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Subzellulére Verteilung der Brenzcatechinamine
in Herz und Nebennieren von Meerschweinchen
nach Vorbehandlung mit /-a-Methyl-Dopa

In den chromaffinen Granula des Nebennierenmarks?12
und der postgangliondren sympathischen Nerven3# wer-
den die Brenzcatechinamine Adrenalin und Noradrenalin
gebildet und gespeichert. Auch in Sdugetierherzen liegt
ein grosser Teil des Noradrenalins granulidr gebunden
vor®6, Bei diesen Herzgranula handelt es sich wahr-
scheinlich um Partikeln aus postgangliondren sympathi-
schen Nerven?.

Die in den Granula gespeicherten Amine der sympa-
thisch innervierten Gewebe lassen sich durch Pharmaka
wie Reserpin und Segontin in vivo und in vitro frei-
setzen®®, Auch durch Vorbehandlung mit a-Methyl-Dopa
werden die Noradrenalinspeicher der Meerschweinchen-
herzen entleert!®. Diese Noradrenalinverarmung ldsst
sich jedoch grundsitzlich von der durch Reserpin und
Segontin verursachten unterscheiden. Nachdem CaRLS-
soN und LiNDQUIST! nachgewiesen hatten, dass «-
Methyl-Dopa in vivo zu a~-Methyl-Dopamin und «-Methyl-
Noradrenalin umgewandelt werden kénnen, konnten wir
zeigen®13, dass nach Vorbehandlung mit Il-a-Methyl-
Dopa der Verlust des Herzgewebes an Noradrenalin im
stéchiometrischen Verhaltnis durch a-Methyl-Noradrena-
lin ersetzt wird. a-Methyl-Dopamin ist nur in geringen
Mengen nachweisbar. In Ubereinstimmung mit der
postulierten Funktion des «-Methyl-Noradrenalins als
falscher Ubertrigerstoff, der wie Noradrenalin durch
Reizung der Nervi accelerantes aus Kaninchenherzen
freigesetzt wird !4, miisste a-Methyl-Noradrenalin dhnlich
wie Noradrenalin im Herzen lokalisiert sein. Wir haben
deshalb gepriift, ob nach Vorbehandlung mit «-Methyl-
Dopa «-Methyl-Noradrenalin und seine Vorstufe o-
Methyl-Dopamin in den Herzgranula von Meerschwein-
chen angereichert werden. Dariiber hinaus haben wir
auch die Verteilung des Adrenalins und der methylierten
Brenzcatechinamine auf die durch Differentialzentrifu-
gieren gewonnenen Fraktionen der Nebennieren unter-
sucht.

Methoden. Meerschweinchen (20-30 Tiere pro Versuch)
im Gewicht von 300-400 g erhielten zweimal tiglich je
100 mg/kg 1-a-Methyl-Dopa® i.m. 8 Tage lang und wur-
den 16 h nach der letzten Injektion getotet. Herz und
Nebennieren wurden sofort entnommen, das Feuchtge-
wicht bestimmt und mit der 10fachen Gewichtsmenge
0,3M eiskalter Saccharoselésung homogenisiert. Das
Herzgewebe wurde zunidchst mit der Schere zerschnitten
und anschliessend 15 sec mit einem Ultra-Turrax homo-
genisiert, die Nebennieren mit einem Glashomogenisator.
Die einzelnen Fraktionen der Herz- bzw. Nebennieren-
homogenate wurden nach den von uns?%!6 frither ange-
gebenen Methoden durch Differentialzentrifugieren mit
einer Spinco-Ultrazentrifuge bei 0°C gewonnen. Die
Brenzcatechinamine wurden mit 0,4 » HCLO, extrahiert
und das gefillte Eiweiss abzentrifugiert. Im Sediment
wurde der EiweiBstickstoffgehalt nach Kjeldahl be-
stimmt. Die Extrakte wurden durch Siulenchromato-
graphie aufgetrennt und in den Eluaten Noradrcnalin,
Adrenalin und a-Methyl-Dopamin mit der Trihydroxy-
indolmethode!? sowie a-Methyl-Noradrenalin nach Kupp-
lung mit o-Phthaldialdehyd (ScutiMmanNN, GROBECKER und
ScumipT 13) fluorimetrisch bestimmt.

Evgebnisse. Die Verteilung der Brenzcatechinamine
(nMol/g Eiweiss) vor und nach Behandlung mit «-Methyl-
Dopa auf die Fraktionen des Meerschweinchenherzens ist
in Tabelle T dargestellt. Den Hauptanteil des Noradrena-
lins im Herzen der Kontrolltiere finden wir im Sediment
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100000 g (669,8 nMol), das aus Partikeln besteht, die als
Herzgranula bezeichnet werden und wahrscheinlich mit
den von WoLrE und PorTERY elektronenmikroskopisch
beobachteten Granula mit einem Durchmesser von 30-60
my identisch sind. Im Uberstand 100000 g, der dem
Cytoplasma entspricht, werden im Mittel 104,9 nMol
Noradrenalin gefunden. Das in den Fraktionen 2000 g und
15000 g gefundene Noradrenalin ist, wie die Amin-
Eiweissquotienten dieser Fraktionen des Meerschwein-
chenherzens zeigen, wahrscheinlich nur unspezifisch ad-
sorbiert?”. Nach a-Methyl-Dopa ist der Noradrenalinge-
halt der Herzgranula bis auf 99,2 nMol, d.h. 159% des
urspriinglichen Gehaltes, vermindert. Im Cytoplasma
konnte kein Noradrenalin mehr nachgewiesen werden.
Dalfiir enthdlt die Granulafraktion jetzt 717,3 nMol o-
Methyl-Noradrenalin, das Cytoplasma im Mittel 179,6
nMol. Die im Vergleich zu Noradrenalin stirkere Anrei-
cherung des a-Methyl-Noradrenalins kénnte dadurch er-
klart werden, dass «x-Methyl-Noradrenalin kein Substrat

Tabelle I. Verteilung der Brenzcatechinamine (nMol/g Eiweiss) auf
die durch Differentialzentrifugieren gewonnenen Fraktionen des Meer-
schweinchenherzens vor und nach Behandlung mit 1-«-Methyl-Dopa
(200 mg/kg i.m. iiber 8 Tage). Mittelwerte und mittlerer Fehler der

Mittelwerte

Fraktion  Kontrollen Nach a-Methyl-Dopa

(n=16) (n=4)

Nor- Nor- a-Mcthyl- a-Methyl-

adrenalin adrenalin Noradrenalin Dopamin
Sediment
(2000 ¢g) 26,6+ 1,4 1,0+40,5 20,8 + 1,8 0,94+ 0,3
Sediment
(15000 g) 64,54+ 6,5 43426 5594 8,1 11,34 59
Sediment
(100000 g) 669,8 - 62,6 99,24 7,5 717,34 76,2 160,2 + 73,4
Uberstand
(100000 ¢g) 104,94 11,7 - 179,6 4 34,8 —
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der Monaminoxydase ist 5. Der Hauptanteil des 16 h nach
der letzten a-Methyl-Dopa-Injektion nur noch in geringen
Mengen vorhandenen o-Methyl-Dopamins ist in der
Granulafraktion lokalisiert. Hier findet vermutlich die
a-Methyl-Noradrenalinbildung aus «-Methyl-Dopamin
statt, da normalerweise die Noradrenalinsynthese aus
Dopamin in diesen Granula vor sich geht.

Wihrend Noradrenalin und a-Methyl-Noradrenalin im
Meerschweinchenherzen in Partikeln angereichert werden,
die bei 100000 g sedimentieren, wird der Hauptanteil des
Adrenalins (592,6 nMol/kg Korpergewicht) der Meer-
schweinchennebennieren in grosseren Granula gespei-
chert, die bereits bei 15000 g sedimentieren (Tabelle IT).
Im grobpartikuldren Sediment (800 g) und im Uberstand
15000 g (Cytoplasma) werden demgegeniiber im Mittel
nur 142,2 nMol, bzw. 46,5 nMol, gefunden. Nach a-Methyl-
Dopa ist der Adrenalingehalt der Granulafraktion um
53% auf 277,8 nMol vermindert, im grobpartikuldren
Sediment ebenfalls um 539% auf 46,7 nMol. Bemerkens-
wert ist die Zunahme des Adrenalingehaltes im Cyto-
plasma von 46,5 nMol bei den Kontrollen auf 91,3 nMol
nach a-Methyl-Dopa. Der Verlust an Adrenalin wird
nicht durch entsprechende Mengen «-Methyl-Noradrena-
lin ausgeglichen. Die geringen Mengen des zur Kontrolle
der fluorimetrischen Bestimmung auch durch zweidimen-
sionale Papierchromatographie identifizierten «-Methyl-
Noradrenalins finden sich zum grossten Teil in der

Tabelle II. Verteilung der Brenzcatechinamine (nMol/kg Korper-
gewicht) auf die durch Differentialzentrifugieren gewonnenen Frak-
tionen der Meerschweinchennebennieren vor und nach Behandlung
mit 1-a-Methyl-Dopa (200 mg/kg i.m. iiber 8 Tage). Mittelwerte und
mittlerer Fehler der Mittelwerte von 4 Versuchen

Fraktion Kontrollen Nach a-Methyl-Dopa

Adrenalin Adrenalin a-Methyl-  a-Methyl-

Noradrenalin Dopamin

Sediment
(800 g) 14224+ 9,9 4674+ 85 6,609 —
Sediment
(15000 g) 592,6 4253 2778 4+46,6 283446 4621
Uberstand
(15000g) 46,54 2,8 91,34+ 10,2 119424 -~

UV-Induced Photodimerization of Thymine and
5-Hydroxymethyluracil in Frozen Water
Solutions

Thymine dimer formation, which was first demon-
strated experimentally by BEukEers and BERENDS 12, has
now been shown to be one of the major factors responsible
for many biological effects resulting from the UV-irra-
diation of deoxyribonucleic acids, both in vivo and in
vitro 4,

Recently, the replacement of thymine residues by 5-
hydroxymethyluracil has been reported in the bacterio-
phage SP 8 (B. subtilis) deoxyribonucleic acid?®, Since
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Granulafraktion. a-Methyi-Adrvenalin konnten wir papier-
chromatographisch nicht nachweisen. Es lisst sich zur-
zeit nicht entscheiden, ob dieser Befund durch die Un-
fahigkeit des Nebennierengewebes a-Methyl-Adrenalin zu
bilden oder zu speichern bedingt ist. Ausserdem konnten
in der Granulafraktion nur kleine Mengen o-Methyl-
Dopamin nachgewiesen werden.

Unsere Versuche unterstiitzen die zuerst von CaRLs-
soN und LiNnpQuist!! gedusserte und durch eigene Ergeb-
nisse bestitigte Hypothese, nach der Noradrenalin durch
a-Methyl-Noradrenalin quantitativ ersetzt wird, und, da
es wie Noradrenalin subzelluldr im Herzen verteilt ist, die
Folgerung, dass es als falscher Ubertridgerstoff auch die
physiologischen Funktionen des Noradrenalins iiber-
nehmen kann. — Der mehr als quantitative Ersatz des
Noradrenalins durch «-Methyl-Noradrenalin im Uber-
stand 100000 ¢ (Cytoplasma) kénnte, wie bereits erwidhnt,
durch den unterschiedlichen Abbau der Amine durch die
Monoaminoxydase bedingt sein. Von besonderem Inter-
esse ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass
das als falscher Ubertragerstoff synthetisierte und in den
Herzgranula gespeicherte o-Methyl- Noradrenalin eine
starkere Affinitit zu den aminspeichernden Strukturen
besitzt als Noradrenalin. Es wird ndmlich durch Reserpin
aus Meerschweinchenherzen in vivo und durch Segontin
aus Herzgranula in vitro wesentlich schlechter freigesetzt
(ScHUMANN, GROBECKER und ScHMIDT 13).

Summary. o-Methyl-noradrenalin synthesized after
pretreatment of the guinea-pig with o-methyl-dopa was
found to be localized, like noradrenalin, mainly in the
granular fraction 100000 g of the heart and in the fraction
of the chromaffin granules of the suprarenal medulla
(15000 g). a-Methyl-adrenalin could not be found.
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the photochemical dimerization of 5-hydroxymethyluracil
in the frozen water solution was not emphasized untilnow,
a comparative study on the rate of dimer conversion of
both thymine and 5-hydroxymethyluracil in vitro has
been proposed, having regard to a potentially great bio-
logical importance of such findings in the photochemistry
and/or photobiology of phage SP 8 deoxyribonucleic acid.

Alternating current oscillographic polarography? has
been used for this study, as in papers formerly pub-
lished 8-11, Water solutions (5-10-*M and 10-3M) of
both thymine and 5-hydroxymethyluracil were irradiated
at 2.537 A in the frozen state under a Philips TUV, 30 W,
bactericidal lamp. Small Petri-discs have been applied



