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levels. Tile cr i t ica l  m o m e n t  for  t he  a n i m a l  is t i le e x t r a c t i o n  
of t h e  m i c r o c h a m b e r .  A t  t h e  8 th  d a y  t h e  m i c r o c h a m b e r  
is covered  b y  a coa t  fo rmed  b y  cells and  pe r i t onea l  
secre t ions ;  occas ional ly  t he re  can  also exis t  f ib r ine  
adhe rences  to  t i le p e r i t o n e u m  or in tes t ine .  I f  micro-  
c h a m b e r s  are carelessly t a k e n  off t he  a n i m a l  recovers  f rom 
the  a n a e s t h e s i a  to  die s ho r t l y  a f t e r  ill shock.  Th i s  p r o b l e m  
can  be  p r e v e n t e d  b y  careful  h a n d l i n g  of m i e r o c h a m b e r s  
or b y  in j ec t ing  t he  a n i m a l  w i t h  1 m g  of hyd roco r t i sone  
a f t e r  t i le second opera t ion .  

I n  some cases i t  m a y  be  adv i sab le  no t  to  in jec t  t i le 
r o d e n t  wi t t l  colchicine.  I n  these  cases, a f t e r  r e m o v i n g  t he  
m i c r o c h a m b e r s  are  i n c u b a t e d  for 3 h a t  37~ in H a n k s  
so lu t ion  c o n t a i n i n g  0.2 tzg/ml of colchicine.  Af t e rwards  t he  
p rocedure  is fol lowed as descr ibed  above  6. 

Resumen. Se descr ibe  u n a  t6cnica  que  hace  pos ib le  el 
e s tud io  c romosdmico  de pequefios roedores  s in sacr i f icar  
el an imal .  E1 m 6 t o d o  cons is te  en:  a) se i n t roduce  u n a  
microcAmara  de di fus i6n ca r gada  con u n  an t igeno  en la 

c a v i d a d  a b d o m i n a l  de1 a n i m a l  a es tudiar ,  b) se ex t r ae  la 
microcAmara  cuando  estA r o d e a d a  p o t  u n a  pob lac idn  de 
c61ulas i n m u n o c o m p e t e n t e s  en  divis idn a c t i v a  (el a n i m a l  
se colchin iza  3 h an t e s  de sacar  la microcAmara) ,  c) se 
co lec tan  las c61ulas adhe r idas  a la c s  m e d i a n t e  
t r a t a m i e n t o  enzimAtico con P ronasa ,  d) se p r e p a r a n  las 
me ta fa ses  p a r a  es tudio  eromos6mico,  n l ed i an t e  shock  
h ipotdnico ,  f i jac i6n y p r e p a r a c i 6 n  de ex tend idos  p o t  
secado al aire. 
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Simple Method for M ~ i u m - C e l l  e~_paration 
A rap id  progress  in  t he  b i o c h e m i s t r y  of euca ryo t i c  cells 

depends  to a g rea t  e x t e n t  on  t he  d e v e l o p m e n t  of new 
techniques .  Tissue  cu l tu re  is t he  m o s t  useful  mode l  for 
cytological  and  b iochemica l  s tud ies  of eucaryo t ic  cells 1 

For  s e p a r a t i o n  of cells f rom cu l tu re  me~tium, 2 m e t h o d s  
h a v e  been  used up  to now. T he  f i rs t  one employs  centr i f -  
uga t i on  of cell suspens ions  followed b y  washing .  This  
m e t h o d  is no t  su i t ab le  for t a k i n g  samples  a t  v e r y  sho r t  
in te rva l s ,  as well  as t he  fac t  t h a t  fragile ceils can  be  
d a m a g e d  d u r i n g  t he  procedure .  The  second one, a r ap id  
s amp l ing  t echn ique ,  used in special  cases uses t he  ab i l i ty  
of n e u t r o p h i l s  to  adhe re  to  glass 2. N e u t r o p h i l  cells are 
al lowed to  adhe re  to  a covers l ip  a n d  t h e n  are easily 
washed.  

I n  t he  p r e sen t  paper ,  a n o t h e r  s imple  m e t h o d  for 
medium-ce l l  s epa ra t i on  w i t h  b r o a d  s p e c t r u m  of appl ica-  
t ion  is descr ibed.  

Material and methods. 1. W h a t m a n  3MM p a p e r  str ips,  
size shown  in F igure  1.2.  P h o s p h a t e  buffered  sal ine (PBS) 
or al ly phys io logica l  m ed i um .  3. Vessel  v a r y i n g  in l e n g t h  
accord ing  to  t he  n u m b e r  of processed samples .  

A l iquo t s  of cell suspens ion  (in our  case 0.1 ml  samples  
were w i t h d r a w n )  are d ropped  in t he  midd le  of W h a t m a n  
3MM paper ,  a n d  one end  of t h e  s t r ip  is i m m e d i a t e l y  
d ipped  in to  t i le vessel  filled w i t h  cold PBS.  A f ixa t ion  
of t h e  oppos i te  end  of p a p e r  should  assure  a n  ascend ing  
f low of t he  fluid. All ex t race l lu la r  soluble  m a t e r i a l  
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Fig. 1. Schematic representation of the method described. 

( including r ad ioac t iv i ty )  moves  r ap id ly  w i t h  t he  f ron t  
of soak ing  solut ion,  while  cells r e m a i n  a t  t he  same  place 
(Figure  2). B y  th i s  p rocedure  t he  ceils are washed  
w i t h i n  2-3 min,  du r ing  wh ich  t i m e  f u r t h e r  samples  can  be 
t aken .  The  zone w i t h  t he  spo t t ed  sample  can  be  cu t  ou t  of 
t he  wet  or dr ied  s t r ip  a n d  r a d i o a c t i v i t y  m e a s u r e d  in 
d ioxane  or to luene  sc in t i l a t ion  l iquid,  respect ively .  

1 H. EAGLE, Science 130, 432 (1959). 
R. A. HAWKINS and R. D. BERLIN, Biochim. biophys. Acts 173, 
324 (1969). 

cpm 

::+. 

iiiiiiii!: Samp e 

Fig. 2. Radioactivity tracing on paper strip after processing. 1. Zone 
where suspension of mouse thymus cell labelled by 1~C uridine 
(spec. act. 0.1 mCi/0.46 mg) was spotted. 2. Radioactivity separated 
from the cell sample by soaking PBS. 
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Fig. 3. Uptake of tr uridine. Time dependence of total radioactivity 
retained by mouse thymus ceils incubated in medium M-199 with 
10% of fetal calf serum. Samples loaded on the strip contained 
5 x 10 s ceils. Concentration of ~*C uridine (spee. act. 0.1 mCi/0.46 mg): 
1.0.1/,Ci/nll; 2.0.05/zCi/ml; 3. 0.02/zCi/ml; 4. 0.01/~Ci/inl. 

F. J. BOLLUi~I, J. biol. Chem. 23d, 2733 (1959). 
r We acknowledge the valuable technical assistance of ~r. I. 

TOL~OV~, of our Institute. 

Using cold TCA (10%) instead of P B S  as a washing 
fluid makes  it  possible to check the  rad ioac t iv i ty  in- 
corporated in the  TCA precipi table  mater ia l  of cells*. 
~vVe conclude t h a t  samples of cell suspensions can be 
quickly  and carefully separated f rom cul ture  medium by  
the  method  described. 

Summary. The present  me thod  makes  possible a quick 
separat ion of cells f rom the  m e d i u m  wi th  the  aid of strips 
of fil ter paper  and physiological  solution. Cell suspension 
is pu t  on the  strip and all wa te r  soluble components  are 
washed away  by soaking in saline solution, while cells 
remain  on the  spot. The exper iment  on ~*C-uridine 
up take  p roved  the  sui tabi l i ty  of the  me thod  for membrane-  
t ranspor t  studies. 
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Technique  i m m u n o h i s t o c h i m i q u e  rapide d' ident i f icat ion des cel lules  l y m p h o i d e s  de la l i~n6e B 

B L y m p h o c y t e s  Subpopula t ion .  Rapid Ident i f icat ion wi th  a H i s t o i m m u n o l o g i c a l  Method 

La connaissance du type  de lymphocytes  (cellules B ou 
cellules T, plasmocyte)  impliqu6es dans les r6actions im- 
mnnologiques  normales ou pathologiques  ngcessite la 
mise au poin t  de techniques  d ' ident i f ica t ion immunolo-  
gique. 

Les lymphocytes  B peuven t  6ere rep6r6s grace g leurs 
globulines de surface; les p lasmocytes  par  leurs globu- 
lines cytoplasmiques.  Celles-ci peuven t  ~tre visualis6es 
gr~tce ~ l ' emploi  d 'une  ant iglobuline marqu6e.  Cette  
r6action est possible en microscopie optique,  comme en 
microscopic 61ectronique grace aux conjugu6s enzymat i -  
ques et en par t icul ier  les conjugu6s ~ la peroxydase.  Ce 
t rava i l  rappor te  les techniques  raises au point  en Micro- 
scopie opt lque  et  61ectronique afin de marquer  les cellules 
de la lign6e B, du thymus,  du sang et de la rate.  

Les celIules sont  extra i tes  du tissu dans le cas du t h y m u s  
et de la rate.  Le marquage  est r6alis6 sur frott is  ou snr 
cu lo t  de centr ifugat ion.  

Matdriel et mdthodes. Les cellules lymphoides  out  6t6 
obtenues chez l ' homme  ~ par t i r  du sang et chez la souris 
5~ par t i r  du t h y m u s  et  de la rate.  Les conjugugs utilis6s 
sont ceux de l ' I n s t i t u t  Pasteur.  

Apr~s avoir  fabriqu6 nous-m6me nos conjugu6s nous 
avons adopt6 les conjugu6s n 'u t i l i sant  que le f ragment  
Fab  de l 'ant iglobuline.  Cenx-ci p6n6trent  en effet beau- 
coup mieux  que les conjiigu~s ~ globulines enti~res. Chez 
l 'homme,  on peu t  employer  le conjugu6 Fab-Peroxydase  
de mouton.  Pour  la souris existe un conj ugu6 Fab-Peroxy-  
dase de mou ton  6galement.  

Extraction des lymphocytes au niveau du sang. A par t i r  
de sang frais h6parin6 m6lang* ~ du l iquide de Hank ' s ,  les 
lymphocytes  sont sgpar6s sur gradient  de Ficoll  avec 
metr izoate .  

Au niveau des tissus. Le tissu est f inement  d6coup6 au 
scalpel puis broy6 au Poter,  de faw m6nag4e. Le b roya t  
obtenu est filtr6 sur colonne de coton. Le f i l t ra t  obtenu 
est centrifug6 et le culot  obtenu repris dans un vo lume 
tel  que la concentra t ion  en cellules soft de 5 • 10 ~ par  ml. 

Immunomarquage enzymatique en microscopic optique, 
sur/rottis. Les cellules sont 6ta]6es sur lame de verre puis 
s6ch6e 5. 37~ Apr6s 16g~re f ixa t ion  par  la paraformal-  
d6hyde ~ 4%, les cellules sont lav6es puis raises en contac t  
avec le conjugu6 dilu6 du 1/10 au 1/20, 5~ 37~ duran t  
30 min.  Apr~s lavage et post  f ixa t ion  par  le glutaral-  
d6hyde tamponn6,  la Peroxydase  est r6v616e par  le 
m61ange de G r a h a m - K a r n o v s k y  (3-Y-diaminobenzidine 
en t a m p o n  tris-HC1) en pr6sence d 'eau  oxyggn6e. Aprgs 
lavage, les frott is  sont recouver t  d 'une  lamelle en milieu 
glycerin6 et sont  examin6s en microscopie opt ique  avec 
l 'object i f  ~ immersion.  

En microscopic dlectronique, sur culot. Apr~s l~g~re 
f ixat ion par  la paraformald6hyde  h 4% ~ p H  7,4, les 
cellules sont lav6es, puis mises en contac t  avec le conj ugu6 
Fab-Peroxydase  ( Ins t i tu t  Pas teur  Paris) s la di lut ion 1/10 
pendan t  3 h g 37 ~ Apr~s lavage soigneux et  f ixat ion par  
le glutara ld6hyde ~ 2% en t a m p o n  cacodyla te  duran t  15 
rain ~ la temp6ra ture  ambiante ,  les cellules sont raises en 
contac t  avec le mil ieu de G r a h a m - K a r n o v s k y  (3-3'- 
diaminobenzidine)  en pr6sence d 'eau  oxygfnge,  du ran t  1 h 
5~ la t emp6ra ture  ambiante .  Apr~s lavage les cellules sont 
post-fix6es au t e t roxyde  d 'o smium ~ 1% duran t  20 rain. 

&prOs d6shydratat ion,  les cellules sont  impr6gn6es dans 
les r~sines epoxy  et incluses dans le m~me milieu. Les 
coupes semi-fines de 1 vm permet te i i t  une lecture  directe  
de l ' immunomarquage .  Les coupes fines sont observ6es 
sur microscope Phil ips EM 300 sans coloration. 

Rdsultats. D'une  faqon g6n6rale, le conjugu6 Fab-  
Peroxydase  pe rmet  un marquage  tr~s fin des immuno-  
globulines, et il ne donne pas de fausse r6action posi t ive  
ni colorat ion de fond. 

Sur lame. Le marquage  sur frott is  est rapide. Sa 
lecture est facile en immersion.  Les p lasmocytes  out  un 
cy toplasme brun  qui fair opposi t ion avec le noyau 
excentr6 tr~s clair. Its sont  pa r fa i t emen t  reconnaissables.  
Les lymphocytes  B sont ronds avec un liser6 brun  noir qui 
para i t  f inement  dentel6. Le reste de la cellule est clair. 


