gung am quergestreiften Muskel kdnnten auch fiir das adre-
nerge System wichtige Anhaltspunkte liefern; das gleiche
kann von weiteren Einblicken in die physikochemischen
Anderungen des Membranzustandes im Zusammenhang
mit dem Nervimpuls erwartet werden!*!1.
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Noradrenalin: Abbau und Regulation seiner Biosynthese

Als ich 1955 in das National Institute of Mental Health
eintrat, begann ich nach einem geeigneten Gegenstand fiir
meine Arbeiten zu suchen. Bei Literaturstudien stellte ich
mit Erstaunen fest, da nur sehr wenig iiber den Noradre-
nalin- und Adrenalin-Stoffwechsel bekannt war. 1946 iso-
lierte von Euler!'! Noradrenalin aus dem sympathischen
Nervensystem und identifizierte dieses Catecholamin;
spiter entwickelte er empfindliche Methoden zum quanti-
tativen Nachweis in Geweben!?. 1954 hatte ich iiber den
Stoffwechsel in vivol® und in vitro! von Amphetaminen
und von Verbindungen gearbeitet, die in ihrer Struktur mit
Catecholaminen verwandt sind. Aufgrund dieser Vorge-
schichte entschloB ich mich, den Stoffwechsel von Noradre-
nalin und Adrenalin zu untersuchen.

Gerade als diese Arbeit begann, identifizierten Armstrong
et al.’®} 3-Methoxy-4-hydroxy-mandelsidure im Harn von

[*] Prof. Dr. J. Axelrod

Laboratory of Clinical Science

National Institute of Mental Health

Bethesda, Maryland 20014 (USA)
[**] Copyright © The Nobel Foundation 1971. ~ Wir danken der
Nobel-Stiftung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum Druck dieser
Ubersetzung.
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(Nobel-Vortrag)™
Von Julius Axelrodt”

Patienten mit adrenalin-bildenden Tumoren. Diese Be-
obachtung lieB sofort vermuten, daBl Catecholamine O-
methyliert werden konnten. Cantoni hatte gezeigt, daB
enzymatisch aus ATP und Methionin gebildetes S-Ade-
nosylmethionin seine Methylgruppe an den Stickstoff von
Nicotinamid!® abgeben kann, und es erschien méglich,
dafl S-Adenosylmethionin seine Methylgruppe auch auf
eine der Hydroxygruppen von Catecholaminen iibertra-
gen kann. Beim ersten Experiment wurde eine Rattenleber-
fraktion mit ATP, Methionin und Mg?* sowie Adrenalin
inkubiert und das Verschwinden des Catecholamins ge-
messen!”). Nur in Gegenwart dieser Cofaktoren nahm die
Catecholamin-Konzentration deutlich ab. Wenn einer der
Cofaktoren weggelassen wurde, fand kein Stoffwechsel
statt. Die Notwendigkeit sowohl von ATP als auch von
Methionin deutete darauf hin, daBl der Leberextrakt S-
Adenosylmethionin erzeugte. Mit S-Adenosylmethionin
anstelle von ATP und Methionin nahm der Adrenalin-
Stoffwechsel sogar noch zu (Tab. 1). Das O-methylierte
Stoffwechselprodukt wurde durch Ldsungsmittelextrak-
tion isoliert und als 1-(3-Methoxy-4-hydroxyphenyl)-2-
methylamino-dthanol (Metanephrin) identifiziert. Senoh
und Witkop aus den National Institutes of Health synthe-
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tisierten Metanephrin und Normetanephrin innerhalb von
zwei Tagen nach der Isolierung.

Tabelle 1. Enzymatische O-Methylierung von Catecholaminen.

0-Methoxyprodukt

Substrat (nmol)
L-Adrenalin 59
L-Adrenalin (S-Adenosylmethionin weggelassen) 0
t-Adrenalin (MgCl, weggelassen) 4
DL-1-(4-Hydroxyphenyl)-2-methylaminodthanol 0
D-Adrenalin 62
L-Noradrenalin 63
pL-Octopamin 0
Dopamin 60
Tyramin 0
Dopa 63

Catecholamine oder andere Amine (0.3 umol) wurden bei 37°C 30 Mi-
nuten mit folgenden Zusitzen inkubiert: unvolistindig gereinigter
Catecholamin-O-Methyltransferase aus Rattenleber, 50 umol Phos-
phatpuffer (pH=7.8), 150 umol S-Adenosylmethionin und 10 pmol
Magnesiumchlorid in einem Endvolumen von 1 ml. Bei Adrenalin,
Noradrenalin oder Dopamin als Substraten wurden die O-Methoxy-
Derivate bestimmt, bei den anderen Substraten wurde das Verschwin-
den gemessen [9].

In Harn und Gewebe gesunder Ratten wurde dann durch
Losungsmittelextraktion und Papierchromatographie ge-
priift, ob Normetanephrin, Metanephrin und 3-Methoxy-
tyramin normalerweise vorkommen. Alle diese Verbin-
dungen fanden sich in Gehirn, Milz und Nebenniere!®],
Spiter wurde als weiteres O-methyliertes Stoffwechselpro-
dukt 1-(3-Methoxy-4-hydroxyphenyl)glykol identifiziert.
Noradrenalin-, Adrenalin- und Dopamingaben hatten eine

no " 4
C-C-NHCH;3 C-C-NHCH;
[ —_>COMT [ )
HO H H HO H H
OH OCH;3
Adrenalin Metanephrin
lMAO
D 199
C-C-OH  coMmT C-C-OH
| R i -«—
HO H HO H
OH OCH;
3,4-Dihydroxymandel- 3-Methoxy-4-hydroxy-
sdure mandelsdure
TMAO MAO
59 3 no 1
C-C-NH; comT C-C-NH,
[ —_— [
HO H H HO H H
OH OCH;
Noradrenalin Normetanephrin

Catecholamin-O-Methyltransferase (COMT)

Das Enzym, das Catecholamine O-methyliert, wurde aus
Rattenleber unvollstdndig gereinigt dargestellt und unter-
sucht!®’. Es bendtigt Mg?* (Tab. 1), das sich aber durch
andere zweiwertige Ionen wie Mn2*, Co?*, Zn2*, Fe?*,
Cd?* und Ni?* ersetzen l4Bt. S-Adenosylmethionin ist als
Methyldonor notwendig. Alle untersuchten Catechole
wurden durch das Enzym O-methyliert, darunter Adrena-
lin, Noradrenalin, Dopamin, Dopa (Tab. 1), 3,4-Dihydroxy-
mandelsdure, 3,4-Dihydroxy-phenylessigsdure, 2,3,17B-
Ostratriol und Ascorbinsiure. Auch kérperfremde Cate-
chole wie 3,4-Dihydroxy-ephedrin, 3,4-Dihydroxy-amphet-
amin und viele substituierte Catechole und Polyphenole
konnen als Substrate fir COMT dienen. Monophenole
wurden nicht O-methyliert (Tab. 1). Die O-Methylierung
tritt hauptsachlich in m-Stellung ein. In vitro werden aller-
dings je nach dem pH-Wert des Reaktionsgemisches und
der Art des aromatischen Substrates sowohl m- als auch
p-Hydroxygruppen methyliert!1,

Das gereinigte Enzym hat ein Molekulargewicht von ca.
2400081 Durch Stirkeblock-Elektrophorese sind min-
destens zwei Formen des Enzyms identifiziert worden!!2.
Das Enzym kann durch Polyphenole!!®!, 2,3,17p-Ostra-
triol"**! und Tropolon!**! gehemmt werden. In vivo folgt
einer Zufuhr von COMT-Hemmern eine geringfligige,
aber eindeutige Verlingerung der physiologischen Wir-
kung von Noradrenalin!!®],

COMT ist in allen untersuchten Tierarten und auch in
einigen Pflanzen vorhanden!!”). Von den tierischen Ge-

HO O HCIJ CI)H

1ol
C-C-H _ C-CH,
HO H HO H

OCH,4 OCH;s
3-Methoxy-4- 1-(3-Methoxy-4-
hydroxy-mandel-  hydroxyphenyl)
aldehyd glykol

Abb. 1. Stoffwechsel des Noradrenalins und des Adrenalins. COMT bedeutet Catecholamin-0O-Methyltransferase; MAO

bedeutet Monoamin-Oxidase.

erhohte Ausscheidung von O-methylierten Aminen zur
Folge. Als Ergebnis dieser Versuche wurde das in Abbil-
dung 1 dargestellte Schema fiir den Stoffwechsel von Nor-
adrenalin und Adrenalin vorgeschlagen. Der Abbau von
Dopamin verlduft analog.
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weben zeigen Leber und Niere die hochste COMT-Aktivi-
tdt. Das Enzym ist im Gehirn ungleichmifig verteilt; am
meisten enthilt die Area postrema und am wenigsten die
Kleinhirnrinde!!®). Die Catecholamin-0-Methyltransferase
findet sich hauptsichlich in der 16slichen Zellfraktion, je-
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doch kommen kleine Mengen auch in Fetten der Zell-
membranen!*®! und in Mikrosomen2®! vor. COMT wirkt
auf Catecholamine vor allem auBerhalb des Neurons,
wihrend Monoamin-Oxidase, das andere Hauptenzym
fir den Catecholamin-Stoffwechsel, hauptsichlich inner-
halb des Neurons lokalisiert ist/2!). Kleine Mengen COMT
finden sich auch in den sympathischen Nerven der Nick-
haut und des Vas deferens!**l. COMT beteiligt sich vor
allem am Stoffwechsel von Catecholaminen, die ins Blut
ausgeschiittet werden!?®!, und bei der Inaktivierung von
Noradrenalin in Geweben mit spérlicher adrenerger Inner-
vation!?*). Das Enzym scheint auch bei einer extraneuro-
nalen Aufnahme mitzuwirken!?). Kiirzlich haben wir be-
obachtet, dal COMT in Siugetier-Erythrocyten vor-
kommt26}, Damit steht eine leicht zugéingliche Quelle zur
Untersuchung des Enzyms beim Menschen zur Verfiigung.
Die Aktivitit von COMT war bei Frauen mit primir-
affektiven Storungen verringert!27),

Die Entdeckung von COMT fiihrte zur Beschreibung ande-
rer Methyltransferasen, die im Stoffwechsel der biogenen
Amine eine Rolle spielen: Histamin-N-Methyltrans-
ferase?®), Hydroxyindol-O-Methyltransferase!>®), Phenyl-
dthanolamin-N-Methyltransferase*?! und einer unspezifi-
schen Methyltransferase!®'1.

Aufnahme von Noradrenalin durch sympathische
Nerven

Kurz nach Beginn der Arbeit iiber die O-Methylierung
wurde die Verteilung von Adrenalin in tierischen Geweben
untersucht. Gliicklicherweise verhalf uns Seymour Kety
zur Synthese von [7-*H]-Noradrenalin und [7-*H]-Adre-
nalin mit hoher spezifischer Aktivitit. Dies ermdoglichte es
uns, mit physiologischen Mengen der neuronalen Uber-
trigersubstanz zu arbeiten und die Lokalisierung und den
Stoffwechsel des zirkulierenden Catecholamins zu unter-
suchen. In Zusammenarbeit mit Weil-Malherbe und W hitby
wurden spezifische Methoden fiir die quantitative Erfas-
sung von Adrenalin und Noradrenalin sowie ihren O-
methylierten Stoffwechselprodukten in Geweben ent-
wickelt. Nach intravenoser Injektion von [*H]-Adrena-
1in!32 oder [3H]-Noradrenalin'®**! bei Katzen verteilen
sich diese Catecholamine schnell und ungleichmiBig in den
Geweben. Die Amine wurden selektiv von Geweben wie
Herz und Milz aufgenommen, die viele sympathische Ner-
ven enthalten. Da im Gehirn nur unwesentliche Mengen
von [*H]-Catecholaminen vorkamen, mufte auf eine Blut-
Hirn-Schranke fiir diese Verbindungen geschlossen wer-
den. O-Methylierungs-Stoffwechselprodukte ([*H]-Me-
tanephrin und [*H]-Normetanephrin) kamen ebenfalls in
Geweben vor. Wenn die Gewebe zwei Stunden nach Zu-
gabe der Catecholamine untersucht wurden, und zwar lan-
ge nachdem die physiologischen Effekte abgeklungen wa-
ren, fand man noch nahezu die gleichen [*H]-Adrenalin-
und [*H]-Noradrenalin-Spiegel wie nach zwei Minuten.
Diese Experimente legten nahe, daB Noradrenalin und
Adrenalin in einer physiologisch inaktiven Form in die
Gewebe aufgenommen und dort zuriickgehalten werden.
Die selektive Bindung von Catecholaminen durch Gewebe
mit hoher adrenerger Innervation verwies auf die sympa-
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thischen Nerven als Ort, an dem sie gespeichert werden.
Zur Untersuchung dieser Méglichkeit wurden die oberen
Cervikalganglien von Katzen auf einer Seite entfernt; da-
nach wurde sieben Tage gewartet, um den sympathischen
Nervenfasern Zeit zur vollstindigen Degeneration zu ge-
ben. Eine Stunde nach intravendser Injektion von [*H]-
Noradrenalin totete man die Tiere und ermittelte in den
Strukturen, die mit sympathischen Cervikalganglien inner-
viert waren, den [*H]-Catecholamingehalt’®*]. In den
chronisch denervierten Strukturen war die Aufnahme von
[*H]-Noradrenalin stark herabgesetzt (Tab. 2). Diese Er-
gebnisse zeigten, daB die sympathischen Nervenendigun-
gen das zirkulierende Catecholamin aufnehmen und zu-
riickhalten.

Tabelle 2. Verminderte Aufnahme von [*H]-Noradrenalin durch sym-
pathische Nerven nach chronischer Denervation.

chronische Denervation akute Denervation
denerviert innerviert denerviert innerviert

Speicheldriise 5 42 76 89
Trinendriise 3 45 — —
musculus retractor 2 11 13 13
Augenmuskel 6 48 25 26

Bei sechs Katzen wurden die rechten oberen Cervikalganglien entfernt.
Nach sieben Tagen bekamen die Katzen 25 pg/kg [ *H]-Noradrenalin;
die [*H]-Catecholamine wurden eine Stunde spéter in den innervierten
und den denervierten Organen bestimmt. Bei den Experimenten mit
akuter Denervation wurden die rechten oberen Cervikalganglien 15
Minuten vor der Gabe von [*H]-Noradrenalin entfernt. Die Ergebnisse
sind als ng[*H]-Noradrenalin pro Gramm Gewebe ausgedriickt [34].

Um den intraneuronalen Ort der Noradrenalin-Speiche-
rung zu lokalisieren, wurde eine Kombination von Elek-
tronenmikroskopie und Autoradiographie herangezogen.
30 Minuten nach Injektion von [*H]-Noradrenalin wurde
die Zirbeldriise entnommen und fiir die Autoradiographie
und die Elektronenmikroskopie pripariert®*L Die Zirbel-
driise hatten wir wegen ihrer starken sympathischen Inner-
vation gewihlt. Bei elektronenmikroskopischer Betrach-
tung zeigten die Autoradiographien eine auffallende Loka-
lisierung der geschwirzten Korner: Sie waren nicht-myeli-
nisierten Axonen iiberlagert, die granulierte Vesikel von
ca. 500 A Durchmesser enthielten.

Zusammen mit Lincoln Potter wurde versucht, die Vesikel
mit dichtem Kern zu isolieren, die das [*H]-Noradrenalin
gespeichert hatten!®37] Zuvor hatten von Euler und
Hillarp aus Milznerven des Rindes eine bei hoher Zentri-
fugengeschwindigkeit abgetrennte Fraktion von noradre-
nalin-haltigen Granula isoliert!*®. Wiederum wurde Rat-
ten [*H]-Noradrenalin injiziert; anschlieBend trennte
man subzelluldre Fraktionen aus Herz und anderen Ge-
weben durch Zentrifugation in einem kontinuierlichen
Saccharose-Dichtegradienten ab{*®!, Die ,Mikrosomen-
bande* enthielt sowohl das Maximum an [*H]-Noradre-
nalin als auch an endogenem Noradrenalin (Abb. 2). Die
noradrenalin-haltigen Partikeln hatten keine pressorische
Wirkung, sofern sie nicht in verdiinnter Siure aufgeldst
wurden, was anzeigte, daB das Catecholamin gebunden
war. Zusitzlich zu [*H]-Noradrenalin enthielt die Mikro-
somenfraktion auch groBe Mengen Dopamin-B-Oxi-
dase®®”) dem Enzym, das Dopamin in Noradrenalin um-
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wandelt. Weitere Versuche, noradrenalin-haltige Vesikel
zu reinigen, blieben ohne Erfolg.

Die Fahigkeit der Nervenendigungen von Geweben, den
Ubertrdgerstoff [*H]-Noradrenalin aufzunehmen und zu
speichern, machte es Hertting und mir méglich, ihn dort
zu markieren und sein weiteres Schicksal nach Freisetzung
aus den sympathischen Nerven zu verfolgen!*?). So erhiel-
ten Katzen [*H]-Noradrenalin; die Milz, deren Nerven-
endigungen [*H]-Noradrenalin speicherten, wurde per-

Impulse/min {e] —
500 1500 2500

T o T
) N1 70 _o\o\ 5\.\
Uberstand L e

Mikrosomen”

Tropten——
[

Mitochondrien

Hamoglobin

Muskel - Debris

L L L

Tellkerne 001 002 003 004 005
pg Catecholamin {o) —=

Abb. 2. Subzelluldre Verteilung des Noradrenalins im Rattenherz.
Minnliche Ratten (Sprague-Dawley) bekamen 50 pc [*H]-Noradrena-
lin und wurden 30 Minuten spiter getotet. Die Herzen wurden schnell
herausgenommen und in isotonischer Saccharoselosung homogenisiert.
Ein Teil wurde auf einen exponentiellen Saccharose-Dichtegradienten
gebracht und in einer priparativen Spinco-Zentrifuge mit einem SW-
39-Rotor 30 Minuten bei 39000 U. p. M. zentrifugiert [37]. Durch den
Boden des Rohrchens wurden Proben entnommen und darin [*H]-
Noradrenalin und endogenes Noradrenalin bestimmt.

fundiert; nachdem der Milznerv wie von Brown und
Gillespie*®! beschrieben gereizt worden war, ermittelten
wir die Menge des radioaktiven Catecholamins und seiner
Stoffwechselprodukte im vendsen Ausstrom. Nach jeder
Seric von Reizungen stieg die [*H]-Noradrenalin-Kon-
zentration im vendsen Ausstrom merklich an. Es fand sich
ebenfalls eine kleine, aber meBbare Zunahme des O-methy-
lierten Stoffwechselprodukts Normetanephrin, aber keine
Zunahme desaminierter Stoffwechselprodukte. Aus diesen
Versuchen schlossen wir, daB aus den Nervenendigungen
freigesetztes Noradrenalin auf mehreren Wegen inakti-
viert wurde. Ein Teil wird in den Blutkreislauf ausgeschiit-
tet, ein Teil wird durch COMT O-methyliert, und ein Teil
wird von den Nervenendigungen aufgenommen.

Die Wiederaufnahme von Noradrenalin durch sympathi-
sche Neuronen wurde mit Rosell und Kopin am Gefd3bett
des Musculus gracilis des Hundes in situ untersucht!l
Die sympathischen Nerven des musculus gracilis wurden
durch eine Infusion von [*H]-Noradrenalin markiert und
die Freisetzung von [*H]-Noradrenalin nach Reizung des
Nerven gemessen. Bei Reizung der vasomotorischen Ner-
ven nahm der Ausstrom an [*H]-Noradrenalin zunichst
ab und stieg dann wieder an (Abb. 3). Die Verzogerung des
Ausstroms beruhte dabei auf einer Erhohung des vasculi-
ren Widerstandes. Diese Beobachtung weist auf eine ver-
ringerte Fahigkeit des GefiBbettes hin, das freigesetzte
Noradrenalin weiterzuleiten. Nach Beendigung der Rei-

830

_ Perfusion
2 [Torr]
© E
= S 200F
R v SN D N N A
E5 0f Stim.|  Phenoxybenzamin  [Stim. stim.
2601 bifs 05mg b/s 121s

[x

40 H“QAM . X@x\«\@ \\Y\&m

1 L 1 q 1 i

vendses [*H1-Nor-
adrenalin [ nc/min]

5 10 15 20 2430 3% 40 45 50 55
t [min)—

Abb. 3. Aufnahme und Freisetzung von Noradrenalin im musculus
gracilis des Hundes. Der Muskel wurde mit [ *HJ-Noradrenalin nach
der Methode von Rosell, Kopin und Axelrod [41] perfundiert. Peri-
pherer Widerstand und vendser Ausstrom von [*H]-Noradrenalin
wurden wihrend der Reizung des sympathischen Nerven vor und nach
Behandlung mit Phenoxybenzamin gemessen.

zung liefen die Verringerung des [*H]}-Noradrenalin-Aus-
stroms und die Wiederherstellung des peripheren Wider-
standes einander parallel. Um die Verengung des Gefil3-
bettes zu verhindern, wurden die Hunde mit Phenoxy-
benzamin vorbehandelt, einer adrenergen Blockierungs-
substanz, die bekanntlich die Wiederaufnahme von Nor-
adrenalin verhindert. Die Reizung der Vasomotoren hatte
eine sofortige und stirkere Erh6hung des Noradrenalin-
Ausstroms zur Folge. Der Grund fiir den gréBeren und
sofort einsetzenden Noradrenalin-Ausstrom war eine Blok-
kierung der Noradrenalin-Wiederaufnahme durch Phen-
oxybenzamin. Aus diesen und anderen Versuchen wurde
geschlossen, dal die Wiederaufnahme durch sympathische
Nerven wesentlich zur Beendigung der Wirkungen des
Ubertrigerstoffes Noradrenalin beitrigt. In spiteren Ar-
beiten beschrieben mehrere Forscher*2*3! besonders
Iversen, die Eigenschaften des neuronalen Aufnahmepro-
zesses. Er folgt der Sittigungskinetik des Michaelis-Men-

MAD

Effektor -
zelle

N
Abb. 4. Schicksal des Noradrenalins (NA) an einer ,,Varicositit” einer

sympathischen Nervenendigung. COMT bedeutet Catecholamin-O-
Methyltransferase, MAO Monoamin-Oxidase.
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ten-Typs: Er ist stereospezifisch fiir das L-Isomere von
Noradrenalin und benétigt Na*. Viele andere strukturell
mit Noradrenalin verwandte Amine konnen ebenfalls in
sympathische Nerven aufgenommen und dort gespeichert
werden. Das Schicksal von Noradrenalin in den sympathi-
schen Nervenendigungen und im Blut wird in Abbildung 4
dargestellt.

Noradrenalin kann auch durch einen extraneuronalen
ProzeB aufgenommen werden!*4 431 der Iversens Auf-
nahmemechanismus 216! dhnelt. Diese Aufnahme wird
durch adrenerge Blockierungssubstanzen und Norme-
tanephrin gehemmt[?%), Verbindungen wie Isoproterenol,
die eine geringe Affinitit fiir die intraneuronale Aufnahme
und eine hohe Affinitit fiir die extraneuronale Aufnahme
haben, kénnen durch den letztgenannten Prozef inakti-
viert werden. Eine extraneuronale Aufnahme findet bei
allen Catecholamin-Konzentrationen statt™*”! und dient
dazu, Amine in nicht-neuronale Gewebe zu transportie-
ren, wo sie anschlieBend abgebaut werden.

Wirkung von Pharmaka auf die Aufnahme von
Catecholaminen durch den Nerven

Die Fahigkeit der sympathischen Nerven, [*H]-Catechol-
amine aufzunehmen, machte eine verhiltnismiBig ein-
fache Technik zum Studium der Wirkung einer Vielzahl
von Pharmaka auf das sympathische Nervensystem ver-
fiigbar. In fritheren Versuchen dieser Art behandelte man
Miuse mit Pharmaka und stellte fest, wie schnell das [*H]-
Noradrenalin verschwindet'®), Dabei zeigte sich, daB die
verschiedenartigsten Pharmaka (Imipramin, Chlorproma-
zin, Cocain, Reserpin, Amphetamin, Tyramin) diese Ge-
schwindigkeit erhShten. Solche Versuche lieBen vermuten,
daB diese Pharmaka den Abbau beschleunigen, indem sie
die Bindung und/oder die Aufnahme der Catecholamine
storen und sie so dem Angriff der Enzyme COMT oder
Monoamin-Oxidase aussetzen. Diese Hypothese wurde
durch die Beobachtung gestiitzt, daB das Catechol Quer-

O]
Sympath.Nerv Rezeptor

O]

Normale Autnahme

Cocain,
sympathicomimetische Amine,
Imipramin

Abb. 5. Wirkung von Pharmaka auf die Aufnahme von Noradrenalin
in die sympathische Nervenendigung.
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citrin den Catecholamin-Stoffwechsel in vivo stark ver-
langsamt, vermutlich durch Hemmung von COMT.

Bei den niichsten Experimenten beschritten wir einen
direkten Weg. Mit Cocain behandelten Katzen wurde
[®*H]-Noradrenalin intravends injiziert. Eine Stunde spi-
ter wurden Herz, Milz und Nebennieren auf [*H]-Nor-
adrenalin untersucht'*®. Bei den mit Cocain vorbehandel-
ten Katzen zeigte sich eine dramatische Verringerung des
Gehalts an [H]-Noradrenalin im Gewebe. AuBerdem
war bei diesen Tieren der [3H]-Noradrenalin-Spiegel im
Plasma stark erhoht. Dieses Experiment zeigte, daBl Cocain
die Aufnahme von Noradrenalin in das Gewebe, vermut-
lich in die sympathischen Neurone, kriftig verringert. Die
Aufnahmehemmung durch Cocain steigerte demnach die
extraneuronale Noradrenalin-Konzentration (wie dies der
erhohte Plasma-Catecholamin-Spiegel anzeigt). Durch
Blockierung der Aufnahme in die Nerven bewirkt das
Cocain eine erhohte Noradrenalin-Konzentration am
Receptor (Abb. 5), und dies erklart die durch das Pharma-
kon erzeugte Uberempfindlichkeit.

Ahnliche Experimente wie die mit Cocain wurden auch
mit anderen Substanzen ausgefiihrt!>® 34 Die folgenden
Verbindungen verringerten die [*H]-Noradrenalin-Kon-
zentration in Geweben: Imipramin, Chlorpromazin, Tyr-
amin, Amphetamin, Guanethidin, Reserpin und Phenoxy-
benzamin. Alle diese Substanzen erhchten auch den an-
finglichen [3H]J-Catecholamin-Spiegel im Blut. Diese Be-
obachtungen weisen darauf hin, daB diese Pharmaka auch
die Noradrenalin-Aufnahme in das adrenerge Neuron be-
hindern.

Anderung [%)—>=
s _&O& =
o (&a] o (& 2]
T T T - T

~3
(5,
T

wn
o
Y

7

Imipramin

N
o
T

Amphetamin Ganglien -

blocker
[ Kontrolle EZ [*H1-NAnachher [ [*H1-NA vorher

Abb. 6. Wirkungen von Pharmaka auf Aufnahme und Freisetzung von
[*H}-Noradrenalin am Rattenherz. Die Ratten bekamen 15 puc [*H]-
Noradrenalin 30 Minuten vor oder nach Zufiihrung der Pharmaka
und wurden 24 Stunden spiter getotet. Die Herzen wurden auf ver-
bleibendes [*H]-Noradrenalin untersucht [52, 54]. Als Ganglien-
blocker diente Chlorisondamin.

Zusitzlich zur Aufnahme-Blockierung konnten diese Sub-
stanzen auch die Speicherung oder die Freisetzung des ge-
bundenen [*H]-Noradrenalins verhindern. Wenn eine
Substanz nur die Noradrenalin-Aufnahme verhindert,
dann sollte sie den [*HJ-Noradrenalin-Spiegel im Ge-
webe nur dann senken, wenn sie vor dem [3H]-Catechol-
amin appliziert wurde. Wenn sie die Konzentration aber
bei Zugabe nach dem [*H]-Noradrenalin herabsetzt, also
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zu einem Zeitpunkt, an dem der Ubertrigerstoff schon an
das Gewebe gebunden ist, dann setzt die Substanz zusitz-
lich das Catecholamin frei. Um zwischen diesen beiden
Moglichkeiten entscheiden zu konnen, erhielten Ratten
die Drogen vor oder nach intravendser [*H]-Noradrena-
lin-Injektion; anschlieBend wurde die [*H]-Catechol-
amin-Menge im Herzen ermittelt?®?], Reserpin, Amphet-
amin und Tyramin setzten den Gehalt an bereits gebunde-
nem [*H]-Catecholamin herab. Imipramin {(Abb. 6) und
Chlorpromazin senkten dagegen die Konzentration von
[*H]-Noradrenalin im Herzen nur dann, wenn sie vor
dem [*H]-Noradrenalin appliziert wurden. Daraus geht
hervor, dal} diese Verbindungen die Aufnahme blockieren,
aber das Amin nicht freisetzen. Amphetamin verringerte
den Gehalt an [*H]-Noradrenalin stirker, wenn es vor
dem [*H]-Noradrenalin als wenn es danach gegeben wur-
de (Abb. 6). Dies zeigte, daB es nicht nur die Aufnahme
blockiert, sondern auch das Catecholamin freisetzt. Viele
dieser Beobachtungen wurden durch direkte Sichtbar-
machung des sympathischen Neurons mit Techniken der
Fluoreszenzhistologie bestitigt und erweitert(*3!,

[*H]-Noradrenalin wurde auch zur Messung der Wir-
kungen von Pharmaka hinsichtlich der Blockierung der
spontanen Freisetzung der neuronalen Ubertrigersub-
stanz verwendet. Langwirkende Ganglienblocker (Chlor-
isondamin, Abb. 6) und Bretylium hemmten die spontane
[*H]-Noradrenalin-Freisetzung aus dem Rattenherz!>4: 35,
Durch Dezentralisation des oberen Cervikalganglions
wurde die spontane [ *H]-Noradrenalin-Freisetzung eben-
falls verlangsamt, was wieder zeigte, da3 Nervenimpulse
zur Freisetzung des [*H]-Noradrenalins fiihren'>*.

Aufnahme, Speicherung, Freisetzung und
Stoffwechsel von [*H]-Noradrenalin im Rattenhirn

Vogt demonstrierte 1954 die Anwesenheit von Noradrena-
lin im Gehirn und zeigte, daB es ungleichmiBig verteilt
ist’*®) Pharmaka wie Amphetamin und Reserpin!3¢~>8!
senkten die Konzentration an endogenem Noradrenalin
im Gewebe, wihrend Monoamin-Oxidase-Hemmer den
Catecholamin-Spiegel erhohten!>®). Frither war es uns
nicht moglich gewesen, die Verteilung von Noradrenalin
im Gehirn zu untersuchen, da die Substanz die Blut-Hirn-
Schranke nicht iiberschreiten kann'*3!. 1964 entwickelte
jedoch Jaques Glowinski eine Technik zur Einfiithrung von
[*H}-Noradrenalin in das Rattenhirn iiber die Seiten-
ventrikel'*®). Nunmehr lieBen sich die Noradrenalin-Vor-
rdte im Gehirn markieren; wir konnten so das Schicksal
dieser Verbindung im Gehirn und die Wirkung von Phar-
maka untersuchen. Wir priiften zunichst, ob sich dieses
exogene [*H]-Noradrenalin mit dem endogenen Vorrat
an Gehirn-Catecholaminen mischte. Dazu untersuchten
wir zuerst die Verteilung von [*H]-Noradrenalin in ver-
schiedenen Gehirnfeldern. Intraventrikulér injiziertes [ *H]-
Noradrenalin verteilte sich selektiv auf Bereiche mit hoher
Catecholamin-Konzentration, wobei die hochsten Spiegel
im Hypothalamus und die niedrigsten in der GroBhirn-
rinde und im Kleinhirn auftraten'®®). Wesentliche [*H]-
Noradrenalin-Mengen kamen jedoch auch im Corpus
striatum vor, das normalerweise viel Dopamin und wenig
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endogenes Noradrenalin aufweist. Bei autoradiographi-
schen Untersuchungen waren intensive Markierungen
auch in den periventrikuliren und ventromedialen Kernen
des Hypothalamus, im medialen Vorderhirnbiindel, in
spezifischen Bahnen des Riickenmarks und in der Schicht
der apikalen Dendriten des Hippocampus zu beobachten.
Die Untersuchung der subzelluliren Verteilung durch
Zentrifugieren im kontinuierlichen Saccharose-Dichte-
gradienten ergab, daB [*H]-Noradrenalin nach intra-
ventrikuldrer Zufihrung zum Gehirn in der Schicht der
Synaptosomen (abgerissene Nervenendigungen) zusam-
men mit endogenem Noradrenalin®! vorlag. Diese Be-
obachtungen zeigten, dall das [*H]-Noradrenalin sich in
betrichtlichem Malle mit den endogenen Catecholamin-
Vorriten des Gehirns mischt. Das [*H]-Noradrenalin
verblieb lange Zeit im Gehirn, wurde also offensichtlich
gespeichert und vor dem Abbau geschiitzt. Als radioaktive
Stoffwechselprodukte bildeten sich Normetanephrin und
O-methylierte desaminierte Abbauprodukte. Das Haupt-
produkt im Gehirn war [*H]-1-(3-Methoxy-4-hydroxy-
phenyljglykol.

Tabelle 3. Antidepressive Pharmaka und Hemmung der [ *H]-Noradre-
nalin-Aufnahme in das Rattenhirn.

klinische

[*H]-Noradrenalin

Behandlung antidepressive g/Gehirn

Wirkung (Imp. min~ ! x 1000)
Keine 30+2.0
Imipramin ja 19+1.0 [a]
Desmethylimipramin ja 19+1.1 [a]
Amitriptylin ja 23421 [b]
Verbindung 2 nein 304+1.6
Verbindung 3 nein 284+1.2
Chlorpromazin nein 324341

[a] P <0.0001.
[b] P<0.05.

Gruppen von je sechs Ratten bekamen intraperitoneal die betreffenden
Pharmaka (20 mg/kg) eine Stunde vor Zufiihrung von 0.07 pg [*H]-
Noradrenalin in den Seitenventrikel des Gehirns. Verbindung 2 hat
die gleiche Struktur wie Imipramin, aber eine Dimethylaminoisopropyl-
statt der Dimethylaminopropyl-Seitenkette. Verbindung 3 hat die
gleiche Struktur wie Chlorpromazin, aber eine Dimethylaminodthoxy-
statt der Dimethylaminopropyl-Seitenkette [63].

Die Markierung der Noradrenalin-Vorrdte im Gehirn er-
moglichte es, an Gehirnschnitten die Wirkung von Phar-
maka auf die Aufnahme, die Speicherung, die Freisetzung
und den Stoffwechsel von [*H]-Noradrenalin zu studie-
ren*?l. Imipramin und Chlorpromazin blockieren be-
kanntlich die [*H]-Noradrenalin-Aufnahme in intakte
periphere Gewebe!*!! und in Gehirnschnitte!*2. Im intak-
ten Rattenhirn setzte Imipramin die Anreicherung von
[*H]-Noradrenalin nach intraventrikulirer Injektion her-
ab!®l wihrend Chlorpromazin diesen Effekt nicht hatte
(Tab. 3). Andere antidepressive Pharmaka wie Desmethyl-
imipramin und Amitriptylin verringerten die [*H]-Nor-
adrenalin-Ablagerung im Gehirn, wihrend strukturell ver-
wandte Imipramin-Derivate, die klinisch als Antidepres-
siva unwirksam sind, keinen Effekt hatten. Monoamin-
Oxidase-Hemmer sowie [mipramin sind Antidepressiva,
die bewirken, dal mehr physiologisch aktives Noradrena-
lin mit den adrenergen Receptoren im Gehirn reagiert.
Jede dieser Verbindungen macht das groBere Noradrena-
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lin-Angebot im Gehirn auf verschiedene Art verfiighar.
Imipramin und andere tricyclische Antidepressiva ver-
langsamen die Inaktivierung durch Wiederaufnahme in
das Neuron; Monoamin-Oxidase-Hemmer verhindern
den Catecholamin-Abbau. Amphetamin hat mehrfache
Wirkungen auf die Catecholamine im Gehirn'6?); Wie tri-
cyclische Antidepressiva blockiert es die Wiederaufnahme
in das Neuron, verursacht die Freisetzung gespeicherten
Catecholamins und hemmt die Monoamin-Oxidase. Nach
Amphetamin-Zufiihrung steigert sich die Bildung von
[*H]-Normetanephrin im Gehirn, wihrend Reserpin eine
Zunahme der desaminierten Stoffwechselprodukte verur-
sacht. Diese Anderungen des Stoffwechsels spiegeln eine
Freisetzung von physiologisch aktivem Noradrenalin aus
dem Neuron durch Amphetamin und eine Freisetzung von
inaktiven Stoffwechselprodukten durch Reserpin wider.

Glowinski und Iversen untersuchten den Noradrenalin-
Stoffwechsel in verschiedenen Gehirngebieten. Sie fanden,
daB alle Gehirnregionen mit Ausnahme des Striatum Dop-
amin in Noradrenalin umwandeln kdnnen!®#, Amphet-

talysator dient beim ersten Schritt das Enzym Tyrosin-
Hydroxylase!®”], beim zweiten Dopa-Decarboxylasel®]
und beim dritten Dopamin-B-Oxidase!®®l. Diese Reak-
tionen finden in der sympathischen Nervenendigung statt.
Der letzte Schritt wird durch Phenyldthanolamin-N-Me-
thyltransferase katalysiert und spielt sich fast ausschlie3-
lich im Nebennierenmark ab!3%. In der Nebenniere sind
die biosynthetischen Enzyme Tyrosin-Hydroxylase, Dop-
amin-B-Oxidase und Phenylidthanolamin-N-Methyltrans-
ferase fast nur auf das Nebennierenmark beschrankt.

Das Noradrenalin in den sympathischen Nerven und die
Catecholamine (Noradrenalin und Adrenalin) in Neben-
nierenmark befinden sich stdndig im FluB. Sie werden fort-
laufend freigesetzt, metabolisiert und synthetisiert, halten
sich jedoch im Gewebe auf einem erstaunlich konstanten
Wert. Neuere Arbeiten in unserem Laboratorium und von
anderen Forschern enthiillten mehrere Prozesse, die die
Biosynthese von Catecholaminen regulieren, darunter
langfristige hormonelle wie auch kurz- und langfristige
neuronale Regulationen.

T 9
B C-on H C-on fH
/@CI)-?-NHZ C-C"NH, ¢-C-NH,
—_— _—
H H Tyrosin~ HH Dopa - H H
HO Hydroxylase HO Decarboxylase HO
OH OH
Tyrosin Dopa Dopamin
O ¥ Ho ¥ ¥
C-C-NH; C-C-N-CH;
Dopamin-f-Oxidase bR PNMT I!I I!I
P HO HH HO
OH OH
Noradrenalin Adrenalin

Abb. 7. Biosynthese der Catecholamine. PNMT bedeutet Phenyldthanolamin-N-Methyltransferase.

amin blockierte die Wiederaufnahme von Noradrenalin
in allen Gehirnregionen, wihrend Desmethylimipramin
die Aufnahme im Kleinhirn, der Medulla oblongata und
im Hypothalamus hemmte, jedoch nicht im Corpus stria-
tum!?), Um die Umsatzgeschwindigkeiten (Turnover) des
Gehirn-Noradrenalins zu bestimmen, wurden verschie-
denartige experimentelle Moglichkeiten ausgewdhlt. Es
wurde ermittelt, wie schnell endogenes Noradrenalin nach
Hemmung der Catecholamin-Biosynthese, aus [3H]-Dop-
amin gebildetes [*H]-Noradrenalin und [*H]-Noradrena-
lin nach intraventrikuldrer Injektion verschwinden. Die
mit diesen Methoden gewonnenen Ergebnisse stimmten
gut miteinander iiberein. Im Kleinhirn war der Umsatz
am schnellsten, in der Medulla oblongata und im Hypo-
thalamus am langsamsten!®3}, Spitere Arbeiten haben mit
diesen Methoden bewiesen, daB der Umsatz von Gehirn-
Noradrenalin durch Belastungen aller Art, Temperatur-
dnderungen und Schlaf verdndert wird.

Regulation der Catecholamin-Biosynthese

Die Catecholamine werden wie in Abbildung 7 dargestellt
synthetisiert. Dieser biosynthetische Aufbau wurde zuerst
von Blaschko 1939 vorgeschlagen!®® und schlieBlich von
Udenfriend und seinen Mitarbeitern bewiesen!®”1. Als Ka-
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Hormonelle Regulation

Bei Spezies wie dem Hundshai, bei denen das chromaffine
Gewebe auBlerhalb der Nebenniere liegt, kommt wenig
oder kein Adrenalin vor!’?. Bei Spezies, bei denen das
Mark vollstindig dem Cortex angelagert ist (Mensch und
Ratte), ist als Catecholamin fast nur Adrenalin vorhanden.
Dies lieB Wirtman und mich!”!! auf den Gedanken kom-
men, daB der adrenale Cortex eventuell die Aktivitidt des
adrenalin-bildenden Enzyms Phenyldthanolamin-N-Me-
thyltransferase beeinfluBt. Ich hatte bereits iiber die Eigen-
schaften dieses Enzyms gearbeitet und ein empfindliches
und spezifisches Testverfahren zu seiner Bestimmung ent-
wickeltB®%% In der ersten Versuchsreihe wurde die Wirkung
der Hypophysektomie auf die Phenyldthanolamin-N-
Methyltransferase in der Nebenniere gemessen!’!l. Bei
hypophysektomierten Ratten nahm die Aktivitdt des
adrenalin-bildenden Enzyms stetig ab, bis nur noch ca.
209% der anfinglichen Konzentration vorhanden waren
(Abb. 8). Eine tdgliche Gabe von ACTH (Abb. 8) oder eine
Zufuhr von Dexamethason iiber 21 Tage brachte bei
hypophysektomierten Ratten die Enzymaktivitit wieder
auf ihren normalen Stand. Um zu untersuchen, ob die
durch Corticoide induzierte Zunahme von PNMT auf eine
verstidrkte Synthese von neuem Enzymprotein zuriickzu-
filhren war, wurde Dexamethason Ratten gegeben, deren
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RNA-abhingige Protein-Synthese durch Puromycin oder
Actinomycin D gehemmt worden war. Beide Hemmer der
Protein-Synthese verhinderten einen Anstieg der durch
Dexamethason verursachten Enzymaktivitiat. Wiederholte

100 ™ M
| s il
S50t
Z<C
251 7
7
PNMT Tyrosin- Dopamin-
Hiydroxylase B -0xidase
3 normat Hypox [0 Hypox + ACTH

Abb. 8. Regulation der enzymatischen Adrenalin-Synthese im Neben-
nierenmark durch ACTH. Der Gehalt an Phenyldthanolamin-N-
Methyltransferase (PNMT [71] und Dopamin-B-Oxidase [73] wurde
21 Tage nach Hypophysektomie, der Gehalt an Tyrosin-Hydroxylase
finf Tage nach Hypophysektomie [72] gemessen. Nach Hypophys-
ektomie (Hypox) wurde sechs Tage lang tdglich ACTH gegeben.

Gaben von ACTH oder Dexamethason an intakte Ratten
lieB die adrenale PNMT-Aktivitdt jedoch nicht iiber nor-
male Werte ansteigen.

Angesichts der Wirkung einer Hypophysektomie auf die
adrenale PNMT-Aktivitdt wurde die Wirkung anderer an
der Catecholamin-Biosynthese beteiligter Enzyme unter-
sucht. Nach Hypophysektomie nahm die Aktivitit der
Tyrosin-Hydroxylase aus der Nebenniere ab!’?! (Abb. 8).
Die Enzymaktivitit wurde innerhalb von fiinf Tagen
(Abb. 8) um 25% und innerhalb von zehn Tagen auf unge-
fahr die Halfte reduziert. Wiederholte Zufuhr von ACTH
brachte bei hypophysektomierten Ratten (Abb. 8) die Akti-
vitdt der Tyrosin-Hydroxylase wieder auf normale Werte.
Anders als bei PNMT erhdhte Dexamethason bei hypo-
physektomierten Ratten nicht die Tyrosin-Hydroxylase-
Aktivitdt. Auch in diesem Fall steigerten wiederholte Ga-
ben groBer Mengen ACTH bei normalen Ratten nicht die
adrenale Tyrosin-Hydroxylase.

Auch die Aktivitdt von Dopamin-B-Oxidase (dem Enzym,
das Dopamin in Noradrenalin umwandelt) wurde bei
hypophysektomierten Ratten untersucht!”! Nach 21 Ta-
gen nimmt die Aktivitdt dieses Enzyms auf ungefihr 309,
seines Normalwertes ab (Abb. 8). Eine ACTH-Zufuhr iiber
funf Tage erhohte die Dopamin-B-Oxidase-Aktivitit, je-
doch wurde innerhalb dieser Zeit die volle Aktivitit nicht
erreicht. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, daB zur
normalen Bereitstellung von catecholamin-biosynthetisie-
renden Enzymen in den Nebennieren ACTH notwendig ist.

Neuronale Regulation

Die Catecholamin-Biosynthese in den sympathischen Ner-
ven und in der Nebenniere steht unter scharfer Kontrolle
durch neuronale Mechanismen, von denen einer schnell und
der andere langsam wirkt. Nach fortgesetzter Reizung des
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Nervus splanchnicus ist die Summe aus freigesetztem
und in der Driise verbliebenem Catecholamin groBer als
die anfinglich in der Driise vorhandene Menge!’#l. Dies
lieB daraufschlieBen, daB Nervenimpulse die Catecholamin-
Biosynthese steigern. Weiner und seine Mitarbeiter zeigten
an einem isolierten Priaparat des hypogastrischen Nerven
des Vas deferens, daB die Reizung eine verstidrkte Synthese
von ['*C]-Noradrenalin aus ['*C]-Tyrosin zur Folge
hatte, jedoch nicht aus [1*C]-Dopal’®). Sie stellten ferner
fest, daB der Zusatz von Noradrenalin eine Zunahme der
[*4C]-Catecholaminbildung aus [ **C]-Tyrosin verhinder-
te. Die Reizung des Vas deferens dnderte jedoch nicht die
Gesamtmenge an Noradrenalin oder Tyrosin-Hydroxylase
in vitro. Die Tatsache, daB Noradrenalin die Umwandlung
von [ **C}-Tyrosin in Noradrenalin hemmen kann, wies auf
eine schnelle Riickkopplungshemmung auf der Stufe der
Tyrosin-Hydroxylase hin.

Eine andere Art der Regulierung der Catecholamin-Bio-
synthese wurde auf unerwartete Weise entdeckt. Tranzer
und Thoenen berichteten, daB 6-Hydroxydopamin selektiv
sympathische Nervenendigungen zerstért!’ ¢, Thoenen be-
schloB, ein Forschungs-Freijahr in meinem Laboratorium
zuzubringen. Zusammen mit Mueller untersuchten wir die
Wirkung der chemischen Zerstdrung von sympathischen
Nervenendigungen durch 6-Hydroxydopamin auf das Bio-
synthese-Enzym Tyrosin-Hydroxylase. Wie erwartet ver-
schwanden die Enzyme vollstdndig innerhalb von zwei
Tagen nach Zufuhr von 6-Hydroxydopamin!”"). Bei einer
Untersuchung der Nebenniere zeigte sich jedoch eine starke
Zunahme der Tyrosin-Hydroxylase. Da 6-Hydroxydop-
amin den Blutdruck senkt, konnte die durch diese Verbin-

Tyrosin-
Hydroxylase
| Oopamin -
T 20 § -Dxidase
]
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3100+
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501
kontrolle Reserpin Kontrolle  Reserpin
[ normal  EQ dezentralisiert

Abb. 9. Transsynaptische Induktion noradrenalin-synthetisierender
Enzyme. Das rechte oder das linke obere Cervikalganglion wurde durch
Durchtrennung des priganglioniren Stammes dezentralisiert. Nach
zwei bis sechs Tagen wurde 24 Stunden vor der Bestimmung der
Tyrosin-Hydroxylase in den innervierten und den dezentralisierten
Ganglien Reserpin (5 mg/kg) gegeben [78]. Bei den Versuchen mit
Dopamin-f-Oxidase wurde Reserpin (2.5 mg/kg) dreimal jeden zweiten
Tag gegeben und das Enzym am siebenten Tag nach der Dezentralisa-
tion bestimmt [83].

dung bedingte Zunahme der Enzymaktivitdt durch eine
reflektorische Zunahme der sympathikus-gesteuerten Ne-
bennierenaktivitit bedingt sein. Folglich untersuchten wir
die Wirkung von Reserpin, das bekanntlich den Blutdruck
senkt und die Aktivitat der pragangliondren Nerven er-
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hoht. Reserpin erzeugte fiir mehrere Tage eine kriftige
Zunahme der Tyrosin-Hydroxylase-Aktivitat in der Ne-
benniere von Ratten und einigen anderen Tierarten sowie
im oberen Cervikalganglion (Abb. 9) und im Stammhirn
des Kaninchens!’% 7%, Der adrenerge Blocker Phenoxy-
benzamin verursachte ebenfalls eine reflektorische Zu-
nahme der sympathischen Nebennierenaktivitit. Wieder-
.um resultierte die Zufilhrung dieser Verbindung in einer
Erhohung der Tyrosin-Hydroxylase-Aktivitdt in der Ne-
benniere.

Um festzustellen, ob die erhohte Enzymaktivitdt durch die
Bildung neuer Enzymmolekiile verursacht wird, wurde
die Protein-Synthese vor der Zufiihrung der Pharmaka
gehemmt. Die Hemmung der Protein-Synthese entweder
durch Cyclohexamid oder Actinomycin D verhinderte die
durch Pharmaka induzierte Zunahme der Tyrosin-Hy-
droxylase in der Nebenniere und in den Ganglien!®°!. Die
wahrscheinlichsten Ursachen fiir die Zunahme der Enzym-
aktivitdt konnten entweder ein Faktor im Blut wie bei der
Induktion von PNMT durch ACTH oder eine Zunahme
der Aktivitdt der pragangliondren Neuronen sein. Um
diese letztgenannte Moglichkeit zu untersuchen, durch-
schnitten wir einseitig den die Nebenniere versorgenden
Nervus splanchnicus®!! sowie zum oberen Cervikalgan-
glion fiihrende praganglioniire Fasern und applizierten da-
nach Reserpin!’®). Dieses Pharmakon verursachte den er-
warteten Anstieg der Tyrosin-Hydroxylase-Aktivitidt auf
der innervierten Seite und verhinderte auBerdem die Ab-
nahme der Tyrosin-Hydroxylase-Aktivitdt auf der dener-
vierten Seite (Abb. 9). Diese Ergebnisse zeigen, daf} die Zu-
nahme der Tyrosin-Hydroxylase-Aktivitit die Folge einer
transsynaptischen Induktion des Enzyms ist. Untersuchun-
gen iiber die molekularen Mechanismen, die diese Induk-
tion iiber die Nerven hinweg verursachen, waren bis jetzt
erfolglos. Die durch den Nerven vermittelte Induktion von
Tyrosin-Hydroxylase nach Reserpingabe wird auch so-
wohl an den Nervenendigungen als auch im Zellk6rper be-
obachtet. Die Zunahme der Tyrosin-Hydroxylase in den
Nervenendigungen ist jedoch gegeniiber der in den Gan-
glien um zwei bis drei Tage verzogert!®?!. Versuche mit
Hemmstoffen der Protein-Synthese weisen eher auf eine
lokale. Bildung induzierter Tyrosin-Hydroxylase in den
Nervenendigungen hin als auf einen Transport des fertigen
Enzyms in die Peripherie.

In Zusammenarbeit mit Molinoff, Weinshilboum und
Brimijoin'®¥ wurden dhnliche Versuche iiber die Induktion
von Dopamin-B-Oxidase angestellt, einem Enzym, das in
Noradrenalin-Speichergranula vorkommt. Diese Versuche
wurden durch die Entwicklung eines sehr empfindlichen
Bestimmungsverfahrens fir Dopamin-B-Oxidase moglich.
Das Enzym konnte nunmehr an Stellen nachgewiesen wer-
den, an denen es friiher nie gefunden worden war. Wieder-
holte Reserpin-Zufuhr verursachte eine kraftige Zunahme
der Dopamin-B-Oxidase im Ganglion stellatum und den
oberen Cervikalganglien (Abb. 9), in den Nervenendigun-
gen sowie im Nebennierenmark der Ratte. Die Zunahme
der Dopamin-B-Oxidase in sympathischen Ganglien wur-
de durch Protein-Synthese-Hemmer oder durch chirurgi-
sche Dezentralisation verhindert (Abb. 9). Kiirzlich haben
wir festgestellt, daB Dopamin-B-Oxidase im menschlichen
Plasma und dem anderer Siugetierarten vorkommt®4]
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Vorldufige Experimente legen nahe, daB die zirkulierende
Dopamin-B-Oxidase aus sympathischen Nervenendigun-
gen kommt. Nach Reserpin-Zufuhr nahm auch die PNMT-
Aktivitdt in der Nebenniere zu; diese Zunahme wurde
durch Unterbrechung des Nervus splanchnicus verhin-
dert®),

Aufgrund der zunehmenden Bedeutung, die den Catechol-
aminen fiir die Erklarung von Verhaltensinderungen bei-
gemessen wird, untersuchten wir die Wirkungen von
psychosozialem Reizentzug oder von Reizvermehrung auf
die Biosynthese-Enzyme Tyrosin-Hydroxylase und
PNMT®%), In einem speziellen Kifigsystem wurde eine
Gruppe von Miusen gegen visuellen Kontakt isoliert,
wihrend eine andere erhohter sozialer Stimulation ausge-
setzt wurde. Nach sechs Monaten stellte man bei den iso-
lierten Mdusen eine kriftige Abnahme der adrenalen Ty-
rosin-Hydroxylase- und der PNMT-Aktivitit fest, wih-
rend die Aktivitdt beider Enzyme bei den stimulierten
Miusen erhoht war. In dhnlichen Versuchen wurde auch
im Laboratorium von Kopin festgestellt, dafl eine lingere
zwangsweise Immobilisierung von Ratten ebenfalls einen
Aktivierungsanstieg der adrenalen Tyrosin-Hydroxylase
und des PNMT hervorruft und diese Zunahme durch Un-
terbrechung des Nervus splanchnicus zur Nebenniere be-
seitigt wird!®7), Alle diese Ergebnisse legen nahe, daB die
Zunahme der catecholamin-bildenden Enzyme unter an-
dauerndem StreB neuronal vermittelt wird und daB diese
Reaktion nicht sofort eintritt, wie das bei der schnellen
Ausschiittung von Noradrenalin und Adrenalin im Zu-
stand der Wut, Furcht oder Aggression der Fall ist.

Noradrenalin als neurochemischer ,,Wandler*
in der Zirbeldriise

Die Zirbeldriise ist auBerordentlich reich an sympathi-
schen Nervenfasern, die in den oberen Cervikalganglien
entspringen®®], Dieses Organ hat die einzigartige Fihig-
keit, das Hormon Melatonin (5-Methoxy-tryptamin) wie
folgt zu synthetisieren: Tryptophan—5-Hydroxy-trypto-
phan — Serotonin — N-Acetyl-serotonin — Melatonin!®°!.
Ein Jahr bevor Lerner das Melatonin entdeckte!®°! fan-
den wir ein O-methylierendes Enzym, das COMT!], Dies
regte die Suche nach dem Enzym an, das Indole unter Bil-
dung von Melatonin O-methyliert. Solch ein Enzym wurde
in der Zirbeldriise gefunden und Hydroxyindol-O-Methyl-
transferase genannt2°!. Das Enzym O-methyliert N-Acetyl-
serotonin zu Melatonin, wobei S-Adenosylmethionin als
Methyldonor dient. Ungefdhr zur selben Zeit wurde das
Enzym beschrieben, welches Serotonin zu N-Acetyl-
serotonin acetyliert (N-Acetyltransferase)®!l. In der Folge
erwies es sich, daf dieses Enzym eine Schliisselstellung im
adrenergen Nervensystem bei der Regulation der Melato-
nin-Biosynthese innehat.

Die Ansicht, daB3 Licht eine Wirkung auf die Zirbeldriise
ausiibt, wurde 1961 von Fiske gedufBert, als sie feststellte,
daB Tierhaltung bei fortdauernder Belichtung das Gewicht
des Organs veréindert'®?!. Folglich wurden Ratten dauern-
der Dunkelheit oder dauerndem Licht ausgesetzt; in der
Zirbeldriise wurde die Aktivitdt des melatonin-bildenden
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Enzyms Hydroxyindol-O-Methyltransferase gemessen(®,
Nach andauernder Dunkelheit war die Aktivitdt der Hy-
droxyindol-O-Methyltransferase in der Zirbeldriise mehr
als doppelt so grof3 wie nach fortdauernder Belichtung.
Die Entfernung der oberen Cervikalganglien beseitigte
diesen Unterschied der Enzymaktivitdt!®#l. Da Noradrena-
lin als Ubertrigerstoff in den sympathischen Nerven dient,
konnte es der Wirkstoff sein, der die Melatonin-Synthese
reguliert. Diese Deutung wird durch den Nachweis ge-
stiitzt, daB der Noradrenalin-Spiegel in der Zirbeldriise
stark durch die Helligkeit der Umgebung beeinfluit
wird®5),

Als Technik zur Untersuchung, wie der Ubertrégerstoff
im Nerven die Melatonin-Synthese (die auBlerhalb des
Neurons stattfindet) beeinflussen kann, bot sich die Ver-
wendung von Zirbeldriisen in Organkultur an. Haupt-
siichlich, dank der Anstrengungen von Shein, gelang es uns,
Zirbeldriisen in Organkultur zu halten. Die Zirbeldriise
in Organkultur konnte alle Schritte der Bildung von Mela-
tonin aus Tryptophan ausfiihren!®®!. Eine Hemmung der
Protein-Synthese unterbrach die Umwandlung von Tryp-
tophan in Melatonin véllig, was auf die Bildung neuen En-
zymproteins hinwies. Ein Zusatz von Noradrenalin zum
Kulturmedium verursachte innerhalb von 24 Stunden eine
starke Zunahme der Melatonin-, jedoch nicht der Seroto-
ninbildung aus Tryptophan!®” (Abb. 10). Noradrenalin

.
T

w
T

T

Bildung aus Tryptophan [%]—=
T

%

D
Melatanin Serotonin
[ ohne Noradrenalin
72 mit Noradren‘alin

Abb. 10. Anregung der Melatonin-Synthese in der Zirbeldriise durch
Noradrenalin. Kulturréhrchen mit Zirbeldriisengewebe von Ratten
wurden mit ['*C]-Tryptophan in Abwesenheit oder Anwesenheit von
Noradrenalin (3-10~* mol/l) inkubiert. Nach 24 Stunden wurden in
den Zirbeldriisenkulturen ['*C]-Serotonin und [**C]-Melatonin be-
stimmt {97].

hatte jedoch nur einen begrenzten Effekt auf die Aktivitit
von Hydroxyindol-O-Methyltransferase. Klein et al. unter-
suchten das Enzym, das in Zirbeldriisen-Organkulturen
Serotonin in N-Acetyl-serotonin umwandelt. Er fand, da3
Noradrenalin die Aktivitit dieses Enzyms bemerkenswert
steigert®®, Sobald aber die Protein-Synthese blockiert
wurde, regte Noradrenalin die Bildung der N-Acetyltrans-
ferase nicht mehr an. Diese Ergebnisse zeigen, dall aus
sympathischen Nerven freigesetztes Noradrenalin die Bil-
dung des Zirbeldriisenhormons Melatonin anregt, indem
es spezifisch die Synthese neuer Molekiile der N-Acetyl-
transferase hervorruft.
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Schlulbemerkungen

Seit Otto Loewi'® nachgewiesen hat, daB die sympathi-
schen Nerven ihre Wirkung durch Freisetzung eines che-
mischen Stoffes erzielen, sind zahlreiche Fortschritte ge-
macht worden. Der Ubertriigerstoff im Nerven ist als Nor-
adrenalin identifiziert und seine Biosynthese, sein Stoff-
wechsel und seine Inaktivierung sind weitgehend geklirt
worden. Obwohl die komplexen Zusammenhinge bei der
Speicherung und der Freisetzung von Noradrenalin und
Adrenalin sowie bei der Regulation ihrer Biosynthese teil-
weise aufgedeckt worden sind, bleibt noch viel zu tun iibrig.
Unser Verstindnis der zentralen adrenergen Mechanis-
men befindet sich noch am Anfang, verspricht aber eine
rasche Weiterentwicklung. Es wurde weiter gezeigt, da3
Pharmaka, die bei der Behandlung von affektiven Stérun-
gen sowie neurologischen und cardiovasculiren Krank-
heiten therapeutisch wirksam sind, ebenfalls Aufnahme,
Speicherung, Freisetzung, Bildung und Abbau der Cate-
cholamine beeinflussen. Diese Befunde, die sich auf das
periphere und zentrale sympathische Nervensystem be-
ziehen, haben einen Einblick in die Ursachen von psychi-
schen Depressionen!!®®, Parkinsonscher Krankheit!%!
und Hypertension!'??! gewidihrt und Moglichkeiten zu
ihrer Behandlung eréffnet.
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