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Beeinflussung der «Adrenalin-Oxydasen» des
Blutplasmas in vivo durch biogene Monoamine
und Neuropharmaka

Als  ¢Adrenalin-Oxydasen» (AdO) bezeichnen wir
Plasmaenzyme, welche das Adrenalin in Anwesenheit von
Wasserstoffperoxyd zu Adrenochrom oxydieren. Uns
Interessierte die Frage, ob Pharmaka, welche die Uber-
trigerstotfe des Nervensystems beeinflussen, in vivo die
AdO-Aktivitit verandern.

Methodik. (1) Gruppen von 4-16 Albinoratten mit 270
bis 290 g Koérpergewicht (Minnchen und Weibchen) er-
hielten i.p. Injektionen verschiedener Neuropharmaka.
{Die Dosen sind pro Ratte angegeben.) Das Blut wurde
aus der Schwanzvene entnommen nach 12 h Fasten.

Die AdO-Aktivitit des Plasmas, welches von zwei un-
behandelten Tiergruppen im Abstand von 1 h entnommen
wurde, dnderte sich praktisch nicht (¥; = 20,33, ¥, =
20,44, P < 0,8; %3 = 19,61, %, = 19,28, P < 0,3). Beiden
unten beschriebenen Versuchen haben wir keine signifi-
kanten Verinderungen des Himatokritwertes und der
Konzentration der gesamten Blutplasmaeiweisse fest-
stellen konnen. )

Die Enzymaktivitit des Plasmas wurde mit Hilfe der
folgenden Mikromethode! bestimmt: (2) In ein Zentri-
fugenglas mit 6 ml Natriumphosphatpuffer pH 6,00 wird
0,06 ml Voliblut gegeben und 5 min bei 3000 Ufmin zentri-
fugiert. Die iiberstehende Losung wird in ein anderes
Glas gebracht. In zwei Reagenzgliser pipettiert man
Nacheinander:

A B

Natriumphosphatpuffer mit Plasma 2,0 ml 2,0 ml
4% wissrige Na,-EDTA-Lésung 0,1 ml 0,1 ml
Natriumphosphatpuffer pH 6,0 (96,2 ml

0,164 M NaH,PO,+ 3,8 ml 0,630 M NaOH) 0,3 ml 0,2 ml

10 mg9, Kaliumecyanidlsung 0,1 ml 0,1 ml

50 mg%, Adrenalin-StammlSsung 0,1 ml 0,1 ml
3% Wasserstoffperoxydlésung 2 Tropfen 2 Tropfen

Beide Reagenzgliser werden geschiittelt und im Ultra-
thermostat von Héppler bei 37° 30 min lang unter Luft
inkubiert. Nach der Inkubation wird in das Reagenzglas B
0,1 mi 0,25%, Kaliumferricyanidiésung und nach genan
S min in die Reagenzgliaser A und B je 0,1 m1 0,5 N HCl
zugefiigt. Der Inhalt des Reagenzglases B wird im Ver-
hiltnis 1:1 mit Natriumphosphatpuffer pH 6,00 ver-
diinnt, Beide Losungen werden bei 500 my und 5 cm
Schichtdicke gegen Phosphatpuffer im Pulfrich-Photo-
meter photometriert. Die Enzymaktivitit wird nach der
Formel berechnet: (Extg -7+ 50 — 2Extp- f) - 1,09 = uM
des oxydierten Adrenalins (1 ml Plasma) 1 h bei 37°C.
f = Kalibrationskoeffizient.

Zwecks Charakterisierung der AdO haben wir Schweine-
Serum benutzt und folgendes festgestellt?: (1) Zwischen
der nach der Methode von Ravin® gemessenen Coerulo-
Plasminaktivitit und der AdO-Aktivitit besteht keine
Statistische Korrelation. (2) Die Aufbewahrung des Se-
fums bei 2-4° verursacht eine spontane AdO-Inaktivie-
rung in den Grenzen von 60-100 h. Zur selben Zeit bleibt
die Coeruloplasminaktivitiat auf einem hohen, den Aus-
Bangswerten naheliegenden Niveau. (3} Unmittelbar nach
der papierelektrophoretischen Trennung der Serum-
Proteine oxydieren «~ und f-Globuline in Anwesenheit
von H,0, Adrenalin zu Adrenochrom (bei Benutzung von
hohen Substrat- und H,0,-Konzentrationen). Nach un-
Befihr 100 h Serumlagerung bei 2-4° verschwindet die
{\drenochrombildung in den g-Globulinen fast vollstindig,
I den g-Globulinen bleibt sie dagegen weiterhin fast un-
Verdndert. (4) In Phosphatpuffer oder Serum in einer
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Konzentration von 500 ug9%, geléstes Ferritin (das in An-
wesenheit von Wasserstoffperoxyd Adrenalin zu oxydie-
ren vermag?) weist keine AdO-Aktivitdt auf. (5) Plasma-
Katalase ist durch Kaliumcyanid (59 10-% pM/1 ml)
vollstdndig inaktiviert. Aktive Peroxydase® und Cyto-
chrom &7 scheinen im Blutplasma nicht vorhanden zu sein,
Es fehlen Literaturangaben, ob Cytochromoxydase in
Blutplasma vorhanden ist® Wenn die Oxydase vorhanden
wire, wiirde sie vermutlich durch Kaliumcyanid inakti-
viert. (6) Wir haben sowohl den Einfluss der Serum-
konzentration wie auch den des Substrats auf Adrenalin-
oxydierung untersucht und fiir enzymatische Reaktionen
charakteristische Kurven erhalten (Enzymsittigung
durch hohe Substratkonzentrationen). Aufgrund unserer
Resultate kamen wir zu dem Schluss, dass die mit der er-
wihnten Methode bestimmten «Adrenalin-Oxydasen»
(AdO) aktive Korper von Enzymcharakter sind, die sich
von Coeruloplasmin, Ferritin und Katalase unterscheiden
und sich in den -Globulinen befinden.

Resultate. Atvopin {20 mg), Dihydroergotoxin (100 pg)
und Ephedrin (150 ug) haben in der Wirkungszeit von
1-2 h keinen signifikanten Einfluss auf die AdO-Aktivitat,

Histamin (2 mg) verursacht bereits nach 1 h eine
sehr signifikante AdO-Aktivitdtserhthung (%, = 16,80,
7, = 19,08, P < 0,001).

Adyrenalin (30 pg) verursacht ebenfalls bereits nach 1 h
eine sehr signifikante Erhohung der mittleren AdO-
Aktivitit (%, = 13,95, ¥, = 16,40, P < 0,001) auch bei
Tieren, die 2 h vorher Dihydroergotoxin (100 ug) erhalten
haben. Die Wirkung des Noradrenalins (30 pg) ist dhnlich
(7, = 19,73, %, = 20,54, P < 0,05).

Enzymaklivitat

1 5 1 15 20 25
Tage

Fig. 1. Beeinflussung der AdO-Aktivitit durch Ipronjazid, — Ein-
zelversuche, s Mittelwertelinie, 4 TIH = Iproniazidgaben von 30 mg
pro Ratte,
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Iproniazid (MarsilidR) bat in vitro in der Konzentration
von 578 -10-% pM/1 ml keinen Einfluss auf die AdO-
Altivitdtl, In vivo dagegen, einmal in der Dosis von
30 mg verabreicht, steigerte es deutlich die Enzymakti-
vitdt wahrend 2 bis 3 Tagen, schon vom ersten Tage be-
ginnend (¥, = 13,64, ¥, = 18,48, P « 0,001) (Figur 1).

Reserpin (30 ng) verursacht 1 h nach der Verabreichung
eine signifikante Steigerung der mittleren AdO-Aktivitit
(%, = 9,80, ¥, = 12,14, P « 0,001). Dieselbe Dosis, tig-
lich wéhrend 5 Tagen verabreicht, filhrte zu einer sehr
signifikanten Verminderung der mittleren Enzymaktivitit
(Kontrolltiere: #, = 12,89 und 13,14, P < 0,7,% , = 11,26
und 8,33, P < 0,001).
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g. 2. Beeinflussung der AdO-Aktivitit durch Ephedrin, — Ein-
zelversuche, wm Mittelwertelinie, ,L—,L = Ephedrinverabreichung
{150 pg taglich pro Ratte). -

Phosphatase Activity During the Growth and
Metamorphosis of Tribolium confusum Duval

Although extensive studies have been made on phos-
phatase activity in microorganisms and in plant and
animal tissues, relatively few investigations have been
made with insects. Several functions have been ascribed
to this group of enzymes in biological processes. They are
known to play an important role in intermediary metab-
olism. LamMmereEmMoNT ! found a positive correlation between
age and decreased acid phosphatase activity in Aedes
aegypti. A possible relationship of the alkaline phospha-
tase system to the detoxication mechanism in resistant
ilies was suggested by RocksTEIN and INASHIMAZ

Since holometabolous insects undergo metamorphosis,
it was thought that a study of phosphatase activity in
Tribolium confusum might contribute towards a better
understanding of the phenomena concerning morpho-
genesis and growth. The present paper includes the results
of this investigation,

Experimental Proceduve. The methods of rearing T.
confusum have been described earlier®. For each deter-
mination, a suitable number of insects were weighed
analytically and homogenized in a Elvehjem-Potter
Homogenizer in 20 vol of ice-cold double-distilled water.
The homogenate was passed through a 4-layered cheese-
cloth to remove the cellular debris and subsequently used
for the assay of phosphatase activity. Since the total
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Ephedrin (150 pg tiglich) bewirkt nach 1-2 Tagen eine
deutliche, sehr signifikante Senkung der AdO-Aktivitdt
(Kontrolltiere: #, = 13,28, #,= 13,19, P < 0,9; # =
15,82, %, = 9,90, P < 0,001). Nach der Unterbrechung
der Ephedrinverabreichung kehrt die Enzymaktivitat
allméhlich zu den Anfangswerten zuriick (Figur 2).

Unsere Resultate, die Adrenalin- und teilweise Reserpin-
wirkung betreffen, sind denen von Naxajyima und Tuuir-
Lier?, die den Einfluss von neurotropen Substanzen auf
die Aktivitiat des Coeruloplasmins bzw. der p-Phenylen-
diaminoxydase im Menschen- und Kaninchenserum unter-
sucht haben, entgegengesetzt.

Summary. In rats adrenaline, noradrenaline, histamine
and iproniazid induced in blood plasma a significant
increase of the mean of the enzyme activity of ‘adrenaline
oxidases’ (B-globulin-factors, different from coerulo-
plasmin, ferritin and catalase). Reserpine showed initially
an increase and later a decrease and ephedrine caused a
decrease of the enzymic activity.
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homogenate showed higher phosphatase activity than any
cellular or subcellular fractions (including the high-speed
supernatant fraction obtained by centrifuging the homo-
genate at 105000 X g in Spinco ultracentrifuge, Model L,
for 2 h), it was used as the enzymatic source. The quanti-
tative estimation of the phosphatase activity was based
upon the techniques of Bopansky %8 with some modifica-
tions. The acid and alkaline phosphatase activity was
determined by measuring the inorganic phosphorus re-
leased from citrate-buffered g-glycerophosphate (pH 5.4)
and tris(hydroxymethyl aminoethane) buffered -glycero-
phosphate (pH 8.3) respectively. The reaction mixture
was incubated for 30 min at 37°C. Initial pre-incubation
of each, the buffered substrate and the homogenate sep-
arately for 5 min, was found to have a favourable effect
on the enzymatic activity.

Results and Discussion. Acid phosphatase: There ap-
pears to be a relatively higher activity of this enzyme
during the embryonic and larval periods of T. confusum
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