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Results and discussion. Preparation of p-methoxybenzyl
chloroformate was first reported by JoxEs and Younag3.
We reinvestigated their reaction conditions using Silica
gel G thin-layer chromatography with benzene as the
developing solvent. Reaction between phosgene and
anisyl alcohol in ether was found to be very fast even at
below 0°C. The stability of the chloroformate formed
was as follows: (1) It was stable at below 0°C when
diluted with ether to about 1 mol/400 ml. (2) In more
concentrated solution, the chloroformate was less stable
and evolution of CO, was observed even at below 0°C.
(3) It decomposed gradually in dilute etherial solution,
even at —10°C, on addition of chloroform.

Finally, practical conditions for the preparation of the
chloroformate were established as described above. The
chloroformate solution should be stored in a deep freezer
and used within a few days.

In the Schotten-Baumann reactions with amino acids,
addition of water-soluble solvents, such as tetrahydro-
furan or a lower-alkyl alcohol, increased the reaction rate,
as in the same reactions with ¢-alkyloxycarbonyl chloride®,
but addition of these materials was not essential. The
products which did not crystallize at this stage were
obtained as dicyclohexylamine salts. Then, after reextrac-
tion with ethyl acetate, some of them were recovered as

Specialia

15. 6. 1969

crystals of free Z(OMe)-amino acids by shaking their
salts with NH,SO,. The Z(OMe)-amino acids synthesized
in this way are shown in Table 1.

This procedure seems especially suitable for large-scale
preparation, although good results have not yet been
obtained with serine.

Zusammenfassung. p-Methoxybenzyloxycarbonylhydra-
zid und p-Methoxybenzyloxycarbonylaminosiduren konn-
ten durch die Schotten-Baumannsche Reaktion mit p-
Methoxybenzyloxycarbonylchlorid als Reagens direkt
synthetisiert werden. Die Reaktionsbedingungen fiir die
Darstellung des Reagens wurden verbessert und seine
Stabilitit wurde untersucht,
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Beeinflussung der ATPase aminspeichernder Granula von Nebennierenmark und Milznerven durch

Thallium

Bei der Thalliumintoxikation des Menschen kommt es
in einem Teil der Fille zu Blutdrucksteigerung und
Tachykardie2, die durch «- und f-Rezeptorenblocker
antagonistisch beeinflussbar sind3. Dabei wurde eine
erhohte Ausscheidung von Noradrenalin, in geringerem
Masse auch von Adrenalin und 3-Methoxy-4-hydroxy-
mandelsdure, im Harn beobachtet? 4. Die Symptome las-
sen sich als ein «erhohter Erregungszustand des sympa-
thischen Nervensystems»® deuten. Eine tierexperimen-
telle Nachahmung dieser Verdnderungen gelang uns in
Versuchen an Ratten bisher nicht.

Verschiedene ATPasen werden durch T+ (Ratten-
erythrozyten’, Kaninchennieren®) und durch Tl+++ (Rat-
tenleber-Mitochondrien?) stimuliert. Der Effekt des ein-
wertigen Thalliums ist durch seine Ahnlichkeit mit dem
gleichsinnig wirkenden K+-Ton erklirbar®$. Auch fiir die
intrazelluldre Anreicherung von Thallium®® wird seine
Beférderung durch den ATP-abhingigen KT-Transport-
mechanismus diskutiert5.

Da Thallium ins Zellinnere aufgenommen wird, liegt
ein moglicher Angriffspunkt in den aminspeichernden
Organellen chromaffiner Zellen cder peripherer Nerven-
endigungen. Sie enthalten eine Mg*+-abhidngige, durch
Nat und K+ nicht aktivierbare ATPase, der eine ent-
scheidende Rolle beim Transport der Amine zugeschrie-
‘ben wird1%11, Wir untersuchten deshalb die Wirkung
ein- und dreiwertiger Thalliumionen auf die Granula-
ATPasen des Nebennierenmarks (NNM) und der Milz-
nerven von Rindern.

Die Brenzcatechinamin-Granula des NNM wurden nach
TaucNER und HasseLBacu!?, die der Milznerven nach
BURGER et al.?? (60000-g-Sediment)} durch Ultrazentrifu-
gation pripariert. Die Partikeln wurden in 0,3 M Saccha-
rose resuspendiert, so dass 10 ml 1 g NNM (175-390 pg

Protein/ml Suspension) bzw. 3 g Milznerven (250-400 pg
Protein/ml Suspension) entsprachen.

Die Inkubationsansidtze zur Bestimmung der ATPase-
Aktivitdt enthielten:

0,1 ml 0,001 NHCI (Kontrollen) bzw. TICl; oder T1,SO,
in 0,001 NHCI

0,3ml 8,3x10-3M MgSO, in 0,4 M Tris-Acetat-Puffer
pH 7,4

0,4 ml Granulasuspension

0,2ml T»s-ATP (0,0125M Na-freies ATP in 0,3M
Tris-Acetat-Puffer pH 7,4).
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Kontrollen 10-$/ 2x10-8 M 5x10%M  10°M 3x10°°M 104 M 108 M
NNM-ATPase, TI+ 100 107,6 107,6 101,6 4 1,7
(1) (1) (3
Milznerven- 100 98,8 99,6 101,2 -+ 0,4
ATPase, TI+ (1) 1 (3)
NNM-ATPase, 100 108,3 1024 42,6 76,0+ 4,2  584-L 40  349- 10,5
Tyt (1) (3) (4) (5) (3)
p<0,025 £<0,002 $<0,02
Milznerven- 100 992419 101,44 09  826--1,7 5854 1,3 340415 283+21
ATPase, TIH+ (5) (6) 3) () (6) (3)
£ < 0,005 £ <2 0,0001 p<<0,0001  p< 0,01

Die Aktivitat der Kontrollen wurde gleich 100 gesetzt. ¥ 4 sz. In Klammern: Zahl der Versuche. Signifikanzberechnung: ¢-Test fiir abhingige

Stichproben.

Nach 15 min Vorinkubation bei 37 °C wurde die Reak-
tion durch Zugabe der Tvis-ATP-Lisung gestartet. Nach
20 min (Milznerven) bzw. 30 min (NNM) Inkubation
wurde das Eiweiss mit 5 ml 0,3 NHCIO, gefillt und das
entstandene Orthophosphat im Uberstand nach Fiske
und SuUBBAROWIS gemessen. Leerwerte: ohne Granula
inkubiertes ATP und ohne ATP inkubierte Granula-
suspension. Protein wurde nach LowRry et al.4 mit Lab-
trol als Standard bestimmt. Die Enzymaktivitit wurde
in pug Phosphor/mg Protein X Inkubationszeit berechnet.

In der Tabelle ist die ATPase-Aktivitdt in Gegenwart
von Thallium in Prozent der Aktivitit der Kontroll-
ansitze angegeben. Die Phosphatbildung betrug in den
Kontrollansitzen von NNM-Granula 65,5+ 3,4 pg P/mg
Protein X 30min (» = 5), in denen von Milznerven-
granula 139 4- 6 ug P/mg Protein x 20 min (# = 9). ATP
wurde also unter Beriicksichtigung der verschiedenen
Inkubationszeiten durch die Nervengranulasuspension
etwa dreimal so rasch umgesetzt wie durch die NNM-
Granula. TI* bis zu 10-3M beeinflusste die ATPasen
beider Granulaarten nicht. Durch TIt++ dagegen wurde
die Granula-ATPase des NNM ab 3x10-% die der Milz-
nerven ab 5x10-%AM] signifikant und konzentrations-
abhédngig gehemmt.

Die Hemmung kénnte, ausser durch eine spezifische
Reaktion mit dem Enzym, auch durch eine unspezifische
eiweissdenaturierende Wirkung der Schwermetallionen
zustande kommen. Wir zentrifugierten deshalb thallium-
haltige Granulasuspensionen (600 g X 20 min) und be-
stimmten das Eiweiss im Sediment. Durch T1+ (10-® bis
10-3M) und TIH++ (10-¢ bis 105 M) wurde kein Eiweiss
gefallt, bei 10-2M TI+t+ erschienen Spuren, bei 10-3M
Ti+++ praktisch das gesamte Protein der Suspension im
Niederschlag. Die ATPasen werden also durch T+
Konzentrationen inhibiert, bei denen noch keine mess-
bare Eiweissprazipitation auftritt.

Die Hemmung der Granula-ATPase durch TI+*++ kénnte
zu einer verminderten Speicherfihigkeit fiir Amine und
damit zu ihrer vermehrten Freisetzung fithren. Die
ATPase der Noradrenalin speichernden Nervengranula
ist fast zehnfach empfindlicher als die der iiberwiegend
Adrenalin speichernden NNM-Granula. Dem entspricht
der Befund, dass bei Thallinmvergiftung stark die Nor-

adrenalin-, nur gering die Adrenalinausscheidung im Harn
gesteigert ist3.

Bei der Intoxikation des Menschen wird einwertiges
Thallium inkorporiert. Nach der stark toxischen Dosis
von 10 mg/kg TI+ betrdgt die Konzentration im Orga-
nismus bei gleichmissiger Verteilung und fehlender Aus-
scheidung etwa 5x 10-3/. Selbst bei wesentlich héherer
Konzentration beeinflusst einwertiges Thallium die Gra-
nula-ATPase nicht, dreiwertiges Thallium dagegen be-
wirkt in dieser Konzentration cine deutliche Hemmung.
HorLrLuNGER? nimmt an, einwertiges Thallium miisse im
Organismus in dreiwertiges tibergehen. Untersuchungen
zu dieser Frage sind, soweit uns bekannt, bisher nicht
durchgefithrt worden. Eine weitere Voraussetzung fiir
eine Rolle des TI+t+ bei der vermehrten Aminausschiit-
tung ist, dass sein Oxidationspotential im Zellmilieu
herabgesetzt ist bzw. dass es nicht in freier Form mit
den Aminen in Kontakt kommt; denn durch 10-¢ 37 T1+++
wird, wie wir feststellten, Noradrenalin rasch oxidiert.

Summary. ATPases of the amine storing granules from
bovine adrenal medulla and splenic nerves are inhibited
by Tit++ 3 10-5 and 5 X 10-8 M, respectively. TI* up to
10-3 M is ineffective. By T1+++ in concentrations of 10~*M
or more, proteins are precipitated, so that the enzyme
inhibiton by these concentrations is unspecific. If TIt is
oxidized to TIt*+ in the organism, the inhibition of granu-
lar ATPase may be responsible for the alterations of the
catecholamine metabolism observed in thallium intoxi-
cation.
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