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Aktivierung der Tyrosinhydroxylase durch Homovanill insiiure 

Tyrosine hydroxylase activity is increased by homovanil l ic  acid 
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5. August 1976 

Summary. Inf luence of homovani l l ic  acid on tyros ine  hydroxy lase  ac t iv i ty  was inves t iga ted  in homogena t e s  of ra t  
bra in:  10-3 and 10 -I  M HVA/1 were found to increase enzymat i c  ac t iv i ty  significantly.  The p robab i l i ty  of physiological  
concen t ra t ions  also ac t iva t ing  D O P A  synthes is  is discussed. 

Die Umse t zung  von Tyrosin  zu D O P A  ist der  geschwindig-  
ke i t sbe s t im m ende  Schr i t t  in der  Catecholamin-Biosyn-  
these1, 2. Man kenn t  3 Gruppen  yon  Inh ib i to ren  des En-  
zyms,  ngmlich  subs t r a tkompe t i t i ve  Tyrosin-Analoga,  
Cofak tor -kompet i t ive  Effektoren ,  zu denen  Verb indungen  
mi t  Ca techols t ruk tur  zu zghlen sind, sowie Chelatbi ldner ,  
die das zur Ka ta lyse  ben6t ig te  Fe ++, das wahrscheinl ich  
ein in tegra ler  Teil des Enzymmolek i i l s  ist a, binden.  Die 
zweite Gruppe  der  Inh ib i to ren  ist  f/ir die Regula t ion  der  
T r a n s m i t t e r s y n t h e s e  von gr6sster  Bedeutung ,  da die Ty- 
ros inhydroxylase  einer  F e e d b a c k - H e m m u n g  durch  Do- 
p a m i n  und  Noradrena l in  unter l iegt  4, 5. g i n e  Beeinf lussung 
der  Ca techo lamin-Syn these  durch  ihre A b b a u p r o d u k t e  ist 
b isher  nur  fiir Subs tanzen  mi t  Ca techo l s t ruk tu r  bek an n t ;  
ihr inhibi tor ischer  Ef fek t  glich jenem,  der fiir Noradrena-  
lin beschr ieben wird  (Di-Hydroxy-Phenylg lycol ) ,  oder  
war  betr / icht l ich geringer 6. Homovani l l ins / iure  (HVA) 
wurde  ffir die U n t e r s u c h u n g  ausgew/ihlt ,  da  die Subs tanz  
der q u a n t i t a t i v  bedeu t ends t e  Dopamin-Metabo l i t  ohne 
Ca techo l s t ruk tu r  ist 7. 
Methodik. Als Versuchst iere  fanden m/innliche Wis ta r -  
A lb ino -Ra t t en  (150-200 g) Verwendung.  Die Tiere wur-  
den dekapi t ier t ,  u n d e s  wurde  das Hirn  en tnommen .  Mit 
Hilfe eines Po t t e r -E lveh j em-Te f lon -Homogen i sa to r s  wur-  
de vom Gesamth i rn  ein H o m o g e n a t  in isotoner  Sucrose- 

Einfluss der Homovanillinsaure auf die Aktivitfit der Tyrosinhy- 
droxylase 

Umsatz in 
Prozent 

~ s *  Z •  n p 

Kontrollen 27,37 -~ 3,68 100 4- 13,44 12 
10 a M HVA/1 34,40 4- 3,49 129 -- 15,05 7 < 0,005 
10 .4 M HVA/1 31,44 4- 3,96 115 4- 15,02 12 0,05 > p > 0,005 
10 -s M HVA/1 29,22 4- 5,57 112 4- 9,70 5 n.s. 
10 -6 M HVA/1 26,49 • 1,55 98 -- 5,71 4 n.s. 

* Umsatz in dpm . h -1 �9 btCil4C-L-Tyr-1 -btg Protein -1. 
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++ p <  0,005; + 0,005> p~> 0,005; 4 Physiologische Konzentration 
im Striatum. 

16sung hergeste l l t  (0,32 M; p H  7,4; 1:10). Fiir  die Be- 
s t i m m u n g  der  enzymat i schen  Akt iv i t / i t  wurde  eine Me- 
rhode von McGeer et  al. 8 herangezogen.  0,2 ml  des Hi rn-  
homogena t s  wurden  mi t  0,1 bLCi U-I~C-L-Tyr in Gegen- 
war t  des D O P A - D e c a r b o x y l a s e - H e m m e r s  Ro-4-4602 (0,2 
mM) sowie der  jeweils zu u n t e r s u ch en d en  Menge an Ef-  
fektor  30 Min. bei 37~ inkubie r t  ( K - P h o s p h a t p u f f e r  
0,28 M; p H  6,0-6,2), und man  isolierte das aus dem mar-  
kier ten Tyrosin gebi ldete  U-14C-DOPA mit te ls  Adsorp-  
t i onsch roma tograph ie  (A12Oa; p H  8,5-9,5; Sgulen 7 • 30 
mm, Elu t ion  mi t  0,3 M Essigs/iure). Die Radioaktivi t~t t  
wurde  mi t  Hilfe eines Liquid-Scin t i l l a t ion-Counters  (iso- 
cap 300, Nuclear  Chicago, USA) bes t immt .  Als Kontrol l -  
b e s t i m m u n g e n  wurden  ftir jedes Tier mindes t ens  4 In-  
kuba t ionen  ohne Zusatz  von Ef fek to r  durchgef t ihr t .  Die 
B e s t i m m u n g  des Pro te ingeha l tes  erfolgte mi t  einer Me- 
thode  von Lowry  et  a12. Zur E r m i t t l u n g  der  s ta t i s t i schen  
Signifikanz wurde  S tuden t s  t -Tes t  herangezogen.  
Ergebnisse. In  Gegenwar t  von 10 -a M HVA/1 lag die en- 
zymat i sche  Akt ivi t / t t  um 29% h6her  als in den Kont ro l len  
(p<0,005) .  Bei 10 ~ M HVA/1 wurden  um 15% h6here  
Wer te  gemessen (0,05 > p > 0,005). Die 12prozentige Ak- 
t iv ierung des Tyros in -Umsa tzes  du rch  10 -5 M HVA/1 wies 
keine s ta t i s t i sche  Signifikanz mehr  auf, j edoch  ist aus dem 
Verlauf  der  Kurve  in der  Abbi ldung  zu en tnehmen ,  dass 
eine Akt iv ie rung  n ich t  ausgeschlossen werden  muss. 
Diskussion. H V A  kann  aus D o p ami n  auf 2 Wegen ent -  
s t ehen :  E n t w e d e r  wird zuerst  durch  E inwi rkung  von  
Catechol -O-Methyl -Transferase  (COMT) 3-Methoxy-Ty-  
ramin  gebildet ,  aus dem d a n n  du rch  Monoaminooxidase  
(MAO) H V A  e n t s t e h t ;  oder MAO setz t  D o p ami n  zuerst  
zu Dihydroxy-Pheny less igsgure  (DOPAC) um, aus der  
un te r  E inwi rkung  yon  COMT d a n n  H V A  gebi ldet  wird. 
DOPAC und  H V A  sind die H a u p t m e t a b o l i t e n  des Dopa-  
mins  %1~ Ob D O P A C  12 oder  H V A  la,l* als der  quan t i -  
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t a t i v  b e d e u t e n d s t e  Metabol i t  des Dopamins  anzusehen  
ist, kann  als n ich t  ganz gekl~rt  beze ichne t  werden ;  im 
S t r i a t u m  f inder  die O-Methyl ierung des D O P A C  zu H V A  
in st~irkerem Mass s t a t t  als im mesol imbischen  SystemiC; 
zudem interess ier te  als Ef fek to r  nur  die le tz tere  Verbin-  
dung,  da die F e e d b a c k - H e m m u n g  der  T y r o s i n - H y d r o x y -  
l ierung durch  Ca techo lve rb indungen  gut  b e k a n n t  is t  s, 1~, 1~ 
Wie  aus der  Abb i ldung  zu ersehen ist, ist  der  E f f ek t  der  
H V A  auf die Aktivit~it der  TH bis zu einer K o n z e n t r a t i o n  
yon  10 -4 M/1 dosisabh~ingig; zwischen der  g e n a n n t e n  
K o n z e n t r a t i o n  und  10 -5 M/1 bi ldete  die Akt iv ierungs-  
kurve  ein Pla teau .  Wenngle ich  der  E f fek t  Iiir das  le tz tere  
P robenko l l ek t iv  s ta t i s t i sch  n ich t  mehr  als s ignif ikant  zu 
wer t en  war, ist  aufgrund  des Kurvenver laufs ,  der  gerade 
vor  Er re ichen  der  endogenen  K o n z e n t r a t i o n  noch  eine 
deut l iche  Wi rkung  e rkennen  l~sst, d ennoch  eine Bedeu-  
t u n g  auch der  Ergebnisse  nach  E insa tz  von  10-~ M HVA/1 
n ich t  auszuschliessen.  
I m  R a h m e n  einer E f f ek to ren -Uber s i ch t  u n t e r s u c h t e n  
McGeer e t  al. 8 auch  die Wi rkung  der  H V A  auf die Akt ivi -  
t~ t  der  Tyros inhydroxylase .  Es  wurden  ~Werte, die inner-  
ha lb  einer S t reuung  von :t= 15% um die Kon t ro l l en  ge- 
scha r t  waren,  b e o b a c h t e t  und  als uns igni f ikant  gewerte t .  
Die endogene  K o n z e n t r a t i o n  an H V A  aus dem Homoge-  
n a t  des R a t t e n s t r i a t u m s  liegt bei 2,5 • 10 -6 M/113; an den 

dopamine rgen  Neuronen  selbst  di irf te  die K o n z e n t r a t i o n  
von  T ransmi t t e r  und  Metabol i t  e inen be t r~cht l ich  h6he- 
ren  W e r t  erre ichen:  H a u g  17 pos tu l ie r t  ein Ans te igen  des 
VerhAltilisses yon  Nervenze l lvo lumen  : Gesamtvo lumen  
im Laufe der Phylogenese ;  da das als Nager  der  1Ratte 
phy logene t i sch  v e r w a n d t e  Kan inchen  einen W e r t  yon  
1:20 aufwies, ist anzunehmen ,  dass der  Quot ien t  fiir die  
R a t t e  in mindes tens  eben  dieser Gr6ssenordnung  liegt. 
Es  kann  somit  eine B e d e u t u n g  des beschr iebenen  Effek tes  
auch  in vivo erwogen werden ,  da als wahrschein l ich  ange- 
n o m m e n  werden  kann,  dass  die K o n z e n t r a t i o n  an H V A  
an dopamine rgen  Neuronen  jenen  W e r t  erreicht ,  der  in 
den  beschr iebenen  Versuchen  noch  eine deut l iche  Akti -  
v ie rung  e rkennen  liess. Die regula tor ische B e d e u t u n g  des 
b e o b a c h t e t e n  Ef fek tes  k6nn te  dar in  liegen, dass die Cate- 
cho lamin -Syn these  durch  eine Akkumula t ion  eines H a u p t -  
me tabo l i t en  verst~trkf wird,  da diese Transmi t t e re r fo rde r -  
nis signalisiert .  
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Phosphonacetyl-L-aspartate: An aspartate transcarbamylase inhibitor causing larval death and 
rudimentary wing phenocopies in Drosophila melanogaster 
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Summary. Phosphonace ty l -L -a spa r t a t e ,  an inhib i tor  and t r ans i t ion  s ta te  analogue of a spa r t a t e  t r ansca rbamylase ,  
has  been  found  to  cause r u d i m e n t a r y  wing phenocopies  and larval  d e a t h  in Drosophi la  melanogas ter .  We believe th is  
c o m p o u n d  m a y  prove  useful as a selection agent  for regu la tory  mu ta t i ons  a t  the  r u d i m e n t a r y  locus. 

The need  to  use regu la to ry  m u t a n t s  in s tudy ing  gene reg- 
u la t ion  is wide ly  recognized.  In  eukaryotes ,  especial ly 
mult icel lular  ones, ob ta in ing  such m u t a n t s  i s 'd i f f icu l t .  
We are cu r ren t ly  engaged in screening for regu la tory  
m u t a n t s  a t  the  r u d i m e n t a r y  wing (r) locus in Drosophi la  
melanogas ter .  This  locus is bel ieved to code for the  first  
3 enzymes  in the  pyr imid ine  b iosyn the t i c  pa thway ,  car- 
b a m y l  p h o s p h a t e  syn the tase ,  a spa r t a t e  t r ansca rbamylase  
(ATCase) and  d ihydrooro tase  ~-5. R u d i m e n t a r y  m u t a n t s  
require pyr imid ines  for larval  deve lopmen t  and female 
fer t i l i ty  and  have  changes  in the  wings of b o t h  sexes rang-  
ing f rom a s l ight  i r regular i ty  in the  marginal  wing brist les  
to short ,  b l is tered wings wi th  ve ry  sparse marg ina l  
br is t les  ~,v. We  are a t t e m t i n g  to  recover  m u t a n t s  which 
synthes ize  excess quant i t i es  of the  f i rs t  3 enzymes  in py-  
r imidine  biosynthesis .  Suck 'overproducers '  m i g h t  be re- 
covered by select ing for m u t a n t s  res i s tan t  to compounds  
which inhibi t  pyr imid ine  biosynthesis .  In  microorganisms 
one such compound,  6-azauracil  (6-AU), when  conver t ed  
to 6-azauridine m o n o p h o s p h a t e  (6-AUMP), is known  to 
be a compet i t ive  inhib i tor  of orot idine m o n o p h o s p h a t e  
decarboxylase ,  the  t e rmina l  enzyme in pyr imid ine  bio- 
synthes is  8. 6-AU kills Drosophi la  larvae and produces  r 
phenocopies% This  r epor t  concerns  a second compound ,  
p h o s p h o n a c e t y l - L - a s p a r t a t e  (PALA), an inhib i tor  and 
t rans i t ion  s ta te  analogue of ATCase 1~ P A L A  inhib i t s  
ATCases f rom bac te r ia  1~ m a m m a l s  n and Drosophi la  12 
and kills m a m m a l i a n  cells in cul ture 13 We repor t  here 
t h a t  P A L A  induces r phenocopies  and kills wi ld- type  
larvae.  

Materials and methods. Na4PALA was syn thes ized  ac- 
cording to  S ta rk  and  Swyryd  I4 An Oregon r s tock  was  
used. The def ined media  of  Sang15 as modif ied b y  Falk  
and  Nash  1~ was used w i t h o u t  R N A  except  as noted.  Eggs  
were collected on s t a n d a r d  media  over  a 24-h-period. The 
resul t ing eggs (and some f i rs t  i n s t a r  larvae): were re- 
covered and  r insed t ho rough ly  wi th  water .  They  were 
then  f loated in 20% sucrose to r emove  food and agar  and  
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