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méme dose chez le discoglosse et 1/, h aprés I'injection de
10 mg/kg de réserpine chez le méme crapaud.

SuzanNE L1EBECQ-HUTTER et Z. M. Bacg

Imstitut d’Histologie et Laborvatoive de Pathologie et
Thérapeutique Géncrales, Université de Liége (Belgique),
le 19 décembre 7957.

Summary

30 min after an intraperitoneal injection of reserpine
(5 or 10 mg/kg) in the frog (Rana temporaria) and in the
toad (Discoglossus pictis), a substance which has the
properties of 3-hydroxytryptamine (argentaffine reaction,
azoreaction, indoreaction and fluorescence in U.V. after
formaldehyde) disappears from the skin glands; the histo-
chemical reactions are more positive again 1!/, to 2 h
after the injection of reserpine.

Beeinflussung der Gerinnungswirkung
von Heparin durch Serotonin und Tryptamin!

Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass Heparin
die Wirkung von Serotonin an isolierten Organen? und
in vivo? abschwicht bzw. aufhebt. In der vorliegenden
Arbeit untersuchten wir die Wirkung von Serotonin und
anderen Stoffen auf die durch Heparin verlingerte Ge-
rinnungszeit im Cofaktor-Fibrinogen-System.

Methodik. Fiir die Untersuchungen verwendeten wir
die folgenden Substanzen*: Fibrinogen, Heparin-Cofak-
tor II (Cohn-Fraktion IV/4), Heparin (108 1E/mg),
Thrombin (40-60 NIH-Einheiten/mg; Biochemicum
Roche), Serotonin (5-Hydroxytryptaminkreatininsulfat;
Biochemicum Roche), Tryptamin (Hydrochlorid; Bio-
chemicum Roche), Tyramin (Hydrochlorid; Biochemi-
cum Roche), Isoamylamin (Hydrochlorid; Biochemicum
Roche), Histamin (Dihydrochlorid). Samtliche Substan-
zen wurden in /5 molar m Phosphatpuiffernach StrgN-
seN von pH 7,24 bis 7,26 gelost.

100 mg Fibrinogen und 400 mg Heparin-Cofaktor wur-
den unter Zugabe von 1 Tropfen Octylalkohol in 20 ml
Puffer gelost und die Losung filtriert. Thrombin verdiinn-
ten wir, ebenfalls unter Zugabe von Octylalkohol mit
Puffer, so dass sich in der unten beschriebenen Versuchs-
anordnung mit einer 7 ug/ml enthaltenden Heparinlésung
eine Gerinnungszeit zwischen 40 und 60 s ergab. Die Co-
faktor-Fibrinogen- und die Thrombinlésungen wurden
wahrend der ganzen Versuchsdauer eisgekiihlt in silikoni-
sierten Gefdssen aufbewahrt.

Es wurden jeweilen 0,2 ml des Cofaktor-Fibrinogen-
Gemisches und 0,2 ml einer 1, 2, 3, 4, 5, 6 oder 7 ug/ml
Heparin enthaltenden Losung in ein Glasréhrchen von
10 mm Innendurchmesser gegeben, geschiittelt, das Rohr-
chen wihrend 30 s im Wasserbad bei 37°C inkubiert
und nach Zugabe von 0,2 ml Thrombinlésung die
Zeit bis zum Auftreten des Koagulums ermittelt. Durch
Bestimmung der mit den erwdhnten verschiedenen Hepa-

1 Fiir wertvolle Ratschlige im Verlaufe der Untersuchungen sind
wir den Herren Dr. R. MARBET, Dr. ANDRE STUDER und PD Dr.
A, WINTERSTEIN, Wissenschaftliche Laboratorien der F. Hoffmann-
La Roche & Co. AG. in Basel zu Dank verpflichtet.

? R. KELLER, Exper. 13, 112 (1957). — G. Smitit und A. N, Smith,
Surg. Gynec, Obstet. 101, 691 (1955).

3 G. Ssrti und A. N. Smitn, Surg. Gynec. Obstet. 101, 691 (1955).

4 Der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG. in Basel danken wir fiir
die grossziigige Uberlassung der notwendigen Versuchsmengen.
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rinkonzentrationen zustande kommenden Verlingerun-
gen der Gerinnungszeit (Antithrombinzeit) erhielten wir
eine Eichkurve fiir Heparin, Zur Priifung des Einflusses
der verschiedenen Stoffe auf die durch Heparin ver-
lingerte Antithrombinzeit stellten wir Lésungen her, die
ausser einer konstanten Menge Heparin 500, 1000, 1500
bzw. 2000 pg/ml der einzelnen Substanzen enthielten.
Zur Erfassung eventucller, durch die zugegebenen Sub-
stanzen bedingter pH-Verschiebungen wurde das pH der
Lésungen mit einer kombinierten Glaselektrode (Titris-
kop Metrohm AG, Herisau) gemessen.
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Eygebnisse. Die Resultate der Gerinnungsversuche mit
Serotonin, Tryptamin und Histamin sind in der Abbil-
dung graphisch dargestellt. Auf der Ordinate sind dic
Gerinnungszeit in Sekunden, anf der Abszisse die ge-
priiften Losungen (ug Substanz mit je 7 ug Heparin) auf-
getragen; zudem sind die fiir die verschiedenen Heparin-
konzentrationen ermittelten Antithrombinzeiten (Hepa-
rineichkurve) beigefiigt. Aus dieser Abbildung geht her-
vor, dass Serotonin und Tryptamin in Mengen von 1000,
1500 und 2000 xg/ml die Antithrombinzeit eindeutig ver-
kiirzen; 1000 pug/ml Substanz bewirken eine Verkiirzung
der Antithrombinzeit, die der Neutralisation von etwa
1 pg/ml Heparin entspricht; diese heparinneutralisierende
Wirkung von Serotonin und Tryptamin ist unabhidngig
vom Intervall, das zwischen dem Herstellen der Losun-
gen und ihrer Zugabe zum Cofaktor-Fibrinogen-Gemisch
liegt. Die beiden Stoffe verindern anderseits die Normal-
gerinnungszeit (ohne Heparin) nicht. Zugabe entsprechen-
der Mengen Histamin bewirkt im Gegensatz dazu keine
wesentliche Verdnderung der durch Heparin verlingerten
Antithrombinzeit. Auch Isoamylamin und Tyramin ver-
ursachen, in den gleichen Mengen zugegeben wie Seroto-
nin und Tryptamin, keine Verinderung der Antithrombin-
zeit,

Wie erginzende Untersuchungen ergaben, wird das pH
der Pufferlosungen durch Serotonin und Tryptamin in
den verwendeten Konzentrationen nicht verdndert (Ab-
weichung < 0,1). Dagegen bewirken 1000 bis 2000 ug/ml
Histamin in den Pulferlosungen einen pH-Abfall von 0,4
bis 1,5. Kontrollversuche mit sauren Pufferlésungen von
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verschiedenem pH allein zeigten, dass schon eine Ver-
minderung des Ausgangs-pH von 7,25 um mehr als 0,25
zu einer deutlichen Verkiirzung der Gerinnungszeit fiih-
ren. Die bei grésseren Histaminmengen beobachtete Ver-
kiirzung ist ausschliesslich durch die pH-Verschiebung
bedingt.

Diskussion. Die vorliegenden, mit dem Standardtest
der Heparin-Antithrombinwirkung durchgefithrten Un-
tersuchungen zeigen, dass Serotonin und Tryptamin in
hohen Dosen eine heparinneutralisierende Wirkung aus-
iiben, wéhrenddem Histamin, Tyramin und Isoamylamin
keinen Effekt haben. Die heparinneutralisierende Wir-
kung von Serotonin im System Cofaktor-Fibrinogen 4
Heparin + Thrombin ist, wenn auch bedeutend schwi-
cher, analog derjenigen von Protamin {vgl.%). Dic Unter-
suchungen geben damit neben den erwihnten, an isolier-
ten Organen und én vivo erhobenen Befunden neue An-
haltspunkte fiir die Annahme, dass zwischen Serotonin
und Heparin eine beide Stoffe neutralisierende Bindung
zustande kommen kann. Die Frage, ob den vorliegenden
Ergebnissen fiir den Ablauf der Gerinnung 4» vivo Bedeu-
tung zukomimt, bleibt offen.

R. Kerrer

Institut fitr Hygiene und Arbeitsphysiologie deyv ETH,
Ziirich, 14. Februar 7958.

Summary

Investigations in the cofactor-fibrinogen system have
shown that serotonin and tryptamine, although only in
relatively high doses, reduce the antithrombin time pro-
longed by the action of heparin, Histamine has no such
effect on the action of heparin, nor have tyramine and
isoamylamine.

5 R. MarBeT, A. STUupER und A, WINTERSTEIN, Thrombose und
Embolte (Benno Schwabe, Basel 1955), p. 362,

On the Nature of Some Fluorescent Substances
of Pterin Type in the Adult Skin of Toad,
Bufo vulgaris formosus

In 1952, one of us? proposed the name Rana-chrome 1,
3, 4 and 5 for the fluorescent substances isolated from the
skin of Rana nigromaculata. The aqueous solution of Rana-
chrome 1, 3 or 5 shows a blue fluorescence, and the first
two are transformed by irradiation or oxidation into
Rana-chrome 5, Z-amino-4-hydroxypteridine-6-carboxy-
lic acid. Rana-chrome 1 is found in most of the amphibians
so far examined, and also in certain insects (e.g. Droso-
phila, Bombyx). This substance seems to be very likely
the same as biopterin®. Rana-chrome 4 is identical with
isoxanthopterin®. On the other hand, we?* reported the
presence of fluorescent substances of pterin type in the

1 T. Hama, Zool. Mag. 61, 89 (1952); Exper. 9, 229 (1953). —
T. Hama and T. Goro, C. R. Soc. Biol, 148, 754 (1954). — T, Hama,
T. Goro and K. KusHisiki, C. R, Soc. Biol. 148, 1313 (1954).

%2 E. L. PATTERSON ¢f al., J. Amer. chem, Soc. 77, 3187 (1955);
78, 5781, 5868, 5871 (1956). — H. S, Forrest and H, K. Mircuery,
J. Amer. chem. Soc. 77, 4865 (1955). — M, VisconTINT ¢ al., Helv.
chim, Acta 38, 397, 1222, 2034 (1955).

3 S. Nawa et al., J. Biochem. 47, 657 (1954).

1 T. Hawma et al. Science (Japan) 22, 542 (1952). — T, Hama and
M. OBikaA, Zool. Mag. 66, 92 (1957).
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skin of toad: namely, small amounts of Rana-chrome 1,
the complete absence of Rana-chrome 3, considerable
amounts of Rana-chrome 5 and Bufo-chrome (= Bufo-
chrome 1) presumably characteristic of Bufo specics.
These substances and riboflavin were found in con-
siderable amounts in the colored part of the dorsal skin,
while in the black spot of the ventral skin riboflavin alone
was found. In the white or yellow part, very little of such
substances occurred. The recent investigation rcvealed
that the substance reported as Rana-chrome 1 in the
previous paper was a mixture of two different components,
the greater part of which differs from Rana-chrome 1 and
belongs to the substance which we name ‘Bufo-chrome 2’
The other component, Rana-chrome 1, exists only in
traces and is rather difficult to recognize.
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Solvent: #-Butanol-acetic acid-water (4:1:1)
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Fig. 1.—Chromatogram of fluorescent substances isolated from the
dorsal skin of Bufo vulgaris and Rana nigromaculata, and that of
Bufo bufo reported by ZIEGLER-GUNDERS.

The present paper deals with the nature of these two
Bufo-chromes, together with two yellow substances isolat-
ed from the same material by the method of paper
chromatography. Extraction was carried out by the
slight modification of Awarara’s method® or with 109,
trichloracetic acid. The chromatogram is shown in
Figure 1.

I. Bufo-chrome

{a) Results on paper chromatography: The R, values
of Bufo-chrome in various solvents differ from those of
Rana-chrome 1 (Table 1), although both behave chemi-
cally in a similar way {(see below). {b) Eiffect of light:
Photolysis of Bulo-chrome occurred fairly rapidly in the
alkaline solution {pH 9-1} and rather slowly in the acidi-
fied medium (pH 2-5). The photolyzed product was de-
termined as Rana-chrome 5 in respective cases. (c) Oxida-
tion with MnO,: The material treated was almost per-
fectly oxidized to Rana-chrome 5. {d) Ultra-violet ab-
sorption spectrum: Figure 2 shows the absorption spectra
of Bufo-chrome in acid and alkaline solutions.

5 I, ZieGLER-GUNDER, Z. Naturf. 115, 494 (1956); Biol. Rev. 31,
313 (1956).
6 J. AwAPARA, Arch. Biochem. 19, 172 (1948).



