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Results and discussion. P r e p a r a t i o n  of p - m e t h o x y b e n z y l  
ch lo ro fo rma te  was  f i r s t  r epo r t ed  b y  JoNEs a n d  YOUNG ~. 
W e  r e i n v e s t i g a t e d  t h e i r  r eac t ion  cond i t ions  us ing  Sil ica 
gel G t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  benzene  as t h e  
deve lop ing  so lvent .  R e a c t i o n  b e t w e e n  phosgene  a n d  
an i sy l  a lcohol  in  e the r  was  found  to  be  v e r y  fas t  even  a t  
be low 0~ The  s t a b i l i t y  of t he  ch lo ro fo rma te  fo rmed  
was as  fol lows:  (1) I t  was  s t ab l e  a t  be low 0~ w h e n  
d i lu ted  w i t h  e t h e r  to  a b o u t  1 mol /400 ml.  (2) I n  more  
c o n c e n t r a t e d  solut ion,  t he  ch lo ro fo rma te  was less s t ab l e  
a n d  evo lu t ion  of CO 2 was obse rved  even  a t  be low 0 ~ 
(3) I t  decomposed  g radua l ly  in  d i lu te  e ther ia l  solut ion,  
even  a t  - -10~ on  a d d i t i o n  of ch loroform.  

Fina l ly ,  p r a c t i c a l  cond i t ions  for t he  p r e p a r a t i o n  of the  
ch lo ro fo rma te  were e s t ab l i shed  as descr ibed  above .  T h e  
c h l o r o f o r m a t e  so lu t ion  should  be  s tored  in a deep freezer  
a n d  used w i t h i n  a few days.  

I n  t h e  S c h o t t e n - B a u m a n n  reac t ions  w i t h  a m i n o  acids, 
a d d i t i o n  of wa te r - so lub le  solvents ,  such  as t e t r a h y d r o -  
f u r a n  or a lower-a lkyl  alcohol,  increased  t he  r eac t ion  ra te ,  
as in  t he  same  reac t ions  w i t h  t - a lky loxyca rbony l  chloride*, 
b u t  a d d i t i o n  of these  m a t e r i a l s  was  no t  essential .  T h e  
p r o d u c t s  wh ich  d id  n o t  crys ta l l ize  a t  th i s  s tage were  
o b t a i n e d  as d i cyc lohexy lamine  salts.  Then,  a f te r  r eex t r ac -  
t ion  w i t h  e thy l  ace ta te ,  some of t h e m  were recovered  as 

c rys ta l s  of free Z(OMe)-amino  acids b y  shak ing  t h e i r  
sa l t s  w i t h  NH~SO4. The  Z(OMe)-amino  acids syn thes ized  
in t h i s  way  are  shown  in T a b l e  1. 

Th i s  p rocedure  seems especial ly  su i t ab le  for large-scale 
p r e p a r a t i o n ,  a l t h o u g h  good resu l t s  h a v e  no t  ye t  been  
o b t a i n e d  w i t h  serine. 

Zusammen/assung. p - M e t h o x y b e n z y l o x y c a r b o n y l h y d r a -  
zid u n d  p - M e t h o x y b e n z y l o x y c a r b o n y l a m i n o s ~ i u r e n  konn-  
t en  d u r c h  die S c h o t t e n - B a u m a n n s c h e  R e a k t i o n  m i t  p- 
Methoxybenzyloxycarbonylchlorid  als  Reagens  d i r ek t  
s y n t h e t i s i e r t  werden.  Die R e a k t i o n s b e d i n g u n g e n  ftir die 
Da r s t e l l ung  des Reagens  w u r d e n  ve rbes se r t  u n d  seine 
Stabil i t~it  wurde  un t e r such t .  
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B e e i n f l u s s u n g  de r  A T P a s e  a m i n s p e i c h e r n d e r  G r a n u l a  v o n  N e b e n n i e r e n m a r k  u n d  M i l z n e r v e n  d u r c h  
T h a l l i u m  

Bei  der  T h a l l i u m i n t o x i k a t i o n  des Menschen  k o m m t  es 
in  e inem Toil der  F~lle zu B l u t d r u c k s t e i g e r u n g  u n d  
T a c h y k a r d i e l ,  ~, die d u r c h  c~- u n d  f l -Rezep torenb locker  
a n t a g o n i s t i s c h  bee in f lu s sba r  s ind a. Dabe i  wurde  eine 
e rh6h t e  A u s s c h e i d u n g  yon  Norad rena l in ,  in  ge r inge rem 
Masse a u c h  yon  A d r e n a l i n  und  3 -Me thoxy-4 -hyd roxy -  
mandels~iure,  i m  H a r n  b e o b a c h t e t  3, 4. Die S y m p t o m e  las-  
sen sich als ein *e rh6h te r  E r r e g u n g s z u s t a n d  des s y m p a -  
t h i s c h e n  N e r v e n s y s t e m s ~  ~ deu ten .  E ine  t i e r expe r imen-  
tel le N a c h a h m u n g  dieser  Ver / inde rungen  ge lang  uns  in 
V e r s u c h e n  a n  R a t t e n  b i she r  n ich t .  

Versch iedene  A T P a s e n  werden  d u t c h  TI+ ( R a t t e n -  
e r y t h r o z y t e n  5, K a n i n c h e n n i e r e n  ~) u n d  d u t c h  TI+++ (Ra t -  
t e n l e b e r - M i t o c h o n d r i e n  7) s t imul ie r t .  Der  E f fek t  des ein-  
wer t igen  T h a l l i u m s  is t  d u r c h  seine A hn l i chke i t  m i t  d e m  
gle ichs innig  w i r k e n d e n  K+- Ion  erkl/irbarS,% A u c h  fiir die 
in t razel lu l / i re  A n r e i c h e r u n g  v o n  T h a l l i u m  s, 9 wird  seine 
B e f 6 r d e r u n g  d u r c h  den  ATP-abh~ingigen  K + - T r a n s p o r t -  
m e c h a n i s m u s  d i s k u t i e r t  s. 

D a  T h a l l i u m  ins  Zel l innere  a u f g e n o m m e n  wird, l iegt  
ein m6gl icher  A n g r i f f s p u n k t  in  den  a m i n s p e i c h e r n d e n  
Organe l l en  c h r o m a f f i n e r  Zellen oder  pe r iphe re r  Ne rven -  
end igungen .  Sie e n t h a l t e n  eine Mg++-abh/ingige,  d u r c h  
N a  + u n d  K+ n i c h t  a k t i v i e r b a r e  ATPase ,  de r  eine en t -  
sche idende  Rol le  b e i m  T r a n s p o r t  der  A m i n e  zugeschrie-  

b e n  wird  l~ W i t  u n t e r s u c h t e n  desha lb  die W i r k u n g  
ein- u n d  d re iwer t ige r  T h a l l i u m i o n e n  auf  die G r a n u l a -  
A T P a s e n  des N e b e n n i e r e n m a r k s  (NNM) u n d  der  Milz- 
h e r r e n  yon  R inde rn .  

Die B r e n z c a t e c h i n a m i n - G r a n u l a  des N N M  w u r d e n  n a c h  
TAUGNER und I-IAsSELBACH 12, die der Milznerven nach 
BURGER et al. n (60 000-g-Sediment) dutch Ultrazentrifu- 
gation pr/ipariert. Die Partikeln wurden in 0, 3 M Saccha- 
rose resuspendiert, so dass I0 ml 1 g NNM (175-390 vg 

P r o t e i n / m l  Suspension)  bzw. 3 g Mi lznerven  (250-400 ~zg 
P r o t e i n / m l  Suspension)  en t sp r achen .  

Die Inkuba t ionsans~ i t ze  zur  B e s t i m m u n g  der  ATPase -  
Ak t iv i t / i t  e n t h i e l t e n  : 

0,1 ml  0,001 NHC1 (Kont ro l len)  bzw. T1C1 a oder  T12SO 4 
in 0,001 NHC1 

0,3 1111 8,3 • 1 0 - a M  MgSO4 in 0 , 4 M  Tris-Acetat-Puffer  
p H  7,4 

0,4 ml  G r a n u l a s u s p e n s i o n  

0 , 2 m l  Tr i s -ATP (0,0125M Na-fre ies  A T P  in 0 , 3 M  
Tris-Acetat-Puffer  p H  7,4). 

1 j .  L. ALLSOP, Australas Ann. Med. 2, 144 (1953). 
S. MOESCHLIN, Klinik und Therapie der Vergiltungen, 4. Aufl. 
(Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1964). 

3 K. D. BOCK, P. MERGUET, G. SCHLEY, H. J. SCHOMANN, J.-G. 
RAUSCH-STROOMANN, V. HOCEVAR, E. SCHR(iDER und T. MURATA, 
Dt. reed. Wschr. 93, 2119 (1968). 

4 S. TILLMAN, Svenska L~ikartidn. 49, 1523 (1952). 
P. J. G~HRING und P. /3. HAMMOND, J. Pharmac. exp. Thor. 155, 
187 (1967). 
J. S. BRITTEN und M. BLANK, Biochim. biophys. Aeta 159, 160 
(1968). 
G. HOLLUNGER, Acta pharmac, tox. 16, 347 (1960). 

s j .  L. MULLINS und R. D. MOOR~, J. gem Physiol. ,13, 759 (1960). 
9 p. j .  GEHRINO und P. B. HAMMOND, J. Pharmac. exp. Ther. 1,15, 

215 (1964). 
10 N. A. I-IILLARP, Acta physiol, stand, d3, 82 (1958). 
n A. BURGER, A. PmLIPPU und H. J. SCHUMANN, Arch. Pharmak. 

exp. Path. 262, 208 (1969). 
1, G. TAUGNER und W. HASSELBACI-I, Arch. Pharmak. exp. Path. 

255, 266 (1966). 



EXPERIENTIA 25/6 Specialia 

Einfluss yon T1 + und T1 § auf die ATPase-Aktivit~it von NNM- und Milznervengranula 
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Kontrollen 10-SM 2 • 1 0 - e M  5 • 10-6M 10-5M 3 x 10-5M 10-4M 10-SM 

100 107,6 107,6 101,6 4- 1,7 
(1) (1) (3) 

NNM-ATPase, T1 + 

Milznerven- 
ATPase, T1 + 

NNM-ATPase, 
TI+++ 

100 98,8 99,6 101,2 4- 0,4 
{1} (1) (3) 

100 108,3 102,4 4- 2,6 76,0 • 4,2 58,4 • 4,0 34,9 q- 10,5 
(1) (3) (4) (5) (3) 

p <  0,025 p < 0,002 p<0,02 

Milznerven- 100 99,2 4- 1,9 101,4 ~ 0,9 82,6 :[_ 1,7 58,5 4- 1,3 34,0 4- 1,5 28,3 4- 2,1 
ATPase, TI +++ (5) (6) (3) (9) (6) (3) 

p < 0,005 p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,01 

Die Aktivit~it der Kontrollen wurde gleich 100 gesetzt. ~ • s~. In Klammern: Zahl der Versuche. Signifikanzberechnung: t-Test ffir abh~ngige 
Stichproben. 

Nach  15 rain Vor inkuba t ion  bei 37 ~ wurde  die Reak-  
t ion durch  Zugabe der  Tris-ATP-L6sung ges tar te t .  Nach  
2 0 m i n  (Milznerven) bzw. 30ra in  (NNM) Inkuba t ion  
wurde  das Eiweiss mi t  5 ml  0,3 NHC104 gefXllt und  das 
en t s t andene  O r t h o p h o s p h a t  im U b e r s t a n d  nach  FISKE 
und  SUBB&ROW 13 gemessen.  Leerwer te :  ohne  Granula  
inkubier tes  A T P  und  ohne A T P  inkubie r te  Granula-  
suspension.  P ro te in  wurde  nach  LOWRY et  al. 14 mi t  Lab-  
t rol  als S t anda rd  be s t immt .  Die Enzymak t iv i t / i t  wurde  
in ~g Phosphor / r ag  P ro t e in  • Inkuba t ionsze i t  berechnet .  

In  der  Tabelle ist die ATPase-AktivitS~t in Gegenwar t  
yon Thal l ium in P rozen t  der  Akt iv i t~ t  der  Is 
ans~tze angegeben.  Die P h o s p h a t b i l d u n g  be t rug  in den 
Kont ro l l ans~ tzen  yon  NNM-Granu la  65,5 ~_ 3,4 txg P / m g  
Pro te in  • 30 min ( n -  5), in denen  von  Milznerven-  
granula  139 + 6 ~g P / m g  Pro te in  • 20 min (n = 9). A T P  
wurde  also un te r  Ber i icksicht igung der  verschiedenen  
Inkuba t ionsze i t en  dureh  die Nervengranu lasuspens ion  
e twa  dre imal  so rasch umgese tz t  wie durch  die NNM- 
Granula.  TI+ bis zu 10 -aM beeinf luss te  die ATPas en  
beider  Granu laa r t en  nicht .  Durch  TI+++ dagegen wurde  
die Granu la -ATPase  des NNM ab 3 • 10 -5, die der  Milz- 
nerven  ab 5 •  s ignif ikant  und  konzen t ra t ions -  
abh~ngig  gehemmt .  

Die H e m m u n g  k6nnte ,  ausser  durch  eine spezifische 
Reak t ion  mi t  dem E n z y m ,  auch durch  eine unspezif ische 
e iweissdenatur ierende  Wi rkung  der  Schwermeta l l ionen  
zus tande  kommen .  W i t  zent r i fugier ten  deshalb  tha l l ium- 
hal t ige Granulasuspens ionen  (600 g • 20 min) und  be- 
s t i m m t e n  das Eiweiss  im Sediment .  Durch  T1 + (10 -6 bis 
10 aM) und  TI+++ (10 e bis 10-SM) wurde  kein Eiweiss 
gef~llt, bei  10-4M T1 +++ erschienen Spuren,  bei  10-3~r 
TI+++ prak t i sch  das gesamte  Pro te in  der  Suspension im 
Niederschlag.  Die ATPasen  werden  also durch  TI+++- 
Konzen t r a t i onen  inhibiert ,  bei  denen  noch keine mess-  
bare  Eiweisspr~zip i ta t ion  auf t r i t t .  

Die H e m m u n g  der  Granu la -ATPase  durch  TI+++ k6nnte  
zu einer v e r m i n d e r t e n  Speicherf~higkei t  ffir Amine  und 
d a m i t  zu ihrer  v e r m e h r t e n  Fre i se tzung  fiihren. Die 
ATPase  der  Noradrena l in  spe ichernden  Nervengranu la  
ist fas t  zehnfach empf indl icher  als die der  i iberwiegend 
Adrenal in  spe ichernden  NNM-Granula .  Dem en t sp r ich t  
der  Befund,  dass bei Tha l l iumverg i f tung  s ta rk  die Nor- 

adrenalin- ,  nur  gering die Adrena l inaussche idung  im H a r n  
geste iger t  ist  3. 

Bei der  IntoxikatioI1 des Menschen  wird  e inwert iges  
Thal l ium inkorpor ier t .  Nach der  s t a rk  tox i schen  Dosis 
yon  10 mg/kg  TI+ betr / igt  die K o n z e n t r a t i o n  im Orga- 
n i smus  bei gleiehmS~ssiger Ver te i lung und  fehlender  Aus- 
scheidung e twa 5 • 10 ~M. Selbst  bei  wesent l ich  h6herer  
K o n zen t r a t i o n  beeinf lusst  e inwert iges  Thal l ium die Gra- 
nu la -ATPase  nicht ,  dreiwert iges  Thal l ium dagegen be- 
wi rk t  in dieser K o n zen t r a t i o n  eine deut l iche H e m m u n g .  
HOLLUNGER 7 n i m m t  an, e inwert iges Thal l ium miisse im 
Organismus  in dreiwert iges  t ibergehen. U n t e r s u c h u n g e n  
zu dieser Frage  sind, soweit  uns bekannt ,  b isher  n ich t  
durchgef i ihr t  worden.  Eine  weitere  Vorausse tzung  Iiir 
eine Rolle des TI+++ bei der v e r m e h r t e n  Aminausschi i t -  
tung  ist, dass sein Oxida t ionspo ten t i a l  im Zellmilieu 
he rabgese tz t  ist bzw. dass es n ich t  in freier F o r m  mi t  
den Aminen  in K o n t a k t  k o m m t ;  denn  durch  10 6M TI+++ 
wird, wie wir fests tel l ten,  Noradrena l in  rasch oxidiert .  

Summary. ATPases  of the  amine  s tor ing granules f rom 
bovine adrena l  medul la  and splenic nerves  are inhib i ted  
by  TI+++ 3 • 10 -s and 5 • 10 eM, respect ively .  TI+ up to 
10 8M is ineffective.  By  TI+++ in concen t ra t ions  of 10-4M 
or more, p ro te ins  are prec ip i ta ted ,  so t h a t  the  enzyme  
inh ib i ton  by  these  concen t ra t ions  is unspecific.  I f  TI+ is 
oxidized to T1 +++ in the  organism, the  inhibi t ion of granu-  
lar ATPase  m a y  be responsible  for the  a l tera t ions  of the  
eatecholanf ine me tabo l i sm observed in tha l l imn intoxi-  
cation. 
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