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Abschliefende Bemerkungen

Ich wurde am 19. Februar 1956 geboren, inmitten eines Schneesturms. Es
ist eine dieser launigen Familiengeschichten, die meine Mutter gerne
erzdhlt. Mein Vater hatte die Fahrt zum Hospital wohl mehrfach in Gedan-
ken durchgespielt, aber anscheinend sah dann bei Nacht und in einem
Blizzard alles ganz anders aus. Letzten Endes schaffien sie es doch — und
ich auch, als viertes von sieben Kindern. Als ich noch sehr jung war arbei-
tete mein Vater bei der Post, beschdftigte sich nebenbei aber mit Compu-
tern und wurde Programmierer an den grofien IBM-Mainframesystemen.
Meine Mutter arbeitete als Lehrerin in Teilzeit, kiimmerte sich aber haupt-
stichlich zuhause um die Kinder. Wenn ich heute zuriickblicke, weifl ich,
dass wir nicht viel Geld hatten, seinerzeit war mir das nicht klar. Unsere
Eltern schenkten uns eine gliickliche Kindheit, sagten uns aber auch deut-
lich, was sie erwarteten: Fernsehen ist schlecht fiir dich, lesen ist gut fiir
dich, und sei mir in der Schule fleifdig. Es liegt an dir, was aus dir wird.
Achte nur darauf, dass dir deine Arbeit gefillt, dann wirst du sie gut
machen. Wir schlugen alle véllig unterschiedliche Lebenswege ein. Ich
wurde der Wissenschafler.

Ich vermute, es gab schon friih Anzeichen dafiir, dass ich mein Leben lang
neugierig sein wiirde. Bereits als kleiner Junge hatte ich die Angewohnbheit,
viele Fragen zu stellen: ,Was passiert, wenn ...?“ war besonders beliebt.
Und ich musste immer wissen wie alles funktioniert. Gerne lief ich andere
an meinen Erkléirungen teilhaben, offenbar nicht ohne bisweilen zu nerven.
Bei einer Gelegenheit riss meinem Vater der Geduldsfaden, und er nannte
mich ein ,,Kompendium des nutzlosen Wissens“. Verstindlich seine Last
mit dem einen von sieben Kindern, das ihn in einem fort mit viel zu vielen
Fragen und Antworten qudlte. Der positive Effekt dieses Zwischenfalls war,
dass ich ,, Kompendium* im Wérterbuch nachschlug und so ein neues Wort
lernte.

Wahrscheinlich gab es sogar Anzeichen, dass meine Neugierde wissen-
schaftlicher Natur war. Burlington, Massachusetts, war zu meiner Jugend
eine ldindliche Gegend, und ich liebte es, herumzustreifen und Dinge zu
erkunden. Ich hatte eine Steinesammlung und las Kinderbiicher iiber Geo-
logie und Erdgeschichte. Ich baute kleine Vulkane aus Gips und packte
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Backpulver und Essig in die Krater, um Vulkanausbriiche nachzumachen.
Einmal gab es dabei einen Unfall, der meine Mutter zum Lachen brachte.
Dariiber war ich bitter enttiuscht, denn in so jungem Alter mochte ich die
Belustigung tiber einen kleinen Jungen, der seiner Mutter erzihlt, er habe
sich soeben einen Vulkan auf den Zeh fallen lassen, gar nicht teilen! Im
Sommer sammelte ich Schmetterlinge, Schildkrten, Schlangen und ande-
res Getier. Eines Sommers meldete mich meine Mutter in einem wissen-
schaftlichen Férderkurs fiir Grundschiiler an, und ich durfte ein Mikroskop
mit nach Hause nehmen. Ich untersuchte damit alles, was ich finden
konnte: Mikroorganismen aus dem nahe gelegenen Teich, Blitter und
Grashalme. Ich verbrachte Stunde um Stunde allein, hypnotisiert von den
winzig kleinen Dingen unter dem Vergréfierungsglas.

Meine wissenschaftliche Neugierde wurde auf der Highschool von sportli-
chen Aktivitdten zuriickgedringt. Turnen vertrug sich gut mit meiner klei-
nen Statur und meinem Einzelgdngertum. Ich war wohl Mitglied in einer
Mannschaft, aber im Grunde ist Turnen doch ein Individualsport. Du lernst
eine Technik, dann eine Bewegung und dann eine Ubung. Und dann per-
fektionierst du es durch Training, meistens allein. In Trainer Hayes hatte
ich einen Lehrer, der mir den Leitgedanken von Perfektion durch Ubung
nahebrachte. Eigentlich war ich gar nicht mal schlecht, besonders im
Bodenturnen und am Reck. Ich dachte sogar daran, das Turnen am College
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fortzusetzen, aber in meinem Abschlussjahr an der Highschool begann ich
dann doch, mir Gedanken iiber meine berufliche Zukunft zu machen.Ich
studierte ein Jahr an der University of Massachusetts in Boston und wech-
selte dann an die Brandeis University. Brandeis war eine Erfahrung, die mir
die Augen Gffnete. Zum ersten Mal in meinem Leben befand ich mich in
einem ernsthaft intellektuellen Umfeld. Der Unterricht fand in kleinem
Rahmen statt, war intensiv und anregend. Ich entdeckte meine Vorliebe —
und meine Begabung — fiir die Naturwissenschaften. Als Hauptfach wihlte
ich Biochemie und als Betreuer einen jungen Assistant Professor namens
Chris Miller. Ich untersuchte den Calciumtransport und lernte, die Zell-
membran als eine Elektrode zu begreifen. Chris Miller hatte offensichtlich
viel SpafS im Alltag, und ich erinnere mich gerne daran, wie er mich damit
ansteckte. Grifieren Einfluss auf mein Leben hatte in Brandeis nur eines:
der Physikkurs, in dem ich meine spitere Frau Alice Lee kennenlernte,
deren funkelnde Augen und scharfer Verstand meine Aufmerksamkeit auf
sich zogen.

Entgegen Chris Millers Rat verlies ich die Brandeis University und wechselte
in die Medizin. Ich studierte an der Tufts University School of Medicine
und wechselte ans Beth Israel Hospital Boston als Arzt im Praktikum fiir
Innere Medizin. Dort lernte ich zwar Vieles, letztlich héitte ich aber doch
Chris’ Rat befolgen und weiter Naturwissenschaften studieren sollen. In der
Medizin wird viel auswendig gelernt, und nur wenige Probleme werden
analytisch gelost. Um den dafiir zustindigen Teil meines Gehirns in Form
zu halten, machte ich Mathematik-Aufgaben — und das tue ich heute
noch, indem ich mir mit der Disziplin, die ich beim Turnen erlernt habe,
neue mathematische Methoden aneigne und Aufgaben lsse. Gegen Ende
meines drztlichen Praktikums kehrte ich zu den Naturwissenschaften
zuriick. Mit Jim Morgan untersuchte ich die Rolle von Calcium in der Herz-
muskelkontraktion und hielt so den Kontakt zur Medizin. Ich war aber ent-
schlossen, ,richtige Grundlagenforschung zu betreiben, und das bedeutete,
dass ich meine medizinischen Interessen aufgeben musste. Weil ich so viele
Jahre in meine medizinische Ausbildung investiert hatte, fiel mir diese Ent-
scheidung schwer: Ich hitte mir eingestehen miissen, einen grofien Teil
meines Lebens vergeudet zu haben. Und es gab auch praktische Bedenken:
Es war an der Zeit, endlich eine feste Anstellung zu bekommen, denn iiber
Jahre meiner Ausbildung hatte mich Alice unterstiitzt. Ganz zu schweigen
davon, dass ich fast 30 war und, abgesehen von meinem Grundstudium an
der Brandeis University, keine solide wissenschaftliche Ausbildung erworben
hatte: Konnte ich denn iiberhaupt ein Wissenschaftler werden?

Zwei Faktoren haben meine Entscheidung majfigebend beeinflusst. In
meinem ersten Jahr an der Medizinakademie verlor ich meine Schwester
Elley, eine Kiinstlerin und gerade einmal zwei Jahre dlter als ich. Die Dia-
gnose lautete auf Leukdmie — ich befand mich damals in meiner hdmato-
logischen Famulatur und erfuhr vieles iiber die schreckliche Krankheit —,
und sie lebte nur noch zwei Monate. Dieses entsetzliche Ereignis fiihrte mir
vor Augen, wie kostbar und zerbrechlich das Leben ist, und wie wichtig es
ist, den Augenblick zu geniefien und die Zeit fiir das zu nutzen, was man
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Alice Lee, 1086. Zu dieser Zeit entschied ich mich,
die Medizin fiir die Naturwissenschaften aufzugeben.

gerne tut. Ich stellte mir vor, dass ich eines Tages als Siebzigjéihriger auf
mein Leben zuriickblicken wiirde: Dreifdig wiirde mir als jung erscheinen —
als ein Alter, in dem einem alle Méglichkeiten offenstehen. Der zweite
Faktor war Alice. Sie hatte vollstes Vertrauen in mich und war tiberzeugt,
dass ich es als Naturwissenschaftler zu etwas bringen wiirde, egal, ob dies
weitere Einschnitte bei meinem ohnehin schon mickrigen Gehalt als Arzt
im Praktikum bedeutete. Sie sagte nur: Du hast keine Wahl, wir werden es
irgendwie schaffen.

Erinnerungen an die Zeit in Chris Millers Laboratorium wurden wach,
sodass ich fiir einen Postdoc-Aufenthalt dorthin zuriickkehrte. Natiirlich
lief er mich wissen, dass ich gleich auf ihn hitte héren sollen. Weil ich
einiges aufzuholen hatte, erlernte ich eifrig Techniken und eignete mir die
Theorie an. Ich wollte es in Elektrochemie, stochastischen Prozessen, der
Theorie linearer Systeme und vielen weiteren Bereichen zum Experten
bringen. Ich las Biicher, léste die Ubungsaufgaben, begann, den Stoff zu
beherrschen und fiihrte Experimente durch. Ich hatte Gliick mit einem Kol-
legen, Jacques Neyton, einem Postdoc aus Frankreich. Jacques war iiberaus
kritisch, und er briitete gerne iiber Problemen. Wir tauschten oft unsere
Ideen aus. Wenn ich ihm eine meiner Ideen erliuterte, safs er nur da und
hérte zu. Begann er dann, nach einer Weile, mit einem ,,Hey Roddy, ich
verstehe da etwas nicht“, wusste ich schon, dass ich in Schwierigkeiten war
— meine Idee taugte wahrscheinlich nichts!

Nachdem ich eine Serie von biophysikalischen Untersuchungen zu K*-
Kandlen abgeschlossen hatte, war die Zeit reif, mich auf eine akademische
Stelle zu bewerben. In den physiologischen Instituten waren in den spdten
Achtzigern Spezialisten im Klonen von Kanalgenen eher gefragt als Biophy-
siker. Peter Hess konnte aber seine Kollegen in Harvard davon tiberzeugen,
dass meine Arbeiten erfolgversprechend waren, und mir wurde eine Stelle
als Assistant Professor angeboten. In meinem Labor machten wir gute Fort-
schritte bei Kt-Kandlen. Anfangs war es aufregend, aber nach einigen
Jahren erkannte ich, dass die Untersuchung der Effekie von Mutationen
auf die Kanalfunktion zunehmend weniger Resultate brachte. Wir hatten
die Signatursequenz des K*-Kanals identifiziert, aber ohne Kenntnis seiner
Struktur wiirden wir nie die chemischen Prinzipien der lonenselektivitit ver-
stehen. An diesem Punkt entschied ich mich, die Réntgenkristallographie
zu erlernen, um eines Tages einen K*-Kanal sichtbar zu machen.Noch in
Harvard begann ich, mir Methoden zur Proteinreinigung und réntgenkri-
stallographische Techniken anzueignen. Zundichst iibte ich mit Kanaltoxi-
nen und einem kleinen l6slichen Protein, einer PDZ-Domdine. Fiir meine
Entscheidung, die vertraute Umgebung in Harvard zu verlassen, waren
zwei Griinde ausschlaggebend: Zum einen brauchte ich Férdermittel fiir
Forschungen auf einem Gebiet, in dem ich keinerlei Erfahrung vorzuweisen
hatte. Ein Startfonds, der beim Wechsel an eine neue Universitdt in Aus-
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sicht stand, wire zu diesem Zweck genau das Richtige. Der zweite — und
weitaus wichtigere Grund — war, dass mir der Wechsel an eine andere Uni-
versitiit die Maglichkeit gab, vollstindig in das neue Forschungsprojekt ein-
zutauchen. Eine neue Umgebung wiirde mich von meinen liebgewonnenen
physiologischen Studien zu lonenkandlen abhalten, sodass ich mich ganz
den Strukturstudien zuwenden kénnte. Dies war zwingend nétig, wollte ich
mich doch mit der Biochemie von Membranproteinen und der Rntgenkri-
stallographie vertraut machen und ein ,, Gefiihl“ fiir Proteinstrukturen ent-
wickeln. Der Prisident der Rockefeller University, Torsten Wiesel, hatte von
meinem Forschungsvorhaben erfahren und machte mir das Angebot, an
die Rockefeller University zu wechseln. Dort fand ich die ideale Umgebung,
um mich auf ein schwieriges Problem zu konzentrieren.Die Entscheidung,
mein erfolgreiches Laboratorium in Harvard aufzugeben, um die Struktur
von Kt-Kandlen zu erforschen, ist als riskant getadelt worden. Seinerzeit
musste ich mir anhéren, mein Vorhaben sei ginzlich unrealistisch. Aus
meiner Sicht hatte ich aber praktisch keine Wahl, denn ich wollte die K*-
Selektivitdt verstehen und wusste, dass nur die atomare Struktur Aufschluss
dariiber geben konnte. Lieber wollte ich beim Versuch scheitern als es gar
nicht erst zu probieren! Dabei konnte ich mir zugutehalten, dass ich es
gewohnt war, mich in neue Gebiete einzuarbeiten. Ich muss einrdumen,
dass sich nur wenige meiner damaligen Mitarbeiter an den neuen For-
schungen beteiligen wollten — nur ein neuer Postdoc, Declan Doyle, war
begeistert. Meine Frau Alice, die in Organischer Chemie ausgebildet war,
befiirchtete, dass es recht einsam um mich werden kénnte und unterstiitzte
mich im Labor. Und es war mein Gliick, dass sie seither mit mir zusam-
mengearbeitet hat. Ich habe die Erfahrung gemacht, dass die meisten
Menschen keine Verinderungen mogen. Das sehe ich ganz anders: In
meinen Augen stehen Verdnderungen fiir neue Ziele und Kreativitit, und
sie machen das Leben erst interessant.

Riickblickend waren die vergangenen acht Jahre in New York an der Rocke-
feller University eine personliche Odyssee. Nach bescheidenen Anfiingen —
nur mit Declan, Alice und mir — wuchs die Arbeitsgruppe schon im ersten
Jahr. Mehrere Postdocs schlossen sich uns an, darunter Jodo Morais Cabral
und John Imredy. Die Arbeiten mit Membranproteinen gestalteten sich
erwartungsgemifd sehr schwierig. Es gab Zeiten, in denen wir schier ver-
zweifelten, aber immer, wenn wir uns in einer Sackgasse wihnten, wurden
wir durch ein verheiflungsvolles Ergebnis iiberrascht.

Unsere Hdrtnackigkeit und unser Einsatz zahlten sich am Ende aus. Die
atomare Struktur des K*-Selektivitdtsfilters war aufschlussreicher und sché-

Einleitung

Lebende Zellen sind von der Zellmembran, einer unge-
fihr 40 A diinnen Lipiddoppelschicht, umgeben. Die Zell-
membran sorgt dafiir, dass der Zellinhalt zusammengehalten
wird, sodass die Zelle ihre lebenswichtigen Funktionen
ausfithren kann. Sie ist aber zugleich eine Barriere fiir
essenzielle Zellbestandteile, einschlieBlich der Ionen Na™,
K*, Ca’" und CI". Die Barrierenwirkung auf den Ionenfluss
durch die Membran lésst sich intuituiv verstehen: Das Innere
der Zellmembran besteht aus einer oligen Substanz, und
Ionen sind in Wasser stabiler als in Ol. Ein Ion ist in Wasser
energetisch stabilisiert, weil es von einem elektrischen Feld
umgeben ist, das mit benachbarten Molekiilen wechselwirkt.
Wasser ist eine elektrisch polarisierbare Substanz, d.h.,
Wassermolekiile richten sich im elektrischen Feld eines Ions
so aus, dass die negativ polarisierten Sauerstoffatome hin zu
Kationen zeigen und die positiv polarisierten Wasserstoff-
atome hin zu Anionen. Diese stabilisierenden elektrischen
Wechselwirkungen sind in einer weniger polarisierbaren
Substanz wie Ol weitaus schwiicher. Deshalb wird sich ein
Ion bevorzugt im wissrigen Bereich auf einer der beiden
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Rod und Alice

ner als ich es mir hdtte vorstellen konnen. Heute ist mein Laboratorium
ein wundervoller Ort, dank der Begeisterung und der Ideen der vielen bril-
lanten jungen Wissenschaftler, die aus allen Teilen der Welt zu mir gekom-
men sind. Gut zu wissen, dass sie das Gebiet der lonenkanalforschung in
eine glinzende Zukunft fiihren werden.

Mein Dank gilt vielen: Alice, unseren Familien — den MacKinnons und
Lees — meiner akademischen Familie von Studenten, Postdocs und Kolle-
gen, meinen Vorgesetzten, die mich stets bei meinen Projekten unterstiitzt
haben, sowie der Rockefeller University, dem Howard Hughes Medical
Institute und den National Institutes of Health fiir ihre Unterstiitzung. Ich
bin dankbar fiir die Chance, als Naturwissenschaftler arbeiten und wenigs-
tens einen kleinen Teil unserer Welt begreifen zu konnen. Und die Hoff-
nung, dass meine besten Ideen und Experimente noch vor mir liegen,
ermutigt mich weiterzuforschen.

Seiten einer Zellmembran aufhalten, statt in die Membran
einzudringen und sie zu durchqueren. Nun kommt es aber bei
zahllosen zelluldren Prozessen, vom Elektrolyttransport
durch das Zellgewebe bis hin zur Erzeugung elektrischer
Signale in Neuronen, entscheidend darauf an, dass Ionen
durch Zellmembranen flieBen. Vermittelt wird dieser Ionen-
fluss durch spezielle Proteinkatalysatoren — lonenkaniéle — in
der Zellmembran. Ionenkanile haben drei wesentliche
Eigenschaften: 1) Sie leiten Ionen schnell; 2) viele Kanile
sind hoch selektiv, d.h., nur bestimmte ionische Spezies
flieBen, andere hingegen nicht; 3) ihre Funktion wird durch
so genannte Gating-Prozesse gesteuert, d. h., die Ionenleitung
wird durch bestimmte Stimuli in der Umgebung ein- und
ausgeschaltet. In Abbildung 1 sind diese Eigenschaften illust-
riert.

Die Geschichte der Ionenkanile begann 1952 mit den
Veroffentlichungen von Hodgkin und Huxley tiber die
Theorie des Aktionspotentials im Riesenaxon des Tinten-
fischs.'! Ein elementarer Bestandteil ihrer Theorie war die
verdnderliche Permeabilitdt der Axonmembran fiir Na*- und
K*-Tonen. Die Hodgkin-Huxley-Theorie machte keine Aus-
sagen iiber den Mechanismus, mit dem sich die Permeabilitét
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Abbildung 1. lonenkanile haben drei grundlegende Eigenschaften:

1) Sie leiten bestimmte lonen mit hohen Geschwindigkeiten: Beispiels-
weise flieRen 10’10 K*-lonen pro Sekunde durch einen K*-Kanal;

2) sie sind selektiv (ein K*-Kanal leitet Na* praktisch nicht); 3) die
lonenleitung wird durch Offnen und SchlieRen eines ,Tores* (Gate)
ein- und ausgeschaltet. Die Konformationsanderungen beim Gating-
Prozess kénnen durch einen dufleren Stimulus wie die Bindung eines
Liganden oder durch die Membranspannung ausgeldst werden. Die
K*- und Na*-lonen sind mit ihren relativen GréRen dargestellt.

einer Membran éndert: Ionen konnten die Membran ent-
weder durch Kanile passieren oder durch einen trigerver-
mittelten Mechanismus. In den Worten der Autoren: ,,Details
of the mechanism will probably not be settled for some time*.")
Gerechterweise sollte man anfiigen, dass die Uberpriifung
dieser Aussage betréchtlich zur Forschung an Ionenkanélen
in den vergangenen fiinfzig Jahren beigetragen hat.

Schon 1955 wurden experimentelle Belege fiir einen
kanalvermittelten Ionenfluss erhalten. Hodgkin und Keynes
hatten hierfiir den gerichteten Fluss von K*-Ionen durch eine
Axonmembran in Isotopenmarkierungsexperimenten mit
K+ gemessen.”! Sie beobachteten, dass der Fluss von K*-
Ionen in eine Richtung durch die Membran vom Fluss in die
entgegengesetzte Richtung abhing. Ihre Vermutung: ,,the ions
should be constrained to move in single file and ... there
should, on average, be several ions in a channel at any
moment“. Im Verlauf der folgenden zwei Jahrzehnte konnten
Armstrong und Hille mit elektrophysiologischen Methoden
nachweisen, dass Na*™- und K*-Ionen Zellmembranen durch
spezielle Proteinporen — Nat-Kanile und K*-Kanile -
durchqueren. Anhand dieser Studien entwickelten sie die
Konzepte der Selektivitétsfilter fiir die Ionendiskriminierung
und der Gates fiir die Regulierung des Ionenflusses.*'? Mit
der von Neher und Sakmann entwickelten Patch-Recording-
Technik konnten dann die elektrischen Signale einzelner
Tonenkanile erfasst werden, und man fand heraus, in welch
auflergewohnlicher Vielfalt Ionenkanéle in lebenden Zellen
vorkommen.!"!

Die vergangenen zwanzig Jahre erlebten den Aufstieg der
Molekularbiologie von Ionenkanidlen. Mit der Féahigkeit,
Aminoséduresequenzen zu manipulieren und Ionenkanile
stark zu exprimieren, ergaben sich génzlich neue Moglich-
keiten fiir die Analyse. Auch zunehmend bessere Techniken
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zur Bestimmung von Proteinstrukturen und die Entwicklung
von Synchrotronanlagen schufen neue Perspektiven. Ich war
damals von der Idee fasziniert, die molekularen Grundlagen
des elektrischen Systems von Lebewesen aufzukldren, und es
hitte keinen giinstigeren Moment geben konnen, in die
Thematik einzusteigen.

Erste Studien: die Signatursequenz des K*-Kanals

Mit der Klonierung des Shaker-K*-Kanalgens aus Droso-
phila melanogaster durch Jan, Tanouye und Pongs wurde
erstmals eine Aminosiuresequenz eines K*-Kanals aufge-
deckt. Es folgten weitere Untersuchungen vieler Labors, in
denen aufgekliart werden sollte, welche dieser Aminosduren
die Pore, den Selektivititsfilter und das Gate bildeten."*'° In
Chris Millers Laboratorium an der Brandeis University
entwickelte ich einen Ansatz, um die Aminosiduresequenz
der Pore zu identifizieren. Chris und ich hatten in einer Studie
gezeigt, dass Charybdotoxin, ein kleines Protein aus Skor-
piongift, einen K*-Kanal von Skelettmuskelzellen inhibiert,
indem es die Pore verschliet und den Ionenfluss unter-
bindet.'" In einem jener spatabendlichen ,,Probieren wir mal
das“-Experimente wéhrend eines Molekularbiologiekurses in
Cold Spring Harbor entdeckte ich, dass das Toxin — oder das,
was sich spiter als eine Variante des Toxins herausstellte, die
bei der Préiparation des Charybdotoxins entstanden war — den
Shaker-K*-Kanal inhibiert.'>'”) Dies bedeutete, dass ich das
Toxin verwenden konnte, um die Pore zu finden, und schon
bald darauf waren die ersten gezielt modifizierten Mutanten
des Shaker-K*-Kanals mit verinderten Bindungseigenschaf-
ten fiir das Toxin identifiziert.”™ An der Harvard Medical
School, an der ich 1989 als Assistant Professor begonnen
hatte, fiihrte ich diese Experimente fort. Mit meiner kleinen
Arbeitsgruppe in Harvard, bestehend aus Tatiana Abramson,
Lise Heginbotham und Zhe Lu, und gelegentlich mit Gary
Yellen an der Johns Hopkins University, erhielt ich einige
interessante Ergebnisse zum Aufbau der K*™-Kanile. Es
mussten Tetramere sein, in denen die vier Untereinheiten
einen zentralen Ionenpfad umschlieBen.”!! Dieses Ergebnis
war nicht sonderlich iiberraschend, die Experimente und
Analysen waren aber elegant, denn sie erforderten lediglich
simple Messanordnungen und die Anwendung einfacher
Binominalstatistik. Wir folgerten auch, dass eine Poren-
schleife jeder Untereinheit in den zentralen Ionenpfad hin-
einragt (Abbildung 2).1? Diese Schleife bildete die Bindungs-
stelle fiir Skorpiontoxine®*?!! und fiir den Inhibitor Tetra-
ethylammonium-Ion,”*! den Armstrong und Hille Jahr-
zehnte zuvor in ihrer richtungsweisenden Analyse der K*-
Kanile eingesetzt hatten.*?! Was mir am wichtigsten
erschien war die Tatsache, dass Mutationen bestimmter
Aminosduren in der Schleife die Fiahigkeit des Kanals,
zwischen K* und Na* zu unterscheiden, beeinflussten.?>?!
Derweil wurden neue K*-Kanalgene entdeckt, und alle
hatten ein gemeinsames Merkmal: Genau die Aminosduren,
die wir als wichtig fiir die K*-Selektivitit identifiziert hatten,
waren konserviert (Abbildung 3). Wir benannten diese Ami-
noséduren als die Signatursequenz des K*-Kanals und entwi-
ckelten ein Modell, in dem vier Porenschleifen dadurch einen
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Abbildung 2. Eine der ersten Darstellungen eines tetrameren K*-Kanals
mit einem Selektivititsfilter aus Porenschleifen. Die Lineardarstellung
der Untereinheit eines Shaker-K*-Kanals im oberen Teil der Abbildung
zeigt schattiert die hydrophoben Segmente S1 bis S6 und den als
Porenschleife bezeichneten Bereich. Darunter ist ein Teil der Amino-
sduresequenz der Porenschleife des Shaker-K*-Kanals wiedergegeben,
in dem diejenigen Aminosduren markiert sind, die mit extrazellularen
Skorpiontoxinen (x) sowie intrazelluliren Tetraethylammonium-lonen
(T) und K*-lonen (+) wechselwirken. Man vermutete, dass die Poren-
schleife in die Membran hineinragt (Mitte) und einen Selektivitatsfilter
im Zentrum der vier Untereinheiten bildet (unten).

Bakterien 2TM :°
Archaea 6TM : T
Pflanzen 6TM : 1
Fruchtfliege &6TM :°
Wurm B6TM :
Maus 6TM :
Mensch 2TM : TC
Mensch B6TM : TMT

Abbildung 3. Die Signatursequenz des K*-Kanals (angegeben im Ein-
buchstabencode fiir Aminosiuren) ist im Stammbaum der Lebewesen
hoch konserviert. Manche K*-Kanile enthalten sechs Transmembran-
segmente pro Untereinheit (6TM), andere nur zwei (2TM). 2TM-K*-
Kanile entsprechen 6TM-K*-Kanilen ohne die ersten vier Transmem-
bransegmente (S1-S4 in Abbildung 2).

Selektivitétsfilter bilden, dass sie mit ihrer Signatursequenz in
das Innere der Pore ragen.?>%)

Wenn man sich die Einzelkanalleitfihigkeit vieler K*-
Kanéle in Zellen vergegenwirtigt, wird man schnell erken-
nen, wie erstaunlich diese molekularen Funktionseinheiten
sind. Bei den fiir Zellen typischen elektrochemischen Gra-
dienten werden K*-Tonen mit einer Geschwindigkeit von 10’
bis 10® Ionen pro Sekunde geleitet. Dies kommt der Frequenz
nahe, mit der K*-Ionen aus der Losung am Poreneingang
eintreffen, d. h., der Fluss der K*-Ionen durch die Pore ist fast
so schnell wie die Diffusion zur Pore. Daraus folgt, dass die
Energiebarriere im Kanal sehr niedrig sein muss — vergleich-
bar derjenigen fiir K*-Ionen, die durch Wasser diffundieren.
Noch bemerkenswerter bei all dem ist, dass diese hohen
Geschwindigkeiten mit einer hervorragenden Selektivitét
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einhergehen: Der K*-Kanal leitet K*, ein einwertiges
Kation mit einem Pauling-Radius von 1.33 A, nicht aber
Na™, ein ebenfalls einwertiges Kation mit einem Pauling-
Radius von 0.95 A — und diese Ionenselektivitit ist entschei-
dend fiir das Uberleben einer Zelle. Wie sind diese hohen
Transportgeschwindigkeiten und die zugleich hohe Selektivi-
tat vereinbar? Um diese Frage beantworten zu konnen,
musste die atomare Stuktur bekannt sein, die von den
Aminoséduren der Signatursequenz gebildet wird, so viel war
klar. Dass die Aminosiduren der Signatursequenz von K*-
Kanidlen im gesamten Stammbaum der Lebewesen von
Bakterien® bis hin zu hoheren eukaryotischen Zellen kon-
serviert sind, bedeutet, dass die Natur eine sehr ausgefeilte
Losung fiir eine schnelle und selektive K*-Leitung durch die
Zellmembran gefunden hat. Als ich dies erkannt hatte, wurde
mir klar, dass ich ein Bild von einem K*-Kanal und seinen
Selektivitétsfilter erhalten musste.

Die Struktur des Kaliumkanals KcsA und die
selektive K*-Leitung

Ich begann, mich mit Kristallographie zu beschaftigen.
Zwar wusste ich nicht, wie ich das Geld fiir diese Forschungen
bekommen wiirde — aber wo ein Wille ist, da ist auch ein Weg!

Durch einen gliicklichen Umstand erlduterte ich meine
Pliane dem damaligen Prisidenten der Rockefeller University,
Torsten Wiesel. Er schlug mir vor, an die Rockefeller
University zu kommen, da ich mich dort dem Problem
besser widmen konne. Ich nahm sein Angebot an und
wechselte 1996 an das dortige Howard Hughes Medical
Institute. Zu Anfang waren Declan Doyle und meine Frau
Alice Lee MacKinnon mit dabei, im Laufe eines Jahres
kamen weitere Mitarbeiter hinzu, darunter Jodo Morais
Cabral, John Imredy, Sabine Mann und Richard Pfuetzner.
Wir mussten stdndig dazulernen, und was uns an Kapazitit
und Fertigkeiten fehlte, machten wir mit Enthusiasmus mehr
als wett — es war eine ganz besondere Zeit. Zuerst wussten wir
nicht, wie wir jemals genug K*-Kanal-Protein fiir eine
Kristallisation erhalten sollten. Die Signatursequenz des K*-
Kanals wurde allerdings in einer zunehmenden Zahl von
prokaryotischen Genen identifiziert, was die Experimierung
in Escherichia coli moglich machte. Wir konzentrierten
unsere Arbeiten auf den bakteriellen K*-Kanal KcsA aus
Streptomyces lividans, der von Schrempf etal. entdeckt
worden war.!! Der KcsA-Kanal hat einen einfachen
Aufbau mit nur zwei Transmembransegmenten pro Unter-
einheit und entspricht dem Shaker-K™-Kanal ohne die
Segmente S1-S4 (Abbildung 2). Trotz seines prokaryotischen
Ursprungs hatte der KcsA-Kanal beinahe die gleiche Ami-
nosiuresequenz wie der Shaker-K*-Kanal. Auch die pharma-
kologischen Eigenschaften, einschlieflich der Inhibierung
durch Skorpiontoxine, stimmten weitgehend iiberein.*” Evo-
lutiondr betrachtet war dies fiir uns iliberraschend, denn
warum sollte ein Skorpion einen bakteriellen K*-Kanal
inhibieren wollen! Andererseits war uns sofort klar, was
dieser Befund in der pragmatischen Sichtweise des Protein-
biophysikers bedeutete: Der KcsA-Kanal und der Shaker-K*-
Kanal mussten strukturell sehr dhnlich sein.
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Vom KcsA-Kanal erhielten wir zwar Kiristalle, diese
waren aber fiir eine Rontgenbeugungsanalyse praktisch
unbrauchbar. Nachdem wir uns eine ganze Weile abgemiiht
hatten, begann ich mich zu fragen, ob vielleicht ein Teil des
Kanals generell ungeordnet war und so die Kristallisation
storte. Gliicklicherweise waren meine Nachbarn, Brian Chait
und der Postdoc Steve Cohen, Experten in der Analyse
l6slicher Proteine durch limitierte Proteolyse und Massen-
spektrometrie, und ihre Technik eignete sich ausgezeichnet
fiir Membranproteine. Wir fanden, dass der KcsA-Kanal
extrem formstabil war — mit Ausnahme seines C-Terminus.
Nach Entfernen der fehlgeordneten Aminosduren am C-
Terminus mit Chymotrypsin war die Kristallinitdt drastisch
verbessert, sodass wir in der Lage waren, eine erste Struktur
bei einer Auflsung von 3.2 A zu 16sen.’! Wir konnten die
K*-Tonen in der Pore bei dieser Auflésung nicht eindeutig
erkennen, aber meine langjihrige Erfahrung mit dem K*-
Kanal sagte mir, dass K™ durch Rb* und Cs™, die eine héhere
Elektronendichte aufweisen, ersetzt werden konnte. Die Rb™-
und Cs*-Fourier-Differenzkarten zeigten, dass diese Ionen in
der Pore aufgereiht waren — ganz so, wie Hodgkin und Keynes
es sich 1955 wohl vorgestellt hatten.”!

Die KcsA-Struktur erkldarte vieles, aber bevor ich sie
beschreibe, durchbreche ich die zeitliche Abfolge, um den
nichsten wichtigen Schritt in der technologischen Entwick-
lung zu schildern. Eine genaue Beschreibung der Koordina-
tion der Ionen im Inneren des Selektivitétsfilters erfordert
eine hohere Strukturauflosung. Anhand des Ergebnisses mit
3.2-A-Auflésung konnten wir mit unserem Wissen iiber die
Struktur kleiner Molekiile, durch unsere chemische Intuition
also, die Positionen der Carbonyl-Sauerstoffatome der

e &)

Abbildung 4. Elektronendichte (2 F,—F_ konturiert mit 20), abgeleitet
aus einer hochaufgeldsten Struktur des KcsA-K*-Kanals. Dieser Bereich
des Kanals enthilt den Selektivitétsfilter mit K*-lonen und Wasser-
molekiilen entlang des lonenpfads. Das verfeinerte Atommodell ist in
die Elektronendichtedarstellung eingepasst. Ubernommen aus Lit. [34].
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Hauptkette ableiten — die Atome des Selektivititsfilters
mussten wir aber im Detail sehen. Eine hochaufgeloste
Struktur zu erhalten, erwies sich als sehr schwierig. Nach
iiber drei Jahren Arbeit durch Jodo und dann Yufeng (Fenny)
Zhou gelang es uns schlieBllich, hochwertige Kristalle durch
Anbringen von monoklonalen Fab-Fragmenten an KcsA zu
erzeugen. Diese Kristalle lieferten uns die Information, die
wir brauchten: eine Struktur mit einer Auflésung von 2.0 A,
die die Koordination der K*-Ionen durch die Atome des
Selektivititsfilters erkennen lieB (Abbildung 4).*¥ Was ver-
riet uns die Struktur des K*-Kanals, und warum waren die
Aminosduren der Signatursequenz konserviert?

Nicht alle Proteinstrukturen sprechen eine verstiandliche
Sprache, der KesA-K*-Kanal aber tut es. Vier Untereinheiten
umfassen einen zentralen Ionenpfad durch die Membran
(Abbildung 5a). Zwei der vier Untereinheiten sind in Abbil-
dung 5b zusammen mit der Elektronendichte an den K*-
Ionen und den Wassermolekiilen entlang der Pore gezeigt. In
der Membranmitte ist der lonenpfad sehr breit; er bildet hier
einen Hohlraum von ca. 10 A Durchmesser, in dessen
Zentrum sich ein hydratisiertes K*-Ion befindet. Jede Unter-

a)
aulen
innen
b)
] R A
auBen f * "\ Porenhelix
: i .
| ’.‘ &
% E s _ #ubere
% Helix
5
innen inn:?res/ . N
Helix-
bindel innera Helix

Abbildung 5. a) Bandermodell des KcsA-K*-Kanals. Die vier Unterein-
heiten sind unterschiedlich gefarbt. Der Kanal ist so abgebildet, dass
sich die extrazelluldre Lésung oben befindet. b) Der KcsA-K*-Kanal
ohne vordere und hintere Untereinheiten. Die Porenhelices sind rot,
der Selektivititsfilter gelb; die Elektronendichte entlang des lonen-
pfades ist als blaues Gitternetz dargestellt. Die dufleren und inneren
Helices entsprechen den Segmenten S5 bzw. S6 in Abbildung 2.
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einheit richtet das C-terminale Ende einer Porenhelix (rot)
hin zum Ion. Der C-Terminus einer o-Helix trdgt eine
negative Ladung, da sich hier Carbonyl-Sauerstoffatome
befinden, die nicht an Wasserstoffbriicken der Sekundir-
struktur beteiligt sind. Die Porenhelices sind deshalb so
ausgerichtet, dass sie das K*-Ion im Hohlraum stabilisieren.
Zu Beginn dieses Vortrages habe ich auf den grundsatzlichen
Aspekt hingewiesen, dass die Zellmembran durch ihr hydro-
phobes Inneres eine Energiebarriere fiir den Ionenfluss
bildet. In der KcsA-Struktur erkennen wir nun eine simple
Logik, und elektrostatische Rechnungen stiitzen die Intui-
tion:*! Der K*-Kanal verringert die dielektrische Barriere
der Membran, indem er ein K*-Ion tief innerhalb der
Membran hydratisiert und durch Ladungen am Ende der a-
Helix stabilisiert.

Wie unterscheidet der K*-Kanal zwischen K* und Nat*?
Unsere ersten Mutagenesestudien hatten ergeben, dass die
Aminosduren der Signatursequenz fiir diese wohl grund-
legendste Funktion des K*-Kanals maBgeblich sind. Abbil-
dung 6 zeigt die von der Signatursequenz gebildete Struktur —
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Abbildung 6. Details der Struktur des K*-Selektivititsfilters (zwei
Untereinheiten): Sauerstoffatome (rot) koordinieren K*-lonen (griin) in
den Positionen 1 bis 4 (von der extrazelluliren Seite beginnend
gezihlt). Die Aminoséuren der Selektionssignatursequenz sind gemif}
dem Einbuchstabencode bezeichnet (gelb Kohlenstoff, blau Stickstoff).
Griine und graue gestrichelte Linien markieren Sauerstoff-K*-Wechsel-
wirkungen bzw. Wasserstoffbriicken.

den Selektivitétsfilter — des auf der extrazelluldren Seite
liegenden Drittels des Ionenpfades. Die Glycinreste ebenso
wie der Threoninrest in der Sequenz TVGYG nehmen
Diederwinkel ein, die im Ramachandran-Diagramm in oder
nahe der Region fiir linksgéingige Helices liegen, wodurch die
Carbonyl-Sauerstoffatome der Hauptkette in dieselbe Rich-
tung zeigen, ndmlich entlang der Ionen in der Pore. Warum
diese Sequenz unter den K*-Kanilen so stark konserviert ist,
ist einfach zu verstehen: Die alternierenden Glycinreste
ermoglichen die erforderlichen Diederwinkel, das Hydroxy-
Sauerstoffatom koordiniert ein K*-Ion, und die Seitenketten
von Valin und Tyrosin ragen in den Proteinkern um den
Selektivitétsfilter hinein und geben so eine feste Geometrie
vor. Das Ergebnis ist eine enge Rohre mit vier dquidistanten
K*-Bindungsstellen, die beginnend von der extrazelluldren
Seite mit 1 bis 4 nummeriert werden. Jede Bindungsstelle ist
ein Kifig aus acht Sauerstoffatomen an den Ecken eines
Wiirfels oder eines quadratisches Antiprismas (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Ein K*-Kanal ahmt die Hydrathiille eines K*-lons nach.
Dargestellt sind die Elektronendichte (blaues Gitternetz) fiir K*-lonen
im Filter und fiir ein K*-lon und Wassermolekiile im zentralen Hohl-
raum. Weif3e Linien verdeutlichen die Koordinationsumgebung von K*
im Selektivititsfilter und in Wasser. Ubernommen aus Lit. [34].

Die Bindungsstellen &hneln denen der einzelnen Alkali-
metall-Bindungsstelle in Nonactin, einem Kt-selektiven
Antibiotikum mit fast identischen K*-O-Abstinden.*""!
Das Prinzip der K*-Selektivitit zeigt sich in einem feinen
Detail der Kristallstruktur von KcsA. Die Sauerstoffatome,
die die K*-Ionen im Selektivititsfilter umgeben, sind fast
genau wie die Wassermolekiile angeordnet, die an das
hydratisierte K*-Ion im Hohlraum koordinieren. Dies illust-
riert, wie die Bindungsstellen im Filter den Energieaufwand
der Dehydratisierung von K* ausgleichen. Das Na*-Ton ist
offensichtlich zu klein fiir die K*-Bindungsstellen, sodass die
Dehydratisierungsenergie nicht kompensiert wird.

Nachdem wir die Struktur gel6st hatten, widmeten wir uns
vorrangig der Frage, wie viele Ionen gleichzeitig in den
Selektivitétsfilter passen wiirden. Um zu verstehen, wie sich
die Ionen durch den Filter bewegen, mussten wir die
Stochiometrie des Ionenleitungsprozesses kennen; das
bedeutete, wir mussten wissen, wie viele Ionen den Filter
besetzen konnen. Die vier Bindungsstellen waren klar, aber
sind auch alle zur gleichen Zeit besetzt? Eine Reihe von vier
K*-Ionen mit Abstinden zwischen den Zentren von 3.3 A
erschien aus elektrostatischen Griinden unwahrscheinlich. In
einem ersten Ansatz vermuteten wir, dass es eher zwei Ionen
sein wiirden, was die mit den gréBeren Alkalimetallionen Rb*
und Cs* beobachtete Elektronendichte besser erklidren
wiirde.”**! Handfeste Beweise fiir die prizise Ionenzahl
lieferte die hochaufgeloste Struktur mit TI*.*” Thallium ist
das beste ,, K*-Analogon“: Es flieBt durch K*-Kanile, hat
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einen dhnlichen Radius wie K* und eine dhnliche Dehydrata-
tionsenergie. Auflerdem verfiigt es iiber Merkmale, die in der
Kristallographie von Vorteil sind, wie eine hohe Elektronen-
dichte und ein anomales Signal. Ein schwerwiegender Nach-
teil beim Arbeiten mit TI* ist die Bildung von unléslichem
TICI mit CI". Fenny arbeitete peinlichst genau die experi-
mentellen Bedingungen heraus und bestimmte, dass im Mittel
zwischen zwei und zweieinhalb leitende Ionen gleichzeitig im
Filter sind, entsprechend einem Besetzungsgrad von ungeféahr
e

Wir beobachteten auch, dass die Zahl der Ionen von zwei
auf eins abnimmt, wenn die Konzentration von K* (oder TI*)
in der Kristallbadlosung ausreichend herabgesetzt wird (unter
normales zellulires Niveau). Ver-
bunden damit findet eine Struktur-
anderung zu einer ,Xkollabierten
Konformation des Filters mit einer
Engstelle im Mittelteil statt.5**) Wie
in Abbildung 8 gezeigt ist, verursacht
bei Konzentrationen iiber 20 mm der
Eintritt eines zweiten K*-Ions eine
Strukturédnderung zu einer ,leiten-
den“ Konformation. Na' bewirkt
selbst bei Konzentrationen von
500 mm keine solche Konformations-
dnderung.

Die K*-induzierte Konformati-
onsdnderung hat thermodynamische
Konsequenzen fiir die Affinitdt der
beiden K*-Ionen im ,leitenden®
Filter. Ein Teil der Bindungsenergie
des zweiten Ions muss fiir die Kon-
formationsdnderung aufgewendet werden, sodass im Ergeb-
nis die beiden Ionen mit geringerer Affinitdt binden. Diese
Aussage kann man intuitiv verstehen, wenn man bedenkt,
dass die beiden Ionen der Tendenz des Filters, zu kollabieren
und eines der Ionen herauszudringen, entgegenwirken
miissen, d.h., die ,leitende“ Zweiionenkonformation steht
unter einer gewissen Strukturspannung, die die Affinitét fiir
K™ herabsetzt. Fiir einen Ionenkanal ist dies eine wiinschens-
werte Eigenschaft, da eine schwache Bindung hohe Leitungs-
geschwindigkeiten begiinstigt. Dasselbe Prinzip, die Hypo-
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Abbildung 8. Der Selektivititsfilter kann zwei Konformationen einneh-
men. Bei niedrigen K*-Konzentrationen befindet sich im Mittel ein K*-
lon an einer der beiden Bindungsstellen nahe dem Ein- und Ausgang
des Filters, der in der Mitte kollabiert ist. Bei hohen K*-Konzentratio-
nen tritt ein zweites lon in den Filter ein, der dadurch in eine leitende
Konformation tbergeht. Im Mittel befinden sich im leitenden Filter
zwei K*-lonen an vier Bindungsstellen; der Besetzungsgrad betrégt
dabei ungefihr '/,.
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these der induzierten Passform (induced fit), war bereits
Jahrzehnten zuvor von Enzymologen formuliert worden, um
die hohe Sperzifitdt bei niedriger Substrataffinitdt in der
Enzymkatalyse zu erkliren.

Wiren die beiden K*-Ionen statistisch im ,,leitenden*
Filter verteilt, so wiirden sie die vier Bindungsstellen in sechs
moglichen Zustinden belegen. Mehrere Befunde widerspra-
chen jedoch diesem Modell. Zum Beispiel nehmen Rb* und
Cs* offenbar bevorzugt Zustinde ein, bei denen der Beset-
zungsgrad in Position 2 niedrig ist.®>*! Mit K* fanden wir ein
ungewohnliches Dublettsignal fiir die Elektronendichte am
extrazelluldren Eingang des Selektivititsfilters (siche Abbil-
dung 9).5¥ Eine Erklirung hierfiir konnte sein, dass K*-Ionen
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Abbildung 9. Zwei K*-lonen im Selektivititsfilter liegen vermutlich Giberwiegend in den beiden spezi-
fischen Konfigurationen 1,3 und 2,4 vor. Ubernommen aus Lit. [34].

aus der Losung durch die negative Oberflachenladung des
Proteins in der Ndhe des Eingangs angezogen und gleichzeitig
durch K*-Ionen im Inneren des Filters abgestoBen werden.
Zwei diskrete Signale lassen auf zwei Verteilungen von Ionen
im Filter schlieBen. Falls die K*-Ionen aus elektrostatischen
Griinden durch ein Wassermolekiil getrennt sind, wéren dies
die 1,3-Konfiguration (K*-Ionen in den Positionen 1 und 3 mit
einem Wassermolekiil dazwischen) und die 2,4-Konfiguration
(K*-Tonen in den Positionen 2 und 4 mit einem Wasser-
molekiil dazwischen). Kiirzlich wurde gezeigt, dass eine
Mutation an der Position 4 (Threonin gegen Cystein) die
Besetzung von K in den Positionen 2 und 4, aber nicht in 1
und 3 beeinflusst. Dies ist ein gewichtiges Indiz fiir spezifische
1,3- und 2,4-Konfigurationen von K*-Ionen im Selektivitiits-
filter.1*”)

Aus dem Befund, dass Paare von K*-Ionen diskrete
Konfigurationen einnehmen, wurde ein Mechanismus fiir den
Tonenfluss abgeleitet (Abbildung 10a).¥ Demnach k&nnten
die K*-Ionen zwischen den Konfigurationen 1,3 und 24
diffundieren (unterer Pfad), oder ein Ion konnte von einer
Seite der Membran in den Filter eintreten und die lineare
Anordnung aus Tonen und Wassermolekiilen weiterschieben,
wodurch ein K*-Ton auf der gegeniiberliegenden Seite der
Membran herausgedrangt wird (oberer Pfad). Die Bewegun-
gen miissten konzertiert sein, da der Filter an keiner Stelle
breiter ist als ein K*-Ion oder ein Wassermolekiil. Die beiden
Pfade bilden einen Kreislauf: Bei einem vollstdndigen Kreis-
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Abbildung 10. a) Kreislauf der K*-Leitung tiber die 1,3- und die 2,4-
Konfiguration. Der Selektivitatsfilter ist durch fiinf quadratische
Ebenen von Sauerstoffatomen dargestellt. (K* griin, Wasser rot).

b) Simulierter K*-Fluss im Kreislauf als Funktion der Energiedifferenz
zwischen der 1,3- und 2,4-Konfiguration. Ubernommen aus Lit. [38].

lauf bewegt sich jedes Ion nur um einen Teil der Gesamt-
strecke durch den Filter, insgesamt wird aber eine Ladung
iber die gesamte Strecke verschoben. Wir wiirden erwarten,
dass sich die beiden K*-Ionen, die wihrend des gesamten
Kreislaufs im Kanal vorliegen, elektrostatisch absto3en.
Zusammen mit der Konformationsénderung, die ein ,leiten-
der* Filter bei Aufnahme des zweiten Ions eingeht, sollte die
elektrostatische AbstoBung hohe Leitungsgeschwindigkeiten
durch eine herabgesetzte K*-Affinitit bewirken.

Die absoluten Geschwindigkeiten von 107 bis 10° Ionen
pro Sekunde sind eine eindrucksvolle Leistung fiir einen
selektiven Ionenkanal. Die kristallographischen Daten lassen
darauf schlieBen, dass K*-Kanile mit sehr hoher Leitfdhig-
keit, so wie KcsA, nahe der maximalen Geschwindigkeit
arbeiten, die der Leitungsmechanismus zulédsst. Alle vier
Positionen im Filter weisen einen Bedeckungsgrad fiir K* von
nahezu '/, auf, was bedeutet, dass die 1,3- und 2,4-Kon-
figurationen gleich wahrscheinlich, d.h. energetisch dquiva-
lent sind — es ist aber nicht offensichtlich, warum dies so sein
sollte. Eine Simulation der Ionendiffusion im Kreislauf liefert
eine mogliche Erklarung: Der maximale Fluss wird erreicht,
wenn die Energiedifferenz zwischen der 1,3- und 2,4-Kon-
figuration null ist, weil in diesem Fall das Energieprofil des
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Leitungskreislaufs am flachsten ist (Abbildung 10b). Die
Energiebalance zwischen den Konfigurationen konnte des-
halb das Ergebnis einer Optimierung der Leitungsgeschwin-
digkeit durch natiirliche Selektion sein.® Es ist nicht leicht,
diese Aussage experimentell zu belegen, aber es ist sicher
faszinierend, dariiber nachzudenken.

K*- und ClI™-Selektivitdit beruhen auf gemeinsamen
Strukturprinzipien

Thema dieses Vortrages ist der K*-Kanal, dennoch wollen
wir an dieser Stelle kurz ein Cl -selektives Transportprotein
betrachten. Wenn wir einen K*-Kanal und einen Cl™-,,Kanal*
vergleichen, erkennen wir gemeinsame Strategien, mit denen
die Natur die unterschiedliche Aufgaben des Kationen- und
Anionen-Transports durch die Zellmembran bewiltigt. CIC-
Chloridkanile kommen in vielen unterschiedlichen Zelltypen
vor und sind an einer Reihe von physiologischen Prozessen
beteiligt, die einen Cl -Fluss durch die Membran erfor-
dern.""*! Wie bei den K*-Kanilen sind die Gene der CIC-
Familie in Prokaryoten weit verbreitet — ein gliicklicher
Umstand, der die Proteinexpression und Strukturanalyse
erleichtert. Gleich nachdem Raimund Dutzler sich meiner
Arbeitsgruppe angeschlossen hatte, begannen er, Ernest
Campbell und ich, die strukturellen Grundlagen der Cl -
Selektivitédt zu erforschen. Wir bestimmten die Kristallstruk-
turen von zwei bakteriellen Mitgliedern der CIC-Cl -Kanal-
familie, EcCIC aus Escherichia coli und StCIC aus Salmonella
typhimurium.¥ Neuere Studien von Miller und Accardi zur
Funktion von EcCIC haben gezeigt, dass dieser Kanal in
Wirklichkeit ein Cl™-Protonen-Austauscher ist.[*! Wir wissen
gegenwairtig nicht, warum einige Mitglieder dieser Familie
von Cl -Transportproteinen als Kanéle und andere als Aus-
tauscher fungieren, die Kristallstrukturen aber sind beein-
druckend und gewihren uns Einblick in die CI™-Selektivitit.
Hinsichtlich der Architektur sind die CIC-Proteine nicht mit
den K*-Kanilen verwandt, wenn wir aber nur die Ionenpfade
betrachten, erkennen wir einige Ubereinstimmungen (Abbil-
dung 11). Wie bei den K*-Kanélen sind in den CIC-Proteinen
o-Helices dem Ionenpfad zugewandt, allerdings ist die
Anordnung umgekehrt, d.h., die positive Ladung am N-
Teminus befindet sich in der Ndhe von CI™. Dies ist ein-
leuchtend, denn die Struktur soll ja die dielektrische Barriere
fiir ein Cl -Ion herabsetzen. Wir erkennen, dass Ionen im
Selektivitétsfilter des CIC-Kanals vor allem durch Atome der
Proteinhauptkette koordiniert werden, wobei Amid-Stick-
stoffatome die Cl -Ionen umgeben (zur Erinnerung: K*-
Ionen werden durch Carbonyl-Sauerstoffatome koordiniert)
(Abbildung 12). Wir sehen auch, dass der K*- und der CI -
Selektivitatsfilter mehrere Bindungsstellen in geringem
Abstand aufweisen und anscheinend mehr als ein Ion
enthalten, vermutlich um die elektrostatische Abstoung
zwischen Ionen in der Pore zu nutzen. Ich finde diese
Ubereinstimmungen faszinierend — wir erfahren daraus,
dass bestimmte physikalische Prinzipien, z.B. die terminalen
Ladungen von a-Helices, entscheidend fiir die Herabsetzung
der dielektrischen Barriere fiir Ionen in der Lipidmembran
sind.
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Abbildung 11. Die Architektur der K*-Kanile und der CIC-Cl™-Transport-
proteine ist sehr verschieden, einige Merkmale stimmen aber tiberein.
Unter anderem zeigen in beiden Fillen Ladungen am Ende von a-Heli-
ces zum lonenpfad. Die negative Ladung am C-Terminus (rot) zeigt
zum K*, die positive Ladung am N-Terminus (blau) zeigt zum Cl".

Chiorid
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Abbildung 12. K*- und Cl~-Selektivititsfilter verwenden Atome der
Hauptkette zur Koordination der lonen: Carbonyl-Sauerstoffatome fiir
K*-lonen (griin) und Amid-Stickstoffatome fiir Cl™-lonen (rot). Beide
Filter enthalten mehrere Bindungsstellen in geringem Abstand. Der
abgebildete Cl™-Selektivititsfilter gehdrt zu einer CIC-Mutante, in der
Glutamat duch Glutamin ersetzt wurde.®®"

Kann man das Offnen und Schlieflen eines
K*-Kanals beobachten?

Die meisten Ionenkanile leiten dann, wenn sie durch
einen spezifischen Stimulus wie die Bindung eines Liganden
oder eine Anderung der Membranspannung aktiviert
werden.! Die Prozesse, die eine Tonenleitung einschalten,
werden als Gating bezeichnet. Die Ionenleitung ist bei
weitem zu schnell, als dass groBe Anderungen der Protein-
konformation beteiligt sein konnen. Dies ist zweifellos einer
der Griinde, warum uns eine einzige KcsA-Struktur so viel
uber Ionenselektivitdt und Ionenleitung verrit. Gating-Pro-
zesse andererseits sind wesentlich langsamer und konnen mit
groBen Anderungen der Proteinstruktur einhergehen. Fiir
eine strukturelle Beschreibung des Gating-Prozesses besteht
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die Aufgabe nun darin, die Struktur eines Kanals in geoffne-
ter (Ein) und in geschlossener Konformation (Aus) zu
bestimmen.

Beim KcsA-Kaliumkanal wird der Gating-Prozess durch
den intrazelluldaren pH-Wert und durch die Zusammenset-
zung der Lipidmembran gesteuert, allerdings kann ein KcsA-
Kanal in einem Funktionsassay nur mit einer Wahrschein-
lichkeit von wenigen Prozent im offenen Zustand angetroffen
werden.***! Zunsichst konnten wir nicht mit Sicherheit
angeben, ob ein Gate in der Kiristallstruktur offen oder
geschlossen ist. In den 70er Jahren hatte Armstrong fiir
spannungsgesteuerte K*-Kanile die Existenz eines Gates
nahe der intrazelluldren Seite der Membran vorgeschlagen.
Die Grundlage dafiir war die Beobachtung, dass grofie
organische Kationen zwischen einem Selektivitétsfilter nahe
der extrazelluldren Seite und einem Gate nahe der intrazel-
lulsiren Seite in der Pore eingeschlossen werden.”*! Aufbau-
end auf dieser Studie kristallisierten wir KcsA mit Tetrabu-
tylstibonium (TBA), einer Schweratomvariante eines der von
Armstrong verwendeten organischen Kationen. Wir fanden,
dass TBA im zentralen Hohlraum von KcsA bindet.*! Dies
war hoch interessant, weil der Durchmesser eines TBA-Ions
mit ca. 10 A den Durchmesser der zum Hohlraum fiihrenden
Pore weit iibertrifft: In KcsA ist der intrazelluldre Porenein-
gang durch das innere Helixbiindel auf ca. 3.5 A eingeschniirt
(Abbildung 5b). Die Beobachtung eines TBA-Tons im Hohl-
raum hinter dem inneren Helixbiindel erinnerte uns an
Armstrongs klassisches Bild des Gating-Prozesses beim K*-
Kanal. Es bedeutete, dass das innere Helixbiindel als Gate
fungiert und in KcsA geschlossen ist. Mutationsstudien und
spektroskopische Untersuchungen in anderen Arbeitsgrup-
pen wiesen ebenfalls darauf hin, dass das innere Helixbiindel
als Gate infrage kommt.[?*%!

Youxing Jiang und ich hofften, durch Strukturaufkldrung
weiterer K*-Kanile mehr iiber den Gating-Prozess in Erfah-
rung zu bringen. Aus Gensequenzanalysen erfuhren wir, dass
viele prokaryotische K*-Kanile einen langen C-Terminus
enthalten, der fiir die von uns so benannten RCK-Dominen
codiert. Wir vermuteten, dass diese Doménen die Offnung
der Pore durch Bindung eines Ions oder eines kleinen
Molekiils steuern. Wir klarten die Struktur von isolierten
RCK-Domaénen in einem K*-Kanal aus Escherichia coli auf;
allerdings waren die Strukturen wenig informativ, und wir
konnten lediglich ersehen, dass sie einer Struktur am C-
Terminus des eukaryotischen Ca’*-gesteuerten BK-Kanals
dhneln.” Die gewiinschten Informationen lieferte uns
schlieBlich die Strukturaufkldrung von MthK, einem voll-
stindigen K*-Kanal mit RCK-Doméinen, aus Methanobacte-
rium  thermoautotrophicum (Abbildung 13).5¥ Die RCK-
Doménen bilden einen Gating-Ring auf der intrazelluldren
Seite der Pore. In den Spalten zwischen den Doménen
erkannten wir Anordnungen, die Bindungsstellen fiir zwei-
wertige Kationen entsprechen konnten, und die Kristalle
waren in Gegenwart von Ca?" geziichtet worden. Funktions-
assays zeigten uns, dass die Wahrscheinlichkeit fiir den
offenen Zustand mit steigender Ca**- oder Mg*"-Konzentra-
tion zunimmt, woraus wir den Schluss zogen, dass die
Kristallstruktur die offene Konformation eines K*-Kanals
darstellte.

Angew. Chem. 2004, 116, 4363 —4376


http://www.angewandte.de

Kaliumkanile

Abbildung 13. Der K*-Kanal MthK enthilt einen intrazelluliren Gating-
Ring (unten), der mit der ionenleitenden Pore (oben) verbunden ist.
Ca’*-lonen (gelb) binden in Spalten zwischen den Dominen an den
Gating-Ring. Gestrichelte Linien markieren die Verbindungen zwischen
dem Gating-Ring und der Pore, die im Kristall relativ ungeordnet sind.

In unserer MthK-Struktur wird das innere Helixbiindel
gedffnet wie die Blende einer Kamera (Abbildung 14).54
Dadurch wird der von der intrazelluldren Seite zum Selek-
tivitatsfilter fithrende Pfad auf ungeféhr 10 A verbreitert, was
erklart, wie Armstrongs groBe organische Kationen den
Hohlraum erreichen und den K*-Kanal blockieren konnten
und wie K*-Tonen durch Diffusion in wissriger Umgebung
freien Zugang zum Selektivititsfilter erhalten. Bei einem
Vergleich der Strukturen des KcsA- und des MthK-Kanals
erschien es uns, als wiirden wir Beispiele fiir geschlossene und
offene K*-Kanile betrachten. Es war leicht vorstellbar, wie

offen

gaeschlossen

I Filter
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NV EA QRLY
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Abbildung 14. KcsA und MthK entsprechen geschlossenen und offenen
K*-Kanilen. Drei Untereinheiten des geschlossenen KcsA-K*-Kanals
(links) und des offenen MthK-K*-Kanals (rechts) sind gezeigt. Die
inneren Helices von MthK sind an einem Glycin-Gelenk (rot) abge-
knickt, das die Offnung des inneren Helixbiindels erméglicht. Teile der
Aminosduresequenzen einer Auswahl von K*-Kanalen mit unterschied-
lichen Gating-Domianen werden verglichen. Farblich abgehoben sind
die Sequenzen der Selektivitatsfilter (orange) und das Glycin-Gelenk
der inneren Helix (rot). Ubernommen aus Lit. [54].
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die Konformationsdnderung der Pore vom geschlossenen in
den offenen Zustand abliuft: Beim Offnen miissten sich die
inneren Helices bis etwa zur Mitte der Membran nach auflen
biegen, sobald ihr C-Terminus durch Konformationsdnderun-
gen im Gating-Ring von der Porenachse weg seitlich ausge-
lenkt wird. Die Biegung in MthK wird durch einen als Gelenk
fungierenden Glycinrest in der Mitte der inneren Helix
ermoglicht. Der KcsA-Kanal und viele andere K*-Kanile
enthalten ebenfalls einen Glycinrest an genau der gleichen
Stelle, was darauf hinweist, dass diese Bewegung der inneren
Helices in vielen unterschiedlichen K*-Kanélen dhnlich ist
(Abbildung 14).

Gating-Dominen setzen einen Stimulus in das Offnen
einer Pore um. Weitere Studien sind erforderlich, um zu
verstehen, wie die Freie Energie der Ca**-Bindung beim
MthK-Kanal in ein Offnen der Pore umgesetzt wird. Die
mechanistischen Einzelheiten des ligandengesteuerten
Gating-Prozesses werden je nach Kanaltyp variieren, da
Ionenkanile, wie andere Proteine auch, ausgepriagt modular
aufgebaut sind. Gensequenzanalysen zeigen, dass in unter-
schiedlichen K*-Kanilen viele unterschiedliche Doménen an
die inneren Helices binden, sodass Ionen wie Ca’* und Na™,
kleine organische Molekiile und sogar Regulatorproteine den
Konformationszustand der Pore steuern und den Ionenkanal
offnen und schlieBen konnen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/).5>8!

Grundlegend anders wirken Gating-Doménen, die das
Offnen von K*-, Na*-, Ca’*- und nichtselektiven Kationen-
kanilen durch Anderung der Membranspannung steuern.
Diese als Spannungssensoren bezeichneten Dominen sind
mit den &duBleren Helices der Pore verkniipft und bilden
strukturelle Einheiten innerhalb der Membran. Das Funk-
tionsprinzip eines Spannungssensors beruht auf der mit einer
Porenoffnung gekoppelten Bewegung von Proteinladungen
durch das elektrische Feld der Membran. ! Spannungsge-
steuerte Kanile sind elektrische Schalter, vergleichbar mit
Transistoren in einem elektronischen Bauelement. Thre
kristallographische Analyse ist wegen ihrer konformativen
Flexibilitdt duBerst schwierig. Youxing Jiang und mir gelang
es zusammen mit Alice Lee und Jiayun Chen, die Struktur des
spannungsgesteuerten K™-Kanals KvAP aus der thermophi-
len Archaea Aeropyrum pernix aufzukliren (Abbil-
dung 15).% Im Kristall von KvAP werden die Spannungs-
sensoren durch monoklonale Fab-Fragmente in einer nicht-
nativen Konformation fixiert. Diese Beobachtung bestitigt
die hohe Flexibilitdt des Spannungssensors, zumal Fab-
Fragmente die Strukturen der relativ starren KcsA-K*- und
CIC-CI™-Kanile, die wir sowohl mit als auch ohne Fab-
Fragmente bestimmt haben, nur geringfiigig beeinflus-
sen.’*34364 Die Spannungssensoren des KvAP-Kanals ent-
halten ein hydrophobes Helix-Biegung-Helix-Strukturele-
ment mit Argininresten dicht an der Pore.”) Experimente
mit Biotin- und Avidin-Linkern zeigen, dass sich dieses
Strukturelement bei manchen Membranproteinen relativ
zur Membran bewegt.”! Die Bestimmung weiterer Struktu-
ren von unterschiedlichen Kanalkonformationen ist notig, um
die mechanistischen Einzelheiten des spannungsgesteuerten
Gating-Prozesses besser zu verstehen. Anhand der Struktur
von KvAP und zugehoriger Funktionsstudien konnte ein
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Abbildung 15. Kristallstruktur eines Komplexes des KvAP-K*-Kanals mit
Fab-Fragmenten aus monoklonalen Antikérpern (Blick entlang der
Porenachse von der intrazelluldren Seite der Membran). Die a-helica-
len Untereinheiten sind in Blau, Gelb, Cyan und Rot dargestellt. Je ein
Fab-Fragment (griin) bindet an das Helix-Biegung-Helix-Strukturele-
ment des Spannungssensors der Untereinheiten. Ubernommen aus
Lit. [63].

Modell des spannungsgesteuerten Gating-Prozesses entwi-
ckelt werden, das die Bewegung der Spannungssensoren
entlang der Protein-Lipid-Grenzfldche beriicksichtigt, die als
Folge eines Gleichgewichts zwischen hydrophoben und elek-
trostatischen Kriften stattfindet. Rees und Mitarbeiter am
California Institute of Technology konnten die Struktur des
spannungsregulierten mechanosensitiven Kanals MscS auf-
kldaren, und obwohl dieser nicht mit den herkommlichen
spannungsgesteuerten Kanélen verwandet ist, enthélt er eben-
falls hydrophobe Helix-Biegung-Helix-Strukturelemente mit
hin zur Lipidmembran gerichteten Argininresten.™ MscS
und KvVAP sind faszinierende Membranproteinstrukturen.
Diese Proteine sind nicht zuletzt deswegen hoch interessant,
weil sie nicht in die landldufige Vorstellung von Membran-
proteinen mit starren hydrophoben Wénden zur Lipidmem-
bran passen.

Tabelle 1: Die Arbeitsgruppe MacKinnon von 1989 bis 2003.

R. MacKinnon

Wir beginnen gerade erst, die Strukturprinzipien und die
Steuerung des Gating-Prozesses bei lonenkanilen zu ver-
stehen. In elektrophysiologischen Studien wurde eine Viel-
zahl von Zusammenhéngen zwischen zelluliren biochemi-
schen Prozessen und der Funktion von Ionenkanilen auf-
gedeckt.[*] Ahnliche Ergebnisse erhilt man jetzt auch aus der
Strukturanalyse von Proteinen. Die p-Untereinheiten
bestimmter eukaryotischer spannungsgesteuerter Kanile
sind strukturell mit Oxidoreduktasen verwandt,® " die
PAS-Dominen anderer K*-Kaniile gehoren zu einer Familie
von Sensormolekiilen,’®® und eine spezialisierte Struktur an
G-Protein-gekoppelten Kanilen bildet eine Bindungsstelle
fiir die steuernden G-Protein-Untereinheiten."!! Hier wird
das komplexe und faszinierende Wechselspiel zwischen dem
Verhalten der Ionenkanile und vielen verschiedenen Zell-
funktionen immer deutlicher erkennbar.

Abschlieflende Bemerkungen

Ich denke, die Forschung zu Ionenkanilen hat ihre
aufregendsten Momente noch vor sich. Viele wichtige
Fragen gilt es zu beantworten, und wir halten die Werkzeuge
dafiir in Hénden. Ich blicke sehr optimistisch in die Zukunft
und sehe grofartige Perspektiven fiir junge Wissenschaftler,
die jetzt in die Erforschung von Ionenkanilen und anderen
Membranproteinen einsteigen. Ich freue mich, dass ich einen
kleinen Teil zum gegenwirtigen Kenntnisstand beitragen
konnte. Selbstverstdndlich wire mir das nie gelungen ohne
den Einsatz und Enthusiasmus der jungen Wissenschaftler,
die aus allen Teilen der Welt zu mir kamen, um die Unter-
suchungen an Ionenkanilen voranzutreiben (Tabelle 1). Ich
danke auch der Rockefeller University, dem Howard Hughes
Medical Institute und den National Institutes of Health fiir
die Unterstiitzung meiner Forschung. Mein Dank gilt weiter-
hin den Synchrotroneinrichtungen CHESS, NSLS, ALS, APS
und ESRF sowie meinem Assistenten Wendell Chin.
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