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S u m m a r y  

Since  t h e  m o r p h o g e n e s i s  of t e e t h  is ru led  b y  o rgan ize r s  
( induc to r s )  t h e  c h a n g e  of pos i t i on  of one  of t h e m  could  
h a v e  b r o u g h t  a b o u t  a n  e v o l u t i o n  of t h e  d e n t u r e  such  as 
is f o u n d  in t h e  C r e o d o n t i a  a n d  Carn ivo res .  Modern  
t e c h n i q u e s  of o r g a n  c u l t i v a t i o n  will  p e r h a p s  solve  some  
o t h e r  p a l e o n t o l o g i c a l  p r o b l e m s  ( r e a p p e a r a n c e  of t e e t h  
whose  g e r m s  m i s c a r r y ,  m o d i f i c a t i o n  of t h e  size of t h e  
can ines ,  w h i c h  would  p e r m i t  us to  suppose  a ce r t a in  
r eve r s ib i l i t y ) .  

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

Sharpening of Knives for Ultramicrotomy 

U l t r a t h i n  t i s sue  s e c t i o n i n g  for  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  
d e m a n d s  a m o n g  o t h e r  t h i n g s  a c u t t i n g  edge of v e r y  
h i g h  q u a l i t y .  T h e  b e s t  edges  are  u p  to  t h e  p r e s e n t  un-  
d o u b t e d l y  o b t a i n e d  b y  h a n d p o l i s h i n g  razor  b lades  1, b u t  
t h i s  m e t h o d  h a s  some  de f in i t e  d r a w b a c k s .  In  o rde r  to  
o b t a i n  b e t t e r  a n d  m o r e  r e p r o d u c i b l e  s h a r p e n i n g  re su l t s  
we h a v e  i n v e s t i g a t e d  seve ra l  k inds  of kn i fe - s tee l  and ,  
f u r t h e r m o r e ,  w o r k e d  o u t  a specia l  s h a r p e n i n g  m e t h o d .  

The  s tee l  in o r d i n a r y  m i c r o t o m e  k n i v e s  a n d  r azo r  
b l ades  is n o t  p a r t i c u l a r l y  s u i t a b l e  for  u l t r a m i c r o t o n l e  
kn ives .  T h e  r e a s o n  for  t h i s  is f i r s t ly  t he  r i chness  in v e r y  
h a r d  i ron  ca rb ide  pa r t i c l e s  wh ich  s o m e t i m e s  are  w r e n c h -  
ed  o u t  of t h e  m a r t e n s i t e  d u r i n g  t h e  s h a r p e n i n g  a n d  t h u s  
spo i l ing  t h e  edge.  Secondly ,  t h e  lack  of co r ros ion  
r e s i s t a n c e  m a k e s  i t  i n lposs ib le  to  use a knife  for s ec t ion -  
ing for  more  t h a n  a couple  of hours .  

T e s t i n g  seve ra l  k i n d s  of s tee l  we h a v e  f o u n d  t h a t  a 
specia l  s tee l  c o n t a i n i n g  0.5 % c a r b o n  a n d  13 % c h r o m i u m  
is v e r y  s u i t a b l e  for our  p u r p o s e .  T h e  low c a r b o n  per-  
c e n t a g e  m a k e s  i t  poss ib le  to  o b t a i n  a s tee l  c o m p o s e d  
m a i n l y  of m a r t e n s i t e  w i t h  v e r y  few or  no  c a r b i d e  
pa r t i c les .  By  a specia l  h a r d e n i n g  process  a n d  b y  c a u t i o u s  
t e m p e r i n g  t h e  s teel  is g iven  a h i g h  h a r d n e s s  ( a b o u t  800 
Vicker  uni ts ) .  The  co r ros ion  r e s i s t a n c e  is v e r y  good 
w h i c h  is of v i t a l  i m p o r t a n c e .  (This  s tee l  is p r o d u c e d  b y  
t h e  Stee l  C o m p a n y  of U d d e h o l m . )  

Fig. 1. 

T h e  k n i v e s  of t h i s  specia l  s teel  a re  s h a r p e n e d  b y  a 
l a p p i n g  t e c h n i q u e  2, c a r r i ed  ou t  in two  p h a s e s  on a lap-  
p i n g  m a c h i n e .  T h i s  cons i s t s  of a c a s t  i ron  p l a t e  f ixed on  
a v e r t i c a l  ax is  a n d  r o t a t a b l e  a t  v a r i a b l e  speeds .  I n  t h e  
f i r s t  p h a s e  of l a p p i n g  a specia l  l a p p i n g  disc of c a s t  i ron  
is used,  t h e  surface  of w h i c h  is e x t r e m e l y  even  a n d  
s m o o t h  a n d  p r o v i d e d  w i t h  c i r cu l a r  g rooves  in o rde r  to  

1 F. SJ6S'rRAN~, J. Cell. Comp. Physiol. t~, 15 (1953). 
2 O, HALL/ON, Lab. Invest. (in press). 

p r e v e n t  s u c t i o n  of t h e  kni fe  (Fig. 1). I n  t h e  s e c o n d  p h a s e  
of  l a p p i n g  t h i s  c a s t  i ron  disc  is e x c h a n g e d  for  a m i r r o r  
g r ade  glass  p la te .  

Fig. 2. 

W h i l e  s h a r p e n u l g  t h e  kni fe  is m o u n t e d  in a specia l  
f i x tu re  t h a t  a lways  ho lds  t h e  kni fe  in t h e  s a m e  pos i t i on .  
T h e  f i x t u r e  is p r o v i d e d  w i t h  a p e r s p e x  b a c k  t h a t  is 
r e s t i n g  on  t h e  l ap p i n g  disc d u r i n g  t h e  s h a r p e n i n g  a n d  
so d e t e r m i n e s  t h e  beve l  ang le  (see Fig. 1). Fo r  l a p p i n g  
a g a i n s t  cas t  i ron t h e  f i x t u r e  gives  a beve l  ang le  of 30% 
"While l a p p i n g  a g a i n s t  glass t h e  knife  is m o v e d  t o  a 
f i x t u r e  t h e  b a c k  of w h i c h  is r e s t i n g  w i th  one  p o i n t  on  t h e  
glass  a n d  g iv ing  a beve l  a n g l e  of 50 ° (Fig. 2.} 

Before  l a p p i n g  a g a i n s t  cas t  i ron  a t h i n  l aye r  of a pas te ,  
c o n s i s t i n g  of c h r o m i u m  oxide  in oil is ca re fu l ly  r u b b e d  
in to  t h e  l a p p i n g  disc. T h e  disc is r o t a t i n g  a t  a b o u t  40 
r .p ,m.  T h e  knife  in i ts  f i x t u r e  is p l aced  w i t h  t h e  edge 
a g a i n s t  t h e  d i r e c t i o n  of r o t a t i o n  a n d  m o v e d  to  a n d  fro 
in r ad ia l  d i r ec t ion .  T h e  knife  is t u r n e d  o v e r  a t  i n t e r v a l s  
of a b o u t  15s,  T h e  face t  sur faces  o b t a i n e d  h a v e  a h igh  
eveness  a n d  s m o o t h n e s s .  

I f  t h e  kni fe  h a s  big  s c r a t c h e s  on  i t s  face ts  or if i t  h a s  
n o t  p r e v i o u s l y  b e e n  used  for  u l t r a m i c r o t o m y  we c a r r y  
o u t  a n  a d d i t i o n a l  l a p p i n g  a g a i n s t  c a s t  i ron  before  t h e  
p h a s e  j u s t  desc r ibed .  W e  t h e n  use a l a p p i n g  disc of t h e  
a b o v e  k ind  a n d  t h e  s a m e  f ix tu re  (i.e. t h e  beve l  ang le  is 
30°), To t h i s  disc  we a p p l y  a p a s t e  c o n s i s t i n g  of car-  
b o r u n d u m  w h i c h  gives a h i g h e r  r a t e  of m a t e r i a l  r e m o v a l  
b u t  a coa r se r  face t  sur face .  

Af te r  h a v i n g  c l ean ed  t h e  kn i fe  in  whi t e  sp i r i t s  a n d  
m o u n t e d  i t  in  t h e  s econd  f i x t u r e  t h e  l a p p i n g  a g a i n s t  
glass  is ca r r i ed  o u t  1. Fo r  t h i s  no  a b r a s i v e  is used,  on  t h e  
c o n t r a r y  i t  is c a r r i ed  o u t  in a 3 % s o d i u m  b i c a r b o n a t e  
s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  one  d r o p  of d e t e r g e n t  pe r  25 ml,  T h e  
r o t a t i o n  v e l o c i t y  of t h e  glass  disc is a b o u t  10 r . p . m .  No  
p ressu re  is exerc i sed  on  t h e  knife  d u r i n g  s h a r p e n i n g  as 
t h e  f i x t u r e  is so b a l a n c e d  t h a t  i t s  w e i g h t  g ives  t h e  
a d e q u a t e  p ressure .  

L a p p i n g  a g a i n s t  glass  for  2 -3  rain g ives  f ace t  su r f aces  
of e x t r e m e  ev en es s  a n d  s m o o t h n e s s  a n d  a c o n t i n u o u s  
edge l ine  t h a t  is pe r f ec t l y  s t r a i g h t  a n d  u n i f o r m ,  T h e  
w i d t h  of t h e s e  f ina l  face t  sur faces  is 10-1.5 /~, w h i c h  is 
qu i t e  su f f i c ien t .  (The  i n spec t ion  of t h e  s h a r p e n i n g  r e su l t s  
is m a d e  in a d a r k f i e l d  mic roscope  w i th  a r e s o l v i n g  power  
of a b o u t  0-7 /* a n d  m a g n i f i c a t i o n  of 700 t imes . )  

1 "Lapping" is probably not the adequate term for this part of 
the sharpening since "lapping" signifies a removal of material and 
the glass phase implies very likely a smoothing out of the facets 
without any significant removal. However, the term "lapping" is 
used here for the sake of simplicity. 
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The swift production of the final facets is possible 
owing to the fact tha t  the bevel angle is altered previous 
to the lapping against  glass. Owing to this only a frac- 
tion of the cast iron lapped facets must  be smoothed out. 
The pre-requisite for such an altering of the bevel angle 
is, on the other hand, t ha t  the cast  iron lapped facets are 
very even. 

Using the described steel and technique it  is simple to 
sharpen knives of any kind, provided tha t  the fixture is 
f i t ted to the knife. In our laboratory  we use knives of the 
same size as ordinary microtome knives as well as of 
razor blade shape. 

The most  impor tan t  advantages  of our method seem 
to be:  

(1) A cut t ing facet of a small  bu t  uniform width along 
the whole knife. 

(2) The  glass lapping is performed without  any kind 
of abrasive (as no significant removal  of mater ial  is 
required) and so scratches in the facets are avoided. 

(3) Due to the ra ther  extensive mechanizat ion of the 
technique it requires no special dexter i ty  or long practice 
and gives an almost  100% yield. 

(4) The special, stainless steel is very  suitable for the 
sharpening procedure and makes it possible to section 
with the same knife for severaI days without  re-sharp- 
ening. 

R. EKHOLM, O. HALLI~N, and 
T. ZELANDER 

Departments o/Anatomy and Histology, University of 
Gothenburg, April 27, 7955. 

Zusammen[assung 
Die Verfasser beschreiben eine Methode zur Herstel-  

lung yon Messerschneiden zum Ul t ramikrotomgebrauch.  
Das Material des Messers besteht aus rostfreiem Stahl, 
der aus fast reinem Martensit  aufgebaut  ist. Das Sch/ir- 
fen wird auf einer speziellen L~ppmaschine ausgefiihrt 
und umfasst zwei Phasen. Die erste, das L/ippen gegen 
Gusseisen, gibt dem Messer einen Schneidenwinkel yon 
30 °. Die zweite und letzte Sch~rfungsphase wird mit  
Spiegelglas ausgeffihrt und gibt einen Schneidenwinkel 
*con 50 ° . 

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

Die B e s t i m m u n g  von  D i b e n a m i n  i m  b io log i s chen  
Materia l  

Fiir die Bes t immung yon Dibenamin (N,N-Dibenzyl- 
fl-chlor~thylamin) and dibenamin/~hnliche Verbindun- 
gen benutz ten  wir bisher die yon BRODm und Mitarbei- 
tern z angegebene Methode, nach der Dibenaminalkohol  
(N,N-Dibenzyl-~-hydroxy~ithylamin) mit  Methylorange 
ein Molekiilkomplex bildet, dessen Konzentra t ion kolori- 
metrisch bes t immt werden kann. Dibenamin selbst geht 
keine Molekiilverbindung mit  Methylorange ein und 
muss deshalb durch alkalische Hydrolyse zum Alkohol 
umgesetzt  werden. Abgesehen davon erweist sieh das 
Verfahren als umst~ndlich und nicht sehr empfindlich. 
Die ungeniigende Genauigkeit  dieser Methode dtirfte im 
wesentl ichen darauf zurfickzufiihren sein, dass einfache 
Azofarbstoffe eine zu geringe Neigung zur Addukt-  
bi ldung aufweisen. Es wurde deshalb eine neue Nach- 
weismethode fiir Dibenamin and dibenaminart ige Ver- 
bindungen entwickelt,  die nicht nur methodisch wesent- 

1 B. B. BRODIE und Mitarbeiter, J. Pharmacol. exp. Ther. 106, 
166 (195~2). 

lich einfacher ist, sondern auch genauere Best immungen 
zul~tsst. 

Ffir die neue Methode verwenden wir Bromkresol- 
purpur,  5,5 '-Dibromo-o-kresolsulfophthalein,  als Ad- 
duktbildner.  Dieser Farbindikator  bildet mit  vielen aro- 
matischen Basen benzollOsliche Farbstoffaddit ionsver-  
bindungen, die analytisch folgendermassen angewendet  
werden:  Die vom organischen L6sungsmit tel  (Benzol) 
aufgenommenen Addukte  werden mi t  NaOH zersetzt. 
Die Base verbleibt  im L6sungsmittel ,  der Farbstoff  geht 
in die wiissrige Phase und kann dort  kolorimetrisch be- 
s t immt  werden. 

Die zu untersuchende w~ssrige Dibenaminl6sung 
(10 ml) wird in einem Scheidetr ichter  nach Zusatz yon 
5 ml Phosphatpuffer  nach SSRI~NSEN (pH 5,2) and 5 ml 
Bromkresolpurpurt6sung 1 mit  50 mI Benzol 2 min ge- 
schfittelt.  Die w~issrige Phase wird abgetrennt  und noch- 
mats mit  50 ml Benzol ausgeschfittelt.  Die beiden Benzol- 
auszfige werden vereint ,  f i l t r iert  und zweimal mi t  je 
10 ml n/20 NaOH ausgeschiittelt .  Die blau-violet ten Na- 
t ronlaugenextrakte  werden vereinigt  and mi t  n/20 NaOH 
nach Fi l t ra t ion auf 25 ml aufgefiillt. Mit dem Pulfrich- 
Photomete r  (Filter S 593, 2-cm-Kfivette,  Vergleichs- 
16sung Aqua des[:.) erfolgt die Messung der Ext inkt ion.  
Die Eichkurve entspricht  im Bereich von 25 bis 400 y pro 
10 ml dem Lambert-Beersehen Gesetz. 

Die Bildung der Farbstoffaddi t ionsverbindung mit  
Bromkresolpurpur  ist s tark pH-abh~ingig. Die Kontrolle 
erfolgte mit  der Jenaer  Glaselektrode in Verbindung mit  
dem Nfisslein-Messverstfirker (Typ 140). 

Bes t immung yon Dibenamin im Ur in :  Zur Einhal-  
tung des opt imalen pH-Wertes  von 5,2 wird zweck- 
mi~ssig der Urin mit  verdfinnter  Phosphorsiture auf ein 
pH yon etwa 5,3 gebracht, dami t  die Einstel lung dutch 
den Phosphatpuffer  gesichert ist. Die Best immung er- 
Iolgt, wie oben beschrieben. Die Blindwerte einer Reihe 
normaler  Urine lagen bei dem eingehaltenen opt imalen 
pH-Wer t  sehr niedrig und konstant .  

Bes t immung yon Dibenamin im Serum: 1 ml Schweine- 
serum wird mit  1-2 Tropfen I n HC1 versetzt  und 
14 ml Phosphatpuffer  zugegeben (pH 5,2). Bei dieser 
Bes t immung wird 4 min mit  2mal 50 ml Benzol ausge- 
schfittelt .  

Bes t immung yon Dibenaminalkohol :  Die Additions- 
verbindung ents teh t  i m  st/irker sauren pH. Die w~issrige 
Dibenaminl6sung bzw. der dibenaminhal t ige Urin wet-  
den durch Alkalisierung und zweistiindige Erw/irmung 
auf 40 ° hydrolysiert .  Danach wird mi t  2 n HC1 auf pH 
4,5 eingestell t  and  wie oben ausgeschiittelt .  Als Ver- 
gleichsI6sung dient  Aqua dest. bzw. Leerurin. 

Die neue Methode erm6gticht  die Bes t immung yon 
Dibenamin (Hydrochlorid) mi t  einer Empfindl ichkei t  
von 2, 5 y/cm a Urin bzw. yon Dibenaminalkohol  5, 0 y/cm 3 
Urin. 

Neben der grSsseren Empfindt ichkei t  ha t  sich die 
Bromkresolpurpurmethode als wesentlich einfacher er- 
wiesen. Sie ha t  sich ffir die Bes t immung yon Dibenamin 
und dibenaminar t igen Verbindungen in Urin und Serum 
fiir Reihenuntersuchungen bew~hrt. 

H .  H O F M A N N ,  K.-H. BOLTZE und 
D. WEYLAND 

P harmakologisehes I nstitut der Friedrich- Schiller- Uni- 
versitiit Jena, den 75. Mai ]955. 

x Zur Bereitung der Bromkresolpurpur-Farbl6sung 16st man 0,~ g 
Bromkresolpurpur in 50 cm s Aqua dest. unter Zusatz yon 3,2 a m  a 

n/10 NaOtt und fiillt mit Aqua dest. auf ~50 cm a auf. 
2 Ffir Dibenarnin-Hydrochlorid wurde eirI Absorptionsmaximum 

(100y/10 ml Aqua dest., Schichtdicke s = 2 cm; Filter S = 59) yon 
58~0 A bestimmt. 


