Jens Christian Skou og Na,K-ATPasen

AF FLEMMING CORNELIUS

Christian Skou (f. 1918)

Nobelprisen i kemi ved en
ceremoni i Stockholm (Figur
1). Arsagen skal sgges 40 &r
tilbage i 1957, hvor han i tids-
skriftet Biochimica et Biophy-
sica Acta [1] publicerede opda-
gelsen og karakteriseringen af
Na,K-ATPasen som ansvarlig
for den aktive transport af Na*
og K" i cellen. Publiceringen af
Skous opdagelse vakte ikke
umiddelbart synderlig opmaerk-
somhed i den videnskabelige
verden, men i dag ved vi, at
Na,K-ATPasen er af livsvigtig
betydning for dyrecellens over-
levelse.

I oktober 1997 modtog Jens

JENS CHRISTIAN SKOU
FAR NOBELPRISEN

Som mange store opdagelser
bred opdagelsen af NaK-
ATPasen med den gengse op-
fattelse af mekanismen for
iontransport over celle-
membraner. Hidtil havde man
haft den overbevisning, at cel-
lemembranen var opbygget
som et bimolekylert lipidlag
med proteiner udelukkende
begraenset til overfladen af de
polare phospholipidmolekyler,
den sakaldte Danielli-Davson
model (1935), som senere ud-
byggedes af Robertsons unit
membrane model i 1966. Sa
lenge efter Skous opdagelse
mente man ikke, at proteiner
kunne raekke gennem celle-
membranens lipidlag. Det var
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Figur 1. Jens Christian Skou far
Nobelprisen.

Jens Christian Skou (til venstre)
far overrakt Nobelprisen af
Kong Carl XVI Gustaf (til hgjre)
for Det Kongelige Svenske Vi-
denskabernes Akademi.
Copyright © Pica Pressfoto AB
1997, S-105 17 Stockholm,
Sweden. Foto: Anders Wiklund

forst i 1972, at Singer og
Nicolson publicerede deres
Fluid mosaik membran model,
hvor de viste, at de sakaldte
integrale membranproteiner
krydser lipidbilaget, se Figur 2.
Skous postulat var, at et protein
i cellemembranen sgrgede for
den vektorielle transport af
ioner over cellemembranen, og
at energien hertil tilvejebringes
ved en hydrolyse af den hgj-
energetiske phosphatester ATP.
Proteinet fungerer derved bade
som et transportprotein, der
fysisk flytter ionerne, og som et

enzym, der spalter ATP. Heraf
bensvnelsen af proteinet som
enten Na-pumpen eller Na,K-
ATPasen. Faktisk besggte Skou
i slutningen af  50’erne
Robertson og fortalte om sin
opdagelse, men Robertsons
kommentar var blot, at han
ikke kunne se protein inde i
membranen i mikroskopet.

Da Det Medicinske Fakultet
ved Aarhus Universitet erfare-
de, at Nobelprisen for 1997 i
kemi ville tilfalde professor
ved Biofysisk Institut, Jens
Christian Skou, og at Nobel-
komiteen ville meddele Skou
dette ved en telefonopringning
til Instituttet, havde dekanen
for det Medicinske Fakultet,
Arvid B. Maunsbach, og
Torben Clausen, professor i
Fysiologi, stort besveer med at
holde Skou inde pa sit kontor
med en undskyldning om, at de
ville diskutere sammensetnin-
gen af et bedgmmelsesudvalg.
Lidt for kl. 3 kunne de ikke
leengere holde pa Skou, der
meget gerne skulle drikke te
med sin kone, Ellen Margrethe.
Da Skou og dekanen ivrigt dis-
kuterende naede ud pa parke-
ringspladsen foran Instituttet og
blev mgdt af et bud med en
kaempe buket blomster fra pro-
fessor Anita Aperia, Karolinska
Institutet, Stockholm, som hav-
de forbindelse til Nobelkomite-
en, begyndte der at ga en pras
op for Skou, og Arvid fik ham
overtalt til at vende tilbage til
sit kontor for at afvente tele-
fonopringningen. Dér havde
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Figur 2. Membranmodeller.

og K" allerede i 1957.

b. Robertson 1966
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De fremherskende membranmodeller fra Danielli and Davson (1935), over Robertsons unit membrane
(1966), til Singer og Nicolsons fluid-mosaik membrane (1972). Fgrst i 1972 erkendte man, at protein mat-
te spande tveers over membranen, noget Skou ansd som en forudsaetning for den aktive transport af Na*

integral
protein

(o Smger and Nlcolson 1972

telefonen netop ringet, og da
jeg, som have holdt vagt pa
kontoret i mellemtiden, tog
telefonen, spurgte en herre pa
svensk, om professor Skou var
at treeffe. Sa da Skou vendte
tilbage, kunne jeg raekke tele-
fonen videre til Skou, der noget
betuttet modtog beskeden med
ordene: ”Ku’ | da ikke have
givet den til en yngre person?”.
Vestjysk beskedenhed!
Betydningen af Skous opda-
gelse er vidtreekkende for vores
forstaelse af, hvordan basale
mekanismer pa det cellulare
niveau er grundlaget for dyre-
livets opstaen og opretholdelse.
Dyrecellen har nemlig et vitalt
problem: da cellemembranen
ikke kan modsta et overtryk i
cellen, men samtidig er fyldt
med makromolekyler, der er
impermeable og som ved fysio-
logisk pH er negativt ladede,
vil de permeable ioner tendere
mod en sakaldt Donnan-
ligevaegt. Dette betyder, at der
opstar et overskud af molekyler
inde i cellen i forhold til
ekstracelluleert, og vand traen-

ger som fglge af osmose ind i
cellen, der svulmer og spraen-
ges. Planteceller og bakterier
overlever ved uden pa celle-
membranen at have en tyk cel-
leveg af cellulose, der kan
modsta det overtryk, der ska-
bes, men hvordan overlever
dyrecellen? Man vidste i
40’erne, at dyrecellen overlever
denne osmotiske udfordring
ved at have en lav intracelluleer
Na'-koncentration, og iser den
irske fysiolog Conway stgttede
den teori, at dyrecellens
plasmamembran var imperme-
abel for Na’. Den anden teori
fremfortes af R.B. Dean, der i
1941 konkluderede: “the mus-
cle can actively move potas-
sium and sodium against con-
centration gradients this
requires work. Therefore there
must be some sort of a pump
possibly located in the fiber
membrane, which can pump
out sodium or, what is equiva-
lent, pump in potassium”. Store
danske fysiologer som August
Krogh og Hans H. Ussing stet-
tede Deans koncept om aktiv

transport, og i slutningen af
40’erne vandt teorien om aktiv
iontransport overhand.  Skou
havde med sin opdagelse af
Na,K-ATPasen fundet den mo-
lekyleere baggrund for Deans
hypotese om den aktive
Na'-K*-transport. Den laenge-
varende disput om arsagen til
opretholdelsen af den lave Na'*-
koncentration i dyrecellen hav-
de endelig fundet sin fysiologi-
ske forklaring, men herom
senere.

PA VEJ MOD OPDAGEL-
SEN AF Na,K-ATPasen

Jens Christian Skou blev fadt
1918 i Lemvig og valgte efter
gymnasiet lidt tilfeeldigt at stu-
dere til lege. Dette foregik
dengang alene ved Kgbenhavns
Universitet, og i 1944 tog han
sin medicinske embeds-
eksamen. Hans drgm var at
gere karriere som Kirurg, en
interesse han fik under sin an-
settelse pa Hjerring Sygehus
1944-46. Her fik han tillige
interessen i virkemaden af
lokalbedgvende stoffer som



emne for en disputats. 1 1947
stoppede han i klinikken og fik
ansattelse som amanuensis ved
Fysiologisk Institut, Aarhus
Universitet, i den hensigt at
feerdiggere undersggelserne og
skrive sin disputats om lokal-
anastetika. Fysiologisk Institut
var pa det tidspunkt i sin spaede
begyndelse med fa ansatte, stor
undervisningsbyrde og uden
det store inspirerende viden-
skabelige miljg. Skous ekspe-
rimentelle tilgang var at under-
sgge, hvordan lokalanzstetika
indvirkede pa overfladetrykket
af lipidmonolag. Han havde
leest om Langmuirs undersggel-
ser af monolag af lipider spredt
pa en vandoverflade og brugte
hans forsggsopstilling til ma-
ling af overfladetrykket, nar
han tilsatte forskellige lokal-
anastetika til vandfasen. Han
fandt, at lokalanaestetika ggede
overfladetrykket I lipid-
monolaget, idet de vandrede op
i lipidlaget, nar de blev tilsat il
vandfasen, og at denne stigning
i overfladetrykket var positivt
korreleret med den anastetiske
effekt. 1 1954 forsvarede han
med held sin disputats Lokal-
anastetika for den medicinske
doktorgrad.

I 1952 havde to engelske
fysiologer, Hodgkin og Huxley
(Nobelpris i1 fysiologi 1963),
publiceret deres undersggelser
af ionstramme over kampe-
axoner fra blaeksprutter. De
beskrev heri 3 forskellige kom-
ponenter af ion-stramme, som
de benavnte Na'*-, K*-, og lak-
stramme. Under depolariserin-
gen af nervecellemembranen,
der udlgser nerveimpulsen,
gges Na'-strgmmen ind i ner-

vecellen. Dette var fgr man
kendte eksistensen af de mem-
branproteiner, vi i dag kender
som ionkanaler, dvs. mem-
branproteiner, der virker som
makromolekylere porer for de
vandoplgselige ioner. Skou
mente ikke, at lokalanaestetikas
virkemade kunne vare pa selve
lipiderne, men matte skyldes en
pavirkning af konformationen
af proteiner i nervemembranen,
som pavirkede Na'-
permeabiliteten. Han sggte
derfor efter lipidoplgselige pro-
teiner med stor aktivitet, som
han kunne tilsette sine lipid-
monolag for at se, om lokal-
anastetika andrede proteiner-
nes aktivitet.

Han ansa acetylcholinesterase
som en god mulighed. Han
udvirkede et besgg hos profes-
sor Nachmansohn, Columbia
University, New York, som
fremstillede acetylcholin-
esterase fra elektriske al. Om
sommeren var han imidlertid
pa den marinbiologiske station
i Woods Hole nar Boston, sa
Skou besggte ham dér for sene-
re at lere fremstillingen af
acetylcholinesterase i New
York. | Woods Hole fandt
Skou det internationale viden-
skabelige miljg, han savnede
ved Fysiologisk Institut, men
hvad skulle han lave der? Til-
feeldigt lzeste han en artikel, der
beskrev tilstedeveerelsen af en
Mg-ATPase, et ATP-spaltende

enzym, i kaempeaksoner fra
bleksprutter og tenkte, om
denne kunne bruges i hans

monolageksperimenter. | New
York lerte han at preeparere
acetylcholinesterase. Problemet
var imidlertid, at der ingen

kaempeaksoner fra bleksprutter
var i Aarhus. | stedet besluttede
han at forsgge med nerver fra
ben af krabber, der i lighed
med keempeaksoner er
umyelinerede. En ulempe var
dog de meget tynde nervetrade
fra krabben; hvor kempe-
aksonet har en diameter op til 1
mm, er krabbenerven sytrads-
tynd. Sa der skulle masser af
krabber til for at fa nok protein
til at kunne male en eventuel
ATPase-aktivitet. Den forste
udfordring var, hvordan man
skulle aflive alle de krabber
efter preepareringen. Lasningen
blev kogning. Maske havde han
spist de bergmte hummere i
Boston, men nu spredte sig en
stank pa Instituttet, som ikke
gjorde Skou populaer. Efter
udpreeparering af nerverne fra
krabbens ben, blev vavet
homogeniseret og membran-
fragmenterne isoleret ved diffe-
rentialcentrifugering. Her var
heldet med Skou, skulle det
senere vise sig, for nar man
preeparerer membranfragmenter
fra mange andre veev, dannes
sma membranvesikler, hvor
den ene side af systemet (intra-
cellulzre eller ekstracellulaere)
derfor ikke er eksponeret til
mediet. Skou kunne nu pavise,
at membranfragmenterne isole-
ret fra krabbenerver indeholdt
en Mg -aktiveret ATPase (alt-
s kunne hydrolysere ATP), og
han kunne male den frigjorte
mengde uorganiske phosphat.
Malingerne var imidlertid me-
get ureproducerbare, nogle
gange fik han en stor aktivitet,
andre gange en lille aktivitet,
nar han malte pd den samme
mengde  membranmateriale.



Forskere er af natur nysgerrige,
Skou er det i udpraeget grad.
Han ville finde arsagen og
kempede med problemet i
mange maneder. Til sidst fandt
han arsagen. Det ATP, han
benyttede, var et uoplgseligt
bariumsalt, som han omdanne-
de til enten et K'-salt eller et
Na'-salt af ATP, der var vand-
oplaselige, en forskel han ansa
for at veere uden betydning.
Nar han havde membranerne i
en Na'-holdig oplasning, fik
han en stgrre aktivitet med K-
saltet af ATP end med Na'-
saltet. Han konkluderede, at
enzymet behgvede en kombina-
tion af Na* og K" for at kunne
aktiveres. Skou startede nu en
systematisk undersggelse af
denne kombinerede kationef-
fekt, og resultaterne publicere-
de han i 1957 i en artikel under
titlen The influence of some
cations on an adenosine
triphosphatase from peripheral
nerves [1]. Heri foreslar Skou,
at enzymet matte veere involve-
ret i den aktive transport af Na*
over cellemembranen. En mere
provokerende titel, hvor ord
som aktiv transport, NaK-
ATPase eller Na'-pumpe havde
indgaet, ville nok have skabt
starre opmaerksomhed.

Figur 3 er reproduceret fra
Skous originale 1957-artikel.
Her ses, at uden Na’ i mediet
sker der ingen aktivering af
aktiviteten med K* (nederste
vandrette kurve), men med gget
Na’-koncentration fas en stgrre
og sterre K'-aktivering. Ved
hajere K*-koncentrationer
heemmes enzymet. Skou var en
nybegynder indenfor feltet af
aktiv transport og var ikke helt

opmarksom pa vigtigheden af
sin opdagelse. F.eks. vidste han
ikke, at hjerteglycosidet
ouabain var vist at veere en
specifik hemmer af aktiv
transport [2], men det vidste
Robert Post fra Vanderbilt
University, Nashville, som ar-
bejdede med aktiv transport i
rede blodlegemer, og som hav-
de vist, at transportstgkiometri-
en for Na'-transporten ud af
cellen og K*-transporten ind i
cellen var 3 til 2 [3]. Efter et
mgde med Post, telefonerede
Skou hjem til laboratoriet og
bad laboranten skaffe ouabain
og prave effekten pa krabbe-
nerver. Det hemmede! Fra da
af var Skous forskning centre-
ret om Na,K-ATPasen, og han
begyndte at bruge pattedyr-
preeparater sasom  svinenyrer

eller oksehjerner til at isolere
og karakterisere enzymet. Ude i
verden var der ogsa en stigende
interesse for forskning i ”Skous
enzym”, og efterhdnden be-
gyndte der at tegne sig et mere
klart billede af, at Na-pumpen,
der er ansvarlig for den aktive
Na'-transport i cellen, er et
enzym - en Kkation-aktiveret
Na,K-ATPase [4].

Skou havde sggt efter et pro-
tein, der d&bnede for Na'-
transporten i forbindelse med
nerveledning, og som kunne
forklare effekten af lokala-
naestetika, men opdagede i ste-
det Na,K-ATPasen. Som det sa
ofte er sket i videnskabens hi-
storie, far man et andet resultat
end forventet — og ofte meget
mere interessant, hvis man har
gje for det og lidt held. Og det
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Figur 3. Den kombinerede effekt af Na* og K* pa hydrolyseaktivite-
ten i membranfragmenter fra krabbenerver.

ATPase-aktiviteten males som funktion af K'-koncentrationen i
tilstedevaerelse af 6 mM Mg** og stigende koncentration af Na*.




3Na* ADP
cyt
E ATP (”\ EIATPNa+3 E1'--F’[i\la+]3
2K+Cm
(6) (3)
ATP— \3Na,,
(5) 4)
E2[K+2] 47—T> E PK2 .‘T» E2-P
P. HO 2K*_ .

Figur 4. Albers-Post reaktionscyklus for Na,K-ATPasen.
Se beskrivelse i teksten. Den indrammede intermedizere er den
enzymkonformation, hvor krystalstrukturen kendes (se Figur 6).

havde Skou. Nysgerrighed,
steedighed og masser af tid til at
gruble er vigtige forudsetnin-
ger.

TIDEN EFTER OPDAGEL-
SEN AF Na,K-ATPasen

I 1960°erne var der stor aktivi-
tet inden for Na,K-ATPase-
feltet, som domineredes af ki-
netiske undersggelser af Na,K-
ATPase-mekanismen. Et man-
tra var dengang, at sadanne
undersagelser skulle udfares pa
sa rent et NaK-ATPase-
preeparat som muligt. En stor
del af forskningen gik derfor
med at oprense enzym fra for-
skellige kilder, mest nyrer og
hjerne, men senere ogsa fra
saltkirtler fra pighaj. Alle disse
veev er karakteriseret ved en
hgj grad af aktiv Na'-, K'-
transport, sa her har naturen
allerede delvist oprenset enzy-
met. Det blev ogsa muligt vha.
forskellige detergenter selektivt
at ekstrahere Na,K-ATPasen

fra membranfasen og bevare
det i aktiv tilstand som et
vandoplgst enzym. Det var ofte
mere "hgjere fransk kogekunst”
end egentlig fysisk-kemisk
erkendelse, der pregede de
forskellige metoder. Den mest
udbredte og anerkendte preepa-
ration, der anvendes i dag, blev
udviklet af P.L. Jargensen,
mens han var pa Fysiologisk
Institut sammen med Skou [5].

Skous opdagelse havde inspi-
reret mange grupper i udlandet,
som R. L. Post pa Vanderbilt
University, 1. M. Glynn i Cam-
bridge, J. F. Hoffman pa Yale,
og D. C. Tosteson pa Harvard,
hvoraf de to sidstnzvnte blev
nere venner med Skou. Efter-
handen var der ogsa opstaet en
stor gruppe i Aarhus, selvfglge-
lig iseer pa Fysiologisk Institut,
hvor Jens Chr. Skou blev pro-
fessor i 1963. Det skema for
den enzymatiske reaktion, der i
dag er universelt accepteret,
blev udformet pa grundlag af

resultater opnaet af R. L. Post
og R. W. Albers pa National
Institutes of Health, og kaldes
derfor Albers-Post reaktions-
skemaet [6, 7], se Figur 4.
Enzymet eksisterer i to
hovedkonformationer, en E;-
og en E,-form. | E;-formen har
kationer adgang til ion-
bindingsstederne  fra  cyto-
plasmasiden og har en hgjere
affinitet for Na" end for K*. |
tilstedeveerelse af ATP, bundet
til enzymet med hgj affinitet,
bindes 3 Na'-ioner fra cyto-
plasmasiden (trin 1), og enzy-
met phosphoryleres (trin 2),
hvorved Na'-ionerne okklude-
res i en transient phospho-form,
E1~P[Na']s;. Na'-ionerne er nu
afskaret fra de ydre og indre
vandfaser og bundet inde i en-
zymets transmembrane del.
Ved phosphoryleringen over-
fares den terminale phosphat-
gruppe fra ATP til en aspar-
tylgruppe i enzymet (D376 i
human NaK-ATPase). En
spontan konformationssendring
til en phospho-grundform E,-P
(trin 3) bevirker, at adgangen
alene til den ekstracelluleere
side dbnes og affiniteten for K*
bliver hgjere end for Na*. Na*
friggres derved til ekstra-
celluleerfasen, hvorefter 2 K-
ioner bindes til ionbindings-
stederne fra ekstracellularsi-
den, E;PK; (trin 4). Bindingen
af K" medforer, at enzymet
dephosphoryleres, og K-
ionerne okkluderes i E,[K']»
(trin 5). Deokkluderingen af
K*, hvor der alene abnes for
adgang til cytoplasmasiden, er
en meget langsom proces i re-
aktionen, men accelereres kraf-
tigt ved en lavaffin binding af



ATP, der medfarer en konfor-
mationseendring til en E;-form
(trin 6). De 2 K*-ioner frigares
til cytoplasmasiden og reakti-
onscyklus er sluttet. Nettoresul-
tatet er altsa en transport af 3
Na'-ioner ud af cellen og 2 K*-
ioner ind i cellen under hydro-
lyse af 1 ATP-molekyle. |
steady state har dyrecellen en
lav.  cytoplasmatisk ~ Na'-
koncentration og en hgj K'-
koncentration; det omvendte
geelder i ekstracellulerfasen.
Celler har et hvile-membran-
potentiale, der er negativt til
indersiden. N&r Na® transpor-

teres ud af cellen, sker det der-
for op ad bade den kemiske og
den elektriske gradient, defini-
tionen pa en aktiv transport. K*
transporten sker opad den ke-
miske gradient, men nedad den
elektriske. Netto koster ogsé K*
transporten ind i cellen energi,
men K" er meget nar elektro-
kemisk ligeveegt.

I 1977 blev Skou kaldet til et
professorat i Biofysik ved Det
Medicinske Fakultet og blev
fritaget for sine undervisnings-
forpligtigelser, sa han kunne
hellige sig studiet af Na,K-
ATPasen. Det blev begyndel-
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Figur 5. Proteoliposom, lipidvesikel med rekonstituerede Na,K-
ATPaser. Nogle vender som i cellen, right-side out (r-o), hvor bin-
dingsstedet for ouabain (ouab) er eksponeret, andre vender mod-
sat, inside-out (i-0). De sidstnaevnte kan aktiveres af ATP i mediet,
hvorved Na® transporteres ind i liposomet, mens K* transporteres
ud — modsat i cellen. Den elektrogene iontransport medfgrer en
nettotransport af positive ladninger indad, hvorved der dannes et
membranpotentiale pa flere hundrede mV over liposomet med
indersiden positiv. Liposomet er ca. 100 nm i diameter.

sen pa et langt samarbejde mel-
lem Skou og mig. Et af de pro-
jekter, der optog Skou den-
gang, var, at det i 1971 var lyk-
kedes Goldin og Hokin at re-
konstituere Na,K-ATPasen i
lipidvesikler og vise, at enzy-
mets hydrolytiske aktivitet er
koblet til en aktiv transport af
Na" og K': Na,K-ATPasen og
Na-pumpen er een og samme
molekylere enhed. Skou var
imidlertid utilfreds med, at kun
ca. 10 % af den hydrolytiske
aktivitet overlevede rekonsti-
tueringen og foreslog, at vi
skulle forbedre metoden. Efter
to ar lykkedes det os at re-
konstituere enzymet fra haj-
kirtler i lipidvesikler uden tab
af aktivitet, og vi kunne male
en transportstekiometri pa neer
3 Na" for hvert ATP spaltet [8].
En af de store fordele ved haj-
enzymet er, at det er meget
stabilt 1 detergentoplgst til-
stand, da rekonstitueringen
indebeerer, at lipider og enzym,
hver iser oplest i detergent,
blandes, hvorefter detergentet
fjernes ved adsorption il
styrenpartikler, mens lipid-
vesikler med indbygget Na,K-
ATPase spontant dannes, se
Figur 5.

En af fordelene ved at benyt-
te rekonstitueret Na,K-ATPase
er, at transportegenskaberne
kan studeres vha. isotoper, men
ogsa at enzymets egenskaber
pd de to sider af membranen
kan undersgges separat. F.eks.
kunne Na'-affiniteten p& cyto-
plasmasiden males, hvad der
kun indirekte kan opnas med
enzymet i membranfragmenter
eller efter oplgsning i deter-
gent, hvor enzymets to sider

Kemiaret 2011



begge er eksponerede til medi-
et. Vi kunne ogsa male pum-
pens elektrogene egenskaber,
der er konsekvensen af den
ulige transportstgkiometri med
3Na":2K".
Rekonstitueringsteknikken er
ideel til at studere interaktionen
mellem lipid og enzym, idet vi
kan fremstille liposomerne med
forskellige sammensetning af
phospholipider og cholesterol.
Det er karakteristisk for dyre-

celler, at cellemembranen
indeholder  store  mangder
cholesterol, op til 50 mol-

procent, og det var interessant,
da vi opdagede, at netop
cholesterol havde en stor effekt
pa enzymaktiviteten af Na,K-
ATPasen. Senere, da vi havde
krystalstrukturen, kunne vi se
hvorfor, se nedenfor.

STATUS | DAG

Et af de store gennembrud in-
den for Na,K-ATPase-forsk-
ningen var, da aminosyrese-
kvensen af proteinet blev
kendt. Det var tidligt erkendt
ud fra cellebiologiske analyser,
at Na,K-ATPasen bestod af en
katalytisk enhed (a-enheden),
hvoraf der i dag kendes 4 iso-
former, med en molar masse pa
ca. 100 kDa, hvor ATP-
hydrolysen og bindingen og
transporten af kationerne fore-
gar, og en mindre glycosyleret
enhed (B-enheden med 3 iso-
former) pa ca. 55 kDa, som var
ngdvendig for bevarelsen af
aktiviteten af Na,K-ATPasen,
og som forankrer enzymet i
plasmamembranen. En tredje
mindre enhed (~8 kDa), kaldet
y-enheden, er specifikt associe-
ret med Na,K-ATPasen og har

vist sig at tilhgre en familie af
sma regulatoriske proteiner, de
sakaldte FXYD-proteiner [9]. |
1985 blev aminosyresekvensen
af den katalytiske enhed publi-
ceret [10] og aret efter sekven-
sen af den associerede p-enhed
[11]. Sekvensen af a-enheden
indeholdt lidt over 1000 ami-
nosyrer, mens [-enheden be-
stod af ca. 350 aminosyrer. Der
var hektisk aktivitet 1 alle
forskningsmiljgerne for at finde
ud af, hvordan sekvenserne
kunne forklare funktionen. Der
blev geettet pa hvilke amino-
syrer, der dannede ionbindings-
stederne, hvilke(n) der blev
phosphoryleret osv.

Snart efter fulgte et andet
molekylerbiologisk  gennem-
brud. Det blev muligt at indfare
mutationer i sekvensen og ma-
le, hvordan det pavirkede funk-
tionen. Men hvilke aminosyrer
skulle man velge at mutere?
Uden en struktur kunne man
ikke vide, hvilke aminosyrer i
sekvensen, der rumligt var as-
socierede. Forskergruppen pa
Biofysisk Institut var ikke in-
volveret i de molekylaerbiologi-
ske teknikker, men en gruppe
pd Fysiologisk Institut med
Jens P. Andersen og Bente Vil-
sen blev snart anerkendt pa
omradet. Skou fulgte ivrigt
med i udviklingen, og struktu-
relle modeller blev heftigt dis-
kuteret.

Tildelingen af Nobelprisen
betgd et veeld af rejser og fore-
dragsaktivitet for Skou. Ingen
institution, der viste interesse,
var for lille. Maske var hans
kommentar til Nobeludvalget,
da de ringede, ikke skudt helt
ved siden af. Skou selv udtryk-

te dog, at han var glad for, at
prisen ferst kom sent i hans
karriere, for det laegger et
enormt pres pa den udvalgte,
og alle udsagn ma vejes pa en
guldveegt. 1 1988, da Skou blev
70, trak han sig tilbage, men
han beholdt sit kontor pa Bio-
fysisk Institut, og i de efterfal-
gende ar, helt indtil han blev
85, sa vi ham ofte komme cyk-
lende til Instituttet. Skou havde
faet bgrnebgrn og indsa, at der
var andre veerdier i livet end
forskning. Fluefiskeri blev til-
lige det store hit!

Den strukturelle udvikling 1a
ikke stille. Todimensionale
krystaller gav et indtryk af
strukturen, men oplgsningen
var endnu for lille til, at man
kunne erkende strukturer pa det
atomare niveau, selv om store
domener kunne erkendes. Vi
drgmte alle om at lave 3D-
krystaller. 1 1999 havde Chi-
kashi Toyoshima, Tokyo Uni-
versitet, overrasket alle ved pa
Na,K-ATPase-mgdet i Sappo-
ro, Japan, at praesentere den
molekylere struktur af Ca-
ATPasen, en near slegtning til
Na,K-ATPase [12]. Her define-
res for farste gang strukturen af
de forskellige funktionelle pro-
teindomaner: de 10 trans-
membrane helixer i det trans-
membrane domene med ion-
bindingsstederne, N-domanet,
hvor ATP bindes, P-domanet,
hvor phosphoryleringen sker,
og A-domenet, der er af be-
tydning for at transformere
e&ndringerne i de cytoplasma-
tiske  domener til  det
transmembrane domane. Ef-
terhanden er de fleste konfor-
mationer i Ca-ATPasens reak-



tionscyklus krystalliseret, og
det er overraskende at se, hvor
store strukturelle andringer der
sker under reaktionscyklus. Nar
man tenker pa, at reaktions-
cyklus gentages mellem 10-100
gange i sekundet, og der i hver
celle er mange tusind ATPaser,
er situationen virkelig dyna-
misk pa det molekylere plan,
noget man ikke tenker over,
nar man ser de enkelte krystal-
strukturer i ”snapshot”.

I 2007, 50 ar efter Skous op-
dagelse af Na,K-ATPasen, kom
sa den farste 3D-krystalstruktur
af enzymet i E,P-Rb;-
konformationen fra svinenyrer.
Enzymet var oprenset og stabi-
liseret vha. phosphatanalogen
MgF,* og Rb* i K* bindings-
stedet. Oplgsningen pé& 3,5 A
efterlader nogen usikkerhed i

strukturbestemmelsen, bl.a. i
orienteringen af aminosyre-
sidegrupper i ionbindings-

stedet, der koordinerer de 2
Rb*-ioner, men viser tydeligt
den overordnede struktur med
en o-enhed med 10 trans-
membrane segmenter, en -
enhed, hvor dog kun den
transmembrane del af struktu-
ren er lgst, og y-enheden, hvor-
af ogsa kun den transmembrane
del af strukturen er lgst, associ-
eret nasten udelukkende med
helix 9 i a-enheden [13]. Halv-
andet ar efter kom sa strukturen
af Na,K-ATPasen fra hajkirtler
i den samme E,-P-K, konfor-
mation, men med en noget hg-
jere oplgsning pd 2,4 A, og
hvor strukturen af den store og
komplicerede ekstracellulere
domane af B-enheden samt af
FXYD er lgst [14], se Figur 6.
Ved denne hgje oplgsning ses

Figur 6. Krystalstrukturen af Na,K-ATPasen fra haj.

Til hgjre er vist den vandtilgengelige overflade. a-enheden med 10
transmembrane helixer og de cytosolere N-, P-, og A-domaner er
farvet grenne. -enheden med en enkelt transmembran helix og det
store ekstracellulere garnnggle” med en enkelt helix og to sukker-
molekyler er olivenfarvede. Den regulatoriske FXYD-enhed, der
svarer til y-enheden i nyreenzymet, er bld. To K*-ioner ses i det
transmembrane domane (rgde), mens en K*-ion, som ikke transpor-
teres over cellemembranen, er bundet i det cytoplasmiske domane.
MgF,” i P-domanet anes som grgnne. Et cholesterolmolekyle (radt)
er lokaliseret mellem - og B-enheden og forklarer den store effekt
af cholesterol pa enzymaktiviteten. | boksen er vist et detaljebillede
af bindingsstedet for de to K*-ioner (violette) i membranfasen med 3
vandmolekyler i rgdt. Cellemembranen er angivet ved de vandrette
orange linjer. De atomare koordinater til strukturen er deponeret i
Protein Data Bank under navnet 2XZE, og figuren er konstrueret
vha. programmet PyMol.

koordineringen af de 2 K'-
ioner og associerede vandmo-
lekyler i bindingsstedet tyde-
ligt, ligesom MgF4* ses i
phosphoryleringsstedet.  Sam-
menlignet med den tilsvarende
struktur af Ca-ATPase forklarer
strukturen, hvorfor Ca-
ATPasen benytter H" som

modion til Ca®* transporten,
mens Na,K-ATPasen benytter
K* som modion til Na" trans-
porten, selv. om ionbindings-
stederne i de to ATPaser er
forbavsende ens (se boks i Fi-
gur 6). Forskellen beror pa, at
Na,K-ATPasen har en B-enhed
associeret,  hvorimod  Ca-

=
—

Kemiaret 20



ATPasen mangler en sadan. p-
enheden stabiliserer den delvise
udfoldning af den 5. og 7.
transmembrane helix i NaK-
ATPasen, hvorved koordine-
ringen af de noget storre K-
ioner i forhold til H" mulig-
gores. Ca-ATPasen kan ikke
binde K™-ioner, delvist fordi
den ingen B-enhed har. Vi
fandt endvidere et cholesterol-
molekyle her, der afskeermer
den delvist udfoldede 7. trans-
membrane helix, hvilket forkla-
rer den store effekt, vi fandt af
cholesterol pa enzymaktiviteten
I det rekonstituerede enzym. Vi
venter nu spaendt pa, at andre
konformationer —af  Na,K-
ATPasen bliver krystalliseret i
lighed med, hvad der kendes
fra Ca-ATPasen.

Det var naturligvis med stor
gleede, at Skou erfarede, at kry-
stalstrukturen af Na,K-
ATPasen endelig var opklaret,
og at nogle af resultaterne kom
fra hans egen gruppe. Skou har
gennem hele sin lange karriere
veeret levende optaget af at lave
modeller, der kunne forklare
hans og andres resultater. | de
senere ar skete dette vha. avan-
cerede computermodeller, som
han snart lerte at beherske og
andre. Formalet var selvfalge-
lig, at forudsige hvilke konse-
kvenser, det havde pa funktio-
nen af enzymet, nar forskellige
parametre &ndredes. Drgmmen
var at skabe een model, der
kunne forklare samtlige ekspe-
rimentelle observationer. Han
arbejder stadig pa denne “alle
modellers moder”. | sin model-
lering af pumpe-funktionen er
Skou iser optaget af, om reak-
tionen er konsekutiv, hvor Na'-

ionen frigeres, for K'-ionen
bindes, eller simultan, hvor
Na'- og K'-ionerne bindes
samtidig i bindingsstedet. Han
har altid veeret tiltrukket af den
sidste model [15]. Set ud fra
denne synsvinkel var han en
smule skuffet, da vi fandt, at
der tilsyneladende ikke er plads
til simultan binding af Na* og
K" i de publicerede krystal-
strukturer.

SKOUS OPDAGELSE AF
Na,K-ATPasen

| PERSPEKTIV

Inspireret af Skous opdagelse
af Na,K-ATPasen, fulgte opda-
gelser af flere andre ATPaser:
Ca-ATPaser fra sarcoplasma-
tisk reticulum og plasma-
membranen, H,K-ATPasen fra
mave og tarm, som er en ner
feetter til Na,K-ATPasen, H-
ATPasen iseer fra planter, AT-
Paser, der transporterer tunge
metaller som kobber, og flere
andre. Hvis man sgger i Pub-
Med pa ATPaser, far man hen-
visning til flere end 17.000
publikationer. Tilsammen ud-
ger denne gruppe af ATPaser
de sakaldte P-type-ATPaser,
fordi de alle under reaktionscy-
klus phosphoryleres ved hydro-
lysen af ATP. Efterhanden som
deres funktion blev klarlagt,
kunne man se, hvilken enorm
betydning disse transportprote-
iner spiller for dyrefysiologien.
Faktisk bruger cellen i gen-
nemsnit 30 % af sin metaboli-
ske energi for at holde Na,K-
pumperne kgrende. Defekte
Na,K-ATPaser, der ikke funge-
rer, kendes ikke i levende cel-
ler, sa aktive Na-pumper er af
vital betydning for opretholdel-

se af livet. Af samme arsag har
den farmakologiske interesse i
Na-pumpen veret begranset.
En undtagelse er den traditio-
nelle behandling af hjertesvigt
og arytmi, hvor man i mange ar
har anvendt hjerteglycosider
sasom digoxin og digitoxin.
Behandlingen  virker, fordi
hjerteglycosidet hemmer
Na,K-ATPasen i hjertemusk-
lerne, hvorved Na'-koncen-
trationen i cellen stiger. Dette
begranser Ca”*-transporten ud
af cellen via 3Na'/Ca®*-
countertransporteren, som farer
til en forgget Ca’*-optagelse i
sarcoplasmatisk reticulum via
aktivering af Ca-ATPasen,
hvorved Ca**-frigorelsen @ges
under excitations-kontraktions-
koblingen, saledes at hjertets
kontraktilitet gges (den inotro-
piske effekt). Planten Finger-
bel, Digitalis purpurea, der
indeholder hjerteglycosider,
blev anvendt i folkemedicinen
allerede i middelalderen.

Som tidligere omtalt er Na-
pumpen involveret i volumen-
reguleringen af dyrecellen ved
at etablere osmotisk balance, sa
cellen ikke lyserer pa grund af
indtreengende vand. Derudover
opretholder Na-pumpen steady
state-gradienterne for Na* (lav
intracelluleer / hgj ekstracellu-
ler) og K" (hgj intracelluleer /
lav ekstracelluleer) over celle-
membranen. Opretholdelsen af
disse gradienter er baggrunden
for generering af cellens hvi-
lemembranpotentiale, et diffu-
sionspotentiale, der opstar pga.
cellemembranens meget min-
dre permeabilitet for Na* end
for K*. Gradienterne er ogsa
ngdvendige for udlgsning af



nerveimpulsen, hvorunder Na*
strgmmer ind i cellen og K* ud
af cellen gennem spaendingsaf-
hengige kanaler — ioner, som
Na,K-ATPasen efterfglgende
pumper tilbage. Endvidere ud-
nyttes den frie energi i disse
iongradienter til sekundaer aktiv

transport af blandt andet
aminosyrer, sukkerstoffer og
ioner over cellemembranen.

Endelig er Na,K-ATPasen me-
get vigtig for den transepitele
transport i nyrer, tarm og sekre-
toriske Kirtler. I menneskets
nyrer er Na,K-ATPasen saledes
ansvarlig for resorptionen af
Na® fra urinen tilbage til blo-
det, og op til 80 % af nyrernes
metaboliske energi  medgar
hertil.

Nye og spandende felter in-
denfor Na,K-ATPase-forsknin-
gen er opdagelsen af, at Na,K-
ATPasen bortset fra et trans-
portprotein ogsa kan have en
receptorfunktion, hvor meget
sma koncentrationer af et endo-
gent digoxin-lignende stof er
signalstoffet [16]. Endvidere er
der flere resultater, der tyder
pa, at pumpen med nogle af
dens isoformer er involveret i
hypertension [17], i visse neu-
rologiske sygdomme [18, 19],
og at hjerteglycosider foragger
overlevelsesraten for patienter
med visse kraftformer [20].
Endelig er et helt nyt kapitel i
Na,K-ATPasens historie ved at
blive oprullet, nemlig den fysi-
ologiske regulering af pumpen
via de sakaldte FXYD-
proteiner [9] og via oxidativ

signalering [21]. Det er utro-
ligt, at Jens Christian Skou, der
er 92 ar, stadig ivrigt felger
feltets udvikling. Som Skou
sagde til mig en dag:
”Flemming, hvis jeg nogensin-
de der, sa husk...”. "Du mener,
nar du der” svarede jeg. "Nah
ja, ha ha”. Typisk Skou!
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