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102. Weitere Beitrage ZUF Kenntnis der Diamin-oxydase (Histaminase) 
4. Mitteilung iiber den enzymatischen Abbau von Poly-aminenl) 

von E. A. Zeller, B. Sehar und S. Staehlin. 
(24. IV. 39.) 

I n  der 3 .  Mitteilung dieser Untersuchungsreihe2) wurde ein ge- 
wisser Abschluss iiber das Spezifitatsproblem der fruher als Histami- 
nase bezeichneten Diamin-oxydase erreicht3) und die Regel auf- 
gestellt, dass nur solche Korper von dem Ferment abgebaut werden, 
die zwei Aminogruppen, von denen die eine substituiert sein kann, 
aufweisen, und die nicht in cc-Stellung zur freien Aminogruppe eine 
Carboxylgruppe tragen. Nun gingen wir der Frage nach, ob neben 
Histamin, Putrescin, Cadaverin, Spermin, Spermidin, Agmatin und 
Athylen-diamin noeh weitere Basen im tierischen Organismus vor- 
kommen, die zu der durch die erwahnte Regel umfassten Korper- 
klasse gehoren. Von diesem Gesichtspunkt aus wurde das Verhalten 
des Arieurin (Vit,a,min B,), das als Trimethylen-diaminderivat be- 
trachtet werden kann, gegenuber der Diamin-oxydase studiert, 
besonders such deshaJb, als schon seit langerer Zeit Beziehungen zwi- 
schen Histamin und B, vermutet wurden4). 

In jener Piiblikat'ion wurde die weehselnde Affinitat der ver- 
mhiedenen Substratme benutzt, um zu zeigen, dass es sich bei der 
Einwirkung von Cmbonylreagentien und Guanidinderivaten auf 
das Enzym um eine kompetitive Hemmung handle. Wir unterzogen 
nun die Bindungsverhaltnisse zwimhen Ferment und Substrat einer 
genaueren Analyse, um jene Schlussfolgerungen zu erharten und urn 
ein exaktes Mat,erial fur die Beurteilung der gegenseitigen Beein- 
flussung der Oxydation der aufgezahlten Basen an der Diamin- 
oxydase zii gewinnen. 
- 

l) Teilweise an1 4. 11.1939 vorgetragen: R. 9. Z e k ,  Verh. schweiz. Physiol. 14, 

z ,  E. A .  Zeller,  Helv. 21, 1645 (1938). 
3, Ii. Felix und I<. Zorn, 2. physiol. Ch. 258, 16 (1939), schreiben in der am 19. 

XII. 1938 eingesandten Arbeit: ,,In dcr Diskussion, welche im Anschluss an die Mit- 
teilung unserer Befunde auf dem 16. Internationalen Physiologenkongress entstand, 
wies E. A. Zeller darauf hin, dass nach seinen Versurhen, d i e  inzwischen a u s f u h r l i c h  
e rsch ienen  s ind ,  2 Fermente vorliegen. Er bezeichnet das Ferment, welches die Amine 
abbaut, als Dianiino-oxpdase." Dazu ist zu bemerken, dass die erste vorlaufige Mit- 
teilung in den Naturwissenschaften am 6. V. 1938 (eingesandt am 12. IV. 1938) und die 
erste ausfuhrliche Arbeit, in der die Abgrenzung der Diamin-oxydase gegenuber der 
(Mono-) Amin-oxydase und der d-Aminosaure-oxydase experimentell belegt' wurde, am 
1. VII. 1938 (der Redaktion am 3. VI. 1938 zugesandt), also andcrthalb Monate vor 
dem Kongress herausgekommen ist. 

27 (1939). 

4, Zusammenfassung bei: A.  Kiippeu, Erg. Physiol. 30, 153 (1930). 
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Ursprunglich wurde der enzymatische Abbau \-on Histamin am 
biologischen Objekt gepruft und das Verschwinden der Histamin- 
wirkung auf den Blutdruck der atropinisierten Katze oder auf den 
isolierten Meerschweinchendarm verfolgt. Em einen Vergleich dieser 
Methoden mit den von uns fast ausschliesslich angewandten chemi- 
schen in sicherer Weise zu ermoglichen, war es notig zu wissen, in 
welcher Stufe der Histamin-Diamin-oxydase-Reaktion die Inakti- 
vierung erfolgt. Zu diesem Zweck setzten wir die Inaktivierungs- 
geschwindigkeit mit der Desaminierungs- und der Oxydat,ionsge- 
schwindigkeit in Beziehung. Dadurch sollte auch gleichzeitig die 
Frage entschieden werden, ob das Histamin als solches oder erst ein 
Abbauprodukt desselben die bekannten, vielfaltigen Wirkungen auf 
den tierischen Organismus ausube. 

Bei der Untersuchung der Verteilung der ,,Histaminme" bei 
versehiedenen Tieren und Organen fanden Best und iWcHenvy1) und 
Edlbacher und ZeZZer2), dass besonders die Xierenrinde und die Dunn- 
darmschleimhaut, in einigen Fallen auch die Leber reich an diesem 
Enzym sind. Da eine Reihe von Befunden darauf hindeuteten, dass 
auch die Placenta eine wesentliche Rolle im Histamin-Stoffwechsel 
spiele, bestimmten wir deren Fahigkeit, Diamine zu oxydieren. 

Methodisches .  
Die Methoden sind zur Hauptsache dieselben, die in der 2.3)  und 

3.  Mitteilung beschriehen worden sind. I m  Folgenden sol1 die Her- 
stellung eines fur verschiedene Zwecke vorteilhaften Ferment- 
praparates und der chemische Nachweis sehr kleiner Mengen von 
Diamin-oxydase erlautert werden. 

a )  Wztsserlosliches Fermentpraparat. 
Wenn man Aceton-Trockenpulver aus Schweinenieren eine 

Viertelstunde mit der zehnfachen Menge mll5-Phosphatpuffer pR 6,9 
(in den in dieser vorliegenden Arbeit wiedergegebenen Versuchen 
wurde ausschliesslich diese Pufferlosung verwendet) bei 38O extrahiert 
und das Filtrat im Vakuum mit Zusatz yon etwas Octylalkohol ein- 
danipft und trocknet, so erhAlt man ein Pulver von folgenden Eigen- 
schaften : es ist vollkommen wasserloslich, bildet ohne Substrat wenig 
Ammoniak und zeigt eine geringe Eigenatmung j es ist 2 bis 3 ma1 so aktiv 
wie das Ausgangsmaterial. Die Fermentlosung kann unmittelbar vor 
demVersuch hergestellt werden, ohne dass sie zentrifugiert untl in den 
meisten Fiillen ohne dass sie dialysiert zu werden braucht, sodass man 
fur vergleichende und zeitlich auseinander liegende Versuche iiber 
praktisch identische Enzymprapara,te rerfiigt. 

C .  H .  Best und E .  TI.. JlcHenr!y. J. Physiol. 70, 349 (1930). 
2 ,  Helv. 20, 717 (1937). 
3, E. A. Zeller, Helv. 21, 880 (1938). 
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b)  Chemischer Nachweis kleinster Enzymmengen. 
Fur den Nachweis und die quantitative Bestimmung der Diamin- 

oxydase in kleinen und fermentarmen Organen, beispielsweise in 
einzelnen Nieren von jungen Ratten, hatte sich folgendes Verfahren 
bewahrt: 0,5 bis 1 g des frischen Organs werden 10 Minuten mit 
Quarzsand und mit der zehnfaehen Menge 2,5-proz. Kochsalzlosung 
verrieben und zentrifugiert. Zur Losung wird das dreifache Volumen 
eiskaltes Aceton zugesetzt und sofort 5 Minuten zentrifugiert und 
die Losung moglichst rasch weggegossen. Der Niedermhlag wird in 
Puffer von dem gleichen Volumen wie die Kochsalzlosung gelost und 
in Cellophanschlauchen mindestens 24 Stunden bei 0 O gegen Puffer, 
der ofters zu wechseln ist, dialysiert. Dann wird ausgefallenes Eiweiss 
durch Zentrifugieren abgetrennt und 2 bis 5 cm3 der Losung mit 
0 , l  em3 0,l-m. Cadaverin 24 Stunden in der iiblichen Weise inku- 
biert. Es ist unnotig, durch Puffer den Ansatz zu verdiinnen, weil die 
Losung durch die Dialyse schon die richtige Pufferkonzentrat'ion auf- 
weist. I n  einem aliquoten Teil wird eine Ammoniakbestimmung nach 
Parnas durchgefuhrt. I n  dieser Weise gelingt es, die gegenuber den1 
Hauptversuch sehr hohen Leerwerte stark herabzusetzen. 

Sinngemass lasst sich dieses Verfahren auch fur die Messung 
der Diamin-oxydase in 1 bis 2 em3 Serum verwenden. 
1. D i e  H e m m u n g  d e r  D i a m i n - o x y d a s e  durc,h Aneur in .  

Die nachstehende Formel des Aneurin ist so geschrieben, 
N=C-MI, 
I I  + 

CHS-C C-CH N-C-CH3 II II 2- :  / I  

'd 
X-C CH C-CH,*CH,OH 

dass es als Abkommling des Trimethylen-diamins erkenntlich ist. 
Es sollte demnach mit der Diamin-oxydase reagieren. Da iiberdies 
bekannt ist, dass betrachtliche Aneurinmengen im Organismus zer- 
stort werdenl), versuchten wir, Aneurin mit der Diamin-oxyda,se 
abzubauen, was uns aber bislang auch mit sehr aktiven Praparaten 
nicht gelungen ist. Trotz variierter Aneurinkonzentration fand sich 
weder Ammoniakbildung, noch Sauerstoffverbrauch noch hiologische 
Inaktivierung. Diese letztere wurde mit Hilfe der empfindlichen 
Methode nach Birch und Harris (Bestimmung der durch Aneurin- 
mange1 erzeugten und durch Aneurin beeinflussbaren Rradycardie) 
gemessen. Dagegen wird die oxydative Desaminierung von Histamin 
oder eines andern passenden Substrats durch Aneurin stark gehemmt. 
Aus der Tabelle 1 geht hervor, dass schon 0,0008-molare Losungen 
einen Einfluss ausuben und dass dieser mit steigender Konzent'rat'ion 
- .____ 

l) W.  v. Drigalski, Klin. Wschr. 18, 99 (1939); H .  Schroder, Klin. Wschr. 18, 148 
(1939). 
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zunimmt. Wenn die Konzentration des Aneurins so gross ist wie die 
ties Histamins, so wird die Spaltung des letztern fast ganzlich unter- 
bunden. Die Fig. 1, obwohl sie aus verschiedenen Versuchen zu- 
sammengestellt wurde, lasst erkennen, dass zwischen Aneurinkon- 
xentration und Hemmung Proportionalitat besteht. Auf diese Tat- 
sache liesse sich unschwer eine fermentchemische Aneurinbestimmung 
aufbauen. Mit Hilfe der Aktivitats-ps-Kurve des Systems Histamin- 
Diamin-oxydase (vgl. 2 .  Ahschnitt) laisst sich die Affinitat des Aneu- 
rins zur Diamin-oxydase als mindestens zwei ma1 so gross wie die des 
Histamins schatzen. Die Hemmung kommt demnach so zustande, 
dass das Aneurin wegen seiner grossen Affinitat zum Ferment dieses 
blockiert. 

Tabelle I. 
H e m m u n g  der D i a m i n - o x y d a s e  d u r c h  S n e u r i n .  

~ _ _ _ ~  
Histemin 

1 0,001-m. 
90 Min. 90 0,001 

5 10 
Fig. 1. 

H e m m u n g  der D i a m i n o x y d a s e  d u r c h  Aneurin. 
L4bszisse : Konzentration des Aneurins in Millimol, Ordinate : Hemmung der 

Ammoniakbildung in Prozent, Substrat: l0p3-rn. Histamin. 

Besteht ein derartiger Zusammenhang auch in vivo, und gehort 
es mit zu den Funktionen des Aneurins, den Stoffwechsel des Hista- 
mins zu beeinflussen? I n  der Niere, in der am ehesten ein solcher 
Mechanismus realisiert sein kiinnte, entspricht das Verhaltnis der 

0,00008 10 8 
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Konzentrat,ionen von Aneurin und Histamin dem in der Tabelle I 
angefuhrten. In  1 g Saugerniere sind 3 bis 4 y Histaminl) und in der 
Rattenniere 2,5 bis 10 y Aneurin,) enthalten. Da der Aneuringehalt 
B,-avitaminotischer Tiere sehr stark erniedrigt ist, miisste sich bei 
diesen ein starkerer -4bbau von Histamin und andern Diaminen 
finden als bei normalen Tieren. Das konnten wir bei der Ratte auch 
tatsachlich zeigen. I n  der 3. Mitteilung wurde die Erfahrung fruherer 
Autoren bestatigt, dass die Rattenniere keine Diamin-oxydase ent- 
halt. Mit Hilfe der im methodischen Teil angegebenen Verfahren 
gelang es uns, in der Mehrzahl der FBlle bei B,-avitaminotischen 
Ratten, deren B,-Mange1 durch die elektrocardiographische be- 
stimmte Bradycardie kontrolliert worden war, einen geringen, aber 
deutlichen Abhau von Histamin und Cada,verin festzustellen. 

2. Die  A f f i n i t a t  zwischen D i a m i n  u n d  Diamin-oxydase .  
Aus Fig. 1 der 3. Mitteilung geht hervor, dass die Abbauge- 

schwindigkeit in tler Reihe der Diamine vom Athylendiamin bis zum 
Pentamethylen-diamin stetig zunimmt. Wie verhalt sich die Affini- 
tat Ferment-Substrat in dieser homologen Reihe. 9 I n  jener Publi- 
kat,ion wurde anhand eines Konkurrenzversuc,hs (Tabelle 1) dargelegt, 
dass Athylen-dianiin starker als Trimethylen-diamin von der Diamin- 
oxydase gebunden wird. Diese Experiment'e wurden durch Vergleich 
der oxydativen Desaminierung verschiedener Triamine3) fortgesetzt. 
Mit Triaminen von der Formel H,N( CH,) nNH( CH,) ,,NH, (Spermidin- 
homologe) und mit verwhieden langen Methylen-ket,t,en lassen sich 
intramolekulare Konkurrenzversuche durchfiihren, weil die Molekel 
auf zwei verschiedene Arten sich rnit dem Enzym verbinden kann, 
entweder rnit der langern oder mit der kiirzern Ket'te. Diejenige wird 
umso mehr bevorzugt, je grosser ihre Affinitat gegeniiber der andern 
ist. Welche Kette reagiert hat), das erkennt man an der Abbauge- 
schwindigkeit,, da diese, wie erwahnt, eine Funktion der Kettenlange 
ist. So wurde in der vorangehenden Mitheilung hingewiesen, dass 
Spermidin (n = 3,  ni -= 4) mit einer dem Trimethylen-diamin ent- 
sprechenden Gesc,hwindigkeit desaminiert wird. Spermin wird noch 
langsamer gespalten, offenbar, weil es iiberhaupt nur rnit einer Dreier- 
kette sich mit, dem Ferment verknupfen kann, da die mittelstandige 
Viererkette keine unsubstit'uierte Aminogruppe besitzt. Besonders 
klar komnien die herrschenden Gesetzniassigkeit,en zum Ausdruck, 
wenn man verschiedene Triamine auf ihr Verhalten gegenuber der 

C. H .  Best und E. W .  M c H e n r y ,  1. c.; V .  W .  Thorpe, Biochem. J .  22, 94 (1928). 
2, I<. Ritsert, Klin. Wschr. 17, 1379 (1938); H. G. R. Westenbrink und J .  Goudsnzit, 

Enzymologia 5, 307 (1938). 
Fur die Uberlassung der zum ersten Ma1 von J .  D. Brnicn und W.  Pinkernelk 

(B. 70, 1230 (1937)) dargestellten Triarnine sind wir dem leider vor Kurzem verstor- 
benen Prof. -1. D. nraun sehr zu Dank verpflichtet. 
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Diamin-oxgdase priift. So ist in Fig. 2 die Desaminierung und in 
Fig. 3 die Oxydation verschiedener, durch Indices, die die Zahl der 
Methylgruppen angeben, gekennzeichnete Triamine dargestellt. We- 
gen der kleinen Reaktionsgeschwindigkeit ist nicht die Anfangsge- 
schwindigkeit, wie es sich gehorte, sondern das Reaktionsergebnis 
nach mehreren Stunden aufgezeichnet. In  diesem Falle macht sich 
auch der zweite Oxydationsschritt bemerkbar, von dem von vorne- 
herein nicht bekannt ist, ob bei diesem die gleichen Beziehungen 
zwischen Kettenlange, Affinitat und Umsatzgeschwindigkeit be- 
stehen. Trotzdem ersieht man aus den Figuren mit volliger Klarheit, 
dam in erster Linie die Dreierkette die Geschwindigkeit bestimmt, 
dass sie somit eine grossere Affinitat zur Dianiin-oxydase als die 
Vierer- und Fiinferkette besitzt. 

su 

3 3  3.4 3-5 4. 

Fig. 2. Fig. 3. 
Aminoniakbi ldung niit verscliie - 8 a u e r s t o f f v e r b r a u c h in i t v e r s c h i e - 

d e n e n  Tr ian i inen .  d e n e n  Tr iaminen .  
Ordinate: Stickstoff, Konzentration der Ordinate: n1m3 Sauerstoff, Substrat- 
Substrate: 4 x 10-3-m., Reaktionsdauer: honzentration: 4 Y lW3-m., Reaktions- 

24 Stunden. dauer: 16 Stunden. 

Diese mehr qualitat,iven Angaben sollen durch quantitative er- 
ganzt und die Michaelis-Konstante fur verschiedene Substrate be- 
stimmt werden. Die dazu notige lllessung der anfanglichen Reaktions- 
geschwindigkeit bei verschiedenen Substrat,konzentrationen hot 
einige Schwierigkeiten. Schon JfeHmyy und Gavin. wiesen das Be- 
stehen einer Inkubationszeit bei der Histaminase nachl), die bei 
ihren Versuchen 5 Stunden dauertr. Bri den in den letzten Mittei- 
lungen entwickelten Fermentpraparaten und Ansatzen wurde die 
Inkubationszeit auf wenige Minuten (Fig. 7 )  und schliesslich auf we- 
niger als eine Minute, d. h. fur unsere Nethoden nicht mehr nachweis- 
bar, heruntergedriiekt. Sach Tabelle 2 erhielten wir schon nach einer 
Minute die richtige Grosse der Geschwindigkeitskonstante. Da wir 
den Sauerstoffverbrauch verfolgten, musste wieder die Frage gepruft 

1) B. W. . I lcHe, i ry  und G. Gaviii, Riochern. J. 26, 1365 (1932). 
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werden, ob nicht in der fur die Messung notigen Zeit die Oxgdation 
des Zwischenprodukts die des unveranderten Substrats uberlagert. 
Man bekommt, schon bei der Betrachtung der Kurve des Oxydations- 
verlaufs (Fig. 4) einen gewissen Einblick in die TTorliegenden Ver- 

Fig. 4. 
O x y d a t i o n  d e s  P u t r e s c i n s  a n  d e r  Diarn in-oxydase .  Abszisse: Minuten, Or- 
dinate: verbrauchte Sauerstoffatome pro Molekel Putrescin, Ansatz : 3,5 cm3 gegen 
Puffer dialysierte Fermentlosung, mit Puffer auf 4 om3 erganzt, Putrescin 0,001-m. 

haltnisse. Die Geschwindigkeit, mit der Sauerstoff gebunden wird, 
nimmt nach Verbrauch einer halben Molekel 0, pro Molekel Substrat 
sehr deutlich ab ; die Geschwindigkeit der zweiten Reaktionsstufe ist 
also wesentlieh geringer sls die der ersten. Uberdies muss sieh das 
Substrat der zweiten erst bilden, sodass von vornherein wahrschein- 
lich ist, dass in der Anfangszeit die Geschwindigkeit allein durch die 
Konzentration des unveriinderten Substrats bestimmt wird. Diese 
Annahme liisst auf folgende Weise kontrollieren. NcHenrry und 
Gavin, (1. c.) hatten mit Hilfe der biologischen Methode gezeigt, dass 
die Geschwindigkeitskonstante des enzymatischen Abbaus von 
Histamin die einer monomolekularen Reaktion ist, was bedeutet, 
dass der Zerfall der Ferment- Substratverbindung geschwindigkeits- 
bestimmend ist. Wir konnten auf rein chemischen Weg das Ergeb- 
nis der genannten Autoren bestktigen (Tabelle 2). Die Geschwindig- 
keitskonstante der monomolekularen Reaktion 

k = - l g A  1 
t a-x 

(a = Anzahl Mole des Substrats am Anfang, z = in der Zeit t umgesetzte Anzahl Mole 
des Substrats) 

ist aber nur in den ersten Minuten wirklich konstant und nimmt d a m  
erwartungsgemass zu. McHe?wy und Gavirz fanden, dass die Grosse k 
his zurn Ende konstant blieb, was begreiflich ist, da sie die biologische 
Inaktivierung massen, die nach Abschnitt 3 unserer Arbeit schon 
durch den ersten Oxydationsschritt bewirkt wird. 

Fur die Bestimmung der Aktivitats-ps-Kurve wurden die Mes- 
sungen der ersten 1.5 Minuten benutzt, bei denen sich also schon die 
zweite Stufe bemerkbar macht, die aber, besonders bei Putrescin und 
Cadaverin, vernachliissigt werden darf. Die in den Figg. 5 und 6 wieder- 
gegebenen Versuchen wurden innerhalb 24 Stunden mit dem gleichen 
Fermentpriiparat durchgefuhrt. 



844 - - 

Tabelle 2. 
Verlauf  d e r  Cadaverin-Diamin-oxydase-Reaktion. 

Ansatz: 3,5 om3 gogen Puffer dialysierte Fermentlosung, 4 x 
Puffer auf 4 om3 erganzt. 

No1 Cadaverin, mit 
Zeitangabcn: Sekunden nach Einkippen des Cadaverins. 

Sauerstoffatmosphare, Leerwerte subtrahiert. 

mm3 0, Zeit 

1 
2 
3 
4 
6 
6 
8 

10 
12 
15 
18 
22 

Mol Substrat x 10-1 

r 

Putrescin . . 
Cadaverin. . 
Histamin . . 

0,0012 
0,00056 
0,00050 

0,025 
0,022 
0,024 
0,024 
0,025 
0,025 
0,026 
0,028 
0.029 
0,0295 
0,032 
0,037 

I ' i l  I I I I I 1  
1 ' 4  I 4 8 114 1 4 8 

Fig. 5. Fig. 6. 
. 4 k t i v i t a t s - p S - K u r v e  v o n  P u t r e s -  A k t i v i t i i t s - p s - K u r v e  v o n  C a d a -  

Sbszisse: Millimolaritat des Putrescin, oxydase .  
Ordinate: mm3 Sauerstoffverbrauch in Obere Kurve: Cadaverin, untere Kurve: 
10 Minuten, Ansatz: 3,5 em3 gegen Puffer 
dialysierte Fermentlosung, mit Puffer auf 

4 em3 erganzt. 

c in  -Diamin-oxydase .  v e r i n -  u n d  H i s t a m i n - D i a m i n -  

Histamin, das Ubrige wie bei Fig. 4. 

Die Kurven weisen die typische S-Form auf. Durch graphische 
Interpolation lassen sich aus ihnen die ~ ~ ~ ~ h a e l i s - l i o n s t s n t e n  (Kon- 
zentration des Suhstrats, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit die 
HBlfte der maximalen ist) ermitteln. Sie sind in der Tabelle 3 zu- 
sammengefasst . 

Tabelle 3. 
U i c h a e l i s - K o n s t a n t e n  f i i r  verschiedene  S u b s t r a t e  d e r  Diamin-oxvdase .  

Ilk, 

840 
1800 
2000 
4000) 
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Bei den Diaminen lasst sich somit hinsichtlich der Affinitat zur 

- 

Diamin-oxydase folgende Reihenfolge aufstellen : 

und weiterhin : 
Athylen-diamin > Trimethylen-diamin > Cadaverin > Putrescin 

Aneurin > Histamin > Cadaverin > I'utrescin 

Die Resultate stehen in voller Ubereinstimmung mit den Er- 
gebnissen der 3 .  Mitteilung. In  dieser wurde an mehreren Beispielen 
gezeigt, dass Guanidin und seine Derivate und die Carbonylreagentien 
den Abbau von Putrescin starker als den von Histamin und Cada- 
verin hemmen. Die Annahme, dass es sich bei diesen zwei Grnppen 
von Korpern um ,,competitive inhibitors" handle, ist damit bestatigt 
worden. 

Es wurde schon fruher (2. Mitteilung) das Vorhandensein einer 
scharf ausgepragten optimalen Histaminkoiizentration bei Desami- 
nierungsversuchen beobachtet. Diese Erscheinung muss bei allen 
Experimenten, bei denen Histamin als Substrat dient, berucksichtigt 
werden, wenn man Tor Fehlschlussen gesichert sein will. Als Beispiel 
sei auf die Bestimmung des Gehalts an Diamin-oxydase in versehie- 
denen Organen hingewiesen. Man erhalt nur dann wirklich vergleich- 
bare Resultate, wenn die optimale Konzentration ermittelt und bei 
dieser der Histaminabbau gemessen wird. Eine zu geringe und be- 
sonders eine zu grosse Histaminkonzentration lasst den Ferment- 
gehalt als kleiner erscheinen, als er wirklich ist. Bei Anwendung einer 
rein chemischen Methodik kann man diese Sehwierigkeit ver- 
meiden, wenn man Cadaverin als Substrat benutzt. Wenn man eine 
sicher sattigende Menge zusetzt, ist man gewiss, eine mztximale Wir- 
kung zu erzielen. Dazu kommt, wie Fig. 6 und fruhere Resultate 
zeigen, dass Cadaverin rascher als Histamin oxydiert wird. Diese 
Vorteile der Verwendung von Cadaverin kommen besonders tlsnn zur 
Geltung, wenn es sich um sehr kleine Enzymmengen handelt (vgl. 
Illethodisches). 

3 .  Der  Vergleich de r  biologischen I n a k t i v i e r n n g  m i t  d e r  
o x  y d 2 t i  v e n  D e s a mi  n i  e r  un  g d e s H i s  t a in i n  s . 

X c H e n r y  und Cavin (1. c.) hatten gefunden, dass die Inaktivierung, 
gemessen am Blutdruck der atropinisierten Katze, parallel der Des- 
aminierung verlauft. TqTir wiederholten diese Versuche, indem wir 
das Verhalten des Hist,aniins gegenuber dem isolierten Meerschwein- 
chendarm aerfolgten. Immer dann, wenn eine Molekel Ammoiiiak 
aus dem Histainin abgespalten war, versehwand auch die Wirkung 
auf den Darm. Rus Tabelle 4 geht hervor, dass die Geschwindigkeit 
beider Prozesse gleich gross ist. 
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Tabelle 4. 
Vergleich zwischen I n a k t i v i e r u n g  u n d  Desaminierung d e s  H i s t a m i n s .  

Ansatz: 10W Mol Histamin in 10 em3 Fermentlosung. Nach den angegebenen Zeit- 
abstanden (Minuten) Entnahme der Proben fur Ammoniak- und Aktivitiitsbestimmung 
(Meerschweinchendarm). Die Zahlen, mit multipliziert, bedeuten die Menge der 

umgesetzten Mol. 

Zeit Aktivitatsabnahme Ammoniakbildung 

85 
115 
I50 
200 

I $3 
397 
4,7 
7,2 

Bin Atom Sauerstoff setzt eine Molekel Ammoniak in Freiheit. 
Es sollte deshalb nach Verbrauch eines Sauerstoffatoms ebenfalls 
das Histamin inaktiviert sein. Wie die Fig. 7 zeigt, ist das nur an- 
nahernd der Fall. Mit  zunehmender Reakt,ionsdauer bleibt die Inak- 
tivierung hinter der Oxydation immer mehr zuruek. Die Abweichung 
ist bedingt durch den Sinfluss der im vorangehenden Abschnitt dis- 
kutierten Oxydation des ersten Zwischenprodukts. (Bin kleiner Teil 
des zusatzlichen Sauerstoffverbrauchs ist durch die Eigenatmung des 
Fermentpraparats bedingt). Es geht somit auch aus diesen Ver- 
suehen eindeutig hervor, dass die biologische Aktivitat des Histamins 
durch den in der 2 .  Rlitteilung formulierten ersten Oxydationsschritt 
zum Verschwinden gebracht wird. 

'K 2s so 

Fig. 7. 
I n  a k t i v i e r u n g s - u n d 0 x y d a t i o n s g e s c h TY in  d i g k e i t v on Hi s t a m  i n . Abszisse : 
Minuten, Ordinate : Zahl der verbrauchtcn Atomc Sauerstoff resp. Zahl der inaktivierten 
Nolekel Sauerstoff pro Molekel zugesetztem Histamin, obere Kurve : verbrauchter Sauer- 

stoff, untere Kurve: inalrtiviertes Histamin, Konzentration Histamin : 10-3-m. 

Dieses Resultat entscheidet auch die Prage, ob das Histamin 
selber oder erst ein Abbauprodukt desselhen das wirksame Agens im 
Tierversuch darstellt, im erstern Sinne. Das kann durch einen wei- 
tern, einfachen Versuch demonstriert werden. Setzt man zu der 
Tyrodelosung, in der ein Stuck Meerschweinchendarm aufgespannt 
ist, soviel Semicarbazid als fur die Ausschaltung der Diamin-oxydase 
niitig ist (0,0001-m.), so reagiert der Darm in gleicher Weise wie vorher 
auf Histamin, gelegentlich sogar starker. 
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Alle iinsere Ergebnisse bestatigen und erweitern rliejenigen von 
MeHenry und Cavin: Der Verlust der Histaminwirkung ist gleich- 
bedeutend mit der Entstehung einer Molekel Ammoniak und mit 
dem Verbrauch eines Sauerstoffatoms. Damit ist die Beziehung 
zwischen biologischer und chemischer Ilethodik aufgeklart. 

4. D a s  Vorkommen  d e r  D i a m i n - o x y d a s e  i n  cler P l a c e n t a .  
Es ist ein grosses Tatsachenmaterial bekannt, das auf eine Ver- 

Bnderung des Histamin-Stoffwechsels in der Schwangerschaft bei 
Mensch und Tier hindeutet. So nimmt die Fahigkeit Histamin zu 
inaktivieren, wiihrend der Geburt im Rlute sehr stark zul). Ver- 
schiedene Autoren bringen den abnorm hohen Histamingehalt des 
Blutes bei gewissen pathologischen Bustiinden der Schwangerschaft 
in einen ursachlichen Zusammenhang mit den Krankheitssymp- 
*omen2). Auch der Befund ist bedeutsam, dass das vom Foetus zur 
Placenta stromende Blut mehr Histamin enthiilt als das, das von der 
Placenta zuriickstromtl). Es lag deshalb nahe, die Placenta auf 
ihren Gehalt an Diamin-oxydase zu untersuchen. Wir fanden denn 
auch, dass sowohl die frisehe Placenta als aueh die aus ihr herge- 
stellten Aceton-Trockenpulver das Enzym in relativ hoher Konzen- 
tration enthalten. Tabelle 5 zeigt, dam die Wirksamkeit verschie- 
dener Menschen-Placenten von clerselben Grossenordnung ist. Dass 
es sich wirklich um die Diamin-oxydase handelt, beweist die Tabelle 6. 
Das Ferment desaminiert in gleicher Weise Cadaverin und Histamin 
und wird durch 0,0002-m. Semicarbazid vollstandig inaktiviert. 

Tabelle 5. 
Desani in ie rung  v o n  Cadaver in  d u r c h  4 v e r s c h i e d r n e  P l a c e n t e n  (Mensch). 
Ansatz : Organbrei mit doppelter Menpe Wasser extrahiert, gegen Puffer dialysiert. 
2,5 om3 Losung mit 2,5 om3 Puffer und lo-" Mol Cadaverin versetzt. Dnuer: 21 Stunden. 

= Leerwert) 

Damit, ist das Vorkommen von ,,€€istaminase" in der Placenta, 
das schon von Xurcou  3, wahrscheinlich gemacht worden war, sicher 
gestellt. Der Fermentgehalt ist nicht so hoch wie der der (Schweine-) 
Niere, aber in Anbetracht ihrer Grosse ist die Placenta neben der 

I )  I. Xarcou und 8. Btnumsiu-V'ergu, Bull. Acad. M6d. Rouinanie [I11 3, 19 (1937). 
z, Zusammenfassung bei: W .  Peldberg und E. Schtlf, Histamin, Berlin 1930. 
3, 1.  X a r e o u  c. s., Presse Medicale 20, 371 (1938). 
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Niere und der Darmschleimhaut einer der wichtigsten Organe fur den 
oxydativen hbbau von Histamin und Polyaminen. 

Tabelle 6. 
Einf luss  v o n  Semicarbaz id  auf  d i e  Desaminierung v o n  H i s t a m i n  d u r c h  

d i e  Menschenplacenta .  
Ansatz: Aceton-Trockenpulver mit der funffachen Menge 2,5-proz. XaC1-Losung ext,ra- 
hiert, gegen Puffer dialysiert, 3 om3 Liisung auf 3,5 cm3 durch Puffer erganzt. Dauer: 

15 Stunden. 

Ferment + Cadaverin (0,003-111.) . . . . . . . . . . 
Ferment+ Histamin (0,001-ni.) . . . . . . . . . . 
Ferm. + Histamin (0,001-m.) + Semicarb. (0,0002-m.) . 

Diskuss ion  de r  E rgebn i s se .  
Die Diamin-oxydase der Darmschleimhaut zerlegt die im Darm- 

lumen durch verschiedene Bakterien gebildeten Stoffe Histamin, Pu- 
trescin und Cadaverin und schiitzt den Organismus auf diese Weise 
vor einer Uberschwemmung mit diesen Basenl). Es ist aber ungewiss, 
ob das gleiehe, in der Niere und Placenta wirksame Ferment, mit 
Putrescin und Cadaverin, deren Vorkommen in der Belle nicht erwiesen 
ist, normaliter zu reagiereii Gelegenheit hat. An deren Stelle treten 
neben Histamin, Spermin, Spermidin und Aneurin. Alle vier sind Deri- 
vate des Trimethylen-diamins und besitzen aus diesem Grunde eine 
grosse Affinit'at zur Diamin-oxydase. Die Struktur des Trimethglen- 
diamins ist nach verschiedener Richtung hin mriiert : Beim Histamin 
wird durch die konjugierte Doppelbindung des Imidazolringes die 
Seitenkette so aktiviert, dass die Abbaugeschwindigkeit gegeniiber der 
des Grundkorpers stark gesteigert ist. Beim Aneurin steht die freie 
Aminogrnppe am Pyrimidinkern, dessen Stahilitat offenbar zu gross 
ist, als dass es trotz der festen Bindung an das Ferment zu einer 
oxydativen Desaminierung kommt. Demgemass kann das Aneurin 
nicht durch die Dismin-oxydase der Darmschleimhaut zerstort 
werden, was mit der alimentaren Genese der Beri-Beri in Einklang 
steht. Spermin und Spermidin werden als wenig abgewandelte 
Derirate des Trimethylendiamins sehr langsam abgebaut. Das zeigt 
sich nicht nur im Ferment-, sondern auch im Tierversuch. Nach sub- 
kutaner Injektion von Spermin treten hei der Ratte erst nach 48 
Stunden Vergiftungssymptome in Form einer Vagusiibertonisierung 
auf. 

Die Substrate der Diamin-oxgdase lassen sich in zwei Gruppen 
einteilen, in solche, die bei Uberschreiten einer bestimmten Konzen- 

l) E'. A .  Zeller u r d  R. S e h E r ,  Scfiweiz. med. Wschr. 68, 1318 (1938). 
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tration ihre Oxydation verzogern (Histamin, Spermin und ev. Sper- 
midin, vgl. Tabelle 3 der 3.  Mitteilung) und in solche, deren Abbau- 
geschwindigkeit nach Erreichen eines Maximums bei weiterer Stei- 
gerung der Konzentration konstant bleibt (Putrescin, Cadaverin). 
Diese Bweiteilung der Substrate findet sich ebenfalls bei der Xanthin- 
oxydasel). Die Kenntnis des Vorhandenseins einer optimalen Sub- 
stratkonzentration ist nicht nur aus methodischen Grunden wichtig, 
sondern sie liisst an die Moglichkeit denken, dass diese Eigenschaft 
der Diamin-oxydase bei Hemmungsmechanismen eine Rolle spiele. 
So kiinnte beispielsweise das Aneurin das Enzym so weit blockieren, 
dass die Histaminkonzentration gegeniiber dem frei gebliebenen Teil 
iiber-optimal wird, sodass zur Aneurinhemmung noeh die Histamin- 
hemmung tritt. Auf Grund dieser Uberlegungen ist die kM des 
Aneurins (Tabelle 3 )  geschatzt worden. 

Es wurde aus friiheren Versuchen erschlossen, dass die Affinitat 
zur Diamin-oxydase bei Putrescin, Cadaverin und Histamin in der 
angegebenen Reihenfolge zunimmt. Die Bestimmung der Michaelis- 
Konstante hat diese und damit gleichzeitig auch jene Annahme be- 
statigt, dass die Guanidinderivate und die Carbonylreagentien in 
der Weise wirken, dass sie mit den Substraten um das Ferment kon- 
kurrieren. Die Behauptung, dass es sich bei der Reaktion der Blau- 
saure auf die Diamin-oxydase um einen neuen Cyanidhemmungs- 
mechanismus handle, in dem Blausaure in gleicher Weise wie Se- 
micarbazid, Bisulfit oder Dimedon das Ferment beeinflusse, wird 
durch die angegebenen Befunde ebenfalls unterstiitzt. WerZe und 
Heitxer 2, haben die Versuche mit den Carbonylreagentien mit gleichem 
Erfolg und rnit gleicher Schlussfolgerung bezuglich der Blausaure- 
wirkung auf die Histidin-carboxylase ubertragen. 

Die enzymatische Zerlegung von Triaminen mit zwei ungleich 
langen Methylenketten stellt ein Analogon zu dem gut untersuchten 
Beispiel der Spaltung optisch aktiver Ester durch die Schweineleber- 
esterase dar3). Diese besitzt eine grossere Affinitat zum d- als zum 
I-Nandelsaure-ester, wahrend umgekehrt die Z-Ester-Fermentver- 
bindung rascher als die entsprechende &Verbindung hydrolysiert 
wird. Nur spielt sich der Prozess an  unserm Beispiel nicht an zwei, 
sondern an ein und demselben Substrat ab. Die Diamin-oxydase 
hat zur Dreierkette eine grossere Affinitat als zur Vierer- und Fiinfer- 
kette, wiihrend diejenigen Ferment- Substratkomplexe rascher (in 
Ammoniak und Aldehyd) zerfallen, die mit der hngern Kette, als 
die rnit der kiirzern gebildet worden sind. 

l) X .  Dixon, Enzymologia 5, 198 (1938). 
2, E. Werle und K.  Hezfzer ,  Biochem. Z. 299, 420 (1938). 
3, Zusammenfsssung bei R. Amnzon, Ergeb. Physiol. 37, 366 (1935). 

54 
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Unsere Resultate stehen im Widerspruch mit einer Angabe von 
P. Xzendrol). Dieser -4utor hatte gezeigt, dass bei der Bestrahlung 
von Histidin mit Ultraviolett Imidazol-acetaldehyd entsteht. Dieser 
Aldehyd sol1 nun in gleicher Weise wie Histamin auf den Meerschwein- 
ehendarm wirken. Wir aber haben eben gezeigt, dass schon das erste 
Zwischenprodukt des enzymatischen Histaminabbaues, das wohl 
mit Sicherheit eben Imidazol-acetaldehyd ist, vollstandig inaktiv ist. 

Z u s a m m  en  f a s s ix ng  . 
1. Aneurin hemmt innerhalb eines bestimmten Bereiches pro- 

portional seiner Konzentration die Diamin-oxydase. Seine Affinitat 
zu dieser ist grosser als die des Histamins. I n  der Xere  der B,-avi- 
taminotischen Ratte ist im Gegensatz zu der der normalen Tiere 
Diamin-oxydase nachweisbar. 

2. Samtliche Triamine mit den Methylenketten mit drei bis 
funf C-Atomen werden von der Dismin-oxydase oxydativ desaminiert. 
A m  dem T'ergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten kann eine Be- 
ziehung zwischen Liinge der Methylenkette und ihrer Affinitat zum 
Enzym aufgestellt werden. 

3.  Der Sauerstoffverbreuch der Diamin-Diamin-oxydase-Reak- 
tion entspricht in den ersten Ninuten dem einer inonomolekularen 
Reaktion. 

4. nus  den hktivitats-p,-Kurven fiir Histsmin, Putrescin und 
Cladeverin lassen sich die entsprechenden ~~ichaeZis-Konstanten er- 
mitteln. Die Zahlen stehen in vblliger Ubereinstimmung mit den 
&us sndern Versuchen erschlossenen Rffinitatsverhaltnissen dieser 
Substrate. 

5.  Die biologische Inaktivierung des Histamins ist nach Ab- 
lbsung einer Molekel Ammoniak, die mit Verbrauch eines Atoms 
Sauerstoff vcrknupft ist, erreicht. 

6. In  der Menschenplacenta befindet sich ein betrachtlich hoher 
Gehalt an Diamin-oxydase. 

Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Rasel. 

1 )  P. Szendr i j ,  Pfliiger's Arch. ges. Physiol. 228, 542 (1931). 


