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Wirkung einer Nembutalnarkose auf den Stoffwechsel von Noradrenalin im Gehirn der Ratte

Von G. Késter und H. Breuer

Institut fiir Klinische Biochemig und Biochemische Abteilung der Neurochirurgischen Universitdtsklinik Bonn

(Eingegangen am 6. Oktober 1980/7. April 1981)

Zusammenfassung: Es wird eine spezifische und empfindliche Methode zur Trennung und Bestimmung der Metaboli-
ten von radioaktiv markiertem Noradrenalin aus kleinsten Mengen von Himgewebe beschrieben. Das Verfahren liefert
reproduzierbare Werte; erlaubt die direkte Bestimmung aller wichtigen Noradrenalin-Metaboliten aus demselben Ex-
trakt und eignet sich wegen seines relativ geringen Arbeitsaufwandes fiir groflere Versuchsreihen.

Mit Hilfe dieser Methode wurde untersucht, in welcher Weise die Halbwertszeit und der Stoffwechsel von Noradrenalin
im Gehimn der Ratte durch eine Nembutalnarkose beeinfluit werden. Es zeigte sich, daf in Nembutalnarkose sowohl
die Halbwertszeit als auch der Stoffwechsel von Noradrenalin in Hypothalamus, Thalamus sowie Pons und Medulla
verlangsamt sind; dariiberhinaus ist die Abgabe von Noradrenalin-Metaboliten an das Blut verzégert. Bei Stoffwechsel-
untersuchungen mit Neurotransmittern ist zu beriicksichtigen, da eine Nembutalnarkose sowohl das Metaboliten-
muster von Noradrenalin als auch dessen zeitliche Anderungen beeinflufit.

Effect of anaesthesia on the metabolism of noradrenaline in rat brain

Summary: A specific and sensitive method is described for the separation and determination of metabolites of radio-
actively labelled noradrenaline in very small amounts of brain tissue. This method gives reproducible results, it allows
the direct determination of all major metabolites of noradrenaline from the same extract, and is suitable for quantitat-

ing a large number of samples in a relatively short time.

This method was used to investigate how the half-life time (turnover) and the metabolism of noradrenaline in rat
brain may be influenced by anaesthesia with nembutal. It was found that both the half-life time as well as the meta-
bolism of noradrenaline are reducéd during nembutal anaesthesia; in addition, the release of metabolites of nor-
adrenaline into the blood is delayed. When studying the metabolism of neurotransmitters, it has to be considered that
nembutal-narcosis irifluences the metabolic pattern of noradrenaline as well as its temparal changes.

Einfiilhrung

Im Veérlauf unserer Studien iiber den Stoffwechsel von
Catecholarninen im Gehirn und seine Beeinflussung
durch Sexualthormone (1—3) ergab sich die Notwendig-
keit, in vivo-Untersuchungen an der Ratte durchzufiih-
ren und zu diesem Zweck durch intraventrikulire Injek-
tion von [>H]Noradrenalin die Neurotransmitterpools zu
markieren. Die fiir diese Untersuchungen nétigen Infor-
rhationen konnten der Literatur nicht in ausreichendem
Mafie entnommen weérden. Deshalb wurden Vorarbeiten
durchgefiihrt, die folgenden Zwecken dienten:

(1) Entwicklung einer spezifischen und empfindlichen
Methode zur Trennung und damit zur Bestimmung der
Metaboliten von markiertem Noradrenalin aus kleinsten
Mengen von Himgewebe;

(2) Klirung des Einflusses einer Narkose und der Ver-
suchsdauer auf den Stoffwechsel und das Metaboliten-
muster von Noradrenalin.

In der vorliegenden Arbeit wird eine fiir die Aufarbeitung
von Hirngewebeextrakten geeignete Modifikation der
Methode von Graefe et al. (4) beschrieben, mit deren
Hilfe alle Metaboliten von Noradrenalin voneinander ge-
trennt und quantitativ bestimmt werden kénnen. Dar-
iiberhinaus wird gezeigt, daf} Nembutal nicht nur — wie
bereits bekannt (5) — die Halbwertszeit von Noradrena-
lin verdndert, sondern auch das Metabolitenmuster in
Abhiingigkeit von der Zeit beeinflufit.

Methodik

Noradrenalin und Metaboliten

D, L-[7-3H]Noradrenalin-hydrochlorid (spez. Aktivitit 370 GBq/
mmol) wurde von Amersham-Buchler, Braunschweig, bezogen
und diinnschichtchromatographisch auf Reinhcit gepriift. Nor-
adrenalin-hydrochlorid wurde von Fluka (Buchs, Schweiz) bezo-
gen, Normetanephrin, 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglykol und
3,4-Dihydroxyphenyiglykol von Sigma (St. Louis, Missouri,
U.S.A)), 3,4-Dihydroxymandelsdurc von EGA (Steinhcim) und
Vanillinmandelsidure von Fluka (Buchs, Schweiz).
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Chemikalien

Folgende lonenaustauscher wurden benutzt: Dowex S0W-X4
(H*-Form, 200—400 mesh; Serva, Heidelberg), Dowex AG1-X2
(CT-Form, 200—400 mesh) und Bio Rex 5 (CI-Form, 200~

400 mesh), beide Bio-Rad (Richmond, California, U.S.A.). Al;03
(Aktivititsstufe II-I1I) stammte von Merck (Darmstadt). Nem-
butal wurde als Injektionslésung (60 gfl) von Abbott (Ottignies,
Belgien) bezogen, Ather pro narcosi von Hoechst (Frankfurt).
Alle iibrigen Chemikalien waren von p. A.-Reinheitsgrad (Merck,
Darmstadt). n-Butanol wurde ohne vorherige Destillation be-
nutzt.

Tiere

Minnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 250-300 g
(Ivanovas; Kisslegg/Allg.) erhielten Standardfutter (Altromin)
und Wasser ad libitum.

Durchfihrung der Narkose

0,21-0,25 ml der wifsrigen Nembutal-Ldsung (Nembutal ent-
sprechend 50 mg/kg Kérpergewicht) wurden intraperitoneal in-
jiziert. Wihrend der gesamten Versuchsdauer bis zu 4 h wurde
die Nembutalnarkose aufrecht erhalten. Bei einer Versuchsdauer
von mehr als einer Stunde war eine Nachinjektion von Nembutal
notwendig. Die durchschnittliche Gesamtdosis betrug nach 1h
56, nach 2 h 68, nach 3 h 81 und nach 4 h 87 mg/kg Kérperge-
wicht. Die Athernarkose wurde in iiblicher Weise eingeleitet und
sofort nach der Injektion beendet.

Intraventrikulidre Injektion

20 min nach i p. Injektion von Nembutal bzw. 5 min nach Be-
ginn der Athernarkose wurden 5 ul einer wifrigen [7-3H]Nor-
adrenalin-hydrochlorid-L6 sung (enthaltend 185 KBq) in den
linken Seitenventrikel nach der Methode von Noble et al. (6) in-
jiziert. 0,5 oder 1, 2, 3 oder 4 h nach der intraventrikuldren In-
jektion wurden die Tiere durch Dekapitation getotet. Die Tiere,
denen Noradrenalin in Athernarkose injiziert worden war, dien-
ten gegeniiber den mit Nembutal behandelten Tieren als Ver-
gleichsgruppe fiir den Wachzustand. Dieses Vorgehen erscheint
gerechtfertigt, denn Schanberg et al. (10) haben keinen Einflu
der Athernarkose auf den Stoffwechsel von Noradrenalin gefun-
den.

Aufarbeitung des Gewebes

Unmittelbar nach dem Dekapitieren wurde das Gehirn im Kiih}-.
raum entnommen; folgende Regionen wurden pripariert: Hypo-

thalamus, Thalamus, Pons mit Medulla, Septum, Hippocampus
und Cortex. Sie wurden sofort in 1—2 ml eiskalte Essigsdure
(0,5 mol/l) gelegt, die folgende Zusitze enthielt: Ascorbinsdure
(5 g/1), 10 ug Noradretialin und jeweils 10 ug der nicht-markier-
ten Metaboliten von Noradrenalin als Carrier. Nach dem Wiegen
des Gewebes wurde i Glashomogenisator homogenisiert und
das Homogenat 30 min bei 5000 g zentrifugiert. Das Sediment
wurde mit 1 ml H,O gewaschen und erneut zentrifugiert. Die
wifrigen Uberstinde wurden vereinigt und mit H,O auf 3 ml
aufgefiillt. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitit wurden 50 ul-
Aliquote mit 4 ml Unisolve 1 versetzt. Die wairigen Losungen
wurden bis zur weiteren Aufarbeitung eingefroren und bei

=20 °C aufbewahrt. Das nach Priparation der oben aufgefiihrten
Hirnregionen verbliebene Gewebe wurde analog aufgearbeitet.

Auftrennung der Noradrenalin-Metaboliten

Da nicht alle Metaboliten von Noradrenalin mit Hilfe von Al; O3
und Ionenaustauschern in einem Arbeitsgang getrennt werden
konnten, wurden zwei separate Trennungsginge durchgefiihrt:

Trennungsgang I diente zur Bestimmung der Verbindungen mit
Catecholstruktur (Noradrenalin, 3,4-Dihydroxypheny Iglykol,
3,4-Dihydroxy mandelsdure) sowie von Normetanephrin;

Trennungsgang II diente zur Bestimmung von 3-Methoxy-4-
hydroxyphenylglykol, Vanillinmandelsiure sowie der Sulfate
von 3,4-Dihydroxy- und 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglykol

Trennungsgang I

Der Trennungsgang I (s. Schema 1) folgt der Vorschrift von
Graefe et al. (4). Nach dern Auftauen wurden die essigsauren
Gewebeextrakte 30 min bei 6000 g zentrifugiert, um ausgefal-
lenes Protein abzutrennen. 1 ml des klaren Uberstanides wurde
mit 1,5 ml Triss HCl-Puffer (0,05 mol/l, pH 8,5) versetzt. Extrakte
von Gewebeproben von mehr als 40 mg wurden zunichst mit
Natronlauge (1 mol/1) auf pH 6 gebracht und dabei ausflocken-
des Protein erneut abzentrifugiert. Uberstinde bzw. iibrige Pro-
ben wurden mit Natronlauge (1 mol/l, zur Feineinstellung stir-
ker verdiinnt) am pH-Meter auf pH 8,1—8,3 gebracht. Anschlie
fiend wurde die Analysenlosung (2,5—2,6 ml) zur Adsorption
der Catechole auf eine Al, O3-Siule gebracht (200 mg Al O3,
nach Anton & Sayre (7) HCl-gewaschen, reaktiviert und unmit-
telbar vor Gebrauch mit S ml Natriumacetatlosung (0,2 mol/l,
pH 8,2) gewaschen). Der Durchlauf tropfte auf eine Dowex
SO0W-X4 Saule (4 X 20 mm; H*Form, 200—400 mesh, pH 2,0),
an der Normetanephrin gebunden wuide. Im Rahmen des Tren-
nungsgangs [ wurde im Durchlauf dieser Sdule ohne weitere Auf-
trennung des Substanzgemischs lediglich die Gesamtaktivitit be-

Schema 1: Trennungsgang I zur Bestimmung von Noradrenalin, Normetanephrin, 3,4-Dihydroxy mandelsiure und 3,4-Dihydroxy-

phenylglykol
1 ml Hirnextrakt + 1,5 ml Tris-Puffer; pH 8,3

,— 1,0 ml Natriumacetat (0,2 mo}/l; pH 8,2)

2,0 ml Wasser
'
AlO; (pH 8.2) 2 X 1 ml Essigsdure o 4 ml Natrilxrﬂape_t?t 2X l_ml Salzsdure
(0,2 mol/1) (0,5 mol/D) (0,5 mol/l)
. 2 ml Wasser Zwischenfraktion 3,4-Dihydroxy-
Y ) . } N . mandelsdure
Dowex 50W-X4 X 1 ml ethanol. Salzsiure Dowex 50 W-X4 | 2 ™I Wasser 2 x‘; rfxl Salzsdure
pH 2,0 pH 2,0 I
(HCI 3 mol/l; — . (2 mol/))
l Ethanol 500 mi/l)
(Konjugate Normetanephrin 3,4-Dihydroxypheny} (verwerfen) Noradrenalin
+ Vanillinmandelsiure

glykol
+ 3-Methoxy-4-hydroxy- .

phenylglykol)
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stimmt. Die Al; O3-Sdule wurde zunichst mit 1 ml Natrium-
acetat-Losung (0,2 mol/l, pH 8,2) und anschlieBend mit 2 ml
H; O gewaschen; die Waschfliissigkeit wurde direkt auf die Dowex
SOW-X4-Siule geleitet. Die Elution der Al; O3-Siule sowie der
Dowex 50W-X4-Saule erfolgte nach den Angaben von Graefe

et al. (4). Noradrenalin und 3,4-Dihydrophenyiglykol werden
dabei mit Essigsdure (0,2 mol/l) gemeinsam von Al; O3 eluiert
und mit Hilfe einer zweiten Dowex SOW-X4-Siule voncinander
getrennt. Normetanephrin und 3,4-Dihydroxymandelsiure wer-
den einzeln eluiert.

Trennungsgang I1

Im Durchlauf der Dowex SOW-X4-Siule (vgL Trennungsgang I)
befanden sich die Glykolsulfate, 3-Methoxy-4-hydroxypheny}
glykol und Vanillinmandelsdure, deren Bestimmung aus dieser
Lo sung nur mit Schwierigkeiten durchfiilhrbar gewesen wire.
Deshalb wurde ein Teil des essigsauren Gewebeextraktes nach
der Zentrifugation (siche oben) einem getrennten Aufarbeitungs-
gang (Trennungsgang II, s. Schema 2) unterworfen. Dieser Tren-
nungsgang begann mit der Adsorption der Glykolsulfate an Bio
Rex 5 nach der Vorschrift von Stone & Mendlinger (8). 1,5 ml
des Gewebeextraktes wurden mit 1 ml H, O versetzt und mit
HCI (1 mol/l) am pH-Meter auf pH 1,8 eingestellt. Anschiiefend
wurde die Analysenlosung (2,5-2,6 ml) zur Adsorption der
Glykolsulfate auf eine Bio Rex 5-Séule (4 X 20 mm, CI-Form,
200—400 mesh, pH 1,8) gebracht. Die Saule wude mit 2 X 1 ml
H, O gewaschen, der Durchlauf nach Einstellung auf pH 5,5-6
eingefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei~ 20 °C gela-
gert. 3-Methoxy-4-hydroxypheny lglykolsulfat wurde von der

Bio Rex 5-Sdule mit 14 ml Natriumacetat-Losung (0,15 mol/l,
pH 6,0, gesittigt mit n-Butanol) eluiert. AnschliefBend wurde
3,4-Dihydroxyphenylglykolsulfat mit 14 ml Natriumacetat-L5-
sung (0,3 mol/l, pH 8,0, gesittigt mit n-Butanol) eluiert. Der
Durchlauf der Bio Rex 5-Siule wurde nach dem Auftauen zen-
trifugiert, um ausgefallenes Eiweis abzutrennen. Dann wurde
der Uberstand mit Natronlauge (1 mol/l) auf pH 8,1—8,3 einge-
stellt und die Losung zur Adsorption der Catechole auf eine

Al; O3-Sdule (vgl Trennungsgang I) gebracht. Der Durchlauf
tropfte auf eine Dowex 50W-X4-Siule (vgl. Trennungsgang I), an
der Normetanephrin gebunden wurde. Der Durchlauf der Dowex
50W-X4-Siule, der 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglykol und
Vanillinmandelsiure enthielt, wurde zur Adsorption der Vanil
linmandelsiure auf eine Dowex AG1-X2-Siule (4 X 30 mm, CI-
Form, 200—-400 mesh, pH 4,5) geleitet; im Durchlauf dieser
Séule befand sich 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglykol Die ALOj3-
Sdule wurde, wie in Trennungsgang I, nacheinander zweimal mit
1 ml Essigsdure (0,2 mol/1). einmal mit 4 ml Essigsiure (0,5 mol/I)
und zweimal mit 1 ml HCI (0,5 mol/l) eluiert; die Dowex SOW-
X4-Siule wurde zweimal mit 1 ml alkoholischer HCl1 (3 mol/l
HClI in 500 ml/1 Ethanol) eluiert. Von der Dowex Agl-X2-Siule
wurde die Vanillinmandelsiure mit 6 ml HCl1 (0,2 mol/]) eluiert.

Messung der Radioaktivitat

Die Radioaktivitit wurde in 2 ml-Aliquoten (Eluate der Bio
Rex 5-Sidule sowie Durchlauf der Dowex Agl-X2-Siule) bzw.
in den Gesamteluaten nach Zusatz von 10 ml Unisolve (Koch &
Light, Colnbrook, UK) in einem Liquid-Scintillationsspektro-
photometer (SL 30 Intertechnique, Paris) gemessen.

Schema 2: Trennungsgang 11 zur Bestimmung der methylierten und konjugierten Noradrenalin-Metaboliten.

1,5 ml Hirnextrakt + 1,0 ml Wasser; pH 1,8

-2 X 1,0 ml Wasser

Bio Rex 5 14 ml Natriumacetat

14 ml Natriumacetat

pH 1,8
(pH 6 einstellen,

einfrieren) + NaOH
ad pH 8,1-8,3

(0,15 moVY/1; pH 6,0) 1

phenylglykolsulfat

; 3 ml Wasser

2 X 1 ml Essigsdure

3-Methoxy-4-hydroxy-

4 ml Essigsdure

(0,3 moy/1; pH 8,0) l

3,4-Dihydroxy-
phenylglykolsulfat

2 X 1 ml Salzsdure

Al;O3; pH 8,2 — S

T (0,2 mol/-l)-h (0,5 mol/D) (0,5 mol/l)
1
]
E Noradrenalin + Zwischenfraktion 3,4-D ihyndroxy-
H 3,4-Dihydroxy- mandelsiure
: phenylglykol
!
T enwr s 2 X 1 ml ethanol. Salzsiure
Dowex50W-x4 1| _  ~ . ... ... .
-pH 2,0 (HC1 3 mol/l; Ethanol 500 mi/l)
- 1
]
' Normetanephrin
i
H
1 Salzsdure
AG1-X2 2X3m Aur
pH4.S ] (0,2 moW/D)
3-Methoxy-4-hydroxy- Vanillinmandelsdure
phenylglykol
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Berechnung der Ergebnisse

Um methodisch bedingte Schwankungen der Radioaktivitit aus-
zugleichen, wurden die Anteile von Noradrenalin und seinen
Metaboliten an der Gesamtradioaktivitit in Prozenten angegeben.
Die Halbwertszeiten wurden mit Hilfe der Kovarianzanalyse der
zugrunde liegenden Regressionsgeraden statistisch miteinander
verglichen.

Die Wirkung von Nembutal auf das Metabolitenmuster von Nor-
adrenalin wurde mit der Varianzanalyse fiir faktorielle Versuchs-
anordnungen statistisch gepriift.

Ergebnisse und Diskussion

Auftrerinung der Metaboliten von Noradrenalin

Zur Bestimmung von Noradrenalin und seinen Metaboli-
ten aus Gewebeextrakten wurden zwei Trennungsgénge
durchgefiihrt. Die Auftrennung in einem einzigen Tren-
nungsgang war mit den von uns gewéhlten Verfahren
nicht méglich, weil einerseits die chemisch labilen Cate-
chole zersetzt und andererseits bei Anwesenheit groierer
Mengen von Cl-Ionen die Glykolsulfate nicht mehr voll-
stindig bei pH 1,8 an Bio Rex 5 gebunden werden. Im
Trennungsgang I werden die Catechole im efsten Schritt
an Al, O3 adsorbiert und so vor Oxidation geschiitzt; da-
bei werden folgende Verbindungen voneinander getrennt
und bestimmt: Noradrenalin, 3,4-Dihydroxymandelsiure,
3,4-Dihydroxyphenylglykol und Normetanephrin. Die
restlichen Metaboliten, von denen die Glykolsulfate an
Bio Rex S adsorbiert werden sollten, konnen nicht aus
dem Durchlauf der Dowex 50W-X4-Sdule bestimmt wer-
den, weil zum Ansiuern der acetatgepufferten Losung
auf pH 1,8 zuviel HCI n6tig wire. Darum werden im
Trennungsgang II aus den essigsauren Proben nach Zu-
gabe geringer Mengen HCI im ersten Schritt die Glykol-
sulfate an Bio Rex 5 adsorbiert und anschliefend der
Trennungsgang I durchgefiihrt. Zuletzt wird Vanillin-
mandelsdure an Dowex AG1-X2 absorbiert. In diesem
Trennungsgang werden 3-Methoxy-4-hydroxyphenyl-
glykolsulfat, 3,4-Dihydroxyphenylglykolsulfat,
3-Methoxy-4-hydroxyphenylglykol und Vanillinmandel-

siure bestimmt, nicht aber di¢ Catechole, weil diese auf
der Bio Rex 5-Sdule teilweise zersetzt werden. Auch
Normetanephrin kann in diesem Trennungsgang nicht
bestimmt werden, weil die Noradrenalinartefakte fast
ausschliefilich in der Normetanephrinfraktion erschei-
nen. Die hier gewihlte Kombination der Methode von
Graefe et al. (4) (Trennungsgang I) mit der Vorschrift
von Stone & Mendlinger (8) (Adsorption an Bio Rex 5)
erlaubt die vollstindige Trennung von Noradrenalin und
seinen Metaboliten aus Gehirnextrakten. Sie ist relativ
empfindlich, da — mit Ausnahme der Glykolsulfate —
die jeweils zu untersuchende Fraktion vollstandig zur
Messung der Radioaktivitit eingesetzt werden kann. Die
relativ gute Priizision ergibt sich daraus, daf} alle Meta-
boliten direkt und nicht auf Grund von Differenzmes-
sungen bestimmt werden.

Wiederfindungsversuche

Die Ergebnisse der Wiederfindungsversuche sind in Ta-
belle 1 dargestellt. Sie liegen fiir die einzelnen Metaboli-
ten zwischen 80 und 97%. Geringe Anteile von Nor-
adrenalin, von 3,4-Dihydroxyphenylglykol sowie von
Vanillinmandelsiure firden sich in der 3,4-Dihydroxy-
mandelsiure-Fraktion. Weil in Gewebeextrakten deut-
lich weniger 3,4-Dihydroxyphenylglykol und Vanillin-
mandelsidure vorkommen als 3,4-Dihydroxymandelsiure,
konnen diese Verunreinigungen in der Regel vernachlis-
sigt werden. Dagegen stort Noradrenalin wegen seiner
groBeren Konzentration im Gewebeextrakt die Bestim-
mung von 3,4-Dihydroxymandelsiure merklich. Dieser
Fehler kann allerdings nach Bestimmung von Noradrena-
lin rechnerisch eliminiert werden. Die geringen Anteile
von 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglykol, die in der Nor-
metanephrin-Fraktion gefunden werden, machen sich
wegen der geringen Menge des Glykols im Gewebeextrakt
ebenfalls kaum storend bemerkbar. Unterwirft man
radioaktiv markiertes Noradrenalin den Trennungsgin-

- gen I und II, so findet man — berechnet auf 100% Wie-

derfindung der Radioaktivitit — 91,4% in der Noradre-

Tab. 1. Ergebnisse der Wiederfindungsversuche mit Noradrenalin und seinen Derivaten. )
Reinsubstanzen wurden dem im Text beschriebenen Trennungsgang unterworfen; die Wiederfindung in den einzelnen Frak-

tionen wurde in % der eingesetzten Menge angegeben.

" Substanz Fraktion
Nor- 3,4-Dihydroxy- 3,4-Dihydroxy- Normeta- 3-Methoxy- 3-Methoxy-
adrenalin mandelsdure phenylglykol  nephrin 4-hydroxy- 4-hydroxy-
. phenylglykol = mandelsiure
[3H]Noradrenalin 91,4 £2,3 2,3:0,3 0,6 0,1 2,0+0,5 3,1x1,1 <0,1
Noradrenalin 80,7 + 3,2 3421
3,4-Dihydroxy mandelsiure 79,8 £5,4
3,4-Dihydroxyphenylglykol - 42+1,2 83,2+3,3 .
Normetanephrin 96,6 + 4,0
3-Methoxy-4-hydroxy- ’
phenylglykol 2,2+1,0 81,5 3,2
3-Methoxy-4-hydroxy-
mandelsiure 5,6+0,8

80,0 = 6,1
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nalin-Fraktion sowie zwischen 0,1 und 3,1% in den iib- Die spezifische Aktivit4t war besonders hoch in Septum
rigen Fraktionen (vgl. Tab. 1). Das Auftreten dieser ge- und Hypothalamus (2 bis 3 - 10® Imp./min - g). Der
ringen Mengen an Radioaktivitit in den verschiedenen niedrige Wert fiir Pons und Medulla (0,4 - 10® Imp./
Fraktionen ist zum Teil durch radioaktive Verunreini- min - g) erkldrt sich aus der groeren Entfernung vom
gungen des Ausgangsmaterials bedingt, die bis zu 5% be- Injektionsort, denn Schanberg et al. (10) fanden bei

.tragen und auch nach diinnschichtchromatographischer intracisternaler Injektion deutlich héhere Werte.
Reinigung kurzfristig wieder auftreten.

Abbildung 1 zeigt die prozentuale Verteilung der Radio-
Prizision der Methode aktivitdt auf Noradrenalin und seine Metaboliten in den
einzelnen Himregionen. Wie erwartet, wurde im Hypo-
thalamus ein gréfierer Anteil von Noradrenalin gefunden
als in Thalamus und Pons mit Medulla. Entsprechend
fanden sich im Hypothalamus niedrigere Anteile der
Metaboliten an der Radioaktivitit als in Pons und Me-
dulla. Hauptmetabolit war in allen Fillen 3-Methoxy-4-
hydroxyphenylglykolsulfat (11, 12). Die Aktivititsan-
teile einiger Metaboliten wichen in einzelnen Regionen
in typischer Weise von den Durchschnittswerten ab. Im
hinteren Hypothalamus wurde relativ mehr 3-Methoxy-
4-hydroxyphenylglykolsulfat gebildet als in anderen Re-
gionen. In Pons und Medulla wurde ein gréferer Anteil

Die Variationskoeffizienten fiir die Bestimmungen inner-
halb der Serie sowie von Tag zu Tag sind in Tabelle 2
wiedergegeben. Genauigkeit und Empfindlichkeit der
Methode reichten aus, um aus Extrakten von durch-
schnittlich 20 mg Hypothalamusgewebe noch solche
Metaboliten, die nur etwa 1—2% der Radioaktivitit ent-
hielten, mit einem Variationskoeffizienten von 20% oder
weniger zu bestimmen.

Metabolitenmuster von [>H |Noradrenalin
in verschiedenen Hirnregionen

1 h nach intraventrikuldrer Injektion von 185 KBq von unkonjugiertem 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglykol
D, L-[7->H]Noradrenalin wurden im gesamten Gehirn gefunden. Im Septum entstand mehr Normetanephrin
etwa 25—30% der eingesetzten Radioaktivitit wiederge- und weniger 3,4-Dihydroxyphenylglykolsulfat als in den
funden. Wie Tabelle 3 zeigt, erschienen davon 5,5% im iibrigen Regionen. Bei der Bestimmung aller Metaboliten
vorderen Hypothalamus, 12% in Pons und Medulla und von Noradrenalin werden demnach die regionalen Unter-
zwischen 7% und 8,5% in den iibrigen untersuchten Re- schiedé im Stoffwechsel von Noradrenalin deutlicher als
gionen. Etwa 50% verblieben im Resthirn. Bezieht man mit frither iiblichen Bestimmungsmethoden, bei denen
die Radioaktivitdt auf Frischgewicht, so ergaben sich — die Gruppe der methylierten und der nichtmethylierten
wie erwartet (9) — grofle regionale Unterschiede wegen Desaminierungsprodukte nicht weiter aufgetrennt wer-
der unterschiedlichen Dichte aminerger Nervenzellen. den (13).

Tab. 2. Reproduzierbarkeit der Bestimmungen von Noradrenalin und seinen Metaboliten in den Trennungsgéngen 1 (fiir Catechole
und Normetanephrin) und II (fiir methylierte und konjugierte Metaboliten). )
Die Zahlen geben die Variationskoeffizienten (%) bei Mehrfachbestimmungen aus einer Probe an.

Experimentelle Nor- Normeta- 3,4 Vanillin- 3,4- 3-Methoxy- 3,fl~ 3-Mcthoxy-
Bédingungen adrenalin nephrin Dihydroxy- mandelsdure Dihydroxy- 4-hydroxy- Dihydroxy- 4-hydroxy-
' mandelsdure phenyl- phenyt phenyl- phenyt

glykol glykol glykolsulfat glykolsulfat

Bestimimuingen )

am selben Tag 4,1 3,9 6,0 6,2 5,2 2,2 3,1 1,2

Bestimmungen

an veischiedenen .

Tagen 4,7 5,4 6,4 9,0 8,5 3,7 5,4 4,0

Tab. 3. Verteilung der wiedergefundenen Radioaktivitit in % sowie auf Frischgewicht bezogen in verschiedenen Hirnregionen nach In-

jektion von [3 H]Noradrenalin. ) ) ) .
{)Veifere Einz[elhe]iten, vgl. Text. Die Zahlen in der Tabelle sind Mittelwerte aus mindestens 8 Einzelbestimmungen.

vorderer hinterer Thalamus Pons Scptum Hippocampus  Resthirn
Hypothél&mus_ Hypothalamus und Medulla
deWébe. ¢ 8 6 1220 +40
menge (mg) 19,8+ 2,4 34,5+ 4,1 10 =+ 7 227 16 21,7+ 3.5 118 = +
3y PPN
(;I)Aktwnat_ 55+ 0,7 85+ 0,9 8,2+ 1,1 11,9+ 1,3 7,1+ 0,9 8,0+0,5- 48,8+ 2,2
>H-Aktivitit '
gglgn)m/  284 +57 216 36 83,3+11,7 43,1+ 8,0 300 +66 70,8 £ 5,2 42,5+ 3,0
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Abb. 1. Prozentuale Verteilung der wiedergefundenen Radioaktivitit auf Noradrenalin und seine Metaboliten in verschiedenen Hirn-

regionen 1 h. nach intrave_ntrikulii.ret Injektion von [>H]Noradrenalin; weitere Einzelheiten vgl. Text. Angegében sind Mittel-
werte aus mindestens 8 Einzelbestimmungen + Standardabweichungen.

I = Noradrenalin

. V = 3,4-Dihydroxyphenylglykol
iil = Q;nethoxy-+hydroxyphenylglykolsulfat VI = Normetanephriliz By

= ethoxy-4-hydroxypheny iglykol . VII = 3,4-Dihydroxymandelsiure
IV = 3,4-Dihydroxyphenylglykolsulfat : Tnande -

VI = Vanillinmandelsdure
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Wirkung einer Nembutalnarkose auf die Gesamtaktivitit
in Gehirn und Serum nach Injektion
von [3HNoradrenalin

Nembutal beeinfluit die Umsatzgeschwindigkeit von
Neurotransmittern (5). Wie Abbildung 2 zeigt, nahm
zwischen 1 h und 4 h nach intraventrikulirer Injektion
von [3H]Noradrenalin die Radioaktivitit im Gehirn bei
halblogarithmischer Darstellung linear mit der Zeit ab.
Die Halbwertszeit betrug nach Injektion in A thernarkose
3,3 h. In Nembutalnarkose wurde stets eine hohere Radio-
aktivitit gefunden, die mit etwa doppelt so langer Halb-
wertszeit abnahm (ty/; etwa 6 h) wie in der Vergleichs-
gruppe (p < 0,05). Im Gegensatz zur Radioaktivitit im
Gehirmn war die Radioaktivitdt im Serum nach Ather-
narkose hoher als in Nembutalnarkose (p < 0,02 zum
Zeitpunkt t = 1 h). Die Radioaktivitit im Serum nahm
im Wachzustand noch schneller (ty;, = 1,8 h), in Nem-
butalnarkose dagegen noch langsamer (ty;; = 7,5 h) ab
als die Radioaktivitdt im Gehirn. Der Unterschied zwi-
schen den Behandlungsgruppen war hochsignifikant

(p <0,001). In der Vergleichsgruppe wird also die
Radioaktivitit relativ schnell aus dem Gehirn ans Blut

1409~
8.108|-

(<]
T

~
I

N
1

im Gesamthirn [Imp./min-kg)

1.108 4
8106

Radioaktivitat

&
1

N
1

im Serum [Imp/min.1)

6 - |
1100 A

Versuchsdauer (h]

Abb. 2. Abhingigkeit der Radioaktivitdt von der Zeit im Ge-.
samtgehirn und im Serum nach intraventrikuldrer Injek-
tion von [3H]Noradrenalin. Angegeben sind Mittelwerte
aus 4~7 Einzelbestimmungen ¢ Standardabweichungen.
o, & = Injektion in Athcrnarkose
e, A = Injektion in Nembutalnarkose
tyz = Halbwertszeit.
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abgegeben und noch schneller aus dem Blut eliminiert.
In Nembutalnarkose dagegen scheint die periphere Eli-
minierung der markierten Produkte noch mehr verlang-
samt zu sein, als die Abgabe aus dem Gehimn an das Blut.

Wirkung einer Nembutalnarkose auf die Halbwertszeit
von Noradrenalin in verschiedenen Hirnregionen

Im Hypothalamus, im Thalamus und in Pons und Me-
dulla nahm die Menge von radioaktivem Noradrenalin
bei logarithmischer Auftragung zwischen 0,5 und 4 h
nach der Injektion linear mit der Zeit ab (Abb. 3). Dabei
waren die Halbwertszeiten in Nembutalnarkose (6,5 bis
9,4 h) deutlich linger als nach Athernarkose (2,7 bis
3,1h) (p <0,01). Die fiir die Vergleichsgruppe bestimm-
ten Halbwertszeiten entsprechen Angaben aus der Lite-
ratur (14; 15). Dagegen fanden andere Autoren eine
barbituratbedingte Verzégerung des Umsatzes von Nor-
adrenalin nur im Cortex, nicht aber auch im Hypothala-
mus, Thalamus und Pons und Medulla (16).

Bei Extrapolation der Abklingkurven auf t = 0 fanden
sich keine Unterschiede der Primiraufnahme von Nor-
adrenalin in Nembutal- oder Athernarkose. Nembutal

scheint also in vivo ebenso wie in vitro die Aufnahme

von Noradrenalin nicht zu beeinflussen (17).
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c
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]
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Abb. 3. Abhingigkeit der Menge von wicedcrgefundenem Nor-
adrenalin von der Zeit in verschiedenen Himregionen
nach intraventrikulidrer Injektion von [3H} Noradrena
lin. Angegeben sind Mittelwerte aus 4-7 Einzelbestim-
mungen ¢ Standardabweichungen.

o, 4, o = Injcktion in Athernarkose
e, &, 8 = Injektion in Nembutalnarkose
ty2 = Halbwertszeit
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Wirkung einer Nembutalnarkose auf das Metaboliten-
muster von Noradrenalin in verschiedenen Hirnregionen

Wie Abbildung 4 zeigt, nimmt im Hypothalamus der
prozentuale Anteil von Noradrenalin an der Radioaktivi-
tit mit der Zeit zu (p < 0,02), wihrend er im Thalamus
unverindert bleibt und in Pons und Medulla abnimmt

(p <0,05). Die Zunahme im Hypothalamus kann durch
die Aufnahme von Noradrenalin in den Pool mit lingerer
Halbwertszeit erklirt werden (18). Die Nembutalnarkose
hat keinen Einfluf} auf diese Vorginge. In den drei unter-
suchten Regionen befinden sich in beiden Versuchsgrup-
pen jeweils gleiche Anteile der H-Aktivitit in der Nor-
adrenalin-Fraktion, d.h. bei der erhohten Gesamtaktivitit
ist sowohl die Menge an Noradrenalin als auch diejenige
der Abbauprodukte in Nembutalnarkose héher als in der
Vergleichsgruppe. Obwohl also weniger Noradrenalin
freigesetzt wird und enzymatisch abgebaut werden mug,
findet man eine grofere Menge an Metaboliten. Das deu-
tet auf einen verzogerten Abtransport der Abbaupro-
dukte hin.

Abbildung 4 zeigt weiter, da® sich die Nembutalnarkose
deutlich auf die Bildung der Sulfate der beiden Glykole
sowie auf die Bildung von Normetanephrin auswirkt. In
Hypothalamus und Thalamus werden in Nembutalnar-
kose geringere Anteile von Normetanephrin gefunden
als nach Athemnarkose (p < 0,01). Ebenso wird in der
Nembutalgruppe durchweg weniger freies 3-Methoxy-4-
hydroxyphenylglykol gebildet als in der Kontrollgruppe
(p <0,05; in Hypothalamus p < 0,01). Das Umgekehrte
gilt fiir die Glykolsulfate: Hier liegen die Werte in allen
untersuchten Regionen in Nembutalnarkose deutlich
hoher (p < 0,005). Die Glykolsulfate zeigen auch die
deutlichsten Verinderungen mit der Zeit: Ihre Aktivi-
tit durchliduft — wie auch von Nielsen (19) beobach-

tet — 1 h nach der Injektion von Noradrenalin in
Athernarkose ein Maximum, wihrend in Nembutalnar-
kose dieses Maximum in Thalamus und Pons und Me-
dulla erst 2 h nach der Injektion erreicht wird. Die iib-
rigen Metaboliten zeigten keine oder nur uncharakteristi:
sche Verinderungen.
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Die niedrigeren Werte fiir Normetanephrin in der Nem-
butalgruppe korrespondieren mit dem langsameren Um-
satz von Noradrenalin und kénnen wie dieser durch eine
geringere Nervenaktivitit bedingt sein (20). Die unter
Nembutal erhohten Werte fiir die Glykolsulfate zusam-
men mit der erniedrigten Radioaktivitit im Serum deu-
ten dagegen auf eine gestorte Abgabe der Endabbaupro-
dukte aus dem Gehirn ins Blut hin. Der Riickstau der
Endabbauprodukte scheint dabei nicht allein durch die
herabgesetzte Gehimdurchblutung bedingt zu sein; wih-
rend in der Athergruppe die Aktivititen der beiden Gly-
kolsulfate mit der Radioaktivit4t im Serum positiv korre-
lieren (p < 0,025 fiir Thalamus und p < 0,001 fiir Hypo-
thalamus), korrelierten die Aktivitidtskurven unter der
Wirkung von Nembutal nicht mehr miteinander.
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Halbwertszeit von Noradrenalin verlidngert, sondern auch
das Metabolitenmuster verindert und die Abgabe der
Metaboliten vom Gehirn an das Blut verzogert. Fiir in
vivo-Stoffwechselversuche mit Noradrenalin scheint
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Ather — nicht nur, weil die Narkose linger anhilt und
Gehirndurchblutung wie Nervenaktivitit herabgesetzt
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