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tTber die Bee inf lussung  der C a - A u f n a h m e  in Lipidextrakte  arts M i k r o s o m e n  und Mitochondr ien  
des  Herzens  durch Dig i tox in  

U n t e r s u c h u n g e n  t iber  die Bee in f lussung  des Ca-Um-  
satzes  isol ier ter  H e r z m u s k e l p r g p a r a t e  d u r c h  pos i t iv  ino- 
t rop  wi rkende  D i g i t a l i s - K o n z e n t r a t i o n e n  e rgaben  eine 
S te ige rung  der  45Ca-Aufnahme ohne  A_nderung des  ge- 
s a m t e n  Ca-Gehal tes  ~ 6. Dieser  Be fund  wurde  als Z u n a h m e  
der  a u s t a u s e h b a r e n  m y o k a r d i a l e n  C a - F r a k t i o n  in te rp re -  
t ie r (  u n d  als m6gl iche  Grund lage  der  pos i t iv  i no t ropen  
Dig i t a l i swi rkung  angesehen 1,2,~,7,8. Als U r s ache  dieser  
Dig i t a l i swi rkung  wurde  eine Bee in f lussung  des Ca- 
U m s a t z e s  im intracellul~tren Ca -Spe i che rungssys t em dis- 
k u t i e r t  9. Neue rd ings  k o n n t e  t a t s gch l i ch  in o u a b a i n b e -  
h a n d e l t e n  Inkuba t ionsans /~ tzen  yon  i so l ie r tem sarkoplas-  
m a t i s c h e m  R e t i k u l u m  eine Z u n a h m e  der  (<freien~) Ca- 
F r a k t i o n  auf  Kos t en  des g e b u n d e n e n  Ca d e m o n s ( t i e r (  
warden  a~ Dieser  E f f e k t  war  konzen t ra t ionsabh~ing ig ,  
der  k a r d i o t o n e n  W i r k s a m k e i t  ve r sch iedene r  Herzg lyko-  
side kor re l ie r t  u n d  erwies sich als unabh~tngig v o m  a k t i v e n  
C a - T r a n s p o r t s y s t e m  ilia s a r k o p l a s m a t i s c h e n  R e t i k u l u m .  
Q u a l i t a t i v  ghnl iche  Be funde  k o n n t e n  a u c h  an  Mi tochon-  
dr ien-  und  Z e l l m e m b r a n f r a k t i o n e n  e r h o b e n  werden~0,% 
Es  lag de sha lb  nahe,  eine In t e r f e r enz  de r  Herzg lykos ide  
m i t  der  C a - B i n d u n g  an  cellulgre M e m b r a n s t r u k t u r e n  zu 
v e r m u t e n .  Da  das  Ca vo rwiegend  an  die Phospho l ipo id -  
k o m p o n e n t e  der  M e m b r a n e n  g e b u n d e n  zu sein sche in t  13 
pr i i f t en  w i t  die W i r k u n g  von  Dig i tox in  auf  die Ca-Auf- 
n a h m e  und  den  45Ca-Austausch in L i p i d e x t r a k t e n  aus  
He rzmuske lmi tochond r i e r l  und  -Mikrosomen.  

Me(bode. Meerschweinchen  (250-400 g) w u r d e n  ( lurch 
N a c k e n s c h l a g  get6te t ,  die Herzen  rasch  e n t n o m m e n  und  
in e i ska l te r  0 , 2 5 M  Saccharose -L6sung  (pH 7,4; 10 m M  
Tris-HC1-Puffer) suspendier t .  Nach  H o m o g e n i s a t i o n  
(Ul t r a -Turax ,  mi t t l e r e  Tourenzah l ,  4 • 10 sec) u n t e r  Eis- 
k i ih lung  und  N2-Atmosph~tre w u r d e n  ve r sch iedene  Zell- 
f r a k t i o n e n  du rch  Zen t r i fuga t ion  in dcr  Ki ih lzen t r i fuge  
( W K F  G50K) bei + 2 C g e t r e n n t  ( K e r n m e m b r a n - F r a k  
( ion 600 g • 7,5 ra in;  Mi tochondr i en  8000 g x 3 ra in ;  
Mikrosomen  17 000 g • 120 rain). Die F r a k t i o n e n  w u r d e n  
m i t  A q u a  bides(,  auf  einen P r o t e i n g e h a t t  (13iuret Methode)  
yon 1 m g / m l  eingestel l t .  Die Lip ide  w u r d e n  aus diesen 
e inges te l l ten  F r a k t i o n e n  n a c h  der  Me thode  yon  FOLCH 
et  al. ~a ex t r ah ie r t ,  indem die Ansgtze  m i t  dem  1,5fachen 
V o l u m e n  an  Ch lo ro fo rm-Methano l  (2: 1)-Gemisch 60 min  
lang u n t e r  N2-Atmosph~re  geschi i t t e l t  wurden .  Nach  
T r e n n u n g  der  P h a s e n  d u t c h  Zen t r i fuga t ion  wurde  die C;~- 
B i n d u n g  an  die Phospho l ip ide  im C h l o r o f o r m e x t r a k t  rlach 
der  Me(bode  yon  NAYLER 15 b e s t i m m t .  Hie rzu  w u r d e n  
gleiche V o l u m i n a  des E x t r a k t e s  m i t  ~Ca-ha l t i ge r  Ca- 
L6sung  (1,8 m M  Ca, spezif ische Akt iv i t t t t  0,33 m C / m M )  
15 ra in  lang krgf t ig  gesch i i t t e l t  (N2-Atmosphttre) ,  an-  
schl iessend d u t c h  Zen t r i f uga t i on  g e t r e n n t  und  die 4~Ca- 
A k t i v i t g t  in 1 ml  der  o rgan i schen  P h a s e  sc int i l la t ions-  
s p e k t r o m e t r i s c h  (Packa rd -Tr i ca rb )  gemessen.  Der  Ca- 
N e t t o - G e h a l t  der  Ans~itze wurde  n a c h  der  Me t hode  yon  
v. HATTINGBERG et  al. ~ f luo romet r i sch  b e s t i m m t .  

Eugebnisse. Bei  V e r w e n d u n g  l ip idfre ier  Ansg tze  k o n n t e  
n iemals  eine A u f n a h m e  yon  ~Ca  in die o rgan i sche  Phase  
nachgewiesen  werden,  dagegen  war  bei  Ve r suchen  m i t  
l i p idha l t igen  E x t r a k t e n  i m m e r  eine ~aCa-Aufnahme zu 
b e o b a c h t e n .  U n t e r  K o n t r o l l b e d i n g u n g e n  l iessen sich (so- 
wohl  bei  Mi tochondr i en -  als auch  bei  M i k r o s o m e n - E x t r a k -  
ten)  ca. 50% des v o r h a n d e n e n  Ca m i t  r a d i o a k t i v e m  Ca 
aus t auschen .  Dig i tox in  s te iger te  die A u f n a h m e  von  ~Ca  
in die L i p i d e x t r a k t e  aus  Mi tochondr i en  u n d  Mikrosomen  
in gleicher  Weise  wie es in F igur  1 in  P r o z e n t  der  je- 
weil igen Kon t ro l lwer t e  da rges te l l t  is(. E i n e  K o n z e n t r a -  
( ion von  10 -lo g /ml  h a t t e  ke inen  E in i lu s s  auf  die ~Ca-  
A u f n a h m e ,  h6he re  K o n z e n t r a t i o n e n  (10-" 10 ~ g/ml)  be-  

w i r k t e n  e inhe i t l i ch  eine Z u n a h m e  der  45Ca-Aktivit~tt u m  
20-30%.  Der  Ca -Ne t to -Geha l t ,  der  u n t e r  Kon t ro l lbe -  
d i n g u n g e n  bei  ca. 20 n M / m l  lag, wurde  d u r c h  Dig i tox in  
j edoch  n i c h t  s ign i f ikan t  beeinf lussL wie vo r  a l lcm die 
r e ch t en  S/iulen in F igur  2 e r k e n n e n  lassen, die die Dif- 
ferenzen zwischen den  d i g i t a l i s b e h a n d e l t e n  Ans~ttzen u n d  
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Fig. 1. l ) rozentuale  *;{nderung dc r  4r 'Ca-Aufnahme in L i p i d c x t r a k t e  
aus Mi toehondr ien  u n d  Mikrosomel/  des Mcerschweinchenherzens  
u n t e r  deln FAnfluss w~rschiedener  1 ) ig i tox inkonzen t ra t ionen .  I)ar- 
gestel l t  sii~d Mi t te lwcr te  mi t  ih rc r  S t a n d a r d a b w e i c h u n g  aus  der  in 
den  S/iulen angegebenet t  Anzah l  w m  l ' inze iversuchen .  
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Fig. 2. Ca-Gehalt der Mitochondrien- und Mikrosomenextrakte nach 
$-quilibrierung mit 45Ca-haltiger L6sung (1,8 mM Ca). Die helten 
S~iulen stellen die Kontrollwerte dar, die dunklen Sfiulen die Werte 
der digitoxinbehandelten Ans~itze. Hierbei wurden die Ergebnisse 
yon Versuehen mit verschiedenen Digitoxinkonzentrationen (10 -~ 
bis 10 .6 g/ml) zusammengefasst, da keine konzentrationsabh~ngigen 
Untersehiede bestanden. In den rechterl S~iulen sind die dureh 
Digitoxin bedingten Anderungen gegenfiber den dazugeh6rigen Kon- 
trollwerten dargestellt. 
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Fig. 3. Spezifische Aktivit~it (SA) des lipidgebundenen Ca in Mito- 
ehondrien- und Mikrosomenextrakten in Prozent der spezifischen 
Aktivitat des Aquilibrierungsmediums. Weitere Erlfiuterungen s. 
Legende zu Figur 2. 

den  dazugeh6r igen  K o n t r o l l w e r t e n  angeben .  Info lgedessen  
e r r echne te  sich fiir die d i g i t o x i n - b e h a n d e l t e n  Ans/ i tze 
eine Z u n a h m e  de r  spezi f ischen Akt ivi t~t t  u m  r u n d  8% 
gegeni iber  den  K o n t r o l l w e r t e n  (F igur  3). Dies wird  vo r  
a l l em w i e d e r u m  deu t l i ch  d u r c h  die im r e c h t e n  Teil der  
F igu r  3 da rges t e l l t en  Dif fe renzen  zwischen z u s a m m e n g e -  
h 6 r e n d e n  AnsS.tzen be ider  Gruppen .  

Dishussion. Eine  Be te i l igung  der  M e m b r a n l i p i d e  bei  der  
R e g u l a t i o n  de r  A n f n a h m e  u n d  Ver t e i l ung  des cellul~iren 
Ca wurde  in neuere r  Zei t  pos tu l i e r t  u n d  fiir die E r k l ~ r u n g  
i n o t r o p e r  E f fek te  a m  Herzen  h e r a n g e z o g e n l t  Ta t s~ch l i ch  
wurde  eine H e m m u n g  des Ca-Aus tausches  a n  Lipid-  
e x t r a k t e n  d u r c h  n e g a t i v  i no t rope  Einfli isse,  z u m  Beispiel  
~-Blocker  is u n d  L o k a l a n ~ s t h e t i k a  19 u n d  eine F 6 r d e r u n g  
d u r c h  pos i t iv  i no t rop  wi rkende  Subs t anzen ,  z u m  Beispiel  
K a t e c h o l a m i n e  20 beobach t e t .  Wie  die in  der  vo r l i egenden  
A r b e i t  b e s c h r i e b e n e n  Befunde  zeigen, s te iger t  a u c h  Digi- 
t o x i n  die A u f n a h m e  yon  *sCa in L i p i d - E x t r a k t e .  Dieser  
E f fek t  is t  a n  Mi tochondr i en -  u n d  M i k r o s o m e n - E x t r a k t e n  
in gle icher  Weise  fes tzuste l len.  D a  die gleichzei t ig ge- 
messene  C a - K o n z e n t r a t i o n  der  E x t r a k t e  u n v e r ~ n d e r t  
bl ieb,  k a n n  die e rh6h t e  45Ca-Aufnahme n i ch t  auf  einer  Ver-  
m e h r u n g  der  Ca -Bindungss t e l l en  in der  L i p i d f r a k t i o n  be-  
ruhen .  Als E rk l / i r ung  muss  de sha lb  ein v e r m e h r t e r  Aus- 
t a u s c h  des l i p i d g e b u n d e n e n  K a l z i u m s  u n t e r  d e m  Einf luss  
yon  Dig i tox in  a n g e n o m m e n  werden,  was  a u c h  im Ver-  
h a l t e n  der  spezi f i schen Akt iv i tAt  z u m  A u s d r u c k  k o m m t .  
Dig i tox in  sche in t  d e m n a c h  d u r c h  eine b i sher  noch  unge-  
klArte R e a k t i o n  m i t  den  e x t r a h i e r t e n  L ip iden  das  ge- 
b u n d e n e  Ca in eine le ichter  a u s t a u s c h b a r e  F o r m  zu 
br ingen .  Dieser  E f fek t  k a n n  als eine H e r a b s e t z u n g  der  
I n t e n s i t ~ t  de r  C a - B i n d u n g  a n  die L ip ide  besch r i eben  wer-  
den.  W e n n  dieser  in  v i t r o - E f f e k t  g le ichermassen  auch  an  
den  M e m b r a n l i p i d e n  in der  i n t a k t e n  Herzmuskelze l le  
s t a t t f i nde t ,  k 6 n n t e  dies die f r i iher  b e o b a c h t e t e  Z u n a h m e  
der  a u s t a u s c h b a r e n  m y o k a r d i a l e n  C a - F r a k t i o n  u n t e r  dem 
Einf luss  yon  Digi ta l i s  erklgren.  Aus der  A n d e r u n g  der  Ca- 
B i n d u n g  k 6 n n t e  eine bessere  Ver f i i gba rke i t  des ge- 
b u n d e n e n  cellulAren Ca fiir Ca-abhAngige Zel l funkt ionen ,  
wie zum Beispiel  die Muske lkon t r ak t i on ,  resu l t ie ren  21. 

Summary. Lip ids  were isola ted b y  c h l o r o f o r m - m e t h a n o l  
e x t r a c t i o n  f rom m i t o c h o n d r i a l  a n d  mic rosoma l  f rac t ions  
of gu inea-p ig  hear t s .  I n  t he  presence  of d ig i tox in  (10 -9-  
10 -~ g/ml) 1 5 - 3 0 %  more  r ad ioac t i ve  Ca was t a k e n  up  b y  
t h e  l ipid e x t r a c t s  t h a n  u n d e r  con t ro l  condi t ions ,  b u t  the  
t o t a l  a m o u n t  of Ca in th i s  phase  r e m a i n e d  unchanged .  
Thus ,  d ig i tox in  p roduced  an  increase  in t h e  specific 
a c t i v i t y  of t he  l i p id -bound  Ca wh ich  m a y  be  exp la ined  b y  
an  increased  e x c h a n g e a b i l i t y  of t h i s  Ca f rac t ion.  This  
effect  of d ig i tox in  m i g h t  resu l t  in an  i m p r o v e d  ava i l ab i l i t y  
of the  l i p id -bound  Ca for C a - d e p e n d e n t  func t ions  (e.g. 
con t r ac t i on )  of t he  h e a r t  musc le  cell. 
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