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1 Vorbemerkungen 

 Zum Geleit: Die in dieser Arbeit durchgeführte Datenbankanalyse zur 
Identifikation ERAD-homologer Proteine in den Genomen der Chromalveolaten 
basierte im Wesentlichen auf dem Modell von Saccharomyces cerevisiae. Daher 
erfolgte die Bezeichnung der in Kapitel 4 beschriebenen Gene bzw. Proteine in 
Anlehnung an die für Hefe gängige Nomenklatur. Dem eigentlichen Gen- bzw. 
Proteinnamen wurde, ein durch einen Unterstrich getrenntes Präfix, bestehend 
aus den Initialen von Gattungs- und Artnamen des jeweiligen Organismus vor-
angestellt. Die Bezeichnung s oder h gibt zudem an, ob es sich bei dem besagten 
Protein um einen wirt- (host) oder symbiontspezifischen und -lokalisierten Fak-
tor handelt. Gen-Namen sind kursiv dargestellt. Alle identifizierten Faktoren 
sind unter den im Kapitel 8 angegebenen Protein-Identifikationsnummern in 
den Genomdatenbanken der entsprechenden Organismen zu finden. 
 Zur Verwendung der Begriffe "sekundärer Symbiont" und "sekundäre Plas-
tide" in dieser Arbeit: Die Bezeichnung "sekundäre Plastide" bei Chromalveo-
laten ist ein in der gängigen Literatur häufig verwendeter aber irreführender 
Begriff und meint bei Cryptophyten, Heterokontophyten, Haptophyten und 
Apicomplexa den sekundären Symbionten zuzüglich der ihn vom Wirt abgren-
zenden (ER-)Membran. Der Bezeichnung "Symbiont" beschreibt die Gesamtheit 
der auf die ursprüngliche Rhodophyte zurückgehenden Kompartimente, d.h. die 
primäre Plastide, periplastidäres Kompartiment und periplastidäre Membran, 
ohne die auf den Wirt zurückzuführende äußere Membran. Als (primäre) Plas-
tide werden die procaryotischen Kompartimente des sekundären Symbionten, 
d.h. der ursprüngliche Rhodoplast mit seinen beiden Hüllmembranen bezeich-
net. In Dinophyten, bei der die sekundäre Plastide nur von drei Membranen be-
grenzt wird, können die Begriffe "Symbiont" und "Plastide" kongruent verwen-
det werden. Die einzelnen die sekundäre Plastide umgebenden Membranen 
werden von außen nach innen mit erster, zweiter, usw. Membran bezeichnet. 
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2 Einleitung 

2.1 Phototrophe Eucyten 
 

2.1.1 Primäre und sekundäre Plastiden 

 Plastiden sind die charakteristischen Organellen phototropher Eucaryoten. 
Sie gehen auf die Aufnahme und Integration eines ancestralen Cyanobakteri-
ums in eine heterotrophe, prototypische Eucyte zurück. In diesem von Margulis 
1970 als primäre Endosymbiose beschriebenen Ereignis Margulis, 1970; Cavalier-
Smith, 2003, entstand ein intertaxonisches Konsortium, das durch sukzessive 
Reduktion und massiven Transfer genetischer Information vom pro- zum eucy-
ten Genom zu einem semiautonomen Organell wurde, das von zwei Hüllmem-
branen umgeben ist Cavalier-Smith, 2000; Martin et al., 2002. Erste Spuren dieser 
primären Plastiden lassen sich anhand molekularer Uhren auf ein Alter von 
etwa 1.5 - 1 Gyr datieren Yoon et al., 2004. Sie finden sich heute in den Linien der 
Rotalgen (Rhodophyta), Grünalgen (Chlorophyta) und in sehr ursprünglicher 
Form auch in der kleinen Gruppe der Glaucophyta, die sich phylogenetisch vor 
etwa 550 Myr von den beiden ersten Gruppen abzweigte Cavalier-Smith, 2003. 
Diese werden, zusammen mit den aus den Grünalgen hervorgegangenen 
Landpflanzen heute als Archaeplastida bezeichnet Adl et al., 2005. Phylo-
genetische Analysen belegen einen monophyletischen Ursprung aller primär 
phototrophen Organismen Martin et al., 2002; Yoon et al., 2004; Rodriguez-Ezpeleta et 
al., 2005 [Abb. 2-1]. 
 
 Im Gegensatz zu den primären Plastiden stehen die so genannten sekundä-
ren Plastiden, die aus einer sekundären Endosymbiose hervorgegangen sind. 
Unter sekundärer Endosymbiose versteht man die laterale Weitergabe von Plas- 
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Abb. 2-1: Symbiogenese der primären Plastiden. 
Aus dem monophyletischen Ereignis der primären Endosymbiose (Stern) sind 
drei rezente Linien hervorgegangen: die Rhodophyta, die Chlorophyta und die 
kleine Gruppe der Glaucophyta. Dargestellt sind morphologisch typische Ver-
treter dieser Gruppe. CYT, Cytosol; OEM, äußere Membran; IEM, innere Mem-
bran; MI, Mitochondrium; NU, Nucleus; PG, Peptidoglycan; EMS, Endomem-
bransystem; CP, Chloroplast; RP, Rhodoplast; PP, Protoplastide oder Cyanell. 

 
 
tiden, d.h. die Aufnahme und Integration ganzer, bereits phototropher Eucyten 
in andere heterotrophe Eucyten, und deren sukzessive Reduktion zu Organel-
len, die von drei oder vier Hüllmembranen umgeben sind McFadden, 2001; Stoebe 
and Maier, 2002; Cavalier-Smith, 2003. Das Zusammentreffen zweier unterschied-
licher eu- und dreier procaryotischer Genome vermittelte diesen eucaryoten Chi-
mären die genetische Potenz, erfolgreich unterschiedlichste Lebensräume zu be-
siedeln und sich an ein breites Spektrum ökologischer Bedingungen anzupassen 
Hjorth et al., 2005. Ungleich der primären war die sekundäre Endosymbiose ein 
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polyphyletisches Ereignis, das mehrmals unabhängig voneinander vorgekom-
men ist Cavalier-Smith, 2003. Klassisch werden zwei Gruppen sekundär photo-
tropher Eucaryoten unterschieden, die „rote Linie“, deren Symbiont eine proto-
typische Rotalge war und die „grüne Linie“, deren Symbionten auf ancestrale 
Grünalgen zurückgehen McFadden, 2001; Hjorth et al., 2005 [Abb. 2-2]. Bereits 
Ende 1999 erkannte Cavalier-Smith die Monophylie der „roten Linie“ und grup-
pierte die Chromista Heterokontophyta, Haptophyta und Cryptophyta nach 
Cavalier-Smith, 1986 zusammen mit den Alveolata Dinophyta und Apicomplexa 
nach Cavalier-Smith, 1993 zu den Chromalveolata Cavalier-Smith, 1999. Dies konnte 
durch zahlreiche phylogenetische Analysen bestätigt werden Zhang et al., 2000; 
Yoon et al., 2002; Harper and Keeling, 2003; Harper et al., 2005. Im Gegensatz zur roten 
gehen die Euglenophyta und Chlorarachniophyta der „grünen Linie“ auf zwei 
voneinander unabhängige Endosymbioseereignisse zurück Rogers et al., 2006. 
Erste Spuren sekundär phototropher Eucyten finden sich vor etwa 850 Myr 
Cavalier-Smith, 2006. 
 
 

2.1.2 Sekundäre Plastiden der Chromalveolata 

 Die hohe morphologische und physiologische Komplexizität sekundär photo-
tropher Organismen, aufgrund etwa der neuerlich entstandenen Kompartimen-
te und der massiven Neuordnung des genetischen Materials, führte zur Prägung 
des Begriffes der Metaalgen Cavalier-Smith, 2003. Während die Morphologie der 
primären Plastiden, sowohl bei den Rot- und Grünalgen als auch bei den Glau-
cophyta sehr ähnlich ist, treten die sekundären Plastiden der Metaalgen und 
ihrer nicht photosynthetischen Verwandten in recht unterschiedlichen Erschei-
nungsformen auf Hjorth et al., 2005. Dies kann im Besonderen bei den Chrom-
alveolata beobachtet werden. 
 Die Plastide der Cryptophyta stellt den ursprünglichsten der sekundären 
Plastidentypen dar. Cryptophyta sind evolutionäre Zwischenstufen, deren Plas-
tiden noch das Relikt des ursprünglichen Rhodophytennucleus, das Nucleo-
morph, aufweisen, das in dem remanenten Cytoplasma der Rotalge zwischen 
dem inneren und äußeren Membranenpaar der Plastidenhülle (Plastid Enve-
lope, PE), dem periplastidären Kompartiment (Periplastid Compartment, PPC), 
eingebettet ist Greenwood et al., 1977. Modellorganismus dieser Gruppe ist die 
marine Cryptophyte Guillardia theta [vgl. 2.4], deren Nucleomorphgenom be-
reits 2001 vollständig sequenziert wurde Zauner et al., 2000; Douglas et al., 2001, 
und deren Genomprojekt voraussichtlich 2007 beginnt. Neben den Cryptophyta
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Abb. 2-2: Symbiogenese der sekundären Plastiden.
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Abb. 2-2: Symbiogenese der sekundären Plastiden. 
Pseudophylogenetische Darstellung der sekundären Endosymbioseereignisse (Sterne). 
CP, Chloroplast; RP, Rhodoplast; NM, Nucleomorph; NU, Nucleus; PPC, periplastidäres 
Kompartiment. Erläuterungen siehe Text. 
 
 
weisen nur die Chlorarachniophyta in der grünen Linie einen Nucleomorph auf 
Hibberd and Norris, 1984. 
 Die Plastiden der Heterokontophyta und Haptophyta besitzen eine ähnliche 
Morphologie wie die der Cryptophyta, allerdings ist das Nucleomorph bei diesen 
Gruppen bereits vollständig reduziert [Abb. 2-2]. Modellorganismen der Hetero-
kontophyta sind bislang die penate bzw. zentrale Kieselalge (Diatomeen) Phaeo-
dactylum tricornutum und Thalassiosira pseudonana, deren 26 bzw. 31 Mbp 
großen Genome kürzlich vollständig sequenziert wurden (PhatrDB v2.0; Thaps-
DB v2.0). Aufgrund ihres ubiquitären Vorkommens sind Kieselalgen verant-
wortlich für ca. 20 % der globalen Biosynthese. Durch ihre sie umhüllende sili-
katreiche Kieselschale spielen sie zudem eine wichtige Rolle im globalen 
Kohlendioxid- und Silkatkreislauf. Modellorganismus der Haptophyta ist die 
kokkale, kosmopolitische Haptophyte Emiliana huxleyi, deren Genomprojekt 
voraussichtlich 2007 zum Abschluss gebracht werden kann. Der sekundäre 
Symbiont der Cryptophyta, Heterokontophyta und Haptophyta liegt gewöhnlich 
in einer perinucleären Zisterne des endoplasmatischen Reticulums der Wirts-
zelle, das funktionell als Teil des rauen ER (Rough-ER, RER) betrachtet wird 
Cavalier-Smith, 2003. Im Gegensatz dazu sind die Plastiden der Apicomplexa und 
Dinophyta nicht mit dem ER assoziiert Cavalier-Smith, 2003. Ein vollständiger, 
sekundärer Verlust der Plastide innerhalb der Chromalveolata kann bei 
Phytophtora beobachtet werden Tyler et al., 2006. 
 Die Apicomplexa sind eine kleine Gruppe meist pathogener Organismen, 
wie zum Beispiel Toxoplasma gondii, Verursacher der Toxoplasmose und Plas-
modium falciparum, Erreger der Malaria, die Ursache für jährlich Tausende 
von Todesfällen in ihren endemischen Gebieten sind. Aufgrund ihrer intrazellu-
lären parasitischen Lebensweise ist die Plastide der Apicomplexa zu einem 
nicht mehr photosynthetisch aktiven Organell, dem Apicoplast, „verkümmert“ 
Delwiche and Palmer, 1997 [Abb. 2-2]. Obwohl dieser als absolut essentiell  
für diese Organismen gilt, da in seinem Lumen die u. a. Lipid-, Häm- und Iso-
prenoidbiosynthese stattfindet Wilson et al., 2003; Waller and McFadden, 2005, 
konnte der Apicoplast in einigen Arten, wie beispielsweise in Cryptosporidium 
parvum, Erreger der diarrhöischen Cryptosporidose, eine für nicht immunge-
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schwächte Patienten vergleichsweise harmlose Durchfallerkrankung, vollstän-
dig eliminiert werden Huang et al., 2004. Mit 9 Mbp hat Cryptosporidium parvum 
im Gegensatz zu Plasmodium falciparum (23 Mbp) und Toxoplasma gondii (65 
Mbp) das mit Abstand kleinste bekannte Genom dieser Gruppe (CryptoDB v3.3; 
PlasmoDB v5.1; ToxoDB v4.0). 
 Peridininhaltige Dinoflagellaten (Dinophyta) wie zum Beispiel Gonyaulax 
polyedra oder Heterocapsa triquetra besitzen sekundäre Plastiden, die nur von 
drei Membranen umhüllt sind. Dies kann sonst nur bei den Plastiden der Eugle-
nophyta beobachtet werden. Man geht davon aus, dass auch diese Plastiden ur-
sprünglich von vier Membranen begrenzt wurden, von denen eine im Lauf der 
Evolution verloren gegangen ist bzw. zwei miteinander verschmolzen sind 
Cavalier-Smith, 2000; 2003 [Abb. 2-2]. 
 
 

2.2 Plastidärer Proteinimport 
 Eine dauerhafte Etablierung bzw. Integration einer phototrophen Pro- oder 
Eucyte als intrazelluläres Organell bedingt die genetische Kontrolle der Wirts- 
über die Symbiontenzelle. Ein solcher Zustand wurde bei den primären und se-
kundären Plastiden durch drei wesentliche Prozesse erreicht: (i) durch die Auf-
nahme und Adaption symbiontischer Gene in das Wirtsgenom und ihrer subse-
kutiven Eliminierung am Ursprunglokus, (ii) dem Verlust redundanter sym-
biontischer Gene und (iii) dem Zugewinn neuer den Zustand stabilisierender 
Gene Cavalier-Smith, 2000; Martin et al., 2002. Unabhängig vom neuen Genlokus, 
werden die meisten der codierten Proteinfunktionen innerhalb des Organells 
benötigt. Dies setzt das Vorhandensein geeigneter Transportsysteme zum Reim-
port dieser Genprodukte in das Organell voraus, bevor diese Gene an ihrem Ur-
sprungsort deletiert werden können Hjorth et al., 2005. 
 
 

2.2.1 Proteinimport in primäre Plastiden 

 Bei primären Plastiden wird das gros der nucleuscodierten plastidären 
Proteine von den sequenziell hintereinander geschalteten Translokatoren TOC/ 
TIC (Translocators Of The Outer/Inner Envelope Membrane Of Chloroplasts) 
der äußeren und inneren Plastidenmembran importiert. Der Transport findet an 
Kontaktstellen zwischen äußerer und innerer Membran (Outer/Inner Envelope 
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Membrane, OEM/IEM) statt, die zu importierenden Proteine sind als Präpro-
teine mit einer N-terminalen Zielsteuerungssequenz, dem so genannten Transit-
peptid (TP), codiert Jarvis and Robinson, 2004; Soll and Schleiff, 2004, das spezifisch 
von Rezeptoren des TOC/TIC-Apparates erkannt und gebunden wird. Die 
Proteine werden im Cytosol an freien Ribosomen synthetisiert und sind zur Auf-
rechterhaltung ihrer transportkompetenten Konformation vor und während des 
Transports mit Chaperonen assoziiert (u. a. BiP, Hsp70/14-3-3), die ein vor-
schnelles Falten der Proteine verhindern sollen. TOC und TIC gehen auf modifi-
zierte Translokatoren der ehemaligen Plasmamembran des procaryotischen 
Symbionten zurück, die dort den Transport der Proteine in umgekehrter Weise 
über die Plastidenmembran ermöglichen. Das Transitpeptid findet seinen Ur-
sprung vermutlich in der für die Sekretion nötigen Leadersequence sekretierter 
Proteine Cavalier-Smith, 2000 [Abb. 2-3]. Toc75 bildet dabei den eigentlichen Kanal 
der äußeren Membran, das Protein Toc34 den Rezeptor. Tic22 vermittelt 
anschliessend den Transport über den Tic-Komplex, dessen Kanal von Tic110 
und möglicherweise von Tic20 gebildet wird. Tic62 besitzt vermutlich eine regu-
latorische Funktion Soll and Schleiff, 2004. 
 In höheren Pflanzen werden einige nucleuscodierte plastidäre Proteine als 
Präprotein mit einem N-terminalen Signalpeptid, ähnlich dem klassischer se-
kretorischer Proteine codiert. Villarejo et al. konnten zeigen, dass diese Proteine 
cotranslational ins ER importiert, N-glycolysiert und über den sektretorischen 
Weg in Vesikel des Golgi-Apparates in die Plastide transportiert werden Villarejo 
et al., 2005. 
 
 

2.2.2 Proteinimport in sekundäre Plastiden 

 Entsprechend ihrer morphologischen Gemeinsamkeiten ist auch die Art und 
Funktion des Proteinimportmechanismus bei allen primären Plastiden im 
Wesentlichen gleich. So kommen TOC und TIC bzw. ihre prototypischen Vor-
läufer ubiquitär bei Chloro-, Rhodo- und Glaucophyta vor McFadden and van 
Dooren, 2004; Steiner and Loffelhardt, 2005. Im Gegensatz dazu stehen die sekun-
dären Plastiden. Sie werden von ein oder zwei zusätzlichen Membranen be-
grenzt und sind morphologisch komplexer und diverser als ihre procaryotischen 
Analoga [vgl. 2.1]. Dieser Umstand bedingt nicht nur, dass die Importmechanis-
men für nucleuscodierte plastidäre Proteine bei einzelnen Plastidentypen diver-
gieren, sondern auch, dass ihre Physiologie in weiten Teilen unerforscht ist.
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 Nucleuscodierte plastidäre Proteine bei Organismen mit sekundären Plas-
tiden tragen eine zweiteilige N-terminale Zielsteuerungssequenz (Bipartite To-
pogenic Signal Sequence, BTS), bestehend aus einem klassischen ER-Signalpep-
tid (SP) gefolgt von einem Transitpeptid, ähnlich dem nucleuscodierter Plasti- 
 
 

 
Abb. 2-3: Präproteinimport in primäre bzw. sekundäre Rhodoplasten. 
A. Die primäre Plastide der Rhodophyta im Vergleich mit B. den verschiedenen sekun-
dären Plastiden der Chromalveolata. A. Das gros nucleuscodierter plastidärer Proteine 
erreicht das Stroma der Plastide über die Translokatoren TOC und TIC der äußeren 
(OEM) und inneren (IEM) Plastidenmembran. Alternativ erreichen einige Proteine wie 
bei höheren Pflanzen die Plastide möglicherweise über den sekretorischen Weg (Vesikel) 
B. Import in Plastiden mit 3 und 4 Hüllmembranen. Die Plastide der Heterokontophyta 
liegt in einer perinucleären Cisterne des ER. Nucleuscodierte plastidäre Proteine ge-
langen cotranslational in den Raum zwischen rauer ER (RER) und periplastidärer Mem-
bran (PPM). Die Plastiden der Apicomplexa und Dinophyta sind nicht mit dem ER asso-
ziiert. Nucleuscodierte plastidäre Proteine gelangen über einen modifizierten sekreto-
rischen Weg zur Plastide. Zur Aufrechterhaltung der transportkompetenen Form sind 
sie bis zu ihrer endgültigen Faltung vor und während der Passage der Membranen 
chaperonassoziiert. Der Transport über die IEM sekundärer Plastiden wird vermutlich 
von TIC-homologen Translokatoren gewährleistet. Einzelne TIC-Komponenten wurden 
in den Genomen der Cryptophyta, Heterokontophyta und Apicomplexa identifiziert. Nä-
heres siehe Text. 
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denproteine primärer Plastiden DeRocher et al., 2000; Wastl and Maier, 2000; 
Nassoury et al., 2003; Kilian and Kroth, 2005. Die BTS bzw. ihre funktionellen 
Analoga ist ubiquitär für alle Organismen mit sekundären Plastiden unabhän-
gig von der Morphologie ihrer Plastide. 

Die Plastide der Cryptophyta, Heterokontophyta und Haptophyta liegt 
innerhalb des rauen ER der Wirtszelle. Präproteine gelangen, wie sekretorische 
Proteine auch, über das Signalpeptid ihrer BTS cotranslational in das raue ER, 
von wo aus sie nach Abspaltung des Signalpeptids zur Plastide rekrutiert und 
über die verbleibenden drei Membranen transportiert werden. Dabei werden sie 
anhand ihres Transitpeptides spezifisch erkannt und von gewöhnlichen sekreto-
rischen Proteinen getrennt Gould et al., 2006b. Die zugrunde liegenden Mecha-
nismen sind bislang nicht bekannt, vermutlich wird der Transport über die letz-
ten beiden Membranen, dem eigentlichen Plastid Envelope, über TOC- und TIC-
homologe Translokatoren bewerkstelligt. Einzelne TIC-Komponenten wurden in 
der Tat in den Genomen der Cryptophyta und Heterokontophyta identifiziert 
Douglas et al., 2001; Armbrust et al., 2004. Über den Transportmechanismus der 
zweiten, so genannten periplastidären Membran (Periplastid Membrane, PPM), 
die vermutlich auf die ehemalige Plasmamembran des Symbionten zurückgeht, 
ist bislang nichts bekannt Cavalier-Smith, 2000 [vgl. Abb. 2-2]. 
 Die stark reduzierte Plastide der Apicomplexa (Apicoplast) ist nicht mit dem 
ER assoziiert. Die nucleuscodierten Apicoplastproteine werden cotranslational 
am rauen ER synthetisiert und möglicherweise über einen modifizierten Sekre-
tionsmechanismus in Vesikeln verpackt zum Apicoplast transportiert. Das 
Transitpeptid der BTS verhindert dabei die Sekretion dieser Proteine und ver-
mittelt ihre Passage zum Apicoplast. Ob der Vesikelfluss dabei über den Golgi-
Apparat oder direkt zum Apicoplast erfolgt, ist umstritten vgl. DeRocher et al., 
2000; Waller et al., 2000; DeRocher et al., 2005; Tonkin et al., 2006b. 
 Die Plastide der Dinophyta ist nur von drei Membranen begrenzt. Cavalier-
Smith postulierte einen Verlust der zweiten, ehemaligen Plasmamembran des 
sekundären Symbionten Cavalier-Smith, 2000. Wie bei den Apicomplexa wird der 
Transport initial über das raue ER bewerkstelligt. Dabei werden die Proteine 
direkt cotranslational über eine zweite hydrophobe Region des Signalpeptids, 
die als eine Art Signalanker fungiert, in die ER-Membran inseriert, von wo aus 
sie über Vesikel des Golgi-Apparates zur äußeren Plastidenmembran gelangen. 
Dort, ins Lumen zwischen äußerster Membran und Plastidenhülle entlassen, 
vermittelt das Transitpeptid den Transport über die verbleibenden zwei 
Membranen Nassoury et al., 2003. 
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2.3 ER-Proteinqualitätskontrolle 
 Das endoplasmatische Retikulum ist eines der vielseitigsten Kompartimen-
te innerhalb der eucaryoten Zelle. Neben der Fähigkeit zur Proteinfaltung  
und -modifikation lumenaler sekretorischer bzw. membrangebundener Proteine,  
besitzt es ein Kontrollsystem zur Überwachung dieser Prozesse (ERQC, ER-
Quality-Control). Missgefaltete Proteine aggregieren und akkumulieren im ER 
und rufen die Unfolded Protein Response (UPR) hervor, eine zelluläre Stress-
antwort, die diesen Prozessen entgegenwirkt. Kann dennoch die korrekte  
Faltung nicht erfolgen, werden die Proteine aus dem ER ins Cytosol der Zelle 
exportiert und degradiert. Dieser Prozess wird als ER-Associated Degradation 
(ERAD), Retrotranslokation oder Dislokation bezeichnet Tsai et al., 2002; Meusser 
et al., 2005. Neben der Funktion im Rahmen der ERQC besitzen UPR und ERAD 
auch regulatorische Aufgaben Friedlander et al., 2000; Ng et al., 2000. 
 
 

2.3.1 Die „Unfolded Protein Response“ 

 Drei Klassen von Chaperonen und Faltungsenzymen existieren im ER: Cha-
perone der Hsp70-Familie, u. a. das lumenale Hsp70-like Binding Protein (BiP) 
und seine Hsp40-Cochaperone, die Chaperone der Lectin-Familie Calnexin/Cal-
reticulin und Thioloxidoreduktasen der Protein Disulphide Isomerase (PDI) Fa-
milie Fewell et al., 2001. Sie interagieren bereits mit der naszierenden Polypep-
tidkette und ermöglichen ihre Faltung, Oligomerisation, Reifung und Modifika-
tion (z.B. Ausbildung von Disulfidbindungen, Glycosylierung). Nach Einnahme 
ihrer nativen Konformation werden die Proteine aus ihrer Bindung entlassen 
und dem sekretorischen Weg zugeführt. Liegen vermehrt un- bzw. missgefall-
tete Proteine im ER vor, reduziert sich durch anhaltende Chaperonbindung die 
Konzentration freier Faltungshelfer und die UPR wird ausgelöst. Sensor, dieser 
Antwort in Saccharomyces cerevisiae ist die membranständige Serin/Threonin-
Kinase Ire1p Hampton, 2000. Sie konkurriert mit ungefalteten Proteinen um 
freies BiP. Kann keine Bindung erfolgen, dimerisiert Ire1p und katalysiert auf 
cytosolischer Seite der ER-Membran das Spleissen der HAC1-mRNA Sidrauski 
and Walter, 1997. Das daraufhin synthetisierte Protein Hac1p dient als Aktivator 
für eine vermehrte Expression faltungsassistierender Faktoren, sowie der 
vermehrten Synthese von Komponenten des ER-assoziierten Degradationssys-
tems Travers et al., 2000. 
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2.3.2 ER-assoziierte Degradation von Proteinen 

 Entgegen früherer Annahmen, nach denen der Abbau missgefalteter Pro-
teine durch Proteasen im ER von statten geht Klausner and Sitia, 1990, erfahren 
missgefaltete Proteine ihren Abbau tatsächlich im Cytosol durch das Ubiquitin/ 
Proteasom-System Hiller et al., 1996; McCracken and Brodsky, 1996. Dies führte zur 
Entdeckung des heute als ERAD bezeichneten Prozesses, des selektiven Pro-
teinexports zur proteasomalen Degradation missgefalteter lumenaler und mem-
branständiger Proteine. Er ist heute in Saccharomyces cerevisiae und im Säu-
germodell am besten untersucht und lässt sich im Wesentlichen in die Schritte 
(i) Substraterkennung/-markierung, (ii) Dislokation und (iii) Polyubiquitinylie-
rung/Degradation unterteilen Tsai et al., 2002. 
 
 Schon während ihrer cotranslationalen Synthese wird die naszierende Poly-
peptidkette eines sekretorischen Proteins spezifisch glycolysiert. Bei der N-Gly-
colysierung wird ein Oligoglucan der Struktur Glc3Mn9GlcNAc2 über sein termi-
nales N-Acetylglucosamin auf die freie Aminogruppe des Asparagins des Amino-
säuretriplets Asn-X-Ser bzw. Asn-X-Thr übertragen und durch Glucosidasen 
sukzessive zu Mn9GlcNAc2 reduziert Helenius and Aebi, 2001. Nur Proteine, die 
sowohl ihre native Konformation eingenommen haben als auch ein korrektes 
Glycosylierungsmuster besitzen, können das ER als sektretorisches Protein in 
Richtung Golgi-Apparat verlassen. Um dies zu Gewährleisten, treten die modi-
fizierten Seitenketten mit den Lectinen Calnexin/Calreticulin (CNX/CRT) in 
Wechselwirkung, die die Proteine im ER bis zum Erreichen ihrer nativen 
Struktur zurückhalten und über wiederholte Glycosylierungs- (zu GlcMn9Glc-
NAc2) und Bindungszyklen ähnlich wie bei Chaperonen eine Art Zeitfenster zur 
Ausbildung der korrekten Porteinstruktur definieren Jakob et al., 1998. Bei 
Überschreiten dieses „Zeitfensters“ wird ein terminaler Mannosylrest des N-
Gylcans (Mn9GlcNAc2 zu Mn8GlcNAc2) abgespalten und ein erneutes Reglycosy-
lieren verhindert. Das Protein verliert seine Affinität zu CNX/CRT und kann 
über den reduzierten GlcNAc2-Mn8-Rest das membranständige α-Mannosidase-
like Protein Htm1p binden Jakob et al., 2001. Htm1p, ebenfalls ein Protein der 
Lectin-Familie, leitet die für den Abbau markierten Proteine in einem komple-
xen Zusammenspiel mit BiP, PDI und Yos9p zur Retrotranslokation an den 
ERAD-Kernkomplex weiter Tsai et al., 2001; Kabani et al., 2003. Yos9 überwacht 
diese Prozesse und gewährleistet die Integrität des Systems Denic et al., 2006 
[Abb. 2-4]. 
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Abb. 2-4: Posttranslationale Prozesse im ER. 
Bereits während der cotranslationalen Synthese sekretorischer Proteine wird auf die 
naszierende Peptidkette ein N-Glycan der Struktur Glc3Mn9GlcNAc2 ( ) übertragen 
und sukzessive zu GlcMn9GlcNAc2 ( ) deglycosyliert. In einem komplexen Zusammen-
spiel von BiP, PDI und CNX/CRT, werden sie dann in ihre native Konformation ge-
bracht. Dazu binden sie an CNX/CRT, die ihnen ein Zeitfenster zur Einnahme ihrer voll-
ständigen nativen Konformation eröffnen und somit ihre verfrühte Sekretion verhin-
dern. Nach Abspaltung des terminalen Glucosylrestes (zu ) werden die Proteine aus 
ihrer Bindung entlassen und dem sektretorischen Weg zugeführt. Kann die korrekte 
Faltung nicht erfolgen, werden die Proteine zu GlcMn9GlcNAc2 reglycosyliert und durch-
laufen eine erneute Bindung an CNX/CRT. Bei anhaltender Missfaltung, kann die Re-
glycosylierung durch Abspaltung eines terminalen Mannosylrestes von α-Mannosidase 1 
(Mns1p) verhindert werden. In ihrer Mn8GlcNAc2-Form ( ) werden die Proteine spezi-
fisch von Htm1p erkannt und im Zusammenspiel mit BiP und Yos9p zur ihrem Abbau 
ins Cytosol zurück transportiert. Akkumulieren vermehrt ungefaltete Proteine im ER, 
kann durch die Induktion der Unfolded Protein Response via Ire1p die Transkription 
von Chaperonen, Faltungshelfern und Komponenten der Degradationsmaschinerie er-
höht werden aus Helenius and Aebi, 2004, modifiziert. 
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 Die räumliche Trennung von Substraterkennung und -degradierung be-
dingt, zumindest für lösliche Substrate, die Existenz eines spezifischen Translo-
kators. Coimmunpräzipitations- und Crosslinkingexperimente in Hefe zeigen 
eine enge Assoziation verschiedener ERAD-Substrate mit Komponenten des ER 
Proteinimportkanals Sec61 Wiertz et al., 1996; Pilon et al., 1997; Bebok et al., 1998; 
Plemper et al., 1998. Daher wurde eine bidirektionale Funktion postuliert, bei dem 
die Dislokation unter Rekrutierung spezifischer Faktoren in einem zum Import 
gegenläufigen Prozess von statten geht Plemper et al., 1999. Dies jedoch setzt eine 
völlige Entfaltung der zu translozierenden Substrate voraus. Im Gegensatz zur 
naszierenden Polypeptidkette, die das ER-Lumen ungefaltet erreicht, gelangen 
ERAD-Substrate z. T. nur teilentfaltet ins Cytosol Tirosh et al., 2003, so dass der 
Sec61-Kanal aufgrund seiner Größe ungeeignet für den Transport der zudem 
stark glycosylierten Proteine erscheint Tsai et al., 2002; Meusser et al., 2005. Zudem 
ist die Degradation einiger ERAD-Substrate unabhängig von Sec61p, siehe z. B. 
Walter et al., 2001. In Hefe bilden die Proteine Sec61p, Sbh1p/Shb2p und Sss1p 
den ternären Sec61-Komplex. Die Vermessung der Kristallstruktur von 
SecYEG, dem Archeahomolog, zeigt eine Uhrenglas-förmige Struktur der Sec61-
Pore, die den Transport von Proteinen mit einem Durchmesser von höchsten 10 
- 12 Å ermöglichen würde. Einige künstliche ERAD-Substrate, wie 
beispielsweise das fassförmige GFP fusioniert an das membranständige Protein 
US2/11 des humanen Cytomegalovirus, besitzen im Gegensatz dazu einen 
geschätzten Durchmesser von etwa 24 - 40 Å Tirosh et al., 2003. Über die 
Flexibilität des Sec61-Kanals ist wenig bekannt jedoch sagen alternative 
Berechnungen einen Durchmesser der Pore von 40 - 60 Å während des 
cotranslationalen Proteinimports voraus Tsai et al., 2002; Meusser et al., 2005. 
 Aufgrund zahlreicher physikalischer Wechselwirkungen untereinander und 
mit anderen essentiellen ERAD-Komponenten werden alternativ die mehrfach 
die ER-Membran durchspannenden Proteine Der1p Hitt and Wolf, 2004; Lilley and 
Ploegh, 2004; Ye et al., 2004 und/oder die RING-Finger-Ubiquitin-Ligase Hrd1p 
Gauss et al., 2006b als potentielle Kandidaten diskutiert, entweder alleine, 
gemeinsam oder auch mit Sec61p einen permanenten Kanal oder eine tran-
siente Pore zur Dislokation der löslichen ERAD-Substrate auszubilden Meusser et 
al., 2005. 
 Tatsächlich ist die Degradation löslicher bzw. membrangebundener Pro-
teine mit lumenaler missgefalteter Domäne abhängig von Hrd1p (HMG-CoA 
Reductase Degradation) und Der1p Bordallo et al., 1998; Bays et al., 2001a. Der1p 
(Degradation At The ER, Derlin-1 in Säugern) besitzt vier Membrandurchgänge 
und war eines der ersten identifizierten Proteine des ERAD-Systems. Es ist es-
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sentiell für die Degradation löslicher ERAD-Substrate Knop et al., 1996; Hitt and 
Wolf, 2004. Hrd1p bildet mit dem ebenfalls membranständigen Protein Hrd3p 
einen heterodimeren Komplex. Es durchspannt die ER-Membran sechs mal, wo-
bei die C-terminale RING-H2-Domäne (Really Interesting New Gene) ins Cytosol 
ragt und für die Ubiquitin-Ligase-Funktion verantwortlich ist Deak and Wolf, 
2001; Nadav et al., 2003. Das Glycoprotein Hrd3p ist C-terminal in der ER-Mem-
bran verankert und besitzt eine große lumenale Domäne zur Erkennung Mn8-
markierter Proteine. Seine Interaktion mit Hrd1p stabilisiert den Komplex und 
verhindert eine Autoubiquitinylierung und somit Degradation des Hrd1p. Damit 
bildet der Hrd-Komplex zusammen mit den bereits erwähnten Proteinen 
Htm1p, Yos9p und Bip eine Art Interface zwischen ERQC und ERAD zur Über-
wachung und Koordination der Prozesse beidseits der ER-Membran Gardner et 
al., 2000; Gauss et al., 2006a. Zusammen mit Der1p und Usa1p, einem Membran-
protein mit N-terminaler UBL (Ubiquitin-like) Domäne, bildet das Hrd1p/Hrd3- 
Dimer einen nahezu stöchiometrischen Kernkomplex, der die Prozesse der Sub 
straterkennung, -dislokation und -ubiquitinylierung löslicher Proteine zusam- 
 
 

 
Abb. 2-5: Divergente Mechanismen der ER-assoziierten Degradation. 
A. Der Doa10p-Komplex zur Extraktion membrangebundener Proteine mit cytoso-
lischen Läsionen (ERAD-C Substrate). B. Hrd1p-Komplex zur Extraktion Membrange-
bundener Proteine mit missgefalteten Bereichen innerhalb der Membran (ERAD-M Sub-
strate) bzw. missgefalteten lumenalen Domänen (ERAD-L Substrate). Mn8-glycosylierte 
( ) lösliche ERAD-L Substrate werden spezifisch von Yos9 und BiP erkannt und zur 
Dislokation zum Hrd1p-Komplex rekrutiert. Während ERAD-M und -C Substrate direkt 
von Cdc48p aus der Membran gezogen werden, werden ERAD-L Substrate über einen 
putativen Kanal aus Hrd1p und/oder Der1p in Cytosol disloziert (in dunkelgrau, Läsio-
nen mit Sternen markiert). Modell nach Ismail und Ng, 2006; modifiziert. 
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menführt Carvalho et al., 2006 [Abb. 2-5A]. Die Degradation von Proteinen mit 
missgefalteten Bereichen innerhalb der Membran ist im Gegensatz dazu unab-
hängig von Der1p und Usa1p, bedarf aber des heterodimeren Hrd1/Hrd3-Kom-
plexes. Membranständige Proteine mit missgefalteten cytosolischen Bereichen 
werden in einem alternativen Weg unter Beteiligung der CH-RING-Finger-Ubi-
quitin-Ligase Doa10p, ein ebenfalls mehrfach die Membran durchspannendes 
Protein, degradiert Carvalho et al., 2006 [Abb. 2-5B]. 
 Auf cytosolischer Seite sind unterschiedlichen Mechanismen der Substrat-
rekrutierung und -dislokation konvergent, da die vollständige Extraktion aller 
ERAD-Substrate aus der ER-Membran durch die ubiquitinabhängige ATPase 
Cdc48p (p97 in Säugern) bewerkstelligt wird Ye et al., 2001; Jarosch et al., 2002 
(Abb. 2-6). Cdc48p (Cell Division Cycle) besitzt eine kurze N-terminale Protein-
bindedomäne gefolgt von zwei aufeinander folgenden ATPase-Domänen des 
Typs AAA (ATPase Family Associated With Various Cellular Activities). Diese 
bilden eine homohexamere ringförmige Struktur mit einem zentralen Kanal von 
15 Å Durchmesser Huyton et al., 2003. Über die Bindung spezifischer Cofaktoren 
wird Cdc48p für spezielle Aufgaben innerhalb der Zelle rekrutiert. Zusammen 
mit Shp1p (p47 in Säugern) ist es beispielsweise an Prozessen der homo-
typischen Membranfusion der ER-Membran beteilig Latterich et al., 1995. Mit 
Dfm1p (Der1 Family Member), einem weiteren Protein der Der1-Familie Hitt and 
Wolf, 2004, ist Cdc48p an Prozessen der ER-Homeöstase beteiligt Sato and 
Hampton, 2006. Für die ER-assoziierte Degradation bildet jede Untereinheit einen 
ternären Komplex mit Ufd1p und Npl4p Bays et al., 2001b. Dabei bindet sowohl 
Ufd1p (Ubiquitin-fusion Degradation) als auch Npl4p (Nuclear Protein 
Localisation) über einen komplexen Mechanismus an die N-terminale Domäne 
des Cdc48p. Die Zink-Finger-Domäne des Npl4p sowie die N-terminale Domäne 
des Ufd1p vermittelt die Erkennung bzw. Bindung ubiquitinylierter Substrat-
proteine Bruderer et al., 2004. Der Komplex wird über die Ubx (Ubiquitin-regu-
latory X) Domäne des Proteins Ubx2p an die ER-Membran rekrutiert Neuber et 
al., 2005; Schuberth and Buchberger, 2005 und assistiert bei der vollständigen Ex-
traktion der ubiquitinylierten Substratketten aus der Membran. Dies geschieht 
möglicherweise über strukturelle Veränderungen während einer alternierenden 
ATP-Hydrolyse, bei der eine Rotation der AAA-Domänen zueinander erfolgt, die 
ein Öffnen oder Schließen des zentralen Kanals und eine Veränderung der Kon-
formation der flexiblen N-Domäne bewirken Rouiller et al., 2000; 2002. Lilley und 
Ploegh und andere konnten für Der1p/Derlin-1 und Hrd1p/Hrd1 eine direk-te 
Interaktion mit Cdc48p/p97 nachweisen Lilley and Ploegh, 2004; Ye et al., 2004; 
2005; 2005; Carvalho et al., 2006. 
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 Noch während der Translokation werden die Proteine durch Polyubiquiti-
nylierung für ihren proteasomalen Abbau markiert [Abb. 2-6]. Die Übertragung 
von Ubiquitinresten auf ein Substratprotein (Ubiquitinylierung) erfolgt dabei in 
einer Enzymkaskade unter Beteiligung der Enzyme E1, E2 und E3. In Hefe sind 
neben den bereits genannten Ubiquitin-Ligasen (E3) Hrd1p und Doa10p die 
ERAD-spezifischen ubiquitinkonjugierenden Enzyme (E2) Ubc1p, Ubc6p und 
Ubc7p (Ubiquitin Conjugating) Friedlander et al., 2000, sowie das ubiquitinakti-
vierende Enzym (E1) Uba1p (Ubiquitin Activating) McGrath et al., 1991 an der 
Ubiquitinylierung von ERAD-Substraten beteiligt. 
Ubc1p und Ubc7p sind lösliche Proteine, während Ubc6p mit seiner C-termina-
len Domäne in der ER-Membran verankert ist Sommer and Jentsch, 1993. Ubc7p 
wird durch Interaktion mit Cue1p (Coupling Of Ubiquitin-conjugation To Endo-
plasmic Reticulum Degradation), das ebenfalls einen Membrananker besitzt, an 
die ER-Membran rekrutiert Biederer et al., 1997. 
 Uba1p aktiviert das 76 Aminosäuren große Ubiquitin unter ATP Verbrauch 
und bindet es über sein C-terminales Glycin in einer Thioesterbindung an einen 
konservierten Cysteinrest. Anschließend wird der Ubiquitinrest auf eines der 
ubiquitinkonjugierenden Enzyme übertragen, das wiederum einen Thioester mit 
dem Ubiquitinyl ausbildet. Ein E2 überträgt den Ubiquitinrest dann direkt auf 
das Substratprotein. Dabei wird das Ubiquitinmolekül über das C-terminale 
Glycin durch eine Isopeptidbindung mit der ε-Aminogruppe eines spezifischen 
Lysins des Substrat-Proteins verknüpft. Im Gegensatz zu anderen E3s wirken 
RING-Finger-Ubiquitin-Ligasen nur vermittelnd bei diesem Prozess und bilden 
lediglich eine Plattform zur Übertragung des Ubiquitinrestes auf das Substrat 
Jackson et al., 2000. Dies erfordert Spezifität und Affinität sowohl gegenüber dem 
Substratprotein als auch gegenüber dem entsprechenden E2. Die Integrität des 
RING-Fingers ist für die katalytische Wirkung von entscheidender Bedeutung 
Jackson et al., 2000; Joazeiro and Weissman, 2000. 
 Die ubiquitinylierten Substratproteine werden dann spezifisch vom Ufd1/ 
Npl4/Cdc48-Komplex erkannt, der unter ATP-Hydrolyse ihr vollständiges Lösen 
aus der ER-Membran bewirkt. Zur weiteren Ubiquitinylierung und damit der 
Herstellung des Polyubiquitinerkennungssignals zur Degradation im 26 S Pro-
teasom bedarf es eines weiteren Faktors. In Hefe vermittelt das Enzym Ufd2p, 
das eine C-terminale, zum RING-Finger-Motiv homologe U-Box-Domäne besitzt 
Aravind and Koonin, 2000, vermutlich die Polyubiquitinylierung Koegl et al., 1999. 
Während der initiale Ubiquitinrest über das Lys29 des Ubiquitins mit dem 
Substrat verknüpft ist, erfolgt die Ufd2p-katalysierte Synthese der Polyubi- 
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Abb. 2-6: Cytosolische Ubiquitinylierungskaskade zum Abbau retrotranslozier-
ter ERAD-Substrate. 
Zusammenspiel der verschiedenen ERAD-spezifischen E1 bis E4 Enzyme des proteaso-
malen Ubiquitinylierungssystems. Das Enzym Uba1 (E1) aktiviert Ubiquitin und über-
trägt es an Ubc6p bzw. Ubc7p/Cue1p (E2). Das E2 bindet Hrd1p (E3) oder Doa10p (nicht 
dargestellt) und überträgt den Ubiquitinrest auf dislozierende Substratproteine. Im 
Anschluss werden die Substrate von Ufd2p (E4) polyubiquitinyliert, von Png1p deglyco-
syliert und von Rad23p zur Degradation an das 26S Proteasom rekrutiert. 
 
 
quitinkette (mindestens 3 - 6) über das Lys48 Koegl et al., 1999. Die Lys48-Poly-
ubiquitinkette wird dann spezifisch von Rad23p erkannt, das das Substratpro-
tein zur Degradation zum Proteasom eskortiert Richly et al., 2005 (Abb. 2-6). 
Rad23p verfügt N-terminal über eine UBL-Domäne, die eine direkte Interaktion 
mit dem Proteasom vermittelt, gefolgt von einer UBA (Ubiquitin Associated) 
Domäne, die die Bindung ubiquitinfusionierter Substratproteine ermöglicht 
Wilkinson et al., 2001; Kim et al., 2004. Von besonderer Bedeutung ist hierbei die 
Länge des Ubiquitinkonjugats, da die Kette ohne Polyubiquitinylierung durch 
Ufd2p nicht von Rad23p gebunden werden kann. Diese Längenrestriktion bildet 
somit das kritische Moment der Ubiquitinylierungskaskade Richly et al., 2005. 
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2.4 Guillardia theta als Modellorganismus 
 Die Cryptophyte Guillardia theta ist ein mariner, heterokont begeißelter 
Phytoflagellat von charakteristisch dorsiventraler Form. Einer runden Rück-
seite liegt eine flache Bauchseite mit einer längsverlaufenden Grube gegenüber, 
an deren oberen Ende ein tiefer Schlund (Vestibulum, VE) mündet, neben dem 
ein Paar ungleich langer Flagellen entspringt. Seine Teilung erfolgt längs, durch 
ringförmige Invagination der Plasmamembran. Er besitzt keine echte Zellwand, 
sondern einen Periplast aus polygonalen Proteinplatten, der der Plasmamem-
bran innen anliegt. Die Plasmamembran ist mit zahlreichen Trichocysten (TR) 
untersetzt. Im vorderen Ende der Zelle liegt die pulsierende Vacuole (PV), der 
Nucleus (NU) befindet sich in der hinteren Zellhälfte van den Hoek et al., 1993. Im 
Cytoplasma der Alge befinden sich der Golgi-Apparat (GA), Mitochondrien (MI), 
Speicherlipide und der becherförmige Rhodoplast (RP), der von vier Membranen 
umgeben wird und deren äußerste ein Kontinuum mit dem rauen ER bildet. 
Zwischen dem inneren und dem äußeren Membranpaar liegt das PPC mit 80S 
Ribosomen, dem 26S Proteasom, sowie das Nucleomorph (NM) Douglas et al., 
1991; Maier et al., 1991. Hier finden sich auch feine Amylopectinkörner, die dem 
Pyrenoid (PY) der Plastide als Speicherstärke (ST) haubenförmig angelagert 
sind. Eigenständige Mitochondrien fehlen, die Nucleomorphhülle wird 
funktionell als periplastidäres ER (Periplastid Reticulum, PPR) diskutiert, das 
sonst nur in Form rudimentärer Membranstapel im PPC der Heterokontophyta 
vorzukommen scheint Gibbs, 1979; Cavalier-Smith, 2003. Als photosynthetische 
Pigmente der Plastide kommen Chlorophyll a, c2 sowie Phycoerythrin vor, das 
bislang nur in Rotalgen gefunden wurde Cavalier-Smith, 2000 [Abb. 2-7]. 
 Das Nucleomorph von Guillardia theta beinhaltet eines der kleinsten heute 
bekannten Eucaryotengenome Douglas et al., 2001. Im Rahmen eines interna-
tionalen Genomprojekts wurde die vollständige Sequenzierung im Jahr 2000 
zum Abschluss gebracht Douglas et al., 2001. Es enthält sowohl DNA als auch 
RNA Maier et al., 2000. Die drei linearen Chromosomen von 196kb-, 181kb- und 
174kb-Länge enthalten neben den für Eucaryoten untypischen Telomerenden 
mit der Sequenz ([AG]7AAG6A)n, repetative, terminale Bereiche mit rRNA-Ope-
rons Zauner et al., 2000; Douglas et al., 2001. Das Nucleomorphgenom hat einen A/T-
Gehalt von 75 % in codierenden und bis zu 90 % in nichtcodierenden Regionen. 
Die Gendichte außerhalb der Chromosomenenden ist extrem hoch, tRNAs 
überlappen teilweise mit proteincodierenden Genen und es existieren nur weni-
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Abb. 2-7: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Guillardia theta. 
A. Transmissionselektronen-, bzw. B. rasterelektronenmikrokopische Aufnah-
men einer Guillardia theta Zelle, B1. dorsale, B2. ventrale Aufsicht. Deutlich 
erkennbar ist die longitudinale Anordnung der Proteinplatten des Periplasten 
(B1). Oberhalb der Schlundöffnung entspringen zwei ungleich lange Flagellen. 
Maßstab 2 μM aus Deane et al., 1998. A. Längsschnitt durch eine Guillardia theta 
Zelle. GA, Golgi-Apparat; Mitochondrien, NM, Nucleomorph; NO, Nuc- 
leolus; NU, Nucleus; PPC, periplastidäres Kompartiment; PPM, periplastidäre 
Membran; PE, Plastidenhülle; PV, pulsierende Vakuole; PY, Pyrenoid; RER, 
raues ER; RP, Rhodoplast; VE, Vestibulum; ST, Stärke; TR, Trichocyste. Maß-
stab 1 μM aus Fraunholz et al., 1997. 

 
 
ge, kurze spleissosomale Introns Zauner et al., 2000; Douglas et al., 2001. 56 % der 
codierten Proteine sind an Prozessen der Transkription, RNA-Prozessierung, 
Translation, Proteinfaltung und -degradation, Zellzykluskontrolle, Mitose, DNA-
Verpackung, -Synthese und -Reparatur beteiligt. Das gros der genetischen Infor-
mation wurde in den Nucleus des Wirts transferiert. Gene für die Enzyme des 
Grundstoffwechsels der Zelle bzw. strukturelle Gene für den Photosyntheseap-
parat fehlen Douglas et al., 2001. 37 % aller Gene codieren für Proteine mit 
unbekannter Funktion. 
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 Das Nucleomorphgenom codiert folglich einen genetischen Apparat für die 
Expression weniger plastidärer Gene Zauner et al., 2000; Douglas et al., 2001, z.B. 
das nicht-Häm Eisenprotein Rubredoxin oder das an der Teilung der Plastide 
beteiligte Protein FtsZ Fraunholz et al., 1998; Wastl et al., 2000. 
 
 Die besondere Rolle der Cryptophyta innerhalb der Chromalveolata als 
Modellorganismus wird bei näherer Betrachtung der komplexen Morphologie 
der sekundären Plastide und deren Konsequenzen für den Organismus deutlich. 
Da weder Plastiden- noch Nucleomorphgenom die ausreichende Kapazität be-
sitzen alle nötigen Funktionen für Plastide bzw. PPC selbst zu codieren, müssen 
beide mit zahlreichen Proteinfaktoren vom Nucleus versorgt werden Douglas et 
al., 2001; Martin et al., 2002. Somit kann einzig bei den Cryptophyta zwischen 
nucleuscodierten PPC- und nucleuscodierten Plastidenproteinen unterschieden 
werden, die entweder nur über zwei Membranen ins PPC (RER- und PP-Mem-
bran) oder aber vier Membranen ins Stroma der Plastide importiert werden 
müssen [vgl. 2.2]. Jüngste Arbeiten von Gould et al. konnten zeigen, dass beide 
Klassen von Faktoren als Präproteine mit einer BTS codiert werden und das 
vermutlich allein das Vorhandensein einer aromatischen Aminosäure an Posi-
tion +1 der Schnittstelle zwischen Signal- und Transitpeptid (in 95 % aller Fälle 
Phenylalanin) entscheidet, ob zwei oder vier Membranen passiert werden Gould 
et al., 2006a. Ferner dient das Transitpeptid nicht nur, wie lange angenommen, 
als Schlüssel zur Passage der Plastidenhülle, sondern als generelles Erken-
nungs- und Sortierungssignal aller symbiont- bzw. plastidenspezifischer Pro-
teine im rauen ER. Ein konserviertes Phenylalanin findet sich zudem auch  
N-Terminal im Transitpeptid nucleomorphcodierter plastidärer Gene von Guil-
lardia theta, im Transitpeptid plastidärer Proteine von Cyanidioschyzon merolae 
(Rhodophyta), Cyanophora paradoxa (Glaucophyta) und an Position +1 der BTS 
plastidärer Proteine von Phaeodactylum tricornutum (Heterokontophyta) und 
Heterocapsa triquetra (Dinophyta), sowie weniger stark ausgeprägt auch bei 
Toxoplasma gondii bzw. Plasmodium falciparum (Apicomplexa) Steiner and 
Loffelhardt, 2002; Kilian and Kroth, 2005; Patron et al., 2005; Gould, 2006. Dies lässt auf 
einen konservierten Importmechanismus innerhalb der roten Linie und der 
Glaucophyta schließen. 
 Über den Mechanismus der initialen Erkennung und dem Transport der 
Präproteine an der PPM ist bislang wenig bekannt. Es existieren derzeit zwei 
Modelle, die alternativ zueinander diskutiert werden, das Vesikel- bzw. das 
Translokatormodell (Abb. 2-8). Bei dem vesikelvermittelten Import nach Gibbs, 
1981; Kilian and Kroth, 2005 werden die nucleuscodierten plastidären Präpro-teine 
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nach Abspaltung ihres Signalpeptides an der PPM über das Transitpeptid ihrer 
BTS erkannt und in Vesikel verpackt zur OEM transportiert, von wo aus sie 
über TIC das Stroma der Plastide erreichen. PPC-lokalisierte plastidäre Pro-
teine müssten nach diesem Modell über die OEM zurück ins PPC transportiert 
werden. Bei dem translokatorvermittelten Import nach Cavalier-Smith, 1999; Bodyl, 
2004 werden alle vier Membranen über sequentielle Translokatoren überquert, 
TOC/TIC-homologe der OEM und IEM und der so genannte Translocator Of The 
Periplastidial Membrane (TOP) der PPM, für den u. a. ein relokalisierter, 
duplizierter TOC postuliert wurde. Wie bereits erwähnt, wurden nur einige 
Homologe zu Komponenten des TIC bei Guillardia theta (und anderen Chromal-
veolaten) identifiziert, TOC-Komponenten konnten in den bereits sequenzierten 
Organismen bislang nicht gefunden werden. Das Translokatormodell hat gegen-
über dem Vesikelmodell den Vorteil, den Transport nucleomorphcodierter Prä-
proteine in die Plastide erklären zu können [vgl. Abb. 2-3]. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2-8: Import nucleuscodierter 
Präproteine. 
Schematische Darstellung derzeit disku-
tierter Importmodelle für die sekundäre 
Plastide der Cryptophyta. Links das 
Translokator-, rechts das Vesikelmodell. 
Erläuterung siehe Text. 
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3 Zielsetzung 

Der Transfer genetischer Information vom Symbiont zum Wirt war ein 
wesentlicher Prozess in der Etablierung sekundärer Plastiden der Cryptophyten 
bzw. Chromalveolaten allgemein. Er setzt jedoch das Vorhandensein geeigneter 
Transportsysteme zum Reimport der Genprodukte voraus. Die Forschung der 
letzten zweieinhalb Jahrzehnte, den Import nucleuscodierter (peri-)plastidärer 
Präproteine betreffend, hat im Wesentlichen zum Verständnis der Mechanismen 
an der ersten bzw. der vierten die komplexen Plastiden umgebenden Membra-
nen geführt. Darüber hinaus existieren jedoch nur Modelle, die den Import an 
der zweiten (und dritten) Membran zu erklären versuchen. Durch die Analyse 
nucleomorphcodierter Membranproteine der Cryptophyte Guillardia theta, die 
bislang keiner eindeutigen Funktion zugeordnet werden konnten, werden neue 
Hinweise auf die Natur dieser Mechanismen erhofft. Von besonderem Interesse 
ist dabei das Protein Gt_ORF201, das Homologien zu einem Protein aus Saccha-
romyces cerevisiae aufweist, welches im Rahmen der ER-Qualitätskontrolle an 
der Dislokation un- bzw. missgefalteter Proteine aus dem ER beteiligt ist. 

Ziel war es, im Rahmen dieser Arbeit das Protein Gt_ORF201 auf eine 
mögliche Rolle beim Import nucleuscodierter (peri-)plastidärer Präproteine hin 
zu untersuchen. Eine funktionelle Charakterisierung mittels geeigneter Kom-
plementationsexperimente in Hefe stand dabei im Vordergrund. Im Weiteren 
sollte das Protein mit Hilfe eines spezifisch generierten Antiserums innerhalb 
der sekundären Plastide von Guillardia theta lokalisiert werden. 

Durch eine weiterführende Analyse des Nucleomorphgenoms bzw. der Ana-
lyse weiterer bekannter Chromalveolatengenome sollten weitere putativ am 
Präproteintransport beteiligte Faktoren identifiziert und ein Modell erarbeitet 
werden, das künftig die Entwicklung experimenteller Ansätze zur Klärung die-
ser Prozesse ermöglicht. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Symbiontspezifische ERAD-Faktoren in 

Cryptophyten 

4.1.1 GT_ORF201, ein nucleomorphcodiertes Der1-Ho-

molog 

 Das Gen orf201 von Chromosom 1 des Nucleomorphgenomes codiert ein 201 
Aminosäuren langes, ca. 23.5 kDa großes Protein (Gt_ORF201) unbekannter 
Funktion. Vergleiche zeigen eine Sequenzidentität von 21 % zu Der1p aus Hefe. 
Der1p ist eines der ersten identifizierten ERAD-Proteine und ist essentiell für 
die Degradation einer Vielzahl von missgefalteten ERAD-Modellsubstraten mit 
lumenaler Läsion u.a. Carvalho et al., 2006. Seine eigentliche Funktion ist bislang 
ungeklärt [vgl. 2.3.2]. Gt_ORF201 wird ebenso wie Der1p von PSort als Typ IIIa 
Membranprotein mit nicht abspaltbarem Signalpeptid klassifiziert. Durch 
Hydrophobizitätsanalysen (nach TMHMM v2.0) lässt sich für Gt_ORF201 und 
Der1p eine vergleichbare Topologie mit vier Transmembrandomänen in den 
 
 
Abb. 4-1: Der1p, Dfm1p und Gt_ORF201 im Vergleich. 
A. Schematisches Alignment von Guillardia theta Gt_ORF201 im Vergleich mit den 
Saccharomyces cerevisiae Proteinen Der1p und Dfm1p. Transmembrandomänen (nach 
TMHMM) in grau, auffällige hydrophobe Bereiche in grau/weiß. Strukturelle Ähnlich-
keiten zwischen Gt_ORF201 und Der1p werden deutlich. Die Der1-Domäne ist in dun-
kelblau, die Cdc48-Bindedomänen des Dfm1p (SHP-Boxen) sind in hellblau dargestellt. 
B. Aminosäurealignment von Der1p und Gt_ORF201. Beide weisen eine Sequenziden-
tität von 21 % auf. 
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Abb. 4-1: Der1p, Dfm1p und Gt_ORF201 im Vergleich.
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Aminosäurebereichen 10 - 32, 53 - 75, 90 -107 und 140 - 162 bzw. 13 - 35, 55 - 
77, 94 - 116 und 143 - 165 mit einer Wahrscheinlichkeit von 0.8 oder höher be-
rechnen, N- und C-Terminus liegen dabei im Cytosol. Eine entsprechende Kon-
formation für Der1p konnte experimentell mittels Glycosylierungs- und Micro-
som-/Proteaseassays tatsächlich bestätigt werden Hitt and Wolf, 2004. Eine 
weitere auffällige hydrophobe Region findet sich bei Gt_ORF201 im Bereich der 
Aminosäuren 111 - 133. Laut TMHMM-Algorithmus beträgt die Wahrschein-
lichkeit, dass es sich dabei um eine echte Transmembrandomäne handelt, aller-
dings nur knapp 0.6. Im Gegensatz zu Dfm1p, dem zweiten, in Hefe existieren-
den Protein der Der1-Familie, weisen weder Der1p noch Gt_ORF201 Cdc48-Bin-
demotive (so genannte SHP-Boxen, der Sequenz Phe-X-Gly-X-Gly-Gln-Arg-N, 
wobei X für eine nicht konservierte Aminosäureposition und N für eine nicht po-
lare Aminosäure steht) auf Sato and Hampton, 2006 [Abb. 4-1]. 
 
 

4.1.2 Gt_ORF201 ist funktionell und strukturell ortho-

log zu Der1p 

 Um zu testen, ob Gt_ORF201 neben seiner strukturellen Ähnlichkeit auch 
funktionell ortholog zu Der1p aus Saccharomyces cerevisiae ist, wurden zu-
nächst Komplementationsexperimente mit der1ire1-doppeldefizienten Hefezel-
len [vgl. 7.6] durchgeführt. Die vollständige Deletion von der1 und ire1 [dem 
UPR-Rezeptor, der ERQC, vgl. 2.3.2] ist für die Hefe Δder1Δire1-Doppelmutante 
konditional letal und führt zu einem Wachstumsphänotyp bei restriktiven Be-
dingungen (37 statt 25 °C). Der Akkumulation missgefalteter Proteine im ER 
kann aufgrund des Ausbleibens einer adäquaten Stressantwort (Degradation 
der missgefalteten Proteine via ERAD oder vermehrte Expression von Chapero-
nen via der UPR) nicht mehr begegnet werden. 
 Zur episomalen Expression in Saccharomyces cerevisiae YRH110 wurden 
zunächst die codierenden Bereiche von Gt_ORF201 und Der1p (als Kontrolle) 
mit Primerpaaren orf201 fw/ orf201 rv und der1 fw/der1 rv [siehe 7.4] mittels 
PCR nach 7.10 amplifiziert und über die eingebrachten EcoRI- bzw. XhoI-Res-
triktionsschnittstellen in pRS424-TDH [vgl. 7.5] mit pGemT als Zwischenvektor 
kloniert. Die Richtigkeit der amplifizierten Gensequenzen wurde nach 7.13 
bestätigt. Die Transformation in Saccharomyces cerevisiae YRH110 erfolgte 
nach 7.8. Die Validität der erhaltenen Transformanden (Selektion auf SD/−Trp 
−Ura Kan4XR) wurde durch Reisolieren der eingebrachten Plasmid-DNA [nach 
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7.9] und Kolonie-PCR [vgl. 7.10] mit den vektorspezifischen Primern M13 uni/ 
M13 rev geprüft (nicht dargestellt). Das Plasmid pRS424-THD trägt einen 2μ-
Replikationsursprung und liegt in mehreren Kopien pro Zelle vor. Abb. 4-2A 
zeigt das Wachstumsverhalten der temperatursensitiven Δder1Δire1 Doppel-
mutante nach Überexpression von der1 (2μ DER1) und Gt_orf201 (2μ 201), 
pRS424-TDH als Kontrolle, bei normalen bzw. restriktiven Bedingungen nach  
3 - 5 Tagen. Deutlich zu erkennen ist, dass die Expression von Gt_orf201 die 
konditionale Letalität der der1ire1-Defizienz komplementieren kann. 
 
 Um diese Ergebnisse zu bestätigen wurde eine Degradationskinetik eines 
löslichen ERAD-Modellsubstrates (CPY*) in der1-defizienten Hefezellen (Sac-
charomyces cerevisiae W303-CD) bei Überexpression von gt_orf201 im Vergleich 
zu der1 erstellt. Dazu wurden die bereits verwendeten Konstrukte nach 7.6 in 
Saccharomyces cerevisiae W303-CD eingebracht (Selektion auf SD/−Trp−Ura) 
und nach 7.19 im Pulse-Chase Experiment die Abbaurate von neu synthetisier-
tem, radioaktivmarkiertem CPY* zeitabhängig ermittelt.  
 CPY* bezeichnet eine mutierte Form der Carboxypeptidase Y (Proteinase C, 
Prc1p) aus Saccharomyces cerevisiae, codiert durch das Gen prc1. Ein Basenaus-
tausch an Position 763 des Gens (GGG zu AGG) führt zur Änderung der Amino-
säure Gly255 zu Arg255 (Allel pr1-1). Dieses mutierte Glycin ist eng mit dem 
katalytischen Ser257 des aktiven Zentrums des Enzyms assoziiert und ist in 
allen bekanten Serinproteasen hoch konserviert. CPY wird gewöhnlich als Prä-
proprotein mit einem Molekulargewicht von 61 kDa cotranslational ins ER syn-
thetisiert, wo es nach Abspaltung des Signalpeptids und N-Glycosylierung an 
vier Asparaginresten als Proprotein mit 67 kDa vorliegt. Nach dem Weiter-
transport über den Golgi-Apparat zur Vakuole wird die Prosequenz durch Pro-
teinase A abgespalten, so dass CPY in seiner reifen Form mit einem Molekular-
gewicht von 61 kDa vorliegt Finger et al., 1993. CPY* kann aufgrund des Amino-
säureaustausches seine native Konformation nicht mehr einnehmen und nicht 
weiter zum Golgi-Apparat transportiert werden. Mit einer Halbwertzeit von 20 
min wird es im Rahmen der ER-Qualitätskontrolle via ERAD abgebaut, dabei 
ist Der1p von essentieller Bedeutung. In der1-defizienten Hefezellen akkumu-
liert CPY* im ER und kann nicht ins Cytosol zur Degradation im 26S Proteasom 
disloziert werden Knop et al., 1996. Abb. 4-2B zeigt, dass CPY* in der1-defizienten 
Zellen akkumuliert (pRS424), wohingegen die episomale Expression von der1 
(2μ DER1) und Gt_orf201 (2μ ORF201) zu einer deutlichen Abnahme des 
radioaktiv markierten CPY* führt. Die digitale Quantifizierung der der Autora-
diogramme ergab eine Degradationsrate von 60 bzw. 28 % in 100 min nach dem  
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Abb. 4-2: Komplementationsexperimente in Saccha-
romyces cerevisiae. 
A. Wachstum der temperatursensitiven der1ire1-Doppel-
mutante (YRH110) bei Überexpression von pRS424, Der1p 
(2μ DER1) bzw. Gt_ORF201 (2μ 201) bei 25 bzw. 37 °C auf 
SD/−Trp−Ura Kan4XR. Gt_ORF201 kann die konditionale 
Letalität der der1ire1-Defizienz komplementieren. B. CPY* 
Pulse-Chase Analyse der der1-Mutante (W3030CD) bei Ex-
pression der Konstrukte aus A. Mitte, Autoradiogramme der 
verschiedenen Messreihen, unten Degradationskinetik. 
Gt_ORF201 vermittelt partiell die Dislokation von CPY* 
aus dem ER aus Sommer et al., 2007. 
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Chase. Dies entspricht in etwa der ermittelten Rate von 18 % in 90 min für das 
Der1p-homologe Protein R151.6 aus Caeanorhabditis elegans Hitt and Wolf, 2004. 
 
 Gt_ORF201 von Guillardia theta kann Der1p in Saccharomyces cerevisiae 
partiell komplementieren. Somit konnte gezeigt werden, dass (i) Gt_ORF201  
ein funktionelles Ortholog von Der1p ist, das die Dislokation löslicher ERAD-
Modellsubstrate (am Beispiel von CPY*) aus dem ER vermitteln kann, dass (ii) 
Gt_ORF201 und Der1p eine vergleichbare Topologie besitzen und dass (iii) sich 
die erste Transmembrandomäne von Gt_ORF201 in Hefe als Signalanker zur 
Insertion in die ER-Membran eignet. 
 
 

4.1.3 Gt_ORF201 ist ein Protein der periplastidären 

Membran 

 Als membrangebundenes bzw. -assoziiertes System existieren für ein nuc-
leomorphcodiertes Gt_ORF201-basiertes symbiontspezifisches ERAD-System 
theoretisch drei mögliche Lokalisationen innerhalb des periplastidären Kompar-
timentes und seiner es begrenzenden Membranen: (i) Die Nucleomorphhülle 
(NE), die evolutiv als remanentes ER der symbiontischen Rhodophyte betrachtet 
werden kann und damit die ursprüngliche Lokalisation darstellt Cavalier-Smith, 
2003, (ii) die äußere Membran der Plastidenhülle (OEM) die sowohl eu- als auch 
procaryote Züge besitzt Bolter et al., 1998 und (iii) die periplastidäre Membran 
(PPM), die die Kompartimente des Symbionten von denen des Wirtes abgrenzt 
und die ehemalige Plasmamembran des Symbionten darstellt Cavalier-Smith, 
2003. 
 
 Um die genaue Lokalisation von GT_ORF201 innerhalb der pro- bzw. eu-
caryoten Kompartimente des Symbionten von Guillardia theta bestimmen zu 
können, wurde zunächst ein rekombinates Gt_ORF201 GST-Fusionsprotein 
(ORF201ab) zur Gewinnung eines spezifischen Antiserums exprimiert. Dazu 
wurde die die ER-lumenale Domäne Ser111 bis Leu140 von Gt_ORF201 [vgl. 
4.1.1] codierende Region dreimal mittels PCR nach 7.10 aus gDNA unter 
Verwendung der Primerpaare orf201ab-BamHI fw/orf201ab-PstI rv, orf201ab-
PstI fw/ orf201ab-EcoRI rv und orf201ab-EcoRI fw/orf201ab-XhoI rv [vgl. 7.4] 
amplifiziert und über die eingebrachten Schnittstellen BamHI/PstI, PstI/EcoRI 
bzw. EcoRI/XhoI sequenziell (mit pBlueScript II KS +/- als Zwischenvektor) in 
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den pGEX-5x-3 kloniert. Das nach 7.13 auf Validität geprüfte Konstrukt wurde 
nach 7.8 in Escherichia coli BL21-Codon Plus® eingebracht. Die Expression des 
GST-Fusionsproteins und seine affinitätschromatographische und präparative 
Aufreinigung erfolgte nach 7.14. Abb. 4-3A zeigt die elektrophoretische Auftren-
nung des zur Immunisierung verwendeten ORF201ab-GST-Fusionsproteins 
(Elektroeluat) im SDS-Gel (links) sowie im Westernblot nach Immundetektion 
mit anti-GST Antikörper. Deutlich ist zu erkennen, dass es sich bei dem aufge-
reinigten Protein um ein GST-Protein entsprechend der Masse des erwarteten 
Fusionsproteins (MW ~38 KDa, davon GST 26 kDa) handelt. 
 Das aus der Immunisierung eines Kaninchens gewonnene polyklonale Anti-
serum (anti-ORF201ab) wurde zunächst auf seine Spezifität geprüft. Abb. 4-3B 
zeigt die Immundetektion von Guillardia theta Proteinrohextrakt mit Präim-
mun- bzw. anti-ORF201ab Antiserum. Das gewonnene Antiserum spezifiziert 
eine Bande der dem nativen Gt_ORF201-Proteins entsprechenden Masse. 
 
 

 
Abb. 4-3: Antikörperspezifitätstest. 
A. Immundetektion von rekombinantem ORF201ab-GST- 
Fusionsprotein (~38 kDa) mit anti-GST Antikörper (15 % 
(v/v) SDS-Gel nach Färbung mit Coomassie links, Western 
blot rechts), B. von Gt_ORF201 in Guillardia theta Protein-
rohextrakt nach elektrophoretischer Auftrennung und Trans-
fer auf Nitrocellulose mit anti-ORF201ab Antiserum (rechts, 
23,5 kDa erwartet), Präimmunserum als Kontrolle (links). 
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Abb. 4-4: Immundetektion von Gt_ORF201 in situ. 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Guillardia theta Ultradünnschnitten A. 
nach Einbettung in Lowicryl, B. nach Behandlung mit Brefeldin A (BFA) und Einbet-
tung in Epon, die Pfeile zeigen ausgewählte Goldmarkierungen. Gt_ORF201 ist im den 
Symbionten umgebenden Membranstapel (in PPM oder OEM) lokalisiert. Die Signale 
auf den Thylakoiden der Plastide sind schnittbedingt zu erklären. Maßstab in A. 1 μm, 
in B. 0.5 μm. C. schematisches Modell von B. ERM, ER-Membran; PPM, periplastidäre 
Membran; OEM/IEM, äußere/innere Plastidenhüllmembran. 
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 Mit Hilfe des spezifischen Antiserums gegen Gt_ORF201 konnte die Lo-
kalisation von Gt_ORF201 immunologisch nach 7.20 auf Ultradünnschnitten 
lowricyleingebetteter Guillardia theta Zellen bestimmt werden. Dazu wurde das 
Antiserum zunächst über ORF201ab spezifisch aufgereinigt. Abb. 4-4A zeigt 
elektronenmirkoskopische Aufnahmen von Guillardia theta Zellen nach Inku-
bation mit anti-ORF201ab* bzw. goldgekoppeltem, Zweitantikörper [siehe 7.3]. 
Die 30nm-Goldpartikel des Zweiantikörpers wurden im Mikroskop als elektro-
nendichte schwarze Punke sichtbar. Gt_ORF201 ist in dem die sekundäre Plas-
tide umgebenden Membranstapel (in PPM oder OEM) lokalisiert. 

Zur Erhöhung der Auflösung der einzelnen Membranen wurden Guillardia 
theta Zellen alternativ in Epon 812 eingebettet [vgl. 7.20]. Der Raum zwischen 
rauer ER und periplastidärer Membran wurde zuvor durch eine Behandlung der 
Zellen mit 10 μg ml-1 BFA für 105 min 2.5 h vor dem Nacht/Tag-Wechsel [vgl. 
7.8] und anschließender sofortiger Fixierung der Zellen aufgeweitet Wastl et al., 
2000 [Abb. 4-4B]. 
 

Um die Lokalisation in RER- oder PP-Membran von Gt_ORF201 genauer 
bestimmen zu können, wurden Westernblotanalysen mit Proteinextrakten ge-
eigneter Subfraktion von Guillardia theta durchgeführt [vgl. 7.16 - 7.18]. Dazu 
wurden funktionelle Plastiden nach Wastl und Maier isoliert [vgl. 7.15], die nur 
von der eigentlichen Plastidenhülle (PE) begrenzt werden Wastl and Maier, 2000. 
Zudem wurde für diese und anderen Arbeiten eine Methode entwickelt siehe 
Gould, 2006 [vgl. 7.15], um die sekundären Plastide von Guillardia theta 
anzureichern [vgl. 8.1]. Vergleichende Analysen dieser Proteinfraktionen [Abb. 
4-5A] zeigen kein Signal (MW, theoretisch 23.5 kDa) bei Verwendung des anti-
ORF201ab Antiserums in der Fraktion der Plastiden, wohl aber in der des Sym-
bionten bzw. der intakter Zellen. Mangels Antikörper gegen geeignete Marker-
proteine bzw. der Markerproteine selbst, wurde die Validität der eingesetzten 
Proteinextraktes durch die analoge Verwendung eines Peptidantikörpers gegen 
das Protein PsbB/CP47 geprüft. Erwartungsgemäß konnte PsbB (~55 kDa) in 
allen drei eingesetzten Extrakten nachgewiesen werden [Abb. 4-5B]. PsbB ist 
ein Bestandteil des Kernkomplexes des Photosystems II und an der Übertra-
gung der Exitationsenergie auf das Reaktionszentrum beteiligt. Es ist ein inte-
grales Protein der Thylakoidmembran und besitzt sechs Transmembrandomä-
nen in Synechocystis sp. PCC 6803. PsbB ist in Guillardia theta als Apoprotein 
mit einer theoretischen Masse von ~56 kDa im Plastom codiert. Der zu beobach-
tende Massenshift im Gesamtrohextrakt geht vermutlich auf die bleibende Asso-
ziation des Proteins mit seinen prosthetischen Gruppen aufgrund einer unzu-
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reichenden Denaturierung der Proteine zurück. Das Holoenzym bindet 15 Chlo-
rophyllmoleküle (Chl a, C55H72MgN4O5, MW theoretisch ~0,9 kDa). Das des Öff-
teren im Plastidenextrakt beobachtete Signal bei ~16 kDa (mit Stern gekenn-
zeichnet) stellt möglicherwiese ein Degradationsprodukt von PsbB dar. Eine 
präparationsbedingte proteolytische Degradation von Gt_ORF201, die ein Aus-
bleiben des Signals des anti-ORF201ab Antikörpers in der Spur des Plastiden-
proteinextraktes alternativ erklären könnte, ist aufgrund der funktionellen In-
tegrität der isolierten Plastiden auszuschließen. 

Gt_ORF201 zeigte je nach Präparation im SDS-Gel das Laufverhalten eines 
~33kDa-Proteins (nicht dargestellt). Es bleibt unklar, ob dies methodische Ur-
sachen hat oder auf eine nicht auflösbare Modifikation des Proteins zurückgeht. 
Unabhängig der Laufhöhe im SDS-Gel konnten nie Signale in Proteinextrakten 
von Plastiden detektiert werden. 

 
 Die durchgeführten immunologischen Nachweise zur Lokalisation von 
GT_ORF201 innerhalb des PPC bzw. der PPC-angrenzenden Membranen des 
Symbionten von Guillardia theta, sprechen für eine Lokalisation des Proteins in 
 
 

 
Abb. 4-5: Vergleichende Analyse von Gt_ORF201 in 
Guillardia theta Proteinfraktionen. 
A. Immundetektion Gt_ORF201 in Guillardia theta Plas-
tiden- bzw. Symbiontproteinextrakt mit anti-ORF201ab 
Antiserum, bzw. B. mit anti-PsbB Peptidantikörper. Guil-
lardia theta Gesamtproteinextrakt als Kontrolle. Der Ver-
gleich der einzelnen Fraktion zeigt kein Signal des anti-
ORF201ab Antikörper in der Spur der Plastiden. 
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der PPM. Gt_ORF201 ist somit das erste beschriebene Protein dieser Membran. 
Da die PPM das Interface zwischen Wirt und Symbiont darstellt, liefert diese 
Lokalisation neue Möglickeiten für die Funktion dieses Proteins. 
 
 

4.1.4 Weitere nucleomorphcodierte ERAD-assoziierte 

Faktoren 

Neben dem Membranprotein Gt_ORF201 werden eine Reihe weiterer mem-
brangebundener und löslicher Faktoren auf dem Nucleomorphgenom von Guil-
lardia theta codiert, die homolog zu ERAD-Komponenten aus Saccharomyces ce-
revisiae sind. Dies sind Homologe zur RING-Finger-Ubiquitin-Ligase Hrd1p, zur 
ATPase Cdc48p, zum Cdc48-Cofaktor Ufd1p, sowie ein Ubcc-21kDa Protein mit 
Homologie zum ERAD-assoziierten ubiquitinkonjugierenden Enzym Ubc1p. 

 
Das auf Chromosom 2 des Nucleomorphgenoms von Guillardia theta codier-

te Protein Gt_ORF477 weist Homologie zur ERAD-spezifischen Ubiquitin-
Ligase Hrd1p (E3) auf Bordallo et al., 1998. Diese bildet mit dem ebenfalls mem-
branständigen Protein Hrd3p den Hrd-Komplex zur Koordination der Prozesse 
der Substratrekrutierung und -ubiquitinylierung an der ER-Membran [vgl. 
2.3.2]. Gt_ORF477 und Hrd1p besitzen eine Sequenzidentität von 34 % und wer-
den ebenfalls als Typ IIIa Membranproteine mit nicht abspaltbarem Signal-
peptid (Signalanker) klassifiziert. Obwohl für Hrd1p eine Topologie mit sechs 
Transmembrandomänen ermittelt wurde Deak and Wolf, 2001, bei der der kurze 
N- und der lange C-Terminus mit seiner konservierten H2-RING-Finger-Domä-
ne im Cytosol lokalisiert sind, lassen sich mittels TMHMM für Hrd1p bzw. 
Gt_ORF477 nur vier bzw. fünf der sechs Transmembrandomänen in den Be-
reichen der Aminosäuren 7 - 29, 49 - 71, 117 -139, 158 -180 und 225 - 247 bzw.  
8 - 30, 47 - 69, 103 - 125 und 145 - 167 vorhersagen. Allerdings werden für 
Hrd1p eine und für Gt_ORF477 zwei weitere schwach hydrophobe Bereiche er-
mittelt [Abb. 4-6A]. Die höchste Sequenzidentität zwischen Gt_ORF477 und 
Hrd1p liegt im Bereich der Zn2+-bindenden H2-RING-Finger Domäne. Der H2- 
RING-Finger von Gt_ORF477 weist gegenüber dem von Hrd1p eine elf Amino-
säure große Deletion auf, die jedoch weder die Integrität, noch die Funktionali-
tät der Domäne beeinflussen sollte, da die acht essentiellen Aminosäuren (Cys-
Xn-Cys-Xn-Cys-Xn-His-Xn-His-Xn-Cys-Xn-Cys-Xn-Cys) vorhanden sind [Abb. 4-6B].
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Abb. 4-6: Hrd1p und Gt_ORF477 im Vergleich. 
Schematisches Alignment von Guillardia theta Gt_ORF477 und Saccharomyces cerevi-
siae Hrd1p. Transmembrandomänen (nach TMHMM) in hellgrau, auffällige hydrophobe 
Bereiche in hellgrau/weiß. Die Hrd1-Domäne ist in orange, die konservierte H2-RING-
Fingerdomäne in dunkelgrau dargestellt. Schematischer Aufbau beider Proteine in A, 
des H2-RING-Finger-Motivs in B. Erläuterung siehe Text. 
 
 
 Gt_sCdc48 ist auf Chromosom 3 des Nucleomorphgenoms codiert und weist 
eine 60 % Sequenzidentität zu Cdc48p aus Saccharomyces cerevisiae auf. Das 
Protein ist mit 752 Aminosäuren (ca. 96 kDa) 84 Aminosäuren kürzer als sein 
Pendant aus Hefe. Neben Gt_Cdc48 codiert das Nucleomorphgenom auf Chro-
mosom 1 noch eine weitere ATPase des AAA-Typs, das Gt_sCdc48-like Protein, 
von 606 Aminosäuren Länge [vgl. Abb. 4-7]. Letzteres weist im Gegensatz zu 
Cdc48p und Gt_sCdc48 nur die beiden für diese Proteinfamilie typischen AAA-
Domänen auf, nicht aber die N-terminale Cdc48N-Domäne, die strukturell ho-
molog zur αψβ Barrel- bzw. αβ Roll-Domäne von Ufd1p ist, und die Interaktion 
zu den jeweiligen für spezifische Aufgaben rekrutierenden Cofaktoren vermittelt 
Bruderer et al., 2004; Sato and Hampton, 2006. 
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Abb. 4-7: Cdc48p, Gt_sCdc48 und Gt_sCdc48-
like Protein im Vergleich. 
Schematisches Alignment von Guillardia theta 
Gt_sCdc48, Gt_sCdc48-like Protein und Saccharo-
myces cerevisiae Cdc48p. Die AAA-Domänen sind in 
hellblau, die Cdc48N-Domäne in rot dargestellt. 
 
 
 Auf Chromosom 3 ist neben Gt_sCdc48 mit Gt_sUfd1 auch ein verkürztes 
Homolog des Ufd1p aus Saccharomyces cerevisiae codiert, das mit Npl4p einen 
heterodimeren Cdc48-Cofaktor ausbildet. Beide weisen eine Sequenzidentität 
von 35 % auf. Wie der schematische Sequenzvergleich zeigt [Abb. 4-8], ist die C-
Domäne des 175 Aminosäure langen Proteins (361 Aminossäuren bei Ufd1p) de-
letiert, so dass Gt_sUfd1 nur die N-Domäne (bestehend aus je einer αψβ Barrel- 
bzw. αβ Roll-Domäne) besitzt, die für die Bindung ubiquitinylierter ERAD-Sub 
strate notwendig ist [vgl. 2.3.2]. Die die Interaktion mit Cdc48 vermittelnde 
SHP-Box bzw. die C-terminal der SHP-Box sitzende Npl4-Bindedomäne [in Abb. 
4-8 nicht dargestellt] fehlt bei Gt_sUfd1. 
 
 

 

 
Abb. 4-8: Ufd1p und Gt_sUfd1 im Vergleich. 
Schematischer Vergleich von Guillardia theta Gt_sUfd1 und Saccha-
romyces cerevisiae Ufd1p. Die ubiquitinfusionsproteinbindende N-Do-
mäne ist in violett bzw. rot, die SHP-Box in hellblau dargestellt. Es ist 
deutlich erkennbar, dass Gt_sUfd1 gegenüber Ufd1p stark verkürzt ist. 
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 Weit über zehn verschiedene ubiquitinkonjugierende Enzyme (E2) existie-
ren allein in Saccharomyces cerevisiae, von denen im Wesentlichen bislang nur 
drei mit ERAD in Verbindung gebracht wurden: Ubc1p, Ubc6p und Ubc7p 
Friedlander et al., 2000. Das Nucleomorphgenom von Guillardia theta codiert für 
drei verschiedene E2-Enzyme Douglas et al., 2001 [Abb. 4-9]. Gt_sUbc4 ist in fünf 
der sechs terminalen Repearts der drei Nucleomorphchromosomen codiert. Sein 
Pendant in Hefe, Ubc4p, spielt eine essentielle Rolle im Rahmen der Zell-
zykluskontrolle und der zellulären Stressantwort und ist am Turnover kurz-
lebiger, regulatorischer Proteine beteiligt Jentsch et al., 1990. Gt_Ubc-17kDa be-
sitzt eine Sequenzidentität von 34 % zu Rad6p aus Saccharomyces cerevi-
siae, das eine Rolle in postreplikativen DNA-Reparaturmechanismen spielt. 
Gt_Ubc-21kDa, weist eine Sequenzidentität von 42 % zu Saccharomyces cerevi-
siae Ubc1p auf, welches neben Funktionen während der Vesikelbiogenese auch 
an der Ubiquitinylierung von ERAD-Substraten beteiligt ist Friedlander et al., 
2000. 
 
 

 
Abb. 4-9: Vergleich von Gt_sUbc-21kDa mit Saccharomyces cerevi-
siae Ubc1p, Ubc6p und Ubc7p.  
Schematischer Vergleich von Gt_sUbc-21kDa mit den in Saccharomyces ce-
revisiae ERAD-assoziierten E2-Enzymen. Die Ubc-Domäne ist in braun, die 
Transmembrandomäne von Ubc6p in grau dargestellt. 

 
 
 Die Ergebnisse der Datenbankanalyse sind in Tab. 4-1 zusammengefasst. 
Gt_ORF477 (und Gt_ORF201) konnten auf Transkriptebene als partielle cDNA 
in einer Guillardia theta EST-Bibliothek Gould et al., 2006b identifiziert werden 
(EST sg-p-007_a02 bzw. sg-p-009_c08). Folglich codiert und exprimiert das Nuc-
leomorphgenom von Guillardia theta eine Reihe löslicher bzw. membrangebun-
dener Proteinfaktoren mit Homologie zu Komponenten der ER-assoziierten De-
gradationsmachinerie zum Abbau missgefalteter Proteine im Rahmen der ER-
Proteinqualitätskontrolle aus Saccharomyces cerevisiae. Dabei ist auffällig, dass 
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(i) die identifizierten Nucleomorphproteine ausschließlich am Prozess der Sub-
stratdislokation, nicht aber an prädislokativen Prozessen der Substraterken-
nung/-rekrutierung oder aber postdislokativen, degradationsvorbereitenden Pro-
zessen beteiligt sind und (ii) die identifizierten Membranproteine im Besonderen 
mit der Vermittlung der Dislokation löslicher bzw. membrangebundener ERAD-
Substarte assoziiert werden Carvalho et al., 2006 [vgl. 2.3.2]. 
 
 

Tab. 4-1: Nucleomorphcodierte ERAD-Komponenten. 
 

Protein- 
bezeichnung 

 Chr.-Nr. Homolog
aus Hefe

spezifische bzw. assoziierte  
Funktion in ERQC/ ERAD 

Gt_ORF201  1 Der1p CDC48-Rezeptor, putatives Translokon
Gt_ORF477  2 Hrd1p/ RING-Finger-Ubiquitin-Ligase (E3) 

Gt_sUbc-21kDa  2 Ubc1p ERAD-assoziiertes E2 
Gt_sCdc48  3 Cdc48p Ubiquitin-abhängige AAA-Typ ATPase
Gt_sUfd1  3 Ufd1p Cdc48-Cofaktor 

 
 

4.1.5 Das Genom der Cryptophyta codiert für ein zwei-

tes, wirtspezifisches ERAD-System 

 Aufgrund der begrenzten Kapazität des Nucleomorphgenoms ist das gros 
der im PPC-benötigten Proteine im Nucleus codiert Douglas et al., 2001; Gould et 
al., 2006a. Auf der Suche nach weiteren symbiontlokalisierten ERAD-Kompo-
nenten im Genom von Guillardia theta wurde in der EST-Datenbank Gould et al., 
2006b ein weiteres Protein der Der1-Familie identifiziert, Gt_hDer1 (EST sg-
p_021_c12). Dieses Protein, Gt_hDer1, zeichnet sich jedoch nicht durch den Be-
sitz PPC-relevanter Zielsteuerungssequenzen und muss somit als wirtspezifi-
sches Protein klassifiziert werden. Da die entsprechende cDNA 5’ vom Start-
methionin ein Stopcodon aufweist, muss es sich um ein vollständiges Transkript 
handeln. Gt_hDer1 gilt damit als Indiz für die Existenz eines zweiten, wahr-
scheinlich wirtspezifischen, ER-lokalisierten ERAD-Systems in Cryptophyten. 
Neben Gt_hDer1 konnte aufgrund der eingeschränkten Datenlage lediglich ein 
partielles Transkripte der ERAD-assoziierten ATPase Cdc48 (Gt_hCdc48, EST 
GT_17.q1ca_A07, gt_027_h05 und ÉST3648) identifiziert werden. 
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 Im Hinblick auf die Lokalisation beider ERAD-Systeme wird die nucleo-
morphcodierte ORF201-basierte Maschinerie als symbiontspezifisch bezeichnet. 
Sie steht damit der zweiten, wirtspezifischen gegenüber. 
 
 

4.2 Symbiontspezifische ERAD-Faktoren in 

anderen Chromalveolaten 
Um festzustellen, ob die Existenz der symbiontspezifischen ERAD-Maschi-

nerie in Cryptophyten eine Konsequenz der besonderen Morphologie des sekun-
dären Symbionten ist [vgl. 2.4] oder aber ubiquitär in allen Organismen der 
roten Linie vorkommt [vgl. 2.1.2], wurden die Genomdatenbanken bislang se-
quenzierter Chromalveolaten [vgl. 7.7] nach entsprechenden Genen durchsucht. 
Dabei wurden die jüngsten Erkenntnisse von Gould et al. zugrunde gelegt, wo-
nach nucleuscodierte PPC-lokalisierte Proteinfaktoren in Cryptophyten durch 
eine zweiteilige Zielsteuerungssequenz, bestehend aus einem funktionellen Sig-
nalpetid und einer transitpeptidähnlichen Extension (ohne aromatische Amino-
säure an Position +1 der Schnittstelle zwischen diesen), identifiziert werden 
können Gould et al., 2006a; 2006b [vgl. 2.4]. 
 
 

4.2.1 Faktoren in Heterokontophyta und Haptophyta 

Die Heterokontophyta und Haptophyta werden nach Cavalier-Smith als 
Chromobiota bezeichnet und bilden zusammen mit den Cryptophyta die Gruppe 
der Chromista Cavalier-Smith, 1986; 2003; Adl et al., 2005. Neben dem Nucleo-
morphgenom von Guillardia theta sind bislang nur die beiden Heterokontophy-
tengenome der penaten bzw. zentralen Kieselalge Phaeodactylum tricornutum 
und Thalasiossira pseudonana vollständig sequenziert und assembliert. Ein 
weiteres Genom dieser Gruppe, das der Haptophyte Emiliana huxleyi, wird in 
Kürze folgen, Sequenzrohdaten sind bereits in der NCBI-Datenbank verfügbar. 
 
 In Phaeodactylum tricornutum konnten vier Proteine mit Homologie zu 
Der1p/Dfm1p aus Saccharomyces cerevisiae bzw. Gt_ORF201 identifiziert wer-
den. Hydrophobizitätsanalysen zeigen zumeist jeweils vier mehr oder weniger 
stark ausgeprägte Bereiche, die als putative Transmembrandomänen klassifi-
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ziert werden können. Zwei der vier werden als Präproteine mit N-terminaler 
Extension codiert, die mit SignalP und TargetP als putative PPC-Zielsteue-
rungssequenz bestimmt wurden und sie als symbiontspezifische Faktoren aus-
weisen (Pt_sder1-1, codiert auf Chromosom. 1, Pt_sder1-2 auf Chromosom 9). In 
keinem Fall konnten C-terminal der Der1-Domäne SHP-Bindedomänen nachge-
wiesen werden, die die Proteine als Der1p- oder Dfm1p-Homolog charakteri-
sieren könnten [vgl. 4.1.1]. 

Nur ein Gen in Phaeodactylum tricornutum konnte eindeutig als hrd1-
homolog identifiziert werden (Pt_hhrd1 auf Chromosom 24, 100 % EST-Abdec-
kung), das keine PPC-Zielsteuerungssequenz aufweist. Da auch das Guillardia 
theta Homolog GT_orf477 nur im Bereich der konservierten RING-Finger-Domä-
ne Homologie zu Hrd1p besitzt [vgl. Abb. 4-6], ist es möglich, dass ein weiteres 
symbiontspezifisches hrd1-Homolog existiert, das mit den angewendeten Such-
kriterien bislang nicht identifiziert werden konnte. Eine Reihe weiterer hypo-
thetische Proteine mit RING-Finger-Domänen finden sich jedoch im Genom co-
diert. 

Phaeodactylum tricornutum weist wirt- und symbiontspezifische Homologe 
zu cdc48 und ufd1 auf. Pt_hcdc48 auf Chromosom 10 ist im Gegensatz zu 
Pt_scdc48 auf Chromosom 11 (jeweils 100 % EST-Abdeckung) durch zwei Exons 
codiert. Beide Proteine weisen die für Cdc48 typische N-, sowie die beiden  
für alle ATPasen dieser Familie typischen AAA-Domänen auf [vgl. Abb 4-7]. 
Pt_hufd1 bzw. Pt_sufd1 ist auf Chromosom 4 bzw. 21 codiert (jeweils 100 % 
EST-Abdeckung). Wiederum zeichnet sich Pt _sUfd1 durch den Besitz einer  
N-terminalen putativen PPC-Zielsteuerungssequenz aus. Ähnlich dem nucleo-
morphcodierten Ufd1-Homolog von Guillardia theta (Gt_sUfd1), ist es zudem  
C-terminal verkürzt, so dass die bei den wirtspezifischen Ufd1-Homologen 
(Pt_hUfd) vorhandene Npl4- und Cdc48-Bindedomäne fehlt. Npl4 selbst ist nur 
als wirtspezifischer Faktor im Genom beider Organismen codiert (Pt_hnpl4). 

Unter den vielen in Phaeodactylum tricornutum vorkommenden ubiquitin-
konjugierenden Enzymen finden sich auch wirtspezifische Homologe zu den 
Saccharomyces cerevisiae Ubc-Proteinen Ubc1p, Ubc6p und Ubc7p (Pt_hUbc1, 
Pt_hUbc6 und Pt_hUbc7). Zudem konnte auf Chromosom 25 ein symbiont-
spezifisches Ubc6p-Homolog (Pt_sUbc6) mit N-terminaler PPC-Zielsteuerungs-
sequenz identifiziert werden. Hydrophobizitätsanalysen weisen die für Ubc6 ty-
pische stark hydrophobe Region am C-Terminus des Proteins aus, die als α-heli-
kale Transmembrandomäne voraus gesagt wird [vgl. Abb. 4-9]. Neben diesen, in 
Saccharomyces cerevisiae vornehmlich an ERAD beteiligten Ubc-Proteinen, fin-
det sich ein Homolog des in Guillardia theta identifizierten, nucleomorphcodier-
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Abb. 4-10: Wirt- und symbiontspezifische Der1-Pro-
teine in Phaeodactylum tricornutum. 
Schematische Gegenüberstellung der vier in Phaeodacty-
lum tricornutum identifizierten Der1-Proteine. Die sym-
biontspezifischen Proteine Pt_sDer1-1 und Pt_sDer1-2 be-
sitzen gegenüber den wirtspezifischen Pt_hDer1-1 und 
Pt_hDer1-2 eine N-terminale Extension die als zweiteilige 
PPC-Zielsteuerungsequenz bestehend aus Signal- (rot) 
und Transitpeptid (grün). Die Der1-Domäne in blau, 
Transmembrandomänen (nach TMHMM) in grau, auf-
fällige hydrophobe Bereiche in grau/weiß. 

 
 
ten Gt_sUbc4 (Pt_sUbc4 auf Chromosom 4), das als Präprotein mit PPC-Ziel-
steuerungssequenz codiert wird. 
 Weiterhin identifizierte symbiontspezifische ERAD-Komponenten in den 
Phaeodactylum tricornutum sind Homologe zum ubiquitinkonjugierenden En-
zym Uba1 (Pt_suba1 auf Chromosom 7) und Ubiquitin (Pt_sub auf Chromosom 
5), die parallel zu den wirtspezifischen Faktoren existieren (Pt_huba1, Pt_hub). 
 
 Alle in Phaeodactylum tricornutum identifizierten Wirt- und symbiontspezi-
fischen Faktoren konnten auch in der Genomdatenbank der zweiten sequenzier-
ten Heterokontophyte Thalassiosira pseudonana identifiziert werden. Zusätzlich 
wurden Gene für ein drittes wirtspezifisches Der1 (Tp_hder1-3), sowie für ein 
zweites wirtspezifisches Cdc48 (Tp_hcdc48-2) identifiziert. 
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Bei Auswertung der bisher erhältlichen Sequenzrohdaten der Haptophyte 
Emiliana huxleyi konnten bislang nur zwei der vier in Heterokontophyten iden-
tifizierten Der1-homologen Gene gefundenen werden (Eh_hder1-2, Eh_sder1-1), 
von denen letzteres ein symbiontspezifisches Präprotein mit N-terminaler PPC-
Zielsteuerungssequenz darstellt. 

Ferner ist Cdc48 in mindestens 2 Kopien auf dem Haptophytengenom co-
diert, von dem wiederum eines als Präprotein mit BTS vorliegt (Eh_hCdc48 
bzw. Eh_sCdc48). 

 
 

4.2.2 Faktoren in Apicomplexa und Dinophyta 

Die Apicomplexa und Dinophyta bilden mit den Ciliophora die Gruppe der 
Alveolata Adl et al., 2005. Sekundäre Plastiden können jedoch nur in den ersten 
beiden Gruppen gefunden werden. Aus der Reihe der Apicomplexa sind bislang 
die Genome von Cryptosporidium parvum, Plasmodium falciparum und Toxo-
plasma gondii vollständig sequenziert und assembliert [vgl. 4.1.2]. Die Sequen-
zierung eines Dinophytengenoms steht noch aus, es existieren aber eine Reihe 
kleiner EST-Projekte z.B. von Heterocapsa triquetra. 

In Plasmodium falciparum konnten wie in Phaodactylum tricornutum je 
zwei wirt- bzw. symbiontspezifische Der1-homologe Gene identifiziert werden. 
Pf_sder1-1 und Pf_sder1-2 (codiert auf Chromosom 14 bzw. 3) sind in der Daten-
bank als hypothetische Apicoplastproteine annotiert. Ein symbiontspezifisches 
Homolog von Cdc48 (Pf_sCdc48, Chromosom 7) und das C-terminal verkürzte 
Ufd1 (Pf_sUfd1, Chromosom 9) konnten ebenfalls neben den wirtspezifischen 
Faktoren identifiziert werden. Alle besitzen eine N-terminale Extension, die 
mittels PlasmoAP eindeutig als Apicoplastzielsteuerungssequenz vorhergesagt 
wird. Ein symbiontspezifisches Homolog zu Hrd1, Ubc6 oder Ubiquitin konnte 
nicht identifiziert werden. Allerdings finden sich erneut symbiontspezifische Ho-
mologe zu Ubc4 (Pf_sUbc4) und Uba1 (Pf_sUba1). 

Ebenso wie in Plasmodium falciparum konnten auch in Toxoplasma gondii 
eine Reihe von ERAD-Komponenten identifiziert werden. Allerdings ist das Ge-
nom von Toxoplasma gondii gegenüber dem von Plasmodium falciparum stark 
fragmentiert. Die codierenden Bereiche der entsprechenden Gene sind von einer 
höheren Anzahl zum Teil sehr großer Introns (11 in Tg_scdc48, mit einer Größe 
bis zu 832 bp) inseriert,was ihre Zuordnung zu einem wirt- oder symbiontspezi-
fischen System schwieriger macht. So finden sich auch im Toxoplasma gondii 
Genom vier Gene, die putative Der1-Proteine codieren, von denen wiederum 
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zwei eine N-terminale Extension aufweisen, die im Fall von Tg_sDer1-1 mit 
SignalP und TargetP auch eindeutig als potentielle Apicoplastzielsteuerungs-
sequenz klassifiziert werden konnte. Ein putatives Singalpeptid für Tg_sDer1-2 
konnte bislang nicht in der flankierenden 5'-Regionen gefunden werden. Über 
einen Sequenzvergleich mittels BlastP lässt sich das Protein jedoch eindeutig 
dem symbiontspezifischen Der1-2 von Plasmodium falciparum zuordnen. Ähn-
lich stellt sich die Situation für Ufd1 dar, zu dem ebenfalls zwei Homologe in 
Toxoplasma gondii identifiziert werden konnten, von denen wiederum eines ty-
pisch verkürzt ist und eine N-terminale Extension aufweist. Für Cdc48 konnten 
ebenfalls zwei homologe Proteine identifiziert werden, von denen sich je eines 
einem wirt- bzw. symbiontspezifischen ERAD-System zuordnen läßt. So ist 
Tg_scdc48 zwar in 12 Exons codiert, jedoch ist die Apicoplastzielsteuerungs-
sequenz direkt mit dem der ersten Hälfte der Cdc48-typischen N-Domäne auf 
Exon 1 fusioniert. 

Cryptosporidium parvum besitzt im Gegensatz zu Plasmodium falciparum 
und Toxoplasma gondii keinen Apicoplast [vgl. 4.1.2]. Erwartungsgemäß konn-
ten im Cryptosporidium parvum Genom auch nur die wirtspezifischen ERAD-
Faktoren gefunden werden. Die Analyse der bislang zugänglichen EST-Daten 
der verschiedenen Dinophytengenome erbrachte keinerlei Hinweise auf Kom-
ponenten eines symbiontspezifischen ERAD-Systems. 

 
Die Ergebnisse der Datenbankanalyse wurden abschließend in Tab. 4.2 bzw. 

Abb. 4-11 zusammengefasst. Putative Komponenten eines symbiontspezifischen 
ERAD-Systems konnten in allen Chromalveolaten nachgewiesen werden, deren 
sekundäre Plastide von vier Membranen umgeben ist, selbst im extrem redu-
zierten Apicoplast der Apicomplexa. Die Konservation dieses Systems, das nach 
den durchgeführten Analysen [vgl. 4.1.3] zumindest in Cryptophyten in der peri-
plastidären Membran des Symbionten zu suchen ist, ist somit nicht durch des-
sen besondere Morphologie begründet, sondern evoziert eine generelle Funktion 
dieses Systems für diese Organismen. Die Ausnahme bildet scheinbar die Grup-
pe der Dinophyta, deren sekundäre Plastide nur von drei Membranen begrenzt 
wird. Dies erscheint sinnvoll, da angenommen wird, dass im Laufe der Evolu-
tion die periplastidäre Membran des Symbionten verloren ging Cavalier-Smith, 
2003. Allerdings muss die schlechte Datenlage diesbezüglich berücksichtigt 
werden.  

 
 Eine mögliche Funktion dieses Systems wird basierend auf den in 4.1.2 und 
4.1.3 durchgeführten Analysen in Kapitel 5 diskutiert. 
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Tab. 4-2: Wirt- bzw. Symbiontspezifische ERAD-Faktoren in Chromalveolaten 
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Abb. 4-11: Symbiontspezifische ERAD-Faktoren in Chromalveolaten mit PPM. 
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4.2.3 Analyse der PPC- bzw. Apicoplastzielsteuerungs-

sequenzen 

Die Zielsteuerungssequenzen aller identifizierten symbiontspezifischen 
Proteine sind in Tab. 8-1 aufgelistet, multiple Alignments der Zielsteuerungs-
sequenzen (als Sequenzlogo bzw. Frequenzplot) finden sich in Abb. 8-3. 

Die Aminosäurekomposition der Signalpeptide (Positionen −20 bis −1) der 
PPC-Zielsteuerungssequenzen der Heterokontophyten und Haptophyten zeigten 
die Zusammensetzung typischer Signalpeptide sekretorischer Proteine mit 
einem kurzen variablen hydrophilen N-Terminus, einem leucinreichen hydro-
phoben Mittelteil und einem kurzen polaren C-Terminus Martoglio and 
Dobberstein, 1998. Das Erkennungsmotiv für die Signalpeptidase zwischen 
Signal- und Transitpeptid (ab Position +1) entsprich mit Ala-X-Ala (X, beliebige 
Aminosäure; Aminosäuren mit kurzen ungeladenen Seitenketten bevorzugt) 
ebenfalls den Erwartungen. Die Position +1 des Transitpeptides ist nicht 
konserviert und wird nicht wie bei nucleuscodierten plastidären Proteinen von 
einer aromatischen Aminosäure eingenommen Kilian and Kroth, 2005. Die 
Aminosäurekomposition der Transitpeptide selbst scheint variabel und nicht 
konserviert, basische (besonders Arginin) und phosphorylierbare Aminosäuren 
häufen sich jedoch. Damit entsprechen die PPC-Zielsteuerungssequenzen der 
Heterokontophyta (und bedingt auch der Haptophyta) tatsächlich denen der 
Cryptophyta Gould et al., 2006b. Ein vergleichbares Bild zeigt sich auch für die 
Apicoplastzielsteuerungssequenzen der Apicomplexa. Aufgrund der geringen 
Anzahl zur Verfügung stehender Sequenzen sind die Merkmale im Sequenzlogo 
jedoch weit weniger stark ausgeprägt. Charakteristische Positionen werden hier 
von Aminosäuren gleicher Eigenschaften ersetzt, die durch A/T-reichere Codons 
codiert werden (Phenyalanin statt Leucin, Lysin statt Arginin). 
 
 Um die Funktionalität der in silico vorhergesagten topogenen Signale der 
symbiontspezifischen ERAD-Komponenten exemplarisch für Phaeodactylum 
tricornutum zu ermitteln, wurden die PPC-Zielsteuerungssequenzen der iden-
tifizierten Faktoren als GFP-Fusionsprotein in Phaeodactylum tricornutum 
exprimiert und die Lokalisation der Proteine fluoreszenzmikroskopisch be-
stimmt. Dazu wurden die entsprechenden Genregionen (Pt_sder1-1, Basen 1 - 
282; Pt_sder1-2, Basen 1 - 348; Pt_scdc48, Basen 1 - 345, Pt_sufd1 1 - 323; 
Pt_suba1; Basen 1 - 477 und Pt_sub, Basen 1 - 162) aus gRNA bzw. gDNA nach 
7.10 unter Verwendung der in 7.5 angegeben Primer und Einfügen terminaler
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Abb. 4-12: In vivo Lokalisation von Phaeodactylum tricornutum PPC-Ziel-
steuerungssequenzen fusioniert an GFP. 
A. Die Zielsteuerungssequenzen (BTS) der symbiontspezifischen ERAD-Faktoren  
sDer1-1 ( BTS_1¬1Der

GFP1/1055 ), sDer1-2 ( BTS_2¬1Der
GFP1/1055 ), sCdc48 ( BTS_1¬1Der

GFP1/1055 ) und 

Ubiquitin (Pt_sUb, BTS_1¬1Der
GFP1/1055 ) von Phaeodactylum tricornutum CCAP1055/1 

dirgigieren GFP in die dem periplastidären Kompartiment homologe Region des se-
kundären Symbionten, GFP-Fluoreszenz in grün, Plastidenautofluoreszenz in rot. 
Der Maßstab beträgt 5 μm. B. Die Zielsteuerungsequenz (37 kDa inkl. GFP) wird 
nach dem Import in das PPC der Heterokontophyte prozessiert (28 kDa). 1055/1, 
Wildtyp; GFP1/1055 , cytosolisch exprimiertes GFP (~27 kDa) als Kontrollen aus 
Sommer et al., 2007. 
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EcoRI- bzw. NcoI-Restriktionsschnittstellen amplifiziert, restringiert und zu-
sammen mit egfp mit NcoI und HindIII-kompatiplen Schnittstellenüberhängen 
in den EcoRI/HindIII geöffneten Vektor pPhaT1 kloniert. Die Validität wurde 
durch Sequenzieren der Konstrukte nach 7.13 überprüft. Die Transfektion von 
Phaeodactylum tricornutum erfolgte gemäß 7.8. Abb. 4-12A zeigt fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen positiver Transfektanden. Erwartungsgemäß wurde 
die GFP-Fluoreszenz in einer punktförmigen Struktur, dem sogenannten "Blob" 
nach Kilian and Kroth, 2005, der eng assoziiert mit der Plastidenautofluoreszenz 
vorliegt, beobachtet. Gould et al. konnten zeigen, dass diese Lokalisation stets in 
der Mitte der beiden lanzettförmigen Plastidenhälften zu beobachten ist und 
dem PPC des sekundären Symbionten der Cryptophyta entspricht Gould et al., 
2006b. Auch nach mehrmaliger Transfektion konnten für Pt_sUfd1 keine positi-
ven, fluoreszierenden Klone ermittelt werden. Die Funktionalität der PPC-Ziel-
steuerungsseqeuenz von Pt_sUba1 konnte in weiterführenden Experimenten in-
zwischen ebenfalls nachgewiesen werden (nicht dargestellt). 
 Die Westernblotanalyse mit anti-GFP Antikörper zeigt zudem eine Prozes-
sierung des Pt_sDer1-1_BTS-GFP-Konstruktes [Abb. 4-12B]. 
 
 Exemplarisch wurde im Anschluss die Apicoplastzielsteuerungssequenz des 
symbiontspezifischen Pt_sDer1-1 als GFP-Fusionsprotein episomal in Plasmo-
dium falciparum exprimiert und durch fluoreszenzmikroskopische Bestimmung 
der Lokalisatation die Funktionalität des topogenen Signals ermittelt. Dazu 
wurde die entsprechende Genregion (Basen 1 - 416) aus gDNA nach 7.10 unter 
Verwendung der Primer Pf_sDer1 fw/Pf_sDer1 rv amplifiziert und mittels der 
eingebrachten XhoI-/AvrII-Restriktionsschnittstellen in den entsprechend geöff-
neten Vektor pARL-GFP kloniert. Die Validität des Konstruktes wurde nach 
7.13 überprüft. Die Transfektion von Plasmodium falciparum erfolgte nach 7.8. 
Wie erwartet konnte eine punktförmige GFP-Fluoreszenz im Apicoplast beo-
bachtet werden [Abb. 4-13A]. Eine zusätzliche Behandlung der Parasiten mit 
MitoTrackerOrange CMTMRos und Hoechst33342 [vgl. 7.20] macht deutlich, 
dass es sich hierbei nicht um eine nucleäre oder mitochondriale Lokalisation 
handelt. Westernblotanalysen mit anti-GFP Antikörper zeigen zudem, dass das 
BTS-GFP-Konstrukt prozessiert wird [Abb. 4-13B]. In weiterführenden Experi-
menten konnte inzwischen auch die Funktionalität der Zielsteuerungssequen-
zen der Proteine Pf_sCdc48 und Pf_sUba1 gezeigt werden (nicht dargestellt). 
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Abb. 4-13: In vivo Lokalisation der Pf_sDer1-1 Apicoplastzielsteuerungs-
sequenz fusioniert an GFP. 
A. Die Apicoplastzielsteuerungssequenz (BTS) des symbiontspezifischen sDer1-1 
( BTS_1¬1Der

GFP7D3 ) dirigiert GFP in den Apicoplast von Plasmodium falciparum 3D7, 
GFP-Fluoreszenz in grün, MitoTracker in rot und Hoechst in blau. Der Maßstab 
beträgt 4 μm. Die typische punktförmige Apicoplastlokalisierung ist evident.  
B. Das Plasmodium falciparum sDer1-1_BTS-Konstrukt (+BTS; ~43 kDa) wird  
nach dem Import in den Symbionten prozessiert (−BTS, ~30 kDa). *, GFP- 
Degradationsprodukt; 3D7, Wildtyp; GFP7D3 , GFP cytosolisch (~27 kDa) aus 
Sommer et al., 2007. 
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5 Diskussion 

5.1 sDer1 & Co. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Cryptophyte Guillardia 

theta eine Reihe nucleomorphcodierter, symbiontspezifischer Proteine besitzt, 
die Homologien zu Komponenten des ERAD-Systems aus Saccharomyces cerevi-
siae aufweisen. Exemplarisch wurde in dieser Arbeit Gt_ORF201, das zu Der1p 
homolog ist, funktionell und strukturell charakterisiert. Durch Komplementa-
tion zweier Saccharomyces cerevisiae ∆der-Deletionsmutanten wurde gezeigt, 
dass Gt_ORF201 tatsächlich ein funktionelles Ortholog zu Der1p ist [vgl. 4.1.2] 
und partiell den Export missgefalteter löslicher Proteine in Hefe aus dem ER 
vermitteln kann. Mittels eines spezifisch gegen Gt_ORF201 generierten Anti-
körpers konnte eine Lokalisation des Proteins in der PPM des Symbionten nach-
gewiesen werden [vgl. 4.1.3]. Weiterhin konnten Gt_ORF477, ein Homolog zu 
Hrd1p, Gt_sCdc48, ein Homolog zur ERAD-assoziierten ATPase Cdc48, ein ver-
kürztes Ufd1 (Gt_sUfd1, ein Cdc48-Cofaktor) und Gt_sUbc-21kDa, ein putatives 
Homolog zum ERAD-assoziierten Ubc-Protein Ubc1p aus Saccharomyces cere-
visiae, in Guillardia theta identifiziert werden [vgl. Tab. 4-1]. Die in silico Ana-
lyse ergab, dass mit Einschränkungen für Gt_Ufd1 alle strukturellen Vorausset-
zungen für eine orthologe Funktion dieser Proteine gegeben sind [siehe 4.1.4]. 

Mit den nucleuscodierten Proteinen Gt_hDer1-2 und Gt_hCdc48 konnten 
bislang zwei wirtspezifische, ERAD(-assoziierte) Faktoren identifiziert werden 
[vgl. 4.1.5], die parallel zu den nucleomorphcodierten, PPM-residenten bzw. as-
soziierten Faktoren in Guillardia theta exisiteren und Bestandteile einer eigen-
ständigen Wirtsmaschinerie darstellen. Eine Rolle des symbiontischen "ERAD"-
Systems bei der Degradation missgefallteter sekretorischer Wirtsproteine im 
Rahmen der ER-Qualitätskontrolle ist daher unwahrscheinlich. Jedoch codiert 
das Nucleomophgenom von Guillardia theta insgesamt über 20 Gene für Unter-
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einheiten des PPC-residenten 26S Proteasoms Douglas et al., 2001. Degradierte 
Wirtsproteine als Bezugsquelle von Aminosäuren für katabolische Prozesse 
innerhalb des PPC könnten damit eine Existenz der Maschinerie nahe legen. 

Neuere Arbeiten, nach denen das Der1-Protein Dfm1p aus Saccharomyces 
cerevisiae zusammen mit Cdc48p unabhängig von ERAD in Prozessen der 
ER-Homoöstase eine Rolle spielt Sato and Hampton, 2006, und Arbeiten, nach 
denen Cdc48p in Prozessen der homotypischen Fusion der ER-Membran fun-
giert Latterich et al., 1995, eröffnen die Möglichkeit zur Argumentation in Rich-
tung genereller Funktionen, z.B. im Rahmen der Biogenese der PPM. 
 Die Existenz der symbiontischen "ERAD"-Faktoren ist nicht crypthophyten-
spezifisch, wie aufgrund der besonderen Morphologie des sekundären Symbion-
ten angenommen werden könnte, sondern ein bei Chromalveolaten nahezu ubi-
quitär vorkommendes Merkmal. So wurden Homologe zu Der1p, Cdc48p und 
Ufd1p (und andere) in den Genomen aller bislang sequenzierten Chromalveo-
laten identifiziert [vgl. Abb. 4-11 bzw. Tab. 4-2], die als Präproteine mit einer 
funktionellen zweiteiligen Zielsteuerungssequenz zum Erreichen der PPC-homo-
logen Region innerhalb des Symbionten codiert sind. Die Ausnahme innerhalb 
der Chromalveolaten bilden scheinbar die Dinophyta, deren sekundäre Plastide 
als einzige nur von drei Membranen begrenzt wird bzw. Vertreter anderer Grup-
pen, deren sekundäre Plastide sekundär "verloren" gegangen ist [vgl. 4.2.2.]. 
Allerdings erlaubt die schlechte Datenlage im Fall der Dinophyta keine sicheren 
Aussagen. 
 
 

5.2 ERAD als Translokator 
 Wie in 3.3 dargelegt, beschreibt der Prozess der ER-assoziierten Degrada-
tion die Erkennung, Isolierung und subsequente Degradation aberanter Protein-
spezies im Rahmen der ER-Qualitätskontrolle. Der Abbau der Proteine erfolgt 
dabei nicht im ER selbst, sondern im Cytosol durch das Ubiquitin-Proteasom-
System. Die ERAD-Machinerie bildet daher primär einen heteromeren Protein-
komplex zur Dislokation missgefalteter lumenaler bzw. membranständiger 
Polypeptide aus dem ER bzw. der ER-Membran in das Cytosol. Der hohen Va-
rianz möglicher Substrate wird dabei mit divergenten Mechanismen der Trans-
lokation begegnet, die jedoch alle in ihrer Abhängigkeit von Cdc48p (und ihren 
Cofaktoren) konvergieren vgl. Ismail and Ng, 2006. Lumenale ERAD-Substrate 
werden in Saccharomyces cerevisiae nach Erkennung durch Hrd3p unter Betei-
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ligung der Proteine Hrd1p und Der1p (möglicherweise durch Ausbildung einer 
transienten oder permanenten Pore) über die ER-Membran transloziert. Die ini-
tiale Ubiquitinylierung durch Hrd1p (E3), Ubc1p/6p oder 7p (E2) und Uba1p 
(E1) erfolgt noch während der Membranpassage auf cytosolischer Seite und 
dient der vollständigen Extraktion der Substratproteine aus der Membran 
durch Bindung an Cdc48p [vgl. Abb. 5-1A] Ye et al., 2001; Jarosch et al., 2002. 
 
 Ein ERAD-abgeleitetes System zur Translokation löslicher Proteine kann, 
wenn auch in umgekehrter Richtung, vom Cytosol ins Lumen transportierend, 
bei der peroxisomalen Pex5-Maschinerie beobachtet werden. Gabaldon et al. 
konnten zeigen Gabaldon et al., 2006, dass die Pex-Proteine 1, 2, 4 5, 6, und 10 
(Saccharomyces cerevisiae) Homologien zu Komponenten des ERAD-Systems be-
sitzen. Um den Transport in umgekehrter Richtung über die peroxisomale Mem-
bran zu gewährleisten, wird der Importrezeptor Pex5 (Homolog zu Hrd3p) selbst 
zum Pseudocargo. Der Mechanismus ist eine Art "Antiport", bei dem zunächst  
in einem energieabhängigen Schritt (vermittelt durch die Cdc48-homologen 
ATPasen Pex1 und Pex6) der unbeladene Importrezeptor von der peroxisomalen 
Membran (PXM) bzw. dem peroxisomalen Lumen (PXL) ins Cytosol disloziert 
wird. Er wird dabei kurzzeitig integraler Bestandteil des Proteintranslokons 
Transient Pore Hypothesis, vgl. Erdmann and Schliebs, 2005. Seine vollständige 
Extraktion aus der Membran erfolgt nach Ubiquitinylierung, die vermutlich 
durch die Hrd1p-, bzw. Ubc1p-homologen Faktoren Pex2 und/ oder Pex10 und 
Pex4 im Zusammenspiel mit einem ubiquitinaktivierenden Enzym (möglicher-
weise Uba1p) erfolgt [vgl. Abb. 5-1B]. Im Gegenzug wird cytoplasmatisch lokali-
sierter Rezeptor, an den ein Cargoprotein über sein PTS1-Erkennungsignal (mit 
dem Motiv Ser-Leu-Lys) gebunden ist, in die PXM integriert und das Cargo und 
möglicherweise auch der Rezeptor in das PXL entlassen Shuttling Receptor 
Model, vgl. Dammai and Subramani, 2001. Die Integrität des Systems wird ver-
mutlich über eine regulationsbedingte Degradation des Pex5 gewährleistet, das 
dazu an der PXM polyubiquitinyliert werden kann. 
 
 Mit den im Rahmen dieser Arbeiten beschriebenen symbiontspezifischen 
Faktoren in Cryptophyten ist ein drittes ERAD bzw. zweites ERAD-abgeleitetes 
System identifiziert, dessen Funktion möglicherweise ebenfalls in dem primären 
Aspekt der Proteintranslokation zu suchen ist [siehe 5.3]. 
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Abb. 5-1: ERAD als Translokator. 
A. ERAD- und B. Pex5-Maschinerie (nach dem Modell von Saccharomyces cerevisiae) im 
Vergleich mit C. dem postulierten TPM (Guillardia theta). Homologe Faktoren sind in 
gleichen Farben dargestellt, nicht näher beschriebene Faktoren in grau. CYT, Cytosol; 
ERL, ER-Lumen; ERM, ER-Membran; PPM, periplastidäre Membran; PXL, peroxisoma-
les Lumen; PXM, peroxisomale Membran nach Gabaldon et al., 2006. Näheres sie Text. 
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5.3 sDer1 & Co., Translokator der periplasti-

dären Membran? 
 Aufgrund der restriktiven Kapazität ihrer Genome müssen primäre Plastide 
und PPC der Cryptophyta mit Tausenden von Proteinfaktoren vom Wirt ver-
sorgt werden. Diese werden als Präproteine im Wirtsgenom codiert und wie sek-
retorische Proteine cotranslational ins ER importiert Gould et al., 2006a; 2006b. 
Ähnliches gilt für die sekundären Plastiden anderer Chromalveolaten Cavalier-
Smith, 2003; Kilian and Kroth, 2005. In den Chromobioten liegt der sekundäre 
Symbiont in einer perinucleären Zisterne des rauen ER. (Peri-)plastidäre Pro-
teine müssen wie in 2.4 dargestellt von den sekretorischen getrennt und über 
die PPM in das PPC transportiert werden. Bei den Alveolaten ist die sekundäre 
Plastide (Apicoplast) nicht mit dem Wirts-ER assoziiert. Da die Proteine in 
diesen Organismen jedoch auch über den sekretorischen Weg zum Apicoplast 
transportiert werden [vgl. 2.2.2], liegt es nahe zu vermuten, dass es sich dabei 
um ein sekundäres Merkmal handelt. Der monophyletische Ursprung der 
Chromalveolaten evoziert einen generellen Importmechanismus für die Präpro-
teine an der PPM, der bereits im prototypischen Vorläufer der Chromalveolaten 
angelegt war Cavalier-Smith, 1999. 
 
 Die Substratdislokation in ERAD ist der bislang einzig bekannte Mechanis-
mus der Zelle zum Export miss- bzw. teilgefalteter Proteine aus dem ER-Lumen 
zurück ins Cytosol und damit der einzige Prozess, der dem Weitertransport 
ungefalteter Polypeptide (peri-)plastidärer Präproteine aus dem ER ins PPC 
mechanistisch und direktional gleich kommt. Da die hier identifizierten mem-
branständigen symbiontspezifischen ERAD-Faktoren Der1 und Hrd1 (letzteres 
bislang nur bei Cryptophyten identifiziert) im Besonderen an der Dislokation 
lumenaler ERAD-Substrate beteiligt sind, und die in dieser Arbeit durchgeführ-
ten Studien eine PPM-Lokalisation von Gt_ORF201 und damit der gesamten 
Maschinerie nahe legen, wird eine Funktion als TPM (Translocator Of The Peri-
plastid Membrane) postuliert [vgl. Abb. 5-1C].  
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5.3.1 Implikation für den Importmechanismus  

 Basierend auf den Prinzipien der Substratdislokation in ERAD wird im 
Folgenden versucht, ein Modell für den Präproteinimport an der periplastidären 
Membran zu erarbeiten. 
 
 
Präproteinerkennung und -rekrutierung im ER 

 Da wie bereits zuvor erwähnt der Symbiont der Chromobiota in einer peri-
nucleären ER-Cisterne des Wirtes lokalisiert ist, und ERAD und TPM (wenn 
auch in verschiedenen Membranen) nebeneinander existieren, müssen zumin-
dest für die intitalen Schritte der Substrat- bzw. Cargoerkennung und -rekrutie-
rung signifikante Unterschiede beider Systeme postuliert werden. Während 
beim klassischen ERAD Substrate in einem komplexen Zusammenspiel von Re-
zeptoren, Chaperonen und Faltungsenzyme aufgrund ihrer Missfaltung und/ 
oder der Modifikation ihrer N-Glycane erkannt werden [vgl. 2.3.1] Tsai et al., 
2001; Kabani et al., 2003; Helenius and Aebi, 2004, muss für die Erkennung der 
Zielsteuerungssequenzen (peri-)plastidärer Präproteine ein eigener, unabhängi-
ger Rezeptor postuliert werden. Gould et al. konnten zeigen, dass das Transit-
peptid der Zielsteuerungssequenzen nach Abspaltung des Signalpeptides ausrei-
chend für den Import der Proteine in das PPC-homologe Kompartiment des 
sekundären Symbionten ist Gould et al., 2006a; 2006b. Daher scheint das Tran-
sitpeptid (TP) als Ligand für einen Import-Rezeptor (TPM-Rezeptor, TPM-R) zu 
fungieren, der die initialen Transportvorgänge am TPM einleitet. Bei den Re-
zeptoren von TOC und TOM (Toc34 und Tom70), den Präproteintranslokatoren 
der äußeren Plastiden- bzw. Mitochondrienmembran, wird die Interaktion mit 
den Cargo- bzw. Substratproteinen über assoziierte Chaperone (Hsp90) vermit-
telt Fan et al., 2006; Qbadou et al., 2006. Sowohl Toc34 als auch Tom70 sind Proteine 
der TPR-Familie (Tetratricopeptide Repeats), zu denen auch Hrd1p gehört, das 
mit den TPRs verwandte Sel1-Repeats besitzt. Ein TPR besteht aus einem 34 
Aminosäuren langen Helix-Turn-Helix Motiv, das wiederum mit benachbarten 
TPRs eine Spirale antiparaller Helices ausbildet. Die Anzahl der TPRs in-
nerhalb der Mitglieder dieser Proteinsuperfamilie variiert. TPR-Proteine ver-
mitteln Protein-Protein-Interaktion als auch die Assemblierung von Multipro-
teinkomplexen in diversen zellulären Prozessen D'Andrea and Regan, 2003. Damit 
bildet die TPR-Proteinfamilie eine mögliche Kandidatengruppe für den pos-
tulierten TPM-R. Pex5, der Rezeptor der peroxisomalen Proteinimportmachi-
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nerie, zählt ebenfalls zu dieser Familie [vgl. 5.2]. Bei den durchgeführten in 
silico Analysen zur Identifikation der symbiontspezifischen ERAD-Faktoren 
wurden jedoch weder symbiontspezifische Hrd3-Homologe, noch andere konser-
vierte TPR-Proteine mit PPM-Zielsteuerungssequenz identifiziert. 
 
 Bislang ließen sich durch die Sequenzanalyse bekannter (peri-)plastidärer 
Proteine keine konservierten Motive oder Sekundärstrukturen ableiten, die dem 
TPM-R möglicherweise zur Erkennung dienen. Die Arbeiten von Gould et al. 
zeigen jedoch, dass das Transitpeptid als Signal ausreichend für die Passage der 
PPM zu sein scheint Gould et al., 2006a; Gould et al., 2006b. Hinweise auf die 
Beschaffenheit des TPM-R-Erkennungssignals liefern Arbeiten von Foth bzw. 
Tonkin et al., die eine auffällige Häufung positivgeladener Aminosäuren (Lys 
bzw. Arg) in TPs nucleuscodierter Apicoplastproteine von Plasmodium falcipa-
rum bzw. Toxoplasma gondii beobachten, und ihren Einfluss auf die Intergrität 
des Signals demonstrieren Foth et al., 2003; Tonkin et al., 2006a. So ist das 
Vorkommen, nicht aber die genaue Position dieser Aminosäuren innerhalb des 
TP von Bedeutung. Die Substitution N-terminal gelegener Lysine bzw. Arginine 
durch negativgeladene Aminosäuren (z.B. Glutamat, Aspartat) führt zum Mis-
targeting der untersuchten GFP-Fusionsproteine, die über den sekretorischen 
Weg der parasitophoren Vakuole zugeführt werden Foth et al., 2003; Tonkin et al., 
2006a. Eine ähnliche Häufung positivgeladener Aminosäuren finden sich auch in 
den TP der Zielsteuerungssequenzen PPC-/PPM-lokalisierter Präproteine von 
Guillardia theta und Phaeodactylum tricornutum Kilian and Kroth, 2005; Gould, 
2006 wie auch bei den TPs der in dieser Arbeit identifizierten symbiontspezi-
fischen ERAD-Komponenten [vgl. 4.2.3]. 
 Um zu verhindern, dass (peri-)plastidäre Proteine dem sekretorischen Weg 
zugeführt werden, erfolgt die Erkennung der Cargoproteine wahrscheinlich kurz 
nach oder während ihrer cotranslationalen Synthese an der ER-Membran. Der 
TPM-R ist daher vermutlich ein ER-residenter, lumenaler Faktor, der das TP 
unmittelbar nach Abspaltung des SP bindet und die Polypeptide gemeinsam mit 
Chaperonen die die Aufrechterhaltung der Transportkompetenz gewährleisten, 
an den TPM rekrutiert. Eine Interaktion von BiP mit Zielsteuerungssequenzen 
apicoplastlokalsierter nucleuscodierter Proteine in Plasmodium faciparum und 
Toxoplasma gondii konnte von Foth et al. bzw. Yung et al. nachgewiesen werden 
Foth et al., 2003; Yung et al., 2003. Eine Deletion der BiP/Hsp70-Bindestelle(n) im 
TP führt, wie auch die Substitution positivgeladener Aminosäuren, zum Mistar-
geting der untersuchten GFP-Fusionsproteine. 
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Translokation über die periplastidäre Membran 

 Die Dislokationsmechanismen der verschieden ERAD-Substrate aus dem 
ER variieren je nach Art und Lage der Läsionen innerhalb der Proteine vgl. 
Ismail and Ng, 2006. Für den Export lumenaler Substrate wird eine bidirektionale 
Funktion des Sec61-Komplex postuliert, bei dem die Dislokation der Proteine 
unter Rekrutierung spezifischer Faktoren in einem zum Import gegenläufigen 
Prozess von statten geht. Eine tatsächliche Beteiligung von Sec61 wird 
kontrovers diskutiert [vgl. 2.3.2]. Jüngere Forschungsergebnisse evozieren zu-
nehmend eine essentielle Funktion von Der1p und Hrd1p bei der Dislokation 
membranständiger bzw. lumenaler ERAD-Substrate Carvalho et al., 2006.  
 In den hier durchgeführten Genomanalysen konnten keine Hinweise auf die 
Existenz symbiontspezifischer Sec-Komponenten gewonnen werden. Auch das in 
Thalassiosira pseudonana identifizierte zweite Sec61 weist nicht die für das 
Erreichen bzw. die Insertion der PPM zu postulierenden topogenen Signale 
(BTS) auf [vgl. 6.1]. Basierend auf den in dieser Arbeit identifizierten sDer1- 
und sHrd1-Homologen erscheint daher ein Sec-unabhängiger Importmechanis-
mus des TPM möglich bzw. wahrscheinlich. Der1 oder/und Hrd1 könnten als 
mehrfach die Membran durchspannende Proteine einen homo- bzw. hetero-
meren Komplex bilden, der als Kanal oder transiente Pore die Präproteintrans-
lokation über die PPM vermitteln könnte. Analog zum Hrd-Komplex bei ERAD 
könnte das symbiontspezifische sHrd1-Homolog, dessen Existenz für alle sekun-
dären Plastiden mit 4 Hüllmembranen zu postulieren ist, die Prozesse der Prä-
proteinerkennung und -translokation koordinieren. 
 Fraglich bleibt, wie sDer1 bzw. sHrd1 in die PPM inserieren. Die erfolg-
reiche Komplementation von Der1p in Hefe lässt vermuten, dass die erste 
Transmembrandomäne von Gt_ORF201 funktionell dem ER-Signalanker von 
Der1p entspricht, was für eine SRP-vermittelte, Sec61-abhängie cotranslationa-
le Insertion des Hefeproteins in die ER-Membran spricht. Wie zuvor beschrieben 
konnten keine symbiontspezifischen Sec61-Komponenten in Chromalveolaten 
identifiziert werden, die den Einbau der Proteine in die PPM vermitteln könn-
ten. Ein Sec61-unabhängiger, möglicherweise spontaner Mechanismus, wie man 
ihn von einigen Proteinen der Thylakoidmembran bei primären Plastiden kennt 
Jarvis and Robinson, 2004, mag daher vorliegen. Ein dualer Zielsteuerungs-
mechanismus von Sec61 für Wirt und Symbiont ist jedoch nicht auszuschließen. 
Auch die Frage, ob Gt_ORF201 die PPM direkt oder indirekt über die Nucleo-
morphhülle, die als remanentes periplastidäres Reticulum des Symbionten dis-
kutiert wird Cavalier-Smith, 2003, inseriert, bleibt offen. 
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Ubiquitin 

 Die vollständige Extraktion der ERAD-Substrate aus der ER-Membran 
während ihrer Dislokation erfolgt durch den cytosolisch lokalsierten Cdc48-
Komplex, gebildet von der ATPase Cdc48 und ihrem heterodimeren Cofaktor 
Ufd1/Npl4 Ye et al., 2001; Jarosch et al., 2002. Zu diesem Zweck werden die Sub-
strate während der Passage der Membran auf cytosolischer Seite im Zusammen-
spiel von Hrd1 oder Doa10 (E3), Uba1 (E1) und Ubc6/7 (E2) oligoubiquitinyliert 
und über Ufd1/Npl4 an Cdc48 gebunden [vgl. 2.3.2]. Via Ubx2 und/oder Der1 
wird der Komplex an die ER-Membran rekrutiert und in einem ATP-abhängien 
Schritt die Extraktion der Substratproteine aus der Membran bzw. dem Trans-
lokon bewerkstelligt. 
 Die Summe der in den einzelnen Chromalveolaten identifizierten symbiont-
spezifischen "ERAD"-Faktoren (u.a. Homologe zu Cdc48, Ufd1, Uba1, Ubiquitin, 
Ubc1/4/6 und Hrd1) legt nahe, dass der terminale Schritt der Präproteintrans-
lokation über einen vergleichbaren Mechanismus von statten geht. Wie in 
Kapitel 4 dargelegt, sind alle sUfd1-Homologe C-terminal verkürzt (Cdc48- und 
Npl4-Bindedomäne fehlen) und ein sNpl4-Homolog konnte bei keinem der 
untersuchten Organismen identifiziert werden. Die Ausbildung eines funktio-
nellen Cdc48-Komplexes erscheint somit nicht möglich, ohne dass ein spezi-
fischer Faktor postuliert wird, der die Funktion von Npl4 ersetzt und die Inter-
aktion von Cdc48 mit den Ufd1-assoziierten Präproteinen vermittelt. 
 Da eine Ubiquitinylierung (peri-)plastidärer Proteine bislang in keinem der 
untersuchten Systeme beobachtet werden konnte, sofern eine Ubiquitinylierung 
der Cargoproteine tatsächlich vorliegt, muss eine symbiontspezifische Ubiqui-
tinhydrolase postuliert werden, die die Proteine nach vollständig erfolgtem 
Import deubiquitinyliert. Alternativ ist denkbar, dass eine Ubiquitinylierung 
des Transitpeptides ausreichend ist, um die vollständige Translokation der Pro-
teine über die PPM zu gewährleisten. Da Ubiquitinylierung von ERAD-Substra- 
ten nicht zwangsläufig an spezifischen Lysinen innerhalb der Substratproteine 
erfolgt Pickart, 2001, wäre das Vorkommen einzelner Lysinreste innerhalb des TP 
ausreichend. Eine Entfernung der Modifikation könnte dann im Rahmen des 
Transit Peptide Processing im PPC- bzw.Plastidenstroma von statten gehen. In 
diesem Sinne können vielleicht auch alte Arbeiten interpretiert werden, bei de-
nen mit einem spezifischen Antiserum gegen Ubiquitin auf Ultradünnschnitten 
von Guillardia theta im Elektronenmikroskop bislang nicht zu erklärende Sig-
nale in der Plastide detektiert werden konnten (Uwe Maier, persönliche Kom-
munikation). Eine anders geartete Funktion der Ubiquitinylierung, wie sie bei-
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Abb. 5-2: Modell zum Import nucleuscodierter Präproteine in das periplastidäre Kompartiment von Cryptophyten. 
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spielsweise bei der Rezeptorubiquitinylierung peroxisomalen Importmachinerie 
zu beobachten ist, wäre ebenfalls denkbar. 
 Noch während ihrer Dislokation werden ERAD-Substrate durch Ufd2 (E4) 
polyubiquitinyliert und damit der Degradation am Proteasom zugänglich ge-
macht Richly et al., 2005. Anders als die initialen Ubiquitinreste, werden Ufd2-
verknüpfte Ubiquitinreste auf Lys48 des vorangehen Ubiquitins gekoppelt. 
Diese Lys48-Polyubiquitinkette wird dann spezifisch von Rad23 erkannt, das 
die Substratproteine nach ihrer Deglycosilierung zum Proteasom leitet [vgl. 
3.3.2]. 
 Bei dem ERAD-abgeleiteten TPM ist die Abschirmung der dislozierten Pro-
teine vor der Degradationsmaschinerie, die rezent zumindest noch in Crypto-
phyten präsent ist, essentiell. Richley et al. konnten zeigen, dass Ufd2 sowohl 
Cdc48 als auch Rad23 bindet, und dass die Bindung zu Cdc48 ebenfalls über den 
heterodimeren Cofaktor Ufd1/Npl4 erfogt Richly et al., 2005. Ubiqutinylierte Sub-
stratproteine werden daher möglicherweise direkt von Cdc48/Ufd1/Npl4 via 
Ufd2 an Rad23 und damit an das Proteasom übergeben. Es ist daher nicht ver-
wunderlich, dass bislang weder Ufd2 noch Rad23 als symbiontspezifische Fak-
toren in den analysierten Genomen identifiziert werden konnten. Auch das 
Fehlen von sNpl4 (siehe oben) könnte sich so erklärt lassen. Bezeichnend in 
diesem Zusammenhang ist zudem, dass das bislang nur in Heterokontophyten 
identifizierte sUb zwar das zur Oligoubiquitinylierung notwendige konservierte 
Lysin an Position 29, nicht aber das zur Polyubiquitinylierung benötigte konser-
vierte Lysin an Position 48 trägt [vgl. Abb. 5-3]. 
 
 
Nachgeschaltete Prozesse 

 Nach dem vollständigen Import ins PPC bzw. die PPC-homologe Region des 
Symbionten, müssen residente Proteine prozessiert und gefaltet werden, wäh-
rend plastidäre Proteine, deren Transitpeptid mit einer aromatischen Amino-
säure beginnt, über einen unbekannten aber konservierten Mechanismus in die 
Plastide transportiert werden müssen [vgl. 2.4]. In beiden Fällen werden die 
Proteine zunächst möglicherweise von Hsp70 in Empfang genommen, das so-
wohl auf dem Nucleomorph der Cryptophyte als auch in den Genomen der 
Heterokontophyten als symbiontspezifisches Präprotein codiert ist. Plastidäre 
Proteine könnten dann über eine Art Guidance Complex, bestehend aus Hsp70 
und 14-3-3, wie er für primäre Plastiden höherer Pflanzen postuliert wird, zur 
OEM rekrutiert werden Jarvis and Soll, 2002. 
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5.3.2 Evolution des TPM 

Ursprung der periplastidären Membran 

 Zelluläre Membranen sind bezüglich ihrer Lipidzusammensetzung und Pro-
teinkomposition hoch konserviert Prinzip der Membranheridität nach Cavalier-
Smith, 2000. Die Charktersierung der PPM könnte sowohl Aufschluss über ihre 
Entstehung, als auch Hinweise über die Abfolge evolutiver Ereignisse während 
der sekundären Endosymbiose liefern. Die Entstehung der sekundären Plastide 
durch ein phagocytotisches Ereignis, wie von Cavalier-Smith postuliert, spräche 
für einen Ursprung der PPM in der Plasmamembran (PM) des sekundären Sym-
bionten vgl. Cavalier-Smith, 2003. Der Import nucleuscodierter Präproteine ver-
liefe dann direktional in einem zur Sekretion gegenläufigen Prozess. 
 Ein alternatives Konzept zur Entstehung der PPM bzw. der sekundären 
Plastiden lieferte Melkonian Mitte der Neunziger Jahre, indem er die erste und 
zweite Membran auf eine Art autophagosomale ER-Cisterne des sekundären 
Wirtes zurückführte, wie es möglicherweise bei den bakteriellen Endosymbion-
ten der picoplanctonischen Heterokontophtye Symbiomonas scintillans beobach-
tet werden kann Melkonian, 1996; Guillou et al., 1999. Ein solcher Prozess müsste 
jedoch den Verlust der PM oder aber eine Fusion der PM mit der inneren auto-
phagosomalen Membran als Konsequenz gehabt haben. Bei einem autophagoso-
malen Ursprung der sekundären Plastide würde das Plastiden-/ER-Kontinuum 
evolutiv wohl als Relikt dieser Entwicklung gelten. 
 
 
Rekonstruktion der evolutiven Ereignisse 

 Für die Rekostruktion der initialen Ereignisse der TPM-Entstehung ist der 
Ursprung der PPM von immanenter Bedeutung. Abgeleitet von den in dieser Ar-
beit durchgeführten Komplementationsexperimenten in Saccharomyces cerevi-
siae scheint die Insertion der PPM mechanistisch der Insertion von Membran-
proteinen in die ERM zu gleichen. Daher existieren im Prinzip nur zwei mög-
liche Szenarien, wie symbiontische ERAD-Faktoren die PPM erreichen können. 
Im Falle eines PM-Ursprungs der PPM, muss ein modifizierter Sekretions-
mechanismus den symbiontischen ERAD-Faktoren Zugang zur heutigen PPM 
ermöglicht haben. Dies zieht jedoch die Konservation eines solches Mechanis-
mus nach sich, der sich in der Existenz eines periplastidären Reticulums (PPR, 
als remanentes ER des Symbionten) in allen sekundären Plastiden rezenter 
Chromalveolaten (mit Ausnahme der Dinophyta) widerspiegeln sollte. Über ein 
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solches PPR könnten PPM und Kernhülle auch mit neuen Membranlipiden für 
ihr Wachstum versorgt werden Cavalier-Smith, 2003. Wie in 2.4 beschrieben, wird 
die Nucleomorphhülle der Cryptophyta als PPR diskutiert. Rudimentäre 
Membranstapel, wie sie in der PPC-homologen Regionen sekundärer Plastiden 
der Heterokontophyten beobachtet wurden Gibbs, 1979, werden funktionell in 
dieser Richtung gedeutet, während es bei Apicomplexa bislang keine Hinweise 
auf die Existenz eines PPR gibt Cavalier-Smith, 2003. 
 Im Falle eines ER-Ursprungs könnten nach Verlust oder Fusion der Plas-
mamembran mit der ERM des Wirtes symbiontische ERAD-Faktoren direkten 
Zugang zur der PPM finden, die dann topologisch und funktionell der symbion-
tischen ERM entspräche. Eine Entwicklung zusätzlicher PPM-relevanter topo-
gener Signale wäre somit nicht notwendig. Zudem wäre das symbiontische  
ER redundant zum Wirts-ER und könnte von der Zelle eleminiert werden. Die 
Synthese der Membranlipide für PPM und Nucleomorphhülle (nur bei Crypto-
phyten) könnte von symbiontspezifischen Faktoren am Wirts-ER bewerkstelligt 
werden. 
 
 PPM-resident hat der Import der ersten nucleuscodierten plastidären Pro-
teine über die symbiontischen ERAD-Faktoren wahrscheinlich tatsächlich im 
Rahmen der ER-Qualitätskontrolle stattgefunden. Da die meisten Proteine ver-
mutlich bereits als Präproteine (mit TP) im Kerngenom des primären Wirtes 
codiert waren, mussten diese Proteine für ihren cotranslationen Import in das 
Wirts-ER zunächst nur ein funktionelles SP aquirieren (möglicherweise durch 
mutationsbedingte Anhäufung SP-relevanter Aminosäuren). Die Häufung dieser 
für das ER-aberanten Proteine im Wirts-ER (mit deren Handhabung die Zelle 
wahrscheinlich überfordert war) könnte im Rahmen der UPR der ERQC zu-
nächst die Dislokation dieser Proteine sowohl ins Cytosol als auch ins (heutige) 
PPC bewirkt haben. Wie in 5.3.1 angedeutet, könnte bereits eine einzige Muta-
tion im symbiontspezifischen Ubiquitin-Gen die Polyubiqutinylierung der dislo-
zierten plastidären Proteine (und damit ihre Degradation) verhindert haben. 
Mit diesem prototypischen Importmechanismus wäre der initiale Mechanismus 
zum Import nucleuscodierter Präproteine ins heutige PPC der sekundären Plas-
tiden geschaffen. Die weiteren Prozesse, wie u.a. der Verlust der symbiontischen 
npl4, ufd2 und rad23 Gene wird wahrscheinlich der Optimierung und Abgren-
zung dieses Systems von der ERAD-Machinerie des Wirtes gedient haben. 
Durch die Ausbildung spezifischer Faktoren wie einem TPM-Rezeptor zur Er-
kennung der Transitpeptide, könnte die zu fordernde Effizienz und Spezifität 
des TPM erreicht worden sein. Trotzdem wäre es, wenn auch diese initiale 
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Versorgung des Symbionten vielleicht eher "mager" war, bereits in diesem 
frühen Stadium möglich, die Versorgung des Symbionten allmählig auf den Wirt 
zu "übertragen". Im Rahmen dessen werden dann auch bereits erste Kompo-
nenten des TPM selber in das Genom des Wirtes transferiert worden sein, von 
wo sie nach Aquisition der zweiteiligen PPC-Zielsteuerungssequenz ihre sym-
biontcodiertierten Pendants verdrängt haben. 
 
 
Aquisition PPC-relevanter topogener Signale 

 Die Entwicklung geeigneter Rückführungsmechanismen für nucleuscodierte 
(peri-)plastidäre Präproteine in die Platide bzw. den Symbiont beinhaltet nicht 
nur das Relokalisieren und Adaptieren bestehender Proteintransportsysteme 
für den TPM, sondern auch die Evolution geeigneter topogener Signale. Die 
Analyse sogenannter "indikativer Introns" hat zu der Annahme geführt, dass 
Zielsteuerungssequenzen unter anderem über den Prozess des Exon Shuffling 
entstanden sind Kilian and Kroth, 2004. Dieser Begriff beschreibt die These, das 
neue Proteine durch die modulare Kombinantion von Exons bestehender Gene 
entstehen und verdankt seinen Ursprung dem Umstand, dass Proteindomänen 
in eucaryotischen Genomen häufig mit Exons korrelieren Liu and Grigoriev, 2004. 
Ein ähnliches Phänomen konnte bei Zielsteuerungssequenzen nucleuscodierter 
(peri-)plastidärer Gene von Cryptophyten und Heterokontophyten beobachtet 
werden Kilian and Kroth, 2004; Gould, 2006, bei denen Introns häufig in den 
Grenzregionen von SP- und TP bzw. TP und maturem Protein vorkommen. 
 Ein alternativer Mechanismus zur Entstehung topogener Signale ist die ge-
zielte Mutagenese genflankierder 5' Regionen bzw. der Gene selber. Ein Beispiel 
für diesen Prozess liefert das in Phaeodactylum tricornutum identifizierte sym-
biontspezifische Ubiquitin. Abb. 5-3 zeigt ein Aminosäurealignment von Pt_sUb 
mit Polyubiquitin aus Saccharomyces cerevisiae (consensus). Anhand der mar-
kierten Ubiquitineinheiten ist deutlich zu erkennen, dass Pt_sUb auf ein tetra-
meres Ubiquitin zurückgeht. Während beide Sequenzen im Bereich des zweiten 
Ubiquitins eine Identität von nahezu 65 % aufweisen, sind Homologien im C-ter-
minalen Bereich nur im direkten Vergleich beider Sequenzen zu erkennen. Die 
Homologien im Bereich des N-Terminus legen nahe, dass die Zielsteuerungs-
sequenz von Pt_sUb ebenfalls auf Ubiquitin zurückgeht, welches durch Dele-
tionen und Anhäufung relevanter Aminosäurespezies [vgl. 4.2.3] in ein Signal- 
und ein mit 26 Aminosäuren ungewöhnlich kurzes Transitpeptid [siehe Tab. 8.1] 
transfomiert wurde. 
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Abb. 5-3: Pt_sUb und Saccharomyces cerevisiae Polyubiquitin im Vergleich. 
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Abb. 5-3: Pt_sUb und Saccharomyces cerevisiae Polyubiquitin im Vergleich. 
A. Schematische Gegenüberstellung, B. Aminosäurealignment von Pt_sUb und Polyubi-
quitin. Die Ubiquitin-Domäne ist in hell-, Signal- bzw Transitpeptid des Pt_sUb in dun-
kelrot bzw. grün dargestellt. Konservierte Lysine sind mit Stern markiert. Siehe Text. 
 
 

5.4 Der "ERAD" TPM - mehr als ein Modell? 
 In den letzten zweieinhalb Jahrzehnten wurden eine Reihe verschiedener 
Modelle entwickelt, um den Import nucleuscodierter Präproteine an der PPM 
der sekundären Plastiden der Chromalveolaten erklären zu können. Mit dem 
hier vorgestellten Modell eines ERAD-abgeleiteten TPM konnte jedoch zum ers-
ten Mal ein experimentell nachprüfbares Modell erarbeitet werden, das sich im 
Gegensatz zu den vorangehenden nicht nur auf die Abstraktion und Inter-
pretation bestehenden Wissens stützt, sondern molekulare Daten zur Grundlage 
hat. Die Attraktivität dieses Modells liegt aber vor allem in der Tatsache, dass 
die identifizierte symbiontische "ERAD"-Maschinerie die erste bekannte sym-
biontspezifische Proteinimportmaschinerie darstellt, die eine scheinbare Kon-
servation in nahezu allen Chromalveolaten aufweist. Eine Adaption von ERAD-
Komponenten für neue Aufgaben innerhalb der Zelle wurde zudem bereits bei 
der peroxisomalen Proteinimportmaschinerie beobachtet. 
 In wie weit es sich nur um ein weiteres Modell handelt, oder ob der Präpro-
teinimport an der PPM tatsächlich auf dem hier vorgeschlagenen Mechansimus 
beruhen kann, muss in weiterführenden Arbeiten beantwortet werden. Erste In-
dizien können die in dieser Arbeit durchgeführten Komplementationsexperi-
mente in Saccharomyces cerevisiae liefern, die zeigen, dass Gt_ORF201 in der 
Lage ist, die Dislokation ungefalteter Proteine aus dem ER in Hefe zu vermit-
teln. Zudem entspricht die Häufigkeit der in den Immunogold-Labelling Experi-
menten detektieren Gt_ORF201-Spots im elektronenmikroskopischen Schnitt 
mit 4 - 5 pro Plastide etwa dem, was für Proteine mit gleicher Abundanz (TIC/ 
TOC-Komponenten) bei Plastiden höherer Pflanzen zu beobachten ist (Enriko 
Schleiff, persönliche Kommunikation). 
 Ungeachtet seiner tatsächlichen Funktion, ist das in dieser Arbeit identifi-
zierte symbiontische "ERAD"-System evolutiv von hohem Interesse, da seine 
Konservation ein weiteres Argument für die Monophylie der Chromalveolaten 
liefert. Sollte sich dies in phylogenetischen Berechnungen bestätigen lassen, 
könnten die identifizierten Faktoren möglicherweise auch als molekulare Uhren 
zur Bestimmung der Verwandtschaftsverhälnisse innerhalb der Gruppe dienen. 
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6 Zusammenfassung 

 Die sekundären Plastiden der Chromalveolaten sind von drei oder vier Hüll-
membranen umgeben. Sie lassen damit ihren (sekundär) symbiogenetischen 
Ursprung aus einer ehemals frei lebenden phototrophen Eucyte (einer ancestra-
len Rhodophyte) erkennen. In Cryptophyten, den Vertretern mit den ursprüng-
lichsten Plastiden dieser Gruppe, zeugt der remanente Nucleus im periplasti-
dären Kompartiment (PPC) des Symbionten, das Nucleomorph, zusätzlich von 
dieser Herkunft. 
 Ein wesentlicher Bestandteil in der Etablierung der sekundären Symbiose 
war der Transfer von genetischem Material von den Genomen des Symbionten 
in das Genom des Wirtes und dessen subsequente Eliminierung am Ursprungs-
lokus. Dies jedoch setzte die Entwicklung geeigneter Mechanismen zum Reim-
port der nun nucleuscodierten Proteine voraus. Konkrete Hinweise auf die 
Natur dieser Mechanismen gibt es nur von der äußersten bzw. innersten der 
vier Hüllmembranen der Plastide. Für die weiteren Transportvorgänge der Pro-
teine, vor allem über die zweite, periplastidäre Membran (PPM), werden bislang 
nur alternative Modelle kontrovers diskutiert. 
 
 Ausgehend von der Analyse des nucleomophcodierten Proteins Gt_ORF201 
der Cryptophyte Guillardia theta, wurden eine Reihe von Faktoren identifiziert, 
die Homologien zu Komponenten des ER-assoziierten Degradations Systems 
(ERAD) aus Saccharomyces cerevisiae aufweisen, deren Kern eine Maschinerie 
zur Dislokation missgefalteter sekretorischer Proteine aus dem ER bildet.  Dies 
waren u.a. Homologe zu den Membranproteinen Der1p und Hrd1p, zur ATPase 
Cdc48p und ein Homolog zum Cdc48-Cofaktor Ufd1p. Exemplarisch wurde ge-
zeigt, dass Gt_ORF201 funktionell ortholog zu seinem Homolog Der1p aus Hefe 
ist und sich in Guillardia theta in der periplastidären Membran des Symbionten 
befindet. 
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 Durch eingehende Datenbank Analysen bereits vollständig sequenzierter 
Chromalveolatengenome (u.a. von Phaeodactylum tricornutum, Plasmodium fal-
ciparum) wurde eine Konservation der identifizierten symbiontspezifischen Fak-
toren (hier im Nucleus als Präprotein mit PPC/PPM-relevanter Zielsteuerungs-
sequenz codiert) innerhalb der Gruppe der Chromalveolaten gezeigt. 
 
 Da das symbiontische "ERAD-System" in allen untersuchten Organismen 
parallel zur ERAD-Maschinerie des Wirtes existiert, und die homologen Fak-
toren in Saccharomyces cerevisiae vornehmlich an den prädegradativen Prozes-
sen der Substratdislokation aus dem ER beteiligt sind, wurde für die symbion-
tischen Faktoren eine neue, ERAD-unabhängige Funktion beim Transport nuc-
leuscodierter (peri-)plastidärer Präproteine über die PPM postuliert. 
 Basierend auf den Prinzipien der Substratdislokation in ERAD wurde in 
dieser Arbeit erstmalig ein experimentell nachprüfbares Modell für den Präpro-
teinimport an der periplastidären Membran erarbeitet. 
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7 Material und Methoden 

7.1 Chemikalien und Reagenzien 
 Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Roth 
und Sigma bezogen; Ihre Verwendung und Lagerung erfolgte nach Herstelleran-
gaben. 
 
 

7.2 Medien, Puffer und Lösungen 
 Standardpuffer wurden nach Sambrook et al hergestellt Sambrook et al., 1989, 
die Zusammensetzung sonstiger Puffer ist im Kapitel des jeweiligen Versuchs 
beschrieben. Alle verwendeten Puffer und Medien wurden vor Gebrauch 
autoklaviert bzw. sterilfiltriert. 
 
 

7.3 Antikörper  
 Folgende Erst- und Zweitantikörper wurden anwendungsspezifisch in den 
angegeben Verdünnungen verwendet: Ziege anti-GST, 1:2500 (GE Healthcare), 
Maus anti-GFP, 1:2500 (Rockland), Kaninchen anti-PsbB, 1:1000 (Agrisera), 
Maus anti-CPY, monoclonal (Molecular Probes), Kaninchen anti-Ziege bzw. 
Ziege anti-Kaninchen IgG, HRP-gekoppelt 1:25.000 (Sigma), Ziege anti-Maus 
IgG 1:10.000 (GE Healthcare), sowie Ziege anti-Kaninchen IgG, 30 nm goldge-
koppelt 1:50 (Plano). Zudem wurde ein anti-Gt_ORF201 Antikörper 1:1000 
(Eurogentec) eingesetzt, der als polyconales Serum aus der Immunisierung 
eines Kaninchens mit rekombinantem ORF201ab-Protein gewonnen wurde. 
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7.4 Oligonucleotide  
 Oligonucleotide wurden von der Firma MWG bezogen und in einer Verdün-
nung von 5 pM eingesetzt. Schnittstellen für Restriktionsendonucleasen wurden 
unterstrichen. Sequenzierprimer waren mit dem fluoreszierenden Farbstoff 
Cyr5-IRD700 bzw. Cyr5-IRD800 markiert. 
 Als Sequenzierprimer für pGemT, pBlueSkript und pGEX wurden verwen-
det: M13 uni700/800 (5’-tgtaaaacgacggccagt-5’) und M13 rev700/800 (5’-caggaa-
acagctatgacc-3’), für pPhat1 pPhat1 fw/700 (5’-cagactggcctagcaagagtgctcg-3’) und 
pPhat1 rv/800 (5’-gagcaaggatgcccatttgtgccg-3’), für pARL1+ pARL fw/ 700 (5’-
cgttaataataaatacacgcag-3’) und pARL rv/800 (5’-cagttataaatacaatcaattgg-3’). 
 Zur Konstruktion des ORF201-Antikörperepitops wurden die Primer 201ab-
BamHI fw (5’-ggatcctatttagtagagaagcaacc-3’), 201ab-PstI rv (5’-ctgcagattgatttgt-
ggtggagc-3’), 201ab-PstI fw (5’-ctgcagttatttagtagagaagcaacc-3’), 201ab-EcoRI rv 
(5’-attaggattgaattcttgttgagc-3’), 201ab-EcoRI fw (5’-gaattctttagtagagaagcaacc-3’) 
und 201ab-XhoI rv (5’-ctcgagattgatttgttgttgagc-3’) benötigt. 
 Zur Amplifikation der codierenden Bereiche von Der1p und Gt_ORF201 
wurden die Primer der1 fw (5’-gaattcatggatgctgtaatactg-3’) der1 rv (5’-ctcgagttt-
agggtgtttcagtg-3’), orf201 fw (5’-gaattcatggatatcgatagtatc-3’) und orf201 rv (5’-ct-
cgagatatattatacttaactg-3’) verwendet.  
 Die Primer für die Amplifikation der Zielsteuerungssequenzen aus Phaeo-
dactylum tricornutum waren: Pt_sUbi fw (5’-aagaattcatgaagcttccgtttgctctc-3’), 
Pt_sUbi rv (5’-aaccatggtcaaggtttttacgaacagc-3’), Pt_sDer1-1 fw (5’-aagaattcatga-
agtcgtcaaccttagtg-3’), Pt_sDer1-1 rv (5’-ttccatggtatctgagagagcagacttc-3’), Pt_s-
Der1-2 fw (5’-aagaattcatgagtacattctatagtttgc-3’), Pt_sDer1-2 rv (5’-aaccatgggatc-
aacggtattgtcttcggc-3’), Pt_sUba1 fw (5’-aagaattcatgaattactgctggcgattttg-3’), Pt_s-
Uba1 rv (5’-aaccatggatacttcttcatcggatacatc-3’), Pt_sUfd1 fw (5’-aagaattcatggctgt-
tcgacgtcatg-3’), Pt_sUfd1 rv (5’-ttccatgggtggatcgaaccatccg-3’), Pt_sCdc48 fw (5’-
aagaattcatggtcttttcgagaccatgc-3’), Pt_sCdc48 rv (5’-ttccatggtgggatccgcaaagggtg-
agg-3’),. Zur Amplifikation der Plasmodium falciparum sDer1-BTS wurden die 
Primer Pf_sDer1 fw (5’-ggctcgagatgaatttcattctttatatagc-3’) und Pf_sDer1 rv (5’-
ggcctaggcaaaattattaaaatattgtgcaagta-3’) eingesetzt. 
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7.5 Vektoren 
 Die Analyse und Vermehrung von PCR-Produkten erfolgte im Plasmid 
pGEM-T der Firma Promega, die Konstruktion des Gt_ORF201 Antikörperepi-
tops in pBlueScript II KS +/- von Stratagene. 
 Zur Expression von rekombinantem Gt_ORF201 Protein (ORF201ab) wurde 
der Vektor pGEX-5x-3 von GE Healthcare benutzt. 
 Die episomale Überexpression von Gt_orf201 und Gt_hder1 in Saccharomy-
ces cerevisiae erfolgte mit dem modifizierten pRS-Plasmid Sikorski and Hieter, 1989 
pRS424-TDH (ampr, 2μ, trp1, PTDH3 TCYC1) Funk et al., 2002. 
 Zur Expression von GFP-Fusionsproteinen in Phaeodactylum tricornutum 
wurde das Plasmid pPhaT1 (pSP73, PfcpA, ampr, zeor,), zur Expression in Plasmo-
dium falciparum pARL1+ (pGemT, Pcg10, PbDT3, PPfcam5, hDhfrr, PHSP33) verwendet 
Zaslavkaia et al., 2000; Crabb et al., 2004. 
 
 

7.6 Organismen 
 Guillardia theta CCMP327 wurde 1957 vor der Küste von Milford, Conneti-
cut (Long Island Sound) aus dem Nordatlantik von Guillard isoliert. Die penate 
Kieselalge Phaeodacytlum tricornutum CCAP1055/1 (ein Derivat von Phaeodac-
tylum tricornutum CCMP632) wurde 1956 vor der Küste von Blackpool (Nordat-
lantik) von Coughlan gefunden. Plasmodium falciparum 3D7 ist ein Derivat von 
Plasmodium falciparum NF54 und wurde aus einem Niederländischen Malaria 
Patient isoliert Delemarre and van der Kaay, 1979. 
 Die beiden Eschericha coli Stämme BL21-CodonPlus® (DER)-RIL und XL1-
blue MRF’ sind Produkte der Firma Stratagene. 
 Saccharomyces cerevisiae W303-CD (Matα ade2-1 ura3-1 his2-11, 15 leu2-3, 
112 trp1-1, [can1-100, prc1-1], der1::URA3) und YRH110 (W303-1C [ire::kanr]) 
wurden erstmalig in Knop et al. bzw. Hitt und Wolf beschrieben Knop et al., 1996; 
Hitt and Wolf, 2004. 
 



KAPITEL 8 MATERIAL UND METHODEN 
 

 

83

7.7 Datenbankanalyse 
 Basierend auf den Genmodellen von Saccharomyces cerevisiae SGDTM [1], 
Hong et al., 2006 bzw. der Nucleomorphgenom- und EST-Daten von Guillardia 
theta NCBI [2], Douglas et al., 2001; Gould et al., 2006b wurden die Genom- und 
EST-Datenbanken von Cyanidioschyzon merolae 10D CyanidioDB [3],Matsuzaki 
et al., 2004, Cryptosporidium parvum CryptoDB v3.3 [4], Puiu et al., 2004, Plas-
modium falciparum PlasmoDB v5.1 [5], Bahl et al., 2003, Toxoplasma gondii 
ToxoDB v4.0 [6], Kissinger et al., 2003, Phaeodactylum tricornutum (PhatrDB v2.0 
[7], Bowler, et al., in Vorb.), Thalassiosira pseudonana ThapsDB v3.0 [8], Armbrust 
et al., 2004 und Emiliana huxleyi (NCBI-TraceFileRecords [9]) nach Proteinen mit 
Homologien zu Komponenten des Hefe ERAD-Systems unter Verwendung des 
BLAST-Algorithmus NCBI-BLAST [10], Altschul et al., 1997 durchsucht. Sequenz-
alignments wurden mit den Programmen ClustalX v1.8 Jeanmougin et al., 1998 
und GeneDoc v2.6.002 [11] Nicholas et al., 1997 erstellt. 
 Die Vorhersage topogener Signale wurde mit den Algorithmen SignalP v3.0 
[12] Bendtsen et al., 2004, bzw. PSort [13], ChloroP v1.1 [14] Emanuelsson et al., 1999, 
TargetP v1.1 [15] Emanuelsson et al., 2000 und PlasmoAP [16] Foth et al., 2003 
vorgenommen. Die Hydrophobizitätsanalyse zur Vorhersage putativer 
Transmembrandomänen erfolgte mittels TMHMM v2.0 [17] Sonnhammer et al., 
1998. Sequenzalignments wurden mit dem Programm WebLogo v2.8.2 [18] Crooks 
et al., 2004 erstellt. 
 
 

7.8 Zellkultur und Transformation/-fektion 
 Die in dieser Arbeit verwendeten Hefen- und Bakterienstämme sind unter 
7.6 aufgeführt, ihre Kulturhaltung erfolgte nach Herstellerangaben bzw. Sam-
brook et al. Sambrook et al., 1989 bei 30 °C, 150 rpm in SD-Medium (5 % (w/v) 
Glucose, 0.67 % (w/v) Yeast Nitrogen Base w/o AA, 10 mM Na2HPO4/NaH2PO4 
pH 6.0, Supplemente nach Bedarf) bzw. 37 °C, 225 rpm in LB-Medium. Zur An-
zucht auf Platten wurden die Medien mit 1.5 % Agar versetzt. Die Stammhal-
tung erfolgt als Glycerinkultur bei −80 °C. 
 Die Transformation von Escherichia coli XL1-blue MRF‘ Zellen mit Plasmid-
DNA wurde mit dem TransformAIDTM Kit der Firma MBI-Fermentas nach 
Herstellerangaben durchgeführt. Das Einbringen von pGex-5x-3 in BL21-Codon 
Plus® Zellen erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers (Stratagene). Die 
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Transformation von Saccharomyces cerevisiae mittels LiAC wurde nach Gietz et 
al. durchgeführt Gietz et al., 1992. Die Selektion der Transformanden (nach 3 - 5 
Tagen sichtbar) erfolgte entsprechend der Auxotrophiemarker des eingebrach-
ten Vektors bzw. des verwendeten Hefestammes auf SD-Agarplatten. 
 
 Guillardia theta und Phaeodactylum tricornutum wurden in f/2-Meerwas-
sermedium mit 3 bzw. 1.5 (w/w) „Tropic Marine“ nach Guillard Guillard, 1975 bei 
20 °C in einem 12 h/12 h Tag/Nacht-Rhythmus mit Fluoreszenzlicht „warm 
white“ ruhend bzw. im 24 h Dauerlicht bei ca. 10.000 lx und 150 rpm in einer 
Versatile Environmental Test Chamber (MLR-350 der Firma Sanyo) kultiviert. 
Zur Kultivierung auf Platten wurde dem Medium 1.5 % (w/v) Agar hinzugesetzt. 
Die Dilatation des Lumens zwischen RER- und periplastidärer Membran der 
komplexen Platide von Guillardia theta erfolgte durch Zugabe von 10 μg ml-1 
BFA in MeOH (MeOH als Kontrolle) 2.5 h vor dem Nacht/Tag-Wechsel. 
 Die stabile Integration von DNA in Phaeodactylum tricornutum erfolgte 
nach Apt et al. Apt et al., 1996, mit dem Biolistic PDS - 1000/He Particle Delivery 
System der Firma BioRAD unter Verwendung von M10 Wolframpartikel und 
1350 psi Rupture Discs (BioRAD). Pro Transformationsansatz wurden 1x 108 
Zellen mit 5 - 10 μg DNA beschossen. Die Selektion nach Transfektanden be-
gann 24 h post Transfektion mit 75 μg ml-1 Zeozin (Duchefa). Erste Kolonien er-
schienen nach ca. 14 Tagen Inkubation im Dauerlicht. 
 
 Plasmodium falciparum wurde nach Trager und Jensen in Erythrocyten der 
Blutgruppe 0 Rhesus +ve in RPMI-Medium (Gibco), das mit 5 % (v/v) Human-
serum der Blutgruppe A Rhesus +ve, 0.25 % (w/v) Albumax II (Gibco), 200 mM 
Hypoxanthin und 20 mg ml-1 Gentamycin versetzt wurde, kultiviert Trager and 
Jensen, 1976. Ihre Synchronisierung erfolgte mittels Sorbitollyse nach Lambros 
und Vanderberg Lambros and Vanderberg, 1979. 
 Die Transfektion von Plasmodium falciparum 3D7 erfolgte mittels Elektro-
puration in 2mm-Elektroporationsküvetten nach Crabb et al. unter Verwendung 
des Gene Pulser II der Firma BioRAD bei 0.310 kV 950 μF-1 (high capacitance) 
Crabb et al., 2004. Pro Ansatz wurden 100 μg DNA eingesetzt. Ab Stunde vier post 
Transfektion wurde mit 5 nM WR99210 selektioniert Voss et al., 2006. Resistente 
Parasiten konnten nach Tag 20 im Blutausstrich beobachtet werden. 
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7.9 Isolation von DNA und RNA 
 Das Isolieren von DNA aus Guillardia theta oder Phaeodactylum tricornu-
tum erfolgte nach der CTAB-Methode von Doyle und Doyle Doyle and Doyle, 1990. 
Die Isolation der RNA erfolgte mit dem Trizol™-Reagenz der Firma Invitrogen 
nach Herstellerangaben [19]. 
 Zur Isolation von DNA aus Plasmodium falciparum wurden infizierte Ery-
trocyten mit 0.15 % (w/w) Saponin versetzt und für 10 min bei 4 °C inkubiert. 
Nach 5 min Zentrifugation bei 2500 x g, wurde das Zellpellet in 4 Vol. hyperos-
motischem Puffer (50 mM NaAc, ph 7.2, 100 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA) re-
suspendiert und unlösliche Zelldepris durch 5 min Zentifugation bei 20.000 x g, 
4 °C vom wässrigen Überstand getrennt. Anschließend wurde die DNA mit PCI 
aus dem Überstand extrahiert, ETOH-gefällt, und in ddH2O aufgenommen. 
 DNA aus Saccharomyces cerevisiae wurde nach Sambrook et al. isoliert 
Sambrook et al., 1989. Das Reisolieren zuvor eingebrachter Plasmid-DNA aus 
Saccharomyces cerevisiae erfolgte nach einem modifizierten Protokoll des QIA-
prep® Spin Miniprep Kit [20] (Qiagen). 
 Plasmid-DNA wurde aus Escherichia coli nach dem Prinzip der alkalischen 
Lyse von Birnboim und Doly isoliert Birnboim and Doly, 1979. Zum Erhalt hoch-
reiner Plasmid-DNA wurde das QIAGEN® Plasmid Purification Midi/Maxi Kit 
eingesetzt. 
 Die Konzentrationsbestimmung der DNA bzw. RNA erfolgte photometrisch 
in wässriger Lösung bei einer Wellenlänge von 260 nm in Ultramikroquarzkü-
vetten im Spektralphotometer Ultrospec2000 der Firma Pharmacia Biotech. 
 
 

7.10 Amplifikation von DNA/RNA 
 Die Amplifikation von definierten DNA-Fragmenten erfolgte in Standard-
PCR-Reaktionen nach Mullis bzw. Saiki et al. in einem MasterCycler Gradient 
der Firma Eppendorf und unter Verwendung der Finnzymes Phusion High Fide-
lity DNA - Polymerase F-530L bzw. Taq-Polymerase von Eppendorf Saiki et al., 
1985; Mullis, 1990. Annealingtemperatur, Elongationszeit, Mg2+-Konzentration 
und Zyklenzahl wurden jeweils entsprechend der verwendeten Primer, der ein-
gesetzten DNA bzw. der Größe des erwarteten Amplifikats gewählt. Pro Reak-
tion wurden ca. 50 - 250 ng DNA eingesetzt. Spezifische Basenaustausche inner-
halb einer Gensequenz wurden durch Verwendung mutierter Oligonucleotide 
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bei der PCR vorgenommen. Kontrollreaktionen auf Zellsuspensionen wurden 
nach Aufnahme der entsprechenden Bakterien- bzw. Hefekolonie in 100 μl 
ddH20, 10 min Inkubation bei 95 °C und 10 min Zentrifugation bei 20.000 x g, 
mit 2.5 μl des Überstandes angesetzt (Kolonie-PCR). 
 Die reverse Transkription von RNA erfolgte mit der RevertAidTM M-MuLV 
der Firma MBI-Fermentas unter Verwendung eines genspezifischen 3’-Primers. 
Kontrollreaktionen wurden analog, jedoch ohne Zugabe von Enzym durchge-
führt. Pro Reaktion wurden 50 - 250 ng RNA eingesetzt. Die so gewonnene 
cDNA wurde als Template in einer Standard-PCR eingesetzt. 
 
 

7.11 Agarosegelelektrophorese 
 Die Agarosegelelektrophorese zur Analyse von DNA bzw. RNA wurde nach 
Sambrook et al. durchgeführt Sambrook et al., 1989. Zur Herstellung der Gel-
matrix und als Elektrophoresepuffer wurde standardmäßig 1x TBE-Puffer ver-
wendet. Der Gelmatrix (1- 1.5 % (w/v) Agarose in TBE) wurden 3.75 μg ml-1 Etbr 
zugesetzt. Ein DNA-Längenstandard wurde durch die Restriktion von 50 μg 
Lambda-Phagen-DNA (MBI-Fermentas) mit den Endonucleasen EcoRI und 
HindIII mit einer Endkonzentration von 0.1 μg μl-1 hergestellt. Als RNA-Län-
genstandard wurde die RNA-HiRange Ladder der Firma MBI-Fermentas ver-
wendet. Vor dem Auftragen wurde die DNA 1:10 mit Probenpuffer versetzt. 
 Die Rückgewinnung der DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem JETsorb 
DNA-Extraction Kit der Firma Genomed nach Vorgabe des Herstellers. 
 
 

7.12 Restriktion und Ligation 
 Die gezielte Restriktion von DNA-Fragmenten bzw. Vektoren erfolgte mit-
tels Endonucleasen des Typs II der Firma MBI-Fermentas bei 37 °C für 1 h. Pro 
1 μg zu restringierender DNA wurde 1 u Enzym eingesetzt. 
 Die Ligation von PCR-Produkten bzw. von zuvor restringierten DNA-Frag-
menten in geeignete Klonierungs- bzw. Expressionsvektoren entsprechend ih-
rem A-/T-Überhang bzw. ihrer zueinander komplementären Restriktionsschnitt-
stellen erfolgte mittels DNA-T4-Ligase von MBI-Fermentas. Die Reaktion er-
folgte für 1 h bei RT mit 2.5 u Enzym; 50 - 250 ng Plasmid-DNA und DNA-Frag-
ment wurden im Verhältnis 1:5 - 1:10 eingesetzt. 
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7.13 Sequenzierung 
 Das Sequenzieren von Nucleinsäuren mittels Kettenabbruchmethode erfol-
gte nach Sanger et al. unter Verwendung des Thermo Sequenase™ Cy5 Dye Ter-
minator Sequencing Kit der Firma GE Healthcare Sanger et al., 1977. Pro Re-
aktion (Endvolumen 12 μl in ddH2O) wurden ca. 250 μg DNA pro zu sequenzie-
rende 1 kbp und je 2 μM der entsprechenden Sequenzierprimer eingesetzt. Zu je 
1 μl ddNTP-Terminator-Mix wurde anschließend 3 μl dieses Ansatzes gegeben 
und mit Mineralöl überschichtet. Die Sequenzierreaktion erfolgte im Master 
Cycler Gradient der Firma Eppendorf, in 30 Zyklen mit je 20 s Denaturierung, 
Annealing und Elongation. Die Annealingtemperatur wurde entsprechend der 
verwendeten Sequenzierprimer gewählt. Im Anschluss wurden die Reaktionen 
mit je 2 μl Formamide Loading Dye (GE Healthcare) versehen und für 10 min 
auf 70 °C erhitzt. 
 Die elektrophoretische Auftrennung der Reaktionen erfolgte mit dem Li-
COR 4200 - Sequenzierautomat der Firma MWG auf einem 0.2 mm Polyacryl-
amidgel bei 3000 V, 30 mA und 45 °C in 1x TBE Long Run. Die Auswertung der 
Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm Sequencher v4.6 (Genecodes). 
 
 

7.14 Expression rekombinater Proteine 
 Die Expression von rekombinantem GST-Fusionsprotein, erfolgte mit dem 
Expressionsvektor pGex-5x-3 in Eschericha coli BL21-CodonPlus® (DER)-RIL. 
Dazu wurde eine das entsprechende Konstrukt tragende Kultur bei Erreichen 
einer optischen Dichte (OD600) von 0.6 - 0.8 durch Zugabe von 1 mM IPTG für  
2.5 h bei RT induziert. Ernte und Aufschluss der Zellen, sowie die affinitäts-
chromatographische Aufreinigung des nativen Fusionsproteins erfolgte mit dem 
Bulk and ReadyPack GST-Purification Kit der Firma GE Healthcare nach Her-
stellerangaben. Zum Entfernen von Degradationsprodukten und unspezifisch 
aufgereinigten Proteinen wurde das Eluat anschließend auf einem präparativen 
SDS-Gel aufgetrennt und das Fusionsprotein unter Verwendung des Elutrap® 
Electroelution System der Firma Schleicher & Schuell in 1x SDS-Elektropho-
resepuffer bei 100 V und 25 mA über Nacht bei 4 °C reisoliert. 
 Nach Aufkonzentrieren des Eluats mittels eines Amicon® Ultracel 10K Mic-
roconcentrator (Millipore) wurde das Protein bei der Firma Eurogentec, Belgien 
für ein dreimonatiges Standardimmunisierungsprogramm zur Gewinnung eines 
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Antiköpers eingeschickt. Das erhaltene Serum wurde mittels SDS-Page und 
Westernblotanalyse auf seine Reinheit bzw. Spezifität geprüft. 
 Die spezifische Aufreinigung des Antiköpers erfolgte mittels Bindung an 
Nitrocellulose immobilisiertem ORF201ab-Protein nach Sambrook et al. 
Sambrook et al., 1989. 
 
 

7.15 Subfraktionierung von Guillardia theta 
 Das Isolieren intakter Plastiden aus Guillardia theta erfolgte nach dem Pro-
tokoll von Wastl and Maier, 2000 mit folgenden kleinen Änderungen: Die Lyse des 
Periplast wurde durch 30 min Inkubation der Zellen mit 50 μg ml-1 Trypsin in 
KP-Puffer erreicht. Der mechanische Aufschluss der Zellen erfolgte unter 
Zugabe von 50 μg ml-1 Proteinase-Inhibitor-Mix. Die weitere Aufreinigung der 
Plastiden über 30:50 % (v/v) Percoll® erfolgte nach Protokoll. 
 Zur Anreicherung des Symbionten (mit RER) aus Guillardia theta wurden 
Zellen einer 500 ml Algenkultur durch Zentrifugation für 10 min bei 1500 x g, 
RT pelletiert, in 500 μl Lysepuffer (50 mM Hepes/ NaOH pH 7.5, 250 mM Sorbi-
tol, 5 mM Na2EDTA, 10 mM DTT, 50 μg ml-1 Proteinase-Inhibitor-Mix) aufge-
nommen und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die aufgetaute Suspension 
wurde im Anschluss mit weiteren 10 Vol. Lysepuffer versetzt und 5 min bei 
1500 x g, 4 °C zentrifugiert. Die pelletierte Rohfraktion wurde in 500 μl Gra-
dientenmedium (5 mM Hepes/NaOH pH 6.8, 330 mM Sorbitol, 15 mM NaCl) 
resuspendiert und auf 10:30 % (v/v) Percoll® nach Wastl and Maier, 2000 bei 10.000 
x g, 4 °C aufgetrennt. Die an der Interphase resultierende grüne Fraktion wurde 
abgenommen, gewaschen und in geeignetem Puffer aufgenommen. 
 
 

7.16 Herstellung von Proteinrohextrakten 
 Zur Herstellung von Proteinrohextrakten aus intakten Zellen von Phaeo-
dactylum tricornutum oder Guillardia theta wurden diese durch Zentrifugation 
für 10 min bei 1500 bzw. 5000 x g, RT pelletiert und in 500 μl Extraktionspuffer 
(125 mM Tris/HCl pH 8.0, 3 % (w/v) SDS, 0.2 % (v/v) Triton X-100) resuspen-
diert. Nach Inkubation im Wasserbad für 10 min bei 96 °C wurde der unlösliche 
Zelldebris durch Zentrifugation für 5 min bei 20.000 x g (4 °C) vom löslichen 
Überstand getrennt und für die SDS-Page prozessiert. 
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 Für die Herstellung von Plasmodium falciparum Proteinrohextrakt, wurden 
infizierte Erythrozyten mittels Gelafundinfloation gereinigt. Ihre Lyse erfolgte 
durch eine Behandlung mit 0.1% (w/v) Saponin in PBS. Nach mehrmaligem 
Waschen mit PBS wurde das Zellhomogenisat wiederholten Freeze & Thaw - 
Zyklen unterzogen und für die SDS-Page prozessiert. 
 Die quantitative Proteinbestimmung mit Amidoschwarz 10D erfolgte nach 
Popov et al. Popov et al., 1975. 
 
 

7.17 SDS-PAGE 
 Die Auftrennung von denaturierten Proteinlösungen erfolgte nach der 
Methode von Laemmli Laemmli, 1970. Standard-Gele mit einer Größe von 8 x 10 
cm und einer Dicke von 1 mm wurden mit dem Mighty Small Dual Gel Caster 
der Firma GE Healthcare angefertigt. Zur Herstellung der Gelmatrix wurde 
eine vorgefertigte Mischung aus Acrylamid und N,N'-Methylenbisacrylamid im 
Verhältnis 30:0.8 (Rothiphorese Gel 30) der Firma Roth verwendet. Je nach auf-
zutrennendem Größenbereich wurden Gele mit einer Acrylamidkonzentration 
von 8.5 bis 15 % (v/v) angefertigt. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei einer 
Stromstärke von 15 - 35 mA und einer Spannung von 125 V unter Verwendung 
einer SE250 Midget Electrophoresis Unit von GE Healthcare. Als Proteinmole-
kulargewichtsstandard diente die Page RulerTM Prestained Protein Ladder von 
MBI-Fermentas. Alle Proben wurden vor dem Auftragen 1:5 mit 5x SDS-Proben-
puffer versetzt und für 5 min bei 95 °C denaturiert; Zelldebris wurde durch Zen-
trifugation für 10 min bei 20.000 x g, 4 °C vom Überstand getrennt. 
 Die Färbung der SDS-Gelen mit Coomaissie R-250 erfolgte nach der 
Methode von Neuhoff et al. Neuhoff et al., 1985. Zu präparativen Zwecken wurden 
SDS-Gele alternativ mit 0.1 M KCl nach Prussak et al. gefärbt Prussak et al., 1989. 
 
 

7.18 Immundetektion von Proteinen 
 Der Transfer von Proteinen auf MeOH-aktivierte PVDF-Membran (GE 
Healthcare) und die anschließende Immundetektion von Proteinen erfolgte im 
Halbtrockenverfahren nach der Methode von Towbin et al. unter Verwendung 
einer TE77 Semi-Dry Transfer Unit von GE Healthcare Towbin et al., 1979. Der 
Transfer wurde in 1 h bei einer Stromstärke von 0,8 mA cm2 -1 Gelfläche und 
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einer Spannung von 50 V durchgeführt. Nach Ende des Transfers wurde die 
PVDF-Membran für 1 h in Blocking-Reagenz (5 % (w/v) Magermilchpulver in 
TBS-T) zur Absättigung freier Proteinbindungsstellen inkubiert. Es erfolgte 
eine 1 h Inkubation mit einem ersten, gegen das gesuchte Protein gerichteten 
Antikörper (in Blocking-Reagenz) bei RT. Folgend wurde die Membran jeweils 
dreimal für 10 min mit TBS-T gewaschen, um unspezifisch gebundene Anti-
körper zu entfernen. Die Inkubation mit dem, den jeweiligen Erstantikörper 
bindenden Zweitantikörper erfolgte ebenfalls für 1 h bei RT. Unspezifisch ge-
bundene Antikörper wurden wie beschrieben entfernt. Zusätzlich wurde die die 
Membran jeweils 5 min mit TBS bzw. ddH20 gewaschen. Die Detektion der 
HRP-gekoppelten Zweitantikörper erfolgte mittels Chemolumineszenz. Dazu 
wurde die Membran vor dem Auflegen eines Röntgenfilms (X-Ray Film RX 
Medical, Fuji) für 1 min mit SuperSignal® West Pico Luminol Enhancer Solution 
der Frima Perbio benetzt. Die Entwicklung des Röntgenfils erfolgte unter Rot-
licht in Verwendung der XGB Developer/Fixer Replenisher Solutions der Firma 
Kodak. 
 
 

7.19 Pulse-Chase Analyse 
 Zur Analyse der Der1p/ORF201 abhängigen Degradation des ERAD-Model-
substrates Carboxy-Peptidase Y* (CPY*) in einem Pulse-Chase-Experiment wur-
de der Stamm W303-CD verwendet.  
 Zellkultur und Markierung erfolgte basierend auf Finger et al. Finger et al., 
1993. Dazu wurden die Hefezellen in SD/−Trp−Ura bis zu ihrer frühlogarith-
mischen Phase kultiviert. 1.1 x 108 bzw. 3.3 OD600 u ml-1 Zellen pro zu messen-
dem Zeitpunkt wurden durch 5 min Zentrifugation bei 2500 x g, RT geerntet 
und 3x mit Pulse Medium, PM (0.1 % (w/v) Glucose, 0.1 % (w/v) Yeast Nitrogen 
Base w/o AA, 10 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 6.0, 0.1 % (w/v) (NH4)2SO4), ge-
waschen. Anschließend wurden die Zellen in einer Dichte von 10 OD600 u ml-1 
Zellen in PM bei 30 °C und 150 rpm inkubiert. Der Pulse erfolgte durch Zugabe 
von 165 μCi ml-1 [35S] Methionin/Cystein (Redivue Promix 70:30, GE Healthcare). 
Nach Inkubation der Zellen für 15 min bei 30 °C, 150 rpm wurde durch Zugabe 
von 1 Vol. Chase Medium, CM (75 μM Methionin/Cystein in PM) der Chase aus-
gelöst (Nullpunkt der Messung). Pro Messinterval wurden 3,3 OD600 u ml-1 Zel-
len entnommen und mit 10 mM NaN3 (Endkonzentration) versetzt. Nach 5 min 
Zentrifugation bei 2500 x g, RT wurden die Zellen pelletiert und in 75 μl 
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Resuspension Buffer, RB (50 mM Tris/HCl pH 7.5, 10 mM Na2EDTA, 1 mM, 50 
μg ml-1 Proteinase Inhibitor), aufgenommen. Die mechanische Lyse der Zellen 
erfolgte nach Zugabe von 50 μl Glasperlen (0.5 mm Ø) durch 1 min Vortexen. 
Das Lysat wurde mit 925 μl 1.1x Solubilizing Buffer, SB (50 mM Tris/HCl pH 
7.5, 165 mM NaCl, 0.11 % (w/v) SDS, 1.1 % Titon-X100), versetzt. Nach 30 min 
Inkubation bei 4° C wurden die Glasperlen und der Zelldebris durch Zentrifuga-
tion für 10 min bei 10.000 x g, 4 °C von Überstand getrennt. Die Präzipitation 
von CPY* erfolgte durch Inkubation der Proben mit 0.5 μg monoklonalem CPY-
Antikörper (Molecular Probes) und 50 μl 3.5 % (w/v) Protein A-Sepharose CL-4B 
in Immunoprecepitation Buffer, IB100 (GE Healthcare) auf einem Rollentaumel-
schüttler bei 4 °C über Nacht. Im Anschluss wurde die Protein A Sepharose 
merhmals mit IB100 (50 mM Tris/HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1 % (w/v) SDS,  
1 % Titon-X100) bzw. IB20 (50 mM Tris/HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.02 % (w/v) 
SDS, 1 % Titon-X100) gewaschen und zur Entfernung von N-Glycanen in 10 μl 
Deglycosylation Buffer, DB (IP20 mit 50 mM 2-ME) mit 50 u ml-1 N-Glycosidase 
F (Roche) resupendiert. Nach einstündiger Inkubation bei 37 °C, wurden die 
Proben mit 5μl 5x SDS-Probenpuffer versetzt, für 10 min bei 50 °C inkubiert 
und auf einem 9 % (v/v) SDS-Gel aufgetrennt. 
 Im Anschluss wurden die SDS-Gele für 10 min mit 1 % (v/v) Essigsäure, in-
kubiert und unter Verwendung eines Geldryer 543 von BioRAD für 1 h bei 70 °C 
unter Luftabschluss getrocknet. Die Exposition des Gels auf einem Röntgenfilm 
betrug 4 - 6 Wochen. Die Quantifizierung der digitalisierten Daten erfolgte mit 
dem Programm ImageJ v1.34s [21] Abramoff et al., 2004. 
 
 

7.20 Elektronen- und Fluoreszenzmikroskopie 
 Für die morphologische Analyse von Guillardia theta, wurden intakte 
Brefeldin A behandelte und unbehandelte Zellen, Plastiden bzw. Symbioten 
durch Zugabe von 1 % (v/v) Glutaraldehyd fixiert und in einer aufsteigenden 
Alkoholreihe entwässert. Die Einbettung in Lowicryl K4M Harz bzw. Epon 812 
(Plano) erfolgte nach Protokoll des Herstellers. Mittels eines Mikrotoms (Ultra-
cut, Reichert-Jung) wurden Ultradünnschnitte angefertigt. Für die in situ Loka-
lisation von ORF201 wurden die Ultradünnschnitte zuvor 1 h mit anti-ORF201 
Antikörper 1:500 in TBS mit 1 % (w/v) BSA inkubiert. Spezifisch gebundener 
Antikörper wurde anschließend durch 1 h Inkubation mit goldgekoppeltem anti- 
Kaninchen IgG 1:150 in TBS mit 1 % BSA nachgewiesen. Unspezifisch gebun-
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dener Antikörper wurde jeweils durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt. 
Im Anschluss wurden die Ultradünnschnitte mit Uranylacetat und Bleicitrat 
(bei Lowicryl) bzw Osmium (bei Epon) nachkontrastiert. Die Visualisierung der 
Goldpartikel erfolgte mit dem Transmissionselektronenmikroskop EM301 der 
Firma Philips (Hamburg). 
 
 Die Lokalisation der in Pheaodactylum tricornutum exprimierten BTS- 
GFP-Fusionskonstrukte erfolgte mit dem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop  
TCS SP2 (KLSM) der Firma Leica unter Verwendung eines APO 63x/1.32-0.6 oil 
Ph3 CS Objektivs. Die Fluoreszenz wurde mittels eines Argonlasers bei einer 
Wellenlänge von 488 nm angeregt. Mit Hilfe eines TD488/543/633 Teilerspiegels 
konnten die GFP- bzw. Autofluoreszenz der Plastide bei einem Wellenlängen-
bereich von 510 - 535 bzw. 625 - 700 nm mittels zweier Photomultiplier getrennt 
voneinander detektiert werden. Die Auswertung bzw. Nachbearbeitung der am 
KLSM aufgenommenen Bilder erfolgte mit dem Programm LC Lite v2.00 von 
Leica. 
 Zur Analyse des BTS-GFP Fusionskonstruktes in Plasmodium falciparum, 
wurden infizierte Erythrocyten zuvor via Gelafundinflotation gereinigt, mehr-
mals mit serumfreiem RPMI-Medium gewaschen und mit MitoTracker Orange 
CMTMRos und Hoechst33342 (Molecular Probes) nach Herstellerangaben be-
handelt. Die Analyse erfolgte mit dem inversen Fluoreszenzmiktrokop Axioplan 
II Imaging der Firma Carl Zeiss unter Verwendung folgender Filtereinheiten 
Rhodamin (546, 590LP; 580), GFP (470/20, 505-530; FT493), DAPI (365, 397LP; 
395). Die Fluoreszenzbilder wurden mit einer CoolSNAP-HQ CCD Kamera der 
Firma Photometrics digitalisiert und mit dem Programm ImageJ v1.34s ausge-
wertet. 
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8 Anhang 

8.1 Guillardia theta Subfraktionierung 

 
Abb. 8-1: Gradienten der Plastidenisolation bzw. "Symbiont"-Rohfraktion im 
Vergleich. 
Die unterschiedliche Dichte von Guillardia theta Plastiden mit nur zwei Hüllmem-
branen im Vergleich zum isolierten Symbiont, der zusätzlich von PPM und RER um-
geben ist, kann zu ihrer Anreicherung im Percollgradient benutzt werden. 
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Abb. 8-2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer intakten Guillardia theta Zelle im Vergleich zu einer isolierten Plastiden bzw. einem Symbionten. 
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Abb. 8-2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer intakten Guillardia the-
ta Zelle im Vergleich zu einer isolierten Plastide bzw. dem Symbiont mit RER. 
Elektronenmikroskopische Aufnahme links, schematisches Modell (stark vereinfacht) 
rechts. Maßstab 1 μm. A. intakte Zelle nach Brefeldin A Behandlung B. isolierter Sym-
biont mit RER C. Plastide. A. Deutlich erkennbar, der becherförmige, primäre Rhodo-
plast (RP), eng umflossen vom periplastidären Kompartiment (PPC). In ihm befindet 
sich das Nucleomorph (NM) und typisch für Cryptophyten Speicherstärke (ST), die 
haubenförmig dem sich innerhalb der Plastide befindlichen Pyrenoid (PY) angelagert 
ist. B. Diskoidale Anordnung des periplastidären Kompartimentes im isolierten Guillar-
dia theta Symbiont. ERM, PPM und Plastidenhülle können voneinader unterschieden 
werden. Präparationsbedingt, gehen das Nucleomorph und der Großteil des PPC-Plas-
mas sowie das Phycoerythrin des Thylakoidlumens "verloren". C. Plastide, mit den sie 
umgebenden äußeren und inneren Mebran der Plastidenhülle (PE). CY, Cytosol; NE, 
Kernhülle; NU, Nucleus; PE, Plastidenhülle; PS, Plastidenstroma; RER, raues ER. 
 
 

8.2 Protein-Identifikationsnummern 
 Die in dieser Arbeit beschrieben Genmodelle sind unter den nachstehend 
aufgelisteten Protein-Identifikationsnummern in den unter 7.7 aufgeführten 
Datenbanken hinterlegt. Modifizierte Genmodelle (#) finden sich basierend auf 
dem hier angegebenen (annotierten) Modell unter 8.4. bzw. als "User Comment" 
(*) zu dem entsprechenden Datenbankeintrag. 
 
Cyanidioschyzon merolae (CyanidoDB): 
 Sec61, CMK192C; BiP-1, CMT579C; Hrd3, CMG180C; Hrd1, CMG190C; Uba1, 
CMI034C; Ubc4; CMD152C; Ubc6, CMS321C; Ubc7, CMS503C; Ub, CMK296C; Der1-
1, CMK163C; Der1-2, CMI159C; Ufd1, CMK008C; Npl4, CMH273C; Cdc48, CML023C; 
Ufd2, CMS041C; Png1, CMT048C; Rad23, CMK054C; Hsp70, CMP145C. 
 

Guilliardia theta (NCBI): 
 hSec61, AM183806; sUbc1 (sUbc-21kDa), CAC27017; sUbc4, CAC27113; sHrd1 
(ORF477), CAC27064; sDer1-1 (ORF201), AAK39810; hDer1-2, CAK12751; Ufd1, 
AAF24006; sCdc48, AAK39773; sCdc48-like, AAK29859; hHsp70, CAA62478, 
sHsp70, AAK39876. 
 

Phaeodactylum tricornutum (PhatrDB v2.0): 
 hSec61, 56443; hBiP, 54246; hHrd3, 39181; hHrd1, 49801; hUba1, 54754; 
sUba1, 54460; hUbc1, 15966; hUbc4, 22525; sUbc4, 34112; hUbc6, 23065; sUbc6, 
56431; hUbc7, 21310; hUb, 56440; sUb, 54323; hDer1-1, 46966; sDer1-1, 31697; 
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hDer1-2, 37614; sDer1-2, 35965; hUfd1, 44372; sUfd1, 49319; hNpl4, 56433; hCdc48, 
21083; sCdc48, 50978; hUfd2, 35755; hPng1, 50113; hRad23, 43564; hHsp70, 54019; 
sHsp70, 55890. 
 
Thalassiosira pseudonana (ThapsDB v3.0): 
 hSec61-1, 25355; hSec61-2, 28769; hBiP-1, 27656; hHrd3, 23332; hHrd1, 24902; 
hUba1, 268541; sUba1, 262047#; hUbc1; 10985; hUbc4, 22432#; sUbc4, 36045; 
hUbc6, 35107; sUba6, 36501#; hUbc7, 3013; hUb, 267126; sUb, 40669#; hDer1-1, 
6534; sDer1-1, 9466#; hDer1-2, 10091; sDer1-2, 17859#; hDer1-3, 35036; hUfd1, 
16926; sUfd1, 22140; hNpl4, 2409; hCdc48-1, 267952; sCdc48, 40725; hCdc48-2 
262568,; hRad23, 263031; hHsp70, 269120; sHsp70, 263422#. 
 
Cryptosporidium parvum (CryptoDB v3.3): 
 hSec61, EAK90569; hBiP, EAK90529; hHrd3, EAK89946; hHrd1, EAK89697; 
hUba1, EAK87936; hUbc1, EAK87733#; hUbc4, EAK87724.1; hUbc6, EAK89740; 
hUbc7, EAK88588#; hUb, EAK88214; hDer1-1, EAK88030; hDer1-2, EAK89974; 
hUfd1, EAK87627; hNpl4, EAK90611; hCdc48, EAK88590; hUfd2, EAK89077; 
hRad23, EAK90648; hHsp70, EAK87398. 
 
Plasmodium falciparum (PlasmoDB v5.1): 
 hSec61, MAL13P1.231; hBiP, PFI0875w; hHrd3, PF14_0462; hHrd1, PF14_0215; 
hUba1, PFL1245w; sUba1, PF13_0182; hUbc1, PF13_0301; hUbc4, PFL0190w, 
sUbc4, MAL13P1.227, hUbc7, PFI1030c; hUb, PFL0585w; hDer1-1, PF14_0653; 
sDer1-1, PF14_0498; hDer1-2, PF10_0317; sDer1-2, PFC0590c; hUfd1, PF14_0178; 
sUfd1, PFI0810c*; hNpl4, PFE0380c; hCdc48, PFF0940c; sCdc48, PF07_0047; hUfd2, 
PF08_0020; hRad23, PF10_0114; hHsp70, PF08_0054; sHsp70, Mal7P1.228. 
 
Toxoplasma gondii (ToxoDB v4.0): 
 hSec61-1, 59.m00005; hBip, 583.m00009; hHrd3, 252.m01658; hHrd1, 
540.m00334; hUba1, 80.m02267; hUbc1, 46.m00017; hUbc4, 641.m01538, sUbc4, 
86.m00396, hUbc6; 65.m01972; hUbc7, 20.m03747; hUb, 38.m01076; hDer1-1, 
35.m00937; sDer1-1, 46.m01752; hDer1-2, 83.m00015; sDer1-2, 74.m00447; hUfd1, 
59.m00076; sUfd1, 76.m03417; hNpl4, 59.m00041; hCdc48, 59.m03661; sCdc48, 
645.m00326#; hUfd2, 72.m00386; hRad23, 86.m00361; hHsp70, 59.m00003. 



KAPITEL 8 ANHANG 
 

 

97

8.3 PPC-Zielsteuerungssequenzen 
Tab. 8-1: Auflistung der PPC-Zielsteuerungssequenzen identifizierter sym-
biontspezifischer ERAD-Komponenten. 
 
Proteine  Sequenz 

Pt_sUb  MKLPFALFATLLVLSSDA AISPWGGQVPHAPRTALASV 

Pt_sUba1  MNYCWRFCLGLLLEQALLRDSFG VRFVPIFHPSPRRVKVHIRN 

Pt_sUbc4  MYRFAVFYALIGVAEA RARSFIVQSCHTSFATLQGR 

Pt_sUbc6  MQSSFLLCSLLLDASRISA RCFEDPWGKLHGHLDISKMR 

Pt_sDer1-1  MKSSTLVSMLLLVSALSVGYVRS DAWRHVAPTITTHVFQQSGG 

Pt_sDer1-2  MSTFYSLPYACVVVLLCLVTACAA TFPGGRALFGCSFPRSRSRL 

Pt_sCdc48-1  MVFSRPCLLVLAVLSLARSAGA VWAPRSIPLLTTSWAATAQR 

Pt_sHsp70  MVHLPSSSTLLTCVSVLLSGAHPAKA SWLARRTVEKPTLARIHEQR 

Tp_sUb  MVSPKSPISLLVASSLLLSQSLC NGSSHLSIHRVPFVGARRAT 

Tp_sUba1  MTCPRLQLLCLGVISICSYVHHGVGA SLYSSFRPSPASLNAHHGSL 

Tp_sUbc4  MRTGRILIALLIQSVTSAIA TKFIATSSRVSSVRHHHGND 

Tp_sUbc6  MKHAANTFIRCSLLAVIVVSVLGITITSA SSSTSSSFTTTATQSSRQHS 

Tp_sDer1-1  MKLPPSSTCVAILVSISYIGAVTS KHHPSPFQPRRTFTKPLNSA 

Tp_sDer1-2  MRRYSQLTTVLLSVVAITSTHPPTADA RRPIPRNFFSPIQSLQQPSF 

Tp_sCdc48  MKGITATAAACCLVATTTSVSA TLPPTGTFGVIRNNVRSSQA 

Tp_sUfd1  MVQFLNRIASPLAVLLISCTPCSSSTAS APSFHQLPTEITANPFHFDP 

Tp_sHsp70  MNHPKPPLLHSHRLLAALSLILLSVTTDA SSQWRRPSLLKRPLHSIFHR 

Eh_sDer1-1  MRRRVVALLLVLLPRADS AALLRRRPRPLAAPALLLRL 

Eh_sCdc48  MREERRGTRLLPPLLLLAALVCAHA RSAVVGSPPRRASRASAAVL 

Pf_sUba1  MNILCIHIVYCFIACLLLCNINQVFT LHVLNYNNGYLYKNLSFSIP 

Pf_sUbc4  MFNIMRPIILFNILIGYYFFIVINNVVG NLPKKNSYYNIPNYKVKNVS 

Pf_sDer1-1  MNFILYIAVIIIYLTNIHC KNVYNIKKLSGKNNYKYNKI 

Pf_sDer1-2  MLFYKLICLFLSFIIIIIHG KDISSTKKLLKSGNLNNKIK 

Pf_sCdc48  MKVRKMHYPLFSFTEYLSCY IILYFFVFLPNYSYAININN 

Pf_sUfd1  MFRIVLYILAICLYSININYA KKITGKTYLTNQLAKGILNK 

Tg_sDer1-1  MYTFQISLAPLLAAA ELTFDEGGSLPTARCGLALL 

Tg_sCdc48  MGTAWCPLEGAGWDSSASSFRRGLGLRRLLSLSVFLLLPFPFIFLSPAHA 

VVRLPPSPAPPVSPSFTSSR 

Signalpeptide sind kursiv, Transitpeptide (Aminosäuren 1 - 20) unterstrichen darge-
stellt, die mittels SignalP v3.0 (NN) berechnete Schnittstelle zwischen Signal- und 
Transitpeptid wurde hervorgehoben. 
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Abb. 8-3: Multiple Sequenzalignments PPC- bzw. Apicoplast-Zielsteuerungssequenzen in graphischer Darstellung. 
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Abb. 9-3: Multiple Sequenzalignments PPC- bzw. Apicoplastzielsteuerungs-
sequenzen in graphischer Darstellung. 
A. Zielsteuerungssequenzen von Heterokontophyta und Haptophyta, B. von Apicom-
plexa. Alignments nach WebLogo v2.8.2, Sequenzlogos oben, Frequenzplots unten. Die 
Gesamthöhe des Stapels gibt die Konservation der Aminosäure an einer bestimmten 
Position an, die Höhe der Aminosäure ihre relative Häufigkeit an dieser Position. Die 
Ausrichtung der Sequenzen [aus Tab A-1] erfolgte nach der mit SignalP (NN) berechne-
ten Schnittstelle zwischen Signal (Positionen -20 - 1) und Transitpeptid (Positionen 1 - 
20) Basische Aminosäuren (HKR) in grün, saure (DE) in rot und hydrophobe 
(AFILMPVW) in blau, hydrophile (GNQSCT) in schwarz. 
 
 

8.4 Sequenzen 

Thalassiosira pseudonana 
 >Tp_sUba1 
mtcprlqllclgvisicsyvhhgvgaslyssfrpspaslnahhgslqsshddvsrrlqhdedslysnegvlnypslhgwgvs
kiklnvlasiaasyrrdlqlrggggggdanedadnevvipfedagdqppsidnntgdnkcstvdttinnnksastskksa
dhdeerysrqmyalgarahglvrsttaildvpsgllyeiaknlalsgvgriilvrddnntddgyfdgdlddlggayrraalae
iipgssnqhdksnnndvsedhvalgsnpvvvcvdrsisaqlemndacrnstssvpfvsvetagvysrifcdfgpsfvvvde
dgetprstlmekveilagddgteqhftvhclegerhdvsrgnviefqgdysqdgvrtatfpqcevspsskatldsllegears
fsriklprtiaftslrdilhppfdpsrrkavmssmaaldlfvkkygrlplqsnasngsgskskrtdverfqslvrkttkveiset
wdtmisqfartcrakftpvqafsgalgaqevlkgatklynpvhqfllydcdevlqnndgnarfeddafepiargqsyilgne
lsrklalsriflvgagaigcellknlaamgagtgssntnqgcliitdmdtiersnlsrqllfrdhdvgefksaaartavlrflpdc
rieahtsrvgeeedgpfdddfwssgcsvvlnaldnvearlfvdsqcvahglglidagtlgpkgnvqvviphqsesygssad
ppepdipvctlknfpyeishtiqwardlfdgyfhrrprqandhlgedaaldmaeelgedlgvfpfvvgeldsndpeykvcl
awaikqahrlffvamdelvqkhpidsvdddgalfwsgtrrapkpfrfvslnsdadefvkaaarlrmesflpvdsaegtsal
vsledaltsleghytrlqskdnhilrnlsggdgsstldmvleklngaktgasfmpslnladfekdddnnghvafvtaasnlr
alsygikpadtmetrrvagrivpamitttglvsalsclefvkmlkglplnmhrnafvnmalpffaftaplpaeevagvnrs
shtiwdrvivkgsskspvgamtlrtfldkvkrssgfgddfevanlsygpfmiyanflhseddelldaplldt. 
 >Tp_sUbc4 
mrtgrilialliqsvtsaiatkfiatssrvssvrhhhdndvatseihsssrtlmgssatihrqhhslnnnslrrkyiaafvhrdc
kysatsstkakldgndyrltlqptsnhyynplqpvliirggassssnsvqnalqsiidsslpspikqfivmicqllesltgweil
pvkkakssksgkqqkkrvrdkkqstssdtespkddattelvekavtsipkaesktqrpdaaskkflsnnikssnpnyriq
relkeflkspppglsvkisgknvrlwvitlsmpentvyagetyklrvqfpndyptsppsvyflpptprhehvytngdiclsll
gkdwrpimtaqsvaqaifsilcgaqrkslpmdnsrhagnkpgqkqddwvyhddnc. 
 >Tp_sUbc6 
mkhaantfircsllavivvsvlgititsassstsssftttatqssrqhsddgtsslhqkrkrrrkhklvgsdlsssrketnlpssd
gtavaesiehtstednqssggypsgrrrrrrkvcsnmadaldgsqietddtltasdrqeevmstdedvcntqrrrkkrrrk
pvvsdasidckdsntdrillpiveedalyesdhelndelseglmpeletllqepndalqsssiqqqtpasitfsnnesseslin
nnemdddspttwvsttsheeetiestmrpdtlkdttsatptttsttfrsskqyenvqviegdtgqaitvkmtrqrkehsvqi
trnranaqpknkpssskpkimakatgkggeclrrikrewkdavktgiaydwtamrtvgssnnesrnndyvrigpfgk
nllrwhfsvmgpsnsvyeggvyhgrvllpkdypgspprvqmltpsgrficgediclsasnyhpetwtprwtvislvdalrl
hmlttaneiggllstdekrrqyalesrswrfpgvanhrrmveegifplrqvdtviievedesvdpiavanddsrvelqdts
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megngeqqhsmvdsesndstfpdslpinkqsqsakrvkktndsqtkhagghtamtksakadpkyakarkvanmm
agiksqsvdarviqtpanleeqpgmvlvilklfivevlklplralsillrvlsrvestlrsildsv. 
 >Tp_sUb 
mvspkspisllvasslllsqslcngsshlsihrvpfvgarratpvpsslttalhirggmqlfvktltgktvsieveegesiedvk
akiaekegippeqqriifggqqlqdgktvddynigddatlhlvlrlvswfgcvcccdersctdvlqmfcgnhfrassvtcttsl
plasskrhlaresfvsmnpssnqt. 
 >Tp_sDer1-1 
mklppsstcvailvsisyigavtskhhpspfqprrtftkplnsansnsnihnvifdlrggakkkggrtaslysnsstkktqkt
atgkkkvqaakeekksaasdtlakykailpltriyitmvgavtllglvlgdelsqgllaldpirvmyglelwrpftaacflgpp
sigwlmnayylfeygsslerafgtsqhmlflllqigflsvfsaffgqpffaqsvitsmlhvlsrsmpnqqvkwliftvpywtlp
yglmasdvlqagnaaaalphvlgilsghlyyfhknvwpkiggedwlvppmflqrkldgleeskakdsistalkmrkkgk
gkklgss. 
 >Tp_sDer1-2 
mrrysqlttvllsvvaitsthpptadarrpiprnffspiqslqqpsflssrrkhspllsritlirggdfdsddeyddfdddfdfdg
ddgmfdfdaaeddfgdestlaqiqdaykktppltkayltasfgaallgyvtnkndfpsilqldwkptvtrlqlwrpltaflnf
gplglgylmtvhfvwtymstlerlnhntpydfwlmmlfgsvmmvagysmlglsprflghnlstflvyvwsryheglevn
mfelfntraellpwfflaqtfllegevpildflgivfghiyhhykttnvlktprfviqwyngdnkyaqilrqkyktissdfem. 
 >Tp_sHsp70 
mnhpkppllhshrllaalslillsvttdassqwrrpsllkrplhsifhrnhqraptpsaavvdasdieasyvknavfcvrggg
angpcigidlgttyscvavwrhgrvevcpnelgnritpsyvafqpdnggtrlvgdaaknqaaqnptntvfdvkrligrkin
dvtvqadkklmpfqivgdksskptiqiddvdgkgtmkqfspeeisgmilrkmketaeaflgetvthavvtvpayfndaq
rqatkdagkiagltiervineptaaaiaygldkrdkeenilvfdlgggtfdvtllsidngvfevlatagdthlggqdfdqrlms
yfisqfkrqtgvdisgdkravqrlrkqcenakrtlsnqnsatvecdalaegkdfsstisrakfeelnvdlfkkcltpvtqvlkd
asmskgqvdqiilvggstripkiqamlseffngkelnksinpdeavaygaavqggilsgdaseatkdvllldvaplslgieta
ggvmtalikrgttipvkksqvfstyadnqpgvniqvfegersmtksnrllgqfelsgippaprgvpqievsfdvdangilsis
asdkgtgrtqsltitsekgrlsdaeiermvkeaeefaeqdaaekdnvearnqleaylynlknsindtlegkidasdkeelsk
aiedalvwlednpasakaecdekqkeveglanpilkkayesvnagagagasnmdddfmgedlagagehmdepsvee
vd. 
 
Emiliana huxley 
 >Eh_sDer1-1 
mrrrvvalllvllpradsaallrrrprplaapalllrlrggqepapasqkppgspptttadvhvsadtppspspgllarllnsa
pvahfrsappitrswvtvsvlltvlasqrlvdlrsiafaerevvrrgewwrtllnffymgeqplsvfywlqiyhlwecmrilel
vkyawepgqfvrmivsniasllllkqlspslmflgtplvmvfmyvyareyessitnflgffqirtgwlpfaqmvqdgvqtgd
mmpnllgllaghfyfytnevaprmllpsrpptlaqfvaamdkaappgstpsegeeeleaaaeggeeeveaaaeggetda
ddgdddeveed. 
 >Eh_hDer1-2 
matpeewyrslppvtrgymtsavaatltvqlglldpslmhldfpsifgslelwrlltnftffgtfsfpfvmslfflirytkeleak
rfegrtadflwamaimgavqavvayvlgglpflsqamlsaivyvwsrefadtvlsvfglfnvqaplrphhrppgtarpap
psaaqcrrpapprapprsrtcratpsarppcsptsstaaglgrrrrrrsaaiclgtttggeagsgsagewrmraravsprav
prp. 
 >Eh_hCdc48 
msadasaetkpvkkknpnrlvvdeavnddnsvvalnvqtmeelqlfrgdtvlikgkrrkdtvcivladdtcdlgkirmn
kcvrknlkvrlgdvisvhqcpdvkygkrvhilpiddtiegitgnlfdvflkpyfleayrpvrkndlflvrggmravefkvvet
dpveycivapdtvihcegepikrddeeskddvgyddiggvrkqlanirelvelplrhpqlfksigvkpprgilmfgppgsgk
tliaravanetgaffflihgpeimsklagesesnlrkafeeaeknspaiifideidsiapkrektqgeverrivsqlltlmdglk
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arshvvvigatnrpnsidaalrrfgrfdrevdigvpdengrlevmrihtknmkladdvdleqlakethgyvgadlaalcte
aamqcirekmdvidldddeidaevldsmavsqdhyrlalgtsnpsalretvvevpnvtwddigglegvkrelqevvqyp
vefpekfekfgmspskgvlfygppgcgktllakaianecqanfisikgpelltmwfgeseanvrelfdkargaapcvlffdel
dsiarargssggdaggagdrvinqiltemdgmgakksvfiigatnrpdiidpavlrpgrldqliyiplpdeasrsnilkaalr
ksplapevdleflaktthgfsgadlteicqraakmairesiekeielekeraaagegametepddpvpeitkthfeeamkf
arrsvsdndirkyemfsqtlqqsrgfgstfkfpeggvggsaapragagggfqataaeddedlys. 
 >Eh_sCdc48 
mreerrgtrllppllllaalvcaharsavvgspprrasrasaavllqrqrglhlrggqmagergappedaasgyvmevade
raeiadverkrmphelevgdvagdsaadsseclvhpdkmaalnlmagdtvrlkgrrsreticlvrddasvpadavwva
aqarsnlhvnvgdrvklygcdsvgegakvtlqplsdamaglsadelhdqvlaphfapegdeaapyrpvhegdrirvrhg
aqvvevlvvateperrcvvapstelevldepldraeldaeedeggyddiggvdkqltkirelvelpmrhpkvstsvgvmpp
rgvlihgppgcgktmiaravaaetgaacylingpqvmskqageseqnlrdafeeaeknapaiifideidaiaprrdktqge
tekrlvsqlitlmdslkpssrvvlmaatnrpntidpalrrfgrfdleinipvpdeqgrldilshqskdlrlspeidlpalsrdtq
gycgadlsqvvfeaammcvrermpeidleadtlppalleqlvvqprhveqalsvtnpstlresaievpnvswkdigglegv
krelretvqypvqyaskfehfgmdpskgvlfygppgcgktllakavaneckanfisvkgpelltmwfgeseanvrelfdk
arqaspcviffdemdsiakargsggggaseagdrvinqilteidgvgarksvfvigatnrpdildpaimrpgrldqliyipm
pdyesrlsilratlrkspladdvdleglanstehfsgadlteicqracklairheideqqaaeaeaeaagkplpevrsdgmls
akhfaeamknarrsvskaelarynkfrkdqatdtkkkdaappaeaaapaepaapeasdeeaedlyd. 
 
Cryptosporidium parvum 
 >Cp_hUbc1 (basierend auf EAK87733) 
Mgdnkrmtlelrglqvftdeleedkqvgiklignrndnflgiirgpigtpyeggifqldiivpkeypyeppkvkfitriwhpn
issqtgaicldilkdawspaltlrtvmlsiqallsspepndpqdalvaslyksdyqeyietakswtqmyakptskeerikrfl
dmgfnresiitalernnwdenlalnellfen. 
 >Cp_hUbc7 (basierend auf EAK88588) 
Mrnvaqellkkqfmgkddtsgfsvgldddsnflrwrvcfegppdtlyeggifnalltfpedfpnsppkmcfeqemwhpn
vypdgnvcisilhppghdryneqespderwrpifgvesilvsvismlgepnldspanidaalefknnineykkkvraivrq
sve. 
 
Toxoplasma gondii 
 >Tg_sCdc48 (basierend auf 645.m00326) 
Mgtawcplegagwdssassfrrglglrrllslsvflllpfpfiflspahavvrlppspappvspsftssrfsgrrlrspsemgae
rptsrvppaailssfenrereqrakstlkaaaeaassarttgsscptscsslasslsspiftdppltdvrsiaphcpstssspsss
lssslssspssspssslssspssslssslssspssspdaslsssslsslvsslrggrsffsssppsptapvagnlfvvkgshardps
vvflsprdmaalqvqrgdvvllsgrrkretvaiampdrslearhvvlhahalkniklhaqdaikvtpqrllpharrvfvlpf
sdtlgdvrdggagrsegrdrdasgekpsveavatkffrhtsrpvkvgdqfvlefpvhakgehgatgkvevkvmqidtdg
kddqevalvddatelicegepldraqfdassmityddvgglkkelnlirelvelplrfpeifkqvgvqtprgvllhgssgcgkt
llakaianecganfltvngpevmsklageseanlrrifeeaaalspcllfideidsiaskrektqgevekrivaqlltlmdgvss
dkgivvlaatnrpnqldpalrrfgrfdreieipipdekgrteilkkkaekmnlgpdvdlekiakdahgfvgadmaqlclea
amqcvrencqfvdfdkdevdpetlakfqvrmphfvhalsvvnpsalrerhvevpdvrwediggltevkeelvetvqypv
ehgekfhkfglapskgvlffgppgcgktllakavaneckanfisvkgpelltmwfgeseanvrdlfdkaraaapcviffde
mdsiakargsgtggggeaadrvinqilteidgigkrkpifvigatnrpdildpavtrpgrldqllyiplpdfksrvnifkaalr
ksplapdvdiedmarrlegfsgaditeicqraaknavresiqaevargrplaegekdpvpfiskkhfdeafkgarrsvped
mvkvytqfnsmmkrrrvaqettetakettetakettetakettetaketk. 
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