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In fritheren Versuchen 1234 hatten wir bereits in mehreren Testen nachgewiesen,
dass die weissen Blutkorperchen, und zwar wahrscheinlich vor allem die eosinophilen
Leukozyten, eine stark antihistaminwirksame Substanz enthalten.

Die Ergebnisse dieser Versuche hat VERCAUTEREN %% durch Ausarbeitung einer
geistreichen Methode vollkommen bestitigen kénnen.

Das Ziel unserer weiteren Untersuchungen war die Isolierung des Wirkstoffes.
Binnen zweleinhalb Jahren ist es gelungen, durch Aufarbeiten von insgesamt 6000 Liter
Rinderblut — in je 50-100 Liter-Portionen — den Wirkstoff in praktisch reinem Zu-
stande darzustellen und seine nidheren Eigenschaften kennen zu lernen.

Methode zur Priifung der Wirksambkeit und Isolierung

Die Bestimmung der Antihistaminwirkung geschah an Meerschweinchen mit dem schon ander-
weitig eingehend beschriebenen o.4%,-igen Histaminaerosol-Test?® 7. Samtliche Tiere wurden vor
Versuchsbeginn titriert und nur diejenigen verwendet, die binnen 30—-9o Sekunden einen subletalen
Bronchuskrampf bekamen. Als wirksam wurde die Substanz betrachtet, die bewirkte, dass die Tiere
10 Minuten ~— ohne einen Anfall zu bekommen - das 0.4° (’,ige Histaminaerosol vertrugen. Die
Verabreichung des Stoffes geschah immer auf die gleiche Weise. Ein gewisser Teil des dtherischen
Extraktes bzw. der chromatographierten Fraktion wurde in Ather gelost, dem Ather 3-3.5 ml dest.
Wasser und 1-2 Tropfen NJHCI beigefiigt. Nach der Entfernung des Athers im Vakuum bei 30-35° C
wurde der wisserige Riickstand neutralisiert und den Meerschweinchen intraperitoneal injiziert.
Der Antihistamineffekt ist etwa 5-8 Stunden lang gut nachweisbar.

Die weissen Blutkoérperchen wurden mit der Methode von SziLirp® aus Rinder-
blut isoliert bei —15° C Tiefkiihlung zertriimmert und in saurem Milieu (pH 5.0-5.5)
mit Quarzsand homogenisiert. Dieses Material wurde neutralisiert (pH 6.9-7.0), nach
5-10 Minuten langem Stehen zentrifugiert und der Niederschlag nach Abgiessen der
itberstehenden Fliissigkeit mit 0.04 N/HCI homogenisiert und mit 0.04 N HCI versetzt,
bis pH 2—2.1 erreicht war. (In diesem Zustande ist der Wirkstoff, mit wenig Athylither
tiberschichtet, bei ——15° C lange Zeit ohne Zersetzung haltbar.) Nach 4-6-stiindigem
Stehen bei 0° C und Neutralisieren mit N/KOH (pH 6.9—7.1) wurde das Material mit dem
3-5-fachen Volumen Ather ausgeschiittelt.

Nun wird der den Wirkstoff enthaltende idtherische Extrakt auf 5~7 ml eingeengt.
Wir chromatographieren danach auf einer Siule in Athylither suspendierten (12 - 2.5
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cm) Al,Oy's (nach BrRockMany). Insgesamt wurden 10-12 Fraktionen von je 3040 ml
aufgefangen.
Eluievung 1: 100 ml Petrolither (40-55° C 70 ml — 60-80° C 30 ml)
Eluierung 2: 100 ml Petrolither (40-55° C 60 ml — 60-80° C 40 ml)
( )
{ )

Eluierung 3: 100 ml Petrolidther (40-55° C 40 ml — 60-80° C 60 ml
Eluierung 4: 100 ml Petrolidther (40-55° C 50 ml — 60-80° C 50 ml

In den Fraktionen 4-8 ist der Wirkstoff regelméssig anzutreffen, wihrend die unwirk-
same, ziemlich grosse Fettmenge sich in der 2. Fraktion befindet und die ebenfalls sehr
betrichtliche Cholesterinmenge in der Siule bleibt.

Der chromatographierte Wirkstoff enthdlt nurmehr minimale Verunreinigungen
und 0.1-0.3 mg/kg entfalten einen sicheren Antihistamineffekt.

Er ist gut loslich in absol. Athanol, Ather, Chloroform, Petrolither, Tetrachlor-
kohlenstoff usw., aber sehr leicht zersetzlich. In L&sungsmitteln, bzw. zur Trockene
verdampft, wird er — auch bei —15° C aufbewahrt — binnen 24 Stunden unwirksam
1m Vakuum, mit CO, tiberschichtet, kann er aber im Tiefkiithlschrank (—15° C) wochen-
lang ohne Zersetzung gelagert werden,

Untersuchungen iiber die ketosteroide Natur des Stoffes

Die einmal chromatographierten, wirksamen Fraktionen wurden in 3-5 ml Athyl-
dther aufgenommen und an einer 8 x I ¢m hohen Al,O, Sidule noch einmal chromato-
graphiert.

Eluierung 1: 40 ml Petrolither (31 ml 40~55°C — ¢ ml 60-80° C)
Eluierung 2: 25 ml Petrolather (10 ml 40-60° C — 15 ml 60-80° C)
Eluierung 3: 40 ml Aethylither

Insgesamt wurden 8-g Fraktionen von durchschnittlich je 10-15 ml aufgefangen;
der Wirkstoff war in der 2.—5. Fraktion enthalten.

Das so gewonnene reine Material erscheint schon vollkommen farblos und einheit-
lich, 300 4 enthalten nach den papierchromatographischen Untersuchungen weder
Aminosduren, noch Polipeptide in nachweisbarer Menge (5 v).

Seine Loslichkeit aber, sowie seine Eluierung aus Al,O, lassen eine Steroid-Natur
vermuten.

Papierchromatographische Untersuchung auf Steroide

Wegen der Zersetzlichkeit des Stoffes konnte die weit verbreitete Zaffaroni'sche
Methode nicht Verwendung finden; am besten geeignet erschien uns das von PECHET®
beschriebene papierchromatische Verfahren.

0.5-2.0 mg Wirkstoff — in 0.2 ml absol. Aethanol + 0.2 ml Ather gelost — wurde
auf einen Filtrierpapierstreifen — Whatman Nr.1 — von 4 cm Breite aufgetragen.
Als Kontrolle liefen kristallines Pregnandion-3,20 und Cortisonacetat auf je z cm
breiten Filtrierpapierstreifen. Laufzeit 23/, Stunden bei 25-26°C im Dunkeln. Wahrend
dieser Zeit war das Losungsmittel 25-26 cm gewandert, wihrend der Leukozytenwirk-
stoff mit der Zimmermannschen Reaktion'® bei 20-24 cm, das Cortison bei 18-21 cm
und Pregnandion-3,20 bei 19~23 cm nachweisbar war.

Ausser diesem Wirkstoff enthielt das Papier keine weiteren in Reaktion tretenden
Substanzen, was dafiir spricht, dass bei diesem Reinheitsgrade nurmehr dieses eine
Steroid anwesend ist.

Dass wirklich die mit dem Entwickler nachgewiesene Substanz fiir die Wirkung
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verantwortlich ist, bewiesen wir, indem von dem 4 cm breiten Filtrierpapier einen 1 ¢cm
breiten Streifen ausschnitten und entwickelten und aus dem iibriggebliebenen 3 cm
breiten Gebiet die Substanz mit einem Gemisch aus 20 ml Chloroform -+ 20 ml Athyl-
dther eluierten. Die Antihistaminwirksamkeit des Stoffes war mit Sicherheit nach-
weisbar,

Untersuchungen zum Beweise dessen, dass der Wirkstoff ein Ketosteroid ist

1. U.V.-Absorption: positiv.

2. Modifizierte Zimmermann-Reaktion auf Whatman Filtrierpapier Nr. 1(10):
braunlich purpurne Farbe, die fiir die 20-Ketosteroide charakteristisch ist (SAVARD).
Ziemlich schwach, erst 40-100 g sichern gute Sichtbarkeit.

3. 2-¢g-Dinitrophenylhydrazin-Reaktion'l: gelbe Farbe, die sofort in Erscheinung
tritt. Benétigt werden ebenfalls 40-100 g.

Weitere Versuche zur niheren Evkennung des Wirkstoffes

1. Absorptionsspektrum: — bestimmt im Beckmann-Spektrophotometer — zwischen
210 und 500 mgy.

(a) in absol. Athanol. Konzentration: 5 mg (1o ml). Maximum bei 255 und 335 mg.

(b) in konz. H,S0,12 Konz.: 5 mg (10 ml) nach 2-stiindigem stehen. Maximum bei
230, 315 und 410 mu. Verglichen mit den fiir die schon bekannten Steroide von R. I.
DorrMan'® und BERNSTEIN'? zusammengefassten Angaben stimmten die erhaltenen
Maxima mit keinem einzigen der Steroid Absorptionsmaxima iiberein. Dies schliesst
aber die Méglichkeit nicht aus, dass es sich bei dem unsererseits isolierten Material um
schon bekanntes Steroid handelt, da es wahrscheinlich noch minimale Verunreinigungen
enthilt, die seinen tatsichlichen Wert verindern konnen.

2. Am Papierchromatogramm ist die Reaktion mit basischem AgNO, sehr schwach:
mit 100-150 g Wirkstoff werden eher graue als dunkelbraune Tupfen erhalten.

3. Phosphorsdure-Reaktion'*: negativ.

4. Gelbe Fluoreszenz' nach Erhitzen: schwach positiv.

Die angefiihrten Versuche erscheinen von zwei Gesichtspunkten aus wichtig:

1. Sie beweisen, dass die weissen Blutkdrperchen, und zwar wohl vorwiegend die
eosinophilen Leukozyten, wahrscheinlich aber auch andere Organe, ein sehr wirksames,
natiirliches Antihistaminpriparat enthalten. Diese Erkenntnis wird wahrscheinlich eine
Modifizierung unserer bisherigen Auffassungen und Kenntnisse iiber die Rolle der weissen
Blutkérperchen (eosinophilen Leukozyten) im Organismus nétig machen.

2. Sollte der unzweifelbare Nachweis gelingen, dass die von uns isolierte Substanz
tatsichlich ein Ketosteroid darstellt, so bedeutet dies, dass eine Gruppe der Steroide
iiber eine bisher unbekannte, neue wichtige biologische Wirksamkeit verfiigt.

Weitere Untersuchungen zur Aufdeckung der chemischen Eigenschaften unserer
Substanz, zum Nachweise etwaiger anderer biologischer Wirkungen, zur Klirung der
Rolle der Nebenniere und des Entstehungsmechanismus des Stoffes sind im Gange.

Den Forschungsinstitut der Arzneimittelindustrie (Budapest) sei fiir die finanzielle
Unterstiitzung dieser Arbeit, Herrn Dr. B. Tanos fiir seine Hilfe und Ratschlige bei
der Chromatographie, sowie Herrn Doz. Dr. J. HiREs fiir die Durchfithrung der spek-
trophotometrischen Untersuchungen sei auch an dieser Stelle herzlichst gedankt.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wurde nachgewiesen, dass es sich bei dem in den eosinophylen Leukozyten befindlichen
Antihistaminstoff aller Wahrscheinlichkeit nach um ein Ketosteroid handelt.

SUMMARY

It has been demonstrated that the antihistamine material found in the eosinophylic leucocvtes
is in all probability a steroid.

RESUME

Les auteurs ont démontré que la substance antihistaminique qui se trouve dans les leucocytes
éosinophyles est, selon toute vraisemblance, un cétostéroide.
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