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Die Reversibilitiit der Wirkung von Digitoxin,  Strophanthidin und Strophanthidin-3-bromazetat  am 
Papil larmuskel  und einer mikrosomalen Na+-K+-aktivierbaren ATPase des Meerschweinchens 

In  einer Reihe  yon Untersuchungel l  ve r t r e t en  t~EPKE 
et al. die Ansicht,  dass der Digi ta l isrezeptor  mi t  einer 
Na+-K+-s t imul ierbaren  ATPase  in der Ze l lmembran  iden- 
t isch ist ~-4. Diese t l y p o t h e s e  basier t  auf  Beobach tungen  
an isolierter ATPase  verschiedener  Organherkunf t ,  deren 
Na+-K+-s t imul ierbare  Aktivit/~t durch Herzglykoside  
spezifisch g e h e m m t  werden kann. Dieser Hemlnef fek t  
1/~sst sich der  jeweil igen kard io tonen  Wirksamke i t  ver-  
schiedener Substanzen und der Digi tMisempfindl ichkei t  
verschiedener  Spezies korrel ieren TM. 

In  diesen Unte r suchungen  wurde  jedoch fiir verschie- 
dene herzwirksame Substanzel l  immer  nur  das Ausmass 
der  H e m m u n g  der Na+-K+-ATPase  mi t  der kardio tonen 
Wirksamke i t  dieser Substanzen verglichen. Die bekann-  
ten  Unterschiede  in der  H a f t u n g  verschiedener  Herz-  
glykoside am Herzmuske l  wurden  an diesem Sys tem 
bisher nicht  gepriift .  Wir  untersuchten  deshalb die Rever= 
sibilit/it  der  A T P a s e - H e m m u n g  und der inot ropen Wi r -  
kung fiir drei derar t ige Subs tanzen  mi t  unterschiedl ichen 
pharmakokine t i schen  Eigenschaf ten :  Di e Wirkungen  yon 
Digi toxin  als s tark haf tende  und S t rophan th id in  als 
schwach ha i t ende  Substanz  wurden  vergl ichen mi t  dem 
Ef fek t  yon S t rophanth id in-3-bromaze ta t ,  eillem yon uns 
synthe t i s ie r ten  halogenier ten Es te r  des S t rophanth i -  
dins n, der yon HOKIN et al. n, x2 als i r reversibler  H e m m -  
stoff der Na+-K+-s t imul ierbaren  mikrosomalen  ATPase  
des Meerschweinchenhirns  beschrieben wurde. 

Methode. Die Messung der  inot ropen Wi rkungen  wur- 
de an isolierten Papi l la rmuskeln  des Meerschweinchen- 
herzens vorgenommen.  Die Prgpara te  wurden  in e inem 
5 ml  fassenden Organbad  45 rain in karbogendurchper l te r  
modif iz ier ter  Tyrodel6sung 5,quilibriert (5,4 mAq/1 K +  
1,8mJ~q/1 Ca++; ]3adtempera tur  30~ Vorspannung  
500 mg, Reizf requenz  60/min). Dann  wurden  Digitoxin,  
S t rophan th id in  oder  S t rophan th id in -3 -b romaze t a t  (je- 
weils gel6st in Propandiol-1,  2) kumula t i v  hinzugefi igt ,  bis 
der  Maximalwer t  der posi t iv  i l lotropen Wirkung  erreicht  
war. Anschliessend wurden  diese Subs tanzen  in e inem 
70 ml fassenden Organbad mi t  Tyrodel6sung ausgesptilt ,  
bis  die Ausgangskont rak t ionsampl i tude  wieder  erreicht  
war. Die Wi rkung  auf  die Na+-K+-ATPase  wurde  ent-  
sprechend dem Vorgehen yon KUPCt~AN et  al. 12 an einem 
aus dem Meerschweinchenhirn isolierten Enzympr / ipa ra t  
ul l tersucht .  

Die H e m m u n g  der ATPase-Aktivi t /~t  durch die 3 Priif- 
subs tanzen wurde  nach Inkuba t ion  (30 min,  37~ yon 
200 ~g &TPase  in 0,9 ml  Imidazol-HC1-Puffer  (125 raM, 
p H  7,1) mi t  Zusatz von  0,1 ml  der  S tamml6sungen  der  
Substanzen im Vergleich zu Kontrol lans~tzen ermit te l t ,  
denen 0,1 ml  Propandiol-1,  2 zugesetz t  wurde. Die Ans/itze 
wurden  nach dieser Vorbehandlung  zweimal  mi t  je  12 ml  
eiskal ter  Auswaschl6sung (Saccharose 250 m M ,  E D T A  
2 mM) verse tz t  und bei 78 500 g 60 min  zentrifugiert .  Der  
Ri icks tand  wurde  jeweils in 2 ml Imidazo l -HCl-Puf fe r  
suspendier t  und zur ATPase-Messung verwendet .  Die 
Messung der Gesamtaktivi t~t t  vor inkubier te r  gewaschener  
und nicht  gewaschener  Ans/~tze erfolgte bei 37~ in 
e inem Medium mi t  2 m M  MgC12, 80 m M  NaC1, 16 m M  
KC1, 80 m M  Imidazol-HC1-Puffer  (pH 7,1), 2 m M  Tris- 
A T P  und einer Pro te inkonzel l t ra t ion  yon 50 txg/ml. 
Die Basalaktivit~tt  wurde in en tsprechenden Ans~Ltzen 
ohne Na+ und K + bes t immt .  Die Reak t ion  wurde dutch  
Zusatz 5%iger  Trichloressigs~ure beendet .  Die E n z y m -  
aktivit/~t wurde  durch Messung des freigesetzten Phos- 
phats  13 b e s t i m m t  (~xmol PO~- /h  • mg Protein)  und in 
Prozent  der jeweiligen Kontrol lans/ i tze  ausgedrfickt.  

Ergebnisse. Die Dosiswirkungskurvel l  am Meerschwein- 
chen-Papi l la rmuskel  ergaben einen max imMen posi t iv  
inotropell  Ef fek t  (piE) fiir Digi toxin  bei 2 •  
(97 4- 11% piE, n ~ 10), fiir StrophanthidiI1 bei 2 • 10-SM 
(83 + 12% piE, n = 8) und Iiir S t rophanth id inr3-brom-  
aze ta t  bei 4 •  (89=k11% piE, n =  7). Die Aus- 
waschkurven  dieser i l lotropen Wirkungen  verl iefen unter-  
schiedlich schnell : Digi toxin  wies den langsamsten,  St roph-  
anthidi l l  den schnellsten Wirkungsver lus t  auf, Stroph-  
an th id in-3-bromaze ta t  n a h m  eine intermedi/ i re  Stel- 
lung ein (Figur). Die H e m m u n g  der  Na+-K+-ATPase  
wurde durch h6here, deut l ich h e m m e n d e  Konzent ra-  
t ionen dieser 3 Substal lzen vorgenommen.  ~-quivalente 
Ef fek te  (61-64% Hemmung)  wurden  erzielt  m i t  Digi- 
tox in  lO-4M, Strophal l th id in  2 • 10-4M und St rophan-  
th id in-3-bromaze ta t  1 0 4 M  (Figur). Dig i tox in  und 
S t rophan th id in  ba t t en  dabei  keinen sicheren Einfluss auf  
die Basalaktivit~it,  S t rophan th id in -3-bromaze ta t  bewirkte  
eine deut l iche Verminderung  (Urn 47 =k 17%, n = 6). 

Die Auswaschversuche ergaben eine nahezu vollstAn- 
dige Aufhebung des durch Digi toxin  oder  St rophal l th id in  
bedingten  Hemmef fek tes  auf die Na+-K+-ATPase ,  w/ih- 
rend die H e m m u l l g  durch S t rophan th id in -3 -b romaze ta t  
un te r  denselben Bedingungen nicht  besei t igt  wurde  
(Figur). 

Diskussion. Diese Befunde lassen ein deut l ich unter-  
schiedliches Verhal ten  im zeit l ichen Kurvenve r l au f  der 
un te rsuchten  Substanzen am Papi l la rmuskel  ulld an d e r  
N a + - K + - A T P a s e  w/ihrend des Auswaschens erkennen.  
Wghrend  die S t rophanth id in-  und Dig i tox inwirkung  in 
beiden Sys temen aufgehoben werden kann, ist eine deut-  
liche Diskrepanz m i t  S t rophan th id in -3 -b romaze ta t  fest- 
zustel len:  Der  Ef fek t  am Herzmuske l  kl ingt  wesent l ich 
rascher  ab als die Wi rkung  yon Digitoxill ,  die H e m m u n g  
der ATPase  wurde  dagegen dutch  zweisti indiges Waschen  
nicht  beseitigt,  w/~hrend die Dig i tox inwi rkung  auch an 
diesem Sys tem nahezu vollst/~ndig ausgewaschen werden 
kann. Dieser Befund best / i t igt  die Auffassung von  KUP- 
CHAN et al. ~2, wonach S t ropha l l th id in-3-bromaze ta t  ein 
irreversibler  H e m m e r  der Na+-K+-ATPase  sein soil. Es  
zeigt  sich somit  ein deut l ieher  Unterschied  in der  Wir-  
kungsdauer  der un te rsuchten  Subs tanzen  am Herzmuske l  
und an der  mikrosomalen  Na+-K+-ATPase  aus Meer- 
schweinchenhirn.  Ausserdem ist das VerhAltnis de r / tqu i -  
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effekt iven Konzen t ra t ionen  der drei un tersuchten  Sub- 
s tanzen fiir beide Sys teme verschieden.  Fi i r  die inot rope 
Wirkung  ergibt  sich eine Rela t ion  fiir D ig i tox in :S t roph-  
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Oben. ProzentuaIe Hemmung der Aktivit~t des Na+-K+-stimulierten 
Anteils ether mikrosomalen ATPase aus dem Meersehweinehenhirn 
dureh Strophanthidin (S) 2 x 10-~M, Strophanthidin-3-bromazetat 
(SBA) 10-4M und Digitoxin (D) 10-aM (Dreifachbestimmung). 
Helle S~iulen: Hemmung naeh 20 rain Einwirkung dieser Snbstan- 
zen. Dunkle S~iulen: Hemmung nach 2stiindigem Auswasehen der 
Substanzen. 
Unten. Zeitdauer des Auswasehens yon 90% des maximalen positiv 
inotropen Effektes am Papillarmuskel des Meersehweinehens. Ein- 
zelheiten siehe Text. 
Dargestellt sind Mittelwerte ~= Standardabweiehung der Mittelwerte 
aus der jeweils in den Sfiulen angeffihrten Zahl yon Versuchen. 

an th id in :S t rophan th id in -3 -b romaze ta t  wie 1 : 10 : 20, fiir 
die H e m m w i r k u n g  auf die ATPase  d a g e g e n  wie 1: 2: 1. 
Diese Beobach tungen  lassen eine gewisse Vorsicht  be im 
Vergleich kard io toner  Ef fek te  mi t  der Wirkung  auf iso- 
l ierte Membran -ATPase  angebrach t  erscheinen, en tweder  
well  gewisse Eigenschaf ten  der  Membran -ATPase  ver-  
schiedener Organherkunf t  verschieden sind (trotz prin- 
zipiell gleichart iger  H e m m w i r k u n g  der Herzglykoside) ,  
oder well  die Wi rkung  auf isolierte ATPase  nicht  ver-  
gleichbar ist  m i t  der Wirkung  auf die Funk t ion  des 
in tak ten  Organs 14. 

Summary .  The revers ibi l i ty  of the  inhibi tory  act ion 
of s t rophanthidin,  s t rophanthid in-3-bromoaceta te ,  and 
digi toxin on the  Na+-K+-ATPase  ac t iv i ty  (microsomal 
fraction, guinea-pig brain) was compared  wi th  the  ra te  
of decline of thei r  pos i t ive  inotropic effects (papil lary 
muscle, guinea-pig heart)  af ter  exposure to drug-free 
solution. The  actions of s t rophanth id in  and digi toxin 
were �9 reduced on bo th  systems. S t rophanth id in-  
3-bromoacetate,  however,  was found to have  an i r rever-  
sible blocking effect on the  t ranspor t  ATPase,  whereas  
its inotropic  act, ion could be rapidly abolished. 
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Proteolyt ic  E n z y m e s  in the Sal ivary Gland of Chironomus tentans 

The larval  sa l ivary  glands of Chironomus and other  
Dip te ran  insects undergo autolysis  ear ly  in me tamor -  
phosis. This  is accompanied by  specific a l tera t ions  of the  
pa t t e rn  of chromosomal  puff  act ivi ty ,  thus  provid ing  a 
unique  sys tem for s tudying  nucleocytoplasmic  inter- 
act ions during a character is t ic  s t ep '  of insect develop-  
meri t  1. W e  found t h a t  a change in the  pa t t e rn  of pro- 
teolyt ic  enzymes,  including an increase in the  ac t iv i ty  
of an acid protease, is among  the  cytoplasmic  events  
preceding glandular  regression in Ch. tentans. A decline 
in glandular  pro teoly t ic  ac t iv i ty  ~, or  no proteoly t ic  
ac t iv i ty  a t  all  3 had  been found by  previous  invest igators .  

Methods.  Ch. tentaezs la rvae  were raised in the  labora-  
to ry  and staged as described previous ly  ~. Glands were 
collected in 0 .1M ice-cold NaC1 solution and disrupted 
by  t r e a t m e n t  on ice for 1 rain wi th  a Branson sonifier 
(special microtip)  at  se t t ing 2. Pro teo ly t ic  enzyme ac t iv i ty  
was assayed using a modif ica t ion  of ANSON'S me thod  
wi th  urea-dena tured  hemoglobin  as substrate  ~,~. Pro-  
duct  released by  the  enzyme was es t imated  using the  
m e t h o d  of LowRY et  aLL The  assay was per formed in a 
to t a l  vo lume  of 1 ml, conta in ing 0.1 ml  sonicate, 0.5 ml  
hemoglobin  solution, and 0.4 ml  buffer;  incubat ion  t ime  
was 3 h. Under  these condit ions measured  act ivi t ies  
increased l inearly wi th  enzyme concent ra t ion  and dura-  
t ion  of incubat ion  for a per iod of 6 h. In  controls e i ther  
0.1 M NaC1 solut ion was subs t i tu ted  for the  sonieate, or 
the  addi t ion  of sonicate was immed ia t e ly  followed by  
the  addi t ion  of TCA. 

Results  and discussion. Proteoly t ic  enzyme ac t iv i ty  is 
present  in glands of la rvae  of all deve lopmenta l  stages 
tested.  The  p H  o p t i m u m  of the  proteoly t ic  ac t iv i ty  dif- 
fers, however ,  at different  deve lopmenta l  stages (Figure 1). 
In  old prepupae  protease  ac t iv i ty  has its m a x i m u m  at  
p H  3.5. I n  glands of in te rmol t  larvae,  on the  o ther  hand,  
the  o p t i m u m  is a t  p H  5.5, wi th  only a sl ight  shoulder 
a t  p H  3.5. Mixtures  of prepupal  and larval  sonicates 
display p H  profiles wi th  dis t inct  peaks a t  p H  3.5 and 
a t  p H  5.5. 

Since i t  had  been suggested t h a t  the  sa l ivary  gland 
takes  up some of its enzymes  f rom the  h e m o l y m p h  ra ther  
t han  synthet iz ing t h e m  itself (cf. e), protease  ac t iv i ty  
was also assayed on h e m o l y m p h  samples f rom la rvae  
and prepupae.  The  assay was per formed in a to ta l  vo lume  
of 0 .2ml ,  conta ining 0 .005ml  hemolymph ,  0 .095ml  
buffer  and 0.1 ml  hemoglobin  solution. La rva l  h e m o l y m p h  
shows no indicat ion t h a t  the  la rva l  g landular  pro tease  
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