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Cer ta in  f ea tu res  are seen more  easi ly us ing  t h i s  m e t h o d  
t h a n  w i t h  c o n v e n t i o n a l  ones.  W e  h a v e  been  i n t e r e s t e d  to 
observe lesions p r o d u c e d  b y  p h o t o c o a g u l a t i o n .  S u c h  le- 
sions are  m u c h  more  v is ib le  b y  t r a n s i l l u m i n a t i o n .  F igu re  
A is a p h o t o g r a p h  of t h e  r e t i n a  showing  t h e  fovea  a n d  a 
lesion t a k e n  b y  t he  c o n v e n t i o n a l  d i r ec t  i l l u m i n a t i o n  
m e t h o d  ; F igu re  B is a p i c tu re  of t h e  s a m e  f ield u s ing  t h e  
same camera ,  b u t  t a k e n  b y  i nd i r ec t  i l l umina t ion .  A l t h o u g h  
ce r ta in  fea tures ,  such  as t he  choro ida l  vessels,  are n o t  
qui te  as c lear  in  t h e  l a t t e r  p h o t o g r a p h  due  to  t h e i r  de- 
creased c o n t r a s t ,  t h e  les ion  i tsel f  is m u c h  more  eas i ly  
visible,  n o t  o n l y  because  of i t s  own  h i g h e r  c o n t r a s t  w i t h  
respec t  to  t h e  o t h e r  fea tures ,  b u t  also because  t h e r e  is no  
l ight  re f lex  a r o u n d  t he  lesion to  m a s k  i ts  cha rac te r i s t i c s .  

W e  bel ieve  t h a t  th i s  m e t h o d  m a y  be  useful  in  t e a c h i n g  
and  genera l  l a b o r a t o r y  work  since i t  a l lows t h e  easy  ob-  
s e r v a t i o n  of t he  in te r io r  of t he  eye a n d  t h e  pec ten .  L i t t l e  
t r a i n i n g  a n d  e q u i p m e n t  a re  requ i red .  Th i s  m e t h o d  carl 
also b e  used  to  s u p p l e m e n t  o r d i n a r y  o p h t h a l m o s c o p i c  
e x a m i n a t i o n s  for t he  d e t e c t i o n  of  r e t i na l  lesions or  fea- 
tures  o rd ina r i l y  s h a d o w e d  b y  t he  pec ten .  

Rgsumd. U n e  nouve l l e  m 6 t h o d e  d ' e x a m e n  visuel  facile 
du  fundus  des o i seaux  es t  d~cr i te  iei, El le  ut i l ise la t r a n s -  
i l l u m i n a t i o n  de la t~te,  Ce t t e  m 6 t h o d e  r e n d  poss ib le  la 
p h o t o g r a p h i c  avec  des appa re i l s  co n v en t i o n n e l s .  El le  
n ' ex ige  pas  u n e  dex t~r i t6  speciale ,  e t  gr&ce he l l e ,  c e r t a inc s  
ca rac t6 r i s t i ques  p e u v e n t  8 t re  raises en  ev idence  d ' u n e  
facon  plus  n e t t e  q u ' a v e c  d ' a u t r e s  t e chn iques ,  
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N o u v e a u  proc~d6  o r i g i n a l  de prf iparat ion  de 
ce l lu le s  v i v a n t e s  par  d i s s o c i a t i o n  du fo ie  de rat  

D a n s  des  I~.OtES an t~r i eu res  x-3, nous  a v o n s  d~cr i t  les 
p r i n c i p a u x  r6su l t a t s  des  r eche rches  quc  nous  a v o n s  
en t rep r i ses  sur  les m 6 t h o d e s  d ' i s o l e m e n t  de cel lules dibres~ 

p a r t i r  du  foie de ra t ,  
D a n s  u n e  p r emie re  s~rie de t r a v a u x  ~, nous  a v o n s  effec- 

tu6  u n e  6rude  c r i t i que  des  d i f f6ren tes  m 6 t h o d e s  qu i  
a v a i e n t  ~.t6 d6cr i tes  j u s q u ' ~  p r e s e n t  Et m o n t r ~  clue, seul,  
le proc6d6 de LONGMUIR e t  REES ' (d issocia t ion  d a n s  une  
Solution t a m p o n n ~ e  de p h o s p h a t e s  ~, p H  5) r ~ p o n d a i t  au  
p r emie r  cr i t6re  que  nous  av ions  f ix6:  fourn i r  r a p i d e m e n t  
e t  e n  g r andes  q u a n t i t 6 s  des  cellules p u r f a i t e m e n t  dis-  
soci6es. M a l h o u r e u s e m e n t ,  la  m 6 t h o d e  ne  sa t i s fa i sa i t  pas  

u n  second  cr i t~re  c o n c e r n a n t  l ' in t~gr i t6  m o r p h o l o g i q u e  
e t  b i o c h i m i q u e  des cellules isol6es. E n  effEt, l ' o b s e r v a t i o n  

au  microscope  61ectronique m o n t r e  de p ro fondes  a t t6ra-  
t i ons  des  n o y a u x  e t  des  m i t o c h o n d r i e s  (F igure  2). E n  
out re ,  b i en  q u e  les cel lules r e s p i r e n t  (F igure  1), elles s e n t  
i ncapab le s  de  s u r v i v r e  d a n s  le mil ieu n u t r i t i f  TC 199 de  
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1~ig. 1. Courbes de respirations donn~es par des quantJt~s ~ga]es de 
eellules isol6es h partir du foie de rat par diff6rentes m6thodes. Le 

milieu d'incubation est 40 mM en succinate de sodium, 

Fig. 2. Aspect morphologique au microscope 61ectronique Siemens 
Elmiskop-I d'une partie de cellule de foie de rat isol6e par la mfithode 

de LONGMUIR et REds 4. 

Fig. 3. Aspect morphologique au microscope ~lectronique Siemens 
Elmiskop-I d'un fragment de cytoptasme d'une cellule isol6e par la 

gm6thode au Krebs-Ringer citrat~-hyaluronidase~. 
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MORGAN, MORTON et  PARKER ~ et  de synth6t iser  des 
acides nucl6iques,  pu i squ 'on  ne  d6c~le aucune radio-  
ac t iv i t6  apr~s incubat ion  des h6patocytes  en pr6sence de 
phospha tes  radioactifs.  

Dans une seconde s4rie de t r avaux ,  nous avons  tent4 
d'am61iorer les qualit4s morphologiques  e t  b iochimiques  
des cellules isol6es en nous pla~ant  darts des condi t ions  
plus ~physiologiques~) de p H  et  de composi t ion  du milieu 
de dissociation. Divers  essais nous on t  permis  de m e t t r e  
au p o i n t  une premiere  technique  que nous avons  appel6e:  
,m6 thode  au Krebs-Ringer  c i t ra t4-hyaluronidase~ ~'~. La  
dissociat ion est effectu6e dans une solut ion de Krebs-  
Ringer  sans calc ium con tenan t  du c i t ra te  de sodium 
(0,025M) e t  8 unit6s de hya luronidase  test iculaire  par  ml. 
El le  fourni t  des cellules qui,  observ~es au microscope 
61ectronique, m o n t r e n t  un  noyau  d ' aspec t  normal  et  des 
mi tochondr ies  l~g~rement gonfl6es don t  cer ta ines  sont  
in tac tes  e t  d ' au t res  tr~s vacuolis~es. En t re  ces deux 
formes extremes,  on observe t o u s l e s  s tades interm~- 
diaires de la d4g6n4rescence mi tochondr ia le  d6crits pa r  
ROUILLIER ~. E n  outre ,  l ' e rgas toplasme est  b ien visible, 
mais  les v4sicules e rgas toplasmiques  sont  tou jours  dila- 
t6es (Figure 3). Cet te  am61ioration de la morphologie  
des cellules s ' accompagne  d 'une  16g~re augmen ta t i on  de 
l ' ac t iv i t$  respira toi re  (Figure 1) et  d 'une  reprise de la 
biosynth&se des acides r ibonucMiques (moyenne de 25 000 
coups/ra in/rag de phosphore  r ibonucl~ot idique dans  les 
condi t ions  exp6r imenta les  r~sum~es dans  ~). 

Ce proc6d~ m a r q u e  un progr~s tr~s ne t  sur  celui de 
LONG~UIg et REES ~ sans ~tre toutefois  p le inement  satis- 
faisant .  Aussi, avons-nous  6t~ amen6s h remplacer  la solu- 
t ion saline pa r  du s~rum, dans une seconde m4thode que 
nous appelons ,m~ thode  au s6rum citrat6~ ~'s. La  dis-  
sociat ion du foie est  effectu~e dans  du s4rum de boeuf  
c i t ra t6  (concentra t ion f inale en c i t ra te :  0 ,029M).  Les 
cellules ainsi pr6par~es r6v~lent, ~. l ' obse rva t ion  au micros-  
cope $lectronique,  des n o y a u x  alt6r6s, dans lesquels la  
ch romat ine  est  condens6e par  endroits ,  et  des mi tochon-  
dries intactes ,  mais  16g~rement gonfl4es. Le cy top lasme 
pr6sente un aspect  sens ib lement  no rma l  avec  des v4si- 
cules cy top lasmiques  ~t peine gonfl~es (Figure 4). L ' am6-  
l iorat lon sensible de la morphologie  des cellules se t r adu i t  
im'm6dia tement ,  par  r appor t  aux  cellules isoMes par  les 
deux m6t-hodes pr6c6dentes, par  une augmen ta t i on  de 
l ' ac t iv i t6  respiratoire  (Figure 1) e t  de la synth~se des 
acides r ibonucl6iques,  l ' incorpora t ion  du rad iophospha te  
6 tan t  2 ~t 3 lois sup~rieure ~t la pr~c~dente. 

Ces r~sultats  m e t t e n t  en  6vidence une re la t ion 6troi te  
entre  la morphologie  de la  cellule e t  son aet ivi t~ m~ta-  
bolique. Aussi, ~t la suite de l ' observa t ion  de LEHNINGER s 
selon laquelle l ' add i t ion  d ' A T P  et  d ' ions  Mn ++ aux  mi-  
l ieux d ' incuba t ion  de tissus augmen te  l ' ac t iv i t6  respira- 
toire  de ces derniers,  avons-nous  pens~ qu ' i l  s 'agissa i t  
peut-~tre  1~ d 'une  act ion protec t r ice  du m61ange A T P -  
Mn ++ sur  les s t ruc tures  cytoplasmiques .  C 'es t  pourquoi ,  
dans no t re  m6thode  d~finit ive,  que nous appelons ,m4- 
thode  au s4rum c i t ra t~-ATP-Mn ++*, nous avons  ajout4 de 
I ' A T P  et  des sels m a n g a n e u x  au s6rum ci t ra t6  (1 m M  
d ' A T P ,  I m M  de MnC1 v 30 m M  de c i t ra te  t r i sodique dans 
40 ml  de s6rum de bceuf) dans t 'espoir  d 'obse rve r  une  
am6tiorat ion de la m o r p h o l o # e  e t  de  l ' ac t iv i t6  m6ta-  
bol ique des cellules isoMes. 

Le mode  op6ratoire es t  le su ivan t :  D e u x  roles de rut, 
pr41evSs st6ri lement,  sont  plong~s dans du S~rum de boeuf 
st6rile ma in tenu  ~ 37°C. Ils sont  d~coup~s par  pet i tes  por- 
t ions, ~ l 'a ide d ' une  lame de rasoir, en f ragments  de 
quelques  ram* qui sont  ensuite  lav6s plusieurs lois pa r  
d6canta t ion  dans du s6rum, puis incubus pendan t  1 h 
37°C sous agi ta t ion  lente dans 40 ml de s4rum de bceuf 

con tenan t  30 m M  de c i t r a t e  t r isodique,  1 m M  d 'ATP,  
1 m M  de MnC1 v Les f ragments  de t issu sont  dissoci~s par 
aspira t ions  et  re foulements  successifs A l ' a ide  d'nne 
p ipe t t e  ~point~e ou d ' u n  homog6n6iseur  Ultra.Turrax, 
t y p e  T P  18/2 (1 A 2 sec d 'homog4n6isat ion) .  La  suspension 
est pass4e sur 4 6paisseurs de gaze chirurgicale.  Le r6sidu 
est  de nouveau  dissoci4 dans  une faibte quan t i t6  du milieu 
de dissociat ion e t  la  suspension est  filtr$e sur  gaze e t  une 
nouvel le  dissociat ion est  effectu6e sur  le r6sidu. Les 
suspensions cellulaires son t  r~unies e t  centrifug$es pen- 
d a n t  5 rain ~ 150 g. Le  s6d imen t  est lav~ 4 k 5 lois avec 
le mil ieu de dissociat ion et  centr i fug6 chaque  lois pendant  
5 min  ~ 50 g. Le t emps  de pr6para t ion  des cellules est de 
l 'o rdre  de 90 min  et  le r endemen t  est  de 1,54- 0,3 X 107 
cellules pa r  g de foie frais. 

Les r6sut tats  que  nous avons  ob tenus  on t  ent i~rement  
confirm¢ l 'hypoth~se  pr6c6dente.  E n  effet, le microscope 
61ectronique mon t r e  que  la morphologie  de la cellule est 
pr6serv6e et  que  les mi tochondr ies ,  en part icul ier ,  sont 
in tac tes  et  nu l l ement  gonfMes (Figure 4). L ' ac t iv i t¢  
respira toi re  des cellules est  sup4rieure ~ celle des cellules 
isol6es par  les t rois  premiers  proc¢d6s (Figure 1); les 
6changes de rad iophospha te  darts les acides r ibonucl~iques 
sont  10 fois sup¢rieurs  ~ ceux  des cellules isol¢es pa r  le 
proc6d6 au ~Krebs-Ringer  c i t ra te  hyaluronidase~.  En 
outre,  les cellules sont  capables  de synth6t iser  des pro- 
t6ines puisque,  incub6es en presence de x~C-aminoacides, 
elms donnen t  naissance ~ des prot6ines marqu4es  que  l 'on 
peu t  me t t r e  ais6ment  en 6vidence par  au torad iograph ie  

Fig. 4. Aspect au microscope ~lectronique Philips F.M 100 d'une 
portion de cellule du foie de rat isoMe par la ¢,m6thode au s6rum 

eitrat6*. 

Fig. 5. Aspect au microscope 4lectronique Philips EM 100 d'une 
partie de ceilule de rat isol~e du foie par la *m~thode au s~rum 

eitrat~-ATP-Mn ++ ~. 
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e C. ROUtLUER, Int. Rev. Cytol. 9, 277 (1960). 
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des dlectrophordgrammes des protdines cellulaires. Enfin, 
les cellules se maint iennent  en survie dans le milieu 
nutritif de MORGAN et al. pendant  des temps var iant  de 
10 jours k 6 semaines suivant  les pr6parations. 

Conclusion. La mdthode originate de dissociation du 
foie de rat  dans du sdrum citrat~ additionnd d 'ATP et de 
sels manganeux fournit rapidement et en quantitds 
dtevdes des cellules vivantes morphologiquement intactes 
et mdtaboliquement actives, En  outre, l 'examen systd- 
raatique au microscope dlectronique ~tes cellules obtenues 
par 4 proc~d6s diff6rents et la ddtermination de crit~res 
biochimiques, comme la mesure de l 'activitd respiratoire 
et de l ' incorporation des radiophosphates dans les acides 
nucldiques, montrent  qu'i l  existe une relation 6troite 
entre l'int6gritd morphologique des cellules et leur activit6 
ra6tabolique. Cette observation prouve une Iois de plus 
que le contr61e au microscope dlectronique doit ndcessaire- 
raent accompagner toute recherche entreprise sur la bio- 
chimie de la cellule. 

Summary. The authors describe a method for the isola- 
t ion of hepatocytes by dissociation of rat  livers in bovine 
serum containing sodium citrate, ATP and manganous 
ions. Moreover, they communicate the results of a com- 
parative s tudy of the morphology (studied by electron 
microscopy) and the metabolism (respiration and bio- 
synthesis of RNA) of hepatocytes isolated by  different 
methods. 
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Z u r  E i n b e t t u n g  b i o l o g i s c h e r  O b j e k t e  in 
A c r y l p o l y m e r i s a t e n  

Die Acrylester bzw. ihre Polymerisate wurden als Ein- 
bettungsmedien ffir biologische Pr/iparate schon vielfach 
erprobt 1,2. Derartige Kunstharzeinbet tungen werden 
heute in Museen, Schulen usw. anstelle der friiheren 
Fltissigkeitspr~parate beniitzt. 

Acrylesterpolymerisate dienen auch h~ufig als Ein- 
bettungsmedium zum Schneiden mit dem Ultramikrotom. 
In speziellen FAllen, zum Schneiden hatter  Objekte, wie 
Insekten, wird eine derartige Einbet tung auch ffir ge- 
W6hnliche Mikrotomschnitte angewendet s 

Bei diesen verschiedenen Verwendungszwecken zeigt es 
sich oft, dass die Polymerisation in der NiChe und im 
Innern der Objekte verz6gert oder unterbunden wird. Im 
ausgeh/irteten Block lRsst sich rund um den eingebetteten 
Gegenstand eine Zone feststellen, die sich dutch eine nie- 
dere Lichtbrechung yon ihrer Umgebung unterscheidet. 
Ira Laufe der Zeit wird diese Zone undeutlicher, an ihrer 
Stelle entstehen aber hiiufig Blasen. 

Derartige Zonen unvollstitndiger Polymerisation in der 
rUragebung eingebetteter Objekte treten besonders deut- 
lch in Erscheinung bei Mollusken und Fischen, sowie bei 

Verschiedenen isolierten Organen. Man findet sic aber 
auch bei anderem tierischem Material mehr oder weniger 
ausgepriigt; v611ig frei yon der Erszheinung bleiben tieri- 
Sche Einbettungspr~parate nie. 

Die Bildung dieser Zonen unvollst~ndiger Polymerisa- 
tion in der Umgebung tierischer Ob]ekte ist zuriickzu- 
ftihren auf eine lokalisierte Potymerisationsinhibition. Sic 
Wird verursacht dutch biogene Amine. Die primi~ren und 
Sekundg~ren Amine (etwa von Peptidseitenketten usw.) 
St6ren, wghrend die tertigren Amine indifferent sind oder 
in einigen Polymerisationssystemen beschleunigen. So 

haben HORNER und SCI~WENK ¢-s die Reaktionsm~Sglich- 
keiten yon Peroxiden mit  Aminen dargelegt. 

Die st6rende \Virkung der Amine kann dutch Acylie- 
rung und Salzbildung mit einem geeigneten Acylierungs- 
agens in einer speziellen Vorbehandlung beseitigt werden: 
eine 10prozentige L6sung yon Acetanhydrid in Aceton 
t~isst man nach dem Entw~Assern auf d~.s Objekt einwirken. 
Andere Si~ureanhydride lassen sich ghnlich verwenden; 
yon S~turechloriden jedoch ist abzuraten. Nach diesem 
Acylierungsbad wird das Objekt in monomerem Acryl- 
ester gewaschen und auf gewohnte Weise eingebettet. 

Die bei der Acylierung entstehenden Amide und die als 
Nebenprodukte entstehenden Ammoniumsalze sind fiir 
die Vinylpolymerisation indifferent und erlauben eine 
vollst~ndige H~rtung des Harzes. 

Summary. Inhibi t ion of vinyl polymerization by em- 
bedding biological specimens is due to the presence of 
biogenic amines. This inhibition is eliminated by smooth 
acylation and salt formation, respectively, by means of 
acid anhydrides. 
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