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Auf Grund seiner Studien Uber die Regulation des peripheren
Kreislaufs schloB F. Langel 1932 auf das Vorhandensein einer blut-
drucksenkenden Substanz, die nach ihrem pharmakologischen Ver-
halten mit keinem der bis dahin bekannten hypotensiven Stoffe —
Histamin, Acetylcholin, Adenylsdure — identisch sein sollte: K. Felix
und A. v. Putzer-Reybegg?2hatten die Isolierung und Konstitutions-
ermittluhg dieses sog. ,,vierten Stoffes* in Angriff genommen. Als Aus-
gangsmaéterial dienten ithnen hauptsachlich wasserige, von Eiweil3 und
L'piden befreite Extrakte aus Gekrose. Aus den alkoholloslichen
Anteilen dieser Mesenterialextrakte gewannen sie durch Anwendung
der Methode zur Basentrennung von Kossel und Kutscher eine wirk-
same Fraktion, aus der sich ein Guanidinkdorper in Form verschiedener
Salze kristallisieren lieR. Aus den Analysen dieser Salze errechneten sie
fir den Stoff die Summenformel CHIING6 Da er eine positive Saka-
gouchi-Reaktion lieferte und bei Behandlung mit Jodwasserstoff eine
an Stickstoff gebundene Methylgruppe abspal[ete, vermuteten sie in
dem wirksamen Stoff ein pionomethyliertes Metbylcn-diguanidin. Be-
merkenswertwar die S4urestabilitat; selbst 18-stdg. Kochen mit 30-proz.

1 F. Lange, Minchener med. Wschr. 77, 2095 [1930]; Verh. dtsok. Ges.
inn. Med. 44, 106 [1932]; Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol.
164, 417 [1932]: Rlin. Wschr. 12, 173 [1933]; — W. Ehrlich u. A. E. Cohn.
J. exp. Med. 52, 65 [1930].

* K. Felix, Klin. Waphr. 12, 176 [1933]; — u. A. v. Putzer-Reybegg,
Klin.Wschr.il, 1838 [1932]; Minohener med. Wschr. 77, 2097 [1930]; Verh.
dtsch. Ges. inn. Med. 44, 109 [1932]; Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol.
Pharmakol. 164, 402 [1932].
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Schwefelséure fithrte zu keinem Wirksaiul”g|tsVerlust: Nach vorheriger
Desaminierung Wurde mit 2,5 bis- 7 feAEristallisajo; an der atropini-
sierten Katze noch eine deutliche Senkung' A~ ffluM ~ckes erziel*H

Uber die endgiiltige Konstitutidiisermittlung des. fraglichen Stoffes
finden sich im Schrifttum keine weitereli Angaben; VVon™anderer Seite
wurden in der Zwischenzeit neue blutdrucksenkende Stffe“entdeckt,
das Kallikrein tmd die ,,Substanz P “3 Mandienn”bis heute von
beiden nicht die Zusammensetzung; dardie;* ~* aber~*eder kochbe-
stdndig noch alkohollslich und die zweite nicht*anrestabil*~kénnen
sie mit dem sog. ,,vierten Stoff“ von Lar g~ind»”lix- nicht identisch
sein. Andererseits sind die Arbeiten von Lange und Felix nicht unwider-
sprochen gebheben. Gaddu”~und Schild4 konnten in Darmextrakten
auBer Histamin keinen anderen saurestalE~” an der aninisierten
Katze blutdrucksenkend wirkenden Stoff ~uffinden. Gaddum5 sprach
sich dafur aud, dal'Felix'und v. Pu@»M”"Re.~"gg He”iylguanidin-
salze kristallisiert hatten, 'denen eine kleine Menge Histamin**emengt
War. Histamin soll sich mdghcheEWeise beim Nochenppc”arker Séure
aus Histidin gebildet haben.

Auf Vorschlag von Hrn. Prof. F. Lange.und im Einvernehmen
mit Hrn. Prof. Felix haben wir uns vSEiv<vi "Pro-

blem beschaftigt; wir,teilen im folgenden die Ergebnisse unserer Experi-
mente mit.

Zur Natur des von Felix und :Putzér-Reybégg
dargestellten KrystdaklSaate

Felix und v. Putzer-Reybegg/"haben selbst darai”™ EM"eWiesen.
dal die Analysenzahlen ihres Kristallisates.auf Methylguanidin.Atim-
men; sie verwarfen jedoch die Mdghchkeif einer Identitat dés Methyl-
guanidin mit ihrem Stoff, da ,,dessen Pikrat und Goldsalz ganz*andere
Eigenschaften besitzen, ganz abgesehen davon, daB fMethylguanidin den
Blutdruck nicht senkt, sondern steigert“6. Die Sm”elzpunkté dér von
ihnen kristalhsierten Salze sind folgende:

Flavianat 231°, Chloraupaf‘t 2042, AN PikrafilI 1I97°.
Wir haben die entsprechenden Salze des Methylgua_nidins/her-
gestellt und fiir sie folgende Schmelzpunkte gefunden;?7

Methylguanidin-Flavianat 230,5°, -Chloraurat 204°, -Pikrat 197,5°.

3Vgl. Gaddum u. Dale, GefaBerweltemde Stoffe der faéwébn;»Leipzig
1936, S. 97 u. 102. "W .

* Gaddum u. Schild, J. Physiology 83 1 [1934] -

5 Gaddum u. Dale, GefaRerweiternde Stoffe*aer| Gewebe”Leipzig 1936,
S 98; vgl. auch Guggenhelm, Biogene Amin , Basel 1940.

6 K. Felix, Klin. Wschr. 12, 177 £193'3]:
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Die Kristallformen der von uns hergestellten Salze gleichen den von
Felix und v. Dutzer*Reybegg verdfféntlichten Kristallbildem7 auf-
fallend. liegt daher in $er Tat der von Gaddum gezogene
SchlufR sehr nahe, daB diese Autoren in ihren Kristallisaten
nur Salze des Methylgtianidins in Handen hatten. Die beschrie-
bene Wirkung mufl dann auf Verunreinigung zuriickgehen; wir priiften
selbst nochmals die Blutdruckwirkung des Methylguanidins an der Katze
und»kdnnen bestatigen, dal dér reine Stoff keinerlei senkenden Einfluf
hatA

UntersichiAg der blutdrucksenkenden Wirkung
>von Me|;fentérialextrakt

?27E|*érblieb Romit die Aufgabe, erneut n“ch~der Ursache der senkenden
Wirkung der- Mesenterjalextrakte zu forschen. Diese Aufgabe Stellte
.sich praktisch so dar, daR ein alkohoU®8shcheE: aurestabiler Stoff ge-
sucht werden mufte, der nach Desaminierung noch eine Wirksamkeit
an der atrgpinisierten Katze besitzt; denn Kallikrein scheidet durch
AanriUnloslichkeit in Alkohol aus, Adenylsdure, Adenosin und Sub-
stanz. P durch Verlust ihrer Wirksamkeit beim Kochen, mit Saurp,
AHistamin durch Desaminierung, Acetylcholin bzw. Gholin durch Ver-
fAendung~ Patropimsiérlém Katze als TesttierJfphser Aufarbeitungs-
gang, der die genannten Tatsachen beriicksichtigt, war der folgende:

Von Fett uhd;FrfemdgéWebe mechanisch befreites Schweinemesen-
Aterium wurde im Mpisbliwblf zerkleinert und mit essigsaurem Wasser
yom.pB; 4,0 20"Min. ausgekocht. Die heiBe Brihe wurde filtriert und
,mitiagpijj FiltratjfgdE" Urichloressigsaurefallung ziir Entfernung der Ei-
:wtéiBstoffe durehgefiihrt. Uberschiissige Trichloressigsdure sowie Lipide
wurden durch Atherextraktion beseitigt. Der Riickstand, des nunmehr
lipid- und",eiweillfreien wésserigen Mesenterialextraktes wurde zweimal
mit Alkohol ausgezogen. Der Trockeniickstand des alkoholischen Ex-
traktes WUrde in Wasser aufgenommen und mit Natriumnitrit und Essig-
desamihiert. Zur Entfernung Uberschissiger salpetriger Sdure

und zur Zerstérung ev. noch vorhandener Adenylsidure und Adenosin
Awurde 1 Stdé. in 5-proz..schwefelsaurer Losung auf dem Wasserbad
winter vermindprtem Druck erhitzt. Nach Neutralisation mit Soda er-
folgte Verdampfen %fes Wassers und Durchrithren des Riickstandes mit
" Alkohol, wobei ari~fgénische: Salze ungeldst blieben. Der Troekenriick-
stand dieser.letzten Alkohglextraktion wurde in physiolog. Kochsalz-
l6sung aufgenommfen und an der atropinisierten Katze getestet. Zur

?-K. Eélix n. A. v. Putzej- Reybe.gg, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp.
Pathol, u. Pharmakol. 169, 214 [1933:] . .
_ Prof. Felix teilte uns freundlicherweise mit, daR er selbst schon friher
. Zur gleichen Auffassung gelangt.s'ei und darlber 1934 auf der Physmlogentag;]ng
"in Gottihgén und 1936 auf einer Tagung in Oeynhausen vorgetragen habe. Leider
sind;Mi€|é. Befunde nicht ins Schrifttum ubergegangen.
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Sicherung wurden weitere Teste am isQlieftéii Fros™hherzen und am
isolierten Meerschweinchendarm durchgefiihrt. Die Resijltate der phar*
makologischen Prifungen, die im Versuchsteil' i“per beschrieben sind,
zeigen, daB in unserem Vérsuch im Schweine)Mesenterium und
-Darm auBer Histamin und Cholin kein andefer™&durestahiler
alkoholléslicher depressorischer Stoff gefunden worden isfc.

F.Lange beschrieb als Charakteristikum des ,,vierten Stoffes*‘ eine
bei der Blutdrueksenkiing gleichzeitig auftretende Amphtudenvergi®éy
rung und die Eigenschaft, dal? durch gréRte Dosen bei'Senkung dés Blut-
druckes auf tiefste vGrade niemdap| eine tddliche Wirkung "eintrat ~'durch
Atropin wurde die Wirkung seiner gereinigten Prédparate nicht beein-
fluBt9. Wir haben bei unseren Aufarbeitungen niemals eine Solche
AmplitudenvergroéRerung beobachtet. Diese,, Diskrepanz, bedarf einer
Klarung, um so mehr, als R. Christiel0aus eipem Tumor des Glomus
caroticum eines Menschen und aus den Glomera von Haifischen und
Rochen, eine blutdrucksenkende ~Substanz ameiéhhr|~" die sich -von
Acetylcholin, Histamin, Adenylsdure und Kallikrein untersc”ed. Die
Befunde in bezug auf den Tumor des menschlichen Glomus caroticum
wurden kirzlich bestatigt1l

Den HHrn. Prof; A. Butenahdt, Prof. F. Haffner und Prof. F.
Lang e dankenwir furihr forderndes Interesse an dervorliegenden Arbeit.

Beschreibung der Versuche

Der im folgenden gegebene Bericht stellt eine Zusammenfassung aus den
Protokollen von insgesamt 27 Aufarbeitungen dar, die wir im Laufe eines Jahres -
durchfiihrten. e

Herstellungder Mesenterialjextrakte.il450,9-6eHa,chtf5®cheh Sei«!-.,"
nemesenteriums wurden ,von Fett und anhaftendem Fremdge”ejbe befreit und
durch einen Fleisehwolf getrieben.-Das zerkleinerte Gewebe (720, g). wiirde nach
Verriihren mit 1,5 | Essigwasser vom Ts. 4,0 20 In . tgekocht. Der wasserige
essigsaure- Extrakt lieR Sich in heiRem Zustand sehnell filtrieren. Sobald ,er auf
60° C abgekuhlt war,.wurde die Losung? 10-proz. trichloressigsauer igenmpht
zwecks Ausfallung der geldsten EiweiRstoffe,. Jtfach Abfiltrieren der entstandenen
Fallung und Eindampfen des Filtratbs konnte der verbliebene Riickstand durch
dreimalige Extraktion"mit Ather von Uberschissiger-Trieb loressugsanire und von
Lipiden befreit werden. Der im Ruckstand aufgesaugte Ather wurde abgedampft, -
der lipid- und .eiweiRfreie Trockenriickstand des wasserigen Mesenteriailextraktes'
zweimal mit Alkohol' dusgezagen,,. der Alkohol verdampft, der Riickstandlder
alkoholischen Losung mit Wasser’verriihrt und die'sich bildende Losung klar
filtriert. Athanol-Wasser-16sliché Fraktion. Sie enthielt in 30\écm Losung”
1,8 g orangefarbener Trockensubstanz. :

Desaminierung und Sdurebehandlung. 25 ccm der Alkohol-Wasser-

I6slichen Fraktion wurden mit |.g Natriumnitrit und.~-acm‘jEiseshig”er'sbfét und %
unter mehrfachem Schitteln 5 Stdn. stehen gelassen. Dann wurde die Lésung,

9 F. Lange, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp, Pathol. Pharmakoll| 164,

. 421 [1932], ¢ . - eY.Y.. . 'Ez&M- . V'
10 R 'Christie, Endocrinology 1933, S. 421,. 433.
L. Leger, J.L.Parrot u."P. Gley, Presse,méd. 1947, 542.
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5-jjrQz gemacht und tntér mehrfacher Zugabe von Wasser 1 Stde.
auf denn Wasserrad am Wasseistrahlpumpeoorvakuum erhitzt. Nach diesem Be-,
(iiandfei*ptr Histamin durch Be4&”™'inm:ung zerstért, Adenylsdure und Adeno-
~m~'-aTen,;gecpai'teiiC H [pamirkwird ~w~diésoA Bedingungen nicht au's Histidin
gebildet"~*™dduinMé|ntchi~B”™n"~"1c'he Hiswnunbildung bei Felix, dér eine
Prnb A A A HpiftralctésTIEIdrding” 1 30-proz. Schwefelsaure ohne Wirk-
sam piffeEétffystffil fcrifcmvWir haben uns von den
, aufgezahltcn Tatsachen dadurch uberzeugt/ dal wir jeweils Proben von Hista-
min, Adenylsaure, Adenosin und Histidin* derselben Behandlung mmtfeeiiogen.
Nach Neutralisation mit Soda verdampften wir di*vI”~Bfipg'izur Trockne, und
nahmen in»Alkohol auf, ~b67i; di'~-iidrganisehen-ungeldst blieben (etwas;
Na'tieiliinacBtatjppg ,in Losung|%illplerursacht jedoch nach unserer Kontrolle an
Kat”~é keine Blutdrubk”~hkung)cNach Vertreiben des -
stand in physio’k Kochsalz-Losung aufgenpmmen”'l®”ruinierte Athanol-
Wasser-jj*"Hdhe FrJ||p|©n. 'Sié enthier in§5»iii-Losung 1,0 g gelblicher
fTrdekensubstanz.
AuRer Athanolextraktionen habén. wir auch solche mit Butanol an Waseh-
"-wassernwon' Ninderda*e~h At es' NiNAAAN ScEINa&hofen

Pha

1. SBDmdruckes an a&Crinurk Ctisiert©nKatze
nach Frank-Pitt"MAMAmi~n~mlefcp™nd, "as vet. “tanbten Katz©: Wurde
[im]§ ‘icife. Biutdruck;fdiirch ein
iatarrés"HphréhS~stem, BBfcE~rfeni*E~Me rENiri-KocbMIzIffennigi -L Heparin.'
Saufen Xfir Verhinderung der -Blutgerinnung wurden der

-Oes™ mePrefeLcc-ni ~MfipariiuNaCl--Lésung L v. inji- -
j~anider-wurden die™- T pti m
BubstanzeSm I.~. injiziert, und (fwzeitryl.S p A" jn talz Logting- zurbj*éimgimg
Wirkung, dle <KApAmininN'A$3t$tanz
in Konzen6Sa~ae~plI“"Hr~Hiit 0,-5/bzw. 1,0 ccm deutlich entfaltete, verschwand.
nich CfarerpOa: 3™ mg*A”opm; wastder, Wirkung von Aéetylcholin bzw. Cholin-
entsp|m||t;. <1096Acetylcholin bzw. 'S mg Cholin zeigten den Jllicheh- Effekt. 10 mg
'Methylguanidin -zeigen eé~-geringél™lutdruck'stetgernde Wirkung (Kurve 1,-»
X. 8eite;206).".J

2. Untersiichung 4&ri de\: é i n ittene.n D arnér
stlcdcépHEIn 3'cm langes Darmstiipk'eines Meerschweinchens wird
warmerHyrode-Lésung an einer ~itenbefestigt, an der anderen mit einem 2eiger
Verbunden. Auch! hier zeigte die desaminierte Fraktion einen durch Atropin aufheb- :
béarén Effekt. Die Wirkung der.nichtdesaminierten Fraktion lieB sich durc”i-Atro-
pin nicht vollstandig-aufhebeii und glich der Wirkung VonHistamin 1:10 G00000.
Methylgiiamdim zeigt$$-: 3Q00 einen geringendtohisférjMden Effekt (Kurve I1).

: 3. Prafung.”»i~o lfélrten Frogchherzen nach Straub: Am isolierten
mit,Ringerlésung gefillten. FrosehherZen ah idrer Straiibschen'Kantle bewirkte
die’ hichtdesamihierté Fraktion girie Senkung der Hubhohe, die sich durch Atro-
pin aufhebp™'iihRv was der 'As~Icholhinkiln?; 'entsprlcht Die an den vor-
genannten Prédparaten auBerdem gefundene, Hlstaman|rkung der niehtdesa-
miniei;ten Fraktionen, laBt, siclyam-Froschherzeh nicht zeigen. Die Wirkung der
desaminiCr~n~Fraktion 1:30 wurde durch Atropin Verzdgert riickgangig ge-
macht, was an unseren Préaparaten,der Wirkung einer Cholfnlésung 1:100 ent-
spricht...Die geringe Wirkung einer Methylgilanidinlésung 1:1000 wurde durch
Atropin nicht, beeinfluBt (Kurve 111).

.Naph diesen Versuchen ist die blutdrucksenkende Wirkung der gepriften
'‘Extrakte -nicht' von don bekannten Wirkungen von Histamin und Acetylcholin
Unterschieden bzw. ist die abgéschwaehte. Wirkung naoh Desaminierung auf
Cholin zurtckzufibren. .
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Ausgewdhlte Beispiele der Wirkung der/desamihierten Substanz im ’Vergleichs-
nut Aeetylcholin, Cholin und niéhtdesaminiertér. .Substanz.

I: Blutdruck (Katze), 11: Darm (W etrschweinehen], — rne fern (Froseh),



