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EXPERIENTIA 30/8

Vergleichende Enzymuntersuchungen der Seren mitteleuropfiischer Raniden (Amphibia, Anura)?

Angaben iiber Verteilungsmuster und Aktivitdten von
Serumenzymen liegen bei europdischen Anuren bislang
nur in geringer Anzahl vor: AUGUSTINSSON? (Rana tem-
povaria), REICHEL, LOoRENZ, DorN und FIEDLER® (Rana
esculenta, Rama ftemporaria), FIEDLER und REICHEL*
(Rana esculenta, Rana tempovaria, Bufo viridis). Anderer-
seits gewinnen Vergleiche physiologischer und biochemi-
scher Parameter auch in der Amphibien-Taxonomie mehr
und mehr an Bedeutung. So zeigten bereits elektrophore-
tische Auftrennungen der Serumproteine z.T. grossere
artspezifische Differenzen®-19 Bei europiischen Wasser-
froschen ergaben die Analysen der Serumproteinmuster
sogar weitere Hinweise fiir den Bastardcharakter von
Rana esculenta 115, der nach BERGER 16,17, BLANKENHORN,
Heusser und VoGeL?® und GUNTHERY als Hybride von
Rana lessonae und Rana vidibunda angesehen wird.

Weitere biochemische Untersuchungen dieser drei
Froschformen erscheinen, auch im Hinblick auf ihre
hiufige Verwendung als Versuchstiere, von besonderem
Interesse. In der vorliegenden Arbeit sollen daher die
Isoenzyme und Gesamtaktivititen der ¢-Naphthylacetat-
Esterase unter Einbeziehung von zwei, zum Vergleich
dienenden Braunfroscharten — Rawna arvalis und Rana
tempovaria — verglichen werden. Ferner erfolgt eine
Darstellung der Isoenzyme der Serum-Lactatdehydroge-
nase bei Rana temporaria und den drei genannten Wasser-
froschiormen.

Matevial und Methoden. Fiir die Untersuchungen standen
104 wihrend oder kurz vor der Laichzeit gefangene
Frosche beiderlei Geschlechts zur Verfiigung (Tabelle I).

Serumgewinnung: Nach Betdubung der Tiere mit MS
222 (Sandoz AG, Basel) Blutgewinnung durch Herz-
punktion bei erdffneter Leibeshohle. Abtrennung des
Blutkuchens nach 24 h in der Zentrifuge bei 1800 U/min.
Fiir die Untersuchung der «-Napthylacetat-Esterase
wurden die Serumproben teilweise kurzzeitig bei —20°C
eingefroren, ohne dass sich eine merkliche Verminderung
der Aktivitit feststellen liess. Zum Nachweis der Lactat-
dehydrogenase dienten nur frische Seren.

a-Naphthylacetat-Esterase: Die Gesamtaktivitit des
Enzyms im Serum wurde durch kontinuierliche Bestim-
mung der bei der «-Naphthylacetat-Hydrolyse freige-
setzten Protonen mit dem TTT-Titrimeter-Titrigraph-

Gerit der Firma Radiometer (Kopenhagen) ermittelt 20,21,
Ansatz: Volumen 4 ml; 0,0025 M «-Naphthylacetat-Lsg.
in Phosphat-Puffer (pH 7,6; 0,0006 M); 50 pl 1:10 oder
1:100 verdiinntes Serum. Alle Losungen wurden mit CO,-
freiem, destilliertem Wasser angesetzt. Die statistische
Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem #Test bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 19;.

Zur Darstellung der Isoenzyme wurden die Seren in der
Polyacrylamid-Disk-Elektrophorese aufgetrennt: Gel-
system Nr. 1 nach MAURER??, aufgetragene Serummenge
ca. 6 ul; Trennung bei 5 mA pro Roéhrchen (innerer
Durchmesser 5 mm) in 50 min unter Leitungswasserkiih-
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Fig. 1. Zymogramme der ¢-Naphthyl-
acetat-Esterase-Isoenzyme von Rana
lessonae (R.le.), Ranaridibunda (R.xi.),
Rana esculenta (R.es.), Rana arvalis
(R.ar.) und Rana temporaria (R.te.).
B Isoenzyme, die mit E600 (10—° M)
hemmbar sind; aF, Lage der Albumin-
Fraktion.
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Tabelle I. Tiermaterial

Species Anzahl Fangzeitraum Fangort

Rana arvalis 15 Ende Méarz 1973 (Laichzeit) Leipziger Auwald

Rana esculenta® 24 Anfang Mai 1973 (vor Beginn der Laichzeit) Weidenhain bei Eilenburg
Rana lessonae® 22 Anfang Mai 1973 {(vor Beginn der Laichzeit) Weidenhain bei Eilenburg
Rana ridibunda > 19 Mitte Mai 1973 (vor Beginn der Laichzeit) Leipziger Auwald

Rana temporaria 14 Ende Mirz 1973 (Laichzeit) Leipziger Auwald

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

lung (8-10°C). Die Visualisierung erfolgte nach UrierL?®
bei pH 7,4 (Phosphat-Puffer, ¢ = 0,06). Als Kupplungs-
salz diente Echtblausalz B; fiir Hemmversuche kamen
E 600 (10-2 M, 10-% M) und p-Chloromercuribenzoesiure
(10-% M) zur Anwendung.

Lactatdehydrogenase: Auftrennung der Isoenzyme
nach Wieme?2t auf Objekttrigern im Agargel-Agarose-
Gemisch (angelegte Spannung 6 V/ecm, Laufzeit 45 min,
Petrolather-Kiihlung ca. 10°C). Visualisierung mit dem
Inkubationsgemisch nach VanN DER HELM % in 60 min bei
37°C. Als Vergleichsmaterial wurde Prostata-Homogenat
vom Menschen verwendet.

Evgebnisse. Die ermittelten Gesamtaktivititen der o-
Naphthylacetat-Esterase sind in Tabelle IT zusammen-
gestellt. Fir Rana lessonae und Rana vidibunda ergeben
sich mit 284 + 77 und 241 + 107 IE/ml Serum keine
signifikanten Unterschiede ( = 0,0098). Rana esculenia
zeigt demgegeniiber mit 882 + 121 IE/ml Serum etwa die
dreifache Aktivitidt (zu Rana lessonae t= 11,78; zu Rana
vidibunda t = 8,447). Erheblich hoher liegen die Werte bei
den Braunfroscharten, besonders Rana avvalis weist um
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Fig. 2. Nachweis der Lactatdehydrogenase von Rana ridibunda
(R.ri.), Rana lessonae (R.e.), Rama esculenta (R.es.) und Rana
temporaria (R.te.). P.-H., Prostata-Homogenat des Menschen.

mehr als eine Zehnerpotenz gréssere Enzymaktivitdten
auf. Die Differenzen zwischen Rana temporaria und Rana
arvalis sind ebenfalls mit £ = 11,50 signifikant.

Die Auftrennungen der Isoenzyme der «-Naphthylace-
tat-Esterase ergeben deutliche Unterschiede zwischen den
untersuchten Formen bzw. Arten (Figur 1). So fallen bei
Rana esculenta vier kriftige Banden auf, in deren Bereich
Rana lessonae drei und Rana vidibunda nur zwei starke,
etwas unterschiedlich gelagerte Isoenzyme besitzen. Beide
Braunfrdsche zeigen dagegen bedeutend mehr Banden mit
sehr starker Aktivitdt. Individuelle Variationen der
Zymogramme sind gering, lediglich die ohnehin sehr
schwachen Banden lassen sich nicht in allen Seren nach-
weisern.

Eine Behandlung der Gele vor der Nachweisreaktion
mit E 600 (10-2 M) fithrt zur vollstindigen Hemmung,
wéahrend in der Konzentration von 10-% M nur die Estera-
sen vom Typ B blockiert werden. Diese B-Esterasen sind
bei beiden Braunfrgschen besonders kraftig und werden
bei Rana arvalis aufgrund der ausserordentlich hohen
Aktivitdt hédufig sogar nicht deutlich getrennt. Die
Wasserfrosche zeigen dagegen nur wenige schwache
Banden mit B-Esterase-Aktivitdt (Rana lessonae Bande
1, Ranaridibunda Banden 4 und 5, Rana esculenta Banden
1, 6 und 7). Da sich mit p-Chloromercuribenzoesiure
(10-% M) eine Aktivitdtsverminderung nicht beobachten
liess, sind die iibrigen Banden dem Esterase-Typ C zu-
zuordnen. A-Esterasen kénnen in Ubereinstimmung mit
Ergebnissen von AUGUSTINSSON 2 nicht gefunden werden.

Der Nachweis der Lactatdehydrogenase ergibt im
Serum 1-3 Isoenzyme (Figur 2). Wihrend Rana tempora-
via stets nur eine kriftige Bande zeigt, die zur Anode
wandert und in der Mobilitit zwischen dem Isoenzym II
und IIT der Human-LDH liegt, gelingt es bei den Wasser-
froschen, bis zu 3 Isoenzyme im Serum darzustellen.
Neben der auch bei Rana tesmporaria gefundenen Bande
tritt stets ein zweites, katodisch laufendes Isoenzym mit
gleicher Mobilitdt wie das Isoenzym IV der Human-LDH
auf. Dieser Bande folgt hdufig noch ein weiteres, schwaches
Isoenzym. Die Aktivitit in den verschiedenen Banden ist
nicht einheitlich und unterliegt relativ grossen individu-
ellen Schwankungen, ohne dass sich eine Verbindung zur
Wasserfroschform oder zum Geschlecht erkennen lédsst.

Diskussion. Ein Vergleich der Isoenzymmuster der «-
Naphthylacetat-Esterase und der Lactatdehydrogenase
zeigt zunichst auffallend grosse Unterschiede zwischen
Wasser- und Braunfréschen, die besonders deutlich bei
den B-Esterase-Isoenzymen hervortreten. Im Gegensatz
zu den Wasserfréschen sind diese Banden bei Rana arvalis

2 J. UrieL,-Annls. Inst. Pasteur 707, 104 (1961).
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25 H.-J. vAN pErR HELM, Lancet 2, 108 (1961).
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Tabelle IT. Gesamtaktivitit der a-Naphthylacetat-Esterase im Serum
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Species Anzahl Minimal Maximal IE/ml Serum
(Mittelwert und Standardabweichung)
Rana lessonae 8 194 421 284 + 77
Rana vidibunda 8 153 484 241 4+ 107
Rana esculenta 8 666 1033 882 4 121
Rana avvalis 8 7548 13651 9802 4 2387
Rana temporaria 6 3164 4554 3815 4- 557

und Rana temporaria sehr kraftig ausgebiidet, ein Ergeb-
nis, dass sich gut mit den ermittelten Gesamtaktivitdten
dieses Enzyms korrelieren ldsst. Offenbar sind die Iso-
enzyme des Typs B hauptverantwortlich fiir die vergleichs-
weise hohen Gesamtaktivitdten in den Seren dieser beiden
Arten. Solche grossen Unterschiede deuten auf stirkere
physiologische Differenzierungen innerhalb der Gattung
Rana hin. Dagegen zeigen beispielsweise Bufo bufo,
Bufo calawita und Bufo viridis bzw. Bombina bombina und
Bowmbina variegaia verhiltnismissig grosse Ahnlichkeiten
in den entsprechenden Enzymvergleichen 26.

Nach Untersuchungen von BEcKMAN und Nirson??
kann eine Bastardierung auch in den Isoenzymmustern
nachgewiesen werden, wenn sich die Elternformen in der
Mobilitdt einzelner Banden unterscheiden. Diese treten
dann bei den Hybriden kombiniert auf. Auch die grossere
Bandenzahl von Rana esculenta 1asst sich, unter Beriick-
sichtigung seines vermutlichen Hybridcharakters, im
Sinne einer Bastardierung deuten, obwohl eine exakte
Zuordnung der homologen Isoenzyme nicht in allen
Fallen moglich ist. Besonders deutlich kommt jedoch
diese Hybridisation in der Kombinierung der B-Esterasen
bei Rana esculenta zum Ausdruck, dessen hdohere Banden-
zahl sich auch in grosseren Gesamtaktivitdtswerten
widerspiegelt. Allerdings diirften hier fiir die einzelnen
Isoenzymaktivitdten noch nicht iiberschaubare Kontroll-
mechanismen ebenfalls eine Rolle spielen. Der Befund
zeigt jedoch klar, dass bei Nichtbeachtung der verschiede-
nen Wasserfroschformen in physiologischen und bioche-
mischen Versuchen eine auf heterogenes Tiermaterial zu-
riickzufiihrende Streuung der Ergebnisse auftreten kann.

Die Isoenzyme der Lactatdehydrogenase des Serums
erweisen sich als ungeeignet zur Unterscheidung der
‘Wasserfroschformen. Die drei auch von REicHEL, LORENZ,
Dornx und FIEDLER® dargestellten Banden unterliegen

sehr grossen individuellen Variationen, die keine Ver-
wandtschaftsaussagen zulassen. Wahrend GRAINGER und
Kunz? und GOoLDBERG und WunTcH?® in Organen von
Rana tempovaria bzw. Rana pipiens nur 2 und 3 LDH-
Isoenzyme nachweisen konnten, gelang dagegen bei
anderen Amphibien die Darstellung von 5-12 Isoenzy-
men 39-32. So sind moéglicherweise bei entsprechenden Ver-
gleichen der Organ-LDH der drei Wasserfroschformen
bessere Ergebnisse zu erzielen.

Summary. The activities and isoenzymes of the «-
naphthylacetate esterase were investigated in the sera of
water frogs, Rana esculenta, Rana vidibunda, Rana lesso-
nae, and brown frogs, Rana arvalis and Rana temporaria.
Furthermore the isoenzymes of the serum lactate dehydro-
genase were demonstrated. Very great differences were
observed between brown and water frogs. The results of
the o-naphthylacetate esterase provide new evidence for
the hybrid character of Rana esculenta.
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Interaction Between Dehydroepiandrosterone, Cyclic Adenosine-3’,5'-monophosphate and
Glucose-6-phosphate-dehydrogenase in Normal and Diseased Subjects

It seems to be well established that in the human
organism dehydroepiandrosterone (DHEA, 3f-hydroxy-
5-androsten-17-one) may participate in the regulation of
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PDH)™-3, the
endogenous lipophile sulfoconjugate presumably being
represented by a steroid ester of diglyceride sulfuric or
‘sulfatidic’ acid4-®. Whereas free DHEA and DHEA
sulfatide may stimulate cyclic adenosine-3’,5’-mono-
phosphate (c-AMP) phosphodiesterase activity?, G-6-P
apparently serves as a competitive inhibitor of .this
enzyme?® In order to find out which effect prevails under
physiological conditions, plasma levels of total DHEA,
concentrations of c-AMP in plasma and erythrocytes, and
the activity of red blood cell G-6-PDH were determined in

normal subjects and patients with metabolic disorders,
assumed to be associated with a C,4-steroid imbalance.
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