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Iproniazid and implantation in mice. 
Days of pregnancy were counted with day 1 as the day on which the 

vaginal plug was observed. Injections in saline subcutaneously 
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Number of successful 
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Zusammen/assung. Ip ron iaz id -Behand lung  von  befruch-  
t e ten  MXusen soll du tch  Sero ton inanh£ufung  mi t  der  I m -  
p lan ta t ion  interferieren.  Unsere  geziel teren Versuche er- 
gaben bei m i t  Iproniaz id  beHandelten Mgusen normale  
F ruch tba rke i t .  W i t  schliessen, dass Iproniaz id  n ich t  spe- 
zifisch mi t  der I m p l a n t a t i o n  interfer ieren kann.  

E.  FLOCKIGER and R.  SALZMANN 

Pharmakologische Laboratorien, S A N D O Z  AG, Basel, 
December 20, 7 960. 

S e r o t o n i n a n t a g o n i s m u s  an der  P l a c e n t a  

Sero ton in - In jek t ionen  t6sen bei ?Ratte nnd  Maus le icht  
In fa rz ie rungen  verschiedener  Organe  aus, wesha lb  vor-  
geschlagen wurde,  diese Ersche inung  an der  Ra t t e rmie re  
zur Tes t ie rung  von  Sero ton inantagonis ten  zu ve rwenden  1; 
die hierfi ir  ve rwende te  in t raper i tonea le  Dosis yon  Sero- 
ton in  be t rgg t  100 mg/kg.  W i t  haben  festgestell t ,  dass die 
P lacen ta  in der  zwei ten  H~lf te  der  Tragze i t  bei Maus und  
R a t t e  anf  bedeu tend  geringere Mengen subku tan  ve rab-  
re ichtes  Serotonin  anspr icht ,  ohne  dass  in der  Niere  oder  
e inem anderen  Organ  makroskopisch  In fa rk te r sche inungen  
beobach te t  werden.  Die vaskul~tre Reak t ion  tier P l acen ta  
auf  Serotonin  ffihrt bei geeigneter  Dosierung zum Tod der  
Foe t en  inner t  3-4 h. Dieser  Sero toninef fek t  schien uns 
dank  seiner E indeu t igke i t  und Raschhe i t  geeignet,  die 
~Virksamkeit  v o n  Sero ton inan tagonis ten  mi t e inander  zu 
vergleichen.  

Sero tonin  in 0,9% NaC1 wurde  s u b k u t a n  17-19 Tage  
t r~cht igen  M~iusen 30 rain nach  Vorbehand lung  inj iziert .  
Die Vorbehand lung  bes tand  in subku tane r  In j ek t ion  yon 
0,3-0,5 cm 3 0,9% NaC1 mi t  oder  ohne Antagonis t .  4 h 
nach  der  Sero ton in in jek t ion  wurden  die Tiere  im Ather -  
rausch dekapi t ie r t  und ge6ffnet :  In  den er6ffneten Uter i  
wurde  die Zahl  der  t o t en  und  lebenden Foe ten  gezghl t  und 
der  Zus tand  der  P l acen ta  not ier t .  Als Kr i t e r i um fiir den 
Sero ton inan tagonismus  wurde  Mso das  Ober leben  yon  
Foeten  nach  einer  sicher t6 t enden  Serotonindosis  ver -  
wendet .  I m  Bere ich  der  EDs0 wurden  pro Dosis min imal  
5 Weibchen  bzw. 50 Foe ten  zur  Beur te i lung  der  Schutz-  
wi rkung  verwendet .  Die ED~0 der  Sero ton in-Antagonis ten  
wurde  nach der  Prob i t -Methode  graphisch ermi t te l t .  

Folgende  Stoffe wurden  verg l ichen:  i .  D-Lysergs~ure- 
d i ae thy tamid  (LSD-25,  Delysid®).  2. 1-Methyl-D-Lyserg-  
s i iure-propanolamid (PML-946). 3. 1-Methyl -o-Lyserg-  
s i iure-butanolamid  (UML-491, Deseril®).  

Resultate, N a c h  Vorversuchen  wurden  als Serotonin-  
dosis 15 mg /kg  und eine War te f r i s t  yon 4 h gewlihl t :  bei 
insgesamt  26 Kont ro l l t i e ren  wurden  so 144 yon 152 F o e t e n  
get6te t .  

Die  drei  un te r such ten  Sero ton inan tagonis ten  erwiesen 
sich auch in dieser  Versuchsanordnung  als s ta rk  a k t i v :  
Ihre  Dos i s -Wi rkungskurven  ver laufen  im mi t t l e ren  Wir-  
kungsbere ich  paral le l  zueinander ,  so dass ein d i rek te r  Ver- 
gleich ihrer  ED~o zulh.ssig ist. 

Ffir  L S D  wurde  eine EDs0 von  ca. 30 [xg/kg e rmi t te l t .  
P M L  erzielte eine EDho von  9 ~xg/kg, und fiir U M L  wurde  
bei 3,7 ~xg/kg Maus noch  eine 50%ige Schu tzwi rkung  ge- 
funden.  U M L  (Deseri l®) erwies sich somi t  als rund  8mal 
wi rksamer  als L S D  und ca. 2,5mat wi rksamer  als sein 
Propanolanaloges  PML.  

A m  Sero toninhdem der  R a t t e n p f o t e  wurde  ein Akt i -  
vit~Ltsverh~iltnis L S D  : P M L :  U M L  von  1 : 2,6:4,4 gefun- 
den 2 und am isolierten R a t t e n u t e r u s  ist  U M L  4mal st l irker 
se ro ton inhemmend  als L S D  ~. An  der  P lacen ta  kann  sich, 
wie die vor l iegenden Versuche  ergaben,  de r  die Serotonin-  
h e m m u n g  s te igernde E f f e k t  der  1-Methyl ierung der  D- 
Lysergs~iure noch s ta rker  en t f a l t en ;  dies wird besonders  
deut l ich  beim Vergleich der  ve rwende t en  Dosen von  Ago- 
nist  und Antagonis t ,  die im Fal le  yon U M L  (Deseril®) bei 
50% H e m m w i r k u n g  an der  P l acen ta  sich wie 1:4000 ver-  
hal ten.  

Es  dfirfte deshalb  yon  Interesse sein, den  Wirkungs-  
mechanismus ,  der  diesem Antagon i smus  an der  P l acen t a  
zugrunde  liegt, n~ther zu untersuchen.  

Summary.  The  p lacen tae  of 17 to 19 days  p r egnan t  
mice respond to subcu taneous  serotonin (15 mg/kg)  wi th  
vascu la r  changes which lead to the  dea th  of the  fetuses in 
3-4 h. P r e t r e a t m e n t  of the  females wi th  D-lysergic acid . 
de r iva t ives  preserves  the  life of the  young.  Thus,  L S D  
showed an EDho of only  30 vg/kg,  while U M L  (Deseril®) 
gave  an EDs0 of 3.7 ~g/kg. P M L  takes  an  in t e rmed ia t e  
posit ion.  A t  a 50% eff iciency level,  U M L  (Deseril®) an t -  
agonises the  effect  of  a 4000 t imes  h igher  dose of serotonin.  

E. FLOCKIGER und R. SALZMANN 

Pharmakologische Laboratorien der S A N D O Z  AG,, Basel, 
29. Dezember 1960. 
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P R O  E X P E R I M E N T I S  

T h e  F i r s t  A x e n i c  Cul t ivat ion  of  a Rot i fer  S p e c i e s  I 

The  cul t iva t ion ,  in the  absence of  l iv ing organisms (and 
l iv ing cells) of o ther  species, for long periods and wi th  
repea ted  s u b c u l t u r i n g - i n  o the r  words,  the  sus ta ined  
axenic c u l t i v a t i o n - o f  members  of the  asche lmin th  Class 
Rot i fe ra  has  not  been c la imed he re to fo re2  Two groups of 

i The early part of this work was done at the Laboratory of Com- 
parative Biology, Kaiser Foundation Research Institute, Rich- 
mond (California) and was supported, in part, by Grants G-6018 
and G-18138 from the National Science Foundation. 
Except in a brief abstract: E. C. DOUGHERTY, B. SOLI~ERG, and D. 
JOANNE FERRAL, Anat. Rec. 138, 344 (1960). 
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workers  h a v e  r e p o r t e d  br ie f  axen ic  m a i n t e n a n c e  of t he  
m o n o g o n o n t s  Brachionus  variabil is  3, 4 a n d  Lecane inermis  4 
a n d  of t h e  hde l lo id  Phi lod ina  acuticornis var .  odiosa 4, bu t ,  
for  t h e  m o s t  pa r t ,  t hese  o rgan i sms  h a v e  mere ly  s u r v i v e d  
w i t h o u t  apprec i ab le  d e v e l o p m e n t .  W e  are  n o w  able  to  
r e p o r t  cond i t i ons  w h e r e u n d e r  t h e  c o n t i n u o u s  c u l t i v a t i o n  
of L.  inermis  h a s  been  real ized.  

D u r i n g  a per iod  of a l m o s t  t h r e e  years  n u m e r o u s  media ,  
b a s e d  on  complex  p r e p a r a t i o n s ,  v a r i o u s l y  of v e r t e b r a t e  
a n d  b a c t e r i a l  or igin,  were  t r ied ,  b u t  fa i led to  lead to  
a x e n i c  c u l t i v a t i o n - - f i r s t  for  B.  variabil.is a n d  l a t e ly  for  
L.  inermis  a n d  P .  acuticornis.  T h e  m e d i a  in  which ,  b y  
c o n t r a s t ,  L.  inermis  h a s  n o w  g r o w n  a n d  r e p r o d u c e d  for  
successive gene ra t i ons  in  ser ia l  s u b c u l t u r e  con ta in ,  as  t h e  
c ruc ia l  i ng red i en t ,  a h e a t e d  ( lamb)  l iver  e x t r a c t  ( H L E )  
p r e p a r e d  acco rd ing  t o  a s t r i c t  recipe 5 a n d  s ter i l ized  b y  
pas sage  t h r o u g h  a n  u l t r a f i l t e r  (Millipore). 

T h e  a x e n i c  L.  inermis  c u r r e n t l y  m a i n t a i n e d  b y  us 
descend  f r o m  cu l tu r e s  o r ig ina l ly  e s t ab l i s hed  w i t h  ro t i fe r s  
t h a t  h a d  b e e n  r e a r e d  m o n o x e n i c a l l y  4 w i t h  a n  u n i d e n t i f i e d  
species of  G r a m - n e g a t i v e ,  r o d - s h a p e d  bac te r i a .  I n  t h e  
in i t ia l  successful  e x p e r i m e n t ,  a x e n i z i n g  was  accom pl i s hed  
b y  o u r  se lec t ing  severa l  d o z e n  i n d i v i d u a l s  w i t h  micro-  
p ipe t t e s ,  pass ing  t h e m  t h r o u g h  one  r inse  of 0.5 ml  p o n d  
w a t e r  p r ev ious ly  s ter i l ized  b y  u t t r a f i l t r a t i o n  (l~vice t h r o u g h  
s i n t e r e d  glass),  a n d  l e av ing  t h e m  for a p p r o x i m a t e l y  2 h in  
ca. 20 ml  d is t i l led  w a t e r  c o n t a i n i n g ,  pe r  ml ,  1000 u K .  pen i -  
ci l l in  G a n d  100 V s t r e p t o m y c i n  • SO 4 . I n d i v i d u a l s  were  
t h e n  t r a n s f e r r e d  t h r o u g h  one  f u r t h e r . s t e r i l e  p o n d  w a t e r  
r inse  i n to  0 .1% Hor l i ck ' s  m a l t e d  milk,  p e n d i n g  i n o c u l a t i o n  
in to  sma l l  t e s t  t u b e s  (10 m m  o u t e r  d i ame te r ) ,  e a c h  corn  
t a i n i n g  0.2 ml  m e d i u m  to  be  t e s t ed .  E a c h  t u b e  rece ived  a 
s ingle ro t i fe r  a n d  t h e r e a f t e r  was  t i g h t l y  s toppe red .  E x c e p t  
(p r e sumab ly )  whe re  i n ju r e d  or p a s t  r e p r o d u c t i v e  age, such  
i so la ted  i nd iv idua l s  i n o c u l a t e d  i n to  su i t ab l e  m e d i a  b e c a m e  
t h e  p rogen i t o r s  of cu l tu re s  cons is t ing ,  a t  t h e i r  acme,  of 
some h u n d r e d s  of ac t ive  rotifers'.  S u b s e q u e n t l y ,  s u b c u l t u r e s  
h a v e  been  r ead i ly  i n i t i a t e d  w i t h  s ingle i nd i v i dua l s  f rom 
t h r i v i n g  axen ie  popu la t i ons .  I n d e f i n i t e  m a i n t e n a n c e ,  in  
axen ic  cu l tu re ,  of L.  inermis  t h u s  appea r s  possible,  j u s t  as 
ha s  been  d e m o n s t r a t e d  for severa l  r h a b d i t i d ' n e m a t o d e s %  
of w h i c h  Caenorhabditis  briggsae, n o w  six years  in  con-  
t i n u o u s  axen ic  c u l t i v a t i o n  in cell-free, l iqu id  media ,  h a s  
been  longes t  m a i n t a i n e d .  

H L E  is no t  t o l e r a t e d  b y  L.  inermis  a t  x]a d i l u t i on  ( the 
m o s t  c o n c e n t r a t e d  tes ted) ,  a n d  o n l y  m o d e r a t e l y  well  a t  1/s. 
A t  1/~ d i l u t i on  grow.th is excel lent .  I n i t i a l l y  t h e  H L E  was 
d o u b l y  s u p p l e m e n t e d  w i t h  a 'GM'  v i t a m i n  m i x  (a t  1% t he  
level  used  for  C. briggsae 7) plus  Hor l i ck ' s  m a l t e d  mi lk  (at  
0 .075%) ; b u t  c u r r e n t  e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  H L E  
a lone  suffices. 

Success in  t h e  axen ic  c u l t i v a t i o n  of L. inermis  now 
opens  t he  way  to  t h e  d e v e l o p m e n t  of c h e m i c a l l y  def ined  
(holidic s) m e d i a  for it ,  fo l lowing t h e  gene ra l  p a t t e r n  a l r e a d y  
set  b y  s tud ies  w i t h  C. briggsae, for  w h i c h  a cons ide rab le  
a d v a n c e  t o w a r d  s u c h  a m e d i u m  h a s  been  rea l i zed  7, These  
a n d  s imi la r  o rgan i sms ,  g rown  a x e n i c a l l y  in  ho l id ic  med ia ,  
s h o u l d  in t i m e  b e c o m e  e l egan t  tools  w i t h  w h i c h  to  p r o b e  
f u n d a m e n t a l  biologicM p r o b l e m s - - p a r t i c u l a r l y  t hose  
d e p e n d i n g  for  so lu t ions  u p o n  t h e  p e n e t r a t i n g  i n s igh t s  t h a t  
c o m p a r a t i v e  a n i m a l  b i o c h e m i s t r y  a n d  n u t r i t i o n ,  as  m a t u r e  
a n d  mobi l i zed  discipl ines,  will  i n e v i t a b l y  p rov ide .  

Rdsumd.  Le  Rot i f~re  m o n o g o n o n t e  Lecane inermis ,  a 6t~ 
mis  p a r  les a u t e u r s  e n  cu l tu re s  ax6n iques  c a p a b l e s  de sous- 
c u l t i v a t i o n  indgfinie .  C ' e s t  le p r e m i e r  Rot i f~re  soumis  
ce t t e  exp6r ience .  E . C .  DOUGHERTY 9, B.  SOLBERG, 

a n d  D. JOANNE FERRAL 
Laboratory ]or Gnotobiotic Studies ,  Berkeley  (Cali/ornia),  
October 22, t960.  
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P R O  E X P E R I M E N T I S  

On the in vitro B i o a s s a y  for Me a su r i ng  
Melanophore t i c  Act iv i ty  

Thi s  r e p o r t  will descr ibe  seve ra l  mod i f i ca t i ons  of t he  in  
vitro frog sk in  b i o a s s a y  of 'SHIZUME e t  al. 1 as used in  t h i s  
l a b o r a t o r y  for  t h e  e s t i m a t i o n  of m e i a n o p h o r e t i c  ac t iv i ty .  
P a r t i c u l a r  a t t e n t i o n  ha s  b e e n  d i r ec t ed  t o w a r d  t h e  devel -  
o p m e n t  of a 4 -po in t  a s say  p rocedu re  wh ich  can  be  eas i ly  
con t ro l l ed  b y  classical  m a t h e m a t i c a l  ana lys i s  2. 

Mater ia l s  and  Methods.  Pieces  of sk in  of t h e  legs a n d  
t h i g h s  of R a n a  p ip iens  frogs w h i c h  h a v e  b e e n  k e p t  in  
c o n s t a n t  l igh t  for a t  l eas t  2 weeks  are  r e m o v e d ,  t r i m m e d ,  
a n d  p laced  in c o n c e n t r i c  r ings  in  a m a n n e r  s imi la r  to  t h a t  
desc r ibed  p rev ious ly  1. A n o d i z a t i o n  of t h e  a l u m i n u m  
p a r t s  of these  r ings  was  found  to  p r e v e n t  c o m p l e t e l y  t h e  
cor ros ion  w h i c h  occurs  n o r m a l l y  on  t h e  u n t r e a t e d  alu-  
m i n u m  p a r t s  -when i m m e r s e d  in t he  e l ec t ro ly te  so lu t ions .  
Anod ized  r ings  h a v e  b e e n  used  here  for more  t h a n  2 yea r s  
w i t h o u t  ev idence  of corrosion.  

V a r i a t i o n s  in  successive r e f l ec tance  m e a s u r e m e n t s  on  
f r a g m e n t s  of skin  d u r i n g  con t ro l  per iods  were  e n c o u n t e r e d  
in  ea r ly  work  w i t h  t h e  a s say ;  these  were  due  essen t ia l ly  to  
d i s o r i e n t a t i o n  of t h e  skin  f r a g m e n t  for e ach  r ead ing  f rom 
t h e  pos i t i on  in  w h i c h  i t  was  f i rs t  p laced  for  t h e  o r ig ina l  
read ing .  To r e m e d y  this ,  t he  b a k e l i t e  o u t e r  r ings  1 were 
des igned  w i t h  four  e q u i d i s t a n t  V - s h a p e d  n o t c h e s  in  t h e  
base  to  co r r e spond  to  four  r idges  w h i c h  we h a d  sealed  b y  
fus ion in t h e  b o t t o m s  of 50 ml  p y r e x  beakers .  These  r idges  
e x t e n d  f rom t h e  edge of t h e  b e a k e r  a b o u t  a t h i r d  of t h e  
w a y  to  t i le  cen te r .  A clear  a r ea  r e m a i n s  in  t h e  c e n t e r  of t h e  
b e a k e r  t h r o u g h  w h i c h  t h e  r e f l ec t ance  r ead ings  a re  t a k e n .  
T h e  s ame  a p p a r a t u s  as  e m p l o y e d  b y  SHIZUNE e t  al.  
( P h o t o v o l t  P h o t o e l e c t r i c  Ref l ec t ion  M e t e r  Model  610, 
P h o t o v o l t  Corpora t ion ,  New York)  is used  to  i n d i c a t e  
c h a n g e s  in r e f l ec tance  of t h e  skins .  T h e  use  of t he se  ' i n t e r -  

1 K. SmZUME, A. B. LEm~EI~, and T. B. FITZPATRICK, Endocrino- 
logy 54, 553 (1954). 

2 C. I. BLIss, The Statistics o] Bio-Assay (Acadenfic Press, Inc., 
Publ. New York 1952), 1 voI. 


