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Die Na + + K+-aktivierte Transport-ATPase 
bei experimenteller Herzinsuffizienz 

durch Kobahchlorid* 
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Eingcgangen am 11. Februar 1971 

The Na + + K+-Aet iva ted  Transpor t -ATPase  
in  Exper imen ta l  Cardiac Insufficiency Caused by  Cobaltous Chloride 

Summary. 1. Injections of cobaILous chloride (5 mg/rat) on ten consecutive days, 
producing heart insufficiency, increase the specific activity of the sodium-potassium- 
activated ATPase of the vesicle-fraction by about 100~ 

2. After only one injection of 5 or 7.5 mg cobaltous chloride the activity of the 
Na + + K+-ATt?ase is not increased. The activity of the enzyme from kidneys is not 
increased before the fourth injection, whereas in the heart an increase is found after 
the second injection. Even after ten injections the increase of activity of the en- 
zyme from heart muscle is more than that of the enzyme from kidneys. 

3. In adrenalectomized as well as in metyrapone-pretreatcd rats cobaltous 
chloride increases the enzyme activity. Therefore this increase cannot be caused by 
a stimulation of the adrenal cortex. We propose that repeated administrations of 
cobaltous chloride cause a cardiac insufficiency combined with structural alterations 
of the membranes of the sarcoplasmatic reticulum which change the activity of 
membrane-bound enzymes. 

Key.Words: Transport Adenosinetriphosphatase -- Cobalt -- Cardiac In- 
sufficiency -- Mctyrapone -- Adrenalectomy. 

E in  gehauftes Auf t re ten  yon  Herzinsuffizienz mi t  einer Leta l i ta ts ra te  
yon  40--500/0 wurde 1965/66 bei chronischen Tr inkern  gewisser Bier- 
sorten festgestellt (McDermott  et al., 1966; Auger u. Chenard, 1967; 
Bonenfan t  et al., 1967; IIerrell,  1967; J.A.M.A., 1967; Sargent  u. Rose, 
1967). Als Ursaehe konn te  der Zusatz yon Koba l t  naehgewiesen werden, 
der yon  den Brauereien zur Verbesserung der Sehaumqual i t s  zugesetzt 
worden war (Morin u. Daniel,  1967). I m  Tierexper iment  konn te  eine 
experimentel le  tIerzinsuffizienz dureh Kobal tch lor id in jek t ionen  naeh- 
gewiesen werden (Kasperek et al., 1969; Knier iem u. I Ierbertz ,  1969). 

* Die Ergebnisse wurden auf der 11. l~riihjahrstagung der Deutschen Pharma- 
kologischen GesellschMt am 18. MKrz 1970 in Mainz vorgetragen. 
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Nach Fleckenstein (1967, 1968) wird durch Koba l t  eine als Util isations- 
insuffizienz bezeichnete Herzinsuffizienz hervorgerufen, die therapeut isch 
besonders gut  durch Iterzglykoside beeinflul3t werden kann .  Da die 
Herzglykoside einen hemmenden  Einflul~ auf  die Transpor t -ATPase  
ausi iben (Dransfeld et al., 1964; Glynn,  1964), haben  wir untersucht ,  ob 
mi t  der Entwicklung  einer Util isationsinsuffizienz durch Kobal tchlor id  
eine Akt ivi t~ts i inderung der Transpor t -ATPase  ve rbunden  ist. 

Methoden 
1. Kobaltchloridbehandlung. Entsprechend der yon Knieriem u. Herbertz (1969) 

fiir eine experimentelle Herzinsuffizienz durch Kobaltchlorid angegebenen )/rethode 
erhielten 30 Ratten 10 Tage lang je 5 mg/die Kobaltchlorid i.p. Die Kobaltchlorid- 
injektionen wurden in diesem und in den folgenden Versuchen nachmittags zwischen 
15 und 16 Uhr durchgeffihrt mit Ausnahme der letzten Injektion, die 2 Std vor 
dem TSten der Tiere am Vormittag effolgte. Eine andere Gruppe yon 70 t%atten 
wurde zuerst in Athernarkose nach der )/[ethode yon Bahnsen epinephrektomiert 
(Bomskov, 1937). Die Tiere erhielten Trockenfutter (Fa. H5veler), Leitungs- 
wasser und nach der Operation 0,1~ NaCI-L5sung ad libitum. 45 Ratten er- 
hielten am 11. und 12. Tag, 25 Ratten am 11., 12, 13. und 14. Tug nach der Epine- 
phrektomie 5 mg/die Kobaltch]orid i.p. :Die vollst~ndige Entfernung der ~Teben- 
nieren wurde bei der Entnahme der Organe kontrolliert. Eine dritte Gruppe yon 
25 Ratten erhielt 13 Tage lang jeden Nachmittag 20 mg/kg Metyrapon 1 i.p., vom 
5. Tug an wurden zus~tzlich 5 mg/die Kobaltchlorid i.p. gegeben. Eine einmalige 
Dosis yon 7,5 mg Kobaltchlorid i.p. erhielten jeweils 9 Ratten 12 oder 6 Std und 
10 Tiere 3 Std vor dem T5ten. 

2. Enzympr~iparation. Unmittelbar nach dem TSten und Entbluten der Ratten 
(250--350 g) wurden Herz, Nieren und Gehirn herauspr~pariert und in eisgekiihlte 
0,25 M Saccharose gelegt. Die weitere Aufarbeitung wurde im Kiihlraum bei 
0--4 ~ C durchgefiihrt. 

~hnlich wie in einer frfiheren Arbeit erfolgte die Enzympr~paration unter 
Zusatz yon Desoxycholat (DOC) zum Homogenisationsmedium (Dransfeld et al., 
1966). Nach Entfemen yon Binde- und Fettgewebe wurden die 0rgane gewogen, 
zerschnitten und im Ultraturrax 20 sec mit dem 10fachen Volumen (pro Gramm 
Frischgewicht) einer LSsung homogenisiert, die 0,03 ~ Histidin-HC1 (pH 6,8), 
0,25 M Saccharose, 0,005 M EDTA und 0,1~ DOC enthielt. 

Aus dem so gewonnenen ,,Homogenat" wurde die ,,Vesikelfraktion" durch 
aufeinandeffolgende Zentrifugation der jeweiligen (Yberstiinde isoliert: 10 min bei 
1600 g, 10 min bei 9200 g, 90 rain bei 35000 g. Der letzte ~qiederschlag wurde mit 
0,25 M SaccharoselSsung (5 ml/g Yeuchtgewebe) suspendiert. Die Membranfraktion 
des Herzmuskels wurde nach der fffiher angegebenen ~ethode pr~pariert (Drans- 
feld u. Greeff, 1964). :Die Bestimmung der ATPase-Aktivit~t wurde schon aus- 
ffihrlich beschrieben (Dransfeld et al., 1966). 

Ergebnisse 

I n  der ersten Versuchsserie wurden R a t t e n  10 Tage lang mit  5 mg/die 
Kobal tchlor id  i.p. behandel t  und  die Aktivi t i i t  der Na + ~- K+-akt iv ier ten  
Transpor t -ATPase  in  verschiedenen Zellfraktionen des Herzmuskels  

1 Wir danken der Fa. CIBA fiir die Uberlassung des 5fetopiron% 
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Tabelle. Spezi/ische Aktivit~it der Mg ++- bzw. Na+ +K+-aktivierten ATPase aus 
Homogenat, Vesikel- und Membran/raktion des Herzmuskels der Ratte nach Behand- 

lung mit Kobaltchlorid (10 Tage fang 5 mg CoCl2/die ) 

ATPase-Aktivit~t 
~Mol Pa/mg Eiweil3/Std 

Mg++-ATt)ase Na+ + K +- 
ATPase 

Na+ + K+- 
ATPase in ~ 

Homo- Kontrolle 0,65 • 0,13 0,25 ~ 0,04 100 
genat Kobaltchlorid 0,27 =j- 0,04 0,29 • 0,06 116 

Vesikel KontroIle 0,68 • 0,04 0,58 • 0,12 100 
Kobaltchlorid 0,72 • 0,07 t,20 • 0,1"* 206 

Membran Kontrolle 1,62 -r 0,32 0,81 • 0,18 100 
Kobaltchlorid 2,10 ~: 0,45 1,37 • 0,22* 169 

Inkubationsmedium (Endkonzentrationen): 1. Mg++-ATPase: 3 mM Mg ++, 
3 m~ ATP, 125 mM Tris-I-IC1 (pH 7,4). 2. Na+ + K+-ATPase: Zus~itzlich 10 mM K + 
und 100 mM Na +. Zur Vesikelfraktion wurden auBerdem 5 mM NaN s zugesetzt. 

Mittelwerte und mittlere Fehler der Mittelwerte yon mindestens acht Doppel- 
bestimmungen. Signifikanz gegeniiber Kontrollwert: 

* p < 0,01. 
**p < 0,001, Pa = anorganisches Phosphat. 

untersucht. Die N~ + + K+-ATPase-Aktivit~t der Vesikelfraktion ist 
nach der Behandlung mit Kobaltchlorid ~uf etwa das Doppelte des 
Kontro]lwertes angestiegen (Tabelle). Um mehr als 50 ~ steigt auch die 
Na+ + K+-ATPase-Aktivitiit der Membranfraktion infolge der Kobalt- 
chloridbehandlung an. Im Gegensatz hierzu ist der geringere Anstieg der 
Mg++-ATPase-Aktivit~t in der Vesike]- und Membranfraktion nicht 
signifikant. Der Befund, dal~ im Homogenat keine sichere Steigerung 
der N~ + + K+-ATPase-Aktivitiit gefunden wurde, k6nnte dutch die 
st~rkere Verunreinigung dieser Enzymsuspension verursacht sein. 

Den Erfolg der Reinigung der Enzymsuspension zeigt die schon bei 
den Kontrollen um 100 ~ gesteigerte spezifische Aktivit~t (d. h. Aktivi- 
t/~t bezogen ~uf Milligramm Eiweil~) der Na+ + K+-ATPase der Vesikel- 
fraktion gegeniiber dem tIomogenat, aus dem die Vesikelfraktion isoliert 
wurde. Die spezifische Aktivit~t tier ATPasen aus der Membranfraktion 
ist sogar auf das Dreifache angestiegen. Die Preparation wurde nach 
einer fiir die Membranisolierung aus Muskelgewebe besonders geeigneten 
Methode durchgefiihrt. 

Da die Vesikelfraktion die st~rkste Steigerung ihrer ATPase-Aktivit~t 
durch die Kobaltchloridbehandlung zeigte, wurden fiir die weiteren Unter- 
suchungen nur die Vesikel-ATPase des Herzmuskels und die mit gleicher 
Methode gewonnenen Fraktionen aus Niere und Hirn verwendet. 

23* 
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Abb. 1. Prozentuale Steigerung der Na+ + K+-ATPase-A]~tivit~it der Vesilcel/raktion 
aus Herz und der nach der gleichen Methode gewonnenen Fra]~tion aus Nieren nach 
Behandlung von Ratten mit Kobaltchlorid in angegebener Dosierung und Dauer. 
Bestimmung der Enzymaktivit~t wie in der Tabelle. Wei~e S~ulen: I~ieren, schraf- 
fierte S~ulen: Herz, Mittelwerte und mittlere Fehler der Mittelwerte yon mindestens 

~cht Doppelans~tzen 

Ein/lu[3 yon Behandlungsdauer und Kobaltmenge au] die Steigerung 
der Na  + ~- K+-ATPase-Akt ivi tSt  

Der Einflu6 der Behandlungsdauer auf  die Steigerung der Transport-  
ATPase-Aktiviti~t ist in der Abb. 1 dargestellt. Neben der Iqa+ -~ K+- 
ATPase der Vcsikelfraktion aus Herzmuskel wurde auch das nach gleicher 
Methode pr~parierte Enzym aus Nieren untersucht. Die Kobaltchlorid- 
behandlung hat  auf  die Nieren-ATPase eine geringere Wirkung als auf 
die Herzmuskel-ATPase. Die Ak~iviti~t der Na+ ~-K+-ATPase  aus 
Nieren ist nach 209 Std langer (10maliger) und nach 65stfindiger (4mali- 
get) Behandlung mit Kobaltchlorid erhSht, die 57a+ + K+-ATPase ~us 
Iterzmuskel ist auch schon nach 18stfindiger (2maliger) Behandlung 
um etwa 25 ~ angestiegen. Bei einmaliger Behandlung konnte nach 3, 6 
und 12 Std keine Steigerung der ATPase-Aktiviti~t gefunden werden, 
auch nicht dutch eine ErhShung der Dosis auf  7,5 mg. 
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Abb.2. Na+ ~-K+-alctivierte ATPase nach VorbehaT~dlung der Ratte~ mit Kobalt- 
chlorid bzw. Kobaltddorid @ Mety~'apou. Enzymans~tze wie in der Tabelle. WeiBe 
Sgulen: Kongrolltiere, schraffierte Sgulen: 9 Tage fang mit je 5 mg Kobaltchlorid 
i.p. behandelt, schwarze S~ulen: 13 Tage lang 20 mg/kg ~etyrapon i.p. und vom 
5.--13. Tag 5 mg CoCl~ i.p. Mi~telwerte und mittlere 1%hler der 3{ittelwerte yon 

mindestens sechs ])oppelansgtzen 

Die Kobaltwirkung bei gleichzeitiger Behandlung mit Metyrapon 

Da die spezifische Aktivit~t der Na+ ~- K+-ATPase bei epinephrekto- 
mierten Tieren vermindert ist (Chignell u. Titus, 1966), sollte durch die 
fo]genden Versuche gekl/irt werden, ob die aktivierende Wirkung des 
Kobaltchlorids durch Metyrapon-Behandlung oder Epinephrektomie 
aufgehoben wird. Die Abb. 2 zeigt, dab die spezifische Aktivit/~t der Na + 
-~ K+-ATPase aus I-Ierzmuskel und Niere naeh 9 t/igiger Behandlung mit  
Kobaltehlorid erh6ht ist. Diese Steigerung wird dureh eine Behandlung 
mit  Metyrapon nicht verhindert. Die Aktivi tgt  der Na + ~- K+-ATPase 
aus I-Iirngewebe wird dutch die Behandlung mit  Kobal t  nieht gesteigert, 
und auch die kombinierte Verabreiehung yon Kobal t  und Metyraloon 
hat  keine Wirkung. 

Ein/lufi der Epinephrektomie au/ die Kobaltwir#ung 

In  weiteren Vcrsuchen wurde die Kobaltwirkung auf die Na + Jr K +- 
ATPase epinephrektomierter Ra t ten  untersucht. Dabei zeigte es sich, 
dab nach Epinephrektomie die Toxicit~t des Kobaltchlorids stark 
gesteigert ist. Schon nach 4t/~giger Behandlung mit  5 mg Kobaltchlorid/ 
die starben 48 yon 70 Tieren. In  dieser Versuchsreihe wurde deshalb die 
Behandlung mit  Kobaltchlorid nur 2 bzw. 4 Tage lang durchgef/ihrt. 
Nach 4t/igiger Behandlung mit  Kobaltchlorid war die Aktivit/~t der Na + 
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Abb. 3. Ein/lu]3 der Epinephrektomie au/ die spezi/ische Aktivit~it der Na+ d- K+-a#- 
tivierten ATPase  der Vesi#el/ra]ction des Herzens und dermit  gleicher Methode ge- 
wonnenen ~raktion aus Nieren vow Ratten. Enzymuns&tze wie in der Tabelle. 
Weil~e S~ulen: Kontrolltiere, schraffierte S&ulen: CoC12 2 bzw. 4 Tage lang je 5 mg/ 
die, schwarze S~ulen: 10T~ge nach Epinephrektomie 2 bzw. 4 T~ge lung je 
5 mg/die CoC1 r Mittelwerte und mittlere Fehler der Mittelwerte yon mindestens 

sieben Doppelunsgtzen 

~- K+-ATPase aus Herzmuskel und Nieren bei den epinephrektomierten 
Tieren ungef/~hr ebenso stark angestiegen wie bei den nicht epinephrekto- 
mierten Tieren. Nach 2t/~giger Behandlung mit  Kobaltchlorid zeigten 
nur die Na + d -K+-ATPasen  aus Herzen, nicht aber die aus Nieren 
epinephrektomierter Tiere einen Anstieg gegenfiber den Kontrollen 
(Abb. 3). 

D i s k u s s i o n  

Durch unsere Untersuchungen wird eine Steigerung der spezifischen 
Aktivit/~t der Na + d- K+-aktivierten ATPase aus Herz und Nieren yon 
Rat ten  naeh mehrmaliger Behandlung mit  Kobaltehlorid i.p. (5 rag/die) 
naehgewiesen. Mehrere Autoren fanden bei epinephrektomierten Tieren 
eine Abnahme der spezifischen Aktivit/~t der Na+ d-K+-akt iv ier ten  
ATPase aus Nieren, die dutch Behandlung der epinephrektomierten 
Tiere mit  Nebennierenrindenhormonen restituiert werden konnte 
(Chignell et al., 1965; Chignell u. Titus, 1966; Joergensen, 1968). Naeh 
diesen Befunden w~re es denkbar, dal~ die Kobaltwirkung nieht direkt, 
sondern fiber eine Stimulierung der Nebennierenrinde abl/~uft. 

In  unseren Untersuehungen an epinephrektomierten und Metyrapon- 
behandelten Tieren blieb jedoch die aktivierende Wh'kung des Kobalt-  
ehlorids auf  die ATPase erhalten. Demnach kommt  die Kobaltwirkung 
nicht fiber eine erhShte Ausschiittung von Nebennierenrindenhormonen 
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zustande, und die erhShte Enzymakt iv i tg t  kann nicht als eine durch 
Cortieosteroide stimulierte Enzyminduktion interpretiert  werden. 
Gegen eine Enzyminduktion sprieht aueh der langsame Anstieg der 
Aktivit/tt naeh Behandlung mit  Kobaltehlorid, da im allgemeinen bei 
einer Enzyminduktion dutch Hormone sehon kurz naeh Induktions- 
beginn die Enzymakt iv i t~t  erh6ht ist und naeh etwa 3- -9  Std ein Maxi- 
mum erreieht (Dixon u. Webb, 1966). 

Manitius et al. (1968) wiesen naeh 4--5t/ tgiger Behandlung yon 
g a t t e n  mit  Glueocortieoiden eine Erh6hung der Na + @ K+-aktivierten - 
ATPase-Aktivit/~t ira Homogenat  aus Nieren naeh. Da sieh in der Frak- 
tion der Plasmamembranen keine Aktivit~tssteigerung fand, nehmen 
die Autoren an, dab eine Vermehrung der Plasmamembranen pro Zelle 
stattfindet, wobei die Enzymaktivit/~t pro Einheit der Plasmamembranen 
unver/~ndert bleibt. Naeh Behandlung mit  Kobaltchlorid fanden wir 
eine erhShte Na+ @ K+-ATPase-Aktivits  in der Vesikelfraktion, jedoeh 
nieht im Homogenat.  

Fiir unsere Ergebnisse trifft die oben angef/ihrte Erkl/~rung also nieht 
zu. Die dutch die Kobaltwirkung erh6hte Aktivit/it  der Na + ~ - K  +- 
ATPase aus Herzmuskel war erst bei zunehmender Fraktionierung der 
Zellbestandteile naehzuweisen. Es mug sieh also um eine eehte Steige- 
rung der spezifisehen Aktivit~t handeln. In  elektronenmikroskopisehen 
Untersuehungen beobaehteten Knieriem u. Herbertz  (1969) naeh mehr- 
mMiger Injektion yon Kobaltehlorid bei g a t t e n  Zeiehen einer experi- 
mentellen Herzinsuffizienz: ausgepr/igte Sehwellungen der Mitoehon- 
drien, Dilatationen des sarkoplasmatisehen l~etieulum (Vesikel-Frak- 
tion), des tubul/~ren Systems und weitere Ver/~nderungen. 

Aufgrnnd dieser Befunde nehmen wit an, dag wiederholte Gaben yon 
KobMtehlorid dnreh Ver/~nderungen des sarkoplasmatisehen l~etieulum 
eine Steigerung der Aktivit/tt  yon membrangebundenen Enzymen 
bewirkt. Diese Befunde wiirden in Ubereinstimmung stehen mit  der 
Ansieht, dal3 die Na+ ~- K+-ATPase der prim/~re Angriffspunkt ftir die 
therapeutisehe Wirkung der Herzglykoside ist. Da diese Pharmaka  die 
Aktivit/tt  der Na + @ K+-ATPase hemmen, diirfte aueh die dureh die 
Kobaltehloridbehandlung gesteigerte ATPase-Aktivit/~t dutch Herz- 
glykoside vermindert  werden. 
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