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Enzymatic Test for the Detection of a Riboflavin Deficiency. NADPH-Dependent Glutathione Re-
ductase of Red Blood Cells and its Activation by FAD in vitro?!

Up to now, no enzymatic test has been available for the
detection of a riboflavin deficiency? Blood riboflavin
levels and urinary excretion data are used to evaluate the
riboflavin nutritional status in animals and humans. An
enzymatic assay comparable with that applied in measur-
ing the thiamine or pyridoxine status (transketolase?® or
glutamic-oxalacetic transaminase? activities of erythro-
cytes, respectively) has been tried in our laboratory and
showed promising results.

NADPH-dependent glutathione reductase of red blood
cells appears to be a flavoenzyme. FAD is capable of
stimulating the enzyme activity of red blood cells of rats®
and humans®, Lately, IcEN? demonstrated that the puri-
fied enzyme from human red blood cells contains a flavin
which behaves like FAD:

We found that, in riboflavin-deficient rats, the NADPH-
dependent glutathione reductase activity of hemolyzed
red blood cells when FAD is added is activated to a
significantly larger extent than in animals fed riboflavin.
Using an optical test, which is based on the method of
Racker®, we observed that the glutathione reductase
from rats fed a riboflavin supplemented diet was activated
by about 70%, on the average after addition of FAD to
the assay system, while the enzyme activity from animals
fed a riboflavin deficient diet was increased by 200-3009%,.

In humans, the NADPH-dependent glutathione reduc-
tase in red blood cells is more active than in rats and the
extent of activation by FAD is less pronounced. In
healthy blood donors, for instance, the activity of the
enzyme is only slightly influenced by the addition of
FAD, leading to an inhibition or activation of about
0-10%,. This is in agreement with the observation of
IcEn7, who found an activation of about 99, of the
purified native glutathione reductase when adding FAD.
In patients with clinical symptoms of riboflavin deficiency
(stomatitis etc.) we observed an activation of the gluta-
thione reductase of up to 209, and more. Further work
is in progress?.

Fische mit abweichender Normallage

Bei einigen Fischarten bildet die Langsachse bei Normal-
lage einen Winkel mit der Horizontalen. Unter Normallage
verstehen wir die Gleichgewichtshaltung, bei der keine
Lagekorrektur erfolgt. Wir nennen Arten, die in Normal-
lage mit dem Kopi schrig nach oben zeigen (Thayeria,
Hemiodus, Peocilobrycon), Schrigsteher. Arten, die in
Normallage mit dem Kopf schrig oder senkrecht nach
unten weisen (Abramites, Chilodus, Monocirrhus, Aeolis-
cus), bezeichnen wir als Kopfsteher. Arten, die in Normal-
lage 180° bauchoben schwimmen (Synodontis nigriventris),
heissen Riickenschwimmer. Die systematische Stellung
der besprochenen Arten geht aus Tabelle 3 hervor.

Thayeria und Hemiodus! weisen immer 25° nach oben.
Poecilobrycon schwimmt am Tag im Hellen 45-75° kopi-
oben, nachts im Dunkeln viel weniger schrig. Die Neigung
f4llt mit zunehmender Korperldnge. Auch die Kopisteher
Abramites und Chilodus verringern ihre Schriglage mit
steigender Korperldnge. Jungtiere schwimmen fast senk-
recht kopfunten, adulte Fische nehmen dauernd eine
Normallage von 45° ein. Monociryhus treibt normalerweise

Zusammenfassung, Die NADPH-spezifische Glutathion-
reduktaseaktivitdt hdmolysierter Erythrozyten erscheint
brauchbar als Parameter zur Erfassung von Riboflavin-
mangelzustinden. Die Enzymaktivitat wird in vitro durch
cinen Zusatz von FAD bei Riboflavinmangelratten we-
sentlich stdrker erhoht als bei Kontrollratten. Unter-
suchungen mit menschlichen Erythrozyten deuten darauf
hin, dass auch hier die Aktivierbarkeit des Enzyms
durch FAD vom Riboflavinstatus abhingt.
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The following abbreviations are used: NADPH, reduced form of
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (triphosphopyridine
nucleotide) ; FAD, flavin adenine dinucleotide.
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etwa 45° kopfunten und legt sich bei Beunruhigung auf
die Seite, mit horizontaler Langs- und Dorsoventralachse.
Aeoliscus schwimmt in Normallage vertikal kopfunten.
Die meisten Synodontis-Arten schwimmen nur in Riicken-
lage, wenn sie Kontakt mit der Wasseroberfldche haben.
S. migrivemivis n.a. schwimmen auch im Freiwasser in
Rickenlage. Die Drehung in Riickenlage geschieht um die
Lings- oder um die Querachse. Die Synodontis-Arten kon-
nen in Ruhe vertikal, kopfoben oder -unten schweben.
Anostomus und Leporinus werden falschlich als Kopi-
steher bezeichnet?-%, denn sie schwimmen nur ausnahms-
weise kopfunten. Sie kénnen beim Fressen jede Lage ein-
nehmen, ruhen aber stets in Horizontallage. Leporinus
neigt sich senkrecht nach oben, wenn er die Unterseite von
Blittern abweidet. 4nostomus dreht sich um 135-180° in
Riickenlage, wenn er mit seinem oberstindigen Maul Nah-
rung vom Beden aufnimmt. Die Drehung in Riickenlage
erfolgt um die Lings- oder um die Querachse. Nach dem
Fressen dreht sich A nostomus sofort wieder in die horizon-
tale Normallage.



15.11. 1968

Tabelle I. Die Neigung der Utriculus-Statolithen bei Fischen
(Characiformes) mit abweichender Normallage
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Tabelle II. Die Neigung der Lingsachse von Kopfstehern (Characi-
formes) gegen die Horizontale bei Normallage und in Narkose

Art Linge Neigung der
des Utriculus-Statolithen
Fisches gegen die Fisch-
in mm lingsachse in Grad
Schrigsteher:
Hemiodus 35 12
semitaeniatus 35 16
Thayeria ? 26*
obligua 35 26
Poecilobrycon 5 3is
eques 22 24
26 18
26 17
26 13
28 17
29 21
30 17#
36 15
45 9
52 7
50-60 14»
Kopfsteher:
Chilodus ? 5-10»
punclatus 39 12
44 17
45 12
Abramites microcephalus 60 G

= Daten nach °,

Der Utriculus-Otolith (Lapillus) erméglicht die Gleich-
gewichtsorientierung der Fische”$. Bei Gymunocorymbus
liegt er bei Normallage horizontal im Fisch und im Raum?,
im Gegensatz zu Fischen mit abweichender Normallage
(Tabelle I). Bei Thayeria und Hemiodus liegt er bei
Normallage waagrecht im Raum. Poecilobrycon bringt ihn
nachts in Horizontallage?. Bei Chilodus und Abramites ist
er bei Normallage der Tiere 50-70° gegen die Horizontale
geneigt, was eine Beteiligung anderer Otolithen an der
Gleichgewichtsorientierung dieser Kopfsteher vermuten
lasst.

Uber die mechanischen Ursachen des Kopfstehens von
Chilodus und Abramites gaben mit MS 222 narkotisierte
Individuen Aufschluss. Sie drehen sich 180° um ihre
Quecrachse (Tabelle IT) und schwimmen kopf- und bauch-
oben. Bei den betdubten Fischen liegt das Auftriebszen-
trum senkrecht iiber dem Schwerpunkt. In Normallage
schwimmen kleine und grosse Exemplare so, dass ihr
Schwerpunkt senkrecht {iber dem Auftriebszentrum liegt,
Um diese Lage einzuhalten, braucht das Tier die geringste
Kraft, abgesehen von der um 180° gedrehten, passiven
Lage bauch- und kopfoben. Die mechanische Drehtendenz,
gegen die ein Fisch ankdmpfen muss, ist gleich Null, wenn
sein Schwerpunkt senkrecht {iber dem Auftriebszentrum
liegt. Sie steigt mit dem Sinus des Winkels, den die Linie
Schwerpunkt—Auftriebszentrum mit der Vertikalen bildet,
und erreicht bei 90 und 180° je ein Maximum. Adulte
Abramites und Chilodus wiirden in diesen Fillen 45°
kopfoben-bauchunten bzw. 45° kopfunten-bauchoben
schwimmen. Beide Lagen habe ich nie beobachtet. Die
schrige Normallage der Kopisteher dbramites und Chilo-
dus und die Abnahme ihrer Neigung mit steigender Kérper-
lange finden ihre Erklarung in der Position von Auftriebs-
zentrum und Schwerpunkt und der mit dem Wachstum
einhergehenden Verdnderung der Beziehung beider Punkte
zueinander. Schliesslich sei erwdhnt, dass Abramifes und

Art Lidnge des Neigung des Fisches gegen
Fisches die Horizontale in Grad
in mm bei Normallage in Narkose
C. punctatus 35 60 240
38 55 235
60 45 225
A. microcephalus 60 45 225

Tabelle I11. Systematische Stellung der besprochencn Fische

Ordnung Unterordnung  Familie Gattung
Ostariophysi Characoidei Characidae Gymnocorymbus
Thayeria
Lebiasinidae Poecilobrycon
Anostomidae Abramites
Anostomus
Leporinus
Hemiodontidae Hemiodus
Chilodontidae  Chilodus
Siluroidei Mochokidae Synodontis
Perciformes Percoidei Nandidae Monocirrhus
Gasterostei- Aulostomoidei  Centriscidae Aeoliscus
formes

Chilodus, wie auch Hemiodus und Thayeria, verschiedenen
Familien der Characoidei angehéren (Tabelle III). Es
handelt sich bei ihrer abweichenden Normallage also je-
weils um eine Konvergenz1!.

Summary, Fish which normally swim with their long
axes obliquely to the horizontal were observed alive in
aquaria. The angle of inclination of the lapilli was measured
in several species of slope-oriented fish (Table I). The
mechanical equilibrium was studied in the headstanders
Chilodus and dbrawmites (Table II).
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