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Summary--In the thyroid glands of dog, cattle and pig on the average 4.6; 17.1 and 
20.9 ~tg histamine/g fresh weight were detected; in thymus of rat and cattle 8.8 and 8.5 IJg 
respectively and by the behaviour against 1,a-methyldopa and a-methylhistidine were 
found. There was no evidence for a relationship between histamine concentration and 
basal metabolic rate. In the thyroid glands of dog, cattle and pig, two fairly active 
histidine decarhoxylases (HDC) were detected, characterized by pH optima at 7.0 and 
8.0. In the thymus of rat and cattle histidine was also decarboxylated at pH 7.0 and 8.0. 
In crude homogenates of pig thyroid glands pyridoxal phosphate 1.25-3.75 x 10 -5 
M activates the specific HDC, but inhibits, depending on substrate concen- 
tration, the unspecific HDC. In presence of phosphate buffer (0.1 M) the 
specific enzyme shows a higher activity than in presence of TRA or TRIS buffer. The 
activity of the unspecific enzyme is not changed. For the specific HDC 0.2 M phosphate 
buffer is optimal, for the unspecific HDC 0.4 M. Within certain limits the two enzymes 
show opposite behaviour regarding the influence of ion strength. Separation of the two 
enzymes was achieved by chromatography on Sephadex G 75 and G 100. The unspecific 
HDC has a greater molecular weight than the specific HDC; they are two enzymes, not 
merely two different centres of activity on one protein molecule. Homogenates of pig 
and dog thyroid glands at pH 8.0 decarboxylated dopa to dopamine. In dog a formation 
of 2.5 mg/g fresh weight/3 hr was demonstrated. The localization of histamine in the 
thyroid gland, the influence of thyroid hormones on turnover and action of histamine, 
serotonine and catecholamines, the action of pyridoxal phosphate and the physiological 
function of histamine of the upper gestional tract are described. 

IM OBEREN Verdauungs t rak t  konnte  His tamin  in grSsseren Mengen  nachgewiesen 
werden,  so in Zungc  und Oesophagus  des Hundes ,  1 im Zahnfleisch des Menschen,  2 
in Speicheldrfisen und Magen  vom Menschen und vielen S/iugetieren. 3, 4, 5 Seine 
Bi ldung durch  Histidindecarboxylasen.%5, 6 und  seine mSgliche physiologische 
Bedeutung in Speicheldri iscn und M a g c n  4, s wurden  untersucht  bzw. diskutier t .  7 
Auch  die Adenohypophyse ,  die sich vom Dach  der  Mundh6h le  herleitet,  enth~ilt 
bemerkenswer t  viel His tamin.  9, 10 D a  aus dem embryona len  K o p f d a r m  hypobrancb ia l  
die SchilddriJse, b ranchogen  Thymus ,  Epi the lkSrperchen und  Ul t imobranch ia lkSrpe r  
entstehen, 11 waren  auch in diesen Organen  His tamin  und His t id indecarboxylasen  zu 
erwarten.  

M E T H O D I K  

Sehilddrfisen und  Thymi  friseh gesehlaehteter  R inder  und Sehweine, pernoe ton-  
bet~iubter Bas ta rdhunde  sowie /~thernarkotisierter Ra t t en  und  Meerschweinchen 
wurden sofort  nach En tnahme bei - - 2 0  ° e ingefroren und  im Ver lauf  einer Wo~be  
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verarbeitet. Bei Hund und Rind wurde sorgf/iltig nach inneren Epithelk~Srperchen, 3z 
beim Thymus der Ratte nach SchilddriJsengewebe 1~ gesucht. 

Als Enzyml6sungen dienten Rohhomogenate 1:6 mit 0,05 M Phosphatpuffer pH 
7,45, (bei Thymus, Ratten- und Meerschweinchen schilddriisen 1:3 mit aqua dest.), 
und Extrakte, die auf folgende Weise gewonnen wurden: Homogenisieren gefrorener 
Organe 1 : 2 oder 1 : 3 in 0,9 ~o NaC1; kurzes Zentrifugieren bei 1800 g, t]berstand 
3 Std. gegen fliessendes Wasser von 5 ° dialysieren ("Dial-Extrakt") und 30 min bei 
0 ° und 30,000 g zentrifugieren ("UZ-Extrakt"). 10 ml Oberstand wurden auf eine 
S/iule yon Sephadex G 75 bzw. G 100 (2,5 × 50) aufgetragen, mit 0,9 9/0 NaCI 
entwickelt und 10-15 min Fraktionen (5,5-6 ml) fiir jeweils drei Ans/itze (Nullwert; 
Hauptwert bei pH 7,0 und 8,0) bei 0 ° aufgefangen [S~iulenfraktionen]. 

Reagentien 
Histamindihydrochlorid und 1--Histidin Hoffmann--La, Roche, Pyridoxalphosphat 

Hoffman--La Roche und Fluka AG, Antistin Ciba AG, Aminoguanidinsulfat Fa. 
Schuchardt, Achromycin in Reinsubstanz Fa Lederle, Miinchen, a-Methyldopa und 
a-Methylhistidin Merck, Sharp & Dohme, West Point, o-Phtaldialdehyd Fluka AG, 
TRIS- und TRA-Puffer C.F. Boehringer & Soehne, Mannheim, Dopamin Fluka AG, 
Dopa und Iproniazid (Marsilid) Hoffman-La Roche. 

Ansdtze. Zur Bestimmung der Histidindecarboxylase---Aktivit~it (EC 4.1.1.22) 
wurden, wenn nicht anders angegeben, in der Warburgapparatur folgende Ans/itze 
bei 37 ° inkubiert. 

Im Hauptgefiiss 2,0 ml Rohhomogenat (entsprechend 0,35 g Frischgewebe), 0,1 ml 
Aminoguanidin (Endkonzentration 5 × 10 -4 M), 0,1 ml Tetracyclin (20 /~g/ml 
Ansatz), 0,3 ml 0,2 M Phosphatpuffer, 1 Tropfen Benzol (20 mg; nur beim un- 
spezifischen Enzym). 

Im Kipper 0,5 ml 1--Histidin (Endkonzentration 10 -2 M). 

Die Zus~itze wurden in 0,05 M Phosphatpuffer pH 7,45, ct-Methyldopa und a- 
Methylhistidin in 0,2 M Phosphatpuffer gel/Sst. Einstellung der pH-Werte mit 1 N 
HC1 oder NaOH, Endvolumen 3,0 ml, Pufferendkonzentration 0,06 M. Die Ans/itze 
wurden 10 min bis zur Substratzugabe mit durch Pyrogallol gereinigtem Nz begast. 
Nach 3 Std. wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,5 ml 3N Perchlors~iure gestoppt 
und das neugebildete Histamin bestimmt. Nullwert: Histaminmenge in Ans~itzen mit 
s~iureinaktiviertem Enzym plus Substrat; Leerwert: Histaminmenge in Ans~itzen mit 
aktivem Enzym ohne Substratzusatz; Hauptwert; Histaminmenge in Ans~itzen mit 
Enzym plus Substrat. Die Angaben beziehen sich jeweils auf 1 g Frischgewebe. Der 
Histamingehalt der Organe wurde aus Nullwerten mit und ohne Substrat ermittelt, 
um die Reinheit es verwendeten Histidins zu priifen. Nallwerte mit und ohne Inku- 
bation wurden verglichen, um eine etwaige nicht enzymatische Histaminbildung oder 
-zerst~Srung zu erfassen. 

In Versuchen zur Ermittlung der giinstigsten Pufferverh/iltnisse und in Ansatzen 
mit Rinder-, Ratten- und Meerschweinchenthymus sowie Ratten- und Meerschwein- 
chenschilddriisen, ferner bei Dial- und UZ-Extrakten wurden 0,8 ml Enzyml~Ssung 
verwendet. Puffervolumen 1,5 ml; alle Zus~itze in aqua dest. geliSst. Fiir Ans/itze mit 
S~iulen-Fraktionen wurden 1,5 ml Durchlauf und 0,7 ml Puffer verwendet, Zus~itze 
waren in 0,9 % NaCI gel~Sst. 
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Nach Enteiweissen der Ans~itz¢ mit Perchlors~iure wurde Histamin nach Shore 
et al. in der Modifikation nach Burkhalter 15 extrahiert und im Spektrofluofimetcr als 
Kondensat mit o-Phthaldialdehyd gemessen. Anregung bei 360 m~, Fluoreszenz bci 
450 m~. Die Strahlungsintensit/it ist im Bereich von 0,005-0,5 ~g/ml 0,1 N-HC1 der 
eingesetzten Histaminmenge proportional. In jeder Versuchsreihe von 6 Ans~itzen 
wurden einer Probe zur Ausbeutebestimmung 5 ~g Histamin zugesetzt. Sie betrug 
64 4- 3,4 ~o. Die fluorimetfischen Messergebnisse sfimmten mit gelegentlich durch- 
gefiihrten Histaminbestimmungen am isolierten Meerschweinchenileum iiberein. Die 
dem Histamin zugeschriebene Aktivit/it wurde jeweils dutch 1 ~g Antistin pro 12 ml 
Badfliissigkeit vollst~indig gehemmt. 

Ads Mass fiir die Ionenst~irke bei verschiedenen Pufferkonzentrationen und ver- 
schiedenem pH-Wert wurde die Leitf~ihigkeit mit einem WTW-Leitf/ihigkeitsmesser 
Typ LBR bestimmt. Die Zellenkonstante (k) betrug 0,586, die spezifische Leitf~ih,.'gkeit 
wurde nach x = k × S (S × cm -1) errechnet. 

Zur Priifung auf Dopa-Decarboxylase (EC 4.1.1.26) wurden die Schilddriisen yon 
Schwein (1 : 3) urtd Hund (1 : 8) mit aqua dest. homogenisiert, 3 Std. gegen fliessendes, 
eisgek~ihltes Leitungswasser dialysiert und 30 rain bei 30,000 g zentrifugiert. Der 
l~lberstand diente zur Inkubation der Ans/itze in der Warburgapparatur. 

Im Hauptgef?iss 1,0 ml Extrakt; 0,1 ml Iproniazid (Endkonzentration 10 --4 M), 
0,1 ml Pyridoxalphosphat (Endkonzentration 6,25 × 10 -5 M), 1,5 ml 0,4 M Phos- 
phatpuffer pH 7,0 bzw. 8,0. 

Im Kipper 0,2 ml DOPA (2 mg/3 ml Ansatz). 
Endvolumen 3,0 ml, N~---Atmosphiire, 37 °. Alle Zus/itze in aqua dest. gel6st, 

Dopa in 0,01 N HCI. Zur Ausbeutebestimmung wurden einem Ansatz 0,5 mg Dopa- 
min zugesetzt. Nach 10 rain Vorinkubation wurde das Substrat zugekippt und die 
Reaktion nach 3 Std. mit 0,5 ml 3N Perchlorsiiure gestoppt, zentrifugiert und mit 
NaOH neutralisiert. Der Oberstand diente zur biologischen Bestimmung von Dopa- 
rain am Blutdruck des narkotisierten Hundes. Kontrollansiitze ohne Dopa (Leerwert), 
mit Dopa, aber siiureinaktiviertem Enzym (Nullwert) wurden mitgefiihrt. 

ERGEBNISSE 

Histamingehalt der untersuehten Organe 
Die Schilddriise der untersuchten S/iugetiere enth/ilt mit Ausnahme des Hundes 

erhebliche Mengen Histamin (Tab. 1). 

TABELLE 1. HISTAMINGEHALT DER SCHILDDRi]SEN VERSCHIEDENER S.~U'GETIERE 

Tierart Histamingehalt Schilddriisengew. Tiergew. Versuchsz. 

Hund 4,6 4- 2,0* 1,2-12,6t 2,3 4- 0,5 0,6- 6,0 10 11 
Rind 17,1 4- 1,7 13,3-21,6 11,0 4- 0,7 9,6-12,8 800 5 
Schwein 20,9 4- 5,4 7,2-46,0 8,2 4- 0,7 6,2-12,0 100 8 
Ratte 32,0.* 0,08 0,3 2 
Meerschweinchen 20,8§ 0,11 0,4 2 

Histamingchalt in ~g/g Frischgewebe, Schilddriisengewicht in g Frischgew~¢ht, Tiergewicht in kg 
Lebendgewicht, * Mittelwert :k Standartabweichung, t Extrcmwertc, ~ Organc yon 8 Ticrcn g¢- 
mischt, § Organe yon 10 Tieren gemischt. 

Thymusrohhomogenate enthielten etwa halb so viel Histamin wie die von Schild- 
driisen (Tab. 2). 
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TABELLE 2. HISTAMINGEHALT UND HISTIDINDECARBOXYLASEN DES THYMUS 

Tierart Histamin- Histaminneubildung Thymusgew. Tiergew. Versuche 
gehalt bei pH 70 pH 8,0 

Ratte 15,1" 3,9 2,6 0,33 0,28 3 
Rind 8,5? 3,3 2,9 560 800 1 
Meerschweinchen 11,7~: 1,6 0,0 0,33 0,35 2 

Histamingehalt und Histaminneubildung in I~g/g Frischgewebe, Thymusgewicht in g Frischgewicht, 
Tiergewicht in kg Lebendgewicht, * Organe yon 7 Tieren; ?von 2 Tieren; .+ von 10 Tieren verarbeitet. 

Der Histamingehalt der Epithelki~rperchen von Ratte und Schwein betrug 9,1 bzw. 
2,0 ~tg/g Frisehgewebe (in 2 Versuchen Organe von 8 bzw. 3 Tieren verarbeitet). 

Histidindecarboxylasen der untersuchten Organe 
Die Inkubation von Rohhomogenaten der Schiiddriise mit Histidin ergab eine 

deutliche Histaminneubildung bei pH 7,0 und 8,0 (Tab. 3). 

TABELLE 3. HISTIDINDECARBOXYLIERUNG IN ANS.~.TZEN VON SCHILDDROSENHOMOGENAT 
PLUS SUBSTRAT 

Tierart Histaminneubildung Drtisengew. TGW Versuche 
pH 7,0 pH 8,0 

Hund 2,5 + 1,3" 0,I- 4,6? 2,2 4- 0,1" 0,3-4,6? 2,5 -4- 0,5 * 10" 10 
Rind 2,1 4- 0,4 1,2- 2,5 2,4 ± 0,6 1,6--3,7 11,0 4- 0,9 800 3 
Schwein 5,6 4- 2,0 2,2-11,5 4,9 4- 1,6 2,7-8,1 7,9 4- 0,5 100 6 

Histamirmeubildung in ~g/g Frisehgewebe, Drtisengewicht in g Frischgewicht, Tiergewicht (TOW) 
in kg Lebendgewicht, * Mittelwert 4- Standartabweiehung, ? Extremwerte. 

Auch die Leerwerte ohne Histidinzusatz ergaben--vor allem nach Pyridoxal- 
phosphat-Zusatz (s. unten!)----eine messbare Decarboxylierung bei pH 7,0 und 8,0, 
die auf einen reichlichen Gehalt an freiem Histidin im Homogenat schliessen lassen 
(Tab. 4). 

Mono- und Dijodhistidin, die in der Schilddriise vorkommen 17, is, hemmen 5 x 10 -8 
molar die unspezifische Histidindecarboxylase zu 50 % ;19 m~Sglicherweise sind deshalb 
die im Homogenat gemessenen Enzymaktivit/iten zu niedrig. Ob diese Substanzen 
decarboxyliert werden, ist nicht bekannt. 

Auch die Thymi von Ratte und Rind decarboxylieren bei pH 7,0 und 8,0 zuge- 
setztes Histidin; Meerschweinchenthymus nur bei pH 7,0 (Tab. 2). Im Thymus der 
Ratte war Histidindeearboxylierung auch im Leeransatz nachweisbar. In den 
Epithelkiirperchen der Ratte (Tab. 4) war sie nur nach Histidinzusatz messbar (3,1 
~tg Histamin pro g Frischgewebe pro 3 Std.). 

Der Zusatz yon 10 -2 M Histidin Ftihrt beim spezifischen Enzym zu wesentlich grSsserer 
Histaminbildung als beim unspezifiscben Enzym. Dass der Histaminzuwachs beim 
Leerwert gegertiiber dem Nullwert einer enzymatischen Reaktion entstammt, ergibt 
sieh aus dessen Zeitabh~tngigkeit. So betrug z. B. der Leerwert beim Meerschwein- 
chenfundus nach 15 rain 2,6 ~tg Histamin pro g Frisehgewebe, nach 180 min dagegen 
4,3 ~g (s. Tab. 4). 



Histamin und Histidindecarboxylasen in Schilddriise und Thymus 

TABELLE 4. HISTAMINNEUBILDUNG AUS ORGANEIGENEM SUBSTRAT 

1063 

Organe Tierart Histaminneubildung bei 
pH 7,0 pH 8,0 

Sehilddriise Hund 1,3 (4,6) 
2,1 (3,2)* 

Schwein 3,2 (5,6)? 3,5 (3,9)? 
Ratte 3,0 (4,2) 0,0 (0,0) 

Thymus Ratte 3,3 (7,1) 
Epithelk6rp Ratte 0,0 (3,1) 
Magen Ratte 0,0 (20,0) 0,0 (3,0) 
Fundus Meerschweinchen 2,6 (2,7) 

4,3 (6,9) 
Restmagen Meerschweinchen 1,5 (1,6) 

Histaminneubildung in Izg/g Frischgcwebe, in Klammern die Aktivit~it 
der Enzyme bei Substratzusatz. Bezugsgr6sse ist der "Nullwert', also 
der Ansatz mit siiureinaktiviertem Enzym. * und ? = Mittelwert aus 
3 Versuchen. 

Differenzierung der Histidindecarboxylasen der Schilddriise 
Die Bestimmung der pH--Abhangigkeit der Histaminbildung im Schilddrtisen- 

homogenat  von Rind und Schwein ergab Aktivit[itsgipfel bei pH 7,0 und 8,0 (s. 
Abb. 1). Der flachere Verlauf zum ersten und der steilere zum zweiten Gipfel stimmen 

~g 

f ' .  
J 6 ~ 

6,8 7,2 7j6 8,0 
pH 

ABB. ]. pH-Abh~ngigkeit der Histidindecarboxylierung dutch Schild--dri~nhomogenat. Ord. 
= Histaminbildung/g Frischgewebe - - © - -  Rinderschilddriise, ~ Schweineschilddrtise, - - ~ - -  
Schweineschilddriise mit a-Methyldopa 10 -3 M in jedem Ansatz (Mittelwerte aus zwei Kurven) 

Ans~itze s. Methodik! 

mit den pH-Aktivit/itskurven der spezifischen Histidindecarboxylase (Optimum 6,5- 
7,2) und der unspezifischen Histidindecarboxylase (Optimum 7,5-9,5) iiber- 
ein.Sa, 6b, 20, 31 Den Begriff"unspezifische Histidindecarboxylase" verwenden wit hier 
im Hinblick auf  Eigenschaften des Enzyms, die yon Weissbach et al. ~1 beschrieben 
wurden. 

Danach soll die unspezifische Histidindecarboxylase alle natiJrlichen aromatischen 
1-Aminos~iuren angreifen. 21 Bei h/Sher gereinigten Enzympr~iparaten aus verschiedenen 
Organen hat sich diese Aussage jedoch nicht best/itigen lassen. ~z, 23 Es muss deshalb 
fiir jedes Organ die Substratspezifitiit bestimmt werden. Die Frage, ob Schilddriisen- 
homogenat  bei pH 8,0 auch DOPA zu decarboxylieren vermag, untersuchten wir mit  
Hilfe der biologischen Bestimmung von Dopamin am Blutdruck des narkotisierten 
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Hundes. Dabei st(Srte bei der Schweinethyreoidea die feste Bindung von Histamin an 
hochmolekulare Substanzen (bei dreisttindiger Dialyse diffundierten nur etwa 30 per 
cent der vorhandenen Histaminmenge ab. Die i. v. Injektion aliquoter Volumina der 
Ans/itze von Null-, Leer- und Hauptwert bei pH 7,0 wirkte blutdrucksenkend, die des 
Hauptwerts bei pH 8,0 leicht blutdrucksteigernd. Beim Hund, dessert Schilddriise 
wenig Histamin enth/ilt, konnte beim Hauptwert pH 8,0 ein Blutdruckanstieg fest- 
gestellt werden, der einer Dopaminbildung von etwa 2,5 mg/g Frischgewebe/3 Std. 
entsprach (Abb. 2). 

Zur Differenzierung der spezifischen und unspezifischen Histidindecarboxylase 
wurden als Hemmstoffe e-Methyldopa und a-Methylhistidin bei Rohhomogenaten 
und UZ-Extrakten gepriift, a-Methyldopa hemmte 1 x 10 -3 molar das unspezifische 
Enzym zu 100 ~ ,  das spezifische zu 0 ~o. ~-Methylhistidin 5 x 10 -8 molar war bei 
beiden Enzymen ohne Einfluss; 1 x 10 -2 molar hemmte es das spezifische Enzym bei 
pH 7,0 zu 50 ~,  das unspezifische bei pH 8,0 zu 0 ~o. ~-Methyldopa verschiebt das 
pH-Optimum der spezifischen Histidindecarboxylase von 7,0 nach 7,2 (Abb. 1); 
deshalb war bier auch bei pH 7,65 noch Histidindecarboxylierung feststellbar. Benzol 
hemmte das spezifische Enzym in Dial-Extrakten zu 40 ~.  Der Effekt ist nicht durch 
Einfluss des Benzols auf die Histaminbestinlmung vorget/iuscht. 

Auch der Einfluss verschiedener Pufferarten und -konzentrationen auf die Aktivitat 
der Histidindecarboxylasen kann zur Differenzierung der beiden Enzyme herange- 
zogen werden. 

TABELLE 5. AKTIVIT*T DER HISTIDINDECARBOXYLASEN DER HUNDESCHILDDRUSE BEI 
VERSCHIEDENEN PLIFFERLOSUNGEN 

pH Phosphat TRIS-Maleat TRA-Puffer Signifikanz 

7,0 2,5 ± 1,14" 4,6? 0,8 ± 0,8 0,0 1,3 4- 0,69 3,0 Phos.: TRIS 
4,2 3,2 1,8 P < 0,05 
0,9 0,0 0,4 Phos.: TRA 
0,1 0,0 0,0 P < 0,075 

8,0 3,9 4,6 3,4 3,6 4,8 3,6 
3,2 3,2 6,0 

Aktivitfit in t~g neugebildetes Histamin/g Frischgewebe, pH 7,0 entspricht dem spezifischen Enzym, 
pH 8,0 dem unspezifischen, * Mittelwert 4- Standartabweichung, ? Einzelwerte. 

Wiihrend die Pufferart die Aktivit/it der unspezifischen Histidindecarboxylase in 
Haupt- und Leerwert wenig beeinflusste, verringerte TRA-Puffer die des spezifischen 
Enzyms ann/ihernd signifikant, TRIS-Maleat hoch signifikant. Die Nullwerte stimm- 
ten in allen drei Puffern iiberein, weshalb St~rungen der Histaminmessung ausge- 
schlossen erscheinen. 

Die Enzymaktivitiit bei Anderung der Ionenkonzentration untersuchten wir anhand 
verschiedener Phosphatkonzentrationen (Abb. 3). Sie war fiir das spezifische Enzym 
bei 0,2 M, fiir das unspezifische bei 0,4 M Phosphatpufferl~Ssung optimal. 

Die iiberzeugendste Differenzierung der Histidindecarboxylasen der Schilddriise 
gelang durch ihre Trennung durch Gelfiltration mit Sephadex. Wie oben beschrieben 
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ABB. 2. Dopadecarboxylierung durch Homogenat von Hunde-Thyreoidea (I: 8 homogenisiert) 
Ansltze s. Methodik! Hund, 8 kg, Morphium-Pernoctonnarkose, kiinstliche Beatm;lng, Carotis- 
blutdruckkurve mit Ludwigschem Quecksilbermanometer: T.V. Injektion bei 1. 1 ml Ansatz mit 
Dopa und slureinaktiviertem Homogenat. 2. mit Dopa und intaktem Homogenat bei pH 8,0. 

3. wie 2., aber bei pH 7,0. 4. mit Dopamin (0,s mg/Ansatz). 
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Fg 

I 1 I I 
O, I 0,2 O,3 0~4 

Molorit~t, m 

I I I I 
2 3 4 5 

spez. Leitf~higkeit, XlO - t  Sxcm -~ 

ABB. 3. Abh~ingigkeit der Histidindecarboxylasen der Schweineschilddriise vonlPufferkonzentration 
und Leitfihigkeit. Mittelwert aus zwei Versuchen, Ord. = Histaminbildung/g Frischgewebe, Ab- 
szisse ---- Phosphatpufferkonzentration (O) und spez. Leitfiihigkeit (ff]). + spezifische Histidin- 

decarboxylase, - - O - -  unspezifische Histidindecarboxylase (Ansiitze s. Methodik !). 

wurden UZ-Extrakte auf  eine S~iule aufgetragen und Durchflussvolumina von je 
5,5-6,0 ml for Ansiitze verwendet. Die Bestimmung der Aktivit~it der Histidinde- 
carboxylaser~ bei pH 7,0 und 8,0 nach Zusatz von Pyridoxalphosphat (6,25 x 10 -5 M) 
ergab die in Abb. 4 wiedergegebene Verteilung. Mit Sephadex G 75 liess sich das 

1,0 

Fg 

0°5 

0,0 / k 
20 4O 6O 

ml. 

ABB. 4. Trennung der Histidindecarboxylasen der Schweineschilddr0se mit Sephadex G 100. In- 
kubationsdauer 60 min Ord. = Histamin bildung/l,5 ml Durchlauf, Absz. = Durchflussvolumen. 
Der erste Gipfel entspricht der unspez. Histidindecarboxylase (Aktivitfit bei pH 8,0, keine bei pH 
7,0), der zweite der spezifischen Histidindecarboxylase (Aktivitiit bei pH 7,0, keine Aktivitiit bei 

pH 8,0) Versuchsbedingungen s. Methodik! 

unspezifische Enzym teilweise, mit Sephadex G 100 vollst~'ndig vom spezifischen 
Enzym abtrennen. Die unspezifische Histidindecarboxylase erscheint im Durchfluss 
zuerst, hat also ein hOheres Molekulargewicht als die spezifische Histidindecarboxy- 
lase, sofern sie nicht als Symplex mit einer anderen Substanz vorliegt. Die Histamin- 
bestimmung der Ans~itze mit  den h0chsten Decarboxylase-Aktivitiiten am isolierten 
Meerschweinchenileum ergab CIbereinstimmung der Messwerte mit der Fluorimetrie, 
die Nullwerte ergaben keine Histaminneubildung. 
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Aktivitiit der Histidindecarboxylasen der Schweineschilddriise in Gegenwart von 
Pyridoxalphosphat 

In vitro werden nach Bergeret et al. 24 Pyridoxalphosphatenzyme der Rat@ z. B. 
die Dopa-Decarboxylase der Leber, durch Schilddriisenhormone gehemmt ; in vivo 
wird aber nach BjurS et a1.2w die Histidindecarboxylase des Magens aktiviert. Wir 
untersuchten den Einfluss von Pyridoxalphosphat bei der Schilddrtise des Schweines. 
In Rohhomogenaten wurde die spezifische Histidindecarboxylase aktiviert, die un- 
spezifische gehemmt. Im Dial- und UZ-Extrakt wurden dagegen beide Enzyme 
aktiviert (s. Tab. 6). 

TABELLE 6. EINFLUSS VERSCHIEDENER PYRIDOXALPHOSPHAT-KONZENTRATIONEN AUF DIE 
AKTIVITAT DER HISTIDINDECARBOXYLASEN DER SCHWEINESCHILDDR~~SE 

PALP- Rohhomogenat Dial-Extrakt UZ-Extrakt 
Zxuf;_$+& PH 790 PH 890 PI-I 790 PH 890 pH 7,0 pH 8,0 pH 7,0 pH 8,0 

Leerwert Hauptwert Hauptwert Hauptwert 

08 3,2 pg 090 095 090 094 

0,63 7;: 

% 

1,25 +180 : 2: - 18 
2,50 -100 - 54 
3,13 190 197 0,3 190 
3.75 + 70 -100 
6;25 - 

12,50 
77 - 44 

t:: 
777 299 2,7 

Bei Homogenaten Aktivierung bzw. Hemmung ausgedriickt in +bzw. - % des Ausgangswertes, 
bei Extrakten in ug neugebildetes Histamin/g Frischgewebe. Ansatz bei pH 7,0 entspricht dem 
spezifischen, bei 8,0 dem unspezifischen Enzym. PALP = Pyridoxalphosphat. 

Auch die Saulenfraktionen wurden mit 6,25 x 10e5 M Pyridoxalphosphat bei 
pH 7,0 und 8,O versetzt und ergaben die in Abb. 4 angegebenen Werte. Die Restak- 
tivitat des unspezifischen Enzyms nach der Dialyse ist auf die festere Bindung van 
Co- und Apo enzym, im Verhaltnis zum spezifischen Enzym, zurtickzufuhren.20 Die 
grossere Aktivierung bzw. Hemmung durch Pyridoxalphosphat im Leerwert zeigt, 
dass die Wirkung des Pyridoxalphosphats von der Substratkonzentration abhangt. 
Die Hemmung der spezifischen Histidindecarboxylase durch 12,5 x IO-5 M Pyri- 
doxalphosphat im Dial-Extrakt wird durch die tiberoptimale Konzentration verur- 
sacht, wie friiher schon gezeigt.3 In Dial- und UZ-Extrakten erfolgt zunachst ein 
geringer, dann ein steiler Anstieg der AktivitHt mit aufsteigender Pyridoxalphosphat- 
Konzentration (s. Tab. 6). Wahrscheinlich wird ein Teil des Pyridoxalphosphats 
durch Komplexbildung mit dem Substrat oder durch Bindung an andere Enzyme 
verbraucht (s. Diskussion). 

DISKUSSION 

(a> Histamin und andere biogene Amine in der Schilddriise 
Der Histamingehalt der Schilddriise des Hundes ist sehr vie1 niedriger als der von 

Rind und Schwein. Der Anteil des Organs am Gesamtkorpergewicht ist beim Hund 
rund 0,025 %, beim Schwein 0,008 % und beim Rind 0,0014 ‘A. Der Vergleich des 
Grundumsatzes der drei Tierarten, 1550, 2200 und 2250 Cal/g/Tag16 ftir Schwein, 
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Rind und Hund l~isst keine Beziehung zum relativen oder absoluten Schilddriisen- 
gewicht oder zum Gesamthistamingehalt des Organs, ebensowenig zwischen Histamin- 
konzentration und Grundumsatz erkennen. 

Die Lokalisation von Histamin in der Schilddriise war bisher nicht untersucht. Der 
Mastzellgehalt des Organs ist von Tier zu Tier verschiedena4; er ist beim Menschen 
und Meerschweinchen gering, a5 bei Ratte und--im Gegensatz zum Histamingehalt-- 
beim Hund sehr hoch. ~4, 88 Da die Zahl der Mastzellen bei Hund und Meerschwein- 
chen mit dem Histamingehalt nicht parallel verl~iuft, kommt wie in Speicheldriisen 
und Magen s, 4 auch in der Schilddrtise Histamin wahrscheinlich noch in anderen 
Zellen vor. Auch das Kolloid kt~nnte im Ausschwemmungs- und evtl. auch im Neu- 
bildungsstadium Histamin binden, da die gr~Ssseren Vakuolen wie die Mastzellen 
Metachromasie aufweisen. 12 Sie enthalten saure Mucopolysaccharide (zu ihrer 
Bedeutung fiir die Histaminspeicherung 3, 4). Im Kolloid kommt nach Graumann a7 
nur noch ein fest an Thyreoglobulin gebundenes, nicht metachromotropes Muco- 
polysaccharid vor. 

Ausser Histamin wurde in der SchilddriJse noch Serotonin nachgewiesen, as Da 
zahlreiche Geflechte iiberwiegend sympathischer Nerven z2, aa die Schilddriise durch- 
ziehen, ist auch das Vorkommen von Adrenalin, das bisher nicht untersucht wurde, 
sehr wahrscheinlich, neben Spuren von Phenyl/ithylamin und Dopamin. 40 Die 
Schilddrtisenhormone beeinflussen den Umsatz und die Wirkung der biogenen Amine 
erheblich. Die Hyperthyreotiker sind gegeniiber Adrenalin besonders empfindlich und 
neigen zu anaphylaktischen Reaktionen. 41, 48 Auch beim Meerschweinchen erhOht 
Thyreoideaextrakt die Empfindlichkeit gegeniiber Anaphylaxie und Histaminintoxi- 
kation. 4s Thyroxin verringert die Histamin- und Serotoninresistenz der Maus, 44 
w/ihrend Methyluracil sie erh/Sht. 45 Thyroxin sensibilisiert die Ratte gegen 
Dextran, Eiweiss, Polymyxin B, 48/80, Histamin und Serotonin, haupts~ichlich durch 
Hemmung der Darmhistaminase. ~b Nach Bjur~ et al. 25a ist die erh/Shte Histaminaus- 
scheidung im Urin eine Folge vermehrter Histaminbildung im Magen. Die Erh~Shung 
des Histaminspiegels der Haut im Hyperthyreoidismus von Mensch und Ratte wird 
mit verminderter Histaminaseaktivit/it erkl/irt. 4e, 47 Bei der Hypothyreose der Ratte 
steigt die Monaminoxydase-Aktivit~it der Leber stark an; 4s das Enzym wird wie die 
Diaminoxydase durch Thyroxin gehemmt. Die Aktivit[it der Dopadecarboxylase der 
Rattenleber ist als Folge der Senkung des Pyridoxalphosphat--Gewebsspiegels bei 
Thyreotoxikose vermindert. 24 Thymektomie erh~iht die Empfindlichkeit der Ratte 
gegen Histamin nicht signifikant. 49 

(b) Histidindecarboxylasen 
Die Histidindeearboxylasen werden durch Pyridoxalphosphat unterschiedlich be- 

einflusst.S, so, 50, 51 Geringe Zus~ttze im Bereich von 10 -5 bis 10 -e M aktivieren die 
spezifische Histidindecarboxylase, griSssere hemmen. Das Mass von Aktivierung und 
Hemmung h~ingt ausser yon methodisehen Voraussetzungen vom Coenzymgehalt der 
einzelnen Organe ab. sz Aueh der Gehalt der Ans~itze an Histamin und Histidin spielt 
eine Rolle, da beide mit Pyridoxalphosphat Kondensate bilden. 5s Ein anfiinglicher 
"Verbrauch" yon Pyridoxalphosphat wurde in Dial- und UZ-Extrakten nachge- 
wiesen (s. oben). 

Obwohl die Aktivit~it der unspezifischen Histidindecarboxylase durch Dialyse stark 
abnimmt, bleibt das Coenzym zum grossen Teil am Apoenzym ~° gebunden. Diesen 
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Widerspruch konnten Awapara et aL 54 ftir die Dopadecarboxylase aufkliiren: Nach 
teilweiser Reinigung des Enzyms rnit Sephadex-DEAE war die Bande ftir Pyri- 
doxalphosphat bei 415 m/z zwar noch vorhanden und wurde durch Pyridoxalphosphat- 
Zugabe nicht verstiirkt; trotzdem wurde die Aktivit/it des Enzyms stark gesteigert. 
Die Schiffsche Base wird also yon der Dialyse und dem nachfolgenden Pyridoxal- 
phosphat-Zusatz offenbar nicht betroffen, der Cofaktorbedarf h/ingt somit nicht 
allein vom Pyridoxalphosphat als prostethischer Gruppe ab. Dem entspricht die 
Aktivierung der unspezifisehen Histidindecarboxylase durch Codecarboxylase 3 in 
Speicheldrtisenhomogenaten und Schilddriisenextrakten. Die Hemmung des Enzyms 
in Rohhomogenaten der Thyreoidea l/isst sich durch Bildung eines Hemmstoffs aus 
Pyridoxalphosphat und einer dialysablen Substanz erkl/iren, z. B. durch Jodhistidin, 
Histamin oder Thyroxin; 19 olie Reslitron dtirfte fiber eine Zyklisierung der 
Schiffschen Base zwischen Pyridoxalphosphat und Hemmstoff zustandekommen. 5~ 

Die Reaktion zwischen Pyridoxalphosphat, Apoenzym, Substrat und Hemmstoff 
verliiuft bei der aromatischen Aminos/iuredecarboxylase sicher an mehreren An- 
griffspunkten, wie die Darstellung von Udenfriend zeigt. 5e 

Wichtig erscheint in diesem Zusammenhang, dass eine Gruppe antithyreoidaler 
Substanzen, die Thioimidazole, starke Histidindecarboxylasehemmer sind. 57, 58 Be- 
deutsame Vertreter, wie 2-Mercaptoimidazol und Ergothionein 57 wurden von 
Mackay :9 als Hemmstoffe beider Histidindecarboxylasen erkannt. Jodkali 57 hemmt 
nur das unspezifische Enzym, 29 Hesperidinmethylchalkon, das die Jodl31-Aufnahme 
steigert, 57 hat keinen Effekt. 59 Dagegen wirkt auch Antistin antithyreoidal. 57 Phos- 
phatpuffer schtitzt offenbar, wie bei der Glutaminsiiuredecarboxylase, 27, 30 das 
Coenzym vor Phosphatasen. HShere Phosphatpuffer-Konzentrationen hemmen kom- 
petitiv oder nicht kompetitiv das Enzym. 27 TRIS-Puffer, nach Krebs et al. 2s fiir 
• Homogenate ohnehin ungeeignet, wurde auch ftir die Dopadecarboxylase der Leber 
abgelehnt. 2z Weissbach et al. 21 verwandten ihn aber 0,1 M ftir die unspezifische 
Histidindecarboxylase versehiedener Organe; die der Schilddrtise wird nach unseren 
Befunden ebenfalls nicht beeintr/ichtigt. 

(c) Bedeutung des Histamins in oberen Verdauungstrakt 
Die Bedeutung yon Histamin in der Schilddrfise Jst--wie auch bei anderen Organen 

--unbekannt.  Ebenso ist ungekl/irt, ob die ErhOhung des Grundumsatzes durch 
Histamina3, 60, e: tiber die Schilddrfise, die Nebenniere oder durch peripheren Ein- 
fluss des biogenen Amins zustandekommt. Vermuten kann man aber auf Grund 
seines Vorkommens, seiner pharmakologischen Wirkungen bei Magen, Speichel- 
drfisen und auf Grund yon Modellversuchen hin sichtlich seiner Membranwirkung, e2 
dass Histamin bei Sekretionsvorg/ingen, vor allem im oberen Verdauungstrakt, eine 
physiologische Rolle spielt. 

Zusammenfassung--In der Schilddriise yon Hund, Rind und Schwein finden sich im 
Durchschnitt 4,6; 17,1 bzw. 20,9 Wg Histamin/g Frischgewebe, im Thymus von Ratte 
und Rind 8,8 bzw. 8,5 t~g. Beziehungen der Histaminkonzentration zur H0he des 
Grundumstazes sind nicht erkennbar. In der Schilddriise yon Hund, Rind und Schwein 
wurden zwei ziemlich aktive Histidindecarboxylasen nachgewiesen, durch pH-Optimum 
bei 7:0 und 8,0, a-Methyldopa und a-Methyihistidin und durch Benzol als spezifische 
und unspezifische Histidin decarboxylase charakterisiert. Auch im Thymus von Ratte 
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und Rind wurde Histidin bei pH 7,0 und 8,0 decarboxyliert. Pyridoxalphosphat akti- 
viert in Rohhomogenat yon Schweineschilddrtisen in 1..25-3.75 × 10 -5 M Konzentra- 
tion die spezifische Histidindecarboxylasc, hemmt die unspezifische, in Abhfingigkeit 
v o n d e r  Substratkonzentration. In dialysierten und ultrazen trifugierten Extrakten 
sowie in Sephadex S~iulenfraktionen aktiviert es in 3,13-6,25 x 10 -5 M Konzentration 
beide Enzyme, hemmt erst bei 1,25 x 10 -4 M Konzentration die spezifische Histidin- 
decarboxylase. In Phosphatpuffer (0,1 M) zeigt das spezifische Enzym eine h6here 
Aktivit[it als in TRA- und vor allem TRIS-Puffer. Das unspezifische Enzym ist in seiner 
Aktivit~it unver~indert. Ffir die spezifische Histidindecarboxylase ist 0,2 M Phosphat- 
puffer die gfinstigste Konzentration, ftir die unspeziflsche 0,4 M. Hinsichtlich des 
Einflusses der Ionenst~rke verhalten sich beide Enzyme entgegengesetzt. Ober Sephadex 
G 75 bzw. G 100 erfolgt eine Trennung der beiden Enzyme. Die unspezifische Histidin- 
decarboxylase hat ein gr6sseres Molekulargewicht als die spezifische, es handelt sich 
um zwei verschiedene Enzyme, nicht um zwei verschiedene Aktivit~itszentren am 
gleichen Protein. Homogenate von Schweine- und Hundethyreoidea decarboxylieren 
bei pH 8~0 anch Dopa zu Dopamin. Beim Hand konnte eine Neubildung von 2,5 mg 
Dopamin/g Gewebe/3 Std. nachgewiesen werden. Die Lokalisation des Histamin, die 
Beziehungen der Schildrtisenhormone zu Umsatz und Wirkung yon Histamin, Serotonin 
und Adrenalin, die Wirkung von Pyridoxalphosphat auf die Histidindecarboxylasen 
und die Bedeutung des Histamin for die Physiologie des oberen Verdauungstrakts 
werden diskutiert. Vor allem wird auf die Beziehung zwischen antithyreoidalen Sub- 
stanzen und Histidindecarboxylasehemmstoffen hingewiesen. 
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