ist ein essenzielles Gen in
Arabidopsis [18, 19] und es wurde durch ver-
schiedene biochemische und biophysikali-
sche Ansitze gezeigt, dass es zusammen mit
Toc34 und Toc159 den Kern des TOC-Kom-
plexes bildet [20]. Abgesehen vom porenbil-
denden beta-Fass verfiigen die meisten
Omp85-dhnlichen Proteine iiber eine N-ter-
minale, mit dem Polypeptidtransport asso-
ziierte (POTRA-) Doméne [16], die mit Pro-
teintransport und Insertionsprozessen in
Verbindung gebracht wird. Ein zweites
Omp85-dhnliches Protein wurde in der duBe-
ren Hiilllmembran identifiziert, OEP80 [21].
Phylogenetisch ist OEP80 ndher mit den bak-
teriellen Omp85-Proteinen verwandt als mit
Toc75 [22], was die Hypothese stiitzt, dass
OEP80 an der Insertion von beta-Fass bilden-
den Proteinen in die duBere Membran betei-
ligt sein konnte [23]. Wie Toc75 ist auch
OEP80 ein essenzielles Gen, wenn auch mit
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einem etwas weniger schweren Entwick-
lungsphanotyp bei Verlust des Gens [24].
Das Vorhandensein dieser Proteine schon
im aufgenommenen Endosymbionten war
wahrscheinlich eine der wichtigsten Vor-
aussetzungen fiir die Entwicklung zum
Organell, da sie die ersten Bausteine fiir
einen essenziellen Importapparat darstel-
len. Ihr Vorhandensein verdeutlicht, dass
die duBere Chloroplastenmembran im
Gegensatz zu fritheren Annahmen ebenso
vom endosymbiotischen Cyanobakterium
abstammt wie die innere Hiillmembran,
wie als erstes von unserer Arbeitsgruppe
anhand der Charakterisierung von Syn-
Toc75 gezeigt werden konnte [25]. In Bak-
terien und Mitochondrien wurde diese
Proteinfamilie spater ebenfalls identifi-
ziert [26]. Dem zentralen Transportprote-
in aus der Omp85-Familie wurden dann
im Laufe der Evolution weitere Kompo-
nenten wie die TOC-Rezeptoren hinzuge-
fligt, die eukaryotischen Ursprungs zu
sein scheinen. Es handelt sich bei den
Importkomplexen also um ein Mosaik aus
bakteriellen, evolutiv konservierten und
neu entstandenen eukaryotischen Kom-
ponenten.

Die Briicke lGiber den
Intermembranraum

Wiéhrend des Transfers der Prdproteine
vom TOC- zum TIC-Komplex werden sie
im Intermembranraum von Tic22, einem
schmetterlingsformigen Chaperon, sowie
Tic236 begleitet und vor Aggregation
geschiitzt [27, 28]. Wahrend es sich bei
Tic22 um ein l6sliches Protein handelt, ist
Tic236 in der inneren Hiillmembran ver-
ankert und reicht mit einer langen Exten-
sion bis zur duBeren Membran und stellt
somit ein Verbindungselement der beiden
Transportkomplexe dar. Ein analoges Sys-
tem findet sich in Bakterien (TamB), also
scheint auch diese Komponente in ihrer
Funktion evolutiv sowie strukturell kon-
serviert zu sein [29].

Die finale Hiirde zum Stroma

Um schlieBlich in das stromale Komparti-
ment zu gelangen, miissen die Praprotei-
ne die Barriere der inneren Hiillmembran
tiberwinden. Uber die Zusammensetzung
des TIC-Komplexes und die molekulare
Funktion seiner Bestandteile wird aller-
dings kontrovers diskutiert. Friihere For-
schungsergebnisse zeigten Tic110 und
Tic40 sowie Tic20 als zentrale Komponen-
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ten [30], wohingegen neuere Daten
Tic214/Ycf1, Tic100, Tic56 in Zusammen-
arbeit mit Tic20 als den generellen Impor-
tapparat beschreiben [31].

Schon sehr friih entspann sich die Dis-
kussion {iber die Topologie und Funktion
von Tic110: Eine Hypothese sieht dieses
Protein als zentralen Kanal des TIC-Kom-
plexes in Form eines C-terminalen Dimers
aus amphiphilen alpha-Helices, eine zwei-
te als lediglich N-terminal verankertes
Gertistprotein mit l6slichem C-Terminus
fiir die Assoziation mit stromalen Chape-
ronen [32]. Wahrend diese Frage bisher
nicht final geklart werden konnte,
herrscht Einigkeit tiber dessen Interak-
tion mit Tic40, welches als Ko-Chaperon
die stromalen Chaperone rekrutiert. Tic20
wurde in einem eigenstandigen, hochmo-
lekularen Komplex identifiziert, wo es als
zweiter Kandidat fiir den Translokations-
kanal interpretiert wurde. Letztere Hypo-
these wird durch die kiirzlich geloste
Kryo-EM-Struktur von isolierten, aktiven
TOC/TIC-Superkomplexen aus Griinalgen
sowie Arabidopsis gestiitzt. Hier bildet
Tic20 den Kanal gemeinsam mit anderen
Proteinen (Tic20-Tic214-Ctap5-Simp1-
Komplex), welches das Praprotein von
Toc75 ibernimmt [33]. Dieser Komplex
enthélt auch Tic100 und Tic56, sowie
Tic236 als Verbindungskomponente zum
TOC-Komplex [34, 35]. Diese Daten schei-
nen sich zu widersprechen; bei genauerer
Analyse zeigt sich jedoch, dass in dem
mittels Affinitats-Tag aufgereinigten
yneuen“ Importkomplex Tic110 und Tic40
durchaus prominent vorhanden sind, wie
die Rohdaten aus der MS-Analyse zeigen,
sich lediglich in der Struktur nicht identi-
fizieren lassen [36]. Ob dies den experi-
mentellen Bedingungen zuzuschreiben ist
oder die in vivo-Situation reflektiert, gilt
es in Zukunft herauszufinden.

Ein bisher vollig ungekléartes Problem
ist das Fehlen von Tic214/Ycf1 in allen
monokotyledonen, z. B. Graser, sowie in
zahlreichen dikotyledonen Pflanzen [37].
Die Entwicklung eines speziellen ,Gras®-
Importapparats im Laufe der Evolution
ware durchaus denkbar, wohingegen die
Abwesenheit der generellen Importma-
schinerie in manchen Zweikeimblattrigen
unerklarlich bleibt. Tic110, ebenso wie
Tic20, ist hingegen vollstandig konser-
viert und in allen vorhandenen Genomen
von ,griinen Eukaryoten® zu finden, was
fiir eine unersetzliche Funktion in samtli-
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A Abb. 1: Modell des plastiddren Proteinimports. Der TOC-Komplex ist fiir die Translokation von Praproteinen liber die &uBere Chloroplastenmembran
(OE) verantwortlich. Transport tiber die innere Membran (IE) erfolgt vermutlich mittels zweier unabhéngiger TIC-Komplexe. Proteine, die in den Thyla-
koiden (THY) lokalisiert sind, werden entweder iiber Vesikeltransport oder eine fiir sie spezifischen Komplex in der Thylakoidmembran (SEC: secretory
pathway, TAT: twin arginine translocation oder SRP: signal recognition particle) an ihren Zielort gebracht. Die Pfeile reprasentieren die Transportrich-
tung der (Pra-)Proteine. Die wahrscheinliche Zusammensetzung der Hullmembran-Komplexe ist in den Detailabbildungen dargestellt.

chen Organismen spricht, die Chloroplasten
enthalten. Die vergleichende Analyse von
Verlustmutanten bringt hier keine Klarung,
da sowohl Tic110 als auch Tic214/Ycf1 fir
die Plastidendifferenzierung absolut essen-
ziell sind [38, 39]. Allerdings konnen Pflan-
zen, in denen die Expression von Tic214/
Ycf1 chemisch reprimiert wurde, Praproteine
importieren [40]. Daher wird die kiirzlich
aufgestellte Hypothese fiir die Rolle von
Tic110 als assistierendes Protein am Ende
des Importprozesses der Bedeutung dieser
Komponente nicht gerecht.

Ob die verschiedenen TIC-Proteine distink-
ten Komplexen mit spezialisierter Funktion
zuzuordnen sind, analog zu den mitochon-
driellen Tim22- und Tim23-Komplexen [41],
muss sich in Zukunft zeigen. Im Hinblick auf
die hochgradige strukturelle sowie funktio-
nelle Diversitat plastidarer Proteine ist die
Existenz spezifischer Transportmaschinerien
in der inneren Hiillmembran eine nahelie-
gende Hypothese.

Des Weiteren ist ein stromaler Motorkom-
plex mit dem Importapparat assoziiert, des-
sen Identitdt ebenfalls nicht ganz klar ist. Es
fanden sich in frithen Experimenten diverse
Chaperone (Hsp70, Hsp93/ClIpC, Cpné60) in
Verbindung mit Importkomponenten sowie
translozierenden Praproteinen [42]. Aktuelle

Ansatze zeigen verschiedene Proteine aus
der FtsH-Familie als zentrale Bestandteile
des Importmotors [36]. Diese Proteine gehd-
ren zu den AAA-ATPasen, die in vielen Fallen
auch proteolytische Aktivitat aufweisen, u. a.
bei der Reparatur von Photosystem II, im Fall
des Motorkomplexes aber ihre Protease-
Funktion verloren haben. Gemeinsam ist
allen Chaperonen die Abhangigkeit von ATP
als Energiequelle. Am Ende des Importpro-
zesses wird das Transtipeptid von einer spe-
zifischen stromalen Protease abgeschnitten,
so dass sich das nun mature Protein in seine
native Struktur falten bzw. zu seinem finalen
Wirkort transportiert werden kann. Plastida-
re Proteine werden in allen sechs Komparti-
menten — OE (outer envelope), IMS (intermem-
brane space), 1E (inner envelope), Stroma,
Thylakoid-Membran und -Lumen — bendtigt.
Fiir die Insertion in die innere Membran gibt
es spezifische Komponenten wie Oxa-Protei-
ne und SEC-Homologe [43], auch fiir den
Transport in die Thylakoid-Membran sowie
das Lumen sind wiederum spezifische Kom-
ponenten verantwortlich: Alb3/4, SRP- sowie
TAT-Proteine [44]. Ein weiterer, bisher wenig
erforschter Transportweg involviert die
Abschniirung von Vesikeln an der inneren
Membran und deren Verschmelzung mit den
Thylakoiden [45, 46]. |
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