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L. Einleitung

Die weitaus grofite Zahl biochemischer Untersuchungen iiber die
Epilepsie bezieht sich auf das Verhalten der Korperflissigkeiten vor und
nach dem Anfall. Untersuchungen des Gehirns selbst sind nur in relativ
geringer Zahl durchgefihrt worden (siebe unten). Bisher gibt es unseres
Wissens keine Untersuchungen iiber das Verhalten von Aminosduren,
Peptiden und Aminen in Leber und Gehirn nach dem Krampfanfall. Die
fortlaufende Entwicklung chromatographischer Methoden und ihrer
Modifizierungen (Hochspannungselektrophorese) machen es nun auch
dem Kliniker méglich, sich mit biochemischen Fragen im Rahmen dieser
Methodik zu beschiftigen und klinischen Problemen nachzugehen. Die
vorliegende Arbeit stellt sich zur Aufgabe, die mittels Hochspannungs-
elektrophorese aufgetrennten niedermolekularen Rest-N-Subsianzen wvon
Gehirn und Leber auf Grund ihrer Farbbarkeit zu untersuchen, die darin
enthaltenen korpereigenen Wirkstoffe pharmakologisch zu vergleichen
und ihr Verhalten nach Hypoxie zu prifen. In einer anderen Arbeit
sollen die Verdnderungen bei Elektroschock untersucht werden.

Zum Vergleich von Hypoxie und Elektroschock fithrte die Tatsache,
dall im Anfall, der nicht durch Muskelrelaxantien modifiziert wird,
infolge des Stimmritzenverschlusses und der erhéhten Motorik ein
hochgradiger Sauerstoffmangel einsetzt, der zur Cyanose fiihrt. Der
Sauerstoffmangel kann — je nach dem Zustande des Zentralnerven-
systems —— sich unter Umstdnden verschieden auswirken. Beim hy-
poxischen Krampf (BUCHNER u. Mitarb.), der meist. Streck-Krdmpfen
vom decerebrierten Typ entspricht und auch im Hirnstrombild keinerlei
Krampipotentiale zeigt (CREUTZFELDT u. a.) kann Zufuhr von Sauerstoff
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den Krampf schlagartig beenden; auf der anderen Seite kann Sauerstoff-
drosselung einen Krampf durch Lihmung der Zellfunktion hemmen. Fir
den generalisierten Krampfanfall bzw. die sich dabei abspielende Krampf-
titigkeit ist eine adaquate Sauerstoffzufuhr erforderlich (GurpJiaN,
WeBSTER u. STONE und JasPER u. Erickson). SchlieBlich kann ein in
Gang gekommenes Krampfgeschehen durch Sauerstoffzufubr verlingert
werden (RuUF). Die Méglichkeit, dafl anoxische Schidigungen des Gehirns
in der Folge zur Entstehung einer Epilepsie mit einem elektrencephalo-
graphisch nachweisbaren ,,Focus™ fithren konnen (Giees, GieBS u.
LExNox), das Auftreten epileptischer Krampfanfille 2—3 Tage nach
einer kurzen Periode schwerer Anoxie (WEINBERGER-GIBBON) und
schlieBlich das Auftreten abnormer elektrischer Aktivitit mit Krampf-
potentialen nach voriibergehendem Verschiuf der A. cerebri media beim
Affen (HARVEY u. RasmMUssEN) geben weitere Hinweise fiir die Bedeutung
des Sauerstoffmangels im Rahmen des epileptischen Geschehens.

Verdnderungen des Stoffwechsels von Gehirn und Leber
im Sauerstoffmangel

Im Sauerstoffmangel finden sich im Gehirn viele Paralielen zu den chemischen
Verinderungen nach Elektroschock. So stellt SToxk unter anderem einen Milch-
saureanstieg auf mehr als 200%, nach 2—3 min Anoxie, raschen Abfall des Phospho-
kreatin und relativ stabiles ATP fest. In der Ischamie nimmt nach anderen Autoren
das ATP langsam aber stetig ab und ist nach 9 min kaum noch nachweisbar
(TroORN, PrLEIDERER, FROWEIN u. Ross). Nach GerLacH, DORING u. FLECKEN-
sTEIN geschieht die Abnahme des ATP noch schneller (innerhalb der 2. min um 50%,).
Glykogen ist bei Hypoxie relativ stabil, desgleichen die Brenztraubensaure, Glucose
verhalt sich zum Blut in normalen Werten (STONE), bei Anoxie erfolgt eine Am-
moniakvermehrung. Die Acetylcholin-Konzentration des Gehirns dient nach
CrossnawD und RicHTER als empfindlicher Mafistab der Atmungskettenphospho-
rylierung und es muf} damit gerechnet werden, da im Gehirn in der Hypoxie diese
Funktion gestort ist, bevor es zu merklicher Beeintrachtigung der Atmung kommt
(ScmmipT, BUonner). Sicher ist jedenfalls nach anfanglicher Steigerung der
Sauerstoffaufnahme (OpiTz u. ScENEIDER) und vermehrter Durchblutung auf
Kosten anderer Organe (NorLL u. SCENEIDER) der rasche Abfall der energiereichen
Phosphatverbindungen, die Erschopfung der Substrate, Zerstorung der Co-Fer-
mente und die Anhaufung der Milchsgure. Letztere muf aber rasch wieder in die
Peripherie ausgeschwemmt werden, denn neuere Untersuchungen WINTERSTEINS
zeigten, daB wahrend und nach dem Sauerstoffmangel eine Alkalisierung des
Liquors eintritt. Hierzu wiirde auch die von SToNE festgestellte pr-Steigerung in der
Hirnrinde bei Hypoxie passen, die ebenso wie die Alkalisierung des Liquors auf den
raschen Abtransport der sauren Stoffwechselprodukte durch die vermehrte Durch-
blutung zurickgefithrt wird. Die Verhiltnisse verstirken sich bei schwerster
Hypoxie oder Anoxie. Es treten dann auch morphologisch faBbare Anderungen auf,
wobei die Vulnerabilitit des Gehirns im ganzen von den cranialen zu den caudalen
Teilen abnimmt. Das ,,Schadigungsmuster” bei anderen Versorgungsstorungen
(Co-Vergiftung usw.) ist wieder anders und bevorzugt die basalen Ganglien. Hieritber
liegen viele Untersuchungen von BifcHNER u. Mitarb. vor. Besonders bemerkens-
wert ist die Tatsache, daB ein schwerer kritischer Sauerstoffmangel im Gehirn seine
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irreversiblen Spuren (Ganglienzellnekrose, ischidmische und homogenisierende
Ganglienzellerkrankung SpierMEYERS) auch dann hinterlassen kann, wenn er
iiberlebt wird (ALTMANN u. SCHUBOTHE).

Verinderungen des Leberstoffwechsels in der Hypoxie sollen nur insoweit beriick-
sichtigt werden, als sie fiir das Verstdndnis unserer eigenen Untersuchungsergeb-
nisse unerlafilich sind. Leber und Herz werden durch Sauerstoffmangel frither (und
nachhaltiger) irreparabel geschadigt als das Gehirn (PrcroTrA, MULLER u. ROTTER,
ALTMANN u. ScauBoTHE). Bei subkritischer Hypoxie ist die Leberfunktion rever-
sibel gestdrt, es findet sich auch eine Hemmung der oxydativen ATP-Bildung
(Brcaver). Dusprva u. NoLrExTUS (zit. nach BcrNER) fanden beisofortiger Tief-
kithlung des excidierten Leberstiickchens nur eine etwa 209 ige Abnahme der ATP-
Konzentration, wobei ADP und AMP konstant blieben. Was die Amincsiduren an-
langt, so tritt — wenigstens im Plasma nur bei relativ schwerer Lebererkrankung
eine Vermehrung der Aminosguren ein. STarY berichtet, dafl nur bei bereits vor-
handenem Parenchymschaden der Leber eine Verdnderung in jhrem Amincsiuren-
gehalt festzustellen ist. Bei Anoxie soll ein Anstieg des Amino-N auf sehr hohe Werte
nur bei Tieren, die bereits moribund sind, vorhanden sein (WreeERs). Niedriger
Sauerstoff-Druck beschleunigt die Bildungsgeschwindigkeit der Amine, so dal sie
sich bei der Hypoxie anhdufen kénnen (Druckrzey). Eine Fernwirkung dieser Amine,
die besonders in Leber und Niere gebildet werden, auf das Gehirn ist denkbar
{Howrrz).

I1. Methodik

Die Hypoxieversuche wurden groBtenteils mit einem Stickstoff-Sauerstoff-Ge-
~ misch (7% O, 93% N,) durchgefithrt. Aus einer Gemisch-Bombe bekam das evipan-
narkotisierte Tier iber ein Flatterventil (StEPEAN-SLATER) das Atmungsgemisch zu-
gefithrt. Auch wurden kurzdauernde Anoxien (1-—2 min) bis zum Atemstillstand
oder hypoxydotischen Krimpfen herbeigefithrt, indem wir die Tiere industriellen
Stickstoff (29, O,) atmen lieBen.

Organverarbeitung uwnd Farbung

Wiahrend der Hypoxie wurde die Schadeltrepanation und Bauchsektion vorge-
nommen, Leber und GroBhirn einschlieBlich der basalen Ganglien gleichzeitig
entnommen. Die Organe kamen sofort nach Entnahme in ein Kohlensidure-Aceton-
Gemisch (—85°C) und wurden gefroren. Danach erfolgte die Verarbeitung, wie sie
frither von HEILMEYER u. Mitarb. angegeben wurde. In einem Methanol-Aceton-
Gemisch (3 : 1) wurde das Homogenat 24 Std im Eisschrank bei — 4°C aufbewahrt,
dann zentrifugiert, filtriert und im Vakuum sowie im Wasserbad bei 38°C unter
Kohlenséure zur Trockene eingeengt, dann erneut mit einem Methancl- Aceton-Ge-
misch (1: 1) nachgefallt. Die Auftragung der Substanz wurde nach Aufldsen im
Puffergemisch (siehe unten) vorgenommen. Testungen mit verschiedenen Mengen
ergaben uns bei einer Streifenbreite 12 em und einer Linge von 1 m eine Auftrag-
menge fiir Leber entsprechend 6 g Organgewicht und fiir Gehirn entsprechend 5 g
Organgewicht als zur farberischen Darstellung am besten geeignet.

Die Auftrennung der niedermolekularen Rest-N-Substanzen erfolgte mit der
von HEILMEYER u. Mitarb. zum klinischen Gebrauch modifizierten Hochspannungs-
elektrophorese, die zuerst von MIcHL, spater von WESTPHAL und KICKHOFEN be-
schrieben wurde?!. An einen Hochspannungsgleichrichter mit einer Klemmspannung
von 10000 Volt und einer Stromstirke bis zu 100 Milliamp. waren 3 Kammern
angeschlossen. Die beiden kleineren erlaubten Streifen von 60 cm Lange und 7,5 cm

1 Herrn Prof. HeiLmEYER sowie Herrn Dr. Crorren, Frl. Dr. Lep und Herrn
Doz. Dr. Reax bin ich fir die Einarbeitung in die Methodik und die freundliche
Unterstiitzung sehr zu Dank verpflichtet.

30*
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Breite, die groBe Kammer (nach CrorTeN) 2 Streifen bis zu 1,20 m Lange und 15 cm
Breite aufzuhingen. Als Kithlung verwandten wir einen Solekiihler der Firma Brown
Boveri & Comp. Die Streifen (Schleicher u. Schiill 2034 B) hingen in Elektroden-
nihe (Platin bzw. Kohleelektroden) in einem Pyridin-Eisessig-Wassergemisch
(1: 10: 89) mit einem pg von 3,6. Als inertes Medium wurde Heptan verwandt. Vor
dem Aufhéngen wird der Streifen mit Puffer (Pyridin-Eisessig-Wasser) getrankt
und durch eine Walzenpresse gepreft. Die Auftragung der Substanz erfolgte zu
Vergleichszwecken stets in gleichen Mengen. Die Auftragsstelle befindet sich bei
kleinen Streifen 15 cm vom anodischen Streifenende, beim groBen Streifen 30 cm.
Wir arbeiteten durchweg mit einer Spannung von 60 V/em und einer Laufzeit von
i—5 Std. Die Streifen wurden anschlieBend im Trockenschrank bei 100°C getrock-
net und mit Nizhydrin (0,29, in Aceton) gefarbt. Die Fixierung erfolgte mit Cad-
miumechlorid (KAwWERAU u. WIELAND), wobei die vorher violette Farbung in eine
rote ithergeht. Zur weiteren Differenzierung wurde noch die Farbung nach REIN-
pEL verwandt, die eine bessere Lokalisation niederer Peptide erlaubt, welche sich
mit Ninhydrin nicht darstellen. Die Farbung mit diazotierter Sulfanilsdure (PavLy)
wies die aromatischen Substanzen mit kirschroter bis gelber Farbung nach, wih-
rend die Sulfhydrilfirbung mit Nitroprussidnatrium (ToewNigEs u. KoLp) die S-H-
und S-8-Bindungen vor allem also das Glutathion in seiner reduzierten und oxydier-
ten Form erkennen laBt. Zur Erginzung wurde auch die Platinchloridfarbung
(ConspEN, GorpON u. MARTIN), welche noch das Methionin kenntlich machte,
angewandt. Wir verglichen die Streifen, indem wir uns an die von HEILMEYER,
CroTTEN u. Lipp ausgearbeiteten Pherogramme hielten und groBle Gruppen ein-
ander gegeniiberstellten (basische, neutrale und saure Fraktionen).

Biologische Testung der Substanzen

Zur biologischen Testung fiir unsere Substanzen verwandten wir in erster Linie
die blutige Blutdruckregistrierung an der Katze. AuBerdem prisften wir die Wirkung
dieser Substanzen auf das Hirnstrombild.

Substanzgewinnung. Neben einzelnen ,,Total-Organen®, worunter wir die einge-
engten Rest-N-Substanzen ohne Auftrennung durch die Hochspannungselektro-
phorese verstehen, wurden die Streifeneluate i.v. injiziert. Die Streifen wurden
nach dem Trocknen und Firben eines 1em breiten Orientierungsstreifens in
verschiedene Abschnitte eingeteilt, welche herausgeschnitten nnd mit aqua dest.
eluiert wurden. Mit entsprechender Menge einer physiclogischen Kochsalzldsung
versetzt, injizierten wir 1 cm® dieser Losung. Die Ausgangsmenge fiir die Leber-
eluate entsprach einem Organgewicht von 40 g, die des GroBhirns einem Organ-
gewicht von 10 g.

Blutdruckregistrierung!. Nach Evipan- oder Numal-Narkose (5 mg/kg) iv.
wurde zur Injektion der Substanzen eine Kaniile in die V. femoralis eingebunden.
Die Blutdruckregistrierung erfolgte iiber ein mit der A. femoralis, A. iliaca oder A.
Carotis verbundenes Quecksilbermanometer auf ein Russkymographion. (Trendelen-
burgsche Gegenstrominfusion). Das Blut wurde mit Heparin ungerinnbar ge-
macht.

1 Fiir die Binarbeitung in die Methodik, vor allem die Moglichkeit, diese Unter-
suchung im Pharmakologischen Institut durchfithren zu diirfen, bin ich Herrn
Prof. JanssexN zu besonderem Dank verpflichtet. Herrn Doz. Dr. Scamipr danke ich
fitr seine Unterstiitzung.
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IIL. Ergebnisse

Das Verhalten von Leber und Gehirn der Normaltiere
wm Hochspannungselektropherogramm

Bevor wir die Unterschiede der Pherogramme unter verschiedenen
Bedingungen untersuchen, ist es nétig, die normale Variationsbreite der
Gehirn- und Leberpherogramme kennen zu lernen (,,Leer-Organe®).

Bei der Deutung des Farbverhaltens der niedermolekularen ninhydringefarbten
Rest-N-Substanzen ist Zuriickhaltung geboten. Unterschiede in der Streifenfeuchtig-
keit, Diffusionserscheinungen, Elektroosmose, Temperaturschwankungen und
Storungen des Tonengleichgewichts kénnen Fehlerquellen rein technischer Art verur-
sachen (HEmLMEYER u. Mitarb.). Vor allem ist die Methode in quantitativer Hin-
sicht begrenzt. Dies ist u. a. dadurch bedingt, dafl die Anfarbbarkeit der einzelnen
Aminosguren unterschiedlich ist. So kann eine scheinbar gleiche Farbintensitit
zweier Aminosduren in Wirklichkeit aus einem mengenmifig erheblichen Uber-
wiegen einer schlechter anfirbbaren Aminosiure resultieren. Darauf hat jimgst
Korraxy aufmerksam gemacht. So kann nur die Kenntnis einer grofien, unter ver-
gleichbaren Bedingungen gewonnnnenen Zahl von Pherogrammen vor Fehlurteilen
schiitzen. Auch wir muflten aus diesem Grunde einige frithere Ergebnisse einer Re-
vision unterziehen.

Zur Feststellung der normalen Variationsbreite der Pherogramme von
Leber und Gehirn der Katze untersuchten wir 60 Tiere. Wir beschrankten
unsere Untersuchungen auf den Vergleich der 3 groBen Gruppen: an-
odisch wandernde saure Fraktionen, nahe der Auftragsstelle lokalisierte
neutrale Fraktionen und kathodisch wandernde basische Fraktionen.
Einzelne Aminosduren sind auch in diesen Komplexen zu lokalisieren. So
stellen sich Glutaminsdure und Asparaginsdure im Bereich der anodi-
schen Fraktionen, Histidin als basische Aminsiure dar. Den AbschluBl
der firbbaren Substanzen bildet das Histamin nahe der Kathode.

Die Evipan-Narkose und zusitzliche Injektion eines Muskelrelaxans
(Skolin?) wirken sich auf das Pherogramm nicht aus. Die Pherogramme
beider Organe zeigen ein unterschiedliches Verhalten, welches so aus-
gepragt ist, dafl man direkt von einem ,organspezifischen Farben-
spektrum®’ sprechen kann. Bei gleicher Auftragsmenge (entsprechend
5g Organgewicht) sind die Schwerpunkte der ninhydrinpositiven Substan-
zen verschieden ausgeprégt (Abb.1). Glutaminsdure und auch noch
Asparaginsdure sind im Hirnpherogramm deutlich als stirkere Frak-
tionen zu erkennen. Das Leberpherogramm zeigt im Bereich der neutralen
Fraktionen die stdrkere Ausdehnung und Intensitit der Firbung,
ebenfalls sind die basischen aromatischen Fraktionen wesentlich stirker
ausgeprigt. Im Pherogramm des Hirns stellt sich dagegen eine nicht
aromatische Aminosdure, das Arginin als Hauptkomponente der stark
farbbaren basischen Fraktion dar. Nach salzsaurer Hydrolyse dieser

1 Sucecinyl-bis-cholinchlorid.
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Fraktion kommt praktisch nur das Arginin zur Darstellung, wihrend
Histidin und Glutaminsdure lediglich angedeutet sind.

Vergleichende  quanti-

Gehirn Leber tative Untersuchungen von
Kathode DextoN, WriLLiams and
ELEvERTEM (siche FELIX) an
der Ratte ergaben im Ge-
hirn der Ratte den beinahe
doppelten Arginingehalt der
Leber. Auch das Verhalten
der Peptide zeigt Unter-
schiede, die sich vor allem
an den kathodenwirts
L basische  wandernden Fraktionen
Aginin W""‘" frakfionen nanifestieren. Ein in der
Histidin Leber héufig sehr stark
' vorkommendes Peptid,
welches wir als Fraktion A
abgegrenzt haben und das
sich nach Elution und salz-
saurer Hydrolyse als aus
mehreren Aminosduren
(Asp.-S., Glut.-S., Serin,
Glutamin, Glycin, Alanin
u. a.), basischen Aminen
und vor allem dem starken
__ aromatischen Histidin zu-
- sammengesetzt erwies, ist
im Hirn nur duBerst selten
und dann nur ganz schwach

Hisfamin

Anode

Abb. 1. Hochspannungselekéropherogramm von Gehirn und

Leber normaler Tiere (Laufzeit 100 min 60 v/cm) vorhanden.
Ninhydrinféirbung Andere Organe des
Zentralnervensystems

wie Kleinhirn und Riickenmark weisen das gleiche Verteilungsmuster
wie das GroBhirn auf, was sich in iber 20 Kontrolluntersuchungen zeigte.

Das Pherogramm nach Hypozie

Die Hypoxie-Versuche (13) wurden teils mit zeitlich gestuftem Sauer-
stoffmangel (45—180 min 79, O,), teils mit wiederholter kurzfristiger
Anoxie herbeigefiihrt.

Im Hirnpherogramm findet keine mit farberischen Methoden faBlbare
Verinderung der ninhydrinpositiven Rest-N-Substanzen statt. Auch die
aromatischen und schwefeltragenden Verbindungen lassen keine Ver-
dnderung erkennen.

Im Leberpherogramm tritt nach Hypoxie eine allgemeine Vermehrung
ninhydrinpositiver Fraktionen ein. Die neutralen und sauren Fraktionen
sind vor allem vermehrt, teilweise sogar so stark, daB die Auftrennung
nicht mehr sauber erfolgt und wie auf der Schwarz-weill-photographie
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ersichtlich saure und neutrale Substanzen einen grofien dunklen Kom-
plex bilden (Abb. 2).

Es ist dabei gleichgiltig, ob wiederholte kurzfristige Anoxie oder bis zu
3 Std dauernde Hypoxie angewandt wurden.

Nach 5stiindiger Auftrennung der Fraktionen anodenwérts 148t sich
die Vermehrung der sauren ninhydrinpositiven Substanzen ebenfalls
deutlich erkennen (Abb. 3). Der auf Grund dieser Auftrennung bessere

normal Hypoxie
Kathode u X
|
- 7 N = -
N— -
Saure
I G/ fathion
Peplide
N Asparaginsiure
M__.._,‘_, § : =
Pepffd . -
Abb. 3
i Hypoxie normal Anode Anode

ADb. 2. Komparatives Leberpherogramm (Ninhydrinfarbung). Deutliche Vermehrung neutraler und
saurer Aminosfuren und Peptide nach Hypoxie. (Wiederholte Anoxie) (Laufzeit 100 min, 60 v/cm)

Abb. 3. Leberpherogramm von Normaltier und nach Hypoxie. 5stiindige Auftrennung der sauren
. Aminosfiuren und Peptide (60 v/cm)

Uberblick iiber das Verhalten des Glutathions erlaubt jedoch nicht den
SchluB, dafl auch dieses vermehrt sei. Die spezielle Farbung der S-S- und
S-H-Gruppen zeigt ndmlich, daB das Glutathion selbst nicht sicher
verdndert ist, sondern die diese Fraktion begleitenden Peptide vermehrt
sind. Wir finden eine sichere Vermehrung der Glutaminséure, Asparagin-
sdure sowie der normalerweise auch gering vorhandenen Peptide.

Das Verhalten blutdruckwirksamer Stoffe der Rest-N-Substanzen
von Gehirn und Leber bei Normallieren

Die Prifung der blutdruckwirksamen Substanzen innerhalb der
Rest-N-Fraktion machte eine Unterteilung der aufgetrennten
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Substanzen nétig. Die Streifen wurden nach der Hauptlokalisation der
groBen ninhydrinpositiven Fraktionen beim Gehirn in 5 bei der Leber in
6 Abschnitte eingeteilt. (Abb. 4) in X, sind nicht firbbare, am weitesten
kathodenwirts wandernde basische Substanzen lokalisiert, in X, von der
Auftragstelle anodenwérts wandernde saure Substanzen, wobei die stark
firbbaren Fraktionen Glutaminsdure, Glutathion und Asparaginsiure
sowie Peptide enthalten. In X; sind
- von farberisch nachweisbaren Sub-
stanzen lediglich Histamin wund ein

i aminiertes Polysaccharid vorhanden,

3‘: X stellt in der Leber vor allem basische

' aromatische Fraktionen (Histidin, Car-

nosin usw.) im Gehirn vor allem Arginin

. dar. Anschlieend folgt der Abschnitt

X;, der den groBen Xomplex der

! neutralen Fraktionen (Aminoséuren,

Peptide, Harnstoff usw.) enthélt. Die in

£ der Leber zwischen X, und X liegende

Fraktion 4 hebt sich oft firberisch her-

| vor und stellt ein aromatisches Peptid

¢ dar, dessen Hauptbestandteil Histidin

! ist. Diese Fraktion ist im Gehirn nicht

gt s oder nur sehr schwach ausgeprigt. Da

e S diese Fraktion 4 nur in der Leber
—— vor_han(.len und d.ie .Blutdruckwi-rkung

— gering ist, kann sie in der vergleichen-
| — den Bewertung vernachlissigt werden.
Die Charakterisierung der blut-
égz'ifi'ns"“;ffeﬂe“iﬁi s féﬁfﬁ;‘i’f&meﬁ; druckwirksamen Substanzen erfolgte
Testung blutdruckwirksamer Substanzen —durch Testung mit Atropin, Regitin
und Antistin. Eine bindende Aus-

sage tiber die Struktur der Substanzen 148t sich auf Grund dieser Testung
nicht machen. Wir kénnen lediglich die Beeinflubarkeit ihrer Wirkung
durch die Testsubstanzen registrieren und die Ahnlichkeit mit bekannten
Stoffen feststellen. Das Regitin wihlten wir, weil es das beste wirksame
Adrenolyticum darstellt [2-(N-p-Tolyl-N-m-oxy-phenylaminomethyl)-
imidazolin] (Gross, Trirop u. MEIEr). Dosen von 0,1 mg/kg und
dariiber fiihrten zu der fiir die Sympatholytica typischen Umkehr der
Blutdrucksteigerung in eine Senkung. Im Gegensatz dazu 140t sich der
durch Noradrenalin bedingte Druckanstieg auch durch sehr hohe Dosen
von Regitin lediglich abschwichen oder hochstens aufheben, nicht jedoch
in eine entsprechende Umkehr verwandeln (Gross u. a.). Da im System
der koérpereigenen blutdrucksenkenden Stoffe das Acetylcholin die

-— -
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Hauptrolle spielt, wurden alle Substanzen grundsétzlich mit Atropin
zuerst getestet, das Antistin wurde nur zuséitzlich bei abgeschwichter
Atropinwirkung verwandt.

Die Wirksamkeit der Testsubstanzen auf Acetylcholin, Adrenalin und
Histamin (diese Stoffe wurden auch den Organen zugegeben und erlitten
durch die Verarbeitung keine Minderung ihrer erksamkel’c) wurde vor
Versuchsbeginn gepriift.

In der Regel enthélt das Gehirn wesentlich stirkere blutdrucksenkende
Wirkstoffe als die Leber. Dies geht daraus hervor, daBl die 4fach geringere
Konzentration der (ehirneluate zumindest die gleiche Tiefe der Blut-
drucksenkung zeigt, meist sogar noch etwas mehr als die der Lebereluate.
Spritzt man die nicht aufgetrennte totale Rest-N-Substanz, so werden
die blutdrucksteigernden Komponenten unterdriickt, es kommt nur eine
Blutdrucksenkung zustande.

Die blutdrucksteigernden Wirkstoffe befinden sich in den Abschnitten
X, und X,. In beiden Organen finden sich in X, blutdruckhebende Sub-
stanzen, die auf Regitin meist eine Umkehr zeigen, also adrenalin-
ahnliche Korper sind. Wahrend simtliche X,-Substanzen der Leber auf
Regitin eine einheitliche Reaktion im Sinne einer Umkehr zeigen, tritt
diese Umkehr bei den X,-Substanzen des Gehirns nicht so hiufig ein
teilweise bleibt die Blutdruckerhéhung noch bestehen. Eine weitere
blutdrucksteigernde Substanz befindet sich in X, des Gehirns. Die Leber
zeigt hier nur wenige, kaum verwertbare Steigerungen. Die X,-Substanz
des Gehirns reagiert nun nach Regitin nicht mit einer Umkehr, sondern
regelmiBig mit einer Egalisierung der Erhohung. Es handelt sich also
offenbar um 2 verschiedene blutdrucksteigernde Substanzen. Kine
Serotoninwirkung liegt wahrscheinlich nicht vor, da Serotonin wvon
Regitin nicht beeinflut wird; auch lokalisiert sich Serotonin (als
Substanz im Hochspannungselektropherogramm gewandert) als brdun-
liche Fraktion tiefer, d. h. anodenwérts von Substanz X,. Dagegen ist es
moglich, dafl es sich um Noradrenalin handelt.

Was die blutdrucksenkenden Stoffe anlangt, so sind diese ganz be-
sonders in unserem Abschnitt X, in beiden Organen angesammelt. Hier
wandern im Pherogramm sowohl Histamin wie Acetylcholin hin. Das
Acetylcholin (ACh) ist zwar auf dem ganzen Streifen nachweisbar, setzt
sich aber zum gréBten Teil in X ab. Die blutdrucksenkende Wirkung der
X,-Substanzen des Gehirns ist teilweise um das 3fache hoher als die des
entsprechenden Abschnittes des Leberpherogramms. Die Uberein-
stimmung der Lokalisation von ACh im Hochspannungspherogramm und
die vollkommene Blockierung dieser X,-Substanz des Gehirns durch
Atropin machen doch sehr wahrscheinlich, da$ es sich hier um Acetyl-
cholin zumindest aber um eine acetylcholindbnliche Substanz handelt.
In der Leber wird dagegen X, nur zu einem Teil durch Atropin gehemmt,
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der andere Teil wird durch Antistin oder Soventol beeinflul3t, ein kleinerer
Teil ist allerdings durch beide Substanzen nicht zu beeinflussen. Hinzelne
dieser durch Atropin und Antistin nicht behebbarer Senkungen finden
sich auch in X; der Leber, vereinzelt auch im Gehirn.

Ganz allgemein 146t sich sagen, daB die blutdrucksenkenden Sub-
stanzen im Gehirn zu 75—1009, durch Atropin aufgehoben werden-
wéhrend in der Leber dies nur zu etwa 509, der Fall ist. Die blutdruck,

Abb. 5. Blutdruck-Kurve nach Injektion des Eluates des Abschnittes X; des Gehirns. Vergleich
zwischen Normaltier (Evipan-Schlaf und zusdtzlich Muskelrelaxans Succinylbischolinchlorid)
Elektroschock~ und Hypoxietier (479 u. 483)

senkenden Substanzen finden sich in absteigender Reihenfelge in X, X,
und X, sowie in X;; X, enthalt nur vereinzelt senkende Substanzen. Die
chemische Natur dieser Stoffe spricht nach dem Ergebnis der salzsauren
Hydrolyse am ehesten fiir Amin-Charakter.

Die Auswirkung der Hypoxie auf die blutdruckwirksamen Stoffe

Nach der Hypoxie oder wiederholter Anoxie verdndert sich im Gehirn
ebenfalls wie in der Leber das Ausma8 der blutdrucksenkenden Wirkung.
Die Vermehrung der blutdrucksenkenden Substanzen im Gehirn ist in X,
etwas weniger in X,, deutlich (Abb.5, 6 und 7). Auch die blutdruck-
steigernden Substanzen des Abschnittes X, sind im Gehirn nach Hypoxie
deutlich vermehrt.

In der Leber ist diese Vermehrung der blutdrucksenkenden Stoffe
besonders stark. Auffallend stark wirksame Substanzen finden sich in X,
X,;, X, und X;. Die Substanzen sind gleichméBig vermehrt, ohne dafl man
von einer besonderen Bevorzugung im Sinne einer starkeren oder
schwécheren Atropin- oder Antistinwirkung sprechen konnte. Die blut-
drucksteigernden Substanzen zeigen keine Verinderung.

Wir finden also im Gekirn nach Hypoxie oder wiederholter Anoxie
einen Anstieg derjenigen blutdrucksenkenden Substanzen, die schon
normalerweise vorhanden sind und praktisch voll durch Atropin ant-
agonisiert werden. Es handelt sich sehr wahrscheinlich um Acetylcholin.
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Noch deutlicher als bei den einzelnen Abschnitten kommt diese An-
hidufung der depressorischen Substanzen bei Injektion des totalen —
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nicht elektrophoretisch aufgetrennten — Rest-N.-Gehaltes zum Aus-
druck. Die einzige Abweichung in X, setzt sich in der Gesamtwirkung
nicht durch. Die pressorische Substanz, welche nach Hypoxie im Gehirn
vermehrt angetroffen wird, diirfte Noradrenalin darstellen. Die Be-
deutung des Noradrenalins im Rahmen des adrenergischen Wirkungs-
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prinzips haben EULER u.a. in ausgedehnten biochemischen Unter-
suchungen herausgestellt.

Auch in der Leber finden wir keine neu auftretenden Substanzen nach
Hypoxie. Es sind die physiologischerweise schon vorhandenen de-
pressorischen Stoffe, die zu einem groBen Teil acetylcholindhnlich, zu
einem kleineren histamindhnlich und zu einem weiteren Teil unbekannter
Natur sind, welche eine Anhdufung zeigen. Soweit durch die salzsaure
Hydrolyse feststellbar, sind alle diese Stoffe Amine.

IV. Besprechung der Ergebnisse

In Analogie zu der kurzdauernden initialen Asphyie beim epileptischen
Krampfanfall wurden wiederholte kurze Anoxien mit anschlieBender
Erholung und léngere (7%, O,) Hypoxien hervorgerufen. Es zeigte sich,
daB die erhaltenen Resultate unabhingig von der Dawer der Hypoxie
waren. Bis zu 10 und 6fters wiederholten Anoxien zeigten dasselbe Bild
wie Hypoxien (7%, O,) von 145—180 min Dauer. Das ist librigens von
anderen chemischen Verdnderungen (Milchsiure, Phosphorkreatin)
ebenfalls bekannt (SToNE).

Im einzelnen fanden wir nun im Gehirn nach Hypoxie und wiederholter
Anoxie keine Unterschiede im Verhalten der ninhydrinpositiven Sub-
stanzen, auch die aromatischen und schwefelhaltizgen Verbindungen
lieBen keine durch Frabreaktion faBbaren Veridnderungen erkennen.

In der Leber war dagegen eine deutliche Vermehrung sdmilicher
ninhydrinpositiver Substanzen, besonders der neutralen und sauren
Aminoséduren und Peptide festzustellen.

Das Verhalten der schwefeltragenden, fiir das Redoxsystem wichtigen
Verbindungen 146t auch in der Leber bei der vergleichenden Firbung
keinen Unterschied erkennen. Dies ist eine etwas {iberraschende Fest-
stellung, sollte man doch glauben, da gerade unter Sauerstoffmangel in
diesem System Storungen faBbar sind, die sich auch farberisch zeigen.

Wie kann man sich nun die Vermehrung der ninhydrinpositiven
Substanzen nach Hypoxie in der Leber erkliren? Wir wissen, da8 der
Leber im Stoffwechsel der Aminosduren die Aufgabe zufillt, die Kon-
zentration, in der diese Stoffe den peripheren Organen vom Blut her
zugefithrt werden, zu stabilisieren. Beim leberkranken Menschen wird ein
Ansteigen des Aminosiuren-Gehaltes im Blut erst dann festgestellt,
wenn auch andere Leberfunktionen gestdrt sind (Stary, Lawa). Unter
den experimentellen Bedingungen der Phosphor- und Chloroform-
vergiftung scheint die Féahigkeit der Leber, Aminosiuren aus dem Blut
aufzunehmen, nicht vermindert zu sein (LEVEN and vAN SLIKE, zitiert
nach StarY) Auch bei Erkrankungen der Gallenblase sind keine chro-
matographisch nachweisbaren Verdnderungen der Aminoséuren vor-
handen (KNEDEL u. NEIRKES). Wir sehen, daB auf der einen Seite bei
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Erkrankungen der Leber kaum Verdnderungen des Aminosduren-
gehaltes eintreten, auf der anderen Seite zeigen sich nach Hypoxie deut-
liche Vermehrungen normalerweise auch vorhandener Aminosduren,
Peptide und Amine. Nach Hypoxie haben wir es mit einem plétzlichen
Schaden zu tun, bei Lebererkrankungen oft mit einem schleichenden
Prozell, der unter Umstdnden Kompensationsmechanismen entstehen
JaBt. Wenn man die vielfaltigen Aufgaben der Leber als Stoffwechsel-
zentrum betrachtet, kommt aber dem Sauerstoffmangel auch eine
stirkere Bedeutung zu und wir miissen annehmen, daBl der Sauerstoff-
mangel schon in subkritischer Dosierung den Eiweil-Stoffwechsel der
Leber beeintrachtigt. Der vermehrte Gehalt an ninhydrinpositiven
Rest-N-Substanzen kann Symtom einer vermehrten Proteolyse und
damit moglicherweise Vorstufe des Parenchymschadens sein. Die
gefundenen Verdnderungen gleichen denen, die REHN in der Leber von
Hunden mit Verbrennungen und bei Hypoxédmie durch Entblutung fand,
wobei allerdings bei der Verbrennung im Vordergrund basische Amine
und beim Entblutungskollaps anodische (saure) Fraktionen vermehrt
sind.
Das Verhalten der blutdruckwirksamen Substanzen
Die blutdruckwirksamen Substanzen der Rest-N-Fraktion in Gehirn

und Leber — es handelt sich um Amine — lassen sich in blutdrucksen-
kende und blutdrucksteigernde einteilen. Die Substanzen mit senkender
Wirkung tiberwiegen bei weitem. Sie stellen im Gehirn Acetylcholin oder
einen acetylcholinartigen Stoff dar, wahrend es sich in der Leber um
einen ganzen Komplex wirksamer Substanzen handelt, teils acetylcholin-
artig, teils histamindhnlich, teils unbekannter Natur — durch Atropin
und Antihistaminica nicht beeinfluBbar. Sowohl die blutdrucksenkenden
wie die steigernden Stoffe sind im Gehirn gegeniaber der Leber vermehrt.
Bei den pressorischen Stoffen handelt es sich einesteils um adrenalin-
dhnliche, anderenteils um noch unbekannte Stoffe, die sich praktisch nur
im Glehirn und nicht in der Leber (X,) finden. Sie zeigen nach Regitin keine
Umkehrreaktion, sondern werden lediglich blockiert (Noradrenalin?)

Die Anhdufung der blutdruckwirksamen Amine im Gehirn kommt
wohl via Leber zustande und ist vielleicht sekundirer Natur. Allerdings
fanden Wxrsm u. Hypz ein Ansteigen des Acetylcholingehaltes bei
Anoxidmie und Hypoglykimie in verschiedenen Nervengeweben und
sehen in diesem Anwachsen Zeichen einer Resistenzwirkung gegen
Sauerstoffmangel.

Zusammenfassung

Das Verhalten der niedermolekularen Rest-Stickstoffsubstanzen von
Gehirn und Leber der Katzen wurde im Barbituratschlaf (Evipan- oder
Numal) und nach Hypoxie mittels Hochspannungselektrophorese
untersucht.
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Leber und Gehirn normaler Katzen (50) unterscheiden sich sowohl
hinsichtlich ihres Aminoséurenspektrums als auch hinsichtlich ihres
Gehaltes an blutdruckwirksamen Substanzen deutlich voneinander. Das
Gehirn ist bei weitem reicher an Aminosiuren, an pressorisch und de-
pressorisch wirkenden Substanzen. Die blutdruckwirksamen Substanzen
sind Amine. Die depressorisch wirkenden Stoffe sind im Gehirn Acetyl-
cholin oder zumindest acetylcholinartige Substanzen, wihrend es sich in
der Leber um einen ganzen Komplex von Stoffen teils acetylcholin-
artiger, teils histamindhnlicher, teils unbekannter Natur handelt. Diese
Stoffe sind im Pherogramm hauptséchlich kathodenwérts lokalisiert. Die
pressorischen Substanzen vom Adrenalintyp wandern im Pherogramm
zur Anode, wihrend die anderen pressorischen Substanzen — vermutlich
Noradrenalin — zur Kathode wandern.

Wiederholte kurzfristige Anoxie und bis zu 3 Std dauernde Hypowie
(7% 0Og) ergaben bei sdmtlichen Tieren (13) ubereinstimmende Krgeb-
nisse. Der Sauerstoffmangel in dieser Dosierung fihrt zu einer Ver-
mehrung bestimmiter, schon normalerweise vorhandener Rest- N-Substanzen.
Es kommt im Gehirn zu einer Anhdufung blutdruckwirksamer Amine
(Acetylcholin und wahrscheinlich Noradrenalin). In der Leber werden
vermehrt  blutdrucksenkende Stoffe gefunden, auBerdem besteht eine
Anhdufung vorwiegend neutraler und saurer Aminosduren und Peptide.
Der wesentlich massivere Befund in der Leber wird als Zeichen einer
vermehrten Proteolyse und damit moglicherweise als Vorstufe eines
Leberparenchymschadens gedeutet.

Das parallel mit der Hypoxie untersuchte Verhalten von Gehirn und
Leber nach Elektrokrdmpfen und seine Analyse hinsichtlich des Sauer-
stoffmangels wird in einer zweiten Arbeit mitgeteilt werden.
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