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Changes in alanine transaminase activity, pyridoxal phosphate and glycogen concentration in the liver in riboflavin deficiency, averages 4- S.D. 

Nutritional state No. of 
animals 

Liver 

Weight, Alanine transaminase Pyridoxal phosphate Glycogen in mg 
g/100 g activity, U ~ in/~g 
body wt. 

Per mg Per 100 g Per g Per 100 g Per g Per 100 g 
body wt. b body wt. body wt. 

Group A 7 2.78 1.2 3.336 
(normal pair-fed) • -[=0.02 4-0.27 
Group B 8 3.848 3.07 12.88 
(riboflavin deficient) 4-0.06 4-0.67 4-1.5 

5.14 18.07 0.156 0.433 
--0.126 • -t-0.035 ::c0.087 
7.10 26.65 0.186 0.713 
--0.17 • ::c:0.021 =I=0.10 

U =/~moles of keto acid produced per hour. b Expressed in thousands. 

pec ted  to be decreased.  This  m a y  resul t  in an increased free 
amino  acid pool and  consequen t ly  an  e levat ion  of alanine 
t r ansaminase  ac t iv i ty  in the  l iver of r ibof lavin-def ic ient  
rats.  Pyr idoxa l  phospha te ,  a cofactor  for a lanine t rans-  
aminase,  is increased under  th is  condit ion.  This m a y  also 
be the  reason for increased alanine t r ansaminase  ac t iv i ty  
in the  liver of r ibof lavin-def ic ient  rats.  NICHOL et al. 1 and 
E I S E N S T E I N  2 observed a direct  corre la t ion be tween  ala- 
nine t r ansaminase  ac t iv i ty  and  glycogen deposi t ion.  In  
the  p resen t  inves t iga t ion  also an increase in alanine t rans-  
aminase  ac t iv i ty  is associated wi th  more deposi t ion of 
glycogen in the  liver of r ibof lavin-def ic ient  rats.  

I t  is no ted  in the  in t roduc t ion  t h a t  suppress ion of 
ACTH release by  the  p i tu i t a ry  p re sumab ly  lowers the  
alanine t r ansaminase  ac t iv i ty  in the  liver 1. F u r t h e r  
t r e a t m e n t  of in tac t  ra ts  wi th  cortisol  n-13 or corti-  
sonen, ~2,~4,~5, or adrena lec tomized  rats  wi th  cortisol ~2,13, 
increased the  alanine t r ansaminase  ac t iv i ty  of the  liver. 
I t  has  also been observed t h a t  s.c. inject ion of ACTH 
produced  a twofold increase in the  alanine t r ansaminase  
ac t iv i ty  of the  liver 12, and ad rena lec tomy  lowered it ~a. 
In  the  present  inves t iga t ion  alanine t r ansaminase  ac t iv i ty  
is increased in the  liver of r ibof lavin-def ic ient  rats.  This 
suggests  r a the r  more  release of ACTH by  the  p i tu i t a ry  
and consequent  s t imula t ion  of adrenal  cort ical  funct ion,  
and  is in agreement  wi th  the  earl ier  repor ts  6. Recen t ly  the  
au thors  ~6 observed an increased p lasma ascorbic acid 
level in r iboflavin deficiency, which  is also suggest ive of 
increased adrenal  cort ical  secre t ion as p lasma ascorbic 
acid level increases on admin i s t r a t ion  of cor t isone to 
normal  rats~7. These s tudies  migh t  therefore  provide  in- 
direct  evidence of increased adrena l  cort ical  ac t iv i ty  in 
r ibof lavin  deficiency. 

Zusammenfassung. 45t~giger R ibof l av inmange l  be- 
wirkte  bei  m~nnl ichen  Alb inora t t en  in der  Leber  eine 
E r h 6 h u n g  der  Alan in-Transaminase-Akt iv i t / i t  sowie des 
Pyr idoxa l -  und  Glykogengehal tes .  Diese Befunde  weisen 
darauf  hin,  dass die Akt iv i t~ t  der  Nebenn ie renr inde  be im 
Ribof lav inmange l  e rh6ht  ist. 
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V e r s u c h e  z u m  C a l c i p h y l a x i e - P h ~ i n o m e n  a n  

H e L a - Z e l l k u l t u r e n  ~ 

Als Calciphylaxie def inier te  SELYE 2 eine durch  einen 
doppe l t en  Mechanismus  erzeugte Gewebsreakt ion,  die zu 
einer Calciumablagerung fiihrt. Sie wird ve rmi t t e l s  Vor- 
behand lung  mi t  einer ca lc iummobi l is ierenden Subs tanz  
(Sensibilisierung), der  nach  Ablauf  einer b e s t i m m t e n  
Zei t spanne  (<~critical period~) die Nachbehand lung  mi t  
gewissen chemischen  oder  mechan i schen  Agenzien (Pro- 

vokatoren ,  Beizstoffe,  <~challengers~) folgt, ausgel6st.  Ab- 
lagerung von  Calciumsalzen erfolgt  dort ,  wo der  P rovoka-  
to r  mi t  sensibi l is ier tem Gewebe in ]3eriihrung k o mmt .  
Demgegent iber  b e d e u t e t  die Calcergie eine AusfXllung yon  

1 Durchgeffihrt mit  Unterstfitzung der Deutschen Forschungsge- 
meinschaft. 
H. SELYE, Calciphylaxis (University of Chicago Press, Chicago 
1962). 
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Calc iumsalzen  im Gewebe n a c h  A p p l i k a t i o n  v o n  soge- 
n a n n t e n  <~direkt w i r k e n d e n  Verka lkungss to f fem~ oder  
Calcergenen (SELYE2). U n t e r  den  P r o v o k a t o r e n  b e s i t z t  
das  Eisen,  u n t e r  den  Calcergenen das  KMnO4 eine Kard i -  
na lpos i t ion .  Bei  be iden  b io logischen  P r inz ip i en  h a n d e l t  es 
s ich n i c h t  u m  eine dys t roph i sche  K a l kab l age r ung .  

W~Lhrend d e m  Ph~tnomen de r  Calc iphylax ie  u n d  der  
Calcergie im T i e r e x p e r i m e n t  r e c h t  e ingehend  nachgegan -  
gen  wurde,  feh len  im S c h r i f t t u m  b i she r  A n g a b e n  fiber 
Versuche  e iner  ca l c iphy lak t i s chen  R e a k t i o n  in der  Ge- 
webs-  und  Zel lkul tur .  I m  fo lgenden  m 6 c h t e n  wir  t iber  
expe r imen te l l e  Ergebnisse ,  die wir  a n h a n d  v o n  H e L a -  
Zellen im H i n b l i c k  auf  die ca lc iphy lak t i sche  R e a k t i o n  
gewannen ,  be r i ch ten .  

Methodih. Die HeLa-Ze l l en  w u r d e n  in Salz l6sung n a c h  
HANKS m i t  20% i n a k t i v i e r t e m  Ka lbsse rum,  0 ,5% Lac t -  
a l b u m i n h y d r o l y s a t  u n d  0,1% H e f e e x t r a k t  d i r ek t  auf  
Deckgl / t schen in V i e r k a n t f l a s c h e n  gezt ichtet .  A m  3. oder  
4. K u l t i v a t i o n s t a g  e n t n a h m e n  wir  das  Ze l lmate r ia l  u n d  
f ibe r t rugen  es in  1Rollr6hrchen m i t  N/~hrmedium, d e m  die 
ca l c iummobi l i s i e r enden  S u b s t a n z e n  P a r a t h o r m |  u n d  
Vi-De 3 Hydroso l  (Fa. W a n d e r )  zur  <~Sensibilisierung~ 
h inzugef f ig t  wurden .  U m  einer  m6gl ichen  I n a k t i v i e r u n g  
des P a r a t h o r m o n s  bei  37~ vorzubeugen ,  w u r d e n  die 
K u l t u r e n  t~gl ich  m i t  f r i schem N / i h r m e d i u m  u n d  Pa ra -  
t h o r m o n  gef t i t ter t .  Das  P a r a t h o r m o n  k a m  in den  Mengen  
yon  2, 5, 10, 15 u n d  20 Col l ip -Einhe i ten ,  das  V i t a m i n  D 3 
in 102, 103, 104 u n d  105 I .E.  zur  A n w e n d u n g ,  wobei  die 
E i n w i r k u n g s d a u e r  jeweils 12, 24 u n d  48 h be t rug .  D a n a c h  
wurde  das  Ze l lma te r i a l  e n t n o m m e n  u n d  teils f ixiert ,  tei ls  
zur  <~Beizung (Provokation)~> fli t  diesselbe Ze i tdaue r  
in  Ro l l r 6h rchen  m i t  N / i h r m e d i u m  u n t e r  Zusa tz  yon  
FeC1 a �9 6 H 2 0  , FeSO 4 �9 7 H 2 0  u n d  de r  E i s en ( I I I ) -Dex -  
t r a n k o m p l e x - L 6 s u n g  Myofer |  gelegt  u n d  bei  37 ~ wei ter  
bebrf i te t .  Die Eisensalze  v e r w a n d t e n  wir  in den  Mengen 
y o n  0,25 �9 10 AM u n d  1 �9 10-5]VI, die E i s e n ( I I I ) - D e x t r a n -  
k o m p l e x - L 6 s u n g  e n t s p r a c h  d e m  ~ q u i v a l e n t  yon  1, 5, 10 
u n d  20 m g  k o m p l e x  g e b u n d e n e m ,  d re iwer t igem Eisen.  
Teilweise l iessen wir  die g e n a n n t e n  P r o v o k a t o r e n  simul-  
t a n  m i t  P a r a t h o r m o n  bzw. V i t a m i n  D 3 auf  die Zellkul-  
t u r e n  e inwirken.  

N e b e n  diesen Ver suchs re ihen  s e t z t en  wir  eine wei tere  
zur  P r i i fung  des Einf lusses  y o n  K M n O  4 auf  e twaige  Ab-  
l age rungen  yon  Calc ium in den  HeLa-Ze l l en  an. Das  
K M n O t  wurde  der  N/ihrflf issigkeit  in  den  Mengen  yon  
1 .  10 -4, 1 .  10 .3 , 1 . 1 0  .3 , 1 . 1 0  1 u n d  1 m g  h inzuge-  
geben,  wobei  wir  eine 12- u n d  24st i indige E x p o s i t i o n  
w/ihl ten.  

Das  K u l t u r m a t e r i a l  spi i l ten  wir  vo r  j eder  l~be r t r agung  
u n d  F ix i e rung  m i t  phys io logischer  NaC1-LSsung. Die 
F i x i e r u n g  erfolgte  in  Alkohol ,  das  Calc ium wurde  mi t  
N a p h t a l h y d r o x a m s / i u r e  (VoIGT 3) nachgewiesen.  

Ergebnisse. Die im Ansch luss  a n  die A p p l i k a t i o n  yon  
P a r a t h o r m |  u n d  V i t a m i n  D3 durchge f t ih r t e  R e a k t i o n  
n a c h  VOIaT 3 liess kein  Calc ium nachweisen .  A u c h  n a c h  
de r  P r o v o k a t i o n  m i t  den  Eisensa lzen  u n d  d e m  Myofer |  
k o n n t e  ein pos i t ive r  Ca lc iumnachweis  n i c h t  e r b r a c h t  wer- 
den.  Dies ga l t  ebenfal ls  ftir die Ku l tu r en ,  die in  Anwesen-  
he i r  yon  P a r a t h o r m |  bzw. V i t a m i n  D 3 u n d  des P r o v o k a -  
to rs  b e b r t i t e t  w o r d e n  waren .  Die m i t  KMnO4 b e h a n d e l t e n  
Ze l lku l tu ren  zeigten wie n a c h  de r  Sensibi l i s ierung und  
P r o v o k a t i o n  keine  B i l dung  yon  C a l c i u m n a p h t a l h y -  
d r o x a m a t .  

Dishussion. Der  h o c h e m p f i n d l i c h e  Ca lc iumnachweis  
n a c h  VOmT 3 er fass t  noch  0,1 ~ -- Ca/ml.  Bei  unsere r  Ver-  
s u c h s a n o r d n u n g  k o n n t e  in  den  IZu l tu ren  eine Calcium- 
a b l a g e r u n g  im Sinne  de r  c a l c iphy l ak t i s chen  R e a k t i o n  
oder  Calcergie m i t  dieser  h i s t o t o p o c h e m i s c h e n  Methode  
n i c h t  erziel t  werden.  

Der  E inf luss  yon  N e b e n s c h i l d d r f i s e n h o r m o n  u n d  Vi t a -  
m i n  D auf  Ca lc iumablagerungsvorgAnge  in Gewebekul -  
t u r e n  is t  m e h r f a c h  im S c h r i f t t u m  d i sku t i e r t  worden .  
W ~ h r e n d  diese S u b s t a n z e n  ftir m a n c h e  A u t o r e n  b e i m  
Calc i f iz ie rungsvorgang  in v i t ro  als f6 rde rnde  F a k t o r e n  
g e l t e n  (CROXATTO ~, V. BRAND et  al. 5, u n d  andere) ,  s ind  
sie yon  ande ren ,  die ihre  W i r k u n g  auf  K u l t u r e n  pr t i f ten ,  
n i c h t  im Z u s a m m e n h a n g  m i t  Ca lc iumablagerungsprozes -  
sen erw~thnt (I~ORDMANN et  al. 6, BORLE et  al. 7, n n d  
andere) .  Andere r se i t s  w u r d e n  auch  morpholog i sche  Ver-  
~ n d e r u n g e n  de r  T h y r e o i d e a  yon  der  Ca lc iumkonzen t r a -  
t ion  des N ~ h r m e d i u m s  abh~ng ig  gemach t .  RAISZ8 d e m o n -  
s t r ier te ,  dass  die GrSsse der  Nebensch i lddr t i senze l l en  , i h r  
T e i l u n g s r h y t h m u s  u n d  die K e r n - P l a s m a r e l a t i o n  eine 
F u n k t i o n  de r  Ca lc iummenge  dars te l len .  

Die E rgebn i s se  der  yon  uns  v o r g e n o m m e n e n  U n t e r -  
s u c h u n g e n  lassen  n i c h t  auf  eine calcif iz ierende W i r k u n g  
yon  P a r a t h o r m |  u n d  V i t a m i n  D 3 im Ze l lma te r i a l  
schliessen.  

Vor  k u r z e m  wurde  gezeigt,  dass  in  H e L a - Z e l l k u l t u r e n  
eine C a l c i u m a b l a g e r u n g  d u r c h  h6he re  E i s e n g a b e n  indu-  
z ier t  werden  k a n n  (MATHAS u n d  MULLER 9). Calc iumnieder -  
schl~ge fo lg ten  auf  eine Fe r r i f ika t ion  des Ze l lmate r ia l s  
u n d  k o n n t e n  e r s t  n a c h  Fe -Expos i t ion ,  die eine Subku l t i -  
v a t i o n  n i c h t  m e h r  e rm6gl ich te ,  erziel t  werden.  Dabe i  
sch ienen  gewisse G e m e i n s a m k e i t e n  m i t  den  Vi ta lbe izen  
der  Ca lc iphy lax ie  zu bes tehen .  Sollte n u n  eine Calcium- 
a b l a g e r u n g  i m  Sinne  der  ca l c iphy lak t i s chen  R e a k t i o n  bei  
unse ren  expe r imen t e l l en  B e d i n g u n g e n  erfolgen, miiss te  
die als Beizs tof f  in F rage  k o m m e n d e  E i s e n m e n g e  i n  den  
Bere ichen  liegen, die yon  sich aus  eine A b l a g e r u n g  yon  
Calcium n i c h t  aus l6sen k6nnen .  Dass  sich solche Be funde  
n i c h t  e r h e b e n  liessen, k 6 n n t e  n e b e n  den  ve r sch i edenen  
L e b e n s b e d i n g u n g e n  der  Zel len in v ivo  yon  denen  in v i t ro  
auf  ande re  spezif isch b iochemische  Vorg/inge,  die sich sy- 
s t emisch  u n d  lokal  in  den  ca lc iphy lak t i schen  L/isionsge- 
b i e t en  absp ie len  und  o f fenbar  auch  eine F e r n s t e u e r u n g  
(zum Beispiel  d u r c h  die H y p o p h y s e )  e r fahren ,  zurfickzu- 
ff ihren sein. ~ h n l i c h e  ~t iologische F a k t o r e n  df i r f ten  ffir 
den  n e g a t i v e n  Ausfal l  des h i s t o topochemischen  Calcium- 
nachweises  n a c h  App l ika t i on  yon  K M n O ,  - v o n  SELYE g 
geradezu als P r o t o t y p  eines Calcergens in v ivo  angege-  
ben  - v e r a n t w o r t l i c h  g e m a c h t  werden.  

Summary. A n  a t t e m p t  was m a d e  to induce  calci- 
phy lax i s  a n d  d i rec t  calc i fying r eac t ion  accord ing  to  
SELYE 2 in H e L a  cell cul tures .  W i t h  our  e x p e r i m e n t a l  
condi t ions ,  we o b t a i n e d  n e i t h e r  a ca lc iphylaxis  no r  a 
d i rec t  ca lc i fying react ion.  W e  suppose t h a t  in  v ivo  o the r  
m e c h a n i s m s  of m e t a b o l i s m  (e.g. t r ansmis s ion  of h o r m o n a l  
or ne rvous  impulses)  p l a y  an  i m p o r t a n t  role. 
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