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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 Liver
animals
Weight, Alanine transaminase Pyridoxal phosphate Glycogen in mg
g/100 g activity, Us in ug
body wt.
Per mg Per 100 g Per g Per 100 g Per g Per 100 g
body wt.? body wt. body wt.
Group A 7 2.78 1.2 3.336 5.14 18.07 0.156 0.433
(normal pair-fed) -+ 0.092 + 0.02 + 0.27 + 0.126 + 1.126 + 0.035 + 0.087
Group B 8 3.848 3.07 12.88 7.10 26.65 0.186 0.713
(riboflavin deficient) 4+ 0.06 + 0.67 + 1.5 +0.17 +1.71 + 0.021 + 0.10

* U = ymoles of keto acid produced per hour. ¥ Expressed in thousands.

pected to be decreased. This may resultin anincreased free
amino acid pool and consequently an elevation of alanine
transaminase activity in the liver of riboflavin-deficient
rats. Pyridoxal phosphate, a cofactor for alanine trans-
aminase, is increased under this condition. This may also
be the reason for increased alanine transaminase activity
in the liver of riboflavin-deficient rats. NicHoL et al.* and
EIsENSTEIN 2 observed a direct correlation between ala-
nine transaminase activity and glycogen deposition. In
the present investigation also an increase in alanine trans-
aminase activity is associated with more deposition of
glycogen in the liver of riboflavin-deficient rats.

It is noted in the introduction that suppression of
ACTH release by the pituitary presumably lowers the
alanine transaminase activity in the liverl. TIurther
treatment of intact rats with cortisol!-1® or corti-
sonell,12:14,15  or adrenalectomized rats with cortisol1213,
increased the alanine transaminase activity of the liver.
It has also been observed that s.c. injection of ACTH
produced a twofold increase in the alanine transaminase
activity of the liver!?, and adrenalectomy lowered it1s.
In the present investigation alanine transaminase activity
is increased in the liver of riboflavin-deficient rats. This
suggests rather more release of ACTH by the pituitary
and consequent stimulation of adrenal cortical function,
and is in agreement with the earlier reports®. Recently the
authors® observed an increased plasma ascorbic acid
level in riboflavin deficiency, which is also suggestive of
increased adrenal cortical secretion as plasma ascorbic
acid level increases on administration of cortisone to
normal rats?. These studies might therefore provide in-
direct evidence of increased adrenal cortical activity in
riboflavin deficiency.

Versuche zum Calciphylaxie-Phinomen an
HeLa-Zellkulturen?

Als Calciphylaxie definierte SELYE? eine durch einen
doppelten Mechanismus erzeugte Gewebsreaktion, die zu
einer Calciumablagerung fiihrt. Sie wird vermittels Vor-
behandlung mit einer calciummobilisierenden Substanz
(Sensibilisierung), der nach Ablauf einer bestimmten
Zeitspanne {«critical period») die Nachbehandlung mit
gewissen chemischen oder mechanischen Agenzien (Pro-

Zusammenfassung. 45tdgiger Riboflavinmangel be-
wirkte bei ménnlichen Albinoratten in der Leber eine
Erhohung der Alanin-Transaminase-Aktivitdt sowie des
Pyridoxal- und Glykogengehaltes. Diese Befunde weisen
darauf hin, dass die Aktivitit der Nebennierenrinde beim
Riboflavinmangel erhoht ist.
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vokatoren, Beizstoffe, «challengers») folgt, ausgelost. Ab-
lagerung von Calciumsalzen erfolgt dort, wo der Provoka-
tor mit sensibilisiertem Gewebe in Beriihrung kommt.
Demgegeniiber bedeutet die Calcergie eine Ausfillung von

1 Durchgefithrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsge-
meinschaft.

2 H. SELYE, Calciphylaxis (University of Chicago Press, Chicago
1962).
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Calciumsalzen im Gewebe nach Applikation von soge-
nannten «direkt wirkenden Verkalkungsstoffen» oder
Calcergenen (SELYEZ?). Unter den Provokatoren besitzt
das Eisen, unter den Calcergenen das KMnQO, eine Kardi-
nalposition. Bei beiden biologischen Prinzipien handelt es
sich nicht um eine dystrophische Kalkablagerung.
Wihrend dém Phénomen der Calciphylaxie und der
Calcergie im Tierexperiment recht eingehend nachgegan-
gen wurde, fehlen im Schrifttum bisher Angaben iiber
Versuche einer calciphylaktischen Reaktion in der Ge-
webs- und Zellkultur. Im folgenden moéchten wir iiber
experimentelle Ergebnisse, die wir anhand von HeLa-

Zellen im Hinblick auf die calciphylaktische Reaktion

gewannen, berichten.

Methodik. Die HeLa-Zellen wurden in Salzlésung nach
Hanks mit 209, inaktiviertem Kalbsserum, 0,5%, Lact-
albuminhydrolysat und 0,19, Hefeextrakt direkt auf
Deckglaschen in Vierkantflaschen geziichtet. Am 3. oder
4. Kultivationstag entnahmen wir das Zellmaterial und
iibertrugen es in Rollr6hrchen mit Nahrmedium, dem die
calciummobilisierenden Substanzen Parathorm® und
Vi-De 3 Hydrosol (Fa. Wander) zur «Sensibilisierung»
hinzugefiigt wurden. Um einer moglichen Inaktivierung
des Parathormons bei 37°C vorzubeugen, wurden die
Kulturen tédglich mit frischem Ndhrmedium und Para-
thormon gefiittert. Das Parathormon kam in den Mengen
von 2, 5, 10, 15 und 20 Collip-Einheiten, das Vitamin D,
in 102, 103, 10% und 10° I.LE. zur Anwendung, wobei die
Einwirkungsdauer jeweils 12, 24 und 48 h betrug. Danach
wurde das Zellmaterial enthommen und teils fixiert, teils
zur «Beizung (Provokation)» fiir diesselbe Zeitdauer
in Rollréhrchen mit Nihrmedium unter Zusatz von
FeCl; - 6H,0O, FeSO, - 7H,O und der Eisen(III)-Dex-
trankomplex-Losung Myofer® gelegt und bei 37 °C weiter
bebriitet. Die Eisensalze verwandten wir in den Mengen
von 0,25+ 10-4M und 1 - 10-3M, die Eisen(III)-Dextran-
komplex-Losung entsprach dem Aquivalent von 1, 5, 10
und 20 mg komplex gebundenem, dreiwertigem Eisen.
Teilweise liessen wir die genannten Provokatoren simul-
tan mit Parathormon bzw. Vitamin D, auf die Zellkul-
turen einwirken.

Neben diesen Versuchsreihen setzten wir eine weitere
zur Priifung des Einflusses von KMnO, auf etwaige Ab-
lagerungen von Calcium in den HelLa-Zellen an. Das
KMnO, wurde der Niahrfliissigkeit in den Mengen von
1-10-4, 1-10-3, 1-10-2 1-10"' und 1 mg hinzuge-
geben, wobei wir eine 12- und 24stiindige Exposition
wahlten.

Das Kulturmaterial spiilten wir vor jeder Ubertragung
und Fixierung mit physiologischer NaCl-Losung. Die
Fixierung erfolgte in Alkohol, das Calcium wurde mit
Naphtalhydroxamsdure (VoigT?) nachgewiesen.

Eygebnisse. Die im Anschluss an die Applikation von
Parathorm® und Vitamin D; durchgefiihrte Reaktion
nach Voigt? liess kein Calcium nachweisen. Auch nach
der Provokation mit den Eisensalzen und dem Myofer®
konnte ein positiver Calciumnachweis nicht erbracht wer-
den. Dies galt ebenfalls fiir die Kulturen, die in Anwesen-
heit von Parathorm® bzw. Vitamin D; und des Provoka-
tors bebriitet worden waren. Die mit KMnO, behandelten
Zellkulturen zeigten wie nach der Sensibilisierung und
Provokation keine Bildung von Calciumnaphtalhy-
droxamat.

Diskussion. Der hochempfindliche Calciumnachweis
nach Voigt? erfasst noch 0,1y — Ca/ml. Beiunserer Ver-
suchsanordnung- konnte in den Kulturen eine Calcium-
ablagerung im Sinne der calciphylaktischen Reaktion
oder Calcergie mit dieser histotopochemischen Methode
nicht erzielt werden.
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Der Einfluss von Nebenschilddriisenhormon und Vita-
min D auf Calciumablagerungsvorginge in Gewebekul-
turen ist mehrfach im Schrifttum diskutiert worden.
Wihrend diese Substanzen fiir manche Autoren beim
Calcifizierungsvorgang in vitro als férdernde Faktoren

gelten (CroxaTTO?, V. BRAND et al.?, und andere), sind

sie von anderen, die ihre Wirkung auf Kulturen priiften,
nicht im Zusammenhang mit Calciumablagerungsprozes-
sen erwdhnt (NORDMANN et al.8, BorLE et al.?, und
andere). Andererseits wurden auch morphologische Ver-
dnderungen der Thyreoidea von der Calciumkonzentra-
tion des Ndhrmediums abhéngig gemacht. Raisz® demon-
strierte, dass die Grésse der Nebenschilddriisenzellen, ihr
Teilungsthythmus und die Kern-Plasmarelation eine
Funktion der Calciummenge darstellen.

Die Ergebnisse der von uns vorgenommenen Unter-
suchungen lassen nicht auf eine calcifizierende Wirkung
von Parathorm® und Vitamin D,; im Zellmaterial
schliessen.

Vor kurzem wurde gezeigt, dass in HeLa-Zellkulturen
eine Calciumablagerung durch hohere Eisengaben indu-
ziert werden kann (MATHAS und MULLER?). Calciumnieder-
schldge folgten auf eine Ferrifikation des Zellmaterials
und konnten erst nach Fe-Exposition, die eine Subkulti-
vation nicht mehr ermoglichte, erzielt werden. Dabei
schienen gewisse Gemeinsamkeiten mit den Vitalbeizen
der Calciphylaxie zu bestehen. Sollte nun eine Calcium-
ablagerung im Sinne der calciphylaktischen Reaktion bei
unseren experimentellen Bedingungen erfolgen, miisste
die als Beizstoff in Frage kommende Eisenmenge in den
Bereichen liegen, die von sich aus eine Ablagerung von
Calcium nicht auslosen kénnen. Dass sich solche Befunde
nicht erheben liessen, konnte neben den verschiedenen
Lebensbedingungen der Zellen in vivo von denen in vitro
auf andere spezifisch biochemische Vorginge, die sich sy-
stemisch und lokal in den calciphylaktischen Lasionsge-
bieten abspielen und offenbar auch eine Fernsteuerung
(zum Beispiel durch die Hypophyse) erfahren, zuriickzu-
fithren sein. Ahnliche dtiologische Faktoren diirften fiir
den negativen Ausfall des histotopochemischen Calcium-
nachweises nach Applikation von KMnO, — von SELVE?
geradezu als Prototyp eines Calcergens in vivo angege-
ben — verantwortlich gemacht werden.

Summary. An attempt was made to induce calci-
phylaxis and direct calcifying reaction according to
SeELYE? in HeLa cell cultures. With our experimental
conditions, we obtained neither a calciphylaxis nor a
direct calcifying reaction. We suppose that in vivo other
mechanisms of metabolism (e.g. transmission of hormonal
or nervous impulses) play an important role.
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