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Enzymhistochemische Untersuchungen der Calcitonineinwirkung auf das Corpus pineale bei der 
Ratte 

Nach P inea lek tomie  wurden  eine erh6hte  Nebenschi ld-  
dri isent/ i t igkei t  ~, ein m~issiger Blu tca lc iumans t ieg  ~, eine 
Aktivit~itssteigerung der C-Zellen 2 sowie ihre Differenzie- 
rung in dunkle  und  helle Zellen beobach t e t  a. Diese Be- 
funde beweisen,  dass zwischen der Zirbeldriise und der 
Calc ium-Hom6ostase  gesicherte  indi rekte  Beziehungen 
bes tehen  ~. In  der Absicht ,  e inen wei teren  A n h a l t s p u n k t  
fiir diese zu gewinnen,  haben  wir die Aktivit~iten einiger 
E n z y m e  der  Zirbeldriise nach  Calc i toninverabre ichung 
untersueht .  

Material und Methoden. Drei Gruppen  yon je 5 m~tnnli- 
chen W i s t a r - R a t t e n  yon  250 g K6rpergewich t  bei Ver- 
suchsbeginn wurden  8 Wochen  lang t/iglich 300 MRC 
Mikroeinhei ten  Calci tonin subku t an  injiziert .  Als Kon-  
trolle d ien ten  ebenfalls  3 Gruppen  yon  je 5 unbehande l t en  
R a t t e n  gleichen Alters  und  Geschlechtes.  Nach  2, 4 und  
8 Wochen  wurden  die Zirbeldri isen je einer Versuchs-  und 
Kont ro l l t i e rg rnppe  in ~_thernarkose um 9 Uhr  en tnom-  
men  und sofort  in mi t  CO 2 geki ihl tem I sopen t an  ein- 
gefroren. Die Schni t td icke  wurde  im K r y o s t a t e n  auf 14 
~m eingestell t .  Folgende  enzymhis tochemische  Reakt io-  
nen wurden  durehgef i ihr t  : G lucose -6-Phospha t -Dehydro-  
genaseS, L a c t a t - D e h y d r o g e n a s e 5  I soc i t ra t -Dehydroge-  

Nach 2- und 4 w6chiger Calc i toninzufuhr  fiillt die Reak-  
t ion jedoch etwas schw/icher aus. Nach  8 W o ch en  ist' die 
Akt ivi t / i t  dieses E n z y m s  wieder  gleich wie bei  den 
Kontro l l t ie ren .  

Im  Vergleich mi t  der  Mala t -Dehydrogenase  ist  die 
Succ ina t -Dehydrogenase  in der  Zirbeldriise ein schwach  
akt ives  E n zy m.  Die Cy toch rom-Oxydase -Ak t iv i t~ t  ist 
noch niedriger.  Fiir  beide E n z y m e  werden  keine Ab- 
weichungen nach  Calc i ton inverabre ichung festgestel l t ,  
und das gleiche gilt  fiir die in den Kapillarw~inden akt ive  
alkalische Phospha tase .  

Diskussion. Aus den vor l iegenden enzymhis tochemi -  
schen Befunden  geht  hervor,  dass  es nach  2- und  beson-  
ders 4 wOchiger Calc i ton inverabre ichung in den Zellen 
der  Zirbeldriise zu einer A b n a h m e  der Ene rg i ep roduk t ion  
und  d a m i t  zu einer Aktivit~itseinschr~inkung k o mmt .  

Nach  U n t e r s u ch u n g en  yon BELL s v e r m i n d e r t  Calci- 
ton in  in vi t ro  den Glucoseverbrauch sowie die Lac ta t -  
p rodukt ion .  Diese Beeinf lussung einer Stufe des Glucose- 
me tabo l i smus  vor  dem Zi t ronensgurezyklus  f i ihrt  in der  
Knochenku l tu r  zu e inem Abs inken  des Ci t ra tgehal tes  ~~ 
Unsere  Untersuchungsergebnisse ,  besonders  die abge- 
schw~ichte Aktivit~it der  Lac ta t -  und  I soc i t r a t -Dehydro-  

AktivitSt der untersuchten Enzyme im Corpus pineale naeh 2-, 4- und 8w6chiger Calcitoninverabreichung 

Enzyme 2 Woehen 4 Wochen 8 Wochen 

Kontrolle Caleitonin Kontrolle Calcitonin Kontrolle Calcitonin 

Glucose-6-phosphat-dehydrogenase = > -- 

Lactat-dehydrogenase 2> > = 

Isoeitrat-dehydrogenase > 2> > 

Succinct -dehydrogenase -- -- = 

Malat-dehydrogenase 2> 2> = 

Cytochrom-oxydase -- = -- 

Alkalische Phosphatase = -- = 

nase 5, Succ ina t -Dehydrogenase  6, Malat-Dehydrogenase 5, 
Cytochrom-Oxydase 7 und alkalische Phosphatase s. 

Be/unde. Die Aktivit~it der Glucose-6-Phosphat-De- 
hydrogenase ist in der Zirbeldrtise mgssig stark. Sie bleibt 
nach 2- und 8 w6chiger Calcitoninverabreichung bei 
Kontroll- und Versuchstieren gleich, wXhrend es nach 
4 w6chiger Calcitoninapplikation zu einer AktivitXts- 
verminderung bei den Versuchstieren kommt (Tabelle). 

]Die st~irkste Aktivit~it aller untersuchten Enzyme zeigt 
die Lactat-I)ehydrogenase. In der ersten I-I~ifte der 
Calcitoninbehandlung (2. und 4. Woche) ist sie bei den 
Kontrollen gr6sser. Nach 8 Wochen hat sich die Differenz 
in der Aktivit~it dieser Dehydrogenase zwischen Ver- 
suchs- und Kontrolltieren ausgeglichen. 

Die Aktivit~it der Isocitrat-Dehydrogenase - ein in der 
Zirbeldriise m~issig aktives Enzym - ist w~hrend der 
ganzen Dauer der Calcitoninverabreichung h6her als bei 
den Kontrolltieren. 

Die Mala t -Dehydrogenase  ist im Corpus pineale  von 
behande l t en  und unbehande l t en  R a t t e n  s ta rk  posit iv.  

genase nach  der Calc i toninverabre ichung,  sprechen zu- 
guns ten  der Arbe i t shypothese ,  dass  auch  in der  Zirbel- 
driise ein / ihnlicher Wi rkungsmechan i smus  vorl iegen 
k6nnte.  
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Infolge e iner  A k t i v i e r u n g  der  Nebensch i lddr f i sen  d u r c h  
d~e expe r imen te l l e  C a l c i t o n i n z u f u h r n ,  ~2 dt i r f te  auch  das  
P a r a f h o r m o n  bei  der  A k t i v i t / i t s v e r m i n d e r u n g  der  Iso- 
c i t r a t - D e h y d r o g e n a s e  ~3 in den  P inea lze l len  eine l~olle 
spielel~. S c m i t  schl iessen w i t  aus  unse ren  Befunden ,  dass  
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das  Calc i tonin  14 n i c h t  n u r  d i rekt ,  sonde rn  auch  i nd i r ek t  
eine h e m m e n d e  W i r k u n g  auf  die Zirbeldr i ise  ha t .  

Rdsumd. Apr6s in ject ion,  p e n d a n t  2, 4 et  8 semaines ,  de 
300 MRC microun i t6s  de Calc i tonine  porc ine  ~ des r a t s  
W i s t a r  males  de 250 g, on  a consta t6 ,  p a r  des m6 thodes  
h i s toenzymolog iques ,  une  d i m i n u t i o n  de l ' ac t iv i t6  des 
g landes  pin6ales.  

R. KRSTId u n d  E. TARSOLu 

Histologisch-Embryologisches Insti tut  der Universitiit, 
Rue du Bugnon 9, CH-7077 Lausanne (Schweiz), 
24. Apr i l  7972. 

The Electrophoretic Mobility of Somatic  Cell Hybrids 

Al t e r a t i ons  of t he  cell surface electr ic  cha rge  a r iz ing  
f rom the  r e m o v a l  or a d d i t i o n  of ionogenic  groups  can  be 
de t ec t ed  in a qu i t e  s a t i s f ac to ry  m a n n e r  b y  u t i l iz ing  t he  
t e c h n i q u e  of cell e lec t rophores is .  Changes  of th i s  n a t u r e  
are usua l ly  expressed  as changes  in t h e  cell e l ec t rophore t i c  
m o b i l i t y  and  surface  cha rge  dens i ty .  Since t he  e lectro-  
pho re t i c  m o b i l i t y  and  surface  cha rge  d e n s i t y  ref lect  ne t  
changes  a t  t he  surface  ( the q u a n t i t y  a n d  q u a l i t y  of w h i c h  
m a y  be  con t ro l l ed  b y  t he  cell genome),  i t  was  of i n t e r e s t  to  
explore  t he  surfaces  of in te rspec i f ic  soma t i c  cell h y b r i d s  
a n d  t h e i r  p a r e n t a l  lines. I t  shou ld  be  n o t e d  t h a t  h y b r i d s  
are p a r t i c u l a r l y  su i t ab l e  for these  t y p e  of s tud ies  s ince 1. 
b o t h  p a r e n t a l  sets  of c h r o m o s o m e s  are  f u n c t i o n a l  in  t he  
hybr id ,  and  t he  hybr id ,  therefore ,  exh ib i t s  t h e  h e r e d i t a r y  
cha rac te r i s t i c s  of b o t h  p a r e n t  cells, a n d  2. t h e  h y b r i d s  lose 
some of t h e i r  ch romosomes ,  w h i c h  p e r m i t s  a s s i g n m e n t  of 
s ingle  gene -p roduc t s  to  specific ch romosomes .  

The  a im  of t he  p r e sen t  s t u d y  was to  c o m p a r e  t he  electro-  
k ine t i c  b e h a v i o r  of h y b r i d s  b e t w e e n  h u m a n  dip lo id  sk in  
f i b rob l a s t s  and  aneup lo id  mouse,  or h a m s t e r  cells, w i t h  
t he  e lec t rok ine t ic  b e h a v i o r  of t h e i r  p a r e n t a l  lines. Since 
c h r o m o s o m a l  s tud ies  h a v e  revea led  t h a t  m o s t  of t he  hu-  
m a n  c h r o m o s o m e s  in these  h y b r i d s  h a v e  been  lost, i t  was  
of i n t e r e s t  to  d e t e r m i n e  w h e t h e r  a n  in te rspec i f ic  h y b r i d  
ca r ry ing  on ly  a few h u m a n  c h r o m o s o m e s  would  e x h i b i t  
a l t e red  e lec t rok ine t i c  behav io r .  

Materials and reef, hods. The  e lec t rok ine t i c  b e h a v i o r  of 
h y b r i d s  b e t w e e n  h u m a n  diploid  sk in  f ib rob las t s  ( s t ra ins :  
Ms58, Ms63, a n d  Ms64) a n d  aneup lo id  mouse  (cell l ine  A9),  
or S y r i a n  h a m s t e r  (cell l ine T G  2, k i n d l y  p r o v i d e d  b y  Dr.  
LITTLEFIELD) cells (Table),  was  c o m p a r e d  w i t h  t h e  elec- 
t r o k i n e t i c  b e h a v i o r  of e i t he r  of t h e i r  pa ren t s .  The . ce l l s  
were h y b r i d i z e d  b y  Drs.  M. SINISCALCO a n d  K. H. GRZZ- 
SCHIK u t i l i z ing  i n a c t i v a t e d  Senda l  virus .  The  h y b r i d s  were 
selected in m e d i u m  c o n t a i n i n g  h y p o x a n t h i n e ,  a rn inop te r in ,  
t h y m i d i n e ,  and  glycine  (HAT)1 a n d  m a i n t a i n e d  in t he  
same m e d i u m  for 3-7  m o n t h s  p o s t - h y b r i d i z a t i o n .  The  
p a r e n t a l  cell l ines were g rown  in m i n i m a l  essent ia l  me-  
d ium.  Cells were p r e p a r e d  for k a r y o t i p i n g  accord ing  to  
c o n v e n t i o n a l  me thods .  

P r io r  to  e lec t rophores is ,  con f luen t  cell cu l tu res  were 
r ap id ly  w a s h e d  in Ca- a n d  Mg-free MEM, a n d  t r yps i n i zed  
for 60-90 sec in 0 .25% t r y p s i n  a t  37~ T he  cells were pre-  
pa red  for e l ec t rophore t i c  m o b i l i t y  m e a s u r e m e n t s  b y  
wash ing  and  r e s u s p e n d i n g  in E a r l e ' s  b a l a n c e d  sa l t  solu- 
t i on  (ionic s t r e n g t h  0.160) a t  p H  7.2. T he  cell e lec t ropho-  
re t ie  m o b i l i t y  was  m e a s u r e d  a t  37~ ill a cy l indr i ca l  t u b e  
a p p a r a t u s  2. The  cells were t i m e d  across a d i s t ance  of 
13.3 izm in  a 3.22 V / c m  field g r a d i e n t  w h e n  1.95 m A  of 

c u r r e n t  was flowing. The  re l i ab i l i ty  of t he  i n s t r u m e n t  was  
a sce r t a ined  b y  ca l i b r a t i ng  aga ins t  t he  c o n s t a n t  e lectro-  
pho re t i c  m o b i l i t y  va lues  for h u m a n  red b lood ceils re- 
p o r t e d  in t he  l i t e ra ture3 .  

Results. The  resul t s  f rom the  e l ec t rophore t i c  m o b i l i t y  
m e a s u r e m e n t s  (Table) h a v e  i nd i ca t ed  t h a t  t he  electro-  
k ine t i c  p rope r t i e s  of our  h y b r i d s  were s imi la r  ( P  > 0.02), 
or iden t i ca l  ( P  < ,  > 0.05) to  t h e  e lec t rok ine t i c  p roper t i e s  
of t h e i r  mouse  or h a m s t e r  p a r e n t a l  line. I n  all  ins tances ,  
however ,  t he  e l ec t rophore t i c  m o b i l i t y  va lues  for t h e  hy-  
br id  cells were s ign i f i can t ly  d i f fe ren t  ( P  < 0.01, or 0.001) 
f rom the  va lues  d e t e r m i n e d  for t h e i r  h u m a n  p a r e n t a l  lines. 

Discussion. K a r y o t y p e  ana lyses  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t he  
in te rspec i f ic  h y b r i d s  u t i l ized in th i s  s t u d y  h a v e  lost  m o s t  
of t h e i r  h u m a n  ch romosomes  and  h a v e  k e p t  v i r t u a l l y  t he  
en t i r e  or t he  doub le  genome  of t he  mouse  or h a m s t e r  
(Table).  Th i s  s p o n t a n e o u s  e l i m i n a t i o n  of h u m a n  chromo-  
somes is a well  e s t ab l i shed  t r e n d  a f fec t ing  in te rspec i f ic  
h y b r i d s  b e t w e e n  h u m a n  and  mouse,  or h a m s t e r  cell po- 
p u l a t i o n s  4, 5. 

The  t r ue  n a t u r e  of our  hybr ids ,  however ,  was i n d i c a t e d  
b y  t h e  fac t  t h a t  t he  cells were able  to  grow in H A T  me-  
d ium,  for wh ich  t he  presence  of t he  h u m a n  X - c h r o m o s o m e  
is necessa ry  1. I n  t h i s  connec t ion ,  t he  e n z y m e  ana lyses  per-  
fo rmed  on all  h y b r i d  t ypes  i nd i ca t ed  t he  presence  of glu- 
cose 6 - p h o s p h a t e - d e h y d r o g e n a s e  a n d  3 -phosphosy lce ra t e  
k inase  of t h e  h u m a n  type .  This  conf i rmed  t h e  p resence  of 
t he  h u m a n  X - c h r o m o s o m e  in t h e  hybr ids ,  to  w h i c h  t h e  
genes assoc ia ted  w i t h  t he  p r o d u c t i o n  of t he  above  enzyme s  
are l inked.  F u r t h e r m o r e ,  u p o n  k a r y o t y p e  analysis ,  h y -  
b r ids  B82/Ms2 a n d  TG2/Ms63  revea led  t h e  p resence  of 
18 and  2 au tosomes ,  respect ive ly ,  in  a d d i t i o n  to  t h e  mouse  
or h a m s t e r  genomes  (Table).  

Our  p r e l i m i n a r y  resu l t s  (Table) t e n d  to  i nd i ca t e  t h a t  
s ign i f i can t  changes  in t he  e lec t rok ine t i c  p rope r t i e s  of t he  
in terspeci f ic  h y b r i d s  b e t w e e n  h u m a n  a n d  mouse,  or h a m s t -  
er, cell p o p u l a t i o n s  m a y  no t  be  b r o u g h t  a b o u t  b y  t he  pre-  
sence of a few h u m a n  c h r o m o s o m e s  in t he  h y b r i d  genome  
(a l though  in some ins t ances  P > 0.02). S tudies  on  soma t i c  
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