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(3ber die W i r k u n g  y o n  7 , 1 2 - D i m e t h y l b e n z ( a ) - a n t h r a z e n  auf  die S y n t h e s e  der L a c t a t d e h y d r o g e n a s e -  
I s o e n z y m e  in m e n s c h l i c h e n  F i b r o b l a s t e n  

U m  eine Aussage darfiber machen  zu k6nnen, ob dem 
~multistage~)-Prozess der  Kanzerogenese auch bei der 
Induk t ion  des Krebses durch ein bes t immtes  Agens eine 
Vielfal t  yon  StoffwechselAnderungen entspricht ,  haben  
wir einige Regula t ionssys teme der Zelle n~her untersucht .  
Zun~chst  wurde  an menschl ichen Fibroblas ten  in Ge- 
webekul tu r  der Einfluss der kanzerogenen Substanz 
7, 12-Dimethylbenz(a)anthrazen (DMBA) auf  die Lactade-  
hydrogenase (LDH)- I soenzyme geprfift. Die Akt iv i tAt  die- 
ses E n z y m s  wird im Blu t  famil iar  tumorbe las te te r  Fami-  
lien of t  e rh6ht  gefunden 1 und auch die Ver te i lung der 
I soenzyme zeigt  deut l iche Abweichungen yon der N o r m  3. 
Ausserdem wird die LDH-I soenzymak t iv i tA t  pri~operativ 
fiir die Beur te i lung  der B6sar t igkei t  eines Tumors  heran-  
gezogen 3. 

Material und Methode. Als Zel lmater ia l  d ienten  mensch- 
liche Fibroblas ten,  die als ~monolayer~) in Kul tur f laschen 
aus G 20-Gias ku l t iv ie r t  wurden.  Die Tempera tu r  be t rug  
37~ die Adap ta t ionsdauer  7 2 h  in der N~hrl6sung 
(Parker  M 199 + 10% , h u m a n  cord serums>), die Inku-  
ba t ionsdauer  24 h, wobei  aber  fiir die Versuche anstelle 
der  serumhal t igen  N/ihrl6sung eine Salzl6sung verwende t  
wurde (0,9% NaC1, 0,02% KC1, 0,02% CaC12). I m  Haup t -  
versuch gelangten 60 Flaschen m i t  je  3,25 Mill. Zellen 
in 10 ml  Salzl6sung und einer Konzen t ra t ion  yon 0,1 ~g/ml 
D M B A  zum Einsa tz  (30 Flaschen Kontrolle,  30 Flaschen 
mi t  DMBA).  Als mark ie r te  Aminos~ure  zur Bes t immung  
tier E inbau ra t e  in die Pro te ine  wurde ein Chlorella- 
P ro te in -Hydro lysa t  der F i r m a ,  The  Radiochemica l  Centre, 
A m e r s h a m ,  verwendet ,  das du tch  Ionenaus tausch  und 
Pap ie rchromatograph ie  gereinigt  und kristal l isiert  wor- 
den war, und eine spezifische Akt iv i t / i t  yon 54 m C / m A t o m  
C aufwies. Der  Aminos/ iurepuls  erfolgte 20 h nachdem die 
Kul tu ren  auf Salzl6sung umgese tz t  waren bzw. nach Zu- 
gabe yon  DMBA.  Die Dauer  des Pulses war  20 min ;  pro 
Flasche wurden  5 ~zC Aminos~uregemisch zugesetzt.  Nach  
Beendigung des Versuches wurden  die Zellen mechanisch 
von  den Flaschenb6den gel6st. Anschliessend wurden  die 
Zellen mi t  gleichem Volumen O,028-m-Tris-HC1-Puffer 
verse tz t  (pH 7,5) und in e inem P o t t e r - E l v e h j e m - H o m o -  
genisator  un te r  Eiski ih lung 5 min  homogenisiert .  Nach  
dem Ul t razent r i fugieren  (1 h bei  100000 • g) wurden  
yon  dem ~Yberstand je  5 ~zl auf ein Po lyacry lamidr6hrchen  
zur Elekt rophorese  nach  ORNSTEIN 4 gebracht .  Die An- 
f/ irbung der L D H - I s o e n z y m b a n d e  geschah mit te ls  Ni t ro-  
b luete t razol ium,  wobei  N-methy lphenazon iummethosu l -  
fa t  Ms E lek t ronenakzep to r  diente, N A D  als K o e n z y m  
und das Na-Salz  der Milehs~ture als Subs t ra t  zugesetzt  
wurde. Von je e inem Gel der Kontrol le  und der Versuchs- 
gruppe wurden  die L D H - I s o e n z y m b a n d e  mi t  e inem schar- 
fen Skalpell  herausgeschni t ten,  je eine Bande  mi t  30% 
H202 versetzt ,  wobei  das Gel farblos wurde. Anschliessend 
wurde mi t  dem Szint i l la torgemisch (4 g/1 PPO,  0,1 g/1 
P O P O P  und 10 ml/1 H y a m i n  in Toluol) verse tz t  und in 
e inem Packard  Tricarb-Flf issigkei tsszint i l lat ionsspektro-  
mete r  die ~C-Akt iv i t~ t  gemessen. 

Fi i r  die Enzymakt iv i t / i t smessung  wurde das ungef/irbte 
Gelr6hrchen in eine t emper ie r te  Ki ive t t enha l t e rung  gege- 
ben, die mi t  e inem Lauda -Ul t r a the rmos t a t en  ve rbunden  
war, mi t  den oben angefi ihr ten Subs t ra tgemischen inku- 
bier t  und auf e inem Joice-L6bl-Chromoscan-Deusi to-  
mete r  in e inem zeit l ichen Abs tand  yon je 2 min  der  
Akt iv i t~ tsans t ieg  aufgezeichnet .  

Ergebnisse und Diskussion. Die Auswer tung der L D H -  
I soenzyme mi t te ls  der Acrylamidgelelektrophorese ,  Den- 

s i tometr ie  und 3/Iessung der Rad ioak t iv i t~ t  sind in den 
Figuren  und in der  Tabel le  dargelegt .  

Gegeniiber der  Kontrol le  l and  sich in den fiir 20 h m i t  
D M B A  behande l ten  F ibroblas ten  eine Verminderung  der  
E n z y m a k t i v i t ~ t  in der am wei tes ten  gewander ten  Frak-  
tion, w/ihrend in den beiden anderen  dargestel l ten Frak-  
t ionen keine sicheren Akt iv i t / i t sunterschiede  nachweisbar  
waren. Man h a t  allerdings den Eindruck,  dass auch in 
der ersten F rak t ion  ein geringes Absinken der im Chrom- 
scan regis t r ier ten H6he zu beoback ten  ist. Obwohl bei  
der Messung der 1Radioaktivit/~t in den I soenzymbanden  
auch andere  Pro te insynthesen  mi tgemessen  werden, zeig- 
t en  die Radioak t iv i t~ t swer te  doch den gleichen Trend 
wie die Enzymakt iv i t~ t swer te ,  n~mlich die st~rkste Akt i -  
v i t / i t sverminderung  in der dr i t ten  Frakt ion,  eine etwas 
geringere in der ersten und keine signifikante Ver~nderung 
in der mi t t leren.  

In  der uns zug~nglichen L i t e ra tu r  f inden sich wohl eine 
Reihe yon Arbei ten  mi t  dem Kanzerogen  D M B A  in seiner 
Wirkung  auf Gewebekul turen  s-7, nicht  aber  solche in 
Zusammenhang  m i t  I soenzymbes t immungen .  Von HIAIS 
wurde nachgewiesen,  dass D M B A  an Nukleins~uren ge- 
bunden  wird.  Seine Unte r suchungen  zeigten, dass kon- 
s tan t  0 , 6 M  D M B A  je M D N S  (=  20000 Nukleotide)  ein- 
gebaut  werden. Es  war  n ich t  m6glich, durch Erh6hung  
der  Konzen t ra t ion  eine gr6ssere E inbau ra t e  yon DMBA 
zu erzielen. Dies spricht  dafiir, dass der E inbau  an einer 
spezifischen Stelle eines Gens s ta t t f indet .  Dabei  s teht  
noch nicht  lest, ob das DMBA-Moleki i l  selbst fiir die 
Wirkung  veran twor t l i ch  ist, oder  ob dies ein metabolisier-  
tes D M B A - D e r i v a t  ist. Solche P roduk te  sind meist  phe- 

RadioaktivitAt der Proteine innerhalb der LDH-Isoenzymbande 
aus der Gelelektrophorese (Proteinsynthese, Mittelwerte aus drei 
Versuchen). 

Fraktion-Nr. Radioaktivit~it in % der LDH- 
in Impulsen/min Gesamt- 

radioaktivit~it 

a) Kontrolle 
1 1832t=21 34 
2 128-4-17 23 
3 231=~24 43 

b) DMBA-behandelt 
1 584-12 26 
2 103:~14 45 
3 67-t-14 29 
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Fig. 1. LDH-Isoenzyme aus menschlichen Fibroblasten (Kontrolle). 
Aerylamidgelelektrophorese Densitometrie 

Fig. 2. LDH-Isoenzyme aus menschlichen Fibroblasten (DMBA- 
behandelt, 0,1 ~xg/ml). 
Acrylamidgelelektrophorese Densitometrie 

nol ischer  oder  chinoider  Na tu r ;  in ihrer  Wi rkung  sind sie 
jedoch meis t  geringer  als ihr Ausgangsprodukt% 

In  unseren  Versuchen  wurde  das L D H - I s o e n z y m -  
mus te r  durch  DMBA nich t  ver~nder t ,  doch  t r a t e n  E n z y m -  
ak t iv i t~ t sve rminde rungen  in den einzelnen Banden  unter -  
schiedlich auf. Paral lel  dazu war  auch die P ro te insyn these  
innerha lb  der  L D H - I s o e n z y m b a n d e  ve rminder t .  Ob eine 
spezifische 1Regulationsst6rung durch  kanzerogene Sub- 
s tanzen  auf t r i t t ,  soll in wei teren  U n t e r s u c h u n g e n  an 
anderen  E n z y m s y s t e m e n  geprfif t  werden  a~ 

Summary. The effect  of 7, 12-Dimethylbenz(a)an thra -  
cene (DMBA) on the  ac t iv i ty  of lac ta te  dehydrogenase  
{LDH)-isoenzymes was  s tud ied  in h u m a n  f ibroblas t  
cultures.  3 i soenzyme componen t s  were separa ted  by  
discelectrophoresis .  A clear reduct ion  in the  enzyme-  
ac t iv i ty  of the  first  and  th i rd  c o m p o n e n t  was observed,  
while the  o ther  f rac t ion  was l i t t le or not  affected.  The 

incorpora t ion  of rad ioac t ive  amino  acids in pro te ins  of 
the  L D H - i s o e n z y m e  bands  shows the  same t rend .  
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I n f l u e n c e  of  D i u r e t i c s  o n  R e n a l  C a l c i u m  E x c r e t i o n  

Since under  condi t ions  of osmot ic  diuresis renal  Ca 
clearance is a funct ion  of Na  clearance (WALSER1), it  m a y  
be expec ted  t h a t  diuret ics  also influence calcium excre- 
tion. A n u m b e r  of publ ica t ions  show evidence of changes  
in Ca excre t ion  af ter  admin i s t r a t ion  of various diuret ics 
(LAMBERG and  KUHLBACK ~", SCHIRMEISTER and WILL- 
MANN 3, HKNzE and SEYBERTH 4, DUARTES). Diuret ics  
m a y  affect  Ca excre t ion  by  act ing on Na excre t ion  or by  
affect ing di rec t ly  the  tubu la r  Ca t ranspor t .  In  our paper  
we are t ry ing  to answer  the  ques t ion to w h a t  ex t en t  the  
e levated Ca excret ion found af ter  a single dose of various 
diuret ics  is condi t ioned  by  the i r  na t r iure t ic  effect.  

The inves t iga t ions  were made  in 50 h e a l t h y  subjects  
under  the  condi t ions  of ma in ta ined  wa te r  diuresis. The 
init ial  wa te r  load was 20 ml/kg body  weight .  The urine 
was collected by  spon taneous  mic tur i t ion  af ter  10 15 rain 
intervals.  Af ter  s tabi l iza t ion of the  diuresis dur ing the  

control  period,  the  diuret ic  was adminis te red .  The fol, 
lowing diuret ics  were t es ted :  ace tazolamide  (i.v. 250 rag), 
aminophyl l ine  (i.v. 0.24 g or oral ly 0.3 g), e thacryn ic  
acid (i.v. 1-10 mg), furosemide (i.v. 1-20 mg) and  chloro- 
th iaz ide  (i.v. 250 rag). 

In  addi t ion,  in ano the r  group of 10 hea l thy  subjects ,  
tile Ca and  Na excre t ion  was  inves t iga ted  after  a single 
wa te r  load and af ter  infusion of a 10% manni to l  solution. 
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