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6. On N o v e m b e r  15th 1974, a new cycle of solar 
ac t iv i ty  s tar ted  wi th  a high la t i tude  sunspot.  Also a 
sudden rise in the  average m o n t h l y  B S R  percentage  was 
observed since N o v e m b e r  1974 (20% against  9% in 
October  1974), which cont inued dur ing 1975 (in Apri l  
30"/0). This indicates  a sudden drast ic  change in the  
physico-chemical  s ta te  of the  blood of hea l thy  popula t ion  
groups in Leiden a t  the  end of 1974. 

Physiological changes at Oslo. 1. The B S R  values  
changed ra ther  suddenly  during 1974. They  became 
much  lower (i.e., B S R  percentages  1-2 m m  much  higher). 
The  year ly  averages of percentages  of donors wi th  B S R  
1-2 m m / l s t  h f luc tua ted  f rom 1966 to 1973 be tween  25 
and 33%. In  1971, 1972 and 1973 these values  were about  
30, 32 and 31%, whereas in 1974 i t  suddenly  increased to 
41%, a va lue  never  before observed since the  beginning of 
the  observat ions  in 1966. This could be due to the  fact  
t h a t  the  number  of sunshine hours  (i.e., infrared radiat ion) 
in Oslo at  the  end of the  year  was the  lowest  since 1953. 
I t  has no t  been possible to establish whether  the  to ta l  U V  
and X- ray  radia t ion  a t  Oslo was considerably higher  t han  

in o ther  years, which could also have  had a reducing effect  
on B S R  values  in Oslo. 

2. The  haemoglobin  (Hb) values  increased in 1974, as 
happened  a t  Leiden. The  number  of male  donors w i th  
re la t ive ly  high H b  (15.0-16.9) increased f rom 66.6% 
(in 1973) to 69.6% (in 1974). The  increase was even more 
in the  H b  group 15.8-17.5%. 

3. Unfo r tuna t e ly  no blood pressure da t a  are avai lable  
in Oslo, so no comparison could be made  be tween  1973 
and 1974. 

These var ious observat ions  in Leiden and Oslo suppor t  
the  assumpt ion  t h a t  the  meteorological ly  abnormal  year  
1974 had a considerable effect  on a number  of ob jec t ive ly  
measurable  basic physiological  funct ions in man.  Un-  
doubted ly  m a n y  other,  no t  cont inuously  recorded, physio-  
logical parameters  in the  popula t ion  in The Nether lands  
and Norway  mus t  have  been affected b y  these weather  
conditions,  and this m a y  be t rue  also for o ther  par ts  in the  
world which experienced abnormal  meteorological  con- 
di t ions dur ing 1974. 
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Summary. For  rout ine  cytogenet ic  invest igat ions,  a simple banding t echn ique  on chromosomes  is described. Used on 
different  cell material ,  a visible banding appearance  is produced which makes  the  typ ing  of chromosomes  precise 
and fast. On 2 examples  of ca t t le  and rabb i t  chromosomes,  the  ident i f icat ion of a centr ic  fusion and a t r isomic is shown. 

Obwohl seit dem Erscheinen der ersten Ver6ffent l ichung 
fiber die F luoreszenzmethode  yon CASPERSSON et  al. I 
eine F lu t  yon Arbei ten  fiber dieses Thema  erschienen sind, 
soll hier dennoch nochmals  eine Methode beschrieben 
werden, die sich in den H~nden  des Verfassers seit  fiber 
drei  Jahren  bew~hr t  ha t  und yon den verschiedensten 
Ver6ffent l ichungen (M. SEABRIGHT 2, DRETS und SI~AW S, 
SCHNEDL 4) die gfinstigsten Bedingungen zu eigen machte .  
Die B~nderungsmethoden  werden nach den ersten eupho- 
r ischen Anf~ingen nunmehr  realistisch in die zytogenet i -  
schen Unte rsuchungen  e ingebaut  und haben  ihren Pla tz  
innerhalb  der Zytogenet ik  gefunden. (SELLES et al.5; 
STRANZINGER und F6RSTER6). ES soll hier aber  n icht  
verschwiegen werden,  dass eine direkte  1Jbernahme 
dieser Methode in einzelnen Labors  h~ufig deshalb nicht  
gelingt, weft meis t  sehr unscheinbare aber  wicht ige Ein-  
zelheiten nicht  beachte t  werden. In  dieser Arbei t  sollen 
deshalb ffir rout in ier te  Zytogenet iker  unwicht ige Detai ls  
besprochen werden, u m  eine Anwendung  ftir neue In-  
teressenten zu erleichtern. 

Material und Methoden. Die Ku l tu r  und Aufarbe i tung  
der Zellen oder  Gewebepr~para te  bis zum ObjekttrAger 
erfolgt  nach den fiblichen Methoden.  Als hypotone  L6- 
sung setzt  sich iiberall die 0,075 M KC1-L6sung durch. 
D a m i t  wird auch eine wei tgehende Standardis ierung der 
Behandlung  m6glich, da die Zei teinwirkung ebenfalls nur  
geringe Abweichungen erlaubt ,  ca. 7 Min. Einwirkungs-  
zeit  und 7 Min. Zentr i fugat ionszei t  sind als op t imal  an- 
zusehen. Kleinere Var ia t ionen sind m6glich und manch-  

real  auch n6tig, da das Zel lmater ia l  und das Al ter  der 
KC1-L6sung, die Tempera tu r  der L6sung (37 ~ und die 
Tempera tu r  im Labor  sich in der  Wirkung  gegenseit ig 
beeinflussen. Von entscheidender  Bedeu tung  ist  die An- 
fer t igung yon Tropfpr~Lparaten. I n  unserem Labor  h a t  
sich Iolgende Methode sehr bew~hrt ,  da  sie ebenfalls 
le icht  zu s tandardisieren ist:  Nur  trockene,  saubere und 
exak t  vorgereinigte  Obj ekt t r~ger  werden ffir die Prgpara-  
t ion verwendet .  Nach  der 3. F ix ie rung  mi t  3 Teilen Metha-  
nol  und 1 Teil Eisessig (t iefgekiihlt  im Gefrierfach bei 
--20~ wird die opt imale  Zel lkonzentra t ion eingestellt .  

Drei  Tropfen Zellfliissigkeit werden aus ca. 10 cm H6he  
(in kleinerem Abstand)  auf  den t rockenen  Objekt t r~ger  
aufgetropft .  Sofort  anschliessend wird e inmal  leicht  im 
rechten Winke l  auf  den Objekt t r~ger  geblasen, die 
f iberstehende Fli issigkeit  e inmal  l~ngs und einmal  an der 
schmalen oberen Seite des Objekt t r~gers  auf ein Fi l ter-  
papier  abgetropft .  
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Sofort anschliessend wird der Objekttr~iger im Ab- 
stand yon 20 cm unter einem HaarfSn (22 v, 300 w) 
mit  Warmluftgeblgse (bei 20 cm Abstand 40 ~ Temp. 
max. 52~ gehalten. Mall tl~lt den Objekttr~ger so 
lange unter die Warmluft,  bis das Antrocknen beobachtet 
werden kann. Zur I~berprtifung der richtigen Zellkonzei1- 
tration ulid Qualit~it des PrXparates soll der Objekttr~iger 
nun unter Phasenkontrast  betrachtet  werden. Es kann 
auch s0fort angefiirbt (nicht fiir die B~inderung) werden. 
Um m6glichst wenig Pufferl6sung ffir die F/irbulig im 
Labor zu verwenden, hat  sich der Boraxpuffer sehr be- 
w~ihrt. In 20 Teiten Pufferl6sung (pH 9,0) ulid eiliem Teil 
GiemsalOsung (Merck, Ka t . -Nr .  Art. 9204) werden die 

Objekttriiger in 4 Mill. gef~irbt. Zum Teil ist nach dieser 
F~h-bemethode schon eine leichte B~Lnderung der Chromo- 
somen zu erkennen. Sind in 4 Mill. die Objekte llicht aus- 
reichend angef~irbt, ist entweder die Giemsal6sung zu alt 
oder es stimmt die PufferlSsung nicht. Vor einer Uber- 
f~Lrbung ist abzuraten, da dann keine chromosomalen 
Eillzelheiten zu erkenlien sind. Ftir die eigentliche Band- 
f~irbung sind die frisch bereiteten Objekttr~iger nicht ge- 
eigliet, da Zellen dutch die Behandlung zu leicht zer- 
st6rt werden. 24 h in Zimmertemperatur reichen aus, um 
am n~chsten Tag die Bandf~irbung duEhfiihren zu 
k61inen, Objekte ~ilter als 14 Tage k6nneI1 mit  dieser 
Methode kaum geb~indert werden bzw. die B~inderungs- 

Fig. i. Bandkaryotyp einer Zen- 
tromerfusion beim Rind (~). 

Fig. 2. ]3andkaryotyp einer ahto- 
somalen Trisomie beim Kaninchen 
(~). 
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f requenz  wi rd  r eduz ie r t  (STRANZINOER 7). Die O b j e k t t r ~ g e r  
sol len f lach  auf  e inen  F ~ r b e r o s t  gelegt  u n d  m i t  dest .  
Wasse r  t ibe r sch ich te t  werden.  Sofor t  ansch l iessend  werden  
m i t  e iner  0 ,025%igen  T ryps in l6 sung  (37~ im p H  7,0 
die Objekttr~Lger vor s i ch t ig  i i be r seh ich te t  u n d  Each 20 
Sek. (Wahlweise  his  zu 2 Min. zu b e h a n d e l n )  w iede rum m i t  
dest .  H 2 0  abgespfi l t .  

Die W a h l  des T ryps ins  is t  yon  aussch laggebender  
B e d e u t u n g .  W i r  k o n n t e n  z. t3. m i t  d e m  T r yps i n  der  Fa.  
Merck  (Kat . -Nr .  Ar t .  9204) ke ine  B~inderung erzielen n n d  
v e r w e n d e n  ausschl iess l ich das  0, 25 %ige T r y p s i n  yon  Gib-  
co, Ka t . -Nr .  505, welches wir  n a c h  e r s t m a l i g e m  A u f t a u e n  
in k le inen  10 ml  P o r t i o n e n  nochma l s  einfr ieren.  Kurz  
vo r  d e m  F g r b e v o r g a n g  wird  die e n t s p r e c h e n d  ben6 t ig t e  
Menge T r y p s i n  a u f g e t a u t  u n d  aufgel6st  u n d  m i t  auf  37 ~ 
v o r g e w g r m t e m  S6rensen-Puf fe r  1 :10  ve rd i inn t .  Die Ver-  
d i i n n u n g  n i m m t  eine gelbe F a r b e  (sauer) a n  u n d  wi rd  m i t  
10%iger  B i k a r b o n a t l 6 s u n g  auf  F~trbeumschlag (yon gelb 
auI  rot) t i t r i e r t .  T ryps i n  (1 : 250) der  F i r m a  D I F C O  (Art.- 
Nr.  0152-13) wird  in P u l v e r f o r m  geliefert.  V e r d i i n n t  m i t  
(Mg +2 u n d  Ca +2 frei) Pucks  B S S - L 6 s u n g  b r i n g t  dieses 

T r y p s i n  ebenfal ls  gu te  B g n d e r u n g  (V~rANG et  al."). Die 
no twend ige  Auf l6sung  des T ryps ins  is t  j edoch  ein zu- 
sg tz l icher  A n f w a n d  gegeni iber  der  bere i t s  gebrauchs fe r t i -  
gen Gibco-Tryps in l6sung .  N a c h d e m  das  Tryps in ,  Each 
20 Sek. bis 2 Min. E inwi rkungsze i t ,  m i t  dest.  H aO abgespt i l t  
wurde ,  wird eine auf  60~ v o r g e w g r m t e  Giemsa-Borax -  
Puf fe r -L6sung  auf  die O b j e k t t r g g e r  gegeben u n d  n a c h  2 
Min. eine neue  in Z i m m e r t e m p e r a t u r  a u f b e w a h r t e  Giemsa-  
B o r a x - P u f f e r - L 6 s u n g  t ibersch ich te t .  Nach  we i t e r en  2 Min. 
k 6 n n e n  die O b j e k t t r g g e r  m i t  Le i tungswasse r  abgespi i l t ,  
ge t rockne t  n n d  u n t e r  d e m  1Viikroskop b e t r a c h t e t  werden.  
Sollte die ]3gnderung  zu schwaeh,  d .h .  die Ch r om os omen  

noch  d u r c h g e h e n d  n o r m a l  a n g e f g r b t  sein, so k a n n  de r  
F a r b s t o f f  m i t  F ix ie r l6sung  en t f e rn t ,  die O b j e k t t r g g e r  m i t  
dest.  H~O abgespi~lt  u n d  die TrTypsinbehandlung m i t  
ze i t l ichen Modi f ika t ionen  wiede rho l t  werden.  Es  k a n n  
ausse rdem empfoh len  werden,  dass  besonders  gu t e  Meta-  
p h a s e n  (kreisf6rmige Lage  de r  C h r o m o s o m e n  ohne  C b e r -  
l age rungen  u n d  B e r i i h r u n g e n  u n d  in de r  P r o m e t a p h a s e )  
in  den  K o o r d i n a t e n  reg i s t r i e r t  u n d  n a c h  jeder  Neube-  
h a n d l u n g  verg l i ehen  werden.  

M e t a p h a s e n  auf  e inem O b j e k t t r g g e r  s ind sehr  u n t e r -  
schiedl ich  s t a r k  g e b g n d e r t  u n d  m a n  k a n n  m i t  n u t  10% 
der  auf  d e m  O b j e k t t r ~ g e r  be f ind l i chen  M e t a p h a s e n  ffir 
eine A u f n a h m e  rechnen .  Die Dar s t e l l ung  einiger  B a n d -  
k a r y o t y p e n  bei  R i n d  u n d  K a n i n c h e n  soll die Differenzie-  
r ungsm6g l i chke i t en  speziel ler  C h r o m o s o m e n a n o m a l i e n  
aufzeigen.  

Zusarnmensetzung des Borax-Pu[Jers. 
Stamml6sung A: Bors/iure H3BO 8 MG 61,83, 0,2 M = 12,3 g/1 50 Teile 
StammI6stlng B: Natriumborat NaBO~ - 4  H20, MG 137,86 0,2 M = 
27,57 g/1 59 Teile 
mit dest. H20 aufftillen auf 200 Teile. 

Zusammenset~ung des S6rensen-PuJ]ers. 
S6rensen-Puffer (Each SCHNEDL ffir Bandf~irbung M[15 KH2PO,/ 
Na~HPO 4 mit einem pH yon 6,8). 
KHePO 4 MG = 136,09 - 1/15 M = 20,41 g/i 
Na2HPO 4 �9 2H20 MG = 177,99 - 1/15 M = 26,69 g/1. 
Der Gehalt an 3s Violet Bernthsen in Giemsal6sung ist yon 
Bedeutung und kann dutch leichtes Aufkochen aktiviert werden. 
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Summary. The  cons t ruc t i on  of a C la rk - type  PO 2 e lect rode is descr ibed.  The  e lec t rode  ha s  a t ip  d i a m e t e r  of less t h a n  
0.4 m m  a n d  a 95% response  t i m e  of a b o u t  2 sec. 

Fo r  inves t iga t ions  on  oxygen  t r a n s p o r t  in fish, a P O  2 
t r a n s d u c e r  was  desired t h a t  was  smal l  and  s t u r d y  enough  
for use in b lood vessels (t ip d i a m e t e r  less t h a n  0.5 ram),  
a n d  fas t  e n o u g h  to m o n i t o r  b lood PO2 changes  (95% re- 
sponse  t i m e  a t  mos t  2 sec). T he  m e m b r a n e - c o v e r e d  pola-  
rog raph ic  (Clark type)  P O  2 e lec t rode  is wide ly  used for in 
v ivo  m e a s u r e m e n t s  of o x y g e n  tens ion ,  a n d  m a n y  such  
electrodes  h a v e  been  descr ibed in t he  l i t e ra tu re .  Some of 
t h e m ,  h a v i n g  v e r y  smal l  t ips  (less t h a n  10 ~m)1,.2, were 
cons idered  to be  too  fragile. O the r s  h a v e  t ip  d i ame te r s  ove r  
0.8 m m  a-5, or are  too  slow". Th i s  p a p e r  descr ibes  t he  
cons t ruc t i on  of an  e lec t rode  t h a t  mee t s  t he  r e q u i r e m e n t s  
m e n t i o n e d  above.  

Construction o[ the electrode. Basica l ly  t h e  e lec t rode  
consis ts  of a p l a t i n u m  wire ( the ca thode)  sealed in glass. 
The  glass is coa ted  w i t h  s i lver  p a i n t  wh ich  resul t s  in  a 
s i lver  r ing  a t  t he  t ip  ( the anode).  The  t ip  is covered  b y  an  
e l ec t ro ly t e -abso rb ing  m e d i u m  over  wh ich  all oxygen-per -  
meab le  m e m b r a n e  is f i t ted .  

P l a t i n u m  wire  is coa ted  w i t h  glass b y  a modi f i ca t ion  of 
t h e  m e t h o d  descr ibed  by BALLINTtJN v (Figure  1, a, b a n d  
c). Then ,  e lectr ical  connec t ions  to  t h e  e lec t rode  are m a d e  
w i th  v a r n i s h - i n s u l a t e d  copper  wire (Figure 1, d). Con t ac t  
w i t h  the  c a t h o d e  (upper  knot )  is e s t ab l i shed  b y  s i lver  
p a i n t  (DAG $56 colloid s i lver  in solvent ,  Acheson  Col- 

l e iden  B. V., Scheemda ,  The  Ne the r l ands ) .  Also, a l ayer  
of s i lver  p a i n t  ( the fu tu re  anode)  is appl ied  f rom t h e  lower 
k n o t  d o w n  to  t h e  t ip  of t h e  e lec t rode  (Figure  1, e). Af te r  
a l lowing t he  p a i n t  to  dry,  t he  en t i re  e lec t rode  is i n su la t ed  
b y  d ipp ing  i t  in to  ch lo ro fo rm-d i lu t ed  epoxy  res in  (resin 
A W  106, h a r d e n e r  953U, C I B A  AG, Basel,  Swi tzer land) .  
T h e  res in  is b a k e d  for  h a l t - a n - h o u r  a t  80~ 3 to  5 of such  
layers  are appl ied.  A piece of glass t u b e  f i t t i ng  a r o u n d  t he  
k n o t s  is f ixed to  t he  electrode,  us ing  u n d i l u t e d  epoxy  res in  
(Figure 1, f). Th i s  p ro t ec t s  t he  connec t ions  a n d  fac i l i t a tes  
h a n d l i n g  of t he  electrode.  

The  t ip  of t he  electrode,  wh ich  ha s  become  covered  w i t h  
p a i n t  a n d  resin, is g round  to  a s l igh t ly  convex  shape  on  a 
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