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100. Fluoreszenzmethoden
zur histochemischen Sichtbarmachung von Monoaminen.

2. [1]Y) Identifizierung des fluoreszierenden Produktes
aus Dopamin und Formaldehyd

von H. Corrodi und N. A. Hillarp
(13. I1. 64)

1. Einleitung. Wenn Catecholamine in einer trockenen Proteinschicht mit Formal-
dehydgas behandelt werden, bilden sich Isochinolinderivate, welche im Fluoreszenz-
mikroskop eine intensive griine bis gelbgriine Fluoreszenz aufweisen, wobei primére
Amine (z. B. Noradrenalin oder Dopamin?)) diese Reaktion unter milden Bedingun-
gen eingehen, wihrend sekundidre Amine (z. B. Adrenalin) héhere Reaktionstempe-
ratur erfordern [1]%) [2]. Die UV.- und Fluoreszenz-Spektren dieser fluoreszierenden
Produkte in Losung oder Proteinschicht machten fiir sie die Struktur von 6,7-Dihy-
droxy-3,4-dihydro-isochinolin-Derivaten wahrscheinlich. Diese Annahme bekam eine
starke Stiitze, als in der 1. Mitteilung [1] dieser Reihe gezeigt werden konnte, dass
sich 6,7-Dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydro-isochinolin (II) bei Behandlung mit Formal-
dehyd in einer Proteinschicht quantitativ in 6,7-Dimethoxy-3,4-dihydro-isochinolin
(I) @berfithren ldsst.

Damit diese Reaktion glatt (bei 20-50°) verlauft, muss sie in einer trockenen
Proteinschicht durchgefithrt werden; in wisseriger Lésung werden keine fluoreszie-
renden Produkte erhalten. In Untersuchungen iiber die Rolle des Proteins als Triger

CHO__~,~ HO_ ~ HO o~

o — I —
CH0” NN HO S 7 HO™ N -
R R

R
I R=H IIR=H I R=H
IV R = CH; V R = CH, VI R = CH,

1) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 918.

2) B-(3,4-Dihydroxyphenyl)-athylamin.

3) In der Figur auf Seite 2427 von [1] wurden in der Legende die Losungsmittel vertauscht. Sie
soll lauten: A: II in 0,1n NaOH; B: II in 0,1x HCIl; C: Reaktionsprodukt aus I in 0,1N
NaOH; D: dasselbe in 0,1x HCL
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konnte gefunden werden, dass gewisse Aminosduren, z. B. Glycin, Alanin, sowie
Dipeptide, die diese Aminosiuren enthalten, in der Schicht diese Umwandlung in
fluoreszierende Produkte katalysieren kénnen.

Zwecks 1dentifizierung des fluoreszierenden Produktes, welches bei der Behand-
lung von Dopamin mit Formaldehyd entsteht, wurden 6,7-Dihydroxy-1,2,3,4-tetra-
hydro-isochinolin (I1I} [3], 6,7-Dihydroxy-3,4-dihydro-isochinolin (II), sowie deren
1-Methylderivate (VI resp. V) [4] [5] synthetisiert.

Alle Substanzen ausser 1I sind in der Literatur beschrieben, doch ist der von uns
benutzte Syntheseweg neu (siehe Formelschema).

Die 1-Methylderivate V und VI zeigten in den Spektren kleine, aber signifikante
Abweichungen gegentiiber den in den Proteinschichten erhaltenen Produkten und
werden deshalb nicht weiter diskutiert.

2. Vergleich der Spektren von 6,7-Dihydroxy-3,4-dihydro-isochinolin (11} und 6,7-
Dimethoxy-3,4-dihydro-isochinolin (I). Bei pH 1 — pH 5 sind die UV.-Spektren prak-
tisch identisch. Oberhalb pH 5 weicht jedoch die Dihydroxyverbindung charakteri-
stisch von dem Dimethoxyderivat ab, dessen Spektrum erst bei pH 7-7,5 eine all-
mithliche, reversible Verinderung zeigt, was einem Ubergang in die Carbinolamin-
Struktur (I > Ia) entspricht.

CH30\ PN w CH;0 \’/\/\l
JOOTE= H
CH,0 N7 CHSO/\\\/\I/

OH
I Ia

Das UV.-Spektrum des Dihydroxyderivates II dagegen erleidet schon bei pH 5-7
eine reversible Anderung, was wohl einem Ubergang in die tautomere chinoide Form
I1a zuzuschreiben ist (vgl. Fig. 2). Diese Chinonbildung wurde durch das gleichartige

HO SN HO -
T = 100 IS8
HO A \\/N HO X \/NH N \/N
11 I1a VII

Verhalten von 6-Hydroxy-3,4-dihydro-isochinolin (VII}) bestitigt [6]. 6, 7-Dimethoxy-
3,4-dihydro-isochinolin (I) fluoresziert in Losung stark im pH-Bereich 1 bis 6,5 (Fluo-
reszenz 470 my, Aktivierung 240-305-355 mu). Diese Fluoreszenz nimmt beim Er-
hohen des pH iiber 7,5 stark ab. Die Dihydroxyverbindung hat dagegen eine viel
schwiichere Fluoreszenz in Losung. Bei Konzentrationen von 1-5 ug/ml tritt im
Bereich pH 1 - pH 5 keine Fluoreszenz auf. Bei htherem pH beginnt eine Fluoreszenz,
welche bei pH 6,5-7 am kriiftigsten ist (Fluor. 480, Akt. 400-405). In einer trockenen
Proteinschicht?) zeigen sowohl I wie II eine sehr kriftige Fluoreszenz, In solchen
Schichten scheint die chinoide Form IIa zu dominieren (siehe UV.-Spektrum, Fig. 1),
so dass man annehmen darf, dass diese chinoide Struktur fiir die Fluoreszenz bei

%) Dies gilt auch fiir Schichten, wo als Trigersubstanz Saccharose verwendet wurde; vgl. [1].



Volumen 47, Fasciculus 3 {1964) — No. 100 913

480 my verantwortlich ist. Im Gegensatz zu der Dimethoxyverbindung I Jisst sich IT
bei den zwei kurzwelligen Absorptionsmaxima sowohl in Losung als auch in Protein-
schicht nur sehr schlecht aktivieren.

3. Isolierung und Charakterisierung des fluoveszierenden Produkies aus der Formal-
dehydbehandlung von Dopamin (VIII) und 6,7-Dikydroxy-1,2,3,4-tetrahydro-isochi-
noltn (111). Die UV.-Spektren von Dopamin (VIII} und III sind zwischen pH 1 und
pH 6,5 praktisch identisch, wobei jedoch das Spektrum des ringgeschlossenen Pro-
duktes 3-5 my gegen lingere Wellenldgen hin verschoben ist. Diese Abweichung
scheint fiir solche Strukturen die Regel zu sein, sie findet sich z. B. beim Vergleich
von Homoveratrylamin und dem ringgeschlossenen 6,7-Dimethoxy-1,2,3,4-tetra-
hydro-isochinolin. In 0,1N Salzsdure sind die Fluoreszenzspektren von Dopamin und
IIT praktisch identisch.

Behandlung von Dopamin oder IIT in einer eingetrockneten Serumalbuminschicht
(1-p1-Fleck mit 0,02-0,2 ug III oder Dopamin in 1-proz. wisseriger Serumalbumin-
Losung) mit Formaldehydgas wihrend 15 Min. bei 50° fiihrte zu der gleichen im
Fluoreszenzmikroskop wahrnehmbaren griin-gelbgriinen Fluoreszenz, wie sie das
Dihydroderivat II vor oder nach Formaldehydbehandlung zeigt. Behandelte Schich-
ten mit einer héheren Konzentration (1-5 mg/ml) Dopamin-hydrochlorid oder ITI-
Hydrochlorid in eingetrockneter 2-5-proz. Serumalbumin-Lésung zeigten das gleiche
UV.-Spektrum wie es das Dihydroderivat schon vor der Formaldehydbehandlung
hat, wobei die chinoide Form IIa zu dominieren scheint (Fig. 1). Nach dem UV.-
Spektrum scheint die Ausbeute bei 50° nach 15-30 Minuten quantitativ zu sein.

. w /N _
02 ”

240 280 320 360 400 W mp

Fig. 1. UV.-Spektrum von 11 und mit Formaldehydgas (40 Min. bei 50°) behandeltem Dopamin in
einey getrockneten Proteinschicht

(5 mg/ml 5-proz. Serumalbumin)
x-x-x II aus Dopamin; o—o-—o0 authentisches II

Das Fluoreszenzspektrum der Schichten ist in allen,drei Fillen identisch (Fluor.
480 myu; Akt. 415-420 my). Eine viel schwichere Fluoreszenz kann bei 285/480 my
58
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und 320/480 mu gesehen werden?). Die Aktivierungswellenldnge scheint in Schicht
immer ungefihr 10-15 my héher zu sein als in Losung bei pH 6,5. Wenn die Schichten
Chlorwasserstoff ausgesetzt werden, verschiebt sich das Fluoreszenzspektrum auf
510 my bei Aktivierung bei 360 my (starke Fluor.), 310 myu (etwas schwichere Fluor.)
und 260 my (bedeutend schwichere Fluor.). Diese charakteristische Verdnderung des
Fluoreszenz- und Aktivierungs-Spektrums diirfte sich zur histochemischen Identi-
fizierung von 6, 7-Dihydroxy-3,4-dihydro-isochinolinen eignen.

Extraktion der Schichten von mit Formaldehyd behandeltem Dopamin mit 0,05~
wisseriger oder alkoholischer Salzsdure erlaubte eine Untersuchung des fluoreszie-
renden Produktes in Losung. UV.- und Fluoreszenz-Spektren waren in den unter-
suchten pH-Bereichen (1-7) erwartungsgemdiss identisch mit denjenigen von II
(Fig. 2). Bei der papierchromatographischen Untersuchung des Extraktes in 6 Syste-
men verhielt sich die fluoreszierende Substanz wie II (Wanderung, UV.-Fluoreszenz,
Farbung mit Ferricyanid). An einer Dowex 50 W-X4-Siule (siehe exp. Teil) konnte
das fluoreszierende Produkt aus Dopamin vom intermediiren Tetrahydro-isochinolin
III abgetrennt werden, wenn die Umsetzung nicht quantitativ erfolgte, wie es bei

ungiinstigem Verhiltnis Dopamin-Protein (z. B. > 2 mg Dopamin/ml 2-proz. Serum-
albumin) der Fall war.

Bei Behandlung von Dopamin-hydrochlorid in einer durch Eintrocknen der wis-
serigen Losung hergestellten Schicht ohne Proteine oder Aminosiuren konnte papier-
chromatographisch und mittels UV .-Spektrum nur die Bildung von 6,7-Dihydroxy-
1,2,3,4-tetrahydro-isochinolin (III) festgestellt werden.

Die histochemische Reaktion mit Formaldehyd, die Dopamin (VIII) in ein fluo-
reszierendes Produkt iiberfiihrt, kann also wie folgt formuliert werden:

R R
I
HO\H/\/'\I HO ( “ I E \ [ \/\
.
HO™ NH HO/ /\/ Ho"~ /[\ oo~ )\ N-CH,
VIII R=H (Dopamin) IIl R=H I R=H
IX R = OH (Noradrenalin) X R = OH XI R =OH

Das Verhalten von Noradrenalin (IX) gegeniiber Formaldehyd in einer getrock-
neten Serumalbuminschicht wurde ebenfalls untersucht. In der Schicht hat das
fluoreszierende Produkt, dem mit aller Wahrscheinlichkeit die Struktur XI zuzu-
schreiben ist, gleiche UV.- und Fluoreszenz-Spektren (Fluor. 480 myu, Akt. 410, 320,
280 my) wie II. In Losung ist bei pH 1 das langwellige Absorptionsmaximum bei
345 mu (1T absorbiert hier maximal bei 355 mu), wihrend die Spektren bei pH 6,5
fast identisch sind. An einer Ionenaustauschersiule verhielt sich XI sehr dhnlich
wie II. Beim Eindampfen der salzsauren Losung bei 40° im Vakuum wurde ein Pro-
dukt erhalten, dessen UV.- und Fluoreszenz-Spektren auf eine Isochinolinstruktur
hinweisen, was durch die Labilitat der 4-Hydroxygruppe in XI leicht erklirbar ist,
deren Abspaltung zum 6, 7-Dihydroxyisochinolin fithrt [6].

5) Nur Buckel im Aktivierungsspektrum.
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Das fluoreszierende Produkt aus Adrenalin und Formaldehyd verhielt sich nach
Extraktion in Losung betr. UV.- und Fluoreszenz-Spektren zwischen pH 1 und 7
gleich wie das fluoreszierende Produkt XI aus Noradrenalin. In Analogie zum 6,7-
Dimethoxy-2-methyl-1,2, 3, 4-tetrahydro-isochinolin, welches unter den entsprechen-
den (energischeren) Bedingungen mit Formaldehyd in das quaternire 6, 7-Dimethoxy-
2-methyl-3, 4-dihydro-isochinolinium-Kation iibergeht {1], kann dieses fluoreszierende
Produkt aus Adrenalin mit grosser Wahrscheinlichkeit als XII formuliert werden.

Die bei physiologischem pH in dusserst kurzer Zeit stattfindende Kondensation
von Dopamin und Noradrenalin mit Aldehyden zu Tetrahydro-isochinolinen macht

OH
HO o~ N
Dopamin = ——» () Noradrenalin —> .
(VIIT) + LlHO \KNH (IX) + ?HO HO™ \\/\l/hH
R R
XIII X1V

es wahrscheinlich, dass XIIT und XIV als physiologische oder pathologische nicht-
enzymatische Metabolite von Dopamin resp. Noradrenalin auftreten koénnen, z. B.
R = CH, mit Acetaldehyd [7].

Frl. Ing. G. HoLMBERG und den Herren Ing. G. HALLHAGEN und Ing. G. THIEME méchten
wir fiir dic Mithilfe bei den Versuchen danken. Diese Untersuchung wurde mit der finanziellen
Unterstiitzung des SCHWEDISCHEN MEDIZINISCHEN FORSCHUNGSRATES, der Stiftung KNut und
ALicCE WALLENBERG, der Stiftung zum Andenken an GusTAF und Tyra SVENSSON, sowie des
US. PusLic HEALTH SERVICE (NB 02854-04) ausgefiihrt.

Experimenteller Teil

1. Synthese dev Vergleichssubstanzen. — a) 6,7-Dihydroxy-3,4-dihydro-isochinolin (II): Eine
Losung von 5 g 6,7-Dimethoxy-3,4-dihydro-isochinolin (I) [1] in 40 ml konz. Bromwasserstoff
(48-proz.) wurde 3 Std. in N,-Atmosphirc unter Riickfluss gekocht. Nach dem Eindampfen im
Vakuum wurde der Riickstand aus Athanol-Essigester umbkristallisiert: II-Hydrobromid vom
Smp. 206° (Zers. > 175°). Ausbeute 4,6 g.

CoH,(O,NBr  Ber. C 44,26 H 4,10 Br32,8% Gef. C 44,23 H 4,27 Br327Y%

Dic Base wurde durch Lésen des Hydrobromides in Wasser und Féllen mit Natriumhydrogen-
carbonat crhalten. Aus Mcthanol Smp. ca. 220° (Zers. > 180°).

C,H,O,N  Ber. C 66,24 H556% Gef. C 66,20 H 5,51%

b) 6,7-Dihydvoxy-1,2,3, 4-tetrahydvo-isochinolin (I11): 5,0 g II-Hydrobromid wurden in 50 ml
Wasser unter Eiskiihlung mit 1 g Natriumborhydrid reduziert. Das pH der Lésung wurde durch
Weinsdurczusatz auf 8 gehalten. Die ausgefallene, farblose Base wurde nach 30 Min. abfiltriert,
gewaschen und durch Léscn in 5~ Salzsdure und Eindampfen in das Hydrochlorid iibergefiihrt.
Umbkristallisation aus Wasser-Athanol. Smp. 265° (Lit. [3]: 263°). Dic Substanz hielt beim
Trocknen im Hochvakuum bei 50° 1 Mol. Kristallwasser zuriiek.

C,H,,0,NCLH,0 Ber. C49,21 H6,51 Cl16,1 H,O 8,2%
Gef. ,, 4919 ,, 634 ,, 161 , 8,5%

c) 1-Methyl-6,7-dihydvoxy-3,4-dikydro-isochinolin (V) [5]: Aus IV nach dem unter a) beschrie-
benen Verfahren. Hydrobromid, Smp. 216°.

CyoHp20,NBr  Ber. Br30,96%  Gef. Br 30,809,
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'd) 7-Methyl-6,7-dihydroxy-1,2,3, 4-tetrahydro isochinolin (V I) [4] [5]: Aus V-Hydrobromid wie
unter b) beschrieben. Die ausgefallene Base wurde in das Hydrobromid iibergefithrt, das aus
Methanol-Essigester umkristallisiert wurde. Smp. 193-194° (Lit. [4]: 186-187°).

CioH14ONBr  Ber. Br 30,729,  Gef. Br 30,709,

2. Die Aufnahme dev Spektren und das allgemeine Verfahven zur Herstellung der fluoveszierenden
Produhkte in trockenen Schichlen ist in der 1. Mitteilung [1] beschrieben.

3. Papierchromatographie. Aus den abgekratzten Schichten (siehe [1]) wurden dic Aminc mit
5-10 ml 0,05~ alkoholischer Salzsiure iiber Nacht bei 20° extrahiert. 10-25 yl wurden an WHAT-
MaN-1-Papier aufsteigend chromatographiert. Jedesmal liess man Dopamin sowie authentisches
II und III mitlaufen. Verwendete Systeme: 1. #n-Butanol-Essigsaure-H,O (4:1:5); 2. n-Butanol-
1N HCI (4:1); 3. Benzol-Propionsdure-H,O (20:14:1); 5. Pyridin-H,O (1:1), pH mit Eisessig auf
6 gebracht; 6. #n-Butanol — 1-proz. Ameisensiure (1:2), Papiere mit 0,5 KH,PO, imprégnicrt.

Die Papiere wurden im UV.-Licht auf fluoreszierende Flecke untersucht. Nachher wurde mit
Ferricyanid (0,449, Kaliumferricyanid in 0,2mM Phosphatpuffer, pH 7,8) bespriiht. — IT zcigte
im UV.-Licht hellblaue Fluoreszenz und beim Entwickeln mit Ferricyanid einen gelben Fleck
mit orangem Rand (System 2; bei System 1 rotvioletter Rand). Dopamin gab mit Ferricyanid
cinen rotvioletten, III einen rosa Fleck; beide fluoreszierten im UV.-Licht nicht.

Beim Behandeln von Dopamin-hydrochlorid in einer eingetrockneten Serumalbumin-
Schicht mit Formaldehydgas bei 50° wihrend 10, 20 resp. 30 Min. konnte der Ubergang VIII -
III > I1 papicrchromatographisch direkt festgestellt werden. Nach 10 Min. war der 11 entspre-
chende Fleck noch klein, wiahrend cin grosser Teil des Dopamins schon in III iibergegangen war.
Nach 30 Min. war das Dihydroderivat 11 dominierend, wihrend Dopamin verschwunden war.

4. ITonenaustauscherchvomatographie. 5 mg Dopamin-hydrochlorid in 1 ml 2-proz. wisscriger
Serumalbumin-Lésung wurden auf Glasplatten in diinnen Schichten getrocknet, 20 Min. bei 50°
mit Formaldehydgas behandelt und die Amine nach dem Abkratzen mit 10 ml 0,05~ Salzsiure
iiber Nacht extrahicert. Nach. Zusatz von 20 mg Versen wurde das pH mit fester Pottasche auf 4
gebracht. Dicsc Lésung wurde an einer Sdule (200 X 6 mm) von Dowex 50 W — X 4, 200-400 mesh,
H+-Form, chromatographiert. Es wurde mit 0,5N~, 1~ und 2~ Salzsiurc cluiert, wobei Fraktionen
zu jc 5 ml aufgefangen wurden, deren Extinktionen im UV. bei 280 mu (Dopamin und 1II) und
bei 310 my (IT) direkt gemessen wurden. Mit 1N Salzsdure wurde 1,1 mg III eluiert (Spuren Dop-
amin liessen sich papierchromatographisch nachweisen), wihrend 2N Salzsiure 2,0 mg LI eluierte.

SUMMARY

Catecholamines are readily converted into highly fluorescent products by treat-
ment with formaldehyde gas, under the condition that the reaction takes place in a
dry protein containing layer. The reaction, which has been found to be catalyzed by
some amino-acids and peptides, has been studied by examination of the products
formed especially from dopamine [§-(3,4-dihydroxyphenyl)-ethylamine] in serum
albumin layers.

In a first step dopamine condenses with formaldehyde to 6,7-dihydroxy-1,2,3,4-
tetrahydro-isoquinoline. This condensation occurs very readily under the mild con-
ditions used. The tetrahydro-isoquinoline is then converted to 6,7-dihydroxy-3,4-
dihydro-isoquinoline which shows an intense fluorescence in the solid state, but no
or weak fluorescence in solution. In a protein layer this dihydro-isoquinoline exists
predominantly in a quinoidal form which has a strong absorption at 390 my and seems
to be responsible for the fluorescence.

Biokemiska laboratoriet AB HassLg, Géteborg, und
Histologiska avdelningen, Karolinska Institutet, Stockholm
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Errata

Helv. 46, 1514 (1963), Abhandlung Nr. 167 von D. FELIX, A. MELERA, J. SEIBL &
E. sz. KovATs; Die Bezeichnung unter Formel IV (falsch: B: trans-(2R, 5R), A : cis-
(2R, 5S)) heisst richtig: A : trans-(2R, 5R), B: cis-(2R, 5S). — Ibid. S. 1522: 20. Zeile
(falsch: III D: (—)-(2R?, 5?)) heisst es richtig: III1 D: (+)-(2R?, 5?). - Ibid. 5. 1527:
Tab. 2, Kol 3 sind alle abs. Konfigurationen am Kohlenstoffatom 5 falsch angegeben;
es heisst richtig (von oben nach unten gelesen): -, 52, 5?7, 5R, 5S, BR, 58, 5R,
58, 5R, 58, —, -, -, —, 5S.
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