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Chloroplasts are essential for energy production and metabolism in
plants. Metabolites need to be transported across the two envelope
membranes of the chloroplast. In contrast to the inner envelope, we
know little about the properties of the outer envelope. We here
summarize structural and functional insights on the prototype outer
envelope channel OEP21 suggesting that these channels have a dis-
tinct level of selectivity, opposing the idea of acting as more simple

and passive molecular sieves.
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B 7u Beginn seiner Existenz bot Planet Erde
ein vollig anderes Bild, als wir es heute ken-
nen - kahl und lebensfeindlich. Die Entwick-
lung der oxygenenen Photosynthese in den
Vorldaufern heutiger Cyanobakterien vor ca.
2,3 Milliarden Jahren [1] erméglichte die Ent-
stehung einer riesigen Diversitat von sauer-
stoffabhdngigen Organismen, die im Laufe
der Evolution immer komplexer wurden.
Pflanzen begannen ihren Siegeszug tiber
die Erde vor ca. einer Milliarde Jahren, als ein
bereits eukaryotischer Urahn ein photosyn-
thetisches Cyanobakterium aufnahm, und
dieses liber die Zeit in die Wirtszelle fest
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integriert wurde. Am Ende dieses als Endo-
symbiose bezeichneten Prozesses stand der
heutige Chloroplast (Abb. 1). Dieses neu
erworbene Organell ist wie seine Vorfahren
von zwei Membranen umgeben, der auBeren
und der inneren Chloroplastenmembran. Um
das Prinzip der Arbeitsteilung zwischen den
Kompartimenten in einer Pflanzenzelle opti-
mal zu nutzen, mussten diverse Transport-
prozesse iiber diese Membranen entwickelt
werden. Zu diesem Zweck iibernahm die
Zelle teilweise bereits vorhandene cyanobak-
terielle Mechanismen und Proteine, zum Teil
wurden neue, eukaryotische Elemente in den
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Pflanzenzelle mit Chloroplast

A Abb. 1: Entstehung der photosynthetischen Eukaryoten. Eine eukaryotische Vorlauferzelle, die
bereits Nukleus (N) und Mitochondrien (M) enthalt, nimmt ein Cyanobakterium (Cy) auf. Dieses
wird im Laufe der Evolution als Endosymbiont in den Organismus integriert und wird letztlich zum
Chloroplasten, dem charakteristischen Organell aller photosynthetischen Eukaryoten.

Chloroplasten etabliert [2]. Der Transport
von Metaboliten muss in beide Richtungen
streng kontrolliert werden, um jederzeit dem
Bedarf der Zelle sowie dem der gesamten
Pflanze gerecht werden zu konnen. Lange
hielt sich die Lehrmeinung, dass die Regula-
tion von Transportprozessen ausschlieBlich
an der inneren Membran erfolgt, wahrend
die duBere eine siebartige Struktur aufweist
und den Durchtritt von Stoffen lediglich hin-
sichtlich ihrer GroBe kontrolliert. Diese
Ansicht begann sich vor einiger Zeit auf-
grund neuer Erkenntnisse zu wandeln [3].

Die Familie der Porine in
Chloroplasten

Schon in den bakteriellen Vorfahren der
Chloroplasten sitzen in der duBeren Mem-
bran Kanalproteine, die als Porine bezeichnet
werden [4]. Strukturelle Analoge finden sich
auch in den rezenten pflanzlichen Organel-
len, die entsprechend ihrer Lokalisation
OEPs genannt werden (outer envelope pro-
teins). Typischerweise bestehen Porine aus
8-24 transmembranen B-Faltblatt Stréangen,
die eine Pore bzw. einen Kanal bilden
(B-barrel) [5]. Die bakteriellen Vertreter der
Porine werden in drei Klassen aufgeteilt:
1. Generelle Porine, die als unspezifische
groBen-selektive Poren fungieren, d. h. tat-
sdachlich wie ein Sieb; 2. Substratspezifische
Porine, die eine geringe Affinitdt zu ihrem
Cargo aufweisen und 3. Liganden-regulierte
energieabhdngige Porine mit hoher Affinitat
zum Substrat [6, 7]. Schon in diesen
urspriinglichen Organismen gibt es also
stoffspezifische, regulierte Porenproteine in
der duBeren Membran. In Chloroplasten fin-
det sich dort eine relativ hohe Anzahl an ver-
schiedenen Porinen und anderen Transport-
proteinen [8], die OEPs, deren Substratspezi-
fitdt noch relativ unklar ist (Abb. 2). Die
Menge der einzelnen OEPs (v. a. OEP16,
OEP21, OEP23, OEP24, OEP37, OEP40) in der
Membran scheint von der photosyntheti-
schen Leistung der Pflanze abzuhdngen. So
sind in schnellwachsenden Pflanzen, wie
z. B. dem Mais, die groBeren Porine starker
vertreten als in langsamer wachsenden
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Pflanzen, wie z. B. der Erbse [9]. Das am bes-
ten charakterisierte OEP ist OEP21.

OEP21 - ein Paradebeispiel fiir ein
substratspezifisches und reguliertes
Porin

Unsere Arbeit an OEP21, einem OEP mit
21 kDa Molekulargewicht, begann vor
25 Jahren. Zunachst wurde das Protein bio-
chemisch und elektrophysiologisch charak-
terisiert. Die biochemischen Untersuchun-
gen ergaben, dass OEP21 wie ein klassisches
Porin Multimere in der Membran bilden
kann und mittels eines spezifischen konser-
vierten Aminosauremotivs ATP zu binden
vermag (Abb. 3). Die elektrophysiologischen
Studien an heterolog exprimiertem Protein
in artifiziellen Lipiddoppelschichten zeigten,
dass OEP21 einen Anionen-selektiven Kanal
bildet, der in eine Richtung rektifizierend ist,
d. h. eine préferierte Transportrichtung hat,
und u. a. Triosephosphate (TP, Primérpro-
dukt der Photosynthese) transportiert. Diese
Eigenschaften werden durch die Anwesen-
heit von ATP beeinflusst [10, 11]. Die Daten

» Abb. 2: Die Porine
in der duBeren Chlo-
roplastenmembran.
Schematische Dar-
stellung der bisher
identifizierten OEPs.
Die B-barrek
Strukturen sind in
Blautdnen, die
o-helikalen Proteine
in violett dargestellt.
Zahlen reprasentie-
ren das Molekularge-
wicht.
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wiesen bereits damals darauf hin, dass
OEP21 eine wichtige Rolle im Transport von
primdren Photosyntheseassimilaten spielt
und abhdngig von der Energieladung der Zel-
le und des Chloroplasten reguliert wird.
Vor kurzem konnten wir nun durch die
Strukturbestimmung mit NMR-Spektrosko-
pie zeigen, dass OEP21 ein trichterformiges
B-barrel aus 12 B-Stréngen mit einer stark
positiv geladenen inneren Porenoberfliche
bildet [12]. Diese strukturellen Details, sowie
der ca. 1 nm groBe Durchmesser der OEP21-
Pore stimmen mit den elektrophysiologi-
schen Messungen gut iiberein, in denen der
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Kanal als Anionen-selektiv charakterisiert
wurde [10]. Ebenso konnte die nach auBen
rektifizierende Eigenschaft von OEP21
anhand der Struktur bestatigt werden, da die
breitere Offnung des Trichters zum Inter-
membranraum gerichtet ist, sodass TP aus
dem Chloroplasten in Richtung Cytosol kana-
lisiert werden konnen. Eine systematische
Analyse moglicher weiterer Substrate ergab,
dass OEP21 Metabolite neben der negativen
Ladung in erster Linie nach GroBe diskrimi-
niert. Molekiile mit einem Molekulargewicht
groBer als 1 kDa konnen die Pore nicht pas-
sieren [12]. Weitere Experimente bestétigten
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GroBenausschluss

Pore oligpmerisiert und geschlossen Pore offen bei hohen
bei niedrigen ATP Konzentrationen ATP Konzentrationen

Zytosol

Intermembranraum

ner Porine in der
auBeren Memb-

ran ableiten. Auf-

die dynamische Oligomerisierung von OEP21
in der Membran, die funktionell zur Regula-
tion der Transportaktivitdt beitragt. Mit
NMR-Experimenten und Molekulardynamik-
Simulationen konnte der Bindungsmodus
des Liganden ATP und des Substrats GAP
(Glycerinaldehyd-3-phosphat, ein TP) sowie
der Transportprozess des Substrats durch die
Pore verfolgt werden: GAP durchquert den
Kanal im Mikro- bis Millisekundenbereich
mittels transienter Interaktionen mit den
positiv geladenen Aminosduren innerhalb
der Pore - es hiipft gleichsam von einer Stel-
le zur nachsten, bis es auf der anderen Mem-
branseite ankommt und dort tiber ein dyna-
misches Strukturelement ins Cytosol entlas-
sen wird.

Insgesamt konnten sdmtliche vorherigen
Daten bestétigt und ein aktualisiertes detail-
liertes Modell der Funktion von OEP21 in der
auBeren Chloroplastenmembran erstellt wer-
den. Die Bindung von ATP an OEP21 fiihrt
zur Stabilisierung der Pore und damit zur
Erhaltung des aktiven Zustands, somit iiber-
nimmt das Nukleotid eine regulatorische
Aufgabe. Physiologisch betrachtet ergibt sich
folgendes Szenario: Unter Bedingungen der
aktiven Photosynthese, wenn TP im Cytosol
z. B. zur Saccharosesynthese schnell umge-
setzt werden und eine hohe Energieladung
vorliegt, ist OEP21 aktiv und transportiert
GAP aus dem Organell. Wird die Verwertung
der TP limitierend (z. B. nachts) und die ATP-
Konzentration sinkt, wird die Pore geschlos-
sen und somit der Export weiterer TPs ver-
hindert. OEP21 ldsst sich daher in die oben
genannte zweite Klasse der Porine einord-
nen, die eine Spezifitat fiir gewisse Substrate
aufweisen. Zusitzlich zeichnet sich OEP21
durch Liganden-vermittelte Regulation aus,
wenn auch energieunabhingig.

Offensichtlich ist der Fluss von Metaboli-
ten zwischen Chloroplasten und umgebender
Zelle nicht nur auf der Ebene der inneren
Membran strikt reguliert, sondern auch die
Porine in der &uBeren Membran tragen ent-
scheidend zur Erhaltung der zelluldren
Homoostase bei. Eine funktionelle Relevanz
dieser einzelnen Transportproteine ldsst sich
auch tiber die relativ groBe Zahl verschiede-

grund dieser Erkenntnisse erscheint die
Hypothese, die auBere Chloroplastenmem-
bran sei ein molekulares Sieb mit permanent
offenen Poren, mehr als unwahrscheinlich.

Ausblick

Wie die verschiedenen Transportporteine zur
funktionalen Eigenschaft der auBeren Mem-
bran beitragen und ob es Redundanzen in
ihrem Substratrepertoire gibt, muss in kiinf-
tigen Studien gezeigt werden. Fiir die Kla-
rung dieser fundamentalen Fragen ist das
Zusammenspiel von Strukturbiologie und
biochemischen und funktionellen Studien in
Pflanzen essenziell. Es wiirde nicht tiberra-
schen, wenn sich die auere Hiillmembran
als komplexere und reguliertere Barriere flir
Metabolite erweisen wiirde als gedacht.
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