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s eg m en t  and  lef t  in t he  cord  for subsequen t  his tological  
cont ro l  of t he  needle  t r a c k ;  t he  var ious  dep ths  f rom 
which recording  was m a d e  dur ing  the  course of the  
e x p e r i m e n t  were e s t i m a t e d  wi th  a m ic rome te r  gauge. 
The  in t race l lu la r ly  recorded  in t e rneu ron  ac t i v i t y  could 
be d i s t inguished  f rom s imi la r ly  recorded mo toneu ron  
po ten t ia l s  by  the  absence of the  typ ica l  p ropaga ted  
response to  an t i d romic  v e n t r a l  root  s t imula t ion  descr ibed 
b y  BROCK, COOMBS and  ECCLES t, and  was fur ther  
ident i f ied  by  cha rac t e r i s t i c  spike forms and discharge 
pa t t e rn  2. To  electr ic  single shock  s t imula t ion  of the  
dorsal  root ,  t he  v e n t r a l  horn  in t e rneuron  responds-- fo l -  
lowing  s t imulus  ra tes  up to  20--30 per s - -wi th  a single 
spike or  a series of up to 6 or 7 discharges depending  
upon the  s t imulus  s t r e n g t h ;  m i n i m u m  la tency  observed  
was 1.0 ms. The  ave rage  va lues  of the  m e m b r a n e  poten-  
t ia ls  v a r i e d  be tween  40 and 60 MV, the  spikes a m o u n t i n g  
to  a b o u t  80 % of these  values.  Occas ional ly  m e m b r a n e  
po t en t i a l  va lues  as high as 80 MV were observed  in 
c o m b i n a t i o n  wi th  spike po ten t ia l s  overshoot ing  about  
10 %, a p p a r e n t l y  r ep resen t ing  ideal  recording condi t ions.  
The  ave rage  du ra t i on  of the  spike po ten t ia l  was 0.7 ms. 
(Of. WOODBURY and  PATTON'S s da t a  for t ype  I I  units).  

T h e  func t iona l  analys is  has  been based on successful 
record ings  f rom a b o u t  200 ven t ra l  horn  in terneurons ,  
t he  res t ing  p o t e n t i a l  va lues  of which kep t  cons t an t  
du r ing  5 up to  40 min.  A d e q u a t e  s t imula t ion  of var ious  
ex te ro-  and  p rop r iocep t ive  receptors  as well as e lectr ical  
s t imu la t ion  of d i f ferent  muscle and skin nerves  was used. 
Some of t he  cells inves t iga ted  discharged only  af ter  
app l ica t ion  of a f fe ren t  s t imuli ,  while others  ma in t a ined  
a con t inuous ,  more  or  less regular  discharge of m a x i m a l l y  
50-60 per  s. W h e t h e r  p re -ex i s t an t  or  induced f rom some 
known  source,  t he  in t e rneuron  a c t i v i t y  could  be e i ther  
increased  in f r equency  (up to more than  20C per  s) or  
r educed  (down to zero) by  afferent  s t imula t ion .  Ac- 
cord ing  to t he  p a t t e r n  of response to var ious  types  of 
a f fe ren t  inflow, a func t iona l  classif ication of the  neurons  
could  be made .  U n d e r  g iven  expe r imen ta l  condi t ions,  
ce r t a in  ceils were  exc lus ive ly  a c t i v a t e d  by the  af ferent  
inf low f rom one muscle  (or group of synergis t ic  muscles) ; 
o thers  could  be inf luenced f rom two or more func t iona l ly  
d i f ferent  muscles,  while a great  n u m b e r  of in te rneurons  
showed  a conve rgence  f rom ex te rocep t ive  (touch, pres- 
sure, pain) as well  as p ropr iocep t ive  sources on bo th  
ipsi- and  con t r a l a t e r a l  sides. Ceils responding  on ly  to 
e x t e r o c e p t i v e  s t imul i  were c o m p a r a t i v e l y  scarce in the  
v e n t r a l  p a r t  of  the  cord.  An example  of a c o m m o n  t y p e  
of response  p a t t e r n  is t he  fol lowing:  t he  discharge fre- 
q u e n c y  of  a con t i nuous ly  f i r ing in t e rneuron  was increas-  
ed  by  s t r e t ch  of t he  ips i la tera l  quadr iceps  muscle as well 
as by  pressure  appl ied  to  the  con t r a l a t e ra l  pad,  the  two  
s t imul i  e v e n t u a l l y  s u m m a t i n g ,  while an equa l  s t imula-  
t ion of the  ips i la tera l  pad  caused a decrease of the  
p reva i l ing  d ischarge  r h y t h m ,  a t  a more  in tense  s t imulus  
s t r eng th  lead ing  to  comple t e  cessat ion of the  spike 
ac t iv i ty .  Descend ing  a c t i v i t y  f rom sup ra segmen ta l  
levels,  o r ig ina t ing  e.g. f rom recep t ive  areas  of t he  foreleg, 
was observed  to  conve rge  on the  same  neuron.  Cells of 
rec iprocal  b e h a v i o u r  were  s i tua ted  ad j acen t  to  the  cell 
descr ibed,  an  a r r a n g e m e n t  a p p a r e n t l y  charac te r i s t i c  of 
the  o rgan isa t ion  of the  i n t e rneu ron  sys t em s tudied.  No t  
only  wi th  na tu ra l  bu t  also wi th  ar t i f ic ia l  s t imula t ion ,  

1 L. B. BROCK, J. S. COOMBS, and J. C. ECCLES, J. Physiol. 117, 
431 (1952). 

J. W. WOODBURY and H. D. PATTON, Sympos. Quant. Biol. 17, 
185 (1952). 

a j .  W. WOODBVRY and H. D. PATTON, Sympos. Quant. Biol, 17, 
185 (1952). 

f ac i l i t a to ry  and  inh ib i to ry  processes in t e rms  of modula -  
t ion  of d ischarge  f r equency  were obse rved ;  t hus  for 
ins tance  in t e rneu ron  discharge  m a i n t a i n e d  by  af ferent  
inf low f rom the  gas t rocnemius  muscle  was inh ib i ted  by  
electr ic  s t imu la t ion  of the  sural  nerve .  

D a t a  ava i lab le  f rom expe r imen t s  wi th  in t race l lu lar  
recordings  on mo to r  cells under  iden t ica l  s t imulus  condi-  
t ions  1 ind ica te  t h a t  med ia t i on  of a c t i v i t y  f rom the  in ter -  
neurons  is responsible  for t he  exc i t a t i on  of nea r -by  moto r  
cells. U n d e r  these  premises  it  is obvious  t h a t  mere  ces- 
sa t ion  of the  i n t e rneu ron  a c t i v i t y  cons t i tu tes  an effect ive  
inh ib i to ry  m e c h a n i s m  in segmen ta l  ref lex  processes. 

The  in te rneurons  s tud ied  were found to  be suscept ible  
to cer ta in  changes  in the  chemica l  mi l ieu:  d ie thy l  p- 
n i t r opheny l  phospha te ,  an i r revers ible  chol inesterase  
inhibi tor ,  e l ic i ted burs t s  of d ischarges  fol lowed by  a 
lowered exc i t ab i l i t y ;  also a decrease of the  res t ing 
po ten t i a l  va lue  was observed.  Norad rena l ine  in t ra-  
a r t e r i a l ly  in jec ted  in doses of a few /,g per  kg body-  
weigh t  was observed  to inf luence the  discharge r h y t h m  
and also to  change  the  response p a t t e r n  of a g iven cell 
so t h a t  p rev ious ly  non-ac t ive  af ferent  sources became  
effect ive.  The  d i rec t  record ing  of such changes  in 
a n a t o m i c a l l y  and  func t iona l ly  def ined  in te rneurons  
reveals  obv ious  m e c h a n i s m s  for t he  effects  of these 
subs tances  on spinal  reflexes,  but ,  as emphas ized  in 
connec t ion  with  s imi lar  s tudies  on the  f rog 's  spinal  cord S , 
the  d e m o n s t r a t i o n  of effects  on in t e rneuron  a c t i v i t y  per 
se does no t  exc lude  o the r  sites of p r i m a r y  act ion.  

G. M. KOLMODIN and  C. R.  SKOGLUND 

Department o~ Physiology, Karotinska Institutet, Stock- 
holm 60, June  26, 195,f. 

Zusammen]assung 

Mit intrazel lulAren E l e k t r o d e n  wurden  an der  Ka tze  
die F u n k t i o n e n  der  Zwischenneuronen  im Vorderhorn  
des 7. L u m b a l s e g m e n t s  des R i i ckenmarks  un te r such t  
und ihre e lek t r i schen  E igenscha f t en  kurz  erw/ihnt .  Auf  
Grund  ihrer  R e a k t i o n  auf  ad / iqua te  a f fe ren te  Re izung  
konn ten  die e inze lnen  Neuronen  klass i f iz ier t  werden ;  
sowohl  Er regungs-  wie H e m m u n g s p r o z e s s e  - wie sic als 
F requenz / inde rungen  der  Ak t ionspo t en t i a l e  zum Aus- 
d ruck  k o m m e n  - wurden  demons t r i e r t .  E in ige  bei che- 
mischen  Mi l ieuver / inderungen  bewirk te  E f f ek t e  wurden  
auch s tudier t .  

I G. M. KOLMODIN, unpublished results. 
2 G. M. KOLMODIN and C. R. SKOGLUND, Acta phys. scand. 29, 

Suppl. 106, 503 (1953). 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

Die S/ iuref / i l lung der S e r u m p r o t e i n e  x 

Die Pr t i fung  des F i l t r a t e s  yon m i t  Siiure gef locktem 
Serum 1 zeigt,  dass die Fi i l lung n u t  be im e rh i t z t en  An- 
satz  vol l s t~ndig  ist. U m  festzuste l len,  welcher  Ante i l  des 
N a t i v s e r u m s  durch  die S~tuerung ausf~illt und  worauf  die 
Ver i inderungen  du t ch  H i t ze  beruhen ,  wurden  5mal 
(Abb. 1-4:  a-e) 5 ml  Se rum 1:10  m i t  A q u a  dest.  ver-  
d t inn t  und jeweils  gekoch t  und  roh  m i t  soviel  n/100 HC1 
verse tz t ,  dass eine l ineare  S~tureverdfinnungsreihe zwi- 
schen den P u n k t e n  der  beg innenden  Tr i ibung  und kurz 
vor  der  vbll igen Kl~trung resul t ier te .  Die Sed imen te  wur- 

1 K. SIMON, Exper. 8, 55 (1952). 
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d e n  a b z e n t r i f u g i e r t  u n d  d u r c h  Z u g a b e  y o n  je 0,2 m l  
Michae l i s -Pu f fe r  gel6st .  Die I~bersUinde w u r d e n  d u r c h  
X q u i v a l e n t e  M e n g e n  n / lO  N a O H  n e u t r a l i s i e r t  u n d  at le  
P r o b e n  m i t  A q u a  des t .  a u f  g le iches  V o l u m e n  g e b r a c h t .  
Die  Ans~itze w u r d e n  d a n n  m i t t e t s  P a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  ~ 
u n d  e ine r  c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  M e t h o d e *  a u f  ih re  Zu-  
s a m m e n s e t z u n g  gepr i i f t .  Als  K o n t r o l l e n  l ie fen  u n b e -  

l in n o c h  das  de r  G l o b u l i n e  u n t e r e i n a n d e r  m e r k l i c h  ge- 
~indert wird.  H i n g e g e n  v e r s c h i e b t  s ich m i t  z u n e h m e n d e r  
S~iuerung das  Verh~i l tnis  d e r  ausgef~il l ten G l o b u l i n e  
d e u t l i c h  z u g u n s t e n  d e r  r a s c h e r  w a n d e r n d e n  F r a k t i o n e n  
(Abb.  3). W u r d e n  S e d i m e n t e  u n d  l~bers t i inde  wiede r  
ve re in ig t ,  so e r g a b e n  s ich  5 im Be re i ch  d e r  F e h l e r g r e n z e  
i d e n t i s c h e  K u r v e n ,  die d e m  O r i g i n a l s e r u m  e n t s p r a c h e n .  

Sv Sn atJ aS bU bS 

cU ¢S dl]r dS eU eS 

:J m 
Abb. 1. Sv = Serum verdfinnt, Sn = Normalserum, Chromatogram- 
me a-e yon 0berstand (~) und Sediment (S) mit Sgure gef/illten 

Serums. 

h a n d e l t e s  (0) u n d  e in  Se rum,  welches  e b e n s o  wie P r o b e  
(e) b e h a n d e l t ,  a b e r  n i c h t  z e n t r i f u g i e r t  w u r d e  (v), mit .  

I h r e r  W a n d e r u n g s g e s c h w i n d i g k e i t  i m  e l e k t r i s c h e n  
F e l d  n a c h  g e h 6 r e n  die aus  N a t i v s e r u m  gef~ l l t en  P r o t e i n e  
a l l en  G l o b u l i n u n t e r f r a k t i o n e n  an.  N u t  im Z e n t r u m  des  

x, 

8/ar? 
Abb. 2. Pherogramme yon Normalserum und Sedimenten. 

a-e 8fach konzentriert. 

F ~ t l u n g s b e r e i c h e s  flillt  e ine  S p u r  A l b u m i n  m i t  au s  
(Abb .  2). Das  Q u a n t u m  is t  j e d o c h  so ger ing ,  dass  i m  
D i s s o z i a t i o n s r e s t  w e d e r  da s  Verh / i l t n i s  A l b u m i n  : Globu- 

d 

v a b ¢ d ¢ 

Abb. 3. Globuline als 1/200 des Gesamtglobulins. 

I m  C h r o m a t o g r a m m  l~ss t  s ich  d e u t l i c h e r  ats  in  d e r  
E l e k t r o p h o r e s e  ein ge r inge r  A l b u m i n a n t e i l  i m  S e d i m e n t  
fes t s te l l en .  Die S V a n d e r u n g s g e s c h w i n d i g k e i t  d e r  G l o b u -  
l ine  is t  h i e r  a b e r  ehe r  v e r r i n g e r t .  

Die n a c h  E r h i t z e n  erz ie l te  F~illung lXsst s ieh t r o t z  ih re r  
Mass igke i t  in den  e r s t e n  zwei P r o b e n  bei  5000 T o u r e n  
n i c h t  a b z e n t r i f u g i e r e n .  I n  den  zwei f o l g e n d e n  (c, d) i s t  
die F l o c k u n g  q u a n t i t a t i v ,  u n d  e rs t  bei de r  l e t z t e n  (e) i s t  
i m  IDbers tand  Eiweiss  n a c h z u w e i s e n .  Das  g e k o c h t e  
S e r u m  liess s ich  bei  uns  wie a n d e r n o r t s  1 wede r  e l ek t ro -  

Sv Sn cU cS dO dS eU eS 

Sn Sv cO cS dO dS eU eS 

Abb. 4. Pherogramme und Chromatogramme hitzedenaturierten und 
siiuregef/illten Serums. 

Sv = Serum verdfinnt gekoeht, Sn = Serum koaguliert. 

p h o r e t i s c h  n o c h  c h r o m a t o g r a p h i s c h  f r ak t i o n i e r en .  Wie  
die O r i g i n a l p h e r o g r a m m e  (Abb.  4) zeigen,  r e a g i e r t  dieses  
P r o d u k t  n a c h  b e i d e n  M e t h o d e n  wie e in  r a s c h  w a n d e r n -  
des  Globu l in .  

Be i  d e r  d u r c h  B e h a n d l u n g  m i t  v e r d i i n n t e n  S i iu ren  
aus fAl lba ren  F r a k t i o n  h a n d e l t  es s ich  a lso  n i c h t ,  wie 
v e r m u t e t  2, u m  das  E u g l o b u l i n  d e r  S a l z f r a k t i o n i e r u n g ,  

1 W. GRASSMANN und K. HANNIC, Hoppe-Seyler's Z. 290, 1 
(1952). 

I K. SIMos, Med. Mschr. 8, 107 (1954). 

1 V. D. SCHEER, R. W. G. WYCKOFF und F. L, CLARKE, J. Immu- 
nol. 40, 39 (1941). 

W. SEITZ, Klin. Wschr. 25, 321 (1947). 
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sondern um kleine Anteile aller Globulinfraktionen. Die 
Ergebnisse fiihren zu dem Schluss, dass bei zunehmender 
Absorption yon Kationen nur diejenigen Proteine im 
Sediment bleiben, denen anionische Gruppen verbleiben, 
die also nach Auflbsung im alkalischen Barbi turat-  
puffer am schnellsten zur Anode wandern. Das wfirde 
bedeuten, dass bei einem gegebenen pH nur ein Tell der 
Globuline mit  Kationen abgesltttigt wird, wAhrend ein 
anderer anionische Gruppen beh~ilt, sei es, dass diese im 
Innern des gekn~iuelten Molekiils liegen, sei es, dass 
jedes Proteinmolekiil  gleichviel Kat ionen absorbiert, 
ohne Riicksicht auf die Zahl seiner negat iven Gruppen. 
Letztere Auffassnng steht  zuniichst im Widerspruch zum 
Massenwirkungsgesetz. 

Bei der Hi tzedenatur ierung wird elektrophoretisch 
wie chromatographisch ein Ladungsausgleich beobach- 
tet. Daraus resultiert  auch die einheitliche F~illbarkeit. 
Die Gesamtzahl  der ionisierten Gruppen wird durch die 
Denaturierung nicht ge~indert, wie der unverlinderte 
S~tureverbrauch beweist L 

I f .  Simon 

Medizinische Universitiits-Poliklinik, Mfinchen, den 
,1. Dezember 1953 ~. 

Austausch des 01s dutch diese Mischungen bietet  keiner- 
lei Schwierigkeiten. Bis je tz t  wurden mit  der neuen 
Methode Zellkerne aus Erythrozyten  von Scyllium, aus 
dem Hepato-Pankreas  des Octopus und der Leber der 
Maus isotiert. 

Da die Zellkerne nut  mit  Paraffin61, Tetrachlorkohlen- 
stoff und Petrol~ither in Berfihrung gekommen sind, 
kann angenommen werden, dass sic nur geringfiigige 
VerAnderungen erfahren haben. Lediglich Fe t te  und freie 
Lipoide dtirften teilweise extrahier t  worden sein. 

M. BEHRENS 

Physiologisch-chemisches Insti tut  der Medizinischen 
A kademie der Justus-Liebig-Hochschule, Giessen, und 
Zoologische Station, Neapel, 25. Oktober 1954. 

Summary  

A new method to obtain cells and tissue ingredients 
almost unal terated is described. The tissue is emulsified 
in an indifferent oil in which process the different 
histological structures are separated into the different 
droplets. Separat ing similar droplets, it is possible to 
gain single cells and tissue components.  

Summary  

Diluted serum was treated with diluted acid. Between 
pH 6-8 and 6.5 a part  of the globulines is precipitated 
whose composition changes in favour of the more 
rapidly migrat ing fractions with rising pH. Sera de- 
na tura ted  by heat  are flocculated quant i ta t ive ly  and 
behave like one monodisperse protein also in electro- 
phoresis and chromatography.  This leads to the con- 
clusion, other  than after denaturat ion,  that  negative loads 
of nat ive proteins possess different strengths of absorp- 
tion toward H' .  

1 K. SIMOn, Exper. 8, 55 (1952). 
Gegenw~rtige Adresse: M(inchen-Solin, Whistlerweg 21. 

PRO EXPERIMENTIS 

Ein neuer  W e g  zur  G e w i n n u n g  v o n  Ze l l en-  und  
G e w e b e b e s t a n d t e i l e n  

Zellen- und Gewebebestandteile lassen sich nach Ge- 
friertrocknung in ~nicht w~issrigem,, Milieu (BEHRENS, 
1929) oder nach Homogenisieren in ~wAssrigem~ Milieu 
(BENSLEY, 1934; DOUNCE, 1943) gewinnen. Bei beiden 
Methoden wird der urspriingliche Zustand der histolo- 
gischen Gebilde verAndert. Der Wef t  der Trennungen 
wird dadurch wesentlich gemindert .  Es wurde versucht, 
ein besseres Trennverfahren zu finden. Folgender  ~Veg 
erwies sich Ms gangbar:  

Die zu trennenden Gewebe werden in einem indiffe- 
renten ~1 (Paraffin61) emulgiert.  Die histologischen 
Strukturen verteilen sich dabei, wie die mikroskopische 
Untersuchung zeigt, auf die versehiedenen Teilchen der 
dispersen Phase. Es gelingt nun, gleichartige Teilchen 
abzutrennen und damit  best immte Zellen- und Gewebe- 
bestandteile zu gewinnen. Die Trennung kann nach der 
Gr6sse durch dosiertes Zentrifugieren der Emulsion oder 
nach dem spezifischen Gewicht in geeigneten Tetra- 
chlorkohlenstoff-Petrol~tther-Mischungen erfolgen. Der 

PRO E X P E R I M E N T I S  

A n e w  Method  for M e a s u r i n g  M e m b r a n e  
Potent ia l s  wi th  Externa l  E lec trodes  

The true value of membrane potentials of biological 
core conductors can only be measured with external 
electrodes if the flow of injury current  between a normal 
and an injured or depolarised part  of membrane  can be 
prevented by 
(i) compensating the potent ial  drop which is at the 

origin of current  flow 1, or 

(ii) increasing the longitudinal  resistance of the outer 
medium. 

Current flow in the core and in the outer medium in 
fact reduces the true value of the membrane potential  
measured with external  electrodes by the short-circuit- 
ing factor 

r l+  r, 

where r 1 and r2 are longitudinal resistances of the external 
and internal  medium per unit  length respectively. 

An increase of r, to much higher values than  r 2 will 
therefore tend to increase the short circuiting factor to 
unity. The potent ial  measured with external  electrodes 
will thus approximate  the true membrane  potential  of 
the uninjured membrane.  These conditions can be 
realised by the following procedure:  

A bundle of myel inated nerve fibers of a frog is intro- 
duced into a hole of slightly greater  diameter  through 
which an isotonic sucrose solution of at least 2 × 10 e/2 
cm specific resistance flows at constant  rate. The inflow 
of sucrose is made in the middle of the hole and the out- 
flowing sucrose is spilled away by RINGER or test  solu- 
tions flowing through vert ical  channels at both ends of 

1 A. F. HUXLEY and R. STX~tPFLI, J. Physiol. 112, 476 (1951). 


