
15. t l .  1972 Specialia 1319 

Der Einf luss  von Colchizin und E th id ium-Bromid  auf den Gehalt radioaktiv mark ie r te r  Uridin- 
Verbindungen in optischen Axonen yon Teleos teern  

I m  Achsenzy l inde r  e iner  Nervenze l l e  f l iesst  ein st~Lndi- 
ger  N e u r o p l a s m a s t r o m <  Die m i t  u n t e r s c h i e d l i c h e n  Ge- 
s chwind igke i t en  t r a n s p o r t i e r t e n  Stoffe s ind vo rwiegend  
Prote ine~,  a, abe r  iI~L ge r ingem A us m as s  auch  R N S  u n d  
n i ede rmoleku la r e  U r i d i n - V e r b i n d u n g e n a - <  N a c h  U n t e r -  
s u c h u n g e n  m i t  d e m  spezif isch m i t o c h o n d r i a l e n  IRNS- 
S y n t h e s e - H e m m e r  E t h i d i u m - B r o m i d  ( E t hBr )  sche in t  der  
Gross te i l  d ieser  R N S  in den  a x o n a l e n  M i t o c h o n d r i e n  
s y n t h e t i s i e r t  zu werden*.  U n k l a r  i s t  b isher ,  ob  der  T rans -  
p o r t  der  U r i d i n - V e r b i n d u n g e n  ~ihnlich wie de r  der  P ro -  
t e ine  auch  a n  die N e u r o t u b u l i  gekn i ip f t  i s t  v. D a z u  w a r  es 
angezeigt ,  be i  der  U n t e r s u c h u n g  des T r a n s p o r t e s  dieser 
U r i d i n - V e r b i n d u n g e n  die F u n k t i o n  der  T u b u l i  d u t c h  Be- 
h a n d l u n g  m i t  Colchiz in  zu beeintr~icht igen.  D a b e i  m u s s t e  
a l le rd ings  ers t  e i n m a l  die B lock ie rung  des a x o n a l e n  Pro-  
t e i n t r a n s p o r t e s  d u r c h  Colchiz in  best&tigt  werden,  u m  
s icherzugehen,  ob  die Droge im vor l i egenden  Versuchs-  
s y s t e m  (opt ischer  T r a k t  yon  Scardinius erythrophthalmus, 
Teleosteer)  e n t s p r e c h e n d  wirk t .  Ausse rdem wurde  ge- 
pri if t ,  ob Colchizin die ~vu y o n  E t h B r  auf  die 
I n k o r p o r a t i o n  yon  aH-Ur id in  in hochmole~mlare  R N S  
bee inf lussen  kann .  

36 E x e m p l a r e  y o n  Scardi,zius erythrophthalmus erhie l -  
~en i n t r aocu l a r e  I n j e k t i o n e n  fo lgender  Stoffe ill fo lgender  

Dos ie rung :  aH-His t id in  (30 aCi/Tier ,  spez. Akt .  5 C i /mM)  ; 
3H-Ur id in  (30 ~Ci/Tier ,  spez. Akt .  5-30 C i / m M ;  b e i d e T r a -  
cer v o m  R a d i o c h e m i c a l  Centre ,  A m e r s h a m ,  E n g l a n d ) ;  
Colchizin (Fa. Merck;  33,3 izg/ml; d a v o n  30 tzl, en t spre-  
chend  1 vg);  E t h B r  (Fa. B u r r o u g h s  We l l come  u. Co; 
200 ~zg/ml; d a v o n  30 ~1, e n t s p r e c h e n d  6 ~g). N a c h  be- 
s t i m m t e n  I n k o r p o r a t i o n s z e i t e n  w u r d e n  die op t i s chen  
T r a k t e  in 4 Segmen te  zerg l ieder t  (1. u n d  2. vo r  d e m  
Chiasma,  3. h i n t e r  d e m  Chiasma,  4. das  T e c t u m  opt icum)  
u n d  de ren  Gesamtak t iv i t~ t t  oder  die der  h o e h m o l e k u l a r e n  
K o m p o n e n t e n  b e s t i m m t  ( E x t r a k t i o n  der  G e w e b e p r o b e n  
in 1 m l  10%iger  Trichloressigs&ure (TCE), 24h, 2~ Die 
auf  Toluo l -Bas i s  im Packard -F l i i s s igke i t s -Sz in t i l l a t ions -  
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Fig. i. Darstellung der Radioaktivit~itsverteihlng 8H-Histidin-markierten Proteins (obere Reihe) und von TCE-16slichen `2H-Uridtn-Verbin- 
dungen bzw. hoehmolekularer RNS (untere Reihe) im Verlauf der 4 Segmente des Traetus optieus yon Scardinius erythrophthalmus. Inku- 
bationszeit des einseitig intraocular injizierten Colehizins (Col) 2d, Inkorporationszeiten von beidseitig intraoeular injizierten Tracern 
4h, 24h und 4d. Durchsehnittswerte von jeweils 3-5 Tieren; die Sehwankungsbreite wurde als mittlere Abweiehung vom Mittelwert 
errechnet. 
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z~hler  (Modell 3320) gemessenen  Wer t e  w u r d e n  auf  
c p m / m g  F r i s chgewich t  umgerechne t .  

In  F igu r  1 is t  die R a d i o a k t i v i t / i t s v e r t e i l u n g  yon  aH- 
H i s t i d i n - m a r k i e r t e n  P r o t e i n e n  bzw. ~H-Ur id in -mark i e r t en  
V e r b i n d u n g e n  in den  4 S e g m e n t e n  des T r a c t u s  op t icus  
n a c h  I n k o r p o r a t i o n s z e i t e n  yon  4 h, 24 h u n d  4 d darge-  
stell t .  Dabe i  wurde  Colchizin n a c h  e inmal ige r  I n j e k t i o n  
einsei t ig  i n t r aocu l a r  2 d lang  v o r i n k u b i e r t ,  b e v o r  der  
Tracer  be idse i t ig  i n t r aocu la r  app l iz ie r t  wurde.  Die 2t&gige 
Daue r  der  V o r i n k u b a t i o n  wurde  in ann~Lhernder ~ b e r e i n -  
s t i m m u n g  m i t  der  L i t e r a t u r  7, 8 u n d  n a c h  e igenen V o r u n t e r -  
s u c h u n g e n  v o r g e n o m m e n .  N a c h  4 h I n k o r p o r a t i o n s z e i t  
des P ro t e in t r ace r s  is t  eine e rheb l iche  E r n i e d r i g u n g  der  
E i n b a u r a t e  d u r c h  Colchizin fes tzus te l len :  im Nervus  op- 

t i c u s  u m  d u r c h s c h n i t t l i c h  48%,  im T e c t u m  u m  30%. Das  
R a d i o a k t i v i t X t s v e r t e i l u n g s m u s t e r  zeigt  an, dass  es sich 
u m  die schnel le  P r o t e i n - T r a n s p o r t r a t e  h a n d e l n  muss,  da  
das  3. Segmen t  bere i t s  fas t  so s t a r k  m a r k i e r t  is t  wie das  
2. N a c h  24 h bzw. 4 d p.i. e rg ib t  s ich ein ver / inder tes  Bild,  
da  n u n  der  l angsame  T r a n s p o r t ,  der  n a c h  KIDWAY u n d  
OcHs 9 die t l a u p t m e n g e  des G e s a m t - P r o t e i n t r a n s p o r t e s  
a u s m a c h t ,  die schnel l  w a n d e r n d e  P r o t e i n f r a k t i o n  tiber- 
lagert .  Die H e m m w i r k u n g  yon  Colchizin is t  s t a r k  ver-  
m i n d e r t  bzw. aufgehoben .  

I m  Fal le  der  8 H - U r i d i n - V e r b i n d u n g e n  k o n n t e  weder  
fiir n i ede rmoleku la re  (nach  4 bzw. 24 h) noch  fli t  hoch-  
moleku la re  V e r b i n d u n g e n  (nach 4 d) eine s ign i f ikan te  
H e m m u n g  des axona l en  T r a n s p o r t e s  d u r c h  Co lch i z in  
fes tges te l l t  werden.  

Da  d u r c h  Colchizin vo rwiegend  die schnel le  P ro te in -  
T r a n s p o r t r a t e  g e h e m m t  u n d  d a m i t  best~itigt wurde,  dass  
diese a n  die N e u r o t u b u l i  gekn i ip f t  ist, s che in t  ausge-  
schlossen zu sein, dass  die U r i d i n - V e r b i n d u n g e n  eben-  
falls an  diese gekn i ip f t  sind, da  ihr  T r a n s p o r t  d u r c h  die 
Droge n i c h t  bee in f luss t  wird. 

Colchizin sche in t  j edoch  ausser  der  Assoz ia t ion  m i t  den  
T u b u l i - P r o t e i n e n  s u c h  die E igenscha f t  eines zel lphysio-  
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Fig. 2. Dars te l lung der Rad ioak t iv i t / i t sve r t e i lung  hochmolekularer  
RNS im Verlauf der 4 Segmente des Tractus opticus yon Scardinius  
erythrophthalmus. Der beidseitig intraocularen Colchizin (Col-)- 
Injektion folgen nach 2 d eine einseitig intraoeulare EthBr-Injektion 
und nach weiteren 3h eine beidseitig intraoculare Injektion des 
Tracers 8H-Uridin; die Inkorporationszeit betrug 4 d. Die Hemmrate 
betr~igt nur durchschnittlich 37%. Durchsehnittswerte yon 6 Tieren; 
die Schwankungsbreite wurde als mittlere Abweichung vom Mittel- 
weft erreehnet. Die RadioaktivitSt des ersten augennahen Seg- 
ments des Kontrollnerven betr~gt 100%. 
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logischen A k t i v a t o r s  zu besi tzen,  der  im n e u r o n a l e n  Per i -  
k a r y o n  u.a. die V e r m e h r u n g  de r  R i b o s o m e n  n n d  des gr. 
E R  bewi rken  k a n n  10. W e g e n  de r  zu f o r d e r n d e n  Gleich- 
hef t  der  ze l lphys io logischen  A u s g a n g s s i t u a t i o n  w u r d e n  
d a h e r  in  e inem wei t e ren  Ver such  be ide  Augen  m i t  Colchi- 
zin v o r b e h a n d e l t .  U m  n u n  noch  pr i i fen  zu k6nnen ,  ob  
Colchiz in  den  Fluss  axona l e r  R N S  h e m m t ,  muss t e  die 
R N S - S y n t h e s e  e insei t ig  b lock ie r t  werden.  W e n n  ngml i ch  
der  1RNS-Transpor t  a n  die T u b u l i  geknf ipf t  und  d a m i t  
Colchizin-anf~Lllig w~re, mfisste  der  R N S - G e h a l t  in be iden  
N e r v e n  wegen  der  be idse i t igen  C o l c h i z i n - I n k u b a t i o n  sin- 
ken. D a m i t  wt i rde  der  M a r k i e r u n g s u n t e r s c h i e d  zwischen 
d e m  N e r v e n  m i t  u n d  d e m  ohne  R N S - S y n t h e s e h e m m u n g  
ger inger  als 7 0 - 8 0 %  ausfal len,  wie er ohne  Colchiz in-Ein-  
w i r k u n g  gemessen  w o r d e n  istK Da  die axona le  R N S  im 
wesen t l i chen  an  die M i t o c h o n d r i e n  g e b u n d e n  ist, wa r  es 
angezeigt ,  die R N S - S y n t h e s e  m i t  E t h B r  zu h e m m e n .  

F igu r  2 zeigt  die Rad ioak t i v i t& t sve r t e i l ung  n a e h  beid-  
seit ig i n t r aocu la re r  Co lch iz in - In j ek t ion  (2 d), e insei t ig  
i n t r aocu la re r  E t h B r - I n j e k t i o n  (3 h) u n d  ansch l iessender  
aH-Ur id in -App l ika t ion .  Die Daue r  der  E t h B r - V o r b e h a n d -  
lung  yon  3 h e rgab  s ich aus  V o r v e r s u c h e n  m i t  verschie-  
denen  I n k u b a t i o n s z e i t e n  als a m  e f fek t iv s t en ;  die Inkor -  
po ra t ionsze i t  yon  aH-Ur id in  b e t r u g  4 d. O h n e  Colchizin- 
B e h a n d l u n g  h e m m t e  E t h B r  im N e r v u s  op t icus  den  aH- 
Uridin- l?; inbau u m  ca. 79% (WOLBURG6). N a c h  vorhe r ige r  
Co lch iz in -Behand lung  is t  die H e m m w i r k u n g  yon  E t h B r  
auf  ca 37% gesunken.  

Colchizin v e r m a g  also in der  angegebenen  Dos ie rung  
n a c h  e inmal ige r  I n j e k t i o n  eine E r n i e d r i g u n g  der  E t h B r -  
W i r k u n g  zu ve ru r sachen .  D a n a c h  sche in t  der  axona le  
T r a n s p o r t  a n  Mi tochondr i en  g e b u n d e n e r  R N S  doch  in 
V e r b i n d u n g  m i t  den  N e u r o t u b u l i  zu s tehen.  E inse i t ig  
appl iz ie r tes  Colchizin ohne  nachfo lgende  E t h B r - G a b e  
v e r m o e h t e  a l le rd ings  den  Geha l t  r a d i o a k t i v  m a r k i e r t e r  
axona le r  R N S  n i c h t  zu erniedr igen.  Der  W i d e r s p r u c h  1st 
zu erklS~ren, w e n n  m a n  ber i icks ich t ig t ,  dass  Colchizin 
even tue l l  pe r ika rya l e  Synthesevorg&nge s te igern  k a n n ;  
diese e l ek t ronenmik roskop i s ch  s i c h t b a r e  W i r k u n g  b l e ib t  
in den  Re t inaze l l en  des K a n i n c h e n s  bis  zu 6 d und  1/inger 
n a c h  der  Co lch iz in - In j ek t ion  a u f r e c h t e r h a l t e n  8. Es  is t  
d a n n  - s u c h  fiir das  op t i sche  S y s t e m  yon  S c a r d i n i u s  - 

n i c h t  auszuschl iessen,  dass  in  das  A x o n  ein  gr6sserer  An-  
te l l  an  e x t r a m i t o c h o n d r i a l e r  R N S  fliesst,  der  den  Ver lus t  
an  mi tochond r i a l e r  R N S  kompens i e r t .  So wSre die An-  
g te ichung  der  M a r k i e r u n g e n  be ide r  N e r v e n  (mi t  u n d  ohne  
R N S - S y n t h e s e h e m m u n g )  ve r s tgnd l i ch .  Dies zu best / i t i -  
gen, mi issen  j edoch  die e n t s p r e c h e n d e n  a x o n a l e n  F r a k -  
t i onen  auf  ihre  spezif ische R a d i o a k t i v i t ~ t  b in  u n t e r s u c h t  
werden.  W e n n  sich i iberdies  nachwe i sen  liesse, dass  sich 
u n t e r  Colchiz in-Einf luss  die M i t o c h o n d r i e n - Z a h l  im A x o n  
ver r inger t ,  w~Lre ein wei terer  wesen t l i cher  Hinweis  au f  die 
Assoz ia t ion  der  axona l en  M i t o c h o n d r i e n  m i t  den  Neuro-  
t u b u l i  gewonnen.  E l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e  A u f n a h m e n  
aus  j t ings te r  Zeit ,  die diese Assoz ia t ion  d i r ek t  zeigen, lie- 
gen be re i t s  vo r  11. 

S u m m a r y .  After  app l i ca t i on  of colchicine to one eye, 
and  s u b s e q u e n t  in jec t ions  of ~  or 3H-ur idine  
in to  b o t h  eyes, a b lockage  of t he  t r a n s p o r t  in the  opt ic  

8 J.-O. KARLSSON, H. A. HANSSON und J.  SJ/JSTRAND, Z. Zellforsch. 
115, 265 (1971). 

9 A. M. KIDWAY und  S. OCHS~ J. Neurochem. 76, 1105 (1969). 
10 A. NORSTROM, H. A. HANSSON und J. SJ/JSTRAND, Z. Zellforsch. 113, 

271 (1971). 
11 C. S. RAINE, B. GHETTI und M. L. SHELANSKI, Brain Res. 3d, 389 

(1971). 



15 .11 .  1972 Speeia l ia  1321 

sys t em of te leos ts  could be d e m o n s t r a t e d  only  for t he  fas t  
p ro t e in -componen t s .  However ,  colchicine is able to  de- 
press the  e f fec t iv i ty  of e th id ium-bromide ,  a b locker  of 
mi tochondr i a l  1RNA-synthesis. This f inding is discussed 

in connect ion  wi th  t he  poss ibi l i ty  t h a t  axonal  mi tochon-  
dria  are associa ted wi th  the  neurotubules .  

H. W O L B U R G  12 

12 Mit d a n k e n s w e r t e r  U n t e r s t t i t z u n g  d u t c h  die Deu t sche  Fo r schungs -  
ge lne inschaf t ,  die H e r r n  Prof .  Dr.  H .  RAnMANN (Miinster) die 
Mittel zu dieser Untersuchung zur Verffigung stellte. 

I. Zoologisches [nstitut der Universitiit, 
Stephanstrasse 24, D-53 Giessen (BR Deutschland), 
25. Mai 7972. 

Separa t ion  of T w o  Stra ins  of Rats  w i t h  Inbred  D i s s i m i l a r  S e n s i t i v i t y  to D o e s - S a l t  H y p e r t e n s i o n  

The d e v e l o p m e n t  o f  hype r t ens ive  s t ra ins  of animals  
has p rov ided  an i m p o r t a n t  expe r imen ta l  tool  for the  s tudy  
of hyper tens ion .  In  1958, SMIRtr and HALL ~ descr ibed a 
colony of Otago ra ts  w i th  inher i ted  hyper tens ion .  DAHL 
et al. 2 evolved f rom a s tock of Sprague-Dawley  rats,  
2 s t ra ins  of anima]Ls which  differed marked ly  in the i r  
suscept ib i l i ty  to  sa l t - induced hyper tens ion .  They  were 
des igna ted  as ' sensi t ive '  (S) and ' r es i s tan t '  (R), according 
to the i r  b lood pressure  response  to d ie t a ry  salt.  Subse- 
quent ly ,  OKA~IOTO and AOKI s der ived f rom Wis t a r  ra t s  
a s t ra in  of spon taneous  hype r t ens ive  or SH rats,  t h a t  has  
been  ex tens ive ly  inves t iga ted  in recen t  years.  
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Blood pressure changes incuded by Doca-salt in rats with dissimilar 
susceptibility to hypertension. The rats, members of the 6th gene- 
ration (S~) were 2 months old at 0 weeks. H, hypertensive strain 
(z]). N, normotensive strain (Q). Values are average ~_ S.E. The 
number of animals is shown in parentheses. 

Dur ing  the  pas t  years,  t h rough  selective breeding,  we 
have  developed an addi t iona l  colony of hype r t ens ive  rats .  
The response  to  Doca-sal t  was the  cr i ter ion for select ing 
the  hype r t ens ive  s t rain.  Concomi tan t ly  a second colony 
was separa ted  whose b lood pressure  is p rac t ica l ly  un- 
changed by  Doca-sal t .  We have  used the  sympols  H for 
hype r t ens ive  and N for normotens ive ,  to des ignate  the  
2 new strains  der ived f rom the  H eb rew  Univers i ty ,  
' Sabra '  rats.  

Material and methods. 25 male  and an equal  n u m b e r  of 
female rats,  aged 2 months ,  were t aken  at  r a n d o m  to 
cons t i tu te  the  pool  f rom which  the  pa ren ta l  genera t ion  
(P) was chosen. The schedule used in th is  and  subsequen t  
breedings  is p resen ted  in Table  I. The to ta l  a m o u n t  of 
Doca 4 admin i s t e red  to each ra t  was 22.5 mg over  a per iod 
of 3 weeks. Systol ic  B. P. was measured  by  a modi f ica t ion  
of the  microphonic  m e t h o d  of FRIEnMAN~ and FREEnS. 

Table I. Schedule for selection of breeder rats 

D a y  1. 

Days 5 27. 

D a y  28. 

P r e - t r e a t m e n t  B.P.  fol lowed b y  lef t  n e p h r e c t o m y .  

Does - sa l t  r eg imen :  0 .9% NaC1 as d r i n k i n g  fluid;  Does  
in oil, 2.5 mg/rat s.c. on alternate days 3 • 

Post-treatment B.P. Selection of siblings with highest 
B.P. in the H strain and with lowest B.P. in the N strain 
for mating. 

Table II. Blood pressure of normotensive (N) and hypertensive (H) 
rats, before and after Doca-salt 

G r o u p  No. of r a t s  Sys to l ic  B.P.  ~ S.D. 

Before  Af t e r  

Males N 19 127 • 5.8 �9 134 -b 6.6 ~ 
H 22 137 i 8.4 186 -4- 19 

Females  N 20 111 i 7.5 ~ 120 ~ 6.5 ~ 
H 21 121 i 7.6 1 7 0  zl= 1 9  

p < 0.01. 
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