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stufenweise. Der Chloroplast erscheint am Ende als ein
kleiner, unregelmaissig geformter Kérper. Manchmal bildet
sich in seinem Innern ein kompakter Kristall, welcher im
Elektronenmikroskop abwechselnd helle und dunkle
Streifen aufzuweisen scheint. Zuweilen kénnen Virus-
teilchen im Kristall beobachtet werden (Figur 3)5.

Summary. The leaves of 4butilon striatum v. Thompson
infected with chlorosis proved to contain spheroid virus
particles of about 800 A diameter. Each particle consisted
of a central dark staining core of about 160 A. This central
core is surrounded by an inner and an cuter envelope. The

Einfluss der DOPA-Transaminierung auf die
DOPA-Decarboxylierung in vitro

L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) wird im Sduger
sowohl durch die Decarboxylase aromatischer L-Amino-
siuren (DC)?! als auch durch eine Transaminase®-¢ umge-
setzt. Das quantitative Verhiltnis zwischen DOPA-De-
carboxylierung und -Transaminierung wurde bisher noch
nicht untersucht, Einerseits ist es moglich, dass beide
Enzyme um DOPA konkurrenzieren; denn fiir die DC*®
wurde eine Michaelis-Menten-Konstante von 5 x 102
bis 5 x 10-*M, fiir die Transaminase? von 3 x 10-3M
angegeben. Andererseits ist es denkbar, dass sich die bei-
den Reaktionen gegenseitig hemmen. I#% vitro wird ndm-
lich die DC-Aktivitidt durch die bei der Transaminierung
von r-Phenylalanin und 1-Tyrosin entstehenden aroma-
tischen a-Ketosduren erheblich vermindert, z. B. 3 x 1073 M
Phenylpyruvat hemmen die DC um mindestens 50%;
Metabolite von aromatischen w-Ketosduren wie Phenyl-
und 3,4-Dihydroxyphenylacetat, Phenyllactat, haben
eine dhnliche Hemmwirkung?-#. DC-Hemmung durch
aromatische a-Ketosduren und ihre Metaboliten ist mog-
licherweise bei der Oligophrenia phenylpyruvica von we-
sentlicher Bedentung-13,18-20,

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob in
normalen Rattengeweben in vitro die DOPA-Decarboxy-
lierung durch zugesetztes oder mittels DOPA-a-Keto-
glutarat-Transaminierung entstandenes 3,4-Dihydroxy-
phenylpyruvat (DOPP) beeinflusst wird. Die DC-Akti-
vitit wurde vergleichsweise mit Totalhomogenaten und
Uberstand gemessen, da in verschiedenen Rattengeweben
ein erheblicher Anteil der DOPA-Transaminierung an par-
tikuldare Zclibestandteile gebunden ist®.

Methodik. Iie Organe weiblicher Wistar-Ratten (90 bis
120 g; 16 h gefastet; Gruppen von mindestens 5 Tieren)
wurden unmittelbar nach Dekapitation in Puffer (0,10
Kalium-Phosphat, pH = 7,4; 2°; N,-gesittigt) vereint,
gewaschen und mittels eines konischen Potter-Elvehjem-
Homogenisators (Glas) in 3 Vol Puifer homogenisiert.

Vom Totalhomogenat sowie vom Uberstand (Zentrifu-
gieren mit 20000 x g wihrend 30-45 min; 2°) wurden ali-
quote Teile unter N, wihrend 10 min auf 37,5° erwdrmt,

mit L-DOPA versetzt und weitere 15 min inkubiert.

Variable Zusitze: DOPP 2,5 x 10-3}; Natrium-o-Keto-
glutarat 2,5x10-3M; Pyridoxal-5-phosphat 1x 1043,
Als Leerwerte dienten nicht-inkubierte Ansétze. Die Be-
stimmung der Decarboxylaseaktivitit erfolgte nach
Davis und Awapara ?2 durch photometrische Messung des
neugebildeten Dopamin mit folgenden Modifikationen:
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particles are found in the cytoplasm, and there is evidence
to show that virus particles are able to penetrate into the
chloroplasts.

C. N. SuN

Department of Pathology, School of Medicine, St. Louis
University, St. Louss (Missouri USA), Maych 7, 71064.

5 Der Autor dankt Dr, SuzaNNE SAURESSIG bestens fiir die Uber-
setzung der Arbeit ins Deutsche.

(a) Amberlite CG 50, Typ 2 (H+-Form), cyclisicrt® und
mit 8 N Essigsiure gewaschen; (b) Uberfiihrung beider
Amberliteportionen in die Kt-Form unmittelbar vor Ge-
brauch (mittels 0,1 Kalium-Phosphat-Puifer, pH = 7,40
(c) Dopaminelution der Amberlitesdule durch 20 ml 2N
Essigsiure; (d) Enteiweissung der Gehirnhomogenate mit
Ba(OH),/ZnSO, (pH = 7,1 — 7,4 nach Zentrifugieren des
Niederschlages) anstelle der in allen anderen Versuchen
verwendeten Athanolfallung im kochenden Wasserbad.

Der Ablauf der durch Zusatz von a-Ketoglutarat be-
dingten DOPA-Transaminierung wurde (nach Ent-
eiweissung mit HClO,) anhand der Bildung des Borat-
komplexes des Enol-DOPP# sowie von “COOH-DOPP
aus ¥COOH-L-3,4-DOPA nachgewiesen.
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.Resulmte und Diskussion. Die DC von Leber- und Ge-

Irnhomogenaten wurde durch Zusatz von DOPP, dem
Reakﬁonsprodukt der DOPA-Transaminierung, erheblich
gehemmt (Tabelle I). DOPP hat somit prinzipiell die
gleiche Wirkung auf die DC wie andere aromatische
%-Ketosiuren10-14. DOPP selber wurde bei Abwesenheit
von L-Glutamat und DOPA in merklichem Ausmass in
Dopamin iiberfiihrt {Tabelle I}, d.h. aminiert und decarb-
Oxyliert. Eine riickliufige Aminierung aromatischer o-
Ketosiuren wurde bereits mit DOPP und 3-Hydroxy-
Phenylpyruvat in vivo? sowie mit 4-Hydroxypyruvat
Uitr05: 28 beobachtet.

Im Totalhomogenat und Uberstand aller untersuchten
Gewebe bewirkte die durch Zugabe von «-Ketoglutarat in

Tab.ene 1. Hemmung der DOPA-Decarboxylierung in Leber- und
Geh1rn-Tota1homogcnat durch Zusatz von 8,4-Dihydroxyphenyl-
brenztraubensdure {DOPP)

Gewebe  Zusatze Decarboxylaseaktivititin %
Pyridoxal-5"-Phosphat
- +
Leber 1-DOPA 100 100
L-DOPA + DOPP 66 _ 27 _
DOPP 20} A =16 7}‘}“ 2
Gehirn  DOPA 100 100
DOPA + DOPP 2y 4=0 52 A— 27
DOPP 68) (=17} 2 ‘

Mittelwerte von je 2 Doppelbestimmungen. Endkonzentrationen in

0,13 Phosphatpuffer {Endvol. 4,0 ml): 2,5 x 1073} L-DOPA;

2,5 % 1034 DOPP; I x 10~*M Pyridoxal-5-Phosphat; 0,3 ml Le-
berhomogenat oder 3,0 ml Gehirnhomogenat.,
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Gang gesetzte DOPA-Transaminierung keine signifikante
Verminderung der DC-Aktivitit (Tabelle II). Die DOPA-
«-Ketoglutarat-Transaminierung scheint daher so gering
zu sein, dass die fiir eine Hemmung der DOPA-Decarboxy-
liecrung notwendige Konzentration an DOPP nicht er-
reicht wird. Vorldufige Bestimmung der DOPA-Trans-
aminasc (mit Y“COOH-DOPA)® bestitigen, dass die Ak-
tivitit dieses Enzyms in den meisten Rattengeweben re-
lativ gering ist.

In der Aorta der Ratte war die DC-Aktivitit etwas ge-
ringer als diejenige des Herzens {Tabelle 11}. Die DC-Akti-
vitdt der iibrigen Organe {Tabelle 1I) entsprach der be-
kannten Reihenfolge der DC-Aktivitidt in Rattenorganen®.
Totalhomogenate zeigten im allgemeinen cine geringere
DC-Aktivitat als Uberstand, was sich wahrscheinlich
weitgehend durch die Lokalisierung der DC im Uber-
stand ! erkliren ldsst.

Summary. In vitro the decarboxylation of L-3,4-di-
hydroxyphenylalanine (DOPA) by total homogenate of
rat liver and brain was markedly inhibited by 2.5 x 10844
3, 4-dihydroxyphenylpyruvate, although the latter itself
appeared to be aminated to a marked extent. In the homo-
genate or supernatant of variousrat tissues, the decarboxy-
lation of DOPA was not significantly affected by the si-
multaneous course of the DOPA-a-ketoglutarate-trans-

amination.
K. F. Gey und F. MEssiHA

Medizinisch-chemisches Imstitut dey Universitit Bern und
Abteilung fir experimentelle Medizin der F. Hoffmann-
La Roche & Co. AG, Basel (Switzerland), 1. Juli 1964.

# R. S, Posrunp, W. DrReLL und W, G. CLArK, J. Pharmacol, exp.
Ther, 131, 294 (1961).
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Tabelle 1. DOPA-Decarboxylierung in Rattengeweben ohne und mit gleichzeitiger DOPA-g-Ketoglutarat-Transaminierung

Gewebe Priparation DC-Aktivitit in uM Dopamin/g (feucht)/h DC-Aktivitit in % von Kontrollen
ohne o-Ketoglutarat mit a- Ketoglutarat
Pyridoxal-5’-Phosphat
- + — +
Leber H 1944+ 1,7 (8) 36,2 £ 4,1 (8) 9%+ 7 (7 S8+ 6 (8
U 21,6 + 2,2 (10 54,0 £ 42 (1Y Wwe + 7 (8) 95 &+ 6 (4
Niere H 185 + 1,8 (3) 66,3 + 4,9 (4) 154+ 9 (8) 103 + (1)
4] 24,5 4+ 1,4 (3) 84,5 £ 3,8  (8) 99 4+ 5 (2) —
Dinndarm H 1,6 0,2 (B 18,6 - 4,7 (%) 125 + 15 (3) 1264+ 1 (4
8] 1,7 20,1 {3 154 4+ 8,7 (4) — 108 £ 4 (3)
Aorta H < 0,01 (2 L7408 (2) — 115 (1)
Hery H 0,4 (1 3,5+ 0,1 2 100 (1) 994+ 2 (2
U 1,0 (1) 1,8 40,3 (4) . 120 (1)
Skelettmuskel H 05+02 (2 0,4 40,1 (7) 187 + 14 (3) 115 4- 26 (3)
U o1 +01 (2 0,3 £ 0,1 (5) 120 (1) 98+ 1 (2
Gehirn H 1,34+ 01 {4 2,14 04 (8 125 + 18 {4 101 + 18 (3)
U 234+ 1,3 (4 324 1,0 (7 109+ 9 (2 1214+ 7 (B
Nebenniere H 86424 (2 26,7 £ 6,1 (2) 57 + 14 (2) 1284 7 (2
Blut T < 0,01 (5) < 0,01 {5) — —

Dic Zahlen in Klammern bedeuten Zahl der Doppelbestimmungen mit Organ-Pools von jeweils mindestens 5 Tieren, H = Totalhomogenat;

= Uberstand; T == heparinisiertes Totalblut (I Tropfen Liquemin ®(5 ml) mit 3 Vol Puffer verdiinnt. Endkonzentrationen in 0,13 Phos-
Phatpuffer (Endvol. 4,0 ml): 2,5 % 103M 1-DOPA; 2,5 x 1072M Natrium-g-Ketoglutarat; 1 x 107*M Pyridoxal-5"-Phosphat; je 0,3 und 1,0ml
LEber-, Nieren-, Herz~, Nebennicrenhomogenat und -iiberstand bzw. je 1,0 und 8,0 ml Gehirn-, Skelettmuskel-, Aorta-, Diinndarmhomogenat

und -iiberstand.



