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ABSTRACT: The effect of sulfhydril compounds on the histaminase of the mouse intestine. 
Sulfhydril compounds and biogenic amines could have a similar mode of action as radio- 
protectors. In order to che& on this possibility, the influence of several sulfhydril compounds 
on histaminase has been examined. Small known amounts of histamine were added to tissue 
homogenates in 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 and fermentation at 370 C was interrupted 
after 60 minutes with perchloric acid. The estimation of remaining histamine was carried out 
fluorometrically by combining with o-Phthalaldehyde a~er extraction with butanol (modi- 
fication of S~toRe's method). In mouse ileum and jejunum it was found that the enzymes 
oxydizing and substituting histamine were blocked by the free SH-group. With AET, 
cysteamine and cysteine this effect was shown in homogenates in vitro as well as in the same 
tissue of animals in vivo a~er intraperitoneal injection of suitable concentrations of the com- 
pounds mentioned above. The effect depended on the concentration of the substances varying 
between 10 -3 and 10 -~ M. Compounds with their sulfhydril group oxydized to the disulfide, 
e. g. cystine and cystamine, did not inhibit the enzymes in vitro and in vivo. This inhibition 
of enzymes which normally destroy histamine in the tissue by oxydation or substitution leads 
probably to an accumulation of histamine. It is assumed that this accumulation contributes to 
the prophylactic effect to the suIfhydril compounds against irradiation, since histamine lowers 
the oxygen tension in the tissues and acts as a good radio-protector. The effect mentioned in 
this work would reveal a common feature in the mode of action as radio-protectors both of 
sulfhydril compounds and biogenic amines. 

E I N L E I T U N G  

Histamin und histamin~ihnliche Substanzen spielen in der Entwi&lung des Be- 
strahlungssyndroms eine ziemlich groi~e Rolle. Dies ist bald nach Beginn der Verwen- 
dung ionisierender Strahlung zu Heilzwe&en erkannt worden. Die Literatur, die sich 
mit den Allgemeinwirkungen der ionisierenden Strahlen und der Zirkulation der diese 
Wirkungen erzeugenden Stoffe ( ,Nekrohormone",  ,,H-Substanzen") beschiiftigt, ist 
sehr grog und au& vielfach widerspre&end. Auf Grund der damals gemachten Beob- 
achtungen wurde vor fast 30 Jahren yon ELLINC~R die Histaminhypothese der bio- 
iogischen Strahlenwirkung aufgestellt. Neben der Steuerung physiologischer und 
pathologischer Prozesse durch den Regulationsmechanismus der biogenen Amine wirken 
diese Verbindungen aber auch als S&utzstoffe gegen ionisierende Strahten, falls sic 
prophylaktisch angewendet werden. Dieser Schutz besteht bekanntlich in der durch 
diese Amine in den Geweben erzeugten Verringerung der Stauerstofftension. Bei der 
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Klassifizierung der Strahlenschutzstoffe wurde diesen Verbindungen neben der Gruppe 
der Sulfhydrilk;Srper ein besonderer Platz einger~umt. Die Systemisierung der Strah- 
lenschutzstoffe na& ihrer vermutlichen Wirkungsweise stellt jedoch nur eine Hilfs- 
hypothese dar. Es liegt nach neueren Erkennmissen die Annahme nahe, dai~ die Strah- 
lenschutzstoffe zwar in ihrer Prim~irwirkung den chemischen Gegebenheiten ihrer 
charakteristischen Gruppen (etwa SH- oder NH2-) folgen, daf~ aber in der Auswirkung 
dieser chemischen Prim~rreaktionen zwischen den verschiedenen S&utzstoffgruppen 
anscheinend funktionelle Zusammenh~inge bestehen. In der hier referierten Arbeit wird 
versucht, diesen Zusammenhiingen in gewisser Richtung nachzugehen. 

Bei der Auswertung yon Versuchen, die auf der Bestimmung des Histamins fuf~en, 
ist 5edoch folgender Umstand yon Wichtlgkeit. Die Freisetzung und Beseitigung des 
Histamins in den Geweben erfolgt unter physiologischen Bedingungen mit der Steuerung 
durch zahlreiche Fermente. Dies kompliziert die Deutung experimentell gesetzter Ver- 
iinderungen dieser Verh~ilmisse und macht das Studium der Histaminregulation an 
diesen einzelnen Fermentsystemen notwendig. Hierzu z~,ihlen: das histaminbildende 
Ferment Histidindecarboxylase und die Fermente, welche das Histamin in den Ge- 
weben inaktivieren beziehungsweise dutch Abtransport beseitigen. Die Inaktivierung 
des Histamins kann erfolgen dutch: 1, MethyIierung an der Aminogruppe, 2. Methy- 
lierung am Ring, 3. Acetylierung und 4. Oxydation. Die Wirkung der Amino-oxydase, 
bisher allgemein als ,,Histaminase" bezeichnet, ist schon lange bekannt, do& hat die 
Substitution an der Aminogruppe anscheinend die gr/5t~te Bedeutung. Dazu kommt 
noch der in letzter Zeit besonders klinisch studierte Transport des Histamins (und auch 
anderer biogener Amine) durch lo&ere Bindung an eine den Gammaglobulinen an- 
geh6rende Plasmaeiweii~fraktion, dem Plasmapexin. Die Erscheinung wird Histamino- 
pexie genannt. 

METHODIK 

Methodisch k6nnen hier nut wenige Hinweise gegeben werden. Das Histamin 
wurde der Eindeutigkeit halber fluorometris& na& elner ftir unsere Erfordernisse 
modifizierten Methode yon SHOI~ bestimmt. Die Versuche wurden am Diinndarm yon 
M~iusen der S~mme C3H und C57Bt in vitro an Homogenaten, in vivo nach Injektion 
der Drogen i. p. durchgefiihrt. Die Sulfhydrile beziehungsweise aus AET entstehendes 
Mercapto:,ithyIguanidin sowie Cysteamin und Cystein und die Disulfide Cystin und 
Cystamin wurden in vitro in Molarit'~iten yon 10 -~ bis 10 -4 den Fermentans~itzen 
zugesetzt, in vivo dieselben Molariditen fiir 70% des KSrpergewichts berechnet, 15 
Minuten vor Versuchsbeginn i. p. injiziert. Die Homogenatans~itze in m/i5 Phosphat- 
puffer pH 7,2, denen eine bekannte Histaminmenge (etwa 2 Gamma/ml Ansatz) zu- 
gesetzt wird, laufen eine Stun& bei 37 ° C, und das verbliebene Histamin wird nach der 
oben zitierten Methode extrahiert. Bei den Versuchen in vivo wird das zu prtifende 
Darmstiick nach Homogenisieren sofort enteiweii~t und der Histamingehalt in der- 
selben Weise bestimmt. In alien Versuchsserien laufen Ans~itze mit unbeeinfluttter, sowie 
mittels Aminoguanidin (10-Smolar) vollst~ndig gehemmter Fermentwirkung mit. Alle 
Ans~itze werden in Doppelbestimmungen ausgefiihrt. Der Fragestellung entsprechend, 
wurden nur solche Sulfhydrilverbindungen und Disulfide untersucht, die als Strahlen- 
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schutzstoffe erprobt sind und eine positive oder negative Wirkung haben. Die vor- 
liegenden Untersuchungen beziehen sich allein auf die Beeinflussung der Aktivitgt der 
histaminabbauenden Fermente. Wahrscheinlich wirken die Sulfhydrile nicht nur auf 
die Fermente mit der ~ilteren Bezeichnung ,,Histaminase", sondern auch auf alte anderen 
genannten Fermentkomptexe, was jedoch im einzelnen noch untersucht werden mug. 

VERSUCHE IN VITRO 

Mit dem Mercapto~thylguanidin - entstehend aus dem Amino~ithylisothiuronium- 
chlorid-Hydro&Iorid (AET) - wurde die st~irkste Hemmung der Fermente erzMt. Da- 
bei daft ni&t iibersehen werden, dab die Hemmung in erster Linie auf das Vorhanden- 
sein des Guanidinrestes im mngelagerten Molekiil des AET zurii&zufiihren sein wird. 
Da jedo& auch die SH-Gruppe, wie in Versu&en mit Cystein und Cysteamin festge- 
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Abb. 1: Histaminabbau pro Gramm Darmgewebe (Homogenat) 

stellt werden konnte, einen wesentlichen Einflug auf die Fermentaktivit~/t besitzt, mug 
die hemmende Wirkung beiden Teilen des Molekiils zugeschrieben werden. Sie ist da- 
her besonders stark (Abb. 1). In den Versu&sserien am Dtinndarmhomogenat ist bei 
Verwendung verschiedener Konzentrationen yon AET eine Molarit~it yon t0 -4 bereits 
ausreichend, die Umsetzung der vorgelegten Histaminmenge etwa zur H~ilflce zu hem- 
men. Eine AET-Konzentration yon 10-amolar verhindert jede Umsetzung, und die ein- 
gesetzte Histaminmenge wird zur G~inze wiedergefunden. Dies entspricht dem Ergebnis 
der Wirkung von Aminoguanidin gleicher Konzentration. Dagegen werden in Kon- 
trollans~itzen desselben Homogenats ohne jeden Zusatz zwei Drittel der vorgelegten 
Histaminmenge abgebaut. Dieser Wirkung des AET kommt diejenige des Cysteamins 
sehr nahe (Abb. 2). Bei einer Konzentration yon 2X10-amolar wird vollst~indige 
Hemmung erzMt, und eine Verringerung der Cysteaminkonzentration hat eine Steige- 
rung des Histaminabbaus zur Folge. Eine etwas schw~ichere Wirkung als AET und 
Cysteamin hat das Cystein, mit dem bei einer 10-~-Molarit~it im Ansatz nut etwa die 
H~itite der Fermentwirkung erzielt werden kann. Bei geringeren Konzentrationen steigt 
die Fermentwirkung entsprechend (Abb. 3). 

Na&dem die Wirkung der freien Sulfhydrilgruppe auf die Fermente des Hista- 
minabbaus derart nachgewiesen werden konnte, iag es nahe, durch die Anwendung von 
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Disulfidverbindungen, also bei einer Blo&ierung der Sulfidhydrilgruppe in den ange- 
wendeten Strahlenschutzstoffen in der oxydierten Form derselben, z. B. Cystein-+ 
Cystin und Cysteamin-+Cystamin, die Abh~ingigkeit der Hemmung der Ferment- 

eingesetzt ohne Cys team in  
too. % ~ 1oo "/, Zusatz 2 x 10-4m 5 x tO'~'m 2x lO~6n 0 ~. 

Abb. 2: Histaminabbau pro Gramm Darmgewebe (Homogenat) 
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Abb. 3: Histaminabbau pro Gramm Darmgewebe (Homogenat) 
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Abb. 4: Histaminabbau pro Gramm Darmgewebe (Homogenat) 

aktivit~it yon der freien Sulfhydrilgruppe indirekt zu bestimmen. Es wurde daher am 
Diinndarm der Maus unter denselben Versuchsbedingungen die Wirkung der beiden 
Disulfide untersu&t. Cystin hat keine Strahlens&utzwirkung. Dem Cystamin ist eine 
s&wache, vorwiegend pharmakologisch bedingte Wirkung im Strahlenschutzversu& 
zugeschrieben worden, die allerdings umstritten ist (van D~R MEEI~). Die Versu&san- 
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ordnung, die Wahl der Konzentrationen, die gleichzeitige Priifung yon Homogenat mit 
und ohne Fermenthemmung mittels Aminoguanidin und die Auswertung der Resultate 
wurde in derselben Weise durchgefiihrt wie in den Versu&en mit den SulfhydrilkSrpern. 
Cystin, das in Wasser schwer R5slich ist, wurde in der berechneten Menge Natrontauge 
gelSst und der pH-Wert mSglichst schwa& alkalisch gehalten. Cystamindihydrochlorid 
ist in isotoner Ko&salzlSsung Mcht 15slich und reagiert fast neutral. Die Ergebnisse die- 
ser Versuche sind in Abbitdung 4 dargestellt. Daraus ergibt sich, dag bei Versuchen an 
Darmhomogenat hei geringen Konzentrationen wie etwa 10-4molar keinerlei Hem- 
mung, bei hSheren Konzentrationen yon 10-3molar eine sehr geringe, kaum als signifi- 
kant anzusprechende Hemmung eintritt. Damit erscheint die Abh~ingigkeit der Hem- 
mung der Fermente, welche das Histamin abbauen, yon der freien SH-Gruppe auch 
indirekt best~itigt. 

T2• AET Cysteamin C/stein qg%lvaCl _ /  

Abb. 5: Histamingehalt pro Gramm Dtinndarm 15 Minuten nach i. p. Injektion 

VERSUCHE IN VIVO 

Diese in vitro erzielten Resultate veranlaf~ten die Untersuchung der Wirkung 
beider Substanzgruppen auf die Umsetzung des Histamins in Organen des lebenden 
Tieres. Die systematische Untersuchung erfolgte nach einigen Vorversuchen an anderen 
Organen wieder am Diinndarm. Die Ver~inderung des Histaminspiegels im Diinndarm, 
der genau 15 Minuten nach Injektion der schon bei den Versuchen in vitro verwendeten 
Substanzen AET, Cysteamin und Cystein dutch TSten des Tieres und sofortige Vet- 



228 J.E. PaNY 

arbeitung des Organs bestimmt wurde, zeigt dieselbe Tendenz wie in den Unter- 
suchungen mit Homogenat (Abb. 5). Die Wirkung ist au& im Organ des lebenden 
Tieres deutlich konzentrationsabh~ingigl Ein Unters&ied in der Wirkung der drei Sub- 
stanzen, wie er bei den Versu&en in vitro festgestelit werden konnte, trat hier nicht 
auf. Der Einflut~ der Drogen ist an& hier eindeutig, abet die Intensitgt des Histamin- 
gehaltes im Gewebe ist bei den Versu&en in vivo wesentli& geringer, was bei der st~in- 
digen Regulation dieser Vorg~inge im lebenden Organismus zu erwarten war. Damit 
wird die in vitro festgestellte Beeinflussung der das Histamin in den Geweben ver- 
iindernd beziehungsweise abbauenden Fermente dur& Verbindungen, welche die £reie 
Sulfhydrilgruppe enthalten, au& in vivo best~itigt. Die Anwendung yon Disulfiden am 
tebenden Tier hat die Wirkungslosigkeit dieser Verbindungen auf die untersuchten 
Vorg~inge best~itigt, wie aus Abbildung 5 ebenfalls ersichtlich ist. Eine Erklgrung der 
geringen Steigerung der Histaminmenge ha& Injektion der Konzentration yon 10-a- 
molar ist angesichts der komplexen Vorg~inge nach Injektion solcher Konzentrationen 
nicht mSglich. Eindeutig ist jedo& der Unters&ied zu der Wirkung der Substanzen mit 
freier Sulfhydrilgruppe. Na& den quantitativen Verh~iltnissen zu schliegen, diirt?ce 
diese Wirkung der freien SH-Gruppe ni&t nur anf die ,,Histaminase" bes&rgnkt sein, 
sondern wahrs&einiich alle das Histamin abbauenden Fermente erfassen. 

DtSKUSSION 

Die Ergebnisse lassen den S&lug zu, dag ein strahlenschutzwirksamer Sulfhydrii- 
k6rper ni&t nur mit seiner SH-Gruppe strahlenempfindli&e Teile und Reste (etwa 
Protein-SH) in ho&- und niedermolekularen Zellbestandteilen dutch chemis&e Ab- 
s&irmung oder dutch Reaktion mit strahleninduzierten Radikalen zu s&titzen vermag, 
wie dies in zahlrei&en Arbeiten na&gewiesen wurde. In der vorliegenden Arbeit wird 
eine weitere MSglichkeit einer indirekten Wirkung wahrscheinlich gema&t. Die StS- 
rung der.Histaminregulation im Sinne einer Hemmung der Beseitigung des im Ge- 
webe freigesetzten Histamins dur& die SH-Gruppe k~Snnte infolge lokaler H~iufung des 
Histamins zu einer pharmakologisch bedingten Schutzwirkung fiihren, wie sie fiir 
einige biogene Amine bekannt ist. Die Steigerung der Hemmung und das damit ver- 
bundene Ansteigen des Histaminspiegels mit steigender Konzentration des SH-KSrpers 
unterstrei&t die MSgli&keit dieser Wirkungsweise. Im Strahlens&utzversu& l~/ui~ die 
Wirksamkeit einer SH-Verbindung bis zu einem gewissen Grade mit deren Konzen- 
tration im Gewebe parallel. Die Resultate weisen auf eine weitere, wenn au& indirekte 
M6gtichkeit der Schutzwirkung der SH-Verbindungen hin. Sie zeigen abet au&, dag 
eine strenge Schematisierung der Wirkung eines Strahlens&utzstoffes, wie sie manchmal 
getroffen wird, ni&t zul~/ssig ers&eint, weil sie biologischen Prinzipien widerspri&t. 

ZUSAMMENFASSUNG 

1. Strahlens&utzstoffe der Sulfhydrilreihe und einzelne biogene Amine, insbesondere 
das Histamin, werden auf die MSgIi&keit des Zusammenhanges ihrer Wirkungs- 
weise hin untersucht. 
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2. Es wird am Gewebe des M~iusedtinndarms festgestellt, daf~ die freie SH-Gruppe eine 
Hemmung der vers&iedenen Fermentkomplexe hervorruf~, welche das in den Ge- 
weben freigesetzte Histamin oxydieren oder substitutiv ver~indern. Diese Beobach- 
tung wird sowohl in vitro an Darmhomogenat als auch in vivo nach intraperito- 
nealer Injektion des jeweiligen strahlenschutzwirksamen SH-K6rpers gemacht. 

3. Die Hemmung ist in beiden F~illen yon der Konzentration des verwendeten SH- 
Schutzstoffes abhiingig. 

4. Disulfide, die als Strahlenschutzstoffe keine oder eine nur sehr geringe Wirkung 
haben, zeigen diese Hemmung weder in vitro noch nach Injektion am lebenden 
Tier. Die Hemmung der Aktivit~t der Fermente, wei&e das im Gewebe gebildete 
Histamin abbauen oder veriindern, ist daher in diesem Falle yore Vorhandensein 
der freien SH-Gruppe abh~ingig. 

5. Auf Grund dieser Ergebnisse wird vermutet, dai~ die dutch diese Vorgiinge erzeugte 
lokale H~iufung des Histamins im Gewebe m~Sglicherweise eine zud, itzliche Schutz- 
wirkung hervorru~, die auf der bereits bekannten, pharmakologisch bedingten 
Schutzwirkung des Histamins beruht. 
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Diskussion im Anschlufl an den Vortrag PiNY 

O~N~SOr~CE: Wirken Histaminllberatoren strahIens&iitzend? In welchem Allgemeinzustand 
befinden sich die Tiere nach wirksamen Dosen yon Strahlens&utzstoffen? 

PANY: Wir haben die Konzentrationen der Sulfhydrilk/Srper so gew~/hlt, wie sie im Strahlen- 
schutzversuch am lebenden Tier auch verwendet werdem Die Tiere zeigen keine besonderen 
Ers&einungen und ~berleben alle. Es find alIe diese Substanzen hinsichtli& ihrer To.xizit~it 
untersu&t worden, und wit sind in allen F~illen ziemiich unter dieser toxis&en Dosis geblieben. 
Die Tiere haben also dur& die SuIfhydrilverbindungen keinerlei na&haltige St~Srungen 
erlitten. 

O~NrSORG~: Und Sie unterktihlen au& nicht? 

PANY: Im Zusammenhang mit den yon mir bier mitgeteilten Untersuchungen haben wir diese 
Frage nicht untersu&t. 

Locx~R: In einer gemeinsam mit Herrn PANY durchgef~ihrten, no& nicht abges&Iossenen 
Untersuchung wurde der Einflui~ der SH-Gruppen tragenden Strahlenschutzstoffe AET und 
Cysteamin auf den GesamtstoffwechseI und die K6rpertemperatur geprii~. Es zeigte sich, dal~ 
belde Substanzen in strahlensch~tzenden Dosen den O~-Verbrauch und die K~Srpertemperatur 
der Maus herabsetzem Was die yon Herrn O~N~SORCE vorhin gestellte Frage nach einem 
m/Sglichen Strahlens&utzeffekt yon Histaminliberatoren betrifl~, so daft auf die no& nicht 
ver~Sffentli&ten Ergebnisse hingewlesen werden, die Herr GABL~tt in Wien mit dem Histamin- 
liberator 48/80 erzMte. Dieser Stoff wirkt nicht nut bei M~.usen, Ratten und Meerschweinchen 
strahlens&iitzend, sondern zeigt auch, zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der Bestrahlung 
appliziert, einen therapeutis&en Effekt. 


