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schlauch-Anschluss versehen und iiber denselben mit einer
leeren Probenkapillare verbunden, deren anderes Ende
man in den Verdampferraum des Gaschromatographen
einfithrte. Aus Griinden der Betriebssicherheit diente He-
lium anstelle des im iibrigen geeigneteren Wasserstoffs als
Trigergas. In allen Féllen betrug die Verdampfertempera-
tur etwa 150°C, die Abschwichung 1 X 4, der Messbereich
des Schreibers 1 mV.

Bei der gaschromatographischen Untersuchung der
acetylierten Alkohole wurden nacheinander die folgenden
Operationen durchgefithrt: 1. Man begann eine Zeitmes-
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Fig. 2. a) Peak A: Decylacetat, aus 1 ng 1-Decanol entstanden;
b) Peak B: 1 ng 1-Decanol.
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sung und 6ffnete den Kolonnenofen. 2. Die leere Proben-
kapillare wurde aus dem Verdampferraum abgezogen und
von der Trennkapillare gelost. 3. Man liess 15 sec verstrei-
chen (vom Moment an gerechnet, wo der Kolonnenofen
gedffnet worden war), um den zunichst in der Trennka-
pillare herrschenden Uberdruck auf Atmosphidrendruck
absinken zu lassen. 4. Die den acetylierten Alkohol ent-
haltende Probenkapillare wurde mit der Trennkapillare
verbunden; das andere Ende der Probenkapillare fithrte
man in den Verdampferraum ein. 5. Man schloss den Ko-
lonnenofen und markierte auf dem Schreiber den Start des
Gaschromatogramms.

Das Gaschromatogramm des acetylierten 1-Decanols ist
in Figur 2 a abgebildet: Peak A entspricht dem aus 1 ng
1-Decanol gebildeten Decylacetat. Figur 2b zeigt ein
unter denselben Bedingungen aufgenommenes Gaschro-
matogramm des Ausgangsmaterials: Peak B entspricht
1 ng 1-Decanol®.

Summary. An acetylation procedure for nanogram
amounts of alcohols is described.
S. HuwyLER
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8 K. Gros und G. Gros, J. Chromat. Sci. 7, 584 (1969).

4 K. Gros und G. Gros, J. Chromat. Sci. 8, 635 (1970).

5 K. Gros und G. Gros, Chromatographia 5, 3 (1972).

8 K. Gros, Helv. chim. Acta 57, 718 (1968).

7 Bezugsquelle: H. J. JAEGeGI, Laboratorium fiir Gaschromatogaphie,
CH-5642 Miihlau (Schweiz).

Herrn Prof. Dr. K. GroB bin ich fiir Beratungen bei der Durch-
fiihrung der Gaschromatographie zu grossem Dank verpflichtet.
Die Entwicklung von Ultramikromethoden geschieht im Auftrag
von Herrn Prof. Dr. M. ViscontiNt und wird vom Schweizerischen
Nationalfonds zur Foérderung der wissenschaftlichen Forschung
unterstiitzt.

o

A Reassessment of the Use of Modified Tyrode’s Solution as a Physiological Medium for Suspension

of Isolated Platelets

At the present time one of the most common methods
used in the study of factors affecting aggregation in vitro
_is the method of BornN?! in which changes in light trans-
mission caused by aggregation of stirred platelet-rich-
plasma or isolated platelets suspended in physiological
media is recorded. The extent of aggregation has been
shown to be dependent upon the pH of the suspending
medium because maximal aggregation occurs at pH 8.0
while no aggregation occurs below pH 6.4%3 or above
pH 104

In studies using isolated platelets (as well as diluted
platelet-rich-plasma) a modification of Tyrode’s solution
(Composition per liter: 9.0 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.0 g
NaHCQO,, 0.05 g NaH,PO,, 1.0 g dextrose) has been used
quite extensively as a physiological medium in which
platelets are suspended?®-7. However, because sodium
bicarbonate (NaHCQO;) is the principal buffer used in this
preparation and because elevations of temperature and
agitation might result in a loss of carbon dioxide (CO,)
and thus cause an increase in the pH of the suspending
medium, it was of interest to determine if a change in pH
of the Tyrode’s medium would be rapid enough to possibly
influence these turbidometric measurements.

The results of these studies are shown in the Figure.
The lower curve (closed circles) represents modified
Tyrode’s solution (arbitrarily adjusted to pH 7.15) main-
tained at approximately 37°C without agitation. As shown,
the pH is unaltered over the first 10 min followed by a
gradual increase of 0.15 pH units after 25 min. In the
second part of this study an aliquot of modified Tyrode’s
solution was placed in a cuvette which was then posi-
tioned in the sample compartment of a Beckman DBG
spectrophotometer maintained at 37°C. Agitation of the
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cuvette contents at a rate identical to that used in platelet
aggregation studies was provided by a mixer mounted on
a removable sample compartment cover®-10. As seen in
the Figure (open circles) there is a very rapid increase in
pH of the suspending medium with time, which would
result in an exaggerated increase in aggregation patterns
as the pH of the medium approached that of the aggrega-
tion optimum of 8 .This could serve as a possible explana-
tion of the observation by Kerpy and Tavror!! that the
degree of aggregation (induced by ADP or palmitate) of
washed human platelets suspended in a bicarbonate
containing Krebs-Ringer medinm was greater than that in
a phosphate containing Krebs-Ringer medium.
Introduction of a 959, 0,-5%, CO, atmosphere in the
sample compartment results in a decrease in the pH of the
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Effect of Various Treatments on the pH of modified Tyrode’s solu-
tion. No agitation at 37°C (Closed circles), agitation at 37°C (open
circles) and agitation at 37°C in the presence of a 95% 0,~5% CO,
atmosphere (broken line).
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suspending medium (broken-line) and a return to the
initial base value. This medium can therefore effectively
be used if there is an atmosphere containing a small
amount of CO, present during turbidometric monitoring
of aggregation. Moreover, the presence of oxygen in the
gaseous atmosphere would also tend to approximate
physiological conditions more closely.

In other studies (not quoted) we have employed T7is
{tris (hydroxy-methyl) aminomethane buffer] (1.45 g/1} in
place of NaHCO; in the modified Tyrode’s solution. At this
concentration T7is had no effect on platelet aggregation
and would thus function to maintain normal pH levels
without the requirement for a specific gaseous atmosphere
in the sample compartment of the spectrophotometer
during turbidometric measurements of platelet aggrega-
tion.

Résumé. 1. ’agitation constante de la solution de Tyrodes
modifieé, un moyen physiologique fréquemment utilisé
pour resuspendre les plaquettes isolées ou pour diluer le
plasma riche en plaquettes durant le contréle turbidi-
métrique de I'aggrégation, cause une augmentation
rapide du pH. De ce fait, V'introduction d’un mélange de
95% O, a 5% CO, dans le compartiment d’échantillon du
spectrométre réduit le pH de cette solution a son taux
original.
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Technique nouvelle d’étude des phénoménes de transport dans le protonéma des Bryales

La morphogénese des végétaux supérieurs et des cham-
pignons! est trés souvent contrélée par des phénomeénes
de transport de métabolites entre les diverses parties de
I'organisme. Un centre de synthéses actives détourne a
son profit les éléments nutritifs ou les hormones: une
carence peut alors étre créée au niveau des organes domi-
neés.

Nombreux sont les résultats qui, pour les Bryales, sont
apparemment favorables a cette conception. Les cellules
apicales responsables de la croissance des filaments
seraient les centres d’appel actif de métabolites. Cepen-
pant, chaque filament du protonéma est entouré par un
mince film d’eau, et d’intenses phénoménes de diffusion
rendent difficilement interprétables les résultats obtenus.
Quelquesoit latechniqueutilisée : application desubstances
diverses sous la forme d’un petit blo¢ d’agar déposé sur les
axes, ou technique des milieux de composition différente,
séparés par une discontinuité?, la diffusion est telle, au
niveau du film aqueux, que les molécnles agissent aussi
bien en avant qu’en arriére du point d’application.

Les expériences réalisées par BRANDES? n’ont pas
apporté d’amélioration trés nette de la technique: les

cultures en croissance sur de la cellophane en contact avec

des anneaux de gélose sont mises en présence de 32P et la
radioactivité est testée par autoradiographie. La cello-
phane permet une trop grande diffusion du phosphate
radioactif.

Nous avons mis au point sur le Ceratodon purpureus
(Hedw), une technique qui élimine ce phénomene de diffu-
sion. Les cultures de protonema du Ceratodon purpureuns
(Hedw.) sont réalisées en boites de Pétri, étanche «Falcon»
(Poly-Labo, Strasbourg) plastique, d’un diamétre égal a
50 mm et d’'une hauteur de 12 mm. 3 mm de milieu A
(KorLER?®) glucosé a 5 g/l, sont répartis dans chaque boite
de Pétri et recouverts d’une feuille de cellophane stérile
selon la technique de Borp, JaHN et KLEINY. Aprés I'ino-
culation, les boites sont mises & incuber 4 1’étuve a 23°C+
1°C a l'obscurité.

30 h aprés I'inoculation, les spores germent. Les tubes
germinatifs sont de longs filaments ramifiés qui s’orientent
verticalement en direction du couvercle sur lequel ils
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