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Uber die Beeinflussung der Ca-Aufnahme in Lipidextrakte aus Mikrosomen und Mitochondrien

des Herzens durch Digitoxin

Untersuchungen iiber die Beeinflussung des Ca-Um-
satzes isolierter Herzmuskelpriparate durch positiv ino-
trop wirkende Digitalis-Konzentrationen ergaben eine
Steigerung der %Ca-Aufnahme ohne Anderung des ge-
samten Ca-Gehaltes?-$. Dieser Befund wurde als Zunahme
der austauschbaren myokardialen Ca-Fraktion interpre-
tiert und als mogliche Grundlage der positiv inotropen
Digitaliswirkung angesehen?!-2-5-7-8, Als Ursache dieser
Digitaliswirkung wurde eine Beeinflussung des Ca-
Umsatzes im intracelluldren Ca-Speicherungssystem dis-
kutiert® Neuerdings konnte tatsichlich in ouabainbe-
handelten Inkubationsansitzen von isoliertem sarkoplas-
matischem Retikulum eine Zunahme der «freien» Ca-
Fraktion auf Kosten des gebundenen Ca demonstriert
werden 10-12, Dieser Effekt war konzentrationsabhingig,
der kardiotonen Wirksamkeit verschiedener Herzglyko-
side korreliert und erwies sich als unabhéngig vom aktiven
Ca-Transportsystem im sarkoplasmatischen Retikulum.
Qualitativ dhnliche Befunde konnten auch an Mitochon-
drien- und Zellmembranfraktionen erhoben werdeni®-12,
Es lag deshalb nahe, eine Interferenz der Herzglykoside
mit der Ca-Bindung an cellulire Membranstrukturen zu
vermuten. Da das Ca vorwiegend an die Phospholipoid-
komponente der Membranen gebunden zu sein scheint!3,
priiften wir die Wirkung von Digitoxin auf die Ca-Auf-
nahme und den %Ca-Austausch in Lipidextrakten aus
Herzmuskelmitochondrien und -Mikrosomen.

Methode. Meerschweinchen (250-400 g) wurden durch
Nackenschlag getétet, die Herzen rasch entnommen und
in eiskalter 0,25M Saccharose-Losung (pH 7,4; 10 mM
Tvis-HCl-Puffer) suspendiert. Nach Homogenisation
(Ultra-Turax, mittlere Tourenzahl, 4 x 10 sec) unter Eis-
kithlung und Ny-Atmosphidre wurden verschiedene Zell-
fraktionen durch Zentrifugation in der Kiihlzentrifuge
(WKF G50K) bei +2 C getrennt (Kernmembran-Frak-
tion 600 g x 7,5 min; Mitochondrien 8000 g X 3 min;
Mikrosomen 17000 g x 120 min). Die Fraktionen wurden
mit Aqua bidest. auf cinen Proteingehalt (Biurct-Methodc)
von 1 mg/ml eingestellt. Die Lipide wurden aus dicsen
eingestellten Fraktionen nach der Methode von Forcn
et al.1* extrahiert, indem die Ansdtze mit dem 1,5fachen
Volumen an Chloroform-Methanol (2:1)-Gemisch 60 min
lang unter N,-Atmosphdre geschiittelt wurden. Nach
Trennung der Phasen durch Zentrifugation wurde die Ca-
Bindung an die Phospholipide im Chloroformextrakt nach
der Methode von NAYLER bestimmt. Hierzu wurden
gleiche Volumina des Extraktes mit %Ca-haltiger Ca-
Losung (1,8 mM Ca, spezifische Aktivitit 0,33 mC/mM)
15 min lang kriaftig geschittelt (N,-Atmosphire), an-
schliessend durch Zentrifugation getrennt und die 4*Ca-
Aktivitdt in 1 ml der organischen PPhase scintillations-
spektrometrisch (Packard-Tricarb) gemessen. Der Ca-
Netto-Gehalt der Ansitze wurde nach der Methode von
v. HATTINGBERG et al.*® fluorometrisch bestimmt.

Evgebnisse. Bei Verwendung lipidfreier Ansitze konnte
niemals eine Aufnahme von #5Ca in die organische Phase
nachgewiesen werden, dagegen war bei Versuchen mit
lipidhaltigen Extrakten immer eine “Ca-Aufnahme zu
beobachten. Unter Kontrollbedingungen liessen sich (so-
wohl bei Mitochondrien- als auch bei Mikrosomen-Extrak-
ten) ca. 509, des vorhandenen Ca mit radioaktivem Ca
austauschen. Digitoxin steigerte die Aufnahme von 4Ca
in die Lipidextrakte aus Mitochondrien und Mikrosomen
in gleicher Weise wie es in Figur 1 in Prozent der je-
weiligen Kontrollwerte dargestellt ist. Eine Konzentra-
tion von 10-1® g/ml hatte keinen Einfluss auf die *Ca-
Aufnahme, hohere Konzentrationen {10-"—10-8 g/ml!} be-

wirkten einheitlich eine Zunahme der #Ca-Aktivitit um
20-309%,. Der Ca-Netto-Gehalt, der unter Kontrollbe-
dingungen bei ca. 20 nM/ml lag, wurde durch Digitoxin
jedoch nicht signifikant beeinflusst, wie vor allem die
rechten Sédulen in Figur 2 erkennen lassen, die die Dif-
ferenzen zwischen den digitalisbehandelten Ansdtzen und
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Fig. 1. Prozentuale Anderung der #Ca-Aafnahme in Lipidextrakte
aus Mitochondrien und Mikrosomen des Meerschweinchenherzens
unter dem Einfluss verschiedener Digitoxinkonzentrationen. Dar-
gestellt sind Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung aus der in
den Saulen angegebenen Anzahl von Elinzelversuchen.
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Fig. 2. Ca-Gehalt der Mitochondrien- und Mikrosomenextrakte nach
Aquilibrierung mit %Ca-haltiger Losung (1,8 mM Ca). Die hellen
Séaulen stellen die Kontrollwerte dar, die dunklen Siulen die Werte
der digitoxinbehandelten Ansitze. Hierbei wurden die Ergebnisse
von Versuchen mit verschiedenen Digitoxinkonzentrationen (10—°
bis 10~% g/ml) zusammengefasst, da keine konzentrationsabhingigen
Unterschiede bestanden. In den rechten Siulen sind die durch
Digitoxin bedingten Anderungen gegeniiber den dazugehdrigen Kon-
trollwerten dargestellt.
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Fig. 3. Spezifische Aktivitit (SA) des lipidgebundenen Ca in Mito-
chondrien- und Mikrosomenextrakten in Prozent der spezifischen
Aktivitit des Aquilibrierungsmediums. Weitere Erliuterungen s.
Legende zu Figur 2.
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den dazugehdrigen Kontrollwerten angeben. Infolgedessen
errechnete sich fiir die digitoxin-behandelten Ansitze
eine Zunahme der spezifischen Aktivitit um rund 89
gegeniiber den Kontrollwerten (Figur 3). Dies wird vor
allem wiederum deutlich durch die im rechten Teil der
Figur 3 dargestellten Differenzen zwischen zusammenge-
hérenden Ansédtzen beider Gruppen.

Diskussion. Eine Beteiligung der Membranlipide bei der
Regulation der Aufnahme und Verteilung des celluldren
Ca wurde in neuerer Zeit postuliert und fiir die Erklarung
inotroper Effekte am Herzen herangezogen?’. Tatsichlich
wurde eine Hemmung des Ca-Austausches an Lipid-
extrakten durch negativ inotrope Einfliisse, zum Beispiel
f-Blocker!® und Lokalandsthetika® und eine Férderung
durch positiv inotrop wirkende Substanzen, zum Beispiel
Katecholamine 20 beobachtet. Wie die in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen Befunde zeigen, steigert auch Digi-
toxin die Aufnahme von #Ca in Lipid-Extrakte. Dieser
Effekt ist an Mitochondrien- und Mikrosomen-Extrakten
in gleicher Weise festzustellen. Da die gleichzeitig ge-
messene Ca-Konzentration der Extrakte unverdndert
blieb, kann die erh&hte ¥Ca-Aufnahme nicht auf einer Ver-
mehrung der Ca-Bindungsstellen in der Lipidfraktion be-
ruhen. Als Erkldrung muss deshalb ein vermehrter Aus-
tausch des lipidgebundenen Kalziums unter dem Einfluss
von Digitoxin angenommen werden, was auch im Ver-
halten der spezifischen Aktivitdt zum Ausdruck kommt.
Digitoxin scheint demnach durch eine bisher noch unge-
klarte Reaktion mit den extrahierten Lipiden das ge-
bundene Ca in eine leichter austauschbare Form zu
bringen. Dieser Effekt kann als eine Herabsetzung der
Intensitit der Ca-Bindung an die Lipide beschrieben wer-
den. Wenn dieser in vitro-Effekt gleichermassen auch an
den Membranlipiden in der intakten Herzmuskelzelle
stattfindet, konnte dies die frither beobachtete Zunahme
der austauschbaren myokardialen Ca-Fraktion unter dem
Einfluss von Digitalis erkldren. Aus der Anderung der Ca-
Bindung konnte eine bessere Verfiigbarkeit des ge-
bundenen celluldren Ca fiir Ca-abhédngige Zellfunktionen,
wie zum Beispiel die Muskelkontraktion, resultieren 2t

Summary. Lipids were isolated by chloroform-methanol
extraction from mitochondrial and microsomal fractions
of guinea-pig hearts. In the presence of digitoxin (10-%-
10-%¢ g/ml) 15-309, more radioactive Ca was taken up by
the lipid extracts than under control conditions, but the
total amount of Ca in this phase remained unchanged.
Thus, digitoxin produced an increase in the specific
activity of the lipid-bound Ca which may be explained by
an increased exchangeability of this Ca fraction. This
effect of digitoxin might result in an improved availability
of the lipid-bound Ca for Ca-dependent functions (e.g.
contraction) of the heart muscle cell.
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