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Vor einigen Jahren haben wir beobachtet, dal D-Lysergsiurediii-
thylamid (im folgenden als L8D bezeichnet) und 5-Hydroxytryptamin
{Berotonin, Enteramin; im folgenden als 5-HT bezeichnet) beim Weibchen
des Aquariumfisches Lebistes reticulatus (,,Guppy‘) die Melanophoren
charakieristisch und antagonistisch beeinflussent2. Werden dem Wasser,
in welchem sich die Tiere befinden, einige sg/ml LSD zugefiigt, so tritt
Dunkelfarbung der in heller Umgebung sonst glasig-grauen Fische ein.
Die mikroskopische Untersuchung der fixierten Riickenflossen zeigt eine
dosisabhingige Auflockerung des Pigmentes: Die bei den helladaptierten
Feren als kompakie, scharf umschriebene ,,Scheiben® erscheinenden
Melanophoren gehen unter der Einwirkung steigender LSD-Konzen-
#iationen in ,, Klumpen®., »otechapfel- und ,,Spinnen-Form tiber, wie
sk am linken Rand der Abb. 2 jeweils von oben nach unten dargestellt
sind. Der LSD-Effekt kann durch hohere Konzentrationen von 5-HT
— ebenfalls unmittelbar in das Aqnariumwasser verabreicht —verhindert
werden. Dieser Befund ist beachtenswert, da LSD wohl ein spezifischer
Hemmstoff von 5-HT-Wirkungen ist 3 4, der umgekehrte Antagonismus
jedoch — nimlich die Verhiitung eines LSD-Effektes durch 5-HT —
nur in diesem Melanophorentest eindeutig nachgewiesen werden kann.

. LSD und 5-HT wurden in den letzten Jahren besonders hinsichtlich
threr Wirkungen auf das Zentralnervensystem untersucht. Beide Sub-
stanzen entfalten aber auch erhebliche periphere Wirkungen. Es erschien
deshalb interessant zu priifen, ob der Melanophoreneffekt von LSD und
8-HT beim Lebistes auf einen zentralen oder peripheren Wirkungs-
mechanismus zuriickzufiihren ist. Untersuchungen an isolierten Rijcken-
tossen sollten abkliren, ob

1. der Melanophoreneffekt von LSD in vitro reproduzierbar ist,

2. diese LSD-Wirkung durch 5-HT auch in vitro gehemmt werdenkann,

3. die hierzu nitigen Konzentrationen der beiden Stoffe denjenigen

entsprechen, welche die analogen Effekte beim intakten Tier in vivo
herbeifiihren.
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Methodik

Die Versuchsanordnung ist in Abb. 1 schemaiisch dargestellt. 25—335 mm lange
Weibchen von Eebistes reticulatus werden mit dem Kaltbliiternarkoticum M.S.
222* (1:2000 in Leitungewaaser) narkotisiert. Die Riickenflosse (F) wird ahge-
schnitten, in die Vertiefung eines hohl geschliffenen Objekttrigers (1) in ca. 0,3
{0,2—0,4) ml Leitungswasser oder Pharmakonlosung (£} verbracht und horizontal
ausgebreitet. Die Flissigkeit in der Vertiefung des Objekttrigers wird withrend des
Versuches folgenderweise daunernd erneuert: Aus einem Reservoir (4) mit 20 bis
26 cm hydrostatischem Druck flieBen pro Stunde ca. 5 (4—&) ml Leitungswarser
oder Pharmakonlosung durch eine Capiliare (C') in die Vertiefung des Objekttragers.
Bei Erreichen eines gewissen Niveaus wird der UberschuB durch eine zweite Capillare
(@) mit Hilfe einer Saugflasche (H} und einer Wasserstrahlpumpe (K) jeweils ab-
gesaugt. Auf diese Weise kann das Flissigkeitsvolumen auf dem Objekttrager
zwischen den oben angegebenen Grenzen konstant gehalten werden.

L
[

Abb. 1, Schematische Darstellung der Versuchsanordnung fiir die Untersuchungen an isalier

Flossen. A: Reservoir, B: Quetschhahn, C: Zuleitung der Durchstrémungsfiiissigkeit,

hohl geschliffener Objekttrager, E: Flissigkeit in der Vertiefung des Objekttrigers,
Flosse, G: Absaugleitung, H: SaugHasche, K: ‘Wasserstrahlpumpe

Alle 60 Versuche wurden bei Zimmertemperatur {um 209C) durchgefiihri. Dig
Melanophoren wurden mikroskopisch bei 80facher VergriBerung beobachtet wmd
der Grad der Ausbreitung des Pigmentes in Abstinden von 15 min protokolliert
oder aufgezeichnet. In Abb. 2 ist der Verlauf einiger Versuche graphisch dargestelir,
Hierfiir wurde eine willkiirliche Skala verwendet, in welcher der Kontraktionsgrad
der Melanophoren folgendermafBen ausgedriickt wurde: »upinnen’’ = 0, ,,Steck
apfel” = 2, ,Klumpen'‘ = 4, ,,Scheiben’* = 6. Jede Kurve entspricht dem Durqld
schnitt von 3 Versuchen.

Ergebnisse

) Leltungswasser. Sofort nach Abschneiden der Flosse sind die Mclanophoren
asusgebreitet ; sie zeigen das Bild von ,,Spinnen’, wenige eventucll das von ,,Stech-
apfeln™. Bald verdichtet sich aber das Pigment spontan: In ca. 30 min gehen fasc
alle Zellen in das Stadium ,,Scheibe oder ,,Klumpen* iiber und bleiben ca. 2 Sot
(gelegentlich bis 4 Std) lang praktisch unverdndert in diesem kontrahierten Znstansb
AnschlieBend erfolgt eine langeame, 2 Std oder linger dauernde Expansion bis zomr
Stadium ,,8pinne'’. Der Ablauf dieser Spontanreaktion ist aus Kurve T und Kurve IV
in Abb. 2 ersichtlich.

B} LSD. Sind vom Beginn des Versuches an wirksame LSD-Mengen im Wosser
enthalten, so bleiben die Melanophoren wihrend der ganzen mehrstiindigen Be-
obachtungsperiode expandiert: Die oben beschricbene spontane Kontraktionsphase
fdilt aus (Kurve I1I in Abb. 2, Es geniipt schon eine Konzentration von 5 feg/mi,
um diesen Effekt regelmiBig hervorzurufen.

* Das methansulfosaure Salz des Meta-amino-benzoesdure-dthyl-ester.
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Werden die Flossen zuerst in Leitungswasser gehalten und wird erst dann auf
eine LSD-Losung umgeschaltet, wenn die Melanophoren bereits kontrahiert sind,
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Abb. 2. Zeitlicher Verlaut der Melanophorenreaktionen in einer willkiirlichen Skala dar-

gestellt. Der Kontraktionsgrad der Melanophoren ist wie folgt ausgedriickt: ,,Spinnen‘

= 0, ,,Stechéipfel = 2, ,,Klumpen‘* = 4, ,,Scheiben* = 6. Jede Kurve entspricht dem

Durchschnitt von 3 Versuchen. I und IV: Leitungswasser. II: LSD 5 ug/ml plus 5-HT

1000 pg/ml, III: LSD 5 wg/ml. V: 5-HT 1000 ug/ml. VI: Zuerst 5-HT 1000 ug/ml, an-

schlieBend 5-HT 1000 xg/ml plus LSD I.Es;bglml. /VI]I: Zuerst Leitungswasser, anschlieBend
5 pg/m

so erfolgt eine rasche Wiederausbreitung des Pigmentes. Schon ca. 15 min nach Ein-
wirkung von 5 ug/ml sind die Zellen wesentlich aufgelockert und nach ca. 45 min
sind fast alle im Stadium ,,Spinne‘* (Kurve VII in Abb. 2). Dieser Effekt tritt nach
Umschalten auf 10 ug/ml LSD noch rascher ein.
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¢) 5-HT. Die unter a) beschriebene Spontanreaktion der Melanophoren wird
durch 1000 pug/ml 5-HT praktisch nicht beeinfluft. Vielleicht ist die Kontraktion
am Anfang etwas verlangsamt und die Wiederausbreitung des Pigmentes am
Ende des Versuches etwas beschleunigt (Kurve V in Abb. 2). Diese Unterschiede
sind jedoch fraglich, und der allgemeine Charakter der Kurven ist identisch.

d) LSD und 5-HT. Werden die Flossen vom Anfang des Versuches an in einem
Milieu gehalten, welches 1000 ug/ml 5-HT und 5 ug/ml LSD enthilt, so wird der
Effekt des letzteren partiell antagonisiert: In der Regel kontrahieren sich die Me-
lanophoren zuerst wie normal, d. h. wie wenn kein LSD in der Liosung enthalten
wiare. AnschlieBend breitet sich aber das Pigment frither wieder aus als es in
Leitungswasser oder in einer 5-HT-Losung der Fall wire (Kurve II in Abb. 2). Die
Wirkung von 10 ug/ml LSD wird durch 1000 ug/ml 5-HT im Prinzip &hnlich be-
einflut. Der partielle Hemmeffekt ist zwar etwas weniger stark als gegeniiber
5 ug/ml LSD, aber er ist eindeutig vorhanden.

Eine praktisch vollstindige Hemmung der LSD-Wirkung 1aBt sich — zumindest
in einem bestimmten Dosisbereich — durch prophylaktische Verabreichung von
5.HT erzielen: Wenn eine Flosse wihrend des ganzen Versuches in 1000 yg/ml 5-HT
gehalten wird und 5 ug/ml LSD zusitzlich erst dann verabreicht werden, wenn die
Melanophoren bereits kontrahiert sind (z. B. 90 min nach Versuchsbeginn), so
schiitzt 5-HT vollkommen gegen den Effekt von LSD (Kurve VI in Abb. 2). Die
Wirkung hoherer LSD-Dosen (z. B. 10 pg/ml) wird in dieser Versuchsanordnung
ebenfalls — allerdings nur noch partiell — gehemmt.

Diskussion

Unter physiologischen Bedingungen wird der Ausbreitungsgrad des
Pigmentes in den Melanophoren von Teleosteern unmittelbar durch die
Einwirkung von chemischen Ubermittlersubstanzen (,,neurohumours‘‘)
bestimmt. Diese werden z. T. durch Driisen mit innerer Sekretion (vor
allem Hypophyse), z. T. durch periphere Nervenendigungen freigesetzt.
In beiden Fillen spielt das Zentralnervensystem eine wichtige Rolle,
da es die aus der Retina kommenden, fiir den Farbenwechsel entscheiden-
den afferenten Impulse verarbeitet und auf die beiden oben genannten
efferenten Systeme umschaltet®. In Anbetracht der einleitend erwihnten
physiologischen bzw. pharmakologischen Eigenschaften von 5-HT und
LSD hitte man deshalb vermuten kénnen, daB diese Stoffe die Melano-
phoren von Lebistes reticulatus durch einen zentralen Angriffspunkt
beeinflussen.

Die Ergebnisse der hier beschriebenen Untersuchungen sprechen jedoch
dafiir, daB der Melanophoreneffekt von LSD und seine Hemmung durch
5-HT auf einem peripheren Wirkungsmechanismus beruhen: Sowohl LSD
als auch 5-HT entfalten ihren charakteristischen Einflul auf die Pigment-
verteilung auch an der isolierten Flosse in vitro, d. h. auch nach Aus-
schaltung des Zentralnervensystems. Entscheidend scheint uns besonders
die Tatsache zu sein, daB die wirksamen Konzentrationen in vitro durch-
aus denjenigen entsprechen, welche die gleichen Effekte beim intakten
Tier in vivo herbeifithren. Die LSD-Konzentration von 5 ug/ml, welche
an der isolierten Flosse regelmiBig wirksam ist, entspricht ziemlich genau



Angriffspunkt von D-Lysergsiiure-didthylamid und 5-Hydroxytryptamin 153

der ED,,, beim Ganztier!: dabei wird in beiden Versuchsanordnungen
das Auftreten des Stadiums ,,Spinne” als Wirkungskriterium betrachtet.
Auch die in vitro hemmend wirksame 5. HT-Konzentration {1000 ug/ml)
ist mit derjenigen in vivo identisch™.

Im Gegensatz zu diesem peripheren Wirkungsmechanismus bei Lebistes
reticulatus scheinen die Melanophoreneffekte von LSD und 5-HT bei
Rana temporaria auf einen zentralen {hypophysiren ) Angriffspunkt zu-
riickzufithren zu sein, da sie an hypophysektomierten Tieren nicht reprodu-
giert. werden kénnens. Die Befunde an Rana temporaria sind mit den-
jenigen an Lebistes reticulatus freilich nicht ohne weiteres vergleichbar,
Woh! wurde bei beiden Tieren ein gewisser Antagonismus zwischen LSD
and 5-HT beobachtet, aber es bestehen auch wesentliche Unterschiede.
Diese betreffen bereits die Eigenwirkung der beiden Substanzen: Wih-
rend beim Grasfrosch sowohl LSD als auch 5.HT eine Dunkelfirbung der
helladaptierten Tiere bewirken, wird beim Fisch das Pigment nur dureh
LSD ausgebreitet. Weiterhin ist die Regulation des Farbenwechsels bei
den beiden Tiergattungen verschieden. Wihrend die Verdunkelung bei
Amphibien —— unter physiologischen Bedingungen — praktisch ausschlieB3-
lich vom Melanophorenhormon bewirkt wird, ist die diesbeziigliche Rolle
der Hypophyse bei Teleosteern (zu welchen der Lebistes gehort) bei
weitem nicht so dominierend®.

Sammary

1. The effect of LSD on the melanophores of the female guppy fish
(Lebistes reticulatus) resulting in expansion of pigment can be reproduced
in vitro on isolated dorsal fins.

9 This effect in vitro is, like the effect in vizo, inhibited by 5-hydroxy-
tryptamine,

3. The concentrations of both substances effective in vitro correspond
closely to those which elicit identical effects in the intact fish,

4.1t may therefore be assumed that the effects on the melanophores
are due to peripheral actions of the two substances.
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