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267. Fluoreszenzmethoden zur histochemischen Sichtbarmachung
von Monoaminen. 1. Identifizierung der fluoreszierenden Produkte
aus Modellversuchen mit 6,7-Dimethoxyisochinolinderivaten und
Formaldehyd

von H. Corrodi und N. A. Hillarp
(20. VIIL. 63)

Wenn Catecholamine oder andere Phenylathylamine und Phenylithanolamine mit
einer meta-standigen Hydroxylgruppe in einer getrockneten Proteinschicht mit Form-
aldehydgas behandelt werden, kondensieren sie sich mit Formaldehyd zu Isochino-
linderivaten, welche im Fluoreszenzmikroskop eine intensive griine bis gelbgriine
Fluoreszenz aufweisen)?). Auf der Basis dieser Reaktion wurde ein hochempfind-
liches Verfahren zur histochemischen Sichtbarmachung von u. a. Noradrenalin in
peripheren und zentralen adrenergen Nerven entwickelt3).

Solche Amine kondensieren sich leicht mit Formaldehyd in wisseriger Losung
unter milden Bedingungen zu 1,2,3,4-Tetrahydro-isochinolinderivaten, und diese
Reaktion erfolgt ohne Zweifel auch, wenn die Amine in einer getrockneten Protein-
schicht gasférmigem Formaldehyd ausgesetzt werden?)?)4). Im Gegensatz dazu tritt
jedoch in wisseriger Losung die Umwandlung der Tetrahydro-isochinoline in die
fluoreszierenden Endprodukte nur in sehr geringem Ausmasse, wenn iiberhaupt, ein.
Bis jetzt wurden quantitative Ausbeuten an fluoreszierenden Endprodukten unter
den weiter unten beschriebenen Bedingungen nur dann erhalten, wenn die Amine in
getrockneten Proteinschichten (z. B. Human- oder Rinder-Serumalbumin) vorlagen.
Bei hoheren Temperaturen (80°) und lingerer Expositionszeit (2-3 Std.) wurden
ziemlich gute Ausbeuten an fluoreszierenden Produkten auch bei Verwendung an-
derer Trigersubstanzen, z. B. Stdrke und Saccharose, erhalten. Die Rolle der Trager-
substanz ist noch unabgeklirt.

Da wir fanden, dass das 6, 7-Dimethoxy-1, 2, 3,4-tetrahydro-isochinolin (I)%) ebenso
leicht wie das entsprechende 6, 7-Dihydroxyderivat bei Behandlung mit Formaldehyd
in einer Proteinschicht ein intensiv fluoreszierendes Produkt gibt, haben wir den
Verlauf dieser Reaktion zuerst an diesem 6,7-Dimethoxyisochinolin und seinem
N-Methylderivat als Modellsubstanzen untersucht.

Die gute Stabilitit des fluoreszierenden Produktes aus I gegen Sdure und sein UV .-
Spektrum wiesen auf ein 3,4-Dihydro-isochinolin hin. Zu Vergleichszwecken synthe-
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tisierten wir deshalb nach bekannten Methoden das 6,7-Dimethoxy-3,4-dihydro-

isochinolin (IT)%), dessen Methojodid (IV-Jodid)®), sowie 6,7-Dimethoxy-2-methyl-
1,2,3,4-tetrahydro-isochinolin?) (III).
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I gab bel der Behandlung in einer getrockneten Serumalbuminschicht (s. exp.
Teil) ein mit wisseriger oder alkoholischer Salzsdure extrahierbares Produkt II, das
sich papierchromatographisch in 7 Systemen und in seiner Fluoreszenz als identisch
mit 6,7-Dimethoxy-3,4-dihydro-isochinolin erwies. Die folgenden Befunde erhirten
diese Schlussfolgerung. Durch Chromatographiean einer Ionenaustauschersiule konnte
IT praparativ von noch unverindertem I abgetrennt werden. Das erlaubte, die Ab-
sorption im UV. in 0,18 HCl und 0,15 NaOH zu untersuchen, und es zeigte sich, dass
die Maxima sich in der fiir 3,4-Dihydro-isochinoline charakteristischen Weise nach
lingeren Wellenldngen hin verschoben, wenn man von der freien Base zu dem Salz
ging®) (Fig.). Ebenso war das Fluoreszenzspektrum von II (Maximum bei 470 mu
mit drei Aktivierungsmaxima bei 240, 305 und 355 mu) zwischen pH 1 und 6,5 mit
dem von authentischem 6,7-Dimethoxy-3,4-dihydro-isochinolin identisch; entspre-
chend zeigten beide Verbindungen im UV.- und Fluoreszenzspektrum die gleichen
Veranderungen, wenn das pH von 6,5 stufenweise um je 0,5 Einheiten auf 10 erhoht
wurde. Die UV.- und Fluereszenzspektren wurden auch direkt in der Proteinschicht
bestimmt, wobei auch hier mit Formaldehyd behandeltes I und synthetisches I1 sich
gleich verhielten.

In Kontrollversuchen wurde synthetisches 11 in einer getrockneten Serumalbumin-
schicht auf gleiche Weise mit Formaldehydgas behandelt. Es liess sich nachher unver-
indert wieder eluieren. Untersuchungen im Fluoreszenzmikroskop?) erlaubten, die
Umwandlung von I in IT quantitativ unter verschiedenen Bedingungen zu verfolgen.

Natriumborhydrid reduzierte die Doppelbindung von II momentan und quanti-
tativ sowohl in Lésung wie in der Proteinschicht. Das UV.- und Fluoreszenzspektrum
der reduzierten Substanz war mit dem von I identisch. Diese Reduktion mit Natrium-
borhydrid kann auch in der histochemischen Fluoreszenzmethode als Spezifititstest
fiir Catecholamine angewendet werden?).
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Es bestehen also keine Zweifel dariiber, dass I durch Behandlung mit Formal-
dehyd in einer Proteinschicht in IT iibergeht, und zwar quantitativ, wenn die Kon-
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zentration des Tetrahydroderivates in der Schicht nicht zu gross ist. Es war bisher
noch nicht méglich, den Mechanismus dieser ungewshnlichen Reaktion sowie die Rolle
des Proteins als Triagersubstanz abzukliren. Eine Dehydrierung von 1,2,3,4-Tetra-
hydro-isochinolinen zu 3,4-Dihydroderivaten war bisher nur durch Behandeln mit
Quecksilber(IT)-acetat®) oder Natriumhypochloritl!) gelungen. Unter milden Be-
dingungen (30 Min. bei 20° oder 15 Min. bei 50°) verlief die Formaldehyd-Reaktion in
den meisten der untersuchten Proteine glatt; Protaminsulfat, Zein oder Gliadin aber
gaben nur schlechte Ausbeuten. In Ubereinstimmung mit den Catecholaminen gaben
auch andere Trigersubstanzen (Stdrke, Ribonucleinsdure oder Saccharose) recht gute
Ausbeuten an II, besonders bei hoherer Temperatur und lingerer Reaktionszeit.
Wenn hingegen I ohne eine solche Trégersubstanz als Base oder Hydrochlorid mit
Formaldehyd behandelt wurde, liess sich kein II feststellen.

Auch Catecholamine mit einer sekundiren Aminogruppe, z. B. Adrenalin, lassen
sich wie die primédren mit Formaldehyd zu den entsprechenden 1,2,3,4-Tetrahydro-
isochinolinen kondensieren!)4). Dagegen verliuft die weitere Umsetzung dieser Zwi-

19) J. KNABE, Arch. Pharmaz. 292, 652 (1959).
1) H. T. OpeNnsHAW & N. WHITTAKER, J. chem. Soc. 7963, 1461.
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schenprodukte zu den fluoreszierenden Verbindungen nur unter viel energischeren
Bedingungen (z. B. mehrere Stunden bei 80°, je nach dem Wassergehalt des Formal-
dehydes), was zur histochemischen Unterscheidung von Dopamin (3,4-Dihydroxy-g-
phenyldthylamin) und Noradrenalin einerseits und von Adrenalin andererseits aus-
gewertet wurde?)3). Es war anzunehmen, dass die aus den sekundidren Aminen ent-
standenen fluoreszierenden ‘Produkte quaternire 3,4-Dihydro-isochinolinderivate
seien. Synthetisches 6,7-Dimethoxy-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-isochinolin?} (III)
wurde deshalb in einer Proteinschicht auf gleiche Weise mit Formaldehydgas behan-
delt. Das so erhaltene fluoreszierende Produkt zeigte in jeder Hinsicht die Eigen-
schaften von synthetischem 6,7-Dimethoxy-2-methyl-3,4-dihydroisochinolinium-
Kation (IV). Die charakteristischen pH-abhidngigen Verinderungen im UV.-Spek-
trum bewicsen die quaternidre Natur des Produktes. Obschon die aus III entstandene
Substanz nur papierchromatographisch isoliert wurde, ist doch an ihrer Identitat mit
IV nicht zu zweifeln. Auch diese Umwandlung von II1 in IV verlduft nur an einer
Triagersubstanz. IV liess sich ebenfalls leicht in Losung wie in der Proteinschicht zu
IIT riickreduzieren.

Diese mit I und IIT durchgefithrten Modellversuche lassen es dusserst wahrschein-
lich erscheinen, dass auch die bei der histochemischen Sichtbarmachung von Cate-
cholaminen auftretenden fluoreszierenden Produkte 3,4-Dihydro-isochinolinderivate
sind. Ob es sich dabei um 6, 7- oder 7,8-Dihydroxyderivate handelt, oder ob der Form-
aldehyd ecine Hydroxymethylierung oder weitergehende Kondensation dieser Phe-
nole bewirkt, soll durch Versuche mit Dihydroxy-dihydro- und -tetrahydro-isochino-
linen abgeklirt werden?).

Unter milden Bedingungen kann die erste Stufe, der Ringschluss von Phenyl-
dthylaminderivaten zu Tetrahydro-isochinolinen, nur unter dem aktivierenden Ein-
fluss einer mefa-stindigen Hydroxylgruppe verlaufen?). In voller Ubercinstimmung
mit diesem Befund entwickelten nur m-Hydroxyphenylidthylaminderivate eine inten-
sive Fluoreszenz. So reagiert z. B. m~-Tyramin ebenso leicht wie Dopamin, wihrend
p-Tyramin und die 3-O-methylierten Metabolite der Catecholamine (Normetanephrin,
Metanephrin, 3-Methoxytyramin) nicht reagieren.

In Ubereinstimmung mit den Befunden dieser Arbeit geben tertidrc Amine (z. B.
N-Methyladrenalin) oder Amide (z. B. 3,4-Dihydroxyphenylacetamid, H 13/49)13)
keine Fluoreszenz. Wihrend einer zweijdhrigen Zusammenarbeit mit B. FALck %) und
A. CarrssonN ) wurden sowohl in Modellversuchen als auch in tierischen Geweben
ausser gewissen Tryptaminderivaten, besonders 53-Hydroxytryptamin, keine anderen
Substanzen gefunden, die eine derartige Fluoreszenz geben, als die oben erwihnten
Phenyldthylamine.

Die Reaktion zwischen Formaldehyd und 5-Hydroxytryptamin in einer getrock-
neten Proteinschicht wurde ebenfalls untersucht#). Ohne Zweifel ist das dabei analog
entstehende fluoreszierende Produkt 6-Hydroxy-3,4-dihydro-fg-carbolin oder ein dar-

13) W. M. WHaLEY & T. R. GovinpacHARI, «The Pictet-Spengler Synthesis ol Tetrahydroiso-
quinolines and Related Compounds» in R. Apams (Editor), Organic Reactions, J. Wiley Inc.,
New York, 1951, Vol. VI, 151-180.

1) Vgl. A. Caresson, H. Corrob1 & B. WaLbpzck, Helv. 46, 2271 (1963).

149y Histologiska Institutionen, Universitetet, Lund.

15) Farmakologiska Institutionen, Universitetet, Goteborg.
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aus durch Einwirkung von Formaldehyd auf den Benzolring entstehendes Derivat.
Ungliicklicherweise liegt das Hauptaktivierungsmaximum der fluoreszierenden Sub-
stanz in der Proteinschicht im Wellenbereich (390-410 mu) des Aktivierungsmaxi-
mums der von den Catecholaminen herrithrenden 3,4-Dihydro-isochinoline. Das Fluo-
reszenzmaximum (510-520 my) liegt jedoch 30-40 mu héher, und man kann es daher
zur histochemischen Unterscheidung von 5-Hydroxytryptamin und Catecholaminen
verwenden.

Weitere Versuche zur Konstitutionsaufklirung der aus den Catecholaminen und
aus 5-Hydroxytryptamin mit Formaldehyd in Proteinschichten entstehenden fluo-
reszierenden Produkte und zur Abklarung der Rolle des Proteintrigerssind im Gang?).

Frl. Ing. G. HoLMBERG und den Herren Ing. G. HaLLHAGEN und Ing. G. THIEME méchten wir
fiir die Mithilfe bei den Versuchen danken. Diese Untersuchung wurde mit der finanziellen Unter-
stiitzung des SCHWEBISCHEN MEDIZINISCHEN FORSCHUNGSRATES, der STIFTUNG KNUT UND ALICE
WALLENBERG, der STIFTUNG ZUM ANDENKEN AN GUSTAF UND Tvyra SVENSSON, sowie des US
PusLic HEALTH SERVICE (NB 02854-03) ausgefiihrt.

Experimentelles

1. Vergleichssubstanzen (nach den zitierten Angaben hergestellt): a) I-Hydrochlorid3), Smp.
250° (Lit.: 253°%); b) I16), Sdp. 150°/0,5 Torr (Lit.: 155-160°/1 Torr); c) 1I11%), Smp. 82° (Lit.:
81-83°); d) IV-Jodid?), Smp. 199° (Lit.: 202°).

2. Aufnahme dev Spektven. Die UV.-Spektren wurden mit Hilfe eines BEckMaN-DU-Gerites
registriert. Die Fluoreszenzspektra wurden mit einem AmInco-Bowman-Spektrophotofluorimeter
mit Schreiber aufgenommen. Betr. die Fluoreszenzmikroskopie siehe 1). Die Konzentration der
untersuchten Losungen lag zwischen 0,1 und 10 ug/ml, wobei jedesmal eine niedrige (z. B. 0,5 ug/ml)
und eine hohere Konzentration (z. B. 5 ug/ml) angewendet wurde. Die abgelesenen Wellenlingen
wurden nicht korrigiert.

3. Einfluss des pH auf die Spektven. Die Spektren wurden in 0,1Nn HCJ, in Natriumacetat-
Essigsaure-Puffer bei pH 4 und 6, in Phosphatpuffer bei pH 6,58, in Glycin-NaOH-Puffer bei
pH 8-12, sowie in 0,1~ und 1N NaOH untersucht.

4. Allgemeines Verfahven zuv Hevstellung dev fluoveszievenden Produkte. 1 (oder in den Kontroll-

versuchen II) wurde mit Hilfe der Aquivalenten Menge Salzsiure in einer 2-5-proz. Serumalbumin-
16sung (in einigen Versuchen Gelatinelésung) so gelost, dass die Konzentration 1-5 mg/ml betrug.
Auf Objektglasern wurden je 50 ul dieser Losung in moglichst diinner Schicht ausgebreitet, an der
Luft getrocknet und dann die Schicht 5-30 Min. bei 50° in einem geschlossenen Gefiss Formal-
dehyddampfen (aus 35-proz. Formalinldsung p.a. MERCK) ausgesetzt. Wihrend dieser Behandlung
wurden die Schichten von I ungefihr gleich gelb wie diejenigen, welche mit 1T hergestellt waren.
Nachher wurden die Schichten 12 Std. im Dunkeln aufbewahrt. 20-50 so behandelte Schichten
wurden abgekratzt und daraus die Amine mit 5-10 m1 0,01~ oder 0,1~ wisseriger oder dthanolischer
HClausgezogen. Nach 1 Std. wurde zentrifugiert, wobei ein klarer Extrakterhalten wurde. Aliquote
Teile davon wurden verwendet fiir:
a) UV.-Spektren bei verschiedenem pH; b) Fluoreszenzspektren bei verschiedenem pH; ¢) Unter-
suchung im Fluoreszenzmikroskop!); d) Papicrchromatographie und Ionenaustauscherchromato-
graphic. Uberall wurden als Vergleichssubstanzen synthetisches I, 11, 111, IV und 6, 7-Dimethoxy-
1-methyl-3,4-dihydro-isochinolin®) beniitzt.

In den Versuchen mit IIT und IV wurde gleich verfahren, mit dem Unterschied, dass die Form-
aldehydbehandlung bei 80° und wahrend 2-3 Std. erfolgte, da nur dann gute Ausbeuten erzielt
wurden; als Formaldehydquelle diente mit einer kleinen Menge 35-proz. Formalin befeuchteter
Paraformaldehyd.

5. Untersuchung dev UV .- und Fluoveszenzspektven von 1 und 11 in dev Proteinschicht voy und
nach Behandlung mit Formaldehyd. Die Schichten wurden wie unter 4 beschrieben hergestellt, mit
dem Unterschied, dass 0,3-proz. Losungen in 5-proz. Gelatine bereitet wurden, von welchen 20 ul
als rechteckiger Fleck (1 x 0,5 cm) auf Quarzglas ausgebreitet wurde. Die Trocknung erfolgte im
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Vakuum. Fiir die Fluoreszenzmessungen wurden die Glédser so fixiert, dass das auffallende Licht
die Schicht in einem Winkel von 45° traf. Auf gleiche Weise hergestellte Gelatineschichten wurden
zur Blindwertbestimmung beniitzt.

6. Papierchvomalographie. Aliquote Teile der Extrakte (siehe 4) enthaltend 25-50 ug Substanz
wurden aufsteigend an WuHaTMAN-I-Papier mit folgenden Systemen chromatographiert: 1. #-
Butanol gesittigt mit 1n HCI; 2. #-Butanol-Essigsaure-H,O (4:1:5); 3. Isopropanol-konz. wiss.
NH,-H,O (40:1:9); 4. #»-Butanol-Propionsiure-H,O (5:3:2); 5. Benzol-Propionsiure-H,0
(20:14:1); 6. Propanol-konz. wiss. NH,~H,O (6:3:1); 7. Pyridin-H,O (1:1), mit Essigsdure auf
pH 6 gebracht.

Die Papiere wurden im UV.-Licht auf fluoreszierende Flecke untersucht, UV.-absorbierende
Flecke wurden durch Kontaktkopierung festgestellt. Das fluoreszierende Produkt aus I war in
allen 7 Systemen identisch mit II, sowohl im Rf-Wert wie in seiner kriftigen blauwcissen Fluo-
reszenz., Wenn Schichten mit I oder 11 langere Zeit Formaldehyddampf ausgesetzt worden waren,
konate in den Extrakten manchmal ein kleiner, gelb fluoreszierender Fleck von unbekannter
Herkunft beobachtet werden.

7. Tonenaustauschevchvomatographie. Der Extrakt auseinem mit grosseren Mengen durchgefiihr-
ten Versuch (5 mg I in 1 ml 2-proz. Serumalbumin, 20-30 Min. Formaldehydbehandlung) wurde
an einer Ionenaustauschersiule (Dowex 50 W-X 4, 200-400 mesh, H+; 200 X 6 mm) chromato-
graphiert, wobei mit 0,5N, 1~ und 2~ Salzsiure eluiert wurde. Es wurden Fraktionen zu 5 ml auf-
gefangen und direkt durch UV.-Absorptionsmessung (Substanz I bei 280 mg, Substanz II bei
310 mu) analysiert. Mit 2N Salzsdure konnte II in ungefahr 40-60%, Ausbeute eluiert werden;

daneben war auch noch unverandertes I anwesend. 1T wurde spektroskopisch und papierchromato-
graphisch identifiziert.

SUMMARY

When primary or secondary catecholamines are treated with formaldehyde gas in
a dried protein layer a strong fluorescence appears which is used for histochemical
identification of these amines in central and peripheral adrenergic nerves.

Since the primary reaction is a condensation of the catecholamines with formal-
dehyde to 1,2,3,4-tetrahydro-isoquinolines, the behaviour towards formaldehyde of
6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydro-isoquinoline and its N-methyl derivative in a dry
protein layer has been investigated. The intensely fluorescent products formed are
identified as 6,7-dimethoxy-3,4-dihydro-isoquinoline and its N-methyl derivative
respectively.

Therefore the fluorescent products obtained from catecholamines in the histo-
chemical reaction mentioned are to be considered as derivatives of 6,7-dihydroxy-
3,4-dihydro-isoquinoline.
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Histologische Abteilung, Karolinska Institutet, Stockholm





