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Vielerlei experimentelle Resultate unterstreichen die late-
rale Segregation von zellul�ren Oberfl�chen, was die Orga-
nisation von Membranen in heterogenen Dom�nen sugge-
riert.[1] Dies bekr�ftigt die Auffassung, dass Membranprotei-
ne wie Kan�le oder Rezeptoren sich in supramolekularen
Ballungen organisieren, in denen die Proteinfunktion ge-
koppelt ist,[2] womçglich um eine optimale Antwort auf
wenige Stimuli zu erreichen. Tats�chlich wurden Ballungen
und gekoppelte Funktion f�r einige Ionenkan�le berichtigt,
einschließlich humanen K+-,[3] Na+-[4] und Ca2+-Kan�len.[2b]

Allerdings ist sehr wenig bekannt �ber die Organisation und
den funktionalen Einfluss dieser Ionenkanalballungen.

KcsA ist ein urbildlicher K+-Kanal, der h�ufig f�r funk-
tionale Studien genutzt wird. Die KcsA-Pore ist in allen K+-
Kan�len konserviert und wird durch eine zytoplasmische
Aktivierungspforte und eine extrazellul�re Inaktivierungs-
pforte reguliert.[5] Es wurde in vitro[6] und in vivo in E. coli[7]

und im nativen Bakterium S. lividans[8] 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) verst�rkter Festkçrper-NMR(ssNMR)-Experi-
mente und grobkçrniger Molek�ldynamiksimulationen

(„coarse-grained molecular dynamics“, CGMD) untersucht.
Wir demonstrieren, dass KcsA-Kan�le in den nativen Mem-
branen nachempfundenen Umgebungen in Ballungen as-
semblieren, geben strukturelle Details zur Kanal-Kanal-
Wechselwirkungsfl�che und zeigen, dass eine membranasso-
ziierte Helix eine Schl�sselrolle 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 m�ssen Proteine mit un-
terschiedlichen NMR-aktiven Kernen gemischt werden (zum
Beispiel X = 15N und Y= 13C).[9] F�r den Magnetisierungs-
transfer zwischen Spinspezies X und Y ist es notwendig, dass
Kanalballungen auf der experimentellen Zeitskala stabil sind;
f�r geeignete dipolare Transferschemata liegt diese im Be-
reich von ms bis ms.

Wir konstituierten eine �quimolare Mischung von 15N-
markiertem KcsA [U-15N-KcsA] und 13C-markiertem KcsA
[U-13C-KcsA] in E.-coli-Lipiden im Protein/Lipid(P/L)-Mol-
verh�ltnis von 1:100. Zu Anfang pr�parierten wir die Proben
in neutralem Puffer (pH 7, 50 mm K+), in welchem die Kan�le
im geschlossen-leitenden Modus sind, was wir mit einem
ssNMR-2D-13C-13C-PARIS[10]-Spektrum validierten (Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen). Im Einklang mit
fr�heren Resultaten[11] weisen KcsA-Kan�le eine parallele
Topologie in dieser Pr�paration auf (Abbildung S2). Um die
KcsA-Ballung zu studieren, nahmen wir eine Serie von 1D-
NHHC-Experimenten auf,[9a] in welchen die Magnetisierung
anf�nglich auf 15N-Kernen ist (d.h., von U-15N-KcsA) und
dann durch einen kurzen heteronuklearen und einen l�ngeren
1H-1H-dipolaren Schritt auf 13C-Kerne transferiert wird (von
U-13C-KcsA; Abbildung 1A). Wir beobachteten einen star-
ken Transfer auf die 13C-Kerne in 1D-NHHC-Spektren (Ab-
bildung 1 B), was die Bildung von KcsA-Ballungen bezeugt,
die auf der ms-Zeitskala stabil sind. Da der 1H-vemittelte
Magnetisierungstransfer von 15N auf 13C nur �ber kurze Dis-
tanzen funktioniert, suggerieren unsere NHHC-Spektren
stark, dass wechselwirkende Kan�le in direktem Kontakt
zueinander sind. Dar�ber hinaus wurden die meisten ssNMR-
Experimente unter K�hlung (bei 255 K) durchgef�hrt; der
Transfer wurde jedoch auch bei 293 K beobachtet (Abbil-
dung 1C). Weiterhin wurde nahezu kein Transfer von 15N auf
13C in einer Mischung von U-15N-KcsA und nichtmarkiertem
KcsA beobachtet, was bedeutet, dass nat�rliche 13C-Isotope
als potenzielle Fehlerquelle vernachl�ssigbar sind (Abbil-
dung 1D). Wir betonen auch, dass der homotetramere KcsA-
Kanal in Liposomen von �berragender Stabilit�t ist, und
Monomere weder bei hohen Temperaturen von 90 8C[12] noch
unter Einwirkung harscher Tenside wie SDS dissoziieren.[13]

Daher m�ssen die Signale in den NHHC-Experimenten aus
Kontakten zwischen Kan�len resultieren.

Als n�chsten Schritt untersuchten wir, ob die KcsA-Bal-
lung mit der Kanalfunktion korreliert. Es ist gegenw�rtig
unklar, ob und wie die Bildung von KcsA-Ballungen die
Kanalfunktion moduliert, und in den vergangenen Jahren
wurden widerspr�chliche Studien publiziert. Molina et al.
zeigten mit elektrophysiologischen Messungen in Liposomen,
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dass KcsA-Kan�le in Ballungen zeitgleich çffnen und dass
Kanalballung die �ffnungswahrscheinlichkeit stark erhçht.[6a]

Dagegen zeigten AFM-Studien mit verk�rzten KcsA-Kan�-
len in zwitterionischen Liposomen jedoch, dass offene Kan�le
keine Ballungen bilden.[6b] Wir versuchten, diesen Wider-
spruch aufzukl�ren. Wir nahmen Serien von vergleichenden
1D-NHHC-Messungen mit geschlossenen und offenen WT-
Kan�len in E.-coli-Lipiden auf. Bei diesen Studien war es von
entscheidender Bedeutung, mit einem geringen P/L-Verh�lt-
nis zu arbeiten, da i) nur dies den Kan�len ausreichend Platz
gew�hren w�rde, um potenziell beim �ffnen zu dissoziie-
ren,[6b] und ii) um zuf�llige Kanal-Kanal-Kontakte auszu-
schließen. Da jedoch ein 1D-NHHC-Experiment im P/L-
Verh�ltnis von 1:100 (Abbildung 1) bereits ungef�hr einen
Tag Messzeit bençtigte, waren substanziell geringe P/L-Ver-
h�ltnisse mit konventionellen NMR-Methoden nicht mçglich.
Wir �berwanden dieses Problem mithilfe der DNP-Technik,
welche die Empfindlichkeit um zwei Grçßenordnungen er-
hçhen kann (siehe z. B. Lit. [9b, 14]). Wir pr�parierten Vesikel
mit 15N,13C gemischt markierten Kan�len und nahmen Ex-

perimente mittels einer 263 GHz/400 MHz-DNP/ssNMR-In-
stallation bei 100 K auf (siehe auch die Hintergrundinfor-
mationen). Wir erhielten Signalverst�rkungsfaktoren e von
20–55, vergleichbar mit unseren fr�heren DNP-Anwendun-
gen mit KcsA.[14c] Diese Verst�rkung ermçglichte es uns, mit
viel geringeren P/L-Verh�ltnissen von 1:400 zu arbeiten. So
wurde sichergestellt, dass unsere DNP-ssNMR-Experimente
Kanal-Kanal-Kontakte in Referenz zum Kanalzustand
maßen. Wir maßen zuerst ein DNP-ssNMR-Experiment mit
geschlossenen Kan�len (bei pH 7), was die Bildung von Bal-
lungen best�tigte. Danach wuschen wir exakt dieselbe Pro-
benpr�paration in saurem Puffer (pH 4), was ein bekanntes
Mittel ist, um die Aktivierungspforte von KcsA zu
çffnen.[5, 15,16] �berraschenderweise beobachteten wir dras-
tisch erhçhte Signale in NHHC-Experimenten mit geçffneten
Kan�len (Abbildung 2A). Wir best�tigten dieses Resultat,
indem wir die Kan�le abermals schlossen (pH 7), was wie-
derum die NHHC-Signale deutlich abschw�chte (Abbil-
dung 2B). Somit enth�llen 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 Kan�le Ballungen
bilden, was fr�here Ergebnisse von Molina et al. erkl�rt.[6a]

Dar�ber hinaus demonstriert unsere Studie, dass die �ffnung
der Aktivierungspforte die Bildung von Ballungen sogar stark
stimuliert.

Aber was verursacht den �berraschenden Anstieg in
Ballungen nach der Kanalçffnung, und wie kommunizieren
Kan�le um simultan zu çffnen? Unsere Daten zeigen dass die
Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfl�che durch die �ffnung der
Aktivierungspforte moduliert wird. Dies suggeriert sehr
stark, dass ein Strukturelement, das an diesem �ffnungspro-
zess beteiligt ist, auch Teil der Wechselwirkungsfl�che ist. Das
Hauptereignis bei der �ffnung der Aktivierungspforte ist
eine Konformations�nderung der inneren transmembranen
(TM2) Helix. Allerdings ist es kaum mçglich, dass die TM2-
Helix, die sich tief im Inneren von KcsA befindet, ein Teil der
Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfl�che ist. Ein anderes Struk-
turelement, das den �ffnungsvorgang moduliert, ist die
membranassoziierte M0-Helix, gebildet durch die N-termi-
nalen Reste M1–G21.[17] Tats�chlich ist es viel wahrscheinli-
cher, dass M0-Helices an der Ballungsbildung beteiligt sind,
da diese Helices die am st�rksten hervorstehenden Elemente
von KcsA in der Membranebene sind.

Wenn der Kanal sich çffnet, durchl�uft die M0-Helix eine
starke Konformations�nderung, durch welche die hydropho-
ben M0-Reste in der Membran eingelagert werden und ge-
ladene Reste exponiert werden. Dieser Mechanismus wird als
„roll-and-stabilize“ bezeichnet.[17] Die M0-Helix kçnnte
somit ein Hebel sein, um die Ballungsbildung zu modulieren,
und wir spekulierten daher, dass diese Helices Teil der Kanal-
Kanal-Wechselwirkungsfl�che sind.

Um die Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfl�che im Detail zu
studieren, unternahmen wir CGMD-Simulationen mit dem
MARTINI-Kraftfeld.[18] Dieses Kraftfeld bietet die lange
zeitliche und große r�umliche Skala, die man f�r Simulatio-
nen der Ballungen von Membranproteinen bençtigt.[19]

Jedoch wollen wir betonen, dass CGMD-Simulationen nur

Abbildung 1. SSNMR zeigt, dass KcsA-Kan�le in E.-coli-Lipiden aggre-
gieren. A) KcsA-Ballungen kçnnen mit �quimolaren Mischungen von
15N und 13C markierten Kan�len und geeigneten ssNMR-Experimenten
wie NHHC untersucht werden.[9a] B) Eine Serie von 1D-NHHC-Experi-
menten mit steigender 1H-1H-Mischzeit, angewendet auf gemischt
markierte Kan�le, zeigt die Pr�senz von KcsA-Ballungen. C) Ballungs-
bildung geschah bei niedriger (255 K) und hoher (293 K) Temperatur.
Die Intensit�t ist bei 293 K geringer aufgrund von geringerer Effizienz
des dipolaren Transfers. D) Ohne 13C-Markierung fehlen die Signale
nahezu, sodass nat�rliches 13C vernachl�ssigt werden kann.
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begrenzte Einsichten in solche Ballungen geben kçnnen.
Zum einen sind solche Simulationen zwangsl�ufig weniger
akkurat als atomistische Simulationen, was zu einer �ber-
sch�tzung von intermolekularen Wechselwirkungen f�hren
kçnnte. Zum anderen ist das MARTINI-Kraftfeld beschr�nkt
hinsichtlich �nderungen in der simulierten Umgebung, und
Sekund�rstruktur�nderungen sind beispielsweise nicht mçg-
lich. Allerdings heben wir auch hervor, dass eine �bersch�t-
zung der Kanal-Kanal-Wechselwirkung ein geringeres Pro-
blem w�re, da wir die Bildung von Ballungen experimentell
klar bewiesen haben. �berdies zeigen KcsA-Kan�le in E.-
coli-Membranen, in welchen KcsA Ballungen bildet (Abbil-
dungen 1, 2), nur minimale Sekund�rstruktur�nderungen im
Vergleich zu Kristallstrukturen.[20] Und letztlich sind atomis-
tische Simulationen von Ionenkanalballungen auf den rele-
vanten Skalen nicht realistisch.

Wir simulierten 16 geschlossene KcsA-Kan�le, abgeleitet
von pdb 1K4C (umfasst Reste S22-H124), die initial �quidi-
stant in einer großen 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.[21] Das P/L-Verh�ltnis lag bei
ungef�hr 1:300 (siehe die Hintergrundinformationen f�r De-
tails der Simulation). Um den Einfluss der M0-Helix auf die
Kanalballung zu erforschen, simulierten wir die Kan�le ohne
und mit M0-Helices (Abbildung 3A,B). F�r letzteren Fall
wurden M0-Helices mit MODELLER hinzugef�gt. Jede Si-
mulation wurde �ber 37.5 ms berechnet. Tats�chlich 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 Kan�len. Mit der
M0-Helix beschleunigte sich die Ballungsbildung jedoch
drastisch, da die M0-Helices als flexible „Tentakel“ agieren,
die nach anderen Kan�len „fischen“. Bemerkenswerterweise
bildeten die Kan�le mit M0 ein engmaschiges Netz von 40 nm
Breite, in welchem sich Kan�le verheddern und aus welchem
sie nicht einfach entkommen kçnnen. Solche massiven Bal-
lungen sind konsistent mit In-vitro- und In-vivo-Messungen,
in welchen Ballungen von 50 nm beobachtet wurden.[6b,8]

Kanal-Kanal-Kontakte in diesem Netz sind recht dynamisch
(siehe Video S1), und dies ist wahrscheinlich notwendig,
sodass die Kan�le auf die �ffnung des Aktivierungspforte
reagieren kçnnen (Abbildung 2). Man beachte, dass wir die
zytoplasmische Dom�ne (CPD) in den Simulationen nicht
ber�cksichtigt haben, da vorherige Studien gezeigt hatten,
dass die CPD nicht an der Ballungsbildung beteiligt ist.[6a,b] In
�bereinstimmung dazu zeigt ein Alignment von WT-KcsA[22]

mit unserem Modell der Kanal-Kanal-Wechselwirkung, dass
die CPDs wechselwirkender Kan�le weit voneinander ent-
fernt sind (Abbildung S3).

Die M0 hat auch einen großen Einfluss auf die Kanal-
Kanal-Wechselwirkungsfl�che. Ohne die M0-Helix (Abbil-
dung 3C) ist die Wechselwirkungsfl�che durch die TM1-Helix
dominiert. So wie wir annahmen, tr�gt hier die TM2-Helix
nicht zur Wechselwirkungsfl�che bei. In Gegenwart von M0-
Helices ist die Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfl�che durch die
untereinander wechselwirkenden M0-Helices dominiert,
w�hrend die TM1-Helix aus sterischen Gr�nden nur minimal
beitr�gt. Weiterhin ist das Verbindungsst�ck („turret“) zwi-

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 Kan�len (siehe auch Abbildung S4). Spektren
sind normalisiert (siehe die Hintergrundinformationen) und nach stei-
gender 1H-1H-Mischzeit geordnet. B) Vergleich von NHHC-Spektren,
gemessen mit 0.75 ms 1H-1H-Mischzeit. Die Spektren wurden anhand
der hçchsten Intensit�t an den Signalmaxima bei 27 13C ppm (schwar-
ze durchgehende Linien) und 54 13C ppm (grau gestrichelte Linien)
normalisiert. Man beachte, dass dieselbe Probe f�r die Abbildun-
gen 2A–C verwendet wurde. DNP-verst�rktes 2D-NHHC-Spektrum, ge-
messen mit gemischt markierten, geschlossenen KcsA-Kan�len (pH 7).
Der schwarz-gestrichelte Einschub illustriert die DNP-Verst�rkung 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 15N ppm im 2D-NHHC-Spektrum
auf ca. 95 15N ppm zur�ckgefaltet.
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schen TM1 und dem Selektivit�tsfilter ebenso Teil der
Wechselwirkungsfl�che (Abbildung 3D). Wir versuchten,
dieses Strukturmodell mittels eines 2D-NHHC-DNP-
ssNMR-Experiments zu best�tigen. Eine DNP-Verst�rkung
von e = 55 ermçglichte die Aufnahme eines 2D-NHHC-
Spektrums in lediglich drei Tagen (Abbildung 2C). W�hrend
die Auflçsung der R�ckgrat-Stickstoffatome (100–130
15N ppm) im 2D-Experiment die Zuordnung spezifischer
Kontakte nicht zuließ, konnten wir allerdings sehr starke
Korrelationen beobachten, die charakteristisch f�r Polarisa-
tionstransfer von Arginin-Seitenketten (erscheinen bei ca.
75–80 15N ppm) zu 13C im R�ckgrat und in den Seitenketten
sind. Diese starken Arginin-Beitr�ge bekr�ftigen deutlich die
Pr�senz der M0-Helix an der Wechselwirkungsfl�che (Ab-
bildung 3 D). Tats�chlich sind sechs Arg-Reste (R11, R19,
R27, R52, R64, R117) an der Wechselwirkungsfl�che in Ge-
genwart der M0-Helix vorhanden, hingegen nur ein einziger

Arg-Rest (R52) in Abwesenheit der M0-Helix. Abgesehen
von diesen experimentellen Hinweisen ist es sterisch nahezu
unmçglich, dass die weit herausstehenden M0-Helices nicht
Teil der Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfl�che sind.

Man beachte, dass die Anwendung von 800-MHz-DNP[14c]

kaum zus�tzlichen Nutzten in dieser Studie gehabt h�tte, da
wir aus Empfindlichkeitsgr�nden fast ausschließlich auf 1D-
Experimente beschr�nkt waren. Gleichermaßen konnten wir
2D- oder 3D-Experimente vom N(HH)CC-Typ, die womçg-
lich weitere Details zur Kanal-Kanal-Wechselwirkungsfl�che
liefern kçnnten, in unseren stark verd�nnten Proben aus
Empfindlichkeitsgr�nden nicht durchf�hren.

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+-Kan�len
in Membranen korreliert, und dies impliziert einen Zusam-
menhang zwischen Kanallokalisation und -funktion. Dadurch
lçst unsere Arbeit einen Widerspruch in der Literatur �ber
KcsA-Ballungen[6b] und bekr�ftigt, dass sich KcsA-Kan�le
konzertiert çffnen kçnnen.[6a] Erstaunlicherweise enth�llt
unsere Studie, dass die M0-Helix ein Schl�sselelement der
Ballungsbildung, und wahrscheinlich auch der Interkanal-
kommunikation, ist. In diesem Kontext unterstreicht unsere
Studie die Bedeutung eines detaillierten Verst�ndnisses von
Ballungen von Membranproteinen, insbesondere da solche
Ballungen wohl ubiquit�r sind in gedr�ngten biologischen
Membranen.
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