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Wir haben sodann die gleichen Pat ienten einer 1Ange- 
ren Behandlung mit  Heparin unterzogen, indem wir das 
Mittel in einer Dosis yon 250 mg pro Tag in drei Teil- 
injektionen intravenSs verabreichten.  In s~imtlichen 
F~illen stell ten wir eine Zunahme der Haut tempera tu r  
der HAnde nnd eine verminderte  Frequenz der AnfXlle 
lest, welche auch geringere Dauer und Intensit i i t  auf- 
wiesen als vor der Behandlung. 

Bei 10 gesunden Kontrollpersonen haben wir die Hand- 
wurze l -und  Mit te lhandtempera tur  vor und nach der 
intraven6sen Verabreichung yon 250 mg Heparin ge- 
messen : die Zunahme der Hau t t empera tu r  war bei die- 
sen FAllen weniger konstant  und vor allem von geringe- 
rein Umfang und geringerer Dauer als bei den Raynaud-  
Patientinnen. 

Abgesehen yon dem mit  Sicherheit nachgewiesenen 
Unterschied zwischen der normalen Gef~tssreaktions- 
fAhigkeit und der eines mit  Raynaudscher  Krankhei t  
behafteten Indiv iduums ist die wahrscheintichste Er-  
kl~irung des obigen Ergebnisses darin zu suchen, dass 
beim normalen Ind iv iduum die Hau t t empera tu r  schon 
unter normalen Bedingungen recht hoch ist;  in der Tat  
erzielt man, wenn man bei RaynaudfAllen diesen Ver- 
such in der heissen Jahreszeit  durchfiihrt,  ungleich 
weniger ins Auge fallende Resuttate.  

Aus unseren Exper imenten  geht also hervor, dass 
Heparin zum mindesten bei Raynaudf~illen den Arterien- 
krampf 10sen und eine erhebliche gefAsserweiternde 
Wirkung austiben kann. 

Die giinstigen Resul tate  einer Heparintherapie  bei 
funktionellen, aber auch bei organischen Arteriener- 
krankungen lassen sich nach unserer Ansicht und auf 
Grund unserer Untersuchungen besser durch die festge- 
stellten vasodilat ierenden Eigenschaften des Heparins 
erkliiren als wenn man nur seine antikoagulierende Wir- 
kung in I~etracht zieht. 

]~. STORTI, F. VACCARI und 
G. SCARDOVI 

Istituto Patologia Medica, Universith Moclena, den 28. 
November 1953. 

Summary 
In 3 female patients with RAYNAUD'S disease affecting 

the upper extremities,  the skin tempera ture  and 
plethysmographic measurements  of the fingers were 
taken before and after the i.v. injection of 250 mg heparin 
(Liquemin "Roche") .  The vasomotor  effect thus observed 
was expressed by increase in skin temperature,  pulse 
frequency and arterial  supply, and also by decrease in 
duration and sever i tyofexper imenta l ly  induced ischemic 
attacks. After prolonged t r ea tmen t  with 250 mg heparin 
i.v. daily, the skin tempera ture  increased and the at tacks 
decreased in frequency, durat ion and severity. 

These favorable results in functional arterial  disorders 
are a t t r ibuted to the established vasodilat ing action of 
heparin. 

B e i t r a g  z u r  F r a g e  der E i s e n r e s o r p t i o n  

Die Resorpt ion aus dem ])arm nach Verabreichung 
der Ant ibiot ika  wird wegen Vernichtung der Flora  im 
Darmkanal  zu einem immer  schwereren Problem. Uns 
interessierte die Eisenresorption, die bekanntl ich von 
einem besonderen Meehanismus reguliert  wird, damit  es 
nicht zu einer 0be r schwemmung  mit  diesem Metall 
kommt.  

Wir stellten uns die Frage, ob 1. die Eisenresorption 
aus dem Darmkana l  in einer anderen Weise vonsta t ten  
geht, wenn dieser steril ist, und 2. welchen Einfluss die 
normale Flora auf diese Resorption ausiibt. 

Kaninchen (1500-3000 g) erhielten t~iglich 30 mg 
Terramycin + 25000 I .E.  Penicillin per os. Bakterio- 
logische Stuhlkontrol len zeigten schon nach 3-4 Tagen 
ausser Proteus vulgaris einen negat iven Bakterienbefund.  
Sotchen Kaninchen wurde 30 mg/kg FeSO 4 verabreicht .  
Nach 18 h zeigte die Serumanalyse auf Eisen, dass dieses 
nicht resorbiert wurde. Nachdem denselben Kaninchen 
eine gr6ssere Menge Blut en tnommen und die Anitmie 
durch eine weitere Kontrolle des Serumeisens festgestellt  
wurde, bekamen sie dann nach 2 Tagen dieselbe Dosis 
FeSO 4, do.ch kam es auch dann nicht zu einer Resorption.  
W'enn die Verabreichung der Antibiot ika ausbteibt, so 
t r i t t  bei denselben Kaninchen nach einigen Tagen, 
wAhrend welchen sich die normale Darmflora wieder ent- 
wickelte, eine Resorption des verabreichten FeSO 4 ein. 

Daraus konnten wir schliessen, dass die normale 
Darmflora eine Bedingung ffir die Eisenresorption ist. In 
weiteren Versuchen kult ivier ten wir gegen Terramycin 
resistente Enterokokken und Kolibazillen. Nach Ver- 
abreichungsolcher  Kulturen an an~imisierte Kaninchen, 
die die erw~hnten Antibiot ika erhielten, und ihrer weiter- 
hin erfolgten Belastung mit FeSO 4, wurde das Eisen wieder 
resorbiert. Das spricht fiir die schon erwiihnte Beobach- 
tung, dass die normate Darmflora  fiir die Eisenresorption 
notwendig ist. 

Die Eisenbest immung wurde nach der Methode 
HEILMEYER-PL~TTNER ausgeffihrt x. 

Unsere weiteren Arbeiten befassen sich mit  der Be- 
deutung der Darmflora fiir die Funkt ion des Apoferrit ins 
bzw. Ferritins.  

Ein ausfiihrlicher Bericht  erscheint in den Acta 
medica Jugoslavica.  

P. STERN, R. KODAK und 
A. MISIRLIJA 

Pharmahologisches Institut der Universildt Sara#vo, 
den 17. Dezember 1953. 

Summary 

In rabbits  whose intest inal  t rac t  has been "ster i l ised" 
by means of penicilline and terramycine,  there is 
no detectable iron resorption, even when the animals 
are made anaemic. 

Iron resorption can be restored by means of addi- 
tion of terramycine-resis tent  E. coli or Enterococci 
to the diet. 

1 L. HEILMEYER, G. FISCHER u n d  K.  PL•TNER, Das Serumeisen 
und die Eisenmangelkrankheit, Jena 1937, S. 8. 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

A M e t h o d  of  M a s s  T i s s u e  C u l t u r e  
in B a c t e r i o l o g i c a l  Cu l ture  D i s h e s  1 

The CARREL flask was devised to prevent  microbial 
contaminat ion of tissue cultures. Since antibiotics have 
come to be used routinely, those of its special features 
designed to minimize the risk of infection, have lost 
much of their  importance.  And because of l imited 
accessibility to the culture space, and its re lat ively small 
size, the CARREL type  of flask is inconvenient  for the 
preparat ion of large scale cultures of cells such as are 

1 Aided by grants from the Masonic Foundation for Medical 
Research, Human Welfare and the U,S.P.H.S. 
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m o s t  usefu l  as s u b s t r a t e  for  t h e  p r o p a g a t i o n  of  v i ruses ,  
or  for  t h e  p u r p o s e s  of c h e m i c a l  ana lys i s .  EARLE'S f lask  

Fig. I.-18 day old tissue cultures (chick) in PETRI dish 100 × I0 mm 
sealed with parafihn. 

Fig. g.-Chick embryo heart fibroblasts grown for 7 days in PETR! 
dish 150 × 10 mnL Magnification 400 x. 

@ T - 6 0  x h a s  i n c r e a s e d  size a n d  i m p r o v e s  mic roscop ic  
v i s ib i l i ty ,  b u t  does  n o t  f ac i l i t a t e  t h e  a c c e s s i b i l i t y  t o  t h e  
c u l t u r e  space .  A n  a d a p t a t i o n  of c u l t u r e  d i shes  to  s impl i fy  
t h e  MAXlMOW slide m e t h o d  b y  p l a c i n g  seve ra l  covers l ip  
c u l t u r e s  u n d e r  a w a t c h  glass  in  a PETRI d ish  was sug- 
g e s t e d  b y  BARTA 2. C u l t u r e  d ishes  h a v e  also b e e n  used 
in o r g a n - c u l t u r e  3. These  t e c h n i q u e s  h a v e  l i t t l e  b e a r i n g  
on  t h e  p r o b l e m  of p r e p a r i n g  mass  cu l tu res .  ERLENMEYER 
flasks,  R o u x  bo t t l e s ,  a n d  o t h e r  vessels  h a v e  b e e n  used 
for m a s s  c u l t i v a t i o n  of cells, p a r t i c u l a r l y  for  v i ro logy,  
b u t  t h e s e  do  n o t  r e a d i l y  p e r m i t  d i r e c t  m ic roscop i ca l  
o b s e r v a t i o n  of  t h e  cells.  T h e s e  d i s a d v a n t a g e s  h a v e  
l a rge ly  been  o v e r c o m e  b y  e m p l o y i n g  bac t e r io log i ca l  
c u l t u r e  d i shes  for  m a s s  t i s sue  c u l t u r e .  

Methods. PETRI d i shes  10 or  15 c m  in  d i a m e t e r  a n d  
1 cm in h e i g h t  were  used.  T h e  e n t i r e  b o t t o m  of t h e  d ish  
was  c o a t e d  w i t h  a f i lm of c h i c k e n  p l a s m a  (2-5 ml  de-  
p e n d i n g  u p o n  d ish  size) a n d  5 to  8 t i s sue  f r a g m e n t s ,  pe r  
s q u a r e  cm, were  t h e n  e x p l a n t e d  i n t o  t h e  p l a s m a .  3 -5  ml 
of a m e d i u m  c o n s i s t i n g  of 80 % of c h i c k  a m n i o t i c  f lu id  4 
a n d  20 % u n d i l u t e d  c h i c k  e m b r y o  e x t r a c t  a n d  c o n t a i n -  
ing  250 u n i t s  of p o t a s s i u m  pen ic i l l in  a n d / o r  0.10 m g  
s t r e p t o m y c i n  pe r  ml.  were  a d d e d  before  c o a g u l a t i o n  of 
t h e  p l a s m a .  F o r  h u m a n  e m b r y o  t i s sue  15 % of h u m a n  
p l a c e n t a  s e r u m  was a d d e d .  T h e  d i sh  was  c losed b y  a 
4 -5  c m  wide  s t r i p  of p a r a f i l m  or  SCOTCH t a p e  a r o u n d  the  
r i m  of t h e  dish .  T h e  Sy racuse  c u l t u r e  d i sh  was  used  in 
o r d e r  to  o b v i a t e  t h e  n e c e s s i t y  for  o p e n i n g  t h e  c u l t u r e  
d i sh  b y  each  re feed ing ,  w h i c h  c a n  be  d o n e  b y  i n s e r t i o n  
of  a p i p e t t e  i n t o  t h e  s ingle  open ing ,  k e p t  sea led  w i t h  
p a r a f i l m  a t  o t h e r  t i m e s .  (Models  of d i shes  in  w h i c h  b o t h  
h a l v e s  are  c lose ly  f i t t e d  t o g e t h e r  a t  t h e i r  c i r c u m f e r e n c e  
w i t h o u t  a n  a n n u l a r  a i r  space  b e t w e e n  b o t h  h a l v e s  h a v e  
b e e n  s u g g e s t e d  for  f a b r i c a t i o n . )  PETRI d i shes  w i t h  f l a t -  
g r o u n d  r ims  were  a lso used,  t w o  u p p e r  or b o t t o m  h a l v e s  
b e i n g  sea led  w i t h  p a r a f f i n  a n d  t h e n  c o v e r e d  w i t h  p a r a -  
f i lm or SCOTCH tape .  A n o t h e r  b a c t e r i o l o g i c a l  cu l t u r e  
dish ,  t h e  PETROFF dish,  h a s  also p r o v e d  s a t i s f a c t o r y ,  al- 
t h o u g h  access ib i l i t y  a n d  o p t i c a l  c o n d i t i o n s  a re  s o m e w h a t  
in fe r io r  to  t h o s e  of o r d i n a r y  PFTRI dishes .  T h i s  d i sh  is 
of one  piece  w i t h  a n  o p e n  s i d e a r m  t h a t  m a y  be  c losed 
w i t h  p a r a f i l m  or  r u b b e r  s t ock ing .  T h e  i n t e r v a l s  b e t w e e n  
r enewa l s  of m e d i u m  cou ld  sa fe ly  be  e x t e n d e d  to  4 -6  
days ,  or  e v e n  longer .  S o m e t i m e s  i t  a p p e a r e d  c o n v e n i e n t  
to  a d d  p l a s m a  to  t h e  r e n e w e d  m e d i u m  to  r e d u c e  t h e  
v o l u m e  of free f luid.  

F o r  o b t a i n i n g  c h i c k e n  a m n i o t i c  f lu id  5, eggs of 8 -12  
d a y s  of i n c u b a t i o n  m a y  be  used.  U n d e r  t h e  v i s ib le  p a r t  
of t h e  ex p o s ed  a l l a n t o i c  m e m b r a n e  t h e  a m n i o n ,  a w h i t e  
a v a s c u l a r  sac  e m e r g i n g  b e t w e e n  t h e  r e c e d i n g  a l l a n t o i s  
a n d  y o l k  sac,  is p u n c t u r e d  a n d  2 -4  m t  of a m n i o t i c  f lu id  
is a s p i r a t e d .  Ch ick  a m n i o t i c  f lu id  s u i t a b l e  for  t i s sue  
c u l t u r e  use m u s t  be w a t e r  c lea r  a n d  colorless.  

Results.  T h e  g r o w t h  of c u l t u r e s  p r e p a r e d  in t h e  m a n n e r  
d e s c r i b e d  was  luxur ious .  O v e r  l a rge  a reas  m a n y  g r o w t h  
l aye r s  were  s u p e r i m p o s e d  u p o n  one  a n o t h e r ,  f o r m i n g  
dense  m a t s  of cells. I n  g en e ra l  t h e  f loor  of t h e  d i sh  was 
f a i r l y  c o v e r e d  w i t h  t h i c k  o u t g r o w t h  in t h e  t h i r d  week.  
Microscopic  o b s e r v a t i o n  of cells c u l t i v a t e d  in PETR~ 
d i shes  was  poss ibIe  u p  to  400 d i a m e t e r s .  F o r  s u b s e q u e n t  
m i c r o s c o p y  w i t h  p h a s e  c o n t r a s t ,  o r  for  t h e  f ix ing  a n d  
s t a i n i n g  of cu l t u r e s ,  e x p l a n t s  cou ld  be  m a d e  on  glass  or  
nf ica  cove r s l ip s  a f f ixed  to  t h e  b o t t o m  of t h e  d i sh  w i t h  

Fig. 3.-10 day old tissue cultures growing in a PETROFF bacterio- 
logical culture dish, 100 x 10 ram. 

1 W. R. EAGLE, V. J. EvANs, and E. L. SCHILLINO, J. Nat. Cancer 
Inst. 10, 948 (1950). 

2 E. BARTA, Arch. Exp. Zellforsch. 4, 600 (1927). 
a H. B. FELL and R. G. CANTI, Arch. Exp. Zellf. 15, 311 (1934). 
4 H. GROSSFELD, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 71, 475 (1949). 
5 H. GROSSFELD, Proc. Soe. Exp. Biol. Med. 71,475 (1949). 
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plasma. A m o n g  the  t issues g rown in cu l tu re  dishes in 
chick amnio t i c  f luid m e d i u m  were chick hear t  f ibro- 
blasts, muscle,  a v a r i e t y  of epi thel ia ,  glial cells, h u m a n  
embryonic  skin  and h u m a n  e m b r y o n i c  hear t  f ibrobtasts .  
The exposure  of exp l an t s  and med ia  to the  open air  was 
no grea te r  in these  t h a n  in o t h e r  me thods  of t issue 
cul ture and the  haza rd  of bac ter ia l  c o n t a m i n a t i o n  
proved to be negligible.  

Amnio t i c  f luid ~ was found to  be an exce l len t  basic  
cons t i tuen t  of cu l tu re  med ia  in these  exper iments .  The  
large surface  v o l u m e  ra t io  ob ta in ing  a t  the  air-f luid 
in terphase  assures exce l len t  oxygena t ion .  These factors ,  
and the  wide surface ava i lab le  for g rowth  and mig ra t ion  
may  also be connec t ed  wi th  t he  good g rowth  ob ta ined  
with longer  per iods  be tween  renewals  of the  med ium.  

The author is indebted to Dr. JOHN DECnEa and to Dr. GABRI~:X. 
GOD~aAN for helpful suggestions. 

H.  GROSSFELD 

From the H i s tochemi s t r y  Research Laboratory ,  College 
o/ P h y s i c i a n s  and  Surgeons,  Columbia  Univers i ty ,  N e w  
York, N .  Y . ,  and  the E d w a r d  Danie l s  F a u l h n e r  Ar th r i t i s  
Clinic o/ the Pres sby t e r ian  Hospi ta l ,  N e w  York ,  Decem- 
ber 8, 1953. 

Z u s a m m e n / a s s u n g  

Eine  Methode  der  Massen -Gewebez t i ch tung  in Pe t r i -  
schalen, gee igne t  ffir Vi rusz t i ch tung  und ffir chemische  
Analysen,  wird  beschr ieben,  mi t  welcher ,  wenn ein ge- 
meinsames,  zusammenh / ingendes  P l a smage r innse l  m i t  
Zusatz yon E m b r y o n a l e x t r a k t  und Amnionf l f i ss igke i t  als 
Z i i ch tungsmed ium b e n u t z t  wird.  E in  besonders  rasches,  
dichtes I ( u l t u r w a c h s t u m  kann  so le icht  erz ie l t  werden.  
Mikroskopische ]3eobachtung  der  Zellen ist  bei 400facher  
Vergr6sserung,  im gewShnl ichen  und  im i n v e r t i e r t e n  
Mikroskop, le icht  m6gtich.  

1 H. GROSSFELD, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 71, 475 (1949). 

P R O  L A B O R A T O R I O  

Le n~ph416graphe 

On util ise en s ta t i s t ique ,  dans  ses appl ica t ions  5. la 
biologie, /x l '6conom6tr ie ,  /~ la  d6mographie ,  etc. ,  pour  
rechercher  les corr61ations en t re  deux  carac t6r i s t iques  
num6riques  a f fec tan t  les 616ments d 'une  collect ion,  un 
proc6d4 de p rospec t ion  qui  consiste  k marquer ,  dans un 
syst6me d ' axes  cart6siens,  pour  chaque  616merit, un 
point  a y a n t  pour  coordonn6es  les deux  carac t6r is t iques .  
On ob t i en t  ainsi  un ~,nuage de points~ ou n6ph416gramme. 
La disposi t ion des po in ts  obtenus ,  leur  a l i g n e m e n t  ou 
leur concen t ra t ion ,  p e r m e t t e n t  parfois  de t i re r  des 
conclusions sur les re la t ions  qui  p e u v e n t  ex is te r  en t re  les 
caract6r is t iques  consid6r6es, ou de d6couvr i r  des groupes  
parmi les 6Mments,  ou bien encore  suggbrent  des hypo-  
theses plus ou moins  fructueuses.  

La  confect ion  A la main  des n6ph616grammes d e m a n d e  
une a t t en t ion  sou tenue  e t  beaucoup  de temps .  P o u r  
facili ter et  acc616rer ce t r ava i l  il est  r a i sonnab le  d 'u t i l i se r  
des apparei ls .  

Le seul appare i l  propos6 j u squ '~  ce jour,  d 'apr6s  nos 
informat ions ,  consiste  en deux  r6gles, qui  en se d6- 
pla~ant r e s t en t  (ou pour  m i e u x  dire, d o i v e n t  rester) 
perpendicula i res  a u x  axes. On les f ixe snr  les coordon-  
n4es chois ies :  il ne res te  qn 'A m a r q u e r  un po in t  au 

c ro i semen t  des d e u x  r6gles. Cet  appare i l  est  peu p r a t i q u e  
parce  que,  dans  sa forme 16g6re, la pe rpend icu la r i t6  
exac te  est difficile 5. assurer  d ' une  fa~on stable,  et  que,  
dans  sa forme massive,  qui  p e r m e t  plus  d ' e x a c t i t u d e ,  il 
est  peu maniable .  De plus, il est  lent .  

C 'es t  pourquoi  l ' a u t e u r  a i nven t6  une  mach ine  dans  
laquel le  il suffi t  de me t t r e  deux  index,  p o u v a n t  se d6- 
placer  le long de r6gles gradu6es,  en face des va leurs  
num6r iques  5. inscrire,  pour  a m e n e r  a u t o m a t i q u e m e n t  
sur  une feuille de papier ,  5. la  p lace  voulue ,  une  po in t e  
encr6e que  l 'on  peu t  abaisser  pour  m a r q u e r  un  po in t  sur  
le graphique .  

Un tel  appare i l  peu t  6 v i d e m m e n t  servi r  6ga lemen t  5. 
cons t ru i re  une courbe  par  po in t sL  

Cet te  mach ine  a 6t6 r6alis6e tr6s s i m p l e m e n t  au m o y e n  
d ' u n  sys t6me art icul6 plan, form6 de q u a t r e  t iges  
r igides A D ,  B D ,  M C ,  NC,  telles que A M  ~ M D  = M C  = 
N D  =~ C N  -- B N  et  art icul6es X leur  po in t  de rencont re .  
Le  po in t  A est  a s t r e in t  5. se d6placer  su ivan t  O X  et  le 
po in t  B s u i v a n t  O Y .  I1 est  facile de se rendre  e o m p t e  
que  les coordonn6es  du poin t  C, par  r appor t  5. ce sys tbme 
d 'axes ,  sont  r e s p e c t i v e m e n t  6gales A la moit i6 de l ' abs-  
cisse de A et  5. la moi t i6  de l ' o rdonn6e  de B. 
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Les poin ts  A e t  B sont  mat6r ia l is6es  par  des curseurs  
gl issant  le long de deux  r6gles, gradu6es s u i v a n t  les 
besoins et  d 'a i l leurs  in te rchangeables .  Le po in t  C est  
mat6rial is6 par  une pointe,  garnie  d 'encre ,  qui  v i en t  
au con t ac t  du papier  au moyen  d ' u n  61ect ro-a imant  
c o m m a n d 6  par  le jeu d ' une  m a n e t t e  ou d ' u n e  p6dale,  
qui  6 tabl i t  un contac t .  

II n ' y  a aucun dou te  q u ' u n  tel  a g e n c e m e n t  est  beau-  
coup plus par fa i t  que celui men t ionn6  plus haut .  I1 es t  
plus 16ger e t  ce qui  est  encore  plus i m p o r t a n t ,  il es t  tr6s 
fid6te, a t t endu  qu ' i t  n ' impose  aucun  angle  i nva r i ab l e  
dans  les pibces mobiles.  

Cet  appare i l  peut  done 6tre utilis6 avec  prof i t  dans  
les bu reaux  de s ta t i s t ique  pour  rechercher  les co r r f l a t i ons  
et  dans  les labora to i res  sc ient i f iques  pour  cons t ru i re  
c o m m o d f m e n t  e t  r a p i d e m e n t  des courbes  pa r  points .  

P. J.  A. !V[UFFANG 

Conservatoire na t ional  des Ar t s  et Mdt iers ,  Par is .  Le  
8 novembre 195,3. 

S u m m a r y  

The au tho r  proposes an i n s t r u m e n t  for the  s imple  
and rap id  ca lcula t ion  of the  areas  of po in t s  de t e rmined  
by  two  coordinates .  A m o n g  m a n y  o the r  appl ica t ions ,  
th is  a p p a r a t u s  can be used for f inding cor re la t ions  
be tween  two  numer i ca l  charac te r i s t i cs  in b iology,  
or economet ry ,  or demography ,  etc.  

1 Et inversement il relever, d'apr6s un diagramme obtenu par un 
enregistreur automatique, un tableau de chiffres, pour rechercher 
par les m6thodes math6matiques une fonetion repr6sentative. 


