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m.p .  162-163 °, hexahydro-I ( X I I )  m.p .  158-159 °, a n d  
octahydromorellin (XlII) m.p .  151-152°.  . U p t a k e  of 
h y d r o g e n  b y  (I) in  glacia l  ace t i c  ac id  a b o v e  4 M  is s low 
a n d  inde f in i t e  b u t  a n  a m o r p h o u s  decahydromorellin (XIV)  
could  be  r ecove red  f rom t h e  r eac t i on  p roduc t .  A s t ab l e  
c rys ta l l ine  decahydromorellin (XV) m.p.  125-126 ° (cf. 
m.p .  110-111 ° g iven  b y  BRINGI e t  al. ~) d i f f e ren t  f rom 
(XIV)  re su l t s  b y  d r a s t i c  r e d u c t i o n  w i t h  R a n e y  n icke l  in  
e t h a n o l  a cco rd ing  to  t h e  m e t h o d  of MOZlNGO et  al. ~. 
T r e a t m e n t  of (XIV)  w i t h  n icke l  u n d e r  s imi la r  cond i t i ons  
gives  a dodecahydrornorellin C~aH4sO, (XVI)  m.p .  107 °. 
R e d u c t i o n  of t h e  bromocompound CaaH~O~Br  (xvII) m.p.  
125-130 ° (decomposed)  r e su l t i ng  f rom i n t e r a c t i o n  of (XV) 
a n d  P B r  s y ie lds  a deoxydecahydromorellin C~3H~60 ~ 
( X V I I  I) m.p .  141-142 ° d i f f e ren t  f rom t he  deoxy  compound 
Ca~.aaH,,_~O ~ ( X I X )  m.p.  174 ° fo rmed  on t r e a t m e n t  of (I), 
(If) ,  ( X I I I )  or (XIV)  w i t h  R a n e y  nickel  in  bo i l ing  p h e n o l  
or  cyc lohexano l .  W h i l e  (XIV) ,  on  a lka l ine  p e r m a n g a n a t e  
ox ida t ion ,  yie lds  ace t ic  (0.33 to  0 .4M) ,  isovaleric (0 .42M) 
a n d  isocaproic (0.48 M) acids  a n d  a vo la t i l e  l a c t one  CsHx00 , 
(b.p. 90 -95° /30 -35  ram,  0 .1M)  bes ides  c¢-methylglutar ic  
ac id  a n d  o t h e r  u n i d e n t i f i e d  ac ids  (XV) a n d  ( X V I I I )  f o rm  
ace t ic  (0 .16M)  a n d  isocaproic (0 .46M)  ac ids  a n d  o n l y  
t r aces  of isovaleric acid  b u t  n o n e  of t h e  vo la t i l e  l ac tone .  
F o r m a t i o n  of n e a r l y  1 M of  t h e  c o m b i n e d  isocaproic a n d  
isovaleric acids . ind ica tes  t h e  p resence  in  (XIV)  of two  
d i s t i nc t  a l i pha t i c  side cha ins  in  c o n t r a s t  to  (XV),  whe re  
t he  m o i e t y  y ie ld ing  isovaleric acid ha s  a p p a r e n t l y  re-  

a r r a n g e d  d u r i n g  t he  MOZI~CGo t r e a t m e n t .  A n  acidic phenol 
C16H2~O 4 ( X X )  m.p .  159 ° (dimethyl ether ClsHzgO 4 ( X X I )  
m.p .  159°), i so la t ed  f rom p r o d u c t s  of a lka l i  fus ion  of ( X I V )  
a t  290 ° for  20 min ,  r eac t s  w i t h  s e m i c a r b a z i d e  a n d  per iod ic  
acid,  and ,  on  o x i d a t i o n  w i t h  a lka l ine  p e r m a n g a n a t e ,  sp l i t s  
i n to  a-hydroxy-isobutyric acid.  I n  a d d i t i o n  to  (XX) ,  a 
second,  n e u t r a l  phenol C~,H300~ ( X X I 1 )  m.p .  161 ° r e su l t s  
f rom (XV) on  t r e a t m e n t  w i t h  e t h a n o l i c  K O H  a t  180 ° 
for  2 h.  

A p a r t  f rom t h e i r  s imi la r  b iological  p roper t i e s ,  t h e  close 
s t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p  of more l l in  to  gu t t i f e r i n s  * is b o r n e  
o u t  f rom t h e  f o r m u l a  (I). 

Zusammenlassung. I n  de r  v o r l i e g e n d e n  A r b e i t  wi rd  eine 
neue  S t r u k t u r f o r m e l  (I) fiir More l l in  vorgesch lagen ,  die 
m i t  de r  S u m m e n f o r m e l  C~sH~6_ssO ~ f i b e r e i n s t i m m t .  N e b e n  
de r  s t r u k t u r e l l e n  ~ h n l i c h k e i t  zeigen a u c h  biologische  
E i g e n s c h a f t e n  des Morel l ins  (I) dessen  V e r w a n d t s c h a f t  
m i t  Gu t t i f e r in .  

D.  V. KRISHNA MURTHY a n d  P.  L.  NARASIMktA RAO 

Antibiotics Laboratory, Department of Biochemistry, Indian 
Institute of Science, Bangalore (India), March 13, 7961. 

8 R. MOZINGO, C. SPENCER, and K. FOLKERS, J. Amer. chem. Soc. 
66, 1859 {1944). 

t~ber d e n  E i n b a u  ~4C-mark ier ter  A m i n o s i i u r e n  
in Z e l l k e r n f r a k t i o n e n  a u s  M e e r s c h w e i n c h e n l e b e r -  

z e l l en  in vitro 

Wie  schon  f r i iher  b e r i c h t e t  w u r d e  1, be s i t z en  isol ier te  
Zel lkerne  aus  de r  T h y m u s d r f i s e  u n d  L e b e r  de r  R a t t e  die 
Fi ih igkei t ,  in  A n w e s e n h e i t  yon  Glucose r a d i o a k t i v e  
Aminos~iuren in P r o t e i n e  e i nzubauen .  Dass  Aminos / iu ren  
a u c h  in vitro in  v e r s c h i e d e n e  d u r c h  D e s o x y c h o t a n  u n d  
L u b r o t  e r h a l t e n e  Z e l l k e r n f r a k t i o n e n  e i n g e b a u t  werden ,  
w u r d e  u n l ~ n g s t  v o n  RENDI fes tges te l l t  2. 

I n  d ieser  M i t t e i l u n g  b e r i c h t e n  wi r  f iber  d e n  E i n b a u  
m a r k i e r t e r  A m i n o s ~ u r e n  in e inze lne  Ze l lke rn f r ak t ionen ,  
die n a c h  Aufsch l i e s sung  de r  K e r n e  d u r c h  f r ak t i on i e r t e s  
Zen t r i fug ie ren  e r h a l t e n  wurden .  D e r  E i n b a u  v o n  ~4C- 
m a r k i e r t e n  Aminos~turen in  diese F r a k t i o n e n  w u r d e  in 
vitro d u r c h g e f i i h r t  be i  V e r w e n d u n g  i n t a k t e r  Zel lkerne,  
i h r e r  H o m o g e n a t e  sowie i so l ie r te r  Ze l lke rn f rak t ionen .  D i e  
D a r s t e l l u n g  de r  Zel lkerne  erfolgte  n a c h  HOGEBOOM e t  al. s 
Das  V e r f a h r e n  v e r l a n g t e  zus~itzlich e in  5 ra in  langes  Zen-  
t r i fug ie ren  bei  60 g, u m  die n o c h  v o r h a n d e n e n  i n t a k t e n  
Zel len zu e n t f e r n e n .  Das  Z e l l k e r n p r i t p a r a t  liess mik ro -  
skop i sch  n i c h t  m e h r  als  2 - 3 %  ganze  Zel len e r k e n n e n .  

Die L e b e r z e l l k e r n e  w u r d e n  m i t  r a d i o a k t i v e n  A m i n o -  
s~Luren, bei  Z u s a t z  v o n  gepuf fe r t e r  Glucose als Energ ie -  
quelle,  i n k u b i e r t  1 u n d  n a c h  30 ra in  in  e inem G l a s h o m o -  
g e n i s a t o r  bei  1500 U / m i n  u n d  0 ° 4 ra in  lang  homogen i s i e r t .  
Das  H o m o g e n a t  w u r d e  n a c h h e r  m i t  e iner  gek i ih l t en  Zen-  
t r i f uge  in 3 F r a k t i o n e n  zerlegt .  Die  ers te  F r a k t i o n  b e s t a n d  
aus  u n z e r s t 6 r t e n  Zel len  u n d  gr6sseren  Ze l lbes t and te i l en ,  
die zwei te  aus  im Mik roskop  g u t  s i ch tba re l t  u n d  be i  
40000 g w~ihrend 1,5 h s e d i m e n t i e r e n d e n  P a r t i k e l n .  Die 
Ana lyse  y o n  Ribonucle insgture  (RNS)  4 u n d  Eiweiss  5 in 
d iesen  P a r t i k e l n  e r g a b  e in  Verh~il tnis  ( R N S  zu Eiweiss)  
v o n  0,22. W e d e r  d u r c h  E x t r a k t i o n  m i t  he isser  Tr ich lor -  
essigs~ure n o c h  d u r c h  die Feu lgensche  N u c l e a l r e a k t i o n  
k o n n t e  die A n w e s e n h e i t  ,con Desoxyr ib0nuc le ins l iu re  

nachgewiesen  werden .  Diese  Ze l lke rn t e i l chen  n e n n e n  wir  
R i b o n u k l e o p r o t e i d - P a r t i k e l  (RNP) .  Der  Sed imen t / i be r -  
s t a n d  s te l l te  F r a k t i o n  3 dar .  D u t c h  R e s u s p e n d i e r u n g  de r  
zwei e r s t en  F r a k t i o n e n  in  W a s s e r  u n d  Zuf i igen v o n  Tri-  
chloressigs~iure zu s ~ m t l i c h e n  F r a k t i o n e n  bis  z u m  Er -  
r e i chen  e iner  E n d k o n z e n t r a t i o n  v o n  5% k o n n t e n  die P ro -  
t e ine  abgesch i eden  u n d  n a c h h e r  m i t  d e n  f ib l ichen Me- 
t h o d e n  6 ge re in ig t  werden .  I h r e  Menge w u r d e  b e s t i m m t  
u n d  die R a d i o a k t i v i t ~ t  in  e iner  u n e n d l i c h  d t i nnen  S c h i c h t  
m i t  e i n e m  Geiger -Mfi t l e r -Fens te rz l ih l rohr  gemessen .  Die  
e r h a l t e n e n  Z a h l e n w e r t e  s ind  in Tabe l l e  l A aufgef i ihr t .  

Tab, I. Einbau 14C-markierter Aminos~[uren in Zellkernfraktionen 
aus intakten und zerstSrtcn Zcllkernen in vitro 

Nr. Fraktion Impulse]h/mg Protein 
(A) Inkubierung (B) Inkubierung 
intakter Kerne zerstSrter Kerne 

I Sediment bei 600 g 70 96~ 
2 Sediment bei 40000 g 254 1973 
3 13bcrstand 680 2753 

1 ml der Inkubationsmischung hatte folgende Zusammensetzung: 
0,5 ml einer Suspension yon Zellkernen (intakte oder zerstSrte) in 
0,25 M Rohrzuckerl6sung, die aus 0,5 g Lebergewebe erhalten wurden, 
0,25 ml 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,3 in 0,25 M RohrzuckerlSsung, 
0,2 ml 0,1 M Glucose mit 0,75 mg NaC1, 0,05 ml ~4C-markierte Amino- 
s~iurcn (0,675 I~c). Inkubiert wurdc 30 mirl bei 37 ° in offenen Reagenz- 

gl~isern. 
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U m  fes tzus te l len ,  inwiefern  die Aminos~iuree inbau-  
f / ihigkei t  in  z e r s t 6 r t e n  Ze l lke rnen  e r h a l t e n  b le ib t ,  w u r d e n  
die Zel lkerne  m e c h a n i s c h  aufgesch lossen  u n d  m i t  14C- 
m a r k i e r t e n  A m i n o s ~ u r e n  u n d  Glucose n n t e r  den  ob igen  
B e d i n g u n g e n  i n k u b i e r t ,  d a n n  f r a k t i o n i e r t  u n d  die R a d i o -  
a k t i v i t ~ t  d e r  P r o t e i n f r a k t i o n e n  gemessen.  Die  Messwer te  
s ind  in  Tabe l l e  I ]3 zu sehen .  

XVie aus  Tabe t l e  I zu e r sehen  ist,  h a b e n  ze r s t6 r t e  Zell- 
k e r n e  u n t e r  d e n  ob igen  B e d i n g u n g e n  ih re  F/ ih igkei t ,  
A m i n o s ~ u r e n  e i n z u b a u e n ,  n i c h t  e ingebt iss t .  Diese r  B e f u n d  
weis t  e i n d e u t i g  au f  das  I n t a k t b l e i b e n  des  g l yko l y t i s chen  
Sys t ems  h in .  B e m e r k e n s w e r t  i s t  a u c h  die  h 6 h e r e  E i n b a u -  
i n t e n s i t ~ t  z e r s t 6 r t e r  Zel lkerne  i m  Verg le ich  m i t  d e n  un -  
besch / id ig ten  K e r n e n .  Diesen  B e f u n d  k o n n t e  m a n  m i t  de r  
E n t f e r n u n g  e ine r  Bar r ie re ,  die w a h r s c h e i n l i c h  die Ze l lkern-  
m e m b r a n  den  A m i n o s ~ u r e n  gegeni iber  da r s t e l l t ,  in  Zu-  
s a m m e n h a n g  b r ingen .  Die  gr6ss te  R a d i o a k t i v i t ~ t  w a r  in  
be iden  F~l len  in  d e n  R N P - P a r t i k e l n  u n d  i m  ~ b e r s t e h e n -  
den  fes tzuste l len .  

W e i t e r h i n  wurde  u n t e r s u c h t ,  inwiefern  die A n w e s e n h e i t  
a l ler  dre i  Z e l l k e r n f r a k t i o n e n  zu r  P r o t e i n s y n t h e s e  no t -  
wend ig  ist.  Die R N P - P a r t i k e l  w u r d e n  z u s a m m e n  m i t  
Glucose,  m a r k i e r t e n  A m i nos / t u r en  u n d  d e m  Zel lkern i iber -  

Tab. II. Einbau 14C-markierter Aminos~uren in die RNP-Partikel in 
Anwesenheit des Zellkernfiberstandes und in den Zellkernfiberstand 

allein 

Fraktion Impulselmin/mg Protein 
Inkubationszeit in min 

I 10 '20 40 
RNP-Partikel 48 85 113 148 
Zellkernfiberstand 276 301 506 407 

Zusammensetzung yon 10 ml Inkubationsmischung: 1,5 ml in 0,l M 
Phosphatpuffer, bei pH 7,3 suspendierte RNP-Partikel (11 mg El- 
weiss), 5,4 ml Uberstand (6,5 mg Eiweiss), 2,1 ml 0,1 M Glucose mit 
7,9 mg NaC1, 1 ml 14C-markierte Aminos~uren (13,5 ~tc). Dieselbe 
Zusammensetzung hatte auch der Zellkerniiberstandansatz, jedoch 
ohne die RNP-Suspension. Inkubiert wurde bei 37 ° in offenen 
Reagenzgl~sern. In den entnommenen Proben wurdeu die RNP- 
Partikel nach vorheriger dreimaliger Verdfinnung mit 0,25 M Rohr- 
zuckerl6sung unter Zusatz yon nicht-radioaktiven Aminos~iuren ab- 
zentrifugiert. 

s t a n d  inkub ie r t .  U n t e r  d e n s e l b e n  B e d i n g u n g e n  w u r d e  
a u c h  das  U b e r s t e h e n d e  ohne  die t ib r igen  F r a k t i o n e n  in-  
kub i e r t .  Die  Messwer te  s ind  in Tabe l le  I I  zu sehen.  

Aus  den  e r h a l t e n e n  R e s u l t a t e n  k a n n  m a n  schl iessen,  
dass  z u m  E i n b a u  de r  A m i n o s ~ u r e n  in Ze l lke rnp ro t e ine  
n i c h t  u n b e d i n g t  s~mt l i che  Z e l l k e r n b e s t a n d t e i l e  n o t w e n d i g  
s ind.  Die  P r o t e i n s y n t h e s e  in  d e n  R N P - P a r t i k e l n  e r fo lg t  
s c h o n  in  A n w e s e n h e i t  des  Ze l lke rn i ibe r s t andes ,  we lche r  - 
wie wei te re  V e r s u c h e  e r g a b e n -  m i t  d e m  c y t o p l a s m a t i s c h e n  
~ b e r s t a n d  e r s e t z t  w e r d e n  k a n n .  \Vie aus  Tabe l l e  I I  zu 
e r s ehen  ist,  b a u t  a u c h  de r  Z e l l k e r n t i b e r s t a n d  n a c h  E n t -  
f e r n u n g  de r  R N P - P a r t i k e l  Aminos/~uren m i t  grosser  In -  
t ens i t / i t  in  die P r o t e i n e  ein.  O b w o h l  m a n  d iesen  E i n b a u  
a u c h  au f  e ine u n v o l l k o m m e n e  A b s c h e i d u n g  de r  R N P -  
P a r t i k e l  zur t ickf i ih ren  k 6 n n t e ,  so weis t  d o c h  die w e i t a u s  
gr6ssere  A k t i v i t / i t  des  l ~ b e r s t a n d e s  gegen i ibe r  de r  de r  
R N P - P a r t i k e l  au f  e inen  e n g e n  Z u s a m m e n h a n g  de r  Akt i -  
v i tAt  m i t  den  16slichen P r o t e i n e n  hin .  Diese r  B e f u n d  
s t i m m t  g u t  i ibere in  m i t  den  R e s u l t a t e n  y o n  KALF u n d  
SI~PSON, a n h a n d  we lche r  de r  O b e r s t a n d  y o n  z e r s t 6 r t e n  
M i t o c h o n d r i e n  n a c h  a c h t s t f i n d i g e m  Zen t r i fug i e r en  be i  
1 0 5 0 0 0 g  die F A h i g k e i t  besass ,  r a d i o a k t i v e s  Va l in  i m  
Ver l au f  y o n  e in  p a a r  S t u n d e n  in P r o t e i n e  e i n z u b a u e n  7. 

U n s e r e  Ve r suche  weisen d a r a u f  h in ,  dass  die d u r c h  Zen-  
t r i fug ie ren  ze r s t6 r tev  Lebe rze l lke rne  e r h a l t e n e n  R N P -  
P a r t i k e l  f/ihig s ind  Aminos / i u r en  in  e inem zel l i re ien 
S y s t e m  in P r o t e i n e  e i n z u b a u e n .  A u s s e r d e m  d e u t e n  sie 
a u c h  au f  das  V o r h a n d e n s e i n  eines 16slichen S y s t e m s  in  
den  K e r n e n  h in ,  das  f/thig ist, die P r o t e i n s y n t h e s e  in  Ab-  
w e s e n h e i t  d e r  P a r t i k e l  du rchzu f t i h r en .  

Summary. T h e  i n c o r p o r a t i o n  of 14C-amino ac ids  i n to  
r i b o n u c l e o p r o t e i d  pa r t i c l e s  o b t a i n e d  b y  d i f f e ren t i a l  
c e n t r i f u g a t i o n  of m e c h a n i c a l l y  d i s i n t e g r a t e d  l iver  cell 
nuc le i  was  d e m o n s t r a t e d  in vitro. N u c l e a r  s u p e r n a t a n t  
r evea led  also v e r y  r e m a r k a b l e  i nco rpo ra t i on .  
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Studies  on E n z y m i c  f l -Hydroxy la t ion  of Pheny l -  
ethyl  A m i n e s  1 

I t  h a s  p rev ious ly  b e e n  r epo r t ed  t h a t  s eve ra l  p h e n y l -  
e t h y l a m i n e s  i n h i b i t  t he  c o n v e r s i o n  of d o p a m i n e  to  nor -  
ep inephr ine ,  b y  dopamine- f l -ox idase .  I n  o rde r  to  e s t a b l i s h  
t h e  n a t u r e  of t h e  i nh ib i t i on ,  t h r e e  of t h e  amines ,  n a m e l y  
p h e n y l e t h y l a m i n e ,  3 - m e t h o x y d o p a m i n e ,  a n d  dl-p-hydroxy- 
a - m e t h y l p h e n y l - 4 - e t h y l a m i n e  ( p - h y d r o x y a m p h e t a m i n e )  
were  i n v e s t i g a t e d  as poss ib le  s u b s t r a t e s  of dopamine- f l -  
oxidase .  These  a m i n e s  were  a d d e d  to  a m i x t u r e  w h i c h  
c o n t a i n e d  t h e  fo l towihg t o m p o n e n t s  (in tz~l): p o t a s s i u m  
p h o s p h a t e  buffer ,  p H  6.4, 100;  ( 1 - m e t h y l - 2 - p h e n y l ) - e t h y l  
h y d r a z i n e  hydroch lo r ide ,  1.3; ascorb ic  acid,  6;  f u m a r i c  
acid,  10; A T P ,  12.5, To t h i s  m i x t u r e  0.2 ml  of t he  e n z y m e  
was  a d d e d  * a n d  t he  f ina l  v o l u m e  was a d j u s t e d  w i t h  
p h o s p h a t e  bu f f e r  p H  6.4 to  1 ml.  T he  r eac t ion  m i x t u r e  
was  i n c u b a t e d  for 20 m i n  a t  37°C us ing  a i r  as a gas phase .  
A t  t he  end  of t h e  pe r iod  of t h e  i n c u b a t i o n ,  t he  r eac t i on  

was  s t o p p e d  b y  t he  a d d i t i o n  of 0.5 ml  of 3 %  t r ich loro-  
ace t ic  acid.  T h e  p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n s  were  r e m o v e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  f luid was  a s sayed  for  
t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s .  

Hydroxylation o/ Phenylethylamine. The  dep ro t e in i zed  
i n c u b a t i o n  m i x t u r e  wh ich  c o n t a i n e d  p h e n y l e t h y l a m i n e  
as  a s u b s t r a t e  was  passed  t h r o u g h  a Dowex-50  H +  
c o l u m n  a n d  t h e  a b s o r b e d  a m i n e s  were  e lu t ed  w i t h  3 N  
NH4OH.  A f t e r  e v a p o r a t i o n  in  v a c u u m ,  t h e  r e s idue  was  
s u b m i t t e d  to  two  d i m e n s i o n a l  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  
b u t a n o l  ace t ic  ac id  a n d  i sopropy l  a l coho l - aqueous  a m o n i a  
as  s o l v e n t  sys tems .  A spo t  h a v i n g  t h e  s a m e  R f  v a l u e  a n d  
y ie ld ing  t h e  s a m e  color  r e a c t i o n  w i t h  n i n h y d r i n  as  a u t h e n -  
t i c  p h e n y l e t h a n o l a m i n e  was  o b t a i n e d  (Table) .  

a This work was supported by grants from the National Institutes of 
Health. 
The enzyme was prepared by the method of E. Y. LEV1N et al. ~ but 
thc purification on calcium phosphate gel was omitted. 


