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Spec imens  are complexed  w i th  O P T  in a 100 ~ w a t e r b a t h  
for 10 min.  Tubes  are cooled to  room t e m p e r a t u r e  in 
r u n n i n g  t a p  w a t e r  and  read.  Spec imens  e x t r a c t e d  w i t h  
ch lo ro fo rm are h a n d l e d  as follows: 3.2 ml  of ch lo roform 
are a d d e d  to  each  t u b e  a f t e r  O P T  complex ing  and  cooling 
to room t e m p e r a t u r e .  Tubes  are  t h e n  s h a k e n  for 5 m i n  
us ing  a p l a t f o r m  s h a k e r  ~0 and  t h e n  cen t r i fuged  for 5 ra in  
a t  2 3 0 0 r p m  n to  aid pa r t i t i on .  1 . 5 m l  of the  upper ,  
aqueous  phase  is t a k e n  for reading.  

Results. S e r o t o n i n - O P T  S tanda rds .  I n  t he  absence  of 
a ch lo roform wash  t he  b l a n k  p roduced  a typ ica l l i t y  
(Figure 1, a), a n d  h i g h  a n d  va r i ab l e  p r i m a r y  sca t t e r ing .  
Spec imens  washed  w i t h  chloroform,  however ,  showed  
reduced  p r i m a r y  s ca t t e r ing  and  b l a n k  peaks  (Figure 1, b) 
w i th  t i le  p r o d u c t i o n  of charac te r i s t i c  s e r o t o n i n - O P T  
spec t ra  peak ing  m a x i m a l l y  a t  473 n m  wave leng th .  

Tissues.  Gross in te r fe rence  b y  b l a n k  c o m p o n e n t s  
(Figure 2, a) p r o d u c i n g  a typ ica l  spec t ra  is seen in t h e  
dup l ica tes  of SF, a n d  in t he  PA ;  a smal l  b l a n k  con t r ibu -  
t i on  is seen in t he  MJ  sample  p roduc ing  m i n i m a l  a typ ica l -  
l i ty.  The  AC peaks  a t  473 n m  w a v e l e n g t h  and  a l t h o u g h  
i t  con t a in s  a b l a n k  th i s  componen t ,  re la t ive  to t he  
s e r o t o n i n - O P T  fluorescence,  is m i n i m a l  a n d  does no t  
p roduce  a typ ica l l i ty .  Spec imens  washed  w i t h  ch lo roform 
(Figure 2, b) show reduced  p r i m a r y  s ca t t e r ing  and  char-  
ac te r i s t ic  s e r o t o n i n - O P T  peaks ;  the  dup l i ca te  s t o m a c h  
fundi  are super imposable .  

S e r o t o n i n - O P T  Solubi l i ty .  The  p a r t i t i o n  i so the rm 12 for 
s e r o t o n i n - O P T  a t  room t e m p e r a t u r e  (20~ was l inear  
for s e ro ton in  c o n c e n t r a t i o n s  40-200 n g / m l  (Figure  3). T h e  
p a r t i t i o n  coefficient  (K) was 4 . 9 •  ( n = 5 ) .  The  
ch lo roform wash  r e m o v e d  17% of t he  s e r o t o n i n - O P T  
complex.  

Disoussion. R e a g e n t  b l a n k s  are f r e q u e n t l y  a p rob l em 
in f l uo rome t ry  especial ly  w h e n  biological  spec imens  are 

ava i l ab le  in  smal l  q u a n t i t i e s  and  t h e i r  assay  conduc t ed  
in ppU. Use of h igh  qua l i t y  r eagen t s  a n d  w a t e r  has  no t  
so lved th i s  problem ~,3,~a,~4. Fi l ters  c a n n o t  be used to 
se lect ively  r emove  b l a n k  f luorescence a t  t h e  w a v e l e n g t h  
of m a x i m a l  se ro ton in  or s e r o t o n i n - O P T  fluorescence.  
Therefore ,  t h e y  do no t  i m p r o v e  t he  accu racy  of r ead ing  
b u t  in  fac t  r educe  de tec t ion  sens i t i v i ty  3. A single wash  
w i t h  a n  equa l  vo lume  of ch lo roform was found  to  lower 
b l a n k  f luorescence w i th  on ly  a 17% loss of se ro ton in-  
OPT,  a n d  to yield typ ica l  s e r o t o n i n - O P T  spec t ra  peak ing  
a t  473 n m  wave leng th .  R e d u c e d  s e r o t o n i n - O P T  loss can  
be  ach ieved  b y  us ing  a smal le r  ch lo roform : aqueous  rat io.  
The  ch loroform wash  was found  to reduce  and  s tan-  
da rd ize  p r i m a r y  sca t t e r ing  b y  r e m o v a l  of p r e c i p i t a t e d  
OPT,  a n d  to h a v e  no effect  on ac id i ty  a n d  t e m p e r a t u r e  
r e l a t ionsh ips  for m a x i m a l  f luorescence 4 or t he  exc i t a t i on  
a n d  emiss ion  spec t ra  of s e r o t o n i n - O P T  (THoI~IPSON and  
SPEZIA, unpub l i shed) .  Use of ch lo roform enables  a g rea te r  
de t ec t ion  s ens i t i v i t y  for s e ro ton in -OPTa ;  i t  has  been  in 
use in our  l a b o r a t o r y  for over  2 years  15. 

Rdst, md. Dons  la d 6 t e r m i n a t i o n  f luor im6t r ique  du  com- 
plexe s6ro ton ine-OPT,  le l avage  des sp6cimens  avec  un  
v o l u m e  6gal de chloroforme,  a v a n t  de l ' 6va lua t ion ,  r6du i t  
l ' i n te r f6 rence  des b lancs  e t l a  d ispers ion  pr imai re .  Cela 
p e r m e t  une  6va lua t ion  plus exac te  de la f luorescence de 
la s6ro tonine  el, dons  que lques  cos, l ' usage  de spect res  
a u t r e m e n t  illisibles. 

J. H. THOMPSON, CH. A. SPEZlA 
and  M. ANaOLO 

Department o/ Pharmacology and 
Experimental Therape~ttics U.C.L.A. School o[ 3~redici~ze, 
Los Angeles (California 90024, USA), 
75 September 1969. 

i~ 30 

ZO 

1000~2" ~- 6 8 10 
Fluorescence, chloroform I~h~s~, FlU 

Fig. 3. Partit ion isotherm for serotonin-OPT in chloroform at 20 ~ 
Fluorescence intensity of aqueous phase obtained from spectra of 
40, 80, 120, 160 and 200 ng/ml serotonin-OPT standards. Instru- 
mental conditions were activation wavelength 355 nm, attenuation 
0.3% full scale, sensitivity 0 sensitivity units and cell temperature 
20~ Fluorescence intensity of chloroform phase determined by 
difference. 
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Die n~iherungsweise graphische Darstellung von Isopotentiallinien aus EEG-Mehrkanalregistrierun- 
gen mittels EDV-Anlage 

Bei  U n t e r s u c h u n g e n ,  in  denen  eine Var i ab l e  (zum Bei- 
spiel b ioe lek t r i sche  S p a n n u n g e n )  eines zwe id imens iona len  
Prozesses  (oder eines d re id imens iona len ,  d e r n u r  a n  der  
OberflS~che abge le i te t  wird) mi t t e l s  m e h r e r e r  E l e k t r o d e n  
reg is t r i e r t  wird, e r sche in t  es wi inschenswer t ,  eine zunl in-  

des t  a n n ~ h e r n d e  Dars t e l lung  dieses zwe id imens iona len  
Prozesses  zu e rha l t en ,  da  die M e h r k a n a l r e g i s t r i e r u n g  
r ech t  u n a n s c h a u l i c h  und  ihr  zum Beispiel  eine Ver lage-  
r u n g  yon  S p a n n u n g s h i i g e l n  k a u m  zu e n t n e h m e n  ist. E ine  
Verbes se rung  e rg ib t  sich d u r c h  die T o p o g r a m m d a r s t e l -  
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lung ~,~, doch wird auch hier nur  ein Teil der in den 
Regis t r ierungen entha l tenen  r~tumlichen In fo rmat ion  
erkennbar.  

Method& Eine  zumindes t  nAherungsweise Dars te l lung 
wird hingegen durch die zweifache In te rpo la t ion  zwi- 
schen den Messpunkten mi t te ls  LAGRANGESCher In te rpo-  
la t ionspolynome m6glich, t i i ebe i  wird zunAchst zwischen 
allen ver t ika len  Messpunkten interpol ier t  und dann mi t  
Hilfe der so gewonnenen (~ Sttitzpunkte~> zeilenweise hori- 
zontal  interpoliert .  Seien X0, X~ . . . . .  X~ jene Stellen, 
an denen das Po lynom die Wer te  Y0, Yi . . . .  , Yn anneh- 
men  soll, dann ergibt  sich das Po lynom Q(x) als 

wobei  

Q(X) = ~ Y ,  P d X )  
i~O Pi(Xi  ) '  

P A x )  = ( X - X o ) ( x - x 3  . . . ( x - x ~ _ ~ )  
x ( X - - X ~ + ~ ) . . .  ( X - - X , )  

bedeutet .  I m  Gegensatz  e twa zur Methode der kleinsten 
Quadra te  geht  die Kurve  genau durch die vorgegebenen 
Punk te ;  dafiir  ist  die anzuniihernde Funk t ion  aber  nicht  
frei w/~hlbar, sondern ein Polynom,  wobei  der Grad dieses 
Po lynoms  um eins weniger  als die Anzahl  der Messpunkte 

C 
C P~nGRAM~ DAR~TELLI)NG VnN I~DPqTENTIA I .L IN IEN 

~IMFNSID~ X C 1 5 8 ) t l N l S R ) t Y C ( S q t 4 ) t y ( & ) t n 1 4 t & ) t X K ( S q I t A A ( S n ) t A R ( ~ O |  
REaO ( l , 6 n n ) ( A R l l ) p l = l ~ O }  

6 0 0  FORMAT [6X~POA2} 
RFAD ( I v 6 0 1 )  F 

601 FORMAT { F ~ I }  
R REAO ( l t | O ) | ( O l l t J | t I = l t 6 ) t J = l t 6 l t N V t N K  
10  FORMAT ( 1 6 F 4 . 1 t I T X t 2 1 ~ )  

WRITE ( 3 t O )  NVtNK 
q FORMAT ( / / / / / / / i  VER~IJCH~NR. I t l 2 ~ ? X t l  KART~NNR. I r i S / }  

~RITE ( 3 t 7 } l l D t l t J } t I = I t 4 } e J = l ~ 4 }  
7 FnRMAT ( '  MESSRERTE ' / 1 6 F 6 . 1 / / / / }  

C V~RTIKALF FUNKTION~WERTE 
C 

DO ?0 J = l t 4  
OD 70 I = l t 4  

~0 D ( I ~ J ) = O ( I t J } / F  
DO 17 J = l t &  

IL V( l l=Ol I~J}  
D0 12 K=I~SR 
X=K 
CALL LAGINT(OtX~Y)  

17 YCtK~J}=O 
C 
C HORIZDNTALF FUNKTION~RFRTE 
C 

DO IOO K=1~58 
DO 15 J = l ~  

15 Y ( J } = Y C ( K ~ J )  
DO 16 I = l t S ~  
X=I 
C&LL LAGINT(OtXtY} 

16 XCtl)=Q 
C 
C ZFILENAUSDRUCK 
C 

DO 500 I = 2 , 5 7  
~00 AAII)=AR(90) 

Off 1 J= I~SR 
1 IN(JI=XC[J) 

KR~IN(I)§ 
AA(1)=ARtKR) 
KR=IN(S8)+IO 
AA(58)=AR(KR) 
00 701 I=I,58 

701 IN(1)=IN(1)+20 
DO 200 I = 2 ~ 5 7  
I I = l + l  
]F( IABS(IN(1) I - IARStINf I I I ) }20~200~03 

204 KFt IN( I I ) - IO 
AA(II)=AR{KF) 
GO TO 7no  

20~ KL=INl l ] - IO 
A A ( I } = A R ( K L }  

?00  CONTINUE 
WRITE (3~S}[AA{I}~I=I~SR) 
FORHAT(IX~RA2) 

1OO CONTINU ~ 
GO TO 8 
1,VORLAUFK~RTE ERGI~T SICH T)URCH E~tTFERNEN VO~ t C AII~ FOL~ENDER 
KARTE 

C - 9 - 8 - 7 - 6 - 5 - 4 - a - 2 - 1  *+1+~+~+4+5+6+7+~+9  
END 
$1.~ROU TI~IF LAGINT(O~XtY)  
DIRENSIO~ Y(I} 
O=~{X-20.}*(X-39.)* tX-SR.)*yt l ) /4 | ISa.+(X-I . )* (x-3q.)*{X-Sn.)*Y{?)  

I l I~?I~.-(X-I . )*(X-~O.I*(X-5R~ 
2YI~]/~II~4, 

RETURb~ 
EN~ 

Fig. 1. Hauptprogramm und Unterprogramm L~ozn~. 

betr~Lgt. Die graphische Dars te l lung fordert  die Einfi ih-  
rung eines AbbildungsmaBstabes,  die in einer geeigneten 
Fes tse tzung der Anzahl  der zwischen j e zwei Messpunkten 
zu interpol ierenden Wer te  besteht .  Die aufeinanderfol-  
gende In te rpo la t ion  l iefert  eine Mat r ix  yon Potent ia l -  
werten,  wobei  die graphische Verbindung von  gleich- 
grossen ~Verten die Isopotent ia l l in ien ergibt  ; aus Gri inden 
der  Zweckm~tssigkeit wird man  aber  nu t  ganzzahlige 
Wer te  mi te inander  verbinden.  Da die numerische Durch-  
f i ihrung dieses Verfahrens,  das fiir Messwerte zu ver-  
schiedenen Ze i tpunkten  wiederhol t  angewandt  werden 
muss, sehr aufwendig ist, wurde ein P r o g r a m m  in 
FORTRAN IV zur Durchf i ihrung der Berechnungen auf 
einer e lektronischen Datenvera rbe i tungsan lage  geschrie- 
ben. Dieses P r o g r a m m  wurde  far  eine konkrete  Versuchs- 
anordnung  (16 E lek t roden  in einem quadra t i schen Netz  
4 • 4 angeordnet)  verfasst ,  kann jedoch ohne Schwierig- 
kei ten auch far  den Fal l  von  nicht  quadra t i schen und/oder  
n icht  ~Lquidistanten E lek t rodenanordnungen  umgeschrie-  
ben werden. 

Die Datenaufbere i tung  erfolgte zun~tchst durch Ziehen 
von  ~Lquidistanten Linien auf  dem Regis t r ierpapier  (der 
Abs tand  entsprach einem Zei t in terval l  yon 16 msec) und 
Abmessen der jeweils 16 Spannungen.  Diese 16 Wer te  
(1. Wer t  der  1. Spal te  bis 4. W e r t  der  4. Spalte) wurden  
vierspal t ig  (incl. Vorzeichen) in eine Lochkar te  gestanzt,  auf 
der  auch eine Kar tenkennze ichnung  (2 Stellen ftir Ver- 
suchsnummer ,  2 Stellen fiir for t laufende Kar tennummer)  
P la tz  fand. Da  fiir den Ausdruck  kein P lo t te r  zur Ver- 
fi igung stand, wurde die Anzahl  der interpol ier ten Wer te  
zwischen zwei Messpunkten  so gewithlt, dass der gesamte  
Ausdruck ann/Lhernd quadra t i sch  wurde,  wenn die Iso- 
potent ia l l in ien als zweistellige Zeichen (Vorzeichen + eine 
Ziffer) ausgedruckt  wurden  und zwischen den Zeilen ein 
einzeiliger Zwischenraum gelassen wurde.  

Die so gew~hlten Wer te  fiir X o, X 1, X v X 3 bet rugen  
1, 20, 39 und 58, daraus resul t ier te  

Po(X) = (X--20) (X--39)(X--58) 
PI(X) = (X--  1)(X--39)(X--58) 
P~(X) = ( X - -  1)(X--20) (X--58) 
P3(X) = ( X - -  1) (X--20) (X--39) 

sowie die Rez iprokwer te  der  Koeff izienten 

Po(Xo) = ( 1--20)( 1 - -39 ) (1 - -58 )  = --41154 
PI(X1) - (20-- 1) (20--39) (20--39) - + 13718 
P2(X2) - --  Pz(X1) = --13718 
Pa(Xa) =--Po(Xo) = +41154 

Das In te rpo la t ionspo lynom Q(X) ,  das als Subrout ine-  
U n t e r p r o g r a m m  LAGINT programmier t  wurde, ergab sich 
daher  als 

Q(X) = - [ ( X - 2 0 ) ( X - - 3 9 ) ( x - 5 8 ) .  Y1/41154] + [ ( X - l ) .  
• ( X - 3 9 ) ( X - 5 8 ) .  Y2/13718] --  [ ( X - l ) ( x - - 2 0 ) .  
• (X--58).  Y3/13718] + [ (X-- I ) (X--20) (X--39) .  
x Y4/41154]. 

I m  Rechenablauf  werden 2 Vor laufkar ten  eingelesen: 
E ine  erste Karte ,  die die Wer te  --9,  - -8  . . . . .  -- 1, *, 
+ 1 . . . . .  + 9 enthAlt und den Ausdruck im A - F o r m a t  
erm6glicht  (siehe P r o g r a m m  in F igur  1), und eine zweite 
Karte ,  auf der  ein Normierungswer t  F, durch den alle 
Messwerte d iv id ier t  werden,  so festgelegt  werden muss, 

1 A. REYMOND, Rev. Neurol. 93, 399 (1955). 
H. PETSC~E, Wien. Z. Nervenheilk. 25, 373 I1967). 
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dass  ke in  P o t e n t i a l w e r t  ausse rha lb  des abgesch lossenen  
I n t e r v a l l s  ( - 9 ,  + 9) l iegen kann .  

N a c h  dem Ein lesen  der  D a t e n k a r t e n  werden  z u n g c h s t  
die F u n k t i o n s w e r t e  der  4 P o l y n o m e  er rechne t ,  die eine 
V e r b i n d u n g  der  jeweils 4 u n t e r e i n a n d e r s t e h e n d e n  Mess- 
p u n k t e  ergeben,  u nd  die so e r h a l t e n e n  Mat r i zen  m i t  je 
58 W e r t e n  abgespe icher t .  I m  n/~chsten S c h r i t t  werden  
zeilenweise die ho r i zon ta l en  P o l y n o m w e r t e  e rmi t t e l t ,  
wobei  die F u n k t i o n s w e r t e  der  v e r t i k a l e n  P o l y n o m e  als 
, Stiitzwerte~> v e r w e n d e t  werden.  Die so e r r e c h n e t e n  Zei- 
l enwer te  werden  ganzzah l ig  ge runde t  u n d  d a n n  n u r  jene 
W e r t e  ausgedruek t ,  die bei  e inem S p r u n g  von  einer  
ganzen  Zahl  zu e iner  ande r en  s tehen.  J ene  Stel]en, a n  
denen  ein S p r u n g  yon  + 0 n a c h  - - 0  (oder umgekehr t )  
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s t a t t f i nde t ,  we rden  m i t  * (Asterisk) g e k e n n z e i c h n e t ;  des-  
gle ichen werden  zur  R a n d b e g r e n z u n g  der  1. und  der  58. 
W e r t  gedruckt .  Dieses V e r f a h r e n  wi rd  ffir alle 58 Zeilen 
n a c h e i n a n d e r  du rchge f f ih r t  u n d  d a n n  die ngchs t e  D a t e n -  
k a r t e  v e r a r b e i t e t  (Beispiel  in  F igu r  2). 

Dishussion. Der  zeilenweise A u s d r u c k  wurde  gewgh]t ,  
weil 1) d a d u r c h  w/ ih rend  des Drucks  de r  C o m p u t e r  be-  
re i ts  die W e r t e  der  n g c h s t e n  Zeile e r r echnen  k a n n  u n d  
2) d u r c h  den  Wegfa l l  de r  No twend igke i t ,  die ge samte  
W e r t e m a t r i x  spe iche rn  zu lnfissen, der  Spe icherp la tz -  
beda r f  aus se ro rden t l i ch  v e r r i n g e r t  wird.  Der  U m s t a n d ,  
dass  a u f g r u n d  dieser  Vorgangsweise  Ve rb indungs l i i cken  
i n n e r h a l b  yon  Po t en t i a l l i n i en  a u f t r e t e n  k6nnen ,  s che in t  
d a d u r c h  m e h r  als kompens ie r t .  

Das  V e r f a h r e n  wurde  in einer  A r b e i t  yon  PETSCI~E, 
RAPPELSBERGER u n d  TRAPPL a a n g e w a n d t ;  es i s t  gep lan t ,  
d u r c h  Spe iche rung  des S p a n n u n g s v e r l a u f e s  auf  e inem 
M a g n e t b a n d s p e i c h e r  u n d  u n m i t t e l b a r e  Dig i ta l i s i e rung  
mi t t e l s  eines Ana log-Dig i t a lwand le r s  die D a t e n a u f b e r e i -  
t u n g  zu ve re in fachen .  E ine  gleichzei t ige V e r a r b e i t u n g  
(((real-time processing~>) erweist  s ich wegen  des ungt in-  
s t igen  Verh~l tn i s ses  y o n  Reg i s t r i e r in t e rva l l ze i t  u n d  tZe- 
chenze i t  m i t  den  zug~ngl ichen  An lagen  als noch  n i c h t  
m6gl ich  4. 

Fig. 2. Beispiel eines Ausdruckes. 

Summary. A c o m p u t e r  p r o g r a m  is p re sen ted  wh ich  
., t r a n s f o r m s  s i m u l t a n e o u s  record ings  of mul t ip le  e lec t rodes  
:~ in to  g raph ica l  a p p r o x i m a t e  r e p r e s e n t a t i o n s  of i sopo ten t i a l  

�9 ,:~ lines. 
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[nslitut /iir allgemeine und vergleichende Physiologie 
der Universitiit, A-1090 Wien (Osterreich), 
10. September 7969. 

a H. PETSCHE, 1'. RAPPELSBERGER and R. TRAPPL, Electroenceph. 
clin. Neurophysiol., in press. 

4 Das Colnputer-Zentrmn der Medizinisehen Fakulttit der Univer- 
sitat Wicn erm6glichte iJ~ dankenswerter \Veise die Benntzung 
seiner elektronischen Rechenanlage IBM/360, Modell 30. 
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