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Discussion. During the differential centrifugation all 
fractions were tested for enzymatic activity. There was 
no act ivi ty 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 act ivi ty in the enzyme blanks. In addition, 
the influence of acetone on monoaminoxidase is still in 
doubt a. 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 be/ore and alter 'prolonged storage 

Preparation 
rabbit kidney 

1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 

after 6 months 
after 13 months 

7. 
after 6 months 

Mean 
S.D. 

Micr~iters of O 2 uptake 
per mg N 2 101 0p 0100 

mill rain ~lin thin 

23 20 24 73 
26 25 27 70 
20 27 25 76 
21 24 24 74 
28 31 29 80 
25 28 26 74 
25 30 26 66 
30 29 26 66 
26 29 23 
21 25 28 
24"5 26'8 25.8 

3.2 3.2~ 1,8 

Qo: 
(Y) 

140 
148 
148 
143 
168 
153 
147 
151 

78 156 
76 150 
73'3 150"4 
4.8 ] 7.3 

% N2 
per mg 

dry pre- 
paration 

4.8 
5.1 
5.3 
5.0 
5.6 
5.0 
5.0 
5.0 
5.1 
5-1 
5.1 
0.2 

C. GIORDANO, J. BLOOM, 
and J. P. MERRILL 

Renal Laboratory, Peter Bent Brigham Hospital and 
Harvard Medical School, Boston (Mass.), December 15, 
1959. 

Zusammenfassung 

Eine einfache Methode zur Gewinnung eines Extraktes  
(Pulver) yon starker Monoaminoxydase-Aktivit~tt aus 
t tunde- oder Kaninchennieren wird beschrieben. Differen- 
times Zentrifugieren und rasches Einfrieren sind die wich- 
tigsten Schritte dieser Methode. Die enzymatische Akti- 
vit/it des Pr~parates bleibt tiber mehrere Monate erhalten. 

S t r u k t u r  u n d  W i r k u n g  

y o n  m u s c a r i n i i h n l i c h e n  V e r b i n d u n g e n  

In friiheren Arbeiten wurde die grosse ~.hnlichkeit der 
Wirkung des Muscarins und seiner Isomeren mit  der des 
Acetylcholins beschrieben ~, L Besonders Muscaron, welches 
eine Carbonyl- an Stelle der Hydroxylgruppe im Muscarin 
besitzt, ist auffallend akt iv  auf cholinergische Synapsen 
im Bereich des peripheren Parasympathicus, der auto- 
nomen Ganglien und der Muskelendplatten. Daraus lassen 
sich Vorstellungen tiber die Bindung dieser Stoffe am 
cholinergisehen Rezeptor ableiten, nach denen minde- 
stens 3 pharmophore Gruppen (Carbonyl- oder Hydroxyl-  
gruppe, Ather-Sauerstoff und quart~trer Stickstoff) tiir 
eine maximale \Virkung notwendig sind. Diese funktio- 

nellen Gruppen mtissen in eine mehr oder weniger starke 
Bindung mit  den Pharmoreceptoren best immter  Sub- 
strate treten, damit  eine pharmakologische V~qrkung zu- 
stande kommt.  

Wi t  haben eine Reihe weiterer muscarin/thnlicher Ver- 
bindungen, bei denen der Tetrahydro-Furanring durch 
den Thiophanring ersetzt, die Methylseitenkette fehlt oder 
verlAngert oder der Ring nut teilweise hydrier t  ist, unter- 
sucht und k6nnen unsere frtiheren Schlussfolgerungen be- 
st/itigen und erweitern. 

Zur Priifung verwendeten wir Katzen als Ganztiere (ffir 
die Messung des Carotis-Blutdruckes, der Atmung, der 
Nickhautkontrakt ion mit  und ohne prfiganglionAre Sym- 
pathicusreizung sowie der Gastrocnemius-Muskelzuckun- 
gen nach Reizung des N. ischiadicus) und isolierte Frosch- 
organe (x/4 L~hmung des perfundierten Herzens nach 
STRAUB und submaximale Kontrakt ion des M. rectus ~tb- 
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 nattirlich vorkommenden 
Muscarin und seiner Epi-Verbindung (IiI) (Hydroxyl- 
gruppe in cis-Stellung zu einer tier Seitenketten) nicht 
mehr 100-300fach (Muscarin/Epi-MuscarinX), sondern 
nut  noch 1,7-2fach. Ein Rhnliches Verhalten ist bei 
trans- und cis-Desmethyl-Muscarin (VI, VII)  und den ent- 
sprechenden Thio-Analoga zu beobachten, indem hier der 
Wirkungsunterschied yon 7 auf 2 vermindert  wird. 

Bemerkenswert i s td ie  3fache Wirkungssteigerung durch 
Entmethyl ierung bei den Thio-Analoga (IV, V), w/ihrend 
wir friiher fiir die gleiche Veriinderung bei Muscarin und 
dessen Derivaten 100fache Verminderung feststellten n. 
Kettenverli ingerung bis zur Propyl- oder Isobutyl- 
gruppe (VIII,  IX, X) verkleinert die Aktivit~tt entspre- 
chend dem Volumen und der sterischen Steltung der Sub- 
sti tuenten. 

Trans-4, 5-Dehydro-Muscarinjodid (XI) ist etwa gleich 
wirksam wie D,L-Muscarin. Die isomere cis-Verbindung 
(XII) ist etwas weniger aktiv, wobei diese Verminderung 
~hnlich, abet  umgekehrt  wie beim Wechsel "con Alto- 
Muscarin zu Epiallo-Muscarin ist. 

Diese Resultate k6nnen wie folgt diskutiert  werden: 
Die yon JELLINEK 4 mit  R6ntgenanMyse ermit tel te  

Raumform des Muscarins ergab, dass das O-Atom des 
Tetrahydrofuranringes mit  den benachbarten C-Atomen 
einen Bindungswinkel yon 109 ° bildet und yon die- 
sen 1,47 ~ entfernt  ist. Beim 1,4-Dithion betrAgt der 
Bindungswinkel des S-Atoms zu den C-Atomen 99 ° und 
die Distanz 1,81 ~k s. Ftir 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-\Vaals-Radius fiir Schwefel 1,85 /k betr/igt, 
fiir Sauerstoff nur 1,4/k ~, so dass das Thiophanringsystem 
ca. 35% gr6sser ist. 
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Wirksamkeit bei Katzen, 7/kg i. v. (Minimaldosen) 

Formetn 

HO 
CH s Ctt a /;--N "NI+ 

HaC 0 CH 2 CH a 

HO]  I CH, CH a 

cn ~/~---~ " N / +  
S CH 2 CH 3 

H O / /  CH3 CH~ 
I/q : - - ~  " ' N / +  

H O /  I CH3 CHa 

0 CH~ CH a 

CH~ CH a 

HO~ | CHa CHa 

CH a 0 CH: CH~ 

CH a CHa [ 

i 

Blutdruck- 
senkung 

0,01 

15,0 
25,0 

5,0 
10,0 

1,0 
7,0 

0,5 
30-100 

Atmungs- 
ver- 

st/irkung 

0,05 

1-4000 

Nickhaut- 
kontrak- 

tion 

>4000 
>5000 

200-400 

0,2-1,0 
1,0 

250 
500 

300 
200 

20 
200 

200 
200 

100 
800 

0,01 
0,02 

2000 
> 200 

1,2 

>2000 

>4000 

Muskel- 
lfihmung 

(atrophfisiert) 

>10000 

> 4500 
> 5000 

> 3000 
> 5000 

>10000 
2000 

> 200 
> 2000 

> 4000 

> 500 
> 500 

bei isolierten Froschorganen 
~]ml Perfusions- oder 

Badftiissigkeit 

Froschherz 
l/,L~ihmung 

500 
1000 

I00 
200 

30 
400 

50 
1000 

>1000 

0,02 

0,2-0,3 
0,4 

Froschreetus 
submaximale 
Kontraktion 

> 500 

>2000 
>1000 

>1000 
>1000 

5O 
> 100 

Die Verbindungen II, III, IV, V, VIII, IX, X wurden von C. H. EUGSTER und K. ALLNER synthetisiert und uns in verdankenswerter 
Weise zur pharmakologischen Prfifung zur Verffigung gesteUt. Ffir die Verbindungen XI und XII danken wir Herrn Dr. F. HXF- 

LIGER, J. R. Geigy AG., Basel. 
a D,L-Muscarinjodid [C. H. EUGSTER, Helv. ehim. Acta 40, 2462 (1957)]. b Stellung der Methylgruppe noch nicht abgekl/irt, e trans- 
und cis-Desmethylmuscarinjodid [G. ZwIcKv, P. G. WASER und C. H. EUGSTZR, Helv. chim. Acta 42, 1177 (1959)]. d Nicht voUstfindig 
isomerenfrei, e Transreiches Isomerengemisch. f Trans- und cis-4,5-Dehydromuscaronjodid JR. DENSS, E. GIROD, F. H~.FLIGER und 

C. H. EUGSTER, Helv. chim. Aeta 4~, t191 (1959)]. 

Viel wich t iger  is t  die grSssere E l e k t r o n e g a t i v i t ~ t  des  
R ing-Saue r s to f f s  (3,5) gegeni iber  Schwefel  (2,5), die  
e r s te ren  befAhigt, m i t  b e n a c h b a r t e n  A m i n e n  oder  H y -  
d r o x y l g r u p p e n  s tabi le  %Vasserstoffbriieken zu bi lden,  die 
ansche inend  ffir die biologische Wi rkung  wesent l i ch  s ind.  
Zum S -Atom s ind n u t  sehr  schwache  Wasse r s to f fb r f i cken  
m6glich.  

Die 3mal st i trkere V¢irksamkeit  de r  s te reo i someren  Des-  
m e t h y l v e r b i n d u n g e n  gegeni iber  den  Thio-Analoga  des  
Muscar ins  k a n n  auch d a m i t  e rk lgr t  werden ,  dass  die geo- 
me t r i s chen  Verh~l tn isse  des Th iophanr ings  ve r sch ieden  
yon  denen  des T e t r a h y d r o - F u r a n r i n g s  s ind und  d a m i t  de r  
M e t h y l s u b s t i t u e n t  in einer  ande ren  Lage  ist. Viel le icht  
wird  d u r c h  die Wassers tof fbr f icke  des • the r -Sauers to f f s  
im Muscaron  das  R e z e p t o r p r o t e i n  so deformier t ,  dass  die 
M e t h y l g r u p p e  des Muscarons  genau h ine inpas s t  u n d  diese 
Defo rmie rung  ve r s tg rk t .  Desme thy l -Musca r in  is t  d e m e n t -  
sp rechend  50real weniger  akt iv .  Eine  Ver lgngerung  der  

Ace ty l cho l inke t t e  im Muscar in  (Propyl -  u n d  I sobu ty lve r -  
b indungen)  v e r m i n d e r t  ebenfa l l s  die  W i rk u n g ,  wobci  an- 
sche inend  e ine  gewisse Stereospezi f i t i t t  g e w a h r t  bleibt .  
Diese  R e s u l t a t e  s t i m m e n  m i t  de r  fiir m a x i m a l e  choliner-  
gische W i r k u n g  n o t w e n d i g e n  5 - A t o m k e t t e n - R e g e t  yon 
ALLES und  KNOEFEL 7 sowie ING s i iberein,  ohne  dass  da~ 
m i t  de r  M e t h y l g r u p p e  eine p h a r m o p h o r e  F u n k t i o n  zu- 
gesp rochen  werden  muss  9 

A ro ma t i s i e ru n g  des T e t r a h y d r o - F u r a n r i n g s  ver/~ndert 
die W i r k s a m k e i t  wenig,  wie schon  von  ING et al. fiir 

7 G. A. ALLES und P. K. K~COEI~EL, Univ. Calif. Publ. PharmacoL 
1, 187 (1939). 

s H. R. IN% Science 109, ~64 (1949), 
o L. GYERMEK und K. R. UNNA, Proc, Soe, exp. Biol. Med., N. Y. 

128, 30, 37 (1960). 
xo H. R. IN6, P. KORDIK und D. P. H. TUDOR WILLIAMS, Brit. J, 

Pharmacol. 7, 103 {1952). 
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Furfurylverbindungen (5-Methylfurfuryltrimethylammo- 
nium und Furfuryl tr imethylammonium) festgestellt 
wurde 1°. Trans-(4,5)-Dehydro-Muscarin (XI) ist etwa 
gleich wirksam wie das vollst~indig hydrierte Muscarin, 
die c/s-Verbindung analog dem Epi- odor Epiatlo-Musca- 
fin weniger aktiv.  Die Stellung der beweglichen basi- 
schen Seitenkette ha t  auf die V~qrksamkeit wenig Einfluss, 
sofern sie nicht in cis-Stel lung zur Hydroxylgruppe steht. 
Ahnliche ~berlegungen gelten ffir die Stellung der Methyl- 
seitenkette. 

Struktur des Tetrahydroluranringes im Muscarin vergliehen mit der 
wahrscheinlichen Struktur des Tetrahydro-Thiophenhomologen, 

P. G. WASER 

Pharmakologisches Inst i tut  der Universitiit Zi~rich, 
18. 3liirz 1960. 

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 a tom 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. Aromatici ty of the furan ring has little 
effect on biological act ivi ty  of muscarine, in contrast to 
the striking decrease which occurs when methyl  or tri- 
methylammonium groups are in cis-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 x 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 ra t  liver mitochondria obtained by 
incubating the particles for several hours in a barbiturate 
buffer. CONGIU 8, 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 

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 4- 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 Pot ter -Elvehjem type apparatus 
with 0.25 2kr sucrose. The centrifugation scheme was the 
same as tha t  used by CONGIU 3. No a t tempt  was made to 
collect separately the mitochondrial  fractions as suggested 
by DE DuvE et al. 6. Mitochondria were washed once with 
0.25 M sucrose and then suspended in 0-5 ml of the 
Michaelis buffer, prepared according to GRASSMANN el 
al. e. Its ionic strength was 0,1 t~ and the pH was ~6. 
0-1% 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 
t ime 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 t~l in the case of total  proteins, 
of 40 t~l in tha t  of lipo- and glycoproteins. Electrophoresis 
was run in a plexiglass box with plat inum wire electrodes. 
Michaelis barbiturate-acetate-HC1 buffer, ionic strength 
0-1 ~ and pH 8-6, was the fluid phase. The applied current 
was 0.2 mA, at  125 V 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 v 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 60% 
ethanol. Glycoproteins were detected according to the 
method of ROMANI 7. 

The optical density of the spots was then read in an 
Elphor apparatus after t reatment  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: 15.3 ~ 7.4 for peak No. 1, 16.3 4- 5-1 
for No. 2, 19-5 4- 1.8 for No. 3, 45.2 4- 12.2 for No. 4, 
3.8 4- 2.8 for No. 5. The form of the pat tern is comparable 
with that  obtained by CONGIU, who used free electro- 
phoresis. The number of peaks is, however, less ~han that  
described by this author. I t  seems probable tha t  peaks 
No. 2, 3, and 4 of paper electrophoresis correspond to 
those described as 'central group' by CONG:U. The form of 
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