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Das natiirliche Vorkommen von Histamin im tierischen Gewebe ist
durch die Ergebnisse einer groBeren Anzahl von Arbeiten! gesichert, in
denen es gelang, das Amin aus den verschiedensten Organen zu isolieren.
Als eine der wichtigsten Untersuchungen sei die von Best, Dale, Dudley
und Thorpe? genannt, in der unter anderem gefunden wurde, daB das
Lungengewebe ganz besonders histaminreich ist. Die Muttersubstanz des
Organhistamins ist vermutlich das Histidin.

Wir kennen bisher 2 Moglichkeiten einer Histaminentstehung aus
Histidin durch Faktoren, die auch unter physiologischen Bedingungen von
Bedeutung sein kénnten: 1. die bakterielle Decarboxylierung der Amino-
siure, die D. Ackermann® entdeckte, und 2. die Umwandlung von
Histidin in Histamin durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht, die von
T. Ellinger? sowie von P. Holtz® untersucht wurde. Es ist jedoch un-
wahrscheinlich, daf das Gewebshistamin auf einem dieser beiden Wege
entstanden ist. Zum mindesten scheint auch das Gewebe selbst zur
Histaminbildung befihigt zu sein, wie z. B. aus einer kiirzlich versffent-
lichten Arbeit von Bloch und Pindsch® hervorgeht, in der gezeigt wird,
daB der Histamingehalt der Meerschweinchenlunge nach subcutaner In-
jektion von Histidin fast auf das Doppelte ansteigt. Die fiir eine Histamin-
bildung im Gewebe maBgeblichen Faktoren sind aber unbekannt. | Wir
haben®, wie I. H. Gaddum? in seiner Monographie iiber gefdBlerweiternde
Stoffe der Gewebe sagt, , keinen direkten Beweis fiir irgendeinen Vorgang,
durch welchen Histamin in den Geweben neu gebildet werden kénnte.”

* Ausgefiithrt mit Unterstiitzung der Gesellschatt von Freunden und Férderern
der Universitit Greifswald und der Deutschen Forschungsgemeinschaft.

1 Ubersicht siehe bei Best, C. H. u. E. W. M¢ Henry: , Histamin®, Physiol.
Rev. 11, 371 (1931). — 2 Best, C. H., H. H. Dale, H. W. Dudley u. W.V,
Thorpe: J. of Physiol. 62, 397 (1927\. — 2 Ackermann, D.: Z. physiol. Chem. 65,
504 (1910). — * Ellinger, F.: Naunyn-Schmiedebergs Arch. 136, 129 (1928). —
5 Holtz, P.: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 226, 573 (1931); Naunyn-Schmiede-
bergs Arch. 175, 97 (1934). — °® Bloch, W. u. H. Pinésch: Z. physiol. Chem.
239, 236 (1936). — 7 Gaddum, I H.: GefaBerweiternde Stoffe der Gewebe.
8. 46. Leipzig, G. Thieme, 1936.
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Die vorliegende Arbeit weist einen solchen Vorgang auf, indem sie
zeigt, daB das Vitamin C und eine Reihe von Sulfhydrylkérpern bei der
Einwirkung auf Histidin einen Teil der Aminoséure in das Amin iiberfithren.

Yersuchsergebnisse.
Methodik.

Die Versuche wurden in groBen Reagensglasern angesetzt. In die Glaser wurden
verschieden konzentrierte wisserige Losungen von Histidinmonochlorhydrat
(Hoffmann-La Roche, Th. Schuchardt, Frinkel & Landau) und Ascorbinsiure *
bzw. Thioglykolsidure, Cystein, Glutathion eingefiillt. Das Gesamtfliissigkeits-
volumen betrug im allgemeinen 10 cem. Die Histidinkonzentration war meistens
1—2%ig, die Konzentration der Ascorbinsiure und § H- Verbindungen 0,25—0,5 %ig.
Die Losungen wurden mit n/1 NaOH neutraligiert und nach der Einfiillung in die
Versuchsgliser einige Minuten lang mit Sauerstoff durchstromt. Die Versuchs-
gléser blieben dann 6—24 Stunden in einem Wasserbad von etwa 40°. In anderen
Versuchen wurden die Losungen wihrend der Versuchszeit mit einem langsamen
Sauerstoffstrom durchperlt. — Durch die Oxydation der Ascorbinsiure wird das
pr der Losungen etwas nach der sauren Seite hin verschoben. Vor Anstellung der
biologischen Versuche wurde deshalb wiederum mit Na O H lackmusneutral gemacht.

Der biologische Nachweis des Histamins erfolgte im Blutdruckversuch an
der Katze in Urethan- oder Pernoctonnarkose. Die Auswertung wurde gegen eine
Losung von Histamin-dichlorhydrat (Frankel & Landau) vorgenommen,

1. Histaminbildung aus Histidin durch Ascorbinsiiure und Thioglykolsiiure,
Cystein, SH-Glutathion.

Schon wenige Minuten nach der Durchstromung mit Sauerstoff tritt
in den Losungen, die Histidin und Ascorbinsiure enthalten, eine sichthare
Verinderung auf. Sie nehmen einen gelben Farbton an, der im Verlauf
mehrerer Stunden in ein tiefes Braunschwarz iibergeht. Die Ansitze mit
SH-Verbindungen verfirben sich weit weniger stark als die ascorbinséure-
haltigen Proben; es werden jedoch auch hier, besonders bei Versuchen mit
Thioglykolsdure, nach 12—24stiindiger Sauerstoffdurchleitung die Lé-
sungen deutlich braun. Kontrollésungen die nur Histidin oder nur Ascorbin-
saure bzw. Sulfhydrylkérper enthalten, bleiben farblos, ebenso solche
Losungen, die zwar Histidin und Ascorbinsiure oder SH-Substanzen ent-
halten, aber statt in Sauerstoff- in Stickstoffatmosphire gehalten wurden.

Im Gegensatz zu den in Stickstoffatmosphire gehaltenen Ansitzen
sind die mit Sauerstoff durchstrémten Losungen pharmakologisch wirksam.
Im Blutdruckversuch an der Katze wirken sie wie Histamin. Die intra-
vendse Injektion von 1—2cem ruft eine deutliche Blutdrucksenkung
hervor. Es ist daher wahrscheinlich, daB bei Gegenwart von
Sauerstoff ein Teil des Histidins unter dem EinfluB von
Ascorbinsiure und Sulfhydrylkérpern in Histamin um-
gewandelt wird.

. * Fir die Uberlassung groBerer Méngen Ascorbinsiure sprechen wir der
Firma E. Merck unseren besten Dank aus.
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Die Abb.1A zeigt das Ergebnis eines Versuchs mit Ascorbinsiure.
In dem Versuch der Abb. 1B hatte unter sonst gleichen Versuchsbedin-
gungen anstatt Ascorbinsiure Cystein auf Histidin eingewirkt.

Das von Hoffmann-La Roche hergestellte Histidinmonochlorhydrat enthilt
geringfiigige Mengen Histamin, die sich jedoch insbesondere bei dem Nachweis
der sehr kleinen Histaminmengen, die unter der Einwirkung von Ascorbinséure bei
Sauerstotigegenwart neu entstehen, als stérend erweisen, da auch die in Stickstoff-
atmosphire gehaltenen Kontrollésungen dann eine Blutdrucksenkung veranlassen.
Fiir die meisten Versuche wurde deshalb das von Th. Schuchardt gelieferte Histidin
benutzt, das sich im Blutdruckversuch als praktisch histaminfrei erwies.

Abb. 1. Histaminbildung durch Ascorbinsidure und Cystein.

Katze, Pernoctonnarkose. Blutdruck in der art. fem.

A. Ascorbinsiure-1-Histidin. In 10cem aqua dest. 100 mg Histidinmonochlorhydrat (Th.
Schuchardt) + 25 mg Ascorbinsiiure. 12 Stunden O,-Durchstromung bzw. in N.-Atmosphire ge-
halten. Temperatur 40°% 1 = 1cecm der in N, gehaltenen Ldsung, 2 = 1 cem der mit O, dureh-
stromten Losung.

B. Cystein-1-Histidin, In 10 cem aqua dest. 100 mg Histidinmonochlorhydrat (Th. Schuchardt)
4 25 mg Cysteinhydrochlorid. 12 Stunden Og-Durchstrémung hbzw. in_ N,-Atmosphiire gchalten,
Temperatur 40°. 1 = 1 ccm der in N, gehaltenen Tosung, 2 = 1 ccm der mit O, durchstromten
Losung.

Abb. 2. Histaminbildung durch Thioglykolsdure.
Katze. Pernoctonnarkose. Blutdruck in der art. fem. In 10 cem aqua dest. 200 mg I-Histidinmonochlor-
hydrat. (Hoffmann-La Roche) + 25 mg Thioglykolsidure. 10 Stunden O,-Durchstromung bzw. in
N ,-Atmosphiire gehalten. Temperatur 40°. 1 = 2 cem der in N, gehaltenen Losung, 2 = 2 cemn der mit,
0, durchstromten Losung, 8 = 2 cem der in N, gehaltenen Losung mit einem Zusabz von 20 mg Me-
thylenblau.

Die Abb. 2 entspricht einem Versuch mit Thioglykolsaure und Histidin,
das von Hoffmann-La Roche bezogen worden war. Man sieht, wie hier
auch schon die Tnjektion der in Stickstoffatmosphire gehaltenen Losung
blutdrucksenkend wirkt. Trotzdem kommt auch in diesem Versuch
deutlich zum Ausdruck, dafl in den oxydierten Losungen blutdrucksenkende
Substanz neu entstanden ist. — In einem Versuch mit SH-Glutathion
wurde das gleiche Ergebnis erhalten wie in den Versuchen mit Cystein und

Thioglykolsiure.
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Bei der Binwirkung von SH-Korpern auf Histidin bildet sich mehr
Histamin als bei der Einwirkung von Ascorbinsiure. Im Versuch der
Abb. 3 wird die Wirkung der Ascorbinséiure mit derjenigen des Cysteins
verglichen und die Wirkung des letzteren gegen Histamin ausgewertet.
2cem der Cystein-Histidinlosung entsprechen ungefihr 4y Histamin,
so dafl in dem Gesamtansatz, der in 10 cem aqua dest. 200 mg Histidin-

Abb. 8. Vergleich der Wirksamkeit
von Ascorbinsiure und Cystein.
Auswertung.

Katze. Pernoctonnarkose. Blutdruck in
der art. fem. In 16cem agua dest. 100 mg
1-Histidinmonochlothydrat  (Th. Schu-
chardt) 4- 25 mg Ascorbinsiure bzw.
Cysteinhydrochlorid. 8 Stunden O,-Durch-
stromung bei 40°. 1 = 2 cem Ascorbin-
sdure-Histidin, 2 = 2 cem Cystein-Histi«
din, 3 = 4y Histamin (als freie. Base
aus Histamin-dichlorhydrat berechnet).

monochlorhydrat und 25 mg Cystein-chlorhydrat enthielt, 20 y Histamin
entstanden sind. ‘
II. Optische Spezifitiit.

Die bisherigen Versuche wurden mit 1-Histidin ausgefiihrt. In der
Abb. 4 ist ein Versuch dargestellt, der die Wirkung der Ascorbinsiure auf
die racemische Form des Histidins erldutert. Die d-Form stand uns bisher
nicht zur Verfiigung. Aber auch so kommen die Unterschiede deutlich

Abb.4. Histaminbildung aus 1- u. d- 1-Histidin.

Katze. Pernoctonnarkose. Blutdruck in der art. fem.
In 10 ccm aqua dest. 100 mg l-Histidinmonochlor-
hydrat (Th. Schuchardt) bzw. d- 1-Histidinmonochlor-
hydrat (Frinkel & Landau) + 25 mg Ascorbinsdure.
8 Stunden O,-Durchstrémung bzw. in N,-Atmosphiire
gehalten. Temperatur 40°. 1 = 1 ccm Ascorbinsgure-
1-Histidin (in N,), 2 == 1 cem Ascorbinsiure-1-Histi-
din (in O,), 3 = 1cem Ascorbinsiure-d-l1-Histidin
(in N,), 4 = 1 ccm Ascorbinsiure-d-1-Histidin (in 0,).

zum Ausdruck. Die Ansitze mit der d-1-Form des Histidins sind viel wirk-
samer als die mit -Histidin. Die Ascorbinsdure wandelt die d-Form
leichter in Histamin um als die natiirlich vorkommende
I-Form. Die Einwirkung der Ascorbinsiure auf Histidin besitzt demnach
eine gewisse optische Spezifitit, was vielleicht in Anbetracht dessen, daf3
beide Reaktionsteilnehmer optisch aktive Substanzen sind, von vorn-
herein zu erwarten war. .

Dementsprechend wird diese optische Spezifitit bei der Einwirkung
der optisch inaktiven Thioglykolsdure auf Histidin nicht beobachtet. Das
geht besonders deutlich aus einem Versuch hervor, der die Wirkung der
Ascorbinséiure und Thioglykolssure auf 1- und d-1-Histidin nebenein-
anderstellt (Abb. 5). Wihrend die Thioglykolsdure ebenso wie die anderen
SH-Korper aus 1-Histidin mehr Histamin machen als die Ascorbinsiure,
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Abb. 5. Wirkung von Ascorbinsiure und
Thioglykolsdure auf 1- und d-1-Histidin.

Katze. Pernoctonnarkose. Blutdruck in der art.
fem. In 10 ccm aqua dest. 100 mg 1- bzw. d-
1-Histidin + 25 mg Ascorbinsiiure bzw. Thio-
glykolsiure. 15 Stunden O,-Durchstrémung
bei 40°. 1 = 2 cem Thioglykolsdure-d-1-Histidin,
2 = 2ccm Ascorbinséure-d-1-Histidin, 3 = 2 ecm
Ascorbinsdure-1-Histidin, 4 = 2 ccm Thioglykol-
siure-1-Histidin.

findet sich im Versuch mit d-1-Histidin das Umgekehrte; aus d-
I-Histidin bildet die Ascorbinsdure mehr Histamin als die Thioglykolséure.

III. Desaminierung von Histidin durch Aseorbinsiure,

Da die Histaminmengen, die bei der Einwirkung von Ascorbinsdure
oder SH-Verbindungen auf Histidin entstehen, nur sehr klein sind und
andererseits in den Lésungen besonders bei der Reaktion zwischen Ascorbin-
sdure und Histidin eine starke Verfirbung auftritt, ist es wahrscheinlich,
dall die zur Entstehung von Histamin fithrende Decarboxylierung des
Histidins nicht der einzige chemische Vorgang ist, der durch die Ascorbin-
sdure ausgelost wird. Wir haben untersucht, ob neben der Decarboxy-
lierung auch eine Desaminierung stattfindet.

Methodisches. Histidin-Ascorbinsiurelésungen wurden nach der Neutra-
lisation mit Na O H einige Minuten mit Sauerstoff durchstrémt und dann 24 Stunden
im Wasserthermostaten bei 40° gehalten. Die Ammoniakbestimmung wurde in der
Apparatur von Parnass und Wagner vorgenommen: Nach Hinzufigen einiger
cem 10 9piger KOH wurden die Losungen der Wasserdampfdestillation unterworfen.
Das Destillat wurde in vorgelegter n/100 HCI aufgefangen, die nicht verbrauchte
Sdure mit n/100 NaOH gzuriicktitriert. Als Indikator benutzten wir eine 19%jige
alkoholische Lissung von Neutralrot.

Nach 24stiindiger Einwirkung von 50 mg Ascorbinsiure auf 200 mg
Histidin-Monochlorhydrat werden durch das bet der Wasserdampf-
destillation iibergehende Ammoniak 8,7 ccm n/100 HCl verbraucht. Das
entspricht einer Ammoniakmenge von 1,48 mg.

Die Verfirbung der Histidin-Ascorbinsiurelosungen macht es wahr-
scheinlich, dafi die Wirkung der Ascorbinsdure sich nicht nur an der Seiten-
kette des Histidinmolekiils abspielt, sondern dal} bei einem Teil der Histidin-
molekiile auch der Imidazolring in die Reaktion mit hineingezogen wird.
Bel einer quantitativen Desaminierung der Seitenkette wiirde ein Millimol
Histidinmonochlorhydrat = 190 mg eine Ammoniakmenge von 17 mg
liefern. Da in unseren Versuchen aus 200 mg Histidinmonochlorhydrat
nur ungeféhr 1/, dieser Ammoniakmenge entsteht, so ist es nicht moglich,
aus den bisherigen Versuchsergebnissen eine Mitbeteiligung des Imidazol-
ringes mit Sicherheit abzuleiten™.

* Uber den Mechanismus des Histidinabbaues durch Ascorbinsiure und Be-
ziehungen zur Wirkung des von Edlbacher entdeckten Histidaseferments der
Leber wird zusammen mit G. Triem in der Z. f. physiol. Chem. ausfithrlich berichtet
werden.
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IV. Reaktionsmechanismus.

Eine Erérterung des Reaktionsmechanismus, welcher der Einwirkung
der Ascorbinsiure und der SH-Korper auf Histidin zugrunde liegt, geht
zweckmifBig von den allgemeinen Vorstellungen iiber den Aminosiure-
abbau im Organismus aus. Als Hauptweg des Aminosidureabbaunes wird
inshesondere nach den Untersuchungen von O. Neubauer die oxydative
Desaminierung angesehen. Der Primérvorgang bei dieser Reaktion besteht
wahrscheinlich in einer Dehydrierung der Aminoséiure (I), wodurch sich die
entsprechende Iminosaure (II) bildet. Der weitere Abbauweg fithrt dann
unter Hydrolyse und Desaminierung zur Ketonsiure (III), die schlieBlich
durch Decarboxylierung in den Aldehyd (IV) iibergeht.

1 II III v

R.CH-COOH-—"2, R. |('3 COOH+§2—>R ¢c-coon =% r.cHO.
Il

llT H, NH
H. Wieland und A. Bergel® halten es jedoch auf Grund von Modell-
versuchen fiir moglich, daf die Stufenfolge, die dem oben beschriebenen
Abbauweg zugrunde liegt, eine andere ist, daB insbesondere die De-
carboxylierung nicht erst auf die hydrolytische Desaminierung folgt,
sondern ihr vorausgeht. Sie stiitzen diese Auffassung unter anderem da-
durch, daB sie auf die sehr leicht spontan erfolgende Abspaltung von
Kohlensgure aus Iminocarbonsguren hinweisen. Der erste Schritt auf dem
Abbauweg der Aminoséuren (I) wire damit die Dehydrierung zur Imino-
carbonséure (II), der zweite die Decarboxylierung der Iminocarbonséure
zum Imin (III). Im allgemeinen wird sich jetzt Hydrolyse und Des-
aminierung (IV) anschlieBen und zur Entstehung des Aldehyds fithren.
Wiirde aber nach Vollzug des zweiten Schrittes, d. h. nach stattgefundener
Decarboxylierung der Iminocarbonséure, der erste Schritt, nimlich die
Dehydrierung, wieder riickgéngig gemacht, (V) so wiirde das zur Ent-
stehung des der Aminoséure entsprechenden Amins fiihren.

v
R-CHO
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So wie die Dehydrierung der Aminosiure bei Anwesenheit geeigneter
Wasserstoffakzeptoren erfolgt, so kénnte das Riickgingigmachen dieses
Schrittes durch die Anwesenheit geeigneter Wasserstoffdonatoren
bewerkstelligt werden. Beide Funktionen konnen anscheinend durch
Ascorbinséure und die untersuchten Sulfhydrylkérper ausgeiibt werden.
Den Wirkungsablauf der Gesamtreaktion konnte man sich daher am
Beispiel der Ascorbinsiure folgendermafien vorstellen: Ein Teil der in

8 Wieland, H. u. A. Bergel: Liebigs Ann. 439, 196 (1924).
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der Reduktionsform zugesetzten Ascorbinsiure geht unter dem Einfluf$l
des Luftsauerstoffs in die erste Oxydationsform iiber. Diese wirkt jetzt
als ‘Wasserstoffakzeptor und dehydriert Histidin zur Iminocarbonsiure.
Das durch CO,-Abspaltung aus dieser entstehende Imin wird nunmehr
von den noch in der Reduktionsform vorliegenden Ascorbinsiureanteilen
zu Histamin hydriert,

Der erdrterte Reaktionsmechanismus wiirde verstindlich machen,
daB unter dem HinfluBl von Cystein oder Thioglykolsdure mehr Histamin
aus Histidin enfsteht als bet der Einwirkung von Ascorbinsiure. Denn das
primére Oxydationsprodukt der Ascorbinsdure, dem die Einleitung des
ersten, zur Histaminbildung fiihrenden Schrittes, der Dehydrierung des
Histidins, zuféllt, ist sehr labil und wird sehr bald zu irreversiblen Oxy-
dationsstufen umgewandelt, wihrend die ersten Oxydationsprodukte des
Cysteins und der Thioglykolsdure, das Cystin und die Dithioglykolsiure,
stabile Substanzen sind.

Wir haben nachzuweisen versucht, da unter den von uns angewandten
Versuchsbedingungen tatsidchlich eine Dehydrierung von Histidin statt-
findet.

Methodisches. Die Versuche wurden mit der Warburg-Apparatur bei
37° gemacht. Die Atmungstrige enthielten 0,5 cem m/2 Kaliumphosphat vom
pa 7,4, im Finsatz 0,2 cem 109%ige KOH. Wechselnde Mengen Ascorbinsiure,
Cystein oder Thioglykolsiure in wiisseriger Lisung wurden verschieden konzen-
trierten Liosungen von Histidinmonochlorhydrat zugesetzt. Alle Lisungen waren
lackmusneutral. Das Gesamtfliissigkeitsvolumen betrug im allgereinen 2,5 cem.

Die Tabelle 1 zeigt das Ergebnis einiger Versuche. Der Eigenverbrauch
des Histidins an Sauerstoff, der meistens unmeBbar klein war, ist bei den
Zahlenwerten der Tabelle schon in Abzug gebracht. — Die Anwesenheit
von Histidin erhoht in allen Fallen den Sauerstoffverbrauch, der auf die
Eigenoxydation der Ascorbinsidure bzw. der SH-Verbindung zuriickzu-
fithren ist. Die Erhohung des Sauerstoffverbrauchs konnte der Ausdruck
fiir eine stattgefundene Dehydrierung des Histidins sein. Wenn sie auch
gering ist, so wiirde sie doch genfigen, um die Entstehung der in Frage
kommenden Histaminmengen zu erkliren.

Wir finden z B. (vgl. Abb. 3), daB bei der inwirkung von 25 mg Cystein
auf 100 mg Histidinmonochlorhydrat in 10 cem aqua dest. 2 cem der Lésung die
Wirksamkeit von 4y Histamin besitzen. Aus 200 mg Histidin haben sich also
20y Histamin gebildet. Da theoretisch aus 200 mg Histidinmonochlorhydrat
ungefihr 115 mg Histamin entstehen kénnten, ist in Wirklichkeit nur wenig mehr
als 1/56000 der theoretisch moglichen Menge entstanden. — Beim Ubergang von
1 Millimol Histidinmonochlorhydrat (190 mg) in 1 Millimol Histamin (110 mg)
miiten 2 mg Wasserstoff abgegeben werden. Da aus 1 Millimol Histidin aber nur
ungefahr 1/5000 Millimol Histamin (20 y) entsteht, so wiirde hierzu die Abspaltung
von nur 0,4y H, geniigen. 0,4y H, = 3,2y O, = 2,24 ccm O,. Die Entstehung
der gefundenen Histaminmengen erfordert demnach nur eine Dehydrierung, der
ein Sauerstoffmehrverbrauch von etwas mehr als 2 com Sauerstoff entsprechen
wiirde. Der in den Versuchen der Tabelle 1 gemessene Sauerstoffmehrverbrauch
ist demgegeniiber weit grofler. Aber das erklirt sich vermutlich auf Grund folgender
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Uberlegung. Die durch Dehydrierung des Histamins zunéchst entstehende Imino-
sdure wird wohl nur zum Teil unter Decarboxylierung in das Imin iibergehen, ein
anderer Teil wird wahrscheinlich nicht decarboxyliert, sondern gleich desaminiert
und entgeht damit der Umwandlung in Histamin. Auch das entstandene Imin
wird vielleicht nur in geringem Umfang durch die noch in der Reduktionsform vor-
liegende Ascorbinséiure oder SH-Substanz zum Amin hydriert. Auf diese Weise
tritt die Dehydrierung des Histidins nur zu einem sehr kleinen Teil in Form von
Histamin in Erscheinung.

Tabelle 1.
Dehydrierung von Histidin durch Ascorbinsidure und SH-Kérper.

Warburg-Apparatur. In den AtmungsgefdBen 0,5 com m/2 Kaliumphosphat, pg 7,4.

Im Einsatz 0,2 cem 109%ige KOH. Das ,,Versuchsmaterial* wurde, in 1,5—2,0 ccm

aqu. dest. gelost, zugegeben. Temperatur 38. — Kontrollen mit Histidin allein

verbrauchten im allgemeinen keine mefibaren O,-Mengen. Anderenfalls wurden sie
in Abzug gebracht.

Versuchsmaterial cmm Oy | Vel‘Si‘llllcléigfﬂler
Etwa 1 mg Ascorbinsiure. . . . . . . . 170 } 5
s 1 4 ” + 25 mg Histidin 195
1 . 153
» » B e e e e e 4
Sl , +380°, ", 239 || 4h
i . 199
» ” L 2 T S TR SR R S 6
S » +50 , 223 }
n 2 w e e e e 305 } 8
»n 2 n » + 50 ” " 367
2,5 . . - 459
n »n ” . . . . 71
. 25, . 450, s || T
2 Cysteim . . . . . . .. 63 q
S22, s (| %
. 2, s e e e e e 74 i
”n 2 ” ”n + 30 » n 94 i
» 25, Thioglykolsgure . . . . . . . 143 } 5
” 2’5 n » + 20 » ” 165

Aus dem Ergebnis der Dehydrierungsversuche darf gefolgert werden,
daB unter den von uns gewihlten Versuchsbedingungen eine Dehydrierung
von Histidin in einem Ausmafl erfolgt, das ausreichend ist, um die Ent-
stehung der gefundenen Histaminmengen zu erkliren.

Wenn die Dehydrierung der Aminosiure, wie in dem aufgestellten
Reaktionsschema angenommen, auf der dehydrierenden Wirkung der
primiren Oxydationsprodukte der Ascorbinsiure und der SH-Sub-
stanzen beruhte, so muflte sie sich auch in Versuchen unter Sauerstoff-
abschluB nachweisen lassen, wenn man den Sauerstoff durch andere
Wasserstoffakzeptoren wie z. B. Methylenblau ersetzte. Das ist aber nicht
der Fall. Im System Cystein—Histidin—Methylenblau oder Thioglykolséure
— Histidin—Methylenblau wird nicht mehr Farbstoff zur Leukobase redu-
ziert als in den entsprechenden histidinfreien Ansétzen. Das miiBte aber der
Fall sein, wenn die durch Methylenblau aus den S H-Kdrpern entstandenen
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Disulfidformen einen Teil des Histidins dehydriert hitten und dabei selbst
wieder in die Reduktionsform iibergefithrt worden wiren. Auflerdem hitte
dann die Reaktion in der Art einer katalytischen Reaktion verlaufen miissen,
d. h. kleine Mengen Ascorbinsiure oder SH-Substanz hitten grofe Mengen
Histidin umsetzen miissen. Das trifft aber nicht zu, wie aus den sehr
kleinen entstehenden Histaminmengen und der geringfiigigen Desaminierung
hervorgeht. — Dementsprechend findet in den unter Sauerstoffabschluf
untersuchten Systemen auch keine Histaminbildung statt, da der hierfiir
erforderliche erste Schritt, die' Dehydrierung, nicht ausgefiihrt werden
kann (vgl. Abb.1I, 3).

Die zur Entstehung von Histamin fithrende Dehydrierung von Histidin,
die unter der Einwirkung von Ascorbinsiure und SH-Verbindungen bei
Sauerstoffgegenwart stattfindet, kann deshalb nicht von den priméren
Oxydationsprodukten dieser Substanzen ausgeiibt werden. Sie muB viel-
mehr auf der Wirkung kriftigerer Oxydationsmittel beruhen. Als solche
kéimen Wassersuperoxyd oder peroxydartige Zwischenprodukte
in Frage. In noch nicht versffentlichten Versuchen mit G. Triem konnten
wir denn auch durch eine mit Luminol (3-Aminophthalsiurehydrazid-
chlorhydrat) auftretende starke Lumineszenz zeigen; dafl bei der Oxydation
von Ascorbinsiure, Cystein und Thioglykolsdure Peroxyde entstehen*.

Es ist daher anzunehmen, dafll die Dehydrierung der
Seitenkette des Histidins durch peroxydartige Zwischen-
produkte erfolgt, die sich bei der Oxydation der Ascorbin-
sidure und SH-Kérper bilden.

Schon O.Meyerhof? hat bei seinen Untersuchungen iiber die oxydations-
katalytische Wirkung von SH-Verbindungen auf ungeséttigte Fettsduren das
intermediéire Entstehen von Peroxyden in Frwigung gezogen, ohne allerdings einen
Beweis fiir ihre Existenz zu erbringen. Tr stellt sich vor, daBl peroxydartige Ver-

0—o0

!

bindungen von der allgemeinen Formel R - SH HS « R die Sauerstoffiibertragung
auf die ungesittigte Fettsdure iibernehmen und dabei selbst wieder zum Ausgangs-
produkt 2 - R - SH regeneriert wiirden. Hierdurch wire verstindlich geworden,
daB kleine Mengen SH-Substanz geniigen, um eine grofie Menge Substrat um-
zusetzen, erkennbar an einer Steigerung des Sauerstoffverbrauches, der den zur
Tigenoxydation des Katalysators benstigten um ein Vielfaches iibertrifft. Ahnliche
Verhaltnisse dirften wohl der oxydationsbeschleunigenden Wirkung der Ascorbin-
sdure auf ungesittigte Fettsiuren® zugrunde liegen, wenn auch sowohl hier als
bei den von Meyerhof untersuchten Systemen ein anderer Mechanismus mit in
Betracht gezogen werden muf, die besonders von Franke ! bei einer groBeren
Anzahl von Katalysatoren der Fettsdureoxydation erdrterte Auslosung von Ketten-
reaktionen durch die bei der Oxydation des Katalysators freiwerdende FEnergie.

Die Reaktion, welche der Dehydrierung des Histidins durch Ascorbinsdure
oder SH-Korper zugrunde liegt, unterscheidet sich darin grundséitzlich von der-
jenigen zwischen ungesittigten Fettsiuren und Ascorbinsdure bzw. SH-Verbin-

* UJber diese Versuche wird in anderem Zusammenhang mit G. Triem in der
Z. 1. physiol. Chem. ausfiihrlich berichtet.

9Meyerhof, O.: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 199, 531 (1923). — 10 Holtz,
P.: Naunyn-Schmiedebergs Arch. 182, 98 (1936). — * Franke, W.: Ann. d.
Chem. 498, 129 (1932).
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dungen, dafl der bei der Einwirkung des ,,Katalysators* auf Histidin gemessene
Mehrverbrauch an Sauerstoff sehr klein ist und nur einen Bruchteil der zur Eigen-
oxydation des ,,Katalysators'* erforderlichen Sauerstoffmenge ausmacht. Das-
selbe trifft zu fiir die oxydationsbeschleunigende Wirkung der Ascorbinsiure auf
Zucker, iiber die vor kurzem berichtet wurde!?. Der wesentliche Unterschied
zwischen der Oxydation von ungesittigten Fettsduren einerseits und von Histidin
und Zucker andererseits besteht darin, dafl die Oxydation im ersteren Fall in einer
echten Ubertragung von Sauerstoff auf das Fettsduremolekiil, im letzteren
Fall in einem Entzug von Wasserstoff, in einer Dehydrierung besteht. Es
scheint, daB in beiden Fallen die Riickwirkung auf den Katalysator selbst eine andere
ist. Gibt das bei der Eigenoxydation des Katalysators intermediir gebildete Per-
oxyd Sauerstoff an das Substrat ab, wie z. B.im System Cystein—ungeséttigte Fett-
siure, so kann sich die peroxydartige Zwischenstufe iiber lange Zeit immer wieder
zum Ausgangsprodukt, der Reduktionsform des Katalysators, regenerieren:

0—0
Lo
R-8.-H H--8:R—0y — R-SH+R-SH.

Wirkt das Peroxyd jedoch dehydrierend, wie im Fall des Histidins und des
Zuckers, so entsteht Wasserstoffsuperoxyd, das nun seinerseits den Katalysator
irreversibel oxydiert.

(l)—o
I
R-S--H H---S:R+Hy—> R-SH+R-SH+H,-0;— R-8—8§-R + 2H,0.

Der Reaktionsverlauf, der zur Histaminbildung fiihrt, kénnte somit
zum Beispiel fiir das System Histidin—Sulfhydrylkorper folgendermaBen
formuliert werden: Die Reduktionsform der SH-Verbindung (I) bildet
unter dem EinfluB des Luftsauerstoffs ein peroxydartiges Zwischen-
produkt (II), das die Dehydrierung des Histidins (IIT) zur Iminosiure (IV)
iibernimmt. Hierbei wird das Peroxyd in die Ausgangsform, nimlich die
SH-Verbindung (V) zuriickverwandelt. Das gleichzeitig entstandene
Wasserstoffsuperoxyd (VI) aber oxydiert diese zur Disulfidform (VITI) und
beseitigt sie damit aus dem Reaktionssystem. Im weiteren Verlauf kommt
es jetzt, wie schon erdrtert, zu einer Spontandecarboxylierung der Imino-
siure (IV) zum Imin. (VII), das dann durch die noch in der Reduktions-
form vorliegenden Cysteinanteile (IX) zu Histamin (X) hydriert wird.

I i T v
0“0 . m - CH,- (Izsji'_i';'COOH . CHQ-C|—COOH
- il | :
2.R.8HY2, R.§..H H..8.-R—X LI AN NH
v VI
2R.SH+H,-0,
VII IX X
—co, CH—CH ,,5.gn ——CHy-CH,
o [ [, s [T
NH NH,
— | vm

R-S—S-R+2-H,0.
12 Holtz, P.: Naunyn-Schmiedebergs Arch. 182, 109 (1936).
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Bemerkungen zu den Versuchsergebnissen.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daf unter dem EinfluB von
Redoxsystemen, wie sie von der Ascorbinsdure und einer - Anzahl
schwefelhaltiger Verbindungen gebildet werden, aus der Aminosiure
Histidin kleine Mengen Histamin entstehen. Die Histaminbildung war
besonders deutlich, wenn die schwefelhaltigen Redoxsysteme auf Histidin
einwirkten, Diese sind ausgezeichnet durch ein stark negatives Redox-
potential und besitzen dementsprechend eine hohe Reduktionskraft. Wir
haben uns die Frage vorgelegt, ob Redoxsystemen mit stark negativem
Redoxpotential bei der Histaminbildung im Organismus eine physio-
logische Bedeutung zukommen kénnte.

Bei der Erorterung des Reaktionsmechanismus, nach dem die Um-
wandlung der Aminosgure in das Amin vermutlich erfolgt, haben wir als
die beiden wesentlichen Schritte die Dehydrierung der Aminosiure
und die Hydrierung des Imins herausgestellt. — Die Dehydrierung erfolgt
in unseren Versuchen mit Ascorbinsiure und Thiokérpern nur bei Sauer-
stoffgegenwart. Wir haben wahrscheinlich gemacht, dall sie von peroxyd-
artigen Zwischenprodukten, die bei der Oxydation von Ascorbinsidure
oder SH-Substanzen entstehen, ausgeiibt wird. Wenn auch der Annahme
nichts im Wege steht, dafl solche peroxydartigen Zwischenprodukte sich
im intermediiren Stoffwechsel bilden, so verfiigt der Organismus doch
iiber dehydrierende Fermente, die wahrscheinlich auch unter anaeroben
Bedingungen Aminosiuren anzugreifen vermogen. Die wichtigsten Organe
hierfiir sind Leber und Niere. Nachdem Meyerhof*® gefunden hatte, dal}
eine ganze Reihe von Aminosiuren durch Lebergewebe desaminiert wird,
wies Krebs nach, daBl die Leber in threr Wirksamkeit durch die Niere
noch iibertroffen wird, und daf auch zellfreie Nierenextrakte desaminierend
wirken, wobei es unter Sauerstoffaufnahme zur Bildung der entsprechenden
Ketonsiduren kommt. Wenn es auch bisher noch nicht méglich war, den
Sauerstoff durch andere Wasserstoffakzeptoren (Methylenblau) zu er-
setzen, so glaubt man doch?’, in der von Krebs untersuchten Ferment-
reaktion eine Dehydrasenwirkung sehen zu diirfen. Zur Begriindung wird
unter anderem die weitgehende Unempfindlichkeit gegen Blausiure an-
gefithrt. s ist deshalb anzunehmen, daf fir die Dehydrierung des Histidins
im Organismus Redoxsysteme von der Art der Ascorbinséure und SH-Ver-
bindungen keine wesentliche Bedeutung besitzen, da8 vielmehr die de-
hydrierende Funktion, die sie in unseren Modellversuchen ausiiben, in
Leber und Niere von echten Dehydrasen iitbernommeén wird.

Nach stattgefundener Dehydrierung konnte dagegen die Anwesenheit
von Redoxsystemen mit starker Reduktionskraft fiir den Weiterverlauf
der Reaktion von Bedeutung sein. Im Abschnitt IV wurde schon darauf

. 13 Meyerhof, O., K.Lohmann u. R. Meier: Biochem. Z. 157, 459 (1925).
— 1 Krebs, H. A.: Z. physiol. Chem. 217, 191 (1933); Klin. Wschr. 11, 1744
(1932). —— 1 Vgl. z. B. Bergel, F. u. K. Bolz: Z. physiol. Chem. 215, 25 (1933);
220, 201 (1933); 223, 66 (1934).
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hingewiesen, dafi beim Aminosdurenabbau neben dem Hauptweg der
oxydativen Desaminierung eine bisher zwar erst in Modellversuchen beob-
achtete Decarboxylierung der Iminosiure zum Imin als Nebenweg in
Betracht gezogen werden kann. Die Gegenwart stark reduzierender Sub-
stanzen konnte hier in zweifacher Hinsicht auch fiir die Vorgéinge im lebenden
Organismus von EinfluB sein. Einmal kionnte die Desaminierung der
Iminosdure zugunsten ihrer Decarboxylierung eingeschrinkt und ein
groflerer Teil damit in das Imin tibergefithrt werden. Hierfiir sprechen
schon die Ergebnisse der Meyerhofschen Versuche, in denen bei Sauer-
stoffmangel oder gar in Stickstoffatmosphére die desaminierende Wirkung
von Lebergewebe deutlich geringer war als bei guter Sauerstoffversorgung.
Sodann wire durch die Gegenwart von Redoxsystemen mit stark negativem
Potential die Moglichkeit gegeben, dafl wenigstens ein Teil des entstandenen
Tmins, das sonst vielleicht quantitativ unter hydrolytischer Ammoniak-
abspaltung in den Aldehyd iibergefithrt wird, zum Amin hydriert wiirde.

Die hier fiir die von der Ascorbinsédure und den Thiokérpern ge-
bildeten Redoxsysteme erdrterten Moglichkeiten konnten natiirlich auch
fiir eine Reihe anderer kirpereigener Redoxsysteme mit Zhnlich gelagerten
Potentialverhiltnissen gegeben sein. s wire hier vielleicht vor allem an
das Flavinsystem zu denken, das ein ganz besonders stark negatives
Redoxpotential entwickelt.

Zusammenfassung.

1. Unter der Einwirkung von Ascorbinsdure, Glutathion, Cystein
und Thioglykolsdure bei Sauerstoffgegenwart wandelt sich Histidin zum
Teil in Histamin um.

2. Bei der Reaktion zwischen Ascorbinsiure und Histidin entsteht
aus der d-Form des Histiding mehr Histamin als aus der 1-Form. Die
Reaktion ist also optisch spezifisch.

3. Wahrend ein Teil des Histiding unter dem EinfluB} der untersuchten
Redoxsysteme decarboxyliert und in Histamin iibergefiithrt wird, findet
bei einem anderen Teil eine Abspaltung von Ammoniak statt.

4. Der Reaktionsmechanismus, welcher der Entstehung von Histamin
aus Histidin zugrunde liegt, wird besprochen und die physiologische Be-
deutung von Redoxsystemen mit stark negativem Redoxpotential fiir die
Histaminbildung im Organismus erdrtert.



