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In  frfiheren Versuchen a, 2,a,~ ha t ten  wir bereits in mehreren Testen nachgewmsen, 
dass die weissen Blutk6rperehen,  und  zwar wahrseheinlich vor allem die eosinophilen 
Leukozyten,  eine stark an t ih i s taminwirksame Substanz  enthal ten.  

Die Ergebnisse dieser Versuche hat  VERCAUTEREN 5,6 durch Ausarbe i tung einer 
geistreichen Methode vol lkommen best~itigen kannen.  

Das Ziel unserer  weiteren Unte rsuchungen  war die Isol ierung des Wirkstoffes. 
Binnen  zweieinhalb Jahren  ist es gelungen, dureh Aufarbei ten von insgesamt 6oo0 Liter 
R i n d e r b l u t -  in je 5o-Ioo  L i t e r - P o r t i o n e n -  den Wirkstoff in praktiseh reinem Zu- 
s tande darzustel len und  seine n~iheren Eigenschaften kennen zu lernen. 

Methode zur Prii /ung der Wirksamkei t  und isolierung 

Die Bestimmung der Antihistaminwirkung geschah an Meerschweinchen mit dem schon ander- 
weitig eingehend beschriebenen o.4%-igen Histaminaerosol-Testa, 7. SXmtliche Tiere wurden vor 
Versuchsbeginn titriert und nur diejenigen verwendet, die binnen 30-90 Sekunden einen subletalen 
Bronchuskrampf bekamen. Als wirksam wurde die Substanz betrachtet, die bewirkte, dass die Tiere 
lo Minuten - ohne einen Anfall zu bekommen das o.4%ige Histaminaerosol vertrugen. Die 
Verabreichung des Stoffes geschah immer auf die gleiche \Veise. Ein gewisser Teil des /itherischen 
Extraktes bzw. der chromatographierten Fraktion wurde in -(ther gel6st, dem .~ther 3 3.5 ml dest. 
\Vasser und I 2 Tropfen N/HC1 beigefiigt. Nach der Entfernung des Athers im Vakuum bet 3o 35 > C 
wurde der wfisserige Riickstand neutralisiert und den Meerschweinchen intraperitoneal injiziert. 
Der Antihistamineffekt ist etwa 5 8 Stunden lang gut nachweisbar. 

Die weissen Blutk6rperchen wurden mit  der Methode von SZlL.4R> ~ aus Rinder-  
blut isoliert bet ---I5 ° C Tiefkfihlung zertrfimmert und  in saurem Milieu (pH 5.0-5.5) 
mit  Quarzsand homogenisiert .  I)ieses Material wurde neutral is iert  (pH 6.q-7.o), nach 
5 - Io  Minuten langem Stehen zentrifugiert  und  der Niederschlag nach Abgiessen der 
i iberstehenden Flfissigkeit mit  0.o 4 N/'HC1 homogenisiert  und mit  0.o 4 N HC1 versetzt, 
bis pH e-2 . I  erreicht war. (In diesem Zustande ist der Wirkstoff, mit  wenig ,X, thyla ther  
fiberschichtet, bet - - I 5 : '  C lange Zeit ohne Zersetzung haltbar.) Nach 4~6-stfindigem 
Stehen bet o ° C und  Neutralisieren mit  N / K O H  (pH 6.9-7.i)  wurde das Material mit dem 
3-5-fachen Volumen ,:ither ausgeschtittelt .  

Nun wird der den Wirkstoff en tha l tende  ~therische Ex t rak t  auf 5-7 ml eingeengt. 
Wir  chromatographieren danach auf ether ,q~iule in -{thvlfither suspendierten (I2 z.5 
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cm) Al~O3's (nach BROCKMANN). Insgesamt wurden Io-12  Frak t ionen  yon je 3o-4o ml 
aufgefangen. 

Eluierung :r: IOO ml PetrolAther (4o-55 ° C 7 ° m l - -  60-80 ° C 30 m|) 
Eluierung 2: ioo ml Petrol~ther (4o-55° C 60 m l -  6o-8o° C 4 ° ml) 
Eluierung 3: ioo ml PetrolXther (4o-55 ° C 4 ° m l -  60-80 ° C 60 ml) 
Eluierung 4: ioo ml Petrol~.ther (4 ° 55 ~ C 5 ° ml - -  60-80 ° C 50 ml) 

In  den Frak t ionen  4-8 ist der Wirkstoff regelm~ssig anzutreffen, w~hrend die unwirk-  
same, ziemlich grosse Fe t tmenge  sich in der 2. F rak t ion  befindet und  die ebenfalls sehr 
bet r~cht l iche Cholesterinmenge in der S~ule bleibt .  

Der chromatographier te  Wirkstoff enth~l t  nu rmehr  minimale  Verunreinigungen 
u n d  O.l-0. 3 mg/kg ent fa l ten  einen sicheren Antihis tamineffekt .  

Er  ist gut 16slich in absol. ~'~,thanol, ,'~,ther, Chloroform, Petrol~ther,  Tetrachlor-  
kohlenstoff usw., aber sehr leicht zersetzlich. In  L6sungsmit te ln ,  bzw. zur Trockene 
verdampft ,  wird er - -  auch bei - - I 5  ° C aufbewahrt  - -  b innen  24 S tunden  unwirksam 
im Vakuum,  mit  CO2 iiberschichtet,  kann  er aber im Tiefkfihlschrank ( - - I 5  ° C) wochen- 
lang ohne Zersetzung gelagert werden. 

Untersuchungen iiber die ketosteroide Natur des Stoffes 

Die e inmal  chromatographier ten,  wirksamen Frak t ionen  wurden in 3-5 ml ,'~thyl- 
~ther aufgenommen und  an einer 8 ~ I cm hohen A120 3 S~ule noch einmal  chromato- 
graphiert .  

Eluierung i: 4 ° ml Petrol~.ther (31 ml 4o-55 ° C - -  9 ml 60-80 ° C) 
Eluierung 2: 25 ml Petroli~ther (io ml 4o~o ° C - -  15 ml 60 80 ° C) 
Eluierung 3: 4 ° m l  Aethyl~.ther 

Insgesamt wurden 8-  9 F rak t ionen  von durchschni t t l ich  je lO-15 ml aufgefangen;  
der Wirkstoff war in der 2.-5. F rak t ion  enthal ten .  

Das so gewonnene reine Material erscheint schon vol lkommen farblos und  einheit-  
lieh, 30o ~ en tha l ten  nach den papierchromatographischen Unte rsuchungen  weder 
Aminos~uren,  noch Polipeptide in nachweisbarer  Menge (5 7). 

Seine L6slichkeit aber, sowie seine Elu ierung aus AI~O 3 lassen eine Steroid-Natur  
vermuten .  

Papierchromatographische Untersuchung au/ Steroide 

Wegen der Zersetzlichkeit des Stoffes konnte  die weir verbrei tete  Zaffaroni 'sche 
Methode nicht  Verwendung finden; am besten geeignet erschien uns  das yon PECHET 9 
beschriebene papierchromatische Verfahren. 

0.542.0 mg Wirkstoff - -  in 0.2 ml absol. Aethanol  + o.2 ml ~.ther gel6st - -  wurde 
auf einen Fil t r ierpapierstreifen - -  W h a t m a n  Nr. I - -  von 4 cm Breite aufgetragen. 
Als Kontrol le  liefen kristall ines Pregnandion-3,2o und  Cortisonacetat  auf je 2 cm 
brei ten Fil t r ierpapierstreifen.  Laufzeit  23/4 S tunden  bei 25-26°C im Dunkeln .  W~hrend 
dieser Zeit war das L6sungsmit te l  25-26 cm gewandert ,  w~hrend der Leukozytenwirk-  
stoff mit  der Z immermannschen  Reakt ion 1° bei 2o-24 cm, das Cortison bei 18-21 cm 
und  Pregnandion-3,20 bei 19--23 cm nachweisbar  war. 

Ausser diesem Wirkstoff enthiel t  das Papier  keine weiteren in Reakt ion t re tenden 
Substanzen,  was daffir spricht, dass bei diesern Reinheitsgrade nu rmehr  dieses eine 
Steroid anwesend ist. 

Dass wirklich die mi t  dem Entwickler  nachgewiesene Substanz  ftir die Wi rkung  
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verantwortlich ist, bewiesen wir, indem yon dem 4 cm breiten Filtrierpapier einen I cm 
breiten Streifen ausschnitten und entwickelten und aus dem fibriggebliebenen 3 cm 
breiten Gebiet die Substanz mit einem Gemisch aus 20 ml Chloroform + 20 ml P~thyl- 
~ither eluierten. Die Antihistaminwirksamkeit  des Stoffes war mit Sicherheit nach- 
weisbar. 

Untersuchungen zum Beweise dessen, dass der Wirkstoff ein Kelosteroid ist 

I. U.V.-Absorption : positiv. 
2. Modifizierte Zimmermann-Reaktion auf Whatman Filtrierpapier Nr. I(IO):  

br~unlich purpurne Farbe, die ftir die 2o-Ketosteroide charakteristisch ist (S.~,VARD). 
Ziemlich schwach, erst 4o-1oo g sichern gute Sichtbarkeit. 

3. 2-4-Dinitrophenylhy drazin-Reakti°nu: gelbe Farbe, die sofort in Erscheinung 
tritt .  BenStigt werden ebenfalls 4O-lOO g. 

Weitere Versuche zur ndheren Erkennung des Wirksto~es 

I. A bsorptionsspektrum : - -  best immt im Beekmann-Spektrophotometer  - -  zwischen 
2Io und 500 mtL. 

(a) in absol. )~thanol. Konzentration : 5 mg (IO ml). Maximum bei 255 und 335 m~. 
(b) in konz. H~SO41~. Konz. : 5 mg (IO ml) nach 2-stfindigem stehen. Maximum bei 

23o, 315 und 41o m/~. Verglichen mit den ftir die schon bekannten Steroide yon R. I. 
DORFMAN 13 und BERNSTEIN a2 zusammengefassten Angaben st immten die erhaltenen 
Maxima mit keinem einzigen der Steroid Absorptionsmaxima iiberein. Dies schliesst 
aber die M6glichkeit nicht aus, dass es sich bei dem unsererseits isolierten Material um 
schon bekanntes Steroid handelt, da es wahrscheinlich noch minimale Verunreinigungen 
enth~ilt, die seinen tats/ichlichen Wert ver/indern k6nnen. 

2. Am Papierchromatogramm ist die Reaktion mit basischem AgNO a sehr schwaeh : 
mit  IOO-I5o g Wirkstoff werden eher graue als dunkelbraune Tupfen erhalten. 

3. Phosp horsdure-Reaktion14: negativ. 
4. Gelbe Fluoreszenz 15 nach Erhitzen: schwach positiv. 
Die angeffihrten Versuche erscheinen yon zwei Gesichtspunkten aus wichtig: 
I. Sie beweisen, dass die weissen BlutkSrperchen, und zwar wohl vorwiegend die 

eosinophilen Leukozyten, wahrscheinlich aber auch andere Organe, ein sehr wirksames, 
nattirliches Antihistaminpr~iparat enthalten. Diese Erkenntnis wird wahrscheinlich eine 
Modifizierung unserer bisherigen Auffassungen und Kenntnisse fiber die Rolle der weissen 
BlutkSrperchen (eosinophilen Leukozyten) im Organismus nStig machen. 

2. Sollte der unzweifelbare Nachweis gelingen, dass die yon uns isolierte Substanz 
tats~ichlich ein Ketosteroid darstellt, so bedeutet dies, dass eine Gruppe der Steroide 
fiber eine bisher unbekannte,  neue wichtige biologische Wirksamkeit  verffigt. 

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

Den Forschungsinstitut der Arzneimittelindustrie (Budapest) sei ffir die finanzielle 
Unterstfitzung dieser Arbeit, Herrn Dr. B. TANOS ffir seine Hilfe und Ratsehl/ige bei 
der Chromatographie, sowie Herrn Doz. Dr. J. HIREs ffir die Durchffihrung 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 
Antihis taminstoff  aller \Vahrscheinlichkeit  nach um ein Ketosteroid handelt.  

SUMMARY 

I t  has been demonst ra ted  tha t  the ant ih is tamine material  found in the eosinophylic leucocytes 
is in all probabi l i ty  a steroid. 

Rt~SUMt~ 

Les au teurs  ont  d6montr6 que la substance ant ih is taminique qui se t rouve dans les leucocytes 
6osinophyles est, selon toute  vraisemblance, un cdtostdroide. 
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