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m~me dose chez le discoglosse et '/~ h aprgs l ' injection de 
10 mg/kg de r~serpine chez le m6me crapaud. 

SUZANNE LII~BECQ-HUTTER et Z. M. BACQ 

[nstitut d'Histologie el Laboratoire de Pathologie el 
Thdrapeutique Gdndrales, Universitd de Li@e (Belgique), 
le 19 ddcembre 1957. 

Summary 

30 rain after an intraperitoneal injection of reserpine 
(5 or 10 mg/kg) in the frog (Rana temporaria) and in the 
toad (Discoglosstts pictus), a substance which has the 
properties of 5-hydroxytryptamine (argentaffine reaction, 
azoreaction, indoreactioI1 and fluorescence in U.V. after 
formaldehyde) disappears from the skin glands; the histo- 
chemical reactions are more positive again 11/2 to 2 h 
after the injection of reserpine. 

B e e i n f l u s s u n l ~  d e r  G e r i n n u n g s w i r k u n g  

yon  H e p a r i n  d u r c h  S e r o t o n i n  u n d  T r y p t a m i n  1 

Frfihere Untersuchungen haben gezeigt,-idass Heparin 
die Wirkung von Serotonin an isolierten Organen 2 und 
in vivo 3 abschw/icht bzw. aufhebt. In der vorliegenden 
Arbeit untersuehten wir die ~Virkung yon Serotonin und 
anderen Stoffen auf die durch Heparin verl/tngerte Ge- 
rinnungszeit im Cofaktor-Fibrinogen-System. 

Methodik. Ffir die Untersuchungen verwendeten wir 
die folgenden Substanzen~: Fibrinogen, Heparin-Cofak- 
tor I I  (Cohn-Fraktion IV/4), Heparin (108 1E/rag), 
Thrombin (40-60 NIH-Einhei ten /mg;  Biochemicum 
Roche), Serotonin (5-Hydroxytryptaminkreatininsulfat;  
Biochemicum Roche), Tryptamin (Hydroehlorid: I3io- 
chemicum Roche), Tyramin (Hydrochlorid; Biochemi- 
cum Roche), Isoamylamin (Hydrochlorid; Biochemicum 
Roche), Histamin (Dihydrochlorid). S/imtliche Substan- 
zen wurden in 1/, 5 molar  m Phosphatpuffernach SOREN- 
SEN yon pH 7,24 bis 7,26 gel6st. 

100 mg Fibrinogen und 400 mg Heparin-Cofaktor wur- 
den unter Zugabe yon 1 Tropfen Octylalkohol in 20 ml 
Puffer gel6st und die L6sung filtriert. Thrombin verdiinn- 
ten wir, ebenfalls unter Zugabe yon Octylalkohol mit 
Puffer, so dass sich in der unten beschriebenen Versuchs- 
anordnung mit  einer 7/ ,g/ml enthaltenden Heparinl6sung 
eine Gerinnungszeit zwischen 40 und 60 s ergab. Die Co- 
faktor-Fibrinogen- und die Thrombinl6sungen wurden 
w~ihrend der ganzen Versuchsdauer eisgekfihlt in silikoni- 
sierten Gef~ssen aufbewahrt. 

Es wurden jeweilen 0,2 ml des Cofaktor-Fibrinogen- 
Gemisches und 0,2 ml einer 1, 2, 3, 4, 5, 6 oder 7 /~g/ml 
Heparin enthaltenden L6sung in ein Glasrbhrchen yon 
10 mm Innendurchmesser gegeben, geschiittelt, das R6hr- 
chen wS.hrend 30 s i m  Wasserbad bei 37°C inkubiert 
und nach Zugabe yon 0,2 ml Thrombinl6sung die 
Zeit bis zum Auftreten des Koagulums ermittelt.  Durch 
Bestimmung d e r m i t  den erw/~hnten verschiedenen Hepa- 

1 Fiir wertvolle Ratschl/ige im Verlaufe der Untersuchungen sind 
wit den Herren Dr. R. MARBET, Dr. ANDRe. STUDER und PD Dr. 
A. W[NTERSTEIN, Wissenschaftliche Laboratorien der F. Hoffmann- 
La Roche & Co. AG. in Basel zu Dank verpfiichtet. 

2 R. KELLER, Exper. 13, 112 (1957}. - G. SMITII und A. N. SMITIt, 
Surg. Gynec. Obstet. 101, 691 (1955). 

G. S.'~ITH und A. N. SMITH, Surg. Gynec. Obstet. 101,691 (1955). 
a Der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG. in Basel danken wir fiir 

die grossziigige Uberlassung der notwendigen Versuchsmengen. 

rinkonzentrationen zustande kommenden Verl/ingerun- 
gen der Gerinnungszeit (Antithrombinzeit) erhielten wir 
eine Eiehkurve ftir Heparin. Zur Priifung des Einflusses 
der verschiedenen Stoffe auf die dureh Heparin ver- 
l~tngerte Antithrombinzeit  stellten wit L6sungen her, die 
ausser einer konstanten Menge Heparin 500, 1000, 1500 
bzw. 2000 /tg/ml der einzelnen Substanzen enthielten. 
Zur Erfassung eventueller, durch die zugegebenen Sub- 
stanzen bedingter pH-Verschiebungen wurde das pH der 
Lbsungen mit  einer kombinierten Glaselektrode (Titris- 
kop Metrohm AG, Herisau) gemessen. 

$ 

55 

50 

45 

&O 

3S 

30 

25 

20 

15 

10. 

5' 

I~g Heparin,' ml 

• 8erotonin 
Trygtamin 

o Histamin 

7 ------.\ ~ °  

s 

.5 

3 
2 

i1 
' O(Norma/zeit) 

5'o0 Iboo ,~oo- 2"o00 
~t# 5ubstanz/ml 

Ergebnisse. Die Resultate der Gerinnungsversuche mit 
Serotonin, Tryptamin und Histamin sind in der Abbil- 
dung graphisch dargestellt. Auf der Ordinate sind die 
Gerinnungszeit in Sekunden, auf der Abszisse die ge- 
prtiften L6sungen (#g Substanz mit je 7 #g Heparin) auf- 
getragen; zudem sind die far die verschiedenen Heparin- 
konzentrationen ermittelten Anti thrombinzeiten (Flepa- 
rineichkurve) beigeffigt. Aus dieser Abbildung geht her- 
vor, dass Serotonin und Tryptamin in Mengen yon 1000, 
1500 und 2000 t,g/ml die Anti thrombinzeit  eindeutig ver- 
kiirzen; 1000 Fg/ml Substanz bewirken eine Verktirzung 
der Antithrombinzeit ,  die der Neutralisation yon etwa 
1/~g/ml Heparin entspricht; diese heparinneutralisierende 
Wirkung von Serotonin und Tryptamin ist unabh/ingig 
vom Intervall,  das zwischen dem Herstellen der L6sun- 
gen und ihrer Zugabe zum Cofaktor-Fibrinogen-Gemisch 
liegt. Die beiden Stoffe verRndern anderseits die Normal- 
gerinnungszeit (ohne Heparin) nicht. Zugabe entsprechen- 
der Mengen Histamin bewirkt im Gegensatz dazu keine 
wesentliche Ver~inderung der durch Heparin verl/ingerten 
Antithrombinzeit.  Auch Isoamylamin und Tyramin ver- 
ursachen, in den gleichen Mengen zugegeben wie Seroto- 
nin und Tryptamin,  keine Vefiinderung der Anti thrombin- 
zeit. 

Wie ergRnzende Untersuchungen ergaben, wird das pH 
der Pufferl6sungen durch Serotonin und Tryptamin  in 
den verwendeten Konzentrationen nicht ver&ndert (Ab- 
weichung < 0,1). Dagegen bewirken 1000 bis 2000/tg/ml 
Histamin in den Pulferl6sungen einen pH-Abfall  yon 0,4 
bis 1,5. Kontrollversuche mit  sauren Pufferl6sungen yon 
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v e r s c h i e d e n e m  p H  al le in  zeigten,  dass  s chon  eine Ver-  
m i n d e r u n g  des A u s g a n g s - p H  y o n  7,25 u m  m e h r  als 0,25 
zu e iner  d e u t l i c h e n  Ve rk i i r zung  de r  G e r i n n u n g s z e i t  f i ih- 
ren.  Die bei  gr6sseren H i s t a m i n m e n g e n  b e o b a c h t e t e  Ver -  
k i i r zung  is t  ausschl iess l ich  d u r c h  die p H - V e r s c h i e b u n g  
bed ing t .  

Diskussion. Die vor l i egenden ,  m i t  d e m  S t a n d a r d t e s t  
de r  H e p a r i n - A n t i t h r o m b i n w i r k u n g  d u r c h g e f f i h r t e n  U n-  
t e r s u c h u n g e n  zeigen,  dass  S e r o t o n i n  u n d  T r y p t a m i n  in 
h o h e n  Dosen  eine h e p a r i n n e u t r a l i s i e r e n d e  W i r k u n g  aus-  
fiben, w g h r e n d d e m  H i s t a m i n ,  T y r a m i n  u n d  I s o a m y l a m i n  
k e i n e n  E f f e k t  h a b e n .  Die h e p a r i n n e u t r a l i s i e r e n d e  Wi r -  
k u n g  y o n  S e r o t o n i n  im S y s t e m  C o f a k t o r - F i b r i n o g e n  + 
H e p a r i n  + T h r o m b i n  ist,  w e n n  a u c h  b e d e u t e n d  schw{i- 
chef ,  ana log  de r j en igen  yon  P r o t a m i n  (vgl.5). Die U n t c r -  
s u c h u n g e n  geben  d a m i t  n e b e n  d e n  e r w g h n t e n ,  a n  isolier- 
t e n  O r g a n e n  u n d  in rive e r h o b e n e n  B e f u n d e n  neue  An-  
h a l t s p u n k t e  ffir die A n n a h m e ,  dass  zwischen S e r o t o n i n  
u n d  H e p a r i n  e ine be ide  Stoffe neu t r a l i s i e r ende  B i n d u n g  
z u s t a n d e  k o m m e n  k a n n .  Die Frage ,  ob  den  v o r l i e g e n d e n  
E r g e b n i s s e n  ftir d e n  A b l a u f  de r  G e r i n n u n g  in rive B e d e u -  
t u n g  z u k o m m t ,  b l e i b t  of fen. 

R.  KELLER 

Inst i tut  /fir Hygiene und A rbeitsphysiologie tier E T H ,  
Ziirich, ld. Februar 1958. 

S u m m a r y  

I n v e s t i g a t i o n s  in  t h e  co fae to r - f ib r inogen  s y s t e m  h a v e  
s h o w n  t h a t  s e ro ton in  a n d  t r y p t a m i n e ,  a l t h o u g h  on ly  in 
r e l a t i ve ly  h i g h  doses, r educe  t he  a n t i t h r o m b i n  t i m e  pro-  
longed b y  t he  ac t ion  of hepa r in .  H i s t a m i n e  h a s  no  such  
effect  on  t he  ac t ion  of hepa r in ,  n o r  h a v e  t y r a m i n e  a n d  
i soamylamine .  

5 R. I~IARBET, A. STUDER und A. WINTERGTEIN, Thrombose und 
Embolie (Benno Schwabe, Basel 1955), p. 36~. 

On the Nature  of S o m e  F luorescent  S u b s t a n c e s  
of Pter in  T y p e  in the  Adult  Sk in  of T o a d ,  

Bnfo vttlgaHs /ormosns 

I n  1952, one  of us  ~ p roposed  t h e  n a m e  R a n a - c h r o m e  I, 
3, 4 a n d  5 for t he  f luorescen t  s u b s t a n c e s  i so la ted  f rom t h e  
sk in  of Rana nigromaculata. T h e  aqueous  so lu t ion  of R a n a -  
c h r o m e  1, 3 or  5 shows a b lue  f luorescence,  a n d  t h e  f i r s t  
two  are  t r a n s f o r m e d  b y  i r r a d i a t i o n  or  o x i d a t i o n  in to  
R a n a - c h m m e  5, 2 - a m i n o - 4 - h y d r o x y p t e r i d i n e - 6 - c a r b o x y -  
lic acid.  R a n a - c h r o m e  1 is f o u n d  in m o s t  of t h e  a m p h i b i a n s  
so fa r  e x a m i n e d ,  a n d  also in c e r t a i n  insec t s  (e.g. Droso- 
phila, Bombyx) .  Thi s  s u b s t a n c e  seems  to be  v e r y  l ike ly  
t h e  s a m e  as  biopter in~.  R a n a - c h r o m e  4 is iden t i ca l  w i t h  
i s o x a n t h o p t e r i n  a. On t h e  o t h e r  h a n d ,  we ~ r e p o r t e d  t h e  
p r e sence  of f luo rescen t  s u b s t a n c e s  of p t e r i n  t y p e  in  t h e  

i T. MAMA, Zool. Mag. 61, 89 (195"2); Exper. 9, ~"29 (1953). - 
T. HAMA and T. Gore, C. R. See. Biol. 148, 754 (1954). - T. HAMA, 
T. GoTo and K. KUSttIBIKI, C. R. Soc. Biol. 148, 1313 (1954). 

2 E. L. PATTERSON et al., J. Amcr. chem. Soc. 77, 3167 (1955); 
78, 5781, 5868, 5871 (1956). - H. S. FOm~EST and H. K. MITClIELL, 
J.  Amer. chem. Soc. 77, 4865 (1955). - M. VISCONTINI et al., Helv. 
chim. Acta 38, 397, 1'2"29, 2034 (1955). 

3 S. NAWA et al., J. Biocheln. 41, 657 (1954). 
4 T. HAMA et al. Science (Japan) 22, 54~2 (1952). - T. HAr, tn and 

M. OmKA, Zool. Mag. 66, 9"2 (1957). 

sk in  of t o a d :  name ly ,  sma l l  a m o u n t s  of R a n a - c h r o m e  1, 
t h e  comple t e  absence  of R a n a - c h r o m e  3, considerable  
a m o u n t s  of R a n a - c h r o m e  5 a n d  B u f o - c h r o m e  ( =  Buf0- 
c h r o m e  1) p r e s u m a b l y  cha rac t e r i s t i c  of Bu/o species. 
These  s u b s t a n c e s  a n d  r i bo f l av in  were found  in con- 
s ide rab le  a m o u n t s  in  t he  colored p a r t  of t h e  dorsa l  skin, 
whi le  in  t he  b l a c k  spo t  of t he  v e n t r a l  sk in  r i bo f l av in  alone 
was found .  I n  t h e  wh i t e  or  yel low pa r t ,  v e r y  l i t t le  of such 
s u b s t a n c e s  occurred.  T h e  r ecen t  i n v e s t i g a t i o n  revealed 
t h a t  t he  s u b s t a n c e  r e p o r t e d  as R a n a - c h r o m e  1 in the 
p r ev ious  p a p e r  was  a m i x t u r e  of two  d i f f e ren t  componen ts ,  
t h e  g rea t e r  p a r t  of wh ich  differs  f r o m  R a n a - c h r o m e  1 and 
be longs  to t h e  s u b s t a n c e  w h i c h  we n a m e  ' B u f o - c h r o m e  2'. 
T h e  o t h e r  c o m p o n e n t ,  R a n a - c h r o m e  1, ex i s t s  on ly  in 
t r a c e s  a n d  is r a t h e r  d i f f icul t  to  recognize.  
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Fig. l.--Chromatogram of fluorescent substances isolated from the 
dorsal skin of Bu[o vulgaris and Rana nigromaculata, and that of 

BuJo bu]o reported by ZiEGLER-Gi)NDER 5. 

The  p r e s e n t  p a p e r  deals  w i t h  t h e  n a t u r e  of these  two 
Bufo-chromes ,  t o g e t h e r  w i t h  two  yel low s u b s t a n c e s  isolat- 
ed f rom t h e  s ame  m a t e r i a l  b y  t h e  m e t h o d  of paper  
c h r o m a t o g r a p h y .  E x t r a c t i o n  was ca r r i ed  o u t  b y  the 
s l igh t  mod i f i ca t i on  of AWAPARA'S me thod~  or  w i t h  10% 
t r i ch lo race t i c  acid.  T h e  c h r o m a t o g r a m  is s h o w n  in 
F igure  1. 

I.  Bu/o-chrome 

(a) Resu l t s  on  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y :  T h e  Rf  values 
of B u f o - c h r o m e  in va r i ous  so lven t s  differ  f rom those  of 
R a n a - c h r o m e  1 (Tab le  I), a l t h o u g h  b o t h  b e h a v e  chemi- 
cal ly  in  a s imi la r  way  (see below).  (b) E f fec t  of l ight:  
P h o t o t y s i s  of B u f o - c h r o m e  occu r red  fa i r ly  r a p i d l y  in the 
a lka l ine  so lu t ion  (pH 9-1) a n d  r a t h e r  s lowly in t h e  acidi- 
fied m e d i u m  (pH 2-5). T h e  p h o t o l y z e d  p r o d u c t  was  de- 
t e r m i n e d  as  R a n a - c h r o m e  5 in  r e spec t ive  cases. (c) Oxida- 
t i o n  w i t h  MnO2: T h e  m a t e r i a l  t r ea t e l t  was  a l m o s t  per- 
fec t ly  ox id ized  to  R a n a - c h r o m e  5. (d) U l t r a - v i o l e t  ab- 
so rp t i on  s p e c t r u m  : F igu re  2 shows the  a b s o r p t i o n  spectra 
of B u f o - c h r o m e  in acid a n d  a lka l ine  solut ions .  

5 I. ZIEC.LER-GErNDER, Z. Naturf. 11b, 494 (1956); Biol. Rev. al, 
313 (1956). 

6 j .  AWAPARA, Arch. Biochem. 19, 172 (19,18). 


