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Abstract: Die Segregation von zellulidren Oberflichen in he-
terogene Regionen wird in Bakterien und Eukaryoten als ge-
laufiges Motiv betrachtet, und diese Sichtweise wird durch die
Beobachtung von Ballungen und funktionalen Kopplungen
von Membranproteinen wie lonenkandlen oder Rezeptoren
gestiitzt. Solche Prozesse konnten eine wichtige zellulire
Strategie sein, um die Signalverarbeitung zu optimieren. Daher
sind strukturelle Erkenntnisse iiber die supramolekulare Or-
ganisation von Kandlen oder Rezeptoren entscheidend fiir ein
besseres Verstindnis der Signaltransduktion iiber Membranen.
Wir beschreiben hier die supramolekulare Organisation von
Ballungen des K™-Kanals KcsA in bakteriellen Membranen.
Diese Studie wurde durch eine Kombination von DNP-ver-
stirkter Festkorper-NMR-Spektroskopie und MD-Simulatio-
nen ermoglicht. Wir bestimmen die Kanal-Kanal-Wechselwir-
kungsfliche und demonstrieren eine starke Korrelation zwi-
schen Kanalfunktion und Kanalballung, was einen bisher un-
bekannten Mechanismus der Kommunikation zwischen K*-
Kandlen impliziert.

Vielerlei experimentelle Resultate unterstreichen die late-
rale Segregation von zelluliren Oberflichen, was die Orga-
nisation von Membranen in heterogenen Doménen sugge-
riert.!"! Dies bekriftigt die Auffassung, dass Membranprotei-
ne wie Kanile oder Rezeptoren sich in supramolekularen
Ballungen organisieren, in denen die Proteinfunktion ge-
koppelt ist,!) womoglich um eine optimale Antwort auf
wenige Stimuli zu erreichen. Tatsdchlich wurden Ballungen
und gekoppelte Funktion fiir einige Ionenkanéile berichtigt,
einschlieBlich humanen K*- P! Na*-1l und Ca®*-Kanilen.?"
Allerdings ist sehr wenig bekannt iiber die Organisation und
den funktionalen Einfluss dieser Ionenkanalballungen.
KcsA ist ein urbildlicher K*-Kanal, der hiufig fiir funk-
tionale Studien genutzt wird. Die KcsA-Pore ist in allen K*-
Kanilen konserviert und wird durch eine zytoplasmische
Aktivierungspforte und eine extrazelluldre Inaktivierungs-
pforte reguliert.”) Es wurde in vitro!® und in vivo in E. colil”
und im nativen Bakterium S. lividans®™ gezeigt, dass KcsA in
Ballungen organisiert ist. Hier haben wir die supramolekulare
Organisation dieser KcsA-Ballungen in E.-coli-Membranen
mittels konventioneller und durch dynamische Kernpolari-
sation (DNP) verstérkter Festkorper-NMR (ssNMR)-Experi-
mente und grobkorniger Molekiildynamiksimulationen

[*] K. M. Visscher, . Medeiros-Silva, Dr. D. Mance,
Dr. J. P. G. L. M. Rodrigues, M. Daniéls, Prof. A. M. J. ]. Bonvin,
Prof. M. Baldus, Dr. M. Weingarth
NMR Spectroscopy, Bijvoet Center for Biomolecular Research
Department of Chemistry, Utrecht University
Pandualaan 8, 3584 CH Utrecht (Niederlande)
E-Mail: M.H.Weingarth@uu.nl

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind unter:
https://doi.org/10.1002/ange.201705723 zu finden.
© 2017 Die Autoren. Veroffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH &
Co. KGaA. Dieser Open Access Beitrag steht unter den Bedingungen
der Creative Commons Attribution Non-Commercial NoDerivs Li-
cense, die eine Nutzung und Verbreitung in allen Medien gestattet,
sofern der urspriingliche Beitrag ordnungsgemifR zitiert und nicht
fur kommerzielle Zwecke genutzt wird und keine Anderungen und
Anpassungen vorgenommen werden.

Angew. Chem. 2017, 129, 13404 -13409

Zuschriften

© 2017 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(,,coarse-grained molecular dynamics“, CGMD) untersucht.
Wir demonstrieren, dass KcsA-Kanile in den nativen Mem-
branen nachempfundenen Umgebungen in Ballungen as-
semblieren, geben strukturelle Details zur Kanal-Kanal-
Wechselwirkungsfldche und zeigen, dass eine membranasso-
ziierte Helix eine Schliisselrolle bei der Bildung der Ballun-
gen einnimmt. Erstaunlicherweise beobachten wir in DNP-
ssNMR-Experimenten, dass Kanalfunktion und Kanalbal-
lung korrelieren, was einen bisher unbekannten Mechanis-
mus der Interkanalkommunikation impliziert.

SSNMR bietet einen direkten Ansatz, um Membranpro-
teinballungen zu studieren. Dazu miissen Proteine mit un-
terschiedlichen NMR-aktiven Kernen gemischt werden (zum
Beispiel X="N und Y="C).”! Fiir den Magnetisierungs-
transfer zwischen Spinspezies X und Y ist es notwendig, dass
Kanalballungen auf der experimentellen Zeitskala stabil sind;
fir geeignete dipolare Transferschemata liegt diese im Be-
reich von ps bis ms.

Wir konstituierten eine dquimolare Mischung von “N-
markiertem KcsA [U-"N-KcsA] und C-markiertem KcsA
[U-BC-KcesA] in E.-coli-Lipiden im Protein/Lipid(P/L)-Mol-
verhiiltnis von 1:100. Zu Anfang préparierten wir die Proben
in neutralem Puffer (pH 7, 50 mm K*), in welchem die Kanile
im geschlossen-leitenden Modus sind, was wir mit einem
ssNMR-2D-*C-BC-PARIS!'%-Spektrum validierten (Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen). Im Einklang mit
fritheren Resultaten!'!! weisen KcsA-Kanile eine parallele
Topologie in dieser Priaparation auf (Abbildung S2). Um die
KcsA-Ballung zu studieren, nahmen wir eine Serie von 1D-
NHHC-Experimenten auf,’” in welchen die Magnetisierung
anfinglich auf “N-Kernen ist (d.h., von U-"N-KcsA) und
dann durch einen kurzen heteronuklearen und einen lingeren
"H-'H-dipolaren Schritt auf *C-Kerne transferiert wird (von
U-"C-KcsA; Abbildung 1 A). Wir beobachteten einen star-
ken Transfer auf die *C-Kerne in 1D-NHHC-Spektren (Ab-
bildung 1B), was die Bildung von KcsA-Ballungen bezeugt,
die auf der ms-Zeitskala stabil sind. Da der 'H-vemittelte
Magnetisierungstransfer von °N auf *C nur iiber kurze Dis-
tanzen funktioniert, suggerieren unsere NHHC-Spektren
stark, dass wechselwirkende Kanile in direktem Kontakt
zueinander sind. Dariiber hinaus wurden die meisten ssNMR-
Experimente unter Kithlung (bei 255 K) durchgefiihrt; der
Transfer wurde jedoch auch bei 293 K beobachtet (Abbil-
dung 1 C). Weiterhin wurde nahezu kein Transfer von '°N auf
C in einer Mischung von U-""N-KcsA und nichtmarkiertem
KcsA beobachtet, was bedeutet, dass natiirliche *C-Isotope
als potenzielle Fehlerquelle vernachldssigbar sind (Abbil-
dung 1 D). Wir betonen auch, dass der homotetramere KcsA-
Kanal in Liposomen von iiberragender Stabilitét ist, und
Monomere weder bei hohen Temperaturen von 90°C!? noch
unter Einwirkung harscher Tenside wie SDS dissoziieren.¥!
Daher miissen die Signale in den NHHC-Experimenten aus
Kontakten zwischen Kanilen resultieren.

Als nichsten Schritt untersuchten wir, ob die KcsA-Bal-
lung mit der Kanalfunktion korreliert. Es ist gegenwirtig
unklar, ob und wie die Bildung von KcsA-Ballungen die
Kanalfunktion moduliert, und in den vergangenen Jahren
wurden widerspriichliche Studien publiziert. Molina et al.
zeigten mit elektrophysiologischen Messungen in Liposomen,
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Abbildung 1. SSNMR zeigt, dass KcsA-Kanile in E.-coli-Lipiden aggre-
gieren. A) KcsA-Ballungen kénnen mit dquimolaren Mischungen von
N und "C markierten Kanilen und geeigneten ssNMR-Experimenten
wie NHHC untersucht werden . B) Eine Serie von 1D-NHHC-Experi-
menten mit steigender 'H-'"H-Mischzeit, angewendet auf gemischt
markierte Kanile, zeigt die Prisenz von KcsA-Ballungen. C) Ballungs-
bildung geschah bei niedriger (255 K) und hoher (293 K) Temperatur.
Die Intensitat ist bei 293 K geringer aufgrund von geringerer Effizienz
des dipolaren Transfers. D) Ohne *C-Markierung fehlen die Signale
nahezu, sodass nattirliches ">C vernachlissigt werden kann.

dass KcsA-Kanile in Ballungen zeitgleich 6ffnen und dass
Kanalballung die Offnungswahrscheinlichkeit stark erhoht.!
Dagegen zeigten AFM-Studien mit verkiirzten KcsA-Kané-
len in zwitterionischen Liposomen jedoch, dass offene Kanile
keine Ballungen bilden.”® Wir versuchten, diesen Wider-
spruch aufzukldren. Wir nahmen Serien von vergleichenden
1D-NHHC-Messungen mit geschlossenen und offenen WT-
Kanilen in E.-coli-Lipiden auf. Bei diesen Studien war es von
entscheidender Bedeutung, mit einem geringen P/L-Verhalt-
nis zu arbeiten, da i) nur dies den Kanilen ausreichend Platz
gewidhren wiirde, um potenziell beim Offnen zu dissoziie-
ren,® und ii) um zufillige Kanal-Kanal-Kontakte auszu-
schlieBen. Da jedoch ein 1D-NHHC-Experiment im P/L-
Verhiltnis von 1:100 (Abbildung 1) bereits ungefdhr einen
Tag Messzeit benotigte, waren substanziell geringe P/L-Ver-
héltnisse mit konventionellen NMR-Methoden nicht méglich.
Wir iiberwanden dieses Problem mithilfe der DNP-Technik,
welche die Empfindlichkeit um zwei Gréfenordnungen er-
hohen kann (siehe z. B. Lit. [9b, 14]). Wir praparierten Vesikel
mit “N,"*C gemischt markierten Kanélen und nahmen Ex-
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perimente mittels einer 263 GHz/400 MHz-DNP/ssNMR-In-
stallation bei 100 K auf (sieche auch die Hintergrundinfor-
mationen). Wir erhielten Signalverstarkungsfaktoren ¢ von
20-55, vergleichbar mit unseren fritheren DNP-Anwendun-
gen mit KesA.'! Diese Verstirkung ermoglichte es uns, mit
viel geringeren P/L-Verhiltnissen von 1:400 zu arbeiten. So
wurde sichergestellt, dass unsere DNP-ssNMR-Experimente
Kanal-Kanal-Kontakte in Referenz zum Kanalzustand
mafen. Wir maBien zuerst ein DNP-ssNMR-Experiment mit
geschlossenen Kanélen (bei pH 7), was die Bildung von Bal-
lungen bestétigte. Danach wuschen wir exakt dieselbe Pro-
benpriparation in saurem Puffer (pH 4), was ein bekanntes
Mittel ist, um die Aktivierungspforte von KcsA zu
offnen.>'>1 Uberraschenderweise beobachteten wir dras-
tisch erhohte Signale in NHHC-Experimenten mit geoffneten
Kanidlen (Abbildung2 A). Wir bestitigten dieses Resultat,
indem wir die Kanile abermals schlossen (pH 7), was wie-
derum die NHHC-Signale deutlich abschwichte (Abbil-
dung 2B). Somit enthiillen unsere DNP-ssNMR-Experimen-
te in nativen bakteriellen Lipiden, dass die Bildung von Io-
nenkanalballungen ein reversibler, dynamischer Prozess ist,
der mit dem KcsA-Funktionszyklus korreliert. Weiterhin
zeigt unsere Studie eindeutig, dass offene Kanéle Ballungen
bilden, was friihere Ergebnisse von Molina et al. erklrt.
Dariiber hinaus demonstriert unsere Studie, dass die Offnung
der Aktivierungspforte die Bildung von Ballungen sogar stark
stimuliert.

Aber was verursacht den iiberraschenden Anstieg in
Ballungen nach der Kanal6ffnung, und wie kommunizieren
Kanéle um simultan zu 6ffnen? Unsere Daten zeigen dass die
Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfliche durch die Offnung der
Aktivierungspforte moduliert wird. Dies suggeriert sehr
stark, dass ein Strukturelement, das an diesem Offnungspro-
zess beteiligt ist, auch Teil der Wechselwirkungsflidche ist. Das
Hauptereignis bei der Offnung der Aktivierungspforte ist
eine Konformationsdnderung der inneren transmembranen
(TM2) Helix. Allerdings ist es kaum moglich, dass die TM2-
Helix, die sich tief im Inneren von KcsA befindet, ein Teil der
Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfldche ist. Ein anderes Struk-
turelement, das den Offnungsvorgang moduliert, ist die
membranassoziierte M0-Helix, gebildet durch die N-termi-
nalen Reste M1-G21.["! Tatsichlich ist es viel wahrscheinli-
cher, dass M0O-Helices an der Ballungsbildung beteiligt sind,
da diese Helices die am stirksten hervorstehenden Elemente
von KcsA in der Membranebene sind.

Wenn der Kanal sich 6ffnet, durchlduft die MO-Helix eine
starke Konformationsdnderung, durch welche die hydropho-
ben MO-Reste in der Membran eingelagert werden und ge-
ladene Reste exponiert werden. Dieser Mechanismus wird als
,roll-and-stabilize“ bezeichnet.'’! Die MO0-Helix koénnte
somit ein Hebel sein, um die Ballungsbildung zu modulieren,
und wir spekulierten daher, dass diese Helices Teil der Kanal-
Kanal-Wechselwirkungsflache sind.

Um die Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfldche im Detail zu
studieren, unternahmen wir CGMD-Simulationen mit dem
MARTINI-Kraftfeld."® Dieses Kraftfeld bietet die lange
zeitliche und grofle rdumliche Skala, die man fiir Simulatio-
nen der Ballungen von Membranproteinen benotigt."!
Jedoch wollen wir betonen, dass CGMD-Simulationen nur
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Abbildung 2. DNP-ssNMR-Experimente zur Untersuchung der KcsA-
Ballung in Relation zur Kanalfunktion. A) Reihen von 1D-NHHC-Spek-
tren mit geschlossen-leitenden (links) und offen-inaktivierten (rechts)
gemischt markierten Kanilen (siehe auch Abbildung S4). Spektren

sind normalisiert (siehe die Hintergrundinformationen) und nach stei-

gender 'H-"H-Mischzeit geordnet. B) Vergleich von NHHC-Spektren,
gemessen mit 0.75 ms 'H-'"H-Mischzeit. Die Spektren wurden anhand
der hochsten Intensitat an den Signalmaxima bei 27 *C ppm (schwar-
ze durchgehende Linien) und 54 *C ppm (grau gestrichelte Linien)
normalisiert. Man beachte, dass dieselbe Probe fiir die Abbildun-

gen 2 A-C verwendet wurde. DNP-verstirktes 2D-NHHC-Spektrum, ge-
messen mit gemischt markierten, geschlossenen KcsA-Kanilen (pH 7).

Der schwarz-gestrichelte Einschub illustriert die DNP-Verstirkung von
55. Der blau-gestrichelte Kasten markiert Kanal-Kanal-Kontakte, an
denen Arginin-Seitenketten teilnehmen. Um Messzeit zu sparen,
wurden die Arg-Signale bei ca. 75 N ppm im 2D-NHHC-Spektrum
auf ca. 95 °N ppm zuriickgefaltet.
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begrenzte Einsichten in solche Ballungen geben konnen.
Zum einen sind solche Simulationen zwangslaufig weniger
akkurat als atomistische Simulationen, was zu einer Uber-
schiatzung von intermolekularen Wechselwirkungen fiihren
konnte. Zum anderen ist das MARTINI-Kraftfeld beschrénkt
hinsichtlich Anderungen in der simulierten Umgebung, und
Sekundirstrukturdnderungen sind beispielsweise nicht mog-
lich. Allerdings heben wir auch hervor, dass eine Uberschiit-
zung der Kanal-Kanal-Wechselwirkung ein geringeres Pro-
blem wire, da wir die Bildung von Ballungen experimentell
klar bewiesen haben. Uberdies zeigen KcsA-Kanile in E.-
coli-Membranen, in welchen KcsA Ballungen bildet (Abbil-
dungen 1, 2), nur minimale Sekundérstrukturdnderungen im
Vergleich zu Kristallstrukturen.”” Und letztlich sind atomis-
tische Simulationen von Ionenkanalballungen auf den rele-
vanten Skalen nicht realistisch.

Wir simulierten 16 geschlossene KcsA-Kanile, abgeleitet
von pdb 1K4C (umfasst Reste S22-H124), die initial dquidi-
stant in einer grofen Membran platziert wurden. Die Mem-
bran bestand aus 3280 DOPE-, 944 DOPG- und 480 Car-
diolipin-Lipiden, was die Zusammensetzung der inneren E.-
coli-Membran approximierte.”!! Das P/L-Verhiltnis lag bei
ungefihr 1:300 (sieche die Hintergrundinformationen fiir De-
tails der Simulation). Um den Einfluss der MO-Helix auf die
Kanalballung zu erforschen, simulierten wir die Kanéle ohne
und mit MO-Helices (Abbildung 3 A,B). Fiir letzteren Fall
wurden MO-Helices mit MODELLER hinzugefiigt. Jede Si-
mulation wurde iiber 37.5 us berechnet. Tatséchlich zeigten
die Simulationen deutlich, dass die M0-Helix die Ballungs-
bildung moduliert. Ohne die M0-Helix bildeten sich lediglich
kleine, dimere oder trimere, Aggregate von Kanilen. Mit der
MO-Helix beschleunigte sich die Ballungsbildung jedoch
drastisch, da die M0-Helices als flexible ,, Tentakel“ agieren,
die nach anderen Kanilen ,fischen“. Bemerkenswerterweise
bildeten die Kanile mit MO ein engmaschiges Netz von 40 nm
Breite, in welchem sich Kaniile verheddern und aus welchem
sie nicht einfach entkommen konnen. Solche massiven Bal-
lungen sind konsistent mit In-vitro- und In-vivo-Messungen,
in welchen Ballungen von 50 nm beobachtet wurden.®#
Kanal-Kanal-Kontakte in diesem Netz sind recht dynamisch
(siche Video S1), und dies ist wahrscheinlich notwendig,
sodass die Kanile auf die Offnung des Aktivierungspforte
reagieren konnen (Abbildung 2). Man beachte, dass wir die
zytoplasmische Domine (CPD) in den Simulationen nicht
beriicksichtigt haben, da vorherige Studien gezeigt hatten,
dass die CPD nicht an der Ballungsbildung beteiligt ist.**"! In
Ubereinstimmung dazu zeigt ein Alignment von WT-KcsAP?!
mit unserem Modell der Kanal-Kanal-Wechselwirkung, dass
die CPDs wechselwirkender Kanéle weit voneinander ent-
fernt sind (Abbildung S3).

Die MO hat auch einen groflen Einfluss auf die Kanal-
Kanal-Wechselwirkungsfliche. Ohne die M0-Helix (Abbil-
dung 3 C) ist die Wechselwirkungsfliche durch die TM1-Helix
dominiert. So wie wir annahmen, trégt hier die TM2-Helix
nicht zur Wechselwirkungsfldche bei. In Gegenwart von M0-
Helices ist die Kanal-Kanal-Wechselwirkungsflache durch die
untereinander wechselwirkenden MO-Helices dominiert,
wihrend die TM1-Helix aus sterischen Griinden nur minimal
beitragt. Weiterhin ist das Verbindungsstiick (,,turret®) zwi-
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Abbildung 3. Analyse der KcsA-Ballungsbildung mittels CGMD-Simula-
tionen. A) Zeitlich aufgeldstes Verhalten von Kanilen ohne MO-Helix.
Kanile in Ballungen sind in der gleichen Farbe markiert. B) Zeitlich
aufgelostes Verhalten von Kanilen mit M0-Helix (griin). Kanile, die
mit Sternen markiert sind, ballen sich tiber die Begrenzung des peri-
odischen Simulationsausschnitts hinweg zusammen. Die Abbildung
nach 37.5 ps wurde lateral um 5 nm versetzt. C,D) Kontaktdiagramme,
abgeleitet® aus atomistischen Wechselwirkungsflichen, berechnet
tiber die letzten 7.5 us der Simulationen. Die Diagramme zeigen Paare
von Resten wechselwirkender Kanile (maximal 5 A Distanz) ohne (C)
und mit (D) MO-Helices. Restepaare, die, im Vergleich zum am hau-
figsten vorkommenden Restepaar, >30% und <30% populiert waren,
wurden mit Rot und Blau hervorgehoben. Die fiinf haufigsten Reste-
paare sind in Magenta markiert. Paare mit einer Population <10%
wurden nicht beriicksichtigt. Gelbe Kreise zeigen Argininreste der
Wechselwirkungsfliche. Reprisentative atomistische Wechselwirkungs-
flichen sind jeweils in den rechten unteren Ecken der Diagramme ge-
zeigt.

schen TM1 und dem Selektivitétsfilter ebenso Teil der
Wechselwirkungsfliche (Abbildung 3D). Wir versuchten,
dieses Strukturmodell mittels eines 2D-NHHC-DNP-
ssNMR-Experiments zu bestitigen. Eine DNP-Verstiarkung
von &=55 ermoglichte die Aufnahme eines 2D-NHHC-
Spektrums in lediglich drei Tagen (Abbildung 2 C). Wihrend
die Auflosung der Riickgrat-Stickstoffatome (100-130
N ppm) im 2D-Experiment die Zuordnung spezifischer
Kontakte nicht zulieS, konnten wir allerdings sehr starke
Korrelationen beobachten, die charakteristisch fiir Polarisa-
tionstransfer von Arginin-Seitenketten (erscheinen bei ca.
75-80 N ppm) zu °C im Riickgrat und in den Seitenketten
sind. Diese starken Arginin-Beitrdge bekriftigen deutlich die
Prisenz der MO-Helix an der Wechselwirkungsfliche (Ab-
bildung 3D). Tatsdchlich sind sechs Arg-Reste (R11, R19,
R27, R52, R64, R117) an der Wechselwirkungsfldche in Ge-
genwart der MO-Helix vorhanden, hingegen nur ein einziger
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Arg-Rest (R52) in Abwesenheit der MO-Helix. Abgesehen
von diesen experimentellen Hinweisen ist es sterisch nahezu
unmoglich, dass die weit herausstehenden M0-Helices nicht
Teil der Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfldche sind.

Man beachte, dass die Anwendung von 800-MHz-DNP!!*!
kaum zusitzlichen Nutzten in dieser Studie gehabt hitte, da
wir aus Empfindlichkeitsgriinden fast ausschlieBlich auf 1D-
Experimente beschriankt waren. Gleichermaf3en konnten wir
2D- oder 3D-Experimente vom N(HH)CC-Typ, die womdg-
lich weitere Details zur Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfldche
liefern konnten, in unseren stark verdiinnten Proben aus
Empfindlichkeitsgriinden nicht durchfiihren.

In dieser Studie haben wir die Anatomie der Ballungen
des K*-Kanals KcsA in nativen bakteriellen Lipiden im
Detail analysiert. Mittels DNP-ssNMR-Experimenten in
Kombination mit MD-Simulationen konnten wir demon-
strieren, dass die Ballung und die Funktion von K*-Kanélen
in Membranen korreliert, und dies impliziert einen Zusam-
menhang zwischen Kanallokalisation und -funktion. Dadurch
16st unsere Arbeit einen Widerspruch in der Literatur tiber
KcsA-Ballungen®! und bekriftigt, dass sich KcsA-Kanile
konzertiert 6ffnen konnen.™ Erstaunlicherweise enthiillt
unsere Studie, dass die M0O-Helix ein Schliisselelement der
Ballungsbildung, und wahrscheinlich auch der Interkanal-
kommunikation, ist. In diesem Kontext unterstreicht unsere
Studie die Bedeutung eines detaillierten Verstdndnisses von
Ballungen von Membranproteinen, insbesondere da solche
Ballungen wohl ubiquitir sind in gedréngten biologischen
Membranen.
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