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Aktivierung der Tyrosinhydroxylase durch Homovanillinsdure

Tyrosine hydroxylase activity is increased by homovanillic acid

U. Kollner und E. Griindig

Institut fitr medizinische Chewmie dev Universitit Wien, Whvinger Strasse 10, A-1090 Wien (Osterveich),

5. August 1976

Summary. Influence of homovanillic acid on tyrosine hydroxylase activity was investigated in homogenates of rat
brain: 10-% and 10-* M HV A/l were found to increase enzymatic activity significantly. The probability of physiological

concentrations also activating DOPA synthesis is discussed.

Die Umsetzung von Tyrosin zu DOPA ist der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt in der Catecholamin-Biosyn-
these® 2, Man kennt 3 Gruppen von Inhibitoren des En-
zyms, namlich substratkompetitive Tyrosin-Analoga,
Cofaktor-kompetitive Effektoren, zu denen Verbindungen
mit Catecholstruktur zu zdhlen sind, sowie Chelatbildner,
die das zur Katalyse benotigte Fe++, das wahrscheinlich
ein integraler Teil des Enzymmolekiils ist3, binden. Die
zweite Gruppe der Inhibitoren ist fiir die Regulation der
Transmittersynthese von grésster Bedeutung, da die Ty-
rosinhydroxylase einer Feedback-Hemmung durch Do-
pamin und Noradrenalin unterliegt* 3. Eine Beeinflussung
der Catecholamin-Synthese durch ihre Abbauprodukte ist
bisher nur fiir Substanzen mit Catecholstruktur bekannt;
ihr inhibitorischer Effekt glich jenem, der fiir Noradrena-
lin beschrieben wird (Di-Hydroxy-Phenylglycol}, oder
war betrichtlich geringer®. Homovanillinsdure (HVA)
wurde fiir die Untersuchung ausgewahlt, da die Substanz
der quantitativ bedeutendste Dopamin-Metabolit ohne
Catecholstruktur ist?.

Methodik. Als Versuchstiere fanden méannliche Wistar-
Albino-Ratten (150-200 g) Verwendung. Die Tiere wur-
den dekapitiert, und es wurde das Hirn entnommen. Mit
Hilfe eines Potter-Elvehjem-Teflon-Homogenisators wur-
de vom Gesamthirn ein Homogenat in isotoner Sucrose-

Einfluss der Homovanillinsaure auf die Aktivitit der Tyrosinhy-
droxylase

Umsatz in
Prozent
X 4 s* X+s n p

Kontrollen 27,37 4 3,68 100 + 13,44 12
10 M HVA/l 34,40 4 3,49 129 + 15,05 7 < 0,005
10-* M HVA/l 31,44 4 3,96 115+ 15,02 12 0,05 > p > 0,005
10-5 M HVA/l 29,22 4+ 5,57 112+ 9,70 5 ns.
10-¢ M HVA/l 26,49 41,55 98 + 5,71 4 n.s.

* Umsatz in dpm - h=* - uCi*4C-L-Tyr-! - ug Protein—t,
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16sung hergestellt (0,32 M; pH 7,4; 1:10). Fiir die Be-
stimmung der enzymatischen Aktivitdt wurde eine Me-
thode von McGeer et al.® herangezogen. 0,2 ml des Hirn-
homogenats wurden mit 0,1 pCi U-1#C-L-Tyr in Gegen-
wart des DOPA-Decarboxylase-Hemmers Ro-4-4602 (0,2
mM) sowie der jeweils zu untersuchenden Menge an Ef-
fektor 30 Min. bei 37°C inkubiert (K-Phosphatpuffer
0,28 M; pH 6,0-6,2), und man isolierte das aus dem mar-
kierten Tyrosin gebildete U-1*C-DOPA mittels Adsorp-
tionschromatographie (Al,O,; pH 8,5-9,5; Sdulen 7 X 30
mm, Elution mit 0,3 M Essigsdure). Die Radioaktivitit
wurde mit Hilfe eines Liquid-Scintillation-Counters (iso-
cap 300, Nuclear Chicago, USA) bestimmt. Als Kontroll-
bestimmungen wurden fiir jedes Tier mindestens 4 In-
kubationen ohne Zusatz von Effektor durchgefiihrt. Die
Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte mit einer Me-
thode von Lowry et al.?. Zur Ermittlung der statistischen
Signifikanz wurde Students t-Test herangezogen.
Ergebnisse. In Gegenwart von 10-2 M HVA/I lag die en-
zymatische Aktivitdt um 299, héher als in den Kontrollen
(p<<0,005). Bei 10 M HVA/l wurden um 159%, hoéhere
Werte gemessen (0,05 > p > 0,005). Die 12prozentige Ak-
tivierung des Tyrosin-Umsatzes durch 10-5 M HVA/]l wies
keine statistische Signifikanz mehr auf, jedoch ist aus dem
Verlauf der Kurve in der Abbildung zu entnehmen, dass
eine Aktivierung nicht ausgeschlossen werden muss.
Diskussion. HVA kann aus Dopamin auf 2 Wegen ent-
stehen: Entweder wird zuerst durch Einwirkung von
Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT) 3-Methoxy-Ty-
ramin gebildet, aus dem dann durch Monoaminooxidase
(MAO) HVA entsteht; oder MAO setzt Dopamin zuerst
zu Dihydroxy-Phenylessigsdure (DOPAC) um, aus der
unter Einwirkung von COMT dann HVA gebildet wird.
DOPAC und HVA sind die Hauptmetaboliten des Dopa-
mins? 1011, Ob DOPAC!2 oder HVA 13,14 als der quanti-
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tativ bedeutendste Metabolit des Dopamins anzusehen
ist, kann als nicht ganz gekldrt bezeichnet werden; im
Striatum findet die O-Methylierung des DOPAC zu HVA
in stdrkerem Mass statt als im mesolimbischen System?2;
zudem interessierte als Effektor nur die letztere Verbin-
dung, da die Feedback-Hemmung der Tyrosin-Hydroxy-
lierung durch Catecholverbindungen gut bekannt ist 8 15, 16,
Wie aus der Abbildung zu ersehen ist, ist der Effekt der
HVA auf die Aktivitit der TH bis zu einer Konzentration
von 10-* M/l dosisabhingig; zwischen der genannten
Konzentration und 10— M/l bildete die Aktivierungs-
kurve ein Plateau. Wenngleich der Effekt fiir das letztere
Probenkollektiv statistisch nicht mehr als signifikant zu
werten war, ist aufgrund des Kurvenverlaufs, der gerade
vor Erreichen der endogenen Konzentration noch eine
deutliche Wirkung erkennen ldsst, dennoch eine Bedeu-
tung auch der Ergebnisse nach Einsatz von 10-5 M HVA/1
nicht auszuschliessen.

Im Rahmen einer Effektoren-Ubersicht untersuchten
McGeer et al.® auch die Wirkung der HVA auf die Aktivi-
tdt der Tyrosinhydroxylase. Es wurden Werte, die inner-
halb einer Streuung von + 15% um die Kontrollen ge-
schart waren, beobachtet und als unsignifikant gewertet.
Die endogene Konzentration an HVA aus dem Homoge-
nat des Rattenstriatums liegt bei 2,5 x 10~ M/11%; an den
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dopaminergen Neuronen selbst diirfte die Konzentration
von Transmitter und Metabolit einen betrdchtlich héhe-
ren Wert erreichen: Haug?!? postuliert ein Ansteigen des
Verhiltnisses von Nervenzellvolumen : Gesamtvolumen
im Laufe der Phylogenese; da das als Nager der Ratte
phylogenetisch verwandte Kaninchen einen Wert von
1:20 aufwies, ist anzunehmen, dass der Quotient fiir die
Ratte in mindestens eben dieser Grossenordnung liegt.
Es kann somit eine Bedeutung des beschriebenen Effektes
auch in vivo erwogen werden, da als wahrscheinlich ange-
nommen werden kann, dass die Konzentration an HVA
an dopaminergen Neuronen jenen Wert erreicht, der in
den beschriebenen Versuchen noch eine deuntliche Akti-
vierung erkennen liess. Die regulatorische Bedeutung des
beobachteten Effektes konnte darin liegen, dass die Cate-
cholamin-Synthese durch eine Akkumulation eines Haupt-
metaboliten verstirkt wird, da diese Transmittererforder-
nis signalisiert.
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Phosphonacetyl-L-aspartate: An aspartate transcarbamylase inhibitor causing larval death and
rudimentary wing phenocopies in Drosophila melanogaster

Bettie J. Holaday and J. W. Fristrom?
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Summary. Phosphonacetyl-L-aspartate, an inhibitor and transition state analogue of aspartate transcarbamylase,
has been found to cause rudimentary wing phenocopies and larval death in Drosophila melanogaster. We believe this
compound may prove useful as a selection agent for regulatory mutations at the rudimentary locus.

The need to use regulatory mutants in studying gene reg-
ulation is widely recognized. In eukaryotes, especially
multicellular ones, obtaining such mutants is difficult.
We are currently engaged in screening for regulatory
mutants at the rudimentary wing (r) locus in Drosophila
melanogaster. This locus is believed to code for the first
3 enzymes in the pyrimidine biosynthetic pathway, car-
bamyl phosphate synthetase, aspartate transcarbamylase
(ATCase) and dihydroorotase?~®. Rudimentary mutants
require pyrimidines for larval development and female
fertility and have changes in the wings of both sexes rang-
ing from a slight irregularity in the marginal wing bristles
to short, blistered wings with very sparse marginal
bristles® 7. We are attemting to recover mutants which
synthesize excess quantities of the first 3 enzymes in py-
rimidine biosynthesis. Such ‘overproducers’ might be re-
covered by selecting for mutants resistant to compounds
which inhibit pyrimidine biosynthesis. In microorganisms
one such compound, 6-azauracil (6-AU), when converted
to 6-azauridine monophosphate (6-AUMP), is known to
be a competitive inhibitor of orotidine monophosphate
decarboxylase, the terminal enzyme in pyrimidine bio-
synthesis® 6-AU kills Drosophila larvae and produces r
phenocopies®. This report concerns a second compound,
phosphonacetyl-L-aspartate (PALA), an inhibitor and
transition state analogue of ATCasel®. PALA inhibits
ATCases from bacterial®, mammals' and Drosophila12
-and kills mammalian cells in culture!®, We report here
that PALA induces r phenocopies and kills wild-type
larvae.

Matevials and methods. Na,PALA was synthesized ac-
cording to Stark and Swyryd!4. An Oregon r stock was
used. The defined media of Sang!® as modified by Falk
and Nash ¢ was used without RNA except as noted. Eggs
were collected on standard media over a 24-h-period. The
resulting eggs (and some first instar larvae) were re-
covered and rinsed thoroughly with water. They were
then floated in 209, sucrose to remove food and agar and
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