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88. Pétsuya Komori: Chemische Studien iiber die visuelle Funktion. VI.D
Die Photochemische Verwandtschaft zwischen Rhodopsin und den
Areca-Alkaloiden sowie verwandten Verbindungen.

(Pharmazeutisches Institut, Medizinische Fakultit, Universitit Kyushu*')

Wie allgemein bekannt, wird Retinen im Licht durch Einwirkung von Retinen-Reduk-
tase und Diphosphopyridin-Nucleotid (DPN) zu Vitamin-A-Alkohol reduziert. Der enzyma-
tische ProzeR der Resynthese des Rhodopsins verlduft nur {iber das Neo-b-retinen; dieses
wird bei Dunkeladaptation aus dem aufgespeicherten Neo-Vitamin A, (cis-Vitamin-A-
Alkohol) gebildet; es geht dann durch Kombination mit dem Protein Scotopsin in das
Chromoproteid Rhodopsin iiber.2~

Die Wirkung gewisser Chemikalien auf diesen resynthetischen ProzeB, insbesondere
in vivo, wurde in diesem Laboratorium®™® und von Hosoya,*” Peng,” und Hwang'®
untersucht. _

Meine Absicht war es, den EinfluB der Areca-Alkaloide und verwandter synthetischer
Verbindungen zu untersuchen. Bei den vorliegenden Versuchen wurden die Au3ensegmente
der Stdbchen, die das Rhodopsin enthalten, benutzt, und deren Verhalten bei Vorhandensein
von DPN und homogenem Pigmentepithel untersucht. Die Resynthese von Rhodopsin und
die Wirkung gewisser Chemikalien auf das Elektroretinogramm (ERG) wurden parallel
studiert. Bei den Experimenten erhielt man folgende Resultate.

Experimentelles

A) Verwendete Materialien

1—Methyl—3-hydroxymethyl—1,2,5,6—tetrahydropyridin Jodmethylat (I)——Methyl 1-Methyl-1,2,5,6-
tetrahydronicotinat (Arecolin) wurden in der 10-fachen Menge dehyd. Et,O gelost und unter Zusatz
von 0.3g LiAlH, 15Min. geschiittelt. Die vom Et,O befreiten freien Basen wurden in dehyd. EtOH
gelost und dazu die zweifache Menge Me] zugesetzt. Nach 15-stiindigem Stehen bei Zimmer-
temperatur bildete sich das farblose Jodmethylat vom Schmp. 121° CgH;sONI (I)—Ber. : C, 35.69;
H, 5.994; N, 5.206. \Gef : C, 36.01; H, 6.02; N, 5.082. IR (Nujol): 3386 cm™! (OH).

Den so erhaltenen Kristallen wurde die 4-fache Menge von Ac,O zugesetzt, wobei sich 1-Methyl-
3-acetoxymethyl-1,2,5,6-tetrahydropyridin Jodmethylat vom Schmp. 95° bildete. C;;H;s0,NI—Ber.:
C, 38.60; H, 5.79; N, 4.50. Gef.: C, 38.46; H, 5.90; N, 4.21.

Methyl 1-Methyl-1,2,5 6-tetrahydroisonicotinat Hydrochlorid (I)—Zu einer dehyd. MeOH Lésung
von 2.2g Methyl Isonicotinat Jodmethylat (Schmp. 186°, CgH0O:NI—Ber. : C, 34.82; H, 3.58; N, 5.02,
Gef. : C, 34.51; H, 3.87; N, 4.98) wurde 0.4 g NaBH, nach und nach unter Rithren zugesetzt. Nach
halbstiindigem Riihren wurde das MeOH unter vermindertem Druck abgedampft und dem Riickstand
eine geringe Menge Wasser zugesetzt. Die Reaktionslésung wurde mit Et,O ausgeschiittelt und in
die dadurch abgetrennte Et,0-Lésung HCl-Gas eingeleitet. Der sich hierbei abscheidende Niederschlag
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wurde aus MeOH-Et,O umbkristallisiert. WeiBe Nadeln vom Schmp. 193°. CgH;,O.NCI (II)—DBer.:
C, 50.14; H, 7.31. Gef.: C, 50.21; H, 7.45. IR (Nujol): 1711 cm~!(Ester).

Arecolin Hydrochlorid, Arecaidin Hydrochlorid, und Arecolin Jodmethylat Diese Verbin-
dungen wurden nach der in den fritheren Mitteilungen®!! beschriebenen Methode erhalten.

Die Homogenate der AuBensegmente der Stéibchen Das Rhodopsin wurde in der Dunkelkam-
mer nach der von mir verbesserten Kimura’schen Methode!® extrahiert : Kréten (Bufo vulgaris for-
mosus Bourencer) wurden 10 Std. im Dunkeln gehalten und nach der in einem fritheren Bericht be-
schriebenen Methode® geképft. Die Retina wurde herausgenommen, in eine 0.5M NaCl-Loésung gelegt
und in Rohrzucker-Losung (sp. Gw. 1.2 in M/15 Phosphat Puffer (pH 7) geldst) homogenisiert. Das
Pigmentepithel wurde entfernt und in NaCl-Lésung konserviert. Das Homogenat jeder entfernten
Retina wurde in einem Zentrifugenréhrchen schwebend gehalten. (Kapazitit 15 ccm mit einem Gehalt
von 2 ccm Rohrzuckerlésung (sp. Gw. 1.2) in der Réhre). Zuerst wurde diese Homogenatlosung vorsi-
chtig auf die Losung (sp. Gw. 1.2) gespritzt, dariiber kam eine Rohrzuckerlosung (sp. Gw. 1.15), darauf
noch eine Rohrzuckerlosung (sp. Gw. 1.12) und obendrauf zuletzt destilliertes Wasser. Die Mischungen
wurden bei 4000 r.p.m. 15 Min. zentrifugiert, dabei bildete sich eine Sicht der AuBensegmente der
Stibchen zwischen den beiden Schichten der Rohrzuckerlésung (sp. Gw. 1.12 u. 1.15). Dieses Schicht
wurde mit einer Pipette in ein anderes Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, mit Wasser verrithrt und
wieder zentrifugiert. Das erhaltene Sediment wurde mit 2-proz. wéBriger Digitonin-Losung (1 ccm
fiir je 4 Retinas) verrithrt und fiir den Zweck der Experimente in vifro unter 5° gehalten.

Um das reine Rhodopsin der AuBensegmente der Stibchen zu bestimmen, wurde der Zentrifu-
galniederschlag des Segmenthomogenates langsam in 40-proz. Rohrzuckerlosung eingespritzt und
ferner (in M/15 Phosphat-Puffer von pH 7) Phosphat-Puffer hinzugefiigt und 15 Min. bei 3200 r.p.m.
zentrifugiert. Das zwischen den Zuckerlésungs- und den Pufferlésungs-Schichten gesammelte Homo-
genat wurde 1 Std. in 4-proz. Alaun-Lésung bei 5° stehengelassen, um es zu erhdrten, und dann
zentrifugiert. Danach wurde es griindlich mit Petroldther gewaschen und wiederholt zentrifugiert,
um es von in Petroldther l6slichen Substanzen zu befreien. Dann wurde es mit Phosphat-Puffer
(pH 7), zuletzt mit Wasser gewaschen und mit 2-proz. waBriger Digitonin-Losung extrahiert, um
Rhodopsin-Extrakt zu erhalten. Dieser Extrakt wurde bei 12000 r.p.m. 15 Min. lang zentrifugiert.
Die klare iiberstehende Fliissigkeit wurde mittels Beckman-Spektrophotometer DK-2 bestimmt.
Fig. 1 zeigt daB diese Fliissigkeit in ihrem Absorptionsspektrum mit reinem Rhodopsin identisch ist.
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Das Homogene des Pigmentepithels—Dem Pigmentepithel von 12 Krotenaugen wurde 0.5M
wilBrige Lésung von 1.5 ccm NaCl zur Homogenisierung zugefiigt und das erhaltene Homogene unter
Null Grad aufbewahrt.

Diphosphopyridin Nucleotid (DPN)——Die benutzte Probe wurde von der * Nutritional Biochem-
icals Corporation U.S. A.” hergestellt.

Digitonin Das Produkt der Merck wurde vor jedem Gebrauch mit einer geniigenden Menge
H,0, um eine 2-proz. Suspension zu erhalten, geschiittelt, im Wasserbad bei 100° erhitzt und nach
Auflésung sofort abgekiihlt.

Destilliertes Wasser Das bei den Experimenten in vifro gebrauchte H,O wurde mittels eines
mit Tonenaustauscher-Harz versehenen Apparates (Japan Organo Co.) hergestellt und hatte einen nicht
unter 500 (104x o cm) fallenden spezifischen Widerstand.

B) Methode Die zur Regeneration von Rhodopsin, die nach der Verabreichung iz vivo von (I) und
(1) stattfand, angewandte Methode und die benutzten Apparate wurden bereits in einem fritheren
Bericht® beschrieben.

Eine Anzahl Kroten, die zum Anpassen an Licht in dem Apparat gehalten wurden, wurden

einzeln herausgenommen und erhielten in den abdominalen Lymphsack eine Injektion von 0.013/

11) T. Tsukamoto, T. Komori : Yakugaku Zasshi, 73, 779 (1953).
12) E. Kimura : Nippon Seirigaku Zasshi, 3, 25 (1953).
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Ringer-Lésung, die die unter (A) beschriebenen Chemikalien enthielt und zwar im Verhiltnis von
0.6 ccm zu 200g Korpergewicht.

Die so behandelten Kréten wurden sofort in einen anderen Apparat in der Dunkelkammer gesetzt.
60 Min. spidter wurde die Retina aus jedem Auge herausgenommen. Diese vier Retinas wurden
jedesmal 4 Std. lang in 4ccm von l-proz. Digitoninlésung extrahiert und bei 5° gehalten. Der
erhaltene fliissige Extrakt zeigte das gleiche Absorptionsspektrum wie Rhodopsin mit einem Absorp-
tionsmaximum bei 500 mj.

Der Unterschied der optischen Dichte des Rhodopsins vor und nach dessen Aussetzung unter elek-
trischem Licht (300 W, 100 v, in einer Entfernung von 20 cm) wurde gemessen, um die Konzentration
von Rhodopsin zu bestimmen.

Bei der vergleichenden Untersuchung des Effektes der Chemikalien auf die Rhodopsin-Resynthese
wurden mehrere Kréten bei dem Experiment iz vivo gebraucht; dabei wurde Ringer-Lésung als
Kontrolle benutzt. Der Apparat fiir Hell-Adaptation wurde bei 19~21° gehalten.

Die Regeneration von Rhodopsin in vitro——Zusammenfassung der angewandten Methoden : Die
befreiten AuBensegmente der Stibchen wurden gebleicht und sowohl die homogenisierten Pigment-
epithelien als auch DPN zugesetzt. Nach Zusatz der ober erwidhnten Chemikalien wurde die Mischung
2 Std. im Inkubator gehalten (24°). Der Unterschied der optischen Dichte bei 500 mp zwischen inku-
biertem und dem durch Belichtung zersetzten Rhodopsin wurde als Menge des regenerierten Rhodo-
psins bezeichnet. Nachdem 12 Kréten iiber 10 Std. im Dunkeln gehalten worden waren, wurden die
Augen herausgenommen, wobei die rechten und linken gesondert aufbewahrt wurden. Den Aus-
sensegmenten der Stdbchen beider Gruppen wurden 3 ccm der 2-proz. wiBrige Losung von Digitonin
zugesetzt und die so erhaltenen und die so erhaltenen Losungen in 3 Teile von je 1ccm getrennt,
d.h. die Aulensegmente von je 4 Retinas wurden mit 1 cem Digitonin-Lésung homogenisiert. Jeder
dieser drei Teile wurde in eine Zentrifugenrdhre iiberfithrt. Dem einen Teil wurden sofort 1ccm
Phosphat Puffer (pH 6.8), 1ccm dest. H,O und 0.5 cem wifrige Lésung von NaCl (0.5M) zugesetzt,
wobei wahrend 2 Std. die Temperatur stindig bei 5° gehalten wurde. Die Substanz wurde dabei im
Dunkeln aufbewahrt. Nach dem Zentrifugieren wurde das Rhodopsin gebleicht und die optische
Dichte gemessen. Dabei wurde beobachtet, daB3 die Rhodopsin-Menge den Unterschied der optischen
Dichte vor und nach der Bleichung verursacht.

Die 2 ubriggebliebenen Teile wurden 1 Min. in dem Apparat fiir Hell-Adaptation gebleicht; der
Apparat wurde innen mit weilem Email gestrichen, und mit einer 6 mm dicken Glasplatte bedeckt.
Als Lichtquelle wurde eine Mazda weiiglithende Lampe, 300 W, 100v, benutzt. Zwischen Lampe
und Homogenat der AuBlensegmente wurde, um dieses vor der Hitze zu schiitzen, eine Schale mit
H;0 (3 cm tief) gestellt. Der Abstand der Lichtquelle vom Homogenat betrug 20cm. Zu dem ge-
bleichten Homogenat wurden 0.5 ccm des unter 0° gehaltenen Pigmentepithel-Homogenat und 1 ccm
DPN in Phosphat-Puffer-Lésung (pH 6.8) (0.2 mg/ccm) zugesetzt und bei der Kontrollpriifung wurde
zu dieser Mischung bis zu 3.5 ccem mit 1cem dest. HoO zugefiigt. Zu dieser Mischung wurde 1ccm
wibrige Losung der Chemikalien zugesetzt, als die Wirkung der Chemikalien auf die Rhodopsin-
Regeneration untersucht wurde. Die Experimental-Mischung wurde unter Abdunkeln im Inkuba-
tionsapparat (Temperatur bei 24.5°) gehalten.

Die Rhodopsin-Regeneration-Menge beim Gebrauch der Chemikalien wurde nach folgenden Me-
thoden bestimmt : 24 Kroten (in 2 Gruppen, die eine fiir die Behandlung der rechten Augen und die
andere fir die der linken) wurden zu je Vieren gruppiert. Zu den Homogenaten vom Pigmentepithel
in jedem Teil wurden erstens DPN und zweitens 1 ccm von 0.01M wiBrige Losung von Nikotinsdure-
amid zugesetzt und die so erhaltene Mischung wurde inkubiert. Die sogleich*? oder nach 10, 25, 40,
60, und 120 Min. langer Inkubation herausgenommenen Proben wurden analog zentrifugiert. Jede
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0.020 Fig. 2. Rhodopsin-Regeneration beim Gebrauch
0.015 von 0.01M Nicotinsdureamid; A=500 mp
0.010 (Inkubations-Temp. : 24.5°)
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*2  Das Absorptionsspektrum der Mischung, die 1 Min. lang im Bleich-Apparat gebleicht, der sofort
Borat-Puffer (pH 9.0) zugesetzt und die in der Regeneration unterbrochen wurde, war mit dem-
jenigen der Mischung, die 4 Min. lang nach demselben Verfahren untersucht wurden, zwischen
450~550 mp. identisch.
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erhaltene iiberstehende Fliissigkeit der Proben wurde 4 Min. lang im Bleich-Apparat gehalten, wobei
beobachtet wurde, daB der Unterschied der optischen Dichte, der sich vor und nach der Bleichung
in dem Absorptions—-Maximum bei 500 mp zeigte, in der Menge regenerierten Rhodopsins in der Inku-
bation seinen Grund hatte.
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Die unter Zusetzung von 0.03M Nicotinsidureamid und 120 Min. lang inkubierten Mischungen
identifizierten sich mit dem differentialen Spektrum des Rhodopsins. Die photometrischen Messungen
wurden alle im Dunkeln, die qualitativen und quantitativen Messungen von Rhodopsin wurden analog
mit dem Beckman-Spektrophotometer DK-2 und Hitachi-Spektrophotometer EPU-2(Schlitz 0.04 cm)
ausgefihrt.

Standard Standard
Substanz A Substanz B
;___\g\/v/ M
(A) (B)
1-Methyl-3-hydroxymethyl- 1-Methyl-1,2,5,6-tetrahydro-
1,2,5,6-tetrahydro-pyridin isonicotinat Hydrochlorid
Jodmethylat

Fig. 4. Effekt der b-Welle des Elektroretinogramms

Elektroretinogramm (ERG) Die Hohe der b-Welle von dem ERG wurde durch Eintropfen der
Chemikalien (0.01M) in die Becher der Kréten-Augen nach Dunkeladaptation bestimmt und mit der
vor dem Eintropfen verzeichneten Hohe als Kontrolle verglichen. Die Gitter-Elektrode kam von
der Retina-Seite der Augenbecher und die Indifferent-Elektrode von der Sklera-Seite. Dabei wurde
die aus Zn-ZnSO, hergestellte nicht-polarisierte Elektrode und ein San-ei Recorder MPA-204 (Zeit-
konstante, 1.5 Sek.) beniitzt. Die Temperatur des Zimmers wurde bei 15° gehalten und das ERG im
Sommer aufgezeichnet.

Diskussion der Resultate

Die sogennannte Pigment-Migration in der Retina beginnt, wie allgemein bekannt, in
dem Augenblick, wenn die Retina dem Licht ausgesetzt wird.

Die Rolle, die jede Zelle des Retina-Pigments bei der Regeneration von Rhodopsin
spielt, wurde erst von Kiihne'® bestitigt, der fand, dal Rhodopsin regeneriert wird, wenn
die Retina verblaB3t und in direktem Kontakt mit dem Pigmentepithel ist, und weiterhin
auch von Hosoya,'® Garten,'® und Blies,'® die bei Untersuchungen des Pigmentepithels

13) A. Ewald, W. Kiihne : Unters. Physiol. Inst. Heidelb., I, 139, 248, 370 (1877).
14) Y. Hosoya, T. Sasaki: Tohoku J. Exptl. Med., 32, 447 (1938).

15) S. Garten: Arch. Ophthalmol., 63, 112 (1906).

16) A.F. Blies: J. Biol. Chem., 193, 525 (1951).
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die Rhodopsin-Losung benutzten. Die Substanz, welche die Vermehrung der Regenera-
tion von Rhodopsin in dem Pigmentepithels hervorruft, bleibt unbekannt, obwohl sie von
Hubbard® zum Teil als Neo-Vitamin A, und Isomerase identifiziert worden ist. Hanawa'"
ist der Meinung, daB die Pigment-Migration von einem Wechsel der Zusammensetzung
der Glutaminsiure und anderer Aminosiduren im Epithel begleitet ist. Meine eigenen
Experimente iiber die Regeneration von Rhodopsin ix vitro mit homogenisiertem Pigment-
epithel, DPN und Nicotinsdureamid zeigte gleichfalls, da das Rhodopsin zu 27.8% (+1.4%)
bei der Kontroll-Priifung und 49.2% bzw. 54% bei der Priifung mit 0.01M/ bzw. 0.03M
Nicotinsdureamid regeneriert worden war. Rhodopsin wurde wihrend der anfinglichen
40 Minuten im Inkubator in hohem Grade und wdidhrend der letzten 60~120 Minuten in
allmihlich geringerem Grade regeneriert. Nicotinsdureamid forderte, auch in vivo injiziert,
die Resynthese des Rhodopsins und erhohte die b-Welle des ERG in der extrahierten
Retina. Es ist aus den Ergebnissen des Verfassers Experimente zu schliefen, daB das
Nicotinsdureamid, ein wirksamer Bestandteil von DPN, das in vivo durch das Pigment-
epithel abgesondert wird, mit der Retinen-Reduktase zusammenwirkt, wobei die Rhodopsin-
Resynthese aus Vitamin A beschleunigt wird. Die beschleunigende Wirkung des Nicotin-
sdureamids ist von groBem Interesse, verglichen mit den Tatsachen, die Mcllwain, ef
al.'®'® bei ihrem Gehirnuntersuchungen entdeckte, bei denen der Verlust von DPN um
die Hilfte des Normal-Prozentsatzes durch den Zusatz von Nicotinsiureamid vermindert
wurde. Fig. 3 zeigt das Absorptionsspektrum des AulBensegments, das 2 Stunden lang
inkubiert wurde, und dem man 0.03M/ Nicotinsdureamid zusetzte. In diesem Falle zeigt
das Absorptionsspektrum des Rhodopsins den Unterschied vor und nach der Bleichung
der inkubierten Experimentalstoffe.

TaserLe I. Wirkungen auf die Forderung der Regeneration des Rhodopsins
in vive und auf die Zunahme der Hohe der b-Welle des ERG

% ERG (b-Welle)
A) Mgsgiolcil}/([ggyl—l,2,5,6—tetrahydromcotmat _0_2%% — +16.98 Zunahme
1—1}\{4;31;2(1:;111,()21: iS(i(i—tetrahydronicotinséiure M()()_f;_%gg_ —0.028 Abnahme
) ijg}éﬁeltil;/llzghyl—l,2,5,6—tetrahydronicotinat 0. 24&;&. 212 _ +15.79 Zunahme
Nicotinsdureamid —O—Z-W =+4+12.73 v
B) Mg;lggoz;ll;giicgyl—l,2,5,6—tetrahydroisonicotinat W - 10.04 Keine
1—l}gz%z%;;—lgzdroxymethyl—l,2,S,G—tetrahydropyridin 0. 1%1.;808. 088 114,77 Zunahme

A) Rhodopsin wurde mit 2-proz. wiafriger Lsung von Natrium Cholat (5 Std., 12~14°)
extrahiert. Dunkel-Adaptationstemp. : 12~14°,

B) Rhodopsin wurde mit l1-proz. widBriger Losung von Digitonin (4 Std., 5°) extrahiert.
Dunkel-Adaptationstemp. : 21°

Die Wirkungen der Regeneration von Rhodopsin auf die in vivo und in vitro gebrauch-
ten Areca-Alkaloide und verwandte Verbindungen werden in Tabelle I und I gezeigt.
Meine Experimente zeigten, daB das Isomere des Arecolins, das Methyl 1-Methyl-
1,2,5,6~tetrahydroisonicotinat Hydrochlorid (1) keine Wirkung bei den Untersuchungen in
vivo und in vitro hervorrief und auch fir die Hohe der b-Welle des ERG nach der Dosier-
ung der Chemikalien einfluflos blieb oder diese verkleinerte. Dagegen wurde der Effekt

17) I. Hanawa : Nippon Seirigaku Zasshi, 6, 218 (1956).
18) H. Mcllwain, R. Rodnight : Biochem. J., 44, 470 (1949).
19) P. Handler, J.R. Kline : J. Biol. Chem., 143, 49 (1942).
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Taseree . Wirkungen auf die Rhodopsin-Regeneration in vitro (120 Min.)

Mol. Optische Dichte Effekt Optische Dichte Effekt
Konz. der Chemikalien (%) der Kontrolle (%)

e . 0.01 0.032/0. 065® 49.2 0.019/0. 065" 29.2
Nicotinsdureamid 0.03  0.053/0.008 54.0  0.026/0.098 26.5
Methyl 1-Methyl-1,2,5,6-tetrahydro-  0.01 0.024/0. 093 25.8 0.025/0.093 26.8

nicotinat Hydrochlorid 0.03 0.026/0. 094 27.6 0.025/0. 094 26.6
1-Methyl-1,2,5,6-tetrahydronicotinsiure

Hydrochlorid 0.01 0.022/0.084 26.2 0.022/0. 084 26.2
Methyl 1-Methyl-1,2,5,6-tetrahydro-

isonicotinat Hydroehlorid 0.01 0.029/0.115 25.2 0.030/0.115 26.1
1-Methyl-3-hydroxymethyl-1,2,5,6-

tetrahydropyridin Jodmethylat 0.01 0.024/0.093 25.8 0.024/0.093 25.8
Methyl 1-Methyl-1,2,5,6-tetrahydro- o1 4 030/0.115 26.1  0.029/0.115 25.2

nicotinat Jodmethylat
a) Nenner : Optische Dichte des originalen Rhodopsins.

von 1-Methyl-3-hydroxymethyl-1,2,5,6-tetrahydropyridin Jodmethylat bei der Untersuchung
in vitro nicht gefordert, jedoch bei der in vivo wurde die Regeneration des Rhodopsins
und die GroBle der b-Welle des ERG mehr als bei der Kontroll-Priifung gefordert.

Demgemdi ist die Behauptung von Hosoya®? vielleicht nur unter den Umstinden
annehmbar, daB3 Arecolin nur iz vivo zu gebrauchen ist und ferner die Alkoxycarbonyl-,
Hydroxymethyl- und insbesondere Methoxycarbonyl-Gruppe sich nicht in r-Stellung,
sondern in B-Stellung zur 1-Methyl-Gruppe befinden miissen.

Es ist bekannt, dal Arecolin und die verwandten Verbindungen des Arecolins eine
parasynpathetische Wirkung?~*® zeigen und Miosis verursachen. Meine Untersuchungen
beweisen, daf3 die oben erwihnten verwandten Verbindungen von Arecolin auf die Resyn-
these von Rhodopsin einwirken, dal3 die Resynthese von Rhodopsin bei der Untersuchung
in vitro durch Vorhandensein des Pigmentepithels nicht gefordert wird, und daB sogar die
Rhodopsin férdernden Verbindungen, wenn sie iz vivo dosiert werden, die Hohe der

20) Y. Hosoya: Nippon Seirigaku Zasshi, 19, 227 (1956); Osaka Shiritsu Daigaku Igaku Zasshi, 2,
93 (1953).

21) P. Breslau: Z. Exptl. Pathol., 7, 577 (1910).

22) G, Fracassi: Arch. Ottalmol., 28, 154, 179 (1921).

23) T. Kruiolv: Arch. intern. Pharmacodynamie, 52, 404 (1936).

24) 8. Nakayasu: Japan. J. Med. Sci. X, Opthalmol., 2, 520 (1940).

25) L.C. Ross: J. Comp. Pathol. Therap., 37, 246 (1925).
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b-Welle vergrofern, und daB auch die das Rhodopsin vermindernden Verbindung die Hohe
der b-Welle verkleinern. Daher kann behauptet werden, dafl die b-Welle aus dem Impuls
des durch die Stibchen iibertragenen Weges stammt. Die Beobachtung von Granit,*” daf
die Hohe der b-Welle mit der Menge des Rhodopsins im Verhiltnis steht, ist in diesem
Zusammenhang interessant.

Die Ursprungsstelle und die Genese des ERG in der Retina bleiben unbekannt. Die
Behauptung von Svaetichin, ef al.*® daB das ERG seinen Ursprungsort in den Visuell-
Zellen hat, weil sie den elektrischen Strom leiten, wenn man die nervosen Elemente der
Zellenschicht der Retina geldhmt hat, dirfte unannehmbar sein.**? Tomita*” und seinen
Mitarbeitern ist es zuletzt gelungen, ERG aus der inneren Plexiform-Schicht (Bipolarzellen
und Horizontalzellen) zu bekommen. Hierbei suchten sie den Ursprungsort des ERG bei
dem Fisch cyprinns auratus, um das S-Potential mittels einer mit Kaliumferricyanid
gefiillten Mikropipette zu induzieren und histologisch Turnbull-Blau zu bilden. Die Unter-
suchungen von Tomita, ef al. wurden zwar mit Fischarten durchgefiihrt, sein Urteil ist
aber im Prinzip bei allen Wirbeltieren richtig, weil die Retina fundamental denselben
Aufbau bei allen Wirbeltieren hat. Meine eigenen Untersuchungen, daB, wenn Rhodopsin
in vermehrter Menge regeneriert ist, die b-Wellen in vergroBerter Form erscheinen, diese
Alkaloid-Gruppen sich aber nicht auf die Rhodopsin-Regeneration mit Aulensegmenten von

Stibchen und Pigmentepithelien in vitro auswirken, stehen in Zusammenhang damit, dag

das ERG aus einer anderen Zelle als der visuellen hervorkam. Es 148t sich also mit
Sicherheit sagen, daB sich an der Rhodopsin-Regenerations-Wirkung von Areca-Alkaloid
in vivo andere Faktoren als bei der in vitro beteiligen.

Allgemein gesagt, werden die Potential-Veridnderungen sehr leicht aufgezeichnet, weil
die visuellen und bipolaren Zellen so geordnet sind, daf die Zellen einen rechten Winkel
mit der Oberfliche der Retinalmembran bilden. Da es bekannt ist, da8 das ERG keine
Wirkung auf die obtischen Nerven ausiibt, sind die Opthalplexus-Zellen nicht als Urspr-
ungsstelle der b-Welle des ERG zu betrachten. Es ist also anzunehmen, da das Areca-
Alkaloid erst die Leitung von Impulsen der den Effekt der Chemikalien leicht leitenden
Nerven-Gegend und zwar der Synapsen zwischen Bipolar-Zellen und anderen Zellen er-
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leichtert und sich sekundir auf die funktiondre Erhohung der Visuellzellen der Retina bezieht,
also die Resynthese von Rhodopsin fordert. Nach dem Resultat meiner Untersuchungen
mit Areca-Alkaloid lassen sich die photochemischen Prozesse um das AuBensegment der
Stibchen dahingehend zusammenfassen.

Wenn Rhodopsin belichtet wird, wird es anfinglich im AuSBensegment des Stibchens
reaktiviert und verwandelt sich zundchst durch das Verblassen in Vitamin-A und Scotop-
sin; es scheint mir, dal zwei der Protein-Bestandteile im aktivierten Rhodopsin, Histidin
und Cystein, an jeder Stelle irgendeine Rolle spielen (siehe letzte Mitteilung?) und daBl das
Cystein und Histidin im Rhodopsin ihre eigenen Effekte sogleich zu den Visuellzellen und
den Synapsen zwischen Bipolar-Zellen und anderen Zellen leiten; es scheint, daB ein Teil
des aktivierten Rhodopsins, welches die Entfirbung allmihlich hervorruft, durch Vor-
handensein von Pigmentepithel-Effekt, im Dunkeln wieder das Rhodopsin resynthetisiert.
Der Verfasser nenne die Effekte von Neo-Vitamin A,, Retinenreduktase, Retinenisomerase,
DPN und anderen Stoffen, welche in den Stibchen und besonders im Pigmentepithel
reichlich vorhanden sind, im allgemeinen Pigmentepithel-Effekt. Auch wird das Rhodopsin
von Scotopsin und Vitamin-A beim Pigmentepithel-Effekt resynthetisiert. Wenn der Ver-
fasser in meinen Uutersuchungen zu den homogenisierten AuBen-Segmenten der Stdbchen
das homogenisierte Pigmentepithel, Nicotinsiureamid und die DPN zugesetzt habe, werden
ungefdhr 51.6% der Rhodopsin-Menge resynthetisiert. Die AuBlen segmente der Stibchen
mogen aber bei der Metabolie-Aktivitit mit den Innen segmenten in Beziehung stehen.
Die elektronenmikroskopische Beobachtung der Innen segmente der Stibchen von Sjos-
trand®® hat klar gemacht, daB Mitochondria in den Innen segmenten reichlich vorhanden
sind. Die Energie-Metabolie in den Mitochondria der Innen segmente mag daher mit dem
Verdanderungsprozel, welcher sich bei den Pigmentepithel-Effekten und zwischen dem
aktivierten Rhodopsin und Vitamin-A abspielt, konjugiert werden und die Funktion dieser
Innen segmente wird wahrscheinlich die Aktivitdt der Visuell-Zellen beschleunigen.

In der herausgenommenen Retina beruht die Zunahme der Hohe der b-Welle, welche
durch die Dosierung von Areca-Alkaloid erfolgt, nicht auf der verstirkten Funktion des
Zirkulationssystems.

Es soll nochmals darauf hingewiesen werden, daB3 die Leitung der Impulse durch
Synapsen zwischen Bipolarzellen und anderen Zellen bei zugesetzten Alkaloiden erleichtert
wird. Diese Wirkungen der Alkaloide werden wahrscheinlich von der beschleunigten
Zirkulation der Korperfliissigkeit und der folgenden Erh6hung der Funktion des Pigment-
epithels, welche die vergroBerte Resynthese von Rhodopsin hervorruft, begleitet.

Alles in allem miissen nicht nur die Theorie des Rhodopsin-Zyklus von Wald, sondern
auch die erleichterte Leitung der Impulse durch die Synapsen und die Pigmentepithel-
Effekte bei den Uutersuchungen iiber die Rolle von Areca-Alkaloid in Bezug auf die Re-
generation von Rhodopsin zusammen in Betracht gezogen werden.

Schluf

1) Die Areca-Alkaloide und zwei neue synthesierte verwandte Verbindungen, Methyl
1-Methyl-1,2,5, 6-tetrahydroisonicotinat Hydrochlorid und 1-Methyl-3-hydroxymethyl-
1,2,5,6-tetrahydropyridin Jodmethylat wurden beziiglich ihrer Wirkungen auf die Regenera-
tion von Rhodopsin in vive und in vitro, und auf die b-Welle des Elektroretinogramm
untersucht.

2) Der Regenerations-Prozentsatz von Rhodopsin i#n wvitro im Vorhandensein von
AufBlensegment von Stibchen und Pigmentepithel wurde mit Nicotinsdureamid als Stand-
ard-Substanz untersucht.
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3) Die Areca-Alkaloide fordern die Regeneration von Rhodopsin in vivo, aber nicht in
vitro, d.h., bei Vorhandensein von AuBensegmenten der Stidbchen, Pigmentepithel und
DPN.

4) Die Wirkungen auf die Forderung der Regeneration des Rhodopsins iz vivo und auf
die Zunahme der Hohe der b-Welle des ERG waren ganz ausgezeichnet, wenn sich die
Methoxycarbonyl-Gruppe im Piperidin-Ring des Arecolins in B3-Stellung, jedoch nicht,
wenn sie sich in y-Stellung befand.

5) Aus den Wirkungen der Areca-Alkaloide und verwandten Verbindungen sowohl
auf die Rhodopsin-Regeneration in vive und in vitro, als auch auf die b-Welle des ERG,
vermutet man, daB die b-Welle des ERG aus dem Leitungsweg des Impulses der Stibchen
kommt und der Ursprungsort der b-Welle nicht die visuelle Zelle sondern die bipolare Zelle
ist.

6) Die fordernde Wirkung des Areca-Alkaloids auf die Regeneration von Rhodopsin
beruht darauf, daB mit den oben angefiihrten Chemikalien die Leitung der Impulse durch
die Synapsen, wie auch die Zirkulation der Korperflissigkeit beschleunigt wird.

Herrn Prof. T. Tsukamoto, unter dessen freundlicher Leitung diese Arbeit durchgefiihrt wurde,
bin der Verfasser fiir seine Unterstiitzung sehr zu Dank verpflichtet. Herrn Prof. N. Toida vom
physiologischen Institutes der Universitdt Kyushu mochte der Verfasser fiir seine freundlichen
Anregungen und fiir Diskussion meinen Dank aussprechen. Herrn T. Mbori in dieser Institut, Herrn
K. Higuchi und Herrn T. Tomita im physiologischen Institut dieser Universitdt bin ich fir die
Mithilfe bei der Herstellung einiger Ausgangsmaterialien und fiir die Mithilfe bei der Aufzeichnung
des Elektroretinogramms sehr dankbar. Die Aufnahmen der Absorptionsspektren wurden in der
Analytischen Abteilung und die Mikroanalyse in der Mikroanalytischen Abteilung dieser Institutes
angefertigt, wofiir ich herzlich danken mochte.

Zusammenfassung

Die Untersuchungen iiber die Rhodopsin-Regeneration iz vivo und in vitro, und iber
Elektroretinogramme unter Zusatz von Areca-Alkaloiden, und neuen synthetisierten ver-
wandten Verbindungen mit Bufo vulgaris, zeigten, dall die verwendeten Alkaloide die
Regeneration von Rhodopsin durch Aktivierung der Funktion anderer Teile als Auflen
segmente der Stibchen fordern, sich aber an dem Prozef3 der Rhodopsin-Resynthese, bei
welchem das Rhodopsin aus Scotopsin bei Gegenwart von Pigmentepithel synthetisiert wird,
nicht direkt beteiligen.

(Eingegangen am 15. Februar 1960)
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