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Abstract-The influence of the four cardiac glycosides, ouabain, digitoxin, digoxin 
and gitoxin on the uptake of 5-HT by blood platelets has been investigated. They all 
inhibited the uptake in a dose-dependent manner. Ouabain which has been studied 
separately inhibited the 5-HT uptake by a noncompetitive mechanism. The inhibition 
was less if K+-ions were omitted from the incubation medium and enhanced by an 
increase in K+-ions. The uptake of 5-HT by the blood platelets has been already 
diminished by the withdrawal of K+ from the medium. The results have been discussed 
in terms of the carrier theory of the transport of norepinephrine proposed by Bog- 
danski and Brodie. 

DIE 5-HT-AUFNAHME in die Blutplattchen ist ein stoffwechselabhangiger Mechanismus, 
der mehrfach als pharmakologischesModel1 derAminspeicherunguntersuchtwurde.l-’j 
Dabei hat sich gezeigt, da13 die Kationen Na+ und K+ eine besondere Rolle fur diesen 
Vorgang spielen,‘** und daD er durch Ouabain gehemmt werden kann.2*g 

Fiir biogene Amine wie Noradrenalin konnte nachgewiesen werden, da13 ihre 
Aufnahme in Organschnitte in vitro von einer Na +-K+-stimulierten ATP-ase abhangt 
und ebenfalls durch Ouabain hemmbar ist.1°-15 

Wir haben daher den EinfluB einiger Herzglykoside auf die 5-HT-Aufnahme der 
Blutplattchen sowie die Bedeutung der K+-Ionen fiir diesen Vorgang genauer unter- 
sucht. 

METHODEN 

Blutplattchen von Kaninchen wurden, wie frtiher beschrieben, isoliert.16 Die 
Resuspension fi.ir die Versuchsansatze erfolgte in einer Elektrolytliisung folgender 
Zusammensetzung: NaCl 145 mM, KC1 2,6 mM, CaCl, 2,3 mM, MgC12 2,3 mM, 
NaHCO, 12 mM, NaH2P04 0,4 mM, Glukose 5,5 mM, pH: 7,4. Die Aufnahme- 
versuche wurden, wie in einer vorangegangenen Arbeit angegeben, durchgefiihrt.’ 
Die Messung des 5-HT in den Blutplattchen erfolgte spektrofluorimetrisch. Die 
Inkubationsdauer betrug 60 min. Die Hemmung der 5-HT-Aufnahme wird in Prozent 
der Aufnahme des Kontrollansatzes angegeben. Veranderungen der Elektrolytlbsung 
hinsichtlich des Kaliumgehaltes wurden durch aquimolaren Ersatz des K+ durch Na+ 
ausgeglichen. 

MATERIALIEN 

5-HT (Serotonin-Kreatininsulfat, Dr. Th. Schuchardt, Mtinchen), Ouabain = g- 
Strophanthinum (DAB 7), Digitoxin, Digoxin und Gitoxin (Substanzen des VEB 
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Arzneimittelwerk Dresden). Die drei letztgenannten Glykoside wurden infolge ihrer 
schlechten Loslichkeit den Ansatzen in einer Dimethylformamidliisung zugesetzt. 
Die Dimethylformamidkonzentration in den AnsHtzen hatte keinen EinfluB auf die 
5-HT-Aufnahme. 

ERGEBNISSE 

1. Abhiingigkeit der Hemmung der SHT-Aufnahme von der Glykosidkonzentration 

Die Herzglykoside Ouabain, Digitoxin, Gitoxin und Digoxin wurden in ihrer 
Fahigkeit verglichen, die Aufnahme von 5-HT in die Blutpllttchen zu hemmen. Zu 
diesem Zweck wurden die Blutpllttchen mit steigenden Konzentrationen der Herz- 
glykoside und 25 pg 5-HT/ml eine Stunde lang bei 37” inkubiert. Die Dosisabhiingig- 
keit der Hemmung ist in Abb. 1 dargestellt. Die daraus ermittelten I,,-Werte (Gly- 
kosidkonzentrationen, welche die Aminaufnahme urn 50 % hemmen) liegen zwischen 
10e6 und 10e5 m. 
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Glykosidkonzentration im lnkubationsmedium 

ABB. 1. Hemmung der 5-HT-Aufnahme von Kaninchenblutpllttchen durch Ouabain 0, Digoxin A, 
Digitoxin 0 und GitoxinW nach 60 Min. langer Inkubation in Tyrodeliisung, pH 7,4, 37”, mit 25 pg 

5-HT/ml. Mittelwerte und Standardabweichungen aus 5 Einzelversuchen. 

2. Abhlingigkeit der Aufnahmehemmung von der 5-HT-Konzentration im Inkubations- 
medium 

Bestimmt man die 5-HT-Aufnahme von Kaninchenblutplattchen bei einer Inkuba- 
tion mit steigenden 5-HT-Konzentrationen im Medium, so erhalt man bei der 
grafischen Darstellung einen charakteristischen Kurvenverlauf. Mit steigender 5-HT- 
Konzentration im Medium steigt die 5-HT-Aufnahme zunachst steil an und nimmt 
bei einer Konzentration von 10 bis 20 pg 5-HT/ml nur noch wenig zu. Die Aufnahme- 
kurve geht bei noch hoheren 5-HT-Konzentrationen in eine Gerade i.iber. Der Beginn 
der Kurve weist auf eine Siittigung der aktiven Aufnahme hin, wahrend der zweite 
Kurvenabschnitt, der eine direkte lineare Abhangigkeit der aufgenommenen 5-HT- 
Menge von der 5-HT-Konzentration im Inkubationsmedium widerspiegelt, als 
Ausdruck des passiven Diffusionsanteils der 5-HT-Aufnahme angesehen wird.1*2*4s6 

Urn den EinfluB von Ouabain (10m6 m) auf den aktiven Anteil der 5-HTAufnahme 
zu untersuchen, wurde entsprechend einer von Pletscher6 vorgeschlagenen grafischen 
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Analyse der 5-HT-Aufnahme von Kaninchenblutplittchen der passive Anteil der 
Aufnahme durch parallele Verschiebung des linearen Kurvenanteils durch den O- 
Punkt des Koordinatensystems ermittelt und in Abzug gebracht. Die Kurve der 5- 
HT-Aufnahme unter Ouabain (10s6 m) und K+-Entzug zeigt, da13 der aktive Anteil 
der 5-HT-Aufnahme gehemmt wird, wahrend der passive Anteil unbeeinfluDt bleibt. 
Da die Hemmung der aktiven Aufnahme durch eine Steigerung der Aminkonzentra- 
tion im Inkubationsmedium nicht aufgehoben werden kann, ist das Vorliegen einer 
nicht-kompetitiven Hemmung der 5-HT-Aufnahme durch Ouabain anzunehmen. 

3. Einjluj von K+ auf die 5-HT-Aufnahme und die Hemmwirkung des Ouabain 

Bei Fehlen von K+ im Inkubationsmedium wird wie unter dem EinfluD von Oua- 
bain eine Hemmung der 5-HT-Aufnahme der Plattchen gefunden, die 50-70 % betragt 
(Abb. 2). Somit wirken Ouabain und K+-Entzug gleichsinnig auf die 5-HT-Aufnahme 
der Blutplattchen. 

IO 
5 - HT- Konze%+ion [pg /ml] 

100 

ABB. 2. Einfld3 von Ouabain und Kalium-Entzug auf die 5-HT-Aufnahme von Kaninchenblut- 
pliittchen nach 60 Min langer Inkubation in Tyrodeliisung, pH 7,4 37”. Mittelwerte aus je 5 Einzel- 

versuchen. 

Untersucht man den EinfluB von K+ auf die Ouabainwirkung bei schrittweiser 
Veranderung der K+-Konzentration im Inkubationsmedium (lOfach, normal, 4 und 
&), so zeigt sich, dal3 eine Verminderung der K+-Konzentration zu einer Abflachung 
der Dosis-Wirkungs-Kurven ftihrt, was auf eine Abschwachung der Ouabainwirkung 
hindeutet. Erhohung des K+ ftihrt dagegen zu einem steileren Kurvenverlauf, also zu 
einer Verstarkung der Ouabainwirkung (Abb. 3). Zur Sicherung dieses Ergebnisses 
wurde die Hemmung der 5-HT-Aufnahme durch Ouabain in einer Konzentration 
von 10B5m bei normalem, erhbhtem und erniedrigtem K+-Gehalt im Inkubations- 
medium in einer graDeren Versuchsreihe untersucht. Die Ergebnisse (Abb. 4) zeigen, 
da13 bei einer Erniedrigung der K+-Konzentration eine signifikante Abschwachung, 
durch Erhohung der K+-Konzentration eine Verstlrkung der Ouabain-bedingten 
Hemmung der 5-HT-Aufnahme auftritt. AuDerdem wird nochmals deutlich, daD 
allein durch K+-Entzug die 5-HT-Aufnahme der Blutplattchen vermindert wird. 

B.P. 20/10-E 
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Ouoboin-Konzentrotion im lnkubationsmedium 

ABB. 3, Beeinfiussung der Hemmwirkung von Ouabain dumb die K+-Konzentration im Inkubations- 
medium. Hemmung der 5-HT-Aufnahme von Kaninchenblutpfattchen nach 60 Min. langer Inkuba- 
tion mit 25 pg 5-HT/ml in Tyrodelosung, pH 7,4,37”, bei 10 father K+-Konzentration (@ - - - e), 
normaler K+-Konzentration (+---+), + normaler K+-Konzentration (0 -. - * - W) und 

1-& normaIer K+-Konzentration (0 - ’ . . * * 0). Mittelwerte aus je 5 E~lve~u~hen. 

.ontrolle IO-fach K 
ormol K’ 

pc 0,oi p~o,ool 

I I 
p>o,25 

Iontrolle l/3 K’ 
ormal K’ 

;ontrolle l/IO K’ 
ormol K’ 

pc 0,001 0,02<p~o,o5 p~o,ol P>O, 5 
I I 1 I 
0,01cpc0,02 0,002-Cpc0,01 

ABB. 4. Ein5uB von Ouabain (IO-Jm) auf die S-HT-Aufna~ von Kaninchenblutpl~ttchen bei 
versehiedenen K+-Konzentrationen im ~ubationsmedium nach 60 Min. langer Inkubation in 
TyrodefGsung, pH 7,4, 37”, mit 25 FL@; 5-HT/ml. IJ = Kontrolle 69 = 10b5m Ouabain. Mittelwerte 
und Standardabweichungen aus je 5 Einzelversuchen. Statistische Analyse nach dem r-Test von 

Student. 

DISKUSSION 

Die vorliegende Untersuchung bestltigt zunZchst die Angaben von Sneddon,* 
wonach die 5-HT-Aufnahme in die BlutplZttchen von der Na”- und K+-Konzentra- 
tion im Suspensionsmedium beein&& wird. WHhrend es bei vSiligem Fehlen des 
Na* zu einer 100% igen Hemmung der A~naufnahme kommt, verbleibt bei K+- 
Entzug eine Restaufnahme von ungeGhr 40x, die m~glicherweise iiber eine reine 
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Diffusion zustande kommt und somit such durch Ouabain bis zu Konzentrationen 
von 10m5 m nicht zu hemmen ist. 

Nach Baumgartner und Born besitzen die Blutplgttchen in der Membran ein 
Karriersystem fiir die Aminaufnahme. l7 Verbindungen, die an der BlutplZittchen- 
membran bzw. an dem hypothetischen Karrier angreifen, wie Imipramin, Lokalan- 
aesthetika und Phenothiazine, hemmen die 5-HT-Aufnahme kompetitiv.4*5*18 Der 
nicht-kompetitive Charakter der Hemmung der 5-HT-Aufnahme durch Ouabain 
spricht dafiir, da13 keine Verdrgngung des Amins am Karrier erfolgt. Die Hemm- 
wirkung des Ouabains auf die 5-HT-Aufnahme tritt nur bei Anwesenheit von K+ im 
Inkubationsmedium auf und wird bei UberschuD von K+ verstgrkt. 

Diese Befunde sind mit den Vorstellungen von Bogdanski und Brodie vereinbar, 
die diese Autoren iiber ein Karriersystem haben, das fiir Noradrenalin in Schnitten 
von Herzmuskeln wirksam ist. l4 Danach fiihren eine hohe Na+-und eine niedrige 
K+-Konzentration aul3erhalb der Zelle zu einer Bindung von Amin und Na+ an den 
Karrier und eine hohe K+- und niedrige Na+-Konzentration innerhalb der Zelle zur 
Ablbsung des Amins vom Karrier. Der erforderliche Na+-K+-Gradient wird von 
der Na+-K+ stimulierten ATP-ase aufrechterhalten. Hemmung dieser ATP-ase 
durch Herzglykoside und Eingriffe in den Kationengradienten fiihren zu einer 
Stiirung der Aminaufnahme. Auch bei BlutplPttchen fiihren K+-Abwesenheit im 
Inkubationsmedium und Ouabain zu einer Hemmung der Aminaufnahme. Die 
Ursache hierfiir kijnnte in dem K+-Verlust der Zelle zu suchen sein, da nach Unter- 
suchungen von Cooley und Cohen lg K+-Entzug und Ouabain zu einem K+-Mange1 
in der Plgttchenzelle fiihren. Unter diesen Bedingungen wiirde entsprechend den 
Vorstellungen von Bogdanski und Brodie die Freigabe des Amins vom Karrier in 
der Zelle gestiirt. Andererseits kann eine erhiihte K+-Konzentration im Inkubations- 
medium durch eine Konkurrenz des K+ mit dem Na+ am Karrier zu einer Stijrung 
der Bindung des Amins an den Karrier und zu einer Verstgrkung der Hemmwirkung 
des Ouabains fiihren. 
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