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vous  or humora l  mechanism,  or whe the r  i t  is au tono-  
mous 3. The p resen t  inves t iga t ion  was u n d e r t a k e n  to  ascer- 
ta in  whe the r  t he  phagocy t i c  ac t iv i ty  of the  ret iculo- 
endothe l ia l  sy s t em  is inf luenced by  the  thymus .  

The re t iculo-endothel ia l  sys t em is able to  s tore fo rmed 
organic or inorganic  subs tances  t aken  up f rom the  blood 
s t r eam 4. Phagocytos i s  can therefore  be eva lua ted  by  
de t e rmina t ion  of the  b lood clearance of rad ioac t ive  col- 
loids 5. The blood clearance is an exponen t i a l  func t ion  of 
t ime.  The K = logC 1 -- logC2/t ~ -- t 1, phagocy t i c  index  
is a measure  of the  phagocy t i c  ac t iv i ty  of the  R E S  ~. 

The exper imen t s  were pe r fo rmed  wi th  90 male 5-week- 
old Swiss mice, d iv ided  in to  2 groups.  In  b o t h  groups,  15 
mice were t hymec tomized ,  15 sham t h y m e c t o m i z e d  and  
15 served  as con t ro l sL  7 days  later,  all 45 mice of the  
second group were i r rad ia ted  wi th  350 R (200 kV, 20 mA, 
F H D  50 cm) in order  to induce immuno-suppress ion .  On 
the  14th pos t -opera t ive  day, the  clearance of 120 #g of 
colloidal radiogold (size 250 ~) was measured  wi th  a 
sc int i l la t ion counte r  over  the  neck s . The phagocy t i c  index  
was de t e rmined  be tween  3 and  6 rain af ter  the  in t ra-  
venous  in ject ion of radiogold.  

Results. The phagocy t i c  index  of the  t h y m e c t o m i z e d  
mice is K = 0.400 • 0.05, which is lower t h a n  the  index  
of the  controls  (Table). This difference is s ta t i s t ica l ly  sig- 
n i f icant  a t  the  5% level. This means  t h a t  the  radiogold 
clearance of the  an imals  t h y m e c t o m i z e d  2 weeks pre-  
viously is reduced in compar i son  to the  s h a m  t h y m e c t o -  
mized and  the  cont ro l  mice. On the  o ther  hand ,  the  whole-  
body  i r rad ia t ion  wi th  350 R has  no influence on the  
clearance. The phagocy t i c  index  corresponds  to t h a t  of 
the  non- i r rad ia ted  mice. 

Discussion. The reduced radiogold clearance of the  
adul t  t h y m e c t o m i z e d  mice m a y  be the  resul t  of a lower 
colloid s torage capac i ty  of the  organism.  I t  therefore  
seems t h a t  the  phagocyt ic  ac t iv i ty  is lower a f te r  t h y mec -  
tomy.  Since rad ia t ion  damage  of the  l ympha t i c  t issue 
does no t  reduce radiogold clearance,  one m a y  assume t h a t  
th is  effect  on phagocyt ic  ac t iv i ty  is no t  due to  delayed 
i m m u n e  response  b u t  caused b y  the  loss of the  t hymus .  
We can therefore  assume t h a t  the  t h y m u s  influences b o t h  
i m m u n i t y  and phagocytos is .  E a c h  sys tem,  however ,  is a 
func t iona l  un i t  per  se which  is control led  cellularly or 
humora l ly  by  the  thymusg .  

Zusammen[assung. Die Radiogoldc learance  thyn lek to -  
mier te r  e rwachsener  M/iuse ist  gegenfiber s che in thymek-  
t omie r t en  bzw. den Kont ro l l t i e ren  ve rminder t .  Eine  
zus/itzliche Immu n d ep re s s i o n  d u t c h  Ganzk6rperbes t rah -  
lung mi t  350 R f t ihr t  gegeniiber  den e inzelnen Vergleichs-  
g ruppen  zu keiner  A n d e ru n g  der  Radiogoldclearance .  
Daraus  kann  mi t  aller Vors icht  geschlossen werden,  dass  
der  T h y m u s  sowohl  die I m m u n r e a k t i o n e n  als auch die 
Phagozy tose funk t ion  als f ibergeordnetes  Z en t ru m steuer t .  
Jedes  Sys t em scheint  aber  fiir sich eine funkt ionel le  Ein-  
heir  zu bilden. 
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The phagocytic index K and standard deviation 14 days after 
thymeetomy or sham thymectomy 

Thymectomy 0.400 ~= 0.051 
Sham thymectomy 0.450 • 0.064 
Control group 0.446 ~ 0.071 

Thymectoruy + 350 R 0.404 ~ 0.049 
Sham thymectomy + 350 R 0.446 • 0.073 
Controlgroup + 350 R 0.450 ~= 0.067 
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P R O  E X P E R I M E N T I S  

Fluorometr i s che  B e s t i m m u n g  yon  Mikro-  
m e n g e n  Calc ium in M u s k e l g e w e b e  

Die komplexomet r i sche  B e s t i m m u n g  von  Calcium in 
biologischem Material  ist durch  Ve rwendung  des Indika-  
tors  Calcein (Fluoresceinbismethyl iminodiessigsXure) ,  der  
in s t a rk  alkal ischem Milieu (pH ~ 13) mi t  Ca ~+ einen 
f luoreszierenden Komplex  bildet ,  und durch  au tomat i sche  
Regis t r ie rung und graphische  Auswer tung  der  Ti t ra t ions-  
kurven  berei ts  betr / tcht l ich verbesser t  worden  1. Ausge- 
hend  yon  der Beobach tung ,  dass un te r  b e s t i m m t e n  Be- 
d ingungen  eine d i rekte  Abh/tngigkei t  der  Fluoreszenz-  
in tens i t~ t  des Ca-Calce in-Komplexes  von der  Ca-Konzen-  

t r a t ion  b e s t eh t  ~, wurde  nun  eine einfachere und  noch 
empf indl ichere  f luorometr i sche  C a - B e s t i m m u n g s m e t h o d e  
entwickel t .  

Apparaturen.  Gemessen wurde  (a) mi t  e inem Spektra l -  
f luoromete r  (Zeiss ZFM 4C mi t  2 Monochromatoren ,  
X e n o n l a m p e  X B O  450 W/P)  gegen den Ze i ss -S tandard  

1 p .  CARTI~2R u n d  J .  CLI~MENT-M~2TRAL, Clinica ch im.  A c t a  4, 357 
(1959). - W. KLAUS, Klin. Wschr .  ,12, 1123 (1962). 

2 D . F .  WALLACH u n d  T. L. STECK, A n a l y t .  B iochem.  6, 176 (1963). - 
D. F. WALLACH, D. M. SURGENOR, J .  SODERBERG u n d  E. DELANO, 
A n a l y t .  Chem.  31, 456 (1959). - S. ZEPF, Zeiss-Mit te i lungen,  im 
Druck .  
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F 53/10152. Nach  ]3est immung der  Anregungs-  und 
Emiss ionsspekt ren  des Calcein und seines Ca-Komplexes  
(Figuren 1 und 2) wurde folgende Eins te l lung gew~hlt :  
Anregung:  330 (oder 480) rim, Spal t  0,1 ram;  Emiss ion:  
540 nm, Spal t  1,0 mm.  (b) Mit  e inem Fi l terger~t  (Beck- 
man  Rat io / luorometer ,  H g - L a m p e  T y p  77299) gegen einen 
Chinins tandard  oder  einen Ca-Eichwert .  Nach  Unte r -  
dr t ickung des Leerwertes  wird das Fluoreszenzverh~l tnis  
P robe /S t anda rd  ermit te l t .  Verwende t  wurde das Prim~tr- 
fi l ter UG 11 und das Sekund~Lrfilter W R A T T E N  2A. Mit  
beiden Geritten wurden  t ibere ins t immende IResultate er- 
hal ten.  
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Fig. 1. Anregungsspekt rum des Caleein und des Ca-Calce in-Kom- 
plexes. Emission: 540 nm Wellenlfinge. Ca-Zusatz in n~q./Ansatz, 

Caleeinkonzentrafion in mM[1. 
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Fig. 2. Emissionsspektrum des Calcein und des Ca-Caleein-Kom- 
plexes. Anregung: 480 nm Wellenlfinge. Ca-Zusatz in nAq./Ansatz, 

Calceinkonzentration in mM[l. 

Die Ldsungen wurden m i t  quarzdes t i l l ie r tem Wasser  
hergeste l l t  und ill Poly/~thylenflaschen aufbewahr t :  (a) 
3 m M  Calcein (Fluka). (b) CaCl~-Standard 0,5 m M .  (c) 
Chin insul fa t -S tandard  (3,5 �9 10 .6 g /ml  in 0 ,1N H~SO4). 
(d) 3 M  K O H .  (e) O,1N und 1% He1. (f) Veraschungs-  
gemisch (65%ige H N O  a ur~d 60%ige HC104 1:1). (g) 
2 m M  Naz-EDTA.  

Ca-Eichkurven wurden bei verschiedenen Calcein-Kon- 
zent ra t ionen  aufgenommen (Figur 3). Zusammense tzung  
des Kt ive t ten inha l t s  ( insgesamt 3 ml): 0,5 ml 3 M  K O H ;  
0,25 ml  0 ,1N HC1; verschiedene Mengen Ca-Standard-  
16sung; A q u a  bidest.  ; verschiedene Mengen Calceinl6sung 
(Reihenfolge der  Zugabe). Bei  kons tan te r  Calceinkonzen- 
t ra t ion  ergibt  sich eine S-f6rmige Eichkurve .  Der  fiir 
Messungen opt imale  l ineare Bereich h/ingt  nach Lage und 
Ausdehnung  v o n d e r  Calce in-Konzent ra t ion  ab (Tabelle I). 
I s t  diese m6glichst  niedrig, so erh/~lt m a n  eine hohe Mess- 
genauigkeit .  Zur Erwe i t e rung  des Messbereiches kann 
eine Ca-Vorgabe bei hohen  Calce in-Konzent ra t ionen vor-  
genommen werden. 

Gewebeau/schluss. Proben  yon Meerschweinchenvor-  
h6fen und -vent r ike ln  (5-100 mg) wurden  in Duran-  
glasr6hrchen nach Zusatz yon 0,15 ml Veraschungs-  
gemisch pro 20 mg Feuch tgewich t  in e inem elektr isch 
geheizten Alumin iumblock  nass verascht .  Nach  Auf- 
heizen auf 140 ~ wAhrend 120 min  wurde ill den folgenden 
60 min eine Tempera tu r  yon 210 ~ erreicht  und bis zum 
E n d e  der Veraschung kons t an t  gehalten.  Mtissen h6here 
Tempera tu ren  gew~Lhlt werden,  so bi lden sich aus den 
organischen Phosphor -Verb indungen  des Gewebes Meta-  
und Po lyphospha te  s, welche Ca 2+ st/ irker komplex  bindeI1 
als Calcein und dadurch  die Messung st6ren. Diese 
�9 negat ive  Kontaminat iom> 4 kann  durch Hydro lyse  der  
Po lyphospha te  (0 ,1N HC1, 80-95~ mindestens  10 h) 
behoben werden. 

Messungen. Die Veraschungsrt ickstAnde wurden  in 
0,3 ml  0,1N HC1 pro 20 mg Feuch tgewich t  gel6st, even-  
tuel l  wurde mi t  Aqua  bidest ,  wei te r  verdi innt .  E in  
a l iquoter  Teil  wurde zur Ca-Bes t immung en tnommen.  
Die W a h l  der  Calceinkonzentra t ion r ich te te  sich nach 
dem zu e rwar tenden  Messwert.  Zur Vermeidung  yon Ca- 
Kon tamina t i onen  der  K i ive t t en  wurde nach jeder  Mes- 
sung mi t  H20,  1% HC1, N a , - E D T A  und mehrmals  mi t  
A q u a  bidest ,  gesptilt. Die Veraschungsr6hrchen wurden  
12 h in ChromschwefelsAure gelegt, dann  wie die K i ive t t en  
behandel t .  

U m  einen Ca-Konzent ra t ionsunterschied  yon  10 
n~-q. /Ansatz s tat is t isch sichern zu k6nnen (0,02 > p 
> 0,01), sind jeweils 4-5 Einzelmessungen n6tig. Bei 

Tabelle I. Lineare Messbereiehe bei verschiedenen Caleeinkonzen- 
trationen 
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50 / . /  

40 / / - -  - . . . .  02125 rnMCalcel~ 
= ~*'.'/'~ - ~ O.025mMCalcein 

30 . . . . .  0.035 mm'Calcein 
20 . . . . .  0.05 m/'4 Calcein 

7'5 300 
Fig. 3. Eichkurven bei Versehiedenen Caleeinkonzentrationem 

I 

600 n;~q. Calc]um/Ansatz 

Calceinkonzentration Linearer 
Bereieh 
nAq. Ca/Ansatz 

0,0125 mM 10- 60 
0,0250 mM 40-110 
0,0350 mM 60-160 
0,0500 mM 80-200 

3 A. F. HOLLEMANN und E. WIBERG, Anorganische Chemie (Walter 
de Gruyter und Co., Berlin 1947), p. 254. 

4 R. E. THIERS, Meth. biochem. Analysis 5, 273 (1957). 
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e inem Ca-Gehal t  von  3 m ~ q . / k g  Feuch tgewich t  werden  
zur B e s t i m m u n g  6-10 mg Gewebe ben6t igt .  Man kann  
die Messgenauigkei t  durch  Ve rminde rung  yon P ipe t t i e r -  
fehlern steigern,  indem man  ein einhei t l iches  Gemisch 
yon  C a l c e i n l 6 s u n g : K O H : A q u a  bidest ,  in den angege- 
b e n e n  Re la t ionen  hers te l l t  und  d a n n  zu den gelSsten 
Muskelproben  in gleichen Mengen d i rek t  zusetzt .  Diese 
Messans/itze ver l ieren in 6 h nur  2% ihrer  Fluoreszenz.  

Tabelle I I. Wiedergewinnung zugesetzter Ca-Mengen (angegeben sind 
Mittelwerte :k mittlere Fehler der Mittelwerte yon jeweils 10 

Bestimmungen) 

Zusatz Wiedergefunden 
nAq. Ca 

nAq. Ca % 

50 5 6 •  112•  
100 1 0 5 ! 4  105-t- 4 
150 1 4 8 •  99:}_ 3 
200 205•  103-~ 2 
250 252~2  lOlj_ I 

Tabelle III. Zusatz von St6r-Ionen zu einem Ca-Standard yon 200 
n~-q., %-Abweichung der ermittelten Ca-Menge vom Sollwert 

T r o t z d e m  empf ieh l t  es sich, die Messungen zu e inem 
def in ier ten  Ze i tpunk t  nach  Hers te l lung  der  Messans/~tze 
vorzunehmen .  

[nnerer Standard. Verasch ten  P roben  von  Meer- 
schweinchenven t r ike ln  wurden  nach  erfolgter  Ca-Best im-  
m u n g  (Ca-Konzen t ra t ionen  301 ~2 6 n~q . /100  mg Feu ch t -  
gewicht ;  Ca-Gehal t  der  Ans/i tze 50-350 n)kq.) def inier te  
Mengen der  C a - S t a n d a r d l 6 s u n g  zugesetzt ,  dann  wurde  
e rneu t  ve ra sch t  und  in jeweils 10 Ans/ i tzen nochmals  der  
Ca-Gehal t  e rmi t te l t .  Tabelle I I  g ibt  Aufschluss  tiber die 
wiede rge fundenen  Ca-Mengen, im Mit te l  104 4- 5%. Die 
Abweichung  ist  bei n iedr igen Zus~itzen am gr6ssten,  ver-  
mut l i ch  wegen gr6sserer P ipe t t ie r fehler .  

Zusatz yon St6r-Ionen. Zu e inem Ca~+-Standard von 
200 nAq.  wurden  verschiedene  Mengen Mg 2+-, Zn 2+- oder  
PO43 - Ionen zugesetzt .  Nach  Veraschung  wurde  der  Ca- 
Gehal t  e rmi t t e l t  und die mi t t l e ren  p rozen tua len  Ab- 
weichungen vom Ca-S tanda rd  Itir jeweils 10 Einzel-  
messungen  be rechne t  (Tabelle 3). Die Ergebnisse  zeigen, 
dass die Ca -Bes t immung  erst  d u t c h  K o n z e n t r a t i o n e n  
dieser Ionen  beeinf luss t  wird, die un te r  biologischen 
VerhXltnissen n ich t  zu e rwar ten  sind. 

Summary. A me t h o d  for f luorometr ic  e s t ima t ion  of 
mic ro -amounts  of calcium (about  10 nEq. / sample)  in bio- 
logical mater ia l s  using calcein as indicator .  I ts  applica-  
bi l i ty  to hea r t  muscle specimens  (6-100 mg wet  weight)  
and its l imi ta t ion  by  in ter fer ing  subs tances  are descr ibed.  

Zusatz 500 1000 2500 5000 10000 nNq. 

Mg ~+ --2,0 + 4,5 + 6,0 - % 
Zn ~+ i 0 + 1,0 q- 6,I - % 
Po]-  • 0 0,9 - -  1,2 - - 0,5 - -  8,0% 

H. M. v. HATTINGBt?;RG, W. KLAUS, 
H. LULLMANN und  S. ZEPF 

Pharmakologisches [nstitut der Universitiit, 65 Mainz, 
und Pharmahologisches Institut der Universitiit, 23 Kiel 
(Deutschland), 27. Dezember 7965. 

Growth  of Aedes aegypti E m b r y o n i c  Cells and 
T i s sues  in vitro 

In  a previous  paper  1, the  cu l t iva t ion  of t issues f rom 
newly  ha t ched  Aedes aegypti larvae was repor ted .  U n d e r  
the  expe r imen ta l  condi t ions  used, the  f i rs t  appearance  of 
cells outs ide the  exp lan t  was observed only  af ter  8-10 
days.  The n u m b e r  of cells t hen  slowly increased and 
mi to t ic  f igures were observed  even  in 5-month-o ld  cul- 
tures,  bu t  the  e x t e n t  of g rowth  was general ly  small  and  
l imited to the  v ic in i ty  of the  explant .  In  the  p resen t  com- 
municat ion ,  some fur ther  progress  in the  field of mosqui to  
t issue cul ture is r epor ted  by  growing cells f rom whol ly  or 
par t ia l ly  d i s in tegra ted  Aedes aegypti embryos .  

Pools of eggs which were depos i ted  dur ing  a 48 h 
period,  conta in ing  non-un i fo rmly  developed embryos ,  
were found to give the  mos t  sa t i s fac tory  results.  The eggs, 
a f ter  being r emoved  f rom the  fi l ter  paper ,  were placed in 
sterile wa te r  con ta in ing  the  following ant ib io t ics  per  ml, 
penicil l in 500 U, s t r ep tomyc in  250 U and  m y c o s t a t i n  
100 U, and were left  there  for 30 min a t  37~ Af te r  2 
addi t iona l  t r e a t m e n t s  as above, the  eggs were immersed  
for 5 min  in 0.05% HgCI~ in 70% ethyl  alcohol, fol lowed 
by  r insing in 7 changes  of sterile wa te r  and  once in the  
cul ture medium.  The steri l ized eggs were t h e n  homo-  

Fig. 1. 10-day-old culture grown in Leighton tube ( x 100). 

1 j .  PELEG, Nature 206, 427 (1965). 


