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SHORT COMMUNICATIONS 

Freisetzung von 5-Hydroxytryptamin aus Thrombocyten durch Harmalin 

(Received 2 August 1965 ; accepted 16 September 1965) 

IM ANSCHLU~~ an die Verabreichung von Reserpin tritt ein langanhaltender Abfall der Konzentration 
von 5-Hydroxytryptamin (5-HT) im Gehirn von Versuchstieren ein .l Harmalin und Isopropylisoni- 
kotinslurehydrazid (Iproniazid) beschleunigen das Wiederansteigen des Spiegels von 5-HT2-4 und 
nach Vorbehandlung von Versuchstieren mit Harmalin und Iproniazid tritt nach Reserpin kein 
Abfall der 5-HT-konzentration ein.2p j-a D’ iese Wirkung von lproniazid und Harmalin konnte auf 
eine Hemmung abbauender Enzymsysteme, in der Hauptsache der Monoaminoxydase (MAO) 
zuriickgefihrt werden, durch welche der schnelle Abbau des freigesetzten Amins verhindert wird.g 

Paasonen und Pletscheri” beobachteten eine Hemmung der Reserpinwirkung bei der Freisetzung 
von 5-HT durch Iproniazid und bei Versuchen zur Freisetzung von 5-HT aus Thrombocyten durch 
Nikotin fanden wir eine Hemmung der Freisetzung durch Inhibitoren der MAO vom Hydrazin-Typ. 
Diese Verbindungen hemmen such die Freisetzung von Histamin in vitr& und von Catecholaminen 
in vitro und in uiu& 13 durch Nikotin und wirken antagonistisch auf die durch Nikotin bewirkte 
Hemmung der Speicherung von 5-HT durch Thrombocyten.ll 

Urn festzustellen, ob die MAO in einer bisher unbekannten Weise bei der Freisetzung von 5-HT 
beteiligt ist, setzten wir einen Inhibitor der MAO ein, welcher keine Hydrazinstruktur besitzt, nam- 
lich Harmalin, von welchem eine starke, kurzdauernde, reversible Hemmwirkung auf die MAO 
kekannt ist. 

METHODIK 

Fur die Versuche wurde thrombocytenreiches Plasma von Kaninchen verwendet, methodische 
Einzelheiten sind frtiheren Veroffentlichungen zu entnehmen. 11, 12 Da Harmalin die colorimetrische 
und die fluorometrische Bestimmung des 5-HT in Thrombocytenextrakten start, wurde die Bestim- 
mung von 5-HT nach Chromatographie und anschlieRender Elution der 5-HT-Flecken vorgenom- 
men. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Harmalin verursacht nicht nur keine Hemmung der Nikotinwirkung, sondern setzt 5-HT aus 
Kaninchenthrombocyten in vitro und in viva frei. Die Freisetzung ist abhlngig von der Harmalin- 
konzentration, von der Temperatur und von der Wasserstoffionenkonzentration der Inkubations- 
fliissigkeit. Harmalin ist wirksamer als Nikotin, die durchschnittliche Konzentration, welche 50 % 
der theoretisch miiglichen Menge 5-HT freisetzt, betragt ftir Harmalin 2,5 x 1O-4 M und fiir Niko- 
tin 6 x 1O-3 M. Die gleichzeitige Zugabe von Nikotin und Harmalin ergibt im geeigneten Konzen- 
trationsbereich eine Summation der Wirkung. 

Die Aufnahme von 5-HT durch Thrombocyten wird durch Harmalin gehemmt, diese Hemmung ist 
bereits bei einer Harmalinkonzentration von 2,5 x lOA Merkennbar. 

Iproniazid (von 1 x 1O-4 bis 1 x 10-a M) und I-[2-(Benzylcarbamoyl)~Ethyl-2]-isonicotinoyl- 
hydrazin (Nialamid) (von 3,5 x 1O-4 bis 1,3 x 1O-2 M) beeinflussen die Freisetzung von 5-HT durch 
Harmalin nicht (s. Tabelle 1). 

Aus unseren Ergebnissen ist kein Hinweis fur die Beteiligung der Monoaminoxydase bei der 
Freisetzung von 5-HT aus Thrombocyten abzuleiten. Paasonen l4 beobachtete einen Abbau von 
5-HT durch Thrombocyten und Pletscher und Mitarbeiterrs konnten 5-HT-Metaboliten in Throm- 
bocytenextrakten nachweisen. Unter unseren Versuchsbedingungen ist kein Abbau von 5-HT zu 
beobachten und die Beteiligung eines monoaminabbauenden Enzyms beim Vorgang der Freisetzung 
ist schwer vorstellbar. 
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Die irreversible Hemmung der Monoaminoxydase durch Inhibitoren vom Hydrazintyp kann durch 
reversible HemmkGrper wie Harmalin und Harmin verhindert werden.ls* 17 Eine ausreichende 
Erkllrung fiir diesen Antagonismus, welcher von einigen Autoren als kompetitiv angesehen wird, 
steht noch aus,‘* doch kiinnten unsere Ergebnisse ein Hinweis darauf sein, daR dieser Antagonismus 
zwischen Hydrazinen und Harmalin auf der freisetzenden Wirkung des Harmalin beruht. 

TABELLE I. FREISETZUNG VON 5-HT DURCH HAR- 

MALIN UND NIKOTIN~~ UNTER DEM EINFLUR VON 
IPRONIAZID UND NIALAMID 

Ansltze: 
Freisetzung 
5-HT in %. 

~~r~~l~ff 3,s X 10-a M 
Zusatz von Iproniazid 

(molare Konzentrationf 
0 

3,5 x lo-” 
7 x 10-4 
4 X 10-s 

3,3 X 10-s 

Zusatz von Nialamid 
(molare Konzentration) 

0 
1 X 10-4 
3 X 10-4 
5 x 10-4 
1 s 10-3 
6 x IO-3 
1 x 10-3 

Nilcotin 43 x 10-s 
Zusatz von Nialamid 

(molare Konzentration) 

2,6 ,” 10-3 
6 x IO-3 

49 
48 
52 

:: 

60 

:: 

Die Freisetzung von 5-HT durch Harmalin erfolgt sehr wahrscheinlich nach einem anderen Mech- 
anismus wie die Freisetzung, die durch Nikotin bewirkt wird, wie aus der Inaktivitlt von Iproniazid 
und Nialamid ais Antagonisten der Freisetzung durch Harmalin, geschfossen werden kann. 

ZUSA~M~NFASSUN~ 

Harmalin setzt aus Kaninchenthromb~yten in vitro und in oivo 5-Hydroxytryptamin frei und 
verhindert die Speicherung von S-Hydroxytryptamin durch isolierte Thrombocyten. Die Freiset- 
zung folgt den gleichen Kriterien wie die Freisetzung von 5-Hydroxytryptamin durch Nikotin, mit 
der Ausnahme, dal3 Hemmkijrper der Monoaminoxydase vom Hydrazin-Typ die Freisetzung von 
CLHydroxytryptamin durch Harmalin nicht beeinflussen. 

SUMMARY 

Harmaline releases 5-hydroxytryptamine from rabbit blood platelets in vitro and in vim. The alka- 
loid inhibits the uptake of 5-hydroxytryptamine by isolated thrombocytes. The release is very similar 
to the release caused by nicotine with the exception that inhibitors of the monoamineoxydase of the 
hydrazine type are ineffective. 
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Identification of substances interfering with the fluorometric determination 
of brain histamine 

(Received 6 August 1965; accepted 5 October 1965) 

THERE are two principal procedures available for the determination of histamine ia biological material: 
a bioassay method and the fluorometric procedure which is dependent upon the fluorescence of a 
histamine-o-phthalaldehyde (OFT) comp1ex.l Both procedures require a preliminary purification 
of the tissue extract prior to assay. When the fluorometric procedure was introduced, the results 
obtained indicated good general agreement with the bioassay method, in tissues from various organs 
and animal species. In 1961, Graham2 reported that the fluorometric procedure was inadequate for 
the analysis of liver and plasma in her laboratory. Carlini and Greens+ 4 have since reported that 
when a rat brain extract is purified by the method of Adam,5 the bioassay procedure gives values 
approximately one third of those previously obtained by either bioassay or fluorescence assay. These 
authors indicate that the prekiously reported ostensible agreement between the two assay methods 
is due to the presence of substances other than histamine which give a histamine-like response on 
bioassay and in the fluorometric method-substances other than histamine which also fluoresce 
with OFT. In the present work, the substances that form fluorescent compounds with OFT are 
identified, and a procedure for their separation from brain histamine is described. 

Examination of the fluorescence spectrum of authentic histamine, in contrast to “brain histamine” 
obtained by either a solvent purification procedure,l or a chromatographic procedure using Dowex 
l-X88 as shown in Fig. 1, indicates a spectral shift to the shorter wavelengths. The extent of this 
shift is considerably greater in the presence of phosphate (as illustrated) than chloride ion (the pro- 
cedure used by Shore et al.‘). 


