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Ix the course of various investigations it has been demonstrated that histidine
i8 a normal constituent of the urine of pregnant women, that it appears in the
urine at a very early stage of pregnancy and continues to be excreted during the
whole of gestation [Kapeller-Adler, 1933; 1934; 1936]. The rate of histidine
excretion seems to vary with the individual and to be dependent on the kind of
food taken [Kapeller-Adler & Schiller, 1935]. No histidine is to be detected in the
urine of pregnant animals [Kapeller-Adler & Herrmann, 1934]. Further studies
revealed the existence of a relationship between the excretion of histidine and
that of gonadotropic hormones in human pregnancy [Kapeller-Adler et al. 1935;
1936; 1937]. The increase in the gonadotropic hormones during human gestation
was assumed to be the cause of the non-destruction of histidine so that this
amino-acid passes the liver unaffected and, not being deaminated by the kidneys,
is excreted in the urine. Whereas histidinuria is characteristic of normal human
pregnancy a more or less distinet alteration in histidine metabolism occurs in
toxic pregnancy. The clinical importance of this alteration is considered in a
paper at present in the Press [Kapeller-Adler, 1940]. Briefly the results obtained
in the study of 58 cases of toxaemia of pregnancy of various types indicate that
histidinuria is not appreciably affected in cases of mild toxic pregnancy, but is
considerably diminished in patients with serious symptoms of pre-eclamptic
toxaemia ; in these little or no histidine is to be found in the urine. So constant is
this that a marked diminution in histidine excretion can be used as a diagnostic
sign of severe toxaemia of pregnancy.

It seemed possible that in severe toxaemia the histidine instead of being
excreted as such was being transformed into some other substance, probably one
of pharmacological activity. In this connexion decarboxylation of histidine to
histamine had obviously to be considered, and several attempts have been made
to detect histamine in the urine from toxaemic patients as well as from cases of
normal pregnancy. In this paper these attempts are described.

EXPERIMENTAL

The method used depended upon precipitation of the histamine with
Zn(OH), [compare Ackermann, 1939], decomposition of the precipitate with
H.,S, extraction of the resulting alkaline solution with amyl alcohol, re-extraction
of the histamine from the amyl aleohol with N /10 H,SO, or /10 HCI, evapora-

! The substance of this paper was reported at a Meeting of the Biochemical Society in
Edinburgh on 8 June 1940.
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tion of this solution #n wacwo and preparation of the histamine picrate or
flavianate.

Ezxp. 1. 23 1. of urine of four patients with signs of severe toxaemia and no
histidinuria were worked up. The urines were collected over chloroform and kept
in the ice chest. Every 1000 ml. of the mixed urine were treated with 30 ml. of
a saturated solution of freshly precipitated Zn(OH), in ammonia (sp. gr. 0-880).
After standing overmght the precipitate was filtered off, thoroughly washed with
water and dried in air. The dry white powder was treated with dilute H,S0O, and
freed from zinc by H,S. The ZnS was filtered off and carefully washed w1th Water
The filtrate was freed from H,S by air-suction, made strongly alkaline with
NaOH and the NH,; was removed by distillation in vacuo at 40°. This solution,
completely free from NH; and having pH 9-5, was concentrated in vacuo to
about 100 ml. and shaken 6 times with pure amyl aleohol, 50 ml. being used for
each extraction. The combined amyl alcohol extracts were shaken 5 times with
N/10 H,80; (in later experiments HCI) using 20 ml. each time. To remove traces
of amyl alecohol the sulphuric acid solution was vigorously shaken with 25 ml.
of chloroform. The resulting liquid was concentrated to a small volume under
reduced pressure and then tested for the presence of histamine as follows:

(@) With a small amount of this solution Pauly’s diazo reaction [1904] was
carried out and a strong positive result was obtained. This very sensitive test,
although not specific for histamine, being given also by other iminazole deriva-
tives seemed, however, in this case to indicate the presence of histamine because
other iminazole derivatives are insoluble in amyl aleohol.

(b) Another part of the solution obtained was subjected to the reaction of
Zimmermann [1929]. This test, which is specific for histamine, also gave a strong
positive result.

(¢) To the main part of the liquid above described an excess of a concentrated
solution of flavianic acid was added. After some time a pale yellow precipitate
was formed. The m.p. was 256°. This precipitate was purified by repeated
crystallizations from hot water. Ultimately, a fraction of a milligram of a yellow
crystalline substance, insoluble in water, was obtained and this had m.p. 260°,
not depressed on admixture with an authentic specimen of histamine diflavianate.
Under the microscope the material appeared as bright yellow characteristic
prisms showing great similarity with crystals of histamine diflavianate. On
account of the strong positive result of the Zimmermann reaction in the fluid
investigated and of the fact that the isolated flavianate showed many physical
properties characteristic of histamine diflavianate it was assumed that the base
present might indeed be histamine. It was of course necessary to obtain further
evidence for that assumption.

Exp. 2. 34 1. of urine of several patients with signs of severe toxaemia of
pregnancy and no histidinuria were worked up in the manner above described.
The flavianate isolated had after repeated recrystallization m.p. 260°, not de-
pressed on admixture with histamine diflavianate. Unfortunately, the yield of
the material obtained was again very small, amounting only to a fraction of a
milligram. Since the identification of the compound, so far carried out, was not
at all satisfactory a further attempt was undertaken to procure a greater yield.

FEzp. 3. This time it was decided to start from the urine of only two patients
with signs of very severe toxaemia of pregnancy and no histidinuria at all in the
hope that under these conditions histaminuria might be so considerable as to
allow of histamine being isolated in larger amounts. 52 1. of urine from the two
patients were treated in the way described, the only difference being that the
amyl alcohol extracts were shaken with N/10 HCI instead of N/10 H,SO,. The
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liquid thus obtained was evaporated to dryness in vacuo after the traces of amyl
alcohol had been removed by chloroform. A hydrochloride was obtained which
showed strong positive Pauly and Zimmermann reactions. After recrystalliza-
tion from hot alcohol prisms were obtained which under the microscope seemed
very similar to crystals of histamine dihydrochloride. This hyrochloride was
converted into a picrate which after several recrystallizations ??om hot water
melted at 238-242° with decomposition and brown-black colouring. It showed
no depression of M.p. when mixed with histamine dipicrate. This experiment
yielded 2-7 mg. of the picrate which, like histamine dipicrate, was soluble in hot
water and insoluble in ether. Under the microscope the crystals of the isolated
picrate, consisting of yellow plates, closely resembled those of histamine dipicrate.
It may be pointed out that histamine picrate as well as histamine flavianate give
directly a strong positive diazo reaction without having been previously freed
from picric or flavianic acid. Unfortunately, the amount of the picrate obtained
was not large enough for a micro-analysis but X-ray-powder photographs of it
were kindly taken by Dr C. A. Beevers, Chemistry Department, Kings Buildings,
Edinburgh. -

Photographs of substance I (histamine dipicrate) and substance II (picrate
isolated from toxie pregnancy urine).

11

Fig. 1.

Dr Beevers makes the following observation on these photographs:

(1) General features identical but II has some extra lines (continuous parts
due to glass). :

(2) I and IT have at least nearly the same crystal structure. What differences
there are may be due to (@) impurities in II erystallizing in quite a different way;
(b) imperfect crystallization of I resulting in certain lines becoming blurred. This
is supported by the fact that photograph I is generally more blurred than II.

(3) Lines are very numerous, showing a large unit cell (probably large
molecules).

(4) Photographs were taken with Cu K X.rays (Ni filter to remove Kg),
2% hr. exposure, 25 mA., 60 kW.).

Exp. 4. Whereas in the previous experiments urines of women suffering from
pre-eclamptic toxaemia were used for the isolation of histamine this time the
examination of the urine of a woman with hyperemesis gravidarum for the
presence of histamine was undertaken,

Al
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The urinary output of 6 successive days (3000 ml.) of a woman in the 10th-
12th weeks of pregnancy with distinet signs of hyperemesis gravidarum and with
almost no histidinuria was the starting material. The urine was daily precipitated
with Zn(OH), and the precipitate worked up in the manner described above,
with only one slight modification. After the decomposition of the zinc salt by
H,S a few ml. of ammonia solution were added to the liquid containing dilute
H,80, in order to ensure complete precipitation of ZnS. The precipitate was
allowed to settle overnight and was then worked up according to exp. 3. The
hydrochloride obtained showed strong positive diazo and Zimmermann reactions.
In presence of a little dilute HySO, it was converted into the flavianate by means
of a concentrated solution of flavianic acid. The bright yellow flavianate showed
a strong positive diazo reaction and had m.p. 258°. On several recrystallizations
a pure substance was obtained with constant m.P. 260°, not depressed on
admixture with an authentic specimen of histamine diflavianate. The yield of the
purified material was 10-9 mg. (Found (Weiler): C, 39-70; H, 3:6; N, 13-4 9%;
required for C;HgN5(C\HgN,SOg),: C, 40-58; H, 2-86; N, 13-26%,.)

Eap. 5. 391. of urine from four normal pregnant women with histidinuria

were worked up as in exp. 4. The hydrochloric acid solution finally obtained,

although showing a positive diazo reaction,did not yield any histamine diflavianate
with flavianic acid. Obviously only traces of histamine were present.

It may be mentioned that Ackermann [1929] has isolated 0-9 mg. histamine
dipicrate from 1000 1. of normal urine. Because of the very small amount of the
compound he could not identify it accurately.

Discussion

The experiments recorded above indicate that whereas normal pregnancy
is characterized by histidinuria, in severe toxaemia of pregnancy the excretion of
histamine in the urine seems to replace that of histidine. It should be stressed
that the amount of histamine isolated certainly represents only a small part of
the amount which may really be present in toxaemic pregnancy urine, since
losses in the preparation cannot be avoided and, apart from that, not all the
histamine can be recovered. =

—/1£39

There is no doubt that the histamine appearing in toxaemia of pregnancy

can only be derived from histidine which is normally present in large amounts
throughout gestation. Histamine is presumably formed from histidine by de-
carboxylation. Werle [1936; 1937 ; 1938] has found that animal tissue, especially
the kidneys, contain an enzyme which can alter histidine to histamine by
decarboxylation. This enzyme which he called histidine decarboxylase appears to
be more effective in absence than in presence of oxygen. But there is still another
enzyme in the kidneys with an antagonistic action tending to the destruction of
histamine. This enzyme, histaminase, first described and isolated by Best [1929;
1930; 1932; 1935] is effective only in the presence of oxygen.

Although no evidence has been advanced as yet as to the occurrence of
histidine decarboxylase in the human body, the above-reported isolation of
histamine from toxaemic pregnancy urine seems to suggest the presence of such
an enzyme in man. For the conversion of histidine which is excreted in rather
large amounts throughout normal pregnancy into histamine appearing in the
urine of women with different manifestations of severe toxaemia of pregnancy
can only be explained if the presence of a histidine decarboxylase in the human
body is assumed.
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Accordingly two factors seem to be responsible for the velocity of formation
of histamine in histidine metabolism, namely, the activity of the histidine
decarboxylase and that of histaminase. In a recent paper Werle [1940] reports
that the activities of both enzymes are not only dependent on the presence or
absence of oxygen but far more on the presence of various inactivators which
regulate their action.

Thus the occurrence of histamine in the metabolism of pregnant women will
finally be determined by the balance between histidine decarboxylase and
histaminase.

The significance of the isolation of histamine from toxaemic pregnancy urine
for the explanation of the pathogenesis and of the course of toxaemia of preg-
nancy will be discussed in another place.

SUMMARY

1. A chemical method has been desecribed for isolation of histamine from the
urine.

2. Four attempts have been made to isolate histamine from the urine of
women with various manifestations of toxaemia of pregnancy. Whereas in the
first two experiments only fractions of a milligram of histamine diflavianate
have been isolated, exp. 3 yielded 2-7 mg. of histamine dipicrate from 32 1. of
urine of two women with very severe toxaemia, identified by melting point,
mixed melting point, the Zimmermann reaction and an X-ray photograph, in
exp. 4 10-9 mg. histamine diflavianate have been isolated from 3000 ml. of urine
of a woman with severe hyperemesis gravidarum and identified by a micro-
analysis.

4. From 39 I. of normal pregnancy urine with normal histidine excretion the
same method yielded no detectable quantity of histamine.

5. The origin of histamine and the factors responsible for its occurrence in
toxic pregnancy are discussed.

I wish to express my gratitude to Prof. F. A. E. Crew and to Dr C. P. Stewart
for kind hospitality. To Prof. R. W. Johnstone I am deeply indebted for the
permission to use the clinical material from his Ward in the Simpson Memorial
Maternity Hospital, Edinburgh. My thanks are also due to Prof. G. F. Marrian for
his helpful eriticism and advice.
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Histidinie Metabolism in Normal and Toxaemic Pregnancy.
The Excretion of Histidine in Normal Pregnancy
Urine and in the Urine of Patients with
Toxaemia of Pregnancy *

BY

R. KAPELLER-ADLER, Ph.D., Vienna

From the Institute of Animal Genetics and from the Biochemical
Laboratory of the Royal Infirmary, Edinburgh.

IN 10934 the writer described a simple reaction for demonstrat-
ing the presence of histidine in the urine, and the results obtained
by investigating about 300 pregnant and non-pregnant women
proved that this test may be used for the diagnosis of preg-
nancy." By means of this method, slightly modified,” it was
shown in 1936 that histidine is a normal constituent of the urine
of women throughout the whole of pregnancy, that it appears
in the urine at the very beginning of gestation and disappears
from it after delivery or abortion.

Histidinuria is characteristic only of human gestation; his-
tidine not being excreted during the pregnancy of animals.”
Further studies revealed the existence of a relation between the
excretion of histidine and that of gonadotropic hormones in
pregnancy.*

Since then systematic investigations of several thousand
specimens of urine from pregnant and non-pregnant individuals
have been carried out by the author and the following results
have been obtained. Evidence was found suggesting that
human pregnancy does not exist without a distinct and con-
tinuous excretion of histidine during the whole gestation period,
the histidine reactions obtained ranging from a positive to a
strong positive, and the quantitative figures ranging from 15 to
50 mgm. histidine per cent. The rate of histidine excretion
seems to be at least partly dependent on the kind of food taken.®

Further it was observed that investigation of alkaline urines
involves certain difficulties in testing for the presence of histi-

#* The substance of this paper, and the subsequent one, was reported
at a meeting of the Biochemical Society in Edinburgh, on June 8th, 1g4o:
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dine but that these could be overcome by a preliminary treat-
ment of such urines with N /10 KMnO; in sulphuric acid solution.
When applying this modification to the investigation of alka-
line urines of pregnancy almost 100 per cent accuracy can be
obtained with this test in cases of normal pregnancy, whereas
in 3 per cent of non-pregnant women positive results were re-
ported by the author.* It should be pointed out, however, that
positive results in the urine of the non-pregnant woman were
only sporadically found, whereas the pregnant woman continu-
ously excretes histidine throughout gestation. Moreover I
believe that the colour reaction sometimes obtained in non-
pregnancy urine may be caused, not by the presence of histi-
dine in those urines, but by another still unknown compo'uhcf ;
since the colour reaction in the urine of women who are not preg-
nant exhibits different qualities from that given by the urine of
pregnant women.

Neuweiler the Grimm® using the histidine test on the urine of
247 women between the 5th and gth months of pregnancy obtained
positive results in all 247 cases. In the urine of pregnant women
between the 1st and 4th months they obtained negative results
in 2 cases, in one of which the urine was alkaline. These
authors, therefore, claim to have obtained an accuracy of 9g.3
per cent. Applying this test to the investigation of non-pregnant
women, Neuweiler and Grimm observed a positive colour
reaction in 15 per cent of the cases. It may, however, be
mentioned that among the cases investigated were those of
hydatidiform mole and of abortion in which the histidine
reaction is usually positive. These authors also point to the
transitory character of the positive result in women not preg-
nant.

With regard to the date of the first appearance of histidin-
uria in early pregnancy, it may be stated that a positive histi-
dine reaction may be obtained as early as the 1st week after
the first missed period, and sometimes even before a period has
been missed. A positive histidine test is given as well in cases
of ectopic pregnancy.

Attention may be drawn to one case which the author came
across quite recently. On December 7th, 1940, a histidine test
was made in the urine of a woman, 27 years of age, who had
had her last period on November 1oth. She started bleeding
on November 1gth, and had continued to bleed. She had pains
in the right iliac region. The histidine reaction gave a weak
positive result. On December 1zth the patient was operated
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upon, and ectopic gestation in the right Fallopian tube wa$
found.

It may be mentioned that in early pregnancy the histidine
reaction sometimes gives positive results sooner than the Asch-
heim-Zondek test or the Friedmann test. Neuweiler® and Blaufuss’
report similar observations. Westberg® found a positive histi-
dine test in 7 cases of very early pregnancy (later clinically
confirmed) whereas the Aschheim-Zondek test made at the same
time gave negative results. In early pregnancy the histidine
test seems to be more sensitive than the biological reactions.

In cases of threatened abortion the results of the histidine
reaction vary from a weak positive to a positive. In one case
of threatened abortion the histidine test gave a normal positive
as did the Friedmann test, whereas the Aschheim-Zondek
reaction was a weak positive. In another case of threatened
abortion the histidine test was positive, the Aschheim-Zondek
test giving a weak positive result.

In missed abortion only a weak positive histidine test is
usually obtained.

Histidine tests in cases of hydatidiform mole are always
positive. Histidinuria occurs also in cases of over-function of
the anterior lobe of the pituitary gland in which the Asch-
heim-Zondek reaction is also positive. (Norpoth®, Kapeller-
Adler and Boxer."’)

The conditions of histidine metabolism in normal pregnancy
having been described it will be shown in this paper that in
toxaemia of pregnancy a more or less distinct alteration in his-
tidine metabolism is to be found.

Experimental procedure.

Qualitative and quantitative estimations of histidine were
carried out with the modified reaction of Kapeller-Adler.* A
brief description of this method may be given. It is always
preferable to use 24-hours specimens of urine for the test, but
as it was not always possible to obtain a whole day’s output
from the pregnant woman, the investigations were made on the
urine that was first passed in the morning, having a specific
gravity of about ror15 to 1025.

Reagenis.

(a) Bromine reagent: 5 c.c. bromine and 500 c.c. glacial
acetic acid were diluted with 1,000 c.c. distilled water, and the
mixture stored in a brown glass bottle.
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(b) A mixture of ammonia and ammonium carbonate: 400
c.c. ammonia solution, specific gravity 0.880, was mixed with
200 c.c. of a 10 per cent ammonium carbonate solution.

(¢) Potassium iodide starch paper.

(d) N /10 potassium permanganate solution.:

(e) 10 per cent sulphuric acid.

Techmique.

The urine is filtered if necessary, and then tested with litmus
paper. Acid urines can be directly tested for histidine, but
alkaline urines must first be treated with potassium permangan-
ate in sulphuric acid solution.

Treatment of acid urines.

To 5 c.c. of acid urine sufficient bromine reagent is added
to change the original colour of the urine to orange-red, then
to orange-yellow and finally to pale yellow. The latter colour
indicates the necessary slight excess of bromine. This excess
is tested for by potassium iodide starch paper; the fluid is then
left for about 5 minutes during which the excess of bromine dis-
appears, as confirmed by dropping it on the potassium iodide
starch paper; 0.5 c.c. of the mixture of ammonia and ammonium
carbonate solution are then added to the urine, now bromine-
free. This fluid which shows a pH4 is shaken and the test tube
containing it is placed in a beaker of boiling water for 2 or 3
minutes. In urines containing histidine a red or a reddish-violet
colour appears. After some time the fluid deposits brown-black

amorphous flakes of the dye. Urines free of histidine do not
change their colour.

Treatment of alkaline urines.

To 5 c.c. of urine 2 c.c. 10 per cent sulphuric acid and suf-
ficient N /10 potassium permanganate are added to change the
urine to a pink colour, which will persist for half to one minute.
The urine is allowed to stand for a few minutes until it becomes
clear and almost colourless, when a few drops of the bromine
reagent are added until the fluia becomes pale yellow. The
urine should then be tested with potassium iodide starch paper
for a slight excess of bromine. The fluid is left for 5 minutes
during which time the excess of bromine disappears. One c.c.
of the mixture of ammonia and ammonium carbonate are -
added, the fluid (pH4) shaken, and placed in a beaker with .
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boiling water for 2 or 3 minutes. The urines containing hist
dine become red, while the histidine-free urines remain yellow:
The importance of the preliminary treatment of alkaline urines
with N/10 KMnO, in sulphuric acid solution for the achieve-
ment of satisfactory results may be illustrated by the fact that
in many alkaline urines of pregnant women negative histidine
tests were obtained, whereas the same urines showed positive
reactions when treated with N /10 KMnO, before the determina-
tion of histidine.

For the quantitative estimation of histidine the urine must
be filtered, after which the test is performed, as described above,
according to the reaction of the urine on litmus paper. The
quantitative measurement is carried out by means either of the
colorimeter, Klett, or of the Stufen-photometer Zeiss,"” or with
the Spekker photoelectric absorptiometer. It is necessary to
make quick readings before the separation of the dye in flakes
begins to take place.

As already mentioned, the colour reaction, which is some-
times obtained with the urine of women who are not pregnant,
differs from the ordinary positive reaction in healthy pregnant
patients in that a persistently clear violet-blue colour is produced,
whereas in the reaction of normal pregnancy a deep red or
reddish-violet colour is produced in which brownish or black
flakes of the dye are soon deposited.

Finally, it should be stressed that reactions with only a faint
pink colour are to be considered negative.

Investigations of cases of toxaemia of pregnancy.
The 59 cases to be described fall into 4 groups according
to the symptoms exhibited. (Paras. I to IV, pages 9 to 14.)

I. Cases orF HYPEREMESIS GRAVIDARUM

Symptoms: fast pulse-rate, low blood-pressure, sometimes
albuminuria. Five patients were investigated.

All data obtained are summarized in Para. 1.

The patients of this group were between the 8th and 14th
weeks of pregnancy. All women exhibited a rather low blood-
pressure, and someftimes had a pulse-rate over 100. Special
attention may be drawn to patient No. 4, who had severe sick-
ness from the 5th week and who had a very low blood-pressure.
During the early months of her first pregnancy she had also suf=
fered from excessive vomiting.
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The histidine excretion in the urine of patient No. 1 was
below the normal level, whereas in the remaining cases normal
positive results were achieved.

II. Cases oF MiLp Pre-EcrLamptric TOXAEMIA

Symptoms: Traces of albumin in the urine, slight rise in
blood-pressure, oedema, headache, and heartburn. Twenty-six
patients were investigated.

The patients of this group exhibited only a few symptoms of
toxaemia of pregnancy. Slight oedema and sporadic headache
could be noted, the blood-pressure was not generally high, and
either albumin was absent from the urine or there were only traces
thereof. Some of the patients had suffered from morning sickness
in the first months of pregnancy; 17 of the 26 were primigravidae.
Most of the patients were in the 8th or gth months of pregnancy
when the investigations were carried out. In the majority of
cases the histidine exeretion proved to be normal. The amount
of histidine found in the urine of 3 patients (Nos. 3, 11, 12)
was subnormal, and in 3 other cases (Nos. 2, 4, 5) only traces
of histidine were recovered. Some cases (Nos. 2, 20, 25, 26)
are of interest in that on one day only traces of histidine were
excreted by the patients, to be followed on the next day by a rise
to the normal level.

Analysing the findings in this group as a whole, one ob-
serves that the deviation of the histidine excretion from the
normal level of pregnancy is slight.

III. CAsis OF MODERATE PRE-ECLAMPTIC TOXAEMIA.

Symptoms: Albuminuria, high blood-pressure, oedema.
Fourteen patients were investigated.

In the cases investigated hypertension was mostly persistent,
albumin was always to be found in the urine and nearly all
patients showed oedema. Nine women were primigravidae.
The patients were in the 8th or gth months of pregnancy when
they were admitted to the hospital. Two of the women
exhibited visual disturbances (Nos. 2, 11), and 3 suffered from
breathlessness on exertion (Nos. 10, 1I, 14). One patient
(No. g) complained of epigastric discomfort. There was one
twin pregnancy (No. 13) and one stillbirth (No. 12). Two of
the patients (Nos. 3, 7) had had morning sickness during the
first months of pregnancy. In all the cases of this group the
histidine excretion was below the normal level, and in several
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only traces of histidine were found. In one case (No. 1) the
Aschheim-Zondek reaction was carried out and gave a positive
result, whereas only traces of histidine were found.

Case No. 12 may particularly be discussed. This patient
showed only mild clinical signs of toxaemic pregnancy so that it
appeared to be doubtful whether she was a case of pre-eclamptic
toxaemia. But her histidine excretion in the urine, investigated
daily for a fortnight, was extremely low and suggested that it
might be a case of serious pre-eclamptic toxaemia. As will be
shown later, the urine of this patient contained, in fact, a fairly
high amount of a toxic compound. It is noteworthy that this
woman had a stillbirth, the child being born slightly macerated.

Case No. 14 is also of some interest. This patient, who
became increasingly dyspnoeic from the 6th month of pregnancy,
did hardly show any clinical signs of toxaemic pregnancy. Her
histidinuria pointed, however, to the likelihood of a toxaemia
of pregnancy. As an organic lesion of the heart could be ex-
cluded by a thorough examination, the dyspnoea of the patient
was presumably due to toxaemic conditions in pregnancy.

IV. Cases oF SEVERE PrE-EcLampriCc TOXAEMIA

Symptoms: Hypertension and albuminuria persisting,
oedema. Fourteen patients were investigated.

Para. IV shows that g out of 14 patients were primigravidae
and one was pregnant for the 6th time. In all the patients
a marked and persistent hypertension was observed, large
amounts of albumin were found in the urine, and the majority
complained of oedema. The patient pregnant for the 6th
time (No. 3) had also epigastric pain and vomiting, severe
cough, breathlessness and cyanosis. She had had renal trouble
6 and 4 years pricr to this pregnancy. Two women with
severe toxaemia (Nos. 10, 11) did not give any evidence
of oedema. Four patients (Nos. 5, 10, 12, 14) suffered from
severe headache, 2 (Nos. 5, 14) exhibited ocular disturbances and
several were troubled by sickness (Nos. 3, 8, 10, 12, 14). There
was one stillbirth (No. 1), one miscarriage (No. g), one twin
pregnancy (No. 2), 7 cases of premature delivery (Nos. 3, 5, 8,
10, IT, 13, 14) and 4 cases of artificial delivery (Nos. 10, 11,
13, 14). In case No. 5 there were post-partum convulsions in
both the mother and the child. Patient No. 14 developed
eclampsia, and that was the reason for the induced delivery.
Patient No. 10 had to undergo an artificial delivery on account
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of cardiac failure. Patient No. 11 developed thrombosis, hemi-
plegia, and aphasia, and labour had to be induced for that
reason. Four patients (Nos. 3, 5, 10, 14) gave a history of toxaemic
symptoms in their preceding pregnancies.

It is to be noted that most of the patients of this group had
to attend the hospital at an earlier stage of pregnancy than the
patients in groups II and III: namely between the 7th and
8th months of gestation.

In all cases in this group histidine was absent, or only traces.
of it were found in the urinary tests made at frequent intervals
over a period of weeks. The absence of histidine excretion
was always associated with considerable hypertension and
marked albuminuria. So constant were these findings that a
marked diminution in histidine excretion, or absence of histidi-
nuria, can be used as a diagnostic sign of severe toxaemia of
pregnancy. -

It is of interest that the Aschheim-Zondek reaction* in 6
cases (Nos. 2, 3, 8, g, 10, 11) gave either a positive or a weak
positive result. A negative Aschheim-Zondek reaction was not
obtained in any case, which indicates that even under toxaemic
conditions gonadotropic hormones continue to be excreted,
although sometimes at a reduced level. The reaction of histidine
made simultaneously was mostly negative.

It will be demonstrated later thaf in cases of severe toxaemia
of pregnancy changes in the histidine metabolism take place
which explains why histidine does not appear in the urine. The
lack of histidine in such cases is generally associated with severe
albuminuria and other symptoms of profound toxaemia, and
can itself be regarded as a salient feature of the condition.

It may be pointed out that improvement in the toxaemia of
pregnancy is always accompanied by an increase in histidine
elimination, so that the reappearance of histidine in the urine
of patients with toxaemic symptoms may be considered a favour*
able sign.

Summary.

Histidine is a constituent of the urine throughout normal
human pregnancy, the excreted amounts ranging between 15
and 50 mgm. per cent. Histidinuria is not appreciably affected
in cases of mild pre-eclamptic toxaemia, but is considerably

* The author desires to thank Miss Mairi Mackay, Institute of Animal

Genetics, Edinburgh, for numerous Aschheim-Zondek reactions carefully
carried out by her.
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diminished in patients with setious symptoms of pre-eclamptie
toxaemia. In cases of severe pre-eclamptic toxaemia histidine
is not to be found in the urine, or only traces are found. So con-
stant are these findings that a marked diminution, or total absence
of, histidine excretion can be used as a diagnostic sign of severe
toxaemia of pregnancy.

1. CasEs oF HYPEREMESIS GRAVIDARUM

Patient No. 1. o-para, 1oth week of pregnancy; blood-pressure, 120/80;
pulse-rate, never above go; vomiting, from week before admission;
albumin, +, trace, o, trace; histidine mgm. petr cent, 5, 7, trace, 8, 3,
trace, trace; one miscarriage 18 months previously.

Patient No. 2. o-para, 10oth to 12th weeks of pregnancy; blood-pressure,
120/100, 110/60; pulse-rate, 88, 100, 88, 88, 80; albumin, +++, ++.,
++, o, trace, trace; histidine mgm: per cent, 15, 20, 12, 20, 20, 19, 22,
20, 20, 20, 15, 20, 18.

Patient No. 3. 1-para; 12th to 14hw_eeks of pregnancy; blood-pressure,
118 /70; pulse-rate, 72, 8o, 80, 84; vomiting, from 10 days before admission;
albumin, o, o, o; histidine mgm. per cent, 20, 15, 16, 20, 22, 12, 18.

Patient No. 4. 1-para; 8th to 1oth weeks of pregnancy; blood-pressure,
100/70, 98/65, 80/55, 9o/70, 95/75; pulse-rate, 8o, 88, go, 92, 8o, 76,
96, 88, 84; severe sickness from s5th week of pregnancy; albumin, o, o;
0,0; histidine mgm. per cent, 10, 15, 10, 30, 28, 12, 30. First pregnancy
10 years ago with excessive vomiting in early pregnancy as complication.

Patient No. 5. 3-para; 8th week of pregnancy; blood-pressure, 110/80;
pulse-rate, 88, 82, 104, 08, 88, 88, 84; sickness from 6th week; albumin,
trace, o, o; histidine mgm. per cent, trace, 20, 12; 15, 20, 16. First
pregnancy, 1934, duration, 7 months. Hyperemesis as complication.
Second pregnancy, 1935, duration 624 months, Cause of abortion unknown.
Third and 4th pregnancies were normal.

II. CAsEs oF MiLp Pri-Ecrasmpric ToXAEMIA

Patient No. 1. o-pdra; 8th month of pregnancy; blood pressure, 158/ 110j
slight oedema; albumin, o, o, o, o; histidine mgm. per cent, 40, 30, 40,
40, 32.

Patient No. 2. 3-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure, 180/80;
110/60; oedema, feet and ankles, from 5th month; headache, when admitted;
visual disturbances, occasionally black spots; albumin, o, o, o; histidine
mgm. per cent, trace, trace, 30.

Patient No. 3. z-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure, 170/90,
110/80; oedema, ankles for last 2 months; headache, during early months;
albumin, o, o, o; histidine mgm. per cent, 15, 10, 10; complained of
fatigue and dyspnoea on exertion. Did not feel well throughout pregnancy.

Patient No. 4. 4-para; gth month of pregnancy; blood-pressure;
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140-150/80; oedema, absent; headache, absent; albumin, o, +, o; histi
dine mgm. per cent, trace, trace.

Patient No. 5. o-para; gth month of pregnancy; blood-pressure;
140/80, 120/75; oedema, ankles, and face for the last 2 months; albumin,
o, 0, o, o; histidine mgm. per cent, 10, trace, trace, 6.

Patient No. 6. o-para; g9th month of pregnancy; blood-pressure,
145/90, 130/80, 130/80; oedema, absent; albumin, o, o, o; histidine
mgm. per cent, 20, 14, I5.

Patient No. 7. o-para; gth month of pregnancy; blood-pressure,
150/80; oedema, slight; headache, slight; sickness during the first 3
months; albumin, o, o, o, o; histidine mgm. per cent, 28, 25, 22, 20, 25;
25, 24.

Patient No. 8. o-para, gth month of pregnancy; blood-pressure;
100/60; oedema, slight; albumin, b, o, o; histidine mgm. per cent, 26;
20, 24, 26, 20, 25.

Patient No. g. 4-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure,
120/80; oedema, feet; albumin, o, o, o, o; histidine mgm. per cent, 38,
35, 32.

Patient No. 10. o-para; 7th to 8th months of pregndancy; blood-
pressure, 160/100; oedema, ankles; headache, slight; albumin, trace, trace;
histidine mgm. per cent, 20, 22, 18.

Patient No. 11. o-para; goth month of pfégnancy; blood-pressure,
140/120, 120/80; oedema, ankles, face, hands; albumin, +, trace, ©o;
o, o, o; histidine mgm. per cent, 8, 10, 10, trace, 8.

Patient No. 12. o-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure;
145/80, 130/70, 140/60, 160/90; oedema, ankles, from the 6th month;
headache, +; albumin, +, trace, trace, +: histidine mgm. per cent,
S TON 20, 513!

Patient No. 13:. 1-para; oth month of pregnancy; blood-pressure,
130/80;, 130/80, 130/90; oedema, feet; morning sickness in the first
months; albumin, trace, trace, +; histidine mgm. per cent, 28, 26.

Patient No. 14. 6-patfa; 7th to 8th months of pregnancy; blood-
pressure, 150/100, 120/70; puffiness round eyes; albumin, trace, trace;
trace, trace; histidine mgm. pef cent, 35, 33, 25, 20, 30; 20, 20, 20; 25.

Patient No. 15. 1-parai gth month of preghancy; blood-pressure,
150/90; oedema, feet and ankles; visual disturbarce, otcasionally black
spots; albumin, trace, trace, trace, trace, trace, trace; histidine mgm:
per cent, 39, 32, 36, 39, 38; twin pregnancy.

Patient No. i6. o-para; gth month of pregnancy; blood-pressure;
130/80; oedema,; feet, hands, face; albumin, tface, o; histidine mgm. per
cent, 12, 26, 25; Aschheim-Zondek reaction, weak positive.

Patient No. 17. o-para; 7th month of pregndancy; blood-pressure;
140/80; 120/70; oedema, feet and legs from the 5th month; albumin,
trace, o, o, o; histidine mgm. per cént, 25, 30, 29, 28, 29, 31, 25, 25, 31
29, 24.

Patient No. 18. 1-para; blood-pressure, 160/100, 170/1i0, 160/I00f
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fiausea; albumin, o, o, o; histidine mgm. per ent, 30, 20, 34, 31, 25, 31;
20, 34, 42, 40, 37; 30.

Patient No. 19. Blood-pressure, rising slightly; albumin, trace, trace,
histidine mgm. per cent, 20, 18, 15.

Patient No. 20. o-para; g9th month of pregnancy; blood-pressure,
140/80, 120/65; oedema; ankles; slight morning sickness in the first 3
months; albumin, trace, trace, trace; histidine mgm. per cent, 10, 18,
trace, 24.

Patient No. =21. o-para; s5th month of pregnancy; blood-pressure,
130/75; vomiting, once, 4 days before admission; albumin, o, trace;
histidine mgm. per cent, i4, 20, 16, 12, 30, 30, 28, 24.

Patient No. 22. o-para; gth month of pregnancy; blood-pressure,
125/85, 180/130, 130/95; oedemia, ankles, gradually increasing; albumin,
+, +, trace; histidine mgm. per cent, 16, 10.

Patient No. 23. o-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure,
120/90, 120/80; albumin, +, +; histidine mgm. per cent, 40, 45.

Patient No. 24. o-para; gth month of pregnancy; blood-pressure,
155/ 105; albumin, o, o; histidine mgm. per cent, 18, 16.

Patient No. 25. o-para; gth month of pregnancy; blood-pressure;
130-140/80-100; oedema, slight; face, hands, legs; albumin, +, +, +,
+, +, +, +; histidine mgm. per cent, trace, 25, 19, 25, 22, 30, 18,
22, trace, 25, 20, 22, 25, 30, 26, 20, 25, 20, 22, I5.

Patient No. 26. o-para; gth month of pregnancy; blood-pressure,
130-140/100-105; severe sickness absent during first 5 months; albumin,
trace, trace, trace; histidine mgm. per cent, o, 18, 5, 22, trace, 26, 8, 22,
5, 16, trace, 20, 18, 22, trace, 22, 5, 22z, 15, 18, o, 16.

III. Casks ofF MODERATE PRE-Ecrampric TOXAEMIA

Patient No. 1. o-para; gth month of pregnancy; blood-pressure,
180/120, 140/100; oedema, ankles, 2 months before admission; some
vomiting; albumin, +, +, + +; histidine mgm. per cent, 10, trace, trace,
i1, trace, trace, trace, 4, trace, trace; Aschheim-Zondeék reaction, positive.

Patient No. 2. 4-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure,
180-200/120-140; 160/100; 160/100; oedema, feet and ankles; black spots
in face and eyes; albumin, +; ++, +++, ++; histidine mgm. per
cent, s5, 4, trace, 5, 8, 4.

Patient No. 3. o-para; 7th menth of pregnancy; blood-pressure,
140/80; 140/80; oedema, feet, last 4 weeks before admission; swelling of
the vulva, + + +; headache in the 4th and sth months; morning sickness
during the first 3 months albumin, +. ++, ++, ++; histidine mgm.
per cent, 6, 5, 5, trace, trace, 7, 6, trace, trace, trace, trace, trace, 6, 9,
trace, trace.

Patient No. 4. o-para; 8th month of prégnancy; blood-pressure,
140/g0, 120/80, 145/100, 130/100; oedema, ankles, 2 months before
admission; albumin, o, trace, +, +; histidine mgm. per cent, 10, 10, 127
9, 7, 12, 10, trace, 5, 7.
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Pizt»ient: No. 5. 2-para; gth month of pregnancy; blood-pressuté,
115;’75; albumin, +, +; histidine mgm. per cent, trace, trace.

Patient No. 6. o-para; oth month of pregnancy; blood-pressure,
140;’90, 140/90; some oedema of ankles; albumin, ++, +++, ++4,
+ +; histidine mgm. per cent, 12, trace, trace, trace, 6, 6, trace, 15,
10, 8, trace, 6; heartburn, + +.

Patient No. 7. o-para; 8th month of pregnancy; Dblood-pressure,
146] 110, 140/90; vomiting, during first 4 months; albumin, +++, ++.,
+ +,+, ++ +; histidine mgm. per cent, 8, 7, 9, trace, 5, trace.

Patient No. 8. o-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure,
140/ 100, 140/90; oedema, face, ankles, legs; albumin, + +, trace, trace;
histidine mgm. per cent, 12, tracé, trace, 12.

Patient No. 9. o-para; oth month of pregnancy; blood-pressure,
155/ 100, 145/100; oedema, + + +, ankles, face, hands; nausea; albumin,
trace, trace, histidine mgm. per ceiit, 5, ¢; epigastric discomfort.

Patient No. 10. 4-para; gth month of pregnancy; blood-pressure,
120/70, 110/80; oedema, + + 4, ankles, abdominal wall; albumin, trace,
trace; histidine mgm. per cent frace, trace. Breathlessness on exertion
from the 6th month.

Patient No. 1i. 3-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure,
130/80, 150/90; oedema, ankles; severe blurring of vision; albumin, trace,
trace; histidine mgm. per cent, 1o, trace; 1 miscarriage; frequent attacks
of epistaxis; breathlessness on exertion.

Patient No. 12. o-para; gth month of prégndancy; blood-pressure,
140-150/90o-110; albumin, trace, ++4, +,+, ++, ++4; histidine mgm.
per cent, 15, 12, 10, trace, trace. 6, 7. 3/ & 5, 5; 0; stillbirth, child
slightly macerated.

Patient No. 13. 4-para; goth month of pregnancy; blood-pressure;
140/ 100; oedema, feet, ankles; albumin, + + +, 4 + +; histidine mgm.
per cent, trace, trace; twin prégnancy.

Patient No. 14. o-para; oth month of prégnancy; blood-pressure,
140/g0, 120/90; oedema, ankles; albumin, +, trace, +, + + histidine
mgm. per cent, 15, trace, 1o, trace, 10, trace. lr!crea.sihgly dyspnoeic from’
the 6th month, only on exertion.

IV. CasES OF SEVERE PRE-ECLAMPTIC TOXAEMIA

Patient No. 1. 3-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure,
145/95; albumin, ++, + 4, ++; histidine mgm. per cent, trace, trace,
trace, trace; stillbirth.

Patient No. 2. opara; gth month of pregnancy; blood-pressure,
155/110; oedema, for last 6 weeks; albumin, + + 4, + + +; histidine’
mgm. per cent, 5, o} Aschheim-Zondek reaction, positive; twin pregnancy.

Patient No. 3. 6-para; 7th month of pregnancy; blood-pressure,
180/120, 180/120; oedema, ankles, legs, sacrum, for last 4 months;
vomiting, +; albumin, ++, ++4, ++, ++; histidine mgm. per cent,
5, trace, o, trace. Kidney troubles 6 and 4 years'ago. This pregnancy/
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épigastric pain, breathlessness, cyanosis; Aschheim-Zondek reaction, +]
premature delivery.

Patient No. 4. o-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure,
160/g0, 130/80; oedema, + 4, ankles, feet; albumin, trace, trace, trace;
histidine mgm. per cent, 8, 10, 7, 7, trace, 8, trace, 8, trace, trace, 5, 6,
8, 8, 10, 10, 6, trace, 5, 8.

Patient No. 5. o-para; 6th to 7th months of pregnancy; blood-
pressure, 150/110, 140/110; slight oedema in ankles and face. Headache
during the 4th month of pregnancy; subjective eye disturbances; albumin,
++4+, +++, ++, ++; histidine mgm. per cent, o, o, trace, o, 5, trace,
trace, o, trace, o, 5, 7, trace, o; 1 miscarriage; premature birth. After
delivery patient and child had convulsions,

Patient No. 6. o-para; 8th to oth months of pregnancy; blood-
pressure, 140/100, 120/80, 145/ 100; slight oedema; albumin, + 4+, + + +;
+++, +++, +++; histidine mgm. per cent, trace, trace, o, trace;
trace, trace, o, o, trace, trace, trace.

Patient No. 7. o-para; 8th month of pregnancy, blood-pressure;
1807 120, 140/ 100, 140/100; oedema, + +; albumin, +++, +++, +++;
+ + +; histidine mgm. per cent, o, o, trace, o, trace, o, o, o, trace,
trace, trace, trace, o, trace, o, o, trace: ;

Patient No. 8. 1-para; 7th to 8th months of pregnancy; blood-
pressure, 150/1I0, 196/I10; oedema, ankles; vomiting during the 2nd
month; albumin, +++, +++4, +++, ++, ++ +; histidine mgm.
per cent, o, o, o, trace, trace, trace, o, o, o, 0; Aschheim-Zondek re-
action, weak +; premature birth.

Patient No. 9. o-para; 7th month of pregnancy; blood-pressure,
210/100, 190/120; oedema, feet, face; albumin, +++, +++, +++;
histidine mgm. per cent, 10, 5, 7, 6, trace, 5, trace, trace, o, o, o;
Aschheim-Zondek reaction, weak +; 6 months’ foetus, dead.

Paiient No. 10. 1-para; s5th month of pregnancy; blood-pressure,
170/120, 160/100, 140/90, 140/90, 120/80, 140/100, 180/120; headache,
+; sometimes feeling of nausea; albumin, trace, trace, trace, + +, + + +,
+++, +++; +++, +++, ++, +++; histidine mgm. per cent;
10, 6, 5, 7, 6, o, trace, o, trace, trace, trace, o, o, trace, o, o, 0, o,
o, o, trace, o, o, 5, traece; 5, 10; O, 15, 0, 0, 0, 0, 0O, 0, trace, trace, 0, 0, 0;
o, trace, trace, o, 5, 7, 7. 0, 0, trace, o, o, o; Aschheim-Zondek reaction,
weak +. Two years ago premature birth following pre-eclamptic
toxaemia; child was alive. One year ago abdominal hysterotomy because
of a severe pre-eclamptic toxaemia; blood-pressure, 220/140; albumin
+++. Miscarriage in the s5th month. This pregnancy, premature
artificial delivery; heart failure.

Patient No. 11. o-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure,
150/ 100, 190/I110, 130/70, 170/100, 190/130, 220/130, 180/110; cedema,
absent; albumin, +, +, ++, +++, ++; histidine mgm. per cent, o,
0, trace, trace, o. Aschheim-Zondek reaction, extremely weak +.
Thrombosis, hemiplegia, aphasia; artificial delivery, premature.

Patient No. 12. o-para; gth month of pregnancy; blood-pressure;
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170/100, 140/85, 150/100, 140/100, 150/85; oedema, ankles, + +. Head-
ache during the first 2 to 3 weeks. Slight giddiness and faintness. Morn-
ing sickness during the first 3 months. Albumin, + + +, solid, + 4+,
+ ++, + + +; histidine mgm. per cent, trace, o, o, o. General lassitude
and tiredness.

Patient No. 13. o-para; 8th month of pregnancy; blood-pressure,
160/ 110, 170/120, 180/130, 220/160, 200/160; oedema, ankles; albumin,
++4++, ++, ++, ++++; histidine mgm. per cent, trace, o, o; prema-
ture birth; classical Caesarean section.

Patient No. 14. 2-para; 7th to 8th months of pregnancy; blood-
pressure, 180/100, 140/90, 160/100, 175/110; oedema, + +, feet, hands,
face. Severe headache; blurring of vision. Morning sickness during first
3 months. Albumin, solid, + + + 4+, solid, solid; histidine mgm. per cent,
o0, 0, 0; 2 miscarriages. This pregnancy, in the 3rd month, threatened
abortion cleared up. Has not felt well during all the pregnancy; patient
developed fits; delivery induced; premature child.
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The significance of the Isolation of Histamine from the
Urine in the Toxaemia of Pregnancy

BY
R. KaArPeLLER-ADLER, Ph.D., Vienna

From the Institute of Amimal Genetics, and from the Bio-
chemical Laboratory of the Royal Infirmary,
Edinburgh

As the result of the findings obtained in the course of the in-
vestigation described in the preceding paper, the conclusion was
drawn that toxaemic pregnancy is associated with abnormal histi-
dine metabolism. It appeared to be possible that in severe
toxaemia the histidine, instead of being excreted as such, was
being transformed into some other compound, probably one
of pharmacological activity.

Considering the chemical structure of histidine, the possi-
bility of a transformation of this inactive substance into the
very active substance histamine became obvious. Therefore,
repeated attempts were made to detect this active compound
in toxaemic pregnancy urine. The detailed description of these
attempts is given in a paper at present in the press." The results
of these experiments may be summarized as follows. Four
attempts have been made to demonstrate the isolation of hista-
mine from the urine of women with various signs of toxaemia
of pregnancy. In the first two experiments only fractions of a
milligram of histamine diflavianate were isolated from 23 litres of
urine from patients with severe pre-eclamptic toxaemia. A third
attempt yielded 2.7 mgm. of histamine dipicrate out of 32 litres
of urine from 2 women with very severe pre-eclamptic toxaemia
(compare Para. IV, Nos. 10 and 11 of the preceding paper). In
the fourth experiment with a modified technique 10.9 mgm.
histamine diflavianate were isolated from 3 litres of urine from
a woman suffering from severe hyperemesis gravidarum (com-
pare Para. I, No. 1). From 3g litres of normal pregnancy urine
with normal histidine excretion a detectable quantity of hista-
mine could not be obtained. Since then two further attempts
at isolation of histamine have been made with the modified
technique. In a second case of hyperemesis gravidarum 34.6
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mgm. histamine diflavianate were isolated out of 7,700 c.c. of

urine. The second experiment was carried out on the urine of

a woman with serious pre-eclamptic toxaemia, with the result

that 62.5 mgm. histamine diflavianate were prepared from 8,500
c.c. of urine (compare Para. III, No. 12). It may be recalled
that this patient exhibited only very mild signs of toxaemia of

pregnancy, but demonstrated either a very low histidine excre-

tion or entire absence thereof, and that her pregnancy termin-

ated in a stillbirth, the child being slightly macerated.

There is no doubt that the histamine isolated from urine in*
cases of the toxaemia of pregnancy can have only been derived
from histidine which is normally present in large amounts
throughout pregnancy. The way in which histamine may be
formed from histidine is extensively discussed in the paper
mentioned above." Two factors seem to be responsible for the
rapidity of formation of histamine in the histidine metabolism;
namely, the activity of two enzymes, (a) histidine decarboxy-
lase, (b) histaminase. Animal tissues, especially -the kidneys,
contain both enzymes. Whereas the histidine decarboxylase,
which can alter histidine to histamine, appears to be more
effective in an atmosphere lacking oxygen than in the presence
of oxygen (Werle®), the histaminase, an enzyme tending to the
destruction of histamine, works only if oxygen is present (Best®).
Recently Werle* reports that the activity of both enzymes is not
only dependent on atmospheric conditions but also on the
presence of various inactivators which regulate their action.
It may be suggested that the occurrence of histamine in the
metabolism of pregnant women will finally be determined by
the balance in the activity of the histidine decarboxylase and
the histaminase.

The occurrence of histamine in the urine in toxaemia of preg-
nancy having been proved, the possible significance of that
finding for the pathogenesis and course of that disease may be
discussed.

First of all it must be pointed out that the term toxaemia of
pregnancy should be retained, since, for the first time, a real
toxin has been isolated from the urine oi toxaemic pregnancy. This
is contrary to certain authors, notably Irving,® Seitz® and v.
Jaschke,” who reject the assumption of a toxin as the cause of
eclampsia. The fact that histamine has been isolated from the
urine of patients suffering from pre-eclamptic toxaemia, as well
as from the urine of women suffering from hyperemesis gravi-
darum, suggests that pre-eclamptic and eclamptic toxaemia, tox-~
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aemic vomiting and the premature separation of the placenta may
not represent independent diseases, but may form only different
manifestations of the same disease, probably of an intoxication by
histamine. Although evidence has not yet been advanced as to
the occurrence of histamine in normal pregnancy urine I am in-
clined to think that very small amounts of histamine may also
be formed in the metabolism of normal pregnancy, and that
the less pronounced symptoms like headache, morning sickness
and dyspepsia occurring in nearly every normal pregnancy may
indicate slight intoxication by histamine.

A comparison of the clinical picture in the various mani-
festations and degrees of toxaemia of pregnancy, together with
the conditions produced by experimental intoxication by hista-
mine, reveals numerous points in which there is a suggestive
similarity. Injections of histamine in man produce a character-
istic sequence of events, the intensity of which can be greatly
reduced by giving the injections slowly and gradually. The
changes produced are a slight acceleration of the pulse-rate, a
slight fall in arterial pressure and a slight rise in the tempera-
ture—all of which may be observed in severe hyperemesis
gravidarum. In addition a feeling of constriction in the head
and headache are experienced, sometimes accompanied by
visual disturbances (Best and McHenry®). Larger doses pro-
duce intolerable headache, vomiting and unconsciousness.
Cyanosis and difficulty in breathing, particularly inspiratory
dyspnoea, have also been recorded, and Kehrer® observed con-
vulsions. Histamine injections also produce oedema, which is
a common sign of pre-eclamptic toxaemia and eclampsia.

Histamine is also stated to increase the excitability of the
sympathetic nervous system, and many obstetricians (e.g.
Stroganoff,'” Stander'') emphasize the presence of this feature
in pregnancy toxaemia, particularly in hyperemesis.

In addition certain changes in the blood are common to both
pregnancy toxaemia and histamine poisoning. Cyanosis in the
latter has been mentioned, and anoxaemia is a recognized
feature of pre-eclaiptic toxaemia and eclampsia. In histamine
poisoning the CO,-combining power is lower, hyperglycaemia
occurs, along with a decrease in the hepatic glycogen, and the
sodiuin content and calcium content of the blood are diminished.
All these changes have been claimed to occur in pre-eclamptic
toxaemia and eclampsia, although it is notorious that the find-
ings of different observers conflict in some measure.

Finally the pathological changes in various organs particu-
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larly in the liver and kidneys in experimental intoxication with:
histamine so closely resemble those in toxaemic pregnancy that
some authors (Hofbauer,"* Heinlein'’) conceived of histamine as
the causative factor of eclampsia for that reason alone.

Whereas the decreased blood-pressure in cases of hypereme-
sis gravidarum is in accord with the known effect of histamine
in lowering the blood-pressure, the hypertension characteristic
of pre-eclamptic toxaemia appears at first glance to be at
variance with it. It may, however, be recalled that histamine
causes renal impairment and persistent albuminuria are mostly
observed together with hypertension in cases of severe pre-
eclamptic toxaemia. Since serious renal disturbances such as
glomerular and tubular lesions follow histamine injections, it
appears likely that the primary cause of hypertension in pre-
eclamptic toxaemia may be renal impairment. This being
granted, the rise in blood-pressure may occur as a protective
measure, since it would seem to indicate an attempt on the part
of the organism to maintain an adequate filtration pressure in
the glomeruli. Thus, hypertension in pregnancy ‘may prov1de
by its early appearance, a very important warning sign indi-
cating the activity of histamine in the pregnant body.

A review of the literature as regards the aetiology of toxaemic
pregnancy shows that, as already mentioned, some authors have
considered histamine as the causative factor of eclampsia.
Hofbauer™ first suggested that histamine may be the cause of
premature separation of the normally implanted placenta. He
was, however, not able to give any convincing evidence with
respect to the occurrence and the origin of histamine in toxaemia
of pregnancy. Reference is also made by Revoltella™ to the
occurrence of histamine in the blood, urine and various organs
of patients with eclampsia and pre-eclampsia, but he, also, did
not advance further confirmation of this opinion. He assumed
that histamine is either formed by the foetus or by the placenta
itself, or derived from the intestine. As already mentioned,
Heinlein also believed histamine to be the cause of eclampsia,
but, again, he did not adduce any evidence in support of his
belief.

An observation made by Edlbacher'® should be mentioned
here. This author reports that, according to his experiments,
histidine, as well as arginine and cysteine, have been found to
cause a complete inhibition of the customary action of hista-
mine. In view of this observation it appears likely that the
histidine occurring in larger amounts in normal pregnancy
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may have a protective effect against histamine which may
appear in the metabolism as an intermediate product. In cases
of severe toxaemia, however, in which histidinuria is absent,
that protective effect of histidine against histamine may be
absent. In this connexion reference may be made to a paper
of Walther,* who claims striking results from administering
injections of histidine in various cases of vomiting and gastric
disturbances in pregnancy. The gastric troubles, heartburn
and vomiting, disappeared very quickly under that treatment.

Finally, with regard to the occurrence of histamine in
toxaemia of pregnancy it may be recorded that eclampsia and
vomiting are unknown in animals during pregnancy (Hofbauer,"
Cruickshank,'” Attlee'®) but histidinuria and, of course, hista-
minuria are absent in pregnant animals.

SUMMARY

1. It is suggested that histamine plays an important #éle in
toxaemia of pregnancy.

2. The different manifestations of the intoxication with their
different symptoms and events may finally depend on the preg-
nant woman herself, on her adaptability to the changed con-
ditions, and on the state of nutrition of her body. Malnutrition
may play its part since Feldberg' observed that a starved body
is much less resistant to histamine than a well-nourished
organism. The normal pregnant woman will more or less easily
adapt herself to changes which result from the altered meta-
bolism, and will soon overcome the trouble which perhaps
small amounts of histamine, intermediately occurring, will in-
flict upon her. The sensitiveness of pregnant women towards
histamine may vary with the individual. Hofbauer™ found a
marked difference in the sensitivity to histamine even in preg-
nant guinea-pigs.

3. The term toxaemia of pregnancy should be maintained,
since a real toxin (histamine) has been found to be excreted in
pathological pregnancy.

4. The significance of the isolation of histamine from toxaemic
pregnancy urine is discussed.

5. The biological action of histamine is compared with the
symptoms of toxaemia of pregnancy, and the opinion is ex-
pressed that histamine may be assumed to be a causative factor
of that complex of disease.
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Uber eine neue Methode zur quantitativen Histidinbestimmung
und iiber deren Anwendbarkeit zur Untersuchung von
biologischen Fliissigkeiten, insbesondere von Gravidenharnen.

Von
Regine Kapeller-Adler.

(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Wien.)

(Eingegangen am 23. Juni 1933.)

I.

Fiir das Histidin, diesen unersetzlichen Bestandteil des Nahrungs-
eiweilles, hat Pauly' im Jahre 1904 eine sehr empfindliche Reaktion
angegeben, die bekanntlich darauf beruht, daf Histidin mit einer
alkalischen Losung diazotierter Sulfanilsiure eine kirschrote Farbe
liefert.

Diese alle Imidazolderivate charakterisierende Diazoreaktion wurde
zunichst von M. Weiss und Ssobolew?® zu einer kolorimetrischen, von
Lautenschldger® zu einer titrimetrischen Histidinbestimmungsmethode
umgearbeitet und erfuhr schlieBlich durch Kdéssler und Hanlke* eine Aus-
bildung zu einer kolorimetrischen Mikromethode zur Bestimmung des
Histidins und sonstiger Imidazolabkémmlinge. Gegen dieses bisher all-
gemein geiibte Verfahren sind besonders in der letzten Zeit sehr viele
Stimmen laut geworden, weil es sich gezeigt hat, dafl ihm verschiedene
Mingel anhaften. Vor allem ist die Paulysche Diazoreaktion fiir Imidazol-
kérper keineswegs spezifisch, sondern sie wird auch durch aromatische
Hydroxylséuren, Polyphenole, Aminosiuren wie Tyrosin sowie Farbstoffe
des Harns® hervorgerufen. Weiter ergeben sich bei der Bestimmung nach
Kossler und Hanke methodische Schwierigkeiten, dadurch bedingt, dafl die

1 Zeitschr. f. phys. Chem. 42, 510, 1904.
2 Diese Zeitschr. 58, 119, 1914.

8 Zeitschr. f. phys. Chem. 102, 226, 1918.
4 J. of biol. Chem. 39, 497, 1919.

5 Hunter, Biochem. J. 16, 640, 1922.
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132 R. Kapeller-Adler:

verschiedenen Imidazolderivate in gleichen Konzentrationen nicht identische
Farbreaktionen liefern und daB die Intensitit dieser Farbreaktionen in
ihrem Ablauf verdnderlich ist. Manchmal tritt die Farbreaktion iiberhaupt
nicht auf, weil sie durch die Anwesenheit verschiedener Stoffe, wie Harn-
stiure, Harnstoff und Aminosduren verhindert wird. So erklirt es sich, daf3
diese Methode trotz vielfacher Modifikationen seitens verschiedener Autoren'?
héufig unbefriedigende Resultate liefert.

Es liegt im Wesen moderner biologischer Forschungsart, sich
hauptsichlich derjenigen Methoden zu bedienen, welche eine elektive
Brfassung der zu bestimmenden Substanzen erméglichen. Nach dem
Vorerwihnten ist es klar, dafl die Paulysche Diazoreaktion trotz grofier
Empfindlichkeit keineswegs die Grundlage einer spezifischen Histidin-
bestimmungsmethode bilden kann, zumal sie auch durch andere Imidazol-
derivate und Phenole gegeben wird. So bildete der Mangel einer nur dem
Histidin eigentiimlichen Bestimmungsmethode die unmittelbare Veran-
lassung zur Durchfithrung der zu besprechenden Untersuchungen.

Bei der Durchsicht der die Eigenschaften des Histidins betreffenden
Literatur fiel uns eine schon im Jahre 1908 von Knoop?* versffentlichte
Realktion auf, die darauf beruht, dall Histidin beim Erwirmen mit Brom-
wasser eine ridtliche bis dunkelweinrote Firbung, zuletzt einen flockigen,
schwarzen Niederschlag ergibt. Diese Farbenreaktion. welche nach Knoops
Angaben nur von Histidin und Histamin, vom letzteren mit anderem
Farbton, gezeigt wird, mit so nahestehenden Histidinderivaten hingegen
wie Imidazolpropionsdure, Imidazolmilchsdure und I'midazolessigsdure negativ
ausfdllt, wuarde vielleicht wegen ihrer geringen Empfindlichkeit nicht wvoll
ausgenutzt. Diese Reaktion wurde von Hunter® durch eine kleine Modifi-
kation empfindlicher gestaltet und neuerlich zum spezifischen Nachweis
des Histidins empfohlen.

Den Ausgangspunkt unserer Versuche bildete die urspriingliche
Knoopsche Reaktion, und zwar interessierte es uns vor allem, die Natur
des bei der vorsichtigen Bromierung des Histidins in der Wirme ent-
stehenden schwarzen flockigen Kérpers kennenzulernen. Bei einem
auf die Isolierung dieser Substanz gerichteten Versuch zeigte es sich,
daB sich letztere in konzentriertem Ammoniak mit purpurroters, in Ammon-
carbonat mat tiefblawvioletter Farbe auflése. Die in der Folge angestellten
Versuche ergaben, daf} die Farbe der gebildeten Losungen proportional
der Konzentrationserhhung zunimmt, dafl also das Beersche Gesetz,
welches die Grundlage der Kolorimetrie darstellt, hier Giiltigkeit besitzt.
Somit war der Weg fiir die Ausarbeitung einer neuen kolorimetrischen
Histidinbestimmungsmethode gewiesen, und in zahlreichen Versuchen
gelang es, die Bedingungen dieser Reaktion festzulegen.

! Cavett, J. of biol. Chem. 95, 335, 1932; Jorpes, Biochem. J. 26, 1507,
1932; Kaufmann u. Engel, Zeitschr. f. klin. Med. 114, 405, 1930.

2 Hofmeisters Beitr. 11, 356, 1908.

3 Biochem. J. 16, 638, 1922,
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1I. Methodik.

Im folgenden bringen wir eine kurze Beschreibung unserer Histidin-
bestimmungsmethode.
Erforderliche Reagerizien.

a) 1%7ige Auflésung von Brom in 339%iger Hssigsdure (die Realktion
verliuft am besten in schwachsaurer Lésung). 5cem Brom werden mit
500 cem Eisessig versetzt und mit Wasser auf 1500 eem verdiinnt.

b) Ammoniak-Anunoncarbonatgemisch: 2 Teile konzentrierten Ammo-
niaks werden mit einem Teil einer 109%,igen Ammoncarbonatlésung ver-
mischt.

c) Eime 1°/ige Histidin-Standardlésung (1 cem entspricht 1 mg
Histidin). 100 mg Histidin werden mit 2 cem 10%iger Schwefelsiure
versetzt und mit Wasser auf 100 cem verdiinnt.

In einer MeBeprouvette werden 1 bis 2 cem der Untersuchungslosung
bzw. 1 his 2 cem der Standardlésung tropfenweise mit dem Bromreagens
bis zum Bestehenbleiben einer schwachen gelblichen Firbung versetzt.
Nach etwa 10 Minuten — in dieser Zeit ist siimtliches Histidin umgesetzt —
werden 2 cem des bereitgehaltenen Ammoniak-Ammoncarbonatgemisches
hinzugesetzt und die Reaktionsfliissigkeit fiir 5 Minuten in ein Becherglas
mit heilermn Wasser gebracht. Es erscheint alsbald eine tief blauviolette
Farbung, welche beim darauffolgenden Erkaltenlassen an Intensitit zu-
nimmt und ihr Maximum erreicht. Nach weiteren 10 Minuten kann die
Fliissigkeit bereits lolorimetrisch ausgewertet werden, nachdem sie vorher
mit 96 % igem Alkohol bis zur Marke 10 verdiinnt worden ist.

Die Farbe der erhaltenen Lésungen ist stundenlang unverindert
haltbar, so dafl die Kolorimetrie auch spiiter vorgenommen werden kann.
Die Reaktion ist duflerst einfach auszufiihren, Vorsicht ist lediglich beim
Zusetzen der Bromldsung geboten. Jeder groflere Bromiiberschufl ist zu
vermeiden. weil sonst zu niedrige Werte erhalten werden. Im Anfang, bei
mangelnder Ubung, ist der Endpunkt der Bromierung am besten durch
Tiipfeln auf Jodkaliumstirkepapier festzustellen.

Die Empjindlichkeit dieser Reaktion betragt 1:50000.

Was den Chemismus der Reaktion betrifft, so sind die diesbeziiglichen
Versuche noch nicht ahgeschlossen.

Plinvmer und Philipps* haben auf quantitativem Wege ermittelt,
daB 1 Molekiil Histidin bei vorsichtiger Bromierung zwei Atome Brom
addiert. Lieben und Miiller® geben an, daB Histidin schon nach drei- bis
fiinfstiindiger Bromeinwirkung betrichtlich mehr als zwei Bromatome pro
Molekiil verbraucht. Die Autoren vermuten, daB3 das Brom zunichst
substituierend, in weiterer Folge aber oxydierend auf das Histidin einwirlkt.
Diese Annahme stimmt gut mit Knoops Angaben und unseren eigenen
Beobachtungen iiberein, weil ein gréflerer Bromiiberschufl die Férbung
offenbar infolge Zerstérung des Molekiils verhindert.

Welche Konstitution dem in unseren Versuchen entstehenden
tiefblauvioletten-Farbstoff zukommt, konnte bisher noch nicht ermittelt
werden. Anscheinend handelt es sich hierbei um die Bildung eines

1 Biochem. J. 18, 312, 1924; vgl. auch Siegfried u. Reppin, Zeitschr. f.
phys. Chem. 95, 18, 1915.
? Diese Zeitschr. 197, 127, 1928.
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komplizierten Ringschlusses. Jedenfalls mufl hervorgehoben werden,
daB das Zustandekommen dieser Reaktion an das Vorhandensein eines
intakien Alaninrestes gebunden ist. Denn weder die Imidazolpropion-
siure noch die Imidazolmilchsiure noch Imidazolessigsidure zeigen diese
Reaktion. Ist nur ein Wasserstoffatom der Amidogruppe des Alanin-
restes, wie es beim Carnosin, dem f-Alanylderivat des Histidins

HO=C—CH,.CH.COOH
>NH NH.CO.CH,.CH,.NH,
N—CH

der Fall ist, besetzt, so verliuft die Reaktion negativ.
Auch das von Fargher und Pyman® zuerst dargestellte Methyl-
histidin HC—C—CH, CHCOOH
[ |
N NH NH.CH,

C/II
gibt keine positive Reaktion. Kine solche, allerdings recht schwache,
zeigh-lediglich Histamin, wobei aber der Farbton ein anderer, und zwar
ein goldgelber ist.
Weiter gibt einen positiven Ausschlag das isomere Methylhistidin®
HC—C—CH,CH—COOH

L] |
N NCH; NH,
N

A

CH
welche Substanz uns liebenswiirdigerweise von Herrn Prof. dckermann
in Wiirzburg zur Verfiigung gestellt worden war. Dieses Methylhistidin
liefert unter den geschilderten Reaktionsbedingungen eine relativ
schwache rotviolette Férbung (etwa ein Finftel der Fiarbekraft des
Histidins). Diesen Ergebnissen zufolge kann die besprochene Be-
stimmungsmethode als durchaus fiir Histidin spezifisch aufgefalit
werden.

Von grofiter Bedeutung fiir die Untersuchung von Muskelextraktiv-
stoffen ist die Erkenntnis, dall das Carnosin die erwihnte Reaktion
nicht zeigt. Auf Grund dieser Tatsache konnten wir eine geeignete
Methode zur quantitativen Bestimmung von Carnosin neben Histidin
in Muskelextrakten ausarbeiten. Die hierbei erzielten Resultate decken
sich vollkommen mit den entsprechenden Literaturangaben. Die
diesbeziiglichen Untersuchungen sind noch im Gange und werden den
Gegenstand einer eigenen Verdffentlichung bilden.

Nachstehend bringen wir einen Auszug aus unseren Protokollen.

1 J. chem. Soc. 119, 734, 1921.
* Zeitschr. . physiol. Chem. 183, 11, 1929.
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Tabelle I.
= Zur Gefund N o _ZU'I‘ - 3 e Lt
e Histidin Mittel ot it . ?fil—.’iiﬁ’.‘fs Mittel
Histidin in mg in Mg Histidin in mg BIE

1,00 0,94 } G 250 | 250

1,00 1,05 , 2,50 260

30 s ()t | 350 o5

150 1,50 2,50 254

| m g | ER e e

1! 1 ! H By :

1,50 1,51 | 2,50 9,58

1,60 1,75 2,50 9,50

2,00 %ng 2,50 9,46

2,00 0 2,50 287 |

2,00 2,01 3,00 900

2,00 1,96 800 | g1z |

2, 02 ,00 04

2,00 2,05 2,08 300 | 310 8,02

2,00 1,98 300 | 805

2.00 2,17 300 | 297

2.00 9,11 3,00 300

2,00 1,89 3.00 3,00

2,00 9,04 4,00 419

III. Untersuchung von EiweiBhydrolysaten.

War nun einmal eine fiir das Histidin spezifische Bestimmungs-
methode gegeben, so sollte zuniichst festgestellt werden, ob sie bei
der Untersuchung von Eiweilhydrolysaten brauchbare Resultate
liefere. Vor allem wurden die Hydrolysate histidinreicher Proteine,
von denen Analysenzahlen in der Literatur vorlagen, in den Bereich
der Untersuchungen einbezogen. Vorwegnehmend soll hervorgehoben
werden, dafl das Histidin vor der eigentlichen Bestimmung aus dem
EiweiBlhydrolysat isoliert werden soll, und zwar geschieht dies am
hesten mittels des Hopkinschen Reagens.

Die Methodik der Histidinbestimmung in Eiweifhydrolysaten
gestaltet sich folgendermafien:

2 bis 3 g Eiweill werden 20 Stunden lang mit 25 % iger Schwefelsiiure
hydrolysiert. Aus der Hydrolysenfliissigkeit wird der UberschuB der
Schwefelséiure durch Bariumearbonat entfernt, das gebildete Bariumsulfat
wird abfiltriert, der Niederschlag ofters mit Wasser zwecks Vermeidung
groflerer Verluste ausgekocht und das Filtrat auf ein bestimmtes Volumen
gebracht. In aliquoten Teilen des Filtrats wird der Stickstoffgehalt mittels
Mikro-Kjeldahl-Bestimmung und somit der nunmehrige Eiweiigehalt
ermittelt. Hin gréBerer aliquoter Teil (etwa zwei Drittel) wird zur Isolierung
der Histidinfraktion bei lackmusneutraler Reaktion am Wasserbad auf ein
sehr kleines Volumen eingeengt, der Riickstand in einen Erlenmeyer-Kolben
mit wenig Wasser hintibergespiilt und solange mit 96 % igem Alkohol versetzt,
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bis eine deutliche Triitbung oder ein Niederschlag entsteht. Nun wird etwa
ein Drittel des verwendeten Alkoholvolumens an Ather und hievauf Hoplkin-
sches Reagens® (eine 10 %ige Auflésung von Merkurisulfat in 5 %iger
Schwefelsiure) im (herschuf3 hinzugefiigt. Der entstandene Niederschlag
wird iiber Nacht stehengelassen, dann abgesaugt, mit Alkohol und Ather
gewaschen und getrocknet. Das lufttrockene Pulver wird in heifler, ver-
diinnter Salzsidure aufgelost, das Ungeltste abfiltriert und das Filtrat mit
Schwefelwasserstotf zerlegt. Das gebildete Mercurisulfid wird abgesaugt
und das Filtrat am Wasserbad nach Neutralisation der Salzsiure eingeengt.
Der Riickstand wird in 10 his 20 cem 10 %ige Schwefelsiiure aufgenommen
und die gewonnene Losung ,,L* bildet das Ausgangsmaterial fiir die nach-
folgende kolorimetrische Histidinbestimmung.

Sowohl in Eiweifhydrolysaten als auch in sonstigen biologischen
Flissigkeiten kommen Stoffe vor, welche die geschilderte Histidin-
bestimmungsmethode insofern storen, als sie den bei der Reaktion
gebildeten blauvioletten Farbton durch einen braunen iiberdecken.
Man kann aber die wnangenehme Wirkung dieser Substanzen voll-
kommen durch Oxydation der schwefelsauren Extrakte mit n/10 Kalivm-
permanganatlosung ausschalten. Dafl Histidin in schwefelsaurer Losung
durch Kaliumpermanganat nicht angegrlffen wird, ist aus der Literatur?
her hinlinglich bekannt.

Die Bestimmung wird in ihrem weiteren Verlauf wie folgt durch-
gefithrt:

1 bis 2 cem der Losung L. werden in einer Melleprouvette tropfenweise
mit einer n/10 Kaliumpermanganatlosung solange versetzt, bis die letztere
eben nicht mehr entfirbt wird. Nach einigen Minuten verschwindet die
schwache Rosafirbung und es resulfiert eine wasserhelle Fliissigkeit. Mit-
unter triibt sich die Lésung infolge Bildung von Braumstein. Bringt man
nun die Eprouvette fiir wenige Minuten in ein heifles Wasserbad, so geht
der braune Niederschlag in Lésung. Die vollkommen erkaltete wasserhelle
Fliissigkeit wird nun mit dem Bromreagens tropfenweise vorsichtig bis zum
Bestehenbleiben einer schwachen Gelbfarbung versetzt. Manchmal ver-
schwindet die Gelbfirbung schon nach ganz kurzer Zeit, ein Beweis dafiir,
dafl zu wenig Bromlésung verwendet worden war. In diesem Falle fiigh
man noch einige Tropfen hinzu. Die schwache Gelbfirbung soll 10 Minuten
unverdndert bestehen bleiben. In dieser Zeit ist sdmtliches Histidin mit
Bestimmtheit umgesetzt. In einer anderen MeBeprouvette werden 1 bis
2 cem der 1°/igen Standardlésung analog aufgearbeitet. Beide Eprouvetten
werden mit je 2ccm des Ammoniak-Ammoncarbonatgemisches versetzt
und fiir 5 Minuten in ein Becherglas mit kochendem Wasser gebracht.
Nach dieser Zeit werden die die blauviolett gefarbten Reaktionslésungen

! Von der quantitativen Fillbarkeit des Histidins durch Hopkinsches
Reagens unter den geschilderten Bedingungen konnten wir uns wiederholt
iiberzeugen. AuBerdem existieren diesbeziigliche Daten in der Literatur, so
von Kossel u. Patten, Zeitschr. f. phys. Chem. 88, 39, 1913, und von Vickery,
J. of biol. Chem. 78, 631, 1928.

* Herzog, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 248, 1902; Pauly, ebenda 42,
510, 1904.
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enthaltenden Eprouvetten erkalten gelassen, am besten durch Eintauchen
in ein Becherglas mit kaltem Wasser, wobei das Kiihlwasser hiufig ge-
wechselt wird. Es kommt dabei zur Ausbildung des Farbmaximums. Nach
weiteren 10 Minuten kann bereits kolorimetriert werden, wobei die Standard-
losung mit 96 %Gigem Alkohol bis zur Marke 10, die Untersuchungslosung
hingegen mit dem Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch erst unmittelbar vor
dem Vergleich bis zur gleichen Marke verdiinnt wird. Alkohol darf hier
nicht als Losungsmittel zur Anwendung gelangen, weil die violette Farbe
im Gegensatz zu reinen Histidinlésungen in Untersuchungslosungen durch
Alkohol sehr bald abblafit. Im allgemeinen lassen sich die erhaltenen
Farbungen mit der optisch gleichwertigen Histidinstandardlisung gut
vergleichen.

Ubrigens ist die Umbildung dieser Methode fiir Messungen mittels
des Pulfrichschen Stufenphotometers bereits von uns in Angriff ge-
nommen worden, und wir werden bei spiterer Gelegenheit dariiber
berichten.

Die bei der Untersuchung von EiweiBhydrolysaten erhaltenen
Werte finden sich in Tabelle II zusammengefal3t. Zur Untersuchung
gelangten Pferdehdmoglobin, Casein und Fibrin, und zwar von jedem
Protein zwei verschiedene Hydrolysenflissigkeiten.

Tabelle IT.
| |
11511?5%1?1?;}1?#21: I Literg.tnorwerte Autoren
Mittelwerte 140
Kristallisiertes { | 7,456 | 7,.5—7,6 ‘ Viekery, J. of biol. Chem.
Pferdehimoglobin | | 7,32 | 7.6—79 79, 382. 1928. Abder-
| | halden, Fermentfor-
schung 10, 446, 1929.
Jorpes, Biochem. J. 26,
. 1495, 1932.
Casein 4,14 34—38 Lautensehliger, Zeitschr. f.
4,09 physiol. Chem. 102, 243,
1918.
Fibrin I| 8,8, 3,78 1,9—32 Levene und wvan Slyke,
i J. f. physiol. Chem. 10,
| b7, 1911. Lock u.
‘ Thomas, Zeitschr. f.

, physiol. Chem. 87, 74,
‘ | | 19is.

Die bei der Untersuchung von Pferdehimoglobin erhaltenen Zahlen
stimmen sehr gut mit den Literaturwerten, welche durchwegs aus
jingster Zeit stammen, iiberein. Sowohl beim Casein als auch ins-
besondere beim Fibrin lagen die von uns ermittelten Werte hoher, was
wohl damit zusammenhéngt; daB die Literaturwerte, durchgehend
ilteren Datums, offenbar in Verfahren, welche mit Verlusten verbunden
sind, bestimmt wurden. In weiterer Folge wurden Zusatzversuche mit
Histidin beim Casein und Fibrin durchgefiihrt.
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Zusatzversuche beim Casein.

1. 1cem des nach der oben gegebenen Vorschrift erhaltenen Casein-
auszuges, enthaltend 3,29 mg Histidin, wurde mit 1,1 mg Histidin versetzt
und wie gewdhnlich aufgearbeifet. Ber.: 4,39 mg, gef.: 4,50 mg Histidin.

2. 1 cem desselben Extraktes + 0,8 mg Histidin. Ber.: 4,09 mg, gef.:
4,20 mg Histidin.

Zusatzversuche bei Fibrin.

1. Zu 1 cem Fibrinlésung, enthaltend 3,12 mg Histidin, wurden 1,3 mg
Histidin zugesetzt. Ber.: 4,42 mg, gef.: 4,59 mg Histidin.

2. 1ecem Extrakt 4 0,5mg Histidin. Ber.: 3,62 mg, gef.: 3,52 mg
Histidin.

IV. Untersuchung von Harnen.

Arbeiten englischer Autoren! gaben die Veranlassung zur Uber-
tragung der neuen Histidinbestimmungsmethode auf die Untersuchung
von Harnen, insbesondere von Gravidenharnen.

Toge berichtet in seiner 1929 erschienensn Arbeit liber die Anwendbarkeit
der Knoopschen Bromwasserreaktion zur Untersuchung von Schwangeren-
harnen. Die in jeder Beziehung so wertvolle Zondel-Aschheimsche Reaktion
erscheint dem Autor in der Praxis mit groBen Schwierigkeiten verbunden.
Er selbst gibt eine einfache Reaktion zum Schwangerschaftsnachweis an,
indem er 2!'/,cecm Harn mit- 1 cem einer verdinnten Bromwasserlésung
erhitzt. Orangerota bis rote Férbung zeigh ihm eine positive Realktion an,
bei mnegativer Realktion bleibt die urspriingliche Farbe bestehen. TVoge
vermutet, daBl diese Reaktion durch die Anwesenheit von Histidin in
Gravidenharnen hedingt sei. Er versucht seine Annahme durch den Nach-
weis zu stiitzen, dall normaler Harn, der an und fiir sich diese Reaktion
nicht zeigt, bei einem Zusatz von Histidin mit Bromwasser einen positiven
Ausschlag liefert. Auf Grund der Verdffentlichung von Voge versuchten
Armstrong und Walker aus Schwangerenharnen Histidin zu isolieren. Aus
10 Litern Harn wurde die Kosselsche Histidinfraktion hergestellt, und tat-
siichlich gelang es den Autoren aus der erwihnten Harnmenge 200 mg
Histidinchlorhydrat, das sie mittels Schmelzpunktes, mittels einer Stickstoff-
und Chloranalyse identifizierten, zu fassen. Diese von ihnen aus dem Harn
isolierte Substanz zeigte die Knoopsche Bromwasserreaktion, deren
Spezifitdt fiir Histidin die Autoren nachpriifen und bestitigen. Uber ein
Vorkommen von Histidin neben anderen Aminosduren in Gravidenharnen
konnte iibrigens Honda® als erster berichten.

Bevor nun die Untersuchungen von Schwangerenharnen auf einen
etwaigen Histidingehalt mittels unserer Histidinbestimmungsmethode
in Angriff genommen wurden, sollten zunédchst die von Voge gemachten
Angaben iiberpriift werden. Zahlreiche Gravidenharne wurden nach der
Vorschrift des Autors untersucht. Hs stellte sich bald heraus, dafl die
Reaktion unzuverlissig ist, weil die auftretende Rotfarbung hiufig so
bald abblafit, daf man in vielen Fillen keine Zeit hat,.sich fir eine

! Voge, Brit. med. J. 2, 829, 1929; Proc. Roy. Soc. Med. 23, 638, 1930.
Armstrong u. Walker, Biochem. J. 26, 143, 1932.
2 J. of Biochem. 2, 351, 1923; Ber. f. d. ges. Phys. 32, 598, 1925.



Neue Methode zur quantitativen Histidinbestimmung usw. 139

positive oder negative Reaktion zu entscheiden. In an sich stark ge-
firbten Harnen kann man das Ergebnis der Reaktion iiberhaupt nicht
feststellen.

Im Verlauf unserer spateren Untersuchungen gelangten wir zur
Uberzeugung, dafl man die Bromwasserreaktion im allgemeinen im
nativen Harn gar nicht anstellen konne, weil die Harnphosphate diese
Umsetzung merklich stéren oder sie manchmal ganz verhindern.

Zur Untersuchung auf den Histidingehalt werden je nach der kleineren
oder grofleren Tagesmenge 150-—300 cem Mischharn oder noch besser
Frijhurin mit einer gesittigten Barytlésung zunichst von Phosphaten
befreit, der Niederschlag abfiltriert und aus dem Filtrat das iiber-
schiissige Baryt durch Schwefelsiure entfernt. Die nach dem Ab-
filtrieren des Bariumsulfats gewonnene Fliissigkeit wird bei lackmusneutraler
Reaktion am Wasserbad auf ein kleines Volumen eingeengt. Der Riickstand
wird analog, wie bei der Aufarbeitung von Proteinhydrolysaten beschrieben,
in alloholisch-dtherischem Mediwm mit. Hoplinschem Reagens im Uberschul3
gefiillt. Da wir uns wiederholt in Paralleluntersuchungen davon iiberzeugen
konnten, dafl das Histidin aus konzentrierter Lésung in Gegenwart von
Alkohol und Ather sofort cuantitativ fillt, kann man den Hopkinschen
Histidinniederschlag soforé nach dem Absitzen aufarbeiten, was mit einer
groflen Zeitersparnis verbunden ist. Der Niederschlag wird, wie schon bei
den Proteinen geschildert, verarbeitet. Man nimmt den nach dem Ab-
dampfen des neutralisierten Merkurisulfidfiltrates hinterbleibenden Riick-
stand in 15—30 cem 10 %iger Schwefelsiure auf, so daB jeder Kubik-
zentimeter der gewonnenen Lésung 10 cem urspriinglichen Harns entspricht.
Die weitere Aufarbeitung ist vollkommen identisch mit derjenigen, wie
sie oben geschildert worden ist. Hs sei nur auf folgendes aufmerksam
gemacht: Manche Harnfraktionen féirben sich nach beendigter Bromierung
beim Zusatz des Ammoniak-Ammoncarbonatgemisches sofort gelbrot.
Diese in der Kilte entstehende Farbung verschwindet oft beim Erhitzen
und ist daher, da die fiir Histidin charakteristische Férbung erst beim Er-
wdrmen awftritt und als solche bestehen bleibt, fiir letztere Substanz keines-
wegs beweisend.

Die aus dem Harn gewonnenen Losungen liefern bei Anwesenheit
von Histidin eine mehr oder weniger intensiv wviolett gefdrbte Fliissigheit.
Da uns die Groflenordnung des jeweils zur Ausscheidung im Harn ge-
langenden Histidins interessierte, haben wir immer bei positivem Ausfall
der Reaktion die geférbte Lisung kolorimetrisch ausgewertet. Die gesamte
Harnuntersuchung auf Histidin kann in 3 bis 4 Stunden heendet sein.

Auf diese Art haben wir normale weibliche und mdnnliche Harne, Harne
von Schwangeren in verschiedenen Graviditdtsmonaten (2 bis 10), von Waechne-
rinnen und verschiedene pathologische Harne in den Kreis unserer Unter-
suchungen einbezogen.

Da dieser Teil der Arbeit den Gegenstand einer eigenen Publikation
im Rahmen einer klinischen Zeitschrift bilden wird, beschranken wir uns
hier auf eine kurze Diskussion der hierbei erzielten KErgebnisse: Alle zur
Untersuchung gelangten 55 Gravidenharne enthielten Lleinere oder grifiere
Histidinmengen (6 bis 75 mg-%, und mitunter bis 800 mg in der Tagesmenge).
In keinem einzigen Falle verlief die Reaktion negativ. Dieser Befund er-
scheint um so wichtiger, als Histidin mit ganz wenigen Ausnahmen weder
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am Harn gesunder noch kranker, nichi gravider Frauen bisher auffindbar
war. In den spérlichen positiven Féllen waren die nachgewiesenen Histidin-
mengen duflerst gering und nicht zu vergleichen mit den hohen Histidin-
werten der Mehrzahl der Gravidenharne. Selbstverstindlich miissen die
gesamten Untersuchungen auf eine wviel breitere Basis gestellt werden,
und eine weitgehende Uberpriifung der erhobenen Befunde mufBi vor-
genommen werden, um iiber die praktische Brauchbarkeit dieser Reaktion
zu einem Urteil zu gelangen. Das Untersuchungsergebnis der Wéchnerinnen-
harne spricht fiir ein langsames Absinken der Histidinausscheidung post
partum. Weiter gelangten auch Harne zur Untersuchung, welche von
anderer Seite auf die Zondek-Aschheimsche Reaktion gepriift worden waren.
In neun von zehn untersuchten Fillen war eine weitgehende Uberein-
stimmung beider Realktionen zu beobachten. Auf die Diskussion der Frage,
wieso es gerade im Harn von Graviden zu einer Histidinausscheidung
komme, soll nicht eingegangen werden. Die Verhdltnisse liegen viel zu
kompliziert, als dal man diese Erscheinung ohne weiteres erkliren kénnte.
Was die Art der pathologischen Harne betrifft, so wurden hauptsichlich
solche von- Leberkranken, Lungenleidenden wnd Carcinompatienten unter-
sucht. Bei den Harnen von leberkranken Personen verlief die Histidin-
reaktion vollkommen negativ. In diesem Zusammenhang sei an eine Arbeit
von Kaufmann und Engel® erinnert, in welcher die Autoren iiber eine
Hyperimidazolurie bei Leberleidenden berichten. Nach unseren Erfahrungen
kommt bei dieser Erscheinung freies Histidin jedenfalls nicht in Frage.
Auch in den anderen untersuchten pathologischen Harnen liel} sich Histidin
im allgemeinen nicht nachweisen. Interessanterweise zeigten normale
ménnliche Harne zum Unterschied von normalen weiblichen die Histidin-
reaktion o&fters positiv, wenn auch die nachgewiesenen Mengen #dullerst
gering waren. SchlieBlich sei noch darauf hingewiesen, daB Versuche,!die
hormonale Beeinflussung der Histidinausscheidung im Harn betreffend, von
uns bereits begonnen wurden, zur Zeit jedoch noch nicht abgeschlossen sind.

Zusammenfassung,

1. BEs wird eine neue spezifische Methode zur kolorimetrischen
Histidinbestimmung, welche auf einer Umbildung der Knoopschen
Bromawasserreaktion beruht, angegeben. Histidin liefert, mit einer
Bromessigsdurelosung vorsichtig in Reaktion gebracht und hierauf
mit einem  bereitgehaltenen Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch um-
gesetzt, beim Erwirmen eine tiefblauviolette Farbung. Diese Reaktion
folgt dem Beerschen Gesetz, ihre Empfindlichkeit betrdgt 1:50000.

2. Diese Histidinbestimmungsmethode hat gegeniiber den bisher
geiibten Verfahren den Vorteil, fiw Histidin vollkommen spezifisch zu
sein. Thr Zustandekommen ist an das Vorhandensein einer intakten
Alaninseitenkette gebunden. Auch die nichsten Derivate des Histidins
wie Imidazolpropionsiure, Imidazolmilchsiure und Imidazolessigsiure,
ja nicht einmal das Carnosin, das f-Alanylderivat des Histidins, geben
diese Reaktion.

1 Zeitschr. f. klin. Med. 114, 50, 1930.
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Eine positive Reaktion, eine allerdings sehr schwache goldgelbe
Firbung, liefert das Histamin, und eine ebenfalls sehr geringe, rotviolette
das Methylhistidin, das Spaltprodukt des Anserins.

Auf Grund der Tatsache, daBl Carnosin diese Reaktion nicht zeigt,
wurde eine Bestimmungsmethode von Carnosin neben Histidin in Muskel-
extrakten ausgearbeitet.

3. Dieses Verfahren wurde zu einer quantitativen Histidin-
bestimmung in biologischen Fliissigkeiten ausgebaut. Hierbei wird das
Histidin zunéchst isoliert, und zwar am besten mittels des Hopkin-
schen Reagens.

4. Mittels dieses Verfahrens wurde der Histidingehalt einiger
EiweiBhydrolysate ermittelt. Beim Pferdehimoglobin wurden 7,32 bis
7,45%,, beim Casein 4,09 bis 4,14%, und beim Fibrin 3,33 bis 3,739,
Histidin ermittelt. Die Pferdehamoglobinwerte stimmen sehr gut mit
den entsprechenden Literaturzahlen iiberein, die Werte von Casein
und Fibrin liegen hoher als die Literaturangaben.

5. Diese Methodik wurde auch zur Unifersuchung wvon Harnen
herangezogen, und zwar wurden normale weibliche und mdnnliche, Schwan-
geren-, Wachnerinnen- und verschiedene pathologische Harne gepriift.
Samtliche untersuchten Harne wvon Schwangeren in verschiedenen
Gravidititsmonaten enthielten Histidin in kleinerer oder gréflerer Menge
{6 bis 74 mg-9%, und mitunter bis 800 mg in der Tagesmenge).
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UBER EINE NEUE CHEMISCHE SCHWANGERSCHAFTS-
REAKTION.

Von
ReEGiNE KAPELLER-ADLER.

In einer vor kurzem* verdffentlichten und einer demnéchst
in der Wien. klin. Wschr. erscheinenden Arbeit wurde iiber
eine neue spezifische Bestimmungsmethode des Histidins
in biologischen Fliissigkeiten und iiber deren Anwendbarkeit
zur Untersuchung von Gravidenharnen berichtet. Diese
Methode beruht darauf, daB Histidin zunichst aus der bio-
logischen Fliissigkeit isoliert, mit einer Bromessigsidureldsung
vorsichtig in Reaktion gebracht und mit einem bereit gehal-
tenen Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch umgesetzt, beim
darauffolgenden Erwidrmen eine tiefblauviolette Farbe liefert.

In zahlreichen spiteren Untersuchungen ergab sich, daB
es nicht unbedingt notwendig ist, das Histidin aus dem Harne
zu isolieren, sondern daB die geschilderte Reaktion im letz-
teren direkt ausgefiihrt werden kénne. Weiter konnte fest-
gestellt werden, daB simtliche untersuchten Gravidenharne
Histidin enthielten, dieses hingegen in normalen Harnen
Nichtgravider vollkommen, in pathologischen Harnen bis
auf ganz geringe Ausnahmen (Genitalcarcinome) fehlte, Somit
war der Weg zur Ausarbeitung einer schnell ausfiihrbaren
chemischen Schwangerschaftsreaktion gewiesen.

Nach vielfacher Variierung verschiedener Versuchsanord-
nungen erwies sich schlieBlich folgende Methodik zur quali-
tativen und quantitativen Untersuchung von Gravidenharnen
als die beste.

Erforderliche Reagenzien:

a) Bromreagens: 1proz. Auflésung von Brom in 33proz. Essig-
sdure. Man miBt in einem kleinen MeBzylinder 5 ccm Brom = 15 g
Brom ab, bringt sie in einen 2-Literkolben, fiigt 500 ccm Eisessig
hinzu und verdiinnt mit Wasser auf 1500 ccm.

b) Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch: 2z Teile konzentrierten
Ammoniaks werden mit einem Teil einer 10proz. Ammoncarbonat-
lésung vermischt.

c) 1proggHistidin-Standardlésung: 1 ccm entspricht 1 mg Histi-
din. 100 mg Histidin werden mit 2 ccm 10proz. Schwefelséure ver-

* Biochem. Z. 264, 131 (1933).
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setzt und mit Wasser auf 100 ccm verdinnt. Mit einigen Kubilk-
zentimetern Chloroform versetzt ist die Lésung unbegrenzt haltbar.
Zur Untersuchung ist 24stimdiger Mischharn unbedingt er-
forderlich. Triiber Harn mull durch mehrmaliges Filtrieren durch
ein gcharf:etcs Tilter (Schleicher und Schiill 602) geklart werden.
In eine graduierte MeBeprouvette (25 ccm) werden 5 cem des
klaren Mischharns gebracht und fropfenweise unter stindigem Um-
schiitteln mit dem Bromreagens solange versetzt, bis die Fliissigkeit
citronengelb gefiarbt ist. (Tipfeln auf Jodkaliumstirkepapier,
dieses soll durch den bromierten Harn eben geblaut werden.) Jeder
gréflere Bromiiberschull muf} sorgfiltig vermieden werden, weil
sonst zu niedrige, mitunter trotz Anwesenheit von Histidin negative
Resultate erhalten werden. Die Reaktionsfliissigkeit wird 10 Minu-
ten stehen gelassen, withrend welcher Zeit durch Tiipfeln auf Jod-
kaliumstérkepapier 6fters gepriift wird, ob die Bromierung des
Harnes schon beendet, ob also Brom im leisen UberschuBl vor-
handen sei. Solite der Bromiiberschufl verschwunden sein, so gibt
man noch einige Tropfen Bromreagens hinzu und tiipfelt wieder auf
Jodkaliumstirkepapier. Die Umsetzung ist dann als beendet anzu-
sehen, wenn die Reaktionsldsung nach 1o Minuten Stehen das
Jodkaliumstirkepapier noch deutlich blaut. Fir 5 ccm Harn
werden etwa 2 —5 Bromreagens (manchmal auch mehr) verbraucht.
Nun fiigt man 3 ccm des Ammonial- Ammoncarbona.tgemlschcs
hinzu, schiittelt um und bringt die Eprouvette fiir 1o Minuten in
ein siedendes Wasserbad. Histidinhaltige Harne farben sich hierbei
je nach ihrem Histidingehalt rétlich bis dunkelrot. Hierauf wird die
Eprouvette in ein Becherglas mit kaltem Wasser gebracht, wobei
das Kiihlwasser haufig gewechselt wird. Beim Erkalten erreicht
die gebildete Farbe ihr Maximum. Die Farbung ist iibfigens stunden-
lang unverdndert haltbar. Die Farbe soll womoglich bei Tages-
lmht betrachtet werden.
_ Es ist selbstverstindlich, daB von JEdET‘l’l Harn 2—3 Parallel-
bestlmmungen gletchzeltlg angesetzt werden.

Da  im allgememen nur Grawdenharne cine positive
Histidinreaktion zeigen, ! geniigt fir die Untersuchung der
qualitative Nachweis des Histidins. Immerhin interessiert es
hiufig, die Menge des zur Ausscheidung gelangenden Histidins
festzustellen. . Diese kann colorimetrisch ermittelt werden.

Fiir solche Vergleichszwecke werden in einer anderen MeB-
eprouvette 1—2 mg der obigen Histidinstandardlésung mit dem
Bromreagens bis zum, Bestehenbleiben einer schwach gelblichen
Farbung versetzt und ro Minuten stehen gelassen. Nach dieser Zeit
fiigt man 2 cecm des, Ammoniak-Ammoncarbonatgemisches hinzu
und bringt die Eprouvette fiir To Minuten in ein heilles Wasserbad
und hierauf in ein Becherglas mit kaltem Wasser. Zut Colorimetrie
wird die tiefblauviolette Losung entweder mit 96proz. Alkohol oder,
wenn die zu vergleichende Fliissigkeit stark gelb iiberfarbt ist, mit
dem jeweiligen nativen Untersuchungsharn auf dasselbe Volumen
wie die Untersuchungslosung gebracht. Manchmal fallt aus dem
Untersuchungsharn ein Niederschlag aus. Dieser setzt sich meist
sehr bald zu Boden, so dal} die ubcrstehende I‘lussxgkelt leicht ab-
dekantlert werden kann. ;

‘Wihrend sich histidinhaltige Harne belm geschﬂderten
Verfahren, wie schon oben erwidhnt,. rdtlich bis. dunkelrot
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farben, werden histidinfreie Harne intensiv gelb (griinstichig)
bis braun gefirbt. Was die Untersuchungsdauer betrifft, so
kann die Reaktion in 30 Minuten beendet sein.

Zahlreiche mittels dieser Umsetzung an normalen und
pathologischen ménnlichen und weiblichen Harnen durchge-
fithrte Untersuchungen scheinen darauf hinzudeuten, daf die
Histidinausscheidung im Harn fiir die Graviditit spezifisch ist.

Die zur Untersuchung gelangten Gravidenharne stammten
von Frauen im 2.—10. Schwangerschaftsmonat. Der Histidin-
gehalt schwankte zwischen 6 und 74 mg%. Die frithesten
Befunde wurden in der 5.—6. Schwangerschaftswoche erhoben.

Im Wochenbett wird die Histidinreaktion im Laufe von
8 Tagen negativ, ebenso nach einem Abortus. Bei Extra-
uteringravidititen dirfte die Histidinreaktion ebenfalls
positiv sein, denn wir konnten in 2 Fillen von operierten
Extrauteringravidititen einige Tage nach der Operation
Histidin in noch deutlichen Mengen feststellen. Bei Myomen,
Ovarialcysten, Amenorrhden und beim gréBten Teil der
untersuchten Carcinomfille war die Reaktion vollkommen
negativ. Bei einer sehr geringen Anzahl von Genitalcarcinomen
wurde Histidin in 4duBerst kleinen Mengen nachgewiesen.

Es erscheint zu verfriiht, jetzt schon ein Urteil iiber die
Wertigkeit dieser Schwangerschaftsreaktion zu fillen, da
die Anzahl der untersuchten Fille (rund 300) relativ gering
ist, zumal die Methodik immerfort geindert wurde, bis sie
schlieflich die oben geschilderte giinstigste Form erhielt.

Erst Nachpriifungen an Tausenden von Harnen Gravider und
Nichtgravider werden erweisen, ob diese einfache chemische
Reaktion den Bediirfnissen der Klinik voll entsprechen wird.

Die ausfiihrliche Verdffentlichung dieser Arbeit wird noch
an anderer Stelle erfolgen. (Aus dem Institut fiir medizinische
Chemie der Universitit Wien [ Vorstand: Prof. Dr. 0. Firth].)

Druck der Spamer A.-G. in Leipzig. — Printed in Germany.
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Ueber die Anwendbarkeit einer neuen
Histidinbestimmungsmethode zur Untersuchung
von Gravidenharnen*

Von Dr. Regine Kapeller-Adler, Assistent des Instiftuts

In einer in der Biochemischen Zeitschrift demniichst
erscheinenden Arbeit konnte iiber eine neue spezifische
Histidinbestimmungsmethode berichtet werden. Diese Me-
thode, welche auf einer Umbildung der von Knoopt! fir
das Histidin angegebenen Bromwasserreaktion beruht, be-
steht darin, dafl Histidin mit einer Bromessigsiurelosung
vorsichtig in Reaktion gebracht und hierauf mift einem
bereitgehaltenen Gemisch von konzenfriertem ‘Ammoniak
und einer 109%igen Ammonkarbonatlosung umgesetzt, heim
Erwiirmen eine tiefblauviolette Firbung liefert. Diese Fiir-
bung' ist noch bei einer Verdiinnung von 1:50.000 gut zu
erkennen. Auf Grund verschiedener, die Frage des Vor-
kommens von Histidin im Harn erérternden Arheiten wurde
diese Methode auf die Unlersuchung von normalen minn-
lichen und weiblichen, vor allem aber Graviden- und
Wachnerinnenharnen iibertragen und schlieBlich auch zur
Ueberpriifung verschiedener pathologischer Harne heran-
gezogen.

Das Wenige, was iiber ein gelegentliches Vorkommen von
kleinen Histidinmengen im Harn vnter normalen oder pathologi-
schen Bedingungen bekannt ist, findet sich in den Arbeiten von
Engeland? Hefter Herrmanns! Reinwein und
Thielmann® Reinwein® Komori? Sendjn® Hunter?
und Kauvfmann und Engell0

Ueber ein Vorkommen wvon Histidin neben anderen Amino-
siuren im Gravidenharn berichtet als erster Hondall Der
Verfasser hebt als bemerkenswert hervor, daB das Histidin ‘im
nghtwangerenham in groferer Menge als das Arginin und Lysin
auftritt.

* Nach einem Vortrag, gehalten in der Wiener biologischen
Gesellschalft am 29. Mai 1933. i




In jingster Zeit hat Voge!? eine Arbeil verdffentlicht,
in welcher er eine sehr einfache Reaklion zum Schwangerschafts-
nachweis beschreibt. Es handelt sich hiebei um eine Anwendung
der Knoopschen Bromwasserreaktion, wobei der Autor so ver-
fiihrt, dal er 25 cem Harn mit 1 cem einer sehr verdiinnten
Bromwasserlosung erhifzt. Orangerote bis rote Firbung zeigf ihm
eine positive Reaktion an, bei negativer Reakfion bleibt die Re-
aktionslosung gelb gefirbt. Voge vermutet, dal diese Reaktion
durch das im Schwangerenharn anwesende Histidin bedingt sei
und sucht seine Annahme durch den Nachweis zu stiilzen, dab
normaler Harn, der die Bromwasserreaktion .nicht zeigt, mnach
Histidinbeigabe einen positiven Ausschlag lieferf. Die so ungemein
wertvolle und lehrreiche Zondek-Aschheimsche Reaktion
erscheint Voge in ihrer praktischen Durchfithrung mit grofien
Schwierigkeiten und einem betriichtlichen Zeitaufwand verbunden.
Im ' iibrigen stellt er eine 910pige Uebereinstimmung seiner eigenen
Reaktion mit derjenigen von Zondek-Aschheim fest

Auf Grund der Publikation von Voge versuchten Arm-
strong und Walker® aus Gravidenharn, Histidin zu iso-
lieren. Aus 10 Liter Harn haben sie die Kosselsche Histidin-
fraktion hergestellt und tatsichlich gelang es ihnen, aus der er-
withnten Harnmenge 200 mg Histidin-Chlorhydrat darzustellen. In-
folge der grofien Verluste bei der Reinigung schitzen die Autoren
die urspriinglich im Harn vorhanden gewesene Histidinmenge
auf 0°7 bis 1 g. Das Histidinchlorhydrat identifizierten sie mittels
Schmelzpunktes, einer Stickstolf- und einer Chloranalyse. Diese
von ihnen aus dem Harn isolierte Substanz zeigt eine posilive
Knoopsche Bromwasserreaktion.

Die Arbeiten von Honda, Voge, Armstrong und
Walker, welche simtlich auf ein Vorkommen von Histidin
im Gravidenharn hindeuten, beeinflufifen um so eher die
Entstehung der zu besprechenden Untersuchungen, als es
uns inzwischen gelungen war, eine nur fiir das Histidin
spezifische Bestimmungsmethode auszuarbeiten.

Bevor aber unsere eigenen Untersuchungen in Angriff
genommen wurden, sollten die von Voge erhobenen
Befunde einer Ueberpriiffung unterzogen werden. Zahl-
reiche Gravidenharne wurden nach der Vorschrift des Autors
verarbeitet. Es zeigte sich aber sehr bald, dall die von
Voge angegebene Reaktion unzuverlissig ist, weil die auf-
fretende Rotfirbung so bald abblaBt, dafl man mitunter gar
keine Zeit hat, sich fiir eine Reaktion im positiven oder
negativen Sinne zu entscheiden. In an sich dunkel gefirbten
Harnen. kann man das Ergebnis- der Reaktion gar nicht
feststellen.

Methodik

Nun soll eine kurze Beschreibung der von uns fiir die
Bestimmung von- Histidin im Harn ausgearbeiteten Methode
folgen. Diese besteht darin, daB aus dem Harn nach Ent-
fernung der Phosphate zunichst das Histidin angereichert
wird, und zwar am besten in der Hopkinschen Frak-
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tion, um dann nach entsprechender Behandlung dem

eigentlichen kolorimefrischen Bestimmungsverfahren zuge-

fithrt zu werden. Zur Untersuchung soll grundsiitzlich
Mischharn gelangen. Je nach der kleineren oder grife-
ren Tagesmenge werden 150 bis 300 cem Harn zur Ent-
fernung der Phosphate mit einer gesiittigten Barytlésung bis
zur deutlich alkalischen Reaktion versetzt, der Niederschlag
durch ein Faltenfilter filtriert, mit Wasser nachgewaschen
und aus dem Filtrat der Ueberschufl des Baryts durch
Schwefelsiure entfernt. Das gebildete Bariumsulfat wird
am Wasserbad absitzen gelassen, durch ein Faltenfilter ab-
filtriert, mit Wasser nachgewaschen, das erhaltene Filtrat
lakmusneutral gemacht und in einer grofen Porzellanschale
am Wasserbad auf ein sehr kleines Volumen (zirka 10 cem)
eingeengt. Der Riickstand wird mit wenig Wasser in einen
Erlenmeyer-Kolben quantitativ hiniibergespiilt und mit so viel
960pigem Alkohol versetzf, daf eine deutliche Triibung oder
ein Niederschlag entsteht; hierauf wird bis zu einem Drittel
des Alkoholvolumens Aether hinzugefiigt und dann die
Reaktionslosung mit 100 bis 150 cem Hopkinschen Reagens
(10%%ige Auflosung von Merkurisulfat in 59piger Schwefel-
siure) versefzt. Es entsteht hiebei ein feiner weiBler Nieder-
schlag, welcher nach dem Absifzen sofort verarbeitet oder,
wenn die Analyse keine Eile hat, iiber Nacht stehen gelassen
wird. Die in beiden Versuchsanordnungen gewonnenen Re-
sultate decken einander vollkommen. Es konnte nimlich
durch Parallelbestimmungen wiederholt festgestellt werden,
daB das Histidin aus ausreichend konzentrierten
Losungen im alkoholisch-dtherischen Medium
sofort quantitativ durch Hopkinsches Reagens ge-
fillt wird. Der Histidinniederschlag wird abgenutscht, das
Filtrat in einem Eprouvettenversuch gepriift, ob bei weite-
rem Zusalz von Hopkinschem Reagens nicht eine neuerliche
Fallung entstehe, sodann der Niederschlag aul der Nutsche
mit Alkohol und Aether gewaschen und getrocknet. Das
lufttrockene Pulver wird in heifer verdiinnter Salzsiiure
gelost, das Ungeloste abfiltriert und das Filtrat mit Schwe-
felwasserstoff zerlegt. Nach dem Abfiltrieren des Merkuri-
sulfids wird die Losung durch Abdampfen am Wasserbad
von der Salzsdure groBitenteils befreit und der hinter-
bleibende braune sirupise Riickstand in wenig verdiinnter
Schwefelsiure aufgelost. Das Unléosliche wird wieder ab-
filtriert und das' Filtrat mit verdiinnter Schwefelsiure auf
15 bis 30 ecm aufgefiillt, so dall jeder Kubikzentimeter der
resultierenden Losung L. 10 cem urspriinglichen Harnes ent-
spricht. Diese hellgellh his dunkelbraun gefirbte Lisung
bildet das Ausgangsmalerial fiir die nachfolgende kolori-
mefrische Histidinbestimmung; die Menge dieser Losung,
welche unbegrenzt lange haltbar ist, reicht fiiv zahlreiche
Parallelbestimmungen aus.



Im nachfolgenden soll nun die kolorimelrische Hl‘itl(.]l]l—
bestimmungsmethode beschrieben werden.

Erforderliche Reagentien:

a) Bromreagens: 10,.-’nige Auflpsung von Brom in
3304iger Essigsiiure. (Man mift am besten in einem kleinen
MeBzylinder 5 cem Brom = 15 g Brom ab, fiigt 500 ccm Eis-
essig hinzu und verdinnt mit Wasser auf 1500 cem.)

b) Ammoniak-Ammonkarbonatgemisch:
2 Teile konz. Ammoniaks werden mit 1 Teil einer 109%igen
Ammonkarbonatlésung vermischt.

¢) 1%9ige Histidinstandardldsung: 1 cem
d1eser Losung entspricht 1 mg Histidin.

11/101{11|1|mpelllulllgmlatli‘)sun'1g

Iu einer Mefleprouvelte (etwa 30 cem) werden 1 Dbis
2 cem der Losung I zur Entfernung stérender Stoife tropfen-
weise mit der n/10 Kaliumpermanganatlosung bis zur
schwachen Rosafirbung versetzt. Nach kurzer Zeif ver-
schwindet die Rosafirbung und es resultiert eine wasser-
helle Fliissigkeit. Manchmal triibt sich die Losung in-
folge Braunsteinausfalls. In solchen Fillen bringt man die
Eprouvette fiir ganz kurze Zeit in ein heiBles Wasserbad,
wobei der braune Niederschlag in Losung geht. Die voll-
kommen erkaltete, wasserklare Losung wird nun vor-
sichtig tropfenweise mit dem Bromreagens bhis
zum Bestehenbleiben einer schwachen Gelbfirbung versetzt.
Jeder Bromiiberschuf3 mufl sorgfiltig vermieden werden,
weil sonst zu ftiefe, bei starkem Bromiiberschull sogar,
frotz Vorhandenseins von Histidin, negative Resultate er-

halten werden. Im Anfang, bei ma.ngelnder Uebung, kann.

man das Ende der Bromierung am besten durch Tiipfeln
auf Jodkaliumstirkepapier feststellen. Man setzt tropfen-
weise das Bromreagens so lange hinzu, bis die Losung das
Reagenspapier eben blint. Manchmal verschwindef die
Gelbfirbung nach wenigen Sekunden, ein Beweis dafiir, dafi
die Reaktionsfliissigkeit noch nicht zu Ende bromiert worden
ist. In solchen Fiillen gibt man noch einige Tropfen
der Bromlosung bis zum Bestehenbleiben der gelblichen Iir-
bung hinzu. Lefztere soll' zehn Minuten unverindert be-
stehen bleiben. In dieser Zeit ist similiches Histidin bereits
umgesetzt. Gleichzeitig werden in einer anderen MeBeprou-
velte 1 bis 2 cem der Histidinstandardlosung analog vor-
sichtig bromiert und nach vollendeter Reaktion werden
beide Mefeprouvetten mit je 2 cem des Ammoniak-Ammon-
karbonalgemisches versetzf und fiar finf Minuten in ein
Becherglas mit heilem Wasser gebracht. Hier tritt alsbald
eine tief blauviolette Fdrbung auf. Bei der Untersuchung
von histidinfreien Harnen bleibt die Fliissigkeit
hellgelb gefirbt. Mitunter tritt heim Versetzen der bro-
mierten Losung mit dem Ammoniak-Ammonkarbonatge-
misch schon in der Kilte eine gelbrote Fiarbung auf, welche
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oft beim darauffolgenden Erhitzen verschwindet und welche,
da die fir das Histidin charakteristische Fir-
bung meist erst in der Hitze auftritt und vor allem als
soleche bestehen bleibt, fiir letztere Substanz keines-
wegsbeweisend ist. Beide MeBeprouvetten werden zum
Erkalten in ein Becherglas mit kaltem Wasser gebracht,
wobei das Kiihlwasser hiufig gewechselt wird. Beim Er-
kalten erreicht die blauviolette Firbung ihr Maximum.
Schon nach zehn Minuten kann kolorimetriert werden, wobei
die Standardlosung mit 9696igem Alkohol his zur Marke 10,
die Untersuchungslosung hingegen erst unmifttelbar vor dem
Vergleich mit dem Ammoniak-Ammonkarbonatgemisch eben-
falls bis zur Marke 10 verdimnt wird. Alkehol darf hier
nicht zur Anwendung gelangen, weil festgestellt werden
konnte, dall durch Alkohol die Fédrbung in der Unter-
suchungslosung zum Unferschied von reinen Histidinlésun-
gen sehr bald abblaBt. Die histidinhalfigen Harn-
fraktionen liefern eine mehr oder weniger
intensiv violeft gefirbte Fliissigkeit. Da uns die
GroBenordnung des jeweils zur Ausscheidung im Harn
gelangenden Hisfidins interessierte, haben wir immer bei
positivem Ausfall der Reakfion die gefirbte Ldsung auch
kolorimetrisch ausgewertet. Um Zeit zu sparen, wurden
selbstverstindlich Parallelbestimmungen und Serienversuche

- gleichzeitig ausgefiihrt. Die Versuchsdauer betriigt bei sofor-

tiger Aufarbeitung des Hopkinschen Niederschlags drei bis
vier Stunden. In den nachfolgenden Tabellen fassen wir
das Gesamtergebnis unserer Versuche zusammen.

1. Untersuchung bei gesunden, nicht graviden

Franen
16 Fille Histidin = 0
1 Fall w = 3.42mpof,
2. Untersuchung bei kranken, nicht graviden
Fraunen
|Histidin in ‘
o —_ [} -
=l LA | B BTN L5
-.32 = Diagnose S lagllEs) & | Diagnose i ‘é"
@ = RO .g =} 3 = E =
= =] e | | .=
| | En“ J :
i EE Ca duod. 0 10 6 | Mo. | Tkterus gravis | 0
o Ca ventr. 0 |0 T4 M. Tkterus 0
3| K.| Ca bronchi | 53 26:7|| 8 | M. Leberzirrth, | 0
4 | P. Basedow 591883l 9 | H. | Phthisis desp. | 0
5|B.| Cavent. [0 0 ‘|| 10| F. | Cholelith. | 0

3. Untersuchung bei gesunden Minnern
6 Fille Histidin = 0
5 1 1 :2:51: 6}02: 9:22} 8133v 9!68 mg 0!‘0
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4, Untersuchung bei kranken Minnern

g E2= 25
‘g;‘f Name Diagnose ;: ‘é‘ -z": Name| Diagnose é bE"
1| Sch.| Ca bronchi | 0 7 | B. | Phthisis conf. ‘ 0
2 1" B. Ca recti [0 8| K. Phthisis 0
SRRl Larynx-Ca 0 9| KL Phthisis 0
4| 8. | Epipharynx-Ca [0 |l 10 | S. Phthisis | 0
b | 8. Phthisis 1+8:3 11 | R. Larynx-Ca ‘ 0
6| E. Kavernen | 0 12 | P. | Ikterus gravis 0
5. Untersuchung bei graviden Frauen

| Histidin in | Histidin in
Soalta B B
&= E | Gravid- | o JEi® Ex £ | Gravid- | = |6 %
E o Monat i E’D 5% 5 A _.Monat ; tén 'gg
| 28 [ e
I | 5 I
i B | 162 31 \| B. | viIi—1x| 26:9| 2527
2 | Br.|II | 164 31af| B. |IX | 18:3] 219-2
Bio Bl | 164 32 | M. |IX | 66:7 6667
4 | W, | 1T | 198 33 |'D.|IX | 66°6| 7126
bl G 1L 512323 34 | M. |IX 3843473
6 | H. [II |Spuren 3 | B.|IX 42-3| 485°9
Ga.} H. | 1I | 198 | 2475|136 | B. |IX 95:6| 237°7
7 G. | 1T |Spuren 37 D. |IX 24:31 2913
Ta} G. | 1T ‘ 16:9 | 2542|[38 | L. |IX 20-8[ 1958
8 |Sch.|II Spuren 39 | W. |IX 12:6| 2624
9 | U.|II | 619 40 | H. |IX 156/ 2182
10 |'A. | I [Spuren 41 |'W. [ IX 38-7/ 8716
11 [Auw | 1L [ 23:0 |124:4|[42 | H. |IX 18:3| 1565671
12 | 8t |11 6:9 | 3b2|[43 | E. [IX 20-0| 2230
13 | W. |1I Spuren 44 | K |IX 21:3| 267-7
14 | J. 1L 69 |137:0(|45 |- P. |IX 17:5| 166-2
15 |Sch.| II—IIT | 238 46 | B. |IX 455/ 79566
16 ||Seh.| II—IIT 376 47 | K. |IX | 29:2| 2920
18&} Sch.| ITI | 847 48 | M. |IX 49'5| 693°5
17 0| KS | IL—TIIL 1| 2230 49 | K. [IX 58:3| 699:0
18 S. | II—I1T | 238 650 | P. |IX—X 1566|2184
19 | L. | II—III | 333 51 |Sch.|IX—X |40:3|604:0
20 | C. |II—III 23°7 | 52 | R. |[IX—X [132
21 | K. |II-IIL | 201 | 53 | T. |IX—X |13+4
22 | Z. | II—III | 741 | b4 |'E. |IX—X [bBT7
28 [ A. | TI—III 3677 | b | K. |IX—X [12-6|3145
24 | H. |III—-IV | 121 | 56 J.IX—X |21-4|5612:8
25 | W. |1V 186 | 57 | D. |IX—X |289]3b4:1
26 | K. |IV 238 [ 188 | A |IX—X |38:24928
2SS VAL 6562 6622|569 | B. |IX—X [12:3/1803
28 | H. | VIII 258 |387-1/(60 | H. |IX—X | 9:2/1188
29¢ | J. | VIII 25-9 (311-7|(61 | H. | IX—X 87| 817
30 ]r B, | VIII | 366 62 | P. |IX—X 7:2| 953
30af| E. | VIII-IX| 281 |
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6. Wochnerinnenharne und Harn nach einem

Abortus
Lauf, |, Tag n. d. Geburt Histidin in [Histidin i
e [Namel P60 irenn oo Fiaminnt| Anmorking
1 K. 4 16°7 2844
2 V. 4 837 3033
3 Z. 4 | Spuren
4 | G 10 | 161 s | Abortus
7. Untersuchungen von Harnen bei Amenorrhoe

und Myom

6 Fille von Amenorrhoe Histidin
1 Fall von Myom

0

LTS 0
8. Untersuchungen von Zondek-Aschheim-Harnen

Laufende Nr. 1 e S R 2 S Bty Bt =1

Name B SV X ATV BB SR A T
Histidin in mg°/, 122 42:9 0 156 0 458 0 Spuren 0 0 0
Zondek-Aschheim- :

Reaktion Ak e e B B e SO Ean T T s
Zusatzversuch mit Histidin bei einem normalen

histidinfreien Harn
-1, 100 cem Harn - 30 mg Histidin. Der Harn wurde wie
oben beschrieben aufgearbeitet. Die 5 ccm entsprechende Menge

der zuletzt erhaltenen Losung wurde fir die Kolorimetrie ver-
arbeitet.

Histidin gefunden 141 mg

Histidin berechnet 1:50mg
2. Dieselbe Lisung aufgearbeitet.

Histidin gefunden 1'45mg

Histidin berechnet 160 mg

Ergebnisse

Betrachtet man die in den einzelnen Tabellen zusam-
mengefabten Ergebnisse, so mull man vor allem feststellen,
daB im Gegensatz zu den meisten untersuchten Harnen die
Gravidenharne durchwegs eine positive Reak-
tion aufwiesen. In keinem einzigen Fall verliel die Reak-
tion, negativ. Weiters ist hervorzuheben, dafll die in den
Schwangerenharnen zur Ausscheidung gelangende Histidin.
menge ganz regellos schwankt und daB keine Bezie-
hung zwischen der Gréfie der Histidinausschei-
dung und dem Graviditidtsmonat zu bestehen
scheint.

Bei den rund 62 untersuchfen Schwangerenharnen
wurden Histidinwerte zwischen 6 und 74 mgoo ermittelt.
Da leider nicht iiberall Tagesmengen zur Verfiigung standen,
konnte der Histidingehalt der 24-Stunden-Harnmenge nicht
allenthalben bestimmt werden. In den in dieser Hinsicht
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untersuchten Fiillen schwankt diese auch ganz auberordent-
lich (zwischen 35 und 796 mg pro die).

In welchem Zeitpunkt der Graviditat die
Histidinausscheidung einsetzt, konnte bisher mit Sicherheit
noch nicht festgestellt werden. Positive Befunde wurden
schon in der sechsten Woche der Schwangerschaft erhalten.
Gelegentlich konnte heobachtet werden, dab in der fiinften
bis sechsten Woche das Histidin im Harn der betreffenden
Patientin nur spurenhaft nachweishar war, eine Woche
spiter hingegen schon eine deutlich hestimmbare Histidin-
menge zur Ausscheidung gelangte (vgl. Nr. 6, 6a und
7, 7a der Tah. 5). Versuche beziiglich der Feststellung des
Zeitpunktes des Einsetzens der Histidinausscheidung im
Gravidenharn sind noch im Gange.

Vergleicht man mit diesen Ergebnissen diejenigen der
Harnuntersuchungen von gesunden nichtgraviden
Frauen, so ergibt es sich, daf von 17 Fillen nur in
einem einzigen ein schwach positives Resultat erhalten
worden ist. Von den zehn untersuchten Harnen kranker,
nichtgravider Frauen (Karzinompatientinnen, Leber-
kranke, Lungenleidende, ein Basedowfall) wurden nur in
einem Fall von Ca. bronchi und bei einer Basedowkranken
. je b mgoo Histidin ermittelt.

Auch sechs unfersuchte Harne amenorrhoischer
Frauen ergaben durchwegs eine negative Reaktion.

Der Harn einer Frau mit einem My om enthielt eben-
falls keine Spur von Histidin.

Es ist selbstverstindlich, daB die gesamten Unter-
suchungen in groflem Stil nachgepriift werden miissen, um
itber die praktische Brauchbarkeit dieser Reaklion ins klare
zZu kommen. i

Die Untersuchung von Wéchnerinnenharnen
scheint fiir ein langsames Absinken der Histidinausscheidung
post partum zu sprechen. Wihrend in zwei Fillen die im
Harn ausgeschiedene Histidinmenge noch ziemlich betricht-
lich war, wurden in einem Waochnerinnenharn nur mehr
Spuren nachgewiesen. Auch der Harn einer Patientin, zehn
Tage nach einem Abortus, wies deutliche Histidinmen-
gen auf.

In zehn von elf zur Untersuchung gelangten Harnen,
welche von anderer Seite auf die Zondek-Aschheim-
sche Reaktion gepriift wurden, lie sich eine weil-
gehende Uebereinstimmung beider Reaktionen fesistellen.
In einem Fall wurden bei negativer Zondek-Aschheim-Reak-
tion 45 mgoo Histidin ermittelt.

Auffallenderweise wurde die Histidinreaktion im Harne
gesunder Mianner viel affer positiv erhalten als im
Harn gesunder Frauen, wenn auch die erhaltenen Zahlen
» niedrig waren. Was es fiir eine Bewandtnis mit dieser Tat-
sache hat, konnte bis jetzt noch nicht klargestellt werden.
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Eine diesbeziigliche Untersuchung wire sicherlich wvon
Interesse.

Schlieflich wurden auch Harne von karzinom-
kranken Minnern, von Minnern mit Lungen-
leiden und Leberaffektionen zum Gegenstand der
Untersuchungen gemacht. Nur in einem Fall von schwerer
Phthisis lieflen sich 8 mgoy Histidin bestimmen.

Fntgegen den in der Literatur so hiiufig zitierten
Histidinvorkommen in pathologischen Harnen, welche Be-
« funde hauptséichlich auf Grund der Paulyschen Diazoreak-
tion erhoben worden waren, wurde mittels unserer spe-
zifischen Methode freies Histidin mit ganz weni-
gen Ausnahmen in pathologischen Harnen nicht nachge-
wiesen. *¥

Schliefllich sei noch hervorgehoben, daffi wir Versuche
beziiglich einer horm onalen BeeinfluBbarkeit der Histi-
dinausscheidung im Harne bereits begonnen, aber noch nicht
abgeschlossen haben.

Fir die freundliche Ueberlassung zahlreicher Graviden-
bzw. Zondek-Aschheim-Harne sind wir Herrn Dr. Alders
von der II. Frauenklinik (Vorstand Prof. Weibl) und dem
Wiener Laboratorium Urban und Hellmann zu grofem
Dank verpflichtet.

Nachtrag bei der Korrektur: In der aller-
letzten Zeit wurde folgende zur Orientierung dienende
Schnellreaktion zum Nachweis des Histiding im Harn aus-
gearbeitet. 10 ccm eines 24-Stunden-Harnes werden in einer
Mefeprouvette mit dem oben erwihnten Bromreagens trop-
fenweise bis zum Bestehenbleiben eines leichten Brom-
iiberschusses (Tipfeln auf Jodkaliumstirkepapier) versetzt.
Nach zehn Minuten werden 2 cem des Ammoniak-Ammon-
karbonatgemisches hinzugefiigt und die Reaktionsfliissig-
keit fiir fiinf Minuten in ein heifles Wasserbad gebracht.
Histidinhaltige Harne fiarben sich hiebei rot bis dunkel-
violett, welche Farbe beim darauffolgenden Erkalten ihr
Maximum erreicht. Histidinfreie Harne bleiben hiebei gelb
gefirbt. Weitere diesbeziigliche Versuche sind noch im Gange.

Literatur: ! Knoop: Hofmeisters Beitr.,, 1908, Bd. 11,
S.856. — 2 Engeland: Zeitschr. physiol. Chem., 1908, Bd. 57,
S.49. — 3 Hefter: Zeitschr. physiol. Chem., 1925, Bd. 145, .
S.200. — 4 Hermanns: Zeilschr. physiol. Chem., 1922,
Bd. 122, S. 101. — 5 Reinwein u. Thielmann: Arch

** Genaue Angaben iiber das Auftreten von Imidazolderi-
vaten im Harn iiberhaupt (nicht von freiem Histidin) finden sich
in einer demniichst in der Biochemischen Zeitschrift erscheinen-
den Arbeit von Otto F iirth und Eduard Herbert Majer: ,Ueber
das Auftreten von Imidazolderivaten im Harn*
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f. exp. Path., 1924, Bd. 103, S. 115. — 6 Reinwein: D. Arch.
klin. Med., 1924, Bd. 44, S. 37. — 7 Komori: J. Bioch.,, 1926,
Bd. 6, S.297. — 8 Sendju: J. Biol, 1927, Bd. 7, S. 311. —
9 Hunter: Brit. med. J., 1922, Bd. 11, S. 751. — 10 Kauf-
mann u. Engel: Zeitschr. klin. Med, 1930, Bd. 114, S. 405.
— W Honda: J. of Bioch, 1923, Bd. 2, S. 351; Ber. ges.
Physiol., 1925, Bd. 32, S. 598. — 12 Voge: Brit. med. I, 1929,
Bd. II, S. 829; Proc. Roy. Soc. Med., 1930, Bd. 23, S. 638. —
18 Armstrong u. Walker: Biochem. J., 1932, Bd. 26, S.143.
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Uber eine stufenphotometrische Bestimmung des Histidins.
Von
Regine Kapeller-Adler.
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitit.)
(HBingegangen am 24. April 1954.)
Mit 2 Abbildungen im Text.

Vor kurzem! habe ich eine kolorimetrische Histidinbestimmungs-
methode angegeben, welche darauf beruht, dall Histidin zunédchst
mit einer Ldsung von Brom in Essigsdure vorsichtig in Reaktion gebracht
und hierauf mit einem Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch umgesetzt,
beim Erwirmen eine tiefblauviolette Firbung liefert. Da fiir diese Farb-
reaktion das Beersche Gesetz Giltigkeit besitzt, war es nicht schwer,
diese Umsetzung zu einer stufenphotometrischen Histidinbestimmungs-
methode auszugestalten.

In der oben erwihnten Arbeit findet sich eine genaue Beschreibung
der Untersuchungsmethode von biologischen Fliissigkeiten auf Histidin.

Zur stufenphotometrischen Histidinbestimmung werden aliquote Teile
der nach der gegebenen Vorschrift hergestellfen Lésung in einer MeB-
eprouvette tropfenweise mit n/10 Kaliumpermanganatlésung bis zum
Bestehenbleiben einer schwachen Rosaférbung versetzt. Nach lkurzer Zeit
verschwindet die Rosafirbung und es resultiert eine wasserhelle Fliissigleit,
Sollte jedoch die Untersuchungslésung noch einen gelben Farbton aufweisen,
so wird weiter n/10 Kaliumpermanganatlésung tropfenweise hinzugefiigt.
Die Flissighkeit soll unter allen Umstinden vor der eigentlichen Histidin-
bestimmung vollkommen klar und farblos sein. Mitunter kommt es bei der
Oxydation der Losung mit Kaliumpermanganat zu einer Braunsteinbildung.
Bringt man in diesem Falle die Eprouvette fiir einige Minuten in ein Becher-
glas mit heiem Wasser, so geht der braune Niederschlag in Lisung. Die
vollkommen erkaltete, wasserklare Fliissigkeit wird nun tropfenweise mib
dem Bromreagens bis zum Bestehenbleiben einer schwachen Gelbfirbung
versetzt. Sollte diese schon nach ganz kurzer- Zeit verschwinden, so fiigh
man noch einige Tropfen des Reagens hinzu. Die Realktion ist dann als
beendet aufzufassen, wenn die schwache Gelbfarbung durch 10 Minuten
unverdndert bestehen bleibt. Nach dieser Zeit gibt man 2 cem des bereit-
gehaltenen Ammoniak-Ammoncarbonatgemisches hinzu und bringt die
Eprouvette fiir 5 Minuten in ein Becherglas mit kochendem Wasser. Die
Loésung férbt sich hierbei intensiv wviolett, welche Farbung ihr Maximum
in der Kiilte erreicht. Der Eprouvetteninhalt wird vollkommen erkalten
gelassen und kann gleich der stufenphotometrischen Untersuchung zu-
gefithrt werden. Bei Bestimmungen in reinen Histidinlésungen wird mit

1 Diese Zeitschr. 264, 131, 1933; vgl. J. Knoop, Beitr. z. chem. Phys.
u. Pathol. 11, 356, 1908; Hunter, Biochem. J. 16, 638, 1922.
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Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch bis zur Marke 15 aufgefiillt und gut
durchgemischt. Die stufenphotometrische Messung wird unter Vorschaltung
des Filters 8 50 in einer Kiivette von 5 bzw. 2,5 mm Schichtdicke wvor-
genommen und ist bei der Untersuchung von hiologischen Fliissiglkeiten
innerhalb einer halben Stunde nach dem Verdiinnen mit dem Ammoniak-
Ammoncarbonatgemenge durchzufithren. In reinen Histidinlésungen kann
die stufenphotometrische Messung auch nach Stunden vorgenommen werden.
Als Kompensationsfliissigkeit benutzt man bei der Untersuchung biologi-
schen Materials das Ammoniak-Ammonecarbonatgemisch, bei reinen Histidin-
lésungen 96 %igen Alkohol,

Die Abb. 1 und 2 versinnbildlichen die Eichkurven fiir die Kon-
zentrationsbestimmung von Histidinlgsungen.

Bei der in der Abb.1

daxgestellten Eichkurve sind | 3] R

an der Ordinate direkt die mi Mg | |
Durchlissigkeitswerte ) in 7 L 625! |

Prozenten (Ablesungen), die = ¥ N l

man bei der Ausfithrung %50 e l

der Messung mit dem Filter %*"9 e a1

S 50 und Kuvetten von §%& 1 %

5mm Schichtdicke erhalt, = ——1— R B 0|
eingetragen. Ander Abszisse 0 | f | f el
sind die in einem Volumen 0 5 T 075 00 T A0 75 200 3 350 2% I B AT G

von 15 cem der vorschrifts-
gemilB hergestellten Farb- Abb. 1.

2 Histidin in mg pro 15 cem der vorsehriftsgemif
losung enthaltenen Konzen- hergestellten Farblosung bei einer Sehichtdicke

trationen eingezeichnet. Das von 5 mm unter Vorschaltung des Filters S 50.
Diagramm erlaubt, innerhalb
des angegebenen Intervalls

von 0.25 bis 3,5 mg Histidin ;ﬁ = | L]
pro 15 cem Lésung zu jeder o i :
Ablesung direkt die Konzen- _-g‘?" /rﬁd‘fﬁ
tration zu entnehmen. In 2% | 7

der ADb. 2 sind nicht direkt 3 % ra

die abgelesenen Werte fiir die S 4 ('ﬁ

Durchldssigkeit D in Pro- §¢¥ ’6; i

zenten, sondern die Werte g2 |

von log 1/D, welche der g il {
jedem Stufenphotometer bei- = 7 _‘?ﬁd‘ il | | | {
gelieferten  Tabelle  ent- L | | | [ _l
nommen werden, fiir die O TR ARAR 0 AR T A aT B0 TIOR3
Schichtdicke 5 mm in Ab- Abb. 2. 1
hiingigkeit von der Konzen- Histidin in mg pro 15 eem der vorschriftsgemif

hergestellten Farblisung bei einer Schichtdicke

tration eingetragen.  Bei von 5mm unter Vorschaltung des Filters § 50.

Benutzung dieser Eichkurve

muB also zunichst zu jeder Ablesung der Wert von log 1/D in der oben
erwithnten Tabelle aufgesucht werden. Zu den so ermittelten Werten
kann man dann die Konzentration aus der Kurve entnehmen.

Mittels dieser Methode wurden zundchst Bestimmungen an ge-
stellten Histidinlosungen durchgefithrt. Die Resultate waren sehr
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befriedigend. Nach diesen Untersuchungen wurden stufenphotometrische
Bestimmungen an entsprechend aufgearbeiteten Cuseinhydrolysatent
vorgenommen. Das Ergebnis findet sich in der nachfolgenden Tabelle.
Vergleichsweise habe ich auch die von mir frither mittels dieser Methode
kolorimetrisch bestimmten Werte und Literaturzahlen angefiihrt.
Die fiir das Casein

Aells: stufenphotometrisch er-

Histidingehalt des Caseins in Prozenten. it - Wette. ‘sind

Stufenphoto- | Kolori- ‘ e etwas niedriger als die
metrisch | metrisch mit derselben Methode

8,4—3,8 (Lautenschidger, kolorimetrisch bestimm-
3,48 4,09 [ Zeitsch;x f. physiol. Chem.  ten und stimmen gut
366 l L 1h 102, 243, 1928) mit den Literaturzahlen
T itherein.

Zusammenfassung.

Es wird eine stufenphotometrische Methode zur Histidinbestimmung
in reinen Lgsungen und biologischen Fliissigkeiten angegeben.

1 Vgl. diese Zeitschr. 264, 133, 1933.
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Uber Imidazolkorperausseheidung im Siugetierharn.
Von
Regine Kapeller-Adler und Heinz Kohut.
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Wien.)

(Eingegangen am 9. Juli 1934.)

Die im folgenden zu beschreibenden Untersuchungen sind im
* Hinblick auf eine Beobachtung der einen von uns?!, dal Harne gravider
Frauen durchgehend Histidin enthalten, unternommen worden. Wir
hofften durch ein eingehendes Studium der experimentellen Imidazol-
urie unter verschiedenen Bedingungen die Frage nach dem Ursprung
des im Gravidenharn immer auftretenden Histidins der Losung néher
bringen zu konnen. Als Versuchstiere wihlten wir Meerschweinchen,
welche reichlich Grimfutter bekamen und in Stoffwechselkifigen
untergebracht waren.

Zunichst wurde einem Meerschweinchen, dessen Normalharn
vorher griindlich untersucht worden war, 1-Histidinmonochlorhydrat,
in physiologischer Kochsalzlgsung aufgelost und mit Natriumcarbonat
neutralisiert, in steigenden Mengen subcutan injiziert. In dem unter
Zusatz von Chloroform und Toluol aufgefangenen Harn wurde der
Gesamtstickstoff, der Imidazol- wnd Histidinstickstoff ermittelt. Den
Gesamtstickstoff bestimmten wir mittels der Mikro-Kjeldahl-Methode.
Zur Ermittlung des Imidazol- und Histidinstickstoffs wurde prinzipiell
aus dem jeweiligen Harn die Hoplhinssche Fraktion? isoliert. In
aliqguoten Teilen der letzteren wurde der Imidazolstickstoff nach Weiss
und Ssobolew?® in der von O.Fiirth und E. H. Majer* verbesserten
Form, der Histidinstickstoff nach Kapeller-Adler® bestimmt.

Weiterhin zogen wir ein frdchtiges Meerschweinchen in den Kreis
unserer Beobachtungen, vom Gedanken geleitet, dafl das trachtige
Tier zugefithrtes Histidin vielleicht anders verarbeite als das nicht
triachtige.

Da ferner an einen Zusammenhang zwischen Leberfunktion und
Imidazolurie® gedacht werden mufite, unternahmen wir schlieilich
auch Versuche an phosphorvergifteten Meerschweinchen. Wir brachten
Meerschweinchen Phosphor in Form von Oleum phosphoratum 1 : 1000

v Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 264, 131, 1933; vgl. auch Honda,
J. of Biochem. 2, 351, 1923; Voge, Brit. med. J. 2, 829, 1929; Proc. Roy. Soc.
Med. 23, 638, 1930: Armstrong u. Walker, Biochem. J. 26, 143, 1932. —
: Kapeller-Adler, 1. c. 8. 139, — 8 Diese Zeitschr. 58, 119, 1914. — * Ebenda

264, 142, 1933. — 5 Vgl. Kauffmann u. Engel, Zeitschr. f. klin. Med. 114,
405, 1930.
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subcutan in steigenden Mengen bei. Da bei den ersten diesbeziiglichen
Untersuchungen die Tiere sehr bald zugrunde gingen, fithrten wir
schliefilich einen protrahierten Versuch aus, indem wir zunidchst von
sehr geringen Phosphormengen ausgingen und diese dann allméhlich
steigerten. Fiir diese letzte Versuchsanordnung benutzten wir zwei
Meerschweinchen, ein Kontrolltier, welches nur Phosphorgaben bekam,
und ein zweites, welchem daneben noch Histidinchlorhydrat injiziert
wurde.

Tabelle I zeigt die Ergebnisse des Versuchs am normalen Meer-
schweinchen. Dem Tier wurden zunéichst an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen je 100-mg l-Histidinchlorhydrat subcutan injiziert, nach einer
eintiigigen Pause wurde diese Dosis auf das Doppelte gesteigert und
gegen Ende des Versuchs bekam das Meerschweinchen einmal 400 mg
Histidinchlorhydrat. Der Gesamistickstoff des Harns erscheint gegeniiber
der Norm erhéht, es 1Bt sich jedoch kein Zusammenhang zwischen
der Grofle der Histidingaben und der Gesamtstickstoffausscheidung
feststellen.

Tabelle I1.

Normales Meerschweinchen, Gewicht 350 g.
Tagesmenge enthilt:

Datum Hﬂi‘:']“;i]é‘m_‘m Gesamt-N Tmidazol-N | Histidin-N I-%%F:E{I:ﬁ%ﬁ&r-
1034 cem | g mg mg mg
o1, . [\ | [ EElEL
oom || 6 | 0 03 0 {4 i
23 . | _ | 100
or 1. ||l 70 | 047 0,4 0 {I 100
5. m. |/ | [ dehes
s | os SIEhg e i
iid |
BRI, . | 200
rm | 4 0,45 08 | 0 { e
9. 1IL. ' e =
s ||l e 0,48 0,5 B
s1r | l‘ =
5. TIL. : | 200
6o I 60 | 038 16 ==t . 400
7 HEay ' 200
Sl waBRi s 088 | 08 Gop Al

Eine Steigerung des Harngesamtstickstoffs von Hunden bei Histidin-
verfiittterung haben Abderhialden und Einbeck®, eine solche nach einer
intravendsen Histidininjektion bei einem Hunde Stewdel und Freise® beob-
achten kénnen.

1 Die Werte stellen den fiir einen Tag berechneten Durchschnitt der
einzelnen Perioden dar, welche durch Klammern gekennzeichnet sind. —
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 62, 322, 1909. — 3 Zeitschr. f. physiol. Chem.
120, 244, 1922.
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Der Imidazolstickstoff des Harns erfihrt wihrend des Versuchs
eine minimale Erhéhung im Verhiltnis zur Gréfe der einverleibten
Histidinmenge. Hingegen konnte wihrend der ganzen Versuchszeit
auch nicht die geringste Spur wnverdnderten Histidins im Harn nach-
gewiesen werden. Das dem Versuchstier zugefithrte Histidin wird
also im Stoffwechsel als solches vollkommen abgebaut, eine ganz ge-
ringe Menge erscheint im Harn in Cestalt eines Imidazolderivats,

Abderhalden und Einbeek! haben nach Verfiitterung von 20 g Histidin-
monochlorhydrat nur mehr 0,4 ¢ derselben Substanz aus dem Hundeharn
wiedergewinnen kénnen. Nach intravenéser Zufuhr von Histidinehlorhydrat
war die im Harn ausgeschiedene Histidinmenge so gering, dal} sie nicht
mehr zur Wagung gebracht werden konnte. Was die Natur des nach Histidin-
injektionen im Harn in geringen Mengen erscheinenden Imidazolkérpers
betrifft. so haben Kotake und Konishi® im Hundeversuch sowohl nach
Verfiitterung als auch nach subecutaner Injektion von grofien Mengen
Histidinchlorhydrats aus dem Harn Imidazolylacrylsdure (Urocaninsiure)
in relativ sehr kleiner Ausbeute isolieren kénnen. Edlbacher® gelang es
nachzuweisen, dal} der Histidinkomplex vornehmlich in der Leber leicht
zerstort werde und daf hierbei das von ihm aufgefundene Ferment, die
Histidase, die Hauptrolle spiele, nach Edlbacher soll das Histidinmolekiil
unter Offnung des Imidazolringes in Ammoniak, Glutaminsiure und Ameisen-
siure zerfallen.

Tabelle IT zeigt die von uns im Versuch mit dem trdchtigen Meer-
schweinchen erzielten Resultate. Wir injizierten diesem Versuchstier
recht betriachtliche Mengen von l-Histidinmonochlorhydrat. Iis ergab
sich im Verhalten dieses Meerschweinchens keinerler Unterschied gegen-
diber dem michttrichtigen. Das trichtige Meerschweinchen ist also,
ebenso wie das nicht gravide, imstande, Histidin fast vollkommen
abzubauen.

In der Tabelle ITI finden sich die Ergebnisse unseres ersten Ver-
suchs am phosphorvergifteten Tier. Dem Meerschweinchen injizierten
wir an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 1 mg Phosphor, hierauf
nach einer eintigigen Unterbrechung 2 mg und am folgenden Tage
3 mg Phosphor subcutan. In der auf diese letzte Injektion folgenden
Nacht starb das Tier. Gleichzeitig mit der Phosphorinjektion wurde
dem Versuchstier 1-Histidinchlorhydrat (je 300 mg) subecutan appliziert.
Der Gesamtstickstoff des Harns nimmt in diesem Versuch mit der steigen-
den Phosphorgabe ab.

Atusi Huruya® hat gelegentlich der von ihm bei Kaninchen studierten
Phosphorvergiftung gefunden, dall die Stickstoffausscheidung im Harn mit

der durch die Phosphorvergiftung bedingten, zunehmenden Stérung der
Nierentiitigkeit sinke.

1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 395, 1910. — * Ebenda 122, 230,
1922. — 3 Ebenda 157, 106, 1926; Edlbacher u. Kraws, ebenda 191, 225,
1930; 195, 267, 1931; Edibacher u. Neber, ebenda 224, 261, 1934; vgl. auch
Mislowitzer u. Kaufmann, diese Zeitschr. 226, 325, 1930; 234, 101, 1931.
— 4 J. of Biochem. 10, 63, 1928.
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Tabelle I1.

Trachtiges Meerschweinchen, Gewicht 480 g.
Tagesmenge enthilt:

| Harn- | Injektionen :
Datum volumen | .Gesamt-N Imidazol-N | Histidin-N | 1-Histidin- o
|| in 24 Std. chlorhydrat | Bemerkungen
1934 | cem g mg mg. mg =
12.1v.- | 110 0,38 2,5 0 =5l
13. IV. —
14. IV. } 75 0,48 1,0 0 =
15. IV. —_ |
16. 1V. = | 300 ‘.
v, ||| 60 | 058 =0 o {| 30 |i
v [} o | odo 2,7 O o |
20. IV. l | == |In cég;NZ%}?t iz.{lrl’
98 0 | 1934 : Partus
21, IV. l |
22. IV. — |

Tabelle IIT!.

Phosphorvergiftetes Meerschweinchen, Gewicht 380 g.
Tagesmenge enthélt:

’ Sl ~ Injektionen: |
Datum ‘-'g!li;:i;n Gesamt-N z{;l;l';liq HiSt\idinh 1-Histidin- | Phos-
in 24 Std. | chlorliydrat phulr EL
1934 eem g mg | mg mg mg
5. 1V. ‘ 130 | oB0o | 18 | o A i e
6. IV. | ! { 300 1,0 |
7.7v. |4 87 | o088 | 13 | o e
8. IV. : - i F ks
b e | i - 300 2,0
10. V. |} 43 0,28 ‘ 43 2,7 { | 800 3,0 | In der Nacht auf
| | den I11. IV.
| | | | 1934: Exitus

Der I'midazolstickstoff erfihrt erst knapp vor dem Tode des Tieres
eine wesentliche Steigerung. In demselben letzten Harne vor dem
Bxitus konnten wir auch eine Ausscheidung von Histidin feststellen.

Die Tabelle IV enthélt die Versuchsergebnisse bei einem anderen
phosphorvergifteten. Tier, welchem nur zweimal mit eintigiger Unter-
brechung je 1mg Phosphor beigebracht worden war. Gleichzeitig
mit der zweiten Phosphorgabe injizierten wir dem Tier 200 mg Histidin-
chlorhydrat und ebendieselbe Menge an den zwei darauffolgenden
Tagen. Trotz der relativ geringen Phosphormenge,.die wir dem Tier
einverleibten, starb das Meerschweinchen zwei Tage nach der letzten
Phosphorinjektion. Bei diesem Versuchstier hat der Gesamtstickstoff

! Vgl. Tabelle I.
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Tabelle TV 1.

Phosphorvergiftetes Meerschweinchen, Gewicht 300 g.
Tagesmenge enthalt:

Hain- | el i | Injektionen:
| Tmid- stidis e e e
Datum | i\;l()]zl;"?:?(rll. Gesamt-N | 5.0 N N éfﬁlojf]t,;daigt 1;1]11%31._ Heuierkurigen
1934 | cem | g mg mg mg mg
T | : T = —
8. V. 100 030 | 14 | 0 | — - i|
9. V. l | i —
10. V. } 87 033 | 09 | 0 — -
1LV | T [
12. V. = [ 1,0 |
13. V. } 58 0,44 3.6 0 | = | =
14. V. | || 200 | 1,0 ‘
15. V. | 200 | —
16. V } 42 045 | 112 4.6 { ! 200 — | In der Naeht anf
‘ | ‘ | den1z.v.1se:
| Exitus

des Harnes eine leichte Steigerung erfahren. Der I'midazolstickstoff
hat ebenfalls zugenommen, besonders stark kurz vor dem Tode des
Tieres. Im letzten Harn konnten wir analog wie beim ersten phosphor-
vergifteten Meerschweinchen Histidin, hier sogar in gréBerer Menge,
bestimmen. Da bei den beiden letztgenannten Versuchen die Tiere
sehr bald an der Phosphorvergiftung zugrunde gingen, unternahmen
wir noch einen dritten Versuch mit folgender Anordnung: zwei im
Stoffwechselkifig befindlichen, fast gleich grofien Meerschweinchen
wurden tédglich &duBerst kleine Phosphormengen subcutan injiziert.
Wir gingen hierbei von 0,2 mg Phosphor aus und steigerten diese Dosis
allméhlich auf 2mg. Dem einen Tier brachten wir aulerdem téiglich
200 mg Histidinchlorhydrat subcutan bei. Beide Tiere starben in der-
selben Nacht nach der zweiten Injektion von 2 mg Phosphor. Die
Harne beider Meerschweinchen wurden wie gewdhnlich aufgearbeitet.

Der Gesamistickstoff der Versuchstiere (vgl. Tabelle V. und Va)
nimmt mit der fortschreitenden Phosphorvergiftung zuerst zu und
dann wieder ab. Die Imidazolstickstoffausscheidung schwankt beim
Kontrolltier ganz unregelmiBig und erfahrt erst knapp vor dem Tode
des Tieres eine erhebliche Steigerung, im letzten Harn dieses Tieres
konnte sogar Histidin, wenn auch nur spurenweise, nachgewiesen
werden.

Beim eigentlichen Versuchstier (Tabelle Va) nimmt der Imid-
azolstickstoff schon zu Beginn des Versuchs bedeutend zu, stellt sich
dann auf einen konstanten, hohen Wert ein (rund 9 mg in der Tages-
menge), um schlielich knapp vor dem Tode des Tieres eine Steigerung
auf mehr als das doppelte dieses Wertes zu erfahren.

1 Vgl. Tabelle I.
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Tabelle V1.

Phosphorvergiftetes Meerschweinchen, Gewicht 420 g.
Tagesmenge enthiilt:

Harn- Inje_,-l.(.t-ionen
Datum lvo]uéngstiri Gesamt-N | Imidazol-N | Histidin-N - von] Bainaidong sk
n 24 Std. hosphor 1
1934 cem g mg mg mg
22. V. I | "
23 v | 83 0,45 2,1 0 ! [
4. V ] 02 |
5 v [} 98 | o 1,9 o {l. 08
26. V. 0,3 Das (Neum
27. V. 80 0,42 58 0 — P}:}E&]‘mmtulln
gg :; g=i p’iitﬁﬂlisr‘e%ri.':le
S I ) 0o A ol [ o | RSN
31. V. 0.6 -
s !} 68 | 0,39 1,6 g | 06
2.V l I 1,0
3. VI 75 0,42 1,5 0 =
4.vL | l| 10
5. VL. |\ 2.0
40 0,19 9.1 Spuren ! N
7 f 3 9 In der Nacht anf
et | { %9 "den 7. VL. 1934 :
Exitus

Entsprechend den Beobachtungen bei den schon erwihnten
phosphorvergifteten und mit Histidin behandelten Tieren wurde auch
hier im letzten Harn vor dem Tode des Meerschweinchens Histidin,
und zwar in ziemlich betrichtlicher Menge, festgestellt. Zieht man
iibrigens vom letzten Imidazolstickstoffwerte (siche Tabelle Va, 22,5 mg)
diesen Histidinstickstoffwert ab, so ergibt sich eine Imidazolstickstoff-
zahl, die derjenigen der vorhergehenden Harne vollkommen entspricht,
so dall man annehmen kann, dalBl der hohe Imidazolstickstoftwert des
letzten Harnes haunptsichlich durch die Ausscheidung von Histidin
bedingt ist.

Masslow? hat in O. [Mirths Laboratorium bei zwei phosphorvergifteten
Hunden die Ausscheidung des Diazochromogens im Harn mittels der
Reaktion von Weiss und Ssobolew verfolgt und hat hierbei eine Verdoppelung
des Diazochromogenwertes gegeniiber der Norm beobachtet. Allerdings
lassen sich diese Ergebnisse nicht divekt mit den unserigen vergleichen,
weil Masslow die Diazoreaktion im nativen Harn anstellte und hierbei
bekanntlich nicht nur Imidazolkarper, sondern auch aromatische Oxysiiuren,
wie z. B. das Tyrosin, die Diazoreaktion bedingen kénnen. In unseren
Versuchen wurde die Diazoreaktion grundsitzlich in der Hoplkinsschen
Fraktion durchgefiihrt.

Zusammenfassend 1af6t sich folgendes aussagen: Das normale
Meerschweinchen baut subcutan injiziertes 1-Histidinmonochlorhydrat
vollkommen ab, wobei eine ganz geringfiigige Steigerung des normalen

! Vel. Tabelle I. — * Diese Zeitsehr. 70, 306, 1915.
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Tabelle Val.

Phosphorvergiftetes Meerschweinchen, Gewicht 400 g.
Tagesmenge enthiilt:

Haxie - .__._ ;mid _H‘st'd' I ].ll}(;]‘;;ﬁ!lel]l | T
Dat 1 -N e e e ]
| e |GommeN | seo | TN [Lmetan: [ Phos | pemercangen
_1934 | eem g ‘ mg - mg mg mg ||
l — e
22 % e ! 5 I
55 v [} 46 | o2 | 16 ‘ Rl A e
3 v. [} 88 |0z 28 | o {| s |03 |
26. V. | l 200 0:3 | Das Oleum
N Ve 70 0,42 94 | 0 — - phosphoratum
28. V. | | 11 200 0,3 ‘ L: 1000 wurde
29. V. | . 200 | 04 | [ fintrach ver-
30. V. |} 143 0,56 I 91 0 ‘. 200 0?6 diinnt
. I 9l
Bl e | om | ee | o ) B0 |38
I 9 || Bin Teil d
%17 | | 200 | 10 |EaCel feram
zierten Histi-
73 041 58 ‘ 0 3’&3?3?‘3?1 flof
3. vL. | ‘ g
4. VL | | 200 1,0
| | A
5:VE. | | 200 2,0
6. VL ;‘} 6 | o4 |25 1O {| 55 | 50 | merveenian
| I || Exitus

Imidazolstickstoffwertes zu verzeichnen ist. Zwischen dem #rdchtigen
und dem nichttrichtigen Meerschweinchen ergibt sich beziiglich des
Verhaltens gegeniiber dem injizierten  1-Histidinmonochlorhydrat
keinerlei Unterschied. Das phosphorvergiftete Meerschweinchen baut
zuniichst ebenfalls das einverleibte Histidinchlorhydrat vollkommen
ab, erst knapp vor dem Tode des Tieres erscheint unverindertes
Histidin im Harn. Offenbar wird die Leber des Tieres durch die fort-
schreitende Phosphorvergiftung derart schwer geschidigt, dall sie
nicht mehr fihig ist, das gesamte zugefithrte Histidin vollstindig zu
zerstoren. Desgleichen erscheint der Imidazolstickstoffwert des Harns
beim phosphorvergifteten, mit Histidin behandelten Meerschweinchen
gegeniiber der Norm stark erhéht.

Zusammenfassung.

Einem normalen, einem trichtigen und einigen phosphorvergitteten
Meerschweinchen wurde l-Histidinmonochlorhydrat subcutan injiziert
und der Harn auf die Gesamistickstoff-, Imidazolstickstoff- und Histidin-
stickstoffausscheidung hin untersucht. Die erhaltenen Resultate finden
sich in einzelnen Tabellen zusammengefalit und werden diskutiert.

1 Vgl. Tabelle I.
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ZUR FRAGE DER HISTIDINURIE BEI DER GRAVIDITAT.
Von
ReGINE KAPELLER-ADLER und HEeiNz HERRMANN.

Mit Riicksicht auf die Feststellung der einen von uns,
daBl Harne gravider Frauen ausnahmslos Histidin enthalten,
so daB auf diese Tatsache ein chemischer Schwangerschafts-
nachweis! gegriindet werden konnte, erschien es von Interesse,
Harne verschiedener tréichtiger Tiere auf Histidin zu unter-
suchen. Wir bedienten uns hierbei der gleichen Methode, wie
sie urspriinglich bei der Priifung von Gravidenharnen zur An-
wendung gelangte?®.

Wir zogen die Harne folgender trichtiger Tiere zur Unter-
suchung heran: Von 3 Meerschweinchen, 2 Kaninchen,
2 Katzen, 2 Hunden, 2 Stuten und 1 Affin (Macacus rhesus).

Auffallenderweise konnte in keinem einzigen der unter-
suchten Harne der erwihnten trichtigen Tiere auch nur die
kleinste Spur von Histidin nachgewiesen werden. Es scheint
also beziiglich der Histidinurie ein wesentlicher Unterschied
zwischen der menschlichen und tierischen Graviditit zu be-
stehen.

Dieses Ergebnis erscheint auch noch in einem anderen
Zusammenhang nicht uninteressant. Bekanntlich beruht die
biologische Schwangerschaftsdiagnose von ZONDEK-ASCH-
HEIM® bei der menschlichen Graviditit auf dem Nachweis
des Hypophysenvorderlappensexualhormons, des Prolans, im
Harn. Zonpek? konnte nun nachweisen, daB der Harn
triichtiger Tiere zum Unterschied von demjenigen gravider
Frauen kein Prolan enthalte.

Da wir im Harn trichtiger Tiere auch kein Histidin auf-
finden konnten, glauben wir vermuten zu konnen, daB
zwischen der Prolan- und der Histidinausscheidung ein ge-
wisser Parallelismus bestehe.

Auf folgende Beobachtung sei ferner hingewiesen: Unsere
Untersuchung des Harnes einer graviden Macacusidffin auf
Histidin lieferte sowohl im 3. als auch 5. Schwangerschafts-
monat ein negatives Resultat. Dieses Ergebnis fiel uns des-
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wegen auf, weil ZoNDEKS angibt, daBl der Harn trichtiger
Affinnen ebenso wie derjenige gravider Frauen Prolan ent-
halte, und wir in allen bis nun untersuchten Graviditatsfillen,
wie schon oben erwihnt, eine Analogie zwischen der Prolan-
und Histidinausscheidung beobachten konnten. Wir lieBen
daher bei der von uns auf Histidinurie untersuchten Affin
im gleichen Material die Zondek-Aschheimsche Realktion
durchfithren. Beide Male lieferte die Z.-A.-Reaktion ein
negatives Hrgebnis.

Dieselbe Feststellung haben iibrigens auch ALLEN, MADDUX
und KexnNeEDYS bei der Priifung des Harnes einer trichtigen
Affin (Macacus rhesus) machen kénnen. Fortlaufende Unter-
suchungen des Harnes dieser Affin auf Prolan zwischen dem
2. und 5. Gravidititsmonat ergaben durchweg ein negatives
Resultat. Bei Versuchen mit Macacusiaffinnen gelangten
ferner SxvpErR und WisLocki? zu dhnlichen Ergebnissen.

Hier besteht also eine Diskrepanz zwischen den Beobach-
tungen von ZonDEK und denen anderer Untersucher.

Schliefilich méchten wir iiber folgenden Versuch berich-
ten: Einem im Stoffwechselkiifig befindlichen Meerschwein-
chen wurden insgesamt joo Prolaneinheiten an 5 aufeinander-
folgenden Tagen subcutan injiziert und der quantitativ ge-
sammelte Harn auf Histidin untersucht. Wir lieBen uns hier-
bei von dem Gedanken leiten, das Prolan kénnte eine Histidin-
ausscheidung verursachen, und wir wiirden auf diesem Wege
eine ewperimentelle Histidinurie bewerkstelligen und die Frage
nach dem Ursprung des Histidins im Harn gravider Frauen
beleuchten kénnen. Leider verlief dieser Versuch negativ.
(Aus dem Institute fiir Medizinische Chemie der Universitit
Wien.) ;

Literatur: ! KAPELLER-ADLER, Klin. Wschr. 1934, 21 —
Wien. klin. Wschr. 1934, 6. — 2% KaPELLER-ADLER, Biochem. Z.
264, 138 (1933). — ® ZonNDEK, Die Hormone des Ovariums und
Hypophysenvorderlappens. Berlin: Julius Springer 1931. —
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28, 403 (1931) — Ber. Physiol. 61, 294 (1931). — 7 Hopk. Hosp. Rep.
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Uber den Ursprung des Histidins im Harne gravider Frauen.
Von
Regine Kapeller-Adler und Fritz Haas.
{Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Wien.)
(Bingegangen am 18. Juli 1935.) ]

L

Das Histidin, welches Armstrong und Walker! zum ersten Male aus
Schwangerenharn isoliert haben, bildet einen normalen Bestandlesl des
Harns gravider Frauen, ist dagegen sonst weder im normalen noch im
pathologischen menschlichen Harne mit Sicherheit nachzuweisen?.
Tiere scheiden Histidin iiberhaupt nicht aus, auffallenderweise auch
nicht in der Schwangerschaft®. Diese Histidinausscheidung ist fiir die
menschliche Graviditit derart spezifisch, daf ein chemischer Sechwanger-
schaftsnachweis anf Grund des Auftretens von Histidin im Harne aus-
gearheitet werden konnte.

Die Untersuchung einer iiberaus grofien Zahl von Gravidenharnen
ergab, daf Frauen von der vierten bis fiinften Graviditétswoche an,
wahrend der gesamten Gestationsperiode téglich nicht unerhebliche
Histidinmengen ausscheiden, daff diese Exkretion fiir jede Frau eine ver-
schiedene, individuelle GréfBe darstelle, und daB weiter die Histidin-
ausscheidung von der Art der Ernihrung abhingig sei. EiweiBireiche
Kost begiinstigt die Histidinausscheidung, eiweiflarme setzt sie herab.
DaB die Histidinexkretion jedoch auch endogener Natur sei, dafiir
spricht die Tatsache, dafl bei praktisch histidinfreier Erndéhrung Histidin
im Gravidenharn nie fehlt. Wichtig erscheint ferner die Feststellung, daf
1-Histidin, einer Graviden per os gereicht, fast unverdndert ausgeschieden
wurde, wihrend es normalerweise vollkommen abgebaut wird 4. Schlief3-
lich soll nicht unerwdhnt bleiben, dafl ein gewisser Parallelismus
zwischen der Histidinausscheidung und der Ausscheidung von Prolan
beobachtet werden konnte. Das Einsetzen beider Reaktionen in der
Schwangerschaft scheint gleichzeitig zu erfolgen, beide Reaktionen
werden im Puerperium negativ und beide fehlen vollkommen im Harn
trachtiger Tiere.

Wie kommt es nun zu dieser gewaltigen Histidinurie wéihrend der
Schwangerschaft ? Da, wie schon oben erwihnt, eine Histidinaus-

1 Biochem. J. 26, 143, 1932. — 2 Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 264,
131, 1933; Klin. Wochenschr. 1934, 8. 21. — 3 Kapeller-Adler u. Herrmanmn,
Klin. Wochenschr. 1934, 8. 1220. — * Kapeller-Adler u. Schiller, Klin.
Wochenschr. im Druck.
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scheidung im allgemeinen nur in der Graviditdt beobachtet wurde,
war es naheliegend, zunichst an einen Zusammenhang zwischen Placenta
und Histidineakretion zu denken. Unter dieser Annahme war zu er-
warten, dall sich die Placenta als sehr histidinreich erweisen werde.
Wir untersuchten aus diesem Grunde einige zu diesem Zweck bereitete
Placentaextrakte und das Placentaeiweill. Freies, vorgebildetes Histidin
konnte vm Eaxtrakt nicht vorgefunden werden. Dieser enthielt nach durch-
gefithrter Hydrolyse eine sehr geringe Menge Histidin (4,3 mg-9%,). Das
Placentaeiweill erwies sich nach der Hydrolyse ebenfalls als relativ
histidinarm (0,42 9%,). Diesen Ergebnissen zufolge konnte an einen
Zusammenhang zwischen Placenta und Histidinausscheidung nicht
gedacht werden. MufBlte man nun den Gedanken an eine Beeinflussung
der Histidinausscheidung durch die Placenta fallen lassen, so konnte eine
Erklarung fir die Histidinurie nur mehr im Stoffwechsel gesucht werden.
Wir legten uns zunéchst die Frage vor, was mit dem Histidin im normalen
Stoffwechsel geschieht; kommt es doch aufier in der Schwangerschaft
nie im Harn unverdndert zum Vorschein. Offenbar wird das Histidin
im gewohnlichen Stoffwechsel vollkommen abgebaut.

Einen Abbau des Histidins im Stoffwechsel konnte schon Engeland'
beobachten, welcher nach subeutaner Verabreichung von Histidin nur geringe
Mengen im Harn wiedergefunden hat. Weiter haben Abderhalden und
Einbeck? Kotake und Konishi®, Kijokawa*, Kapeller-Adler und Kohut®
und Kapeller-Adler und Schiller festgestellt, dall Histidin, sei es per' 0s ein-
gegeben, sei es subcutan injiziert, im Stoffwechsel vollkommen zerstért
wird.

Wo vollzieht sich nun dieser Abbau des Histidins ? Krebs ® und Hdl-
bacher 7 konnten in ihren Versuchen zeigen, dal} das Histidin im Gegensatz zu
den metisten anderen Aminosduren von der Niere nicht oder nur spurenweise
desaminiert wird. Hs ist ein groBes Verdienst Hdlbachers®, darauf hin-
gewiesen zu haben, dall beim Abbaw des Histidins die Leber die Hauptrolle
spielt, und zwar enthéilt dieses Organ ein das Histidin spezifisch spaltendes
Ferment, das FEdlbacher Histidase nannte. Edlbacher und Mitarbeiter
studierten eingehend die Frage des Histidinabbaues unter dem EinfluB der
Histidase und fanden, daf} in vitro der Imidazolkern des Histidins durch
dieses Ferment gedffnet und ein Stickstoff als Ammoniak abgespalten
wird. Das entstandene labile Zwischenprodukt spaltet bei alkalischer
Reaktion nochmals Ammoniak ab und geht schlieBlich in Glutaminsiure
iiber. Es entstehen somit schlieBlich aus 1 Mol Histidin je 1 Mol Glutamin-
siure, Ameisensdure und 2 Mole Ammoniak. Die Histidase ist, Hdlbachers
ausgedehnten Untersuchungen zufolge, nur in der Leber vorhanden. Der
Autor hat dieses Ferment in der Leber von verschiedenen Tieren und von
Menschen auffinden kénnen, hingegen in keinem anderen Organ. In der

1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 49, 1908. — * Ebenda 68, 395, 1910.
— 3 Ebenda 122, 230, 1922. — % Ebenda 214, 38, 1933. — ° Diese Zeitschr.
272, 341, 1934. — © Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 218, 1933. — 7 Ebenda
-24 269 1934. — 8 Ebenda 1')7 106 1926; 191, 225, 1930; 195, 267, 1931;
224, 261, 1934.
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allerjiingsten Zeit bestiitigt Sahisaka® insofern vollkommen die Ansicht
Edlbachers, als er nachweist, daB3 der Imidazolkern des Histidins nur durch
die Leber vollig aufgespalten werden konne.

War einmal der Weg des Histidinabbaus im normalen Stoffwechsel
durch die grundlegenden Arbeiten Hdlbachers gewiesen, so erschien es
naheliegend, sich die Frage vorzulegen, wie sich der Histidinabbau im
Stoffwechsel gravider Frauen vollziehe, bei denen ja unverindertes
Histidin im Harn ausgeschieden wird. Sollte vielleicht das verschiedene
Verhalten der Histidase in- und auBerhalb der Schwangerschaft fiir das
auffallende Auftreten des Histidins im Gravidharn mafigebend sein ?

Zur niheren Beleuchtung dieser Frage sollte zunédchst im Rahmen
dieser Arbeit der Histidasegehalt von Lebern Nichigravider quantitativ
untersucht werden. Es sollte festgestellt werden, welche Menge Histidin
1 g Leber abzubauen vermag.

Was die Methodik betrifft, so hielten wir uns im allgemeinen an die
von Edlbacher und Mitarbeitern gegebene Vorschrift. Das zur Unter-
suchung verwendete wertvolle Material wurde uns liebenswiirdigerweise
von den Leitern des pathologisch-anatomischen und gerichtlich-
medizinischen Instituts iiberlassen, wofiir auch an dieser Stelle unser
bester Dank ausgesprochen sei.

Das Verfahren gestaltete sich folgendermalBen: Etwa 20 g méglichst
frischer Leber wurden durch den Hofmeisterschen Zerkleinerungsapparat
getrieben und hierauf mit einer Messerspitze Quarzsand griindlich verrieben.
Von der so hergestellten duBerst feinen, hcmogenen Lebersuspension wurde
lg in ein weites Zentrifugenrohr eingewogen, hierauf mit 5cem m/15
Phosphat versetzt und mit n/10 Lauge auf prm = 8 gebracht. Sodann
wurden 5 cem einer 1 9%igen Histidinlosung (= 50 mg Histidin), welche
vorher auf pm 8 gebracht worden war, zugesetzt und das Gemenge mit
einem diinnen Glasstab gut verrithrt. Nach Zusatz von einigen Tropfen
Toluol wurde die Mischung in den Brutkasten gestellt. Von jeder Leber
wurden stets einige Parallelbestimmungen angesetzt. Es soll hier hervor-
gehoben werden, dafl an Stelle des Phosphatpuffers Glykokollpuffer nicht
verwendet werden darf, da Glykokoll die nachtréagliche Histidinbestimmung
empfindlich stért und man vollkommen falsche Resultate erhiilt. Nach
24 stiindigem Aufenthalt im Brutschrank wurde der Leberbrei mit ver-
diinnter Schwefelsiure bis zur kongosauren Reaktion versetzt und die
iiberstehende Fliissigkeit abzentrifugiert. Der Riickstand wurde mit Wasser
griindlich gewaschen, das Waschwasser abzentrifugiert und die vereinigten
Fliissigkeiten auf ein kleines Volumen (etwa 5 cem) am Wasserbad ein-
geengt. Nun wurde die Fliissigkeit in einen 20 cem MeBkolben abfiltriert, der
Riicks tand mit Wasser gewaschen und das Filtrat bis zur Marke mit Wasser
aufgefiillt. Je 1 cem dieser Losung wurde der kolorimetrischen Histidin-
bestimmung nach Kapeller-Adler® unterworfen. Als Vergleichsfliissigkeit
diente 1ccm einer 2,59/ igen Histidinlésung. Die nach dem Kolorimetrieren

1 Ronas Ber. 80, 515, 1934. — 2 Diese Zeitschr. 264, 131, 1933.
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erhaltenen Werte ergaben mit 20 multipliziert jene Histidinmenge in Milli-
grammen, welche von der in 1g Leber enthaltenen Histidasemenge nicht
abgebaut worden war. Nach Subtraktion dieser Zahl von der vorgelegten
Histidinmenge (50 mg) resultierte jene Histidinmenge in Milligrammen,
welche von 1 g Leber abgebaut worden war.

Wir haben iibrigens unter den gleichen Bedingungen zwecks
Kontrolle auch eine Niere aufgearbeitet. Histidin wurde von
der Niere nicht abgebaut. In der nachfolgenden Tabelle I bringen
wir die Ergebnisse, welche wir mittels der oben geschilderten Methode
an verschiedenen, von ménnlichen und weiblichen Leichen stammenden
Lebern erzielt haben.

Tabelle I. (Nicht geschiadigte Lebern.)

| Name l 1 g Leber baut von I
Nr. und Todesursache zugesetzten 50 mg Bemerkung
i Geschlecht | Histidin ab
1 l' R. B, o Pneumonie 21
2 | AL, o Duraendotheliom 19,2
3 | NK, o Apoplexie 16
4 || A8, @ Meningitis tbe. 29,2
H By Q CO-Vergiftung 18 5 Tage nach dem Tode
| untersucht
6 TG P Aortenstenose | 31 36 Std. p. m. untersucht
! 24 b1/, Tage p. m. unter-
| 4l = sucht
T A D, Q Ca ventriculi 34 Ohne Toluolzusatz
29 Mit Toluolzusatz
B E., @ Gehirntumor 11,6 Nur 12 Std. im Brut-
. schrank
G.U., o Apoplexie 16,7 Nur 12 Std. im Brat-
schrank
10 S. M, Ca ventriculi 12 Auffallend hochgradige
Atrophie der Ova-
| rien, sehr starke
| Gesichtshehaarung

Bei den angefithrten zehn Fillen handelt es sich um Lebern teils
von Minnern, teils von Frauen mit verschiedener Todesursache. Alle
untersuchten Lebern haben Histidin abgebaut. Sie enthielten also alle das
Histidaseferment. Die Menge Histidin, welche von je 1g Leber ab-
gebaut worden war, schwankte zwischen 12 und 30 mg. Allerdings
konnte die eine von den Lebern, welche einen tiefen Histidasegehalt auf-
wiesen, erst fiinf Tage nach dem Tode untersucht werden. Es ist moglich,
dafB sich hierbei die Histidasewirkung bereits etwas erschépft hat. Zur
niheren Beleuchtung dieser Frage haben wir eine andere Leber unter
vollkommen gleichen Bedingungen 36 Stunden und 5!/, Tage post
mortem untersucht. Nach 36 Stunden baute 1 g Leber 31 mg und nach
51/, Tagen 24 mg Histidin ab. In diesem Falle ging die Wirksamkeit
nach 5!/, Tagen etwas zuriick, so daB es durchaus méglich erscheint, daf
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man bei der Aufarbeitung der Leber erst einige Tage post mortem nicht
mehr die gesamte Histidasewirkung erfassen kann?.

Zwei Lebern lieflen wir statt der @iblichen 24 Stunden nur 12 Stunden
im Brutschrank stehen. Die Werte fiir das abgebaute Histidin waren
niedriger als die gewohnlich gewonnenen, so dafl man annehmen mul,
dafl der 12stiindige Aufenthalt im Brutschrank fiir die Realktion zu
kurz ist.

Weiter haben wir den Einflufp stirkerer Autolyse auf die Histidase
einer genaueren Betrachtung unterzogen, indem wir zwei Proben einer
Leber nebeneinander mit und ohne Toluolzusatz aufarbeiteten. Die
Leber ohne Toluolzusatz baute etwas stirker Histidin ab, als diejenige
mit Toluol. Es ist moglich, daB zu reichlicher Toluolzusatz das Ferment
in seiner Wirksamkeit hemm$. Bei allen von uns angefiithrten Versuchen
setzten wir stets wenige Tropfen Toluol zu. Der bakterielle Abbaw von
Histidin ist nach Kdssler-Hanke? so geringfiigig, daf er bei unserer
Methodik aufler acht gelassen werden kann.

Bei den in der 7'abelle I angefithrten Féllen handelte es sich um
nicht pathologisch verdnderte Lebern.

Da es immerhin im Bereich der Moglichkeit gelegen war, dall bei
pathologischen Lebern auch das Histidaseferment geschdidigt sein kinnte,
untersuchten wir einige Fille mit schweren Leberschidigungen. In der
folgenden Tabelle IT fithren wir die hierbei erzielten Resultate an.

* Tabelle II. (Geschiadigte Lebern.)

' 1 g Leber baut von
Name und | g
Nr. Todesnrsache zngesetzten 50 mg Bemerkung
Geschlecht Histidin ab
1 R. 1\11: ? Lobuléi.'rpnvepmonie 17 Altere Stauung der Leber
2 Z2.F.,, 8 Meningitis tbe. 24 Parenchymatiise Degenera-
3 Ui " tion der Leber
D.L, o Lungenabszell, Co- | 18,5 Sehwere akute Leberstan-
ronarthrombose y ung
4 LR, & Lebercirrhose | 223 Die Leber sehr klein, hart,
hickerig, die Lippchen-
2 struktur verschwunden
5 Al ¢ Sepsis 251 Hochgradige Fettleber
6 B.D., o | Gallenblasenca, in 25 Teterns gravis
die Leber ein-

wachsend

Interessant ist die Feststellung, daB s@mtliche in dieser Tabelle an-
gefithrten Lebern irotz der offenbar schweren Schidigungen ganz normal
Histidin abbauten (etwa 20 mg pro 1 g Leber). Das Ferment funktionierte

1 Vgl. auch Edlbacher, zeitschr. f. physiol. Chem. 191, 230, 1930. —
2 J. of biol. Chem. 50, 131, 1922.
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also vollkommen normal, auch bei den schwersten Leberdefekten, wie
z. B. bei Lebercirrhose.

Da uns zunichst Lebern von Graviden, die ja allein die Frage des
Histidinstoffwechsels in der Graviditit entscheiden konnten, nicht zur
Verfiigung standen, erstreckten wir unsere Untersuchungen auf Lebern
von operativ kastrierten Frauen. Wir wollten feststellen, ob die Kastration
einen EinfluB auf die Histidase ausiibe. Es sei hierbei hervorgehoben, daf3
Harne von Kastrierten auf Grund unserer Untersuchungen vollkommen
histidinfrei sind.

In der Tabelle 111 fithren wir unsere Versuchergebnisse an.

Tabelle III. (Lebern operativ kastrierter Frauen.)

1 g Leber baut von
Nr. | Name Todesursache zugesetzten 50 mg Bemerkung
[ Histidin ab

1 H. K. | Grippepneumonie 31,5 Ovarien im Jahre 1912 ex-
stirpiert, Myomalacie und
Schrumpiniere

2 L. M. Aortenstenose 2,5 Radikalexstirpation 1925 wegen
Myom wund Ovarialcyste,
schwere Fettleber

3 P. F. | Fettgewebsnekrose | 23,5 | Beide Ovarien 1914 wegen ex-
trauteriner Graviditit ex-
| stirpiert
4 B Ca uteri | 17,5 Radikalexstirpation
‘vor 10Tagen
5 E. L. | Hypertonie | 24 Beide Uterusanhinge vor Jah-

| | | ren exstirpiert

Von den fiinf untersuchten Lebern von Kastrierten haben vier voll-
kommen mormal abgebaut. Warum wir in dem einen Fall nur einen
minimalen Abbau konstatieren konnten, kénnen wir nicht begriinden.
Irgendeine Beeinflussung der Histidasewirkung durch die Kastration
geht aus diesen Versuchen nicht hervor.

Unter grofien Schwierigkeiten gelang uns schliefilich die Beschaffung
von einigen Gravidenlebern. Die Untersuchungsergebnisse haben wir in
der folgenden Tabelle IV zusammengefaf3t.

Die Leber der Patientin mit geplatzter Twbargraviditit hat voll-
kommen normal abgebaut. Auf diesen Fall kommen wir weiter unten
nochmals zuriick. Hingegen haben sdmtliche anderen Graviden- und
Puerperallebern entweder nur sehr wenig oder iiberhaupt Lein Histidin
abgebaut, im Gegenteil drei von ihnen wiesen sogar vorgebildetes Histidin
auf (8 bis 16,6 mg pro 1g Leber).

Das Vorkommen vorgebildeten Histidins in den betreffenden Graviden-
lebern konnten wir folgendermafien feststellen: 10 g vom feinen Leberbrei
wurden 30 Minuten lang mit m/15 Phosphatpuffer geschiittelt, der Extrakt

Biochemische Zeitsehrift Band 280, 16
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Tabelle IV. (Lebern von Graviden und Wéchnerinnen.)

’ lg Leber | | 1g chel
baut von | enthilt
Nr. Name Todesursache |zugesetzten| Histidin Bemerkung
50 mg  |vorgebildet |
Histidin .1b: in mg |
1 J. M. | Geplatzte Tubar- 17,5 -
graviditit i
2 TP, Endocarditis, 4 —_ Sectio caesarea, keine Ek-
Hirnddem lampsie, Partus 12 Std.
| ante mortem. Klinisch:
toniseh-klonische
Krimpfe
8 || H.M. | Pulmonalembolie 5,5 — |47 em lange o, unreife
| Frucht im Uterns
4 H. V. | Verblutung infolge 0 10 Rachitisch-enges Becken.
unbehebbarer Atonie Seetio caesarea 24 Std.
| dies Uterus | ante mortem
5 M. H. Beiderseitiges 0 | 16,9 4 Tage ante mortem Friith-
metapneumonisches geburt (8. Monat), Puer-
Empyem peraler Uterus
H
katarrhalische
] Tracheobronchitis
6 | Sch.R.| Ca der Thymus- 0 8 Interruptio  gravidit. im
driise | 5. Monat, 4 Tage ante
| mortem

hierauf mit verdiinnter Schwefelsiure etwas angesfiuert, die iiberstehende
Fliissigkeit abzentrifugiert und auf Histidin untersucht. Als Gegenprobe
wurde derselbe Versuch bei Lebern Nichtgravider durchgefiihrt. In keinem
der Fille wurde Histidin nachgewiesen.

Wichtig erscheint uns die Feststellung, daB die untersuchten
Lebern von Graviden aus verschiedenen Schwangerschaftsmonaten
stammten. Aus diesen Versuchsergebnissen im Verein mit der Tatsache
der stets beobachteten Histidinurie in der Schwangerschaft und in den
ersten Tagen des Puerperiums lassen sich folgende Schliisse ziehen:
Wihrend der gesamten Gestationsperiode und im Puerperium (mindestens
in den ersten Tagen desselben) scheint das Histidaseferment mehr oder
weniger vollkommen gehemmt zu sein, so dafi die Leber ihre Fahigkeit,
Histidin abzubauen, wihrend dieser Zeit einbiift. So kommt es zu einer
Ausschiittung des sonst in der Leber abgebauten Histidins, welches nun
im Harn erscheint. Ist das Ferment vollkommen gehemmt, dann kommt
es sogar zu einer Speicherung des Histidins in der Leber; denn nur so
148t sich das Vorkommen vorgebildeten Histidins in den in der Tabelle IV
angefithrten Lebern erkliren.

Diese Resultate erscheinen uns fiir die Klirung der Frage nach dem
Ursprunge des Histidins im Schwangerenharn von besonders grofler
Bedeutung. Unsere Vermutung, daf fiir das Auftreten des Hustidins tm
Gravidenharn die Funktionshemmung der Histidase maBgebend sei,

B OO, - o

o

HE o



Histidin im Harne gravider Frauen. 239

scheint also richtig zu sein, wenn man in Betracht zieht, dafl von simt-
lichen untersuchten 21 Lebern Nichtgravider auch nicht eine einzige
Histidin nicht abbaute. Ein priformiertes Vorkommen des Histidins
in der Leber konnte auller in der Schwangerschaft oder im Puerperium
nirgends beobachtet werden. Die einzige Leber, die gleichfalls eine
stark beeintrichtigte Histidasewirkung aufzeigte, war die einer ka-
strierten Frau. Doch kénnen wir aus diesem Einzelbefund natiirlich
keine SchluBfolgerung ableiten.

Wie es zum Versagen des Histidaseferments wihrend der Gravi-
ditdt und im Puerperium kommt und durch welche Faktoren dieser
Vorgang gesteuert wird, vermégen wir noch nicht zu sagen. Doch
glauben wir auf Grund im Gange befindlicher und noch lange nicht
abgeschlossener Untersuchungen annehmen zu kénnen, dafBl die Be-
einflussung der Histidase in der Schwangerschaft hormonal bedingt sei.

Wie schon oben erwihnt, scheint die Hemmung der Histidase bei
allen Graviden nicht vollkommen gleich zu sein; dies geht aus der
Tabelle IV hervor, derzufolge zwei Gravidenlebern im Gegensatz zu den
anderen Schwangerenlebern, wenn auch nur sehr wenig, so doch immer-
hin 4 und 5,5 mg Histidin pro 1 g Leber abbauten. Die individuell
verschieden groBle Histidinausscheidung im Harn Gravider kénnte nun

“dahin gedeutet werden, daB das Vermogen, Histidin in der Leber
zu stapeln, im Einzelfalle verschieden ist.

Die wiahrend der Schwangerschaft ausgeschiedene Histidinmenge
kann man sich ohne weiteres aus dem Histidin des Nahrungseiwei3es
bzw. bei praktisch eiweiifreier Erndhrung aus dem eingeschmolzenen
Kérpereiweill entstanden denken.

Was schlieBlich den in der Tabelle IV angefiihrten Fall einer
extrauterinen Graviditdt anlangt, so mochten wir folgendes anfiithren.
Diese Leber hat, obwohl einer graviden Frau entstammend, voll-
kommen normal abgebaut. Dies erkliren wir damit, daf die Histidin-
reaktion im Harn von Extrauteringraviden nicht immer positiv ist
und auch die Zondek-Aschheim-Reaktion bekanntermafien nur bei
intakter Frucht positiv ausfillt. Es ist also moglich, daB es sich in
diesem Falle um eine schon seit lingerer Zeit abgestorbene Frucht
gehandelt hat.

II.

Wie verhilt sich nun die Histidase bei der tierischen Graviditit ?
Edlbacher hat die Histidase in der Leber von verschiedenen Tieren
(Hund, Meerschweinchen, Kaninchen, Katze) nachgewiesen und ver-
mutet, dall sie bei allen Wirbeltieren vorkommt. Im Hinblick auf die
Ergebnisse bei den Lebern gravider Frauen untersuchten wir die

16*
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Lebern eines trachiigen und nichitrichiigen Meerschweinchens und einer
trachiigen und nichtirdichiigen Kaize. Die Tabelle V enthilt die dabei
gefundenen Zahlen.

Tabelle V.
; 1 g Leber baut v
Tier zuges%tzteene:')o i;]é Histidin ab
Meerschweinchen nichttrichtig 414
i trachtig 45,4
Katze ' nichttrichtig ! 50
| trichtig 26

Aus dieser Tabelle geht eindeutig hervor, da3 beim 7'ier auch in der
Schwangerschaft das Histidaseferment nicht gehemmt ist. Die Leber des
trichtigen Meerschweinchens baute sogar besser ab, als diejenige des
nichttrichtigen Tieres. Bei den von uns untersuchten Katzen lagen
die Verhéltnisse umgekehrt. Dieses Ergebnis erscheint schr aufféllig.
Sollte es einen so gewaltigen Unterschied beziiglich der Funktionen des
Histidaseferments zwischen der menschlichen und der tierischen
Graviditit geben ? Diese Frage mufl unbedingt bejaht werden, denn
nur so liBt es sich erkliren, daB es in der menschlichen Schwanger-
schaft zu einer Histidinurie kommt, wihrend das trichtige Tier auch
nicht die geringste Spur Histidin ausscheidet. In diesem Zusammen-
hang méchten wir daran erinnern, daf die Harne von trichtigen
Tieren ebenfalls kein Prolan (Zondek-Aschheim-Reaktion) enthalten.
Wir erblicken auch in dieser Tatsache die Bestdtigung unserer An-
nahme, daB fiir das Auftreten des Histidins im Gravidenharn lediglich
das voriibergehende Versagen des Histidaseferments in der Leber
mafigebend zu sein scheint. Denn bei trichtigen Tieren, bei denen
offenbar die Histidase immer funktioniert, tritt im Harn nie Histidin
auf, weil es ja vorher in der Leber abgebaut wird.

Zusammenfassung.

1. Placentaeatrakte wurden auf vorgebildetes Histidin geprift.

Histidin war nicht nachweisbar. Nach der Hydrolyse wurden
4,3 mg-%, Histidin bestimmt. Das Placentaeciweill enthielt 0,42%,
Histidin. Zwischen Placenta und Histidinausscheidung besteht kein
Zusammenhang.

2. Von verschiedenen Lebern ménnlicher und weiblicher Indi-
viduen wurden Breie nach Edlbachers Angaben dargestellt und diese
auf ihre Fihigkeit, das Histidin abzubauen, untersucht. Die er-
haltenen Ergebnisse finden sich in der Tabelle I zusammengefafit.
1 g Leber baut aus zugesetzten 50 mg Histidin 12 bis 30 mg ab. Ein
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dhnlicher Versuch mit Niere angesetzt, lieferte ein wvollkommen
negatives Resultat. Lebern von Patienten mit schweren Schéidigungen
dieses Organs bauten durchgehend sehr gut Histidin ab, und zwar
17 bis 25 mg pro 1 g Leber (Tabelle IT). Lebern von Frauen nach
operativer Kastration bauten bis auf eine Histidin vollkommen
normal ab (17 bis 31 mg pro 1g Leber).

3. Lebern von Graviden oder von Frawen im Puerperium bauten
sehr wenig oder gar kein Histidin ab. Die Histidase, welche normaler-
weise das Histidin véllig abbaut, scheint wihrend der Graviditit ge-
hemmt zu sein, so dafl das nichtabgebaute Histidin ausgeschiittet wird
und im Harn erscheint. Bei manchen Lebern kommt es sogar zur
Speicherung von Histidin, so dall diese Lebern priformiertes Histidin
enthalten. Die Leber einer Frau mit einer geplatzten Tubargraviditit
baute Histidin normal ab.

4. Bei trichtigen T'ierem, die keine Histidinurie zeigen, baut die

Histidase Histidin ab. Hier besteht also ein weitgehender Unterschied
gegeniiber der menschlichen Graviditit.
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UBER DIE HISTIDINAUSSCHEIDUNG IN DER
SCHWANGERSCHAFT UNTER DEM EINFLUSS
VERSCHIEDENARTIGER ERNAHRUNG.

Von
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I

In einigen vorangehenden Mitteilungen! konnte die eine
von uns feststellen, daB das Histidin einen integrierenden
Bestandteil des menschlichen Gravidenharnes, nicht aber des
Harnes triachtiger Tiere bildet. Was nun die GréBenordnung
des bei den einzelnen graviden Frauen zur Ausscheidung ge-
langenden Histidins betrifft, so wurde beobachtet, daB die
absolute Menge nicht nur individuell' verschieden grofi war,
sondern daB sie auch bei ein und derselben Frau nicht kon-
stant blieb. Aus diesen Betrachtungen ergab sich eine Fiille
von Fragen, von denen bisher nur ein Teil angeschnitten
werden konnte.

Im Rahmen vorliegender Arbeit sollte vor allem die Histi-
dinausscheidung wihrend der wverschiedenen Stadien der
Graviditdt untersucht, ferner sollte festgestellt werden,
welchen EinfluB die Erndhrung auf die Histidinexkretion
wiahrend der Schwangerschaft ausiibe.

Bei einer Graviden B. L. wurde die Histidinausscheidung wih-
rend der gesamten Gestationsperiode verfolgt. Bemerkenswert ist,
daB die Ausscheidung von Histidin gleichzeitig mit jener von Prolan
(Zondek-Aschheim-Reaktion) einsetzte, und zwar zu Beginn der
5. Gravidititswoche. Die Kost war, wo nichts Besonderes in der
Kurve 1 vermerkt ist, eine gemischte. Zur Untersuchung gelangten
aliquote Teile des jeweiligen 24 stiindigen Mischharnes, der zur besse-
ren Haltbarkeit mit etwas Chloroform versetzt worden war. Das
Histidin wurde nach der frither gegebenen Vorschrift? quantitativ
bestimmt. Es sei nochmals darauf hingewiesen, dall diese Methode
von samtlichen Imidazolderivaten nur das Histidin ganz spezifisch
erfalt.

Die Resultate finden sich in der Kurve 1 dargestellt. Auf der
Ordinate wurden die per Tag ausgeschiedenen Histidinmengen, auf
der Abszisse die Lunarmonate eingezeichnet.

S
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Bei Betrachtung dieser Kurve fillt vor allem auf, daB
die Histidinausscheidung in der zweiten Hélfte der Graviditit
eine viel hohere war als in der ersten Halfte, Wihrend die
tiaglich ausgeschiedene Histidinmenge bis zum Ende des
5. Lunarmonates 1 g nicht iiberstiegen hat, wurden vom
6. Lunarmonat an fast durchgehend Histidinwerte von iiber
1 g pro die festgestellt. Weiter geht aus der Kurve hervor,
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Abb. 1. B. L.

daB ejweifireiche Kost die Histidinausscheidung begtinstigte,
wihrend bei ejweifarmer Erndhrung weniger Histidin aus-
geschieden wird als bei gemischter. So wurde auch einmal
nach einer eiweifireichen Kost 2,2 g Histidin im 24-Stunden-
Harn bestimmt. Nucleinreiche Kost beeinfluft kanm die
Histidinausscheidung.

Da es von Interesse erschien, festzustellen, wie sich der Organis-
mus einer Graviden zu einer Zufuhr von reinem Histidin verhalte,
wurde der Versuchsperson am Ende der Schwangerschaft 1 g
krystallisiertes 1-Histidinchlorhydrat entsprechend 0,739 g Histidin
per os gereicht, Die Histidinausscheidung wurde hierbei am Vortage
des Versuches, am Versuchstage selbst und an dem darauffolgenden
Tage beobachtet. Die Gravide schied nach der Histidineinnahme
um 0,5 g Histidin mehr aus als am Tage vorher; demnach wurde
das oral zugefithrte Histidin bis auf 0,2 g vollkommen unverandert
ausgeschieden. Die fehlende geringe Menge koénnte moglicherweise
zum Teil in Form von Urokaninsiure® ausgeschieden, zum Teil durch
die Magenschleimhaut desaminiert worden sein. Nach Sauisaxa?t
soll namlich die Magenschleimhaut 19—34 % Histidin abbauen. Der-
selbe Versuch wurde unter gleichen Bedingungen etwa 3 Wochen
spiter wiederholt. Auch diesmal wurden 0,46 g Histidin mehr aus-
geschieden als am Vortage.

Auf Grund dieser beiden Versuche kann man schlieBen,
daf der gravide Organismus zugefiihrtes Histidin gréBtenteils
unverandert ausscheidet. Dieses Ergebnis erscheint um so
bemerkenswerter, als Histidin 4m normalen Stoffwechsel
vollkommen abgebaut wird, was aus folgenden Versuchen
erhellt. Derselben Versuchsperson wurde einige Monate post
partum wieder 1 g l-Histidinchlorhydrat per os gereicht und
der Harn am Vortage, am Tage des Versuches und am nach-
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folgenden Tage auf Histidin untersucht. In keinem der
Harne wurde auch nur eine Spur Histidin gefunden.

Um diese Frage noch eingehender zu priifen, wurde zwei
gesunden jungen Mdnnern je 1 g 1-Histidinchlorhydrat oral
verabreicht. Die Harne wurden, wie oben beschrieben, ver-
arbeitet. Sie erwiesen sich als vollkommen histidinfrei.
Histidin wird also normalerweise im Stoffwechsel véllig
abgebaut.

In diesem Zusammenhange sei an die Arbeit von*ABDERHALDEN
und EinBEck® erinnert, welche Autoren nach Verfiitterung von 2o g
Histidinchlorhydrat nur mehr 0,4 g derselben Substanz aus dem
Hundeharn wiedergewinnen konnten. KoTaxe und KonisHr (1. c.)
haben im Hundeversuch sowohl nach Verfiitterung als auch nach
subcutaner Injektion von groBen Mengen Histidinchlorhydrat aus
dem Harn nur eine sehr geringe Menge Urokaninsiure (Imidazol-
acrylsiure) und gar kein Histidin isolieren kénnen. Kijoxawa hat
nach Verabreichung von je 5 g Histidinchlorhydrat an zwei auf-
einanderfolgenden Tagen im Kaninchenharn 0,8 g Imidazolacryl-
sdure, aber kein Histidin bestimmt. In einer Arbeit mit Heinz
Konut® konnte die eine von uns durch Versuche an Meerschwein-
chen ebenfalls zeigen, daB subcutan injiziertes Histidin voll
kommen abgebaut werde und nicht die geringste Spur unverindert
im Harn erscheine.

Hervorzuheben ist jedoch, daB das trdchiige Meerschwein-
chen ebenso wie das nichitréichtige Tier imstande ist, einverleib-
tes Histidin abzubauen. Es scheint also auch beziiglich des
Abbaues kiinstlich zugefiihrten Histidins derselbe Unterschied
zwischen der menschlichen und tierischen Graviditit zu be-
stehen, wie wir gemeinsam mit HERRMANN? einen solchen
betreffs der Histidinurie feststellen konnten.

Was schlieBlich die letzten Versuchsergebnisse bei der
Graviden B. L. anlangt, so sei noch erwihnt, daB am 3.Tage
post partum die Histidinausscheidung vollkommen sistiert hat.

1T,

Das Studium der Histidinausscheidung bei der Graviden
B. L. zeigte, daB die im Harn wihrend der Schwangerschaft
auftretende Histidinmenge sicherlich zum Teil von der Art
der Erndhrung abhéingig sei. Es lag also nahe, zu vermuten,
daB das im Gravidenharn ausgeschiedene Histidin teils
endogenen, teils exogenen Ursprungs sei. Zur ndheren Be-
leuchtung dieser Frage wurden folgende Versuche unter-
nommen. 3 graviden Frauen lieBen wir wihrend 28 Tage
eine ganz bestimmte Kost verabreichen und verfolgten
wahrend dieser Zeit genau die Histidinausscheidung. Es
wurden 7 Kostperioden, jede bestehend aus 4 Tagen, in
folgender Reihenfolge festgesetzt: 1. gemischt, 2. eiweifreich,
3. fleischfrei, 4. eiweifreich, 5. fleischfrei, 6. purinreich, 7. ge-
mischt.

‘Wiéhrend der etweifireichen Kostperiode wurde den Graviden tig-
lich je 30 dkg Fleisch, 1o dkg Salami, Kise und Eier, wahrend der



fleischfreien viel Gemiise und Mehlspeisen gereicht. Als purinreiche
Kost erhielten die Graviden reichlich Nierenbraten, Milz, Bries und
viel Leber. Alle 3 Graviden befanden sich zur Zeit des Versuches
im g. Lunarmonat. Téaglich wurden Proben des z4stiindigen Misch-
harns quantitativ auf Histidin untersucht. In den folgenden Kurven
haben wir die erzielten Resultate festgehalten.

In der Kurve 2 finden sich die bei der Pat. Sch. G. unter den
obigen Versuchsbedingungen erhaltenen Ergebnisse verzeichnet.
Auf der Ordinate haben wir die Histidinmengen (in Gramm pro
Tag), auf der Abszisse die 7 Kostperioden eingetragen. Was auf
den ersten Blick bei der so erhaltenen Kurve auffillt, ist die Tat-
sache, dafi die Histidinausscheidung sogar bei einer und derselben
Kost nicht konstant ist, sondern manchmal nicht ganz unerheblich
schwankt. Viel grofer sind die Unterschiede in der Histidin-
ausscheidung zwischen den einzelnen Kostperioden. Wihrend der
ersten Kostperiode (gemischt) betrug die tagliche Histidinexkretion
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im Mittel etwa 1 g. In der darauffolgenden eiweifreichen Periode
stieg die Histidinausscheidung jih auf 2 g pro Tag an, um in der
dritten fleischfreien Hrndhrungsperiode auf etwa 0,6 g abzufallen.
Die purinreiche Nahrung verursachte einen sehr miligen Anstieg
der Histidinausscheidung. Wihrend der letzten gemischten Kosttype
wurden ungefihr die gleichen Ergebnisse erzielt wie in der ersten
Kostperiode.

Bei der zweiten Pat. D. M. zeigt sich ein dhnliches Bild mit dem
Unterschied, daB die Pat., absolut genommen, mehr Histidin aus-
schied als die Gravide Sch. G. Ein gewaltiger Anstieg der Histidin-
ausscheidung (iiber 2 g im Tag) erfolgte in der auf die gemischte
Kost folgenden eiweilreichen Periode, wihrend die fleischireie Kost
wieder ein Absinken der Histidinmenge zur Folge hatte. Auch hier
hatte die nucleinreiche Erndhrung keinerlei besonderen Einflul auf
die Histidinausscheidung.

Vollkommen analog sind die Versuchsergebnisse bei der Graviden
W. W., wenn auch von vornherein bemerkt werden muB, daB diese
Versuchsperson wenig Histidin im allgemeinen ausschied, so daf die
Unterschiede zwischen den einzelnen Kostperiodennicht sehr deutlich
zum Ausdruck kommen. Auch hier fallt vor allem der gewaltige An-
stieg der Histidinausscheidung in der eiweiBreichen Periode auf.
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Vergleicht man die Histidinkurven der 3 Versuchspersonen
miteinander, so 148t sich folgendes feststellen: Bei allen 3 Ver-
suchen fillt es auf, daB die erste eiweifreiche Periode einen
stdrkeren Histidinanstieg bewirkte als die zweite. Eine Er-
klarung fiir diese Erscheinung vermégen wir nicht zu geben.
Ob dabei die spezifisch-dynamische EiweiBwirkung eine
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Rolle spielt, miissen wir dahingestellt sein lassen. DaB auch
eine endogene Histidinexkretion existiert, geht klar aus der
Tatsache hervor, daB auch bei fast eiweiifreier, praktisch
histidinfreier Erndhrung, die Histidinausscheidung nicht etwa
auf einen Nullwert absinkt, sondern noch einen relativ groBen,
allerdings individuell stark schwankenden Wert aufweist. Die
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ausgeschiedene Histidinmenge scheint fiir jede gravide Frau
eine ganz spezifische Grofle darzustellen. Dafiir spricht vor
allem die Tatsache, daB die oben besprochenen 3 Frauen
an der Klinik wihrend der 28 Versuchstage eine vollkommen
gleiche Nahrung verabreicht bekamen und trotzdem ganz
differente Histidinmengen ausschieden.
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Zusammenfassung: 1. Es wurde die Histidinausscheidung
bei einer Graviden wihrend der gesamien Gestationsperiode
verfolgt und hieibei folgendes festgestellt: Der Beginn der
Histidinausscheidung fiel zeitlich vollkommen zusammen
mit dem Einsetzen der Prolanausscheidung, und zwar erfolgte
er in der ‘5. Gravidititswoche. Die ausgeschiedene Histidin-
menge war in der zweiten Hilfte der Graviditit viel héher
als in der ersten. Bei eiweillreicher Nahrung war die aus-
geschiedene Histidinmenge bedeutend gréBer als bei gemisch-
ter Kost. Oral verabreichtes 1-Histidin wurde fast unver-
dndert ausgeschieden. Am 3. Tage post partum sistierte die
Histidinausscheidung. Derselben Versuchsperson einige Mo-
nate post partum per os zugefiihrtes Histidin wurde voll-
stindig abgebaut. Dasselbe Versuchsergebnis wurde bei
2 Mannern erhalten, bei welchen nach oraler Einnahme von
je 1 g Histidinchlorhydrat im Harn auch nicht die geringste
Spur Histidin festgestellt werden konnte. .

2. Bei 3 graviden Frawen wurden unter vollkommen gleichen
Bedingungen Versuche mit wverschiedenen Kosilypen unter-
nommen, wobei sich zeigte, daB die absolut ausgeschiedene
Histidinmenge fiir jede gravide Frau eine individuelle Grife
darstelle und dafB3 ferner die Erndahrungsart auf die zur Aus-
scheidung gelangende HistidingréBe einen deutlichen Einfluf3
ausiibe. Das im Harn gravider Frauen erscheinende Histidin
ist teils endogenen, teils ewogenen Ursprungs. Sehr eiweifireiche
Kost bedingt eine Steigerung, eiweiffarme Erndhrung eine
Senkung der ausgeschiedenen Histidinmenge.

Weiter Untersuchungen iiber die Frage, welchen physio-
logischen Faktoren die auffallende Tatsache der Histidin-
ausscheidung in der Schwangerschaft zuzuschreiben sei, sind
Gegenstand weiterer, im Gange befindlicher Untersuchungen.
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Bemerkung zur Arbeit ,Franz Foldes:
Das VYorkommen des Histidins im menschlichen Urin®®.
Von
Regine Kapeller-Adler.
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Wien.)

(Eingegangen am 25. Januar 1936.)

In dieser eben erschienenen Verdffentlichung gibt der Verfasser neben
einer Modifikation der Knoop-Vogeschen Reaktion und der von mir an-
gegebenen Methode zum Nachweis des Histidins im Schwangerenharn selbst
eine ,neue Histidinprobe® fiir den Harn an.

Hierzu mul folgendes bemerkt werden : Wie der Autor selbst hervorhebt,
wird die von ihm angefiihrte newe Histidinrealtion weder von reinen Histidin-
losungen noch von mit Histidin versetzten Urinproben gegeben. Es erscheint
demnach merkwiirdig, dall Herr Fdldes trotzdem diese Reaktion als einen
neuen Histidinnachweis fiir den Harn bezeichnet, da man doch im all-
gemeinen erst dann imstande ist, einen Stoff mittels einer neuen Reaktion
im Harn einwandfrei nachzuweisen, wenn man sich vorher davon iiberzeugen
konnte, dall reine Losungen des fraglichen Stoffes die Reaktion in spezifischer
Weise geben. Nichtsdestoweniger setzt der Autor seine neue Reaktion mit
meiner, durch quantitative Bestimmungen an reinen Histidinlésungen viel-
fach erprobten und mit Analysen an einigen Hunderten Harnen belegten
Methode zum Histidinnachweis in Parallele und hilt sein Verfahren sogar
fiir empfindlicher.

Es darf wielleicht darauf hingewiesen werden, dall die vom Autor
angegebene neue Histidinreaktion, welche darauf beruht, daBl Harn nach
Zusatz von Brom in essigsaurer Losung in der Kdlte eine orangegelbe bis
orangerote Farbung liefert, von jedem normalen sowie pathologischen Harn
in groflerem oder geringerem Maflie gegeben wird und normale Harnfarbstoffe
anzeigen diirfte. Bekanntlich sind im Harn eine ganze Reihe farbloser
Substanzen enthalten, die durch Oxydation in saurer Losung (in diesem
Falle Brom in essigsaurer Losung) in Farbstoffe iibergehen lkénnen®. Diese
von mir gelegentlich der Untersuchung unzihliger Harne auf Histidin lange
vor dem Erscheinen der Arbeit von Féldes in jedem Urin beobachtete
orangerote Farbung macht einer schwach zitronengelben Platz, sobald der
Harn mit Brom gesdttigt ist, welch letzterer Umstand neben dem Erhitzen
fiir das Zustandekommen der Histidinreaktion unbedingt erforderlich ist?®.
Und gerade die Sittigung des Harns mit Brom und die Verwendung héherer
Temperaturen werden von Herrn Féldes bei seiner neuen Histidinreaktion
vermieden.

Mittels dieses neuen Verfahrens hat demnach der Autor sicherlich
Histidin nicht erfafit.

Die Knoop-Vogesche Reaktion! zum Nachweis des Histidins besteht
darin, dal Harn nach Sdttigen mit sehr verdiinntemn Bromwasser erhitzt wird,
wobei eine rasch abblassende rote Farbung gebildet wird. Diese Methode

1 Diese Zeitschr. 283, 199, 1936. — * Hoppe-Seyler-Thierfelder, Ha.ndﬁ.
d. physiol. u. path.-chem. Analyse, Berlin, Springer, 1924, S.432. — 2 Vgl.
auch Knoop, Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. 11, 356, 1908. — * Brit. med.
J. 2, 829, 1929; Proc. roy. Soc. med. 32, 638, 1930.
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modifizierte der Autor dahin, dafl er den Harn mit einer zur Sdttigung wn-
gendigenden Menge Brom-Essigsdureldsung schiittelt und dafl zum Zustande-
kommen der Histidinreaktion notwendige Erhitzen durch wvorsichiiges KEr-
wdrmen ersefzt. Dadurch entgeht ihm eventuell vorhandenes Histidin und
er erfafit wie bei seinem eigenen neuen Verfahren wieder nur normale
Harnfarbstoffe.

Zu der vom Autor durchgefiihrten Abiinderung meiner Methode zum
Nachweis des Histidins im Gravidenharn sei folgendes hervorgehoben. Das
von mir angegebene Verfahren' besteht darin, dafi der zu priiffende Harn
tropfenweise unter standigem Umschiitteln mit einer 1 95igen Bromlésung in
Essigsdure bis zur zitronengelben Firbung (Bromsittigung) versetzt wird,
wobei man sich durch Tiipfeln auf Jodkalistirkepapier davon iiberzeugt, dal
die Lisung nur einen leisen Uberschufl an Brom enthilt. Nach Ablauf einer
unbedingt erforderlichen Reaktionszeit von etwa 10 Minuten werden 2 bis
3 cem Ammoniak-Ammoncarbonatreagens zugesetzt und die Losung fiir
einige Minuten in ein Becherglas mit kochendem Wasser gebracht *. Graviden-
harne, welche durchweg histidinhaltig sind, firben sich hierbei rot bis rot-
violett, histidinfreie Harne gelb bis hellbraun. Mittels dieser Reaktion habe
ich rund 600 Harne Gravider und Nichtgravider untersucht mit einem
Fehler von 3 bis 4 9.

Das Wesentliche dieser Reaktion besteht darin, dall das Histidin nur
langsam, schrittweise mit dem Bromreagens gesdttigt wird. Setzt man
namlich einer reinen Histidinlésung eine an und fiir sich kleine Menge
Bromlésung nicht tropfenweise, sondern auf einmal hinzu, so ergeben sich,
wie ich durch quantitative Untersuchungen feststellen konnte, bedeutende
Histidinverluste. Das Histidin ist namlich gegen gréfere Brommenger schon
in der Kdlte sehr empfindlich und nicht, wie der Autor annimmt, erst in der
Hitze. Deswegen muli die von Herm Féldes an meiner Histidinrealtion
durchgefithrte Modifikation, die darin besteht, dafi der Autor in zahlreichen
Vorproben die zur Sittigung des Harns ndtige Brommenge zunichst er-
mittelt und diese Menge dann dem Harn auf einmal zusetzt, in histidin-
haltigen Harnen unbedingt zu Fehlresultaten fithren. Hierbei benutzt der
Autor in Anlehnung an eine, am Wesen dieser Histidinreaktion ebenfalls
vorbeigehende Arbeit von Af. Weiss® nicht eine 19ige, sondern eine
21/, 9Y%ige Bromlosung. Der iibrige Teil des Verfahrens bleibt im wesentlichen
unverindert. Es ist deswegen nicht zu verwundern, daf3 Herr Féldes mittels
dieser Modifikation, bei weleher das Histidin zerstort werden mull, bei der
Untersuchung von Gravidenharnen durchaus schlechte Resultate er-
halten hat.

Da mit der neuen Methode von Féldes und seiner Modifikation der

Knoop-Vogeschen Reaktion Histidin iiberhaupt nicht zum Nachweis gelangt,
mittels der Féldesschen Modifikation meiner Methode Histidin nur ganz
ausnahmsweise erfafit werden kann, eriibrigt sich eine Diskussion iiber die
vom Autor angefiihrte Empfindlichkeit dieser Verfahren.

Die vom Autor auf Grund seiner Untersuchungen gezogenen Folgerungen
iiber die Verwerthbarkeit des Histidinnachweises im Harn fiir die Schwanger-
schaftsdiagnose erscheinen demnach keineswegs stichhaltig und miissen
unbedingt abgelehnt werden.

! Klin. Wochenschr. 18, 21, 1934. — 2 Ubrigens setze ich in der letzten

Zeit statt 2 bis 3 cem nur 0.5 cem Ammoniak-Ammoncarbonatldsung hinzu
und erhitze das Reaktionsgemisch genau eine halbe Minute im Becherglas
mit kochendem Wasser. — * Klin. Wochenschr. 13, 44, 1934.

Printed in Germany

0 oM -

L Hom

1

-t

-1



Sonderabdruck
aus ,,Biochemische Zeitschrift" 285, 206, 1936.
Verlag von Julius Springer, Berlin W 9.

SchluBbemerkung zur Arbeit: ,,Franz Foldes,
Das Vorkommen des Histidins im menschlichen Urin%?,

Von Regine Kapeller-Adler.
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Wien.)
(Eingegangen am 12. Mdrz 1936.)

Da der Autor in seiner Erwiderung neuerdings hervorhebt, dafl die von
ihm zum Histidinnachweis empfohlene Methode ,,durch das Histidin selbst
nicht bedingt wird*, erscheint eine weitere Diskussion gegenstandslos, zumal
Methoden existieren, welche die Erfassung des Histidins in eindeutiger
Weise gewihrleisten. Gerade bei der Untersuchung einer so heterogenen
Fliissigkeit, wie sie der Harn darstellt, kann auf Nebenreaktionen — mégen
sie auch noch so interessant erscheinen — nicht Riicksicht genommen
werden, sondern miissen ausschliefilich eindeutige und spezifische Methoden
verwendet werden.

Zu den vom Autor als Stiitzbeweis fiir seine Resultate zitierten schlechten
Ergebnisse anderer Verfasser, welche sich mit der Brauchbarkeit der von
mir angegebenen Histidinmethode fiir den Schwangerschaftsnachweis be-
schiiftigten, sei hervorgehoben, daf neben diesen Arbeiten auch andere
bekannt geworden sind, welche iiber gute Resultate berichten. Zu diesen
gehoren neben den schon von Féldes angefiihrten Untersuchungen von
Alders® und Bodo® vor allem auch diejenigen von Valle 4, Chomet®, Stern®
und Asitaka’.

Bei den ersten von mir mit O. Frankl® durchgefithrten Untersuchungen
gelangte noch die urspriingliche, mit vielen Fehlern behaftete Methode zur
Anwendung, worauf ich schon seinerzeit hingewiesen habe 2.

Die Diskrepanz in den Befunden der einzelnen Autoren beweist, daf
die von mir angegebene Reaktion zur Schwangerschaftsdiagnose trotz ihrer
Einfachheit sehr heikel ist und demnach ein sehr sorgfdltiges Binhalten der
gegebenen Vorschrift, sowie eine gréfere Ubung im Beurteilen der Resultate
erfordert. Denn nur so ist es zu erkliren, dall einzelne Untersucher gute,
andere wieder schlechte Resultate zeitigen konnten.

Im iibrigen wird demniichst eine genawe Beschreibung der inzwischen in
einzelnen Punkten von mir verbesserten Methode zum Schwangerschafts-
nachweis, welche die Zahl der zweifelhaften Reaktionen auch in der Hand
des Mindergeiibten auf ein Minimum herabsetzt, erscheinen.

1 Diese Zeitschr. 283, 199, 1936. — * Zentralbl. {f. Gyniikol. 58, 1231,
1934. — ® Ovosi Hetilap. 78, 33, 1934. — * Boll. della Soc. Piem. di Ostetr.
4, 1934. — 5 Med. Klin. 48, 1934. — ¢ Zentralbl. f. Gynikol. 39, 2305, 1934. —
7" Ronas Ber. 91, 252, 1936.
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ZUR KENNTNIS DER HISTIDINURIE BEI GRAVIDEN.
Von
RecinE KAPELLER-ADLER und HeiNz HERRMANN.

In der ersten Arbeit iiber den Mechanismus der Histidin-
urie bei Graviden konnte die eine von uns gemeinsam mit
Haas! zeigen, daB3 die Leber von graviden Frauen nicht im-
stande ist, Histidin abzubauen. Es erhob sich nun die Frage
nach dem Zustandekommen dieser Erscheinung. Hier lag
der Gedanke nahe, als Arbeitshypothese eine hormonale Be-
einflussung der Histidase anzunehmen. Dies um so mehr, als
wir ja wuBten, daB die Histidinurie gleichzeitig mit der Um-
stellung des hormonalen Haushaltes (Realktion von AscHHEIM-
ZonDEK) auftritt, und dall andererseits die Histidinausschei-
dung, wie wir in einer fritheren Arbeit zeigen konnten, bei
allen von uns untersuchten trichtigen Tieren, welche auch
keine positive Aschheim-Zondek-Reaktion gaben, fehlt?.. Da
dhnliche Vermutungen auch von anderer Seite angedeutet
wurden, sehen wir uns veranlaft, unsere bisher gewonnenen
Versuchsresultate zu verdffentlichen.

Vorlaufig beschrinken wir uns auf die Mitteilung von
Versuchen, die sich mit der Einwirkung von Prolan auf die
Leberhistidase beschaftigen und denen folgender Ansatz zu-
grunde liegt:

Die Leber wird im Hofmeisterschen Zerkleinerungsapparat
méglichst fein zerkleinert. Hierauf wird m/5 Phosphatpuffer von
Py 8, und zwar 5cem auf 1 g Leber, zugesetzt. 5 cem dieser
Leberbreisuspension, entsprechend 1 g Leber, werden in ein
Zentrifugenrohr pipettiert. Zu einer Kontrollprobe wird auBerdem
Universalindicator zugesetzt. Ist durch den Leberbrei eine Ver-
schiebung des py eingetreten, so wird die Menge °[;, Lauge er-
mittelt, die zur Wiederherstellung des gewiinschten py notwendig
ist. Diese Laugenmenge wird dann allen Proben zugesetzt. Es
wird ferner eine Losung von Histidinchlorhydrat bereitet, die
einer 1proz. Lésung von reinem Histidin entspricht. Davon
werden 5 ccm, entsprechend 50 mg reinen Histidins, zugesetzt.
Vorher ermittelt man wieder die Menge "/, Lauge, die notwendig
ist, um diese 5 ccm Histidinchlorhydratlosung auf ein py 8 zu
bringen. Diese Laugenmenge setzt man gleichzeitig mit der
Histidinlésung den Proben zu. SchlieBlich fiigt man das Prolan
(Prolan Bayer in Pulverform in Ampullen zu 500 R.E.*), und zwar
1 Ampulle auf 1 g Leber, zu. Die Proben werden dann mit je
5 Tropfen Toluol versetzt und kommen auf 24 Stunden in den
Brutschrank (38°). Dann wird der Leberbrei mit verdiinnter

* Fiir das Entgegenkomm en bei der Uberl groferer Prolanmengen méchten wir
der Firma Bayer, Leverkusen, uns lichsten Dank aussprechen.
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Schwefelsiure bis zur kongosauren Reaktion versetzt und die
iiberstehende Fliissigkeit abzentrifugiert. Der Riickstand wird
mit Wasser griindlich gewaschen, das Waschwasser abzentrifugiert
und die vereinigten Flissigkeiten auf ein kleines Volumen (etwa
5 ccm) eingeengt. Nun wird die Fliissigkeit in einen 2occm-MeB-
kolben abfiltriert, der Riickstand mit Wasser gewaschen und zur
Marke mit Wasser aufgefiilllt. Je 2 ccm dieser Lésung wurden der
colorimetrischen Histidinbestimmung nach KAPELLER-ADLER®
unterworfen. Als Vergleichslésung dienten 2 cem einer 2,5 pro mill.
Histidinlésung?®.

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Versuchs-
ergebnisse, welche wir bei der Untersuchung von 11 Lebern
gewonnen haben und welche den Einflufl des Prolans auf den
Histidinabbau aufzeigen. Die Lebern sind Sektionsmaterial;
sie wurden Stoffwechselgesunden entnommen und zeigten
keine pathologischen Verinderungen.

Von 5omg zugesetzten Histidins bauten ab: | Histidinabbau der mit
1g Leber Prolan versetzten
Lebern in % der
ohne Prolan mit Prolan Kontrollebern

- 40,8 38,8 95,1
39,7 30,1 75:8
35.9 14,1 39.3
349 = 18,1 51,8
33.3 | 24,0 72T
30,0 25,7 72,0
29,5 10,0 33.9
23,6 14,3 60,6
22,8 16,6 [ 72,8
21,4 10,0 46,7
14,3 83 58,0

Die Tabelle zeigt, daB der Histidinabbaw aller Lebern durch
Prolan eine Hemmung erfihrt. Der Histidinabbau der mit
Prolan versetzten Lebern betrigt 33—95% des Abbaus der
Kontrollebern. Es erscheint uns demnach die Annahme in
den Bereich der Méglichkeit geriickt, daB das Auftreten der
Histidinurie in der Schwangerschaft mit der Ausschiittung des
Prolans im Zusammenhang steht.

Versuche iiber die optimalen Bedingungen der Histidase-
hemmung durch Prolan, iiber die Spezifitit dieser Hemmung,
die quantitative Bearbeitung der Frage und schlieBlich Ver-
suche an Tierlebern sind im Gange. Erst ihre Fertigstellung
wird weitgehende Schliisse iiber die hormonale Beeinflussung
der Histidase im Zusammenhang mit der Histidinurie von
Graviden zulassen. Aus der vorliegenden Mitteilung scheint
aber hervorzugehen, dafB3 sich unsere oben angefiihrten Ver-
mutungen als brauchbare Arbeitshypothese erweisen. (Aus
dem Institut filr Medizinische Chemie der Universitit Wien
[ Vorstand: Prof. Dr. O. v. Firth].)

Literatur: ! KapELLER-ADLER u. Haas, Biochem. Z. 280, 232
(1935). — ? KAPELLER-ADLER u. HErRRMANN, Klin. Wschr. 1934,
1220. — % Biochem. Z. 264, 131 (1933). — 4 Vgl. auch KAPELLER-
ADLER u. Haas, Biochem. Z. 280, 234 (1935).

Druck der Spamer A.-G. in Leipzig. — Printed in Germanv.
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VERBESSERTE METHODIK DER HISTIDIN-
REAKTION ZUR CHEMISCHEN SCHWANGER-
SCHAFTSDIAGNOSE.

Von

REGINE KAPELLER-ADLER.
Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie der Universitit Wien
(Vorstand: Prof. Dr. O. v. FURTH).

In einer vor etwa 2 Jahren veréffentlichten Arbeit! wurde
von mir eine einfache chemische Reaktion zur Schwanger-
schaftsdiagnose empfohlen. Diese Reaktion, welche auf dem
Nachweis des von mir im Gravidenharn stets beobachteten
Histidins beruht, wurde sehr bald von verschiedenen Unter-
suchern einer Nachprifung unterzogen. Die Ergebnisse der
seither bekannt gewordenen Arbeiten erwiesen sich keineswegs
einheitlich.

‘Wihrend ALpERrs?, CHOMET3, STERN?, Bopo3, VALLES,
AsiTakAa? mittels der obenerwihnten Methode recht gute
Resultate erzielen konnten®*, fielen die von BranbpscuH® und
von HECKSTEDEN? gezeitigten Ergebnisse viel weniger be-
friedigend aus. Bedeutend schlechtere, mitunter vollkommen
unbrauchbare Resultate erhielten OHLIGMACHERY, Louros!?,
PeLLIzZART'?, BoLAFFI!3, RosELLI und Goczyls,

Ferner wiare zu erwidhnen, dafl M. WEe1ss!® die von mir
angegebene Methode zum Schwangerschaftsnachweis ab-
anderte; diese Modifikation liefert ginzlich unbrauchbare
Resultate. Dies ist dadurch zu erkliren, daB Wgeiss die
Grundbedingung fiir das Gelingen der Histidinreaktion, nam-
lich das langsame tropfenweise Bromieren des Harns nicht
einhilt, sondern den Untersuchungsharn mit einem Uber-
schuf3 einer stirkeren Bromlosung schiittelt. Dadurch ent-
zieht sich zwangslaufig das etwa in geringerer Menge vor-
handene Histidin der Untersuchung.

Auch die in Anlehnung an die Arbeit von WEeiss veréifent-
lichte andere Modifikation meiner Methode von FOLDESY?,
die iibrigens, wie der Autor selbst hervorhebt, gar keine
Histidinreaktion ist, liefert vollkommen unverwertbare Er-
gebnissels,

* Vgl. auch DELLO JOJO GENNARO, Giorn. Clin. med. 17, 232 (1936).
L BB
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Die vorerwihnte Diskrepanz in den Befunden der ein-
zelnen Nachuntersucher der Histidinreaktion liBt darauf
schlieBen, daB 'die von den einzelnen Autoren erhaltenen
Fehlresultate teils durch die Untersuchungsart, teils durch
Méngel der Methode bedingt sind. Trotz ihrer Einfachheit
ist namlich diese Reaktion sehr heikel und erheischt ein sehr
sorgfiltiges Einhalten der angegebenen Bedingungen sowie
eine groBere Ubung im Beurteilen der Resultate. So fiihren
vor allem viele Autoren eine nicht unerhebliche Anzahl von
zweifelhaften Fillen an.

Louros, der besonders schlechte Resultate erhalten hat,
kdmpft mit Schwierigkeiten schon beim Nachweis des Histi-
dins in reinen Lésungen, ein Umstand, der die unbrauchbaren
Ergebnisse des Autors bei der Untersuchung von Graviden-
harnen ohne weiteres erklirt.

Einen wichtigen Hinweis auf eine Fehlerquelle der Metho-
dik hat Kurr STERN geliefert. Der Verfasser konnte beob-
achten, daBl Harne von Patientinnen mit Schwangerschafts-
pyelitiden, welche eine positive Griesssche Reaktion auf
Nitrite zeigten, gréBtenteils eine negative Histidinreaktion
ergaben. STERN gelang es nachzuweisen, daBl es auch tat-
sidchlich Nitrite sind, welche die Histidinreaktion stéren, denn
durch kiinstlichen Zusatz einer schwachen Natriumnitrit-
l6sung zu einem Gravidenharn, der urspriinglich eine starke
Histidinreaktion zeigte, wurde letztere vollkommen gehemmt.
Da die Schwangerschaftspyelitis immerhin keine so seltene
Erscheinung darstellt, wobei wvielfach mit Griessschem
Reagens nachweisbare Nitrite im Harne auftreten, ist der
Hinweis auf diese Fehlerquelle von groBfer Bedeutung.

Die geschilderten Beobachtungen der einzelnen Autoren
veranlaBten mich, die von mir angegebene Methode zur Be-
stimmung des Histidins im Schwangerenharn einer genauen
Uberpriifung besonders im Hinblick auf die erwihnten Mangel
zu unterziehen. Sehr zahlreiche Versuchsreihen wurden zum
Zwecke der Verbesserung der Methode im Bestreben, diese
Reaktion auch in der Hand des Mindergeiibten sicher zu ge-
stalten, angestellt. SchlieBlich gelang es, eine Anordnung zu
finden, welche, in nitrithaltigen Harnen die Reaktion durch
zufiihren und jedem einigermaBen chemisch Geschulten die
zweifelhaften Fille fast vollkommen auszuschalten gestattet.

Was zunichst den Histidinnachweis in nitrithaltigen
Harnen betrifft, so wurde in vielen miihevollen Versuchen*
gefunden, daB nitrithaltige, histidinhaltige Harne nach vor-
hergehender Behandlung mit »/,-Kaliumpermanganat in
schwefelsaurer Losung die Histidinreaktion sehr schén zeigen.
Histidin ist ndmlich in der Kilte gegen 3/, -Kaliumpermanga-
nat in schwefelsaurer Losung vollkommen bestindig!?, wih-
rend die stérenden Nitrite durch das Kaliumpermanganat weg-

* Frau Dr. ANITALUISADA sei fir ihre freundliche Beteiligung an den zahlreichen
Versuchen auch an dieser Stelle der verbindlichste Dank ausgesprochen.
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oxydiert werden. Fithrt man die Histidinrealktion in Griess-

positiven, histidinhaltigen Harnen mit und ohne Vorbehandlung

mit 1fyp-Kaliumpermanganat durch, so zeigt nur der vorbehan-

delte Harn eine schone Rot- bis Blauvioleitfirbung, wihrend der

nicht vorpriparierte Urin intensiv gelbgefirbt erscheint.
Im folgenden sei die neue Methodik beschrieben.

Erforderliche Reagenzien. a) Bromreagens: 1proz. Aufldsung
von Brom in 33 proz. Essigsiure. Man mifBt in einem kleinen Mel-
zylinder 5 ccm Brom = 15 g Brom ab, bringt sie in einen grofien
MeBzylinder, fiigt 500 ccm Eisessig hinzu und verdiinnt mit Wasser
auf 1500 ccm. Die Losung wird am besten in einer braunen Vor-
ratsflasche aufbewahrt.

b) Ammoniak-Ammoncarbonai-Gemisch: 2 Teile konz. Ammoniak
(Ammonia liquida) werden mit einem Teil einer 1oproz. Ammon-
carbonatlosung vermischt.

¢) 10proz. Schwefelsdure.

d) [,y Kaliumpermanganat: 3,16 g Kaliumpermanganat werden
zu 1000 ccm in Wasser gelost.

e) Jodkaliumstirkepapier.

f) Griesssches Reagens modifiziert nach Irosway, Reagens I:
0,5 g Sulfanilsiure in 150 cem verdiinnter Essigsdure; Reagens II:
0,5 g a-Naphthalymin werden in 20 ccm dest. Wasser gekocht,
die Lésung in 150 cem verdiinnter Essigsdure filtriert, I und II
werden vereinigt und in dunkler Flasche mit eingeschliffenem
Glasstopsel vor dem Licht geschiitzt aufbewahrt. Der zu unter-
suchende Harn wird mit der gleichen Menge des Reagens versetzt,
bei Vorhandensein auch nur kleinster Mengen von Nitriten tritt eine
Rosa- bis Kirschrotfarbung auf.

Verfahren A. Zur Untersuchung sollen mdéglichst aliquote Teile
eines 24stiindigen Mischharnes oder zumindest eines Morgenurins
verwendet werden. Der Harn darf nicht sehr diluiert sein, woméglich
sollen Urine mit einem spezifischen Gewicht iiber 1015 zur Unter-
suchung gelangen. Man bringt in eine 25 ccm-Messeprouvette 5 ccm
des zu untersuchenden Harnes, setzt genau 1 ccm 10 proz. Schwefel-
siure zu und 14Bt aus einer Glashahnbiirette "/ ,-Kaliumpermanganat-
lésung tropfenweise unter fortwdhrendem Umschiitteln solange zu-
flieBen, bis sich der Harn schwachrosa fdrbt. Man 1463t die Reaktions-
fliissigkeit 2—3 Minuten stehen, wihrend welcher Zeit die Losung
fast farblos oder hellgelb gefirbt wird. Zu dieser Fliissigkeit 148t
man nun aus einer Glashahnbiirette mit einer feinen Ausflufspitze
das Bromreagens (a) tropfenweise unter fortwihrendem Umschiitteln
zuflieBen, dabei wird auch die evtl. vorher gelb gefirbte Fliissig-
keit farblos. Man fahrt mit dem tropf isen Bre satz so lange
fort, bis die Losung eine gelbliche Fdrbung angenommen hat.
Sodann tiipfelt man auf Jodkalistirkepapier, welches durch deut-
liche Bliuung einen geringen BromiiberschuB8 anzeigen mufi. LaBt
die Geldbfirbung nach, so setzt man weitere 1—2 Tropfen Brom-
reagens zu und tiipfelt wieder auf Jodkalistirkepapier. Die Reaktion
ist als beendet anzusehen, wenn die Losung nach 10 Minuten Stehen,
noch immer eine deutliche Blduung des Jodkalistidrkepapiers hervor-
gerufen hat. Nun setzt man am besten aus einer kleinen Biirette
genaw 1 cem des Ammoniak-Ammoncarbonatgemisches (b) hinzu,
schiittelt gut durch und bringt die Eprouvette fiir genaw 40 Sekunden
in ein Becherglas mit bereits lebhaft kochendem Wasser. (Letztere Be-
dingungen sind besonders genau einzuhalten.) In Schwangeren-
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harnen erscheint an der Oberfliche ein infensiver rotvioletter bis
blauvioleiter Ring, welcher sich allméhlich in der ganzen Fliissig-
keit verteilt. Man nimmt hierauf die Eprouvette aus dem kochenden
Wasser heraus, schiittelt die Losung gut durch und bringt sie zum
Erkalten fiir ganz kurze Zeit in ein Becherglas mit kaltem Wasser.
Die Realtion ist dann als positiv anzusehen, wenn die Lésung ganz
deutlich rotviolett oder blauvioleit gefarbt erscheint. Andere Fdir-
bungen, insbesondere solche mit nur einer Andeutung einer Rosa-
farbe, sind als negativ zu werten. Histidinfreie Harne bleiben bei dieser
Prozedur meist gelb gefdrbt.

Verfahren B. Bei der Untersuchung histidinhaltiger Harne,
welche eine negative Griesssche Reaktion zeigen, kann man sich auch
folgender Methode bedienen. 5ccm des Mischharnes, welcher zu-
niachst unbedingt mittels des Griessschen Reagens untersucht
werden mufl, werden in eine 25 cm-MeBeprouvette gebracht und
direkt mit dem Bromreagens aus einer Glashahnbiiretie mit feiner Aus-
flufispitze tropfenweise unter bestindigem Umschiitteln versetzt.
Der Harn farbt sich zunachst orangerot, dann orangegelb, schlie3-
lich citronengelb. Hat die Flissigkeit diese Farbe erreicht, so
wird die Bromierung unterbrochen und es wird auf Jodkalistirke-
papier getiipfelt, welches deutlich gebldut werden soll, wodurch ein
leiser BromiiberschuBl angezeigt wird. LaB3t die Farbung nach,
so werden genau, wie unter A beschrieben, 1—2 Tropfen Brom-
reagens noch zugesetzt und es wird wieder getiipfelt. Nach 10 M-
nuten Stehen soll Jodkalistirkepapier von der Reaktionsfliissigkeit
noch deutlich gebldut werden (vgl. 0.). Nun werden am besten aus
ciner kleinen Biirette genawu 0.5 com Ammoniak-Ammoncarbonat-
reagens zugesetzt, hierauf wird gut duwrchgeschiittelt und die
Eprouvette fiir genau 30 Sekunden in ein Becherglas mit bereits
lebhaft kochendem Wasser gebracht. Bei Gravidenharnen erscheint
an der Iliissigkeitsoberfliche ein rotvioleiter Ring, von dem rot-
violette Schlieren hinunterziehen, bis sich die ganze Flussigkeit
intensiv rotviolett farbt. Die Hrwdrmungszeit mull ganz genau ein-
gehalten werden. Zum Abkiihlen bringt man das Reagensglas in ein
Becherglas mit kaltem Wasser. Die Histidinreaktion ist, genau wie
oben hervorgehoben, bei nur deutlicher Rot- oder Blauviolettfdrbung
als positiv zu werten. Alle anderen Firbungen gelten als negativ.
Histidinfreie Harne werden bei dieser Umsetzung in der Regel gelb
bis orangegelb gefarbt, wobei eine Andeutung einer schwachen Rosa-
féarbung als negativ gewertet wird. Es soll nochmals betont werden,
dal3 letztere Methode nur dann verwendet werden kann, wenn man
sich vorher durch die Griesssche Realktion tiberzeugt hat, daf die zu
untersuchenden Harne nitritfrei sind, also mit dem Griessschen
Reagens keine Rotfarbung liefern.

Von jedem Untersuchungsharn sind selbstverstandlich Parallel-
untersuchungen durchzufithren. Es ist unbedingt notwendig,
frische bzw. mit Chloroform konservierfe Harne der Untersuchung
zuzufithren, wobei zu bemerken ist, da8 Harne bei lingerem Stehen
ohne Chloroformzusatz infolge bakterieller Zersetzung haufig nitrit-
haltig und daher Griess-positiv werden kénnen.

Zusammenfassend sei nachdriicklichst hervorgehoben, daB
die gegebenen Vorschriften sehr genaw eingehalten werden miissen.
In nitrithaltigen, Griess-positiven Harnen kann nur das erste
unter A geschilderte Verfahren zur Anwendung gelangen, in
nitritfreien Urinen hingegen sowohl das unter A als auch das
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unter B beschriebene. Zwecks rascheren Erlernens der Methode
empfiehlt es sich, diese einerseits an Harnen Spatgravider,
andererseits an solchen sicher Nichtgravider zu erproben.

Was die Wertigkeit dieser wverbesserten Methode des
Schwangerschaftsnachweises anlangt, so soll folgendes fest-
gestellt werden: Es wurden insgesamt 200 Harne Nichi-
gravider®* untersucht, wobei 6 Fehlresultate zu verzeichnen
waren, was einem Fehler von 3% entspricht. Von 50 Harnen
Spdtgravider (7. bis 1o. Lunarmonat) zeigten 12 eine positive
Griess- Realktion. Diese wurden simtlich mittels der Methode A
aufgearbeitet, wobei kein einziges Fehlresultat erhalten
wurde. Die iibrigen 38 Urine wurden mittels beider Methoden
(A und B) untersucht, wobei nur ein einziges Fehlergebnis
zu verzeichnen war, was einem Fehler von 2% gleichkommt.
SchlieBlich gelangten 60 Urine Frihgravider zur Unter-
suchung. Zwei Harne von Graviden in der 5. und 6. Gravidi-
tatswoche zeigten negative Reaktion, wodurch sich ein
Fehler von 3,3% ergibt. Die meisten untersuchten Friih-
gravidenharne stammten von Frauen in der 4. bis 10. Gravidi-
titswoche. Drei besonders frithe Fille zeigten schon eine
positive Histidinreaktion, und zwar der Harn einer Frau
10 Tage nach dem Ausbleiben der Menses, weiter der Urin
einer Frau 1 Woche nach der ausgebliebenen Menstruation,
und schlieBlich der Harn einer Frau 2 Tage nach der aus-
gebliebenen Menstruation, wobei es sich nach den prizisen
Angaben der Patientin um eine 14 Tage alte Graviditat ge-
handelt hat. Die Patientin klagte iiber Schwindel und Kopf-
schmerzen, wihrend der klinische Befund in diesem Zeit-
punkte vollkommen negativ ausfiel. Bei diesen 3 erwidhnten
Friihfillen konnte kurze Zeit spiter die Diagnose der Gravidi-
tat durch die klinischen Befunde bestitigt werden. SchlieB3-
lich ist noch zu erwihnen, daf die in einigen der obenerwahn-
ten Fille parallel durchgefiihrte Reaktion nach ZONDEK-
AscHHEIM sich vollkommen mit dem Histidinbefund deckte.
Beziiglich des kausalen Zusammenhanges zwischen der
Zondek-Aschheim-Reaktion und der Histidinreaktion sei
iibrigens auf eine Arbeit mit HERRMANNZ® verwiesen.

Literatur: ! Klin. Wschr. 1934, 21. — ? Zbl. Gynik. 58, 1231
(1934). — 3 Med. Klin. 1934, 48. — % Zbl. Gynik. 39, 2305 (1935).
— 5 Orv, Hetil. (ung.) 78, 33 (1934). — ® Boll. Soc. piemont di
Ostetr. 2, 4 (1934). — 7 Ronas Ber. 91, 252 (1936). — ® Z. Gynik.
59, 132 (1935). — ? Dtsch. Z. gerichtl. Med. 24, 253 (1935). —
10 Klin. Wschr. 1934, 1078. — ' Klin. Wschr. 1934, 1156. —
12 Boll. Soc. ital. Biol. sper. 9, 517 (1934). — 1* Riv. ital. Ginec.
17, 489 (1935). — * Clin. ostetr. 37, 193 (1935). — % Gyogyaszati
(ung.) 75, 131 (1935). — 1% Klin. Wschr. 1934, 1579. — 17 Biochem.
Z. 283, 199 (1936). — 18 Vgl. Bemerkungen zu dieser Arbeit,
Biochem. Z. 285, 123 u. 296 (1936). — 1% Biochem. Z. 264, 136 (1033).
— 20 KAPELLER-ADLER u. HERRMANN, Klin. Wschr. 1936, 977.
* Fiir die Uberlassung des zahlreichen Materials bin ich Herrn Dr. JOSEF GUDEMANN,
dem Leiter der Chemischen Laboratorien der Arbeiter-Krankenversicherungskasse Wien,
zu groBem Danke verpflichtet.
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Uber den Einflub
gonadotroper Hormone auf den Histidinabbau in der Leber'.
Von
R. Kapeller-Adler und G. Boxer.
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Wien.)

(Eingegangen am 24. Juli 1937.)

Fiir die menschliche Graviditat ist die Ausscheidung von Histidin
im Harn bezeichnend. FEdlbacher® konnte zeigen, dall das Histidin
hauptsichlich in der Leber durch ein eigenes Ferment, die Histidase,
abgebaut werde und daf} die Niere das Histidin gar nicht oder nur spuren-
weise verindere®. In einer Arbeit mit Haas® wurde die auffallende
Beobachtung gemacht, dall die Leber gravider Frauen und von Frauen
im Puerperium Histidin gar nicht oder nur spurenweise abbaue. Da,
wie oben erwihnt, die Niere das Histidin nicht weiter verindert, kénnte
dadurch die Histidinausscheidung im Harn Gravider ihre Erklirung
finden. Uberdies konnte festgestellt werden, daB die Histidin-
ausscheidung im Schwangerenharn vollkommen parallel mit dem
Auftreten gonadotroper Hormone im Harn (Aschheim-Zondek-Reaktion)
verlduft.

Es lag demnach nahe, einen kausalen Zusammenhang zwischen
der Uberproduktion von gonadotropen Hormonen und dem Auftreten
des Histidins im Harn Gravider anzunehmen, und es wurde die Maglich-
keit in Erwigung gezogen, ob nicht die in der Schwangerschaft beob-
achtete Hemmung der Histidasewirkung durch gonadotrope Hormone
bedingt wiirde. Diese Arbeitshypothese erschien um so verlockender,
als es sich zeigte, dali das Wirkungsoptimum der Histidase und des
Prolans beim gleichen pg, nimlich bei 8 liegt®. In dieser Richtung mit
Herrmann® an zehn Lebern unternommene Untersuchungen ergaben,
daf} die Wirkung der Histidase durch den Zusatz von Prolan ,, Bayer
(500 RE. fiir je 1 g Leber) wesentlich gehemmt wird.

Im Rahmen vorliegender Arbeit sollten zunéchst die zur Beleuchtung
der Frage nach dem Ursprung des Histidins im Gravidenharn begonnenen
Untersuchungen auf eine breitere Basis gesetzt und die bereits ge-
wonnenen Krgebnisse erhirtet werden. Weiter sollte neben Prolan

1 Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. — 2 Diese Zeitschr. 224, 269, 1934.
— % Vgl. auch Krebs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 218, 1933. — 1 Kapeller-
Adler u. Haas, diese Zeitschr. 280, 232, 1935. — ® Hdlbacher, Zeitschr. f.
physiol. Chem. 191, 225, 1930; Zondek u. Buler, Skand. Arch. Phys. 68,
232, 1934, — ¢ Kapeller-Adler u. Herrmann, Klin. Wochenschr. 15, 977, 1936.
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auch die Wirksamkeit anderer gonadotroper Priparate auf den Histidin-
abbau untersucht werden.

Die Untersuchungstechnik blieb im groflen und ganzen dieselbe, wie
wir sie schon in fritheren Arbeiten beschrieben haben!. 100 g Leber wurden
durch den Hofmeisterschen Zerkleinerungsapparat getrieben und hieranf
mit einer Messerspitze Quarzsand verrieben. 20 g dieses Leberbreies wurden
genau abgewogen und mit 100 ecem m/5 Phosphatpuffer von px 7,65 nach
Sérensen versetzt und 1 Stunde 30 Minuten in der Schiittelmaschine ge-
schiittelt.

Zwecks Ermittlung des pu der Leber wurden 4 g des urspriinglichen
Leberbreies in 20 cem Wasser suspendiert. Von dieser Suspension wurden
5 cem, entsprechend 1 g Leber, abpipettiert, reichlich mit Wasser versetzt
und mittels des Universalindikators jene Menge n/10 Lauge ermittelt,
welche nétig ist, um 1 g Leber auf py 7,65 zu bringen. AuBlerdem wird die
Menge n/10 Lauge bestimmt, welche notwendig ist, um 5 cem einer Histidin-
chlorhydratlosung, welche in bezug auf die freie Histidinbase 1%ig ist, auf
pr 7,656 zu bringen.

Nach dem Schiitteln werden von dem in Phosphatpuffer suspendierten
Leberbrei 5 cem, entsprechend 1 g Leber, abpipettiert und nun mit 5 cem
der 19%igen Histidinlésung (entsprechend 50 mg Histidin) und mit der, wie
oben beschrieben, sowohl zur Neutralisation der Histidinchlorhydratlésung
als auch des Leberbreies notwendigen Menge n/10 Lauge versetzt. Das
Prolan wurde in 10 cern Wasser gelost und dann erst dem Leberbrei zu-
gesetzt. Die Kontrollebern (ohne Prolan) wurden mit 10 cem Wasser
versetzt. Nunmehr wurden zu jeder Probe 5 Tropfen Toluol zugefiigt und
die Ansitze fiir 21 Stunden in den Brutschrank gebracht. Nach dieser
Zeit wurde verdiinnte Schwefelsdure bis zur kongosauren Reaktion
zugefiigt, zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit in eine flache
Schale gebracht, der Riickstand mit Wasser griindlich gewaschen und die
‘Waschfliissigkeit ebenfalls in die Schale gebracht. Nun wird auf dem Wasser-
bad bis auf ein Volumen von 2 bis 3 cem eingeengt. Diese Fliissigkeit wird
durch ein kleines Faltenfilter in MeBgliaser abfiltriert und das Volumen
auf 20 cem gebracht. 2 cem dieser Losung werden der kolorimetrischen
Histidinuntersuchung nach Kapeller-Adler® unterworfen. Als Vergleichs-
fliissiglceit wird eine Losung verwendet, welche durch Auffiillen von 5 cem
der 19%igen Histidinlésung auf 20 cem mit destilliertemm Wasser gewonnen
wird. Auch von dieser Losung werden 2 cem verwendet.

Weiter sei noch besonders hervorgehoben, daBl die Wirkung des
Prolans und &hnlicher gonadotroper Hormonpriparate auf die Leber-
histidase durch Zusatz von gréferen Mengen Toluol, weiter von Chloro-
form und phenolischen Konservierungsmitteln aufgehoben wird.

Es wurden zunéichst an 20 Lebern® von ménnlichen und weiblichen
Personen mit verschiedener Todesursache die Histidasewirksamkeit

1 Kapeller-Adler u. Haas, diese Zeitschr. 280, 232, 1935; Kapeller-
Adler u. Herrmann, Klin. Wochenschr. 15, 977, 1936. — 2 Diese Zeitschr.
264, 131, 1933. — ® Fiir die Uberlassung des wertvollen Materials sind wir
dem Vorstand des pathologisch-anatomischen Instituts, Herrn Prof.
H. Chiari, zu groBem Dank verpflichtet.
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bestimmt und je 1g dieser Lebern jeweils der Wirkung von Prolan
(Bayer) ausgesetzt.

In der Tabelle I haben wir die Untersuchungsergebnisse zusammen-

gefalit.
Tabelle 1.
el |._ ' Von 50 mg Histidin o
[ bauten ab jeg Leber || 4. /9,
| Name Befund { 7 baues
Nr Datum su:]fi a{c}g; Todesursache dor Tabes |P(;']:)Il|gn mit Prolan ]{1{?;_
|l !%Eﬂﬁ;) RE. | trolle
' | T .
1 | 25, V.1936 R.B.. ¢"| Thbe. pulm. | parenchym. | 31,5 | 500 | 26,5 || 85
Deg.
2| 2. VI.1936| 0. 8., 0| Perforation i parenchym. || 25.3 | 500 | 15,3 l 60,4
| [ derAppendix, Deg. |
Peritonitis |
3 || 4. VI.1936] 8. P., o', Apoplexia | leichte 23,3 | 500 | 8,7 l] 374
! | cerebri Stauung
4 || 3. XT.1936/ H. B. 2! Encephalo- | Stauung | 21,2 | 500 14,5]. 68,4
| malacie | 3 [ [
b | 22, XII. 1936/ 0. P., |  Suicid. o. B. 29,9 | 500 | 19,1 || 63,8
| Kopfschufi
6119. T1.1937/F.R., @ Tumor o. B. 19,8 | 500 | 13,1 || 66,1
[ | cerebri
7| 1. IL 1987 8. T., Q|Ca.ventriculi| Anamie | 20,0 | 500 | 13,8 | 68,7
8 | 8. III. 1987 P.R., @ Ca.ventriculi| Animie | 17,4 500 | 10,8 | 62,0
Q| b IWV: 1937: F. 8, ¢ Unfall | o. B. | 36,0 | 100 | 19,8 || 55,0
10 12, IV.1937 0. B., @ Ca. oesophagi o. B. 33,8 ( 100 | 20,5 || 60,6
11 115. IV.1937 R.T., @ Suicid o. B. | 30,9 | 50O | 25,0 || 80,9
12 |[27. IV.1937 E.W., o' |Ca. ventriculil leichte | 17,7 | 50 | 8,6 | 48,7
; Stauung |
13 :3.. V. 1937HW.R., @ Encephalo- | Stauung | 26,4 | 100 | 8,1 30,7
. malacie |
14 [[11. V.1937/T. K., | Apoplexia leichte | 20,7 | 100 | 12,4 || 59,8
cerebri Stauung
16 |13. V.1937 D.F. o' Peritonitis | parenchym. |12,2 | 100 | 7,9 64,7
Deg. | |
| .
16 [ 20. V.1937 R. 8., o'/ Milzruptur Anémie | 24,7 | 100 | 17,0 : 68,1
17 || 1. VI.1937| F. B., @ Ca.ventriculi o. B. {125,9 | 100 | 9,3 | 35,9
18 | 3. VI.1937|8. C., ¢"| Suicid o. B. | 30,2 | 100 | 13,8 | 45,7
19 | 7. VL1937L. M., | Urémie o. B. | 84,9 | 100 | 17,6 | 50,4
20 ||24. VI.1937 S. B., o*| Coloncarci- |starke braune| 39,8 | 100 | 28,9 | 72,6
| nom Atrophie | f
Durchschnitt: | 26,1 | | 16,5 | 59,3

Zwecks Erreichung von Vergleichswerten bei dem so verschiedenen
Histidasegehalt der einzelnen Lebern sahen wir uns veranlaBt, die
Wirkung des Prolans auf die Histidase auf einen vom absoluten
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Histidasegehalt unabhiingigen Nenner zu bringen. Wir setzen den
Histidinabbau durch 1 ¢ Kontrolleber (ohne Prolanzusatz) = 100 und
driicken den Histidinabbau der mit Prolan versetzten Leber in Prozenten
des Abbaues der Kontrolle aus.

Die untersuchten Lebern zeigten im allgemeinen keine groben
anatomischen Verdnderungen, doch diirften auch solche beziiglich
der Histidasewirksamlceit keine Rolle spielen, eine Tatsache, auf die
wir bereits vorher hingewiesen haben!. Das Geschlecht hat ebenfalls
keinen EinfluBf. Weiter geht aus der Tabelle hervor, daff séimtliche
untersuchten Lebern durch den Zusatz von Prolan eine Einschrinkung
der Histidasewirksamkeit erfahren haben.

Zieht man einen groben Durchschnitt durch die Versuchsergebnisse,
so zeigh es sich, daf} die Lebern von zugesetzten 50 mg Histidin 26,1 mg
abbauten, nach Zusatz von Prolan nur mehr 15,5 mg, das stellt 59,3 9,
des Abbaues der Kontrolleber dar. Die mit Herrmann in einer fritheren
Arbeit durchgefithrten Untersuchungen an 10 Lebern ergaben im
groben Durchschnitt 58,569, des Abbaues der Kontrolle, eine Zahl,
die mit der eben genannten fast villig iibereinstimmdt.

Im weiteren Verlauf der Arbeit mufiten wir uns davon iiberzeugen,
ob neben dem Prolan Bayer auch andere Priparate mit gonadotroper
Wirkung einen Einflufl auf die Leberhistidase ausiiben. Es gelangte
das Priparat Priahormon der chemischen Fabrik Promonta? zur An-
wendung. Fiinf Lebern wurden untersucht; hierbei wurden vollkommen
analoge Ergebnisse wie mit Prolan ,,Bayer gefunden.

Tabelle II.
e dap I SRE - Von 50 mg Histidin ‘
Isras bauten ab je g Leber || :{)Dbdgs
Nr.| Datum l:?zrled. Todesursache d:i-EfI;u;bcitzr ?H)‘;;J; ;ﬂ- mit Priihormon)|| Eea;l =
. schlecht | | (Kon- - ‘ s ;’1‘13(;
1937 | | trolle) | RE. | I
1| 10. I |0.8.,o"| Apoplexia I Stauung | 34,4 | 100 | 25,2 I 73,2
cerebri |
2 | 17.IIIL. |R.0.,g’| Gangrin | parenchym.| 258 | 100 | 17,6 | 682
pulmonis Deg. | |
3 5. IV. | F.8.,q Unfall o. B. 36,0 | 100 | 13,0 | 36,1
4 7. IV. |R.T.,2| Ca. recti Aniimie 83,6 | 100 | 20,6 [ 61,2
51 19. IV. | W. K., | DPhthisis | parenchym. | 15,6 60 | 8,1 || 52,2
2 o ‘pulmonis Deg. | | r|
Durchschn.: || 29,1 | | 169 || 58,0

L Kapeller-Adler n. Haas, 1. c. — ? Fiir die freundliche Uberlassung
zahlreicher Hormonpriparate sei dem Leiter der hiesigen Niederlassung
der Firma, Herrn Dr. L. Pirk, auch an dieser Stelle herzlichst gedanlkt.
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Die Lebern teils ménnlicher, teils weiblicher Personen mit ver-
schiedenen Todesursachen bauten von zugesetzten 50 mg Histidin
im Durchschnitt 29,1 mg Histidin ab. Nach Zusatz von 100 Ratten-
einheiten Prihormon wurden im Durchschnitt blo 16,9 mg Histidin
von zugesetzten 50 mg Histidin abgebaut, was 58 9, des Abbaues der
Kontrolleber entspricht.

Ferner stellten wir nach dem Verfahren von Zondek (Alkohol-
fallungsmethode)! aus vier verschiedenen Gravidenharnen die ,,Prolan-
fraktion® dar und lielen diese selbst hergestellten Priiparate auf vier
verschiedene Lebern einwirken. Es gelangte jeweils etwa !/,, in einem
Falle nur 1/, der aus 1000 cem Harn einer graviden Frau gewonnenen
Prolanfraktion zur Anwendung.

Tabelle IIIL.

| Von 50 mg Histidin
Naria | bauten ab je g Leber | o/, des
- und | Befund Abbaues
Nr.| Datum Ge- | Todesursache | dor Leber ohne m}i;{mﬂ : der
sehlecht Prolan- | Kon-
o5 fraktion |Teile der trolle
| Ausbeute
E = |
1] 28.IV. |R.W.,3| Uramie o. B. 25,0 0 21,7 87,0
2| 11. V. IT.K.,Q| Apoplexia | leichte 20,7 1, |51{),2 49,2
I cerebri Stauung
31 10. VL. |0.K.,o" The. parenchym. | 20,0 Y, 7.2|| 36,0
pulmonis | Degeneration|
Meningitis | .
the. |
4] 17. VL. | K.S,,¢'| Fissura | 0. B. 11,6 LA 4 |
baseos cranii | f ‘

Die in der Tabelle TIT zusammengefaliten Ergebnisse zeigen, daf}
die Histidase der Lebern auch in diesem Falle eine deutliche Hemmung
erfahren hat. In dem einen Falle wurde die Histidase sogar vollkommen
gehemmt. Allerdings war der Histidasegehalt dieser Leber ziemlich
niedrig.

Hatten wir bisher durchgehend gonadotrope Hormone des Hypo-
physenvorderlappens, wie sie im Harn gravider Frauen ausgeschieden
werden, zur Anwendung gebracht, so war es immerhin von Interesse,
die Wirkung eines gonadotropen Priparates aus dem Hypophysen-
vorderlappen selbst zu studieren.

Wir wihlten fiir unsere Versuchszwecke das von ,,Promonta‘
erzeugte ,,Priphyson®, welches uns von der Firma in dankenswerter
‘Weise in einer von Konservierungsmitteln freien Form zur Verfiigung

1 Hormone des Ovariums und des Hypophysenvorderlappens, 8. 236.
Wien, Julius Springer, 1935.
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gestellt wurde. Es handelt sich hierbei um ein aus dem Hypophysen-
vorderlappen des Schweines gewonnenes Trockenpulver. Dieses enthélt
die Gesamtheit der hormonotropen Wirkstoffe der Hypophyse. (Die
biologische Standardisierung der Firma ergab in bezug auf das gonado-
trope Hormon einen Gehalt von 125 ME. pro g.)

Tabelle IV.
‘ ‘ | Von 50 mg Histidin baut ab ||
: N 1 l je g Leber | 0y des
| Name und . ,
Nr. || Datum | " ge Todesursache dg.efﬁl:gm AT - Ahgg;ws’
| | schleeht iﬂlill&Pl-l-- mit Priphyson |l ntrolle
i | ‘ | physon | |
|| 1087 o - ¥ | | o gl IS et it
| i 3 T Rl :
la| LVL [P. B, ¢ |Ca. ventricul] o.B. | 29 | 015 | 262 [ 1010
1b|| | | %9 | 03 | 198 | 764
2 ' 7.VIL |L M., Q! Urdmie | o.B. 34,9 0,5 259 || 4.3

Es wurden aliquote Teile einer Leber einmal mit 0,15 g, das andere
Mal mit 0,3 g des Priphysons in Reaktion gebracht (Tabelle IV). Die
Histidase wurde durch den Zusatz von 0,15 g Priphyson gar nicht
beeinfluBt, 0,3 ¢ bewirkten eine deutliche, obzwar keine sehr hohe
Hemmung. Zu einer anderen Leber wurden 0,5 g Priphyson zugesetzt.
Auch in diesem Falle zeigte sich eine Hemmung der Histidasewirkung.
Auf den ersten Blick erscheinen die zur Erzielung einer Wirkung
notigen Priphysonmengen im Vergleich zu Prolan und Prihormon
ziemlich hoch. 0,3 g Priphyson wiirden namlich bei einem Gehalt
von 125 ME. gonadotropen Hormons pro g etwa 40 ME. oder bei einem
Verhiltnis ‘von ME. zu RE. wie 1:5—8 etwa 200 RE. entsprechen.
Dieses Verhiltnis gilt nun nach Zondek!, Hamburger? und Lauten-
schldger® micht fiir gonadotropes Hormon vom hypophysdren Typus.
Hier besteht das Verhiltnis 1 RE. = 1—2 ME., da in diesem Falle
die Mause viel empfindlicher sind. Unter Beriicksichtigung dieser
Tatsache entsprechen 0,3 g Praphyson etwa 20 RE. und das ist, wie
wir spiter zeigen werden, eben der Grenzwert der Wirksamkeit des
gonadotropen Hormons.

Weiter verglichen wir die Wirkung der einzelnen Hormonpriparate
wie Prolan, Prihormon, der selbst hergestellten Hormonpriparate
und des Priaphysons miteinander. Die Unterschiede in der Wirkung
(Tabelle V) sind vielleicht auf die teils verschieden, teils iiberhaupt
nicht dosierten Priparate zuriickzufithren. Jedenfalls geht aus der

t Zondek, Hormone des Ovariums und des Hypophysenvorderlappens,
S. 231. Julius Springer, 1935. — 2 Hamburger, C.r. Soc. Biol. Paris 112,
99, 1934. — 3 Lautenschidger, Medizin u. Chemie I. G. Farbenindustrie 2,
1934.
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Tabelle V.
! %:\gi‘i u&?l?(l:::zlc{i“}]:: || Von 50 m[,_Hmtid:n baut ab j:: g??l:er = Hn Iu_ dos
Nr. | Datum fund der Leber I| = : Abbaues
siehe | ohne bei Zusatz des Priparates der
: 1937 | Tabelle | Nr. Z-usatz Dosierung | Kontrolle
S BRTE A P | - — =
1 ‘ 5.1IV. I 9 | 36,0 | ,,Prolan’ 100 RE. swiux 19,8 | 65,0
| II 3 (l | »Prihormon® 100 RE.. 13,0 | 36,1
2l1.1v.| 1 | 14 | 20,7 | ,Prolan* 100 RE. ..... 124 | 598
IIT 2 ! Kigenes Produkt....... 10,2 | 49,2
3 LVI I [ a7 I 25,9 | ,,Prolan® 100 RE. ..... 9,3 359
7| Ul M| »Praphyson® 0,3g...... 19,8 || 764
4 1 T.VL E | 19 349 | ,,Prolan® 100 RE. ..... 176 | 504
v | 2 »Praphyson®™ 05g ..... 25,9 74,3

Tabelle V hervor, dafl die einzelnen Priparate an der gleichen Leber
verschieden stark wirken kénnen. Da aber die Darstellung der einzelnen
Priparate nicht vollig analog ist, lassen sich aus diesen Unterschieden
keinerlei Schliisse ziehen.

Um festzustellen, ob die GréBe der Dosis des verwendeten Prii-
parates auf die Hemmung der Histidase einen Einflull ausiibe, stellten
wir Versuche mit fallenden Dosen von Prolan und Prihormon an. Die
Dosierung nahmen wir so vor, dafl wir je nach Bedarf eine oder mehrere
Ampullen zu 100 RE. in 10 cem H, O Iosten und aliquote Teile zur An-
wendung brachten. Die sich dabei ergebenden Zahlen decken sich
vollkommen bei beiden Priparaten; die Hemmung bleibt bei 500 und
50 RE. die gleiche.

Es gelingt also nicht, durch Anwendung héherer Hormondosen
eine stirkere Hemmung der Histidase zu erzielen und den Idealfall,
wie er in der Gravidenleber in vivo vorliegen diirfte, in vitro zu erreichen.
Zieht- man aber die verhdltnismaBig groben Versuchsbedingungen,
wie sie in vitro vorliegen, in Betracht, so wundert man sich nicht dariiber,
daB eine vollstindige Hemmung der Leberhistidase nicht gelingt. Im
Gegenteil ist es tiberraschend, dafi in vitro die Einwirkung eines Hor-
mons auf ein Ferment itberhaupt zu beobachten war.

Bringt man noch kleinere Prolandosen zur Anwendung, so nimmt
der Einflul} auf die Histidase ab, um bei 20 RE. eine Grenze zu erreichen,
jenseits welcher iiberhaupt keine Wirkung zu erzielen ist. Mit diesem
Befund stimmt das oben erwihnte Ergebnis bei Anwendung von 0,15 g
Priphyson entsprechend etwa 10 RE., mit welcher Menge keine
Einwirkung festgestellt werden konnte, iiberein.

Zur niheren Betrachtung des Wirkungsmechanismus der eben be-
schriebenen Praparate stellten wir nach Hdlbachers Vorschrift' eine ge-

L Zeitschr. . physiol. Chem. 191, 225, 1930.
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reinigte ,,Histidasefraktion*’ dar, indem wir den in Puffersuspension befind-
lichen Leberbrei zuniichst kolierten, dann entweder direkt oder erst nach
Zusatz von Kaolin bei 3000 Touren 15 Minuten lang zentrifugierten. Hierbei
wurde vergleichshalber immer nur die Hilfte der Lebersuspension gereinigt,
die librige Hilfte wurde wie immer aufgearbeitet. Beide Teile wurden
hierauf mit Prolan in Reaktion gebracht.

Die Ergebnisse dieser Versuche (Tabelle VI) sind nicht durchweg
einheitlich. In sechs von neun Versuchen war nach dem Abzentri-
fugieren in dem gereinigten, zellfreien Zentrifugat keine Beeinflussung
durch Prolan mehr zu erzielen. Beim Versuch 9 war die Hemmung
wesentlich geringer als bei der nicht zentrifugierten Kontrollprobe.
Nur bei den Versuchen 6 und 7 blieb die Wirkung des Prolans auch nach
dem Zentrifugieren erhalten. Wie diese aunffilligen Versuchsergebnisse
zu deuten sind, kénnen wir derzeit noch nicht sagen.

Alle bisher angefiihrten Untersuchungen machen die Annahme
sehr wahrscheinlich, dafl die Leberhistidase in der Schwangerschaft
durch gonadotrope Hormone gehemmt wird und dall weiter dieser
histidasehemmende Faktor im Harn gravider Frauen zur Ausscheidung
gelangt.

In diesem Zusammenhang erschien uns eine Mitteilung von Norpoth!
von Interesse, in welcher der Autor eine Histidinurie bei verschiedenen
Hypophysenvorderlappenverinderungen, bei denen es zu einer Uber-
produktion gonadotroper Hormone kommt, beobachten konnte. Ubri-
gens konnten wir selbst ebenfalls bei einem Fall von Cushing-Syndrom
eine Histidinurie beobachten. Biologisch liefl sich in diesem Fall die
Ausscheidung gonadotroper Hormone im Harn feststellen. Weiter
haben wir bei einer autoptisch sichergestellten Blasenmole, bei der es
bekanntlich zu einer Uberproduktion an gonadotropen Hormonen
kommt, eine Ausscheidung von Histidin im Harn feststellen kénnen.,

Um den Beweis zu erbringen, dafl die Ausscheidung dieses histidase-
hemmenden Stoffes nur in der Schwangerschaft erfolgt, wurden be-
ziiglich der Darstellung vollkommen analoge Fraktionen aus Graviden-
und Nichtgravidenharn (Harn junger Mianner) nach der Zondekschen
Alkoholfdllungsmethode dargestellt und die erhaltenen Priparate auf
ihre Einwirkung auf die Leberhistidase untersucht. Die Resultate
(Tabelle VII) im Verein mit den iibrigen dieser Arbeit ergeben eindeutig,
dafl die Substanz, welche das Histidaseferment hemmt, im Harn Nicht-
gravider nicht ausgeschieden wird.

Da es uns auf Grund unserer Untersuchungen als sehr wahrscheinlich
erschien, dall der die Histidase hemmende Faktor im Gravidenharn
ausgeschieden wird, wollten wir feststellen, inwieweit die Eigenschaften

! Klin. Wochenschr., 16, 1937.
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dieses Stoffes mit denen der im Harn zur Ausscheidung gelangenden
Hormonen iibereinstimmen. Am ehesten erhofften wir uns eine dies-
beziigliche Aufklirung von solchen Inaktivierungsversuchen, von denen
es feststand, dafi das gonadotrope Hormon seine biologische Einwirkung
auf das Ovar mit Sicherheit einbiiit. Wir stellten uns auf verschiedene
Weise, vor allem nach den Angaben von Zondel?!, inaktivierte Prolan-
praparate dar.

So kochten wir 100 RE. Prolan 2 und 30 Minuten in neutraler Losung.
Ein anderes Préparat wurde so hergestellt, da3 100 RE. Prolan in etwa
2 cem Wasser gelést und in einer flachen Schale bei einer Schichtdicke von
etwa 1 mm im Abstand von 10 cm der Einwirkung ultravioletten Lichtes
30 Minuten lang bei konstanter Temperafur ausgesetzt wurden. Ferner
haben wir 100 RE. Prolan in 10 cem 3%igen Wasserstoffsuperoxyds, dem
0,1 ecem einer 1 %, igen Eisenchloridlésung zugesetzt worden waren, 24 Stunden
stehengelassen. Nach dieser Zeit wurde durch 3 Tropfen Blut das Wasser-
stoffsuperoxyd entfernt; hierbei zeigte es sich, dall in der Kontrollosung
(also prolanfreien Lisung) das Wasserstoffsuperoxyd binnen wenigen Minuten
géanzlich zerstért war, withrend in der prolanhaltigen Losung die Zersetzung
etwa 1!/, Stunden dauerte. Man konnte dabei an eine Hemmung der
Katalase durch Prolan denken. Ubrigens sind diesbeziigliche Versuche
bereits in Angriff genommen worden. ;

Weiter wurde Prolan in 5 cem n/10 Schwefelsiure gelsst und 5 Minuten
lang gekocht oder 1 Stunde 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen-
gelassen. Schlieflich wurden 100 RE. Prolan in 30 cem Wasser gelést und
auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft.

Alle so gewonnenen inaktivierten Prolanpriparate wurden wie
iiblich auf die Leberhistidase einwirken gelassen. Es geht aus allen
Versuchen (Tabelle VIIT) eindeutig hervor, dall es durch die beschrie-
benen Eingriffe nicht gelingt, den histidasehemmenden Faktor zu zer-
storen. Es hat also den Anschein, als ob durch die vorerwihnten Ver-
suche wohl die Einwirkung der gonadotropen Hormone auf das Ovar
eine HinbuBe erfiihre, nicht aber deren hemmender EinfluB auf die
Histidase.

Tabelle VIII.

Von 50 mg Histidin baut ab je g Leber
Name, > 0
; Geschleeht, dkine | Zusatz || 100 RE. Prolan inaktiviert Jﬁj“ﬁﬁ'ﬁgﬁis
Nr. || Datum Todeguﬁsnche | Zusatz ]UHOIIEII‘ | durch (fiir alle
| siehe S . 7 :
SE?;]:;) Prolan (/2 u, 30’ | Bestrah-| Oxy- Zushtze gleich)
1937 | Tabelle | Nr. normal || Kochen | lung | dation
1 | 3.V. I 13 26,4 8.1 8,1 — — 30,7
2111 V. L e 20,7 124 12,4 | 59,8
3 |113. V. I 15 12,2 79 | 9 | 64,7
4 120. V.| I 16 || 24,7 17,0 || 19,0 | 17,0 | 170 | 68,1

! Hormone des Ovars und des Hypophysenvorderlappens, S.242.
Julius Springer, 1935.
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‘l Von 50 mg Histidin baut ab je 1 g Leber
|

|
|
| Name,

Dat Geschlecht [[100RE. Prolan inaktiviert | 0/y des Abbaues
| Datum )

ohne | duarch

: Zusatz || || der Kontrolle
i T""‘;ﬁ‘;iﬁ;"“"" | Zusatz | “yon | Stehen | Kochen _ (fiir alle
, | (Kon- | 400 RE. |mit5cem mit5cem| Bin- || Zusitze gleich)
il | trolle) | prolan nj10 | nf10 | engen |
I| 1937 | Tabelle | Nr. | | mormal | H; S0, | Hy S0y .I
| | |
1ave| x|z 969? 03 | 93 | 93 |93 | = 345

In einer Arbeit mit Herrmann! konnte festgestellt werden, dall die
trichtigen Tiere im Harn kein Histidin ausscheiden. Wir hatten Harne
von trichtigen Meerschweinchen, Kaninchen, Katzen, Hunden und
Stuten untersucht, in keinem Falle konnte aber Histidin nachgewiesen
werden. Dieser auffallende Befund stimmte vollkommen mit der Tat-
sache iiberein, dall Zondek und seine Nachpriifer nachweisen konnten,
daB es nur in der menschlichen Graviditit zu einer Uberproduktion an
gonadotropen Hormonen kommt. Eine Ausnahme bilden die menschen-
dhnlichen Affen und vor allem die Stute. Letztere scheidet in den
ersten Zeiten der Graviditit gonadotrope Hormone in groller Menge aus.
Leider konnten wir bisher noch keinen Harn einer frithen Graviditit
bei der Stute auf Histidin untersuchen.

Es lag nun der Gedanke nahe, nachzusehen, ob die Histidase der
Tierlebern ebenfalls durch Prolan in vitro gehemmt wiirde. Die Tabelle IX
zeigt unsere Versuchsergebnisse, denen zufolge die Tierleberhistidase
ebenfalls durch Prolan hemmbar erscheint.

Tabelle IX.
S e |_ B Von 50 mg Histidin bant._ah_je_ [;z_l.ae_be_ar_
Ne. [ Detem ‘ Tierart I ohne Zusatz | mit RE. | Histidin | /o des Abbanes
i+ =937 |!. mg Hlsﬂdm |  Prolan | mg RISHUAN | gor Rontrolle
1| J0.VL || Rind. 100 9
2 (| 14.VI 17 ? i 500 11,8 66,6
3 || 16. VL Kaninchen |I 394 | 100 20,6 65,0

Da das gravide Tier zum Unterschied von der menschlichen Gravi-
ditiit keine Uberproduktion an gonadotropen Hormonen zeigt — fiihrt
ja diese, wie Zondelk zeigen konnte?, beim trichtigen Tier zum Abortus —,
kann es auf Grund der Hrgebnisse vorliegender Arbeit beim triichtigen
Tier auch zu keiner Histidinurie kommen, da ja die hemmende Wirkung
des Prolans auf die Leberhistidase hier wegfillt.

Da gezeigt werden konnte, daBl die Leberhistidase von Tieren
ebenso wie die menschliche durch Prolan hemmbar ist, steht uns nun

1 Kapeller-Adler u. Herrmann, Klin. Wochenschr. 13, 1220, 1934, —
? Hormone des Ovars und des Hypophysenvorderlappens, S. 310.
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der Weg des Tierexperiments offen, mittels welchem wir den Mechanis-
mus der Einwirkung gonadotroper Hormone auf die Histidase in vivo
zu charakterisieren hoffen. Wir erwarten vor allem, dal es uns gliicken
wird, bei gleichzeitiger Darreichung von Prolan und Histidin beim Tier
eine Ausscheidung von Histidin im Harn zu erzwingen.

Die diesbeziiglichen Versuche sind bereits im Gange.

Zusammenfassung.

1. Es wurden 20 Lebern von Personen mit verschiedener Todes-
ursache auf ihre Abbaufihigkeit fiir Histidin in Gegenwart von gona-
dotropen Hormonen untersucht. Es konnte in allen Féllen eine starke
Einschrinkung der Wirksamkeit der Histidase durch diese Hormone
festgestellt werden. Vier aus Gravidenharn selbst hergestellte gona-
dotrope Fraktionen lieferten dieselben Ergebnisse.

2. Ferner konnte festgestellt werden, dafi die Wirkung des Prolans
auf Histidase im Bereiche von 500 bis 50 RE. véllig von der Dosis
unabhiingig ist; von 50 RE. an fillt die Wirkung stark ab, um bei
20 RE. einen nicht mehr wirksamen Grenzwert zu erreichen.

3. Durch Zentrifugieren des Leberbreies gewonnene, gereinigte
Histidasefraktionen wurden der Wirkung des Prolans ausgesetzt.
In sechs von neun Versuchen blieb die hemmende Wirkung des Prolans
auf die Histidase aus, in einem Falle war diese stark vermindert, in
zwei Fillen iibte das Prolan eine Hemmungswirkung aus. Die Deutung
dieser Versuchsergebnisse ist bisher noch nicht gelungen.

4. Nach verschiedenen Methoden inaktivierte Prolanfralktionen
zeigten in ihrer histidasehemmenden Wirkung keinen Unterschied
gegeniiber dem aktiven Prolan.

5. Es wurden aus Graviden- und Nichtgravidenharn analoge
Fraktionen nach der Zondekschen Alkoholfallungsmethode dargestellt
und die gewonnenen Priparate auf Leberhistidase einwirken gelassen.
Die aus Nichtgravidenharn stammenden Fraktionen erwiesen sich als
vollig unwirksam, wihrend die aus Gravidenharn dargestellten sich
vollkommen gleich den kéuflichen gonadotropen Hormonpréiparaten
verhielten.

6. Die Histidase von Tierlebern wird ebenfalls durch Prolan
gehemmt. Da aber das trichtige Tier keine Uberproduktion an gonado-
tropen Hormonen aufweist, kann es auch nicht zu einer Hemmung der
Leberhistidase in vivo und somit auch nicht zu einer Histidinurie
kommen.
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