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Abstract-Prenylamine in low concentrations (lo-’ M) causes a time-dependent 
release of 5-HT from rabbit blood platelets. This is due to an effect of this drug on 
transport and storage mechanisms of S-HT. High concentrations of prenylamine 
(5 x 1O-5 M) also induce loss of histamine and ATP from platelets. 5-HT-release by 
prenylamine is not inhibited by removal of Ca ++ ions or by pretreatment of the blood 
platelets with NEM. Prenylamine acts like reserpin on isolated 5-HT-storage-organelles. 

BEI UNTERSUCHUNGEN iiber den EinfluD von Pharmaka auf den 5-Hydroxytryptamin 
(5-HT)-Gehalt der Blutpl%tchenl fanden wir, da13 Prenylamin bereits in geringen 
Konzentrationen zu einer Freisetzung des gespeicherten 5-HTs der Blutpliittchen 
fiihrt. Da die durch Prenylamin bewirkte Aminliberation fiir die pharmakodynamische 
Wirkung des Mittels von besonderer Bedeutung zu sein scheint, haben wir versucht, 
den Ablauf der 5-HT-Freisetzung an Hand dieses Modells zu studieren, urn auf diese 
Weise weitere Einblicke in den Mechanismus dieser Wirkung des Prenylamins zu 

bekommen. 

METHODEN 

Kaninchenblut wurde gewonnen, indem die mit Hexobarbital(50 mg/kg) narkoti- 
sierten Tiere aus einem in die A. carotis eingefiihrten Polytithylenkatheter entblutet 
wurden. Die Blutpllttchen wurden aus dem 1 :lO mit einer 1 %igen EDTA-Lbsung 
verdiinnten Blut in der iiblichen Weise durch fraktionelle Zentrifugation isoliert, mit 
Ca-freier TyrodelGsung (O-1 % EDTA-Zusatz) zweimal gewaschen und unter dem 
Phasenkontrastmikroskop geziihlt.2 Fiir die Versuche wurden die Blutplgttchen in 
Tyrodelijsung, pH 7.4, resuspendiert, die Endkonzentration betrug O-3 x 109 Plgttchen/ 
ml. 

Zur Gewinnung von subzellultiren 5-HT-Speicherorganellen wurden Kaninchen- 
blutplattchen in eisgekiihlter 0.3 m Saccharoselijsung in einem Glashomogenisator mit 
Teflonpistill (Fa. Braun, Melsungen) 5 min lang homogenisiert. Nach Abzentrifugieren 
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der Zelltrtimmer bei 1000 g wurden die Speicherorganellen bei 20,000 g sedimentiert 
und in einem von Poisner und Trifaros angegebenen Inkubationsmedium resuspendiert 
(KC1 160 mM, NaCl5 mM, Mg Cls O-5 mM, Phosphatpuffer, pH 7.0, 10 mM). Alle 
Praparationsschritte erfolgten bei O-4”. 

Die Bestimmung von 5-HT, Histamin und ATP in den Blutplattchen und den 
isolierten Speicherorganellen wurde nach friiher angegebenen Methoden 
durchgeftihrt.4 

Die Untersuchung der 5-HT-Aufnahme in die Blutplattchen wurde in einer 
vorangegangenen Arbeit beschrieben.5 

MATERIALIEN 

Prenylamin-Laktat (Falicor(n), VEB Fahlberg-List, Magdeburg), Chlorpromazin 
(Propaphenin(R), VEB Deutsches Hydrierwerk Rodleben), Cinchocain (Nupercaincn), 
CIBA AG, Basel, Schweiz), NEM = N-Athylmaleimid (Fluka AG, Buchs, Schweiz), 
Eupaverin(n) (Merck, Darmstadt). 

d , I 
Pre&laminkonzJentration 

lo~lo-~m 

im Inkubationsmedium 

ABB. 1. 5-HT (O)-, Histamin (@)- und ATP (a)-Verlust von KaninchenblutplUtchen bei 30 min 
langer Einwirkung von Prenylamin in Tyrode-LGsung bei 37”. Mittelwerte aus 3-4 Einzelversuchen. 

ERGEBNISSE 

1. Der EinjU der Prenylaminkonzentration auf den S-HT-, Histamin- und ATP-Gehalt 
der Blutpliittchen 

Es wurde der 5-HT-, Histamin- und ATP-Gehalt der Blutplattchen nach 30 min 
langer Inkubation mit steigenden Prenylaminkonzentrationen im Inkubationsmedium 
bestimmt (Abb. 1). Dabei zeigte sich, da13 der 5-HT-Gehalt bereits bei Einwirkung von 
10-s m Prenylamin vermindert wird. Bei Steigerung der Dosis bis auf 1O-4 m kommt 
es zu einer volligen Freisetzung. Im Gegensatz dazu setzt die Abnahme des Histamin- 
und ATP-Gehaltes erst bei Einwirkung von 5 10-s m Prenylamin ein. Abgesehen 
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davon, daB fi_ir die Histamin- und ATP-Liberation wesentlich hohere Prenylamin- 
Konzentrationen benotigt werden, zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurve fur die Histamin- 
und ATP-Freisetzung einen steileren Verlauf und tragt damit Alles- oder Nichts- 
Charakter. 

2. Die Geschwindigkeit der SHT-Freisetzung aus Blutpliittchen durch Prenylamin 
Es wurde der zeitliche Verlauf der 5-HT-Freisetzung aus Blutplattchen bei 

Prenylaminkonzentrationen (2 und 5 x 10-s m) untersucht, die nach 30 min langer 
Inkubation zu einer 50- bzw. 90%igen Abnahme des 5-HT-Gehaltes in den Blut- 
plattchen ftihren (Abb. 2). Danach ist die Geschwindigkeit der 5-HT-Abnahme von 
der Prenylaminkonzentration abhangig. Durch Verlangerung der Einwirkungszeit 
kann selbst durch noch geringere Prenylaminkonzentrationen (geprtift wurden 
Konzentrationen bis zu 10-T m) eine 5-HT-Abnahme bis zur volligen Verarmung der 

ABB. 2. Zeitlicher Verlauf der SHT-Freisetzung aus Kaninchenblutpkittchen durch Prenylamin in 
Tyrode-L&ung bei 37”. Mittelwerte aus 3 Einzelversuchen. 

Pllttchen erreicht werden. Damit unterscheidet sich die Prenylamin-bedingte 5-HT- 
Abnahme wesentlich von der Thrombin-bedingten 5-HT-Freisetzung, welche, wie 
wir in anderen Untersuchungen gezeigt haben, innerhalb weniger Sekunden ihr 
Maximum erreicht.2 

3. Der Einjlul3 von Calcium-Entzug, NEM und Eupaverin auf die durch Prenylamin 
ausgelcste SHT-Freisetzung aus Blutpliittchen 

Urn den EinfluB von Calciumionen auf die Prenylamin-bedingte 5-HT-Freisetzung 
zu untersuchen, wurden die Blutplattchen vor der Prenylaminzugabe (10-d m, 
Einwirkungszeit 10 min) in einem Trispuffer-NaCl-Medium mit 0.1% EDTA-Zusatz 
bei 24” inkubiert. Dabei zeigte sich, da13 die Entfernung der Calciumionen keinen 
signifikanten EinfluB auf die durch Prenylamin ausgelbste 5-HT-Abgabe hatte. 
Ferner wurde der Einflug von NEM und Eupaverin, welche sich als Hemmstoffe der 
Thrombin bedingten 5-HT-Freisetzung aus den Blutplattchen erwiesen hattens auf die 
Prenylamin-bedingte Freisetzung untersucht. NEM und Eupaverin besagen in einer 
Konzentration von 10-4 m keinen signifikanten EinfluD auf die durch Prenylamin 
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(10-a m, Einwirkungszeit 10 min) in Tyrode bei 37” ausgeloste 5-HT-Freisetzung aus 
den Blutplattchen. 

Urn die Frage zu kllren, ob die Prenylamin-bedingte 5-HT-Abnahme der 
Blutpltittchen iiber eine Beeinflussung der 5-HT-Aufnahme der Blutplattchen 
zustande kommt, wurde der EinfluB des Prenylamins auf die Aufnahmef~higkeit der 
Pllittehen fur 5-HT untersucht. Die 5-HT-Aufnahme in die Blutpl~ttchen setzt sich 
aus einem aktiven und passiven Anteil zusammen. Der aktive Anteil der 5-HT- 
Aufnahme la& sich graphisch aus der Gesamtaufnahmekurve ermitteln7 

Wir untersuchten im folgenden den EinfluD von Prenylamin auf den aktiven Anteil 
der 5-HT-Aufnahme in die Blutpl~ttchen (Abb. 3). Dutch 3 bzw. 5 x lo-? m Prenylamin 
kommt es zu einer deutlichen Hemmung des aktiven Anteils der 5-HT-Aufnahme in 
die Blutplattchen. Die Analyse des Vorganges nach Lineweaver-Burk ergibt das 
Vorliegen einer nicht-kompetitiven Hemmung. 

5- HT-Konzentrat~n in pg /ml 

ABB. 3. Einflull von Prenylamin auf die SHT-Aufnahme von Kaninchenblutpllttchen nach 60 min 
larger Inkubation in Tyrode-Lbsung bei 37”. Mittelwerte aus 3 Einzelversuchen: 

5. Die Eeziehungen zwischen Hemmung der EHT-Aufnahme und Freisetzung durch 
Prenylamin 

Zur weiteren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Aufnahmehemmung 
und Freisetzung von 5-HT durch Prenylamin wurden die Blutpl~ttchen in Gegenwart 
unterschiedlicher 5-HT-Konzentrationen und steigenden Prenylaminmengen inkubiert 
(Abb. 4). Bei einer Konzentration von 25 pg 5-HT/ml im Suspensionsmedium, unter 
der die aktive 5-HT-Aufnahme der PlHttchen ein Maximum erreicht, bewirken IO-7 m 
Prenylamin noch eine starke Hemmung der 5-HT-Aufnahme. In Gegenwart einer 
Konzentration von 100 pg 5-NT/ml, bei welcher der passive Anteil der 5-HT-Aufnahme 
iiberwiegt, kommt es unter 10-T m Prenylamin zu keiner deutlichen Aufnah- 
mehemmung. Bei Abwesenheit von 5-HT im Inkubationsmedium verursachen 
P~nyla~nkon~ntrationen von IO-7 m eine deutliche Abnahme des 5-HT-Gehaltes 
der Blutphittchen. Bei Anwesenheit von 5-HT im Inkubationsmedium kommt es 
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Prenylamin- Kontentration 
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ABEL 4. EinfluD von ~~y~rnin auf den 5-HT-Gehalt von K~in~henblutp~ttchen bei verschiedenen 
5-HT-Konzentrationen im Inkubationsmedium nach 60 min langer Inkubation bei 37” (0 = 100 pg 

$HT/ml, C, = 25 pg J-HT/ml, 0 = ohne 5-HT.) Mittelwerte aus 3 Einzelversuchen. 
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Ane. 5. EinfluB von ~enyl~in auf die 5-HT-Abgabe aus sub~llul~ren Strukturen von Kaninchen- 
bfutpliittchen bei 30 min langer Inkubation bei 24” (Medium siehe Methodik.) Linke !%uIen: 

Spontanfreisetzung. Mittelwerte und Standardabweichungen aus 34 Einzelversuchen. 

erst nach Erh~hung der ~enylaminkonzentration auf 10-s m zu einer S-HT- 
Freisetzung aus den Blutpllttchen. 

6. Der EinpuD van Prenylamin auf den NIT-Gehalt isolierter subzelluliirer Strukturen 
der Blutpl~tt~~en 

Urn die Frage nach dem Angriffspunkt des Prenylamins an den Blutpliittchen 
weiter zu kltiren, wurden subzellulare Strukturen von Kaninchenblutplattchen, unter 
denen sich such die 5-HT-SpeicherorganelIen befinden,d* 8 mit Prenylamin inkubiert 
(Abb. 5). Unter diesen ~~n~ngen bewirkten niedrige Prenylaminkonzentrationen 
(10-G m) eine signifikante Hemmung der spontanen 5-HT-Freisetzung, wghrend 
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hohere Prenylaminkonzentrationen (3 x 10-4 m) zu einer Verstarkung der Spontanfrei- 
setzung ftihren. Nach 30 min langer Inkubation mit 3 x lo-4 m Prenylamin enthalten 
die subzellularen Speicherorganellen nur noch 20% des 5-HT-Gehaltes der 
unbehandelten Kontrollen. Die EDso fur die Freisetzung von 5-HT aus den Speicher- 
organellen durch Prenylamin liegt bei 2 x 10-d m. Urn die Besonderheiten der 
Prenylamin-bedingten Beeinflussung der 5-HT-Freisetzung aus isolierten Speicher- 
organellen herauszustellen, wurde der Einflulj von Chlorpromazin und Cinchocain, 
die in vorangegangenen Untersuchungen eine Wirkung auf den 5-HT-Gehalt der 
Blutplattchen gezeigt hattens* 5 auf die subzellularen Strikturen vergleichend 
untersucht. Chlorpromazin und Cinchocain bewirkten im Konzentrationsbereich 
von 10-s bis 3 x 10-S m bzw. 3 x 1O-4 m keine Beeinflussung der spontanen 5-HT- 
Freisetzung aus den Speicherorganellen, bei 1O-4 Chlorpromazin bzw. 1O-3 m 
Cinchocain kam es zu einer deutlichen Erhohung der Spontanfreisetzung. 

BESPRECHUNG 

Die Katecholamin-liberierende Wirkung des Prenylamins ist mehrfach Gegenstand 
von Untersuchungen gewesen. Sie wurde sowohl bei Untersuchungen in vivo,lO-13 
als such in vitro an isolierten Organen 63 10~1s~ 14-19 studiert und fiihrte u.a. zu der 
Annahme, da13 die Wirkung des Prenylamins der eines indirekt wirkenden sympathi- 
komimetischen Amins entspricht, welches durch seinen lipophilen Anteil auBerdem 
noch eine erhiihte Affinitat zu Zell- und Granulamembranen besitzt.159 20 Uber eine 
Freisetzung von 5-HT durch Prenylamin liegen bisher nur einige Berichte vor. So 
fanden SchSne u. Lindnerll nach Prenylamin-Gaben eine Abnahme des 5-HT- 
Gehaltes in Hirn und Herz, und von Lembeck u. Heldsl wurde gezeigt, da13 es bei 
Einwirkung von Prenylamin auf isolierte Granula der chromaffinen Zellen der 
Darmschleimhaut zu einer Abnahme des 5-HT-Gehaltes dieser Aminspeicher kommt. 

Die 5-HT-liberierende Wirkung des Prenylamins konnte zunachst in den 
vorliegenden Untersuchungen an Blutplattchen bestatigt werden. Prenylamin bewirkt 
bereits in relativ geringen Konzentrationen eine spezifische Abnahme des 5-HT- 
Gehaltes dieser Aminspeicher, die offenbar durch eine Beeinflussung der Aufnahme- 
und Speicherungsvorgange fur 5-HT zustande kommt. Hohere Prenylaminkon- 
zentrationen ftihren dariiber hinaus-vermutlich durch eine Schldigung der 
Zellmembran-such zum Austritt anderer Zellbestandteile wie ATP und Histamin. 
Da diese relativ hohen Prenylaminkonzentrationen, wie in Untersuchungen von 
Grobecker u. Mitarb.15 gezeigt wurde, die Oberflachenspannung deutlich vermindern 
und hamolytische Effekte hervorrufen, ist anzunehmen, dal3 diese hohen Prenylamin- 
Dosen entsprechende Veranderungen der Plattchenmembran hervorrufen konnen. 
Auch der an den isolierten 5-HT-Speicherorganellen der Blutplattchen beobachtete 
5lHT-freisetzende Effekt kann damit seine Erklarung finden. Die spezifische, nicht 
auf membranschadigender Wirkung beruhende 5-HT-Liberation durch niedrige 
Prenylaminkonzentrationen kommt dagegen vermutlich iiber eine Beeinflussung von 
Transportvorgangen fiir dieses Amin zustande. Sie erfolgt ahnlich wie die Wirkung 
des Reserpins auf die 5-HT-Speicherung der Plattchen.22 

Die 5-HT-Freisetzung aus Blutplattchen durch Prenylamin verlauft somit in 
vielen Punkten gleich oder ahnlich wie die durch dieses Pharmakon bedingte 
Aminfreisetzung aus den katecholaminhaltigen Zellen. Dies macht sich such bei 
Versuchen zur Beeinflussung des Freisetzungsvorganges durch Calcium und SH- 
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Blocker bemerkbar. Wie wir bei vergleichenden Untersuchungen an Blutplgttchen 
und Nebennierenmark gezeigt haben, 6 ist such die Katecholaminfreisetzung durch 
Prenylamin aus isoliert durchstrtimten Nebennieren des Rindes weder durch Calcium- 
entzug noch durch NEM hemmbar. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Prenylamin bewirkt in Konzentrationen von IO-7 m an eine zeitabhitngige Abnahme 
des 5-HT-Gehaltes von Kaninchenblutpltittchen, die iiber eine Beeinflussung von 
Transport- und Speichervorgiingen fiir dieses Amin zustande kommt. Hohe 
Prenylaminkonzentrationen von 5 x 10-S m an fiihren dariiber hinaus zum Austritt 
von Histamin und ATP. Die Prenylamin-bedingte 5-HT-Liberation ist weder durch 
Entionisierung des Calciums noch durch Vorbehandlung der Plsttchen mit NEM zu 
beeinflussen. Auch bei Einwirkung von Prenylamin auf isolierte 5-HT-Speicherorga- 
nellen der Pliittchen verhiilt sich Prenylamin lhnlich wie Reserpin. 
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