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dass  ke in  P o t e n t i a l w e r t  ausse rha lb  des abgesch lossenen  
I n t e r v a l l s  ( - 9 ,  + 9) l iegen kann .  

N a c h  dem Ein lesen  der  D a t e n k a r t e n  werden  z u n g c h s t  
die F u n k t i o n s w e r t e  der  4 P o l y n o m e  er rechne t ,  die eine 
V e r b i n d u n g  der  jeweils 4 u n t e r e i n a n d e r s t e h e n d e n  Mess- 
p u n k t e  ergeben,  u nd  die so e r h a l t e n e n  Mat r i zen  m i t  je 
58 W e r t e n  abgespe icher t .  I m  n/~chsten S c h r i t t  werden  
zeilenweise die ho r i zon ta l en  P o l y n o m w e r t e  e rmi t t e l t ,  
wobei  die F u n k t i o n s w e r t e  der  v e r t i k a l e n  P o l y n o m e  als 
, Stiitzwerte~> v e r w e n d e t  werden.  Die so e r r e c h n e t e n  Zei- 
l enwer te  werden  ganzzah l ig  ge runde t  u n d  d a n n  n u r  jene 
W e r t e  ausgedruek t ,  die bei  e inem S p r u n g  von  einer  
ganzen  Zahl  zu e iner  ande r en  s tehen.  J ene  Stel]en, a n  
denen  ein S p r u n g  yon  + 0 n a c h  - - 0  (oder umgekehr t )  

*d 

*z 

:g % :~ % .," . . . . . . . . . . . . . . .  

2~ :," .,, �9 . . . . .  .0.~ § .,' . . . . .  .y 

! i  " '  ~ "" "" ' #  ~ " ' ~  2 :  o *t 

* l  

*1 

s t a t t f i nde t ,  we rden  m i t  * (Asterisk) g e k e n n z e i c h n e t ;  des-  
gle ichen werden  zur  R a n d b e g r e n z u n g  der  1. und  der  58. 
W e r t  gedruckt .  Dieses V e r f a h r e n  wi rd  ffir alle 58 Zeilen 
n a c h e i n a n d e r  du rchge f f ih r t  u n d  d a n n  die ngchs t e  D a t e n -  
k a r t e  v e r a r b e i t e t  (Beispiel  in  F igu r  2). 

Dishussion. Der  zeilenweise A u s d r u c k  wurde  gewgh]t ,  
weil 1) d a d u r c h  w/ ih rend  des Drucks  de r  C o m p u t e r  be-  
re i ts  die W e r t e  der  n g c h s t e n  Zeile e r r echnen  k a n n  u n d  
2) d u r c h  den  Wegfa l l  de r  No twend igke i t ,  die ge samte  
W e r t e m a t r i x  spe iche rn  zu lnfissen, der  Spe icherp la tz -  
beda r f  aus se ro rden t l i ch  v e r r i n g e r t  wird.  Der  U m s t a n d ,  
dass  a u f g r u n d  dieser  Vorgangsweise  Ve rb indungs l i i cken  
i n n e r h a l b  yon  Po t en t i a l l i n i en  a u f t r e t e n  k6nnen ,  s che in t  
d a d u r c h  m e h r  als kompens ie r t .  

Das  V e r f a h r e n  wurde  in einer  A r b e i t  yon  PETSCI~E, 
RAPPELSBERGER u n d  TRAPPL a a n g e w a n d t ;  es i s t  gep lan t ,  
d u r c h  Spe iche rung  des S p a n n u n g s v e r l a u f e s  auf  e inem 
M a g n e t b a n d s p e i c h e r  u n d  u n m i t t e l b a r e  Dig i ta l i s i e rung  
mi t t e l s  eines Ana log-Dig i t a lwand le r s  die D a t e n a u f b e r e i -  
t u n g  zu ve re in fachen .  E ine  gleichzei t ige V e r a r b e i t u n g  
(((real-time processing~>) erweist  s ich wegen  des ungt in-  
s t igen  Verh~l tn i s ses  y o n  Reg i s t r i e r in t e rva l l ze i t  u n d  tZe- 
chenze i t  m i t  den  zug~ngl ichen  An lagen  als noch  n i c h t  
m6gl ich  4. 

Fig. 2. Beispiel eines Ausdruckes. 

Summary. A c o m p u t e r  p r o g r a m  is p re sen ted  wh ich  
., t r a n s f o r m s  s i m u l t a n e o u s  record ings  of mul t ip le  e lec t rodes  
:~ in to  g raph ica l  a p p r o x i m a t e  r e p r e s e n t a t i o n s  of i sopo ten t i a l  
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[nslitut /iir allgemeine und vergleichende Physiologie 
der Universitiit, A-1090 Wien (Osterreich), 
10. September 7969. 

a H. PETSCHE, 1'. RAPPELSBERGER and R. TRAPPL, Electroenceph. 
clin. Neurophysiol., in press. 

4 Das Colnputer-Zentrmn der Medizinisehen Fakulttit der Univer- 
sitat Wicn erm6glichte iJ~ dankenswerter \Veise die Benntzung 
seiner elektronischen Rechenanlage IBM/360, Modell 30. 

V e r b e s s e r t e  M e t h o d e  z u r  G e w i n n u n g  u n d  V e r a r b e i t u n g  v o n  f r e i e n  Z e l l e n  a u s  k l e i n s t e n  V o l u m i n a  
y o n  K 6 r p e r f l f i s s i g k e i t e n  m i t t e l s  M e m b r a n f i l t r a t i o n  

Die zytologische U n t e r s u c h u n g  der  in  K6rperf l i iss ig-  
ke i t en  u n t e r  n o r m a l e n  und  pa tho log i schen  B e d i n g u n g e n  
v o r k o m m e n d e n  Zellen ( =  exfol ia t ive  Zytologie)  h a t  sich, 
vo r  a l lem sei t  E i n f t i h r u n g  der  s o g e n a n n t e n  3Iembran/ilter- 
Technik ~-8, zu e inem R o u t i n e - V e r f a h r e n  der  k l in i schen  
Medizin  4-9 en twicke l t .  Bei  der  <(Membranfiltration~> wer-  
den  die Zellen e iner  K6rperf l i i ss igkei t  (Kammerwasse r ,  
L iquor  cerebrospinal is ,  P u n k t a t e  aus K 6 r p e r h 6 h l e n  und  
Organen,  Rachen- ,  Magen-  u n d  Colon-Spfi lungen,  U r i n  
usw.) auf  e inem F i l t e r  m i t  genau def in ie r te r  Porengr6sse  
aufgefangen  u n d  auf  d iesem d i rek t  bis  zur  mikroskop i -  
schen  Analyse  we i t e rve ra rbe i t e t .  H i n s i ch t l i ch  Repro-  
duz i e rba rke i t  de r  1Resultate, des A r b e i t s a u f w a n d e s  u n d  
der  E i n f a c h h e i t  in  der  p r a k t i s c h e n  Ausf i ihrung,  i s t  dieses 
V e r f a h r e n  zur  Ze l l -Anre icherung  den  f r i iher  ausschl iess-  
l ich  a n g e w a n d t e n  M e t h o d e n  der  Ze l l -Zen t r i fuga t ion  u n d  
Zel l_Sediment ierung~0,u  e indeu t ig  i iberlegen. 

Sind ftir eine exfo l ia t iv-zyto logische  U n t e r s u c h u n g  
gr6ssere N[engen einer  K6rperf l i i ss igkei t  verf i igbar ,  oder  
weist  Ie tz tere  eine hohe  K o n z e n t r a t i o n  an  ge fo rmten  

E l e m e n t e n  auI, so b i e t e t  die D u r c h f i i h r u n g  e iner  Zell- 
F i l t r a t i o n  mi t t e l s  der  hande l s i ib l i chen  Gerg te  ke ine  Pro-  

1 Techniques for exfoliativc Cytology. Application Data Manual 
ADM 50, 1964. Millipore Filter Corporation, Bedford (Mass. USA). 

2 Cytology with the Gehnan Membrane Filter sample screening 
technique. Tech. Bulletin Nr. 301, May 1965. Gelman Instrument 
Company, Ann Arbor (Mich. USA). 

a General Electric Nuclepore Filters, Application Handbook: Tech- 
niques for exfoliative Cytology, 1969 (Arthur Thomas Company, 
Philadelphia, PA., USA). 

4t I~. JUNIPER u n d  C. L. CHESTER, C a n c e r  12, 278 (1959). 
a j .  W. MERRITT, W. B. HENDERSON und T. A. SLATE, J. Urology 

82, 396 (1959). 
G R. J. THABET und H. E. KNOERNSCHILD, Anl. J. din. Path. 3d, 

185 (1960). 
7 W. A. BLANC und R. GAETZ, Pediatrics 29, 61 (1962). 
s G.S. KISTLER und A. BISCHOFF, Schweiz. reed. Wsehr. 92,863(1962). 
9 E .  METZEL, Z.  ges.  N e u r o l .  Psychiat. 204, 222 (1963). 

10 j .  SAYK, "~rztl. Wschr. 1024 (1954). 
Ii A. BISCHOFF, Schweiz. reed. Wschr. 90, 479 (1900). 
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bleme. Bei  der F ixa t ion  und F i r b u n g  der PrS~parate ist  
lediglich zu berficksichtigen, dass eine Anzahl  yon F/irbe- 
methoden  der klassischen Haematologie ,  Histologie und 
Zytologie bei verschiedeneii  F i l t e r -Fabr ika ten  nicht  an- 
wendbar  ist, da die Membranen  in den Farbstoff-L6-  
sungen z e r f a l l e n .  So ist beispielsweise die bei Blut-  
Untersuchungen  fibtiche 1VLay-Grfinwald-Giemsa-F/irbung 
auf Mil l ipore-Fi l ternl  nicht  durchffihrbar.  

K6nnen  ffir eine zytologische Untersuchung nur kleine 
Volumina einer K6rperflfissigkeit  (zum Beispiel Kammer -  
wasser, L iquor  cerebrospinalis,  Punk ta t e  aus K6rper-  
h6hlen kleiner Exper imenta l t i e re  usw.) eingesetzt  werden, 
oder enth/~lt diese Ilur wenig Zellen, so sind die normaler-  
weise zur Zell-Anreicherung verwendeten  Fil tr ier-Ger/ i te  
ungeeignet .  Ihre wirksame Filterfl~iche (abh/ingig yon der 
freien 0 f fnung  im Trichtergef iss)  ist in der 1Regel viel  zu 
gross, die Zelldichte auf der Membran-Ober f l i che  ent- 
sprechend klein und die l ichtmikroskopische Beobachtung  
der Pr / iparate  zei t raubend.  Ffir  eine elektroi lenmikrosko- 
pische Untersuchung siild solche Objekte  prakt isch  
unbrauchbar .  

U m  eine Zel lanreicherung auch aus kleinen bis kleinsten 
Volumina yon N6rperflf issigkeiten routinemiissig und 
ohile gr6sseren Zeitaufwand durchfi ihren zu k6ilneil, 
wurde das Membranf i l ter -Verfahren yon der appara t iven  
und methodisehen Seite her  modifiziert .  Dabei  wurdeI1 
die praktischei l  Erfahrui lgen  mi t  einem friiher beschrie- 
benen , Zellfiltrations-Ger~it~* ausgewertet .  Die ver-  
besserte Appara tur ,  im folgenden ~Zellkollektor~ ge- 
nannt ,  sollte folgende Anfordernngen erfiillen: a) M6g- 
l ichkei t  der Verarbe i tung  yon Flf issigkei tsvolumina bis 
h inunter  zu 0,05 nil, b) der am Fi l ter  wirksame Unte r -  
druck sollte yon ca. 10 bis 100 em Wassers/iule koil- 
t inuierl ich einstel lbar  sein, c) einfachste H a n d h a b u n g  und 
wartungsfreier  Betr ieb  soll ten besonders fiir Reiheii-  
Unte rsuchungen  gew~ihrleistet sein. 

I m  weiteren wurde  die in der  ursprfinglichen Publ ika-  
t ion s angegebene, hinsicht l ich Differenzierui lgsverm6gen 
nicht  restlos befr iedigende Methylenblau-Fuchs in-Farb-  
s tof fkombinat ion  durch die in der Haemato log ie  routine-  
m~ssig angewandte  May-Grfinwald-Giemsa-F/~rbung er- 
setzt.  D a m i t  soll ten Unsicherhei ten  in der In te rp re ta t ion  
mikroskopischer  ]3efunde m6glichst  ausgeschlossen wet-  
den. Das fiir die Gewinnung der Zellen verwende te  F i l te r  
sollte darfiber hinaus auch andere F~rbungen  er lauben 
und fiir e lektronen-  und f luoreszenzmikroskopische Be- 
obachtungen geeignet  sein. 

I m  folgenden werden der Zellkollektor, seine prakt ische 
Anwendung  sowie entsprechende Verarbei tungs-Metho-  
den ftir die l icht-  und e lektronenmikroskopische Unter-  
suchung yon auf 1V[embranfiltern angereicher ten Zellen 
beschrieben.  

Appa ,a tur  und Methodik. A) Zellkollektor /~'tr kleine 
Volumina. Das eine elektrische Membranpumpe  ent -  
ha l tende  Ger~it (Figur 1) n i m m t  eine der drei, aus Glas 
bes tehenden Fi l t r ie r -Einhei ten  auf, welche jeweils einen 
3 ml-Tr ich ter  ftir die zu untersuchende Flfissigkeit  sowie 
einen Fi l te rha l te r  f fir Membranen  yon 13 m m  Durch-  
messer umfassen. Auf Grund zahlreicher Unte rsuchungen  
an menschl ichen und t ier ischen P u n k t a t e n  wurde an die- 
sen F i l t r ie r -Einhe i ten  die wirksame 0 f fnung  (innerhalb 
welcher  die Zellen auf der Fil teroberfl / iche abgelager t  
werden) auf  3,5 beziehungsweise 8 m m  Durchmesser  fest- 
gelegt. Die  beiden durch Stahlfedern verbundenen  Ele-  
mente  einer E inhe i t  lassen sich fiber einen Gummis topfen  
auf ein Fil tr ier-lR6hrchen aufstecken, das seinerseits fiber 
eine Schnel lkupplung an ein Sicherheitsgef&ss ange- 
schlossen wird. Dieses dient  dem Schutze der Pumpe  bei 
e inem allf i l l igeil  l~berlaufen des Fi l t r ier-R6hrehens.  Das 

eingesetzte F i l te r  f iberspannt  die Offnuiig zwischen 
Tr ichter  und Fi l te rha l te r  ohne Unter lage.  Der  am Ti l ter  
wirksame Un te rd ruck  l i ss t  sich im Bereiche zwischen ca. 
10 uild 100 cm Wassers/iule konti i luierl ich eiilstellen. Das 
Ger~t wird fiber einen Netzschal ter  in I3etrieb genommen.  
Bei Bedarf  kann eine F i l t r ie r -Einhei t  mi t  eingelegtem 
Fi l te r  und angeschlossenem Fi l t r ie r -R6hrchen autokla-  
v ie r t  werden. 
B) Durch/gthrung einer Zell-A nreicherung. Die hier Iolgende 
Arbei tsvorschr i f t  erm6glicht  eine routiilem/issige Zell- 
Anreicherung aus kleinen Volumina  yon K6rperflfissig- 
keiten.  Das Verfahrei i  kann je Ilach Frageste l lung ent- 
sprechend modif iz ier t  werden. Die in Klammern  ange- 
gebenen Zahlen beziehen sich auf die Bezeichilungen in 
F igur  1. 1) Je  nach  Flfissigkeitsmenge uild Zellkonzentra-  
t ion (ev. vorher ige  Bes t immung  in einer Zghlkammer)  
wird eine der drei Fi l t r ier -Ei i lhei ten  (2, 4) mi t  3, 5 oder 
8 mill  Durchmesser  der wirksamen 0 t fnung  in alas Fil tr ier-  
R6hrchen (5) eingesetzt  uild dieses fiber die Schnellkupp- 
lung (6) an das Sicherheits-Gef&ss (7) angeschlossen. Um 
eine regelm/issige Ver te i lung der Zellen auf dem Fi l ter  zu 
gewihrle is ten,  mfissen Tr ichter  und Fi l te rha l te r  vol lkom- 
men t rocken sein. Ffir das Einh/ ingen der Federn  zwischen 
diesen beideii E lemei l ten  leis tet  eine Uhrmacber -P inze t t e  
gute  Dienste. Schnel lkupplung (6) und Gummis topfen  an 
Fi l t r iereinhei t  und Sicherheitsgef/iss werden auf festen 
Sitz fiberprfift. 

2) Tr ichter  (2) durchleichten Zug nach oben v o m  Fil ter-  
hal ter  abheben und 1V[embranfilter (3) mit te ls  P inze t te  ein- 
legen. Zeigerknopf des Vakuum-Reglers  (1) auf Stel lung 2 
drehen (Unterdruck  am Fi l ter  ca. 10 cm Wassers~tule, 
F igur  2). 

3) Fi l ter  mi t te ls  physiologischer Kochsalz- oder  
Puffer-L6sung (ca. 0,1 ml) benetzen.  Durch  kurzes Bet~i- 
t igen des Netzschal ters  (9) kleine Menge dieses Vorlaufes 
durch das Fi l te r  saugen. Auf der freien Filterfl~iche dfirfen 
sich keiile Luf tb lasen bilden. 

4) Vorgesehene Menge der zu untersuchenden Flfissig- 
kei t  mit te ls  P ipe t t e  oder direkt  aus Injekt ionsspr i tze  
(ohne Nadel) der kleinen Res tmenge  Puffer-L6sung iln 
Trichterhals  fiberlagern. P u m p e  fiber Netzschal ter  ein- 
schalten. Das F i l t r a t  soil am  Fi l te rha l te r  langsam ab- 
tropfen. Un te rd ruck  mit te ls  des Vakuum-Reglers  bei 
]3edarf erh6hen (Figur 2). Die meisteil  K6rperflfissigkeiten 

Fig. 1. Zellkollektor ftir kleine Flfissigkeitsvolumina. 1, Vakuum- 
regler; 2, Trichter; 3, Membranfilter; 4, Filterhalter; 5, Filtrier- 
r6hrchen; 6, Schnellkupplung; 7, Sicherheitsgef/iss; 8, Signallampe; 
9, Netzschalter. 
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lassen sich bei  e inem V a k u u m  v o n  ca. 20-30 cm Wasser -  
s/iule gu t  f i l t r ieren.  Bei  e inem U n t e r d r u c k  von  m e h r  als 
50 cin Wassers~iule k 6 n n e n  empf ind l i che  Zellen gesch/ idigt  
werden.  

5) W e n n  n u r  noch  kleine R e s t m e n g e  der  ze l lhal t igen 
Flf issigkei t  im T r i c h t e r h a l s  v o r h a n d e n  is t  (Kont ro l le  des 
Meniskus) ,  ca, 0,2-0,5 ml  NaC1- oder  Puf fe r -L6sung  sorg- 
I/iltig der  T r i c h t e r w a n d  en t l ang  nachgiessen.  D a d u r c h  
wird vor  a l lem ein Teil  der  d e m  Fi l t e r  a n h a f t e n d e n  Pro-  
te ine  aus  der  K6rperf l i i ss igkei t  e n t f e r n t  u n d  die nach-  
folgende F / i rbung  der  Zellen er le ichter t .  Spii lf l i issigkeit  
bis  auf  wenige Tropfen  a b s a u g e n  und  Ger~it ausscha l ten .  
A m  E n d e  der  F i l t r a t i o n  sollte w e n n  m6gl ich  keine  Lu f t  
d u r c h  das  F i l t e r  gezogen werden.  

6) T r i ch t e r  d u r c h  le ich ten  Zug n a c h  oben  a b h e b e n  und  
F i l t e r  mi t t e l s  P i n z e t t e  en t fe rnen .  P r / i p a r a t  sofor t  ver-  
a rbe i t en !  F i l t r i e r - E i nhe i t  u n d  F i l t r i e r - R 6 h r c h e n  v o m  
Ger/ i t  a b t r e n n e n  und  spi i len (ev. desinfizieren).  G laswaren  
t rocknen ,  Sicherheitsgef/ iss  w e n n  n6t ig  ent leeren .  

C) Lichtmikroskopische Routi,ne- Verarbeitung des Prd-  
parates. H a t t e n  die b i sher igen  Hinweise  Gi i l t igkei t  un-  
abhi ingig  v o m  v e r w e n d e t e n  Fi l ter ,  so ba s i e r t  das  nach-  
s t ehend  angegebene  F ixa t ions -  und  F~irbe-Verfahren auf  
der  V e r w e n d u n g  von  <~Metricel~)-Filterinembranen Typ  
GA-1, GA-3 oder  GA-4 (Porengr6sse  5, bez iehungsweise  
1,2 oder  0,8 [z) der  F i r ina  Ge l inan  I n s t r u m e n t  Company ,  
A n n  Arbor ,  Mich., U S A  2,12. Diese M e i n b r a n e n  s ind in den  
me i s t en  der  in His tologie  und  Zytologie  v e r w e n d e t e n  
Alkohole,  Es te r  und  Ha logen-Koh lenwasse r s to f f e  sowie in 
v e r d i i n n t e n  S~Luren und  L a u g e n  best~tndig, l h r c  Ober-  
fl~iche is t  g l a t t  und  der  B r e c h u n g s i n d e x  cler M e m b r a n  
b e t d i g t  n D -- 1,48. 

Die W a h l  des F i l t e r -Typs  hSmgt fin wesen t l i chen  yon  
der  ViskositS~t (zum Beispiel  v o m  Pro te ingeha l t )  der  zu 
u n t e r s u c h e n d e n  KOrperfl i issigkeit  ab  u n d  bee inf luss t  die 
n a c h s t e h e n d  beschr i ebeae  "Wei te rverarbe i tung  n icht .  
Pr inzipie l l  soil fiir eine Ze l l -Anre icherung  das  F i l te r  m i t  
der  k le ins ten,  noch  v e r w e n d b a r c n  Porcngr6sse  e ingese tz t  
werden;  bei gr6sseren Po r enw e i t en  (5 ~z) k 6 n n e n  Zellen 
wie zum Beispiel  kleine L y m p h o z y t e n  in das  F i l t r a t  
ver loren  gehen, h n  wei te ren  ist  bei  we i t en  Po ren  die 
In ikroskopische  U n t e r s u c h u n g  u n t e r  U m s t / i n d e n  d a d u r c h  
erschwert ,  dass die Zellen in ve r sch iedenen  E b e n e n  des 
Fi l te rs  abge fangen  werden.  

1) Methanol-Fixat ion .  Fi l t e r  u n i n i t t e l b a r  n a c h  E n t -  
n a h m e  aus  der  F i l t r i e r - E i n h e i t  Zellschicht nach unte~z in 
F i x a t i o n s m i t t e l  e i n t a u c h e n :  Me thano l  95~ in aqua  de- 
s t i l la ta ,  5 Min;  Me thano l  100~ wasserfrei ,  5 Min. Wi rd  
das F i l t r a t  n i ch t  wei ter  ve rwende t ,  k a n n  die F ixa t i on  der  
Zellen auch  in der  F i l t r i e r - E i nhe i t  d i r ek t  erfolgen. Dazu  
werden  zun~ichst einige Tropfen  M e t h a n o l  100% der  
Spiilf l i issigkeit  i iber lager t  und  l angs am  abgesaug t .  Bei  
abges te l l t e r  P u m p e  Tr i ch t e r  m i t  ca. 1 ml  Me thano l  100% 
auffi i l len und  Fixa t ions lOsung in 2-3 S c h r i t t e n  i n n e r t  ca. 
10 Min durch  das  F i l t e r  ziehen. 

2) Modi/ iz ier te  M a y  - Gritnwald - Giemsa - Fdrb~.tng. 
a) May-Gr t inwa ld -L6sung ,  Inodif iz ier t  (Merck), 0,5 ml ;  
a q u a  des t i l la ta ,  1,0 ml. L6sung  vor  G e b r a u c h  gu t  durch-  
mischen,  F i l t e r  m i t  Zellschich-t n a c h  u n t e n  e in tauchen ,  ab  
und  zu le ich t  bewegen.  F~irbedauer  bei  20 ~ 4-5 Min, 

b) Gie insa -L6sung  (Merck), 0,25 ml ;  a q u a  des t i l la ta ,  
1,0 Inl. L6sung  gu t  du rchmischen ,  F i l t e r  m i t  Zel lschicht  
n a c h  u n t e n  e in tauchen ,  ab  und  zu le icht  bewegen.  F~irbe- 
daue r  bei  20~ ca. 10 Min. 

c) ~_thanol 100% - Xylo l  (1:1), B a d  I, 20 Sek;  
A t h a n o l  100% - Xylo l  (1 : 1), Bad  I1, 40 Sek. Diese be iden  
B~ider d ienen  der  Spti lung, Di f fe renz ie rung  und  De- 
h y d r i e r u n g  des Pr~iparates.  Das  F i l t e r  soll m i t t e l s  e iner  
P i n z e t t e  k o n s t a n t  beweg t  werden.  Die angegebenen  Zei ten  

s ind e inzuha l ten ,  da  das  P rXpara t  sons t  zu s t a r k  geble ich t  
wird.  

d) Kl~irung des Fi l te rs  bis zur  vollst~indigen T r a n s p a -  
renz  in 2-3 B~idern yon  Xylol .  Xylol-B~idgr h~iufig 
wechseln .  

e) P r i i p a r a t  n a c h  l e i eh tem A b t u p f e n  der  F i l t e r k a n t e  
mi t t e l s  t (Permount  ~ (oder ~ihnlichem Einsch lussmi t t e l )  
zwischen O b j e k t t d i g e r  u n d  Deckglas  e inbe t t en .  

3) Beobachtung i m  Mikroskop.  Pr~ipara t  u n m i t t e l b a r  
n a c h  E i n b e t t u n g  In ikroskopisch  b e g u t a c h t e n .  Schlech te  
Da r s t e l l ba rke i t  der  Zellen weis t  auf  v e r k e h r t e  E i n b e t t u n g  
des F i l te rs  h in  (Zel lschicht  n a c h  un ten) .  I n  diesein Fal le  
E i n b e t t u n g  t iber  kurzes  X y l o l - B a d  wiederholen .  K6h-  
ler ' sche  B e l e u c h t u n g  ko r r ek t  e ins te l len ;  A p e r t u r b l e n d e  
a m  K o n d e n s o r  6ffnen.  Tages l ich t f i l t e r  in  den  S t r ah len -  
gang  e inschal ten .  

D) Prozedere /i'tr die elektronenmikroskopische Verar- 
beitung. Da ftir die u l t r a s t r u k t u r e l l e  U n t e r s u c h u n g  eine 
aus re ichende  Zel ld ichte  auf  der  M e m b r a n  yon  entschei -  
dende r  B e d e u t u n g  ist, sollte die Menge der  zu f i l t r i e renden  
K6rperf l i i ss igkei t  bez iehungsweise  die W a h l  der  Fi l t r ier -  
E i n h e i t  (wirksame Filterfl~iche) d u r c h  Hers te l l en  eines 
l i ch top t i s chen  Kont ro l l -Pr~ipara tes  im v o r a u s  fes tgelegt  
werden.  Die F i x a t i o n  der  Zellen k a n n  mi t t e l s  gepuf fe r t em 
O s i n i u t n t e t r o x y d  al lein oder  n a c h  vo rhe r ige r  A ldehyd-  
F i x a t i o n  erfolgen. E ine  modi f iz ie r te  <~Tripel~>-Fixation 13, 
die sich bei  der  V e r a r b e i t u n g  der  auf  Me lnb ran f i l t e rn  ge- 
w o n n e n e n  Zellen gu t  bew~ihrt  ha t ,  sei im fo lgenden angc-  
geben.  

1) Herstel lung der Ldsz.tngen : 
L6sung  A: 1% beziehungsweise  2% O s m i m n t e t r o x y d  

in 0.1 M S-Coll idin-Puffer ,  p H  7,2. 
L6sung  B:  2,5% G l u t a r a l d e h v d  in 0 ,13 I  S-Collidin- 

Puffer,  p H  7,2. Zusa tz  yon  0,05% CaC12. 
L6sung  C: 0 ,25% U r a n y l - A c e t a t  in N a - V e r o n a l a c e t a t -  

Pufier ,  p H  6,3, Osmolalit~it  ca. 300 320 m O s m :  0,97 g 
Na-Ace ta t ,  1,47 g N a - B a r b i t a l  und  17,0 g Sucrose in ca. 
220 ml  aqua  des t i l l a t a  16sen und  p H  mi t t e l s  0,1 nHC1 auf  
8,11 einstcl len.  0,75 g U r a n y l - A c e t a t  zugeben  und  fiber 
Magne t r i ih re r  bis  zur  vol ls t / indigen Auf l6sung  der  Kri-  
stal le r t ihren,  p H  mi t t e l s  0,1 nHC1 auf 6,3 reduzieren .  
Dest i l l ier tes  Wasser  ad 300 Inl aufftil len. 

L6sung  A sollte vor  G e b r a u c h  fr isch herges te l l t  werden  ; 
die LOsungen B und  C sind bci  4 ~ einige W o c h e n  ha l t ba r .  

2) Fixat ion.  L6sungen  A und  B mi t t e l s  Eiswasser  auf  
0 ~ k t ih len  und  u n m i t t e l b a r  vor  G e b r a u c h  fin Verh~iltnis 

croWS. 
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Fig. 2. Arbeitsbereich der im Zellkollektor ein~ebauten Membran- 
pumpe, Unterdruck in cm Wasserstiule. 

is Vertretungen ffir die Schweiz und die Bundesrepublik Deutsch- 
land: Camag, Homburgerstrasse 24, CH-4132 Muttenz (Sehweiz) 
und Camag, Baselerstrasse 65, D-1000 Berlin 4,5. 

13 j .  G. HIRSCH und M. E. FEDORKO, J. Cell Biol. 38, 615 {1968). 
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v o n  2 : 1 mischen .  Ti l te r  sofor t  n a c h  F i l t r a t i o n  der  Ftiissig- 
kei t ,  Zel l schicht  n a c h  un ten ,  in  F ixa t ions l6 sung  t auchen .  
F i x a t i o n s d a u e r  20 Min bei  0 ~ Ti l te r  ku rz  in  L6sung  C 
(Urany l -Ace ta t )  spi i len u n d  in f r i scher  L6sung  C w/ ih rend  
20-30 Min bei  0~ ~nachfixieren~.  Ansch l iessend  kurzes  
Spii len des P r ~ p a r a t e s  in  0,9% NaC1 oder  ~thnlichem 
Puffer .  

3) Dehydrierung und Einbettung. EntwS~sserung der  
Pr~iparate  in  70%, 80% u n d  96% X t h a n o l  je 5 Min bei  
4 ~ in 100% N t h a n o l  (wasserfrei) 2 • 10 Min ( T e m p e r a t u r  
unkr i t i sch) .  F i i r  die D e h y d r i e r u n g  der  auf  Metricel-  
F i l t e r m e m b r a n e n  ange re i che r t en  Zellen dar f  ke in  Ace ton  
v e r w e n d e t  werden,  da  dieses das  Ti l te r  aufl6st .  Aus d e m  
gleichen G r u n d e  is t  auch  das  i ibl icherweise  als Zwischen-  
b a d  zwischen Alkohol  u n d  K u n s t h a r z  e ingese tz te  Pro-  
p y l e n o x y d  zu vermeiden .  Die E i n b e t t u n g  der  P r / i pa ra t e  
in  K u n s t h a r z  (Epiko te  812 de r  F i r m a  S h e l l -  <~Epon~) 
erfolgt  n a c h  fo lgendem S c h e m a :  

A t h a n o l  100% (oder Xylol)  : E p o n  (1 : 1) 2-3  h (20 ~ 
E p o n  + K a t a l y s a t o r  1. B a d  2-3 h (20 ~ 
E p o n  + K a t a l y s a t o r  2. B a d  6-8  h (40-50 ~ 

d a n n  ca. 24 h (60-80 ~ 

Die  a n g e g e b e n e n  Zei ten  s ind  n i c h t  kr i t i sch ,  sol l ten  j edoch  
n i c h t  u n t e r s c h r i t t e n  werden.  

Fi i r  die E i n b e t t u n g  der  F i l t e rp r / ipa ra t e  werden  m i t  
Vor te i l  k le ine P o l y ~ t h y l e n - S c h a l e n  eingesetzt .  Das  zell- 
t r a g e n d e  Z e n t r u m  der  lViembran k a n n  j edoch  auch  aus- 
g e s c h n i t t e n  u n d  in e iner  u m g e k e h r t e n  <~Beem~-Kapsel in 
das  K u n s t h a r z  e ingeschlossen werden.  

Diskussion und Anwendungsbeispiele. Das M e m b r a n -  
I i l t e r -Ver fahren  zur  A n r e i c h e r u n g  von  Zellen aus  K6rper -  
f l t iss igkei ten s te l l t  eine q u a n t i t a t i v e  zytologische Arbei t s -  
m e t h o d e  dar,  die sich d u r c h  E i n f a c h h e i t  in  der  p r a k t i s c h e n  
A n w e n d u n g  und  d u r c h  gu te  R e p r o d u z i e r b a r k e i t  der  Be- 
funde  ausze ichnet .  D a  die ge fo rmten  E l e m e n t e  eines 
P u n k t a t e s  oder  e iner  Spti lf l i issigkeit  ver lus t f re i  auf  der  
Membranoberf l /~che  zur i i ckgeha l t en  werden,  w e n n  ihr  
D u r c h m e s s e r  den jen igen  der  F i l t e rpo ren  i ibers teigt ,  lassen 
sich, vo r  a l l em bei  sehr  k le inen  P robevo lumina ,  Gesamt -  
zahl  u n d  p rozen tua l e  Ver t e i lung  der  in  e iner  P o p u l a t i o n  
v o r k o m m e n d e n  Zelten genau  bes t inamen.  F igu r  3a zeigt  
e inen  A u s s c h n i t t  aus  e inem mensch l i chen  L i q u o r - P r / i p a r a t  
bei  Meningi t is .  Das  P r o b e v o l u m e n  b e t r u g  0,1 ml.  Bei  der  
Di f fe renz ie rung  des Zel lbi ldes  w u r d e n  70% Neut rophi le ,  
1% Eosinophi le ,  6% m o n o c y t o i d e  E lemen te ,  11% kleine 
L y m p h o c y t e n  sowie 12% Re t iku lumze l l en  ausgezS.hlt. 

Der  b ie r  besch r i ebene  Zel lkol lektor  14 erziel t  d u r c h  die 
V e r w e n d u n g  von  F i l t r i e r - E i n h e i t e n  m i t  k le inen  wirk-  
s a m e n  0 t f n u n g e n  e i n e n ,  K o n z e n t r a t i o n s - E f f e k t  % welcher  
eine A n r e i c h e r u n g  se lbs t  ve re inze l t e r  Zellen aus  wenigen  
T rop fen  e iner  K6rperf l i i ss igkei t  - oder  eines Ku l tu r -  
m e d i u m s  - ges t a t t e t .  F i g u r  3b zeigt  e ine G r u p p e  v o n  
Zellen aus  e inem B l a s e n p u n k t a t  eines n e u g e b o r e n e n  
K a n i n c h e n s  n a c h  e x p e r i m e n t e l l e m  V i r u s - I n f e k t  des 
Mut te r t i e res .  I n  den  u n t e r s u c h t e n  0,1 ml  U r i n  w u r d e n  26 
Zellen nachgewiesen,  d a r u n t e r  12% E l e m e n t e  aus  den  
o b e r e n  H a r n w e g e n .  

Die a n  M e t r i c e i - F i l t e r m e m b r a n e n  2, ~ u n t e r  a n d e r e m  an- 
w e n d b a r e  May-Gr f inwa ld -Giemsa -F / i rbung  l iefer t  Zell- 
p r~pa ra t e ,  die in  i h r em f / i rber ischen Aspek t  m i t  e inem 
i ibl ichen,  h / ima to log i schen  Objekt t r /Cger-Ausst r ich  ver-  
g l e i chba r  s ind (F iguren  3, c u n d  d). 13el der  I n t e r p r e t a t i o n  
eines d u r c h  M e m b r a n f i l t r a t i o n  g e w o n n e n e n  Pr~tparates  
k a n n  d a h e r  me i s t ens  auf  eine a n  n o r m a l e n  Auss t r i chen  ge- 
w o n n e n e  E r I a h r u n g  zur i ickgegr i I fen werden.  Uns icher -  
h e i t e n  in der  ]3efunderhebung ,  wie sie bei  modi f i z ie r t en  
u n d  n i c h t  a l lgemein  b e k a n n t e n  F / i r b u n g e n  a u f t r e t e n  k6n-  
nen,  lassen sich so we i tgehend  ve rmeiden .  Die a n  m e m -  
b r a n f i l t r i e r t e n  Zellen in E r s c h e i n u n g  t r e t ende ,  i m  Ver-  

gleich zu e inem Auss t r i ch  gr6ssere P o l y m o r p h i e  yon  Kern  
u n d  Z y t o p l a s m a  wird  in der  Regel  k a u m  als Nach te i l  emp-  
funden .  Sie is t  i ibr igens  d u r c h  die W a h l  des k le ins tm6g-  
l i chen  P o r e n d u r c h m e s s e r s  a m  Ti l te r  (zum Beispiel  0,8 
oder  1,2 ~x) i n n e r h a l b  gewisser Grenzen  ko r r ig i e rba r  
(f lachere A u s b r e i t u n g  der  Zellen). 

E l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e  U n t e r s u c h u n g e n  an mem- 
b r a n f i l t r i e r t e n  Zellen s ind d u r c h  geringfi igige Modif ika-  
t i o n e n  der  i ib l ichen  u l t r a s t r u k t u r e l l e n  M e t h o d i k  le icht  
du rchzuf i ih ren ,  w e n n  d u r c h  e n t s p r e c h e n d e  W a h l  der  
Fl i i ss igkei tsmenge,  oder  - bei  k le inen  Zel lzahlen - du rch  
E i n s a t z  e n t s p r e c h e n d e r  F i l t r i e r - E i n h e i t e n  m i t  k le ins te r  
w i r k s a m e r  Filterfl~iche eine genfigend grosse Zel ld ichte  
au i  d e m  F i l t e r  e r re ich t  werden  k a n n  (Figur  4). D a  die im 
K u n s t h a r z  e ingeschlossenen  F i l t e r  v611ig du rchs i ch t ig  
sind, lassen sich sehr  l e ich t  jene  Reg ionen  des Pr~iparates 

Fig. 3. Exfoliative Zytologie aus kleinen Fliissigkeitsvolumina: 
a) Liquorzellbild bei Meningitis; 0,1 ml Liquor, wirksame Filter- 
fl/iehe 5 mm. b) Blasenpunktat neugeborenes Kaninchen; Probe- 
volumen 0,1 ml, 3-mm-Filterfl~ehe. c) Myeloisehe Leuk~imie, Zell- 
anreieherung; Probevolumen 0,02 mt, 5-mm-Filterflfiehe. d) Spiil- 
fliissigkeit aus der PeritonealbShle der Ratte mit Mastzellen (schwarz), 
Mesothelzellen und Lymphozyten; Probevolumen 0,05 ml. Ffirbung: 
modifizierte May-Grfinwald-Giemsa. 

Fig. 4. Eosinophiler (links) und neutrophile Granulozyten aus der 
PeritonealhShle der Ratte. Das von Epon durehtr~inkte Filter (unten) 
ist knapp zu erkennen. • 5800. 

14 Die techniscben Unterlagen fiber das Ger/it kSnncn bei den Autoren 
angefordert werden. 



15.3. 1970 gpeclalla 335 

l i c h t o p t i s c h  a u s s u c h e n ,  die e l e k t r o n e n o p t i s c h  v o n  beson-  
d e r e m  I n t e r e s s e  s ind.  

Die  A u t o k l a v i e r b a r k e i t  der  m e i s t e n  M e m b r a n f i l t e r  er- 
l a u b t  i m  w e i t e r e n  die A b l a g e r u n g  y o n  Zellen u n t e r  s te r i l en  
B e d i n g u n g e n .  Ve r sch i edene  Ze l l fo rmen  k 6 n n e n  s o m i t  auf  
der  M e m b r a n  d i r ek t  in v i t r o  gez i ich te t  w e r d e n  1~,1,. ~ b e r  
die U n t e r s u c h u n g  v o n  K6rpe r f l i i s s igke i t en  h i n a u s  ge- 
s t a t t e t  das  M e m b r a n f i l t e r - V e r f a h r e n  d a m i t  a u c h  seine f a s t  
unbeschr~Lnkte A n w e n d u n g  in der  e x p e r i m e n t e l l e n  Zy to -  
logie. 

Summary. A cell col lec tor  for  c o n c e n t r a t i n g  sma l l  
n u m b e r s  of  ex fo l i a t ed  ceils on  m e m b r a n e  f i l ters  f r o m  
m i n u t e  v o l u m e s  (0.05-3 ml) of b o d y  f lu ids  a n d  cu l t u r e  
m e d i a  is descr ibed .  T h e  a p p a r a t u s  i n c o r p o r a t e s  a m e m -  
b r a n e  p u m p ,  de l ive r ing  a v a c u u m  of 10-100 m m  Hg.  Fil-  
t r a t i o n  un i t s  ( funne l s  a n d  f i l ter  holders)  w i t h  f i l t r a t i ng  
a reas  of 3, 5 a n d  8 m m  d i a m e t e r  a re  used  d e p e n d i n g  on  t h e  
v o l u m e  a n d  t h e  cell c o n t e n t  of t h e  fluid to  be  i nves t i ga t e d .  

A r a p i d  s t a i n i n g  p r o c e d u r e  b a s e d  on  the  classical  May-  
G r i i n w a l d - G i e m s a  t e c h n i q u e  for  l i gh t  m ic roscop i c  o b s e r v a -  
t i ons  a n d  a mod i f i ed  t e c h n i q u e  for  p r o c e s s i n g  t h e  cell- 
c oa t e d  f i l te rs  for  e l ec t ron  m i c r o s c o p y  are  p r e s e n t e d  in 
s o m e  detai l .  

G. KISTLER 17, W .  SCHERLE 
u n d  A. HAUSWIRTH 

Elektronenmihroskopische Abteilung des 
A natomischen Institutes der Universitiit, 
CH-8006 Ziirich (Schweiz), 29. September 7959. 

15 R. M. McCoMBS, IV[. BI~NYESH-MELNICK und J. P. BRUNSCHWIG, 
J. Cell Biol. 35, 231 (1968). 

16 H. DALEN und T. J. NEVALAINEN, Stain Technol. 43, 217 (1968). 
1~ Mit Unterstiitzung durch den Schweizerischen Nationalfonds zur 

FSrderung der wissenschaftliehen Forschung. 

Eine e infache  A u f b e w a h r u n g s w e i s e  v o n  E r y t h r o z y t e n  m i t  g e b u n d e n e n  A n t i g e n e n  fiir den H i i m a g -  
g l u t i n a t i o n s t e s t  

U n t e r  die A u f b e w a h r u n g s w e i s e n  der  sens ib i l i s i e r t en  
T e s t e r y t h r o z y t e n  g e h 6 r t  z u m  Beispiel  die Gefr ier-  
t r o c k u n g  sowie  a u c h  die K o n s e r v i e r u n g  m i t t e l s  Chemi -  
kal ien.  U n s e r e  U n t e r s u c h u n g e n  g ingen  v o n  den  E r -  
f a h r u n g e n  e in iger  Ve r f a s se r  1-4 aus,  die m i t  F o r m a l i n  
eine b e d e u t e n d e  Ver l /~ngerung der  \ V i r k u n g s d a u e r  erziel t  
h a t t e n .  

3r und ~tIethodik. I n g r e d i e n z i e n :  1. Schaf-  ode r  
H u n m n e r y t h r o z y t e n  ( G r u p p e  O, R h  neg.)  fo rmol i s i e r t  
n a c h  FEELEYS; 2. zw e i m a l  r ek r i s t a l l i s i e r t e s  O v a l b u m i n ,  
der  P o l y s a c h a r i d a n t i g e n  O 901 Salmonella typhi ab- 
dominalis ; 3. K a n i n c h e n a n t i s e r e n  (bei 56 ~ inak t iv i e r t )  ; 
4. redes t i l l ie r tes  F o r m a l i n ;  5. A c i d u m  t a n n i c u m  (Sche-  
r ing)  ; 6. P u f f e r l 6 s u n g e n  - P h o s p h a t  p u f f e r  n a c h  STAVlT- 

Tabelle I. Wirksamkeit der durch Ovalbunfin sensibilisierten Schaf- 
erythrozyten zu verschiedenen Zeitpunkten der Lagerung 

Lagerungsdauer n 

0 4 
1 Woche 5 
2 Woehen 3 
4 Wochen 3 
2 Monate 3 
4 Monate 4 
6 Monate 5 

Der Titer wird durch die Beziehung T 2 n X 10 -3 gegeben. 

1 A. W. FRISC~ und R. PERSELLIN, Proc. Soe. exp. Biol. Med. 12d, 
344 (1967). 

2 A. J. FELTHORPE, J. Hyg. 55, 382 (1957). 
s j .  S. INGRARAM, Proe. Soe. exp. Biol. Med. 99, 452 (1958). 
4 Yu. G. SUCHKOV und Yu. V. KANATOV, J. Microbiol. Epidem. 

Inununobiol., Moskva 8, 03 (1965). 
5 j .  C. FEELEY, C. SWORD, CI:i. MANCLARK und M. PICKETT, Am. J. 

clin. Path. 30, 77 (1958). 
6 A. g. STAVITSKY, J. Immunol. 72, 360 (1954). 

SKY 6, p H  7,2 u n d  5,8. Bei  E i w e i s s a n t i g e n  w a r  der  Ar be i t s -  
g a n g  in der  e r s t e n  P h a s e  ( T a n n i n b e h a n d l u n g ,  q u a n t i t a -  
t ive  Verh~l tn i s se )  de rse lbe  wie bei  der  M e t h o d e  n a c h  
STAVITSKY; n a c h  18-s t i indiger  I n k u b a t i o n  w u r d e  zu den  
E r y t h r o z y t e n  m i t  A n t i g e n  fiir we i t e re  2 S t u n d e n  5% 
F o r m a l i n  zugese tz t .  

Tabelle II. Die Wirksamkeit der nnt Salmonellen-Polysaeharidan- 
tigen sensibilisierten Erythrozyten; charakteristische Werte in den 
einzelnen Lagerungsmonaten 

Erythrozyten Sensibilisie- Lagerung in n-Werte. 
rungsmethode 1% Formalin Lagerungsdauer in 

Monaten 

Widder 

Mensch 

0 1 2 4 6 8  

iiblich - -  9 s s s 
iiblich + 9 - 9 - 9 - 
fiblich + nach- + 9 9 9 9 9 8 
tr~glicher For- 
malinzusatz 
Sensibilisierung + 9 9 9 9 9 9 
in Gegenwart 
von Formalin 

iiblich - -  9 - 10 - s - 
fiblieh + 9 - 9 - I0 

iiblieh+ nach- + 9 - 10 - 10 
triiglicher For- 
malinzusatz 
Sensibilisierung + 9 - 10 - 10 - 
in Gegenwart 
yon Formalin 

Der Titer wird dutch die Beziehung T -  2-nx 10 1 bestimmt. 
s - spontane Agglutination. 


