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Studien zur pathologischen Physiologie
des Liquor cerebrospinalis.

II. Mitteilung.
Die Trennung der hoch- und niedermolekularen Substanzen
im Liguor durch Mikrodialyse.

Von
K. F. und L. Scheid!.

Mit 7 Textabbildungen.
(Eingegangen am 11. November 1943.)

Die Dialyse stellt eines der wichtigsten Verfahren zur Abtrennung
niedermolekularer Substanzen von hochmolekularen dar. Die Zahl der
angegebenen Apparaturen in Makro- und Mikroform in Chemie und
Biologie ist betriachtlich. Die meisten dieser Versuchsanordnungen
geniigen aber hoheren Anspriichen nicht.. Dies gilt vor allem fiir die
Collodiumsackchen oder die Cellophanhiilsen, die auch in der Liquor-
forschung bisher allgemein gebrauchlich waren. Da sich im Laufe unserer
Liquorstudien immer wieder die Notwendigkeit einer exakten Trennung
der hochmolekularen Substanzen von den niedermolekularen in der
Cerebrospinalfliissigkeit ergab, wurde von uns eine besondere Apparatur
entwickelt, und zwar auf Grund theoretischer Uberlegungen nach
quanititativen Gesichtspunkten. Diese Apparatur gestattet eine saubere
Trennung der Kolloide von den Nichtkolloiden im Liquor; die Zeitdauer,
die fiir eine solche Trennung erforderlich ist, kann genau bestimmt
werden, und es ist sogar eine anndhernde quantitative Schitzung des
durchschnittlichen Molekulargewichts der dialysablen Stoffe méglich.
Im praktischen Betrieb ist uns die Apparatur unentbehrlich geworden.

a) Wir béginnen mit der Besprechung der theoretischen Grundlagen der Dialyse.
Das wichtigste Element jeder Dialyseanordnung ist die Membran, Die friiher fast
ausschlieBlich verwandten Pergament- und Kollodiummembranen sind heute
iilberbolt, da sie sich nur unter besonderen Verhiltnissen so herstellen lassen, da
reproduzierbare Versuchsbedingungen zu erwarten sind. So ist es z. B. Elford?
gelungen; derartige Membranen mit gestufter PorengréBe zur Messung der Dimen-
sionen von Viruselementen anzufertigen.. Ebenso sind Eiweilmembranen ge-

legentlich in Gebrauch. Praktisch komrnen aber heute nur noch fabrikmaBig
hergestellte Membranen aus Cellulose oder Celluloseestern in Betracht. Bine solche

1 Frl. E. Strauf, technische Assistentin an der Universitats-Nervenklinik in
Miinchen, sind wir fiir die gewissenbafte Ausfithrung der zahlreichen Versuche
dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet.

2 Flford: Handbuch der Virusforschung. Wien-1938.
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Membran stellt ein dreidimensionales Netzwerk aus den Hauptvalenzketten der
Glucosebausteine in der Cellulose dar. Diese Hauptvalenzketten tragen Seiten-
gruppen, bei der Cellulose hauptséchlich die OH-Gruppen der Glucose, an die gich
Wasserdipole anlagern und die fiir die hydrophilen Eigenschaften, also die Quellung
der Membran verantwortlich zu machen sind. Auflerdem finden sich in der Cellulose
COOH-Gruppen, die einen ,,sauren Charakter der Cellulose bedingen, aber so
gering an Zahl sind, daB praktisch jedenfalls eine Cellulosemembran als neutral
bezeichnet werden kann. Durch dieses Netzwerk diffundieren nun die Wasser-
molekiile und die geldsten Teilchen, getrieben von ihrer Warmebewegung. Sind
die Maschen gréBer als die diffundierenden Partikel (einschlieflich ihrer Hiille aus
Wasserdipolen), so tritt keine wesentliche Behinderung ein. Nahert sich die Ab-
messung der Liicken zwischen dem Netzwerk der eines diffundierenden Teilchens,
dann verlangsamt sich dessen Beweglichkeit, so daB bei groBem MiBiverhiltnis
zwischen den Abmessungen des Teilchens und der Pore dieses itberhaupt nicht
mehr durch, die Membran gelangen kann. Wir nennen diese Behinderung den Sieb-
effekt. Bei der Diffusion elektrisch geladener Teilchen kommen noch elektrische
Erscheinungen zu dem Siebeffekt hinzu. So kénnen z. B. die negativ geladenen
COOH-Gruppen des Netzwerks gleichartig geladene Partikel abstoBien und in ihrer
Wanderung behindern. Das kann so weit gehen, daB diese Teilchen, trotzdem sie
eine den Poren der Membran entsprechende GréBe haben, nicht mehr durchgelassen
werden. Die Membran ist dann anionenundurchlissig, wahrend sie fiir die ent-
gegengesetzt geladenen Jonen gut permeabel sein kann. Bei unseren Cellulose-
membranen mit ihren wenigen COOH-Gruppen spielt, wie schon angedeutet, dieser
Effekt kaum eine Rolle %

Der beschriebene Vorgang der Dialyse wird durch eine Formel beherrscht,
die Brintzinger aufgeste]lt; hat und die Wemgstens naherungsweise gilt:

G=Cee L ... (1) oder A= ?—01’34_3‘ (log co—1logey) . . . . . . (2)

Hierbei bedeutet ¢, die Konzentration des dialysierenden Stoffes zu Beginn der
Dialyse, ¢; seine Konzentration zur Zeit #, ¢ die Basis des natiirlichen Logarithmen-
systems und 1 den sog. Dialysekoeffizienten, der auBer von der Temperatur und der
GroBe der Membranfliche vor allem vom Molekulargewicht der dialysierten Sub-
stanz abhingt. Diese letztere Beziehung 1aBt sich nach Brintzinger in das Gesetz

fassen: A+yYM =konst. . . . . .. (8)
d. h. die Dialysekoeffizienten der einzelnen Stoffe verhalten sich umgekehrt wie die
Quadratwurzeln aus den Molekulargewichten.

Die Giiltigkeit der Gesetze von Brintzinger ist an bestimmte Voraussetzungen
gebunden:

1. Es muB fir ausreichende Rithrung gesorgt werden, so daB die Konzentra-
tion innerhalb des Dialysegefafles in allen seinen Abschnitten in einem bestimmten
Augenblick gleich ist. Die Konzentration des durchtretenden Stoffes in der AuBen-
flissigkeit muB Null sein.

2. Es darf keine Behmderung des diffundierenden Tellchens in den Maschen
der Membran, sei es infolge seiner GroBe, sei es infolge elektrischer Effekte, auf-
treten. Jander und Spandou sowie Spandau und Gross fanden, daB eine solche
Behinderung schon:bei verhiltnismaBig niedermolekularen Stoffen (Traubenzucker)
eintritt, so daB das oben erwahnte Wurzelgesetz nicht mehr exakt zutrifft. Auf
jeden Fallist aus diesen Einschrinkungen der SchluB zu ziehen, daB bei der Dialyse
auch dann, wenn keine exakten Molekulargewichtsbestimmungen nach dem Wurzel-
gesetz beabsichtigt sind, unbedingt Membranen anndihernd reproduzierbarer Poren-
gréfe verwandt werden sollten.

! Fine gute Ubersicht iiber Membranprobleme findet sich bei K. H. Meyer:
Die Hochpolymeren Verbindungen. Leipzig 1940.
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Aus dem Brintzingerschen Gesetze ergeben sich noch andere Forderungen, die
beim Bau einer quantitativ arbeitenden Dialyseapparatur zu beriicksichtigen sind:

3. Die Membranfliche, die fiir die Dialyse wirksam ist, soll eine konstante
GrsBe haben, da A von dieser Grofle abhéangt. Dies ist praktisch nur durch plane
Membranen zu erreichen. Hiilsen oder Sickchen lassen sich nur schwer so herstellen
und fiillen, daB reproduzierbar immer die gleiche Fliche bei der Dialyse maBgebend ist.

4. Wegen der Temperatur-
abhiangigkeit von 4ist der End.-
punkt der Dialyse ebenfalls tem-
peraturabhiingig. Konstanz der
Dialysetemperatur istalso eben-
falls eine Voraussetzung fiir
quantitatives Arbeiten.

Endlich sind noch zwei
weitere Gesichtspunkte zu be-
riicksichtigen:

5. Zur Vermeidung von
Bakterienwachstum und von
Denaturierungsvorgingen ins-
besondere an den hochempfind-
lichen EiweiBlkorpern mul} die
Dialysetemperatur so mniedrig
wie moglich, jedenfalls unter
Zimmertemperatur, = gehalten
werden. Xinbau eines Kilte-
aggregates in die Apparatur ist
mithin dringend zu empfehlen.

6. Das Volumen der zu di-
alysierendenFliissigkeit darfsich
wahrend des Versuchs nicht
andern. Bei EiweiBlssungen
hohererKonzentration mufi beim
quantitativen Arbeiten dieser
Umstand sorgfaltige Beriicksich-
Abb. 1. @ Das GefaB zusammengesetzt, b Binfill-  tjgung finden, da infolge des
trichter, c—yg die einzelnen Teile des GefaBes: ¢ Ober- kolloidosmotischen Druckes die-

teil, d Unterteil, e Glasring, f Gummiringe,
¢ Memtran.

ser Substanzen Wasser in den
Innenraum desApparateshinein-
diffundiert. Beiden geringen Mengen von Eiweif} im Liquorspielen diese Verhaltnisse
praktisch jedoch keine Rolle. Dagegen mufl dafiir Sorge getragen werden, daf
wihrend des Versuchs das Niveau der Innen- und AuBenflissigkeit gleich bleibt. Am
besten 148t sich dies durch eine besondere Konstruktion der Dialysegefi e erreichen.
Diese sind bis auf einen diionen hohlen Stiel, an dem eine Marke angebracht ist,
geschlossen. Das ganze Gefa 148t sich dann bis zur Marke in die AuBenflussigkeit
einsenken und genau justieren. Sollte die Innenfliissigkeit dennoch iber die Marke
steigen oder unter sie fallen,so ist der hierdurch vernrsachte Fehler wegen der Diinn-
kalibrigkeit des Ansatzrohres sehr gering.

b) Die Dialyseapparatur ist schon in der vorigen Mitteilung kurz
beschrieben worden: Die Glasgefife bestehen aus einem glockenférmigen
Oberteil (¢) mit einem am héchsten Punkt der Glocke angesetzten Stiel
aus einera diinnkalibrigen Glasrohr und aus einem ringférmigen Unter-
teil- (d). (Abb. 1). Zwischen beide wird die Membran (g) horizontal
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eingespannt. Zur Vergrofierung des Dialysevolumens kann noch ein Glas-
ring (e} zwischen Membran und Oberteil eingelegt werden. Die aufeinander-
liegenden Glasteile sind geschliffen, die Schliffe werden leicht mit Paraffin-
Vaseline gefettet. An Ober- und Unterteil sind einige Glasdorne an-
gebracht, iiber die Gummiringe geschoben werden. Auf diese Weise
werden die Teile des ganzen Gefafies unter méBigen Druck zusammen-
gepreBt und dichtgehalten. Nach Zusammensetzung wird die Dialysier-
zelle mit dem Dialysegut gefillt, und zwar mit Hilfe eines kleinen
langgestielten Trichters (b), dessen
Stiel durch das Glasrohr des Obe.-
teilsbis dicht oberhalb der Membran
gefiithrt wird, so dafl keine Luft-
blasen beim EingieBen auftreten.
Das Gefdl faflt mit eingelegtem
Glasring etwa 6,5 ccm, ohne ihn
etwa 5,0 cem.

Als Membran eignen sich aus-
schlieBlich entsprechend zurecht-
geschnittene Stiicke der Dialysier-
schlduche von Kalle & Co., Biebrich
{Nr. 272/15), welclie die oben aus-
filhrlich erérterten Eigenschaften,
die zu fordern sind; besitzen. An-

Abb. 2. Die Dialysierapparatur. b Biiretten-

dere Membranen wie Cellophan oder
Kuprophan sind nicht. brauchbar,
da sich mit ihnen, offenbar infolge
ungeniigender Quellung, kein ei-

halter mit GefdBen, { Treibriemen zum Elek-
tromotor, a Gefas fiir die AuBenflissigkeit,
8 Sole, diesich in einer Vertiefung des Kupfer-
behilters k befindet, der mit Hilfe eines
Kalteaggregates gekiihit wird.

weilldichter Abschluf erzeugen 145t.

Die Membranen wurden im allgemeinen trocken eingespannt. Hierdurch
kommt ein kleiner, praktisch aber nicht ins Gewicht fallender Fehler
zu Beginn des Versuches in die quantitative Auswertung.

Mehrere der gefiillten Dialysiergefifie werden nun in einen Biiretten-
halter (Abb. 2) eingeklemmt, bis zur Marke an dem Stiel des Oberteils
in die AuBenflissigkeit eingesenkt. Dann wird der Biirettenhalter (5)
mit Hilfe eines Elektromotors angetrieben und auf diese Weise mit den
Dialysiergefifien in Rotation versetzt. Hierdurch kommt es zu einer
ausreichenden Riihrung sowohl der AuBenfliissigkeit als auch des Dialy-
siergutes innerhalb der Zellen, da hier die Fliissigkeit ebenfalls rotiert.
Das Kélteaggregat ist an den Eisschrank angeschlossen, und seine Kiihl-
schlange kiihlt einen grofien mit Methanol gefiillten geschlossenen Bot-
tich-aus Kupfer (k). Das Gefa fiir die AuBenfliissigkeit (@), in das die
Dialysierzellen eingesenkt werden, steht von einer Solelésung um-
geben, in einer Vertiefung des Kupferbottichs. NaturgemaB 148t sich
die Kiihlvorrichtung auch anders gestalten. Unsere Anordnung ergab
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sich deswegen in der beschriebenen Weise, weil das gekiihlte Methanol
noch zu anderen Zwecken, insbesondere zur Durchstrémung von Appara-
turen gebraucht wird. Die Dialysetemperatur betrigt in unseren Ver-
suchen 2—6° Dies ist fiir unsere Zwecke ausreichend. Eine bessere
Temperaturkonstanz bis auf wenige Zehntel Grad 148t sich durch Einban
eines Kontaktthermometers ohne weiteres erreichen.

¢) Die Priifung der Dialysegefifie auf ihre Brauchbarkeit fiir die
quantitative Auswertung erfolgte mit bekannten Substanzen von be-
kanntem Molekulargewicht. Die betreffenden Substanzen wurden in
Pufferlésung (Phosphatpuffer mit einem py von etwa 8,0) gelést, die
DialysiergefiBe mit dieser Losung gefiillt. In bestimmten Zeitabstinden
konnte dann jeweils eines der Gefifie aus der Apparatur herausgenommen
und sein Inhalt analysiert werden. Wegen der Forderung der Konstanz
des Dialysevolumens ist dieses Vorgehen bei der Mikroausfiihrung
unserer Apparatur das Gegebene. Da Gefifie und Membranen unter
sich ganz gleich sind, kénnen wesentliche Fehler nicht entstehen.

1. Die Priifung auf Eiweifidichtigkeit der Geféile und der Mem-
branen geschah mit mehreren Substanzen in verschiedenen Verdiin-
nungen, namlich erstens mit Menschenserum, dessen Eiweilkorper ein
Molekulargewicht von 176 000 bis 70 000 haben. Zweitens wurde das
nach der Vorschrift von Kekwick kristallisiert dargestellte Pferde-
albumin (Molekulargewicht 68 000) verwandt und endlich das ebenfalls
rein dargestellte Cytochrom (¢) (Molekulargewicht 15 600). Die kjeldahlo-
metrischen Analysen ergaben in keinem Fall, auch bei starkeren Ver-
diinnungen ein Durchtreten dieser Stoffe durch die Membran.

2. Die Priifung der Membran mit niedermolekularen Stoffen erfolgte
mit Hilfe von Harnstoff (Molekulargewicht 60), Harnsdure (Molekular-
gewicht 168), Traubenzucker (Molekulargewicht 180) und Glykokoll
(Molekulargewicht 75). Die Versuchsergebnisse sind in Abb. 3 zusammen-
gestellt. Da die Konzentration in der Dialysefliissigkeit gemdl der
Formel von Brinizinger nach einer e-Funktion abnimmt, ergibt die
halblogarithmische Darstellung der Abb.3 eine gerade Linie. Man
erkennt ohne weiteres, dafl die einzelnen MeBpunkte in befriedigender
Weise auf einer Geraden liegen. Die Dialysekoeffizienten berechnen
sich im Durchschnitt:

AHamstoff ~ =2,6-10°+04, AYM=20-10"2
AHarnsiure — =1,2 1073, AV =16-1072,
A Traubenzucker = 1,3 - 103 - 0,4, y) ]/JV =1,7-10"2,
J Glykokoll = 241078, AYM =2,0-10-2

Man erkennt, dafl das Wurzelgesetz von Brintzinger niherungsweise
zutrifft. Fir Harnsiure und Traubenzucker liegen die Werte offenbar
etwas zu niedrig, was auf eine leichte Behinderung dieser Stoffe beim
Durchtritt durch die Poren der Membran hinweist. Daf schon relativ
niedermolekulare Kérper eine solche Behinderung zeigen, haben, wie
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schon erwihnt, Jander und Spandaw und Spandaw und Gross ebenfalls
gefunden. Immerhin sind gréfenordnungsmafBige Bestimmungen des
Molekulargewichtes bis zu einem Wert von etwa 200 mit unserer Appara-
tur noch moglich, So laBt sich z. B. zeigen, daB der Traubenzucker '
im Liquor tatsichlich in molekularer Form gel6st ist, da sich bei Dia-
lyse des Liquors mit entsprechenden Zuckerbestimmungen der gleiche
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Abb. 3. Dialyse beksnnter chemischer Substanzen verschiedenen Molekulargewichts.
Halblogarithmische Darstellung. Bei den mit O und + bezeichneten MeBpunkten der
Traubenzuckerkurve handelt es sich um die Dialyse dieses Stoffes aus Liquor.

Dialysekoeffizient ergibt wie mit der reinen in Puffer gelosten Substanz
(Abb. 3). _

3. Das Verhalten der hochmolekularen Korper m Liguor bes der Dialyse
muB} von Fall zu Fall gepriift werden, je nach den Eigenschaften, die zur
Diskussion stehen, Ganz allgemein 148t sich sagen, daB die Dialyse
zwar einen schonenden Eingriff darstellt, daB aber bei den hochempfind-
lichen hochmolekularen Eiweilkorpern leichte Denaturierungsvorgénge,
Spaltungen oder Assoziationen der Molekiile infolge des Versuches
nicht ausgeschlossen sind. Wir selbst haben uns auf das Verhalten der
Wassermann-Reaktion und der Kolloidreaktionen beschrinkt. Hierbei
ergaben sich einige bemerkenswerte Resultate, die in Tabelle 1 zusammen-
gestellt wurden.

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Luesreaktionen {Wa.R. und
M.K.R.1I) nach der Dialyse im allgemeinen leicht abgeschwicht sind.
Bei Nr. 2 verschwand eine mittelstark positive M.K.R. IT vollstindig
nach dem Versuch, der Wassermann war allerdings auch im Nativ-
liquor negativ. Demgegeniiber stehen der Liquor Nr. 8 und 6, bei
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Tabelle 1. Verhalten der Luesantikdorper bei der Dialyse
(24—48 Stunden).

. Vor der Dialyse Nach der Dialyse
Diagnose
Wa.R. |ME.R. 11 Wa.R. | M.K.R. 1T
\
Lues latens z | o o I}
Progressive Paralyse 1%} ‘ ++ o o
nach Malariabehandlung ‘
3 Tabes dorsalis 0,2 +-+ +++] 0.2 o ++
0,6 +++ 0,6 ++
; 1,0 ++4
4 Lues latens o] | ] <} o}
5 Progressive Paralyse 02 +++ | ++4+ 0,2 4+ 4+
6 Lues latens %3 & L0 + —
7 Lues cerebrospinalis 0,2 o +4++1 0,2 o ++
0,2 -+ : 0,6 g
1,0 ++ | L0
8 Lues cerebri @ 4] 0,2 g J ++
0,6 o
1,0 ++
9 Progressive Paralyse 0,2 -+ ++ —|— 0,2 41+ 4 L4
10 Lues congenita 1] ‘ & o f o}
11 Lues cerebri 0,2 + \ ++4+ 102 o @
0,6 +++ | 0,6
, LO+++4 | 1,0 -1+
12 Serum, Lues Eigen- +++ +-++ ++
hemmung \
13 Serum, Lues Eigen- I e - + 4
hemmung |
14 Serum, Lues Eigen- o] Eigen- o
hemmung hemmung
15 Serum, Lues o ) & 0,2 g | ]
0,6 ++ |

denen vollig negative Luesreaktionen nach der Dialyse ,,demaskiert*
werden. Es ist moglich, daB in diesem Fall dem Nativliquor irgend-
welche Stoffe beigemengt waren, die den positiven Ausfall der Re-
aktionen verhinderten und die durch die Dialyse entfernt wurden.
Das gleiche geschah mit dem Serum Nr.15. Bei zwei Seren (Nr. 12
und 13) trat etwas dhnliches auf. Nur handelt es sich hier um Sub-
stanzen, die Eigenhemmung im Nativserum verursachten. Bei einem
weiteren Serum (Nr. 14) gelang es nicht, die Eigenhemmung durch Dia-
lyse zu beheben.

Die Kolloidkurven veranderten sich durch die Dialyse praktisch nicht.
Allerdings muB gegen eine Pufferlésung von Py 8,0 dialysiert werden.
(Vgl. die IV. Mitteilung dieser Serie.)



Studien zur pathologischen Physiologie des Liquor cerebrospinalis. II. 319

4. Das Verhalten der niedermolekularen Stoffe im Liquor bei der Dialyse
wurde eingehend untersucht. Es war vor allem festzustellen, wann eine
vollstindige Trennung der dialysablen von den nichtdialysablen Stoffen
eingetreten ist. Ferner interessierte der Verlauf der Konzentrations-
kurve in Abhéngigkeit von der Dialysezeit, da sich hieraus wenigstens
grofenordnungsméBige Riickschliisse auf das Molekulargewicht der nieder-
molekularen Substanzen im Liquor machen lassen. Zur Loésung dieser
Fragen wurden drei Methoden angewandt, nimlich die kjeldahlometrische

12

|
|
v ,
S | i
84 i ‘
X \ \
£l |
3 1
=R I t
N
3 SN \ )
S 4N 1 ‘
T >, |
NA\NS
\ N
2 s
7 v/ “uy o 7 73 V74 wy 00 %o 20
Wtmten 2 Stumden Hmten

I/'a{y”m'/ in Mimuten

Abb. 4. Dialyse der stickstoffhaltigen Substanzen des normalen Ligquors. Die gestrichelte
Kurve stellt den theoretischen Verlauf der Dialyse von 2 Millimol. Harnstoff 4 4 Millimol.
Harnsdure dar.

Stickstoffbestimmung, die Feststellung des Brechungsindex mit Hilfe
der Refraktometrie und Interferometrie und die Spektralphotometrie
im Ultraviolett.

a) Die kjeldahlometrische Stickstoffbestimmung wurde mit je 2 cem
Fliussigkeit ausgefithrt. Die Titrationen erfolgten mit Methylrot als
Indicator unter elektrometrischer Kontrolle des pg am Umschlagspunkt,
Auf diese Weise lieflen sich sehr gut reproduzierbare Werte gewinnen.
Die jodometrische Titration hat sich nicht als zweckmiBig erwiesen,
da sich bei den in Frage kommenden sehr verdiinnten Lésungen der
Aquivalenzpunkt nicht genau bestimmen 1iBt.

Abb. 4 gibt die kurvenmiBige Darstellung der Ergebnisce, und zwar
ist das Absinken der Konzentration der niedermolekularen stickstoff-
haltigen Substanzen gegen die Dialysezeit aufgetragen. Es wurde bis
zur Konstanz der N-Werte dialysiert, was im allgemeinen nach 24 bis
48 Stunden bei normalem Liquor auftrat. Dieser Stickstoffwert ent-
spricht dem EiweiB3-Stickstoff. Er wurde von dem in den Dialysier-
gefiflen bestimmten Gesamtstickstoff jeweils abgezogen. Man sieht
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aus Abb.4, daB sich nach 15—20 Stunden noch eine betrichtliche
Menge niedermolekularer N-haltiger Substanzen in der Dialysierzelle
befindet. Erst jenseits der 30-Stundengrenze werden die Werte so niedrig,
daB sie praktisch auf die Konzentration Null gesunken sind. Es ist also
eine Dialysezeit von mindestens 24, besser 48 Stunden zur Trennung der
hochmolekularen von den niedermolekularen stickstoffhaltigen Substanzen
vm normalen Liquor erforderlich. Die im Schrifttum angegebenen Dialyre-
zeiten (z. B. Dialyse ,,iiber Nacht™) sind im allgemeinen zu kurz, zumal
durchweg unter viel ungilinstigeren Bedingungen gearbeitet wurde, vor
allem was die Durchmischung der Fliissigkeit anbetrifft. Die gestrichelte
Linie der Abb. 4 gibt den theoretischen Verlauf der Dialyce einer Mi-
schung von 2 Millimol. Harnstoff und 4 Millimol. Harnséure wieder.
Die Kurve schmiegt sich anfangs der experimentell gefundenen weniger
gut, spiter aber sehr gut an. Insbesondere ist der Kurvenabfall der
experimentell ermittelten Stickstoffkurven anfinglich steiler, was darauf
hinweist, dal noch Substanzen im Liquor vorhanden sein miissen, die
ein kleineres Molekulargewicht besitzen als Harnstoff (Molekulargewicht
60). Der Vergleich zwischen der theoretischen und den empirizchen
Kurven zeigt aber weiter deutlich, daB N-haltige Kérper von wesentlich
hioherem Molekulargewicht als Harnsdure unter den niedermolekularen
stickstoffhaltigen Stoffen im normalen Liquor jedenfalls nicht in nennens-
werten Mengen vorhanden sein kénnen. Es besteht also zwischen der
Teilchengrofie der niedermolekularen stickstoffhaltigen Korper und der
der EiweiBkorper ein sehr groBer Sprung, zwischen den Werten von
etwa 200 (GréBenordnung der Harnséure) und den Werten 70 000 bis
176 000 (GroBenordnung der EiweiBkorper).

b) Die Bestimmung des Brechungsindex mit Hilfe der Refrakiometrie
und der Inmterferomeirie geschah mit Hilfe des Eintauchrefraktometers
von ZeiB bzw. mit' dem Wasserinterferometer der gleichen Firma. Es
wurde jeweils der Brechungsindexunterschied (4 n) zwischen dem Inhalt
des Dialysiergefifes und dem die AuBenfliissigkeit darstellenden Phos-
phatpuffer (Py 8,0) festgestellt, Das Interferometer wurde mit einer
Harnstofflosung bekannten Gehaltes auf Brechungsindexunterschiede
geeicht. Dieses Verfahren ist wesentlich zweckméBiger als die in der
Liquorforschung iibliche Angabe von Interferometereinheiten, weil das
Clerit tatséchlich den Wert A » mifit, der auch mit anderen Apparaten,
z. B. dem Eintauchrefraktometer, bestimmt werden kann. Eine Ubersicht
iiber die gewonnenen Ergebnisse gibt die Tabelle 2. Man sieht auch hier,
daB zwischen den Werten der 24-Stunden- und der 48-Stunden-Dialyse
immer noch deutliche Unterschiede bestehen konnen. Erst nach 48
Stunden ist meist praktische Konstanz des A n erreicht. Die Bestim-
mung des Brechungsindex im Verlaufe der Dialyse bestétigt also die mit
Hilfe der Stickstoffbestimmung gefundenen Resultate beziiglich der Zeit-
dauer, die zur Trennung der hochmolekularen von den niedermolekularen
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Tabelle 2.
: dn an 4n 4n An : An
dquort | yorder | Nach8 St. | Nach 15 St. | Nach 24 St.) Nach 48 S¢. | Nach 72 St.
mmer Dialyse Dialyse Dialyse Dialyse Dialyse Dialyse
1 — 0,000081 | 0,000065 | 0,000051 | 0,000051 —
2 — 0,000141 | 0,000085 | 0,000054 | 0,000047 | 0,000047
3 — 0,000220 | 0,000146 | 0;000102 | 0,000085 —
4 — 4,000253 . 0,000069 | 0,000067 —_
5 — 0,000243 — 0,000060 | 0,000038 —
6 0,001483 | 0,000265 — 0,000081 | 0,000059 —
7 0,001609 | 0,000386 i — . 0,000092 | 0,000070 —
8 0,001512 | 0,000382 |- 0,000127 — 0,000090 —
9 0,001550 —_— 0,000103 — 0,000052 —
10 0,001374 — 0,000098 -— 0,000074 —
11 0,001512 — i 0,000089 - 0,000060 —
12 — — — — 0,000274 | 0,000255
13 — — — — 0,000062 | 0,000060
14 — — — o 0,000160 | 0.000159

Stoffen im normalen Liquor erforderlich ist. Der Wert von 4 # nach
48 Stunden Dialyse kann zur EiweiBbestimmung verwandt werden,
wobei als spezifisches Inkrement die Zahl 0,00202 dient. Der mit Hilfe
dieser Methode gewonnene Eiweifwert stimmt mit dem kjeldahlometri-
schen groBenordnungsmiBig gut iiberein, wenn auch der Fehler im
Einzelfalle etwa 10—15% betrigt.

¢) Zur Bestimmung der Absorptionskurven der Liquores im wulira-
violetten, Spektralbereich wurde eine MeBanordnung verwandt, die von
Kortiim und Almasy ausgearbeitet und im Institut von Scheibe ! weiter-
entwickelt wurde. Das Wesentliche an der Apparatur ist die Verwendung
einer kontinuierlichen Lichtquelle (Wasserstofflamrpe), die es gestattet,
noch schmale Banden oder kleine Maxima festzustellen. Die ganze
Anordnung ist eingehend in einer Diplomarbeit von Flad % beschrieben.
Gegeniiber der von dem einen won wuns gemeinsam mit F. Pruckner 3
verwandten Apparatur ist die in dieser Arbeit gebrauchte ganz wesent-
lich verbessert ¢. ‘

Abb. 5 zeigt die Absorptionskurve eines einige Tage im Eisschrank
aufbewahrten normalen Liquors vor der Dialyse, nach 15 und nach
48 Stunden-Dialyse. Wihrend im Nativliquor das fiir die EiweiBkorper
charakteristische Maximum (E) bei etwa 2800 A nur eben angedeutet
ist, kommt es im Laufe der Dialyse immer deutlicher heraus. Nach
48 Stunden ist die reine Eiweiflabsorption zu sehen. Insbesondere sind

1 Herrn Prof. Scheibe, Physikalisch-Chemisches Institut der Technischen Hoch-
schule Mitnchen, der uns in liebenswiirdigsterweisein seimem Institut arbeiten lieB,
sind wir zu groBtem Dank verpflichtet.

2 Flad, H.: Aufbau einer Anordnung zur Messung der Lichtabsorption im
Ultraviolett mit kontinuierlicher Lichtquelle. Diplomarbeit, Technische Hoch-
schule Miinchen 1941.

3 Pruckner, F. u. K.F. Scheid: Nervenarzt 9, 273 (1936).

4 Siehe auch G. Kortiim: Kolorimetrie und Spektralphotometrie. Berlin 1942.
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Stoffe, die im Gebiet von 2400—2900 A absorbieren, verschwunden.
Uber die Natur dieser Stoffe sowie iiber die eines zweiten Buckels im
Nativliquor (H) bei 2850 A ist nichts bekannt.

In Abb. 6 ist ebenfalls die Absorption eines unmittelbar nach der
Entnahme untersuchten normalen Liquors dargestellt, und zwar wurde
hier im Gegensatz zur Abb. 5 die Extinktion logarithmisch aufgetragen.

Der Wert 0 der Ordinate ent-

4 sprichtalsoderExtinktion1,0,

. der Wert 0,3 etwa der Ex-

Y tinktion 2,0. Der Nativliquor

455 zeigt eine ganz wesentlich

£ hohere, iiber dreifache Ab-

450 AN sorption als der in Abb. 5

K Liguor vorderllinfyse \ dargestellte. Einausgeprigtes

Py # Maximum (Y) ist bei 2650 A

t zusehen, wihrend das Eiweil3-

Sh maximum des Nativliquors in

=4 der hohen Gesamtabsorption

ks 495 untergeht. Auch nach 15 Stun-

///w%/,fiib’ den Dialyse verbirgt sich die-

0 Y /é Disse ses Maximum(&)nochineinem

\ N— £ breiten Buckel, der offenbar

o 7£ von B und Y gebildet wird,

\ und erscheint erst deutlich

«W———‘&\ / nach 48 Stunden Dialyse.

vﬂﬂf//’”ﬁ Dinyse Diese letztere Kurve ent-

W spricht wieder der reinen Hi-
0 Wl Zew 2 2 m 700 a0 . . 5

Wellnlinge in Agstii weiBabsorption.Die Substanz,

. . die das Maximum Y bedingt,

Abb. 5. Absorptionskurve eines normalen Liquors . o,
vor der Dialyse, nach 15 und 48 Stunden Dialyse.  ist wiederum mnicht bekannt.
B Eiweimaximum bei 2800 A. Sieistjedoch sehr empfindlich
gegen Einwirkungen aller Art.
So verschwindet das Maximum langsam bei einfacher Aufbewahrung

des . Liquors im Eisschrank im Laufe von einigen Tagen. (Vgl. die

wesentlich niedrigere Absorption des aufbewahrten Liquors der Abb. 5.)

Abb. 7 1aBt die Absorptionskurve eines ebenfalls mit den tblichen
Laboratoriumsmethoden als normal befundenen Liquors einer akuten
Schizophrenie erkennen. Das Gebiet von 2400—2600 A ist von einer
deutlich ins Auge fallenden Absorption ausgefiillt, die einen steilen Kurven-
verlauf bedingt. Auch bei diesem Liquor laBt sich die reine Eiweil}-
absorption mit ihrem Maximum bei etwa 2800 A nach 48stiindiger
Dialyse darstellen. Nach 8 Stunden ist der Liquor noch nicht vollstédndig
ausdialysiert, es haben sich aber zwei kleine Buckel (X und ) deut-
licher als im Nativliquor herausprofiliert. Der E-Buckel entspricht
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dem FiweiBmaximum, der andere einer wiederum noch unbekannten
Erscheinung.

Die Ausmessung weiterer Spektrogramme von verschiedenen Liguores
ergab folgendes: '

1. Die reine EiweiBabsorption mit ihrem Maximum bei 2800 A
146t sich nach ausgiebiger Dialyse immer darstellen. Hierzu ist eine

44 465, — \
4
43 / \ a8 \‘»
42| /' 3 . /773 \
\/ Ligva Vﬂl’/t’/’ﬂ/lé/.f& ” K \
47 450 £
’ \ N[/yﬂaﬂm)o?/l/bﬁ
T 7 445 \[
Th \
?z 47 y T 440
NS £ NN
é’ 4 ALY T g e K
3 4007 8 5Ll 53 L
= noch 854 Tiafyse \‘
43 430
| AN ‘
w : ¥ 425 re -
4 = 4 och 5K Diafyse\ \ ,
\ /Ma//ldéﬂi/bﬂe \\L
44 AN 7 : 4% L N
—
47
i 4il 70 iilﬂ" ,f'fll flM 700 7000 E@Wl . g0 600 cme 2800 LW 000
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Abb. 6. Absorptionskurve eines normalen  Abb. 7. Absorptionskurve eines Liquors
Liquors vor der Dialyse, mach 15 und einer akuten -Schizophrenie (Febrile Epi-
48 Stunden Dialyse. Extinktion logarith- sode). Ver der Dialyse ausgeprigte Steil-
misch aufgetragen. ¥ EiweiBmaximum bej kurve mit starker Absorption im Gebiet
2800 A, ¥ Maximum einer unbekannten von 2400—2600 A. Herausprofilierung des

Substanz bei 2650 A. EiweiBmaximums Enach 48 Stunden Dialyse.

Zeit von 15—48 Stunden notwendig. In einzelnen Fillen scheint der
Liquor auch nach 48 Stunden noch nicht vollig ausdialysiert zu sein
(vgl. Tabelle 3). Meistens unterscheiden sich jedoch die Absorptions-
kurven nach 48 Stunden Dialyse nicht wesentlich von den nach 24 Stunden
erhaltenen. Die spektrophotometrische Methode bestétigt also wiederum
die mit Hilfe der N-Bestimmung und der Interferometrie gewonnenen
Ergebnisse. — Grundséatzlich ist nach erfolgter Trennung der hochmoleku-
laren von den niedermolekularen Stoffen durch Dialyse im Liquor eine
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].Z.‘iweiBbestimmung spektrographisch moglich. Tabelle 3 gibt eine
Ubersicht iiber die Werte. Man erkennt, daBl die Extinktionen ungeféhr
die Menge des Eiweifles in Dezigrammen angeben, wenn auch erhebliche
Abweichungen im Ein-

Tabelle 3. zelfalle vorkommen,

BiweiB- |1 prvis . 2. Da die Extinktion
Ver: Extinktion
sueh | ;1AL 1561 2800 A Bemerkungen der jeweiligen Konzen-
tration einesStoffes pro-
1 22 0,18 portional ist, miiBten
‘g' gg g’gg sich der durchschnitt-
4 l 26 0,23 liche Dialysekoetfizient
5 36 0,28 sehr hohe Absorption, der niedermollekularen,
6 25 0,38 méglicherweise nicht voll dialvsablen Subst
7 30 0,32 ausdialysiert lalysablen bubstanzen

und damit ihr durch-
schnittliches Molekulargewicht nach der Formel von Brinizinger
gchéitzen lassen:

1

= m (].Og EO -—_ log Et) .

A
Man hitte also die Extinktionen z. B. bei 2600 A aus den Kurven
abzulesen und von ihnen den Betrag der reinen Eiweiflextinktion
(48 Stunden Dialyse) abzuzichen und in die obige Formel einzu-
setzen. Die Zeit ¢ bedeutet die Dialysezeit in Minuten. Dieses Verfahren
ist aber im Liquor deswegen nicht brauchbar, weil schon einfaches Auf-
bewahren der Fliissigkeit bei der Temperatur der Dialyse die Ab-
sorption der Cerebrospinalfliissigkeit im Ultraviolett erheblich &ndert,
wie schon oben erwihnt wurde und wie in einer spiteren Mitteilung
im einzelnen ausgefithrt werden soll. Unter anderen Bedingungen
konnte die kurz skizzierte Methode der spektrographischen Molekular-
gewichtsschitzung unbekannter Stoffe "in biologischen Fliissigkeiten
aber einmal wichtig werden.

Zusammenfassung.

Ts wird eine Mikroapparatur zur Dialyse von biologischen Fliissig-
keiten beschrieben und nach quantitativen Gesichtspunkten durch-
gearheitet. Mit Hilfe dieser Apparatur gelingt eine vollstindige Ab-
trennung der hoch- und niedermolekularen Substanzen im Liquor cere-
brospinalis. Es 1aBt sich zeigen, daB die niedermolekularen Stoffe kein
wesentlich hoheres Molekulargewicht als etwa 200 besitzen. Die hoch-
molekularen Korper, die fast ausschlieSlich Eiweiflkérper sind, lassen
sich nach der Dialyse durch Stickstoffbestimmung, durch Interferometrie
oder durch Spektralphotometrie mengenméfig erfassen. Mit Hilfe der
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genannten Methoden 140t sich das Herausdialysieren der nieder-
molekularen Stoffe verfolgen. Die Zeit zur vollstindigen Trennung
der dialysierbaren Stoffe von den nichtdialysierbaren betrigt etwa 48
Stunden.

Die Apparatur diirfte auch fiir Probleme der Physiologie, der Bakterio-
logie und der Virusforschung brauchbar sein.
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