
15. VI. 1966 Specialia 413  

s ta in ing.  Th i s  specific r educ t i on  or d i s a p p e a r a n c e  of t he  
yel low f luorescence of the  p la t e l e t s  in the  presence  of the  
an t i gen  cons t i t u t e s  a pos i t ive  tes t .  

{c) Thin gel eIectrophoresis histamine assay. Pla t e l e t - r i ch  
p l a s m a  was o b t a i n e d  b y  sp inn ing  hepar in ized  b lood for  
10 min  a t  2500 rpm.  Al iquots  (0.5 ml) were i n c u b a t e d  for  
30 m i n  a t  37 ~ w i t h  and  w i t h o u t  egg a l b u m i n  in v a r y i n g  
concen t ra t ions .  Fol lowing th i s  a 2 m i n  h igh-speed  spin  
a t  8000 r p m  p e r m i t t e d  r e m o v a l  and  d i sca rd ing  of super -  
ha te .  Add i t i on  of 0.03 ml  of dis t i l led wa te r  re leased t he  
h i s t a m i n e  f rom res idua l  p l a t e l e t  plug. Af te r  a second 
h igh-speed  spin, t he  dist i l led w a t e r  s u p e r n a t e  was p laced  
in a 1 m m  micro-wel l  in a t h i n  aga r  gel. 10 m i n  of electro-  
phores is  (Turne r  Model  310, 200 V, 30 mA) was fol lowed 
b y  spraying ,  f i rs t  w i t h  0 . 2 N  N a O H  a n d  t h e n  w i th  1% 
0 - p h t h a l a l d e h y d e  in xylene  a. B y  read ing  w i t h  t r a n s m i t t e d  
UV- l igh t  (3650 A) i t  was possible  to  see h i s t a m i n e  as a 
d i s t i nc t  s epa ra t e  b lue  f luorescen t  spo t  (Figure) .  

Results. Direc t  basoph i l  d e g r a n u l a t i o n  tes t s  were done  
on  the  15 sensi t ized r a b b i t s  a t  1 (Table),  2, and  3 m o n t h s .  
A t  2 mon ths ,  12 of t he  r a b b i t s  st i l l  h a d  a pos i t ive  basoph i l  
t e s t  b u t  on ly  6 exh ib i t ed  a d rop  in n u m b e r  of ove r  50%.  
B y  3 m o n t h s ,  11 of the  15 r a b b i t s  sti l l  h a d  a pos i t ive  
basoph i l  tes t ,  b u t  on ly  4 showed  t he  d iagnos t ic  ba soph i l  
drop.  

A t  2 a n d  aga in  a t  3 m on t hs ,  all  15 of t he  sensi t ized 
r a b b i t s  showed a pos i t ive  p l a t e l e t  h i s t a m i n e  s t a in  tes t .  
]By con t ras t ,  all of the  con t ro l  r a b b i t s  showed  n o r m a l  

h i s t a m i n e  s t a in ing  of t he  p la t e l e t s  exposed  to  t he  egg 
a lbumin .  F ina l ly ,  i t  was possible  in 13 of these  15 r a b b i t s  
to  show on  t h i n  gel e lec t rophores i s  t h a t  p l a t e l e t s  f rom t h e  
sensi t ized r a b b i t s  re leased t he i r  h i s t a m i n e  u p o n  exposure  
to the  a lbumin .  I n  t he  o t h e r  2, h i s t a m i n e  was n o t  de- 
t e c t ab l e  in t he  p la te le t s  us ing  t he  regu la r  q u a n t i t i e s  of 
b lood employed  b y  us. None  of t he  10 con t ro l  r a b b i t s  
showed  loss of p l a t e l e t  h i s t a m i n e  w h e n  i n c u b a t e d  w i t h  
the  an t i gen  4. 

Zusammen/assung. E i n f a c h e  F / i r b e m e t h o d e  u n d  E lek-  
t r o p h o r e s e t e c h n i k  z u m  Nachweis  v o n  T h r o m b o c y t e n -  
H i s t a m i n  zur  A u f d e c k u n g  einer  a l le rg ischen ~ b e r e m p -  
f ind l i chke i t  v o m  Sofo r t -Typ :  z u m  Versuch  d i e n t e n  
gegenfiber  E l - A l b u m i n  i ibe rempf ind l i che  K a n i n c h e n ,  z u m  
Vergle ich  der  Basoph i l deg ranu l a t i ons t e s t .  

W. B. SHELLEY and  L. JUHLIN 

University o/ Pennsylvania School o/ Medicine, Department 
o/Dermatology, Philadelphia 19104 (Pennsylvania, USA), 
January 77, 7966. 

3 W. 1~. SttI~LLEY and L. JUHLIN, J. Chromat., in press (1966). 
These studies were supported by a grant from the JoH~ A. HART- 
FORD Foundation, Inc. 

E l e k t r i s c h e r  W i d e r s t a n d ,  A u s s e n d u r c h m e s s e r  
der  S p i t z e  u n d  W a n d s t i i r k e  v o n  G l a s - M i k r o -  

e l e k t r o d e n  ~ 

Fiir  die in t raze l lu lgre  Reg i s t r i e rung  der  e l ek t r i schen  
A k t i v i t g t  yon  E i n z e l n e u r o n e n  werden  Glas-Mikroe lek t ro-  
den  (GME) ve rwende t ,  de ren  A u s s e n d u r c h m e s s e r  (AD) 
a n  der  Spitze i m  Bere ich  v o n  0,5 /2 liegt.  Zuver lgss ige  
Messungen  der  G M E - S p i t z e  s ind d a m i t  n u r  e l ek t ronen -  
op t i sch  m6glich.  0b t i che rwe i se  wird  der  e lek t r i sche  Wide r -  
s t and  (EW) als Mass der  Sp i t zen6f fnung  der  G M E  und  
ind i r ek t  auch  des A D d e r  Spi tze  ve rwende t .  "vVir h a t t e n  
uns  zum Ziel gesetzt ,  die Bez iehung  zwischen E W  u n d  
e l ek t ronenop t i s ch  gemessenem AD zu b e s t i m m e n  und  m i t  
den  t heo re t i s ch  e r r e c h n e t e n  W e r t e n  zu vergle ichen.  Dabe i  
zeigt  sich, dass  theo re t i s che  u n d  gemessene  W e r t e  n u t  
i n n e r h a l b  eines b e s c h r g n k t e n  Bere ichs  f ibe re ins t immen.  
Von  b e s o n d e r e m  In te resse  war  der  Nachweis  eines kon-  
s t a n t e n  Verhg l tn i s ses  zwischen W a n d s t / t r k e  (WS) und  
AD im Bere ich  der  ausgezogenen  GME-Spi t ze .  

Material und Methoden. Als Ausgangsmaterial w u r d e n  
G la s r6h rchen  aus  P y r e x  7740 (Corning 9530) m i t  e inem 
AD von  1,5 m m  u n d  e inem m i t t l e r e n  Verhg l tn i s  W S  zu 
AD yon  1:6,35 ve rwende t .  Die G M E  w u r d e n  auf  e inem 
Pu l l e r  der  F i r m s  I n d u s t r i a l  Science Associates,  Ridge-  
wood, N.Y.,  he rges te l l t ;  dabe i  r e su l t i e r t en  ausgezogene  
Sp i tzen  yon  bis zu 0,2 /2 AD. Die G M E  w u r d e n  n a c h  
TAS~KI et  al. 2 m i t  3 m KC1-L6sung gefiillt. Der  elehtrische 
Widerstand wurde  m i t  der  in  e inem Nega t ive  Capac i t ance  
E l e c t r o m e t e r  (Bak  U n i t y  Ga in  Ampl i f ie r  a) e i n g e b a u t e n  
<~Voltage R a m p ~  4 gegen physiologische  Kochsa lz l6sung  
gemessen.  Die v e r w e n d e t e n  R e c h t e c k i m p u l s e  v o n  1 k H z  
e n t s p r e c h e n  in bezug  auf  die Ans t iegsze i t  e iner  50 k H z  

S inus spannung .  Diese Me thode  wurde  gew/thlt ,  weil  sie 
auch  im T i e r v e r s u c h  a n g e w e n d e t  wird. W e n n  zur  E i c h u n g  
der  A p p a r a t u r  ein b e k a n n t e r  W i d e r s t a n d  m i t  5% Tole-  
r anz  v e r w e n d e t  wird u n d  die Ablesegenau igke i t  a m  Oszil- 
loskop 2 m V  ist, be t r / ig t  die Genau igke i t  der  Me thode  
unge fgh r  13,5%. Aus e iner  Serie yon  100 G M E  war  es uns  
m6glich,  an  22 sowohl  E W  als auch  AD zu b e s t i m m e n .  

Der  Aussendurchmesser (AD) der  E l e k t r o d e n s p i t z e  
wurde  im E l e k t r o n e n m i k r o s k o p  (Typ E l m i s k o p  I) bei  
e iner  S t r a h l s p a n n u n g  yon  80 kV m i t  8000facher  Ver-  
grOsserung p h o t o g r a p h i e r t  (Figur  1A). Die Messung de r  
Sp i t zen -AD wurde  m i t  e iner  Messlupe d i r ek t  a m  N e g a t i v  
ausgef i ih r t  ( P l a t t e n  Scient ia  23D50). Bei  e iner  Mess- 
genau igke i t  yon  ~ 0,1 m m  ist  der  p rozen tua l e  Feh le r  
2,5% im Bere ich  v o n  1 /2, 5% im Bere ich  von  0,5 /2 u n d  
25% im Bere ich  y o n  0,1 #. 

Die Konstanz des Verh~iltnisses WS zu A D w u r d e  a n  
s ieben m i t  Phosphorwol f r ams l iu re  (HaP[WaO10]a) • H 2 0  
als e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e m  K o n t r a s t m i t t e l  gef t i l l ten 
G M E  t iberpr i i f t  (F igur  1B). 

Resultate. (a) Die e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n  Messun-  
gen der  m i t  K o n t r a s t m i t t e l  gefi i l l ten G M E  s ind in de r  
Tabel le  zusammenges t e l l t .  Ft i r  das  v o n  uns  v e r w e n d e t e  

1 Mit Untersttitzung des Schweizerischen Nationalfonds, Projekt 
Nr. 2903. 

2 I. TASAKI, E. H. POLLEY und F. 0RREGO, J. Neurophysiol. 77, 454 
(1954), 
A. F. BAK, E[ectroenceph. clin. NeurophysioL 70, 745 (1958}. 

4 K. FRANK und M. C. ]3I~.CK~:R, in Physic~ Techniques ~n Bio- 
logical Research, Vol. V, Part A (Ed., W. L. NASTVK; Academic 
Press, New York 1964), p. 72. 
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Elektrode Verh~ltnis WS zu AD Mittel 

gemessen am gemessen im Be- 
Schaft reich der Spitze 

A 1 : 6,25 1 : 7,35 1 : 7,66 
1 : 7,98 

1 : 6,25 1 : 9,84 1 : 6,76 
1 : 6,66 
1 : 6,6 
1:6,7 
1 : 5,25 
1 : 6,44 
1 : 5,75 
1 : 6,44 
1 : 6,94 
1 : 7,08 

�9 1 : 7,67 
1 : 6,58 
1:6,34 
1:6,36 

C 1 : 6,5 1 : 7,43 1 : 6,82 
1 : 7,33 
1 : 6,08 
1 : 6,43 

D 1 : 6,45 1 : 6,63 1 : 6,63 
1:6,63 

Elektrode Verh~ltnis WS zu AD Mittel 

gemessen am gemessen im ge- 
Schaft reich der Spitze 

E 1:6,5 1:9,43 1:7,28 
1 : 6,43 
1:8,15 
1:5,1 
1:6,1 
1 : 7,5 
1:8,25 

F 1 : 6,5 1 : 7,18 1 : 6,74 
1:6,55 
1:7 
1:6,22 

G 1 : 6,05 1 : 7,86 1 : 6,77 
1:6,57 
1 : 6,54 
1 : 7,08 
1:8,06 
1 : 7,16 
i :6,28 
1 : 6,67 
1 : 6,8 
1:6,5 
1:6,5 
1 : 5,72 
1 : 6,33 

A u s g a n g s m a t e r i a l  m i t  e i n e m  m i t t l e r e n  W S  zu A D  Ver -  
h~I tn i s  y o n  1 : 6,35 b l e ib t  d ieser  Q u o t i e n t  i m  Bere ich  y o n  
1,5 m m  bis  0,3 /z A D  k o n s t a n t .  Die g e f u n d e n e n  A b w e i -  
c h u n g e n  l iegen flit  die e inze lnen  E l e k t r o d e n  zwi schen  
2 ,8% u n d  17,6%,  s ind  a b e r  ffir u n s e r e  U n t e r s u c h u n g  
n i c h t  v o n  g r o s s e t  B e d e u t u n g .  BILS u n d  LAVALLEE 5 f a n d e n  
a n  G M E  a u s  a n d e r e m  A u s g a n g s m a t e r i a l ,  i m  Bere ich  v o n  
n u r  0,12 # A D d e r  Sp i tzen ,  g r6sse re  A b w e i c h u n g e n  (43%) 
des  VerhXl tn i s ses  W S  zu AD.  (b) T h e o r e t i s c h e r  u n d  wi rk -  
l icher  V e r l a u f  des  E W  der  G M E  s ind  in F i g u r  2 als  F u n k -  
t i on  des  A D d e r  E l e k t r o d e n s p i t z e n  da rges te l l t .  Die t heo re -  
s K u r v e  b e r u h t  a u f  d e n  A n n a h m e n ,  das s  die E l e k -  
t r o d e n s p i t z e n  die F o r m  e ines  hoh l en ,  g e r a d e n  Kege l -  
s t u m p f s  h a b e n  Und d a s s  das  V e r h g l t n i s  W S  zu A D  k e n -  

s t a n t  b le ib t .  Die  g e m e s s e n e n  "vViders tandswerte  s t i m m e n  
bis  zu e i n e m  A D  der  Sp i t ze  v o n  0 ,7 / ,  m i t  d e n  t h e o r e t i s c h  
e r w a r t e t e n  f iberein.  Bei  k l e ine ren  W e r t e n  des  A D  s t e ig t  
der  E W  n i c h t  we i t e r  an,  s o n d e r n  b l e ib t  i m  Bere ich  y o n  
15-21 M D  k o n s t a n t .  Die G M E  m i t  d e m  k l e in s t en  A D  d e r  
Spi tze  y o n  0,21 p wies  e inen  W i d e r s t a n d  v o n  17,2 M~2 auf.  

Diskussion. Mit  der  E i n s c h r A n k u n g ,  da s s  die Messe rgeb-  
nisse  n u r  fiir die y o n  u n s  veI~vendete  G e o m e t r i e  de r  G M E  
u n d  d a s  y o n  u n s  g e b r a u c h t e  A u s g a n g s m a t e r i a l  ge l ten ,  
k a n n  g e s a g t  w e r d e n :  (a) D a s  V e r h ~ l t n i s  v o n  W S  zu A D  

5 R. F. BILS und M. LAVELLEE, Experientia 20, 231 (1964). 
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ble ib t  auch im e lek t ronenmikroskopischen  Bereich kon- 
s t a n t  wie es berei ts  im l ich tmikroskopischen  13ereich be- 
wiesen wurde  6-8. (b) Fi ir  die Abweichung  der  Wider -  
s t andswer te  von  GME mi t  Spi tzen-AD u n t e r  0,7 ~ kom- 
men  folgende 3 Effek te  in Frage  : 1. e lektr ischer  Volumen-  
wide r s t and  des ve rwende t en  Glasmaterials ,  2. e lekt r ischer  
Oberfl~ichenwiderstand des Glases 9,1~ und  3. kapaz i t iver  
W i d e r s t a n d  der  Elek t rodenspi tze .  Die Berechnung  der  
Antei le  yon  1, 2 und  3 fiir eine Spitze von  1 m m  L/inge 
und  0,5 # Spi tzen-AD ergibt :  1. Vo lumenwide r s t and :  
- ,05-106MD;  dieser Antei l  ist  zu vernachl~issigen. 2. 
Oberfl~ichenwiderstand:  ~ 102M12; Beeinf lussung in der  
Gr6ssenordnung 10%. 3. Kapaz i t ive r  W i d e r s t a n d  bei 
50 kHz:  ~ 50MY2 (Kapazi t t t t  1 pf);  BeeinfIussung in der  
Gr6ssenordnung 25-500/o . Die einzelnen Antei le  wurden  
n ich t  ge t r enn t  bes t immt .  

Unsere  Resu l ta te  deu ten  darauf  hin, dass  vor  allem 
schnelle Po t en t i a l s chwankungen  nicht  nur  mi t  der  Spit-  
zen6ffnung abgelei te t  werden.  Man ha t  zu beri icksichtigen,  
dass  t ro tz  intrazellul~irer Lage der  E lek t rodensp i t ze  so- 
wohl  extrazellul~ire (negative) als auch intrazellul/ire 
(positive) Potent ia l~inderungen erfasst  werden  k6nnen,  
die sich iiberlagern. Solche S i tua t ionen  f i ihren dazu, dass  
bei  Abso lu tmessungen  zu niedrige Ampl i t udenwer t e  er- 
ha l t en  werden.  

Summary.  Electr ical  impedance  and  outs ide  t ip  dia- 
m e t e r  of glass microelec t rodes  were measured .  W i t h  
outs ide  t ip  d iamete r s  smaller  t h a n  0.7 /~ there  was a 
s ignif icant  devia t ion  be tween  calcula ted  and  measured  
values. The re la t ionship  be tween  outs ide  t ip  d iamete r  and  
wall th ickness  was inves t iga ted  e lec t ronmicroseopica l ly  on 
mic rop ipe t t e s  filled wi th  p h o s p h o t u n g s t i c  acid. 
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Product ion  of E r g o t a m i n e  by a Strain  of 
Claviceps purpurea (Fr.) Tul .  

A culture of Claviceps purpurea, labelled 275 F.I .  
(Figure 1), p roduces  considerable  amoun t s  of pep t ide  
alkaloids in a sui table med ium under  submerged  condi-  
tions1. The composi t ion  of the  cul ture media  for the  dif- 
ferent  f e rmen ta t ion  s teps  is r epor ted  in the  Table. 

Slants  of 275 F.I .  grown for 8 days  a t  28 ~ are t rans-  
ferred into 300 ml E r l e n m e y e r  flasks conta in ing  60 ml  of 

t he  inoculum medium,  and  incuba ted  for 6 days  a t  24 ~ 
on a ro t a ry  shaker  opera t ing  at  220 r p m  and descr ibing 
a circle 8 cm in d iameter .  

Al iquots  of the  cul ture ob ta ined  in such a way  are em- 
p loyed for the inoculum of 300 ml flasks conta in ing  50 ml 

1 A. M. AMtcI, A. ~IINGHETTI, T. S(;OTTI, and C. SPALLA, French 
Patent No. 1.404.533, 1965; British Patent No. 99.$2,54 1965; 
Chem. Abstr. 63, 9026f (1965). 

Fig. 1. (a) 25-day-old culture of C. purpurea 
275 F.I. on nutrient agar. (b) Mycelium of 
C. purpurea 275 F.I..grown on nutrient agar 
magnified 800 times. 


