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Zusammenfassung:

1. Fiir den bereits nach 10 Min. einsetzenden
Abfall der Histaminbildung bei Ansdtzen mit
Schilddriisenextrakten sind folgende Faktoren ver-
antwortlich:

a) Histaminverbrauch durch Diaminoxydase und
Histamin-Methyltransferase (weitgehend hemmbar
durch Aminoguanidin und Chlorpromazin); b)
Komplexbildung zwischen Histidin und Pyridoxal-
phosphat sowie c) Instabilitdt des Enzyms (durch
Glutathion zu verringern) und d) Inkubation unter
Nga-Atmosphire.

2. Optimale Bedingungen fiir die Bestimmung der
Aktivitit der spezifischen Histidindecarboxylase der
Schweineschilddriise sind 6,25+ 10~4M Amino-

guanidin, 1,0 - 10-3m Chlorpromazin, 10-2mM Glu-
tathion und 10~2m Histidin bei pH 7,0. Unter diesen
Bedingungen wurden 12,7 pMole/Min. und mg
Zellprotein bzw. 27 pg Histamin/100 mg Protein
und 3 Std. gebildet.

3. 1-10-3M Aminoguanidin und 5 - 10-3m Chlor-
promazin hemmen die spezifische Histidindecar-
boxylase zu 90%.

4. Die Bedeutung der Ergebnisse fiir Nachweis und
Messung der Histidindecarboxylaseaktivitdt ver-
schiedener Organe wird diskutiert. Empfindlichkeit
und Spezifitdt der fluorometrischen Bestimmungs-
methoden von Histamin erweisen sich den Tracer-
methoden als ebenbiirtig.

Summary:

1. The decrease in histamine formation 10 min.
after the addition of thyroid extracts is caused by
the following factors:

a) the consumption of histamine by diamine oxidase
and histamine methyltransferase (largely inhibited
by aminoguanidine and chlorpromazine); b) the
formation of a complex between histidine and
pyridoxal phosphate; c) the instability of the enzyme
(decreased by glutathione); d) incubation under No
(avoided by using O2).

2. Optimal conditions for determination of specific
histidine decarboxylase of thyroid glands are:
6,25 - 10-4M aminoguanidine, 1-1073m chlorpro-

mazine, 10-2M glutathione and substrate saturation
(10-2M histidine). Under these conditions about
12,7 pmoles histamine/mg protein and min., i.e.
27 ug histamine/100 mg protein and 3 h were
formed, respectively.

3. 1-10-3m aminoguanidine and 5 - 10~3m chlor-
promazine inhibit the specific histidine decarboxy-
lase by 90%.

4. The importance of these results for the detection
and determination of the specific histidine decar-
boxylase of various organs, and the sensitivity and
specifity of fluorometric and isotopic methods are
discussed.
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Bei der Bestimmung der spezifischen Histidinde-
carboxylase (EC4.1.1.22, L-Histidin-Carboxy-Ly-
ase) wurden bisher einige Faktoren wenig beriick-
sichtigt, die zu niedrige Werte verursachen konnen,
wie Histaminverbrauch durch ungeniigende Hem-
mung der oxydativen Desaminierung! und N-Me-
thylierung?, Bildung eines hemmenden Komplexes
zwischen Substrat und Coenzym3-5 und Instabili-
tidt des Enzyms wihrend einer Inkubationszeit von
3 Stunden. Daher wurden mit der spezifischen
Histidindecarboxylase der Schweineschilddriise®
Inkubationsbedingungen erarbeitet, die eine kon-
stante Histaminbildung tiber ldngere Zeit gewihr-
leisten.

Methodik

Ansdtze: Zur Enzymbestimmung wurden Rohextrakte
verwendet: Schilddriisen wurden in 2 Vol. dest. Wasser
homogenisiert, 1 Min. bei 1800 x g zentrifugiert, der
Uberstand diente als Enzyml6sung. Die Ansitze in
WARBURG-GefiBen enthielten im Hauptgefif 0,8 ml
Extrakt, entsprechend 0,3 g Gewebe bzw. 30 mg Zell-
protein (2/3 des Gewebsproteins wurden als extracellu-
ldres Speicherprotein [Thyreoglobulin] abgezogen6a),
1,5m/ 0,4M Phosphatpuffer (KH2PO4/NagHPO,), pH
7,0 und verschiedene Zusitze, gelost in dest. Wasser
s. 8. 321. Im Kipper befanden sich 0,5 oder 0,3 m/
L-Histidinlgsung (Endkonzentration im Ansatz 1 x 102
M). Gesamt-Endvolumen 3,0 ml; Pufferendkonzentra-
tion 0,2m5%, End-pH 7,08. Die Ansitze wurden 10 Min.
bei Raumtemperatur am Manometer entweder mit No
(Ansitze mit Amino-guanidin allein) oder Og2 begast,
nach Substratzugabe bei 37°C in der WARBURG-Appa-
ratur inkubiert und die Reaktion nach 5, 15, 30 oder
180 Min. durch Zugabe von 0,5 m/ 3N HCIOy4 unter-
brochen. Als MaB fiir die Enzymaktivitit diente das
neugebildete Histamin.
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Histaminbestimmung: Aus den enteiweiBten Ansitzen
wurde Histamin nach SHORE et al.? in der Modifikation
von BURKHALTER? mit alkalisiertem Butanol/Chloro-
form 3:2 extrahiert, nach Waschen mit 0,IN NaCl-
gesdtt. NaOH mit Hilfe von 15 m/ n-Heptan in 0,In
HCI tibergefiihrt und als Kondensat mit o-Phthaldial-
dehyd im Zeiss-Spektralfluorometer gemessen. Bei Kon-
trollversuchen wurden so 80—85 % des eingesetzten
Histamins wiedergefunden. Die fluorometrischen MeB-
ergebnisse stimmten dabei wie in friiheren Unter-
suchungen® mit gelegentlich am isolierten Meer-
schweinchenileum durchgefiihrten Histaminbestim-
mungen iiberein. Bei diesen biologischen Tests auf
Histamin wurde die dem Histamin zugeschriebene
Aktivitdt durch Antistin vollstindig gehemmt.

Proteinbestimmung: Der EiweiBgehalt der Extrakte
wurde mit der Biuretreaktion nach WEICHSELBAUMS
bestimmt.

Enzymaktivitit: Entsprechend den Richtlinien der
IUB? wird die spezif. Enzymaktivitit in pMol Hista-
minneubildung je mg Zellprotein und Min. (wU/mg
Protein) angegeben. (Bisher iibliche Enzymeinheiten
ug Histaminneubildung je 100 mg Protein und 3 Std.).

Verwendete Reagentiens.1.c.5: Chlorpromazin (2-Chlor-
10-[3 -dimethylamino - propyl] -phenothiazinhydrochlo-
rid) verdanken wir den Farbenfabriken Bayer.

Ergebnisse

Es gelang, die einleitend erwihnten Storfaktoren
auf folgende Weise auszuschalten :

1. Ungeniigende Hemmung der Diaminoxydase

Die Schilddriise enthilt Diaminoxydase (EC
1.4.3.6)10, Entgegen der bisher geltenden Meinung
ist 1+1074M Aminoguanidin!! nicht ausreichend,
um die Diaminoxydase wirksam zu hemmen. Nach
unseren Messungen ist eine Konzentration von
6,25 - 10~4m notwendig; 1 - 10-3m Aminoguanidin
hemmt die Histidindecarboxylase um 90 %, bezogen
auf den optimalen Wert.

7 P. A. SHORE, A. BURKHALTER u. V. H. CouN jr.,
J. Pharmacol. exp. Therapeut. 127, 182 [1959]; A. Burk-
HALTER, Biochem. Pharmacol. 11, 315 [1962].

8 T. E. WEICHSELBAUM, Amer. J. clin. Pathol. 10, 40
[1946].

9 Report Commission Enzyme, JUB-Sympos. Series 20,
Pergamon Press, Oxford 1961.

10 W. LoreNzZ, J. KUSCHE u. E. WERLE, Pharmakologi-
sches Colloquium Freiburg, 10. 2. 1967,

11 H. SCHIEVELBEIN u. E. WERLE, unter Mitarbeit von
W. LoRreNZ, in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handb. d.
physiol.- u. pathol.-chem. Analyse, Bd. VIc, S. 515,
Springer-Verlag, Heidelberg 1966.
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Histidindecarboxylaseaktivitit bei Inkubation in
O3- bzw. Na-Atmosphire. Ordinate: Gebildete
Menge Histamin in pMol. € — — — @ : Ng-Atmo-
sphire; e o : Oz-Atmosphire.

Der nach 15 Min. Vorinkubation bei 37 °C er-
reichte Wert wurde als Nullwert abgezogen. Kur-
venpaar I: Vorinkubation mit Substrat, dann
Zugabe von GSH; Kurvenpaar II: Vorinkuba-
tion mit GSH, dann Zugabe von Substrat; Kur-
venpaar 1lII: Vorinkubation ohne GSH und Sub-
strat, dann beides zugesetzt. Sonstige Inkubations-
bedingungen s. S. 320 mit den unten angegebe-
nen Zusétzen.

pMol ——

2. Histaminverbrauch durch N-Methylierung

Die Histamin-Methyltransferase (EC 2.1.1.8) der
Schilddriise!2 ist durch 1-10-3M Chlorpromazin?
zur Bestimmung der Histidindecarboxylase optimal
hemmbar. Bei 5-10-3m Chlorpromazin hat die
Histidindecarboxylase nur noch 1/ dieses opti-
malen Wertes.

3. Instabilitit des Enzyms

Auch in Gegenwart optimaler Aminoguanidin- und
Chlorpromazinkonzentrationen biegt die Zeit-Um-
satz-Kurve nach 15—30 Min. noch um, infolge
Komplexbildung zwischen Histidin und Pyridoxal-
phosphat, wodurch die Histidindecarboxylase
rasch gehemmt wird3-%:13, und infolge Instabilitit
des Enzyms. Beides kann durch 1-10-2m Gluta-
thion stark vermindert werden. Die unspezif.
Histidindecarboxylase der Leber und Niere wird
im Gegensatz zur hier untersuchten spezif. Histidin-
decarboxylase durch Glutathion gehemmt!4.
Unter diesen Bedingungen wird eine spezif. Enzym-
aktivitit von 12,7 pU/mg Zellprotein (bzw. 27 pg
je 100 mg Protein und 3 Std.) gemessen, eine spezif.
Aktivitdt also, die zu den hochsten in Séuger-
organen gehort.

12 J. AXELROD, P. P. LEAN, R. W. ALBERS u. H. WEIss-
BACH, in S. S. KTy u. J. ELKES, Regional Neuroche-
mistry, p. 307, Pergamon Press, Oxford 1961.

13 E, WeRLE u. W. LoreNz, diese Z. 338, 251 [1964].
14 B, WerLE u. K. KRAUTZUN, Biochem. Z. 296, 315
[1938].
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4. Inkubation unter Ny

Aus der Abbildung ist zu sehen, daB Inkubationen

in Og-Atmosphire nach Vorinkubation ohne Histi-

din und Glutathion von den angegebenen Bedin-
gungen am giinstigsten sind.

Auf Grund dieser Befunde schlagen wir fiir die Be-

stimmung der spezif. Histidindecarboxylase der

Schweineschilddriise vor:

1. 10~2m Histidin;

2. Zusitze in Endkonzentrationen: Aminoguanidin
5-10~4 bis 6,25 - 10~4m, Chlorpromazin 1-10-3m,
Glutathion 1-10~2m.

3. Os-Atmosphire, 15 Min. Vorinkubation bei
37 0C ohne Histidin und Glutathion, Messung
nur im Bereich der linearen Zeit-Aktivitéts-
kurve, also bis 60 Min.

. Die Enzymaktivitiit wird angegeben als Differenz
von Haupt- und Nullwert (= Ansatz mit sdure-
inaktiviertem Enzym) in wU/mg Zellprotein.

Ob diese Bedingungen auch fiir andere Organe

gelten, muB im einzelnen tiberpriift werden.

Diskussion

Im Schilddriisenextrakt wird die Messung der Akti-
vitit der Histidindecarboxylase vor allem durch
Diaminoxydase und Histamin-Methyltransferase
gestort, die durch Aminoguanidin und Chlorpro-
mazin hemmbar sind. Da diese Stoffe auch die
Histidindecarboxylase hemmen konnen, muBten
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ihre Konzentrationen so gewdhlt werden, daB die
Histidindecarboxylaseaktivitit nicht schwerwiegend
beeinflut wird. Das ist der Fall bei 6,25 - 10~4m
Aminoguanidin und 1 - 10-3m Chlorpromazin. Der
Nachweis der Histaminbildung im Leeransatz$,
also nur mit endogenem Histidin, zeigt, daB die
Fluoreszenzverfahren zur Messung der Enzym-
aktivitdt den Tracermethoden an Empfindlichkeit
kaum nachstehen. Hinsichtlich der Spezifitit kon-
nen auch Methoden, die zur Bestimmung der
Histidindecarboxylaseaktivitit das 14C-carboxyl-
markierte Histidin als Substrat verwendenl5, zu

15D. AURES u. W. G. CLARK, Analyt. Biochem. [New
York] 9, 35 [1964].
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falschen Schliissen fithren, dann nidmlich, wenn die
Decarboxylierung erst nach Transaminierung!8 er-
folgt, oder wenn, wie z. B. in Leberextrakten, zu-
sdtzlich Histidasel? iiber Ring6ffnung und Decar-
boxylierung von Glutaminsiurel8 zur 14COg-Ent-
wicklung beitragen.

16 G.WoLF,P.L. Wuu. W. W. HEck, J. biol. Chemistry
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17 E. LEUTHARDT, Lehrbuch der Physiologischen Che-
mie, 5. Auflage, S. 404, Verlag W. de Gruyter & Co.,
Berlin 1961.

18 E. B. CHAIN, M. M. COHEN u. F. Pocciari, Proc.
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