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Abstract: ' H-Detektion kann die spektrale Empfindlichkeit in
der Festkorper-NMR-Spektroskopie stark verbessern und er-
laubt dadurch Studien komplexerer Proteine. Zur 'H-Detek-
tion miissen jedoch austauschbare Wasserprotonen in ansons-
ten perdeuterierte Proteine eingefiihrt werden. Diese Vorbe-
dingung hat bisweilen Studien wasserunzugdnglicher Proteine
stark erschwert. Hier prisentieren wir eine Methode, welche die
hochaufgeloste 'H-Detektion wasserunzuginglicher Proteine
ermoglicht und selbst in hochkomplexen Medien wie zelluldren
Oberflichen funktioniert. Wir demonstrieren unsere Methode
am Beispiel des K™-Kanals KcsA in Liposomen sowie in situ in
nativen bakteriellen Zellmembranen. Wir verwenden unsere
Daten fiir eine Analyse der KcsA-Dynamik und zeigen, dass
der Selektivitiitsfilter, der in K*-Kandlen hochkonserviert vor-
liegt und kritisch fiir die lonenleitfihigkeit ist, ausgeprigte
molekulare Flexibilitit aufweist.

1H -Detektion kann die spektrale Empfindlichkeit in
der Festkorper-NMR-Spektroskopie (ssNMR) stark verbes-
sern und erlaubt dadurch Studien komplexerer Proteine.!
"H-detektiere ssNMR-Experimente bendtigen gewohnlich
eine starke Verdiinnung des 'H-Netzwerks, um linienver-
breiternde dipolare 'H-'"H-Kopplungen zu vermindern. Dies
kann durch Proteinexpression in deuterierten Losungsmitteln
erreicht werden.”) Wiihrend hohe Deuterieungsgrade eine
exzellente 'H-Resolution erlauben, bendtigen sie allerdings
einen 'H/”D-Austauschschritt, um Aminoprotonen (HY) ein-
zubauen. Daher bleiben wasserunzugingliche Proteinregio-
nen mit diesen Deuterierungsmethoden unsichtbar fiir 'H-
Detektion, es sei denn, dass Faltungs- und Riickfaltungspro-
tokolle verwendet werden. Diese sind aber miihsam, nicht
allgemein anwendbar und auf In-vitro-Proteinproben be-
schriankt. Weiterhin sind deuterierte Losungsmittel generell
mit hohen Kosten verbunden, und sie konnen auch die Pro-
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teinexpression reduzieren oder verhindern, besonders in
Sdugetierzellen. Vollprotonierte Proteine konnen hier Ab-
hilfe schaffen,l! allerdings bieten solche Systeme nur eine
begrenzte spektrale Auflosung. Selbst bei sehr hohen MAS-
Frequenzen (> 100 kHz)" ist die Auflosung in vollproto-
nierten Proben durch residuale 'H-"H-Kopplungen bestimmt
und somit verbesserbar. Weiterhin erfordert 100-kHz-MAS
winzige Probenvolumina, und der resultierende Empfind-
lichkeitsverlust ist fiir heterogene Systeme, wie z.B. In-situ-
Proben, nur schwierig zu kompensieren.

Die oben erwidhnten Aspekte haben bisher die Anwen-
dung von 'H-Detektion in wasserunzuginglichen Proteinre-
gionen drastisch limitiert. Dies ist ein groles Problem fiir die
ssNMR-Spektroskopie, da z.B. Bindungstaschen und aktive
Zentren tief im Inneren von Proteinen eingebettet sein
konnen. Es ist insbesondere eine kritische Einschrankung fiir
Membranproteine, deren transmembrane Doménen funktio-
nal sehr bedeutsam sind und nicht in protonierten Puffern
austauschen 3% Basierend auf diesen Uberlegungen haben
wir eine zweistufige Methode entwickelt, die in vitro und
in situ anwendbar ist, bereits bei moderaten MAS-Frequen-
zen von 60 kHz funktioniert und hochaufgeloste '"H-NMR-
Spektren wasserunzuginglicher Proteinregionen ermoglicht.
Im ersten Schritt verbessern wir die 'H-Auflosung durch ein
neues Markierungsschema — inverse fraktionelle Deuterie-
rung (iFD) —, das auf protonierten Losungsmitteln (100 %
H,0) und volldeuterierter *C-Glukose im Wachstumsmedi-
um basiert. Im zweiten Schritt inkubieren wir iFD-markierte
Proteine in deuterierten Puffern (100% D,O), was die
spektrale Auflosung weiter deutlich verbessert. Die iFD-
Markierung wurde mittels Ubiquitin eingefithrt und an-
schlieBend in Kombination mit D,O-Inkubation verwendet,
um den transmembranen (TM) Abschnitt des Ionenkanals
KcsA in Liposomen zuzuordnen. Auf der Basis unserer Zu-
ordnungen présentieren wir eine hochaufgeloste Studie der
Dynamik des TM-Abschnitts. Dies ist wichtig fiir ein umfas-
sendes Verstdndnis von Ionenkanal-Gating. Bemerkenswer-
terweise bietet unsere Methode sogar eine hinreichende
Empfindlichkeit fiir die Aufnahme qualitativ hochwertiger
Spektren von Membranproteinen in situ, d.h. direkt in nati-
ven bakteriellen Zellmembranen.

iFD-Markierung ist der erste von zwei aufeinanderfol-
genden Schritten zur Verbesserung der Auflosung wasserun-
zuginglicher 'H-Kerne, besonders von HY und Ho, die am
wichtigsten fiir Riickgrat-Zuordnungen sind. Abbildun-
gen 1 A,B zeigen 'H-detektierte 2D-NH- und 2D-CH-Spek-
tren von iFD-["*C,"*N]-Ubiquitin in wssrigen Puffern (100 %
H,0), gemessen bei 950 MHz 'H-Frequenz und mit 60 kHz
MAS sowie MISSISSIPI Lisungsmittelunterdriickung” und

Angew. Chem. 2016, 128, 1380413808


http://dx.doi.org/10.1002/anie.201606594
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201606594
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201606594

A Gar 46 B e
1054 - o sx0-- & ol g
s - -SRI
s s Eg us‘“6
. N60
Glo 54+ & &, o
110 5 Py K 2. Rsa K48 150
G35/E64 oe 122 sc H68'
H L4 0R2ED
55 65 o b @ E6 o2l D32
B4 D ss7 & s Q49- K1t 3
115 K33-= - 58] A28/E34 520
D39/ES1 ©-K63 E64
Y59 136 D58
V17-@ Y59
3 Q40 K33
7Y Lol g1 1 e FAS& -
H68_ ! ! Qéj TS5— L4y 5 AliPass-Q31
120 v17¢ on-& el L 3
Fh 123/K63-y g RS 62 T66 L
Te6 - Ra: K48 136 P L
Tu“'%“ ®D052 T|2/ﬂ4-‘ g o
. ® Toin wie T )
1254 WA [5e T2 “pse 5208
51 021 P19
as2 = 66 P
@ rs A8 P38 2
P QN7 -
1304 n3 -—Ke - V26
= o = Tesp L J
8 3
= = _| 112
£ A6 = c @ TI4pTI2B
% ] & T558
2
< T T T T T T T MD T T T T T T T
= 95 90 85 80 75 70 Wppm(wy) -~ 60 55 50 45 40 THppm(ny
C w ifD w0 D Towsmr] Tosmn| Tsimn | Toimn | €T w55 ] Trmsom
5N (@2) 15N (1) 13¢ (@2) 13¢ (o1) g1 5 hovper i 55 Whipd
800MHz 800MHz 950 MHz g o) | § e | 3 o Pl §, U el {rdschHal J AdecpHp
KagHN 13 1 ] i 4 E 4
015 on (] & |
[ppm) 304 4 - 4 304 4 4
|
— L 35 E E E 35 E E
78 76 78 76 78 76 L
S65HN 40 E 4 FacpHa | JracpHpiz| 40 E El
it =--
019 010 009 & ] ] 1 5 & g
tppm] ! !
50 E 4 "4 50 £
| - - -
am G aaEn sy 4 _|d_o |4 554 AgeHN | Jadocariol 4 Adecario]
L15Ha FaHN FaCoHa | { FACaHo:
60 E q 4 60 B B E
029 018 014
Tppm] o5 E E 1 65 E E 1
s27pem | 7 s27pem
13¢ (@2) 13¢ (o)
P — bl — | |
sz 48 s2 48 52 48 &1 s8 61 ss a1 ss 32 20 s 95 49 ds LAY

5 ds
TH/ppm TH/ppm (@3) TH/ppm (@3)

Abbildung 1. Dipolare 'H-detektierte ssNMR-Experimente in invers
fraktionell deuteriertem (iFD) Ubiquitin, gemessen bei 950 MHz und
60 kHz MAS. A) 2D-NH-Spektrum (blau). B) CaHa-Region eines 2D-
CH-Spektrums (rot). C) t,-Querschnitte, extrahiert aus 2D-NH- (blau)
und CH-Spektren (rot) von vollprotoniertem (FP) und iFD-Ubiquitin.
D) 'H-detektierte Seitenkettenzuordnungen. Strip-Plots von 3D-CaNH-
(blau), 3D-NCaHa- (rot) und 3D-CCH-Experimenten (cyan fiir negative
und violett fir positive Signale). DREAM® "*C-"*C-Transfer wurde fur
das 3D-CCH-Experiment benutzt.

PISSARRO-Entkopplung.®! Die Spektren sind sehr gut auf-
gelost und zeigen eine durchschnittliche Linienbreite von 0.1-
0.2 ppm fiir HY und Ha bei 950 MHz. Dieser Wert ist exzel-
lent in Anbetracht der hohen 'H-Dichte von 80% in iFD-
Proteinen und bedeutet eine substantielle Verbesserung von
30-35% verglichen zu vollprotoniertem Ubiquitin (Abbil-
dung 1 C und Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen;
siehe auch Sektion S2 fiir eine quantitative 'H-Populations-
analyse und eine Diskussion der 'H-Linienbreitenverbesse-
rung). Zudem sind die "H-Level von sowohl Ha als auch HY
dicht bei 100% in iFD-Ubiquitin, da beide aus dem proto-
nierten Losungsmittel rekrutiert werden. Wir beobachten
auch eine sehr gute Auflosung von ca. 0.1 ppm fiir viele Sei-
tenketten-'H (Abbildung S3), auch wenn die Auflésung
mancher Methylgruppen durch Isotopologeneffekte beein-
triachtigt ist. Folglich konnen viele Riickgrat- und Seitenket-
ten-'H in iFD-Ubiquitin problemlos zugeordnet werden
(Abbildung 1 D). Wir korrelierten erst Riickgrat-HY, die be-
reits zugeordnet waren,”*! mit Ha durch 3D-CaNH- und 3D-
NCoaHoa-Experimente. Danach nutzten wir ein 3D-CCH-Ex-
periment, um Seitenketten-"H zu detektieren, die dann mit
den Riickgrat-'"H verkniipft wurden (sieche Hintergrundin-
formation fiir experimentelle Details).

Um die 'H-Auflésung wasserunzugénglicher Proteinre-
gionen weiter zu verbessern, kombinierten wir iFD-Markie-
rung mit D,O-Inkubation. Wir zeigen dies am Beispiel des

Angew. Chem. 2016, 128, 1380413808

Zuschriften

© 2016 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Kaliumkanals KcsA, einem geldufigen Modell fiir Ionenka-
nal-Gating.!”’ Abbildung 2 A zeigt ein 2D-NH-Spektrum von
iFD-[*C,"N]-markiertem KcsA, rekonstituiert in E.coli-Li-
piden und protoniertem Puffer, gemessen bei 60 kHz MAS
und 800 MHz. Dieses Spektrum zeigt HN-Signale des ge-
samten Kanals, ist bereits von ansprechender Auflosung ver-
glichen mit unseren vorherigen Resultaten mit vollproto-
niertem KcsAP! und erlaubt ohne weiteres die Identifizie-
rung von bereits zugeordneten wasserzugéinglichen Signalen
(rot, Abbildung2A).”" Um ausschlieBlich den TM-Teil zu
selektieren, inkubierten wir iFD-KcsA in D,O und nahmen
ein 2D-NH-Spektrum auf, das eine starke Verbesserung der
spektralen Qualitdt zeigte, mit teilweise exzellenten Linien-
breiten von 0.13 ppm (Abbildungen 2B,C). Die verbesserte
Auflosung ist teilweise bedingt durch das nahezu komplette
Verschwinden von wasserexponierten HY, was die Signal-
iiberlagerung reduziert (siche Abbildung S4). Bemerkens-
werterweise verbessert die Entfernung von Wasserprotonen
(und anderer austauschbarer 'H auch die Linienbreite aller
TM-HY um 25% im Vergleich zu Spektrum 2A (Abbil-
dung 2D und Tabelle S5). Diese Beobachtung bedeutet, dass
residuale Kopplungen zu Wasserprotonen zur 'H-Linien-
breite beitragen, und das selbst in hochprotonierten Mem-
branproteinen bei 60 kHz MAS und 35 °C Probentemperatur.
Solche Restkopplungen sind vermutlich ausgeprigt in KcsA
aufgrund von strukturellem Wasser und einer grof3en, was-
sergefiillten transmembranen Kammer.®!

Die spektrale Qualitét, die unser zweistufiger Ansatz ge-
wihrt, ermoglicht die Messung des TM-Abschnitts direkt in
einer nativen Zellmembran.'” Zellmembranen sind viel
komplexer als Liposomen, was die Lipid- und Proteinzu-
sammensetzung angeht, und diese Komplexitdt kann die
Funktion von Membranproteinen beeinflussen. Allerdings
sind zelluldre ssNMR-Messungen sehr kompliziert aufgrund
der geringen Konzentration der Zielproteine. Zelluldres
KcsA wurde in der inneren Membran von E. coli mithilfe der
Rifampicin-Methode exprimiert, um den endogenen spek-
tralen Hintergrund zu reduzieren.'!! Die #uBere Membrane
wurde entfernt, um die KcsA-Konzentration zu erh6hen. Vor
den ssNMR-Messungen wurde die Probe drei Tage in deu-
teriertem Losungsmittel inkubiert. Wir erhielten ein iiberra-
schend gut aufgelostes In-situ-2D-NH-Spektrum (Abbil-
dung 2E), das einen klaren Fingerabdruck des geschlossen-
leitfihigen KcsA zeigte,” ohne unerwiinschte Signale ande-
rer Proteine (Abbildung S6). Dies ist bemerkenswert, da die
KcsA-Konzentration insitu etwa 7-mal geringer war als
in vitro (Abbildung S10). Wir konnten leicht die In-situ-Si-
gnale anhand unserer In-vitro-Daten zuordnen (siehe unten).
Unseres Wissens ist dies das erste Mal, dass einige wenige
Nanomol eines Membranproteins (ca. 3 Nanomol oder 175 pg
KcsA) in situ mithilfe von "H-ssNMR-Spektroskopie zuge-
ordnet werden konnten. Zelluldres KcsA zeigte nur geringe
Verdnderungen in den chemischen Verschiebungen (CSPs)
gegeniiber In-vitro-KcsA (Abbildung S11), was impliziert,
dass E.coli-Lipide gute Membranmimetika sind. Jedoch be-
obachten wir einige markante Differenzen, die wir weiter
unten im Text diskutieren. Zusétzlich waren viele Signale im
In-situ-Spektrum stark verbreitert (um bis 100%; Abbil-
dung S7), was auf die Heterogenitdt der zelluldren Probe
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Abbildung 2. 'H-Detektion wasserunzuginglicher Regionen von KcsA.
Daten wurden bei 800 MHz und 60 kHz MAS gemessen. 2D-NH-Spek-
tren von A) iFD-KcsA in Liposomen vor (blau) und B) nach D,O-Inku-
bation (violett) sowie E) von zellulirem D,O-inkubiertem iFD-KcsA, ge-
messen in nativen Zellmembranen (violett). Zuordnungen in rot stam-
men von FD-KcsA,Pfl Zuordnungen in schwarz von iFD-KcsA. C) Farb-
kodierung von Regionen, die detektierbare H" enthalten. Alle H" sind
prasent in iFD-KcsA, wihrend nur der TM-Abschnitt nach D,O-Inkuba-
tion tibrigbleibt. D) t,-Querschnitte extrahiert aus 2D-NH-Spektren von
iFD-KcsA vor (blau) und nach (violett) D,O-Inkubation. F) "H-detektier-
te Zuordnungen von Abschnitt W67—E71 der Porenhelix. Strip-Plots
von 3D-CaNH- (cyan), Ca(CO)NH- (rot), CONH (orange) und CO-
(Ca) NH-Experimenten (griin).
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zuriickzufiihren ist. Man beachte, dass diese Art von Linien-
verbreiterung unabhidngig von der MAS-Frequenz ist und
somit wahrscheinlich die Empfindlichkeit beeintrachtigt, falls
schmalere (< 1.3 mm) Rotordurchmesser verwendet werden.
Wir konnten ungefihr die Hélfte von Spektrum 2B zuordnen,
basierend auf 3D-CaNH-, Ca(CO)NH-, CONH- und CO-
(Ca)NH-Experimenten (Abbildung 2F), ergidnzt durch 3D-
NCoCX- und 2D-N(CO)CX-Spektren und verfiigbaren
Daten C- und N-chemischer Verschiebungen.”!? Diese
Zuordnungen umfassen eine Reihe von funktionell essenzi-
ellen Elementen, die nun zum ersten Mal fiir die '"H-Detek-
tion zugénglich sind.

Der Selektivititsfilter, der fiir die strikte Selektion von
K*- gegeniiber Na*-Ionen verantwortlich ist, umfasst die
charakteristische 75-TVGYG-79-Sequenz, die allen K*-Ka-
nilen gemein ist.”” Wihrend wir lediglich die austauschbaren
Aminosduren Y78 und G79 vormals detektieren konnten,?'!
konnen wir nun auch den Rest des Filters T74-G77 zuordnen.
Weiterhin konnten wir die Porenhelix L66-E71, die kritisch
fiir C-Typ-Inaktivierung ist,” sowie auch Teile der TMI-
Helix L41-1.49, die direkt dem lipidsensitiven Turret vor-
hergehen, zuordnen.” Diese Signale konnten groBtenteils in
zelluldarem KcsA wiedergefunden werden. Allerdings konn-
ten wir nicht eindeutig Aminosduren der TM2-Helix zuord-
nen, teilweise aufgrund spektraler Uberlagerung. Unsere
Daten suggerieren jedoch deutlich, dass Teile der TM2-Helix
in D,O austauschen, insbesondere Aminosduren C-terminal
des flexiblen Scharniers G104.” Diese Hypothese wird er-
hirtet durch ein 2D-N(CO)CX-Experiment in D,O mit
kurzer initialer "H-"N-CP-Zeit,”) in dem G104 und G116
nicht detektiert werden konnten (Abbildung S8). Dies stimmt
auch mit Studien in Mizellen iiberein!™! und wird bekriftigt
durch die lediglich etwa 50 Signale, die wir im 3D-CaNH-
Spektrum beobachteten, wihrend wir etwa 65 Signale sehen
sollten, falls alle TM-H™-in D,O beibehalten wiirden. 'H/*D-
Austausch innerhalb der Membran hat somit Vor- und
Nachteile zugleich. Wéahrend er Zuordnungen verkomplizie-
ren mag, gibt er auch wertvolle Informationen zur Protein-
flexibilitdt und Membrantopologie preis.

Wir nutzten unsere Zuordnungen fiir eine detaillierte
Analyse der Dynamik des TM-Abschnitts von KcsA. Diese
Dynamik ist von groer Bedeutung fiir die Ionenkanalfunk-
tion, die auf dynamischen Anderungen transmembraner
Elemente beruht.”!l Besonders wichtig ist das Verstindnis
der Flexibilitidt des Filters, da diese vermutlich mit einem
ubiquitédren, als Modal-Gating bekannten Ionenkanalregula-
tionsmechanismus einhergeht.”” NMR-Relaxation ist eine
leistungsfahige Methode zur Untersuchung von Proteindy-
namiken,™ und viele unserer H" sind gut separiert (Abbil-
dung 2B), was die Vorbedingung fiir eine hochaufgeloste
Dynamikanalyse ist. Es wurde bereits gezeigt, dass transver-
sale "N-Relaxation im rotierenden Koordinatensystem (Typ),
die ein empfindlicher Reporter der Nano- bis Mikrosekun-
dendynamik ist, quantitativ in vollprotonierten Proteinen bei
hohen (>50kHz) MAS-Frequenzen gemessen werden
kann.'" Zuerst wurde die Bulk-""N-T,,, als eine Funktion der
Spinlockfrequenz gemessen (Abbildung S9). In Uberein-
stimmung mit Messungen in GB1 und im Membranprotein
ASRI"' fanden wir ein Relaxationsplateau fiir Spinlockfel-
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der von 10-25 kHz, aus dem sich eine "N-T,, von ca. 100 ms
fiir den TM-Abschnitt von KcsA ergab. Die hochaufgelosten
PN-T,,-Relaxationsraten (R,,) sind ziemlich gleichmaBig im
lipidbegrenzten TM-Abschnitt (Abbildungen 3 A,B). Dies
stimmt mit Messungen in Mizellen iiberein.!'¥!

Allerdings zeigte der gesamte Filterabschnitt T74-G77
bemerkenswerterweise leichte, aber klar erhdhte "N-R,,, was
eine langsame, kollektive Bewegung anzeigt. Dies entspricht
sehr wahrscheinlich einer langsamen Nanosekunden- bis
Mikrosekundendynamik, da die Reste T74 und T75 keine
schnelle Nanosekundendynamik in einer vorherigen N-T-
Studie zeigten."! Diese langsame Dynamik kann bedeutsam
fir die KcsA-Funktion sein, da das Filter-Riickgrat unmit-
telbar in die lonenleitfahigkeit involviert ist. Interessanter-
weise sind Mikrosekunden auch die Zeitskala des Fli-
ckerns,™ eine Art von Modal-Gating, charakterisiert durch
rasches Offnen und SchlieBen des Kanals. Es wird vermutet,
dass Flickern durch eine dynamische Umgestaltung des Fil-
ters in der Umgebung von Aminosdure V76 verursacht wird.
Man beachte auch, dass die erhohte Filter-Dynamik durch
schwichere Signalintensitdten in dipolaren Experimenten
belegt wird (Abbildung 3G). Die konformative Flexibilitit
spiegelt sich auch in breiteren H -Linien des Filters wider
(Tabelle S5). Die Aminosduren A42-1.49 der TMI1-Helix
zeigen die geringste langsame Dynamik, sowie leicht niedri-
gere R, -Raten als die Porenhelix. Jedoch spaltete sich das
G43HN-Signal, welches das bei weitem breiteste Signal aller
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Abbildung 3. Gemessene Dynamik im TM-Teil von D,O-inkubiertem
iFD-KcsA. Daten wurden mit 60 kHz MAS bei 800 MHz und einem
*N-Spinlockfeld von 20 kHz aufgenommen. A) *N-R, -Relaxationsra-
ten. B) lllustration der "*N-R;, mit der KcsA-Struktur (pdb 1K4C). Ana-
lysierte Aminoséuren sind als farbkodierte Kugeln gezeigt, deren
Umfang proportional zu R, ist. C) *N-T, -Experimente in vitro mit C)
0 ms und D) 100 ms Spinlockdauer decken zwei Signale fur G43H"
auf. E) G43H" zeigt nur eine Konformation in situ. F) T74 zeigt eine
*N-CSP von +0.8 ppm in situ. G) Signal-Rausch-Verhiltnis von spek-
tral aufgeldsten Aminosiuren in in vitro (violette Siulen) und in situ
(griin) D,O-inkubiertem KcsA.
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HY ist (0.44 ppm), in zwei Signale unterschiedlicher Relaxa-
tion auf (Abbildungen 3C,D). Da die chemische Verschie-
bung von G43 durch den Filter-Gatingmodus moduliert
wird,"!l kénnte die Filter-Flexibilitit der Grund fiir diese
Aufspaltung sein. Interssanterweise — und im Gegensatz zu
fast allen anderen Signalen — ist das G43H"-Signal viel
schmaler (0.31 ppm) in situ, sehr wahrscheinlich weil nur eine
Konformation existiert (Abbildung 3E). Dies legt nahe, dass
die KcsA-Dynamik im Vergleich zu Liposomen zumindest
lokal in der nativen Zellmembran verandert ist.

Die mangelnde Empfindlichkeit in zellulirem KcsA ver-
hindert hochaufgeloste Relaxationsstudien. Jedoch hat der
Filter-Abschnitt T74-G77 die geringste Intensitét in dipola-
ren Experimenten. Dies suggeriert stark, dass die erhohte
Filter-Dynamik auch in situ erhalten bleibt (Abbildung 3 G).
Die Flexibilitdt scheint in situ sogar erhoht, da die Filter-Si-
gnale im Vergleich zur TM1-Helix abgeschwicht sind. Auch
die Intensititen innerhalb des Filters sind verdndert, beson-
ders fiir T74, das die geringste Intensitédt in vitro und die
hochste Intensitét in situ aufweist. Dies legt nahe, dass die
Filter-Dynamik in zellulirem KcsA leicht verdndert ist,
worauf auch eine starke "N-CSP von 4 0.8 ppm fiir T74
in situ hinweist (Abbildung 3F und S10). Griinde fiir dieses
scheinbar unterschiedliche Verhalten des Filters konnten die
verdanderte Lipidzusammensetzung in der bakteriellen
Membran oder unterschiedliche Clusterbildung von KcsA-
Kanilen™! sein. Vor diesem Hintergrund ist es wichtig zu
erforschen, wie Dynamik die Kanalfunktion moduliert.
Wihrend unsere Daten deutlich eine erhohte Filter-Dynamik
belegen, sind weitere Experimente notig, um die Zeitskalen
und Amplituden der Dynamik zu verstehen.

Wir haben hier eine Methode eingefiihrt, die wasserun-
zugingliche Proteine fiir die hochempfindliche und hoch-
aufgeloste 'H-Detektion zuginglich macht. Wir erwarten,
dass unsere Methode fiir Membranproteine und Amyloidfi-
brillen besonders leistungsfahig ist, da diese oftmals sehr re-
sistent gegeniiber 'H/”D-Austausch sein kénnen. Dariiber
hinaus erlaubte unsere Methode erstmalig die Anwendung
von 'H-Detektion zur detaillierten Analyse eines Membran-
proteins in einer nativen Zellmembran. Dies ist ein wichtiger
Fortschritt in der ssNMR-Spektroskopie, da die Funktion von
Membranproteinen oftmals entscheidend von der nativen
Umgebung abhingt.
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