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Tryptophanhydroxylase im Corpus pineale beim
Menschen

Aus dem Corpus pineale (C.p.) konnten LERNER et al.l
vor _einigen Jahren Melatonin (N-Acetyl-5-methoxytryp-
t?»mm) isolieren. Als Prekursor-Substanz gilt N-acety-
liertes Serotonin, und AXELROD und WEIssBacH? isolier-
ten aus dem C.p. ein Enzym, das N-Acetylserotonin in
Position 5 methyliert. Eine hohe Aktivitit dieser Hy-
droxyindol-O-Methyltransferase konnte ebenfalls im C.p.
vom Menschen gefunden werden, und die Aktivitit
erwies sich unabhingig vom Alter?, Am Anfang der Bio-
Synthese des Melatonin steht die Tryptophanhydroxylase,
ein Enzym, das beim Menschen kiirzlich* im Carcinoid-
8ewebe nachgewiesen werden konnte. Es soll hier dariiber
berichtet werden, dass es gelang, Tryptophanhydroxy-
lase-Aktivitat auch im C.p. vom Menschen nachzuweisen.

Zum Nachweis der Tryptophanhydroxylase wurde fol-
8endermassen vorgegangen. Homogenate aus menschli-
chen C.p. wurden mit radioaktivem Tryptophan (5-H3-
D,L-Tryptophan, spezifische Aktivitit 5990 uc/uM) in
Gegenwart eines Dekarboxylasehemmers inkubiert und
das gebildete Tritiumwasser gemessen. Die C.p. stammten
von 5 Patienten im Alter von 42 bis 72 Jahren. Die
Obduktion erfolgte spatestens 5 h nach dem Tode. Das
Gewebe wurde gewogen und mit der 6-fachen Menge eis-
gekithlter 0,320 Sacharoselésung, die 10-2/f Merkapto-
dthanol enthielt, homogenisiert. Nach Zentrifugierung
(10 min, 20000 - ¢ bei + 2°C) wurde der Uberstand zur
Bestimmung der Enzymaktivitit verwendet. Die Be-
stimmung des Eiweissgehaltes erfolgte nach Lowry et
al®, Das Standardreaktionsgemisch setzte sich wie folgt
Zusammen: Phosphatpuffer (pH 6,5) 200 ymol; Merkapto-
dthanol 100 umol; N-Methyl-3-hydroxyphenylhydrazin
0.1 umol; FeSQ, 0,5 umol; Enzymldsung 400 pl; 1-Tryp-
tophan 0,03 wmol; H-p,L-Tryptophan 0,02 mgmol;
6, 7-Dimethyltetrahydropteridin 2 umol.

Es folgte eine Priinkubierung von 5 min, wobei die 3
letzten Substanzen noch nicht zugesetzt waren. Das
Endvolumen der Inkubationslésung betrug 1,2 ml und
die Inkubationszeit 15 min. Die Inkubation erfolgte bei
38°C unter aeroben Bedingungen im Schiittelbad. Sie
Wwurde durch Zusatz von 0,1 ml Eisessig abgebrochen.
Nj:tch 10 min wurde zentrifugiert (10 min, 200060 - g) und
die Lésung auf eine Chromatographiesdule (Durchmesser
0,4 cm) gebracht, die 1 ¢cm hoch mit aktiver Kohle
(Norit-Granulat) und 3 cm hoch mit Dowex-Harz (Typ
50 W .2, 100~200 mesh in H+Form) gefiillt war. Das
Substrat und das gebildete 5-Hydroxytryptophan (5-HT)
wird hierbei zuriickgehalten. Das gebildete Tritium-
Wasser wurde direkt in Bravs® Losung aufgefangen,
ebenso wie das Waschwasser (3+ 0,5 ml). Die Aktivitit
Wurde im Szintillationszdhler gemessen. Hierbei ist zu
Sagen, dass lediglich 10~15%, der erwarteten Menge Tri-
tumwasser gefunden wurde. Der grésste Teil der Akti-
Vltﬁ_t‘konnte trotz erfolgter Hydroxylierung an der 5-
DPosition im gebildeten 5-HT gefunden werden. Eine
El’klérung dafiir geben Untersuchungsresultate von

NSON et al.?. Zur Kontrolle wurde auch das gebildete
S'HT von der Ionenaustauschersiule (die dann keine
akjtwe Kohle enthielt) mit 2N Ammoniak eluiert, unter
Stickstoffstrom eingeengt und hochspannungselektro-
Phoretisch ¢ aufgetrennt. Nach ILokalisierung mit Refe-
Tenzsubstanz wurde das gebildete 5-HT isoliert und die

adioaktivitit gemessen. Als Blank fiir die Enzymver-
?}_lche dienten jeweils Ans#itze, bei denen das Homogenat

Ur 5 min bei 80°C erhitzt worden war oder aber, wo das

Hzym mit p-Chlorphenylalanin (10-3M) gehemmt
Wurde,
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In der Tabelle sind die gefundenen Werte wiederge-
geben. Aus ihr geht hervor, dass in allen Extrakten aus
menschlichen C.p. Tryptophanhydroxylase-Aktivitit ge-
funden werden konnte. Die Aktivitat war im C.p. 3 bis 6
mal grosser als im Cortex-Gewebe. Eine hoéhere Aktivitdt
konnte an keiner anderen Stelle im menschlichen Gehirn
gefunden werden, woriiber an anderer Stelle berichtet
werden soll. Lediglich in Lebermetastasen von einem
Patienten mit Carcinoid konnten héhere Aktivititswerte
als im C.p. registriert werden.

Der hier erstmalig verdffentlichte Nachweis von
Tryptophanhydroxylase im menschlichen Corpus pineale
bedeutet, dass die Synthese von Melatonin unabhingig
vom 5-Hydroxytryptophan-Transport ist. Es wire nun
zu untersuchen, welcher Schritt in der Melatonin-
Synthese beim Menschen geschwindigkeitsbegrenzend
ist®.

Corpus pineale No. Alter der H?® im gebildeten Wasser,
Patienten ausgedriickt in Imp/min/mg
Proteinf15 min Inkubation
1 72 450
2 68 390
3 57 275
4 56 458
5 42 590
Cortex frontalis 90-110
Cortex temporalis 80-102

Summary. Tryptophanhydroxylase has been demon-
strated in the human pineal gland. The enzyme activity
was 3-6 times greater than that of homogenates from
cortical areas of human brain. The presence of tryptophan
hydroxylase in the pineal gland implies that this organ is
not dependent on the transport of 5-hydroxytryptophan
but is able to synthesize this precursor of melatonin.
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