
870 Specialia EXPERIENTIA 30/8 

V e r g l e i c h e n d e  E n z y m u n t e r s u c h u n ~ e n  d e r  S e r e n  m i t t e l e u r o p i i i s c h e r  R a n i d e n  ( A m p h i b i a ,  A n u r a )  ~ 

Angaben  fiber Ver te i lungsmus te r  und  Ak t iv i tg t en  yon  
Se rumenzymen  liegen bei europ&ischen Anuren  bis lang 
nu t  in geringer Anzahl  vor :  AUGUSrlNSSOX 2 (Rana tem- 
poraria), REICHEL, LORENZ, DORN und FIEDLER a (Rana 
esculenta, Rana temporaria), FIEDLER und  REICUEL~ 
(Rana esculenla, R a n a  temporaria, Bu/o viridis). Anderer -  
seits gewinnen Vergleiche physiologischer  und  biochemi-  
scher P a r a m e t e r  auch  in der  Amph ib i en -Taxonomie  mehr  
und  mehr  an Bedeutung.  So zeigten berei ts  e lektrophore-  
t ische Auf t r ennungen  der Se rumpro te ine  z.T. gr6ssere 
ar tspezif ische Differenzen ~-~~ Be/ europgischen Wasser-  
fr6schen ergaben die Analysen  der Se rumpro t e inmu s t e r  
sogar wei tere  Hinweise  ffir den B a s t a r d c h a r a k t e r  yon 
Rana esculenta 11-15, der  nach  ~ERGER 16,17, BLANt(ENHORN, 
HEUSSER und  VOGEL 18 und G1JNTHER 19 als Hybr ide  yon 
Rana lessonae und  Rana ridibunda angesehen wird.  

YVeitere b iochemische  Un te r suchungen  dieser  drei  
F roschfo rmen  erscheinen,  auch im Hinbl ick  auf ihre 
hgufige Verwendung  als Versuchst iere ,  yon  besonderem 
Interesse_ In  der  vor l iegenden Arbei t  sollen daher  die 
I soenzyme  und  Gesamtakt iv i tg t ten  der  e - N a p h t h y l a c e t a t -  
Es te rase  un te r  E inbez iehung  yon  zwei, zum Vergleich 
d ienenden  Braunf roschar t en  - Rana  arvalis und  Rana 
t e m p o r a r i a -  vergl ichen werden.  Fe rne r  erfolgt  eine 
Dars te l lung der  I soenzyme der  Se rum-Lac ta tdehydroge -  
nase bei Rana temporaria und  den drei  genann ten  Wasser-  
f roschformen.  
Material und Methoden. Ffir die Un te r suchungen  s t anden  
104 wghrend  oder  kurz vor  der  Laichzei t  gefangene 
Fr6sche beiderlei  Geschlechts  zur Verffigung (Tabelle I). 

Se rumgewinnung:  Nach  Be tgubung  der  Tiere mi t  MS 
222 (Sandoz AG, Basel) B lu tgewinnung  durch  t le rz-  
punk t i on  bei er6ffneter  Leibesh6hle.  A b t r e n n u n g  des 
Blu tkuchens  nach  24 h in der  Zentr i fuge bei 1800 U/rain.  
Ffir die U n t e r s u c h u n g  der  c~-Napthylacetat -Esterase  
wurden  die Se rumproben  teilweise kurzzei t ig  bei - -20~  
eingefroren,  ohne dass sich eine merkl iche Verminde rung  
der  Ak t iv i tg t  fests tel len liess. Zum Nachweis  der  Lac ta t -  
dehydrogenase  d ien ten  nur  frische Seren. 

~ -Naph thy lace t a t -Es t e r a se :  Die Gesamtak t iv i t / i t  des 
E n z y m s  im Serum wurde  durch  kont inuier l iche  ]3estim- 
mung  der bei der  c~-Naphthylaceta t -Hydrolyse  freige- 
se tz ten  P ro tonen  mi t  dem TTT-Ti t r ime te r -T i t r ig raph-  

Ger~tt der  F i rma  R a d i o m e t e r  (Kopenhagen)  e rmi t t e l t  20, 2~ 
Ansa tz  : Volumen 4 ml  ; 0,0025 M c~-Naphthylacetat-Lsg. 
in P h o s p h a t - P u f f e r  (p i t  7,6; 0,0006 M);  50 bd 1:10 oder 
1 : 100 verdf inntes  Serum. Alle L6sungen wurden  mi t  CO~- 
freiem, des t i l l ier tem Wasser  angesetz t .  Die s ta t i s t i sche  
Auswer tung  der Ergebnisse  erfolgte mi t  dem t-Test  bei 
einer I r r tumswahrsche in l i chke i t  yon 1%. 

Zur Dars te l lung der  I soenzyme  wurden  die Seren in der  
Po lyac ry lamid-Disk -E lek t rophorese  aufge t renn t :  Gel- 
sys tem Nr. 1 nach  MAUR]~R ~, aufget ragene  Se rummenge  
ca. 6 El; T ren n u n g  bei 5 mA pro  R6hrchen  ( innerer  
Durchmesser  5 mm) in 50 min  un te r  Lei tungswasserkf ih-  

1 Diese Arbeit entstand in der Sektion Biowissenschaften der 
Karl-Marx-Universit~it Leipzig, Bereich Taxonomie und 0kologie. 

2 K.-B. AUGUSTIIVSSON, Acta chem. scand. 13, 1097 (1959). 
a A. RmCHEL, D. LORENZ, A. DORtr und H. FIEDLER, Zool. Jb. 

Physiol. 75, 99 (1969). 
4 H.  FIEDLER und A. REICHEL, Comp. Biochem. Physiol. 28, 1199 
(1969). 

5 H. C. DESSAUER und W. Fox, in Taxonomic Biochemistry and 
Serology (Ed. C. H. LEONE; Academic Press, New York 1964), 
p. 625. 

6 W. B. HEBARD, in Taxonomic Biochemistry and Serology (Ed. 
C. H. LEONE; Academic Press, New York 1964), p. 649. 

7 S. PAIJLO~ tund S. KMETOVA, Folia biol., Praha I0, 155 (1964). 
8 p. S. CHEN, Experientia 23, 483 (1967). 
9 R. FLI~DT, H. HEMMZR und R. JAEGER, Zool. Jb. Physiol. 74, 155 

(1968). 
10 W. E. ENGELMANN, Dissertation A, Math.-nat. Fakult~it, Univ. 

Leipzig (1973). 
n H. G. TIJNNER, ZOO1. Anz. Suppl. 3d, 352 (1971). 
12 H. G. TURNER, Z. zool. Syst. Evolutionsforsch. 10, 127 (1972). 
la H. G. TUNNER, Z. zoo1. Syst. Evolutionsforsch. 11, 219 (1973). 
14 W. E. ENGEL~aAgN, Aeta biol. med. germ. 29, 431 (1972). 
15 W. E. ENGELIVIANN, Zoo1. Jb. Syst. 100, 183 (1973). 
x6 L. BERGER, Ann. ZooL, Warsehau 27, 373 (1970). 
17 L. BERGER, J. Herpetol. 7, 1 (1973). 
is H. J. BLANKENHORN, H. HEUSSER und P. VOGEL, Rev. Suisse 

Zool. 78, 1242 (1971). 
19 R. GOXTHER, Z0ol. Ariz. 190, 250 (1973). 
20 R. KLEINE und H. HANSON, Acta biol. med. germ. 9, 606 (1962). 
~1 U. ROTHE, Dipl.-Arbeit, Sektion Biowissensch. Univ. Leipzig 

(1972). 
~2 H. R. MAURER, Dis#-Elel~trophorese (Springer, Berlin 1968). 

+ 

! 

I B  

~F] 

R.Le. 

2 
3 

I I 

R. ri. 

.u-~ 
m 

oF]'~ ~]B 

R.es. 

1 

2 

I 

R.or. 

I l i i i i l i  

M -I  

R.te.  

Fig. 1. Zymogramme der c~-NaphthyI- 
acetat-Esterase-Isoenzyme von Rana 
lessonae (R.le.), Rana ridibunda (R.ri.), 
Rana esculenta (R.es.), Rana arvalis 
(R.ar.) und Rana temporaria (R.te.). 
B Isoenzyme, die mit E600 (10 -5 M) 
hemmbar sind; aF, Lage der Albumin- 
Fraktion. 
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Tabelle I. Tiermaterial 

Specialia 871 

Species Anzahl Fangzeitraum Fangort 

Rana arvalis 15 
Rana esculenta �9 24 
Rana, ~essonee ~ 22 
Rana ridibunda ~ 19 
Rana temporaria 14 

Ende M~trz 1973 (Laiehzeit) 
Anfang Mai 1973 (vor Beginn der Laiehzei~) 
Anfang Mai 1973 (vor Beginn der Laichzeit) 
Mitte Mai 1973 (vor Beginn der Laichzeit) 
Ende M~trz 1973 (Laichzeit) 

Leipziger Auwald 
Weidenhain bei Eilenbuxg 
Weidenkain bei EiIenburg 
Leipziger Auwald 
Leipziger Auwald 

Die Namen dienen nur zur Kennzeichnung und bringen keine Artbewertung zum Ausdruck. 

lung  (8-10~ Die Visua l i s ie rung  erfolgte  n a c h  URIEL e8 
bei  p H  7,4 (Phospha t -Puf fe r ,  F ~- 0,06). Als K u p p l u n g s -  
salz d i en t e  E c h t b l ~ u s a l z  ]3; fiir H e m m v e r s u c h e  k a m e n  
E 600 (10 -~ lkr, 10 -5 2/1) u n d  p -Chloromercur ibe l l zoes~nre  
(10 3 M) zur  A n w e n d u n g .  

L a c t a t d e h y d r o g e n a s e :  A u f t r e n n u n g  der  I s o e n z y m e  
n a c h  WlEME 8~ auf  Objekt t r~igern  im Agargel -Agarose-  
Gemisch  (allgelegte S p a n n u n g  6 V/cm,  Laufze i t  45 mill, 
P e t r o l ~ t h e r - K i i h l u n g  ca. 10~ Visual is ierul lg  m i t  d em 
I n k u b a t i o n s g e m i s c h  n a c h  VA~ I)EI~ HELM 28 in 60 ra in  bei  
37 ~ Als Ve rg l e i chsma te r i a l  wurde  P r o s t a t a - H o m o g e n a t  
vom Menschen  ve rwende t .  

Ergebnisse .  Die e r m i t t e l t e n  Gesamtakt iv i t~Lten der  ~- 
N a p h t h y l a c e t a t - E s t e r a s e  s ind  in TabeI le  I I  zusammel l -  
gestel l t .  F i i r  R a n a  lessonae u n d  R a n a  r i d i b u n d a  e rgeben  
sich m i t  284 • 77 u n d  241 • 107 I E / m l  S e r u m  keine  
s ig l l i f ikan ten  Ul l t e r sch iede  (t = 0,0098). R a n a  esculenta  
zeigt  demgegel l i iber  m i t  882 • 121 I E / m l  Se rum e twa  die 
dre i fache  A k t i v i t ~ t  (zu R a n a  lessonae l =  11,78; zu R a n a  
r i d i b u n d a  t = 8,447). R r h e b l i c h  h 6 h e r  l iegen die W e r t e  bei  
den  B r a u n f r o s c h a r t e n ,  besonders  R a n a  arva l i s  weist  u m  

R,ri. 

P.-H. 

P.-H. 

R.le. 

P.-H. 

R.es. 

P,-H. 

R.te. 

m e h r  als eine Zeh l le rpo tenz  gr6ssere E n z y m a k t i v i t / i t e n  
auf. Die Differel lzen zwischen R a n a  t emporar ia  u n d  R a n a  
arval is  s ind ebenfa l l s  m i t t  = 11,50 s ign i f ikan t .  

Die A u f t r e n n u n g e n  de r  I s o e n z y m e  der  e - N a p h t h y l a c e -  
t a t - E s t e r a s e  ergebell  deu t l i che  U n t e r s c h i e d e  zwischen dell 
u n t e r s u c h t e n  F o r m e n  bzw. A r t e n  (Figur  1). So fal len bei 
R a n a  esculenta  vier  krgf t ige  B a n d e n  auf, in  de ren  Bere ich  
R a n a  lessonae drei  u n d  R a n a  r i d i b u n d a  n u t  zwei s tarke ,  
e twas  un t e r sch i ed l i ch  gelager te  I s o e n z y m e  bes i tzen.  Be ide  
Brau n f r6 s ch e  zeigen dagegen  b e d e u t e n d  m e h r  Bande l l  m i t  
sehr  s t a rk e r  A k t i v i t g t .  Ind iv idue l l e  Var ia t io l l en  der  
Z y m o g r a m m e  silld gering, ledigl ich die o h n e h i n  sehr  
s chwachen  B a n d e n  lassen sich n i c h t  in  a l len Seren  nach-  
weisen.  

E ine  t 3ehand lung  der  Gele v o r  d e r  N a c h w e i s r e a k t i o n  
m i t  E 600 (10 .2 M) f i ihr t  zur  vo l l s tgnd igen  H e m m u n g ,  
w g h r e n d  in der  K o n z e n t r a t i o n  yon  10-5 M llur  die E s t e r s  
sen v o m  T y p  B b lock ie r t  werden.  Diese B - E s t e r a s e n  s ind 
bei  be iden  B r a u n f r 6 s c h e n  besonders  kr~Lftig u n d  werden  
bei  R a n a  arval i s  a u f g r u n d  der  aus se ro rden t l i ch  h o h e n  
A k t i v i t g t  hguf ig  sogar  n i c h t  deu t l i ch  ge t r enn t .  Die 
Wasser f r6sche  zeigell dagegen  n u r  wenige schwache  
B a n d e n  m i t  B - E s t e r a s e - A k t i v i t g t  ( R a n a  lessonae B a n d e  
1, R a n a  r i d i b u n d a  B a n d e n  4 u n d  5, R a n a  escu len la  Bandei1 
1, 6 u n d  7). Da  s ich m i t  p -Ch lo romercu r ibenzoesgure  
(10 .8 M) eine A k t i v i t g t s v e r m i n d e r u n g  n i c h t  b e o b a c h t e n  
liess, s ind  die i ibr igen  B a n d e n  d em E s t e r a s e - T y p  C zu- 
zuordnen .  A - E s t e r a s e n  k 6 n n e n  in ~ b e r e i n s t i m m u n g  m i t  
E rgebn i s sen  yon  AUGUSTINSSON 2 n i c h t  ge funden  w e r d e n  

Der  Nachweis  der  L a c t a t d e h y d r o g e n a s e  e rg ib t  im 
S e r u m  1-3 I s o e n z y m e  (Figlir  2). WS, h r e n d  R a n a  t empo ra  
r ia  s te t s  n u r  eine k rMt ige  B a n d e  zeigt,  die zur  Anode  
w a n d e r t  u n d  in der  Mobi l i t~ t  zwischen d e m  I s o e n z y m  I I  
u n d  I I I  der  H u m a n - L D H  liegt,  ge l ingt  es bei  d en  Wasser -  
fr6schen,  bis  zu 3 I s o e n z y m e  im Se rum darzus te l l en .  
N e b e n  de r  auela bei  B a n s  t e m p o r a r i a  g e f u n d e n e n  B a n d e  
t r i t t  s t e t s  ein zweites,  ka tod i s ch  laufendes  I s o e n z y m  m i t  
gle icher  Mobilit~it wie das  I s o e n z y m  I V  der  H u m a n - L D H  
auf. Dieser  B a n d e  Iolgt  hXufig noch  ein wei teres ,  sehwaches  
I soenzym.  Die A k t i v i t ~ t  in  den  ve r seh i edenen  B a n d e n  is t  
n i c h t  e inhe i t l i ch  u n d  un te r l i eg t  r e l a t i v  grossen i nd iv idn -  
ellen S c h w a n k n n g e n ,  ohne  dass  sieh eine V e r b i n d u n g  zur  
Wasse r f ro sch fo rm oder  zu m Gesch lech t  e r k e n n e n  1Xsst. 

D i s k u s s i o n .  E i n  Vergle ich  der  I s o e n z y m m u s t e r  der  e- 
N a p h t h y l a c e t a t - E s t e r a s e  u n d  der  L a c t a t d e h y d r o g e n a s e  
zeigt zun~tchst au f fa l l end  grosse U n t e r s c h i e d e  zwischen  
Wasser -  u n d  Bran n f r6 s ch en ,  die besonders  deu t l i ch  bei  
dell B - E s t e r a s e - I s o e n z y m e n  h e r v o r t r e t e n .  I m  Gegensa tz  
zu den  Wasse r f r6schen  s ind diese B a n d e n  bei  R a n a  a tva l i s  

Fig. 2. Nachweis der Lactatdehydrogenase yon Rana ridibunda 
(R.ri.), Rana lessonae (R.le.), Rana esculenta (R.es.) und Rana 
temporaria (R.te.). P.-H., Prostata-Homogenat des 3s 

2a j .  URIEL,-Annls. Inst. Pasteur 101, 104 (1961). 
24 R. J. WIEM~, Clin. chim. Acta d, 317 (1959). 
2~ H.-J. VAN DER HEL=, Lancet 2, 108 (1961). 
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Tabelle II. Gesamtaktivit/it der ~-Naphthylacetat-Esterase im Serum 

EXPERIENTIA 30/8 

Species Anzahl Minimal Maximal IE/ml Serum 
(Mittelwert und Standardabweichung) 

Ranalessonae 8 194 421 284 4- 77 
Rana ridibunda 8 153 484 241 4- 107 
Rana esculenta 8 666 1033 882 4- 121 
Rana arvalis 8 7548 13651 9802 4- 2387 
Rana temporaria 6 3164 4554 3815 4- 557 

und  Rana temporaria sehr  k rMt ig  ausgebi lde t ,  ein Ergeb-  
nis, dass  s ich gu t  m i t  den  e r m i t t e l t e n  G e s a m t a k t i v i t ~ t e n  
dieses E n z y m s  kor re l ie ren  l~sst. Of fenba r  s ind die Iso- 
e n z y m e  des Typs  B h a u p t v e r a n t w o r t l i c h  fiir die vergleichs-  
weise h o h e n  G e s a m t a k t i v i t ~ t e n  in den  Seren dieser  be iden  
Ar ten .  Solche grossen U n t e r s ch i ede  d e u t e n  auf  s t / i rkere 
physiologische  Di f fe renz ie rungen  i n n e r h a l b  der  G a t t u n g  
Rana hin.  Dagegen  zeigen beispielsweise Bu/o bu]o, 
Bu[o calamita u n d  Bu]o viridis bzw. Bombina bombina u n d  
Bombina variegata verh/~ltnism~tssig grosse A h n l i c h k e i t e n  
in den  e n t s p r e c h e n d e n  Enzymverg le ichen2% 

Nach Untersuchungen yon BECKMAN und ]glLSON 27 
kann eine Bastardierung auch in den Isoenzymmustern 
nachgewiesen werden, wenn sich die Elternformen in der 
Mobilit~it einzelner Banden nnterscheiden. Diese treten 
dann bei den Hybriden kombiniert auf. Auch die gr6ssere 
B a n d e n z a h l  yon Rana esculenta I/isst sich, u n t e r  Beri ick-  
s i ch t igung  seines v e r m u t l i c h e n  H y b r i d c h a r a k t e r s ,  im 
Sinne  e iner  B a s t a r d i e r u n g  deuten ,  obwohl  eine exak te  
Z u o r d n u n g  der  homologen  I soenzyme  n i eh t  in  al len 
F/i l len m6gl ich  ist. Besonders  deu t l i ch  k o m m t  j edoeh  
diese H y b r i d i s a t i o n  in der  K o m b i n i e r u n g  der  B - E s t e r a s e n  
bet  Rana esculenta zum  Ausdruck ,  dessen h6here  B a n d e n -  
zahl  s ich a u c h  in gr6sseren G e s a m t a k t i v i t X t s w e r t e n  
widerspiegel t .  Al lerdings  d i i r f ten  h ie r  fiir die e inze lnen  
I soenzymakt iv i t~ t t en  noch  n i c h t  i i be r schauba re  Kont ro l l -  
m e c h a n i s m e n  ebenfa l ls  eine Rolle  spielen. Der  Be fund  
zeigt  j edoch klar ,  dass  bet  N i c h t b e a c h t u n g  der  verschiede-  
hen  Wasse r f ro sch fo rmen  in phys io log i schen  n n d  bioche-  
mi schen  Versuchen  eine auf  he te rogenes  T i e r m a t e r i a l  zu- 
r i ickzuf i ihrende  S t r e u u n g  der  Ergebn i s se  a u f t r e t e n  kann .  

Die I soenzyme  der  L a c t a t d e h y d r o g e n a s e  des Se rums  
erweisen sich als ungee igne t  zur  U n t e r s c h e i d u n g  der  
Wasse r f roschfo rmen .  Die drei  auch  yon  REICHEL, LORENZ, 
I)ORN u n d  FIEDLER 3 darges te l l t en  B a n d e n  un te r l i egen  

sehr  grossen ind iv idne l l en  Var ia t ionen ,  die ke ine  Ver-  
w a n d t s c h a f t s a u s s a g e n  zulassen.  W/ ih rend  GRAINGER u n d  
KUNZ 2s u n d  GOLDBERG u n d  WUNTCH 29 in  Organen  v o n  
Rana temporaria bzw. Rana pipiens n u t  2 und  3 L D H -  
I s o e n z y m e  nachweisen  konn ten ,  ge lang  dagegen  bet  
a n d e r e n  A m p h i b i e n  die Da r s t e l l ung  yon  5-12 I soenzy-  
m e n  a0 a2. So s ind m6gl icherweise  bet  e n t s p r e c h e n d e n  Ver-  
gle ichen der  O r g a n - L D H  der  drei  Wasse r f rosch fo rmen  
bessere  Ergebn i s se  zu erzielen. 

Summary. The  ac t iv i t i e s  a n d  i soenzymes  of t he  c~- 
n a p h t h y l a c e t a t e  es terase  were i nves t i ga t ed  in t he  sera  of 
w a t e r  frogs, Rana esculenta, Rana ridibunda, Rana lesso- 
nae, and  b r o w n  frogs, Rana arvalis and  Rana temporaria. 
F u r t h e r m o r e  t he  i soenzymes  of t he  se rum l ac t a t e  dehydro -  
genase were d e m o n s t r a t e d .  Very  g rea t  dif ferences  were 
observed  be tween  b rown  and  w a t e r  frogs. The  resu l t s  of 
t he  ~ - n a p h t h y l a c e t a t e  es terase  p rov ide  new ev idence  for 
t he  h y b r i d  c h a r a c t e r  of Rana esculenta. 
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Interaction Between  Dehydroepiandrosterone ,  Cyclic Adenosine-3' ,  5 ' -monophosphate  and 
Glucose -6 -phosphate -dehydrogenase  in N o r m a l  and Diseased Subjects 

It seems to  be  well  e s t ab l i shed  that in t h e  h u m a n  
o rgan i sm d e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n e  ( D t t E A ,  3fi-hydroxy- 
5-andros ten-17-one)  m a y  p a r t i c i p a t e  in t h e  r egu la t i on  of 
g lucose -6 -phospha te  dehyd rogenase  (G-6-PDH) ~-3, t h e  
endogenous  l ipophi le  su l focon juga te  p r e s u m a b l y  be ing  
r ep re sen t ed  b y  a s te ro id  es ter  of d ig lycer ide  sulfuric  or 
' su l fa t id ic '  acid 4-G. W h e r e a s  free D t t E A  and  D H E A  
sul fa t ide  m a y  s t i m u l a t e  cyclic adenos ine -3 ' , 5 ' -mono-  
p h o s p h a t e  (c-AMP) phosphod ie s t e r a se  a c t i v i t y  7, G-6-P 
a p p a r e n t l y  serves as a c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r  of t h i s  
e n z y m e  s. I n  order  to  f ind  ou t  w h i c h  effect  p reva i l s  u n d e r  
physio logica l  condi t ions ,  p l a s m a  levels of t o t a l  D H E A ,  
c o n c e n t r a t i o n s  of c -AMP in p l a s m a  and  e ry th rocy te s ,  and  
the  a c t i v i t y  of red blood cell G - 6 - P D H  were d e t e r m i n e d  in 

n o r m a l  sub jec t s  and  p a t i e n t s  w i t h  me tabo l i c  disorders,  
a s sumed  to be  associa ted  w i t h  a C19-steroid imba lance .  
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