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Abstract-From homogenized‘platelets of pigs a fraction (PI) was obtained by centrifuga- 
tion at 3000 g for 30 min a fraction (Pi) which contained 87 per cent of the structure- 
bound serotonin and ATP as well as numerous vesicles with electron-dense contents 
was isolated. After resuspension of this fraction in buffered saline solution, aliquots 
were incubated at 0” and 37” for 15 min under various conditions and subsequently 
separated into sedimentable particles and supernatant. Analyses of the serotonin content 
in both portions followed. More than 50 per cent of the bound serotonin was freed, with 
reduction in the electron-dense vesicle contents, during incubation. The rate of release 
did not change with addition of albumin, or potassium, magnesium and calcium ions in 
physiological concentrations or iproniazide (5 x lo-* M). Tyramine (IO-* M to 1O-2 M) 
and prenylamine (10-s M to 5 x lo-* M) caused a concentration-dependent release of 
structure-bound serotonin, whereas under phenoxybenzamine (IO+ M to low3 M) only 
up to 13 per cent more serotonin occurred in the supernatant than in the controls. 

Thrombin and trypsin, with and without addition ofcalcium, as well as lysozyme and 
phospholipase D, had no effect on the content of bound serotonin. A series of membrane- 
damaging substances and procedures led to strong losses of vesicular serotonin. The 
serotonin vesicles from blood platelets represent a further type of amine-containing 
storage organelles. 

BLASCHKO und Welch1 sowie Hillarp et al.2 beschrieben 1953 erstmals in den 
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarkes Adrenalin-haltige Partikel. Inzwischen 
ist nachgewiesen, da13 biogene Amine in einer Reihe von Geweben in Vesikeln oder 
Grana gespeichert werden, z.B. Adrenalin oder Noradrenalin in den Nerven und 
Ganglien des sympathico-adrenalen Systems, im Herzen und im Zentralnervensystem 
(ubersicht s. bei Holtz und Palm;3 Schumann et a1.4). Auch Serotonin wurde im 
Zentralnervensystem, in enterochromaffinen Zellen des Darme& 6 und in B-Zellen 
von Meerschweinchen-Pankreas7 sowie in Ganglien von Mercenaria (Venus) mer- 
cenaria* in Partikeln gespeichert gefunden. 

Uber die Art der Verteilung des in Blutplattchen vorhandenen Serotonins wurden 
zunachst widerspriichliche Auffassungen bekannt. Nach Hughes und Brodie,g 
Schulz et ~1.10 sowie Schulz11 kommt Serotonin fast ausschliel3lich in freier Form in 

* Mit Untersttitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Blutplattchen vor. Dagegen stehen Ergebnisse von Baker et al.12 Born,13 Buckingham 
und Maynert,lA Markwardt et al., 15 Wurzel et al., 16 Solatunturi und Paasonen,rr 
Weber et al.18 sowie Weber und Mondt,rs Minter und Crawford,20 Holmsen et a1.21, 
denen zufolge zumindest ein wesentlicher Anteil des Serotonins der Blutplattchen 
als Partikel-gebunden angesehen werden. 

Neben diesen auf biochemischem Weg gewonnenen Resultaten wurde in neuester 
Zeit such mit Hilfe der Elektronenmikroskopie der Nachweis fur eine Bindung von 
Serotonin an Strukturelemente erbracht. Tranzer et ~2.2~ wiesen Serotonin in 
Blutpltittchen verschiedener Spezies in speziellen, submikroskopischen, vakuolenar- 
tigen Organellen nach, die von rundlicher Form und im allgemeinen kleiner 
(500-1500 A) als die alpha-Granula sind. Ihr Inhalt, der nur selten den gesamten 
Vesikelquerschnitt ausfiillt, ist stark osmiophil. Angaben von May et al.23 sowie eigene 
Untersuchungens4 bestatigen diese Befunde. 

Nach fraktioniertem Zentrifugieren von Blutplattchenhomogenaten fanden wir in 
einer als Pr bezeichneten Fraktion 87 % des strukturgebundenen ATP und Serotonin. 
Sie enthielt such die Mehrzahl der elektronenoptisch als Serotonin-haltige Vesikel 
anzusprechenden Organellenrs~ 24 

Die Wirkung verschiedener Substanzen auf die Aminfreisetzung intakter Blut- 
plattchen ist gut untersucht. Nicht bekannt ist dagegen, inwieweit die Vorglnge an 
isolierten, Serotonin-haltigen Vesikeln aus Blutplattchen vergleichbar verlaufen. 
Die hier beschriebenen Versuche an Fraktion Pr sollten ferner im Zusammenhang mit 
einer vorausgegangenen Mitteilungss zur Lijsung der Frage beitragen, ob ahnlich wie 
in anderen Speicherorganellen eine gleichzeitige Beeintrachtigung des ATP- und 
Amingehaltes stattfindet. Dabei ergaben sich weitere Anhaltspunkte fur ein gemein- 
sames Vorkommen von gebundenem ATP und Serotonin in der gleichen Pllttchen- 
struktur, sowie eine Reihe von Daten, die ihrer Charakterisierung dienen. 

METHODE 

Die Gewinnung der Schweineplattchen, die Herstellung des Homogenates und der 
Fraktion PI erfolgten wie bei Weber et al. 26 beschrieben. Fur die Inkubation wurden, 
sofern nicht anders vermerkt, 0.2 ml der Fraktion Pr mit 3.7 ml Trismaleat-NaCl- 
Puffer und 0.1 ml Liisung der zu priifenden Substanz versetzt. Die Inkubation erfolgte 
15 Minuten in einem Wasserbad von 37”. Bei Inkubationsende wurden die Proben in 
ein Eisbad gebracht und nach etwa 2-3 Minuten Abkiihlung in der Kuhlzentrifuge 
bei 18,000 g 30 Minuten abgesetzt. Das Sediment wurde in 3 ml Aqua dest. aufgenom- 
men und, ebenso wie aliquote Teile des Uberstandes (mit Aqua dest. auf 3 ml 
aufgeftillt) einem Extraktionsverfahren unterworfen. Dieses sowie die quantitative 
Bestimmung erfolgten wie bei Weber et al., 26 beschrieben. Alle Daten sind in pg 
Serotonin-Kreatin-SulfatjO.2 ml Fraktion Pi angegeben. 

PrCparation fur die Elektronenmikroskopie 
Aus der Fraktion Pi wurde unmittelbar nach ihrer Gewinnung sowie nach 30 

Minuten Inkubation bei 37” der sedimentierbare Anteil durch Zentrifugieren in der 
Kalte gewonnen. Nach Uberfiihren des Sedimentes in eiskalte Fixierlbsung I (Glutar- 
aldehyd, 4 ‘A in Natrium-Kakodylatpuffer bei pH 7.3) erfolgte siene Zerkleinerung in 
Blijckchen von etwa 2 mm Kantenlange. Nach 2 Stunden Fixierdauer wurde ebenso 
lange in Puffer mit Saccharosezusatz (O-22 M) gewaschen und dann 1 Stunde lang in 



Untersuchungen an fraktionierten Plittchenhomogenaten-III 1931 

Fixierlijsung II (OsOd-Losung nach Caulfield) nachfixiert. AnschlieDend betteten 
wir die BliSckchen nach Entwbserung mit Aceton in Araldit ein. Die Kontrastierung 
erfolgte mit Bleizitrat nach Reynold (1963) oder mit Uranylacetat und nachfolgend. 
Bleiz trat. 

Verwendete Substamen 
Phospholipase A fur analytische Zwecke (C. F. Boehringer & Sohne, GmbH, 

Mannheim); Iproniazid (Hoffman-La Roche AG, Basel). Die restlichen Substanzen 
sind bei Weber et al.25 beschrieben. 

ERGEBNISSE 

Eine Auswertung aller im Verlauf der Untersuchung gemessenen Werte fiir Serotonin 
in Uberstand und Sediment abgesetzter Pr-Suspensionen, die mit Trismaleat gepuffer- 
NaCl-Ldsung hergestellt und 15 Minuten bei 0” bzw. 37” ohne weitere Zusatze 
gehalten worden waren, ist in Tabelle 1 wiedergegeben. Es handelt sich urn eine 

TABELLE 1. DER SEROTONINGEHALT IN FRAKTION PI, DIE 15 M INUTEN BEI 0” BZW 

37” GEHALTEN UND ANSCHLIEDEND DURCH ZENTRIFUGIEREN IN SEDIMENT UND 

OBER~TAND AUFGETRENNT WURDE 

(n B:50) (n 3_7;3) 

P6 % CLg % 

ilrberstand 3.73 & 0.23 47.6 79.4 
Cediment 4.10 783 F & 0.33 0.36 100.0 52.4 y;i 7.98 .*8’;; z 0.28 100.0 20.6 

Errechnung der Durchschnittswerte der als “Kontrollen” bezeichneten Proben. Der 
partikelgebundene Anteil betragt im Durchschnitt 52.4 %. Dieses bedeutet, dab 
wahrend der Herstellung der Suspension von PI aus dem durch Zentrifugieren 
gewonnenen Sediment des Homogenates etwa die Hllfte des Serotonins (in der Kalte!) 
freigesetzt wird. Vom verbliebenen vesikularen Serotonin (4.10 pg) werden wahrend 
der 15-Min-Inkubationsperiode bei 37” 59 % (244 pg = 4.10 pg - 1.66 pg) an das 
AuBenmilieu abgegeben. Obwohl die Homogenate jeweils aus Plattchen von 3-5 
Tieren hergestellt werden, schwanken sowohl die Absolutwerte wie such die prozen- 
tuale Aufteilung in “freies” und “gebundenes” Serotonin nicht unerheblich. Dagegen 
sind Richtung und AusmaB der unten beschriebenen Verschiebungen in der Verteilung 
von Serotonin unter der Einwirkung bestimmter Agenzien gut reproduzierbar. 

Wahrend der Inkubation kommt es offensichtlich nicht zu einem Abbau von 
Serotonin, wie die gleichbleibende Summe des Serotonins aus Sediment und Uberstand 
erkennen l$iBt. 

Zur Uberpriifung des Einflusses dreier verschiedener Puffersysteme aufdie spontane 
Serotoninabgabe im Verlauf einer Inkubationsperiode von 15 Minuten bei 37” 
wurden Plattchen unmittelbar nach ihrer Isolierung in 0.9% NaCl-Losung, die mit 
Trismaleat, Tris-HCl oder Imidazol-HCl gepuffert war, suspendiert, dreimal gewaschen 
und homogenisiert Es zeigte sich, daB bei Anwendung von Trismaleat nach der 
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Inkubation am meisten, nach Imidazol am wenigsten Serotonin im Sediment ver- 
bleiben war. Aus diesem Grunde wurden die foigenden Versuche unter Zusatz von 
Trismaleatpu~er ausgef~hrt. 

Der zeitliche Verlauf der Abgabe von Serotonin aus dem Sediment in den Ober- 
stand ist in Abb. 1 dargestellt. Man erkennt, da13 der gr613te Verlust an Serotonin 
aus dem Sediment innerhalb der ersten 5 Minuten erfolgt. Eine doppellogarithmische 
Darstellung ergibt eine Gerade. Die Ablbsung des Serotonins von der Struktur ist, wie 
aus Tabelle 2 hervorgeht, tem~raturab~ngig. Sowohl die Zeitwie Temperaturab- 

IO 
t 

01 I I I I 
0 5 IO 15 

min 

ABB. 1. Abgabe von Serotonin aus dem Sediment (x- x) und gleichzeitiger Anstieg im 
ijberstand (0-O). Die oberste Kurve (w) gibt den Verlauf der Summe beider 

CMDen wieder. Ordinate: pg Serotonin-Kreatinininsuifat~~Z ml Fraktion PI. 

TABELLE 2. DER SEROTONINGEHALT IM UBERSTAND VON FRAKTION Pl NACH 15 
MINUTEN INKUBATION BEI VERSCHIEDENEN TEMPERATUREN. MITTELWERTE AUS 3 

VERSUCHEN 

to 

cl 

;: 
30 
37 

Serotonin 

l-58 

1.79 1.88 
2.22 
253 

hgngige Freisetzung von Serotonin entspricht weitgehend den von Da Prada und 
Pletscher27 an isolierten Vesikeln aus Kaninchenpllttchen erhobenen Befunden. 
Da die AnsSitze w8;hrend der Inkubation krPftig mit einer Frequenz von etwa 80/min 
geschiittelt wurden, prilften wir in zwei Versuchen bei 37”, ob bei Unterlassen des 
Schiittelns eine geringere Abgabe von Serotonin in den Uberstand erfolgt. Es zeigte 
sich kein Unterschied zu den gesch~ttelten Proben. 

Es erschien mbgiich, durch Zusatz von Aibumin iiber eine Stabilisie~ng der isolier- 
ten Partikel eine bessere Erhaltung des Serotoninanteiles im Sediment bei 37” zu 
erzielen. Eine giinstige Beeinflussung war jedoch bei keiner der angewandten Albumin- 
konzentrationen zu erreichen (Tabelle 3). 



ABB. 2. Eiektronenoptische Darsfellung von Fraktion PI (Uranyl-Bleizitra~-Kontrast). 
(a) Zahlreiche Vesikel, hi&g mit elektronendichtem E~nschlu~ in frisch gewonnener Fraktion PI. 
(b) Deutliche Abnahme der elektronendichten Einschliisse nach 30 M&ten Inkubation bei 37”. 
Weitere Erkkirungen siehe Text. 
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TABELLE 3. FEHLENDER EINFLUD DES ZUSATZES VON ALBUMIN (%) AUF DIE VERTEILUNG 
VON SEROTONIN IN FRAKTION PI. Ko = KONTROLLEN 

KO 1% 
(nz2) 2% 

KO 5% 
(n = 5) 

Uherstand 640 6.20 640 3.91 
Eediment 8.70 2.70 z 9.10 2.70 5.08 l-17 

?:E 
5.86 

Abbildung 2 a zeigt eineo elektronenoptische Darstellung von frisch gewonnener 
Fraktion Pr. Sie besteht aus Vesikeln (S) mit auflerordentlich elektronendichten, 
runden Einschliissen verschiedener GroBe. Der Innenseite der Vesikelmembran 
haftet meist ein Belag aus weniger elektronendichtem Material an (Pfeil). Ein Teil 
dieser charakter~st~schen Vesikel weist keine dichten Einschhisse auf (Stern). Hierfiir 
bieten sich zwei M~glichkei~n der Erkhirung an: Entweder der Einschluh befmdet 
sich aul3erhalb der Schnittebene, was bei seiner haufig exzentrischen Lage oft 
zutreffen diirfte, oder es ist eine Abgabe des Vesikelinhaltes vorausgegangen. Weiterhin 
kommen in der Fraktion alpha-Granula (G) und Mitochondrien (M) vor. Abb. 2 b 
unterscheidet sich Iediglich durch die auffallend geringe Zahl von Vesikeln mit 
elektronendichtem Einschlu~ von dem voranstehenden Bild. Im Verlauf einer 30 
Minuten”Inkubation bei 37” ist es der chemischen Analyse nach zu einem nahezu 
vollsttindigen Verlust (95 %) an Serotonin gekommen. Parallel hierzu verschwindet das 
‘morphologische Substrat des Serotonins, der elektronendichte EinschluD. Es handelt 
sich demnach urn eine Abgabe von Serotonin durch die Vesikelmembran, nicht aber 
urn eine Lyse der Speicherorganellen. 

Kahn-, Calcium- und Magnesiumionen 
Es ist nicht bekannt, ob der Kationengehalt des Suspensionsmilieus fur die Freiset- 

zung von Serotonin aus isolierten Blutpllttchenorganellen eine Rolle spielt. Aus Tabelle 
4 a geht hervor, daD bei einer Endkonzentration von 5.6 mM KC1 im Mittel von 
7 Versuchen kein Unterschied zur Kontrolle besteht, daB aber die Inkubation in 
56 mM KCI-L&sung das gebundene Serotonin freisetzt. Dieses trifft fir jeden der vier 
durchgefuhrten Versuche zu. 

Weder lo-sM Calcium noch die Kombination der gleichen Calciumkonzentration 
mit 5,6 x lo-sM Kalium bewirkten Unterschiede zu den Kontrollansltzen (Tabelle 
4b). Auch mit Magnesiumionen (IO-sM und IO-sM) wurden keine sicheren Abwei- 
chungen von den Kontrollwerten erreicht (TabeIle 4c). In 3 Versuchen bei 2.5” mit 
IO-sM Magnesium fand sich in jedem Fall deutlich mehr Serotonin im Sediment und 
weniger im Uberstand als in den Kontrollen (Tabelle 4d). 

Amin-freisetzende Substanzen 
Tyramin verminderte konzentrationsabhangig den strukturgebundenen Anteil des 

Serotonins. Einwirkung von lo-2M setzte das strukturgebundene Serotonin viillig, 
lo-4M Tyramin etwa zur H%h?e frei (Tabelle 5a). Konzentrationen von 1005M und 
IO-6M blieben ohne Effekt. Die Anreicherung von Serotonin im Uberstand folgt bei 
halblogarithmischer Darstellung einer Geraden (Abb. 3). Das gleiche PhPnomen ergibt 
sich such bei Anwendung von Prenylamin (Abb. 3). Der Amin-freisetzende Effekt 
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TABELLE 4. DIE SEROTONINVERTEILIJNG IN FRAKTION Pl UNTER ZUGABE VON IONEN 
IN DEN ANGEGEBENEN KONZENTRATIONEN. Ko = KONTROLLEN 

6-4 

ubsrstand 
Sediment 
c 

Ko KC1 Ko KC1 
5% mM 5.6 mM 

(n = 7) (n = 4) 

5.84 5.91 6.11 7.05 

6%! 
0.92 1.81 0.97 
6.83 7.92 8.02 

Ko K+ 5.6 x 10-3M Ko Ca2+ 10-a M 
Ca2+ 2 x 10-S M 

(n = 2) (n = 4) 

4.69 2.81 2.81 4.72 488 2.62 4.81 2.78 
7.50 7.63 7.60 I.59 

(4 Ko Mgz+ Ko Mg2+ 
1O-2 M 1O-3 M 

(n = 6) (n = 2) 

8.10 7.95 5.62 5.88 
1.45 1.61 1.60 
9.55 9.56 7.22 GE 

(d) Ko 25” Mg2+ 
10-Z M 

(n = 3) 

7.89 5.66 
1.14 2.70 
9.03 8.36 

:51 40- 

,30 

/ xHXO 
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In 

20 -. 
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I I I 
0' 370 10-3 

I 
10-5 

I I I 
5x10-3 10-Z 

CM) T 

I I 
10-4 5XlO‘a 

(M) P 

ABB. 3. Dosiswirkungsheziehung der Anreicherfing von Serotonin bei 37” im &z&and der Fraktion 
PI unter dem EiiuD von Tyramin (T; durchgezogene Linien; 3 Einzelversuche) und Prenylamin (P; 
unterbrochene Linie; Mittelwerte aus 2 Versuchen). Ordinate: pg Serotonin-Kreatininsulfat pro 0.2 

ml Fraktion PI. 
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TABELLE 5. DAS VERHALTEN DES SEROTONINS IN FRAKTION PI NACH ZUSATZ VON 
TYRAMIN (n = 6) UNLJ PHENOXYBENZAMIN (n = 5) 

(a) Tyramin (b) Phenoxyhenzamin (M) 

KO IO-2M Ko 10-4 M 0” 37” 10-S 10-a 10-S 

6.51 7.96 7.07 7.74 0.93 2.09 2.20 2.39 2.32 
1.14 0.05 1.48 0.87 

s 7.65 8.01 8.55 8.61 

TABELLE 6. DIE SEROTONINVERTEILUNG IN FRAKTION PI NACH ZUGABE VON ENZYMEN 
IJND EINWIRKUNG MEMBRANLABILISIERENDEN SLJJBTANZEN ODER EINGRIFFE 

(4 

(n = 4) 

flberstand 
Sediment 
c 

Ko 

2.80 
::97;( 

Thrombin Thrombin 
5 E/ml 5 E/ml Ca?+lO-2 M 

Ca2+10-2 M 

2.73 2.43 2.54 
::z! 4.34 3.32 

6.77 5.86 

(b) Trypsin 

Ko 500 E/ml 500 E/ml 100 E/ml 100 E/ml 
(n = 8) Ca lo-* M Ca 1O-3 M 

Uberstand 7.16 6.49 7.10 7.22 7.35 
Sediment 1.67 
c 8.83 ::g 

1.55 1.48 1.25 
8.65 8.70 8.60 

Cc) Lysozym 

(n = 4) 

Uberstand 
Sediment 
z 

Ko 500 E/ml 

6.18 6.17 
1.45 1.48 
7.63 7.65 

500 E/ml 
Ca 10-a M 

5.90 
1.69 
7.59 

100 E/ml 100 E/ml 
Ca 1O-3 M 

5.85 5.70 
1.74 l-94 
7.59 7.64 

(4 Ko Lipase P-Lipase A P-Lipase D 
(n = 5) 0.1 mg/ml 0.05 E/ml 0.05 E/ml 

Uberstand 2.69 3.64 3.50 2.80 
Sediment 2.38 1.97 1.62 2.39 
c 5.07 5.61 5.12 5.19 

(e) 
0 

FO 
Digitonin 

z: 
Digitonin 

(n = 3) 1O-5 M 7 x 10-JM 

&erstand 
Sediment 
c 

(f) (n = 4) 

7.89 
1.14 
9.03 

8.00 260 5.42 
1.06 236 00J 
9.06 4.96 5.42 

Ko Frieren/Tauen 

5.45 6.87 
3.30 1.69 

I: 8.75 8.56 

(g) Ko 
(n = 4) 0” 37” 

;?,a destill;? 
0 

2.39 6.08 7.49 
5.12 1.81 0.15 

x 7.51 7.89 7.64 
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von Prenylamin ist schwlcher ausgepragt als derjenige von Tyramin Phenoxybenzamin 
dagegen fiihrte in 5 Versuchen bei Anwendung von lo-sM zu keiner vermehrten 
Abgabe von gebundenem Serotonin. Bei 10-4M fanden sich durchschnittlich 13% 
(maximal 18*8x), bei lo-3M 11% mehr Serotonin im Uberstand als bei den Kontrollen 
(Tabelle 5b). 

Enzyme und Membran-labilisierende Substanzen oder Eingr@e 
Aus den beiden folgenden Tabellen ist ersichtlich, daB weder hohe Konzentrationen 

von Thrombin noch von Trypsin allein oder in Kombination mit Calciumionen 
nennenswerte Veranderungen gegentiber den Kontrollen verursachten (Tabelle 6a und 
6b). Auch Lysozym, an Fraktion PI getestet, fuhrte zu entsprechenden Ergebnissen 
(Tabelle 6~). 

Unter Lipase und Phospholipase A kam es in jedem von 5 Versuchen zu einer 
deutlichen Anreicherung des Amins im Uberstand bei gleichzeitiger Abnahma des 
gebundenen Serotonins, wlhrend Phospholipase D keine Wirkung zeigte (Tabelle 6d). 

Digitonin wurde bei 37” an insgesamt 11 verschiedenen PI-Fraktionen getestet, 
ohne da13 ein Effekt nachweisbar wurde (im Mittel 7.03 pg Serotonin im Uberstand 
gegeniiber 7.00 pg in den Kontrollansatzen). Weil in dieser Versuchsreihe iiberdurch- 
schnittlich hohe Verluste an gebundenem Serotonin in den Kontrollen aufgetreten 
waren, wiederholten wir die Experimente bei 25”, erhielten aber kein anderes Ergebnis 
als bei 37” (Tabelle 6e). Bei Steigerung der Digitoninkonzentration auf 7 x lo-3M 
beobachteten wir allerdings, ebenso wie in friiheren Versuchen an strukturgebundenem 
ATPa nur noch das Vorkommen von “loslichem” Serotonin (Tabelle 6e). 

Nach Smaligem Einfrieren und Auftauen war im Sediment der Fraktion PI durch- 
schnittlich nur etwa noch die Halfte der Mengen nachweisbar, die sich in der tiber die 
Dauer des Vorganges bei 0” gehaltenen Kontrollen vorfand (Tabelle 6f). Der Verlust 
betrug in einem Versuch 31x, in den anderen Experimenten lag er deutlich dartiber. 

Die einschneidenste Auswirkung auf den strukturgebundenen Serotoninanteil iibte 
eine mit Aqua dest. ausgeloste Osmolyse aus (Tabelle 6g). Es fand sich nahezu der 
gesamte Serotoninbestand im Uberstand, such wenn die Proben bei 0” gehalten worden 
waren. 

SH-Gruppen-Inhibitoren 
Monojodessigsaure in der kleineren der von uns angewandten Konzentration, lo-3M, 
kam in unserer Anordnung sicher kein Effekt zu, wahrend bei einer Endkonzentration 
von lo-2M im Sediment der Serotoninspiegel in allen 5 Versuchen tiefer als in den 
Kontrollen lag (Tabelle 7a). 

Nach Tabelle 7b bewirkte N-Athylmaleimid (NEM) lediglich in der Endkonzen- 
tration von lo-2M einen Abfall des strukturgebundenen Serotonins. Konzentrationen 
von 10e3M und-in der Tabelle nicht aufgefuhrt-lo-4M waren ohne Wirkung auf 
den Serotoninbestand. 

Aus Tabelle 7c ist zu ersehen, daB Mersalyl in einer Endkonzentration von 10-3M 
und 10-4M das gesamte strukturgebundene Serotonin freisetzte, wahrend Konzen- 
trationen von IO-GM und lo-sM keinen EinfluB zeigten. 

Mersalyl stiirte stark die Serotoninbestimmungsmethode. Es muBten deshalb fiir 
jede der 4 untersuchten Mersalylkonzentrationen Eichkurven aufgestellt werden, urn 
den durch Mersalyl verursachten Fehler ausschalten zu konnen. Die angegebenen 



Untersuchungen an fraktionierten Pllttchenhomogenaten- III 1937 

TABELLE 7. DIE WIRKUNG VON SH-GRUPPEN~NHIBITOREN AUF DIE SEROTONIN- 
VERTEILUNG IN FRAKTION Pr 

(4 Ko Monojodessigsaure 

(h) 

(n = 5) 10-a M 1O-3 M 

Uherstand 8.84 9.29 8.50 
Sediment 1.28 0.85 1.38 
c 10.12 10.14 9.88 

Ko NEM Ko NEM 

1O-2 M 1O-3 M 
(n = 2) (n = 2) 

2-60 3.84 4.36 4.28 
2.36 0.69 1.63 1.67 

x 496 4.53 5.99 5.95 

(4 Mersalyl 
Ko 10-3 M Ko 1O-4 M 10-j M 1O-6 M 

(n = 5) (n = 2) 

Uherstand 5.77 702 3.89 6.01 4.03 
Sediment I.74 0 2.30 0.27 

4% 
2.27 

): 7.51 702 6.19 6.28 6.38 6.30 

TABELLE 8. DER EFFEKT VON TPRONIAZID AUF SEROTONIN IN FRAKTION PI 

(n = 1) 

fjherstand 
Sediment 
c 

Ko 

4.31 
2.92 
7.23 

Iproniazid 

5 x 10-4M 5 x 1O-5 M 

4.42 
% 2.80 
6.92 7.22 

Werte wurden unter Verwendung dieser Eichkurven, die jeweils linear verliefen, 
errechnet. 

Iproniazid 
Es interessierte vor allem, ob die Einwirkung von Iproniazid zu einer Erhijhung der 

Gesamtserotoninmenge in Fraktion Pl fuhrt. Dieses war nicht der Fall, so da8 kein 
Hinweis fib das Vorkommen einer Monoaminooxydase in Fraktion PI gegeben ist 
(Tabelle 8). Damit in guter Ubereinstimmung steht die Tatsache, da8 die Gesamtsero- 
toninmenge nach der Inkubation bei 37” nicht unter den Bestand der O”-Kontrolle 
abfiel (vergl. Tabelle 1). Tn den untersuchten Konzentrationen setzte Iproniazid 
geringe Mengen des strukturgebundenen Serotonins frei. 

DISKUSSION 

Der lijsliche Anteil an Serotonin in frisch gewonnenen Fraktionen aus Schweine- 
plattchen liegt mit durchschnittlich 5O%ss sicher iiber den in viva anzutreffenden 
Werten. Dies schlieBen wir aus der ausgepragten Labilitat der hier untersuchten 
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Serotonin-haltigen Vesikel gegentiber Manipulationen und Inkubation in Elektrolyt- 
milieu, bei der innerhalb 15 Minuten durchschnittlich 65 % des gebundenen Anteiles 
frei wurden. 

In chromaffinen Grana aus Nebennierenmark sollen bis zu 95 % der Katecholamine 
und in Rindermilznerven bis zu 65% Noradrenalin unter optimalen Bedingungen 
gebunden vorliegen. 289 QQ Potter und AxelrodsQp 31 bestimmten den entsprechenden 
Noradrenalinanteil in Rattenherzen zu 77 %. 

Die Emp~ndlichkeit der Serotoningrana ist-im Gegensatz zu intakten Blut- 
phittchen-eine Eigenschaft, die sie mit Spei~herorganellen einiger Gewebe teilen, 
z.B. Granulasuspensionen aus Rindermilznerven und Synaptosomen aus Rinder- 
hirn.s2* 33 Auch Noradrenalingrana aus Meerschweinchenherzen sowie aus sympathis- 
then Ganglien weisen eine hohe spontane Abgabe auf.341 35 Entsprechende Grana aus 
Nebennierenmark und Hypothalamus sowie die Serotoningrana enterochromaffiner 
Zellen gehoren dagegen zu den aus ungekl~rten Griinden stabileren Vertretern von 
Speicherst~kturen~6-3* 

Hohe Kaliumdosen stimulieren irt r&o die Katecholaminabgabe aus dem Neben- 
nierenmark.39 Auch in vitro werden aus intakten Zellen, z.B. Nebennierenmark- 
schnitten, Synaptosomen im Rattenzwerchfell, intaktenKaninchenplBttchenebensowie 
aus den isolierten Plittchenvesikeln durch Anwendung hoher Kaliumkonzentrationen 
bzw. Ersatz von Natrium des Inkubationsmilieus durch Kalium, biogene Amine 
frei.m-4s Calcium entleert biogene Amine aus isolierten Grana des Nebennierenmarkes, 
des Hypothalamus und enterochromaffiner Darmzellen.37~ 38~ 4% 44 Markwardt 
et al.15 sowie Pletscher et al.45 beschrieben im Gegensatz zu unseren Beobachtungen 
entsprechende Befunde an subzellularen serotoninhaltigen Strukturen aus Kaninchen- 
pllttchen nach Zugabe von Calcium. An Noradrenalingrana aus Herz und Nerven 
wiederum bleibt Calcium ohne Effekt.34 Ahnlich wie Calcium fiihrt such Ma~esium 
in Versuchen von Schumann und PhilippuJQ zu einer vermehrten Freisetzung von 
Noradrenalin aus isolierten Nebennierenmarkgrana des Rindes. Andererseits be 
schreiben Greenberg und Kolen44 an Nebennierenmarkgrana der Ratte sowie Lembeck 
und Held38 an Serotoningrana des Darmes eine Hemmung der Aminabgabe durch 
Magnesium, die wir nach IO-QM bei 25” ebenfalls beobachteten. 

In unseren Versuchen verursacht Tyramin und Prenylamin ko~entrationsab~ngig 
eine Abgabe von Serotonin in das AuBenmilieu. Phenoxybenzamin erweist sich in 
dieser Hinsicht nur als schwach wirksam. Tyramin ftihrt nicht nur an der isoliert 
durchstrbmten Nebenniere zu Noradrenalinfreisetzung, sondern such an suspen- 
dierten Grana des Markes, an isolierten Noradrenalin-Partikeln aus Milznerven und 
mikrosomalen Her~raktionen.301 Qr.ss* 4r-sQa Der Serotoninbestand von intakten 
Kaninchenp~tt~hen, in Ele~ol~milieu bei 37” inkubiert, entleert sich unter dem 
EinfluB von Tyramin ebenfalls weitgehend. 5%~55 Die selektive Verarmung der Blut- 
plattchen an Serotonin unter Tyramin, gekoppelt mit dem vollst5indigen Verlust des 
elektronendichten Materials der durchschnittlich 1755 A messenden Vesikel im 
elektronenoptischen Bild, ist einer der Hinweise, der zur Identifikation des Vesikel- 
inhaltes gefi.ihrt hat.56 Schum~n und Philippu4s haben gefunden, da13 in Neben- 
nierenmarkgrana Noradrenalin und Tyramin in einem stiichiometrischen Verhgltnis 
(1 :l) ausgetauscht werden und, daB die Noradrenalinfreisetzung in diesem Fall ohne 
eine gleichzeitige ATP-Abgabe vor sich geht. In isolierten Grana aus Blutplattchen 
induziert Tyramin dagegen einen konzentrationsabhlngigen ATP-Verlust.Qb 
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Nacb Prenylamingabe Iti& sich in vivo eine Verminderung der Konzentration 
verschiedener biogener Amine nachweisen. 579 58 Auch in vitro kommt es in isolierten 
S~icherorganellen von Ne~nnierenmark, Nerven, Herz, H~oth~amus und 
Ganglien zu einem Verlust an Noradrenalin. 8% 85~ 879 8% 88 Bei Anwendung kleiner 
Konzentrationen ( 6 6 x lo-8M) wird im Gegensatz hierzu eine Hemmung der 
Aminabgabe beobachtet. 80 Isolierte Grana enterochromaffiner Zellen wiederum 
verloren ihren Serotoningehalt unter Prenylaminzusatz bie 5 x 10d4M bereits bei O”.38 

Serotonin~ana aus Blutpl~ttchen verhalten sich nach Zugabe van Pbenoxybenza- 
min (IO-5 bis lo-8M) anders als Noradrenalingrana des Ne~nnierenmarkes. W~rend 
wir eine nur geringfligige Abnahme des Serotonins bei teilweise sogar leicht erhdhtem 
ATP-Gehalt85 feststellen konnten, beobachteten von Euler et a!.,88 eine Abgabe von 
Noradrenalin und ATP im gleichen molaren Verhaltnis, wie es in isolierten Grana 
vorliegt. 

Thrombin, vor allem in Kombina~on mit Calcium, induziert in intakten Blut- 
plgttchen, unabh~ngig von einer Fibrina~sf~llung im luBeren Milieu, eine Foige von 
Veranderungen, darunter einen kompletten Serotoninverlust (Literaturiibersicht s. bei 
Marcus und Zucker;Gl Weber.88). Auch andere Proteasen wie Trypsin, Papain und 
Subtilisin u.a. erzeugen die gleichen Erscheinungenl8r 6% 88 Von Bedeutung fi.ir die 
Kl&ung des Abgabemechanismus ist, da8 der Serotoningehalt isolierter Partikel aus 
Blutpl~ttchen weder durch ~ombin noch durch Subtilisin oder Trypsin herabge~~t 
wird.rs* 1% 84 Lembeck und Held88 konnten an isolierten Serotoningrana entero- 
chromaffiner Zellen mit hohen Chymotrypsinkonzentrationen ebenfalls keine 
Serotoninabgabe erreichen. 

Die ausbleibende Wirkung der Protease auf den strukturgebundenen Serotonin- und 
ATP-Gehalt88 in Fraktion Pr beweist, da13 eine schwerwiegende Verunreinigung durch 
intakte 3lutpl~ttchen in unseren Versuchen nicht vorliegt. 

Das an Mucopolysaccharidgruppen angreifende Ferment Lysozym erwies sich in 
unseren Versuchen nicht als wirksam, ebenso wenig Phospholipase A und-ahnlich 
wie die Serotoningrana enterochromaffiner Zellen-auf Lipase mit Abgabe des Amins. 
Phospholipase D und Lipase verlnderten in intakten Schweinplattchen den Glykogen- 
gehalt, einen nach unseren Erfahrungen tihnlich wie ATP ansprechenden Parameter, 
ebenso wenig wie ATP selbst.88 Diese Befunde stehen in ~bereinstimmung mit 
elektronenoptischen Beobachtungen von Hovig.88 

Das Verhalten von gebundenem Plattchenserotonin gegenliber wiederholtem 
Einfrieren und hypotonem Milieu ist etwa vergleichbar mit demjenigen von Nor- 
adrenalin in isoherten Grana des Nebennierenmarkes. Noradrenalinvesikel aus 
Milznerven oder Rattenherzen sowie synaptische Vesikel erweisen sich gegeniiber 
beiden sch~digenden Eingriffen als resistenter (Lit. s. bei Potter,87 und Stjiirne.88). 

Die drei an SH-Gruppen angreifenden Agenzien Monojodessigsaure, NEM und 
Mersalyl fuhrten ebenfalls zur Abnahme des granullren Plattchenserotonins. Aus 
diesen Befunden auf eine BeeintrHchtigung durch SH-Gruppen-Hemmer zu blockier- 
ende Mechanismen des Amintransportes zu schlieBen (vergl. Taugner und 
Hasselbach6g erscheint verfriiht, urn so mehr als die angewandten Konzentrationen 
an Monojodessigs~ure und NEM sehr hoch liegen (lo-8M). 

Monoaminoxydase ist nach Untersuchungen von Paasonen und Solatunturi7* 
in Blutplattchen vom Menschen, Hund, Rind und Kaninchen, nicht dagegen in den 
aus Blut von Pferden, Katzen und Ratten isoherten Zellen enthalten. Latt ei al.71 
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bestimmten in Pltittchen von Meerschweinchen und Kaninchen eine deutlich niedrigere 
Monoaminooxydaseaktivi~t als in denjenigen von Menschen. Auch sie stellten das 
Fehlen des Enzyms in Wund- und Rattenp~ttchen fest. Faber das Vorkommen in 
Blutpl&ttchen vom Schwein liegen uns keine Angaben vor. Auf Grund unserer 
Beobachtungen-keine Verlinderung des Gesamtserotoningehaltes im Verlauf der 
Inkubation, fehlender EinfluB von Iproniazid-nehmen wir an, da13 such Schweine- 
plgttchen frei von Monoaminooxydase sind. Die von uns angewandten Iproniazid- 
konzentrationen lagen erheblich iiber den zur Hemmung von Monoaminooxydase in 
der Leber oder menschlichen Blutpl~ttchen notwendigen.72 

Beim Vergleich der Wirkung der getesteten Substanzen bzw. Eingriffe auf struktur- 
gebundenes Serotonin und ATP fanden wir eine vollstandige Obereinstimmung 
(vergl. Weber et al.,25). uber die sich daraus ergebenden Konsequenzen sowie iiber 
zus$tzliche Experimente zu diesem Problem berichten wir in einer weiteren 
Mitteilung.?3 

Wir glauben, mit den mitgeteilten Befunden, such in Verbindung mit den in der 
vorangegangenen Mitteilung beschriebenen Ergebnissen,zs gezeigt zu haben, da13 eine 
prinzipielle Unterscheidung der serotoninhaltigen Strukturen aus Blutpl&ttchen von 
anderen Speicherorganellen biogener Amine nicht getroffen werden kann. Anderer- 
seits ist der in BlutplBttchen vorliegende Granulatyp in der Gesamtheit seiner uns bis 
heute bekannten Eigensch~ten nicht identisch mit den bisher untersuchten Vesikeln 
oder Grana. Er muD als weitere Variante einer serotoninhaltigen Ultrastruktur den 
bisher beschriebenen Speicherorganellen zur Seite gestellt werden. 

Znsammenfassung-Aus homogenisierten Pltittchen vom Schwein wurde durch Zentrifugieren 
(3000 g; 30 Minuten) eine Fraktion (I%) gewonnen, welche 87 % des strukturgebundenen Serotonins 
und ATP sowie zahlreiche Vesikel mit elektronendichtem Inhait enthielt. Nach Resuspendieren 
dieser Fraktion in gepufferter KochsalzlGsung wurden aliquote Teile bei 0” und 37” 15 Minuten unter 
verschiedenen Bedingungen inkubiert und anschlieknd in sedimentierbare Partikel sowie Uberstand 
aufgetrennt. In beiden Anteilen erfolgten Analysen des Serotoningehaltes. 

Mehr als 50% des gebundenen Serotonins wurden unter Abnahme des elektronendichten Vesi- 
kelinhaltes wlhrend der Inkubation in den uberstand frei. Die Abagberate erfuhr keine Veriinderung 
durch Zusatz von Albumin sowie KaIium-, Magnesium- und Calcium-ionen in physiotogischen 
Konzentrationen oder Iproniazid (5 x 1O-4 M), 

Tyramin (1O-4 M bis 1O-2 M) und Prenylamin (10-b M bis 5 x 1O-4 M) verursachten eine kon- 
zentrations abhgngige Freisetzung von strukturgebundenem Serotonin, wfihrend unter Phenoxy- 
benzamin (10-S M bis 10-a M) nur bis zu 13% mehr Serotonin im uberstand vorlag als in den 
Kontrollen. 

Thrombin und Trypsin, mit und ohne Calciumzusatz, setzten such in hohen Konzentrationen 
ebenso wenig vermehrt gebundenes Serotonin frei wie Lysozym und Phospholipase D. 

Eine Reihe von membranlabilisierenden Substanzen und Ma~nahmen fiihrte zu starken Verlusten 
des vesikularen Serotonins (Phospholipase A, Digitonin, Osmoiyse, mehrfaches Frieren und Tauen), 
ebenso Inhibitoren von SH-Gruppen (Monojodessigsiiure, NEM und Mersalyl). 

Die Serotonin-Vesikel aus Blutpllttchen stellen eine weitere Variante Amin-haltiger Speicheror- 
ganellen mit ihnen entsprechenden Charakteristika dar. Eine viillige IdentitBt der Eigenschaften mit 
einem bisher bekannten Vesikel- oder Granatyp liegt nicht var. 
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