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Aus dem Pharmakologischen Laboratorium der Arzneimittelfabrik
“Liiketehdas Orion O.Y.”, Helsinki, Finnland.

H-SUBSTANZ-FREISETZUNG UND
ANAPHYLAKTISCHE REAKTION DER
ISOLIERTEN TRACHEALKETTE DES

MEERSCHWEINCHENS

Von

J. ALBERTY & L. HUURREKORPI

Aus Untersuchungen am isolierten Meerschweinchendarm
ging hervor, dass die anaphylaktische Reaktion dieses Organs
allein durch die Wirkung einer freigesetzten ,,H-Substanz®
zustandekommt (2). Versuche an isolierten Trachealketten
von Meerschweinchen sollten Anhaltspunkte dafiir ergeben,
ob eine gleiche Beziehung zwischen H-Substanz-Freisetzung
und Stirke der anaphylaktischen Reaktion auch fiir den ana-
phylaktischen Bronchialmuskelspasmus des Meerschweinchens
angenommen werden kann.

METHODE

Sensibilisierte und nicht sensibilisierte Meerschweinchen zwischen 300 und
6oo g Gewicht wurden verwendet. Sensibilisierung erfolgte einige Monate vor
dem Versuch durch 2 intraperitoneale Injektionen von o,1 ml frischem Hiihner-
eiklar in 0,5 ml physiologischer Kochsalzlosung, verabreicht an 2 Tagen mit
einem Tag Intervall. '

Die Trachea des durch Entbluten getiteten Tieres wurde in Ringe geschnitten
und 6-10 von diesen zu einer Kette zusammengebunden (Castillo und De Beer
(8)). Das Priparat wurde in Tyrode- oder Krebs-Henseleit-Ringer-Losung von
57° C suspendiert, Die Belastung betrug 2-300 mg. Isolierte Darmsegmente nicht
sensibilisierter Meerschweinchen wurden in der iiblichen Versuchsanordnung in
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Tyrodelésung suspendiert. Die Badvolumina betrugen 3,5 oder 4,5 ml. Die
Reaktionen wurden iiber einen Frontalschreibhebel auf Russkymographion auf-
gezeichnet.

Histamin-bihydrochlorid wurde in verschiedenen Konzentrationen zur Bad-
flissigkeit gegeben, sowohl vor als auch nach Auslésung anaphylaktischer Reak-
tionen. Anaphylaktische Reaktionen wurden ausgelist durch Zugabe von 2 % 107"
bis 107, in den meisten Versuchen 5 % 10 ml frischem Eiklar-Antigen pro ml
Badflissigkeit. Die Intensitit dieser Reaktionen wurde verglichen mit der Wir-
kung der Suspensionsfliissigkeit des anaphylaktich reagierenden Priparates
(Schockfliissigkeit*), an einer isolierten Trachealkette oder einem isolierten
Darmsegment eines nicht sensibilisierten Meerschweinchens (,, Testpriparat*).
Kontraktionsstirken wurden dabei durch die gleichwirksamen Histamin-Konzen-
trationen als , Histamin-Aquivalente” angegeben.

ERGEBNISSE

Versuche mit einer fritheren Untersuchungen am isolierten
Darm entsprechenden Technik (2), nach Auslésung einer
anaphylaktischen Kontraktion die gesamte Schockfliissigkeit
unverdiinnt auf ein zweites isoliertes Trachealpriparat cines
nicht sensibilisierten Meerschweinchens zu tibertragen, brach-
ten keine verwertbaren Ergebnisse. Die Empfindlichkeit des
Testpriparates wurde beeintrichtigt, offenbar durch die
wechselnde Belastung und den kurzzeitigen Kontakt mit Luft
bei der Absaugung der Suspensionsfliissigkeit vor Ubertragung
der Schockfliissigkeit.

Die Trachealketten eines sensibilisierten und eines nicht sen-
sibilisierten Meerschweinchens wurden daher im gleinchen Or-
gangefiss suspendiert. (Fersuchesreihe 1). Die Reaktionen
beider Priparate wurden unabhiingig voneinander registriert.
Nachdem Antigenzufuhr eine Reaktion des sensibilisierten
Priiparates ausgelost hatte, begann das Testpriparat etwa 20
bis 40 Sekunden spiter sich ebenfalls zu kontrahieren.
Diese H-Substanz-bedingte Kontraktion verlief stets wesent-
lich protrahierter und blieb auch nach Erreichen eines kon-
stanten Kontraktionszustanden beider Priparate wesentlich
schwicher (vgl. Abb. 1). Im Mittel aus 5 Einzelversuchen
betrug das Histamin-Aquivalent der H-Substanz-bedingten
Kontraktion 25 % des Histamin-Aquivalents der anaphylak-
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tischen Kontraktion (mittlere Abweichung =+ 10,7, mittlerer
Fehler & 4,8 %).

Die geringere Reaktion des Testpriiparates konnte unter
anderem darauf beruhen, dass eine moglicherweise zum mehr
oder weniger grossen Teil mit Histamin identische H-Substanz
durch Histaminase des Trachealgewebes (4) zerstort wurde.
Um einen solchen Einfluss zu erkennen und gegebenenfalls
auszuschliessen, wurde bei gleicher Versuchsanordnung in /er-
suchsreihe 11 jeweils 4 Minuten von Zugabe von Histamin oder
Antigen der Histaminase-Inhibitor Br-Pyrimidin' (4) in einer
Konzentration von 107° g pro ml. Badflissigkeit zugegeben.
Im Mittel aus 4 Einzelversuchen betrug das Histamin-Aquiva-
lent der H-Substanz-induzierten Kontraktion des Testpripa-
rates 34 % des Histamin-Aquivalents der anaphylaktischen
Kontraktion (mittlere Abweichung = 7,1, mittlerer Fehler
+ 3,6 %) (Versuchsbeispiel in 4bb. 1). Die Differenz der
Mittelwerte aus Versuchsreihe T und II ist nicht signifikant
(Zufallswahrscheinlichkeit der Differenz: P> o0,2) (Berech-
nung nach K. Péitau (14)).

Wegen ihrer relativ trigen Kontraktionsweise und ihrer
relativ geringen Histamin-Empfindlichkeit ist die isolierte
Trachealkette kein ideales Priparat zur quantitativen Bestim-
mung einer Histamin- beziehungsweise H-Substanz-bedingten
Aktivitit der Schockfliissigkeit. Diese wurde daher in Fer-
suchsreihe 111 am isolierten Meerschweinchendarm durchge-
fithrt. B,-Pyrimidin wurde wie in Versuchsreihe II zur Bad-
flissigkeit des isolierten sensibilisierten Trachealpriparates
zugegeben. Nach Konstanz der anaphylaktischen Kontraktion,
18 bis 20 Minuten nach Auslésung, wurden 0,2 bis 0,4 ml der
Schockfliissigkeit auf das isolierte in einem anderen Versuchs-
gefiss suspendierte Darmpriparat iibertragen (Versuchsbei-
spiel in Abb. 2). Die durch Schockfliissigkeit hervorgerufene
Kontraktion des Darmes verlief meist wesentlich langsamer
als eine entsprechende durch Histaminzugabe hervorgerufene
Kontraktion (siehe Abb. 2). Im Mittel aus 6 Einzelversuchen

! 3-Methyl-4-Amino-5s-Aminomethyl-pyrymidin-dihvdrochlorid.
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Obere Reihe Trachealkette eines sensibilisierten (,,s.T."), untere Reihe Tracheal-

kette eines nicht sensibilisierten Meerschweinchens (,n.T.“), beide im gleichen

Organgefiss (Volumen 4,5 ml). 4 Minuten vor jeder Histamin- beziehungsweise

Antigengabe Br-Pyrimidin 10™ g/ml zur Badfliissigkeit.

H: Histamin-bihydrochlorid, Dosen in pg.

HE: Histamin-Aquivalente (in pg Histamin-2HCI) der AR- und SF-Kon-
traktion,

AR: Anaphylaktische Reaktion; beachte Kontraktionsgeschwindigkeit im Ver-
gleich zu H-Kontraktionen. Unvollstindige Regression nach Auswaschen,

SF: Durch Schockfliissigkeit verursachte Kontraktion des nicht sensibilisierten
Priparates; das Histamin-Aquivalent dieser Kontraktion betrigt hier
< 40 % des Histamin-Aquivalents der anaphylaktischen Kontraktion.

betrug das Histamin-Aquivalent der H-Substanz-bedingten
Darmkontraktion 14 % des Histamin-Aquivalents der ana-
phylaktischen Kontraktion des Tracheapriparates (mittlere
Abweichung =+ 10,3, mittlerer Fehler = 4,2 %). Die Diffe-
renz mit dem in Versuchsreihe T erhaltenen Mittelwert ist
nicht signifikant. Die Differenz mit dem Mittelwert aus Ver-
suchsreihe IT kann bereits als signifikant angesehen werden
(Zufallswahrscheinlichkeit P=o0,01). Dieser relativ kleine
Unterschied konnte einer verschiedenen Konzentrations-Wir-
kungs-Beziehung von H-Substanz an beiden Testorganen zu-
geschrieben werden und war fiir die Fragestellung der vor-
liegenden Untersuchung ohne entscheidende Bedeutung.

Zur Kontrolle wurde in der gleichen Versuchreihe 111 die
Aktivitit der Badflissigkeit des sensibilisierten Priparates
nach Zugabe von Histamin am isolierten Darm getestet. Die
Versuchsbedingungen waren die gleichen wie bei der Priifung
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Abbildung 2.
Obere Reihe (,s.T.%): Trachealkette eines sensibilisierten Meerschweinchens.
Badvolumen 3,5 ml. 4 Minuten vor jeder Histamin- beziehungsweise Antigengabe
10 g/ml Bi-Pyrimidin zur Badfliissigkeit (im Bild nicht angegeben).

H,, H.: Histamin bihydrochlorid, Konzentrationen in ug/ml Badfliissigkeit.

AR:  Anaphylaktische Reaktion; heachte die initiale Kontraktionsgeschwin-
digkeit in der AR im Vergleich zu H-Kontraktionen, Unvollstindige
Regression.

HE: Histamin-Aquivalent der anaphylaktischen Kontraktion, hier 2,4 pg/ml.

Bei | Entnahme von Suspensionsfliissigkeit zur Testung am isolierten Darm

(siehe untere Reihe).

Untere Reihe (,,D%): Parallelversuch am isolierten Darm eines nicht sensibili-
sierten Meerschweinchens, Badvolumen 4,5 ml.

H,, H.: Wirkung von o,2 ml der entsprechenden Suspensionsfliissigkeit des
Tracheapriparates, Histamingehalt als Dosis in ug.

H: Wirkung direkt zur Badfliissigkeit gegebenen Histamins (Dosis in ug).

SF: Wirkung von o,2 ml Schockfliissigkeit der Trachea, Beachte Kontrak-
tionsverlauf, typisch fiir ,slow reacting substance. Die Wirkung von
0,2 ml Schockflissigkeit = 0,48 pg HE entspricht am Darm nur der

Wirkung von o,1 ug zugegebenen Histamins —21 % des Histaminiqui-
valents der anaphylaktischen Kontraktion. Die entsprechenden Werte
fiir Hy und H,, verglichen mit der Wirkung direkt zugegebenen Hist-
amins, betrugen in diesem Versuch 87 und 94 %.
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der Schockfliissigkeit-Aktivitit (siehe Versuchsbeispiel in Abb.
2). In 18 Einzelbestimmungen wurde dabei im Mittel 83 %
der errechneten Histamin-bedingten Aktivitit wiedergefunden
(mittlere Abweichung =+ 18 %, mittlerer Fehler + 4,3 %).
Die Differenz dieses Wertes mit allen Ergebnissen der Akti-
vititsbestimmungen von Schockfliissigkeit (Versuchsreihen I,
[I, IIT) ist hoch signifikant (Zufallswahrscheinlichkeit
P < 0,0002).

In manchen Fillen konnte an einem Trachealpriparat mit
einer zweiten hoheren Antigendosis eine zweite anaphylaktische
Reaktion ausgelst werden wie es auch fir die anaphylaktische
Reaktion des isolierten Meerschweinchendarmes (1) und
-uterus (2,9) beschrieben wurde.

In 3 aller Versuche war die anaphylaktische Kontraktion
der Trachealkette wesentlich langsamer auswaschbar als
histaminbedingte Kontraktionen und eine partielle Verkiirzung
blieb hiufig bestehen (siche Abb. 1 und 2). In diesen Fillen
blieb auch die Histamin-Empfindlichkeit des Priparates da-
nach anhaltend stark reduziert.

DISKUSSION

Die Beobachtungen zeigen, dass aus dem Gewebe der iso-
lierten Trachealkette des Meerschweinchens bei der anaphy-
laktischen Reaktion ,,H-Substanz* freigesetzt wird, welche auf
glatte Muskulatur kontrahiecrend wirkt. Die schlechte Aus-
waschbarkeit der anaphylaktischen Kontraktion, die relativ
langsame Wirkung und Auswaschbarkeit der Schockfliissigkeit
am isolierten Darm, und das Fehlen eines deutlichen Einflusses
von anwesendem Histaminase-Inhibitor geben Anhaltspunkte
dafiir, dass es sich bei der anaphylaktischen Kontraktion dieses
Priiparates zu einem beachtlichen Teil nicht um die Wirkung
von Histamin handelt. Diese Annahme wird bestirkt durch
Befunde iiber die Freisetzung von nicht mit Histamin iden-
tischen Wirkstoffen wie ,,;slow reacting substance" (»,SRS-A")
aus Meerschweinchenlungen-Gewebe in der anaphylaktischen
Reaktion (5, 6, 11) sowie durch Versuchsergebnisse mit spezi-
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fischen Antihistaminen am anaphylaktischen Asthma des
Meerschweinchens (3, 10).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Untersuchungen iiber
die anaphylaktische Reaktion des isolierten Meerschweinchen-
darmes (2) ist die anaphylaktische Kontraktion des Trachea-
priparates, nach Eintritt von Reaktionskonstanz, 3 bis 7 mal
stirker als der Aktivitit der Schockflissigkeit entspricht. Aus
einer iiberschlagsweisen Berechnung geht hervor, dass die
Histamin-Aquivalente der anaphylaktischen Kontraktionen
wesentlich hohere ,,Histamin“-Mengen anzeigen als aus dem
Gewebe tatsichlich freigesetzt werden dirften: Unter Zu-
grundelegung dieser Werte aus allen 15 Versuchen ergibt sich
eine Freisetzung von durchschnittlich etwa 42 xg anaphylak-
togenen ,,Histamins* (Base) pro g Tracheagewebe. Das ent-
spriche dem totalen Histamingehalts des Tracheagewebes,
welcher in der Grossenordnung des Histamingehalts von Meer-
schweinchenlungen-Gewebe (40ug/g) (12) liegen diirfte. Ein
Austreten solcher Mengen ist jedoch unwahrscheinlich. Nach
den Untersuchungen von Mongar und Schild (12, 13, 16,
17) werden aus Lungengewebe von sensibilisierten Meer-
schweinchen durch Antigeneinwirkung nur zwischen 10 und
50 % des Gesamt-Histamins freigesetzt (0,5 bis § pg/g
Gewebe (16)). Dagegen ergibt sich unter Zugrundelegung der
Histamin-Aquivalente der Schockfliissigkeiten aus allen Ver-
suchen (Trachealkette und Darm als Testpriparate) eine
Freisetzung von durchschnittlich etwa 7 g ,Histamin®
(Base) pro g Gewebe, was gut mit den letztgenannten Anga-
ben (12, 13, 16) iibereinstimmt. Allerdings diirfen diese Zah-
len nur mit Vorbehalt gewertet werden, da die Angabe von
Kontraktionsstirken in Histamin-Aquivalenten um so fehler-
hafter wird, je mehr der Kontraktionsmechanismus nicht hist-
aminihnlich ist.

Als Erklirung dieser Diskrepanzen wire anzunehmen, dass
trotz Konstanz der anaphylaktischen Kontraktion die H-Sub-
stanz-Konzentration im Organ hoher ist als in der Schockfliis-
sigkeit zum Zeitpunkt ihrer Aktivititsbestimmung, oder dass
die anaphylaktische Kontraktion des isolierten Organs nicht
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allein durch eine anwesende aktive Substanz aufrechterhalten
wird.

Die initiale Kontraktionsgeschwindigkeit der Tracheapri-
parate in anaphylaktischen Reaktionen war in der Regel deut-
lich grésser als die Kontraktionsgeschwindigkeit auf zugege-
nes Histamin in einer Konzentration, welche eine in der End-
cinstellung ebenso starke Kontraktion hervorrief (vergl. Bei-
spiele in Abb. 1 und 2). Das kénnte darauf beruhen, dass die
explosiv freigesetzte H-Substanz die glatte Muskulatur er-
reicht, bevor sich durch Abdiffusion ein Verdiinnungseffekt der
Badflissigkeit voll auwirkt. Es ist jedoch nicht anzunehmen,
dass das in die Badflissigkent gegebene hochmolekulare anti-
gene Eiweiss in nennenswertem Masse in das Organ hinein-
diffundiert. Antigen-Antikérper-Reaktionen werden sich also
nur in den alleroberflichlichsten Gewebsschichten des Priipa-
rates abspielen. Die im nichsten Bereich dieser Reaktionsorte
freigesetzte H-Substanz diirfte demnach relativ schnell in
die Badfliissigkeit gelangen. Nach Beendigung des Freiset-
zungsprocesses war also eine schnelle Einstellung eines Dif-
fusionsgleichgewichtes von H-Substanz zwischen Organ und
Badflissigkeit zu erwarten. Dieses musste in einem Konstant-
bleiben der Kontraktion des Priparates zum Ausdruck kom-
men, was zugleich gegen eine nennenswerte Inaktivierung
von H-Substanz im Versuchsmilieu sprach. Der bekannte Ver-
lauf der Freisetzungsrate anaphylaktogenen Histamins (7,
16) stiitzt diese Vorstellung. Dieser Uberlegung entsprechend
wurde die Aktivititsbestimmung von Schockfliissigkeit durch-
gefiihrt nachdem die anaphylaktische Kontraktion des Pripa-
rates konstant blieb.

Demgegeniiber ist jedoch ein wesentlich kontinuierlicherer
Verlauf der Freisetzung von anaphylaktogener ,,slow reacting
substance* aus Lungengewebe von Meerschweinchen beschrie-
ben worden (5, 7, 11), was auch fiir die isolierte Tracheal-
kette zutreffen konnte. Es war daher méglich, dass der
Freisetzungsprozess dieses Anteils der anaphylaktischen
H-Substanzen zum Zeitpunkt der Aktivititshestimmung
der Schockfliissigkeit noch anhielt. Eine annihernd kon-




394

stantbleibende Kontraktion des ohnehin trige reagierenden
Tracheapriparates konnte in diesem Fall durch eine in gerin-
ger Menge, aber méglicherweise in nichster Nachbarschaft
der reagierenden glatten Muskelzellen noch annidhernd konti-
nuierlich freiwerdende aktive Substanz unterhalten werden,
ohne dass die abdiffundierten ohnehin kleinen und dazu noch
relativ stark verdiinnten Mengen die Aktivitit der Schockfliis-
sigkeit entsprechend erhéhten. Die nach Auswaschen nur rela-
tiv langsame Regression anaphylaktischer Kontraktionen kann
zum Teil hierauf beruhen. Das dhnliche, wenn auch nicht so
ausgeprigte Verhalten Schockfliissigkeit-bedingter Kontrak-
tionen der Testorgane deutet zudem noch auf eine im Vergleich
zu Histamin stirkere Gewebsaffinitit der aktiven Substanz.

Daneben verdient jedoch auch Beachtung, dass anaphylak-
tische Kontraktionen hiufig nur unvollstindig reversibel blie-
ben und dass die Reaktionsstirke der Trachealkette auf zu-
gegebenes Histamin nach einer anaphylaktischen Reaktion in
34 aller Versuche erheblich und bleibend verringert war. Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass die anaphylaktische Kon-
traktion nicht nur durch Anwesenheit einer freigesetzten ak-
tiven Substanz unterhalten wird, sondern zum Teil auf einer
irreversiblen strukturellen Zustandsinderung des reagierenden
Substrates beruhen konnte. Eine solche strukturelle Schidigung
kann eine unmittelbare Folge der Antigen-Antikdrper-Reaktion
sein. Sie kann ebensogut auch dem Wirkungskomplex der
wahrscheinlich zahlreichen (15) anaphylaktogenen H-Sub-
stanzen zugehoren. Dabei wiire an zellschidigende Wirkungen
von durch Antigen-Antikorper-Reaktionen aktivierten Enzy-
men (18, 19, 20) oder andersartiger, enzymatisch oder auf
andere Weise freigesetzter aktiver Substanzen zu denken. Die
Vermutung liegt nahe, dass es gerade diese, nach Entfernung
des schidigenden Agens bestehen bleibenden und ber wieder-
holtem Eintreten von Antigen-Antikorper-Reaktionen kumu-
lierenden Wirkungskomponenten sind, welche dann im spite-
ren morphologischen Bild allergischer Gewebsverinderungen
deutlich werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

An isolierten Trachealketten sensibilisierter Meerschwein-
chen wurden anaphylaktische Reaktionen ausgeldst. Nach Re-
aktionskonstanz wurde die Aktivitit der Suspensionsfliissigkeit
(1wSchockfliissigkeit) an der isolierten Trachealkette oder
dem 1solierten Darmsegment eines nicht sensibilisierten Meer-
schweinchens bestimmt. Die Aktivitit der Schockfliissigkeit
war signifikant wesentlich geringer als der Stirke der anaphy-
laktischen Kontraktion entsprach. Die moglichen Deutungen
dieses Ergebnisses wurden diskutiert.
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