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d e h y d r a t e d  in a scend ing  series of ace tone  b e g i n n i n g  w i t h  
a 25% solut ion.  Th i s  was  fol lowed b y  in f i l t r a t i on  w i t h  
a r a ld i t e - abso lu t e  ace tone  mix tu re .  The  i n f i l t r a t i o n  was  
a l lowed to  con t inue  o v e r n i g h t  in  a dess ica tor  because  the  
cover  of t he  B E E M  capsule  was l lot  comple t e ly  a i r t igh t .  
N e x t  morn ing ,  t h e  a ra ld i t e -ace to l l e  m i x t u r e  was p o u r e d  
a w a y  and  p u r e  a ra ld i t e  was  gen t ly  p i p e t t e d  in to  t h e  
capsule.  Af te r  2 changes  of pure  a ra ld i te ,  t he  capsule  was 
p laced  in a n  e v a c u a t i o n  c h a m b e r  a t  50~ for 1 h a f te r  
wh ich  t i m e  t he  c h a m b e r  was g e n t l y  e v a c u a t e d  for  a b o u t  
10 min.  The  capsule  was t h e n  r e m o v e d  and  p laced  in a n  
oven  a t  60~ for 24 h for t h e  resill  to  po lymer ize .  Before  
sect ioning,  t he  b locks  were r e m o v e d  f rom the  capsule  b y  
m a k i n g  a l o n g i t u d i n a l  cu t  a long  t he  side of t he  capsule  
w i t h  a knife.  The  b locks  were t h e n  cut ,  w i t h o u t  an y  
t r i m m i n g ,  w i t h  a d i a m o n d  knife  on  a Porter-131um MT- 
2B u l t r a m i c r o t o m e .  The  knife  a n d  b lock  were a l igned a t  a 
smal l  angle  so t h a t  t he  sec t ions  cu t  would  be  less t h a n  a 
comple t e  sec t ion  of t h e  t r u n c a t e d  t ip  of t he  p y r a m i d a l  
block.  The  smal l  a reas  of dense  g r o w t h  can  be  v isual ized  
u n d e r  t he  b inocu la r s  of t h e  u l t r a m i c r o t o m e  a n d  t h e  por-  
t i on  to  be  cu t  c an  t h e n  be  selected.  Ul t ra th i I1  sect ions  
were doub le - s t a ined  w i t h  u r a n y l  a ce t a t e  a n d  lead c i t r a t e  
and  v iewed w i t h  a H i t a c h i  HS-8  e lec t ron  microscope.  

Good p r e s e r v a t i o n  of cytological  de ta i l s  were o b t a i n e d  
(Figure  1) b y  th i s  me thod .  M i t o c h o n d r i a  and  o t h e r  cyto-  
p la smic  organel les  were wel l -preserved.  The  m o r p h o l o g y  
of t he  nuc leus  a n d  i ts  m e m b r a n e  could be  d i s t i nc t l y  seen. 
Af te r  exposure  to  a cy to tox ic  s u b s t a n c e  7, t h e  va r ious  
effects on  the  cy top l a smic  organel les  a n d  nuc leus  were 
easi ly s tud ied  (Figure  2). W e  found  th i s  m e t h o d  of pre-  
p a r i n g  H e L a  cells for e lec t ron  mic roscopy  a n d  its appl ica-  
t i on  to  t h e  s t u d y  of d rugs  a n d  cy to tox ic  subs t ances  on  
ceils in  cu l tu re  to  be  s imple  and  rel iable,  a n d  t h e  resu l t s  

are reproducib le .  I t  does n o t  requi re  t h e  cells to  be  
d i saggrega ted  e i the r  b y  chemica l  or m e c h a n i c a l  m e a n s  in 
order  to  be cen t r i fuged  d o w n  in to  a pel le t  p r io r  to  e m b e d d -  
ing in epoxy  resin.  One d i s a d v a n t a g e  of th i s  me thod ,  how- 
ever,  is t h a t  i t  will be  imposs ib le  to  m o n i t o r  t h e  ac t ion  on  
t h e  d rugs  or chemica l  u n d e r  test .  B u t  i t  has  been  cus tom-  
m a r y  for us to  s t u d y  t h e  effects  of t h e  t e s t  s u b s t a n c e  b y  
p h a s e  c o n t r a s t  mic roscopy  on  cells wh ich  are g rown  on 
covers l ips  before  s t u d y i n g  t h e m  a t  t h e  u l t r a s t r u c t u r a l  
level. This  shou ld  give a d e q u a t e  in fo rma t io l l  r ega rd ing  
t h e  effects of dose a n d  t i m e  of exposure  in a p a r t i c u l a r  
ex p e r i men t .  W i t h  th i s  i n f o r m a t i o n  avai lable ,  i t  would  be  
possible  to  select  t h e  desired cond i t ions  of t h e  e x p e r i m e n t  
a n d  a p p l y  t h e m  to t h e  ceils g rown in B E E M  capsules  for 
e lec t ron  mic roscopy  s, 9 

Zusammen/assung. A n g a b e  e iner  e i l l fachen Me t hode  
zur  U n t e r s u c h u n g  y o n  c y t o t o x i s c h e n  S u b s t a n z e n  a n  
H e L a  Zellen u n d  Mhgl ichkei t ,  H e L a  Zel len zu ku l t iv ie ren .  
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Zeitsparende automatische Mitostatikazufuhr bei der Leukozytenkultur zur 
Chromosomendarste l lung 

Timesaving  Automatic  Supply of Mitostatica to Leucocyte Cultures for Chromosome Preparation 

I n  z u n e h m e n d e m  MaBe werden  zy togene t i sche  U n t e r -  
s u c h u n g e n  routinem~issig bei  Mensch  u n d  Tier  durchge-  
f i ihr t .  N a c h  er fo lg ter  K u l t u r / i b e r  48 bis  72 h muss  d em 
K u l t u r a n s a t z  ein M i t o s t a t i k u m  wie z.B.  Colcemid zur  
A r r e t i e r u n g  der  Ze l l te i lung  in der  M e t a p h a s e  zugef t ihr t  
werden.  Die Co lcemide inwi rkungsze i t  be t r / ig t  2 bis  4 h ;  
ansch l iessend  k a n n  m i t  der  A u f a r b e i t u n g  der  K u l t n r  
b e g o n n e n  werden.  Zumei s t  erfolgt  der  Zusa t z  yon  Colcemid 
zu A r b e i t s b e g i n n  a m  Morgen,  u n d e s  muss  d a n n  die 
e l l t sp rechende  Zei t  a b g e w a r t e t  werden,  u m  m i t  der  Auf-  
a r b e i t u n g  b e g i n n e n  zu k6nnen .  Diese d a u e r t  d a n n  
e r fahru l lgsgem~ss  f iber den  Nii t tag h inaus .  N a c h  der  
e r s t en  F i x i e r u n g  k a n n  a b e t  ers t  der  Arbe i t sp rozess  
u n t e r b r o c h e n  werden  u n d  die Prh .para te  k 6 n n e n  im 
K t i h l s c h r a n k  a u f b e w a h r t  werden.  U m  den  Nach te i l  der  
ve rz6ge r t en  A u f a r b e i t u n g  zu beheben ,  hubert wi t  ein 
kleines  u n d  e infaches  Gerg t  gebaut ,  das  die Colcemid- 
z u f n h r  a u t o m a t i s c h  ill die f r t ihen  M o r g e n s t u n d e n  zu 
verlegell  e r l aub t .  D a m i t  k a n n  die A u f a r b e i t u n g  zeitge- 
r ech t  b e g o n n e n  werden  und  der  Arbe i t sprozess  bis  zur  
He r s t e l l ung  der  O b j e k t t r / i g e r p r g p a r a t e  a m  V o r m i t t a g  
abgesch lossen  werdell .  Dies  f i ih r t  zu e iner  wesen t l i chen  
V e r e i n f a c h u n g  des Laborab lau fes .  

Gertitebeschreibung. U m  das  Gerg t  in  e inem B r u t s c h r a n k  
u n t e r b r i n g e n  zu kOnnen, wurde  eine m6g l i chs t  p la tz -  

spa rende  R u n d f o r m  gew~hl t  (Figur  1). D a  eine Pe r son  
in e inem A rb e i t s g an g  n i c h t  m e h r  als 8 bis 10 K u l t u r e n  
gle ichzei t ig  a u f a r b e i t e n  kann ,  wurde  das  Fas sungsve r -  
m 6 g e n  auf  12 K u l t u r e n  beschr~tnkt ;  d a m i t  k611nen 

Fig. 1. Photographische Aufnahme des Kultursystems mit dem 
automatisehen Pipettierger~it. 
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max ima l  yon  6 Kul tu ren  je zwei DoppelansS~tze gleich- 
zeitig mi t  Colcemid versehen, bzw. 12 Einzelans~tze 
verarbe i te t  werden. Es ist  aber  durchaus m6glich, ein 
gr6sseres Gerat  zu bauen. I n  F igur  2 wird das Gerat  
schemat isch dargestell t .  Es  bes teht  aus e inem Zug- 
magne ten  (1) 220 V, 50 Hz, 3,8 kp Dauerbelas tung,  
42 m m  Hub,  einer Grundschale  ( 2 ) a u s  Sus tamid  
zur Aufnahme  d e r  Kul tur f laschen  (6), einer Druckfeder  
(3), einer Einh~tngescheibe (4), fiir die Einwegspr i tzen  
(7) und ether Druckscheibe  (5), beide Scheiben ebenfalls 
aus Sus tamidmater ia l .  

Der  Zugmagne t  s teht  in Verb indung  n i t  einer elek- 
t r ischen Zei tschal tuhr  (8), die ausserhalb des Brut-  
schrankes (9) s teht  und die Vorwahl  des gewiinschten 
Zei tpunktes  der E inspr i tzung  des Mi tos ta t ikums ge- 
w/ihrleistet.  
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Fig. 2. Schematische Darstellung des automatisehen Pipettierger~ites. 

Die Zei tschal tuhr  kann 24 h vorher  eingestel l t  werden 
und schal te t  das P ipe t t ie rger~t  in einem 15 min  In te rva l l  
ein und aus. W~hrend  der 15 min  Schal tzei t  f ibriert  der 
Zugmagne t  und gewghrleis te t  somit  eine Durchmengung  
des Mi tos ta t ikums mi t  der Medienmenge.  

Einstellung des Geriites. Eine  den Kul tur f laschen ent-  
sprechende Anzahl  an  1 ml Einwegspr i tzen  wird n i t  der 
n6t igen Menge Colcemid (zumeist 0.3 ml  ether 10 vg/ml  
Colcemidl6sung) versehen, die Nadel  mi t  der Spri tze in die 
Kul turf lasche (besitzt als Verschluss einen Gummistopfen)  
eingestochen, die Nadel  bis zum Anschlag vorgeschoben,  
die Spri tze in die Einh~ngescheibe eingeh/ingt und der 
Spr i tzenkolben bis zur Druckscheibe  zum Anschlag auf- 
gezogen. D a m i t  en ts teh t  ein Luf tpols ter  zwischen 
Kani i lenansatz  und Mitostat ikafl i issigkeit ,  wodurch ein 
Austropfen ve rh inder t  wird. 

Zum eingestel l ten Ze i tpunkt  schal te t  die Zei tschal tuhr  
den Zugmagne t  ein, dieser zieht  die Druckscheibe  an 
und dri ickt  somit  die aufgesogene Menge Colcemid mi t  
Druek  in die Kulturf lasche.  Der  Druck  re icht  fiir die 
leichte Aufwirbelung der Zelloberfl/iche aus, womi t  die 
Zellen in innigen K o n t a k t  mi t  d e n  Mi tos t a t ikum ge- 
langen. Druck  und t Iubweg  k6nnen eingestel l t  werden. 
In  Ser ienversuchen konnte  die einwandfreie  Wi rksamke i t  
des Colcemids nach einer Verwei ldauer  yon 24 h i m  
Pipe t t ie rger~t  e rmi t t e l t  werden. 

Summary. An ins t rument  for the  au toma ted  and t ime-  
var iable  supply of mi tos ta t i ca  to leucocyte  cultures for 
chromosome prepara t ions  is described. This  ins t rument  
allows a rout ine  labora tory  to prepare  cultures wi th  a 
be t te r  t ime  schedule. The  act ion of colcemid was success- 
fully tes ted af ter  a 24-h period in the  incubator  before 
adding to the  culture. 
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Measurement of Fibrinolysis in Rat System by One-Dimensional Diffusion Method 

The most  commonly  used me thod  of es t imat ing  fibri- 
nolyt ic  ac t iv i ty  is based on the  external  lysis of pre- 
formed fibrin plate  1. Most recent ly  a one-dimensional  
diffusion method  using small  f ibrin tubes was developed 
by  YASUKOUCIII and WATANABE 2, and in the  h u m a n  
sys tem it  has been proved  to be more advantageous  than  
the  convent ional  f ibr in plate  technique.  Methods measur ing 
f ibr inolyt ic  ac t iv i ty  in h u m a n  sys tem cannot  be applied 
to rat,  a species convenient  for s tudying  Iibrinolysis, 
wi thou t  modif ica t ion  3. I n  the  present  exper iments  the  
appl icabi l i ty  of the  above-ment ioned  me thod  to ra t  
sys tem was established and the  op t imal  condit ions were 
determined.  

Materials and methods. Blood was obta ined f rom the  
inferior vena  cava  of Wis ta r  male  rats  by  a plast ic 

syringe in deep pen tobarb i t a l  anaesthesia.  Euglobul in  
(Eug) fract ion was prepared f rom the  pooled p lasma of 
12 animals  according to GALLIMORE et al. 3. The  precipi-  
t a ted  Eug  was redissolved in 1/10 vo lume  of 0.12 M p H  
7.4 sodium aceta te  solution (10 • Eug) and then  di luted 
as indicated in the  Table  and the  Figures.  
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