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Beeinflussung der ~Adrenalln-Oxydasen. des 
Blutplasmas in  vivo durch biogene Monoamine 

und Neuropharmaka 

Als ~Adrenal in-Oxydasen~ (ADO) bezeichnen wi t  
l~lasmaenzyme, welche das Adrenal in  in Anwesenhei t  yon 
Wassers tof fperoxyd zu Adrenochrom oxydieren .  Uns  
mteressier te  die Frage ,  ob Pha rmaka ,  welche die l~ber- 
trltgerstoffe des Nervensys t ems  beeinflussen, in vivo die 
AdO-Akt iv i t l t t  verAndern.  

Methodik. (1) Gruppen  yon 4-16 Alb inora t t en  mi t  270 
bis 290 g K6rpergewieh t  (MAnnchen und Wei'bchen) er- 
hiel ten i.p. I n j ek t ionen  versehiedener  Neuropha rmaka .  
(Die Dosen  sind pro R a t t e  angegeben.)  Das B l u t  wurde  
aus der  Sehwanzvene  e n t n o m m e n  nach  12 h Fasten.  

Die AdO-Akt iv i tAt  des Plasmas,  welches yon zwei un- 
behandel ten  T ie rg ruppen  im Abs tand  yon 1 h e n t n o m m e n  
Wurde, i inderte  sich p rak t i sch  nieht  ( ~  = 20,33, ~ = 
20,44, p < 0,8; ~ = 19,61, ,~, = 19,28, 1° < 0,3). Bei  den  
un ten  beschr iebenen Versuchen haben  wi t  keine signifi- 
kan ten  Vergnderungen  des H~imatokr i twer tes  und der  
I~onzentrat ion der gesamten  Blutplasmaeiweisse  fest- 
stellen k6nnen.  

Die E n z y m a k t i v i t A t  des P lasmas  wurde  mi t  Hilfe der  
folgenden Mikromethode  x b e s t i m m t :  (2) I n  ein Zentr i -  
fugenglas mi t  6 ml  N a t r i u m p h o s p h a t p u f t e r  p H  6,00 wird 
0, 06 ml  Vol lb lut  gegeben und 5 rain bei 3000 U / m i n  zentr i -  
fugiert.  Die i ibers tehende L6sung wird in ein anderes  
Glas gebracht .  I n  zwei Reagenzgli tser  p ipe t t i e r t  m a n  
nacheinander  : 

Natriumphosphatpuffer mit Plasma 
4% wiissrige Naa-EDTA-L6sung 
Natriumphosphatpuffer pH 6,0 (96,~ ml 
0,164 M NaH~PO~ + 3,8 ml 0,630 M NaOH) 
10 rag% KaliumeyanidlSsung 
50 rag% Adrenalin-Stamml6sung 
3% Wasserstoffperoxydl6sung 

A B 

~,0 ml ~,0 mI 
0,1 ml 0,1 ml 

0,3 ml 0,~ ml 
0,1 ml 0,1 ml 
0,1 ml 0,1 ml 

Tropfen 2 Tropfen 

Beide ReagenzglRser  werden geschi i t te l t  und im Ul t ra -  
t he rmos t a t  von  H6pple r  bei 37 ° 30 min  lung un t e r  Luf t  
inkubiert .  Nach  der  I nkuba t i on  wird in das Reagenzglas  B 
0,I ml  0,25% Kal iumfer r icyan id tSsung  und n~ch genau 
5 min  in die Reagenzgl~iser A und B je  0,1 ml  0,5 N HC1 
zugefiigt.  Der  I n h a l t  des Reagenzglases  B wird im Ver- 
hiiltnis 1:1 mi t  N a t r i u m p h o s p h a t p u f f e r  p H  6,00 ver-  
diinnt,  Beide LSsungen werden  bei 500 mt~ und 5 em 
Schichtdicke gegen Phospha tpu f fe r  im Pul f r i ch-Photo-  
meter  pho tomet r i e r t .  Die E n z y m a k t i v i t ~ t  wird  nach  der  
Formel  be rechne t :  (ExtA • J + 50 -- 2 E x t B "  ]) • 1,09 = I~2Vt 
des oxyd ie r t en  Adrenal ins  (1 ml  Plasma) 1 h bei 37°C. 
] = Kal ibrat ionskoeff iz ient .  

Zwecks Charakter is ierung der  AdO haben  wi t  Schweine-  
serum benu t z t  und folgendes festgestell t~:  (1) Zwischen 
der  nach  der  Methode  yon  RAVIN 3 gemessenen Coerulo- 
p tasminak t iv i t~ t  und der  AdO-Akt iv i tAt  bes teh t  keine 
stat is t isehe Korre la t ion .  (2 )Die  Aufbewahrung  des Se- 
rums bei 2-4 ° ve ru r sach t  eine spontane  AdO- Inak t iv i e -  
rung in den Grenzen yon  60-100 h. Zur selben Zeit b le ibt  
die Coeru loplasminakt iv i t i i t  auf  e inem hohen,  den  Aus- 
gangswerten nahet iegenden Niveau .  (3) U n m i t t e l b a r  nach  
der pap ie re lek t rophore t i schen  T r e n n u n g  der  Serum-  
proteine oxydieren  e- und fl-Globuline in Anwesenhe i t  
Yon tt~O~ Adrenal in  zu Adrenochrom (bei Benu tzung  yon 
hohen Subs t ra t -  und H20~-Konzen t ra t ionen  ). Nach  un-  
gefiihr 100 h Serumlagerung  bei 2-4  ° ve r schwinde t  die 
Adrenochrombi ldung  in den ~-Globulinen fast  vol ls tgndig,  
m den =-Globulinen ble ibt  sie dagegen  wei terhin  fast  nn- 
verAndert.  ( 4 ) I n  Phospha tpu f fe r  oder  Se rum in einer 

Konzen t r a t i on  von  500 ~tg% gel6stes Fer r i t in  (das in An-  
wesenhei t  yon  Wasse rs to f fpe roxyd  Adrenal in  zu oxydie -  
t en  v e r m a g  4) weis t  keine AdO-Aktivi t~i t  auf. (5) P l a sma-  
Ka ta la se  ist  durch  Ka l i umcyan id  ( 5 9 . 1 0  -3 ~M/1 ml) 
vollsti~ndig inakt iv ie r t .  Ak t ive  Pe roxydase  s und Cyto-  
chrom sa scheinen im B lu tp l a sma  n ich t  vo rhanden  zu sein, 
Es  f e h l e n  L i t e ra tu rangaben ,  ob  C y t o c h r o m o x y d a s e  in 
B lu tp l a sma  v o r h a n d e n  ist  s. W e n n  die Oxydase  vo rhanden  
wiixe, wiirde sie ve rmu t l i ch  du tch  K a l i u m c y a n i d  inakt i -  
v ier t .  ( 5 )Wi r  haben  sowohl den Einfluss  der  Serum-  
konzen t ra t ion  wie auch den des Subs t ra t s  auI  Adrenal in-  
oxyd ie rung  un te r such t  und ffir enzymat i s che  Reak t i onen  
charakter i s t i sche  K u r v e n  e rha l ten  (Enzyms~ t t i gung  
durch  hohe Subs t ra tkonzen t ra t ionen) .  Aufg rund  unserer  
Resu l t a t e  k a m e n  wi t  zu d e m  Schtuss, dass  die m i t  der  er- 
w~ihnten Methode b e s t i m m t e n  ~Adrenalin-Oxydasen~> 
(ADO) ak t ive  K6rper  von  E n z y m c h a r a k t e r  sind, die sich 
yon  Coeruloplasmin,  Fer r i t in  und Ka ta la se  un tersche iden  
und sich in den fl-Globulinen bef inden.  

Resulgate. Atropin (20 mg),  Dihydroergotoxin (100 ~g) 
und Ephedrin (I50 ~g) haben  in der  Wi rkungsze i t  yon 
1-2 h keinen s ignif ikanten Einfluss  auf  die AdO-Akt iv i tXt ,  

Histamin (2 rag) ve ru r sach t  berei ts  nach  1 h e i n e  
sehr  s ignif ikante  AdO-Akt iv i t i i t se rh6hung  (~'l = 16,80, 
~,  = 19,08, P < 0,001). 

Adrenalin (30 ~g) ve ru r sach t  ebenfalls  berei ts  nach  1 h 
eine sehr s ignif ikante  E r h 6 h u n g  der  mi t t l e r en  AdO-  
Aktivit~Lt (Xl = 13,95, K~ = 16,40, P < 0,001) auch  bei 
Tieren,  die 2 h vorhe r  Dihydroe rgo tox in  (100 ~g) e rha l ten  
haben.  Die Wi rkung  des Noradrenal ins  (30 ~g) ist  i ihnlich 
( ~  = 19,73, ~ = 20,54, _P < 0,05). 
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Fig. 1. Beeinflussung der AdO-Aktivit~it durch Iproniazid. - -  Ein- 
zelversuche, I n  Mittelwertelinie, ~ IIH = Iproniazidgaben yon 30 mg 

pro Ratte. 
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Iproniazid (Marsilid R) hat in vitro in der Konzentrat ion 
yon 578. 10 -3 ~M/1 ml keinen Einfluss auf die AdO- 
Aktivit~.tL In vivo dagegen, einmal in der Dosis von 
30 mg verabreicht, steigerte es deutlich die Enzymakti-  
vit~t w~hrend 2 bis 3 Tagen, schon yore ersten Tage be- 
ginnend (~  = 13,64, ~,= = 18,48, P < 0,001) (Figur 1). 

Reserpin (30 ~g) verursacht 1 h nach der Verabreichung 
eine signifikante Steigerung der mitt leren AdO-Aktivit/~t 
( ~  = 9,80, x2 = 12,14, P < 0,001). Dieselbe Dosis, t~Lg- 
lich withrend 5 Tagen verabreicht, ffihrte zu einer sehr 
signifikanten Verminderung der mittleren Enzymaktivi t / i t  
(Kontrolltiere: ~x = 12,89 und 13,14, P < 0,7;~ 2 = 11,26 
und 8,33, P < 0,001). 
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g. 2. Beeinflussung der AdO-Aktivit~t dutch Ephedrin, - -  Ein- 
zelversuche, ~ Mittelwertelinie, ~ - -  ~ = Ephedrinverabreiehung 

(150 [zg t~lglieh pro Ratte). 

Ephedrin (150 big tAglich) bewirkt nach 1-2 Tagen eine 
deutliche, sehr signifikante Senkung der AdO-Aktivit~Lt 
(Kontrolltiere: ~1 = 13,28, x3 ~ 13,19, P < 0,9; xl = 
15,82, N~ = 9,90, P < 0,001). Nach der Unterbrechung 
der Ephedrinverabreichung kehrt die Enzymaktivi t l t t  
allmAhlich zu den Anfangswerten zurfick (Figur 2). 

Unsere Ilesultate, die Adrenalin- und teilweise Reserpin- 
wirkung betreffen, sind denen yon NAKAJIMA und THUIL- 
LIER n, die den Einfluss ,con neurotropen Substanzen auf 
die Aktiviti~t 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' (fl-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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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 ptay an important  role in intermediary metab- 
olism. LAMBREMONT 1 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 
flies was suggested by ROCKSTEIN and INASmMA 2. 

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

Experimental Procedure. The methods of rearing T. 
con/usum have been described earlier 3. 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  

homogenate showed higher phosphatase activity than any 
cellular or subcel]ular fractions (including the high-speed 
supernatant  fraction obtained by centrifuging the homo- 
genate at  105 000 × g in Spinco ultracentrifuge, Mo2el 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 BODANSKY 4,5 with some modifica- 
tions. The acid and alkaline phosphatase activity was 
determined by measuring the inorganic phosphorus re- 
leased from citrate-buffered fl-glycerophosphate (pH 5.4) 
and tris(hydroxymethyl aminoethane) buffered fl-glycero- 
phosphate (pH 8.3) respectively. The reaction mixture 
was incubated for 30 rain at  37°C. InitiM pre-incubation 
of each, the buffered substrate and the homogenate sep- 
arately for 5 rain, was found to have a favourable effect 
on the enzymatic activity. 

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