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for  3 days  un t i l  a pu re  suspens ion  of cysts ,  c o m p l e t e l y  
free of t rophozoi tes ,  was  ob t a ined .  The  cys t s  were t r a n s -  
ferred to  i so ton ic  sal ine before  in j ec t ion  in to  r a b b i t s  for  
i m m u n i z a t i o n .  The  i m m u n i z a t i o n  schedule  cons i s ted  of 4 
in jec t ions  g iven  i n t r a v e n o u s l y  a t  7 d a y  in te rva l s .  The  
t o t a l  n u m b e r  of cys t s  in j ec ted  was  a p p r o x i m a t e l y  
1,000,000 cells pe r  an imal .  

The  sera t a k e n  7 days  a f t e r  t he  las t  i m m u n i z i n g  in jec-  
t ion  were pooled  a n d  used  for  con juga t ion .  T h e  g lobu l in  
f rac t ion  of t he  s e r u m  was  c o n j u g a t e d  to F luoresce in  iso- 
t h i o c y a n a t e  on  celi te4 accord ing  to t h e  m e t h o d  desc r ibed  
by  RINDERKNECHT 5. The  u n c o n j u g a t e d  dye was s e p a r a t e d  
by  pass ing  i t  t h r o u g h  a c o l u m n  of S e p h a d e x  G25 *. The  
s e rum was a b s o r b e d  twice  aga in s t  r a b b i t  l iver  p o w d e r  
before use. 

The  tes t s  were pe r fo rmed  us ing  cys t s  p r e p a r e d  b y  t he  
fol lowing m e t h o d s :  (a) Unf ixed  cys t s  s u s p e n d e d  in  phos-  
p h a t e  buf fe red  sa l ine  of p H  7.2, 0 . 0 1 M  (PBS) .  (b) Cys t s  
f ixed  in  10% fo rmal in  a t  r oom t e m p e r a t u r e  for  1/2 h.  
(e) Cys ts  f ixed in 95% m e t h a n o l  a t  room t e m p e r a t u r e  tor  
~/2 h. (d) Cysts  f ixed in 95% e t h a n o l  a t  r oom t e m p e r a t u r e  
for 1/2 h. (e) Cys ts  f ixed in ace tone  a t  r oom t e m p e r a -  
t u r e  for 1/2 h. 

The  f ixed a n d  un f ixed  cells were t r e a t e d  w i t h  1 : 5  
d i lu t ion  of specific a n t i s e r u m  for 1/2 h a t  r o o m  t e m p e r a -  
ture ,  w a s h e d  in P B S  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  e x a m i n e d  as 
a we t  p r e p a r a t i o n  w i t h  a Zeiss f luo rescen t  microscope.  

T h e  con t ro l s  cons i s ted  of cells iden t i ca l ly  p r e p a r e d  b u t  
t r e a t e d  w i t h  n o r m a l  c o n j u g a t e d  r a b b i t  se rum.  In  add i -  
t ion ,  cells were w e - t r e a t e d  w i th  u n c o n j u g a t e d  a n t i s e r u m  
a n d  t h e n  w i t h  c o n j u g a t e d  a n t i s e r u m  to  t e s t  for a n y  in-  
h i b i t i o n  of t h e  reac t ion .  

T h e  t e s t  s l ides showed  in tense  f luorescence w h e n  b o t h  
t h e  un f ixed  a n d  chemica l ly  f ixed cells were used. None  of 
t h e  f ixa t ives  t r i ed  de s t royed  t h e  specif ic i ty  of t h e  reac-  
t ion.  Non-speci f ic  s t a in ing  was negl ig ible  in  unf ixed  cells 
a n d  on ly  s l ight  in  t h e  chemica l ly  f ixed cells. F o r m a l i n  
f i x a t i o n  seemed to  be  t h e  bes t  as i t  leas t  af fected t h e  
speci f ic i ty  of the  reac t ion .  However ,  ace tone  gave  t h e  
b r i g h t e s t  f luorescence.  P r e - t r e a t m e n t  w i t h  n o r m a l  a n t i -  
s e rum i n h i b i t e d  t h e  reac t ion .  I t  was  possible  to  r e m o v e  
the  f luorescent  effect  of  t h e  a n t i s e r u m  b y  r e p e a t e d  ab -  
so rp t i on  ag a i n s t  a h e a v y  suspens ion  of cysts .  Th i s  indi -  
ca ted  t h a t  i t  was  a t r ue  a n t i g e n - a n t i b o d y  reac t ion .  

W o r k  is a t  p r e s en t  in progress  to  s t u d y  the  a n t i g e n i c  
r e l a t i onsh ip  of cys t s  of d i f fe ren t  species of Entamoeba 
using  th i s  t echn ique .  

Zusammenfassung. Die Me t h o d e  f luoresz ie render  An t i -  
k6 rpe r  w u r d e  zu r  D a r s t e l l u n g  y o n  Blasen  be i  Entamoeba 
invadens ben i i t z t .  Sowohl  m i t  n a t i v e n ,  wie auch  m i t  
f ix ie r ten  Zellen k o n n t e  eine bef r ied igende  R e a k t i o n  er-  
ziet t  werden .  F o r m a l i n  erwies sich als g i ins t igs tes  F ixa -  
t ionsmi t t e l .  
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The cyst on the right has been treated with conjugated antiserum 
and the cyst on the left with conjugated normal serum. Both the 

cysts were from unfixed preparations. 
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Eine V a r i a t i o n  der B i c h r o m a t - O s m i u m s i i u r e -  
f i xa t ion  fiir das  N e r v e n s y s t e m  

Die yon  DALTON 1 e ingef i ih r te  B i c h r o m a t - O s m i u m -  
s~ure f ixa t ion  b e d a r f  e iner  Ver fe ine rung ,  u m  Nach te i l e  bei  
den  F i x a t i o n s r e s u l t a t e n ,  sowie ve r s ch i edene  F i x a t i o n s -  
a r t e f a k t e  zu v e r m e i d e n ,  welche s ich besonde r s  a n  Zetlen 
des  N e r v e n s y s t e m s  l inden .  W i r  s t e l l t en  uns  die Aufgabe ,  
d u r c h  empi r i sche  Ver suche  die B i c h r o m a t - O s m i u m s ~ u r e -  
f ixa t ion  zu verbessern ,  d a m i t  eine gleichm~ssige u n d  gu t e  
F i x a t i o n  erfolgt.  Es  wurde  in V e r s u c h e n  festgestel l t ,  dass  
sich einige Salze zur  Ve r i i nde rung  der  Toniz i t i i t  besonde r s  
e ignen,  Ahnlich d e m  Pr inz ip  y o n  ZETTERQUIST 2 bei  de r  
OsmiumsAuref ixa t ion .  I m  Vergle ich  m i t  den  b i sher igen  
F i x a t i o n e n  a n  den  Zellen des  N e r v e n s y s t e m s  h a t  die yon  
uns  e r p r o b t e  F i x a t i o n s a r t  bessere  R e s u l t a t e  geze ig t :  die 
We i t s t e l l ung  des  E r g a s t o p l a s m a s  bei  der  Osmiums~ure -  
f i xa t i on  n a c h  PALADE 3 sowie die Aufb l i ihung  v o n  Zel lkern  

u n d  M i t o c h o n d r i e n  bei  der  u r sp r i ing l i chen  D a l t o n s c h e n  
B i c h r o m a t - O s m i u m s ~ u r e f i x a t i o n  k o n n t e  v e r m i e d e n  wer-  
den.  Die M e m b r a n s y s t e m e  s ind wie bei  de r  D a l t o n s c h e n  
F i x a t i o n  sehr  g u t  darges te l l t .  

Bei d en  U n t e r s n c h u n g e n  wurde  N e r v e n g e w e b e  y o n  
A l b i n o r a t t e n ,  K a t z e n  u n d  Meer schwe inchen  e n t n o m m e n .  
Bei  d en  geze ig ten  A b b i t d u n g e n  h a n d e l t  es s ich u m  eine  
s y m p a t h i s c h e  Nervenze l le  aus  d e m  G a n g l i o n  cerv ica le  
super ius  d e r  R a t t e  (F igur  1) u n d  u m  die N e u r o n  aus  d e m  

1 A.J .  DALTON, Anat. Rec. 121,281 (1955). 
2 H. ZETTERQIJIST, The Ultrastructural Organisation o] the Columnar 

Absorbing Cells of the Mouse Jeiunum (Dept. Anat., Karolinska 
Insfitutet; Aktiebolaget God~fl, Stockholm 1956). 
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Fig. 1. Aussehnitt aus einer Ganglienzelle des Ganglion cervieale 
superius der Ratte: N, Zellkern; Mi, Mitoehondrien; G, Golgi- 
apparat; P, Kernporen; Er, Ergastoplasma; iC, intracellul~ire Cilie. 

Vergr. × 22000, 

Fig. 2. Ausschnitt aus einem Neuron mit Satellitenzello de,~ Parietal- 
lappen yore Grosshirn d.~r Ratte: NN, Zellkern des Neurons; NS, 
Zellkern der Satellitenzelle; Mi, Mitoehondrien; G, Golgi-Apparat; 

Er, Ergastoplasma. Vergr. x 22000. 

P a r i e t a l l a p p e n g e b i e t  des  Grossh i rns  der  R a t t e  (Figur  2). 
E ine  Per fus ion  der  Gewebe  wurde  n i c h t  durchgef f ihr t .  

Zubereitung der Fixationsl6sung. (1) S t a m m l 6 s u n g :  Es 
wi rd  ein Puf fe rgemisch  yon  s-Col l id inum und  Salzs/~ure 
b e n u t z t  (BENNETT u n d  LUFT*). Zu e twa  60 mt  dest ,  
*vYasser werden  2,67 ml  s -Col l id inum gegeben.  D a n n  fiigt  
m a n  8 ml  1,0 n-Satzs/~ure h i n z u  und  fiillt bis 100 ml  m i t  
dest .  W a s s e r  auf. In  dieser  L6sung  werden  folgende Salze 
aufge l6s t :  0,31 g NaC1; 0,02 g M g C I , . 6 H ~ O ;  0,02 g 
CaCI 2 • 6 H , O ;  0.017 g N a H , P O ,  • H20.  N a c h d e m  s ich  
diese Salze gel6s t  h a b e n ,  is t  die S t a m m l 6 s u n g  bei  3 bis  
6°C a u f z u b e w a h r e n .  Sie is t  mehre re  M o n a t e  h a l t b a r .  Der  
p H - W e r t  de r  S t a m m l 6 s u n g  l iegt  bei de r  a n g e g e b e n e n  
T e m p e r a t u r  bei  7,4 his 7,5. 

(2) F i x a t i o n s l 6 s u n g :  In  e inem g u t  ve rsch l iessbaren  
G la sbeh~ l t e r  wird in der  S ta .mml6sung soviel  Ka l ium-  
b i c h r o m a t  (e twa 4%)  aufgel6st ,  dass  die L6sung  tiber- 
s~ t t ig t  ist. Diese L 6 s u n g  wird  gescht i t te l t ,  und  nach  10 
min  wird die gleiche Menge 4%ige  Osmiums~ure l6 sung  in 
dest .  \Vasser  dazugegossen.  Die n o c h  unge l6s ten  Ka l ium-  
b i c h r o m a t t c i l c h e n  s c h a d e n  bei der  F i x a t i o n  n ich t .  Man  
k a n n  das  F i x a t i o n s m i t t e l  yon  oben  abgiessen,  wenn  das  
ungel6s te  K a l i u m b i c h r o m a t  sich abgese t z t  ha t .  Bei  der  
H e r s t e l l n n g  de r  F i x a t i o n s l 6 s u n g  b e n u t z t e n  wir  s te t s  
S t a m r n l 6 s u n g e n  u n d  Osmiums/~ure l6sungen yon  3 bis  
6°C, u m  sofor t  die endgt i l t ige  F i x a t i o n s t e m p e r a t u r  zu 
haben .  E ine  F i x a t i o n s d a u e r  yon  25 bis  60 rain e rgab  die 
bes ten  Resu l t a t e .  

Bei  u n s e r e n  E i n b e t t u n g e n  h a b e n  wir  die Bl6cke d i rek t  
n a c h  der  F i x a t i o n  n u r  m i t  3 0 % i g e m  Ace ton  gespfilt,  die 

i ibliche E n t w ~ s s e r u n g  mi t  5 0 % i g e m  Ace ton  for tgese tz t  
u n d  n a c h  RYTER und  KELLENBERGER 6 in Ves topa l  e in-  
gebe t t e t .  Die U l t r a d t i n n s c h n i t t e  s te l l t en  wir  a m  Por t e r -  
B l u m - U l t r a t o m  her,  k o n t r a s t i e r t e n  sie m i t  B le ic i t r a t  
(REYNOLDS 6) u n d  u n t e r s u c h t e n  sie a m  Zeiss EM 9 Elek-  
t r o n en mi k ro s k o p .  

Rdsumd. Gr~.ce ~ une va r i a t i on  du t i xa t eu r  ~b ich romate -  
t e t r o x y d e  d'osmium~, nous  avons  o b t e n u  de bons  r6su l ta t s  
d a n s  la f ixa t ion  du  sys t~me ne rveux .  Le g o n f l e m e n t  des  
mi tochondr i e s  et  de l ' e rgas top lasme  a pu  6tre 6vit6.  
Comme t a m p o n  nous  avons  utilis6 de l ' s-col l idine ct  de 
l 'acide ch lorhydr ique .  La  tonic i t6  de la so lu t ion  t a m -  
ponn6e  iu t  r6gl6e pa r  les sels s u i v a n t s  : ch lorure  de sod ium,  
chtorure  de calc ium,  ch lorure  de m a g n 6 s i u m  e t  p h o s p h a t e  
monosodique .  
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