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Endosomaler Transport

ESCRTs in Pflanzen: die Begleitung
der Membranproteine zum Abbau
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The regulation of the abundance of plasma membrane proteins is
crucial for the survival of plants in an ever-changing environment.
Selective protein degradation of plasma membrane proteins occurs via
ubiquitin-dependent and ESCRT-mediated endosomal transport. Endo-
somal sorting complexes required for transport (ESCRTs) are not only
important for plant development, but also for autophagy and pathogen
defence in plants. Here we discuss the function of ESCRTs in the regu-
lation of endosomal transport and their physiological implication.
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B Pflanzen sind die Basis unserer Nahrung,
produzieren durch Photosynthese den Sauer-
stoff in unserer Atmosphdre und bilden so
eine Grundlage des Lebens auf der Erde. Da
sie standortgebundene Lebewesen sind, miis-
sen sie sich standig an Verdnderungen in
ihrer Umwelt anpassen. Die Anpassungsme-
chanismen der Pflanzen aufzuklaren, ist
wichtig, um die Vielfalt im Pflanzenreich zu
verstehen und auf langere Sicht gesehen Tei-
le der Erkenntnisse auch auf 6konomisch
wichtige Pflanzenarten iibertragen zu kon-
nen. Eine beliebte Modellpflanze fiir die
Grundlagenforschung ist die Ackerschmal-
wand (Arabidopsis thaliana), eine zu den
Kreuzbliitlern gehorende Art mit einer kur-
zen Generationszeit von etwa drei Monaten.
Arabidopsis hat mit 125 Megabasenpaaren
ein relativ kleines Genom, das seit dem Jahr
2000 entschliisselt ist. Somit ist Arabidopsis
eine ideale Modellpflanze zur Durchfiihrung
genomischer, genetischer, proteomischer
und metabolomischer Analysen an einem
Organismus.

Wie alle eukaryotischen Zellen sind auch
Pflanzenzellen von einer Lipiddoppelschicht,
der Zellmembran, umgeben. Um auf verdn-
derte duBere Bedingungen rechtzeitig rea-
gieren zu konnen, durchziehen integrale
Membranproteine die Zellmembran und stel-
len auf diese Weise die Verbindung zwischen

dem Zellinneren und der Umgebung her. Bei
diesen Membranproteinen handelt es sich
z. B. um Transporterproteine, welche unter
anderem den lonenhaushalt der Zelle regulie-
ren, oder auch um Rezeptoren, die bestimm-
te extrazelluldre Molekiile wahrnehmen und
so Signalkaskaden im Zellinneren auslosen
konnen.

Die Zusammensetzung der Membran-
proteine in der Zellmembran muss strikt
reguliert werden, um eine prizise Anpas-
sung an die Umgebung zu ermdglichen. Pro-
teinmengen werden in der Zelle auf tran-
skriptioneller, translationaler und posttrans-
lationaler Ebene reguliert. Die Regulation
iiber die Transkription und Translation kann
die vorhandene Proteinmenge nur schwer
beeinflussen. Im Gegensatz dazu kann
gezielter Proteinabbau vorhandene Proteine
schnell beseitigen und somit durch Abbau
von Schliisselproteinen die Signalweiterlei-
tungen sofort reduzieren.

Der Ubiquitin-Code bestimmt den
richtigen Pfad

Der selektive Proteinabbau benotigt ein klei-
nes ubiquitar vorhandenes Proteinmolekiil
namens Ubiquitin, das posttranslational an
die Zielproteine konjugiert wird. Bereits die
Modifikation mit einem Ubiquitinmolekiil
kann die Stabilitat oder Funktion eines Pro-
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teins beeinflussen, meist werden die Ziel-
proteine jedoch durch Ubiquitinpolymere
bzw. Ubiquitinketten modifiziert.

Das C-terminale Glycin des Ubiquitins
kann mit Lysinen anderer Proteine durch
ubiquitinylierende Enzyme tber eine Iso-
peptidbindung verkniipft werden. Da Ubiqui-
tin sieben Lysine (K6, K11, K27, K29, K33,
K48 und K63) besitzt, konnen Ubiquitinmo-
lekiile auch untereinander verkniipft werden
und topologisch unterschiedliche Ubiquitin-
ketten bilden, die in bestimmten biologi-
schen Prozessen eine Rolle spielen. So wer-
den Zellmembranproteine meist mit K63-Ubi-
quitinketten fiir den Abbau markiert [1].
Durch Verkniipfung iiber das N-terminale
Methionin kdnnen zusitzlich auch lineare
Ketten erzeugt werden [1]. Die Lange und
Verkniipfung der Ubiquitinketten sind ent-
scheidend fiir das Schicksal der modifizier-
ten Proteine. Die Ubiquitin-Modifikationen
- bzw. der Ubiquitin-Code — werden von ver-
schiedenen Ubiquitin-bindenden Proteinen,
den Ubiquitin-Adaptern, gelesen, die dafiir
sorgen, dass die markierten Zielproteine den
vorgesehenen Weg nehmen. Die Bildung von
diversen Kettentypen macht Ubiquitin ein-
zigartig, da es einem einzigen Molekiil
ermoglicht, unzahlige biologische Prozesse
zu steuern.

Die endosomal sorting complexes
required for transport(ESCRT)-
Maschinerie koordiniert den
endosomalen Transport

Da sich integrale Zellmembranproteine in
der Zelle nicht aus der Lipiddoppelschicht
1osen lassen, werden die Proteine samt der
sie umgebenden Zellmembran endocytiert
und in Endosomen zur Vakuole transportiert,
in welcher der Abbau stattfindet. Wahrend
der Endocytose bildet sich um den sich ein-
stiilpenden Bereich eine Clathrinhiille, die
nach der Abschniirung wieder zerfillt, um
eine Verschmelzung des Vesikels mit ande-
ren Endosomen zu gewéhrleisten (Abb. 1).
Fiir den Transport der Frachtproteine zur
Vakuole ist die Funktion der ESCRTs notwen-
dig. Dabei handelt es sich um Membran-
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lokalisierte Proteinkomplexe, die ubiqui-
tinylierte Frachtproteine an den Endosomen
erkennen und deren Transport zur Vakuole
begleiten. ESCRTs findet man in einzelligen
Archaea bis hin zu mehrzelligen Eukaryoten,
wobei die Zusammensetzung ihrer Unter-
einheiten variiert [2]. Zusatzlich gibt es
Ubiquitin-Adapter, die der Ubiquitin-Erken-
nung dienen und durch Interaktion mit nach-
geschalteten ESCRTs die ubiquitinylierten
Frachtproteine dem endosomalen Transport
zufithren [3]. Die Frachtproteine werden auf
spaten Endosomen in die intraluminalen
Vesikel eingestiilpt und geben den spéten
Endosomen damit ihre spezifische Struktur,
wegen der sie auch multivesicular bodies
(MVBs) genannt werden (Abb. 1). Fiir diese
Einstiilpung ist ESCRT-III und dessen fila-
mentose Polymerstruktur verantwortlich.
AnschlieBend verschmelzen die MVBs mit
der Vakuole und entlassen so ihren Inhalt in
die Vakuole (Abb. 1, [3]).

Unter den ESCRT-assoziierten Proteinen
sind auch deubiquitinylierende Enzyme, wie
z.B. AMSH, zu finden [4]. Die Abspaltung der
Ubiquitinkette vom Frachtprotein ist zum

einen wichtig, um den Abbau des Ubiquitins
in der Vakuole zu verhindern. Zum anderen
konnte das Entfernen von Ubiquitin dazu
fiihren, dass die Frachtproteine nicht mehr
von Ubiquitin-Adaptern und ESCRTs gebun-
den werden und somit zuriick an die Zell-
membran geleitet werden. Die Regulation der
Ubiquitinylierung an den Endosomen ist
wichtig fiir die Feinabstimmung des endo-
somalen Transports und der Proteinabun-
danz an der Zellmembran.

Die Zellmembran und die endosomalen
Membranen haben unterschiedliche Phos-
pholipidzusammensetzungen, die sich fort-
laufend auf dem Weg zur Vakuole @ndern [5].
ESCRT sowie die Ubiquitin-Adapter binden
bestimmte Phosphoinositide in den Membra-
nen, was deren Rekrutierung auf diese ver-
starkt.

Unsere Arbeitsgruppe hat in den letzten
Jahren ESCRT-assoziierte Proteine in Arabi-
dopsis identifiziert und ihre molekulare und
physiologische Funktion erforscht. So konn-
ten wir zeigen, dass die ESCRT-Maschinerie
und viele ihrer assoziierten Proteine essen-
ziell fiir die Entwicklung der Pflanze sind
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A Abb. 1: Schematische Darstellung des endosomalen Transportweges. Das Frachtprotein wird
durch Einstiilpen der Zellmembran in einen Clathrin-umhiillten Vesikel endocytiert. Nach dem Auf-
I6sen der Clathrinhiille kénnen die Endosomen miteinander verschmelzen. ESCRT-III internalisiert
die Frachtproteine in die intraluminalen Vesikel des multivesicular body (MVB). Rechts oben:
Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme eines Clathrin-umhiillten Vesikels; rechts unten: Trans-
missionselektronenmikroskop-Aufnahme eines MVBs.
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(Abb. 2A). Wir konnten auch pflanzenspezi-
fische Ubiquitin-Adapterproteine in Arabi-
dopsis identifizieren, die bevorzugt K63-
Ubiquitinketten binden und mit der ESCRT-
Maschinerie interagieren [6].

Intrazellularer Membrantransport ist auch
fiir die Biogenese der Vakuole notwendig.
Verschiedene Mutanten, die Defekte in endo-
somal lokalisierenden Faktoren haben, wei-
sen erhebliche Missbildungen der zentralen
Vakuole auf. So besitzen Mutanten wie
amsh3, fyvel und alix statt einer zentralen
Vakuole eine tubuldr geformte Vakuolen-
struktur (Abb. 2B, [6]).

Mutanten der ESCRT-Komponenten zeigen
Defekte im autophagosomalen Abbau [7].
Autophagie ist ein Mechanismus der Zelle,
durch den sowohl Proteine als auch ganze
Zellbestandteile abgebaut werden konnen,
um Ressourcen wiederaufzubereiten. Ein
intakter Autophagieweg ist unter anderem
wichtig fiir die pflanzliche Pathogenabwehr.

Ergebnisse aus unserem Labor zeigen,
dass sowohl ESCRT als auch ESCRT-assozi-
ierte Proteine in Arabidopsis eine wichtige
Rolle in der pflanzlichen Pathogenabwehr
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A Abb. 2: Arabidopsis-Keimlinge mit einer
Mutation im AMSH3-Gen zeigen einen stark
veranderten Phénotyp. A, Links: ein sieben
Tage alter wildtypischer Arabidopsis-Keim-
ling; rechts: deutlich unterentwickelte
amsh3-Mutanten, die in diesem Keimlings-
stadium absterben. B, Links: dreidimensio-
nale Wiedergabe einer zentralen Vakuole in
einer wildtypischen Zelle; rechts: die tubula-
re Vakuole der amsh3-Mutante.



368 WISSENSCHAFT

spielen [7]. Pflanzen besitzen Zellmembran-
rezeptoren, die Bestandteile von Phytopatho-
genen erkennen und durch die Erkennung
eine Salicylsaure-induzierte Abwehrreaktion
auslosen konnen [8]. In Mutanten von ESCRT
und ESCRT-assoziierten Komponenten wer-
den Salicylsdure-induzierte Abwehrgene
fehlreguliert, was dazu fiihrt, dass diese
Mutanten nicht mehr korrekt auf Infektionen
reagieren konnen [7].

Unsere und andere Arbeiten haben in den
letzten Jahren stark dazu beigetragen, das
molekulare Netzwerk um die ESCRTs in Ara-
bidopsis aufzuklaren. Ein zukiinftiger Fokus
unserer Gruppe liegt auf dem Zusammen-
spiel der verschiedenen Proteine, die Rolle
der posttranslationalen Modifikationen und
die physiologische Bedeutung des ESCRT-
abhangigen Transportweges in Pflanzen.
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