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Zusammenfassung

Gegenstand der Untersuchungen dieser Doktorarbeit war die lonenbindung an die Na,K-ATPase
auf der dem Cytoplasma zugewandten Seite. Die Experimente wurden an planaren Membran-
scheibchen, die die Pumpenmolekile in hoher Dichte enthalten, durchgefihrt.

| ) Durch den Verdau mit dem proteolytischen Enzym Trypsin wurden die cytoplasmatischen
(katalytischen) Anteile der Pumpe abgeschnitten, wobei etwa die Halfte der Enzymmasse verlo-
rengeht. An dieser Praparation (genannt 19kD-Membranen) wurden fluorimetrische Messungen
mit dem spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoff RH 421 durchgefuhrt.

Die Untersuchungen an den 19kD-Membranen ergaben, daf3 die Affinitat der lonenpumpe
fir KT (Rb™) durch den Verdau nicht veréandert wurde, und die Affinitat fir Mar moderat
abgenommen hatte. Damit stellen die 19kD-Membranen ein gutes Modellsystem dar, um die
lonenbindung an die cytoplasmatischen Bindungsstellen unbeeinfluf3t von Vorgangen an der
enzymatisch aktiven Domane zu untersuchen.

Durch den Verdau deutlich verandert war jedoch die Kompetition von i Mg?*: Statt

der komplexen Charakteristik der Kompetition von™mit Mg** beim nativen Enzym
zeigten die 19kD-Membranen nur eine lineare Charakteristik mit geringer Steigung. Daraus
lassen sich folgende Schlisse ziehen:

Die Na,K-ATPase verflugt (im nativen Zustand) Gber mindestens zwei Bindungsstellen ftr
Mg**: Mg** kann an den lonenbindungsstellen kompetieren und an eine allosterische Bin-
dungsstelle binden; beide Vorgange fihrten zu einer Abnahme der apparenten Affinitat fur
Na'. Bei den 19kD-Membranen ist die allosterische Bindungsstelle nicht mehr vorhanden;
moglicherweise handelt es sich dabei um die ATP-Bindungsregion auf dem cytoplasmati-
schen Part des Proteins.

Mg-lonen hatten nur noch eine sehr geringe Affinitat zu den lonenbindungsstellen der 19kD-
Membranen (im Gegensatz zum nativen Enzym). Dies ist ein Hinweis darauf, daf3 hier eine
Aufweitung des Bindungskéafigs stattgefunden hat. Auf3erdem spricht dieser Befund dafur,
daf3 die lonenbindung keinesfalls nur durch die negativen Ladungen beispielsweise von As-
partylseitenketten vermittelt wird, sondern auch ungeladene, Dipole enthaltende Gruppen
beteiligt sein missen.

II) Die 19kD-Membranen kénnen mit Hilfe von Chymotrypsin weiter verdaut werden, wobei nur
wenige Aminosauren auf der cytoplasmatischen Seitendamd g-Untereinheit abgeschnitten
werden. Dennoch hatte diese Proteolyse gravierende Folgen fur die lonenbindung:
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ZUSAMMENFASSUNG

Wahrend die Affinitat fir K (Rb") weiterhin unverandert war, hatte die Affinitat fur Na

und Na-Analoga deutlich abgenommen. Dies bedeutet, dald der durch den Verdau abgetrenn-
te cytoplasmatische N-Terminus détUntereinheit eine wichtige Rolle bei der Na-Bindung
spielt, hdchstwahrscheinlich interagiert er mit dedntereinheit, und beide zusammen bil-

den mdglicherweise einen Zugangskanal zu den lonenbindungsstellen.

llI) Ubergange zwischen den Hauptkonformationeniid E, der Na,K-ATPase konnen mit kon-
formationssensitiven Farbstoffen, z. B. mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) beobachtet werden.
Ausgehend von der Konformation &) kann man die cytoplasmatische Na-Bindung mit diesem
Farbstoff messen, da der Ubergangks) — Na;E; einen Konformationswechsel enthalt.

Aufgrund sehr rauscharmer Messungen und eines verfeinerten Auswertungsverfahrens konn-
te beim Ubergang £— Na;E, ebenfalls eine Fluoreszenzanderung nachgewiesen werden,
obwohl das Enzym dabei seine Hauptkonformation nicht wechselt.

Auf identische Weise durchgefiihrte Messungen mit RH 421 zeigten, daf3 die mit den ver-
schiedenen Fluoreszenzmarkern ermittelten Affinitaten fir yeich waren. Auch die
Kompetition zwischen N&a und Mg ™ fihrte bei der Verwendung beider MeRBsonden zu
identischen (erhdhten) Werten fur die apparente Na-Affinitat.

Da man annimmt, dal RH 421 die Bindung des dritten Na-lons anzeigt, wurde die Na-
induzierte Fluoreszenzanderung von FITC dem Ubergan§Na- Na;E; zugeordnet. Die

damit verbundene strukturelle Umlagerung im Protein spielt vermutlich eine wichtige Rolle
bei der Kopplung von enzymatischer und Transportfunktion der Pumpe: Der Vergleich zwi-
schen den FITC- und RH 421-Messungen fuhrt zu dem Schluf3, dal3 die Bindung des drit-
ten Na-lons zu einem Rearrangement eines oder mehrerer Segmente des transmembranéren
Parts der Pumpe fuhrt, und daR3 diese strukturelle Verdnderung zum cytoplasmatischen Teil
mit der ATP-Bindestelle weitergeleitet wird. Diese konformationelle Anderung kénnte dann
als Trigger fur die Phosphorylierung durch ATP wirken. Durch diesen Mechanismus ware
die Na,K-ATPase in der Lage, unter physiologischen Bedingungen immer die Stdchiometrie
3 Nat /2 Kt /1 ATP einzuhalten.

IV') Am nativen Enzym wurde die Kompetition zwischen™Nand einer Reihe ein- bis dreifach
geladener Kationen und Na-Analoga untersucht.

Alle eingesetzten lonen waren in der Lage, mit'Neu kompetieren, aber keines konnte
elektrogen an die neutrale Bindestelle binden. Daher binden diese lonen wohl an die beiden
geladenen Bindungsstellen.
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Vergleiche zwischen den Affinitaten der Pumpe flr verschiedene einfach positiv geladene
lonen lassen den Schlul3 zu, daf3 die Bindungstasche fur das die Affinitat bestimmende lon
einen Durchmesser von weniger als 3,6 A hat, und so einem 3 A groRen lon optimale Be-
dingungen zur Bindung bietet.

Experimente zur Na-Bindung bei verschiedenen Cholinchloridkonzentrationen zeigten, daf3
die Pumpe fir das Einnehmen ihrer optimalen nativen Konformation auf eine lonenstarke
von mindestens 100 mM angewiesen ist.

V) Es wurden mathematische Modelle zur Beschreibung der Kompetition zwischen den lonen
entwickelt und Programme zur numerischen Bestimmung der Na-Affinitaten durch Anpassen der
Simulationskurven an die MelRdaten geschrieben.

Der Vergleich zwischen Simulation und Daten zeigte, dal3 das aufgestellte Modell die Kom-
petition zwischen N& und Mg+ sehr gut beschreibt. Die durch Simulation ermittelten
Werte fur die Affinitdten der drei Na-Bindungsstellen hatten folgende Eigenschaften: K
sehr klein, Kk moderat, die apparente Affinitat bestimmend, undkK,. Dies ist ein Hin-

weis darauf, daf3 die dritte Na-Bindungsstelle erst erscheint, wenn die ersten zweimit Na
besetzt sind.

Experimente mit anderen zweifach positiven Erdalkalimetallionen sowie mit dem dreifach
geladenen Na-Analogon BiTITU legten nahe, dal? man gemischte Bindungszustande for-
dern muf3, um die Na-Titrationskurven bei Anwesenheit dieser lonen im Puffer gut beschrei-
ben zu kdnnen.

Daher wurde ein verfeinertes Modell formuliert, das gemischte Bindungszustande zulafdt
und die obigen Eigenschaften der Na-Bindungsstellen beriicksichtigt. Man geht davon aus,
daf3 die antagonistischen lonen nur mit der uf3eren lonenbindungsstelle wechselwirken kon-
nen. Es wird die Existenz eines quasi-okkludierten Zustands postuliert, der auf die Bindung
der zwei Na-lonen folgt. Nach der Bildung dieses Zustands wird die hochselektive elek-
trogene Na-Bindungsstelle zuganglich. Durch diesen zweistufigen Mechanismus wird die
Selektivitat der Pumpe fiir Naerreicht.
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Einleitung

1 Struktur und Funktion der Zellmembran und ihrer Kompo-
nenten

Alle Lebewesen sind aus Zellen zusammengesetzt - kleinen Kompartimenten (im Mikrometerbe-
reich), in deren Inneren sowohl die Information fur ihre Struktur und Funktion vorhanden ist, als
auch der gesamte Apparat um sie zu bilden, zu erhalten, und gegebenenfalls zu vermehren. Umge-
ben sind diese Kompartimente von der Zell- oder Cytoplasmamembran, einer Doppelschicht aus
Phospholipiden, denen Proteine auf- bzw. in die Proteine eingelagert sind. Diese Membran hat pri-
mar die Aufgabe, eine Barriere zwischen Zellinnerem und Auf3enmedium zu bilden und die hohen
Konzentrationsgradienten gel6ster Stoffe zwischen den genannten Phasen aufrechtzuerhalten. Die
Phospholipidmatrix der Cytoplasmamembran ist nur fir kleine hydrophobe MolekglleC@,

N., Benzol) und kleine polare, aber ungeladene MolekulgXHHarnstoff, Glycerin) permeabel.

Zur Aufnahme von lonen und grofR3en, ungeladenen Molekilen (z. B. Zucker, Aminosauren) be-
notigt die Zelle daher spezielle Transportsysteme, die von den eingelagerten Proteinen gebildet
werden. Man unterscheidet dabei verschiedene Arten: Passive Transportsysteme (Kanale, Carri-
er) erleichtern die Diffusion eines Stoffes entlang seines elektrochemischen Gradienten (bergab),
aktive Systeme transportieren das Subsgjegenseinen elektrochemischen Gradienten (bergauf).

Es gibt primér und sekundar aktive Transportsysteme: Unter die sekundar aktiven Trans-
portsysteme fallt beispielsweise der Na,Ca-Tauscher der Saugetierzellen, der durch den Bergab-
transport der lonensorte A (hier: Naden damit gekoppelten Bergauftransport der lonensorte
B ermoglicht. Primar aktive Transportsysteme hingegen nitzen direkt eine Energiequelle wie z.
B. Licht (Bacterio-/ Halorhodopsin der Halobakterien), Redoxenergie (NADH-Dehydrogenase,
Cytochromreduktase, Cytochromoxidase in Mitochondrien und Bakterien (Stry95)), oder chemi-
sche Energie (Succinat- bzw. Methylmalonat-DecarboxylierungPb@pionigenium modestum
Pyrophosphat-Hydrolyse in Pflanzenvakuolen, ATP-Spaltung bei verschiedenen anderen lonen-
pumpen, die meist H-, Na-, K- oder Ca-lonen transportieren (LAug91b)). Die licht- und redox-
energiegetriebenen Pumpen haben die Aufgabe, einen elektrochemischen Gradienten (meist fur
H-lonen) Uber der Mitochondrien- bzw. Bakterienmembran aufzubauen bzw. zu erhalten. Die-
ser wird dann von derdf -Protonenpumpe zur Synthese von ATP genutzt. Im Gegensatz dazu
nehmen die anderen, durch chemische Energie getriebenen Pumpen die eigentlichen Transportauf-
gaben in der Zelle wahr, ndmlich die Aufnahme bendtigter bzw. die Abgabe unerwinschter lonen,
wozu sie das gebildete ATP zum Teil wieder verbrauchen. Diese lonenpumpen lassen sich in drei
Gruppen einteilen:
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In Fo/F;- oder F-Typ-Pumpen, multimere Proteine mit den Untereinheitglydc abycg_12,
die in Abwesenheit divalenter Kationen in einen l6slichen Kopf und einen membrandurchspan-
nenden Ful} zerfallen; sie kommen in Bakterien, Mitochondrien und Chloroplasten vor; V-Typ-
ATPasen, ebenfalls komplex aufgebaute Protonenpumpen, die in einigen zellularen Organellen
und Pflanzenvakuolen gefunden werden; und P-Typ-ATPasen, die im Gegensatz zu den anderen
beiden Gruppen im Laufe ihres Zyklus an einer Aspartatseitenkette phosphoryliert werden. Der
wohl prominenteste Vertreter dieser Untergruppe von lonenpumpen ist die Na,K-ATPase, die in
praktisch allen Eukaryontenzellen vorkommt. Sie erhélt den Gradient fir Na- und K-lonen Uber
der Zellmembran aufrecht, indem sie unter Verbrauch eines Molekils ATP pro Zyklus drei Na-
lonen aus der Zelle hinaustransportiert und im Gegenzug zwei K-lonen ins Cytoplasma abgibt.
Damit ist sie fur Osmoregulation, Zellvolumenkontrolle und Wasserhaushalt verantwortlich, indi-
rekt aber auch fir die Aufrechterhaltung des Membranpotentials zur Energiespeicherung oder als
Voraussetzung fur die elektrische Erregbarkeit der Zelle.

Besonders wichtig ist die Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gradienten*fiid&ta
den sekundar aktiven Transport von Aminosauren, lonen und Zuckern in die Zelle ermoglicht.
Die hohe intrazellulare K-Konzentration ist flr das ordnungsgemafRe Funktionieren vieler Enzyme
notwendig (Hans85, Lech88). Ein Drittel des Energieumsatzes einer Zelle dient dem Betrieb der
Na,K-ATPase; bei Nervenzellen kdnnen es bis zu 70 % sein. Da die Na,K-Pumpe unter physiologi-
schen Bedingungen weit vom thermodynamischen Gleichgewicht entfernt arbeitet, wird die nicht
fur den Transport bendtigte Energie in Form von Warme abgegeben und kann damit auch zur Auf-
rechterhaltung der Kérpertemperatur verwendet werden. Etwa 20 % der gesamten metabolischen
Aktivitat eines Saugetiers entfallt allein auf die Na,K-ATPase (Glyn85).

2 Aufbau der Na,K-ATPase

1957 konnte Skou eine von Mg-, Na- und K-lonen abhéngige ATPase-Aktivitat in einer Membran-
fraktion aus Krabbennerven nachweisen; drei Jahre spater zeigte er, dal’ diese Hydrolyseaktivitat
durch das Herzglykosid Ouabain inhibierbar war (Skou89). Spater gelang der Nachweis, daf}
es sich tatsachlich um die NafRumpehandelte, deren Existenz schon friher postuliert worden
war (Dean41l, Over02), um die Aufrechterhaltung der Na-, K- und Cl-Gradienten in Muskelzel-
len zu erklaren. (Seit gezeigt wurde, daf? diese Na- und K-abhangige ATPase mit der postulierten
Na,K-Pumpe identisch ist (Corn84, Skou89), werden die Begriffe Na,K-Pumpe und Na,K- ATPase
synonym verwendet.) Nachdem das Enzym in der Form offener Membranfragmente aus Sauger-
nieren isoliert werden konnte (Jgrg74, Jgrg88), lag eine hochreine Praparation fir strukturelle und
funktionelle in-vitro-Experimente vor (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Na,K-ATPase-haltigen Membranfragmen-
ten (Degu77). Die in Clustern angeordneten Partikel haben einen apparenten Durchmesser von 30 A und
stellen vermutlich jeweils eing-Protomer dar. Balken: 100 nm.

Die Aufklarung der Aminosauresequenz (Primarstrukturydarnd 5-Untereinheit der Na,K-
ATPase aus ihrer cDNA-Sequenz ebnete in der Mitte der achtziger Jahre den Weg fur die heuti-
gen Experimente an Aminosaure-Austauschmutanten (Ovch86, Shul85). Diese sollen funktionelle
Fragestellungen kléaren, z. B. welche Aminoséuren an der lonenbindung beteiligt sind. Die Na,K-
ATPase ist ein Komplex aus zwei verschiedenen Polypeptiden, der katalytisehamd einer
glycosyliertens-Untereinheit, die im Verhaltnis von 1:1 zueinander vorliegen, und einem Ring
aus assoziierten Lipidmolekulen (Mgll96). Mittlerweile ist geklart, daf die oligomere Struktur
der Makromolekdle in vivo keirv3-Protomer, sondern eirv(3),-Diprotomer ist (Linz98). Das
Monoprotomer scheint jedoch fir die enzymatische Funktion ausreichend zu sein (Skou92).

Die a-Untereinheit des Schafnierenenzyms besteht aus 1012 Aminosauren (Ratte: 1018, Ov-
ch86), dies-Untereinheit aus etwa 300 Aminosauren. Dies ergibt Molmassen von 112 kD bzw.
35 kD (im unglycosylierten Zustand). In Saugetieren gibt es drei Isoformem-dand zwei
Isoformen der3-Untereinheit:a;wird in praktisch allen Geweben gefunden und ist die vorherr-
schende Form in der Niere und anderen Na-transportierenden Epithelieommt hauptsachlich
in Muskel- und Herzzellen, Neuronen und Adipocyten (Fettzellen) vor;asndird Gberwiegend
in Neuronen, aber auch in glatten Muskelzellen exprimiert (Mall96, Jewe92). Die verschiedenen
Isoformen unterscheiden sich in ihrer Affinitat fir Nand ihrer Regulierbarkeit durch Hormone
bzw. Hemmbarkeit durch Herzglycoside (Mgall96, Ubersichtsartikel siehe Blan98, Jewe92, Leve94,
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Swea89). Die5;-Untereinheit ist die dominante Form in der Niere und wird auch in fast allen an-
deren Geweben gefundety; kann aus Hirngewebe isoliert werden und scheint eine Rolle bei Zell-
Zell-Interaktionen zu spielen (Skou92). Obwohl alle enzymatischen und Transportfunktionen auf
der a-Untereinheit lokalisiert sind, ist diese ohne didJntereinheit nicht als lonenpumpe aktiv.
Daher wird vermutet, daB eine strukturerhaltende Funktion wahrnimmt und gi&ntereinheit
stabilisiert. Aul3erdem spielt sie eine Rolle bei der Synthese und Reifungdatereinheit und

ihrem Export zur Plasmamembran (Geer90, Geer91, Tamk86). Die differentielle Expression der
verschiedenen-Untereinheiten und ihre Kombination mit dér oders,-Untereinheit filhrt még-
licherweise zu funktionell verschiedenen Pumpen je nach den Erfordernissen des entsprechenden
Gewebes.

Die Feinregulation der Na,K-ATPase erfolgt Uberdies mittels Phosphorylierung durch Protein-
kinase A und C (Pede97, Vasi90, Begi96, Vasi92) und eventuell durch Phospholijj@daf®7).
Die regulatorischen Phosphorylierungsstellen sind Ser 371, Ser 938 und Thr 347 (Schwr96). Un-
ter dem Einflu? von Hormonen erhéht sich unter anderem die Transkription der messenger RNA
fur die Na,K-ATPase und fuhrt so zu einer Hochregulation des Expressionslevels (der Anzahl an
Pumpen in der Membran). In der Medulla von S&ugernieren konnte aul3erdemléniereinheit
nachgewiesen werden, die mit derund 5-Untereinheit in der gereinigten Praparation assoziiert
ist, und der man eine regulatorische Funktion zuschreibt (Ther98),-Dietereinheit scheint auf
die Niere begrenzt zu sein (Ther98, Merc93). Mit der oligomeren Strukfifsy ) bzw. (o),
ist die Na,K-ATPase sehr viel einfacher aufgebaut als F- oder V-Typ-ATPasen. Dennoch liegt
im Gegensatz zurfF,-ATPase, deren Kopfstruktur bis zu einer Auflésung von 2,8 A geklart ist
(Abra94), noch keine Rontgenstrukturanalyse einer P-Typ-ATPase vor. In Ermangelung solcher
"harten" Strukturdaten wird mit anderen theoretischen oder experimentellen Ansatzen versucht,
die Tertiar- bzw. Quartarstruktur dieses Makromolekils genauer einzugrenzen (Ubersichtsartikel
siehe Mgll96).

Durch die theoretische Analyse seiner Aminosauresequenz kann man ein Modell der Pumpe
mit einer bestimmten Anzahl anHelices aufstellen. Aufschlisse tber die intra- oder extrazellu-
lare Lokalisation bestimmter Bereiche der Polypeptidkette(n) erhélt man unter anderem mit Hilfe
von Antikérpern (Anto91). Durch die kovalente Verknipfung reaktiver Substanzen an bestimm-
te Aminosauren des Proteins erhalt man Informationen daruber, in welchem Bereich des Enzyms
bestimmte Liganden wie z. B. ATP oder Ouabain gebunden werden. Uberdies kann man durch
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) die topologische Entfernung zweier fluoreszieren-
der Sonden und damit die Distanz zwischen ihren Bindungsstellen abschéatzen (siehe Mat & Met
3.4). So lieR sich der Abstand zwischen ATP- und Ouabain-Bindestelle auf etwa 70 A bestimmen
(Fort88, Linz98).
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Proteolytischer Verdau des Enzyms und nachfolgendes Ansequenzieren der Bruchstticke fuhr-
te in Kombination mit anderen Methoden zu einem Modell der Na,K-ATPase mit zehn membran-
durchspannenden Segmenten (M) und einem labilen C-TerminusiM,) (Gold95, Arys95).

Bild 2 zeigt das aktuelle Modell anhand der Priméarstruktur (Aminosauresequenz), der
Untereinheit der Na,K-ATPase (Ratte) im Ein-Buchstaben-Code. Die Numerierung beginnt mit
dem N-Terminus. Vermutete bzw. numerisch simulierte Elemente der Sekundarstruktur sind eben-
falls dargestellt:a-Helices als diagonal aufsteigende, aufeinandergestapelte lineare Bergiche,
Faltblatter als parallel angeordnete auf- und absteigende Sequenzen. Die Ubrigen Bereiche liegen
wohl in Loop- (Schleifen-) oder Turn- (Kehrtwende-) Formation vor. N- und C-Terminustéer
Untereinheit sind cytoplasmatisch. Die mutmalfilichen Eintrittsstellen der Polypeptidkette in die
Membran konnten durch Verdau mit unspezifischen Proteasen bestimmt werden. Die membra-
narena-Helices sind von M bis M;q durchnumeriert und haben jede eine Lange von 22 bis 25
Aminosauren. Da die Hydrophobizitatsplots der katalytischen Untereinheiten von P-Typ-Pumpen
sich &hneln und auch Teile ihrer Aminosauresequenzen eine grof3e Homologie aufweisen, nimmt
man an, dald auch ihre topologische Organisation ahnlich ist (Jgrg88). Damit sind Analogieschlis-
se von anderen P-Typ-Pumpen wie der sarcoplasmatischen Ca-ATPase oder der H,K-ATPase, tUber
die schon umfangreichere strukturelle Daten vorliegen, auf die Na,K-ATPase moglich.

In Analogie zur sarcoplasmatischen Ca-ATPase wird angenommen, dal’ der Bereith M
auch aufRerhalb der Membran nochcairhelicaler Struktur vorliegt und eine Art Stiel bilde$)(
der aus der Membran herausragt. Die grof3e cytoplasmatische Schleife zwischiex M bil-
det die Doman€. Sekundarstrukturanalysen sagen fur diese Region eine abwechsbkéidale
und g-Faltblattstruktur voraus (Bran86, Tayl89). Hier liegt die Phosphorylierungsstelle Asp (D)
371 (Ratte), die auch die Affinitat fir ATP mitbestimmt und Einflu3 auf das Gleichgewicht zwi-
schen den zwei Hauptkonformationen ihd E hat (Pedr96). Durch die spezifische kovalente
Kopplung reaktiver ATP-Analoga an die Pumpe konnte man zeigen, dal3 an der ATP-Bindung au-
Berdem die AminosaurensB, Kuss, Kso3 (FITC-Bindestelle), Gly (G) 504 und B,, D7 und
D, beteiligt sind bzw. sich in direkter Nahe des gebundenen ATPs befinden (Schwr96, Farl97,
Tran94). Da eine FITC-modifiziert Pumpe nicht mehr durch ATP, aber immer noch durch Acetyl-
oder Kreatinphosphat phosphoryliert werden kann, scheint es sinnvoll anzunehmen, dal3 die ATP-
Bindestelle in zwei Bereiche geteilt ist und aus einer Adenin/osin- und einer Phosphatbindestelle
besteht. Lys (K) 503 und £, liegen dabei wohl in der Adenin/osin-Koordinierungsstelle (Tran94,
Pede90). Durch Aminosaureaustauschmutationen konnte auch Arg (R) 546 als mdglicherweise an
der ATP-Bindung beteiligt identifiziert werden (Jarg98).

DomaneC scheint ein Stiick weit funktionell autonom zu sein, da dieses Polypeptid bei Expres-
sion in Bakterien immer noch in der Lage ist, ATP zu spalten oder ATP-PNP, ein nicht spaltbares
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Abbildung 2:Schema des aktuellen Modells der Na,K-ATPasanhand der Aminosauresequenz. Vermu-
tete Elemente der Sekundarstruktur dargestellt als diagonale, aufeinander gestapelte Betdalloeg)
bzw. parallel verlaufende SequenzénHaltblatter). Nach Vils97b, verandert.
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EINLEITUNG 2 Aufbau der Na,K-ATPase

ATP-Analogon, zu binden. Konstruiert man Chiméaren, indem man die DorGader sarco-
plasmatischen Ca-ATPase durch die der Na,K-ATPase ersetzt, erhalt man funktionelle Pumpen
mit unveranderter apparenter Affinitat fir Ca-lonen. Dies steht im Einklang mit der Beobach-
tung, daf’ auch die lonenbindung teilautonom verlauft: Durch enzymatischen Verdau mit Trypsin
war es maoglich, den allergrof3ten Teil der cytoplasmatischen Doméanen zu entfernen und die
Untereinheit in die membranstéandigen PeptidgN,, Ms/M,, Ms/Mg und M;-M, mit kurzen
cytoplasmatischen Schwanzen zu zerlegen (Capa92, Karl90). Dieser Rumpf der Pumpe (genannt
19kD-Membranen nach dem grof3ten Peptig-Ml, von ungeféahr 19 kD Molmasse) ist immer

noch in der Lage, lonen zu binden bzw. zu okkludieren (einzuschlie3en) und Ouabain zu binden.
Dies zeigt, dal3 die lonenbindungsstellen innerhalb der Membran liegen.

Durch Mutationsanalysen konnte man Asp 806 und 810 auf der transmembranéren Kelix M
als zentrale Aminosauren fir die Bindung und den Transport vorfudd moglicherweise auch
Nat) bestimmen (Ande95, Pedr97, Kunz96, Blos97, Ling98, Jarg98). Da Mutationen dieser Ami-
nosauren auch eine verminderte Na-Affinitat zur Folge haben, spielen sie wohl auch bei der Na-
Bindung eine Rolle (Pedr97). Auch Mutationen von Glu 329, Ser 777 und Glu 781 scheinen zu-
mindest fur die Bindung, Okklusion, und/oder Translokation vorvidchtig zu sein (Argu94, 95,
96, Ling98, Kost96, Vasio8). Furdgs aus der konservierten DPPR-Sequenz wird eine mdgliche
Beteiligung an der Mg-Bindung diskutiert (Farl97).

Das Herzglycosid Ouabain wird durch die Schleife zwischeruhtd M, und Aminoséauren auf
M1, My, Ms, Mg und M; gebunden (Ling98). Die cytoplasmatische Schleife zwischemihd M;
wird RegionB genannt und liegt vermutlich in antiparallel@rStrangen vor. Schneidet man hier
mit Trypsin oder Chymotrypsin, so kann das Enzym noch lonen binden und okkludieren und auch
durch ATP phosphoryliert werden, aber es findet kein lonentransport mehr statt. Daher nimmt
man fur diese Region eine Rolle bei der lonentranslokation bzw. dem Ubergang zwischen den
Konformationen Eund E an (Jgrg92, Blos98). Der N-Terminus detntereinheit scheint eine
Rolle bei der K-Deokklusion und der Abhangigkeit der Enzymaktivitat vom Membranpotential zu
spielen (Wier93, Vasi93a, Jgrg94, Hori94, Vasio3b). Man diskutiert einen indirekten Einflul? auf
die lonenbindung durch eine membranpotentialabhé&ngige Regulierung /ilgs@eichgewichts
(Vasi93b) oder einen direkten Einfluf3 durch die Beteiligung am lonenzugangskanal.

Die s-Untereinheit der Na,K-ATPase (nicht dargestellt) durchspannt mit nur etalix die
Membran, ihr N-Terminus ist cytosolisch und der Uberwiegende Teil des Polypeptids extrazellu-
lar (Mody91, Anto91, Jarg92). Sekundarstrukturanalysen sagen fur ihre extracytoplasmatischen
Bereiche teilweise eing-Faltblattstruktur voraus (Rost94). DieUntereinheit enthélt drei bis
neun Asparaginkonsensussequenzen zur Anheftung von Zuckern (Schm94, Sauger Asp 158, 193
und 265) und hat wegen ihrer starken Glycosylierung eine apparente Molmasse von 50 - 65 kD
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Abbildung 3: Massenverteilung und ungefahre Abmessungen der Na,K-ATPaseNach Stok94, 98,
Pede90, verandert.

(Mili88). Sechs konservierte Cysteinreste sind zu drei Disulfidbriicken verbunden. Diese sind
wichtig fur die korrekte Faltung det-Untereinheit, die eine Voraussetzung fur den Zusammenbau
mit der o-Untereinheit und deren Reifung zur katalytisch aktiven und transportfahigen Pumpe ist
(Begg97, Geer96). Die Reduktion einer oder mehrer dieser Disulfidbriicken fihrt schrittweise zum
Verlust der Transportfunktionen des Dimers (Luts93, Kirl90, Nogu94). &dglonomer alleine

ist zwar zur Hydrolyse von ATP in der Lage, aber dieser Prozel} ist weder von der Na- oder K-
Konzentration abhéngig noch durch Ouabain hemmbar (Blan94). Aus diesen Griinden scheint ein
Beitrag der/-Untereinheit zur Kopplung der enzymatischen mit den Transportfunktionen mog-
lich, aber auch eine rein strukturelle Funktion, namlich @di&/ntereinheit zu stabilisieren und

eine bestimmte topologische Organisation aufrecht zu erhalten, ist denkbar.

Allerdings gibt es mittlerweile einige starke Hinweise darauf, dal3/dlgntereinheit eine
Rolle bei der K-Aktivierung der Pumpe spielt (Luts93, Jais94, Geer96, Shai96): Dabei intera-
giert ihr N-Terminus moglicherweise mit derUntereinheit: Der Verlust von zehn Aminosauren
des N-Terminus def-Untereinheit fuhrt zu einer veranderten Kinetik der Rb-Deokklusion und
ei ner drastisch erniedrigten Affinitat fur Ribei 19kD-Membranen (Shai96). Uberdies fuihrt
der Zusammenbau einerUntereinheit mit verschiedenefrUntereinheiten zu Pumpen mit un-
terschiedlicher Affinitat fur K-lonen (Jais92, Pont97). DidJntereinheit interagiert zudem auch
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EINLEITUNG 2 Aufbau der Na,K-ATPase

noch mit der Sequenz zwischen den ersten zwei zu einer Disulfidbriicke verbundenen Cysteinen
der M;-Mg-Schleife der-Untereinheit (Lema94, siehe auch Gold95). Weitere Kontaktstellen sind
die transmembranére Helix inclusive eines anschlieienden C-terminalen Sticks (Jaun93, Colo97,
Sarv97) und der C-Terminus (Begg93).

Die v-Untereinheit der Na,K-ATPase wurde von Forbush entdeckt (Forb78). Ihre Aminosau-
resequenz wurde 1993 aufgeklart (Merc93). Sie durchspannt wahrscheinlich mit-¢iedix die
Membran, wobei ihr N-Terminus extracytoplasmatisch ist (Merc93, Begi97). Sie koprazipitiert mit
funktionellenaS-Komplexen und liegt im Verhaltnis von 1:1 mit diesen vor (Reev80, Hard81). Es
wird diskutiert, daf? die-Untereinheit ebenfalls die & Aktivierung der Pumpe modulieren kénn-
te (Ther98, Begi97).

3 Reaktionszyklus der Na,K-ATPase

Pro Pumpzyklus bewegt die Na,K-ATPase drei Na-lonen aus der Zelle heraus und gibt zwei K-
lonen ins Cytoplasma ab, was einem Nettotransport von einer positiven Elementarladung aus der
Zelle heraus entspricht (Glyn94). Dieser Pumpstrom tragt zum Membranpotential bei und wird
daher elektrogen genannt (Laug91b). Umgekehrt ist der Ladungstransport seinerseits auch vom
Membranpotential abhangig. Teilschritte dieses Transports, in denen Ladungen nur Giber Abschnit-
te des Membrandielektrikums verschoben werden, kdnnen ebenfalls als Strom gemessen werden
und werden ebenso als elektrogen bezeichnet. Aus mechanistischer Sicht mufl3 eine einfache P-
Typ-Pumpe, die ein lon von der einen Seite der Membran auf die andere translozieren soll, zu
folgenden Prozessen in der Lage sein: Das lon zu binden, durch ATP phosphoryliert zu werden
(Energieeintrag, der den Ablauf vorwarts treibt), einen Konformationsiibergang durchzumachen
(E;:—Ey), das lon auf der anderen Seite freizusetzen, und durch Phophatabspaltung und einen er-
neuten Konformationsiibergang wieder zum Ausgangspunkt des Zyklus zuriickzukehren. Dieses
einfache Modell fuhrt zu acht verschiedenen ZustandgnX,, E,~P, XE ~P, P-EX, P-E,

E;X, und E; mit 12 moglichen Ubergangen (X: transportiertes lon).

Fal3t man eine lonenpumpe als stochastische Maschine auf, sind von jedem Zustand ausge-
hend prinzipiell alle drei Reaktionstypen lonenbindung/-freisetzung, Phosphorylierung bzw. De-
phosphorylierung und Konformationsibergang-Hf, bzw. E—E;méglich. Daher muf3 durch
einen geeigneten strukturellen Aufbau des Enzyms gewahrleistet werden, daf3 in der tiberwiegen-
den Mehrheit der Falle nur einer der drei moglichen Ubergange eingeschlagen wird. Wiirden die
Zustande in zufalliger Reihenfolge durchlaufen, hatte dies eine Verschwendung von ATP mit nur
gelegentlichem lonentransport zur Folge. Durch dieses aus acht Zustanden bestehende Modell liel3
sich die Funktion einer H-ATPase au&nterococcus hirabeschreiben (Apel90).
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EINLEITUNG 3 Reaktionszyklus der Na,K-ATPase

Auch der Reaktionszyklus der Na,K-ATPase besteht aus einer Abfolge von Konformations-
Ubergangen, Phosphorylierungs- bzw. Dephosphorylierungsschritten und lonenbindungs-, Okklu-
sions- und Freisetzungsreaktionen (Glyn85, Forb88, Jarg88). Er ist in einer modifizierten Form
des sogenannten Post-Albers-Schemas in Abbildung 4 dargestellt.

Nicht alle Zustande sind biochemisch fal3bar; die Existenz mancher Zustande muf3te zur er-
folgreichen Beschreibung bestimmter kinetischer Experimente gefordert werden. Man geht von
zwei Hauptkonformationen;Eind E aus (Glyn84, 85, Albe67, Post72), die durch verschiedene
Spaltmuster nach Behandlung mit Proteasen unterschieden werden konnen. In der Konformation
E; weisen die lonenbindungsstellen zum Cytoplasma und im dynamischen Gleichgewicht wird
Nat bevorzugt vor K gebunden; in der Konformation,Eind die lonenbindungsstellen zum
Extrazellularraum gerichtet, und die Affinitat fir K-lonen ist weit hoher als fir Na-lonen. Zudem
unterscheiden sich die Konformationen in ihrer Affinitat fir ATP, die im Zustandekitlich hoher
ist als in & (Raten der Ubergange und Affinitaten siehe Heys94).

In der Konformation E kann das Enzym drei Na- oder zwei K-lonen binden. Da die K-
Bindung elektroneutral verlauft (Buhl91, Heys94), und man annimmt, daf3 Na- und K-lonen durch
dieselben Aminoséauren koordiniert werden (Glyn90, Or96a, Gold87, Laug91b), geht man von der
Existenz einer weiteren, ungeladenen Na-Bindestelle aus, die vermutlich als letzte besetzt wird
(Schu96, Heys94). Als Kandidaten fur die Bindung der zwei Na- oder K-lonen werden unter an-
derem die Carboxylgruppen von Asp 806 und 810 diskutiert (siehe 2 Aufbau der Na,K-ATPase).
Man nimmt an, dal3 diese Bindungsstellen in einem weiten, wassergefillten Vestibul lokalisiert
sind, so daf3 ihre Besetzung nicht vom Membranpotential abhangig ist (Heys94, Laug91b). Da die
Bindung von Nd elektrogen ablauft (Doma99, Or96a, Gold87, Karl85, Biihl91, Heys94), mul3
sich daher die dritte Bindestelle innerhalb der Membran befinden, so daf3 ein Teil des Membran-
potentials tUber der Strecke dielektrische Oberflache des Proteins - Bindestelle abfallt.

Das Konzept, dal3 die lonenbindungsstellen abwechselnd auf der nach innen bzw. nach au 3en
gerichteten Seite prasentiert werden, nennt man alternating-access mechanism (abwechselnde Zu-
ganglichkeit, Laug79, Tanf83). Nach heutiger Vorstellung ist es unwahrscheinlich, dal3 lonen mit
ihren Bindungsstellen tber grol3e Teile der Membran verschoben werden; vielmehr geht man da-
von aus, dal3 Energiebarrieren als Tore (gates) um die gebundenen lonen herum aufgerichtet wer-
den, so dafl3 eine lonenpumpe als gated channel (lonenkanal mit sich 6ffnenden und schlie3enden
Toren, Laug84) aufgefal’t werden kann. Durch den Energie bereitstellenden Schritt wirden dann
Lage und Hohe der Energiebarrieren voribergehend veréndert. Auf einer oder beiden Seiten kénn-
ten die lonen ihre Bindungsstellen durch Zutrittskanale (access channels) erreichen (Laug91a).

Auf die lonenbindung folgt bei der Na,K-ATPase die Phosphorylierung durch ATP, die zur
Okklusion der Na-lonen fuhrt. In diesem Zustand waren beide Tore geschlossen, so daf3 die ge-
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Abbildung 4: Mechanistisches Modell fir den lonentransport der Na,K-ATPase(Wudd95). Elek-
trogene Teilreaktionen sind durch die dielektrischen Koeffizieatefiy, v, unddy - 4, beschrieben, K
Gleichgewichtskonstanten. Cytoplasma links, Extrazellularraum rechts der Membran. Dargestellt sind auch
die geladenen lonenbindestellen, die neutrale Bindungsstelle ftiy INal der enge Zugangskanal auf der

extrazellularen Seite, der die Freisetzung des ersten Na-lons zum bedeutendsten elektrogenen Teilschritt
macht.

17



EINLEITUNG 3 Reaktionszyklus der Na,K-ATPase

bundenen Ionen nicht mit dem umgebenden walrigen Medium austauschen kdnnen. Der nach-
folgende Konformationsiibergang lauft spontan ab und scheint nur schwach elektrogen zu sein

(Wudd95). Die Deokklusion des ersten Na-lons ist der grofdte ladungsverschiebende Prozel3 des
Zyklus (Wudd95, Heys94, Stur91, Hilg94, dielektrischer Koeffizignt 0,65). Dies wird durch

die Existenz eines tiefen lonenschachts (high field access channel / ion well (Laug91a,b)) erklart,

Uber den ein Grol3teil des Membranpotentials abfallt. Auch die Spannungsabhangigkeit des steady-
state Na/Na-Austauschs in Tintenfischaxonen ist ein sehr klarer Hinweis auf die Existenz eines

engen externen Zutrittskanals (Gads93).

Hat das erste Na-lon den lonenschacht verlassen, fihrt moglicherweise eine Relaxation in der
Proteinstruktur zur Verringerung der dielektrischen Distanz zwischen extrazellularer Phase und
Bindungsstellen, so dal3 die Freisetzung der beiden tbrigen Na-lonen durch einen niedrigen Di-
elektrizitatskoeffizienten charakterisiert ist (G:16; = 4, < 0,2). Diese geringere dielektrische
Distanz kdnnte durch eine Aufweitung des Zugangskanals erklart werden. Die nachfolgende K-
Bindung erfolgt mit gleicher oder ahnlicher Elektrogenitat (Wudd95). Phosphatabspaltung flhrt
zur K-Okklusion; die Bindung von ATP an eine niederaffine Bindungsstelle erleichtert dann die
Deokklusion der K-lonen auf der cytoplasmatischen Seite. Auch in Anwesenheit von physiologi-
schen ATP-Konzentrationen hat der K-okkludierte Zustand die niedrigste freie Epgnginel ist
damit der stabilste. Das Post-Albers-Schema reprasentiert einen konsekutiven (oder Ping-Pong-)
Mechanismus, d. h. ein Substrat (z. B."avird in einem Abschnitt des Zyklus transportiert,
das andere (K) im darauffolgenden Abschnitt. Direkte Hinweise auf eine konsekutive Arbeits-
weise der Na,K-ATPase stammen aus Experimenten, die zeigen, dald die Pumpe auch in vélliger
Abwesenheit von K-lonen zu einem transienten Na-Transport in der Lage ist (Rako89, DeWe88).

Elektrogene Prozesse werden z. B. mit Patch-Clamp-Methoden, Bilayer- und Ladungspulstech-
niken, elektrophysiologischen Methoden, mit in Veesikeln rekonstituierten ATPase-Préaparationen
oder mit feldsensitiven Fluoreszenzfarbstoffen untersucht (Wudd95, Heys94, Stiir89, 92, Buhl95,
Hilg94, Vasi93a, Gads93 ... Ubersichtsartikel zu elektrogenen Teilreaktionen des Pumpzyklus
der Na,K-ATPase siehe Rako97).

4 Zielsetzung der Arbeit
Hauptgegenstand der Untersuchungen dieser Doktorarbeit war der Na-Ast des erweiterten Post-
Albers-Zyklus:

Die Bindung der Na-lonen auf der cytoplasmatischen Seite hangt unter anderem von der Mg-
Konzentration ab (Heys94). Fir eine genauere Eingrenzung der Eigenschaften der cytoplasmati-
schen lonenbindungsstellen sollte der Einfluf3 einer Reihe mono-, di- und trivalenter anorganischer
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und organischer Kationen auf die Na-Bindung untersucht werden. In diesem Zusammenhang von
besonderem Interesse schienen dabei durch Mg-lonen hervorgerufene Effekte, da die Existenz von
mehreren Mg-Bindungsstellen postuliert worden war (Kash97, Smir93a).

Die membrangebundene Na,K-ATPase kann durch spezifische Behandlung mit Trypsin in vier
unterschiedlich grof3e, membranstandige Teilstlicke, die sogenannten 19kD-Membranen, zerlegt
werden, die noch lonen- und Ouabainbindungsaktivitat zeigen, aber alle ATP-abhangigen Funk-
tionen verloren haben (Capa92, Schwp94, Or96b, siehe Abschnitt 2). Diese Praparation, ebenso
wie eine mit Chymotrypsin noch weiter verdaute Membranfraktion, sollte naher untersucht werden
im Hinblick auf ihre Na-Bindungseigenschaften, auf eine eventuell beibehaltene Kompetition von
Na" mit anderen ein- bis dreifach geladenen Kationen, und auf ihre Bindung von Hemmstoffen.

Die cytoplasmatische Na-Bindung ist elektrogen und kann daher mit feldsensitiven Fluores-
zenzfarbstoffen wie RH 421 untersucht werden. Von bestimmten Zustdnden des modifizierten
Post-Albers-Zyklus ausgehend ist die Besetzung der cytoplasmatischen lonenbindungsstellen auch
mittels konformationssensitiver Fluoreszenzfarbstoffe wie z. B. FITC (Fluoresceinisothiocyanat)
moglich. Diese zwei Farbstoffe andern ihre Fluoreszenzintensitat durch die Bindung von lonen an
die Pumpe aus vollig verschiedenen Grinden und mit vollig verschiedenen Mechanismen (siehe
Mat & Met Punkt 3.3 und 3.4). Es sollten Messungen mit beiden Farbstoffen durchgefuhrt werden,
deren Vergleich Aufschluf? Giber kinetische Eigenschaften der lonenbindung geben sollte.
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Material und Methoden

1 Préaparation und Reinigung von Na,K-ATPase enthaltenden
Membranfragmenten

In der Cytoplasmamembran der Tubulizellen in der Sdugerniere ist die Na,K-Pumpe aus Grinden
der Salzrickgewinnung in sehr hoher Dichte vorhanden, weshalb sich dieses Gewebe zur Isolie-
rung der Na,K-ATPase besonders gut eignet. Dazu werden mehreren frisch getdteten Zuchtkanin-
chen (hier: Exbreeder) die Nieren entnommen und diese quer in diinne Scheiben geschnitten. Auf
Eis wird die dunkelrote auf3ere Medulla herausprapariert, in eiskaltem Saccharose-Histidin-Puffer
(30 mM Histidin, 250 mM Saccharose, 5 mM Imidazol, 1 mM EDTA, pH 7,2) homogenisiert
und bei 6000 g 15 Minuten zentrifugiert. Das Pellett wird in Saccharose-Histidin-Puffer resus-
pendiert und erneut homogenisiert und zentrifugiert. Die Uberstande der beiden Zentrifugationen
werden vereinigt und nochmals 30 Minuten bei 48 0@abzentrifugiert. Das Pellett dieses Tren-
nungsschrittes enthélt die Na,K-ATPase-haltigen Membranfragmente, die als Mikrosomenfrakti-
on bezeichnet werden. Sie werden in Saccharose-Histidin-Puffer aufgenommen und in flissigem
Stickstoff bei -196'C aufbewabhrt.

Zur weiteren Reinigung wird die Mikrosomenfraktion aufgetaut und auf eine Proteinkon-
zentration von 1,1 bis 1,3 mg/ml verdiinnt. Durch eine 20-minttige Inkubation mit dem Detergens
SDS (Natriumdodecylsulfat) werden andere Proteine aus der Membran herausgeldst, die Na,K-
ATPase verbleibt jedoch aufgrund ihrer starken Assoziation mit den Lipiden in der Membran (siehe
auch Einleitung 2 Aufbau der Na,K-ATPase). Dabei wird eine 5,2 %ige SDS-L6sung tropfenweise
unter kontinuierlichem Rihren zum Enzym gegeben, das durch die ATP-Konzentration von 3 mM
in einer gegen SDS stabilen Konformation gehalten wird. Die Trennung der solubilisierten Prote-
ine von den Fragmenten erfolgt bei 200 004 aurch eine 17-stiindige Zonenzentrifugation Uber
einen dreistufigen Saccharosegradienten (10 %, 15 % und 29,4 %ige Losung). Das resultierende
Pellett mit den gereinigten, Na,K-ATPase enthaltenden Membranfragmenten wird in Imidazolpuf-
fer (25 mM Imidazol, 1 mM EDTA, pH 7,5) mit 1 % Saccharose resuspendiert und kann 5& -70
Uber Monate gelagert werden, ohne daf3 die Aktivitat der Na,K-ATPase nennenswert sinkt (> 90 %
Aktivitat nach einem Jahr). Die Praparation wird in Anlehnung an Jgrgensen (Jarg74) ausgefihrt.

Die gereinigten Fragmente sind fast planar, haben einen Durchmesser von @ya ubd ent-
halten bis zu 10000 Pumpmolekiile pro Quadratmikrometer (Degu77, Skri81, Herb82, Zamp86,
siehe Abbildung 1). Sie enthalten circa 0,8 mg Phospholipid und 0,2 mg Cholesterin pro Mil-
ligramm Protein. Die Proteinkonzentration wird nach Lowry (Lowr51) mit BSA als Standard
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bestimmt. Die spezifische ATPase-Aktivitat ermittelt man durch den Pyruvatkinase-Lactatdehy-
drogenase-Test (Schwt71): Durch die ATPase-Aktivitat gebildetes ADP wird durch die Pyruvat-
kinase unter Verbrauch von Phosphoenolpyruvat rephosphoryliert, das entstehende Pyruvat durch
die Lactatdehydrogenase zu Lactat reduziert. Dabei wird NADH zu NAKidiert; dieser Abbau

von NADH kann beil = 340 nm spektralphotometrisch verfolgt werden. Die Aktivitat der ver-
wendeten Membranpraparationen lag bef@7bei 1600 - 240Q:mol P, / (h-mg) (entsprechend

einer Turnoverrate von 70 - 100 /sec bei einer Molmasse von 150 kD), die Proteinkonzentration
zwischen 2 und 3 mg/ml.

2 Proteolytischer Verdau mit Trypsin und Chymotrypsin

Die Praparation von 19kD-Fragment enthaltenden Membranen (den sogenannten 19kD-Membranen)
wurde in Anlehnung an Capasso (Capa92) durchgefuhrt. Vor dem Verdau wurden 0,5 - 1,5 mg des
Enzyms Gber Nacht bei4C gegen 1000 Volumina Histidinpuffer (25 mM Histidin, 1 mM EDTA,

pH 7,0) dialysiert, wobei eine high-speed Biotech-Membran (Spectra/Por R 2.1, 1500 MWCO)
verwendet wurde.

Am nachsten Tag wurde das Dialysat in einer Beckmann-Airfuge bei 30 Psi (140¢)CGtbx
zentrifugiert und zu einer Konzentration von ca. 3 mg/ml in Histidinpuffer resuspendiert. TPCK-
behandeltes Trypsin wurde zu einer Konzentration von 1 mg/ml in Imidazolpuffer (25 mM Imida-
zol, 1 mM EDTA, pH 7,5) suspendiert. Die Zugabe von 10 mM RbCI (Endkonzentration) aus einer
100 mM Stammldsung, 0,15 mg/ml Trypsin und einem entsprechenden Volumen aqua dest. zu den
Membranen fuihrte zu einer Endproteinkonzentration der ATPase von 1,5 mg/ml und einer Kon-
zentration von 12 mM Histidin (pH 7,0). Das Massenverhaltnis ATPase zu Trypsin betrug 10:1.
Dieser Ansatz wurde nach vorsichtigem Vortexen 1 h bet@4nkubiert. Trypsininhibitor aus
Sojabohnen wurde zu 9 mg/ml in Imidazolpuffer mit 2 mM RbCI suspendiert und im Verhaltnis
5:1 (w/w) in Bezug auf Trypsin dem Ansatz zugegeben. 10 Minuten Inkubation & 3dllten
den Verdau stoppen und Uberdies dazu beitragen, dal3 Spuren von an die Membran adsorbiertem
Trypsin abgeltst werden.

Die Suspension wurde anschlie3end mit kalter 0,2 mg/ml Trypsininhibitor-Suspension (in Imi-
dazolpuffer mit RbCI) 2:5 bis 1:3-fach verdinnt und 1 h im vorgekuihlten TLA 100.2-Rotor bei 4
°C in einer Beckmann-Tischzentrifuge bei 68 000 rpm (163 0@) abzentrifugiert. Das Pellett
wurde in kalter 1,5 mg/ml Trypsininhibitor-Suspension resuspendiert und verdinnt, und 10’ bei
37°C inkubiert. Dann wurden grol3ere Proteinaggregationen durch 30” Zentrifugation in der Ep-
pendorfzentrifuge bei maximaler Drehzahl (12 - 13 000 rpm) sedimentiert. Der Uberstand wurde
mit 0,2 mg/ml Trypsininhibitor-Suspension verdiinnt und wieder in der Beckmann-Tischzentrifuge
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1 h bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellett wurde in Imidazolpuffer mit 2 mM RbCI resuspendiert
und verdinnt und erneut der Inkubation bei°® und Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge
unterworfen. Der Uberstand wurde nochmals 1 h b&C4ind 163 000 »g abzentrifugiert und
schlieRlich in Imidazolpuffer mit oder ohne RbCI (zum Einfrieren oder zum sofortigen Verbrauch)
zu einer Proteinkonzentration von 1 bis 2 mg/ml aufgenommen. Die Lagerung wéhrend der 2 bis
3 Tage dauernden Mef3zeit erfolgte im Kuhlschrank auf Eis.

Der Verdau mit Chymotrypsin erfolgte in Anlehnung an Shainskaya & Karlish (Shai86):
Chymotrypsin wurde zu einer Konzentration von 1,5 mg/mlin Imidazolpuffer (25 mM Imidazol, 1
mM EDTA, pH 7,5) gel6st. Eine Suspension 19kD-Membranen wurde durch Zugabe von 10 mM
(Endkonzentration) RbCl und einem entsprechenden Volumen von flinffach konzentriertem Imida-
zolstammpuffer auf eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml verdiinnt und der Puffer mit 200 mM
Tris (Base, Endkonzentration ca. 7,2 mM) auf pH 8,0 eingestellt. Die Imidazolendkonzentration
betrug 12 mM.

Dieser Ansatz wurde auf 3TC vorgewarmt und mit-Chymotrypsin im Verhéaltnis 1:40 (w/w)
zum Membranprotein versetzt. Nach vorsichtigem Vortexen wurde die Suspension 1 h 20’ bei 37
°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden nacheinander 2 mM (Endkonzentration) frisch
angesetztes PMSF aus einer 100 mM Stammldsung, 0,2 mM TPCK aus einer 30 mM Stammldsung
und 20 mM RbCI hinzugegeben und der Ansatz nach jeder Zugabe jeweils 10’ bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden die Membranen 15-fach mit eiskaltem Imidazolpuffer, der zusatzlich 20
mM RbCI, 1 mM PMSF und 0,1 mM TPCK enthielt, verdinnidub h bei 4°C und 50 000 rpm
(226 000 xg) im TI 50-Rotor (Beckmann) abzentrifugiert.

Das Pellett wurde in Imidazolpuffer mit 20 mM RbCI resuspendiert und 10’ bei Raumtempe-
ratur mit 1 mM PMSF und 0,1 mM TPCK inkubiert. Daraufhin wurden die Membranen erneut mit
Imidazolpuffer mit 20 mM RbCI, 0,5 mM PMSF und 0,1 mM TPCK verdunntunh bei 4°C
abzentrifugiert. Dieses Vorgehen fuhrt zu einer volligen Inaktivierung des Chymotrypsins und zur
Abldsung von an die Membranen adsorbierten Proteasemolekilen. Schlief3lich wurde das Pellett
in Imidazolpuffer mit 20 mM RbCI oder ohne RbCI (zum Einfrieren oder zum sofortigen Ver-
brauch) resuspendiert und im Kuhlschrank auf Eis aufbewahrt. Der Ertrag wurde nach Markwell
(Mark78) bestimmt und betrug 50 - 60 %.
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3 Fluoreszenzfarbstoffe und Mel3aufbau

3.1 Kovalente Modifikation der Na,K-ATPase mit FITC

Die Markierung mit FITC erfolgte in Anlehnung an Karlish (Karl80): Eine Membranpraparation
wurde aufgetaut und in einer Beckmann-Airfuge bei 30 Psi (140 0P25 Minuten abzentri-
fugiert, gewaschen, und in Tris-Puffer (100 mM TRIS, 2 mM EDTA, pH 9,2) resuspendiert. Die
Proteinkonzentration wurde auf 1 (-2) mg/ml eingestellt. Dann wurde FITC aus einerNs00
Stammldsung in DMFA hinzupipettiert, so daf’ die Endkonzentration 10 («&Opetrug. Dies
entspricht einem etwa 40 %igen UberschuR an FITC (Molmasse der Na,K-ARP4S6 kD).

Nach vier Stunden Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur@5wurde die Markierung
durch 4 bis 5-fache Verdinnung mit eiskaltem Imidazolpuffer (25 mM Imidazol, 1 mM EDTA,
pH 7,5) gestoppt; die weitere einstiindige Inkubation erlaubte die Dissoziation fluoreszierender
Nebenprodukte.

Um Uberschuissiges FITC zu entfernen, wurde die Suspension Uber Naclithgeden Imi-
dazolpuffer mit 1 mg/ml BSA dialysiert, wobei eine high-speed Biotech-Membran (Spectra/Por
R 2.1, 1500 MWCO) verwendet wurde. Nach einer weiteren 15-minitigen Zentrifugation in der
Air-Fuge (30 Psi) und Resuspendierung in Histidinpuffer (25 mM His, 0,5 mM EDTA, pH 7.2)
erhalt man quantitativ gekoppelte Na,K-ATPasemolekile mit einer Restaktivitat von unter 1 %.

3.2 Fluoreszenzmessungen

Fluoreszenzmessungen wurden an einem Perkin-Elmer LS 50B-Fluoreszenzspektrometer durch-
gefuhrt. Der Kivettenhalter ist thermostatisiert und mit einem Magnetriihrer ausgestattet. In eine
Kivette aus optischem Spezialglas (i 400 nm Quarzglas) wurden nacheinander 10D0

Puffer, 200 pmol RH 421 (im Fall eines RH-Experiments) und 9 biggdProtein in Form von
Membranfragmenten pipettiert und das Erreichen eines stabilen Fluoreszenzniveaus abgewartet.
Die Anregungs- bzw. Emissionswellenlange bei RH-Experimenten betrug 580 nm (Spaltbreite
+ 7,5 nm) bzw. 650 10 nm), bei FITC-Experimenten 490 nr: 2,5 oder 5 nm) bzw. 520

nm (+ 5 nm).

Titrationen wurden ausgefuhrt, indem Aliquots hochkonzentrierter Salzlésungen schrittweise
zugegeben wurden, bis sich die Fluoreszenz durch weitere Zugabe nicht mehr &nderte. Um ver-
schiedene Titrationsexperimente vergleichen zu kénnen, wurden relative Fluoreszenzanderungen
AF/R = (F - Ry)/F, (in %) berechnet, wobei als, Flie Ausgangsfluoreszenz vor Zugabe der lo-
nen bezeichnet wird. (Im Fall von RH-Experimenten wurde von dieser Ausgangsfluoreszenz die
geringe Eigenfluoreszenz des Farbstoffs vor Zugabe der Membranen abgezogen.) Den verschie-
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denen Zustanden der ATPase innerhalb ihres Pumpzyklus konnten spezifische Fluoreszenzniveaus
zugeordnet werden (siehe Heys94). Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Experimente bei 16
+ 0,5°C durchgefihrt.

3.3 Mechanismus des Fluoreszenzfarbstoffs RH 421

Die Synthese von Styrylfarbstoffen wie RH 421 wurde 1979 erstmalig beschrieben (Loew79);
damals wurden sie als elektrochrome Membransonden eingesetzt, um schnelle Anderungen des
Membranpotentials von Nervenzellen zu beobachten (Loew79, Grin82). 1988 wurden Signalande-
rungen des Styrylfarbstoffs RH 160 in (elektrisch kurzgeschlossenen) Na,K-ATPase-enthaltenden
Membranfragmenten beobachtet (Klod88).

Wenig spater gelang der Nachweis, dal3 sich RH 421 mit einem Verteilungskoeffizient von
2,5 x 10 in Lipidmembranen einlagert und dort auf Veranderungen der lokalen elektrischen Feld-
starke reagiert (Buhl91, Stir91). Aufgrund seiner grof3en relativen Fluoreszenzéanderungen bei
verschiedenen Ladungszustéanden in der Membran eignet sich RH 421 besonders gut zur Untersu-
chung elektrogener Teilreaktionen der Na,K-ATPase. RH 421 ist ein amphiphiles, langgestrecktes
Molekdl, das sich fast orthogonal in die Membran einlagert (Abbildung 5 a, b), wobei die negativ
geladene Sulfonylgruppe in die waRrige Phase ragt (Loew82). Das Ubergangsmoment der Ab-
sorption liegt in Richtung der langen Achse des Molekiils. Durch Absorption eines Lichtquants
geeigneter Wellenlange geht der Farbstoff in einen angeregten Zustand tber, bei dem die delokali-
sierte positive Ladung (eingezeichnet am Heterozyklus) sich im Mittel von der negativen Ladung
weg zum anderen Ring verschoben hat (siehe Abbildung 5 b).

Sind im Membrandielektrikum lonen vorhanden, sei es durch Zugabe hydrophober lonen zu
den Membranfragmenten oder durch die Aktivitat der Na,K-ATPase, die wahrend ihres Pumpzy-
klus lonen aufnimmt und abgibt, so haben diese lonen eine Anderung des elektrischen Feldes zur
Folge. Im Fall positiv geladener lonen in der Membran bedeutet dies, dald die positive Ladung
von RH 421 bei der Absorptiogegerdieses elektrische Feld in der Membran verschoben werden
mul3, wozu das absorbierte Lichtquant eine hohere Energie im Vergleich zum Zustand ohne Feld
in der Membran besitzen muf3. Damit verschiebt sich in diesem Fall das Absorptionsspektrum
von RH 421 in Richtung kirzerer Wellenlangen. Im Falle negativer Ladungen in der Membran ist
die Verschiebung der positiven Ladung von RH 421 weiter in die Membran hinein erleichtert; es
kénnen also auch Lichtquanten niedrigerer Energie absorbiert werden; das Absorptionsspektrum
ist rotverschoben.

Dieses Verhalten eines Farbstoffs wird Elektrochromie genannt. Bei reiner Elektrochromie
gilt, daR die relative Anderung der Fluoreszenz gleich der relativen Anderung der Absorption ist;
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Abbildung 5: Mechanismus des Fluoreszenzfarbstoffs RH 421a ) Strukturformel von RH 421; b )
vereinfachte Darstellung des Potentialverlaufs in der Membran bei Einlagerung einer positiven Ladung;
¢ ) Anderungen der RH 421-Fluoreszenz durch Zugabe verschiedener Substrate (fiir diese Doktorarbeit ist
insbesondere der Fluoreszenzabfall nach Na-Zugabe von Belang, da dieser Na-Effekt in der Mehrzahl der
Experimente titriert wird); d ) Anderungen der RH 421-Excitationsspektren durch die Substratzugaben in
¢ ) und Wirkung auf das Emissionsspektrum; Pufferbedingungen: Standardpuffer (25 mM Histidin, 0,5 mM
EDTA, pH 7,2) mit 5 mM MgC} (c ): MgSQ,), T =16°C (c): 20°C).
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der Farbstoff reagiert auf lokale Anderungen des elektrischen Feldes in der Membran nur durch
eine Verschiebung des Maximums seiner Absorption, das Absorptionsspektrum andert sich aber
nicht in seiner Form (Abbildung 5 d). In Abbildung 5 b wurde vereinfachend angenommen, daf3
das Membrandielektrikum homogen ist und damit dwetteDielektrizitatskonstante beschrieben
werden kann. Die (diskreten) Ladungen in der Membran wurden in erster Naherung als Ladungs-
ebene behandelt. Unter diesen Annahmen hat das Potential in der Membran den dargestellten
Verlauf.

3.4 Mechanismus des kovalenten Markers FITC

FITC wurde 1980 zum ersten Mal von Karlish eingesetzt, um Konformationsubergénge der Na,K-
ATPase zu charakterisieren (Karl80). Der Farbstoff bindet tiberwiegend an Lysin 501 in der ATP-
Bindungstasche (Farl84, Abbo91, Xu89, Linz99), die auf der grof3en cytoplasmatischen Schleife
des Proteins liegt. Damit kann das Enzym nicht mehr durch ATP phosphoryliert werden, wohl
aber durch Acetylphosphat oder durch anorganisches Phosphat (backdoor phosphorylation in An-
wesenheit von K).

Lucifer Yellow Lucifer Yellow

Abbildung 6: Distanzen zwischen verschiedenen Fluoreszenzmarkerdie an ein Dimer der Na,K-
ATPase gekoppelt werden kénnen, gemessen mit FRET (aus Linz98). Mit freundlicher Genehmigung von
Holger Linnertz.
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Abbildung 7: pH-Abhangigkeit der FITC-Fluoreszenz, gemessen an markierter Na,K-ATPase. Die
Fluoreszenz ist direkt proportional zum Dissoziationsgrades zweiten Protons von FITC. Pufferbedin-
gungen: 25 mM Histidin, 1 mM EDTA, 5 mM MggJ 20°C. Daten aus Paul92.

Kontrollmessungen mit RH 421 zeigten, dal3 die lonenbindung an FITC-gekoppelte Pumpen
unverandert ist. FITC reagiert auf Anderungen des pH in seiner Umgebung: Der Chromophor ist
eine zweiwertige Bronstedt-Saure und nur die vollstandig deprotonierte Form tragt zur Fluoreszenz
bei (Abbildung 7).

Bei pH-Anderungen bleiben sein Absorptionsspektrum und Fluoreszenzmaximum unveran-
dert. Anhand der Fluoreszenzamplitude |af3t sich jedoch das Dissoziationsgleichgewicht des zwei-
ten Protons verfolgen, das in Losung einen pK von 6,7 hatte (Molecular Probes). Schon Bewe-
gungen polarer Seitenketten der Pumpe um wenige Angstréom kénnen Anderungen der lokalen
Protonenkonzentration hervorrufen, die dann den Dissoziationsgrad von FITC beeinflul3t. Dies
fuhrt bei hdherer lokaler Protonenkonzentration zu einer geringeren Fluoreszenz, bei geringerer
Protonenkonzentration in einem bestimmten Bereich zu einer erhéhten Fluoreszenz. Mittlerweile
ist eine Fulle verschiedener konformationssensitiver Farbstoffe bekannt (siehe Abbildung 6), die
unter anderem dazu verwendet wurden, um Distanzen zwischen den Bindungsstellen verschiede-
ner Liganden zu bestimmen (Amle92, Fort88, Lin96, Linz98).
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4 Auswertungsverfahren

Das Ergebnis einer Titration ist zunachst eine Tabelle von Fluoreszenzwerten gegen die Zeit. Die
relativen Fluoreszenzanderung&i bezogen auf die Ausgangsfluoreszepn&ch Erreichen ei-

nes stabilen Fluoreszenzniveaus bzw. vor Zugabe von Salzen (siehe Punkt 3.2) ist leicht zu berech-
nen:

A

|

Bei langeren Messungen und vielen Zugaben machten sich jedoch sowohl die Verdiinnung der
Ausgangssuspension und damit eine fortschreitende Abnahme der Fluoreszenz als auch die haufig
autretende, leicht negative Drift bei RH-Experimenten bemerkbar. Die gemessenen Fluoreszenz-
kurven wurden daher mit dem Programm Mower (fiir OS/2) beziiglich beider Effekte korrigiert:
Die negative Drift kann durch Einfiigen einer Regressionsgeraden ermittelt und herausgerechnet
werden; die durch die Volumenzunahme bedingte Fluoreszenzabnahme wird durch die Eingabe
der zupipettierten Aliquot-Volumina mit folgender Funktion korrigiert:

Alyorr. - _ AV.a
P, AV+b

Die Parametea und b kdnnen experimentell bestimmt und dann von Hand eingegeben wer-
den. Resultiert die Fluoreszenzabnahme ausschlie3lich aus der Volumenzunahme, mifite unter
bestimmten Bedingungen (keine Umlagerung von Farbstoffmolekilen aus der Wasser- in die Li-
pidphase, kein Quenchingp =V, = 1000 - 101Q«| (Anfangsvolumen in der Kuvette) ural=
100 % gelten, d. h. bei einer (hypothetischen) Zugabe von L0P@ffer mifite sich die Fluores-
zenz aufgrund der Verdiinnung halbieren. Durch Zugabe von Puffer ermittelte Eichgeraden fur
undb ergaben eine gute Ubereinstimmung mit diesen Werten.

Messungen wurden 3 - 10 mal in identischer Weise ausgefiihrt und die resultierenden Fluores-
zenzniveaus gemittelt. An die gemittelten Daten wurde dann eine hyperbole Bindungskurve oder
eine Hillfunktion gefittet und die apparenten Affinitaten und Hillkoeffizienten der Bindung be-
stimmt. Als Standardabweichung wurde die Standardabweichung des Mittelwerts aller von jeder
Messung separat bestimmten Parameter angegeben. Die MelRgenauigkeit lag meist bei 5 - 10 %.

5 Fit- und Simulationsprogramme und Routinen

Zur Auswertung der Fluoreszenzkurven wurde das Programm Mower (uhtefi€ OS/2) ver-
wendet, das im Rahmen einer Diplomarbeit von E. Strébele 1996 in diesem Labor entwickelt wor-

28



MATERIAL UND METHODEN 5 Programme und Routinen

den war. Empirische Fits an die ermittelten Kurven Fluoreszenz gegen lonenkonzentration wurden
mit Fig. P (fur Windows, Fig. P Software Corporation, Durham, USA) erstellt, Simulationen und
Fits mit Modellen wurden mit in BRTRAN 77 selbst programmierten Programmen vorgenommen
(je nach Modell MaMgCom1-8 bzw. MaMgfi20). Dazu wurde zur Losung der Gleichungssysteme
bzw. Minimieren der Fehlerfunktion auf Standardroutinen zugegriffen (Listing von MaMgCom6
siehe Anhang). Zur Ermittelung freier Mg-Konzentrationen in Anwesenheit von Chelatoren wurde
das Programm EQCAL (Biosoft, Cambridge) verwendet.

6 Chemikalien

Bei Fluka, Neu-Ulm, gekauft waren BSA (zur Dialyse), CsCl, L-Histidin, Mg@td RbCI.

Von Merck, Darmstadt, waren BaClCaCl, o-Chymotrypsin (aus Rinderpankreas), CusSO
Dimethylformamid (DMFA, fir die Spektroskopie), EDTA, Ethanol (fur die Spektroskopie), Imi-
dazol, KCI (Suprapur), NaCl (Suprapur), Natriumtartrat, Trypsin (TPCK-behandelt, aus Rinder-
pankreas) und Sr¢il

Bei Riedel-de Haen, Seelze, gekauft waren LiCl; i@ und NaOH.

Von Sigma, Deisenhofen, bezogen wurden Cholinchlorid (ChCl, dreimal kristallisiert), Fluo-
rescein-5-Isothiocyanat (FITC, Isomer I), Ouabain, Phosphoenolpyruvat (PEP), Strophantidin, TP-
CK (N-tosyl-L-phenylalanin chloromethylketon) und Trypsininhibitor (aus Sojabohnen), Laktat-
dehdrogenase (LDH, aus Kaninchenmuskel),-NaP, NADH (Grad 1), und Pyruvatkinase (PK,
aus Kaninchenmuskel) und Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF).

BSA (Standard Il fur Proteinbestimmungen) war von BIORAD, der Styrylfarbstoff RH 421
von Molecular Probes, Eugene, OR, USA, D(+)-Saccharose von Roth, Karlsruhe, SDS von Pierce,
Rockford, Il, USA, und TRIS (reinst) von Serva, Heidelberg.

Der Dialyseschlauch (high speed Spectra/Por R 2.1, 1500 MWCO) stammte von der Firma
Spectrum Medical Industries, Los Angeles, CA, USA.

Alle Reagenzien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in pro-analysi-Qualitéat verwendet.
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Ergebnisse

1 Untersuchungen an proteolytisch verdauten Na,K-ATPase-
Praparationen

Alla Shainskaya und Steven Karlish zeigten 1990, dal3 Na,K-ATPasemolekiile aus Schweinenie-
re unter bestimmten Bedingungen durch Trypsin in vier unterschiedlich grof3e, membranstandi-
ge Teilstiicke zerlegt werden kénnen (Karl90, Capa92). Die so erzeugte Praparation nennt man
19kD-Membranen. Das fragmentierte Protein in dieser Praparation kann drei Na-lonen bzw. zwei
Rb(K)-lonen pro Molekil okkludieren; alle ATP-abhangigen Funktionen sind durch die Abspal-
tung der cytoplasmatischen Schleifen verlorengegangen. Wahrend die Rb-Okklusion der 19kD-
Membranen nicht zu unterscheiden war von der der nativen Praparation, war die Na-Okklusion
trotz gleicher Bindungskapazitat (3 Na / Molekdl) verandert: Die hyperbole Aktivierung durch
Na wird kooperativ ¢z = 1,9) und die apparente Affinitét sinkt um 72 % (i./€, , steigt auf

etwa 7/4 des Ursprungswerts). Beim Versuch, dieses Ergebnis mit fluorimetrischer Methodik zu
bestétigen, konnten durch Na-Titrationen (mit RH 421 als Fluoreszenzfarbstoff) mit Kaninche-
nenzym zwar unterschiedliche apparente Na-Affinitdten der 19kD-Membranen bzw. des nativen
Enzyms ermittelt werden, es war aber wegen der Ungenauigkeit der Messungen schwierig zu ent-
scheiden, ob diese Unterschiede auch signifikant waren (Schwp94). Uberdies kénnte theoretisch
auch das Schweineenzym ein anderes Bindungsverhalten als das Kaninchenenzym aufweisen. Da-
her sollten 19kD-Membranen sowohl vom Kaninchen als auch vom Schwein mit verbesserter Mel3-
und Auswertetechnik auf ihre Na-Affinitat und Na/Mg-Kompetition untersucht werden, und die-
ser Ansatz durch die Charakterisierung der neuen, chymotryptisch verdauten Membranfraktion
(Shai96) mit dem Farbstoff RH 421 erweitert werden.

1.1 Charakterisierung der Membranpraparationen und Bindung der Herz-
glycoside Ouabain und Strophantidin

Zur Charakterisierung der Membranpraparationen wurden jeweils Standardexperimente durchge-
fuhrt, d. h. zu mit dem Farbstoff RH 421 aquilibrierten Membranfragmenten wurden nacheinander
5 mM Mg**t, 40 mM Na", 0,5 mM ATP, und 20 mM K zugegeben und die resultierenden Fluo-
reszenzamplituden ausgewertet.

Die Bindung der Herzglycoside an die verdauten Na,K-ATPase-Préparationen wurde nicht als
fortlaufende Titration gemessen, indem man nach und nach Aliquots einer bestimmten Konzen-
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tration zugibt (siehe Mat & Met 2 und 3.2), da sie sehr langsam verlauft und die Messungen zu
lange gedauert hatten, als dal3 man eine Inaktivierung der thermolabilen 19kD- bzw. chymotryp-
tischen Membranpréparationen héatte vollig ausschlieRen kdnnen. Statt dessen wurde, nachdem
sich der Farbstoff RH 421 in die Fragmente eingelagert hatte und ein stabiles Fluoreszenzniveau
erreicht war, nur ein bis zweimal ein Aliquot des entsprechenden Herzglycosids zugegeben und je-
weils abgewartet, bis sich das Bindungsgleichgewicht eingestellt hatte, i. e. die Fluoreszenz stabil
geworden war. Die Messungen mit der chymotryptisch zweitverdauten Membranpréparation wur-
den bei 8 C durchgefiihrt, um thermischer Destabilisierung vorzubeugen. Die resultierenden Ein-
oder Zweipunktmessungen wurden schliel3lich zu einer einzigen Titrationskurve zusmmengefal3t;
an diese Daten wurde eine hyperbole Bindungskurve gefittet (Michaelis-Menten-Verhalten):

AF _ ___c(Stroph)
F, AFmax K%—i—c(Stroph)

Beim nativen Enzym sind solche Vorsichtsmal3nahmen unnétig; dennoch wurden auch hier nur
maximal sieben bis acht Aliquots wahrend einer Titration zugegeben, da als Lésungsmittel fur
Strophantidin Ethanol verwendet wurde, das in héheren Mengen zu Artefakten fihren kann.

Im Fall von Ouabain wurde nur in Form einer Ja/Nein-Entscheidung gepruft, ob eine (hochaf-
fine) Bindung bei einer Konzentration von pM stattfand, und wie grof3 die resultierende Fluo-
reszenzamplitude war.

Die vorhandene oder verlorengegangene Bindung von Herzglycosiden laf3t Schlusse tber die
Intaktheit der topologischen Organisation des Enzymrumpfes zu, da zur hochaffinen Bindung nicht
nur die Schleife M-M,, sondern auch Bereiche auf den Helices M5, Mg und M, benétigt wer-
den (Ling98). Dain 19kD- und chymotryptischen Praparationen die cytoplasmatischen Verbindun-
gen zwischen MM3, M4-M5 und Ms-M fehlen, kdnnen die verschiedenen Fragmentédw,

Ms/My, Ms/Mg, Mz-My, und Ms durch thermische Bewegungen auseinanderdriften (Thermolabi-
litét). In diesem Fall ist keine lonenbindung mehr mgglich und die Ouabainbindung findet nur noch
mit sehr niedriger Affinitat statt. Daher spricht eine vorhandene hochaffine Herzglycosidbindung
fur eine Uberwiegend intakte topologische Organisation des Proteinrumpfes.

Da K-Bindung und die (auf der extrazellularen Seite stattfindende) Bindung von Herzglyco-
siden antagonistisch verlaufen, wurde auch geprift, ob die Zugabe von 20 mM KCI den durch
Glycosidbindung hervorgerufenen Fluoreszenzanstieg revertieren kann.

Alle Versuche mit Herzglycosiden wurde in 5 mM Histidinpuffer, 0,5 mM EDTA, pH 7,2,
durchgefiihrt, zu dem 5 mM Mg pipettiert wurde. Tabelle 1 fal3t die Ergebnisse der Charakteri-
sierung der Membranpraparationen aus Kaninchen- und Schweineniere durch Standardexperimen-
te und die Resultate der Herzglycosidbindung zusammen:
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ERGEBNISSE 1.1 Charakterisierung der Membranpréparationen

Na—EJff ATP-Efj | K—Eff | Ouab—Ejf KiR Stroph—Eff KiR Stroph—Aff~*
% % % % +/-) % +/-) WM
Kanin.
nat. Enz. -35 +32 -24 +16 n.d. | +20-25 + 0,35+ 0,02
19kD -15 (A-3) | A+5 +4 n.d?| +9-13 + 2,44+0,5
Chtr. | -11 nd. | A+3 | +(2)4 | +?2 | +9(-13) | + 1,5+ 0,4
Schwein
nat. Enz. -11 + 15 -9 +4 +7? +10-14 - /
19kD -9 (A-3) | A+2 +3 nd. | +3-5 - /
Chtr. | -3 A+1 +1 n.d.? +1-2 - /

Tabelle 1:Charakterisierung der Membranpraparationen aus Kaninchen- und Schweineniere durch
Standardexperimente; Herzglycosidbindung und deren Revertierung durch K-Zugabe.
STANDARDEXPERIMENTE Pufferbedingungen: 25 mM Histidin und 0,5 mM EDTA, pH 7,2. Die Zu-
gabe von 5 mM MgGl, 40 mM NaCl, 0,5 mM NaATP und 20 mM KCI fiihrt zu Anderungen der RH
421-Fluoreszenz, angegeben als Na-, K- usw. -Effekt in % der Ausgangsfluoreszenz (Morgehen siehe Mat
& Met 3.2 und 4), T = 16C. VERSUCHE MITHERZGLYCOSIDEN Pufferbedingungen: 5 mM Histidin,

0,5 mM EDTA, pH 7,2, 5 mM MgGJ. Zugabe des Herzglycosids fiihrt zu einer Anderung der RH 421-
Fluoreszenz, angegeben in % der Ausgangsfluoreszenz. Eventuelle Revertiertung dieses Fluoreszenzan-
stiegs durch Zugabe von KCI (KiR) angegeben durch + (Revertierung vorhanden), - (nicht vorhanden), n.
d. (nicht nachweisbar, meist aufgrund zu geringer Amplituden des Herzglycosideffektes oder Revertierung
zu langsam und damit schwer unterscheidbar von Drift). Angabe der Affihitiés Enzyms zum Herz-
glycosid Strophantidin inM, / nicht bestimmt. T = 16C, aufRer beim chymotryptischen Intermediat (8

°C).

Die geringere Dichte an Na,K-ATPasemolekilen in den Membranpraparationen aus Schwei-
neniere machte die Bestimmung der Strophantidinaffinitat der 19kD- und chymotryptischen Mem-
branen unmdglich, da die Mel3grenze fur RH-Titrationen bei 4 - 5 % Gesamteffekt liegt. Daher
wurde auch auf die Bestimmung der Strophantidinaffinitatdes nativen Schweineenzyms verzichtet,
da der Vergleich mit den verdauten Fraktionen somit nicht méglich war.

1.2 Na-Bindung und Na/Mg- Kompetition

In Histidinpuffer mit hoher lonenstarke (25 mM Histidin, 0,5 mM EDTA, 300 mM ChCl, pH
7,2) wurden fur alle drei Praparationen Na-Titrationen bei 0 und 10 mNt*Migirch sukzessive
Zugabe kleiner Aliquots durchgefuihrt (Auswertungsverfahren siehe Mat & Met 4). Die Halbséat-
tigungskonstanten fur die Na-Bindung wurden durch Fit der Hill-Gleichung an die gemittelten
Daten bestimmt:

AF _ AFmM~c(Na+)n

F, K?/z—i—c(Na-l')n
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ERGEBNISSE 1.2 Na-Bindung und Na/Mg-Kompetition
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Abbildung 8: Na-Bindung an verschiedene Préaparationen der Na,K-ATPase aus Kaninchen: Titra-
tionskurven. Titration des Na-induzierten Abfalls der RH 421-Fluoreszenz durch schrittweise Zugabe von
NaCl, Vorgehensweise beschrieben im Material- & Methodenteil. Natives Enzym in der Standardkonzentra-
tion 9-10x.9/ml, 19kD und chymotryptisches Intermediat 20:2Zml. Pufferbedingungen: Standardpuffer

(25 mM Histidin, 0,5 mM EDTA, pH 7,2) mit hoher lonenstarke (300 mM Cholinchlorid), T*€8

Abbildung 8 zeigt die Na-Bindungskurven fiir Kaninchenenzym ohné"Mign Puffer. Durch
den Verdau des Enzyms sinkt die apparente Affinitéiir Na" von 0,354 0,01 mM (natives En-
zym) Uber 0,76+ 0,02 mM (19kD-Fragmente) auf 2;0 0,1 mM (chymotryptisch zweitverdaute
Membranfraktion). Die Hillkoeffizienten der Na-Bindung bleiben dabei weitgehend unverandert
(ng(nativ) = 2,0+ 0,1; ny (19kD) = 1,6+ 0,1; ny(Chtr. E.) = 2,04+ 0,1). Die Gesamtfluo-
reszenzamplitude des Na-Signals sinkt dabei von -20 % beim nativen Enzym Uber -16 % bei den
19kD-Membranen auf -11 % bei der chymotryptischen Praparation.

Die Abnahme der Fluoreszenzamplitude vom nativen Enzym zur 19kD-Membranfraktion wird
auf die Veranderung der Dielektrizitatskonstante in der Umgebung der Farbstoffmolekile durch
die Abspaltung des cytoplasmatischen Teils der Pumpe zurtickgefuhrt (Schwp94): Styrylfarbstoffe
reagieren sensitiv auf Anderungen der dielektrischen Konstante in ihrer Umgebung. Nach Verdau
von ca. 50 % der Proteinmasse der Na,K-ATPase wird der cytoplasmatische Teil des Molekils
(¢ ~ 3) durch Elektrolyt £ ~ 80) ersetzt. Dies sollte zu einer Reduktion der Fluoreszenzantwort
fuhren, was auch beobachtet wird. Die weitere Abnahme der Gesamtamplitude von den 19kD-
Membranen zur chymotryptisch verdauten Fraktion laf3t sich nur durch eine Inaktivierung eines
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ERGEBNISSE 1.2 Na-Bindung und Na/Mg-Kompetition

I
R- .
o._ ]

S
S-6 FLOMI SN UMMM e P 19kD
H;

***** Y Y
natives Enzym

_10 1 1 1
0 5 10 15 20

c(Na) / mM

Abbildung 9: Na-Bindung an verschiedene Préaparationen der Na,K-ATPase aus Schwein: Titrati-
onskurven (RH 421). Standardpuffer mit 300 mM ChCl und O oder 10 mM MgQChatives Enzym 10
pg/ml, 19kD bzw. Chtr. Enzym 20-22g/ml, 8°C.

Teils der Pumpmolekiile (ca. 30 %) erklaren, da die Abspaltung von 10 Aminosauren vom 16 kD-
Fragment def-Untereinheit und vier bis sechs Aminosauren vom N-Terminuseléntereinheit

zu keiner nennenswerten Veréanderung der Abmessungen des Proteinrumpfes fihren dirften. Die
Inaktivitat eines Teils der Praparation ist ein Hinweis darauf, dal3 der weitere Verdau mit Chy-
motrypsin die Stabilitat des Proteinrumpfes negativ beeinfluf3t hat.

Der Trend, daB die apparente Affinitat fir Neom nativen Enzym zu den verdauten Prapara-
tionen abnimmt, l&Rt sich auch beim Schweineenzym beobachten (siehe Abbildﬂdﬁj‘;@r)lat.
E.) =0.37+ 0,02 mM,K{V/‘g(lng) =1,5+ 0,1 mM, K{V/‘Q(Chtr. E.)~ 3,5 mM (letzteres nicht
gezeigt). Der Effekt ist damit noch ausgeprégter als beim Kaninchenenzym. Bei dem Wert fur die
chymotryptische Préparation handelt es sich mehr um eine Schatzung, da die Gesamtamplitude
des Na-Effekts hier bei unter 4 % liegt und damit unterhalb der Mel3grenze fir RH 421-Titrationen
(siehe auch Tabelle 1). Die Hillkoeffizienten der Na-Bindung bleiben dabei, wie auch beim Ka-
ninchenenzym, weitgehend unverandeg (Qativ) = 1,9+ 0,1; ny(19kD) = 1,8+ 0,1; ny(Chtr.
E.) ~ 1,5). Alle Messungen wurden bef& durchgefuhrt.

Komplexer gestalten sich die Beobachtungen bei der Kompetition zwischéh ivigl Na :
Beim nativen Kaninchenenzym kann kgmit Nat gut kompetieren und den Halbsattigungswert
fir Na™ bei 9,5 bzw. 10 mM freier Mg-Konzentration von 0,35 mM auf 6;20,1 mM steigen

34



ERGEBNISSE 1.2 Na-Bindung und Na/Mg-Kompetition
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Abbildung 10: Na-Bindung an verschiedene Praparationen der Na,K-ATPase aus Kaninchen: Ti-
trationskurven (RH 421) in Anwesenheit von 10 mM Mg+. Standardpuffer mit 300 mM ChCl, natives
Enzym 10ug/ml, 19kD 20-22:9/ml, 8°C.

lassen. Bei der 19kD-Praparation tritt dies nur noch in abgeschwachter Formf“;ﬂyﬁteigt nur
auf einen Wert von 2,6 0,05 mM (ausgehend von 0,76 mM), nach chymotryptischem Verdau
(von 2,0 mM bei 0 Mg*") auf 7,84 0,6 mM (Abbildung 10).

Dieses Ergebnis zeigt, dal3 in den 19kD-Membranen Mg-lonen deutlich schlechter mit Na-
lonen kompetieren kdnnen als im nativen Enzym. Dieser Effekt wurde ndher untersucht: Ab-
bildung 11 zeigt Na-Titrationen an 19kD-Membranen bei verschiedenen Mg-Konzentrationen; in
Abbildung 12 sind die Halbsattigungskonzentrationen fir die Na-Bindung gegen die Konzentrati-
on an freiem M@" aufgetragen. Deutlich zu sehen ist, daR die komplexe Kompetition zwischen
Mg** und Na beim nativen Enzym (siehe auch Abschnitt 3.2.2) Gibergeht in eine einfache Kom-
petition um eine Bindungsstelle, also eine lineare Charakteristik zeigt:

cInh. — 70 CInh.
K 1/2 — K 1/2 ( 1+ Kipn.

0
1/2
Kirnp.?

Aus der linearen Regression laf3t si€h,,. bestimmen: Die Steigung= 0,19+ 0.02 = "

der Achsenabschnigt= K, , = 0,83+ 0,09 mM, damit itk ;,,,. = 4,37 mM.

Auch beim Schweineenzym ist die Kompetition von Wgnit Na© bei den verdauten Mem-
branfraktionen weniger effektiv (Abbildung 9): Die Halbséttigungskonstanten fir die Na-Bindung
des nativen Enzyms von 3;% 0,2 mM steigt lediglich moderat auf 4£10,2 mM bei den 19kD-
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ERGEBNISSE 1.2 Na-Bindung und Na/Mg-Kompetition
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Abbildung 11:Na-Bindung an die 19kD-Praparation der Na,K-ATPase aus Kaninchen: Titrations-
kurven (RH 421) bei verschiedenen Mgt-Konzentrationen. Standardpuffer mit 300 mM ChCl und 0
bis 10 mM MgCl, Proteinkonzentration 19kD 20-2&/ml, 8°C.
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Abbildung 12: Na-Bindung an die 19kD-Praparation der Na,K-ATPase aus Kaninchen: Halbsatti-

gungskonstanten der RH 421-Titrationen bei verschiedenen Mg -Konzentrationen. Standardpuffer
mit 300 mM ChCl und 0 bis 10 mM MgG/ natives Enzym 8g/ml, 19kD 20-22..g/ml, 8°C.
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ERGEBNISSE 1.2 Na-Bindung und Na/Mg-Kompetition

N N N
KN3(0My) AR, | ENa(10Mg) AR, | KYS(+Mg)

M Nl % mM Nl % KNa(~Mg)

Kaninchen
nat. Enzym| 0,35+ 0,01| 2,0+0,1| -20 | 6,2+0,1 | 1,8+ 0,05| -30 17,7:1
19kD 0,76+0,02|16+0,1| -16 | 2,6+0,05/1,84+0,05| -17 34:1
Chtr. E. 20+0,1 [20+01| -11 | 78+06 | 16+0,2 | -10 39:1
Schwein

nat. Enzym| 0,37+ 0,02 1,9+0,1| -8 3,7£0,2 | 21+0,2 -8 10:1
19kD 14+01 |18+£0,1| -7 41+0,2 | 20+0,1 -7 29:1
Chtr. E. ~3,5 ~1,5 <4 ~5 ~1,9 <3 14:1

Tabelle 2:Ergebnisse der Na-Titrationen an verschiedenen Na,K-ATPase-Praparationen (RH 421).
Pufferbedingungen: 25 mM Histidin, 0,5 mM EDTA, 300 mM ChCl, pH 7,2. Angabe der Halbsattigungs-
konzentration des Na-Effekts in mM ohne und in Anwesenheit von 10 mMHt\gillkoeffizient ng und
maximale Fluoreszenzanderung in % der Ausgangsfluoreszenz. Inhibitorischer Effekt vorahfgdie
Na-Bindung als Verhaltnis der Halbséattigungskonzentrationen in An- bzw. Abwesenheit von Mg=

8°C.

Fragmenten bzw. auf etwa 5 mM beim chymotryptischen Zweitverdau. Insgesamt liel3 sich das
Schweineenzym erheblich schlechter untersuchen als die Praparationen aus Kaninchen, da die
Pumpen in dieser in deutlich hoherer Dichte vorliegen und damit die maximalen Fluoreszenzant-
worten (siehe Tabelle 1) deutlich gro3er ausfallen. Tabelle 2 zeigt eine Zusammenfassung der
Ergebnisse zur Na-Affinitat bzw. Na/Mg-Kompetition.

2 Vergleich zwischen Messungen mit RH 421 und FITC

Zunachst wurde eine FITC-gekoppelte Na,K-ATPase-Fraktion hergestellt, indem man nach der
Methode von Karlish (Karl80) vorging (siehe Mat & Met 3.1, Schn99). Zur Charakterisierung der
Préparation wurde ihre K-Affinitat bestimmt: FITC-gekoppelte Na,K-ATPase zeigt laut Literatur
(Reph86, Karl80, Smir93b, Smir95) zwei verschiedene Fluoreszenzniveaus, ein hdheres, das allen
E;-Zustdnden zugeordnet wird, und ein niedrigeres, dasdkdaformation anzeigen soll. FITC
andert seine Fluoreszenzeigenschaften auch abhangig von der lonenstarke (Lin93), daher wurden
alle Messungen bei 300 mM ChCI durchgefiihrt, um deren relative Anderungen maoglichst klein
zu halten. Kontrollexperimente bestatigten, dal3 eine weitere Erhohung der lonenstarke (durch die
Erhéhung der ChCI-Konzentration um 150 mM auf 450 mM) zu keinen relevanten Fluoreszenz-
anderungen mehr fihrte (< 2 %). Abbildung 13 zeigt eine K-Titration durch sukzessive Zugabe
kleiner Mengen KClI.

Die relative Fluoreszenzanderung vom Zustana@n Zustand HK,) betrug etwa (-) 35 %.
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ERGEBNISSE 2 Vergleich zwischen Messungen mit RH 421 und FITC
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Abbildung 13:K-Bindung an FITC-markierte Na,K-ATPase (Kaninchen): Titrationskurven. Titra-

tion des K-induzierten Abfalls der FITC-Fluoreszenz durch schrittweise Zugabe kleiner Mengen KCI, Vor-
gehensweise beschrieben im Material & Methodenteil. Enzym in der StandardkonzentratiQiy9¥l0
Pufferbedingungen: Standardpuffer (25 mM Histidin, 0,5 mM EDTA, pH 7,2) mit hoher lonenstérke (300
mM Cholinchlorid), T = 16°C

Dieser hohe Wert ist nur mit einer hoch gereinigten und in dichter Packung vorliegenden Na,K-
ATPase-Praparation zu erreichen. Der ermittelte Wert fur die K-Halbsattigungskonstante lag bei
K}, =0,10+ 0,003 mM und stand damit in sehr guter Ubereinstimmung mit friiheren Messungen
(Hegy81, Karl80). Der Hillkoeffizient wam; = 1,134- 0,003. Der durch die Bindung von'Kin-
duzierte Abfall der Fluoreszenz kann durch Zugabe voh iézertiert werden, da Nadas Enzym
wieder in einen E=Zustand Uberfuhrt (E+E;Na;). Abbildung 14 zeigt Revertierungsexperimente

bei verschiedenen vorgelegten K-Konzentrationen.

Die aus diesen Titrationen ermittelten Halbsattigungskonzentrationen fir die Na-Bindung sind
in der Legende zu Abbildung 14 angegeben. Die Hillkoeffizienten lagen durchgehend bei 1,83
+ 0,02, unabhéngig von der eingesetzten K-Konzentration. Diese Ergebnisse kdnnen nun mit
Resultaten aus in gleicher Weise durchgefuihrten RH-Experimenten verglichen werden: Abbil-
dung 15 zeigt die Halbsattigungskonstanten der Na-Bindung gemessen mit FITC und RH 421 in
Abhangigkeit von der K-Konzentration (die zugehdrigen RH-Titrationen sind in Abschnitt 3.1.2
Na/K-Kompetition Abbildung 20 dargestellt). Offensichtlich sind die mit den verschiedenen Fluo-
reszenzfarbstoffen ermittelten Werte einander sehr ahnlich. Dies gilt auch fur die Hillkoeffizienten
(ny (RH421) =1,91+ 0,07). Die Messungen mit FITC und RH 421 fihren damit zu konsistenten
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ERGEBNISSE 2 Vergleich zwischen Messungen mit RH 421 und FITC
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Abbildung 14: Na-Bindung an FITC-markierte Na,K-ATPase (Kaninchen): Titrationskurven: Re-
vertierung des K-Signals durch Na-Zugabe.9 pg/ml Enzym, Standardpuffer mit hoher lonenstéarke, 16

°C. Halbséttigungskonstanteﬁiv/g =0,42+ 0,03 mM (0 K), 0,49 0,02 mM (0,1 mM K), 1,09+ 0,01

mM (0,3 mM K), 1,86 0,05 mM (0,66 mM K), 2,43t 0,24 mM (1 mM K), 4,72+ 0,05 mM (2 mM K)
und 7,53+ 0,18 mM (4 mM K).

Ergebnissen.

Bisher wurde die apparente Na-Affinitat von FITC-markierter Na,K-ATPase bestimmt, indem
man Na-(Ruck-)Titrationen bei verschiedenen K-Konzentrationen durchfuhrte und dann aus den
bestimmten Halbsattigungskonstanten die Affinitdt im Falleevorgelegte K-Konzentration ex-
trapolierte. Wie in Abbildung 14 zu sehen, hat aber auch die Na-Zugabe allein eine signifikan-
te Fluoreszenzanderung zur Folge, obwohl das Enzym durch Na-Gabe nicht seine Konformation
wechselt (E—NaE;). Konsistent mit dieser Beobachtung sattigen die Rucktitrationskunien
K* im Puffer auch nicht bei der Ausgangsfluoreszenz, sondern bei einem niedrigeren Wert, nam-
lich auf demselben Fluoreszenzlevel, das durch die Na-Zugabe erreicht wird-(6721%). Wie
schon oben erwahnt stellt der Na-induzierte Abfall der Fluoreszenz keine Reaktion des Farbstoffs
auf die Anderung der lonenstarke dar, daher war es interessant festzustellen, ob er tatsachlich die
Bindung von Na ans Enzym reflektiert. Diese Interpretation lag nahe, da schon die Halbsatti-
gungskonstanten der FITC- und RH 421-Messungen ohne vorgelegtesht gut Ubereinstimm-
ten (siehe Abbildung 15). Um diese These zu untermauern wurden Na-Titrationen mit RH 421
und FITC ohne vorherige K-Gabe, daflr bei verschiedenen Mg-Konzentrationen durchgefuhrt und
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ERGEBNISSE 2 Vergleich zwischen Messungen mit RH 421 und FITC

c(K) / mM

Abbildung 15:Na-Bindung an FITC-markierte Na,K-ATPase (Kaninchen): Halbséattigungskonzen-
trationen der Rucktitrationskurven (FITC) bzw. der RH 421-Na-Titrationskurven (aus Abbildung 20).
9 ng/ml Enzym, Standardpuffer mit hoher lonenstérke$ €6

miteinander verglichen. Die Zugabe von Rgfiihrt bei Verwendung von FITC nicht zu signi-
fikanten Fluoreszenzénderungen (< 1,5 %), daher wurde das Fluoreszenzniveau vor Na-Zugabe
auf null gesetzt (bei RH 421 fuhrt Mg-Gabe zu einer Zunahme der Fluoreszenz, siehe 3.2.2 Mg-
Effekt und Na/Mg-Kompetition). Wenn der beim FITC-markierten Enzym beobachtete Abfall der
Fluoreszenz durch Na-Zugabe tatsachlich die Bindung vona¥a Enzym anzeigt, so sollte diese

auch eine Abhangigkeit von Mg-lonen zeigen, die ja mit Kampetieren (siehe Abschnitt 3.2.2).
Abbildung 16 und 17 zeigen Na-Titrationen mit FITC und RH 421 bei verschiedenen vorgelegten
Mg-Konzentrationen.

Die ermittelten Werte fur die Halbsattigungskonstanten sind in Tabelle 3 zusammengefalit.
Die Hillkoeffizienten lauteten folgendermaRem; (RH 421) = 2,02+ 0,04,ny (FITC) = 2,49
+ 0,04, und waren in beiden Fallen unabhéangig von der Mg-Konzentration. In Abbildung 18
sind die aus diesen Titrationen ermittelten Halbsattigungskonstanten gegen die Mg-Konzentration
aufgetragen. Sowohl aus Tabelle 3 als auch aus Abbildung 18 Iaf3t sich entnehmen, daf3 mit beiden
Fluoreszenzfarbstoffen praktisch identis¢he,-Werte ermittelt worden sind. Dies demonstriert,
dafi die durch Na-Zugabe hervorgerufene Abnahme der Fluoreszenz die Bindung ‘vam Na
das Enzym anzeigt. Beide Fluoreszenzédnderungen konnten auch durch die Zugabe sattigender
K-Konzentrationen revertiert werden.

FITC ist als kovalent an das Protein gekoppelter Marker ein konformationssensitiver Fluores-
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Abbildung 16: Na-Bindung an FITC-markierte Na,K-ATPase bei verschiedenen Mg-
Konzentrationen: Titrationskurven. Pufferbedingungen: 25 mM Histidin, 0,02 mM EGTA, 300
mM ChCl, pH 7,2 und 0 bis 10 mM Mg€l Enzymkonzentration 8g/ml, 16°C.
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Abbildung 17: Na-Bindung an native Na,K-ATPase bei verschiedenen Mg-Konzentrationen: RH
421-Titrationskurven. Pufferbedingungen wie in Abbildung 16.
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Abbildung 18: Na-Bindung an FITC-markierte bzw. native Na,K-ATPase bei verschiedenen Mg-
Konzentrationen: Halbsattigungskonzentrationen der Titrationskurven. Pufferbedingungen: 25 mM
Histidin, 0,02 mM EGTA, 300 mM ChCl, pH 7,2 und 0 bis 10 mM MgCEnzymkonzentration gg/ml,
16°C.

c(Mg>*) | KVa (RH421)/mM | KYs (FITC) / mM
0 0,90+ 0,02 0,97+ 0,04
1 1,8£0,3 1,9+ 0,1
2 25+ 0,1 25+0,1
5 42+0,1 44+0,1
10 6,4+ 0,1 72+02

Tabelle 3: Na-Bindung an FITC-markierte bzw. native Na,K-ATPase bei verschiedenen Mg-
Konzentrationen: Halbsattigungskonzentrationen der Titrationskurven. Bedingungen wie in Abbil-
dung 18.
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zenzfarbstoff (siehe Mat & Met 3.4). Dennoch a3t sich mit FITC die Na-Bindung an das Enzym
verfolgen, obwohl sich dabei seine (Haupt-) Konformation nicht &ndert. Daraus mufl3 man schlie-
Ren, daR die Na-Bindung mit einer Anderung der Konformation einhergeht, die durch den Farbstoff
angezeigt wird. Diese Umlagerung in der Konformation wird hervorgerufen von der Bindung von
Na" an die lonenbindungsstellen, die sich im membranstandigen Part abspielt, weit entfernt vom
cytoplasmatischen Teil, in dem die FITC-Bindestelle liegt. Daraus laf3t sich schlie3en, dal3 die
lonenbindung durch diese Konformationsanderung Auswirkungen auf den Zustand der Nukleotid-
bindestelle (die in der Nahe der FITC-Bindestelle liegt) hat, und damit diese voneinander entfernt
liegenden funktionellen Teile der Pumpe in der Lage sind, miteinander zu "kommunizieren” (siehe
auch 3.3 Wirkung von Nukleotiden auf Na-Bindung und Mg-Effekt). Da der durch Na-Bindung
hervorgerufene Abfall der Fluoreszenz nur 7 % betragt, der Ubergang van E, jedoch zu

ei ner 35 %igen Abnahme der Fluoreszenz fihrt, ist die Konformationsdnderung; voack

Na;E; wohl nicht von globaler Natur wie der Ubergang zwischen den (Haupt-) Konformationen
E; und E.

3 Kompetition zwischen Na" und ein- bis dreifach geladenen
Kationen

3.1 Einfach positiv geladene lonen
3.1.1 Alkalimetallionen

Generell bestehen mehrere Moglichkeiten, den Einflu3 von Metallionen auf die Na-Bindung zu
testen: 1.) Man kann verschiedene Konzentrationen an (kompetierenden) Kationen vorlegen und
dann durch eine Na-Titration ermitteln, wie sich die Na-Bindung dadurch verandert hat (es zeigt
sich meist eine reduzierte apparente Affinitat), oder man legt 2.) eine sattigende bzw. nahezu sat-
tigende Na-Konzentration vor und macht den dadurch hervorgerufenen Fluoreszenzabfall durch
sukzessive Zugabe kleiner Konzentrationen des kompetierenden lons riickgangig. Zur Untersu-
chung der Wirkung der Alkalimetallionen wurde zunachst die zweite Vorgehensweise gewahlt.
Die Zugabe dieser lonen allein hat keine signifikante Fluoreszenzanderung zur Folge (< 5 %),
konsistent damit sattigen die Rucktitrationskurven beim Ausgangswert der Fluoreszenz, der auf
Null gesetzt worden war. Abbildung 19 zeigt die Revertierung des Na-Signals durch die Alkali-
metallionen Li, K*, Rbt, und Cg.

Die ermittelten Halbsattigungskonstanten bzw. Hillkoeffizienten sind in der Legende zu Ab-
bildung 19 angegeben. Damit staffeln sich die Affinitdten der Pumpe fiir Alkalimetallionen fol-
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Abbildung 19: Bindung von Alkalimetallionen an die Na,K-ATPase: Revertierung des Na-Effekts
(RH 421). Pufferbedingungen: Standardpuffer (25 mM Histidin, 0,5 mM EDTA, pH 7,2) mit hoher lo-
nenstarke (300 mM ChCI) und 3 mM NaCl, ohne ¥g Enzymkonzentration @g/ml, T = 16°C. Die
ermittelten Halbsattigungskonstanten bzw. Hillkoeffizienten lauten wie félgt; (Rb) = 0,84 0,05 mM,
Ki/2(K) = 0.9+ 0,1 mM,K; 5(Cs) = 12,4 1,7 mM, K, /»(Li) = 33 &£ 3 mM; ny (Rb) = 1,74+ 0,02,ny
(K)=1,404+ 0,09 ,ny (Cs) = 1,50+ 0,16,ny (Li) = 1,85+ 0,16.

gendermalen: Aff(Rb > Aff(K t) >> Aff(Cs*) > Aff(Li ). Diese Staffelung stimmt nicht mit

der Staffelung der Radien der hydratisierten bzw. dehydratisierten lonen tberein. Die Messungen
wurden bei hoher lonenstarke (300 mM ChCI) und in Gegenwart von 3 mii(blane Mdg™)
durchgefuhrt.

3.1.2 Na/K-Kompetition

Exemplarisch fir die Alkalimetalle wurde die Kompetition von™Nand K* auch mit der ersten
Vorgehensweise untersucht. Abbildung 20 zeigt Na-Titrationen bei verschiedenen vorgelegten K-
Konzentrationen.

Deutlich zu sehen ist, dal3 die apparente Affinitat fir N@i zunehmender K-Konzentration
abnimmt. Die Werte flr die Halbsattigungskonstanten sind in der Legende zu Abbildung 20 an-
gegeben. Der Hillkoeffizient lag durchgehend bei 1490,07. In Abbildung 21 sind die Halb-
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Abbildung 20:Na-Bindung bei verschiedenen K-Konzentrationen: RH421-Titrationskurven. Stan-
dardpuffer mit hoher lonenstéarke und den entsprechenden Konzentrationen an KCI, “C=H&#&lbsatti-
gungskonstanten(]lv/‘; =0,35+ 0,01 mM (0 K), 1,67+ 0,03 mM (0,66 mM K), 2,16t 0,08 mM (1 mM
K), 3,75+ 0,17 mM (2 mM K), 7,8t 0,25 mM (5 mM K), 13,5+ 0,6 mM (10 mM K) und 25,6t 1,8 mM
(20 mM K). ng =1,91+ 0,07 (durchgehend).

30 —r r . 1 . r r . 1 r r r Tr 1
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Abbildung 21: Na-Bindung bei verschiedenen K-Konzentrationen: Halbsattigungskonstanten der
RH 421-Titrationskurven. Bedingungen wie in Abbildung 20.
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sattigungskonstanten fur die Na-Bindung gegen die eingesetzte K-Konzentration aufgetragen: Im
Bereich zwischen 0 und 5 mM ergibt sich ein linearer Verlauf, der bei héheren Konzentrationen
jedoch leicht abflacht.

3.1.3 Cholinchlorid

Bei niedriger lonenstéarke liegt die Na,K-ATPase teils inteils in E-Konformation vor, bei ho-

her lonenstéarke Gberwiegend in darkonformation (Grel91). Will man eine Titration aus dem
E;-Zustand beginnen, erhdéht man daher die lonenstarke mit Cholinchlorid (ChCl). Als einfach
positiv geladenes lon kdnnte Cholin jedoch mit Na-lonen kompetieren. Um dies zu testen, wurde
in Abwesenheit von Mg~ bzw. in Gegenwart von 10 mM Mg der Effekt von ChCl auf die Na-
Bindung ermittelt. Tatsachlich schien ChCl die apparente Affinitat der Pumpe ftijédach zu
erhohen: Die Halbsattigungskonstante fur die Na-Bindung fiel von8,8512 mM in Abwesen-

heit von ChCl auf 0,33 0,02 mM bei 10 bzw. 0,38- 0,03 bei 100 mM ChCl und stieg leicht auf
0,464+0,01 mM bei 300 mM ChCl an. Dabei blieben der Hillkoeffizient (,4,05) wie auch die
maximale Fluoreszenzamplitude (etwa -18 %) unverandert. Das gleiche Verhalten zeigte sich bei
einer Konzentration von 10 mM Mg im Puffer: Die Ausgangshalbsattigungskonstante vor-9,8

0,2 mM fiel auf 8,6+ 0,7 mM bei 10 mM ChCI bzw. auf 7,3 0,2 mM bei 100 mM ChCI, um

dann auf 8,6t 0,7 mM bei 300 mM ChCIl zu steigen. Dabei blieb der Hillkoeffizient konstant bei
1,75+ 0,04. Die maximale Fluoreszenzamplitude der Na-Bindung sank jedoch von -34% bei O
bzw. 10 mM ChCI auf -28% bei 100 mM und auf -25% bei 300 mM ChCI. Dies ist jedoch auf den
Mg-Effekt zurtickzufiihren, der bei zunehmender lonenstarke geringer wird (siehe 3.2.2 Mg-Effekt
und Na/Mg-Kompetition).

3.2 Zweifach positiv geladene lonen
3.2.1 Erdalkalimetalle

Bei der Zugabe steigender Konzentrationen zweiwertiger Kationen wi¢ Mgg™, SrP* oder

Ba’* zeigte sich in allen Fallen eine Zunahme der Fluoreszenz, gefolgt von einer starkeren Ab-
nahme. Teile dieser Fluoreszenzantwort stellten sich jedoch als (vermutlich Farbstoff-) Artefakte
heraus: Bildet man die Differenz aus Messungen mit nativem Enzym und mit durch einstindiges
Erhitzen auf 58 C denaturiertem Enzym, so zeigt sich eine signifikante Fluoreszenzzunahme nur
noch bei Mg-lonen (Abbildung 22). Wahrend*Smund B&™ zu einem leichten Abfall der Fluo-
reszenz fuihren, scheinen sich der ansteigende und abfallende ProzeRthgef@ae gegenseitig
aufzuheben.
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Abbildung 22: Effekte von Erdalkalimetallionen auf die RH 421-Fluoreszenz, korrigiert. Standard-
puffer (25 mM Histidin, 0,5 mM EDTA, pH 7,2), Zugabe entsprechender Aliquots der lonen als Chloride.
T=16°C.

Die Wirkung von Co-lonen konnte nicht untersucht werden, da €¢©ta) in Histidinpuffer
gelbe Komplexe bildet, die sowohl bei der Anregungswellenlange fir RH-Messungen (580/590
nm) als auch in geringerem Mal3e bei der Emissionswellenlange (650 nm) absorbieren und damit
die Fluoreszenzmessung storen. Bg3€rhinderte schon in geringer Konzentration (1 mM) Na-
Bindung und Phosphorylierung durch ATP, und wurde daher nicht weiter untersucht.

Damit hatten die untersuchten zweiwertigen Kationen mit Ausnahme véh,Mgs eine Son-
derstellung einnimmt, im relevanten Konzentrationsbereich (0-15 mM) keine bedeutenden Fluo-
reszenzanderungen zur Folge (< 10 %).

Untersucht man die Na-Bindung bei einer vorgelegten Konzentration von Erdalkaliionen (10
mM), so fallt auf, daB diese unterschiedlich stark mit Na-lonen kompetieren: Wahrerd Ba
und SF* ahnlich gut mit Nd kompetieren wie Mg", ist der Effekt von C&" auf die Halbsat-
tigungskonzentration von Nadeutlich starker K{/4(Mg**) = 10,1+ 0,3, K{4(Sr*) = 10,5+
0,6, K}3(Ba'*) = 4,5+ 0,6, K[3(Ca*) ~ 50 mM). Damit ist C&" stérkster Kompetitor der
Na-Bindung, gefolgt von Sf, Mg** und B&*. Dies konnte damit zusammenhangen, dafl} das
dehydratisierte Ca-lon zwar eine Ladung mehr als das Na-lon tragt, aber fast exakt gleich grof3 ist
(lonenradiusx:-, =99 pm,Ry, = 95 pm, Mort96). Die Anwesenheit von Erdalkaliionen verandert

auch die Sigmoidizitat der Na-Bindungskurven: Bei Mg- bzw. Ca-Zugabe verstarkt sie sich von
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Abbildung 23: Na-Titration bei 0—10 mM MgCl, (RH 421). Standardpuffer (siehe oben), 16.

K{%(10 mM Mg?*+) = 10,2+ 0,3 mM, nyy = 1,85+ 0,1,

ny = 1,4+ 0,04 ohne zweiwertige Kationen auf 1,850,1, wohingegen die Anwesenheit von Sr-
bzw. Ba-lonen zu deutlich verringerter Sigmoidizitat fuhrep € 0,8+ 0,15).

Um zu klaren, ob die Reihenfolge der Zugabe der lonen Einflul3 auf die Kompetition zwischen
den lonen hat, wurde zun&chst eine fast sattigende Konzentration (3 mM) NaCl zur aquilibrierten
Fragmentsuspension zugegeben, dann die Erdalkaliionenkonzentration auf 10 mM eingestellt, und
danach die Na-Titration vollendet. Abbildung 23 zeigt beispielhaft den Verlauf der Fluoreszenz in
Abhéangigkeit der Na-Konzentration fir Mg. Man sieht, da3 die zweiwertigen Kationen (hier:
Mg**) das Na-Signal revertieren konnen. Die darauffolgende Na-Bindung erfolgt mit (im Rahmen
der Mel3genauigkeit) gleicher Affinitdt und Sigmoidizitat wie im Fall ohne vorgelegte Na-lonen;
damit ist die Reihenfolge der Zugaben nicht von Belang.

3.2.2 Mg-Effekt und Na/Mg- Kompetition

Wie im Abschnitt 3.2.1 gezeigt, ist Mg das einzige Erdalkalimetallion, dessen Zugabe auch im
Bereich niedriger Konzentrationen (0-5 mM) zu einer signifikanten Fluoreszenzénderung fuhrt.
Diese Zunahme der Fluoreszenz ist insofern interessant, als sie nach dem Verstandnis des Mecha-
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Abbildung 24:Hemmung der Mg-Bindung durch NaCl: RH 421-Titrationskurven. Pufferbedingun-
gen: 25 mM Histidin, 0,02 mM EGTA, pH 7,2. T = I'tC. Halbséttigungskonstantehflv/g = 0,29+ 0,02

mM (0 Na), 0,73+ 0,03 mM (2,5 Na), 1,2% 0,05 mM (5 mM Na), 3,2 0,1 mM (7,5 mM Na), 4,6t 0,1

mM (10 mM Na), 8,3+ 0,3 mM (15 mM Na) 33 mM (50 mM NaCl). Hillkoeffizientny ~ 1 (0 bzw. 50
mM Na), ny = 1,45+ 0,03 (2,5 - 15 mM Na).

nismus von RH 421 (siehe Mat & Met 3.3) eine Einlagerung negativer Ladung in die Membran
anzeigt, was sich nur schlecht mit der Bindung des positiv geladenen lons in Einklang bringen
lant. Zwar ist ein Teil dieser positiven Fluoreszenzanderung (1/3-2/5) auf eine Reaktion des Sy-
stems Farbstoff-Membran zuriickzuftihren (siehe 3.1.3), doch auch bei hoher lonenstarke bleibt
ein Effekt von +8-15 % zurlick. Aus den Differenzmessungen mit nativem und denaturiertem
Enzym (siehe 3.2.1) kann man schlie3en, dal3 es sich hierbei um einen echten Proteineffekt han-
delt, der eine Ladungsverschiebung in der Pumpe bei der Bindung von Mg-lonen widerspiegelt.
(Daftr spricht auch, dal3 sich der Anstieg der Fluoreszenz nicht mit RH-versetzten Lipidvesikeln
erzeugen laRt.) Dies bedeutet, daR man bei Na/Mg-Kompetitionsexperimenten eine Uberlagerung
zweier Effekte beobachtet: Einerseits die Revertierung des Na-Signals, andererseits den Ubergang
in den veranderten, Mg-gebundenen Zustand. Abbildung 24 zeigt Mg-Titrationen bei verschiede-
nen vorgelegten Na-Konzentrationen.
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Abbildung 25: Hemmung der Mg-Bindung durch NaCl: Halbsattigungskonstanten der RH 421-

Titrationskurven. Bedingungen wie in Abbildung 24(%21, =48+ 1 mM, K{V/‘é =33+ 1 mM.

Die Halbsattigungskonstanten steigen von 420,02 mM in Abwesenheit von Naauf ca.
33 mM bei 50 mM N4a. Vollstandig sind sie in der Legende zu Abbildung 24 angegeben. Der
Hillkoeffizientliegt bei etwa 1 ohne Niabzw. bei 50 mM N4&, und bei 1,45t 0,03 in Anwesenheit
von 2,5 bis 15 mM Na.

Tragt man die Halbsattigungskonstanten der Mg-Bindung aus Abbildung 24 gegen die ein-
gesetzte Na-Konzentration auf, so zeigt sich ein sigmoider Verlauf (Abbildung 25): Diese Kur-
ve lalt sich gut mit einer Hillfunktion fitten und liefert bej; = 2 (festgesetzt) die maximale
Halbsattigungskonstante fiir Mg K};? = 48 + 1 mM. Die Halfte dieses Wertes ist bei einer

Na-Konzentration vorK]lV/; =33+ 1 mM erreicht.

Abbildung 24 zeigt neben der Kompetition noch einen weiteren Effekt: bei Na-Ausgangskon-
zentrationen von tber 2,5 mM wird durch Mg-Zugabe nicht mehr das Endniveau der Fluoreszenz
(wie im Fall ohne Na) erreicht; je hdher die vorgelegte Na-Konzentration, desto deutlicher bleibt
die Sattigungsfluoreszenz unter diesem Endwert der Mg-Fluoreszenz. Dies steht in Ubereinstim-
mung mit dem reinen Mg-Effekt auf die RH-Fluoreszenz, der oberhalb von 5-10 mM wieder abfallt
(siehe Abbildung 22), so dal? der Maximalwert des Effekts ¢b& mM Mg**) gar nicht mehr
erreicht werden kann. Das bestétigt, daf? auch hier die Reihenfoge der Zugabe keinen Einflul® auf
das sich einstellende Fluoreszenzniveau hat.
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Abbildung 26:EinfluR des pH-Werts auf den Mg-Effekt: RH 421-Titrationskurven. Pufferbedingun-

gen: 25 mM Histidin, 0,5 mM EDTA, 20 mM TRIS, pH 7,2. T = Z€. Halbséttigungskonstanteni\%

(PH 5,8) = 3,55+ 0,20 mM,K}} (pH 6,4) = 2,06+ 0,14 mM,K ¢ (pH 7,0) = 0,68£0,05 mM, K7 (pH

7,5)=0,33+ 0,01 mM undKjl\fg (pH 8,0) = 0,13+ 0,01 mM. Hillkoeffizientennyz = 1,0+ 0,03 (pH 5,8),
1,1+ 0,05 (pH 6,4), 1,# 0,1 (pH 7,0), 2,4 0,1 (pH 7,5), 4,4+ 0,8 (pH 8,0).

Der Mg-Effekt zeigt Gberdies eine pH-Abhéngigkeit (siehe Abbildung 26): Seine maximale
Amplitude hat einen Hochstwert von ca 20 % bei pH 7 und féllt sowohl zu hdéheren als auch zu
niedrigeren pH-Werten hin ab.

Die ermittelten Werte fur die Halbsattigungskonstanten des Mg-Effekts sind in der Legende zu
Abbildung 26 angegeben. Der Hillfaktor des Mg-Effekts steigt mit zunehmendem pHveri,0
+ 0,03 bei pH 5,8 auf 4,4 0,8 bei pH 8,0 (vollstandige Angaben siehe Legende). Allerdings ist
dies vermutlich ein Artefakt, da die hohen Werte ygnbei héherem pH wahrscheinlich dadurch
entstehen, dall am Anfang der Titrationen die sehr niedrigen zugegebenen Mg-Konzentrationen
durch Adsorption z. B. an negativ geladene Lipide der Membranoberflache "verschwinden", nicht
als freie Mg-Konzentration zu Buche schlagen und daher ein scheinbar sigmoides Verhalten der
Titrationskurven nach sich ziehen. Dies ist bei hohen pH-Werten deshalb auffalliger, weil hier die
Gesamtfluoreszenzanderung geringer ist. Dieser Effekt 1aR3t sich allerdings sehr schwer quantifi-
zieren und damit korrigieren. Abbildung 27 zeigt die Halbsattigungskonstanten des Mg-Effekts
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Abbildung 27: EinfluR des pH-Werts auf den Mg-Effekt: Halbséattigungskonstanten der Mg-
Titrationen (RH 421). Bedingungen wie in Abbildung 26. Die durchgezogene Linie in der Graphik stellt
einen Fit mit der Henderson-Hasselbalch-Gleichung daf!{k 6,27+ 0,06 mM.

aufgetragen gegen den pH.

Diese Daten wurde mit der Henderson-Hasselbalch-Gleichung gefittet; daraus IaR3t sich ein pK
fur den Mg-Effekt von pR!s = 6,274+ 0,06 mM ermitteln. Diesen Wert kann man als Hinweis
darauf interpretieren, daf3 ein Histidinrest an dieser Bindung voft Nigdirekt?) beteiligt sein
konnte (pK(His) = 6,5, ROmp95). Tatsachlich befinden sich in der Nahe der Aminoséure D 586
der konservierten DPPR-Sequenz, die in die Mg-Bindung involviert sein soll (siehe Einleitung 2),
die Histidine H;;4, und Hs;, die als mogliche Kandidaten dafir in Frage kamen.

Zuséatzlich wurde auch die Wirkung von Mgauf die Affinitat fir Na untersucht. Dazu wur-
den Na-Titrationen bei verschiedenen vorgelegten Mg-Konzentrationen durchgefuhrt (Abbildung
28). Die ermittelten Werte fur die Halbsattigungskonstanten und Hillkoeffizienten der Na-Bindung
sind in der Legende zu Abbildung 28 dargestellt. Durch die Zugabe von 10 m¥ Steeg der
Halbsattigungswert der Na-Bindung vmﬂiv/2 =0,67+ 0,02 mM aufK]lV/; (10 mM Mg?t) = 8,7
+ 0,4 mM, der Hillkoeffizient stieg vomy = 1,36 + 0,03 aufny = 2,05+ 0,06 bei 10 mM
Mg**. Abbildung 29 zeigt di& ,-Werte der Na-Bindung in Abh&ngigkeit der eingesetzten Mg-
Konzentration fiir eine Erweiterung der oben gezeigten Messung, wobei zusatzlich der Chelator
H-EDTA verwendet wurde. Die angegebenen (freien) Mg-Konzentrationen wurden mit dem Pro-

gramm EQCAL aus der Gesamt-Mg-Konzentration und der Konzentration des Chelators errech-
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Abbildung 28:Hemmung der Na-Bindung durch Mg?*: RH 421-Titrationskurven. Pufferbedingun-
gen: 25 mM Histidin, 0,02 mM EGTA, pH 7,2. T = I'®&. Die Daten sind zweimal driftkorrigiert und auf

einen einheitlichen Endwert hin normiert. Halbséttigungswé(ﬁé‘; (0 Mg?*t) = 0,67+ 0,02 mM, K{V/‘g
(1 mM Mg?*t) = 2,86+ 0,04 mM,KJIV/; (2 mM Mg?t) = 4,15+ 0,05 mM,KJIV/; (5 mM Mg?t)=6,3+ 0,2
mM, K{V/‘g (10 mM Mg**) = 8,7+ 0,4 mM. Hillkoeffizientemny = 1,36+ 0,03 (0 MgC}), 1,98+ 0,04 (1
mM Mg?t), 2,07+ 0,02 (2 mM Mgt), 2,13+ 0,03 (5 mM Mg+), und 2,05+ 0,06 (10 mM MgC}).

net. Durch die Verwendung von H-EDTA konnten die niedrigen Mg-Konzentrationen genau und
stabil eingestellt werden. Die Abh&ngigkeit der Halbsattigungswerte der Na-Bindung von der Mg-
Konzentration zeigt einen komplizierten Verlauf, den man sich aus einer linearen Funktion und
einem sattigenden Prozel} (beschrieben durch ein Michaelis-Menten-Verhalten) zusammengesetzt
denken kann. Dies laRt sich als Hinweis darauf interpretieren, d&f¥ &ig (mindestens) zwei
Bindungsstellen binden kann.

Die Na-Bindung wurde auch in Anwesenheit von Mgund K* untersucht, um zu testen,
ob sich die Effekte der beiden lonen addieren. Dazu wurden Messungen bei 10 riiMuliid)
K-Konzentrationen zwischen 0 und 20 mM durchgefiihrt. Die ermittelten Werte fur die Halbsatti-
gungskonstanten der Na-Bindung (jeweils bei 10 mM#)gsind in der Legende zu Abbildung 30
aufgefuhrt. Der Hillkoeffizient der Titrationskurven lag durchgehendpef 2,2+ 0,1. Die Mes-
sungen wurden bei hoher lonenstérke (300 mM ChCl durchgefiihrt). Abbildung 30 zeigt die Halb-
sattigungskonstanten fur die Na-Bindung in Abhangigkeit von der eingesetzten K-Konzentration.
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Abbildung 29:Hemmung der Na-Bindung durch Mg?*: Halbsattigungskonstanten der Na-Bindung.
Pufferbedingungen: 25 mM Histidin, 0,02 mM EGTA, 24 mM TRIS, 20 mM H-EDTA, pH 7,2. T =16
°C. MICHAELIS-MENTEN-FIT (untere gestrichelte Kurve): AusgangspukiRf = 0,5 mM, Sattigungswert

KMaz =5 5 mM , Halbsattigung be{}/” = 1,5 mM. GERADE: Achsenabschnitt K, Steigung = 0,25.
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Abbildung 30: K-Bindung in Anwesenheit von 10 mM Mg?**: Halbsattigungskonstanten. Puffer-
bedingungen: Standardpuffer (25 mM Histidin, 0,5 mM EDTA, pH 7,2) mit hoher lonenstérke (300 mM
ChCI). T = 16°C. Zum Vergleich ist das Verhalten ohne kgim Puffer (siehe Abbildung 21) ebenfalls
dargestellt. Halbsattigungskonstanten (10 mM?¥yg Kjlv/g (0K*T) =7,6+ 0,4 mM, Kjlv/g (2 mMK*) =
1741 mM, KJIV/; (4 mM Kt) =254+ 1 mM, KJIV/; (7mM K*) =41+ 1 mM, KJIV/; (10 MM K*)=50+2

mM, K{V/‘g (15mM K*) =664 0 mM, K{V/‘g (20 mM K*) = 76 & 3 mM. Hillkoeffizient: ng = 2,24 0,1.
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Abbildung 31: Revertierung des Mg-Effekts auf die RH 421-Fluoreszenz durch Nukleotide: Halb-
sattigungskonstanten der AXP-Titrationen. Pufferbedingungen: 25 mM Histidin, 0,02 mM EGTA, 25,2
mM TRIS, pH 7,2. Nach MgGGabe Zugabe der Nukleotide als TRIS-Salze. T =@6

Unterhalb von 10 mM K ist der Verlauf annahernd linear, flacht bei hoheren Konzentrationen
aber ab. Dies steht in Ubereinstimmung mit dem Verhalten der K-abhangigen Na-Bindung ohne
Mg?**, die im unteren Konzentrationsbereich ebenfalls linear verlauft (siehe 3.1.1).

3.3 Wirkung von Nukleotiden auf Na-Bindung und Mg-Effekt

In dem erweiterten Post-Albers-Zyklus der letzten Jahre war man davon ausgegangen, daf3 die
Affinitaten fur die Na-Bindung nicht davon abhangen, ob ATP schon an das Enzym gebunden
hat oder nicht (Apel98, Heys94, Stir89). Da die Vergleichsmessungen mit FITC und RH 421
zeigten, dal3 lonen- und Nukleotidbindestellen miteinander kommunizieren (siehe Abschnitt 2),
wurde diese Annahme tberprift. Dafir wurde als Nukleotid AMP ausgewéhlt, da die Na-Bindung
bei Verwendung von ATP nicht gut untersucht werden kann, da unmittelbar darauf der Ubergang
in den Zustand P-Eerfolgt (in Anwesenheit von Mg im Puffer). Auch ADP erwies sich als
schlecht geeignet, da es durch Transphosphorylierung immer auch Spuren von ATP (und AMP)
enthalt. Ahnliches gilt fir ATPy-S, das sich ebenfalls als nicht véllig inert herausstellte und einen
Teil der Pumpmolekile phosphorylieren konnte.

Die Na-Titrationen ergaben, daR die Affinitaitdes Enzyms fir Nabei 10,2 mM Mg+ und
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ohne ATP im Puffer bei 8,8 0,4 mM lag, und in Anwesenheit von 15 mM AMP (die Affinitat fur

AMP ist relativ gering, siehe unten) auf 6420,1 mM fiel (hg(-AMP) = 2,0+ 0,1, ny(+AMP) =

1,8+ 0,1). Damit sind die lonenbindungsstellen eindeutig beeinfluf3t von der Besetzung der Nu-
kleotidbindestelle. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dal trotz ihrer deutlichen Distanz die im
membranstandigen Teil der Pumpe gelegenen lonenbindungsstellen mit der Nukelotidbindestelle
im cytoplasmatischen Part "kommunizieren", so dal3 der jeweilige Besetzungszustand, vermutlich
Uber Konformationsdnderungen, auf den anderen Teil des Proteins hinliberspricht.

Nukleotide wie AMP oder ATP haben bei ihrer Zugabe zu farbstoffmarkierten Membranfrag-
menten keine nennenswerte Anderung der RH-Fluoreszenz zur Folge (< 2 %). Jedoch sind sie in
der Lage, den Mg-Effekt zu revertieren. Abbildung 31 zeigt die Halbsattigungskonzentrationen
dieser Revertierung fur AMP, ADP und ATP bei verschiedenen vorgelegten Mg-Konzentrationen
(in Abwesenheit von Na). Deutlich zu sehen ist, dal3 der ADP- bzw. ATP-Effekt (Revertierung)
sehr hochaffin erfolgtq, = 1,5+0,1 «M bzw. ca. 2:M), wohingegen der AMP-Effekt (Rever-
tierung) bedeutend weniger affin is€{, = 0,8+0,02mM). AMP- und ADP-Effekt zeigen eine
lineare Abhangigkeit von der eingesetzten Mg-Konzentration, der ATP-Effekt eine eher komplexe.
Auch Kt oder Li* wurden getestet, und konnten ebenfalls den Mg-Effekt revertieren. Allerdings
geht das Enzym bei der Bindung vort kh den E(K,)-Zustand tber, so daf3 es sich hierbei nicht
um eine reine Revertierung des Mg-Effekts M§— E;) handelt. Dies zeigt daher, dal3 der Mg-
Effekt nur in der E-Konformation des Enzyms beobachtet werden kann. Uberdies liefern diese
Ergebnisse klare Indizien dafiir, daB der Mg-Effekt durch die Bindung vott Mg die katalyti-
sche (Nukleotid- und Mg-Bindestelle) hervorgerufen werden kdnnte.

3.4 Dreifach positiv geladene lonen: Bs-TITU

Br,-TITU ist ein Isothiouroniumderivat, das in der Gruppe von Karlish als Na-Antagonist be-
schrieben wurde (Hovi95). Bei der Zugabe von-BitTU zeigt sich, ebenso wie bei Mg, eine
positive Fluoreszenz&nderung von etwa 18 %. Sie schrumpft jedoch auf lediglich 5 % zusammen,
wenn man mit hoher lonenstarke im Puffer arbeitet (300 mM ChCH)-TBFU kann sowohl das
Na-Signal vollstandig revertieren als auch die apparente Affinitat fir Naabsetzen, wenn es

vor der Titration zugegeben wird. Abbildung 32 A zeigt Na-Titrationen bei verschiedenen vorge-
legten B-TITU-Konzentrationen. Die Werte der Halbsattigungskonstanten und Hillkoeffizienten
der Na-Bindung sind in der Legende zu Abbildung 32 A angegeben. Abbildung 32 B zeigt die
Halbséattigungskonstanten aufgetragen gegen dielBrU-Konzentration.

Der Fit einer Michaelis-Menten-Gleichung an diese Daten ergab eine Affiitdéer Na,K-
ATPase zu Bs-TITU von 2,35+ 0,49.M. Dieser Wert liegt etwas Uber der publizierten Affinitat
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Abbildung 32:A) Hemmung der Na-Bindung durch Br,-TITU: Titrationskurven. Standardpuffer (25
mM Histidin, 0,5 mM EDTA, pH 7,2) mit hoher lonenstarke (300 mM ChCl). T =°T5 Halbsattigungs-
werte: K% (0 Bro-TITU) = 0,53+ 0,06 mM,KY'% (0,2:M Br,-TITU) = 1,48+ 0,07 mM,K{2 (1 1M
Br,-TITU) = 2,38+ 0,03 mM,KY4 (2 uM Br,-TITU) = 2,71+ 0,16 mM, K23 (5 uM Bry-TITU) = 4,6
+ 0,4 mM, K% (10 uM Bry-TITU) = 5,2+ 0,3 mM. Hillkoefitzienten:ny = 1,64+ 0,07 (0 Bs-TITU),
1,54+ 0,07 (0,2uM), 1,25+ 0,03 (1uM), 1,16+ 0,02 (2uM), 1,28+ 0,05 (5:M), 1,154+ 0,05 (10uM

Br,-TITU).

0 L | 1 | 1 | L | 1 | L | 1 | 1 | 1 |

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
c(Br ,-TITU) / uM

B) Hemmung der Na-Bindung durch Brs-TITU: Halbsattigungskonstanten. Bedingungen wie oben.
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(Hovi95). Der Hillkoeffizient der Na-Bindungskurven war interessanterweise durchgehend nied-
riger als im Fall ohne BrTITU im Puffer, ein Effekt, der auch (in noch ausgeprégterer Form) bei
SP*t und B&™ auftrat. Daher erwies es sich auch als unmdglich, diese Daten mit dem Modell
D (Abbildung 33) anzupassen: Mit diesem Modell lassen sich keine hyperbolen Bindungskurven
erzeugen, es ergeben sich in jedem Fall leicht sigmoide Kurven.

4 Modell und Simulationen

Zur Beschreibung der Kompetition zwischen®™Nand Mg+ wurde ein Modell entwickelt, in das
folgende Annahmen einflossen:

1) Es existieren drei Na-Bindungsstellen, wobei zwei davon negativ geladen sind und in Kon-
takt mit dem Puffer stehen, eine jedoch ungeladen ist und im Inneren des Proteins liegt, und damit
die Bindung von Na& an diese Bindungsstelle elektrogen erfolgt.

2) Erst wenn die beiden geladenen Bindungsstellen niit béssetzt sind, kann auch die unge-
ladene Bindungsstelle besetzt werden, und zwar ausschlie3lich mitamit rufen lediglich die
Zustande mit drei gebundenen Na-lonen eine (negative) Fluoreszenzanderung hervor.

3) An die negativ geladenen Bindungsstellen kénnen auch andere lonen binden. Allerdings
werden gemischte Bindungszustande ausgeschlossen.

4) Mg** kann an zwei verschiedenen Stellen am Enzym binden, zum einen an den negativ
geladenen lonenbindungsstellen, zum anderen an einer (allosterischen) Bindungsstelle, die mit der
Nukleotidbindestelle identisch sein kdnnte.

5) Bindet Mgt an die allosterische Bindestelle, hat dies einen deutlichen EinfluR auf die lo-
nenbindungsstellen und fiihrt zur Abnahme der Affinitaten fir Na

Diese Annahmen ful3en auf folgenden Beobachtungen:

Zu 1) Okklusionsexperimente haben gezeigt, dafl? entweder zwei K-lonen oder drei Na-lonen
okkludiert werden (dazu mufd man den kurzlebigen Na-okkludierten Zustand mit Hilfe von Oli-
gomycin stabilisieren). RH-Experimente zeigen, dal die Bindung vorarKE, elektroneutral
verlauft (siehe Einleitung 3). Zwei Aspartatreste werden als mégliche Kandidaten fur diese Bin-
dungsstellen diskutiert (siehe Einleitung 2). Die Annahme scheint plausibel, daRridaK*
an dieselben Bindungsstellen binden, und damit muf? auch die Bindung der Na-lonen an die ne-
gativen, mit dem Puffer in Kontakt stehenden Bindungsstellen elektroneutral verlaufen. Da die
Na-Bindung insgesamt elektrogen ist, muf3 die BindeimgsNa-lons an eine neutrale Bindungs-
stelle innerhalb des Proteins erfolgen.
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Abbildung 33:Modelle fur die Na/Mg-Kompetition
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Zu 3) Simulationen mit nur einem kompetitiv bindenden Mg-lon (Abbildung 33 A), mit zwei
kompetitiv bindenden Mg-lonen (Abbildung 33 B) oder mit einem kompetitiv bindenden und ei-
nem nicht kompetitiv bindenden Mg-lon (Abbildung 33 C) waren nicht in der Lage, das komplexe
Verhalten der Na-Affinitat bei zunehmender Mg-Konzentration widerzuspiegeln. Erst das oben be-
schriebene Modell (Punkt 1-5) war geeignet, die Titrationskurven hinreichend gut zu beschreiben.
Abbildung 33 D zeigt dieses zur Simulation verwendete Modell.

In formaler Schreibweise lal3t sich dieses Modell folgendermal3en notieren:

i1 = (kie(Na) + kye(Mg)) + koe(Mg))(—x1) + k_raz + k_yas + k_oxo

io = koc(Mg)xy — (k—o + kre(Mg))xo + k_jag
tg = kre(Mg)xs + kre(Mg)xg — (k—r + k_f)xg

#y = kie(Na)zy — (k_y 4 kpe(Mg) + kae(Na))wg + k_gxs + k_pag
i3 = kac(Na)xy — (kse(Na) + k c(Mg) + k_g)xs + k_sxq + k_yar
iy = ksc(Na)as — (k.c(Mg) + k_s)as
#5 = kye(Mg)ay — (kae(Na) + k_y + kre(Mg))as + k_gag + k_ro
i = kyc(Mg)rg + kye(Na)xs — (kse(Na) + k_y + k_,)xe + k_sxr
i = kye(Mg)as + kse(Na)rg — (kse(Na) + k_y + k_s)ar + k_sas
iy = k,e(Mg)xg + kee(Na)xr — (k_, + k_¢)xs

(Mg)

(Mg)

mit

K; = Ky 'K K,
K, =K KK,
K, = Ky K5 K,

K. = K7 'KeK,, | und K, =

und dem Erhaltungssatz

9

Zl‘i :XT .

=0

Dabei bedeuteX; die Gesamtenzymkonzentration,die Konzentration der entsprechenden
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Enzymspezies (siehe Modell Abbildung 33 ),die Geschwindigkeitskonstante der jeweiligen
Hinreaktion (dies ist immer eine Assoziation, auch im Fall von Mg-lonken)die Geschwindig-
keitskonstante der Rickreaktion (Dissoziation des lons) Kimtie Gleichgewichtskonstante der
Reaktion, definiert als Dissoziationskonstante (in mM). Auch die Konzentrationen der Na-lonen
c(Na) bzw. der Mg-lonen c(Mg) wurden in mM eingegeben. Bei genauerer Hinsicht lassen sich
noch zwei weitere Erhaltungssatze, namlich firrNmd alle Na-gebundenen Enzymspezies und

fur Mg?* und alle Mg-gebundenen Enzymspezies finden. Da das System jedoch nur im Gleich-
gewichtszustand untersucht wurde, war es aus technischen Grinden nicht nétig, diese Erhaltungs-
satze entsprechend auszuwerten. Die horizontalen Gleichgewichtskonstanten stellen aul3er der
Assoziationskonstante fur Mg K, keine Variablen dar, sondern lassen sich aufgrund des Prinzips
der mikroskopischen Reversibilitat aks und den entsprechenden vertikalen Gleichgewichskon-
stanten der jeweiligen Masche errechnen (Adam88).

In Abbildung 34 sind sowohl die Dater®{ als auch eine Simulation dargestellt (Parameter
siehe Legende, Daten aus Abbildung 28). Fur diese Simulation wurde der (positive) Mg-Effekt
ignoriert und damit alle Kurven auf eine Gesamtamplitude von (-) 18,3 % normiert (Programm
MaMgcom6 bzw. 8). Deutlich zu sehen ist, daf3 die Simulationskurven das Ansteigen der Halbséat-
tigungskonstanten der Na—BindurIg%, sehr gut beschreiben (die durch Fit einer Hillfunktion an
die simulierten Titrationskurven zum direkten Vergleich bestimnﬁfg-Werte sind in der Legen-
de zu Abbildung 34 notierK{V/‘g-Werte der gemessenen Titrationskurven siehe Legende zu Ab-
bildung 28). Der genaue Kurvenverlauf der Titrationskurven weicht jedoch, besonders bezuglich
der Sigmoidizitat, von den Mel3daten ab: Die Simulationskurven sind deutlich sigmoider (Hillko-
effizienten: p; = 1,50 (0 Mg ™), 2,12 (1 mM Mg™), 2,27 (2 mM Mg™), 2,40 (5 mM Mg*) und
2,48 (10 mM Mg™) gegeniiber den MeRdaten; r 1,4 bei 0 Mg™, 2,05 sonst).

Die Uberschéatzte Sigmoidizitat ist ein inharentes Problem des Modells, das sich nicht leicht
durch die Veranderung der Parameter (Affinitaten) aus der Welt schaffen IaRt: Obwohl der Uber-
gang vom Mg-gebundenen Zustand Md§f) zum Na-gebundenen Zustand&aMg laut Modell
in vier Stufen erfolgt, soll dieser Prozel3 laut Daten nur einen Hillkoeffizienten von etwa 2 aufwei-
sen. Ebenso soll der Ubergang vom ungebundenen EnzymurBNa-gebundenen Form N&
ein dreistufiger Vorgang sein; dennoch liegt der Hillfaktor der gemessenen Titrationskurve bei 1,4!
Um diesen Wert zu erreichen, muf3te die Bindung des ersten Na-lons als sehr hochaffin angenom-
men werden, wodurch sie praktisch “unsichtbar” verlalft € 0,01 mM), und die Bindung des
dritten Na-lons ebenfalls, so dal3 auf den Zustand mit zwei gebundenen Na-lonen unmittelbar der
mit drei lonen folgt K; < K;). Diese Eigenschaften wurden auch fiir den rechten Ast angenom-
men, wo Md@* an seine allosterische Bindungsstelle gebunden hat. Erwartungsgeman erhoht sich
der Hillfaktor der Simulationskurvemit Mg?* gegeniiber denen ohne Ktg und zwar um 1 von
~ 1,5 aufx 2,5. Den Daten hingegen |a3t sich nur ein Anstieg von 1,4 auf 2,0 entnehmen. Daraus
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-20

c(Na+) / mM

Abbildung 34: Hemmung der Na-Bindung durch Mg-lonen: Simulation und Mef3punkte der Titra-
tion. Daten ®) aus Abbildung 28. Zur Simulation (durchgezogene Linien) verwendete Parameter:
K; =0,01 mM,K; =1 mM,K5 =0,3 mM,K, =0,1 mM,K5 =7 mM, K¢ =2 mM,K, =0,01 mM,
K; =0,02 mM,K, > 1, damit wird der Zustang, praktisch nicht populiert; fl= fls = -18,3 %;
Ko bisK7 bzw. K, aus Modell D, Abbildung 33. Halbsattigungskonstanten der Simulationskurven
(durch Hill-Fit an die Simulationskurven bestimmll)tflv/g =0,71 mM (0 mM Mgt), 2,73 mM

(1 MM Mg?+), 4,13 mM (2 mM Md+), 6,60 mM (5 mM Md+), und 8,84 mM (10 mM Mg")

muf man fast zwangslaufig schlieen, dal sich die Na-Bindung und/oder die Na/Mg-Kompetition
realiter in weniger Stufen abspielen.
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Diskussion

1 Untersuchungen an proteolytisch verdauten Na,K-ATPase-
Praparationen

Proteolytische Spaltung mit nachfolgender Funktionsbestimmung des Proteinrumpfesist eine eta-
blierte Methode, um Beziehungen zwischen Struktur und Funktion eines Proteins zu klaren. Durch
den selektiven Verdau der Na,K-ATPase mit Trypsin konnte gezeigt werden, daf} die membran-
standigen Teile der auf diese Weise hergestellten 19kD-Préaparation fur die lonenbindung bzw.
-okklusion ausreichend sind, wohingegen die ATP-abh&ngigen Funktionen durch die Abspaltung
der cytoplasmatischen Schleifen verloren gehen. Mit den 19kD-Membranen steht eine Praparation
zur Verfigung, mit der man die lonenbindung unbeeinflul3t von Vorgangen in der cytoplasmati-
schen Domane untersuchen kann.

Um ein brauchbares Modell darzustellen, muf allerdings geklart werden, ob die lonenbindung
durch den massiven strukturellen Eingriff, das Abtrennen etwa der halben Enzymmasse, nicht
Ubermafig in Mitleidenschaft gezogen worden ist. 19kD-Membranen zeigen jedoch eine unver-
anderte Rb(K)-Okklusion, sowohl in ihrer Affinitat, als auch in der Stéchiometrie® RY) /
Proteinmolekil (die spezifische Okklusion (in nmol/mg) hat sich wegen des Verlusts von unge-
fahr der halben Proteinmasse etwa verdoppelt) (Karl90, Capa92). Allerdings ist die Veranderung
der Rb(K)-Deokklusion von monophasischem zu biphasischem Verlauf ein erster Hinweis darauf,
dal sich die lonenbindungsstellen durch den tryptischen Verdau doch funktionell verandert haben
kénnten.

Zur Na-Bindung gibt es bisher noch widersprichliche Befunde (Schwp94, Karl90). Die Affi-
nitdt des chymotryptischen Intermediats (stabiles Zwischenprodukt beim Verdau der 19kD-Mem-
branen mit Chymotrypsin) fiir Rb(K ™) ist unverandert geblieben (bei einer MeRRtemparatur von
20°C, Shai96, 00); Na-Bindung und -okklusion dieser Praparation sind Gegenstand neuester Un-
tersuchungen (Shai00). Gegen thermische Inaktivierung soll die chymotryptisch verdaute Pra-
paration jedoch durch sattigende Konzentrationen ah ") ebenso geschitzt sein wie die
19kD-Membranen, was auf eine unveranderte Stabilitat des noch weiter verkirzten Proteinrumpfes
schliel3en laf3t. Diese Ergebnisse aus biochemischen Experimenten konnte durch die vorgestellten
Messungen zum gréi3ten Teil bestatigt und um folgende Ergebnisse erweitert werden:

Sowohl beim Schweine- als auch beim Kaninchenenzym wurde bei den Experimenten zur Cha-
rakterisierung festgestellt, daf3 die beobachteten maximalen Fluoreszenzamplituden des Na- und
K-Effekts beim chymotryptischen Intermediat niedriger ausfielen als bei den 19kD-Membranen
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(siehe Tabelle 1). Die Abnahme der Fluoreszenzamplituden vom nativen Enzym zu den 19kD-
Membranen lieR sich durch die Anderung der Dielektrizitatskonstanten in der Umgebung des elek-
trochromen Farbstoffs erklaren: Rund die Halfte der Proteinmasse3] wird abgeschnitten und

durch Wassers(= 80) ersetzt. Dies sollte zu einer Abnahme der maximalen Fluoreszenzantwort
fuhren, was auch beobachtet wurde. Dieses Argument laf3t sich jedoch nicht zur Erklarung der
weiteren Abnahme der maximalen Fluoreszenzamplituden von den 19kD-Membranen zum chy-
motryptischen Intermediat heranziehen (siehe Tabelle 1), da sich beide Praparationen in ihrer Gré-
3e nur um wenige Aminosauren unterscheiden und die Abmessungen beider Proteinrimpfe damit
sehr ahnlich sein durften. Daher mul3 man annehmen, daf durch den chymotryptischen Verdau
entweder ein Teil& 30 %) der Proteinrimpfe inaktiviert worden ist, oder daf3 das mit Chymotryp-

sin behandelte Enzym doch thermisch weniger stabil ist, und so innerhalb von 30 Minuten Mel3zeit
bei 8°C ohne RB im Puffer doch ein betrachtlicher Anteil der Molekiile durch Desaggregation
der finf Aminosaureketten inaktiviert. Im Licht neuster Ergebnisse scheint die letzte Mdglichkeit
wahrscheinlicher (Shai96, 00).

Bei allen drei Praparationen sowohl beim Schweineenzym als auch beim Kaninchenenzym
konnte die Bindung von Ouabain und Strophantidin nachgewiesen werden (siehe Tabelle 1). Die
Affinitat des Kaninchenenzyms fiir Strophantidin war bei den 19kD-Membranen und der chy-
motryptischen Praparation sehr &hnlich und gegentiber dem nativen Enzym nur moderat (von 0.35
©M auf 1.5 bzw. 2.4:M) erniedrigt. Da fur die Herzglycosidbindung Bereiche auf der Schleife
H; - H, und auf den Helices H Hs, Hs und H: bendétigt werden, sprechen die vorhandene Bin-
dungsaktivitdt und nur moderat veranderte Affinitat fir die Herzglycoside fur die Intaktheit der
topologischen Organisation des Proteinrumpfes in beiden verdauten Praparationen.

Das Schweineenzym scheint sich insofern vom Kaninchenenzym zu unterscheiden, als hier
die Strophantidinbindung fester erfolgt und daher nicht durch die Zugabe von 20 mM KCI zu
revertieren war (siehe Tabelle 1). Dies kann die Folge einer deutlich geringeren Rate fur die Dis-
soziation des Strophantidins sein, oder aus einer hoheren Assoziationsrate fur das Herzglycosid
resultieren. Alle Herzglycoside enthalten einen Geninkorper; Glycone zusatzlich dazu, verknipft
durch eine glycosidische Bindung, einen Zucker. Man geht davon aus, dal} fir den Zuckerrest
bzw. den Geninkérper zwei verschiedene Bindestellen auf der Na,K-ATPase vorhanden sind. Da
die Bindung des Glycons Ouabain wie auch die Bindung des Aglycons Strophantidin sowohl bei
den 19kD-Membranen als auch beim chymotryptischen Intermediat nachgewiesen werden konnte
(Tabelle 1), kann man davon ausgehen, daf3 bei beiden Praparationen sowohl die Zucker- als auch
die Geninbindestelle intakt ist.

Na-Titrationen an den drei verschiedenen Enzympraparationen ergaben, dal3 die Affinitaten fur
Na" mit zunehmendem Verdau abnahmen (Tabelle 2 und Abbildungen 8-10). Beim Schweine-
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enzym ist dieser Effekt etwas starker ausgepréagt als beim Kaninchenenzym; bei letzterem steigt
der K, ,,-Wert fr die Na-Bindung beim ersten Proteolyseschritt auf den zweifachen, beim zweiten
Schritt auf den sechsfachen Wert (im Vergleich zum nativen Enzym). Beim Schweineenzym steigt
der K, ,-Wert zunachst auf das vierfache, durch den zweiten Verdau sogar fast auf das zehnfa-
che (siehe Tabelle 2). Das qualitative Verhalten der Pumpe beider Spezies ist jedoch identisch:
Die Na-Affinitat nimmt, besonders durch den Verdau mit Chymotrypsin, deutlich ab. Die gerin-
ge AffinitatseinbulR3e bei den 19kD-Membranen ist leicht verstandlich; es wére sehr ungewoéhnlich
gewesen, wenn das Enzym durch den Verlust seiner halben Masse in seiner lonenbindung vol-
lig unverandert geblieben wére. Dennoch kdnnen die 19kD-Membranen in jedem Fall als gutes
Modellsystem angesehen werden, um die Na-Bindung unbeeinflut von Vorgangen im cytoplas-
matischen, enzymatisch aktiven Part des Enzyms zu untersuchen.

Gravierender ist offenbar der chymotryptische Verdau, obwohl durch ihn lediglich 10 Ami-
nosauren des (cytoplasmatischen) N-Terminussdeintereinheit sowie einige Aminosauren des
N-Terminus dera-Untereinheit und des Loops,HH; abgespalten werden, wobei nur der erst-
genannte Schnitt fir die Rb-Okklusion von Bedeutung ist. Wahrend die Affnitat ftirdribch
diesen Verdau ebenfalls unverandert geblieben ist (b&iQBhai00), hat die Affiniat fur Na
(gemessen mit RH 421) deutlich abgenommen, auf ein Sechstel bis ein Zehntel des urspringli-
chen Werts des nativen Enzyms (siehe Abbildungen 8, 10). Diese Beobachtung wird auch durch
Okklusionsexperimente mit radioaktivem Nan Gegenwart von Oligomycin bestatigt (Shai00).

Uberdies konnte nachgewiesen werden, daf nicht nur die Abtrennung des N-Termifus der
Untereinheit zu einem deutlichen Absinken der Affinitat fir'N@hrt, sondern umgekehrt die
Bindung von Nd an 19kD-Membranen auch den N-Terminus deUntereinheit, ebenso wie
das Fragment MM, der a-Untereinheit, gegen den Verdau mit Chymotrypsin schitzt (Shai00).
Dieser Befund spricht Uberdies fir eine Interaktion zwischemind S-Untereinheit. Die Affi-
nitat fur das Na-Analogon BfTITU hat durch den chymotryptischen Verdau noch drastischer
abgenommen, namlich auf ein Dreif3igstel des urspringlichen Wertes beim nativen Enzym. Die-
se Beobachtungen zeigen deutlich, dal3 durch den chymotryptischen Verdau Bereiche der Pumpe
abgetrennt wurden, die fur die Na-Bindung bzw. die Bindung kompetierender lonen sehr wich-
tig sind. Die Analyse der putativen Sekundarstruktur der ersten 40 Aminoséuren des N-Terminus
der 5-Untereinheit zeigt zwei ungeordnete Bereiche im Wechsel mit zwei helicalen Segmenten
(Shai00).

Danach zeigen im ersten helicalen Abschnitt und der ersten Schleife die negativ geladenen
Seitenketten der Aminosauren in eine Richtung, wahrend die positiv geladenen Seitenketten tber-
wiegend in die Gegenrichtung orientiert sind (Abbildung 35). Es wird angenommen, dal3 diese
durch die Bildung von Salzbriicken zur Interaktion mit dedntereinheit beitragen kdnnen, wah-
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Abbildung 35:Sekundarstrukturvorhersage fur den cytoplasmatischen Part der3-Untereinheit. Ver-
anschaulichung als Band (ribbon, A), bzw. als “Drahtmodell” (wire, B) (aus Shai00).
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rend die Glutamatseitenketten die Bindung vort Ni@w. Na-Analoga vermitteln kénnten. Auch
bei der Na,K-ATPase voXenopuskonnte gezeigt werden, dafld das Abtrennen des N-Terminus der
p-Untereinheit die Affinitat fur die cytoplasmatische Na-Bindung erniedrigt (Jaun93, Hasl98).

Diese Beobachtungen fuihren klar zu dem Schluf3, daf3 der N-Termingsidistereinheit eine
wichtige Rolle bei der Na-Bindung auf der cytoplasmatischen Seite der Na,K-ATPase spielt. Da
bekanntermalRen Aminosauren in den transmembranaren HeliceS!Mund M; eine zentrale
Rolle bei der lonenbindung spielen (siehe Einleitung 2 und Abbildung 2), und die Bindung von
Nat an die 19kD-Membranen nicht nur den N-Terminus dddntereinheit, sondern auch cyto-
plasmatische Bereiche derUntereinheit schitzen (siehe oben), liegt der Schluld nahey-dafid
B-Untereinheit miteinander interagieren und zusammen die ionenbindende Struktur bilden.

Shainskaya et al. (Shai00) schlugen vor, daf der N-Terminus-Uertereinheit zusammen mit
dem Loop M-M- einen Eingangskanal bildet, an den Na- und K-lonen und auch Kompetitoren
binden kénnen, und dal in einem zweiten Schritt Nad K+ an ihre weiter im Protein liegenden
Bindungsstellen binden und dort okkludiert werden kénnen. Dies bedeutet, daf3 es sich bei den er-
sten um recht unspezifische Bindungsstellen handelt, da die im Eingangskanal gebundenen lonen
ihre zun&chst eingenommenen Platze wieder verlassen missen. Mit fluorimetrischen Methoden
und dem Farbstoff RH 421 kann diese Hypothese leider nicht getestet werden, da die elektroneu-
trale Bindung an diese Bindungsstellen nicht direkt verfolgt werden kann. Der Hillkoeffizient der
Na-Bindung von 1,4 in Abwesenheit von Mgist jedoch recht niedrig und gibt keinerlei Hinweise
auf eine noch weitere Staffelung der Na-Bindung.

Denkbar ware auch, dal’ der Loop M. bzw. der N-Terminus def-Untereinheit die Aus-
kleidung der Wand eines Vestibiils zur lonenbindung darstellt, analog zu den Gegebenheiten bei
spannungssensitiven lonenkanalen. Diese Hypothese hatte mehrere Vorteile: Zum einen mul3-
te man keinen zweistufigen Mechanismus der lonenbindung fordern, fir den es kinetisch keine
Evidenz gibt. Und zweitens muf3te man nicht fordern, dal3 mehr als die notwendige Anzahl an
lonenbindungsstellen auf der Na,K-ATPase vorhanden sind, und die lonen nach der Bindung an
unspezifische Bindungsstellen schlie3lich zu ihren spezifischen Bindungsstellen wechseln. Die
Okklusion wirde in diesem Fall gleich an den (membranstandigen) Bindungsstellen erfolgen, z.
B. durch das Schliel3en eines Tores oder enges Zusammenfalten des Vestiblils.

Schliel3lich ware auch noch vorstellbar, daf’3 der LogpNi4 eventuell zusammen mit dem
N-Terminus der?-Untereinheit einen Teil des Tores bildet, das fir die Okklusion der Na- oder K-
lonen zusténdig ist. Da die apparente Affinitat fir'iNacht nur im Okklusionstest, sondern auch
in Experimenten mit RH 421 erniedrigt war, wére dies ein Hinweis auf eine teilweise Okklusion
bei der Na-Bindung, z. B. wie in (Schn00) vorgeschlagen: Hier wurde ein Modell entworfen, das
in Analogie zu den Gegebenheiten bei der Ca-ATPase die Bindungsstelle fur das dritte Na-lon erst
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erscheinen laRt, wenn die ersten zwei Na-lonen gebunden und quasi eingeschlossen sind.

Experimente zur Na/Mg-Kompetition ergaben, dald die komplexe Abhangigkeit der apparenten
Na-Affinitat von der Mg-Konzentration beim nativen Enzym durch die Abspaltung des cytoplas-
matischen Teils der Pumpe in eine einfache Kompetition um eine Bindestelle Gibergeht, also nun
eine lineare Charakteristik, zudem mit sehr geringer Steigung, zeigt (Abbildung 12}.isglso
kaum noch in der Lage, mit Nazu kompetieren: Verringerte die Anwesenheit von 10 mM#¥g
im Puffer beim nativen Kaninchenenzym die apparente Na-Affinitat nockg@chwein: ) , so
fihren 10 mM Md™ bei den 19kD-Membranen bzw. dem chymotryptischen Enzym (Kaninchen)
nur noch zu einer Verringerung der Affinitat apibis 1 (im Vergleich zu Messungen ohne Ry
im Puffer), beim Schwein auf bis 2 (siehe Tabelle 2). Dies hat wohl zwei Griinde:

Zum einen hat Mgt (mindestens) zwei verschiedene Effekte auf die Na-Bindung, eine direkte
Kompetition an den Bindungsstellen und eine allosterische Wirkung durch die Bindung an eine
weitere Mg-Bindungsstelle (moglicherweise die ATP-Bindestelle, siehe Ergebnisse 3.2.2, 3.3).
Die Besetzung beider Bindestellen fuhrt zu einer Erniedrigung der apparenten Na-Affinitat (siehe
Abbildungen 28, 29). Bei den proteolytisch verdauten Praparationen ist der cytoplasmatische Part
des Enzyms abgespalten, so dafd nur noch die direkte Kompetition an den lonenbindungsstellen
einen Beitrag leistet. Damit sollte die Hemmung der Na-Bindung durch Mg-lonen bei diesen
Praparationen geringer ausfallen als beim nativen Enzym, was auch beobachtet wird.

Allerdings fiel die Steigung der ermittelten linearen Abhangigkeit der Na-Affinitat der 19kD-
Membranen von der Mg-Konzentration deutlich geringer aus als die des nativen Enzyms (siehe
Abbildung 12), Mg-lonen waren also weniger effektiv dazu in der Lage, Na-lonen aus ihren Bin-
dungsstellen zu vertreiben. Dies bedeutet, daf’ die Mg-Bindestellen in ihrer Affinitat deutlicher
verandert sind als die Na-Bindestellen. Das Mg-lon ist (im dehydratisierten Zustand) etwas klei-
ner als das Na-lon und tragt die doppelte Ladung. Daher weist dieser Befund auf eine Aufwei-
tung des lonenbindungskafigs hin, so daf’ die gréReren Na-Em@sschlechter, die kleineren
Mg-lonen deutlich schlechter gebunden werden. Dies ist auch in klares Indiz daftr, dal? diese Bin-
dungsstellen nicht einfach nur durch negative Ladungen von Aspartylresten gebildet werden, da
in diesem Fall die Mg-Affinitat (ebenso wie die Affinitaten fir die zwei Na-lonen, die aber nicht
direkt zuganglich sind) durch den Verdau unveréndert hatten bleiben missen.

Moglicherweise erleichtern die negativen Ladungen durch ihre weitreichende elektrostatische
Anziehungskraft lediglich die Anndherung der positiv geladenen lonen an die Bindungsstellen
(Gouy-Chapman-Effekt), wahrend die eigentliche koordinative Bindung dann tberwiegend durch
ungeladene, Sauerstoff enthaltende Dipole vermittelt wird. Die negativen Ladungen spielen jedoch
bei der Okklusion als Gegenionen sicher eine wichtige Rolle. Mit dieser Interpretation waren auch
die Beobachtungen vereinbar, dal3 die Affinitat der 19kD-Membranen bzw. des chymotryptischen
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Intermediats fur Rb (KT) gleichgeblieben zu sein scheint (Rb/K-lonen sind gréRer als Na-lonen),
die Deokklusion von Rb (K*) jedoch anders als im nativen Enzym verlauft.

2 Vergleich zwischen Messungen mit RH 421 und FITC

Trotz intensiver Studien zur Aufklarung der Beziehung zwischen Struktur und Funktion der Na,K-
ATPase sind essentielle Aspekte ihres funktionellen Mechanismus nach wie vor ungeldst. Zwei
Fragestellungen sind dabei besonders interessant: Zum einen, wie sich der exakte Mechanismus
der lonentranslokation Uber der Membran darstellt, und zum anderen, welche Interaktionen zwi-
schen lonenbindungsstellen und katalytischer (Phosphorylierungs- und ATP-) Bindestelle statt-
finden, um schlief3lich einen Transport gegen den elektrochemischen Gradienten zu ermdglichen
(energy transduction). Zu dieser Frage nach der Art der Kopplung dieser beiden teilautonomen
funktionellen Bereiche liefert der Vergleich zwischen FITC- und RH 421-Messungen interessante
Aspekte:

FITC bindet an Lys 501, das neben anderen Aminosauren an der ATP-Bindung beteiligt sein
soll (siehe Einleitung Punkt 2 und Mat & Met 3.4). Dadurch ist das Enzym nicht mehr durch ATP
phosphorylierbar, da die Bindung von ATP sterisch verhindert wird. Vergleichsmessungen zwi-
schen mit FITC gekoppeltem und unbehandeltem Enzym zeigen jedoch, daf3 die lonenbindung,
gemessen mit RH 421, durch die Anheftung des Chromophors nicht verandert bzw. beeintrachtigt
ist. Da die lonenbindung im membransténdigen Part des Enzyms, die Kopplung mit FITC je-
doch im cytoplasmatischen Teil der Pumpe stattfindet, ist diese Beobachtung nicht Giberraschend.
In friheren Untersuchungen zur lonenbindung, die mit FITC durchgefihrt worden waren, konn-
ten je nach zugegebenem Substrat zwei verschiedene Fluoreszenzniveaus nachgewiesen werden
(Reph86, Karl80, Smir93b, 95). Lediglich Hegyvary and Jgrgensen gingen in einer der ganz
frihen Arbeiten von der Existenz von mehr als zwei unterscheidbaren Fluoreszenzniveaus aus
(Hegy81). Durch die Rauscharmut der hier vorgestellten Messungen und ein verbessertes Aus-
wertungsverfahren (siehe Mat & Met 4) konnte ein zusatzliches Fluoreszenzniveau gefunden und
durch sukzessive Zugabe von Na-lonen auch titriert werden (Abbildung 14). Der Vergleich dieser
Titrationen mit auf identische Weise durchgefuhrten RH 421-Messungen zeigte, daf3 die mit beiden
Methoden ermittelten Halbsattigungskonzentrationen fir die Na-Bindung praktisch identisch wa-
ren. Da man annimmt, daf3 RH 421 die Bindung des dritten Na-lons ans Enzym anzeigt (Heys94,
Schu95), wurde das neue Fluoreszenzlevel dem Zustasil Idageordnet.

Der Ubergang E—~E,(K,) verursacht eine Fluoreszenzabnahme von etwa 35 %, der Ubergang
E,—NaE, jedoch nur eine Anderung um 7 %. Daraus kann man schlieBen, daR diese Konforma-
tionsdnderung nicht von so globaler Natur ist wie der Wechsel der Hauptkonformatipreds E
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Dennoch ist diese kleine Konformationsdnderung héchst interessant: FITC andert seine Fluores-
zenzeigenschaften aufgrund von Anderungen des lokalen pH in seiner Umgebung (siehe Mat &
Met 3.4). Schon kleine Veranderungen der strukturellen Anordnung der Polypeptidkette in der
Néahe des Farbstoffs wie Bewegungen von polaren Seitenketten um wenige Angstrom kénnen den
lokalen pH verandern und damit zu einer Fluoreszenz-"Antwort" fihren. Offensichtlich hat die
Bindung der Na-lonen an ihre Bindungsstellen, die durch die membranstandigen Teile der Pum-
pe gebildet werden, einen Einflu3 auf die Fluoreszenz von FITC, das an der ATP-Bindestelle im
cytoplasmatischen Part des Enzyms sitzt.

Konformationsabhangige raumliche Umlagerungen der cytoplasmatischen Polypeptidkette, die
den enzymatischen Apparat des Proteins enthalt, konnten schon mit verschiedenen Techniken
nachgewiesen werden: Die Hauptkonformationerud E kénnen anhand unterschiedlicher
tryptischer Spaltungsmuster unterschieden werden. Dies zeigt, dal} jeweils verschiedene Teile
der Pumpe nach au3en gekehrt und damit proteolytisch angreifbar sind. Eine detailliertere Ana-
lyse von konformationsabhangigen Interaktionen zwischen verschiedenen cytoplasmatischen Teil-
domanen des Enzyms vergffentlichten Goldshleger und Karlish (Gold97): Sie konnten mittels Fe-
abhangiger Spaltung der Polypeptidkette zeigen, dal3 die gréRere und die kleinere cytoplasmatische
Schleife in der E-Konformation eng zusammenliegen, beim Ubergang in gi&&formation je-
doch auseinanderfallen. Man kann sich leicht vorstellen, daf? dieses Rearrangement der Schleifen
die Topologie in der Nahe des Fluorophors wesentlich beeinflu3t und so zu einem Fluoreszenz-
abfall von ca. 35 % beim Ubergang von-EE, fiihrt. Auch strukturelle Anderungen innerhalb
der ATP-Bindungstasche selbst konnten nachgewiesen werden: Gatto et al. (Gatt97) zeigten durch
Experimente mit dem bifunktionellen Agens4IDS, dal? die beiden Aminosduren Lys 501 und
Lys 480 in Anwesenheit von Nanahe genug beieinander sind, um einen Crosslink zu ermég-
lichen, dieser aber durch die Bindung von mindestens einem K-lon ans Enzym verhindert wird
(Abbildung 36).

Dies ist ein Hinweis darauf, dal3 die Distanz zwischen beiden Lysinen im Na-gebundenen Zu-
stand um einige Angstrom geringer ist als im K-gebundenen Zustand. Aus diesen Beobachtungen
|&Rt sich der Schlul’ ziehen, daf? die Bindung des (vermutlich) dritten Na-lons an die lonenpumpe
(im Zustand NgE;) zu einem Rearrangement eines oder mehrerer Segmente des transmembrana-
ren Parts fuhrt, und dal3 diese strukturelle Veranderung zu der grof3en cytoplasmatischen Schlei-
fe mit der ATP-Bindestelle weitergeleitet wird. Ein mdglicher Mediator dieser Signallibermitt-
lung zwischen katalytischer und lonenbindestelle konnte das Segment zwischen Asp 371 und dem
PEGL-Motiv am cytoplasmatischen Ende der vierten Transmembranhelix sein: Diese Aminosau-
resequenz ist hoch konserviert innerhalb der Familie der P-Typ-ATPasen (Referenzen in Vils97a).
Weitere mdgliche Kandidaten fur die Signalweiterleitung kdnnten die ebenfalls hoch konservierte
Verbindungs-(junctional) region J, die Scharnierregion (hinge) und die Haarnadel zwisghen M
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Abbildung 36: Schema des Crosslinks zwischen Lys 480 und Lys 501 durch, HDIDS (nach Gatt97,
verandert). Schritt 1: Nukleophile Addition des reaktivesN=-Kso; an eine der Isothiocyanatgruppen von
H,-DIDS. Schritt 2: Nun ist die zweite Isothiocyanatgruppe in der Nahe vgp Kixiert" ; dies vereinfacht
die Reaktion mit dem weniger reaktiven N-K 4g0.

und M; sein (Luts93, Mgll96).

Die Na,K-ATPase halt ihre Stochiometrie von 3N K* / 1 ATP unter nahezu allen Bedin-
gungen aufrecht. Daher ist der Vergleich zwischen den gezeigten Na-Titrationen mit FITC und RH
421 ein starker Hinweis darauf, dal3 die elektrogene Bindung des dritten Na-lons an seine hoch-
spezifische Bindungsstelle zu einer Anderung der Konformation des Enzyms fiihrt, die als Trigger
fur die Phosphorylierung durch ATP wirkt. Durch die Konformationséanderung gelangt die Phos-
phorylierungsstelle Asp 371 in die richtige Position, so daf3 nun das energiereRiinesphat des
gebundenen ATP auf das Protein Ubertragen werden kann. Auf diese Weise wird die Stoéchiometrie
3 Nat / 1 ATP aufrechterhalten. Die Existenz eines solchen Triggermechanismus muf3te aufgrund
prinzipieller Uberlegungen gefordert werden, da die Pumpe sicherstellen muf3, dal? der energiever-
brauchende Schritt des Pumpzyklus, die Nutzung der freien Enthalpie des gebundenen ATP, nur
stattfindet, wenn die physiologisch erforderliche Anzahl an Na-lonen ans Enzym gebunden hat.

Unter physiologischen Bedingungen stellt die Hydrolyse von ATP eine freie Enthalpie von 55
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kJ/mol zur Verfigung. Die elektrochemische Arbeit, um Na-lonen vom Cytoplasma in den Ex-
trazellularraum zu transportieren, liegt bei 12,5 kJ/mol (Laug91b). Das bedeutet, dal3 etwa 23 %
der verfigbaren Enthalpie fur die Translokation jedes Na-lons verbraucht wird. Um moglichst we-
nig Energie zu verschwenden, ist es von entscheidender Wichtigkeit fir den Energiehaushalt einer
Zelle, dal3 die Na,K-ATPase unter physiologischen Bedingungen eine feste Stdchiometrie einhalt.
Hinweise auf eine mogliche Abweichung von der Kopplungsrate 8 NaK* / 1 ATP stammen
ausschlief3lich aus Experimenten mit extrem niedrigen cytoplasmatischen Na-Konzentrationen.
Diese Ergebnisse der Untersuchungen an Vesikeln aus inside-out Erythrocyten lassen allerdings
auch andere, durch das experimentelle Verfahren bedingte Erklarungen fur die scheinbare Abwei-
chung von der normalen Kopplungsrate zu (Blos83, 92).

Daher bietet die vorgestellte Interpretation der erstaunlich gut tGbereinstimmenden Daten der
FITC- und RH 421-Messungen eine sehr einfache Antwort auf die Frage, mit welchen Mechanis-
men die lonenpumpe sicherstellt, dafd die Phosphorylierung durch ATP nur stattfindet, wenn auch
drei Na-lonen ans Enzym gebunden haben.

3 Kompetition zwischen ein- bis dreiwertigen lonen

Abbildung 37 zeigt, daf3 einfach positiv geladene lonen nur mit den lonenbindungsstellen wech-
selwirken kénnen, wenn sie einen Radius zwischen 0,5 und 1,5 A besitzen. Der optimale Radius
eines lons mit der Folge hochster Affinitat zu den Bindungsstellen scheint bei etwa 1,5 A zu liegen.
Daruber nimmt die Affinitat drastisch ab, das lon "pal3t” nicht in die Bindungstasche; unterhalb von
1,5 A nimmt die Affinitat nur langsam ab, konsistent mit der Vorstellung, daR das lon, je kleiner es
ist, desto schlechter mit den z. B. von O-Gruppen zur Verfigung gestellten Orbitalen wechselwir-
ken kann, da dies oberhalb bestimmter Abstande nur noch schlecht méglich ist. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, daR die Bindungstasche selbst wohl einen Radius von weniger als 1.8 A haben
muR, um einem lon von 1,5 A Radius optimale Bedingungen zur Bindung bieten zu kénnen.

Da man annimmt, daf? Na- und K-lonen an die gleichen Bindungsstellen binden, folgt dar-
aus zwangslaufig, dal3 die Affinitat des Enzyms irflig Na-lonen geringer sein muf als die fur
K*, ebenso wie es auch auf der extrazellularen Seite der Fall ist. Diese Schluf3folgerung mag
kontraintuitiv erscheinen, da damit das Enzym in Konformatierb& einer intrazellularen K-
Konzentration von 150 mM und einer Na-Konzentration von 10 mM zum bei weitem tiberwiegen-
den Teil im K-gebundenen Zustand vorliegt; da jedoch nur die wenigen Enzymmolekile mit ge-
bundenen Na-lonen im Zyklus fortschreiten, resultiert dies unter turn-over-Bedingungen dennoch
in einer hoheren apparenten cytoplasmatischen Affinitat der Pumpe fualNair K+ (Glyn85).

Konsistent damit ist auch die Beobachtung, daR das deutlich gréRere Cholin-lon (circa 4 x 6 A)
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Abbildung 37:Kompetition zwischen Alkalimetallionen: Halbséttigungskonstanten der Riicktitrationen
aus Abbildung 19, aufgetragen gegen den lonenradius. Standardpuffer mit 3 mM NaCl (Na: 3 mM KCI),
16°C.

kaum mit Na-lonen kompetiert; hier sind mel3bare Effekte erst bei 150 bis 200 mM (!) Konzentra-
tion zu sehen. Interessanterweise zeigte sich, dal die Affinitat der PumpentfdeNgich stieg,

wenn neben den 25 mM Histidin und 0,5 mM EDTA auch 100 mM Cholinchlorid im Puffer an-
wesend war. Dies ist ein Hinweis darauf, daf? im Puffer mit niedriger lonenstéarke die Pumpe keine
optimalen Bedingungen vorfindet, und fir das Einnehmen der besten nativen Konformation eine
lonenstarke von mindestens 100 bis 150 mM unerlaBlich ist. In der Zelle wird diese lonenstéarke
durch K-lonen (150 mM) erzeugt.

Ebenso wie Alkalimetallionen kompetieren auch Erdalkalimetallionen mit. N@ie Zugabe
von Alkalimetallionen hatte keine signifikante Anderung der RH 421-Fluoreszenz zur Folge; dies
ist bei den Erdalkalimetallionen anders: Mg-lonen bewirken eine deutliche positive Fluoreszenz-
anderung, Sr- und Ba-Zugabe fiihrte zu einem leichten Abfall der Fluoreszenz (siehe Abbildung
22). Die Bindung von Mg-lonen fuhrt anscheinend zu Veranderungen am Protein, so daf3 trotz der
positiven Ladung von Mg netto negative Ladungen in die Membran hineinverschoben werden,
was zu einem Anstieg der RH 421-Fluoreszenz fuhrte. Dafur kdnnten Carboxylgruppen von Ami-
nosaureseitenketten oder Dipole aus O-enthaltenden Gruppen verantwortlich Seim®SB&*
sind die einzigen aller bisher getesteten lonen, die einen zumindest Na-&hnlichen Effekt auf die
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RH 421-Fluoreszenz haben, also zu einem Abfall der Fluoreszenz fihrten.

Da S¢E* wie auch B&" inhibitorisch auf die Pumpe wirkt, und da es kaum vorstellbar ist, da3
die beiden lonen, die deutlich gré3er als das Na-lon und zudem zweifach positiv geladen sind, an
die "elektrogene" Na-Bindungsstelle binden kénnen, handelt es sich hier wohl um einen unspezi-
fischen Effekt auf das Protein. Dieser Effekt ist zudem erst bei hohen Konzentratiod®miM)
signifikant. In diesem Konzentrationsbereich kann man jedoch davon ausgehen, daf3 die Pumpe
schon (wahrscheinlich irreversibel) geschadigt ist. Dasselbe gilt auch fir Mg-Konzentrationen
oberhalb von 15 bis 20 mM. (Uberdies komplexieren die zweifach positiv geladenen lonen die Li-
pide der Membran, was sich auf die Aktivitat von Proteinen wie lonenpumpen ebenfalls hemmend
auswirkt (DUzg83) und tberdies den Farbstoff beeinflul3t.)

Unter Verwendung des beschriebenen Modells fur die Kompetition zwischen Na- und Mg-
lonen (siehe Ergebnisse 4) ist es gelungen, den Anstieg der Halbsattigungskonstanten fir die Na-
Bindung in Abhangigkeit der Mg-Konzentration durch Simulationen mit geeigneten Parametern
sehr gut zu reproduzieren (siehe Abbildung 34). Dies gelang jedoch nur, wenn die Affinitaten
fur die Na-Bindung so gewéahlt wurden, dal3 das erste Na-lon sehr hochaffin gebundenwird (K
klein), das zweite mit einer moderaten Affinitat, und das dritte mit einer im Vergleich zur zweiten
erhohten Affinitat (K < Ks).

Es ist nicht verwunderlich, daf3 das erste Na-lon deutlich leichter an die Pumpe bindet als das
zweite: Aller Wahrscheinlichkeit nach sind an der Bindung der Na-lonen zwei negative Ladun-
gen von Aspartat-Seitenketten beteiligt. Das elektrische Feld dieser Ladungen reicht weiter in den
Puffer hinein und kann daher auf gré3ere Entfernungen lonen einfangen (Gouy-Chapman-Effekt),
wenn nicht eine von ihnen schon durch ein gebundenes Na-lon abgeschirmt wird. Die Beobach-
tung Ks; < K, kann als Hinweis darauf interpretiert werden, dal? die dritte Bindungsstelle erst er-
scheint, wenn die ersten zwei mit Na-lonen besetzt und durch die Bildung eines quasi-okkludierten
Zustands unzugénglich geworden sind. So kdnnte die dritte, "elektrogene” Bindungsstelle trotz ho-
herer Affinitat als die zweite als letzte gefullt werden. Abbildung 38 illustriert, wie man sich diese
funktionelle Einschrankung strukturell verwirklicht denken kann.

Danach erfolgt die Bindung von zwei Na- oder K-lonen zunachst an den zwei benachbarten
Bindungsstellen. Im Fall von Kfolgt darauf der Konformationstiibergang in den Zustan@B),
im Fall von Na werden die beiden lonen durch einen quasi-okkludierten Zustand im Protein
eingeschlossen, und die dritte, elektrogene Bindungsstelle wird zuganglich. Diese wird dann trotz
hoherer Affinitat als die zweite Bindungsstelle als letzte gefillt. Abbildung 38 verwendet auch die
strukturelle Information, dafls Aminosauren auf den HelicesHd und Hs auf3erst wichtig fur die
lonenbindung sind (siehe Einleitung 2). Die Anordnung der Aminoséauren ist angelehnt an einen
Modellvorschlag von B. Vilsen (Vils97b).
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Cyto-
plasma

E, (Na,)E

Abbildung 38: Modellvorschlag fiir die cytoplasmatischen lonenbindungsstellen der Na,K-ATPase
in Analogie zum Modell fiir die Ca-ATPase (Meng98). Anordnung der negativ geladenen Aminosauren D
(Aspartat) bzw. E (Glutamat) nach Vils97b. Aus Schn00.

Das Modell in Abbildung 38 tragt auch neuesten Ergebnissen lber die Struktur der Na,K-
ATPase und der nah verwandten Ca-ATPase Rechnung: Menguy et al. vertffentlichten 1998 ein
Modell zur Ca-Bindung, das im Gegensatz zu vorherigen Modellen nicht von einer Bindung nach
einem "single-file"-Mechanismus ausgeht, sondern die zweite Bindungsstelle*ftieGanfalls
erst erscheinen laRt, wenn die erste bereits geflllt ist (Meng98). Dabei wurde dem Loop zwischen
Me und M; eine zentrale Rolle bei der Ca-Bindung zugewiesen. Shainskaya et al. (Shai00) fanden
durch Spaltung der Na,K-ATPase mit verschiedenen Proteasen, dald der Leldp &uch bei
dieser Pumpe eine wichtige Rolle bei der lonenbindung zu spielen scheint, Ca-lonen binden kann
und die Affinitat des Enzyms fiir Naund Na-Antagonisten entscheidend beeinfluRt. Auch diese
Gruppe geht von einer zweistufigen lonenbindung aus (Shai00, Or93).

Die Ubereinstimmung der Daten und Simulationskurven in Abbildung 34 zeigen, daf die An-
nahme von einem allosterischen und einem an den lonenbindungsstellen kompetierenden Mg-lon
sinnvoll ist, und sich damit die Kompetition zwischen™Nand Mg* sehr gut beschreiben laft.
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Auch die anderen Annahmen des Modells haben sich tGiberwiegend als sinnvoll herausgestellt (sie-
he Ergebnisse 4 und unten): Die Zahl der lonenbindungsstellen der Na,K-ATPase kann als ge-
sichert angesehen werden. RH 421-Experimente (Stir91, Heys94, Doma97) sowie elektrische
Messungen (Stir89, Doma99) zeigen ubereinstimmend, dal3 die Na-Bindung elektrogen erfolgt.
Die Beobachtung, daf3 die Simulationskurven (Abbildung 34) eine hdhere Affinitat fir die Bin-
dung des dritten als des zweiten Na-lons erforderten, fihrte zur Entwicklung eines Modells, das in
Einklang steht mit der Annahme, dal3 die elektrogene Bindungsstelle als letzte besetzt wird (siehe
Abbildung 38).

Unter der Vielzahl an denkbaren Modellen war das Modell D (Abbildung 33) so entwickelt
worden, dal3 es die verfugbare Vorinformation Uber die Beschaffenheit der lonenbindungsstellen
bertcksichtigte, aber maglichst einfach blieb. Mit diesem Modell liel3 sich die Kompetition zwi-
schen N& und Md?* dennoch sehr gut beschreiben. (Dabei kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dal’ es andere Modelle gibt, mit denen die Simulation der Daten ebenso mdglich ware.)
Lediglich die Na-Bindung selbst zeigt eine systematische Abweichung: Die Simulationskurven
weisen durchgehend eine hohere Sigmoidizitat auf als die Mel3kurven. Zwar steigt bei den Mel3-
kurven bei zunehmenden Mg-Konzentrationen im Puffer der Hillkoeffizient an, jedoch nicht so
stark wie vom Modell vorhergesagt. Noch gravierendere Beobachtungen sind, daf3 bei Zugabe von
S+, Ba¢t oder dem dreifach positiv geladenen lonBiTU der Hillkoeffizient der Na-Bindung
sogar fallt (Ergebnisse 3.2.1 und 3.4). Dies sind klare Hinweise darauf, dal3 die Annahme, es gabe
keine gemischten Bindungszustande, wohl nicht zutreffend war.

LaRt man diese zu, so kann man fir die Na-Bindung an das Enzym mit gebundenem Erdalkali-
oder sonstigem lon eine veranderte Affinitat fordern. AuRerdem kdnntensieh einem solchen
Modell sofort an das Enzym binden, ohne dal3 das entsprechende lon zuerst dissoziieren muf3te
(siehe Modell D Abbildung 33). Uberdies kénnte man sich vorstellen, daR die Na-Bindung den
Komplex aus Na,K-ATPase und dem inhibierenden lon destabilisiert und damit dessen Dissoziati-
on erleichtert. Alle drei Prozesse sollten bei geeigneter Wahl der Parameter zu einer Verringerung
des Hillkoeffizienten der Simulationskurven fihren. Abbildung 39 zeigt ein Modell, das diese
Uberlegungen beinhaltet und tiberdies die oben beschriebenen funktionellen Einschrankungen be-
ricksichtigt.

Nach diesem Modell besetzen Nbhzw. Kt die innere Bindestelle als erste, da sie eine deutlich
hohere Affinitat besitzt. Die Erdalkalimetallionen bzw.,BrTU kénnen mit der &ulReren der
beiden Bindungsstellen, an deren Bildung der LoogM beteiligt ist, wechselwirken (siehe
auch Abbildung 38), und zwar auch dann, wenn die innere Bindungsstelle bereits itdsda
K+ besetzt ist. Werden in einem Experiment zuerst Erdalkalimetallionen zugegeben, so behindern
diese nicht die Besetzung der inneren Bindestelle mit blaw. K. Dissoziiert das inhibierende
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XNaE, = _NaE; 2 Na,E; = (Na,)E; = Na(Na,)E; — (Na,)E-P

4 4
X By =2 __E
N N

XKE1 = _KE1 = K2E1 = (KZ)E1 — E2(K2)

Abbildung 39:Modell (E) zur cytoplasmatischen lonenbindung und Kompetition zwischen N& bzw.
KT und anderen lonen. X: beliebiges lon. Aus Schn00.

lon ab, ist der Weg frei fur die Bindung eines weiteren Na- oder K-lons. Da eine Okklusion mit
verschiedenen lonen nicht gefunden werden konnte, kann der okkludierte Zustand offenbar nur
nach der Bindung von zwei gleichen lonen gebildet werden. Mdglich wére auch, dal3 er bei der
Bindung von Na- und K-lonen zwar gebildet wird, aber sehr instabil und damit zu kurzlebig ist,
um einen nachfolgenden Konformationsiibergang (im Fall vopdgw. das Erscheinen der dritten
Na-Bindestelle (bei NB) zu erlauben. Eine Okklusion im gemischten Zustand mit einem di- oder
trivalenten lon ist nicht moglich. Die Besetzung der dritten Na-Bindestelle ist ein elektrogener
Vorgang, daher muf3 sich diese Bindungstasche innerhalb des Membrandielektrikums befinden.
Nur Na-lonen sind in der Lage, diese hochspezifische Bindungsstelle zu fillen.

Nach diesem Modell wird die Selektivitat der Pumpe furrNirch einen zweistufigen Mecha-
nismus erreicht: Ein erster okkludierter Zustand ist nur stabil, wenn zwei gleiche lonen gebunden
haben; im Fall von K folgt darauf spontan der Ubergang naclfks,), im Fall von Na wird eine
hochselektive Bindestelle zuganglich, die nur von Na-lonen besetzt werden kann.

Das neue Modell E (Abbildung 39) beschreibt die lonenbindungs- und Freisetzungsschritte in
Anwesenheit di- oder trivalenter Na-Antagonisten. Es muf3 fir den Fall von Mg-lonen, die aul3er
an den lonenbindungsstellen noch an eine allosterischen Bindungsstelle binden, analog zu Modell
D erweitert werden (bzw. Modell D um die gemischten Zustande). Alle in Modell F aufgefuhrten
Zustande sind dann sowohl mit als auch ohne allosterisch gebundenes Mg-lon mdglich. Diese
Erweiterung ist in Abbildung 40 dargestellt (Modell F).

Man sieht, daf3 man gegenuiber Modell D nur zwei neue, gemischt-gebundene Zustande einfih-
ren muf3, so dald das Modell nicht wesentlich komplizierter geworden ist. Der Einfachheit halber
wurde die Bildung des quasi-okkludierten Zustands und die Bindung des dritten Na-lons zu ei-
nem Schritt zusammengefal3t. Mit diesem Modell mif3ten sich auch die Fluoreszenzkurven der
Rucktitration des Na-Signals durch Zugabe von Mg-lonen deutlich besser beschreiben lassen als
mit Modell D. Eine Simulation mit den Parametern, die in Abbildung 34 verwendet wurden, hatte
namlich gezeigt, dafl3 die am Rechner erzeugten Fluoreszenzkurven eine deutlich geringere appa-
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Na(Nap)E; —— Na(Nap)EsMy
1) 1)
NayE; —— NaE MY
1) 1)
NaE, —— NaE;My
z X
MNeE;, By — EIMY MyNaE; MY
N -z
MYE;, — MIEIMY

Abbildung 40:Erweitertes Modell (F) zur Na/Mg-Kompetition.

rente Affinitét (héherer K,-Wert) der Pumpe fiir Mg™ erwarten lieBen, als die MeRdaten ergeben
hatten. Dies liegt zum Teil daran, daB in Modell D Mgerst an das Enzym binden kann, wenn

alle Na-lonen abdissoziiert sind. Nach dem erweiterten Modell F kann ndn Btthon mit der
Pumpe wechselwirken, wenn nur zwei Na-lonen abdissoziiert sind. Dies sollte, zusammen mit
der veranderten Affinitat des Mg-gebundenen Enzyms fiir, & mit gutem Grund als deutlich
niedriger angenommen werden darf, zu einem drastischen Anstieg der apparenten Affinitat des
Enzyms fiir Mg™ in den Simulationskurven fiihren. Mit diesem Modell sollte sich daher nicht nur
die Mg-abhangige Na-Bindung (mit verbesserter Sigmoidizitat), sondern auch die Na-abhéngige
Mg-Bindung befriedigend beschreiben lassen.
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Anhang

Die folgenden Abbildungen zeigen Simulationen der Na-Bindung bei verschiedenen Mg-Konzentration
(Modell D siehe Ergebnisse 4):

0 2 4 6 8 10
c(Na") / mMm

c(Na") / mMm
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0 10 20 30 40
c(Na") / mMm

Die Mg-Konzentrationen waren 1 mM, 5 mM und 14 mM. Die dominanten Enzymspezies sind
namentlich bezeichnet. Verwendete Parameter wie in Abbildung 34 K01 mM, K, = 1 mM,
Ks =03 mM, Ky =0,1 mM, Ks =7 mM, Ks =2 mM, K; = 0,02 mM, K = 10000 mM, K
= 0,01 mM. Diese Simulationen wurden ebenso wie die im Ergebnisteil beschriebenen mit dem
Programm MaMgcom6 erstellt, das im folgenden abgedruckt ist.

program mamgcom 6

last update: 5-juli-99

Programm zur Simulation, 12 versch. Zustande,
0-3 Na geb., 0-3 Mg geb (2 kompetitiv)
Mglichkeit zur Mg-Variation

O O O O O O

dimension t(501),a(501),y(20,21),x(20),xx(12,501)
character fname*20,g*1
real*4 Na,Mg,Na0,Nam,Mg0,Mgm

common /displ/iarr(25),rarr(16)
common /hppl/ xypar(16),normfl

Cc Anfan g S paramete r kkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkhkhkhkkhkkkkkkkkkkkkkkk
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ri=1
r2=1
r3=1
r4=1
r5=1
re=1
ro=1
ro=1
rg=1
rh=1
ri=1

r=1

rf=1

rd=1
r8=1
re=1

rk1=.3
rk2=.3
rk3=.3
rk4=0.1
rk5=3
rk6=4.5
rk0=0.002
rk9=0.1
rkd=10
rk8=1
rkm=100000
na0=0
nam=50
mg=0
na=0
fl4=-0.2
fl8=-0.38
fl9=.2
fI5=.2
fl10=.2
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fl=1
c
1 callinp(rk1/K1=")
call inp(rk2,’K2 =’)
call inp(rk3,’K3 =’)
call inp(rk4,’K4 =’)
call inp(rk5,’K5 =’)
call inp(rk6,’K6 =’)
call inp(rk0,’K0 =’)
call inp(rk9,’K9 =’)
call inp(rkm,’KMg =’)
call inp(rkd,’Kd =’)
call inp(rk8,’K8 =’)
call inp(fl4,fl4 =)
call inp(f8,fl8 =)
call inp(fl5,fl5 =)
call inp(fl9,fl9 =)
call inp(fl10,f110 =")
write(*,*)'Na-(1) oder Mg-(0)-Variation’
read(*,*) naflag
c
113 if(naflag.eq.1.) then
call inp(NaO, [Na]min/mM =)
call inp(Nam,[Na]Jmax/mM =)
call inp(Mg,'[Mg] =)
rarr(2)=Nam
dna=(nam-na0)/500
else
call inp(Mg0, [Mg]min/mM =’)
call inp(Mgm,’ [Mg]max/mM =)
call inp(Na,[Na}J/mM =)
dmg=(mgm-mg0)/500
rarr(2)=mgm
endif
c
c Konstanten sind Dissoziationskonstanten !!!!!
10 rml=rk1*rl
rm2=rk2*r2
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rm3=rk3*r3
rmd=rk4*r4
rm5=rk5*r5
rm6=rk6*ré
rmO=rk0*r0
rm9=rk9*r9
rmg=rkm*rg
c Berechnung der horizontalen Konstanten nach der Maschenregel

rmd=rkd*rd
rm8=rk8+*r8

rmh=(1/rk1)*rkm*rk4*rh
if(rmh.gt.10000) then

rmh=10000
endif
rmi=(1/rk2)*(1/rk1)*rkm*rk4*rk5*ri
if(rmi.gt.10000.) then

rmi=10000
endif
rmj=(1/rk3)*(1/rk2)*(1/rk1)*rkm*rk4*rk5*rk6*rj
rmf=rk9*rkm*(1/rk0)*rf
if(rmf.gt.10000) then

rmf=10000
endif
rme=rk8*rk9*rkm*(1/rk0)*(1/rkd)*re
if(rme.gt.10000) then

rme=10000
endif

Cc M at rl X kkkkkkkkkhkkkkkkkkhkkkkkkkkkkhkhkhkhkkhkkkkkkkkkkkkk

ndp=500
k=0
C kkkkkkkkkkkkkkk Na-VaI’Ia'[IOI’] *kkkkkkkkkkkkkkkikkk
if (naflag.eq. 1) then
do 2 na=na0,nam,dna
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y(1,1)=-(rg*Mg+r1*Na+r0*Mg)
y(1,2)=rm1
y(1,3)=0
y(1,4)=0
y(1,5)=rmg
y(1,6)=0
y(1,7)=0
y(1,8)=rmO
y(1,9)=0
y(1,10)=0
y(1,11)=0
y(1,12)=0

y(2,1)=r1*Na
y(2,2)=-(rm1+rh*Mg+r2*Na)
y(2,3)=rm2
¥(2,4)=0
y(2,5)=0
y(2,6)=rmh
y(2,7)=0
y(2,8)=0
y(2,9)=0
y(2,10)=0
y(2,11)=0
y(2,12)=0

y(3,1)=0
y(3,2)=r2*Na
y(3,3)=-(rm2+ri*Mg+r3*Na)
y(3,4)=rm3
y(3,5)=0
y(3,6)=0
y(3,7)=rmi
y(3,8)=0
y(3,9)=0
y(3,10)=0
y(3,11)=0
y(3,12)=0
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y(4,1)=rmj
y(4,2)=rmj
y(4,3)=-r3*Na+rm;
y(4,4)=rm3+rj*Mg+rm;
y(4,5)=rmj
y(4,6)=rmj
y(4,7)=rm;
y(4,8)=rmj
y(4,9)=rmj
y(4,10)=rm;
y(4,11)=rm;
y(4,12)=rm;

y(5,1)=rg*Mg
y(5,2)=0
y(5,3)=0
y(5,4)=0
y(5,5)=-rmg-r4*Na-r9*Mg
y(5,6)=rm4
y(5,7)=0
y(5,8)=0
y(5,9)=rm9
y(5,10)=0
y(5,11)=0
y(5,12)=0

y(6,1)=0
y(6,2)=rh*Mg
y(6,3)=0
y(6,4)=0
y(6,5)=r4*Na
y(6,6)=-(rm4+rmh+r5*Na)
y(6,7)=rm5
y(6,8)=0
y(6,9)=0
y(6,10)=0
y(6,11)=0

85



ANHANG

y(6,12)=0

y(7,1)=rm6
y(7,2)=rm6
y(7,3)=-ri*Mg+rm6
y(7,4)=rm6
y(7,5)=rm6
y(7,6)=-r5*Na+rm6
y(7,7)=rm5+rmi+r6*Na+rm6
y(7,8)=rm6
y(7,9)=rm6
y(7,10)=rm6
y(7,11)=rm6
y(7,12)=rm6

Frkkkkrkkk %0 heildt 8 111!
y(8,1)=r0*Mg
y(8,2)=0
y(8,3)=0
y(8,4)=0
y(8,5)=0
y(8,6)=0
y(8,7)=0
y(8,8)=-rf*Mg-rmO-rd*mg
y(8,9)=rmf
y(8,10)=rmd
y(8,11)=0
y(8,12)=0

y(9,1)=0

y(9,2)=0

y(9,3)=0

y(9,4)=0

y(9,5)=r9*Mg

y(9,6)=0

y(9,7)=0

y(9,8)=rf*Mg
y(9,9)=-rmf-rm9-r8*mg
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y(9,10)=0
y(9,11)=rm8
y(9,12)=0

y(10,1)=0
y(10,2)=0
y(10,3)=0
y(10,4)=0
y(10,5)=0
y(10,6)=0
y(10,7)=0
y(10,8)=rd*mg
y(10,9)=0
y(10,10)=-re*mg-rmd
y(10,11)=rme
y(10,12)=0

y(11,1)=0
y(11,2)=0
y(11,3)=0
y(11,4)=0
y(11,5)=0
y(11,6)=0
y(11,7)=0
y(11,8)=0
y(11,9)=r8*mg
y(11,10)=re*mg
y(11,11)=-rm8-rme
y(11,12)=0

c Lln G |e|Chung Iosen kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkkhkkkkkkkkkkkkhkkhkhkkhkkkkkkkkkhkkkk

nrang=11
flag=1
do55i=1,11
55 x(i)=0
call linsys1(nrang,y,x,flag)
k=k+1
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if (k.gt.500) goto 3

t(k)=na
c ACHTUNG: Na3E1 (x4) istin xx(4,i), Na3E1Mg (x8) in xx(10,i)
c X(8)=x0! x0 ist in xx(2,i), x9 in xx(11,i) x(10) = x11 11!
c x(11)=x10 M

xx(1,k)=x(1)
xx(6,k)=x(2)
xx(5,k)=x(3)
xXX(4,k)=x(4)
xx(7,k)=x(5)
xX(8,k)=x(6)
xx(9,k)=x(7)
XX(20,k)=1-(x(1)+x(2)+x(3)+x(4)+Xx(5)+x(6)+x(7)+x(9)+
& Xx(8)+x(10)+x(11))
xx(11,k)=x(9)
xx(2,k)=x(8)
xX(3,k)=x(10)
xx(12,k)=x(11)

2 continue
ndp=k

Cc *kkkkkkkkhkkkkkkkkk M g 'Va.rl atl on kkkkkhkkkkkkk

elseif (naflag.eq. 0) then
do 4 mg=mg0,mgm,dmg

y(1,1)=-(rg*Mg+r1*Na+r0*Mg)
y(1,2)=rm1
y(1,3)=0
y(1,4)=0
y(1,5)=rmg
y(1,6)=0
y(1,7)=0
y(1,8)=rmO
y(1,9)=0
y(1,10)=0
y(1,11)=0
y(1,12)=0
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y(2,1)=r1*Na
y(2,2)=-(rm1+rh*Mg+r2*Na)
y(2,3)=rm2
y(2,4)=0
y(2,5)=0
y(2,6)=rmh
y(2,7)=0
y(2,8)=0
y(2,9)=0
y(2,10)=0
y(2,11)=0
y(2,12)=0

y(3,1)=0
y(3,2)=r2*Na
y(3,3)=-(rm2+ri*Mg+r3*Na)
y(3,4)=rm3
y(3,5)=0
y(3,6)=0
y(3,7)=rmi
y(3,8)=0
y(3,9)=0
y(3,10)=0
y(3,11)=0
y(3,12)=0

y(4,1)=rmj
y(4,2)=rmj
y(4,3)=-r3*Na+rm;
y(4,4)=rm3+rj*Mg+rm;
y(4,5)=rmj
y(4,6)=rmj
y(4,7)=rmj
y(4,8)=rmj
y(4,9)=rmj
y(4,10)=rm;
y(4,11)=rm;
y(4,12)=rm;
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y(5,1)=rg*Mg
y(5,2)=0
y(5,3)=0
y(5,4)=0
y(5,5)=-rmg-r4*Na-r9*Mg
y(5,6)=rm4
y(5,7)=0
y(5,8)=0
y(5,9)=rm9
y(5,10)=0
y(5,11)=0
y(5,12)=0

y(6,1)=0
y(6,2)=rh*Mg
y(6,3)=0
y(6,4)=0
y(6,5)=r4*Na
y(6,6)=-(rm4+rmh+r5*Na)
y(6,7)=rm5
y(6,8)=0
y(6,9)=0
y(6,10)=0
y(6,11)=0
y(6,12)=0

y(7,1)=rm6
y(7,2)=rm6
y(7,3)=-ri*Mg+rm6
y(7,4)=rm6
y(7,5)=rm6
y(7,6)=-r5*Na+rm6
y(7,7)=rm5+rmi+r6*Na+rme6
y(7,8)=rm6
y(7,9)=rm6
y(7,10)=rm6
y(7,11)=rm6



ANHANG

C
C

y(7,12)=rm6

Frkkkkrkkk x0 heildt 8 111!
y(8,1)=r0*Mg
y(8,2)=0
y(8,3)=0
y(8,4)=0
y(8,5)=0
y(8,6)=0
y(8,7)=0

y(8,8)=-rf*Mg-rm0-rd*mg

y(8,9)=rmf
y(8,10)=rmd
y(8,11)=0
y(8,12)=0

y(9,1)=0
y(9,2)=0
y(9,3)=0
y(9,4)=0
y(9,5)=r9*Mg
y(9,6)=0
y(9,7)=0
y(9,8)=rf*Mg
y(9,9)=-rmf-rm9-r8*mg
y(9,10)=0
y(9,11)=rm8
y(9,12)=0

y(10,1)=0
y(10,2)=0
y(10,3)=0
y(10,4)=0
y(10,5)=0
y(10,6)=0
y(10,7)=0
y(10,8)=rd*mg
y(10,9)=0
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y(10,10)=-re*mg-rmd
y(10,11)=rme
y(10,12)=0

y(11,1)=0
y(11,2)=0
y(11,3)=0
y(11,4)=0
y(11,5)=0
y(11,6)=0
y(11,7)=0
y(11,8)=0
y(11,9)=r8*mg
y(11,10)=re*mg
y(11,11)=-rm8-rme
y(11,12)=0

Cc Lln G |e|Chung Iosen kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkhkkkkkkkkkkkhkhkkkhkkhkkkkkkkkkkhkkkk

nrang=11
flag=1
do 56i=1,11
56 x(i)=0
call linsys1(nrang,y,x,flag)
k=k+1
if (k.gt.500) goto 3
t(k)=mg
¢ ACHTUNG: Na3E1 (x4) istin xx(4,i), Na3E1Mg (x8) in xx(10,i)
c X(8)=x0! x0 istin xx(2,i), X9 in xx(11,i)
c X(11)=x10 (Mg2E1Mg) x(10)=x11(mg2E1) !!!
xX(1,k)=x(1)
xx(6,k)=x(2)
xx(5,k)=x(3)
xX(4,k)=x(4)
xx(7,k)=x(5)
xX(8,k)=x(6)
xx(9,k)=x(7)
XX(20,k)=1-(x(1)+x(2)+x(3)+x(4)+x(5)+x(6)+x(7)+x(9)+
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& Xx(8)+x(10)+x(11))
xx(11,k)=x(9)
XX(2,k)=x(8)
xx(3,k)=x(10)
xx(12,k)=x(11)

4 continue
ndp=k
endif

C Ze | Ch nen kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkhkkhkhkkkkkkkkhkhhkkkkkkkkkkhkhkkhkhkkkkkkkkx

3 continue
call defaxe(0.,t(ndp),0.,1.)
do35k=1,12
do 31i=1,ndp
31 a(i)=xx(k,i)
c
35 call disp(t,a,ndp,k-1)
c
call clearm
write(*,'(a\)’) 'Speichern ?’
read(*,(a)’) q
if (g.ne.j’) goto 7
61 write(*,(@\)’)’ Name offile:’
read(*,’'(a)’) fname
open (unit=1,file=fname,status="unknown’,err=61)
write(1, 2101) rk1,rk2,rk3,rk4,rk5,rk6,rk0,rk9mkmg,fl
2001 format(11f10.4)
write(1, 2000) (t(i),(xx(k,i),k=1,12),i=1,ndp)
2000 format(13f10.4)
close(1)
c
7 continue
call defaxe(0.,t(ndp),-.3,.2)
do 62 i=1,ndp
62 a(i)=fla*xx(4,)
call disp(t,a,ndp,0)
do 63 i=1,ndp
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63 a(i)=fl8*xx(10,i)
call disp(t,a,ndp,1)
do 64 i=1,ndp
64 a(i)=fla*xx(4,i)+fl8*xx(10,i)
c
call disp(t,a,ndp,3)
write(*,'(a\)’) 'weiter ?’
read(*,(a)’) q
if (g.ne.’j’) goto 11
c
11 continue
call clearme
call defaxe(0.,t(ndp),-.3,.2)
do 65 i=1,ndp
65 a(i)=fI5*xx(7,i)
call disp(t,a,ndp,0)
do 66 i=1,ndp
66 a(i)=fl9*xx(11,i)
call disp(t,a,ndp,1)
do 67 i=1,ndp
67 a(i)=fl10*xx(12,i)
call disp(t,a,ndp,2)
do 68 i=1,ndp
68 a(i)=fI5*xx(7,i)+fl9*xx(11,i)+flL0*xx(12,i)
call disp(t,a,ndp,3)

write(*,'(a\)’) 'weiter ?’
read(*/(a)") q
if (g.ne.’j’) goto 12
c
12 continue
call clearme
call defaxe(0.,t(ndp),-.3,.2)
do 69 i=1,ndp
69 a(i)=fI8*xx(10,i)+fld*xx(4,i)
call disp(t,a,ndp,0)
do 70 i=1,ndp
70 a(i)=fI5*xx(7,i)+f19*xx(11,i)+flL0*xx(12,i)
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call disp(t,a,ndp,1)
do 71i=1,ndp
71 a(i)=fI8*xx(10,i)+fl4*xx(4,i)+fI5*xx(7 i)
+  +fl9*xx(11,i)+fl10*xx(12,i)
call disp(t,a,ndp,2)

call clearm
if (naflag.eq. 1) then
amaxh=(-a(ndp)+a(1))*0.5
do 80 i=1,ndp
80 if(a(i).ge.a(1)-amaxh) rkh=t(i)
write(*,'(a,f10.2)") * K1/2 / mM =",rkh
elseif (naflag.eq. 0) then
amaxh=(a(ndp)-a(1))*0.5
do 81 i=1,ndp
81 if (a(i).le.a(1)+amaxh) rkh=t(i)
write(*,’(a,f10.2)") '’K1/2 / mM =",rkh
endif
write(*,'(a\)’) ' Speichern ?’
read(*/(a)") q
if (g.ne.’j’) goto 8
90 write(*,'(@\)’)’ Name offile :"’
read(*/’(a)’) fname
open (unit=1,file=fname,status="UNKNOWN’,err=90)
write(1, 2101) rk1,rk2,rk3,rk4,rk5,rk6,rk0,rk9mkmg,fl
2101 format(11f10.4)
write(1, 2100) (t(i),(100.*a(i)),i=1,ndp)
2100 format(2f10.4)
close(1)
c
8 write(*,(a\)’) ' Weiter ?’
read(*,(a)") q
if (g.ne.’n’) goto 1
c
9 stop
end
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