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Die Kiristallstruktur des Kaliumkanals: eine neue Ara in der Chemie der
biologischen Signaliibertragung

Dennis A. Dougherty* und Henry A. Lester

An den integralen Proteinen des Nervensystems wie
Tonenkanélen, Neurorezeptoren und Transportproteinen fiir
Neurotransmitter finden einige der beeindruckendsten che-
mischen Vorgénge in lebenden Systemen statt. Es handelt sich
um die Molekiile des Denkens, des Erinnerns und der
Wahrnehmung von Sinneseindriicken, und eigentlich wissen
wir eine ganze Menge iber sie. So ermoglicht die aufer-
gewohnliche Empfindlichkeit der Patch-clamp-Technik die
Charakterisierung eines Ionenkanals, wenn dieser nur alle
20 min fiir eine Dauer von 0.1 ms geoffnet ist — ein dynami-
scher Bereich von 107s. AuBerdem wurden Hunderte von
Untersuchungen mit der Technik der ortsspezifischen Muta-
genese durchgefiihrt, die zu interessanten Funktionsédnderun-
gen fiihrten, aus denen man auf die Rolle individueller
Aminosdureseitenketten in Ionenkanal-Proteinen schliefen
konnte. Aus der Sicht des Chemikers wissen wir allerdings
noch wenig iiber Einzelheiten der Strukturen, die der Funk-
tion der lonenkanile zugrunde liegen. Die Begriindung
hierfiir ist einfach: Hochauflosende Methoden zur Struktur-
aufklarung wie die Rontgenstrukturanalyse und die NMR-
Spektroskopie sind bei integralen Membranproteinen besten-
falls eingeschriankt einsetzbar. Daher ist die Veroffentlichung
der Kristallstruktur eines Kaliumkanals bei einer Auflosung
von 3.2 A von Rod MacKinnon et al.l'l von der Rockefeller
University ein Meilenstein, vielleicht sogar ein Wendepunkt
in der molekularen Neurobiologie.

Kaliumkanile spielen eine zentrale Rolle fiir das Funk-
tionieren nahezu jeder lebenden Zelle. Indem sie im Nerven-
system das Aktionspotential modulieren und das Ruhepoten-
tial der Membran festlegen, steuern sie die Frequenz der
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Nervenimpulse. Im Herz-Kreislauf-System regulieren Ka-
liumkanéle Dauer und Frequenz des Herzschlags. An anderer
Stelle kontrollieren sie den Durchtritt von Wasser und Salzen
durch die Membranen von Niere, Luftrohre und Darm. Dabei
leisten sie in chemischer Hinsicht Bemerkenswertes. Kalium-
kanidle weisen eine &uBlerst hohe Selektivitit auf — etwa
10000:1 fiir K™ gegeniiber Na™, trotz der minimalen Struktur-
unterschiede zwischen diesen beiden Ionen (Ionenradien:
1.33 bzw. 0.95 A). Gleichzeitig halten die Kaliumkanile einen
gewaltigen Ionenfluf3 aufrecht — in einigen Féllen flieBen ca.
108 Ionen pro Sekunde durch einen einzelnen offenen Kanal.
Die Chemiker setzen im allgemeinen hohe Selektivitdt mit
fester Bindung gleich, aber ganz offensichtlich hat die Natur
einen Weg gefunden, das eine ohne das andere zu erreichen.

In wenig mehr als einem Jahrzehnt sind wir von nahezu
vollstindiger Unkenntnis der molekularen Architektur der
Kaliumkanile zu einer hochaufgelosten Struktur fortgeschrit-
ten. Der erste Durchbruch war die Klonierung des Shaker-
Kanals (so genannt nach einer Drosophila-Mutante, deren
Beine zu zittern beginnen, wenn die Fliege Diethylether-
Dimpfen ausgesetzt ist) in drei Labors.?! Es folgte eine Flut
von Aktivitdten, um wichtige Strukturelemente zu definieren,
die 1990 zum ,,wunderbaren Jahr der K*-Kanile“P! machte.
Der néchste wichtige Schritt war die Entdeckung,™ daB man
die Kaliumkanéle in zwei unterschiedliche Familien einteilen
kann: in die spannungsabhingigen Kanile K, (wozu auch der
Shaker-Kanal gehort) und die einwérts-gleichrichtenden
Kanile K;, (Abb. 1). Wie die Namen schon andeuten, 6ffnen
oder schlieB3en sich die zur ersten Familie gehorenden Kanile
als Reaktion auf Anderungen des zelluliren Membranpoten-
tials, wihrend die Kanile der zweiten Familie nur einen
Kaliumfluf} ins Zellinnere gegen das natiirliche Konzentra-
tionsgefille zulassen — eine weitere bemerkenswerte chemi-
sche Eigenschaft. Im Hinblick auf die Struktur sind die K;-
Kanile kleiner und bestehen aus zwei Transmembrandoma-
nen, die durch einen Poren(P)-Bereich verbunden sind. Die
K,-Kanile haben vier zusitzliche Transmembrandoméinen,
darunter eine (S4), bei der jeder dritte Rest positiv geladen ist
und die als Spannungssensor wirkt. In beiden Féllen ist der
funktionsfdahige Kanal ein Tetramer der in Abbildung 1
gezeigten Proteine.

Der Weg zu einer hochaufgelosten Struktur begann mit
einem anderen Fortschritt bei der Klonierung. 1995 berich-
teten Schrempf et al.P! {iber die Identifizierung, Klonierung
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Abb. 1. Vorhergesagte Topologien der beiden Kaliumkanal-Familien an-
hand von Sequenzanalysen und biochemischen Untersuchungen. Die
spannungsabhingigen Kaliumkanile (K,) wie der Shaker-Kanal haben
sechs Transmembrandominen, wéhrend die einwérts-gleichrichtenden
Kanile (K; ir=inward-rectifier) lediglich zwei solcher Doménen auf-
weisen. Bei beiden Familien sind der N- und der C-Terminus intrazelluldr
lokalisiert. Proteine beider Familien enthalten einen Poren(P)-Loop - eine
konservierte Sequenz, die wahrscheinlich einen groBen Teil des Kanals
ausmacht und die das Selektivitétsfilter enthdlt. Der hier beschriebene
KcsA-Kanal weist die Topologie eines K;-Kanals auf.

und Charakterisierung eines Kaliumkanals aus dem Bakte-
rium Streptomyces lividans. Dieses Ergebnis wurde erst durch
die intensiven Bemiihungen auf dem Gebiet der Sequen-
zierung kleiner Genome ermoglicht. Bakterien sind zwar
keine Neurone — dennoch waren sich alle Forscher einig, daf3
dieser bakterielle Kanal den Kaliumkanélen eukaryontischer
Zellen so weit dhnelte, daB3 er die wichtigsten Strukturele-
mente mit ihnen gemeinsam hatte. Aulerdem war er ziemlich
robust und lie$ sich leicht in kiinstlichen Membranen rekon-
stituieren. Weil es sich um einen bakteriellen Kanal handelt,
konnte eine der gro3ten Hiirden fiir die Strukturbestimmung
iiberwunden werden: grofe Mengen an Material zu gewin-
nen. Denn tatsdchlich lie sich der K*-Kanal von S. lividans,
mittlerweile als KcsA bekannt, in E. coli tiberexprimieren.
Das Rennen um die Strukturlosung hatte begonnen!

Aber auch mit ausreichenden Mengen an Protein war die
Strukturaufkldrung eine Herausforderung. Die Kristalle sind
strahlungsempfindlich, sie beugen die Rontgenstrahlen an-
isotrop, und viele ortsspezifische Mutanten waren notwendig,
um Schweratomderivate der Proteinkristalle zu erhalten.
SchlieBlich wurde durch Synchrotronmessungen an der Cor-
nell High Energy Synchrotron Source eine brauchbare
Struktur erhalten. Zunéchst muf3 darauf hingewiesen werden,
daB eine Auflosung von 3.2 A nach den heutigen Standards in
der Kristallographie von Makromolekiilen nicht besonders
hoch ist. Der Verlauf des Proteinriickgrats ist deutlich
erkennbar, einzelne Carbonylgruppen beispielsweise sind
aber nicht zu sehen. Die Positionen der Seitenketten konnen
grob ausgemacht werden, allerdings ohne dabei viele Details
zu erkennen. Dennoch kann man aus dieser Struktur viel
lernen.

Topologisch gesehen gehort KecsA mit zwei Transmem-
brandominen zur K;-Familie. Die Struktur zeigt, da3 sie
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einen hohen a-Helix-Anteil aufweisen (Abb. 2). Die insge-
samt acht Helices (zwei von jeder Untereinheit) sind um die
zentrale Pore herum angeordnet und dabei leicht verdreht
und geknickt, so daf3 sie sich wie eine Bliite oder ein

Turm-Loop

Abb. 2. Schematische Darstellung der Struktur des K™-Kanals. Zwei der
vier Untereinheiten sind gezeigt, die beiden anderen liegen iiber und unter
der Papierebene. Beginnend am intrazelluldr lokalisierten N-Terminus
enthidlt jede Untereinheit eine a-Helix mit einem leichten Knick am
oberen Ende; den ,,Turm“-Loop, der Toxinbindungsstellen enthilt; die
Poren-Helix; den Gly-Tyr-Gly(GYG)-Loop und eine lange C-terminale
Helix. Weiterhin sind drei Kationen ungefihr an den Positionen gezeigt, wo
sie auch im Kiristall lokalisiert wurden. Zwei befinden sich im GYG-
Selektivitdtsfilter, wahrend das dritte Ion im darunter liegenden wasser-
gefiillten Hohlraum nahe der Mitte der Transmembranregion ist. Einige
intrazelluldire Reste (22 N-terminale und 39 C-terminale) sind nicht
sichtbar, entweder weil die Struktur an diesen Stellen ungeordnet ist oder
weil sie zuvor proteolytisch entfernt wurden (dies trifft fiir 32 C-terminale
Aminoséduren zu). (Mit Verdnderungen aus Lit.[1] iibernommen.)

umgedrehtes Indianerzelt zur extrazelluldren Seite des Ka-
nals hin 6ffnen. Weil noch so wenige hochaufgeloste Struk-
turen von integralen Membranproteinen bekannt sind,
erweitert jede neue Struktur erheblich unser Wissen dariiber,
wie Proteine sich zusammenlagern und in eine Membran
eingebettet werden. Transmembranhelices kommen haufig
vor, doch sind auch Faltblattstrukturen bekannt. Wie andere
Membranproteine hat auch KcsA zwei Giirtel aus aromati-
schen Aminosduren in der Nidhe der Membran-Wasser-
Grenzfldche. Gliicklicherweise ist die Struktur im Einklang
mit vielen Schluflfolgerungen aus biochemischen und Muta-
genese-Untersuchungen. Beispielsweise befinden sich Ami-
nosiduren, die an der Blockade des Kanals durch von ins
Zellinnere gegebene Reagentien beteiligt sind, auf der
intrazelluldren Seite des Kanals; solche, die die Blockade
des Kanals von auBen beeinflussen, befinden sich an dessen
AuBenseite. Einige der letztgenannten gehoren zu gut cha-
rakterisierten Bereichen in der , Turm“-Region, die mit
Toxinen wie Agitoxin2 oder Charybdotoxin eine Wechselwir-
kung eingehen. Der kritische Punkt ist jedoch die Pore: Wie
wird die Tonenselektivitét erreicht?

Die Antwort 148t sich klar aus der Struktur ableiten. Der P-
Loop aller K™-Kanile enthélt die hochkonservierte ,,Signa-
tursequenz® Thr-Xxx-Thr-Thr-Xxx-Gly-Tyr-Gly.! Diese Se-
quenz, und davon besonders der Abschnitt Gly-Tyr-Gly, spielt
eine Schliisselrolle bei der Ionenselektivitit. Fiir deren
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Mechanismus wurden zwei Modelle vorgeschlagen. Im einen,
das zuerst von MacKinnon!® entwickelt und durch Arbeiten
von einem von unsl’! gestiitzt wurde, wird eine Kation-m-
Elektronen-Wechselwirkung zwischen den durchtretenden
Tonen und dem aromatischen Ring des Tyr aus dem kon-
servierten Sequenzabschnitt Gly-Tyr-Gly postuliert. Im an-
deren Modell geht man nach einem traditionelleren Mecha-
nismus davon aus, da3 die Sauerstoffatome der Carbonyl-
gruppen des Peptidriickgrats das Selektivitétsfilter bilden.[”]
Bei den Kaliumkanilen hat die Tradition die Oberhand
behalten.

Die P-Region bildet einen Loop, der zunichst aus einer
kleinen Helix, der ,,Poren-Helix“, und dann aus einem Turn
(Schleife) mit dem entscheidenden Sequenzabschnitt Gly-
Tyr-Gly besteht (Abb. 2). Es ist sicher, dal die Seitenkette
von Tyr von der Kanaloffnung weggerichtet ist und daher
keine Kation-n-Elektronen-Wechselwirkungen bei der Ilo-
nenbindung eingehen kann. Obwohl einzelne Atome des
Riickgrats nicht unterschieden werden konnen, gehen die
Autoren davon aus, dafl die Carbonyl-Sauerstoffatome ins
Innere der Pore gerichtet sind. Offensichtlich sind je drei
aufeinanderfolgende Carbonylgruppen von jeder Unterein-
heit nach innen gerichtet und bilden so Ringe von Sauerstoff-
atomen, die als Kationenbindungsstellen fungieren. Die
Analogie zu Kronenethern springt sofort ins Auge, allerdings
mit dem Unterschied, daB3 es sich hier um Amid-Sauerstoff-
atome handelt, die ein stirker negatives elektrostatisches
Potential als Ether-Sauerstoffatome haben. Indem man die
Kristalle mit Rb™-Ionen trinkte (fiir die die meisten K*-
Kanile in mefbarem Umfang durchlissig sind) und dann die
Unterschiede in der Elektronendichte bestimmte, konnte
man einzelne Ionen in der P-Region identifizieren.

Wie wird mit einer solchen Anordnung nun eine selektive
Pore gebildet? Die Autoren schlagen vor, dafl der Rest des
Proteins die Carbonylgruppen der Gly-Tyr-Gly-Sequenz pra-
zise in der fiir die Bindung von K*-Ionen richtigen Position
fixiert, gleichzeitig aber verhindert, daf} dieses Strukturele-
ment sich so umordnet, daf} giinstige Wechselwirkungen mit
Na*-Ionen moglich werden — eine beeindruckende Leistung
fiir ein tetrameres, in eine Membran eingebettetes Protein.
Der hochkonservierte Tyrosinrest spielt eine Schliisselrolle
beim Aufbau des molekularen Geriists. Er bildet eine Wasser-
stoffbriickenbindung mit einem Trp in der Poren-Helix und
geht eine giinstige van-der-Waals-Wechselwirkung (vielleicht
eine Kante-auf-Fldache-Wechselwirkung der beiden aromati-
schen Ringe?) mit einem anderen Trp in der Poren-Helix
einer benachbarten Untereinheit ein. Vervielfdltigt durch die
vierfache Symmetrie der Struktur entsteht durch diese
Anordnung eine ausgedehnte Fliche aromatischer Amino-
sduren, die eine ,Lage von Sprungfedern® bilden, die die
Carbonyl-Sauerstoffatome prézise in der richtigen Position
halten. Diese duBerst wichtigen Trp-Reste sind bei allen
Mitgliedern der K,-Familie konserviert. Ein interessanter
Nebenaspekt der KcsA-Struktur ist der, da3 das Protein wie
ein K;-Kanal zwar nur zwei Transmembrandominen hat
(AbD. 1), daB die Sequenz der P-Region aber eine viel hohere
Homologie zur entsprechenden K,-Sequenz aufweist; die
Struktur im Bereich der Pore ist also vermutlich eher fiir die
Familie der K,-Kanile von Bedeutung. Es sollte allerdings
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daran erinnert werden, daf bei einer Auflésung von 3.2 A ein
Modell, das eine genaue Positionierung von Strukturelemen-
ten enthélt, spekulativ bleiben muf3. Trotzdem ist dies der
erste Versuch, mit chemischen Modellvorstellungen neue
Erkenntnisse iiber die bisher nur rudimentéir verstandenen
Strukturprinzipien zu gewinnen, die der Kanalfunktion zu-
grunde liegen, und dies wird sicherlich viele weitere Versuche
anregen.

Interessanterweise liegt der engste Teil des Kanals, das
Selektivititsfilter, am extrazelluldren Ende des Kanals. Viele
hatten fiir die Pore die Form einer Sanduhr erwartet, mit der
Verengung in der Mitte des Kanals. Ein Kaliumion genau in
der Mitte des Kanals, dem am stédrksten hydrophoben Teil der
Membran, befindet sich in einer Umgebung mit sehr niedriger
Dielektrizitdtskonstante, eine sehr ungiinstige Situation fiir
ein Ion. Doch auch fiir dieses Problem hat die Natur eine
elegante Losung gefunden. Direkt unterhalb des Selektivi-
tatsfilters offnet sich der Kanal und bildet einen wasser-
gefiillten Hohlraum mit relativ hydrophoben Winden. Ein
dort befindliches Ion (Abb. 2) wird vom gesamten Wasser des
Hohlraums solvatisiert. Auflerdem weisen die vier Poren-
Helices genau in Richtung des Hohlraums. Jede Helix ist so
angeordnet, daf} ihr C-Terminus, der ein nennenswertes
negatives elektrostatisches Potenial aufweist (,,Helix-Dipol*),
zum wassergefiillten Hohlraum hinzeigt. Es wird angenom-
men, da3 mit dieser Anordnung ein solvatisiertes Ion im
Hohlraum zusétzlich stabilisiert werden kann.

Nun haben wir eine selektive Bindungsstelle, doch wie wird
der hohe FluB erreicht? Wie bereits erwédhnt enthilt das
Selektivititsfilter mehr als ein Ion. Dies bestétigt die all-
gemeine Ansicht, die auf Messungen von Ionenstromen und
von Stromen radioaktiver Tracer iiber Jahrzehnte beruhen,
daB Kaliumkanile Poren sind, die viele Ionen enthalten.[']
Man stellt sich den Ionenflu3 so vor, daf3 erst ein Ion bindet,
dann ein zweites an einer benachbarten Bindungsstelle. Die
Bindung des zweiten Ions destabilisiert die erste elektrosta-
tisch — gleiche Ladungen stoflen sich ab! Dadurch wird das
erste Ion aus dem Selektivititsfilter herausgedringt, das
zweite Ion nimmt seinen Platz ein, und ein neues Ion kommt
in den Kanal. Der gesamte Proze3 wird durch die hohe
Konzentration von K*-Ionen in physiologischen Losungen
angetrieben. Daf3 auch im Kristall mehrere Ionen den Kanal
gleichzeitig besetzen, ist eine schone Bestitigung einer
entscheidenden SchluBfolgerung, die aus Funktionsuntersu-
chungen abgeleitet wurde.

Wie geht es nun weiter mit der Forschung an K*-Kanélen?
Sicherlich wiirde eine hoheraufgeloste Struktur weitere
Informationen mit hoherer Zuverlassigkeit liefern, und wahr-
scheinlich wird eine solche in absehbarer Zeit verfiigbar sein.
Es wird auch interessant und wichtig sein festzustellen, in
welchem Ausma8 sich die Motive der KcsA-Struktur in den
Strukturen anderer Ionenkanidle wiederholen, sowohl in
denen der K,-Familie als auch in denen von weiter entfernten
Verwandten wie Na*-, Ca?*- und ligandengesteuerten Ionen-
kanilen. Beziiglich der K,-Familie sollte sich die kiirzlich von
Choe et al.l''l publizierte Kristallstruktur als hilfreich erwei-
sen. Diese Forscher 1osten die Struktur des loslichen Frag-
mentes des Shaker-Kanals, das als Tetramerisierungsdoméne
(T1) bekannt ist, bei einer Auflésung von 1.55 A. Diese
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Region liegt am N-Terminus des Proteins innerhalb des
intrazelluliren Abschnitts, der der S1-Doméne vorangestellt
ist (Abb. 1). Untersucht wurde ein 87 Aminosiduren langes
Fragment des Proteins, das bemerkenswerterweise im Kristall
eine tetramere Struktur mit exakter vierfacher Symmetrie
und einer groflen Pore in der Mitte hat! Diese grof3e Pore ist
vermutlich die intrazellulire Vorkammer des Kanals. Zwei-
fellos werden die Molekiil-Modellierer sich intensiv bemii-
hen, die Struktur der Tetramerisierungsdoméne mit der
KcsA-Struktur zu fusionieren in der Hoffnung, die moglichen
Positionen der Doménen S1 -S4 bestimmen zu konnen.
Auch die Frage, durch welchen Mechanismus die kritische
Positionierung der Carbonylgruppen im Selektivitatsfilter
erreicht wird, wird weiterer Forschung bediirfen. Wie erwéhnt
sind die entscheidenden Trp-Reste in allen K,-Kanilen kon-
serviert (es sei nochmals darauf hingewiesen, da$3 die Sequenz
des Poren-Bereichs von KcsA K,-dhnlich ist). In K;-Kanélen
sind diese Trp-Reste allerdings generell durch Leu und Phe
ersetzt. Dies erfordert unterschiedliche Wechselwirkungen
zum Tyr aus dem Gly-Tyr-Gly-Sequenzabschnitt, vor allem
deshalb, weil die vorgeschlagene Trp --- Tyr-Wasserstoffbriik-
kenbindung nicht mehr gebildet werden kann. Offensichtlich
hat die Natur zwei Moglichkeiten dafiir gefunden, die er-
forderliche Positionierung der Gly-Tyr-Gly-Carbonylgruppen
sicherzustellen. Schliellich gibt es noch die dynamischen
Aspekte der Kanalfunktion, insbesondere die durch Span-
nungsidnderungen oder Ligandenbindung induzierten Phéno-
mene beim Offnen und SchlieBen der Kandle. Dies alles sind
Fragen, die mit der statischen Kristallographie nur schwer
angegangen werden konnen. Trotzdem ist ganz klar, daf3
MacKinnons Ergebnisse einen riesigen Sprung bei der Erfor-

schung der Ionenkanile bedeuten, der alle weiteren Unter-
suchungen beeinflussen wird.[*?!

Stichworter: Ionenkanile - Kristallstrukturanalyse « Mem-
branproteine - Proteinstrukturen - Signaltransduktion
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