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Na*,K*- pumpen vedbliver at overraske
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Na*,K*-pumpen (Na*,K*- ATPase) er en membranbundet
»nanomotors, der transporterer tre Na*-ioner ud og to K*-
ioner ind i cellen for hvert ATP-molekyle, der spaltes som
energikilde. Den aktive iontransport, som udferes af Na",K*-
ATPasen, udger grundlaget for en raekke uundveerlige celle-
og vaevsfunktioner. Saledes er koncentrationsgradienterne for
Na' og K* skabt af Na*,K*- ATPasen nedvendige for elektrisk
signalering via aktionspotentialer i nerver og muskler, ligesom
det ogsa er velkendyt, at Na*-gradienten driver sekunder aktiv
transport af en rekke andre ioner (bl.a. Ca?, H", I og fosfat),
neurotransmittere og aminosyrer (bl.a. serotonin, dopamin og
glutamat), sukkerstoffer og legemidler. I nyrens epitelceller er
Na*,K*- ATPasen den drivende kraft for den Na*-reabsorp-
tion, der bestemmer hele organismens Na™-homeostase og
dermed blodtrykket. Aktiviteten af Na*,K*- pumpen reguleres
foruden af Na*- og K*-koncentrationerne af en reekke hormo-
ner og heemmes af hjerteglykosider (digitalis). Desuden er
Na’,K*-pumpen i de senere ar blevet tillagt en rolle som re-
ceptor i forbindelse med signaleringskaskader, der er uathzen-
gige af transportaktiviteten.

Den 13. december 2007 markerede Nature 50- aret for Jens
Chr. Skous forste publikation om Na*,K*- ATPasen [1] og 10-
aret for hans modtagelse af nobelprisen ved at pryde forsiden
med molekylstrukturen af Na‘,K*- ATPase- proteinet beskrevet
i en artikel inde i bladet af forskere ved Institut for Fysiologi
og Biofysik og Molekylarbiologisk Institut ved Aarhus Uni-
versitet [2]. Selv om Na*,K*- ATPasen har vaeret udforsket i fem
artier, er der stadigvaek utrolig meget, vi ikke forstar, og det,
at vi nu kender proteinstrukturen (Figur 1), er et betydeligt
fremskridt, der dbner nye muligheder for indsigt i Na',K'-
ATPasens mekanisme, regulering og betydning for sygdom.

Vores viden om Na*,K*- ATPasen har udviklet sig trinvist,
forst med Skous opdagelse af den Na'- og K*-aktiverede
ATPase-aktivitet efterfulgt af beskrivelsen af enzymcyklus
(Post- Albers- skemaet) med forekomsten af et sikaldt okklu-
deret intermediat, hvorfra K*-ionerne ikke kan dissociere
uden en forudgdende konformationszndring i proteinet, og
11980’erne bestemmelse af aminosyresekvensen ved cDNA-
kloning. De molekylerbiologiske teknikker muliggjorde ogsa
undersogelse af de enkelte aminosyrers funktionelle betyd-
ning ved mutationsanalyse (site-directed mutagenesis). Ved

overekspression af mutant-cDNA i cellekultur efterfulgt af
funktionelle undersogelser af mutantenzymet [3] blev det mu-
ligt at identificere en raekke aminosyrer, der er afgorende for
binding af Na'- og K*-ioner og for de konformationszndrin-
ger, der finder sted i Na*,K*- ATPase- proteinet i forbindelse
med transportprocessen.

Det forste hint om pumpens dimensioner fik man allerede
for ca. 30 ar siden baseret pa elektronmikroskopi af mem-
branfragmenter [4]. Bide dengang og nu var forudsztningen
for strukturanalysen, at man fra nyrens ydre medulla kunne
opna en meget ren praparation af Na’,K*- ATPasen [5]. At det
nu endelig er lykkedes at komme til at »se« pumpemolekylets

Figur 1. Molekylstrukturen af Na*,K*-pumpen beskrevet i [2]. Billedet er frem-
stillet pa grundlag af atomkoordinater deponeret i Protein Data Bank med koden
3B8E. a-keeden er vist i bld, B-kaeden i lysebrun og y-keeden i rgd. De to kali-
umioner er vist som lilla kugler. Fosfatanalogen i det katalytiske site er orange.
Pumpens transmembrane omrader svarende til afy-keederne er placeret p& en
grd baggrund, der angiver membranen.
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bestanddele svarende til en oplosning si hej som 3,5 A [2]
skyldes, at det har vaeret muligt at definere omsteendigheder,
hvorunder detergentekstraheret oprenset pumpeprotein hol-
der sig nativt i ugevis og krystalliserer, sa der kan udferes
rontgendiffraktionsundersogelser pa praeparatet. Principperne
er bl.a. baseret pa erfaring indhentet i studier, hvor det blev
pavist, at K*-ionerne forbliver bundet i en stabilt okkluderet
form efter detergentekstraktion [6].

Na*,K'- pumpe- proteinet er opbygget af en sdkaldt a-kaede
(bld i Figur 1), der indeholder bindingsstederne for ioner og
ATP, og en B-kade (lysebrun i Figur 1), der stabiliserer a-kae-
den og guider den ud til plasmamembranen, samt en y-kzde,
der tilhorer familien af FXYD- proteiner, som i de senere ar
har vist sig at veere vigtige for den vavsspecifikke regulering
af Na*,K*- pumperne (rod i Figur 1). Det katalytiske sted, der
er repraesenteret ved fosfatanalogen MgFs2 (orange i Figur 1),
er lokaliseret i det cytoplasmatiske omrade af 0-kaeden.
Strukturen afslorer endvidere, at de to okkluderede K*-ioner
er bundet tet ved hinanden i en hulhed midt i a-kaedens
membranomride (pinkfarvede kugler i Figur 1). 0-kaden har
ti transmembrane helices M1- M10, hvoraf M4, M5 og M6 er
direkte involveret i bindingen af K*-ionerne via aminosyre-
sidekaeder, der tidligere i mutationsstudier er pavist at vaere
vigtige for K*-interaktionen. 0-helix-strukturen er brudt i
midten af M4 og M6, hvorved der opstar plads til ionerne.
Nar proteinstrukturen sammenholdes med resultaterne af
mutationsstudier [7], er det muligt at n4 til en forstielse af den
mekanisme, hvorved indgangen til K*- okklusionshulen luk-
kes, nir K* bindes fra den ekstracellulzere side, idet det ser ud
til, at en glutamatsidekaede i M4 virker som et gate, der stabi-
liseres i den lukkede form ved interaktion med en leucinside-
kede i M1.

En overraskende detalje i strukturen er placeringen af den
C-terminale ende af a-kaden (»halen«) i en lomme mellem
B-keeden og de transmembrane segmenter M5, M7, M8 og
M10 af a-kaeden, hvor den danner hydrogenbindinger med
MS, der er involveret i Na*-binding [3]. Denne tilsyneladende
strategiske placering forte til, at den C-terminale hales betyd-
ning blev undersogt ved genteknologisk at fjerne halen og
studere de funktionelle virkninger heraf [2]. Forsegene viste,
at Na*-bindingen er betydelig pavirket i den halelase pumpe
(bindingsaffiniteten nedsat si meget som 26 gange). Dette pe-
ger pa, at halen har en hidtil ukendt rolle i reguleringen af
Na'*-transporten, som maske styres af signaler, der pavirker
halens position, sisom ndringer i membranpotentiale, pro-
teinkinase A-medieret fosforylering af en naerliggende serin
OH- gruppe, og/eller interaktion med FXYD-proteiner. Disse
resultater ssmmenholdt med tidligere mutationsanalyser i M5,
M6, M8 og M9 ferte ogsa til en hypotese for, hvor den tredje
Na'*-ion er bundet. De to ovrige af de tre Na*-ioner, der trans-
porteres i en pumpecyklus, er sandsynligvis bundet pa de
samme steder som K'-ionerne i en konsekutiv transportmeka-
nisme, hvor de transporteres ud af cellen, for K*-optages [2].
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Et andet forholdsvist nyt aspekt af Na*,K*-pumpen er
dens forbindelse til dominant arvelige neurologiske syg-
domme. Der findes i det humane genom fire forskellige
Na*,K*- ATPase- gener, der koder for forskellige a-kade-iso-
former med hej aminosyresekvenshomologi, og to af disse,
02 og 03, findes udtryke i hjernen. Mutationer i 012- genet er
arsag til den arvelige migrenesubtype familial hemiplegic mi-
graine (FHM) type 2 (OMIM 602481), som i nogle tilfzlde er
kombineret med epileptiske anfald [8]. Mutationer i 03-ge-
net fordrsager den arvelige form for parkinsonisme familial
rapid-onset dystonia parkinsonism (FRDP) (OMIM 128235) [9].
Der er pd nuverende tidspunkt fundet mere end 30 forskel-
lige 02-mutationer hos FHM- patienter, mens antallet af
kendte FRDP-mutationer er noget mindre. For begge syg-
domme kan den dominante arvegang forklares ved haploin-
sufficiens, dvs. at den mangde normalt fungerende Na*,K*-
ATPase, der udtrykkes som folge af tilstedevarelsen af et
normalt allel sammen med det muterede allel, ikke er til-
streekkelig til at sikre en normal funktion. Det er dog ogsa
muligt, at der forekommer dominant negativ pavirkning fra
de muterede proteiner.

De patofysiologiske mekanismer, der ligger til grund for
udviklingen af henholdsvis FHM og FRDP er uopklarede.
Da a2-isoformen udtrykkes i gliaceller, er der til forstaelse af
forbindelsen mellem Na*,K*- ATPase og FHM blevet fremsat
den hypotese, at FHM er associeret med en svaekket cear-
ance af hjernens K*-indhold via nedsat gliacellefunktion.
Neuronernes excitabilitet stiger, hvis den ekstracellulere
K*-koncentration eges, og membranen derved depolariseres.
I princippet kan denne situation opstd, hvis den maksimale
Na",K*-pumpe- aktivitet i gliaceller reduceres pa grund af ned-
sat enzymekspression eller nedsat katalytisk omsztningsha-
stighed. Dette ville ramme bade Na'*- og K*-transport, mens
en specifik virkning pd K* kunne vere en folge af pdvirkning
af K- affiniteten uden samtidig nedszttelse af den maksimale
Na*,K*- pumpe-aktivitet. En anden mulighed er, at FHM op-
stdr som felge af en ndret intracellulzer Na*-koncentration
og deraf folgende @ndring i den intracellulzere Ca*-koncen-
tration via Na*/Ca?"- exchange- systemet med konsekvenser for
de signaleringskaskader, der udloses af Ca®.

Der mangler i ojeblikket overbevisende hypoteser for me-
kanismen bag FRDP. a3-isoformen udtrykkes i neuronale
celler. Flere af FRDP-mutationerne er fundet at reducere Na'*-
affiniteten pa cytoplasmasiden, nogle direkte via en pavirk-
ning af den Na*-bundne form af enzymet og andre indirekte
via en @ndring af konformationsligevegten mellem den Na*-
og den K*-bundne form [10]. Man kan derfor forestille sig, at
den intracellulzere Na*-koncentration er steget i de neuronale
celler, hvor mutanten udtrykkes. Spergsmalet er, om denne
funktionsendring reprasenterer en generel mekanisme for
FRDP, saledes at andre FRDP-mutationer ogsa ma forventes
at pavirke Na'-affiniteten. Z£Endringer i den intracellulzere
Na*-koncentration kan som beskrevet ovenfor medfere se-
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kundzre zndringer i Ca?-koncentrationen. Derudover kan
man ogsa forestille sig, at den Na'-gradient-drevne optagelse
af neurotransmitter (f.eks. dopamin) er pavirket. Et vigtigt
fremtidigt mal for forskningen inden for dette omrade er at
kortlegge sygdomsmutationernes virkninger bade pa det mo-
lekylaere niveau med udgangspunkt i den nu kendte struktur
af Na",K*- pumpen og funktionelt i cellekultur og i dyremodel-
ler, hvor mutationerne indferes transgent.
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Indleeringskurver - vildledning eller vejledning?

Stud.med. Lars Peter Holst Andersen,
reservelaege Ismail Gogenur & professor Jacob Rosenberg

Gentofte Hospital, Kirurgisk Gastroenterologisk Afdeling D

Begransede resurser, fortravlet arbejdsdag, fokus pa patient-
sikkerhed og komplekse psykomotoriske feerdigheder stiller
krav til en optimal indleringsproces ved indleringen af nye
teknikker og procedurer. Indleeringskurver angiver erfarin-
gens betydning for et bestemt udfald og anvendes som et
objektivt mal for udviklingen af lgens feerdigheder [1]. Ind-
leering er en kompleks proces, som kun er delvist forstéet,
men menes at vaere bestemt af innate egenskaber, omgivelser
og vedvarende udfordring af egne feerdigheder [2].

Dette sammenspil mellem omgivelser og individ beskrives
ved leeringskurvens forleb, som netop af denne grund kan an-
tage adskillige former [2]. Et eksempel er det negativt accele-
rerede indleringsforleb med en kurve, som bestar af to faser:
en tidlig fase med stejl hzldning, hvor hver ny gentagelse be-
virker betydelig forbedring af udfaldet, og en senere fladere
del af kurven, hvor den ogede erfaring giver en mindre for-
bedring af den udferte opgave (Figur 1). Til sidst vil kurven
flade ud, og ved dette plateau defineres et teoretisk indleering-
stoppunkt, hvor den egede erfaring ikke medferer forbedrede
operationsresultater. Andre eksempler er kurver med positivt

accelereret forleb, som f.eks. kunne vise den gradvise forbed-
ring i antallet af udferte opgaver pa tid hos testpersonen i et
simulatortreeningsforleb, og en S-formet kurve med flere ac-
celererede indleringsforleb, f.eks. som folge af konstruktiv
feedback. Feerdigheder skal vedvarende vedligeholdes, i
modsat fald ses en negativ leeringssituation, hvor leeringskur-
ven ikke folger tidligere performance. Omvendt vil »eksper-
ten« ikke vaere underlagt den sene flade del af indleeringskur-
ven, men vil vaere i stand til »linezrt« at forbedre sine feerdig-
heder [2]. Det skal dog nzvnes, at en negativ indlaringssitua-
tion ikke ma forveksles med negativ indlering, som i denne
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Figur 1. Eksempel pa
en negativt accelereret
indleeringskurve. P&
Y-aksen ses eksempler
pa forskellige effektpa-
rametre. n = antal ope- n
rationer.




