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Zum aktiven Na™, K*-Transport durch die Membran

tierischer Zellen"

Von Wilhelm Schoner!™

Der Transport von Na* aus der Zelle und von K™ in die Zelle entgegen einem Konzentrations-
gradienten wird durch eine (Na* + K™ )-aktivierte AT Pase katalysiert. Wie die Kationen die
Zellmembran durchdringen, ist bisher ungeklirt. Beim Studium der AT P-Hydrolyse durch das
Enzym fand sich eine Na*-abhingige Phosphorylierung des Enzymproteins; zusdtzlich scheint
sich seine Konformation zu dndern. Bei der K*-abhingigen Hydrolyse des enzymgebundenen
Phosphats wird wahrscheinlich die Energie fiir den Transport der Kationen entgegen ihrem Kon-
zentrationsgradienten frei. Durch Umkehr des Kationen-Konzentrationsgradienten kann das
Enzym ATP aus anorganischem Phosphat und ADP synthetisieren. Das Herzglykosid Strophan-
thin hemmt die Na*-Pumpe spezifisch, indem es das Enzym in einer Konformation festhilt.

1. Einleitung

Lebende Zellen zeigen gewGhnlich eine unterschiedliche
Verteilung der einwertigen Kationen Natrium und Ka-
lium innerhalb und auBerhalb der Zelle!'l. Intrazellulir
finden sich normalerweise hohe Kalium- und niedrige Na-
trium-Konzentrationen, wiahrend extrazelluldr das Umge-
kehrte der Fall ist!! =31 Stirbt die Zelle ab oder wird ihr
Stoffwechsel durch Zellgifte oder Unterkiihlen blockiert,
so gleicht sich die unterschiedliche Verteilung wieder
aus*~71,

1.1. Wirkung von Natrium- und Kalium-Ionen
auf den Stoffwechsel'>: %

Kalium-Ionen steigern u.a. die Atmung in Muskulatur,
Niere, Fettgewebe und Erythrocyten!® ~13), die Glykolyse
und die Lipolyse!’*~ 9 die Proteinsynthese!?®! und die
Acetylcholinsynthese®!l. Auf die gleichen Stoffwechsel-
prozesse iiben Natrium-Ionen eine hemmende Wirkung
aus.

Als Ursache der antagonistischen Effekte dieser beiden
Kationen lieB sich in einigen Fillen eine aktivierende Wir-

[*] Priv.-Doz. Dr. W. Schoner

Physiologisch-chemisches Institut der Universitat

34 Gottingen, Humboldtallee 7
[**] Die in der vorliegenden Arbeit zitierten eigenen Untersuchungen
wurden in groBziigiger Weise von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft unterstiitzt.
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kung von Kalium-Ionen und eine hemmende Wirkung von
Natrium-Ionen auf Enzyme nachweisen!'® 227241, Da die
Zellmembran fiir beide Kationen durchldssig ist!?5-26]
muBl zur Aufrechterhaltung eines Stoffwechsels in der
Zelle, der von der Zusammensetzung des extrazelluldren
Elektrolyten weitgehend unabhingig ist, K* in die Zelle
und Na* aus der Zelle gepumpt werden (,Na*-Pumpe*).

1.2. Physiologische Bedeutung des aktiven
Na*, K*-Transportes

Die Na*-Pumpe schafft durch die Einstellung einer unter-
schiedlichen Verteilung der Natrium- und Kalium-Ionen
innerhalb und auBerhalb der Zelle die Voraussetzungen
fiir die Erregbarkeit von Nerv und Muskel'2” ~31, Durch
einen aktiven Na™, K *-Transport — d. h. einen Transport
entgegen dem Konzentrationsgradienten — wird wahr-
scheinlich der osmotische Druck der Zellen konstant ge-
halten, wie Untersuchungen am Krankheitsbild der heredi-
tdiren Sphirocytose der Erythrocyten vermuten las-
sent327341 Der aktive Na*t, K*-Transport ist auch die
treibende Kraft fiir die Bewegung von NaCl und Wasser
bei der Riickresorption des Primarharnes in den Tubulus-
zellen der Niere!* 3¢ sowie bei der Sekretion des Spei-
chels und des Pankreassaftes'>”), Weiterhin ist eine aktive
Na*-Pumpe Voraussetzung fiir die Resorption von Glu-
cose und Aminosduren durch die Mucosazellen des Diinn-

darms und die Tubuluszellen der Niere (Gesamtiibersich-
ten bel [5.28,30,34,38 —42]).
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2. Eigenschaften der Na*-Pumpe

Besonders an den Modellen des isoliert perfundierten Rie-
senaxons des Tintenfisches und des durch reversible Haimo-
lyse!*?! beladenen Erythrocyten konnten nihere Angaben
uber die Eigenschaften der Na*-Pumpe erarbeitet werden.
Wie diese Untersuchungen ergaben, wird die Energie fiir
den Transport der Kationen entgegen dem Konzentra-
tionsgradienten durch Hydrolyse von Adenosintriphos-
phat (ATP) gewonnen!**~32 Die ATP-Bindungsstelle
befindet sich an der Innenseite der Zellmembran ; hier wer-
den auch die Reaktionsprodukte Adenosindiphosphat

(ADP) und. anorganisches Phosphat (P} freige-
getzt[51-53.54]

Der aktive Transport des Natriums in den Extrazelluldr-
raum ist mit dem Transport von Kalium in den Intrazellu-
lirraum gekoppelt!** >°>~57 Natrium-Ionen kénnen nur
an der Innenseite der Membran von der Pumpe aufge-
nommen werden®8%1: an der AuBlenseite der Membran
wirken sie als Antagonisten der fur ihren Transport erfor-
derlichen Kalium-Ionen®2-9°~%2 Diese Funktion der
Kalium-Ionen an der AuBlenseite der Membran kann je-
doch auch von anderen Alkalimetall-lonen iibernommen
werden!37 03],

Herzglykoside hemmen die Na*-Pumpe an der AuBen-
seite der Zellmembran spezifisch!®!: =96 an der Innen-
seite zeigen sie keine Wirkung!®7l,

Diese Befunde lassen sich in einem von Shaw!**! aufgestell-
ten kinetischen Modell des aktiven Na*, K*-Transportes
zusammenfassen (Abb. 1): Na* wird an der Innenseite der
Zellmembran an eine Tragersubstanz (,Carrier*) gebun-
den und wandert mit dieser durch die Zellmembran. An
der Aullenseite der Zellmembran gibt der Carrier Na* ab
und wird zum K*-Carrier. Mit dem K* beladen, gelangt
der K*-Carrier an die Innenseite der Zellmembran, wo er
das K* abgibt. Durch eine ATP-abhingige Reaktion wird
der K *-Carrier wieder in einen Na*-Carrier tiberfithrt.

K* Na~ Extrazellular-
\ /‘ raum

D;X -_— = Y — NaJY :

EL M Membran

K —— ¥ ===V — = Na¥

J Energ@z \ Intrazellutar-
K* Na>  raum

[A8487

Abb. 1. Kinetisches Modell des gekoppelten gegenldufigen Transpor-
tes von Na* und K * durch die Zellmembran (nach Shaw [55]). X =Ka-
[ium-, Y = Natrium-Carrier.

In Ubereinstimmung mit diesem Modell lieB sich am Rie-
senaxon des Tintenfisches zeigen, daf3 der Transport von
Natrium-Ionen aus der Zelle mit der Aufnahme ebenso-
vieler Kalium-Ionen in die Zelle verkniipft ist. Nach Baker
und Shaw'®® %% werden pro mol hydrolysiertes ATP etwa
drei Natrium-Ionen aus der Zelle und drei Kalium-lonen
in die Zelle transportiert. Jedoch fanden Garrahan und
Glynnt”® sowie Post et al.l’*3%7U am menschlichen
Erythrocyten nur ein Verhiltnis von 3 Na*/2 K* pro mol
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hydrolysiertes ATP. Offensichtlich kann der Na*-Trans-
port vom K*-Transport partiell entkoppelt werden. Die
Untersuchungen der letzten Jahre zeigten, daB eine Ent-
koppelung bei einem niedrigen ATP/ADP- oder ATP/P;-
Verhiltnis in der Zelle eintritt!72~74),

2.1. ATP-Synthese durch Umkehr der Na* -Pumpe

Die Koppelung des aktiven Na*-Transportes mit dem K *-
Transport und die Abhingigkeit dieses Prozesses von der
ATP-Hydrolyse 148t die Frage aufkommen, ob eine Um-
kehr der Na*-Pumpe zu einer ATP-Synthese fithren kann.
Diese Frage konnte an menschlichen Erythrocyten unter
Zuhilfenahme des spezifischen Hemmstoffes der Na™-
Pumpe, des Strophanthins {Ouabain), weitgehend geklart
werden: Belddt man mit der reversiblen Hamolyse-Tech-
nik“*! Erythrocyten mit ATP, ADP, anorganischem [*?P]-
Phosphat sowie K* und inkubiert diese Zellen in Ringer-
Losung, die K *-frei ist — jedoch Na* in hohen Konzentra-
tionen enthilt —, so laufen entsprechend ihren Konzentra-
tionsgradienten K* aus der Zelie und Na* in die Zelle.
Unter diesen Bedingungen 4Bt sich auch ein durch Stro-
phanthin hemmbarer Einbau von radioaktivem Phosphat
in ATP nachweisen!’® ~#21 Es konnte ausgeschlossen wer-
den, daB die Markierung des ATP mit 3?P, iiber die Sub-
stratkettenphosphorylierung bei der Glykolyse zustande-
kommt und somit unabhingig von der Umkehr der Na*-
Pumpe ist!”> 7). Als giinstig fiir die ATP-Synthese durch
Umkehr der Na*-Pumpe erwiesen sich steile Konzentra-
tionsgradienten von Na™ und K* sowie ein méglichst nie-
driges [ATP]/([ADP].[P;])-Verhiltnis!"® =851 Vorldufige
stochiometrische Untersuchungen zeigen, daf3 ein Mole-
kiil energiereiches Phosphat fiir den Efftux von zwei bis
drei Kalium-lonen gebildet wird"”- 8%, Die intrazellulire
ATP-Synthese durch Umkehr der Na®-Pumpe kommt
zum Erliegen, wenn die Kalium-Konzentration im Extra-
zelluldrraum und die Natrium-Konzentration in der Zelle
auf iiber 10 mmol/] ansteigen!’8- 79831,

3. (Na™ +K")-aktivierte ATPase und Na* -Pumpe

In Zellen mit einer aktiven Na*-Pumpe findet sich in
den Zellmembranen und Mikrosomen ein ATP-hydroly-
sierendes Enzymsystem, das durch die gleichzeitige An-
wesenheit von Natrium- und Kalium-Ionen aktiviert
wird. Eine (Na* +K *)-aktivierte ATPase wurde 1957
erstmals von Skou®®! in den Zellmembranen des Krabben-
nerves beschrieben. Das Enzym konnte bisher in allen Ge-
weben nachgewiesen werden, in denen ein durch Strophan-
thin hemmbarer aktiver Na*, K?*-Transport vor-
liegt[34.36.38-40.87.881  Wie inshesondere die Untersu-
chungen von Bonting et al.[®® zeigen, enthalten alle bisher
untersuchten Gewebe mit einer aktiven Na*-Pumpe die-
ses Enzym. Obwohl die Pumpaktivititen z.T. sehr stark
variieren, wird in allen Geweben ein konstantes Verhilt-
nis Kationen-Flux/(Na* + K *)-ATPase-Aktivitidt bezogen
auf eine Membranfliche von 1cm? gefunden. Diese Be-
funde zeigen, daB die {Na* + K *)-aktivierte ATPase zu-
mindest einem Teil der Na*-Pumpe entspricht.
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3.1. Eigenschaften der (Na* +K*)-aktivierten ATPase

Die (Na™ + K *)-aktivierte ATPase ist ein strukturgebun-
denes Enzym. Versuche, das Enzym von der Zellmembran
mit Proteasen®®-°°) Phospholipase!®®:°'~93! oder durch
physikalische MaBnahmen'®®) abzulsen, schiugen fehl.
Es gelang jedoch, durch Behandlung der Zellmembranen
mit Detergentien das Enzym in eine Pseudolosung zu
iiberfiihren'®* °1. Eine Reinigung des Enzyms von inakti-
ven Begleitproteinen und einer 16slichen, nur Mg2*-ab-
hangigen ATPase 1dBt sich durch Differentialzentrifuga-
tion zur Gewinnung der Zellmembranen, Behandlung mit
Salzen, Detergentien und Alterung erzielen3# 38-8%1,

Um optimal zu wirken, bendtigt die (Nat + K *)-aktivierte
ATPase die gleichzeitige Anwesenheit von Mg2*, Na* und
K*. Mit Magnesium-Ionen allein zeigt das Enzym nur
eine geringe Aktivitit. Die zusitzliche Anwesenheit eines
der folgenden einwertigen Kationen Na*, K*, Rb*, Cs™,
Li*, NH; steigert die ATP-Hydrolyse!®¢], Eine betréicht-
liche weitere Aktivierung wird jedoch beobachtet, wenn
dem Reaktionsgemisch, das bereits Magnesium- und Ka-
lium-Ionen enthdlt, Natrium-lonen zugesetzt werden
(Abb. 2). Fiir diese zusitzliche aktivierende Wirkung sind
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Abb. 2. Na*-Abhingigkeit der Aktivierung der (Na* + K *)-aktivier-
ten ATPase des Krabbennerves bei verschiedenen K *-Konzentra-
tionen; Mg?*-Konzentration: 6 mmol/l (von Skou [86]). Ordinate:
relative Geschwindigkeit der Phosphatfreisetzung aus ATP, angegeben
als pg P; pro Zeiteinheit. Die Zahlen an den Kurven bedeuten die K *-
Konzentration in mmol/l.

unbedingt Natrium-Ionen erforderlich; sie kénnen durch
andere einwertige Kationen nicht ersetzt werden. Kalium-
Ionen konnen jedoch gegen andere Alkalimetall- oder
Ammonium-Ionen ausgetauscht werden.

Die optimale enzymatische Aktivitdt der (Na* + K *)-akti-
vierten ATPase wird durch das Verhiltnis Na*/K™* be-
stimmt und gewdhnlich bei einer Konzentration von
100 mmol/l Na* und 20 mmol/l K* (+6 mmol/l Mg?*)
erreicht (Abb. 2). Im Gegensatz zur Na*-Pumpe zeigt das
Enzymsystem jedoch keine ausgesprochene Adenin-Spezi-
fitit'8%-26-971 neben ATP werden auch andere Nucleosid-
triphosphate mit geringer Geschwindigkeit (Na®™ +K*)-
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abhiingig gespalten!®®]. Die Verwendung anderer Nucleo-
sid-triphosphate als Energiequelle fir die Na*-Pumpe
1403t sich an den fiir die Transportstudien benutzten Model-
len nicht sicher nachweisen ; wahrscheinlich sind die Test-
systeme nicht geniigend empfindlich. Das membrangebun-
dene Enzym wird ebenso wie die Na*-Pumpe durch Stro-
phanthin, Oligomycin, Fluorid- und Calcium-Ionen ge-
hemmt®®~ %1 Das Molekulargewicht der (Na* +K™*)-
aktivierten ATPase konnte aus der Inaktivierung des En-
zyms durch Rontgenstrahlen anhand der Trefferhdufig-
keit mit 2.5-10°~5.0-10% ermittelt werden!!02- 193],

3.2. Verlauf der ATP-Hydrolyse

Inkubiert man die (Na* + K *)-aktivierte AT Pase mit end-
stindig markiertem [*?P]-ATP, so IiBt sich ein (Mg?*
+ Na™*)-abhiingiger Einbau von radioaktivem Phosphat
in das durch Sdureprizipitation gewonnene denaturierte
Enzym nachweisen!®% 98:104=1131  Gibt man Kalium-
Ionen zum bereits in Gegenwart von Magnesium- und Na-
trium-Ionen phosphorylierten nativen Enzym, so wird die
eingebaute Markierung rasch wieder abgegeben (Abb. 3).
Dieser Befund spricht dafiir, daB die (Na™ + K *)-aktivierte
ATP-Hydrolyse in mindestens zwei Teilschritten verlduft
[GL (1) und (2), E=Enzym]:

Mg?*, Na*

ATP + E E ~ P + ADP )

E~P+H,0 — K L, g p )}

Die Funktion der Natrium-Ionen bei der Phosphorylie-
rungsreaktion kann durch andere Kationen nicht iiber-
nommen werden. Die aktivierende Wirkung der Kalium-
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Abb. 3. Kinetik der Na*-abhingigen Phosphataufnahme und -abgabe
der (Na* 4K *)-aktivierten ATPase bei Inkubation mit [*2P]-ATP
(oben) und [*?P]-ITP (unten). 30 Sekunden nach dem Start der Phos-
phorylierungsreaktion (Pfeil) wurden zum nativen Enzym 5 pmol KCl
gegeben (nach Schoner et al. [98]).
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lonen auf die Phosphatfreisetzung wird dagegen auch mit
anderen Alkalimetall-Jonen und mit Ammonium-Ionen
erreicht!*03],

Das Ausmafl der Phosphorylierung des membrange-
bundenen Enzymproteins wird durch die spezifische enzy-
matische Aktivitdt der (Na* +K*)-aktivierten ATPase-
Praparation, die Na%*-Konzentration, die Konzentra-
tionen von Mg?* und ATP sowie deren Verhiltnis be-
stimmt!®8-105.110. 1111 "Nehen ATP konnen auch andere
Nucleosid-triphosphate als Phosphatdonoren bei der Phos-
phorylierungsreaktion dienen (Abb, 3)!87-98. 110. 1141

Die Na'-abhingige Phosphorylierungsreaktion konnte
bisher in allen Membranpriparationen mit einer (Na™*
+ K *)-aktivierten ATPase gefunden werden!!!1% 1131 Die-
ser Befund ist insofern von Bedeutung, als die bisher dar-
gestellten Pridparate dieses membrangebundenen Enzyms
noch relativ unrein sind. Vergleichende kinetische Unter-
suchungen iiber die Geschwindigkeit der (Na* 4+ K *)-akti-
vierten ATP-Hydrolyse und der Na*-abhingigen Phos-
phorylierungsreaktion sind im Einklang mit der Annahme,
dafl die Konzentration eines phosphorylierten Zwischen-
produktes die Geschwindigkeit der Phosphatfreiset-
zung bestimmt 103108~ 110]

Entsprechend der Annahme, daB die (Na* 4 K *)-akti-
vierte ATP-Hydrolyse aus einer Na*-abhingigen Phos-
phorylierungsreaktion [GL. (1)] und einer K "-abhiingigen
Phosphatasereaktion [ Gl. (2)] besteht, lieB sich in den En-
zympréaparationen eine Na*-abhiingige ATP-ADP-Trans-
phosphorylierungsreaktion aufzeigen!''®> =12, Diese Reak-
tion wird erst sichtbar, wenn ein 15sliches Enzym abge-
trennt ist, das eine adenin-unspezifische, nur Mg?*-ab-
hingige =~ ATP-ADP-Transphosphorylierung  kataly-
siert?'®) und nicht an der (Na* 4K *)-aktivierten ATP-
Hydrolyse teilnimmt'*'®], Im Gegensatz zur Na*-abhin-
gigen Phosphorylierungsreaktion und zur (Nat+K™)-
aktivierten ATP-Hydrolyse, die erst bei Mg?*-Konzen-
trationen von 3 mmol/l ihre optimale Geschwindigkeit er-
reichen, liegt das Mg®*-Optimum der Na*-abhingigen
ATP-ADP-Transphosphorylierungsreaktion bei nur 0.1
bis 0.2 mmol/I""**~ %1 Wird jedoch der zweite Teil-
schritt [Gl (2)], die K*-abhingige Freisetzung des pro-
teingebundenen Phosphates, durch Vorbehandlung der
ATPase mit N-Athylmaleinimid (NEM) oder durch Zu-
satz von Strophanthin oder Oligomycin unterbun-
den'®®-195-1191 56 verschiebt sich das Mg? " -Optimum der
N a*labh'eingigen ATP-ADP-Transphosphorylierungsreak-
tion nach hoheren Mg? *-K onzentrationen (3 mmol/1)!* %4,
Gleichzeitig nimmt der ['*C]-Austausch zwischen ADP
und ATP zul!!5116] Beide Reaktionen, die Na*-ab-
hingige Phosphorylierungsreaktion und die Na*-abhin-
gige ATP-ADP-Transphosphorylierungsreaktion, werden
von Natrium-Ionen bei der gleichen Konzentration halb-
maximal aktiviert!!!® 71 Calcium-Ionen hemmen die
Na*-Pumpe*?, die (Na* + K*)-aktivierte AT Pase!®?~ 101,
die Na™-abhingige Phosphorylierungsreaktion!®% und
die Na™-abhingige ATP-ADP-Transphosphorylierungs-
reaktion!!3],

Aufgrund dieser Ahnlichkeiten wird angenommen, dafl
das Na™-abhingige ATP-ADP-transphosphorylierende
Enzym ein Teil der (Na* + K*)-aktivierten ATPase ist.
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Zu kldren wire jedoch noch die Frage der Nucleotid-Spe-
zifitdt: Im Gegensatz zur (Na*t +K *)-aktivierten ATP-
Hydrolyse und Na*-abhingigen Phosphorylierungsreak-
tion!®7- %8110 g die Na*-abhingige ATP-ADP-Trans-
phosphorylierungsreaktion adenin-spezifisch!*?3-116: 1191

Das Enzym, das die letztgenannte Reaktion katalysiert,
konnte vor kurzem in L&sung gebracht werden!!21), Dieser
Befund stimmt mit der Annahme iiberein, daBl die (Na*
+K*)-aktivierte ATPase ein Multienzym-Komplex ist,
bei dem die Na*-abhiingige Phosphorylierungsreaktion
von einer anderen Enzymeinheit katalysiert wird als der
K *-abhingige Phosphataseschritt!!?2},

Ein P,-ATP-Austausch konnte bisher mit den (Na* + K *)-
ATPase-Priaparaten nicht gefunden werden®” 1131 Er
sollte jedoch nachweisbar sein, da es am Erythrocyten
durch Umkehr des Konzentrationsgradienten der Na-
trium- und Kalium-Ionen gelang, einen durch Strophan-
thin hemmbaren Einbau von radioaktivem Phosphat in
ATP zu zeigen!”>~ 8% 82}, Wahrscheinlich ist das bisherige
Unvermdégen, einen P,-ATP-Austausch nachzuweisen, dar-
auf zuriickzufiihren, daB sich bei den Enzymsuspensionen
zwischen Innen- und Aufenseite der Membranfragmente
kein Kationen-K onzentrationsgradient aufbauen 140t.

Zwei Zustandsformen des phosphorylierten Zwischen-
produktes postulierten Fahn et al.l''+ 113} qufgrund der
unterschiedlichen Mg?*-Optima der Na*-abhiingigen
ATP-ADP-Transphosphorylierungsreaktion einerseits und
der Na’-abhidngigen Phosphorylierungsreaktion sowie
der Gesamtreaktion der (Na* +K *)-aktivierten ATPase
andererseits. Durch kinetische Untersuchungen iiber die
Reaktionsfihigkeit des phosphorylierten Zwischenpro-
duktes gegeniiber ADP und K™ konnten Post et al.[123- 1241
diese Annahme weiter stiitzen. Wahrend der (Na* 4+ K*)-
aktivierten ATP-Hydrolyse werden demnach folgende
Reaktionsschritte durchlaufen (Abb. 4)[*23: Natrium-
Ionen werden vom Enzym im Konformationszustand E 1,
in dem es eine hohe Affinitdt zum Na* hat, gebunden!* 7!,
Der Anteil des Enzyms, an den Na* gebunden ist, kann
phosphoryliert werden (Reaktionsschritt I). Diese Reak-
tion entspricht der am nativen Eazym bei niedrigen Mg2*-

M Zf’Na+
ATP+E1 82 F1-P+ADP
I ca* .
Mgl | I | Mg*
Oligomycin,
" NEM,BAL-Arsenit
P+E2 ;1 £2-P +Hy0
| ¥
Strophanthin (‘ Strophanthin
P; + Strophanthin- i Strophanthin-

Enzym-Komplex Enzym-P-Komplex

Abb. 4. Reaktionsschritte bei der (Na* + K *}-aktivierten ATP-Hydro-
lyse (als 1-VII numeriert, E = Enzym). Geschlidngelte Linien geben den
Angriffsort von Hemmstoffen wieder. BAL-Arsenit = 2,3-Dimercapto-
propanol-Arsenit in dquimolaren Mengen.
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Konzentrationen (0.1 mmol/l) nachweisbaren Na*-ab-
hiangigen ATP-ADP-Transphosphorylierungsreaktion!! !,

Bei hoheren Mg?*-Konzentrationen (3 mmol/l} geht das
phosphorylierte Enzym aus dem Konformationszustand
E1-Pin den Zustand E2-P iiber (Schritt II). Dadurch wird
diec Na*-abhingige ATP-ADP-Transphosphorylierungs-
reaktion gehemmt ; das phosphorylierte Zwischenprodukt
kann nicht mehr mit ADP reagieren!' ' 1231, Wird die
Umwandlung von E1-P in E2-P durch Oligomycin oder
durch die Inaktivierung der Gesamtreaktion mit N-Athyl-
maleinimid (NEM) oder BAL-Arsenit gehemmt(®¢- 105, 1103,
so ist die Na*-abhingige ATP-ADP-Transphosphorylie-
rungsreaktion beschleunigt und jetzt auch bei 3 mmol/l
Mg?* nachzuweisen!''® 117, Bei Hemmung der (Na*
+ K *)-aktivierten ATPase durch Oligomycin und NEM
wird das Enzym auf Zugabe von K* nicht mehr dephos-
phoryliert, jedoch auf Zugabe von unmarkiertem
ADPI'23.124] Wird das native Enzym bei hohen Mg?™-
Konzentrationen phosphoryliert und dadurch die Bildung
von E2-P begiinstigt, so kann allein K *- {Schritt III), nicht
aber ADP-Zusatz das Phosphat freisetzen!!23},

Das phosphorylierte Enzym scheint in Gegenwart des
spezifischen Hemmstoffes Strophanthin in eine weitere
Modifikation iiberzugehen (Schritt V): Post et al.['23- 124
zeigten, daB} bei der Phosphorylierung des Enzyms mit
[*?P]-ATP in Gegenwart von Strophanthin ein phos-
phoryliertes Produkt entsteht, das durch Zugabe von K *
nicht mehr hydrolysiert werden kann. Die Bildung dieser
modifizierten Form des phosphorylierten Enzyms wird
verhindert, wenn man die ATPase mit NEM vorbehandelt.
Setzt man dem nicht-phosphorylierten Enzym Strophan-
thin und Magnesium-Ionen zu, so kann es nicht mehr Na*-
abhingig mit ATP phosphoryliert werden!!23!; jedoch fin-
det sich jetzt ein Einbau von radioaktivem Phosphat in das
Enzym!'?3~127) der sich am nicht mit Strophanthin be-
handelten Enzym nicht zeigen 14Bt1°5 Alle zur Zeit ver-
fugbaren Kriterien lassen darauf schlieBen, da3 bei der
Phosphorylierung mit anorganischem Phosphat das glei-
che Enzymphosphat wie bei der Phosphorylierung mit
ATP (Schritt IV) entsteht[*2%:126:1271 Al Erklirung die-
ser Befunde wird die Uberfiihrung des Enzyms in einen
Strophanthin-Enzym-Komplex angenommen (Schritte VI
und VII).

3.3. Zur chemischen Natur des phosphorylierten
Zwischenproduktes

Das aus strophanthin-behandelter ATPase durch Na*-
abhingige Phosphorylierung mit endstindig markier-
tem [*?P]-ATP und das durch Phosphorylierung mit
[*?P]-Phosphat gewonnene Zwischenprodukt verhalten
sich nach allen bisher bekannten Untersuchungsmethoden
chemisch identisch!?4-12¢-127] Beide Produkte wandern
bei der Elektrophorese gleich schnell ; sie werden im alkali-
schen Milieu und in Gegenwart von Molybdat und Hg?*
rasch hydrolysiert!* 26124~ 1281 Eg konnte ausgeschlossen
werden, daB3 es sich bei den Intermedidrprodukten um
Phosphatidsduren oder protein-gebundene Serylphosphate
handel¢f28-130]
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Fiir ein Acylphosphat als Zwischenprodukt der (Na*
+ K ")-aktivierten ATPase spricht, da3 das enzym-gebun-
dene Phosphat durch Inkubation mit gereinigter Acyl-
phosphatase oder Hydroxylamin als anorganisches Phos-
phat freigesetzt wird [Gl. (3)]t106.107.128);

E—COPO,H, + NH,0H ——— E—CONHOH + H,PO, (3

Als Phosphatacceptorgruppe bei der Na*-abhiingigen
Phosphorylierungsreaktion mit ATP nehmen Kahlenberg
et al. die y-Carboxygruppe eines Glutamatrestes an!'31-132!;
Die Autoren konnten nach Inkubation des siuredenaturier-
ten, phosphorylierten Enzyms mit 3‘H-marl‘(iertem N-Pro-
pylhydroxylamin ein *H-markiertes Peptid isolieren, das
nach Verdauung mit Pronase sowie elektrophoretischer
und chromatographischer Trennung ein einheitliches ra-
dioaktives Produkt ergab. Dieses radioaktive Produkt ver-
hielt sich in fiinf von sieben elektrophoretischen und chro-
matographischen Systemen wie authentisches Glutamyl-
N-propylhydroxamat.

Am nativen Enzym zeigt Hydroxylamin keinerlei Wir-
kung auf die (Na’+K7*)-aktivierte ATP-Hydro-
lyse!?33: 1341 Dieser Befund steht im Widerspruch zur
Annahme eines Acylphosphates als Intermedisirprodukt.
Da durch Uberfihrung eines Acylphosphates in die
Hydroxamsdure [Gl. (3)] die Phosphatacceptorgruppe
irreversibel blockiert wird, sollte zumindest eine partielle
Inaktivierung erwartet werden. Chignell und Titus!*3%)
konnten jedoch wahrscheinlich machen, daf3 das Hydroxyl-
amin nicht an das aktive Zentrum gelangt. Wahrscheinlich
verwehren ATP und Na*, die stets bei der Phosphorylie-
rungsreaktion [ GL. (1)] zugegen sein miissen, dem NH,OH
den Zutritt zum Acylphosphat im aktiven Zentrum. Eine
Schutzwirkung von ATP, Na*™ und K™ konnte bei Inakti-
vierungsversuchen mit Dicyclohexylcarbodiimid, einer
mit Carboxygruppen reagierenden Substanz, nachgewie-

sen werden!!36],

Neuerdings lassen thermodynamische Griinde Zweifel an
der intermedidren Bildung eines Acylphosphates aufkom-
men. Die Bildung eines Acylphosphates aus anorgani-
schem Phosphat ist schwer vorstellbar, es sei denn, das an-
organische Phosphat spalte eine energiereiche Bindung,
die durch die Vorinkubation mit Strophanthin entsteht.

3.4. Beziehung zwischen (Na* + K™ )-aktivierter ATPase
und K *-aktivierter Phosphatase

In den Membranfraktionen mit (Na* + K *)-aktivierter
ATPase findet sich regelméBig eine durch Kalium-Ionen
aktivierbare Phosphatase. Das Enzym wird ebenfalls durch
Strophanthin gehemmt!!36~152 Substrate des Enzyms
sind Carbamylphosphat, Acetylphosphat und p-Nitro-
phenylphosphat!!“®!; K* kann durch andere Alkalimetall-
Ionen sowie Ammonium-Ionen ersetzt werden!!37-1391
Natrium-Ionen und Nucleosid-di- und -tri-phosphate
hemmen die Enzymaktivitdtlt37.138,148] Bej der Inkuba-
tion der Membranen mit [*2P]-Acetylphosphat entsteht
ein phosphoryliertes Enzym, das die gleichen Eigenschaf-
ten wie das bei der Na*-abhingigen Phosphorylierung
mit [??P]-ATP gewonnene phosphorylierte Enzym
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zeigt!38: 143} Ajle diese Eigenschaften und der Nachweis
des Anstieges der spezifischen Aktivitdt der K *-aktivier-
ten Phosphatase zusammen mit der (Na* + K *)-aktivier-
ten AT Pase deuten darauf hin, daB3 die K *-aktivierte Phos-
phatase die K*-abhingige Teilreaktion der (Na* +K™)-
aktivierten AT Pase [Gl. (2)] katalysiert[*37- 1491,

3.5. Kinetische Studien zum Prozefi
der Kationen-Aktivierung

Die Untersuchungen iiber das Verhalten des phosphory-
lierten Zwischenproduktes gegeniiber ADP und K™ bei
verschiedenen Mg?*-Konzentrationen legen die Schluf3-
folgerung nahe, daB die (Na‘*+ K *)-aktivierte ATPase
wihrend des Kationentransportes ihre Konformation
dndert. Weitere Hinweise fiir diese Annahme lassen sich
auch aus kinetischen Untersuchungen iiber die Aktivie-
rung des Enzyms durch Na* und K* gewinnen. So fanden
Squires!'> und Robinsen!!>* 133 eine homotrope koope-
rative Wirkung beider Kationen auf das Enzym. Beide Ka-
tionen dndern mit der Variation ihrer Konzentration die
Kooperativitit des Enzyms und seine Affinitdt zum anderen
Kation (Tabelle). Auch die Affinitdt des Enzyms fiir ATP
wird durch die Na*- und K*-Konzentration gesteuert:
Mit steigender K *-Konzentration nimmt die Affinitit des
Enzyms fiir ATP ab. Eine Anderung der ATP-Konzentra-
tton beeinfluBit ihrerseits die fiir eine halbmaximale Akti-
vierung des Enzyms erforderlichen Konzentrationen bei-
der Kationen't3*,

Tabelle. Anderungen der kinetischen Parameter der (Na* 4 K *)-akti-
vierten AT Pase fiir Na* und fiir K * mit der Konzentration des anderen
Kations (nach Robinson [155]). n=Hill-Koeffizient, K, ; =Kationen-
Aktivierungskonstante, Rel. V., =relative Maximalgeschwindigkeit.

Akti- NaCl KCl1 n Kos Rel V..
vator (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l}
NaCl -— 0.8 1.57+005 17103 0.69 +£0.02
—- 2.0 1.35+0.06 28106 0.91+0.04
— 10.0 1.17+003 50107 1.03 +0.02
— 30.0 1224008 63+1.3 1.08 +0.05
KCl 3 — 0754006 0181004 0531+0.04
5 — 1084011 015+001 0.63+0.02
10 — 1.284+0.09 0.19+0.03 0.74+0.05
90 — 1414004 0.751+0.11 1.03+0.02

Die in der Tabelle dargestellte Anderung der Aktivierungs-
konstanten K, 5 — d. h. der fiir eine halbmaximale Aktivie-
rung notwendigen Konzentration der Kationen - war
schon bei der Erstbeschreibung des Enzyms durch Skou!®®!
aufgefallen (vgl. Abb. 2). Skou nahm als Ursache dieser
Verschiebung der K, s-Werte eine Konkurrenz des K™
an der Na*-Bindungsstelle und des Na* an der K*-Bin-
dungsstelle an, eine Auffassung, die auch von anderen ge-
teilt wird!30 86-97-156] {Uber die Anzahl der Bindungsstel-
len fiir Na® und K * lieB sich durch kinetische Untersuchun-
gen keine sichere Aussage machen. Ahmed et al.'*>" postu-
lierten zwei Na*-Bindungsstellen pro K *-Bindungsstelle,
wihrend Robinson!'*®! mehrere Bindungsstellen fiir Na*
und K* annimmt, die zur gleichen Zeit oder nacheinander
besetzt werden konnen.
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3.6. Studien zum Nachweis von
Na*- und K*-Bindungsstellen

Ein direkter Nachweis von Na*- und K *-Bindungsstellen
am Enzym konnte bisher wegen der Unreinheit der En-
zympriparationen nicht gefiihrt werden. Bei der ATP-ab-
hiingigen Bindung von Na* an Rattenmikrosomen (vgl.
Abschnitt 3), die Jérnefelt und von Stedingk'* %! beobach-
teten, zeigte sich erst bei einer NaCl-Konzentration von
0.1 mol/l eine halbmaximale Sittigung des Enzyms. Die
halbmaximale Aktivierung der ATP-ADP-Transphospho-
rylierungsreaktion durch Na* wird bei weit geringeren
Konzentrationen erreicht!*16-1171 Allein dieser Befund
spricht gegen eine Beteiligung der von Jdrnefelt und von
Stedingk gefundenen Na*-Bindungsstelle am Na*-Trans-
port.

Ahmed und Judah''>°! konnten auBerdem zeigen, daB die
Na*-Bindungsfihigkeit der Mikrosomen durch EDTA
weit mehr gefdrdert wird als durch ATP. Die Autoren
schlossen daher auf eine Konkurrenz des Mg?* mit dem
Na® um die Acceptorstelle. Fiir eine unspezifische Bin-
dung des Na* an die Zellmembranen spricht auch, daB3
nach Zugabe von 0.1 mol/l NaCl, KCl oder LiCl zu Mikro-
somen gleiche Mengen H* /mg Protein abgegeben werden.

Die Phosphorylierungsversuche mit endstandig markier-
tem [*2P]-ATPP® 98- 104-1131 ksnnten den Eindruck auf-
kommen lassen, daB fiir die Kationen-Spezifitdt des
Enzyms ATP erforderlich ist. Aus Hemmversuchen mit
Diisopropylfluorophosphat!* %], N-Athylmaleinimid
(NEM)[*¢1} und BeCl,''%%) muf jedoch angenommen wer-
den, daB Na™ und K" auch in Abwesenheit von ATP spe-
zifisch mit dem Enzym reagieren!'®2, So schiitzt Na* in
Abwesenheit von ATP die (Na* + K *)-aktivierte ATPase
gegen die Inaktivierung durch BeCl,, wihrend K* die In-
aktivierung verstirkt!162- 1631 Die Schutz- und Inaktivie-
rungseffekte der Kationen treten bei Konzentrationen auf,
die im physiologischen Bereich liegen.

Bei eigenen Untersuchungen konnte eine pH-abhingige
Anderung der Schutzwirkung von Alkalimetall-lonen ge-

00 pH7.95 | pH=6.25
/ﬁ.\'\o\
50, o P
= \. 0—0—0 o o—
g 0 1 | I I | i
*Tid 100 pH=725 | pH=5.10
g \ .
e
E 50 e " ®
:; -0 o———O0———0— 0—0—0 o Q=
‘_+
< L { | 1 1
EOLliNlaKI B T UMK R s
50 100 150 50 100 150
Atomgewicht ———=

Abb. 5. Schutzwirkung von Alkalimetall-Ionen gegen die Inaktivierung
der (Na* +K™*)-aktivierten ATPase durch Dicyclohexylcarbodiimid
(DCCD)in Abhingigkeit vom pH-Wert (nach Schoner [165]). Ordinate:
ATPase-Aktivitdt nach 6 min Inkubation mit DCCD, bezogen auf Kon-
trolle ohne DCCD (in Prozent). @ =Kationen-Konzentration
60 mmol/l; O =Kontrolle ohne Kation.
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gen die Inaktivierung der (Na™* 4+ K *)-aktivierten ATPase
durch Dicyclohexylcarbodiimid gefunden werden (Abb.
5)1164.183] Dyieses Ergebnis 14Bt vermuten, daB sich mit
der Anderung der Dissoziation einer sauren Gruppe des
Enzyms auch die Kationen-Spezifitdt indert. Der Nach-
weis einer Verschiebung des pH-Optimumsder (Na* +K *)-
aktivierten AT Pase mit dem Na* /K *-Verhiltnis im Test-
medium!'65~ 167 steht mit dieser Annahme im Einklang,

3.7. Zur Wirkungsweise der Herzglykoside

Herzglykoside hemmen spezifisch den aktiven Na*, K*-
Transport und die (Na* + K *)-aktivierte AT Pasel®® 1681,
Das Studium der Wirkungsweise dieser Hemmstoffe 1453t
daher weiteren Aufschlul iiber die Vorginge beim Na*,
K *-Transport erwarten. Die Hemmwirkung des Strophan-
thins tritt zeit- und temperaturabhingig ein. Der Wirkungs-
eintritt wird durch die gleichzeitige Anwesenheit von Mg?*,
Na* und ATP stark beschleunigt{!?*!, Dieser Befund 145t
daran denken, daB3 das Strophanthin mit dem phosphory-
lierten Enzym reagiert[!%-17%), Im Einklang mit dieser An-
nahme konnte gezeigt werden, daf3 fiir die Bindung von
*H-markierten Herzglykosiden gleichzeitig Mg?*, Na*
und ATP bendtigt werden!23-171:1721 Strophanthin rea-
giert in stochiometrischen Mengen mit dem Enzym (ein

Molekiil Strophanthin pro zwei Phosphorylierungsstel-
len)[lzs, 173}

Aufler unter physiologischen Bedingungen (Schritt I in
Abb. 4) kann das phosphorylierte Enzym auch durch In-
kubation des Enzyms mit Strophanthin, anorganischem
Phosphat und Mg?* gewonnen werden (Schritte IV, VI,
VII in Abb. 411231271 Auch das derart erhaltene phos-
phorylierte Enzym bindet mehr [*H]-Strophanthin als das
nicht-phosphorylierte Enzym!!72],

Die Menge des unter den zuletzt genannten Bedingungen
an das Enzym gebundenen [*H]-Strophanthins nimmt in
Gegenwart von Na* stark ab!'72) andererseits wird eine
Na*-abhingige Steigerung der [*H]-Strophanthin-Auf-
nahme in Gegenwart von Mg?* und ATP beobach-
tet!12%:- 1711721 Die Na*-abhingige Steigerung der Stro-
phanthin-Bindung an die (Na* + K ")-aktivierte ATPase
in Gegenwart von Mg?* und ATP sowie die Na*-abhin-
gige Hemmung der Strophanthin-Bindung in Gegenwart
von Mg”* und anorganischem Phosphat (P;) zeigen, daB
»~der Konformationszustand des Enzyms von besonderer

Bedeutung fiir das Bindungsvermdgen fiir Strophanthin
istH 731,

Nach Tobin und Sen!' 72! wird das Gleichgewicht zwischen
den beiden angenommenen Konformationszustinden der
ATPase — E1 und E2 — durch Mg?* und P, zugunsten von
E2 verschoben (Schritt IV in Abb. 4). In dieser Form, die
dquivalent mit E2-P ist, kann Strophanthin an das Enzym
gebunden werden. Strophanthin hilt das Enzym in der E2-
Konformation fest. In dieser Konformation ist zugleich
die Affinitdt des Na* zum Enzym erniedrigt. Das Gleich-
gewicht zwischen E1 und E2 wird in Gegenwart von Mg?*
und P; dann zugunsten von E1 verschoben, wenn Na* in
hoheren Konzentrationen zugegen ist. Strophanthin kann
unter diesen Bedingungen nicht gebunden werden. E1 in
seiner phosphorylierten und nichtphosphorylierten Form
miiBte demnach Na™*-sensitiv sein.
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Der Nachweis einer spezifischen Na*-Schutzwirkung ge-
geniiber der Inaktivierung der (Na®* 4 K *)-aktivierten
ATPase durch BeCl,!162:1831 und der antagonistischen
Wirkung des K* am nichtphosphorylierten Enzym steht
mit dieser Annahme im Einklang.

3.8. Eigenschaften des enzym-gebundenen
Herzglykosids

Das enzym-gebundene radioaktive Steroid tauscht seine
Radioaktivitit mit unmarkierten Herzglykosiden nicht
aus. Es 10st sich jedoch bei hheren Temperaturen und im
sauren Milieu unterhalb pH=35 vom Enzym und kann mit
Methanol extrahiert werden!'2% 1741, Aufgrund der Extra-
hierbarkeit und der Beobachtung, dall die Zeit bis zum
Auftreten der Hemmwirkung der Steroide im umgekehr-
ten Verhiltnis zur Anzahl der Hydroxygruppen und der
Zuckersubstituenten steht, schlossen Albers et al.['2%] in
Ubereinstimmung mit Annahmen von Portius und Rep-
ke't7°1 daB die Herzglykoside hydrophile Wechselbezie-
hungen mit hydrophoben Regionen des Enzyms eingehen.
Dieser Annahme widersprechen jedoch Untersuchungen
von Yoda und Hokin*7%] die zeigten, daB die Hemmwir-
kung der Aglykone der Cardenolide besser reversibel ist,
als die der Glykoside.

4. Ausblick

Der Nachweis von Na*-spezifischen Schutzeffekten gegen
inaktivierende Agentien in Abwesenheit von ATP!162-165]
zeigt an, dall am Enzym kationen-spezifische Acceptorgrup-
pen vorhanden sind. Das phosphorylierte Zwischenprodukt
scheint daher am Zustandekommen der Kationen-Spezifi-
tédt nicht beteiligt zu sein, sondern diirfte vielmehr am Trans-
port der Kationen durch die Zellmembran mitwirken.
Wahrscheinlich ist mit diesem Prozef3 eine K onformations-
dnderung des Enzyms verbunden!!!4-113.123,124.171-173]
Unklar ist, ob Carrier den Transport der Kationen iiber-
nehmen. Es bleibt zu hoffen, daB3 die weiteren Untersu-
chungen iiber die Wirkungsweise der (Na‘t +K™)-akti-
vierten AT Pase Antwort auf diese Frage geben.
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