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the  hole (j) in the  housing, ensuring t h a t  the  f o o d  can 
drop into the  cage via  the  hole in the  cage. 18 radial  slots 
(Figure 2, k;  dep th :  1 ram) in the  surface of the  disc 
have  a p i tch  corresponding wi th  tha t  of the  chambers .  By  
pull ing gent ly  line 1 (Figure 1) the  l ever  (m) wi th  the  
stainless steel ca tch  (Figure 2, n) ro ta tes  the  disc over  an 
arc unt i l  a locking cant i lever  spring (o) snaps in the  nex t  
slot. By  t h a t  t ime  the  lever touches the  stop (Figure 1, p). 
The  lever  re turns  to its rest ing posi t ion by  means  of the  
weight  (q) leaving the  dispenser ready  to drop another  
piece of food. Shor t ly  af ter  feeding the  fish, the  magazine  
was tu rned  so t h a t  the  click of ti le re turn ing  lever  was not  
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Fig. 1. Sketch of the choice-conditioning setup in the fjord showing 
the cage and both feeding dispensers glued on a frame. 

Fig. 2 and 3. The right food dispenser. Further explanation in the 
text. 

correlated wi th  the  m o m e n t  of food dropping (training 
requ i rement ;  var iable  wai t ing  t imes  were used.) 

We used the  dispensers wi th  pieces of food consist ing of 
periwinkles  (Littorina spec.) of which the  opercule~ had  
been removed  (after crushing of the  shell and removing  of 
the  visceral  mass). To fill the  sys tem the  frame was 
l if ted to the  surface and unhooked from the  lines. The  
dispensers were filled v ia  the  holes (j) by  pushing the  
prepared pieces into the  chambers  b y  means  of a Chip of 
wood. Large airbubbles in the  hose and hose connect ion 
had to be avoided.  The periwinkles had to be  selected on 
size obta in  pieces tha t  f i t ted  fairly f i rmly in the  chambers.  
Any  enclosed air in the  chambers  after  filling was released 
under  water  by  turn ing  the  f rame wi th  the  dispensers in 
an upside down posi t ion before a t t ach ing  i t  again to the  
suspending lines of the cage. 

The  dispensers and the  f rame were made  of perspex 
because it  is ra ther  t r ansparen t  for underwate r  sounds 
(little scattering).  An addi t ional  advan tage  of a clear disc 
is t ha t  inspection, as to whether  the  food pieces are set well 
while filling, is easy. Perspex has the  d i sadvantage  t h a t  i t  
bends af ter  a long submersion. To p reven t  the  necessi ty of 
large torques  the contac t  surface be tween disc and housing 
is min imal  due to the  circular r im (r); i t  also reduces 
fr ict ion by  adhesion effects. 

In  the  field, responses of the cods on the odour  spreading 
f rom the  food have  not  been noticed. P robab ly  the sys tem 
will equal ly  well funct ion wi th  e.g. pieces of spleen, if suita- 
ble cut, bu t  this was not  tried. The  rel iabi l i ty  dur ing calm 
weather  (high surface waves  m a y  result  in some pieces 
going lost) can be es t imated  f rom the  fact  t ha t  as a rule 
only one out  of 15 pieces of food got stuck. 

Zusammen/assung. Fut te rger~ t  fiir Belohnungsdressur  
beim Kabel jau.  Der  Fisch bef indet  sich einige Meter  unter  
der Wasseroberfl / iche in e inem Netzstoffk~fig.  Von der 
Oberfls wird aus kreisf6rmigem Fut te rbeh~l te r  jeweils 
eill Fu t t e rb rocken  (Schneckenfuss-Stt ickchen) losgel6st, 
das in den K/ifig hinunterf / i l l t  (Geh6runtersuchungen all 
Kabel jau  in e inem norwegischen Fjord).  
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Zur Bestimmung der Lymphozytotoxizitiit 

PAPPENI-IEIMER I stel l te  1917 lest, dass to te  Zellen in 
v i t ro  mi t  Farbs tof fen  anf~rbbar  sind, die yon lebenden 
Zellen nicht  aufgenommel l  werden. GORER und GORMAN 2 
entwickel ten  1950 auf  Grund dieser Beobach tung  den 
Zytotoxiz i t~ ts tes t .  E r  be ruh t  auf der Tatsache,  dass der 
Farbs tof f  in Zellen eindringt ,  derei1 Membranen  bei der 
Inkuba t ion  ill zy to toxischen  Ant iseren gesch~digt werden, 
wodurch  die Zellen absterben.  Der  komplemente r fo rdernde  
Test  wird zur Bes t immung  des Ant ik6rper t i te rs  yon homo-  
logen und heterologen Antiseren,  z.B. An t i l ymphocy ten -  
seren (ALS) ve rwende t  ~-~. Da  Ausf i ihrung und Ergebnisse  
s tarken Schwankungen  unterl iegen,  wurden  zur Fes t -  
s tel lung der Zahl  to te r  Zellen in einer Popula t ion  such  
andere Methoden entwickel t ,  z.B. die Markierung m i t  
51Cr1~ oder die Z~hlung n i t  dem Coul ter-counter  ~1. Der  
Farbs tof f tes t  wird  aber  als Vergle ichsmethode und wegen 

seines geringen technischen Aufwandes  h/iufig angewandt .  
Eine  Standardis ierung erschien daher  zweckm/issig. 

Material und Methoden, Als Testzel len d ienten  L y m p h o -  
cy ten  und T h y m o c y t e n  12, die in TC 199 (Difco) oder 
Ringer l6sung suspendier t  ycurden, die n i t  1 ,9M H E P E S  
(Catbiochem) gepuffer t  und auf p H  7,3 eingestel l t  war. 
Die Suspensionen enthie l ten  10 x 106 Zellen/ml.  Makro- 
phagen,  die sich im lebenden Zustand ini t  T rypanb lan  
anf~rben und daher  die Zahlen ver/~ndern, wurden durch 
ein Glaswat tef i l te r  wei tgehend entfernt .  Der  Prozen tsa tz  
lebender  lympha t i scher  Zellen be t rug  97-98%.  Als 
K o m p l e m e n t  wurde Meersctlweinchenserum, ftir T h y m o -  
cy ten  1:10, Iiir L y m p h o c y t e n  1:5 verdi innt ,  v e r w e n d e t  13. 
ALS  s t a m m t e  yon Kaninchen,  die n i t  Maus- oder 
Ra t tenze l len  nach der Methode yon LEVEY und MEDAWAR 14 
immunis ie r t  waren. Als Farbs tof f  diente T rypanb l au  
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(BDH).  Die S t a m m l 6 s u n g  (0,5% in  Aq. bidest .)  wurde  
m i t  1 , 9 M  H E P E S  1 :50  gepuf fe r t  u n d  auf  p H  7,3 ein- 
gestel l t .  Vor  dem G e b r a u c h  wurde  sie m i t  4 ,5%ige r  
NaC1-L6sung im Verhg t tn i s  1 : 4  i so ton isch  g e m a c h t  und  
fiber P a p i e r  I i l t r ie r t .  Z u m  Tes t  w u r d e n  v e r w e n d e t :  
0,2 ml  S e r u m  bzw. Se rumverd f innung ,  0,2 ml  Zel lsuspen-  
sion u n d  0,2 ml  K o m p l e m e n t v e r d f i n n u n g .  

Die K o n t r o l l e n  e r fo lg ten  m i t  N o r m a l s e r e n  u n d / o d e r  
K o m p l e m e n t .  Der  A n s a t z  wurde  30 m i n  bei  37~ im 
W a s s e r b a d  i n k u b i e r t  u n d  d a n n  10 ra in  im E i s b a d  gelagert .  
D a r n a c h  w n r d e n  0,4 ml  T r y p a n b l a u l 6 s u n g  zugese tz t  und  
n a c h  3 m i n  der  P r o z e n t s a t z  blaugef~trbter  t o t e r  Zel len in 
der  Z / i h lkammer  b e s t i m m t .  E i n  A n s a t z  alle 10 m i n  
gew~hr le i s te te  eine gleiche Ze i tdaue r  fiir jede U n t e r -  
suchung .  

Ergebnisse und Diskussion. Bei  der  I n k u b a t i o n  ver-  
gnder t e  sich die Gr6sse der  Zel len n ich t .  D u t c h  die T r y p a n -  
b l a u f a r b u n g  dagegen  t r a t  te i lweise eine e rheb l iche  Zell- 
ve rg r6sse rung  auI.  Das  pH,  das  bei  der  u n g e p u f f e r t e n  
Fa rbs to f f l 6 sung  9,5 be t r~gt ,  sp ie l t  be i  d e m  Tes t  eine 
e rheb l iche  Rolle.  Wie  die Tabel le  zeigt,  v e r / i nde r t en  s ich 
die Zel lzahlen  vo r  u n d  n a c h  der  I n k u b a t i o n  m i t  A L S  und  
K o m p l e m e n t  u n d  der  Zugabe  yon  gepuf fe r t em T r y p a n -  
b lau  u m  weniger  als 5%.  N a c h  Zusa t z  yon  u n g e p u f f e r t e m  
(pH 9,5) oder  m i t  H E P E S  g e p u i f e r t e m  u n d  auI  p H  9,5 
e inges te l l t em F a r b s t o f f  wurde  dagegen  bis  zu e inem 
D r i t t e l  der  v o m  A L S  angegr i f fenen  Zellen aufgel6st .  Der  
50% Ti te r  ve r schob  s ich d a d u r c h  be i  e inem Ant i -Maus-  
S e r u m  von  32 auf  120 be i  V e r w e n d u n g  yon  T r y p a n b l a u  
p H  7, 3 bzw. u n g e p u f f e r t e m  Farbs to f f .  D u t c h  die P u f f e r u n g  
e rgab  s ich eine ~ n d e r u n g  des U V - S p e k t r u m s  des F a r b -  
stoffs.  Das  E x t i n k t i o n s m a x i m u m  v e r ~ n d e r t e  s ich yon  
600 n m  be i  p H  9,5 auf  570 n m  be i  p H  7,3. Obwoh l  die 
pH- IReduk t ion  auf  e inen  phys io log i schen  W e r t  als 
Ursache  des V e r s c h w i n d e n s  der  Zyto lyse  im V o r d e r g r u n d  
s teht ,  l~sst  der  B e f u n d  an  die M6gl ichke i t  denken ,  dass  die 
F a r b s t o f f k o n f i g u r a t i o n  se lbs t  e inen  Einf luss  auf  die 
Auf l6sung  der  Zel len aus f ibenkann .  

Auch  ffir die Ze l l suspens ionen  spie l te  die P u f f e r u n g  
eine Rolle.  Bei  V e r w e n d u n g  e iner  gepuf fe r ten  phys .  
Kochsa lz l6sung  ve r r i nge r t e  s ich bei  A L S  a b  e iner  Ver-  
d i i n n u n g  1:4 der  P r o z e n t s a t z  t o t e r  Zel len u m  10%. E r  

Einfluss des pH vom Trypanblau auf die Zellzahlen beim Lympho- 
cytotoxizit~tstest 

Vor Nach Nach Nach Nach 
Inkuba- Inkuba- Trypanblau Trypanblau Trypanblau 
tion tion gepuffert ungepuffert gepuffert 

pH 7,3 pH 9,5 pH 9,5 

3,45 3,44 

3,65 3,49 

3,58 3,49 

3,31 (--4%) 

2,41 (--34%) 

2,56 (--29,5%) 

Zellen unverdfinnt gezahlt, • Durchschnittswerte von je 
10 Zfihlungen. 

b e t r u g  89% gegeni iber  99% m i t  der  u n g e p u f f e r t e n  
Suspensions l6sung.  Der  U n t e r s c h i e d  b l ieb  in den  we i t e ren  
V e r d i i n n u n g e n  ungef~hr  gleich gross. 

Die Kont ro l l e  des Fa rbs to f f t e s t e s  m i t  der  5~Cr-Markie- 
r u n g  der  Zel len e rgab  iden t i sche  W e r t e  der  Cytotoxizit~tt ,  
w e n n  zur  Ausf f ih rung  des Tes tes  die b e s c h r i e b e n e n  Modi-  
I i k a t i o n e n  v e r w e n d e t  wurden .  Beide  Ve r f ah ren  w u r d e n  
d a h e r  zur  gegensei t igen Kon t ro l l e  angewand t .  

Die Genau igke i t  u n d  R e p r o d u z i e r b a r k e i t  der  Bes t im-  
m u n g  der  L y m p h o c y t o t o x i z i t / i t  m i t  d e m  T r y p a n b l a u t e s t  
wurde  u n t e r s u c h t .  E n t s c h e i d e n d  is t  die E i n h a l t u n g  eines 
phys io log i schen  pH.  Bei  P u f f e r u n g  des Fa rbs to f f s  u n d  der  
Ze l l suspens ionen  k o n n t e n  die S c h w a n k u n g e n  u n t e r  5% ~5 
gehMten  werden.  Sie s t i m m e n  m i t  den  W e r t e n  der  5~Cr- 
M a r k i e r u n g  fiberein.  Die Ergebn i s se  e r sche inen  yon  
W i c h t i g k e i t  a u c h  I fir die V i t a l i t g t sp r i i f ung  yon  Zellen m i t  
T r y p a n b l a u .  

Summary. The  t e c h n i q u e  for t e s t i ng  l y m p h o c y t o -  
t ox i c i t y  b y  s t a in ing  w i t h  T r y p a n - b l u e  has  been  re- 
eva lua ted .  I t  was  found  t h a t  b o t h  cell suspens ion  and  
aqueous  s tock  so lu t ion  (0.5%) of T r y p a n - b l u e  m u s t  be 
ad ju s t ed  to a p H  of 7.3 p r io r  to  m i x i n g  in order  to  avo id  a 
tox ic  effect  of t h e  dye itself, a c c o u n t i n g  for the  lysis up to  
35% of t he  cell popu la t ion .  This  modi f i ca t ion  p e r m i t t e d  
a r ep roduc ib i l i t y  of the  resu l t s  w i t h  a v a r i a t i o n  of less 
t h a n  5%. Th i s  T r y p a n - b l u e  t e s t  gives iden t i ca l  resul t s  as 
are  o b t a i n e d  w i t h  t he  5~Cr re leas ing me thod .  The  resul t s  
m a y  also be  i m p o r t a n t  for t e s t i ng  t he  v i ab i l i t y  of cells 
w i t h  T rypan -b lue .  
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