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Discusston. During the differential centrifugation all
fractions were tested for enzymatic activity. There was
no activity found in any of the discarded fractions.

In the authors’ experience this method has proven rapid,
reliable, and simple to perform. The Table demonstrates
that after 6 months and 13 months the enzymatic activity
was essentially unchanged from the initial determination.
The acetone-powder method produces a relatively un-
stable preparation in Warburg blanks, whereas our meth-
od showed no activity in the enzyme blanks. In addition,
the influence of acetone on monoaminoxidase is still in
doubt?®. Finally, preparation of the enzyme from the ‘large
granular fraction’® where it is found seems a more logical
approach than utilizing whole kidney tissue,

Monoaminoxidase activity before and after ‘prolonged storage

Microliters of O, uptake

r mg N, % Ny

Preparation ber mg Ny per mg

rabbit kidney 10 20 30 60 QO" dry pre-

min | min | min { min O | paration

(V)

1. 23 120 (24 (73 (140 4:8
2. 26 125 |27 |70 (148 51
3. 20 27 25 76 (148 5-3
4. 21 24 24 74 1143 50
3. 28 31 29 80 |168 56
6. 25 |28 |26 |74 |153 50
after 6 months | 25 |30 |26 | 66 147 50
after 13 months | 30 29 26 | 66 (151 5-0
7. 26 129 |23 |78 156 5.1
after 6 months | 21 25 28 76 1150 5-1
Mean .. .| 2445 26:8( 258 73-3[150:4] 5.1
SSD. ... ... 32| 32§ 18] 48 73 0-2
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Zusammenfassung

Eine einfache Methode zur Gewinnung eines Extraktes
{Pulver) von starker Monoaminoxydase-Aktivitit aus
Hunde- oder Kaninchennieren wird beschrieben. Differen-
tiales Zentrifugieren und rasches Einfrieren sind die wich-
tigsten Schritte dieser Methode. Die enzymatische Akti-
vitiit des Priparates bleibt iiber mehrere Monate erhalten.

Struktur und Wirkung
von muscarindhnlichen Verbindungen

In fritheren Arbeiten wurde die grosse Ahnlichkeit der
Wirkung des Muscarins und seiner Isomeren mit der des
Acetylcholins beschrieben 1+ 2, Besonders Muscaron, welches
eine Carbonyl- an Stelle der Hydroxylgruppe im Muscarin
besitzt, ist anffallend aktiv auf cholinergische Synapsen
im Bereich des peripheren Parasympathicus, der auto-
nomen Ganglien und der Muskelendplatten. Daraus lassen
sich Vorstellungen iiber die Bindung dieser Stoffe am
cholinergischen Rezeptor ableiten, nach denen minde-
stens 3 pharmophore Gruppen (Carbonyl- oder Hydroxyl-
gruppe, Ather-Sauerstoff und quartirer Stickstoff) fiir
eine maximale Wirkung notwendig sind. Diese funktio-
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nellen Gruppen miissen in eine mehr oder weniger starke
Bindung mit den Pharmoreceptoren bestimmter Sub-
strate treten, damit eine pharmakologische Wirkung zu-
stande kommt.

Wir haben eine Reihe weiterer muscarinihnlicher Ver-
bindungen, bei denen der Tetrahydro-Furanring durch
den Thiophanring ersetzt, die Methylseitenkette fehlt oder
verldngert oder der Ring nur teilweise hydriert ist, unter-
sucht und kénnen unsere fritheren Schlussfolgerungen be-
stitigen und erweitern.

Zur Priifung verwendeten wir Katzen als Ganztiere (fiir
dic Messung des Carotis-Blutdruckes, der Atmung, der
Nickhautkontraktion mit und ohne prigangliondre Sym-
pathicusreizung sowie der Gastrocnemius-Muskelzuckun-
gen nach Reizung des N.ischiadicus) und isolierte Frosch-
organe (!/, Lahmung des perfundierten Herzens nach
STrRAUB und submaximale Kontraktion des M. rectus ab-
dominis entsprechend 5 y/ml Acetylcholin).

Das Ergebnis dieser Versuche ist in der Tabelle zu-
sammengefasst. Wird das Sauerstoffatom im hetero-
cyclischen Ring durch Schwefel ersetzt, sinkt die Wirk-
samkeit bedeutend, auf 1/1500, ab. Gleichzeitig ist auch
der Unterschied zwischen der Wirksamkeit des Thio-
Analogon des Muscarins (II) mit Substituenten entspre-
chend der Konformation im natiirlich vorkommenden
Muscarin und seiner Epi-Verbindung (III) (Hydroxyl-
gruppe in cis-Stellung zu einer der Seitenketten) nicht
mehr 100-300fach (Muscarin/Epi-Muscarin!), sondern
nur noch 1,7-2fach. Ein &dhnliches Verhalten ist bei
trans- und cis-Desmethyl-Muscarin (VI, VII) und den ent-
sprechenden Thio-Analoga zu beobachten, indem hier der
Wirkungsunterschied von 7 auf 2 vermindert wird.

Bemerkenswert ist die 3fache Wirkungssteigerung durch
Entmethylierung bei den Thio-Analoga (1V, V), wiahrend
wir frither fiir die gleiche Verdnderung bei Muscarin und
dessen Derivaten 100fache Verminderung feststellten?3.
Kettenverlingerung bis zur Propyl- oder Isobutyl-
gruppe (VIII, IX, X) verkleinert die Aktivitit entspre-
chend dem Volumen und der sterischen Stellung der Sub-
stituenten.

Trans-4, 5-Dehydro-Muscarinjodid (X1} ist etwa gleich
wirksam wie p,L-Muscarin. Die isomere cis-Verbindung
{XII) ist etwas weniger aktiv, wobei diese Verminderung
dhnlich, aber umgekehrt wie beim Wechsel von Allo-
Muscarin zu Epiallo-Muscarin ist.

Diese Resultate konnen wie folgt diskutiert werden:

Die von JeELLiNex? mit Rontgenanalyse ermittelte
Raumform des Muscarins ergab, dass das O-Atom des
Tetrahydrofuranringes mit den benachbarten C-Atomen
einen Bindungswinkel von 109° bildet und von die-
sen 1,47 A entfernt ist. Beim 1,4-Dithion betrigt der
Bindungswinkel des S-Atoms zu den C-Atomen 99° und
die Distanz 1,81 A5 TFir das Thio-Analogon des Mus-
carins {II) ist daher anzunehmen, dass das S-Atom in
einem etwas spitzeren Winkel weiter aus dem 5-Ring
herausragt als beim Muscarin (Abb.). Dazu kommt, dass
der van-der-Waals-Radius fiir Schwefel 1,85 A betrigt,
fiir Sauerstoff nur 1,4 A%, so dass das Thiophanringsystem
ca. 359, grosser ist.
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5 R, E, MarsH, Acta cryst. 8, 91 (1955),

8 L.PaurinG, The Nature of the Chemical Bond {Cornell University
Press, Ithaca 1944), p. 64 und 189,
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bei isolierten Froschorganen
Wirksamkeit bei Katzen, p/kg i. v. {Minimaldosen) yjm} Perfusions- oder
Badfliissigkeit
Atmungs- Nickhaut- Muskel- ; Froschrectus
Formeln %:;gi‘;fk. ver- kontrak- Idhmung l?;?;hhem submaximale
g starkung tion (atropinisiert)| 4 SUMUDE  Kontraktion
HO
CH, CH,
Is / N N+ 0,01 0,05 1,2 10000 0,02 > 500
AN N
H,C O CH; CH,
Hof | CH, CH,
I CH { / T 15,0 250 >4000 > 4500 500 >2000
111e N S 25,0 500 >5000 > 5000 1000 >1000
S CH, CH,
ol I CHgy CH,
v { /N N+ 5,0 300 200 > 3000 100 >1000
N 10,
\'% ~. 5 e cfi, CH, 0 200 200 > 5000 200 >1000
HO { | CH, CH,
Vie H N 1,0 20 100 10000 30 —
Viic ~ g —
~ o i cfi, CH, 7.0 200 800 2000 400
HO { I CH, CH,
VI el SN s 0,5 2 > 200 > 200 50 —
IXa F i ke A NP NP N 30-100 2000 > 2000 > 2000 1000 —
CH, CH,
CH, CH
el S
Xe CHCH, PN 200400 14000 >4000 > 4000 >>1000 -—
~ DN
CH, O CH, CH,
CH, CH;,
’ I Sy
XI1f Hol ; /N\'i" 0,01 0,2-1,0 3 > 500 0,2-0,3 50
X1t N ot e 0,02 1.0 5 S 500 04 > 100
N 2 3
H,C O
Die Verbindungen 11, II1, IV, V, VIII, IX, X wurden von C.H. EucsTERr und K. ALLNER synthetisiert und uns in verdankenswerter
Weise zur pharmakologischen Priifung zur Verfligung gestellt. Fiir die Verbindungen XI und XII danken wir Herrn Dr. F. Hir-
LIGER, J. R, Geigy AG., Basel.
2 p,-Muscarinjodid [C. H. Eucster, Helv, chim. Acta 40, 2462 (1957)]. ® Stellung der Methylgruppe noch nicht abgeklirt. ©#rans-
und ¢is-Desmethylmuscarinjodid [G. Zwicky, P, G. Waser und C. H. EvestER, Helv. chim. Acta 42, 1177 (1959)]. ¢ Nicht vollstandig
isomerenirei. © Transreiches Isomerengemisch. T Trans- und cis-4,5-Dehydromuscaronjodid [R. Dexss, E., Girop, F. HAFLIGER und
C. H. EuGsTER, Helv. chim. Acta 42, 1191 (1959)].

Viel wichtiger ist die grossere Elektronegativitdt des
Ring-Sauerstoifs (3,5) gegeniiber Schwefel (2,5], die
ersteren befdhigt, mit benachbarten Aminen oder Hy-
droxylgruppen stabile Wasserstoffbriicken zu bilden, die
anscheinend fiir die biologische Wirkung wesentlich sind.
Zum S-Atom sind nur sehr schwache Wasserstoffbriicken
mdglich.

Die 3mal stirkere Wirksamkeit der stereoisomeren Des-
methylverbindungen gegeniiber der Thio-Analoga des
Muscarins kann auch damit erkldrt werden, dass die geo-
metrischen Verhdltnisse des Thiophanrings verschieden
von denen des Tetrahydro-Furanrings sind und damit der
Methylsubstituent in einer anderen Lage ist. Vielleicht
wird durch die Wasserstoffbriicke des Ather-Sauerstoifs
im Muscaron das Rezeptorprotein so deformiert, dass die
Methylgruppe des Muscarons genau hineinpasst und diese
Deformierung verstirkt. Desmethyl-Muscarin ist dement-
sprechend 50mal weniger aktiv. Eine Verlingerung der

Acetylcholinkette im Muscarin (Propyl- und Iscbutylver-
bindungen) vermindert ebenfalls die Wirkung, wobei an-
scheinend eine gewisse Stereospezifitit gewahrt bleibt.
Diese Resultate stimmen mit der fiir maximale choliner-
gische Wirkung notwendigen 35-Atomketten-Regel von
AirLEs und KNOEFEL? sowie ING® iiberein, ohne dass da-
mit der Methylgruppe eine pharmophore Funktion zu-
gesprochen werden muss®.

Aromatisierung des Tetrahydro-Furanrings verindert
die Wirksamkeit wenig, wie schon von ING ef al. fiir

7 G. A. ALLEs und P. K. Knogrer, Univ, Calif, Publ. Pharmacol.
1, 187 (1939).

8 H, R. INnG, Science 109, 264 (1949).

® L. GverMek und K. R. UnNa, Proc. Soc. exp. Biol. Med., N. Y.
128, 30, 37 (1960).

19 H, R. IngG, P. Korpik und D. P, H, Tunor WiLLiaus, Brit. J,
Pharmacol. 7, 103 {1952).
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Furfurylverbindungen (5-Methylfurfuryltrimethylammo-
nium und Furfuryltrimethylammonium) festgestellt
wurde!®, Trans-(4,5)-Dehydro-Muscarin (XI) ist etwa
gleich wirksam wie das volistindig hydrierte Muscarin,
die cis-Verbindung analog dem Epi- oder Epiallo-Musca-
rin weniger aktiv. Die Stellung der beweglichen basi-
schen Seitenkette hat auf die Wirksamkeit wenig Einfluss,
sofern sie nicht in cis-Stellung zur Hydroxylgruppe steht.
Ahnliche Uberlegungen gelten fiir die Stellung der Methyl-
seitenkette,

Struktur des Tetrahydrofuranringes im Muscarin verglichen mit der
wahrscheinlichen Struktur des Tetrahydro-Thiophenhomologen.

P. G. WasEr

Pharmakologisches Inmstitut der Universitiit Zivich,

18. Marz 7960.

Summary

Replacing the tetrahydrofuran ring in muscarine by
tetrahydrothiophene results in a markedly reduced bio-
logical activity. This may be explained by the inability of
the sulfur atom to form hydrogen bonds with the choliner-
gic receptor group. The increase in ring size also affects the
position and biological function of the neighbouring
methyl group. Aromaticity of the furan ring has little
effect on biological activity of muscarine, in contrast to
the striking decrease which occurs when methyl or tri-
methylammonium groups are in ¢is-position with respect
to the hydroxy-group.

Paper Electrophoresis of Soluble Proteins
of Rat Liver Mitochondria

The presence of soluble proteins in mitochondria has
been described recently by several authors. HoGEBOOM
and ScHNEIDER! have succeeded in separating 4 protein
components from rat liver mitochondria by ultra-centri-
fugation of sonically disrupted particles. DE LAMIRANDE
et al.? have found by free electrophoresis 5 protein frac-
tions in extracts of rat liver mitochondria obtained by
incubating the particles for several hours in a barbiturate
buffer. CoNGIU3 4 has recently succeeded in separating by
free electrophoresis at least 7 protein components from
mitochondria disrupted by a non-ionic tensioactive sub-
stance, Triton X-100.

The present paper deals with the paper electrophoresis
of soluble proteins from rat liver mitochondria. The
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results obtained show the presence in these particles of at
least 5 protein components, of 3 lipoproteins, and of 3
glycoproteins.

14 Wistar albino rats were used weighing 160 + 15 g
and fed on a semi-synthetic diet, They were killed by
bleeding. The liver was immediately removed and trans-
{ferred in the cold room at 2°C. Mitochondria were isolated
from 5 g of the organ by centrifugation of 25% homo-
genates prepared in a Potter-Elvehjem type apparatus
with 0-25 M sucrose. The centrifugation scheme was the
same as that used by Conciu?® No attempt was made to
collect separately the mitochondrial fractions as suggested
by DE Duve ¢t al.®. Mitochondria were washed once with
0-25 M sucrose and then suspended in 0-5 ml of the
Michaelis buffer, prepared according to GRASSMANN ef
al.®. Its ionic strength was 0-1 p and the pH was &6.
0-19, Triton X-100 was added to this buffer in order to
disrupt mitochondria. The final volume was 1-8 ml. The
mixture was stored at 2°C for 15 min and then centri-
fuged at 20000 g for 15 min. The supernatant fluid was
used for paper electrophoresis, immediately after this
time. In fact, incubation at room temperature for short
time results in a rapid aggregation of the proteins. What-
man No. 1 paper strips 25 cm long and 4 cm wide were
used. The extract was placed on previously moistened
strips in the amount of 10 pl in the case of total proteins,
of 40 pl in that of lipo- and glycoproteins. Electrophoresis
was run in a plexiglass box with platinum wire electrodes.
Michaelis barbiturate-acetate-HCl1 buffer, ionic strength
0-1 p and pH 8-6, was the fluid phase. The applied current
was 0-2mA, at 125V for 12 h at 2°C in the cold room. The
strips were then removed and dried in an oven at 95°C for
15 min. Staining of the proteins was made by 1%, bromo-
phenol blue in ethanol saturated with HgCl,. Differen-
tiation of the spots was carried out with 0-1%, acetic acid.
Lipoproteins were stained by a saturated solution of
Sudan Black B in 60%, ethanol and differentiated by 609,
ethanol. Glycoproteins were detected according to the
method of RomaN1?.

The optical density of the spots was then read in an
Elphor apparatus after treatment of the strips with
vaseline oil. Diagrams were constructed with the results
obtained. The percentage distribution of single fractions
was estimated by measuring on each diagram the area of
the Gauss curves corresponding to each peak. The form of
the patterns is given in the Figure, in which each of them
represents the average of at least 5 measurements.

Paper electrophoresis pattern of total proteins consists
of at least 5 components. Relative percentages, 4 stand-
ard deviation, were: 153 + 7-4 for peak No. 1, 16:3 4 5-1
for No. 2, 19-5 + 1-8 for No. 3, 45-2 4 12:2 for No. 4,
3-8 4 28 for No. 5. The form of the pattern is comparable
with that obtained by Conciu, who used free electro-
phoresis. The number of peaks is, however, less than that
described by this author. It seems probable that peaks
No. 2, 3, and 4 of paper electrophoresis correspond to
those described as ‘central group’ by Congiu. The form of
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8 L. ConGiu, G, Biochim. 8, 261 {1959).

4 L. Concliu, G. Biochim., in press.
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