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Studien zur pathologischen Physiologie 
des Liquor cerebrospinalis. 

I I .  Mitteilung. 

Die Trennung der hoeh- und niedermolekularen Substanzen 
im Liquor durch Ylikrodialyse. 

Von 
K. F. und L. Scheid 1. 
Mit 7 Textabbildungen. 

(Eingegangen am I1. November 1943.) 

Die Dialyse stellt eines der wichtigsten Verfahren zur Abtrennung 
niedermolekularer Substanzen yon hoehmolekularen dar. Die Zahl der 
angegebenen Apparaturen in Mkkro- und Mikroform in Chemie und 
Biologie ist betr~chtlieh. Die meisten dieser Versuchsanordnungen 
genfigen aber hSheren Anspriichen nicht. Dies gilt vor allem ffir die 
Collodiums~ckchen oder die Cellophanhfilsen, die such in der Liquor- 
forsehung bisher allgemein gebri~uehlich waren. Da  sich im Laufe unserer 
Liquorstudien immer wieder die Notwendigkeit einer exakten Trennung 
der hochmolekularen Substanzen yon den niedermolekularen in der 
Cerebrospinalflfissigkeit ergab, wurde yon uns einc besondere App~r~tur 
entwickelt, und zwar auf Grund theoretischer ~berlegungen nach 
quantitativen Gesichtspunkten. D ie se  Appar~tur gestat tet  eine saubere 
Trennung der Kolloide yon den Nichtkolloiden im Liquor ; die Zeitdauer, 
die ffir eine solehe Trennung erforderiich ist, kann genau best immt 
werden, und es ist sogar eine ann/~hernde quantitat ive Seh~tzung des 
durehschnittliehen Molekulargewiehts der dialysablen Stoffe mSglich. 
I m  praktisehen Betrieb ist uns die Apparatur  unentbehrlich geworden. 

a) Wir beginnen mit der l~espreehung der theoretisehen Grundlagen der Dialyse. 
Das wiehtigste Element jeder Dialyseanordnnng ist die Nembran. Die friiher fast 
aussehliel~lioh verwandten Pergament- und Kollodiummembranen sind heute 
tiberholt, da sie sieh nur unter besonderen Verh/iltnissen so hersteUen lassen, dab 
reproduzierbare Versuehsbedingungen zu envarten sind. So ist es z.B. El[ord 2 
gelungen~ derartige Membranen mit gestMter PorengrSge zur Messung der Dimen- 
sionen yon Viruselementen anzufertigen. Ebenso sind EiweiBmembr, anen ge- 
legentlieh in Gebrauch. Praktiseh kommen abet heute nut noeh Iabrikm/iBig 
hergestellte 1Vfembranen aus Cellulose oder Celluloseestern in Betraeht. Eine solehe 

1 Frl. E. Straufi, teehnisehe Assisten~in an der Universit~ts-Nervenklinik in 
Mtinchen, sind wir fiir die gewissenhafte Ausfiihrung der zahlreichen Versuehe 
dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 

E1]ord: Handbuch der Virusforschung. Wien :~938. 
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~embran ste]]t ein dreidimensionales Xetzwerk aus den I-Iauptvalenzketten der 
Glucosebausteine in der Cellulose dar. Diese Hauptvalenzketten tragen Seiten- 
gruppen, bei der Cellulose haupts~chlich die OtI-Gruppen der Glucose, an die sich 
Wasserdipole anlagern und die fiir die hydrophilen Eigenschaften, also die Quellung 
der ]Kembran verantwortlieh zu maehen sind. Aul]erdem linden 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- 
molekfile und die gel6sten Teilchen, getrieben yon ihrer W~rmebewegung. Sind 
die Maschen gr61]er als die diffundierenden Partikel (einschlieitlieh ihrer tttille aus 
Wasserdipolen), so tritt keine wesentliche t~ehinderung ein. N~thert sich die Ab- 
messung der Lficken zwisehen dem Netzwerk der eines diffundierenden Teilehens, 
dann verlangsamt sieh dessen Beweglichkeit, so dal3 bei gro~em Mil~verhiiltnis 
zwischen den Abmessungen des Teilchens und der Pore dieses fiberhaupt nicht 
mehr durch die Membran gelangen kann. Wit nennen diese Behindel~ng den Sieb- 
effekt. Bei der Diffusion elektrisch geladener Teilchen kommen noch elektrische 
Erscheinungen zu dem SiebeKekt hinzu. So k6nnen z.B. die negativ geladenen 
COOK-Gruppen des Netzwerks gleichartig geladene Partikel abstoBen nnd in ihrer 
Wanderung behindern. Das kann so weir gehen, dal] diese Teflchen, trotzdem sie 
eine den Poren der lViembran entsprechende GrSBe haben, nicht mehr durehgelassen 
werden. Die Membran ist dann anionenundurchl~ssig, w/ihrend sie fiir die ent- 
gegengesetzt geladenen Ionen gut permeabel sein kann. Bei unseren Cellulose- 
membranen mit ihren wenigen COOH-Gruppen spielt, wie schon angedeutet, dieser 
Effekt kaum eine Rolle 1. 

Der beschriebene Vorgang der Dialyse wird dureh eine Formel beherrseht, 
die Brintzinger aufgestellt hat und die wenigstens n~herungsweise gilt: 

1 
ct Coe - z t  . . . . .  (1) oder ?~-- t.0,4343 ( l o g c o - - l o g c t )  . . . . . .  (2) 

Hierbei bedeutet c o die Konzentration des dialysierenden StoKes zu Be~inn der 
Dialyse, c t seine Konzentration zur Zeit t, e die Basis des natfirlichen Logarithmen- 
systems und ~ den sog. Dialysekoeffizienten, der aui]er yon der Temperatur und der 
Gr6l]e der ~embranfl~iche vor allem vom Molekulargewicht der dialysierten Sub- 
stanz abh~ngt. Diese letztere Beziehung laflt sieh nach Brintzinger in das Gesetz 
fassen: ),. ]/M = konst . . . . . . .  (3) 
d. h. die DialysekoeKizienten der einzelnen StoKe verhalten sieh umgekehrt wie die 
Quadratwurzeln aus den Molekulargewiehten. 

Die Gtiltigkeit der Gesetze yon J~rintzinger ist an bestimmte Voraussetzungen 
gebunden: 

1. Es mu] ftir ausreichende l~iihrung gesorgt werden, so dal3 die Konzentra- 
t~ion innerhalb des :Dialysegef~l~es in allen seinen Abschnitten in einem bestimmten 
Augenblick gleieh ist. Die Konzentration des durchtretenden StoKes in der AuBen- 
flfissigkeit mul3 Null sein. 

2. Es darf keine Behinderung des diffundierenden Teilchens in den Maschen 
der ~embran, sei es infolge seiner Gr61]e, sei es infolge elektriseher Effekte, auf- 
treten. Jar~ter und Spandctu sowie Spandau und Gross fanden, dab eine solche 
Behinderung sehon: bei verh~ltnismii~ig niedermolekularen StoKen (Traubenzucker) 
ei~itritt, so dab das oben erwiihnte Wurzelgesetz nicht mehr exakt zutriift. Auf 
jeden Fall ist aus diesen Einschriinkungen der Schlu8 zu ziehen, dai] bei der Dialyse 
auch dann, wenn keine exakten Molekulargewichtsbestimmungen nach dem Wurzel- 
gesetz beabsiehtigt sind, unbedingt Membranen anniihernd reproduzierbarer Poren- 
gr6fle verwandt werden sollten. 

1 Eine gute ~Jbersicht fiber Membranprobleme finder sich bei K .  H. Meyer:  
Die I-Ioehpolymeren Verbindungen. Leipzig 1940. 
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Aus dem Brintzingersehen Gesetze ergeben sich noeh andere Forderungen, die 
beim Bau einer quantitativ arbeitenden Dialyseapparatur zu berficksiehtigen sind: 

3. Die Membranfl~tche, die fiir die Dialyse wirksam ist, sell eine konstante 
GrSl~e haben, da 3. yon dieser Gr61~e abh~ngt. Dies ist praktiseh nur durch/~/ane 
Membranen zu erreiehen. Hiilsen oder Sickchen lassen sich nut sehwer so herstellen 
und fiillen, da] reproduzierbar immer die gleiche Fl~che bei der Dialyse raal~gebendist. 

4. Wegen der Temperatur- 
abhingigkeit yon ~ ist der End- 
punkt der ])ialyse eben{alls ~em- 
peraturabh~ngig. Konstanz der 
Dialysetemperatur ist also eben- 
falls eine Voraussetzung fiir 
quantitatives Arbeiten. 

Endlich sind noch zwei 
weitere Gesichtspunkte zu be- 
rficksiehtigen: 

5. Zur Vermeidung yon 
Bakte,rienwachstum und yon 
Denaturierungsvorg~ngen ins- 
besondere an den hochempfind- 
lichen EiweiSkSrpern muir die 
Di~lysetemperatu r so niedrig 
wie mSglieh, jedenfalls unter 
Zimmertemperatur, gehalten 
werden. Einbau eines K~lte- 
aggregates in die Apparatur ist 
mithin dringend zu empfehlen. 

6. Das Volumen der zu di- 
alysierendenFlfissigkeit daft sich 
w~hrend des Versuchs nieht 
indern. Bei Eiweif~lSsungen 
hShererKonzentrationmuf~ beim 
quantitativen Arbeiten dieser 
Umstand sorgf~iltige Berficksieh- 

Abb. 1. a Das Gefll] zusammengesetzt, b Einfiill- tigung linden, da in{olge des 
trichter, c--g 4ie einzelnen Teile des Gefilles: c Ober- kolloidosmotisehenDruckes die- 

tell, d Unterteil, e Glasring, ] Gummiringe, 
g Metal:ran, ser Suhstanzen Wasser in den 

Innenraum desApparat es hinein- 
diffundiert. Beiden geringenMengenvonEiweil~ imLiquorspielen dieseVerhiltnisse 
praktiseh jedoch keine Rolle. Dagegen mul~ daftir Serge getragen werden, dal~ 
wiihrend des Versuehs das Niveau der Innen- und Aul~enflfissigkeit gleich bleibt. Am 
besten liI~t sioh dies dutch eine besondere K0nstruktion der Dialysegefil~e erreichen. 
Diese sind bis auf einen diinnen hohlen Stiel, an dem eine Marke angebraeht ist, 
geschlossen. Das ganze Gefil~ lil3t sich dann bis zur Marke in die Au~enflfissigkeit 
einsenken und genau justieren. Sollte die Innen~lfissigkeit dennoch fiber die Marke 
steigen oder unter sie fallen, so ist der hierdurch verursaehte Fehler wegen der Dfinn- 
kalibrigkeit des Ansatzrohres sehr gering. 

b )  Die Dialysea~l~aratur is t  sohon i n  der vorigen Mit te i lung kurz 
beschr ieben worden: Die Glasge]iifie bestehen ~us e inem glockenf6rmigen 
Oberteil  (c) m i t  e inem am hSchsten P u n k t  der G!ooke angesetz ten Stiel 
aus einem di innkal ibr igen  Glasrohr u n d  aus e inem r ingf6rmigen Unte r -  
tei l-(d).  (Abb. 1). Zwischen beide wird dig Membran  (g) horizontal  
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eingespannt. Zur VergrSgerung des Dialysevolumens kann noch ein Glas- 
ring (e) zwisehen 3lembran und Oberteil eingelegt werden. Die aufeinander- 
liegenden Glasteile sind gesehliffen, die Sehliffe werden leieht mit Paraffin- 
Vaseline gefettet. An Ober- und Unterteil sind einige Glasdorne an- 
gebraeht, fiber die Gummiringe gesehoben werden. Auf diese Weise 
werden die Teile des ganzen Gefitl]es unter m/~gigen ])ruek zusammen- 
gepreBt und dichtgehalten. Naeh Zusammensetzung wird die Dialysier- 
zelle mit dem Dialysegut geffillt, und zwar mit I-Iilfe eines kleinen 
langgestielten Triehters (b), dessen 
Stiel (lurch das Glasrohr des Obel- 
tells his dieht oberhalb derMembran 
gefiihrt wird, so dab keine Luft- 
blasen beim EiIigieBen auftreten. 
])as Gel/tit fagt mit eingelegtem 
Glasring etwa 6,5 cem, ohne ihn 
etwa 5,0 ecru. 

Als Membran eignen sieh aus- 
sehlieglieh entspreehend zurecht- 
gesehnittene Stiicke der Dialysier- 
schl~uche yon Kalle & Co., Biebrieh 
(Nr. 272/15);, welche die oben aus- 
~fihrlieh erSrterten Eigenschaften, 
die zu fordern sind; besitzen. An- 
dere Membranen wie Cellophan oder Abb.  2. Die Dia lys ie rappara tu r .  b Bi i re t ten-  

ha l te r  m i t  Gef~l?en, t T re ib r i emen  zum Elek- 
Kuprophan sind nieht brauehbar, t romoto r ,  a Gef~l~ fttr die Adi3enfltissigkeit, 
da sich mit ihnen, offenbar infolge sSole, diesiehineinerVertiefungdesKupfer- 

behi~lters k befindet ,  der  m i t  Hilfe eines 
ungenfigender Quellung, kein el- K~lteaggregates gekfihlt wird. 
weiBdichter AbschluB erzeugen l~il3t. 
Die lV[embranen wurden im allgemeinen trocken eingespannt, tIierdurch 
kommt ein kleiner, praktisch aber nicht ins Gewicht fallender Fehler 
zu Beginn des Versuches in die quantitative Auswertung. 

Mehrere der gefiillten I)ialysiergefs werden nun in einen Bfiretten- 
halter (Abb. 2) eingeklemmt, bis zur Marke an dem Stiel des Oberteils 
in die AuBenflfissigkeit eingesenkt. ])ann wird der Bfirettenhalter (b) 
mit tIilfe eines Elektromotors angetrieben und auf diese Weise mit den 
Dialysiergef/~Ben in t~otation versetzt. Hierdurch kommt es zu einer 
ausreiehenden Rfihrung sowohl der Aul~enflfissigkeit als auch des Dialy- 
siergutes innerhalb der Zellen, da hier die Flfissigkeit ebenfalls rotiert. 
])as K~ilteaggregat ist an den Eisschrank angesehlossen, und seine Kfihl- 
schlange kfihlt einen groBen mit Methanol gefiillten geschlossenen Bot- 
rich aus Kupfer (/c). Das Gef/tl~ ftir die AuBenfliissigkeit (a), in das die 
])ialysierzellen eingesenkt werden, steht yon einer Solel6sung um- 
geben, in einer Vertiefung des Kupferbottichs. Naturgemag I/~Bt sich 
die Kfihlvorrichtung 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 DurchstrSmung yon Appara- 
turen gebraucht wird. Die Dialysetemperatur betr/~gt in unseren Ver- 
suehen 2--6 ~ Dies ist fiir unsere Zwecke ausreichend. Eine bessere 
Temperatu~konstanz bis auf wenige Zehntel Grad 1/~l~t sich dureh Einbau 
eines Kontaktthermometers  ohne weiteres erreichen. 

e) Die Pri~/ung der Dialysege/di[3e auf ihre BraUehbarkeit far die 
quantitative Auswertung erfolgte mit bekannten Substanzen yon be- 
kanntem Molekulargewicht. Die betreffenden Substanzen wurden in 
Pnfferl6sung (Phosphatpuffer mi~ einem p~ yon etwa 8,0) gelSst, die 
DialysiergefgBe mit dieser L6snng gefgllt. In  bestimmten Zeitabst/s 
konnte dann jeweils eines der Gef/s aus der Apparatur herausgenommen 
und sein Inhal t  analysiert werden. Wegen der Forderung der Konstanz 
des Dialysevolumens ist dieses Vorgehen bei der Mikroansfiihrung 
nnserer Apparatur das Gegebene. Da Gefs nnd Membranen unter 
sich ganz gleich sind, kSnnen wesentliche Fehler night entstehen. 

1. Die Prii[ung au] Eiweifldichtigkeit der Gef/s und der Mem- 
branen geschah mit mehreren Substanzen in verschiedenen Verdiin- 
nungen, n/~mlich erstens mit Menschenserum, dessen EiweiBkSrper ein 
Molekulargewieht yon 176 000 bis 70 000 haben. Zweitens wurde das 
nach der Vorsehrift yon Kekwick kristallisiert dargestellte Pferde- 
albumin (Molekulargewicht 68 000) verwandt und endlieh das ebenfalls 
rein dargestellte Cytochrom (s) (Mo]ekulargewieht 15 600). Die kjeldahlo- 
metrischen Analysen ergaben in keinem Fail, auch bei st/~rkeren Ver- 
diinnungen ein Durohtreten dieser Stoffe durch die Membran. 

2. Die Prii/ung der XTIembran mit niedermolekularen StoHe~ erfolgte 
mit ttilfe yon Harnstofi (Moleku]argewicht 60), Harns/s (Mo]ekular- 
gewicht 168), Traubenzucker (Molekulargewicht 180) und Glykokoll 
(Molekulargewieht 75). Die Versuehsergebnisse sind in Abb. 3 zusammen- 
gestellt. Da die Konzentration in der Dialysefliissigkeit gem/tB der 
Formel yon Brintzinger nach einer e-Funktion abnimmt, ergibt die 
halblogarithmische Darstellung der Abb. 3 eine gerade Linie. Man 
erkennt ohne weiteres, dab die einzelnen MeBpunkte in befriedigender 
Weise auf einer Geraden liegen. Die Dialysekoeffizienten berechnen 
sieh im Durchschnitt: 

2 Harns~off = 2,6 �9 10 -s -4- 0,4, A ]/M = 2,0.10 -s, 
A tIarns~ure = 1,2 �9 10 -s, A ]/M ~ 1,6 �9 10 -2, 
~. Traubenzucker = 1,3 �9 10 =s Jr 0,4, A I/M ~ 1,7 �9 10 -2, 
A Glykokoll ~ 2,4. l0 -s, ,~ I/M = 2,0.10 -s. 

Man erkennt, dab das Wurzelgesetz yon Brintzinger n/s 
zutrifft. Fiir t tarnsgure und Traubenzueker liegen die Werte offenbar 
etwas zu niedrig, was auf eine leichte Behinderung dieser Stoffe beim 
Durehtri t t  dureh die Poren der Membran hinweist. DaB schon relativ 
niedermolekulare XSrper eine solehe Behinderung zeigen, haben, wie 
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sehon erw/~hnt, Jander und Spandau und Spandau und Gross ebenfalls 
gefunden. Immerhin sind gr6BenordnungsmitBige Bestimmungen des 
Nolekulargewiehtes his zu einem Wert yon etwa 200 mit unserer Appara- 
fur noch m6glich. So li~13t sich z.B. zeigen, dab der Traubenzueker 
im Liquor ~tsi~chlich in molekularer Form gel6st ist, da sieh bei I)ia- 
lyse des Liquors mit entsprechenden ZuekerbestimmungerL der gleiehe 
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T r m l b e n z u c k e r k u r v e  h a n d e l t  es s ieh n m  die Dia lyse  dieses  Stof fes  a~ls L iqno r .  

Dialysekoeffizient ergibt ~de mit der reinen in Puffer gel6sten Subst~nz 
(Abb. 3). 

3. Das Verhalten der hochmolekularen KSrper im Liquor bei der Dialyse 
mul3 yon Fall zu Fall geprtift werden , je naeh den Eigensehaften, die zlJr 
Diskussion stehen. Ganz allgemein l~l~t sieh sagen, dab die Dialyse 
zwar einen sehonenden Eingriff d~rstellt, dab aber bei den hoehempfind- 
lichen hoehmolekularen EiweilTk6rpern leiehte Denaturierungsvorgs 
Spaltungen oder Assoziationen der Molekiile infolge des Versuehes 
nieht ausgeschlpssen sind. Wir selbst haben uns auf das Verhalten der 
Wassermann-Reaktion und der Kolloidreaktionen beschr~kt,  Hierbei 
ergaben sieh einige bemerkenswerte Resultate, die in Tabelle 1 zusammen- 
gestellt wurden. 

Aus der Tabelle geht hervor, dab die Luesreaktionen (W~.R. und 
~[.K.I~. II) nach der ])ialyse im allgemeinen leicht abgeschwgeht sind. 
Bei Nr. 2 versehwand eine mittelstark positive ~.K.R. II  vollst~ndig 
nach dem Versueh, der }Vassermann war allerdings aueh im Nativ- 
liquor negativ. I)emgegentiber stehen der Liquor Nr. 8 und 6, bei 
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9 

10 
11 

12 

13 

14 

]5 

Tabelle 1. V e r h M t e n  der  L u e s a n t i k 0 r p e r  bei der D ia lyse  

Diagnose 

Lues  ]atens 

Progressive Para lyse  
n~ch 1V[alariabehandlung 

Tabes dorsalis 

Lues latens 
Progressive P~ralyse 

Lues latens 
Lues cerebrospinalis 

Lues eerebri 

Progressive Paralyse 
Lues congenita 

Lues cerebri 

Serum, Lues 

Serum, Lues 

Serum, Lues 

Serum, Lues 

2 4 - - 4 8  S t u n d e n ) .  

Vor der Dialyse Nach der Dialyse 

Wa.R, ] M.K.R. I I  

4 4  

0,2 4 4  4 + 4  
0 , 6 4 4 4  

0,2 + 4 4  4 + 4  

0,2 ~ 4 4 4  ' 
0,2 § 
],o 4+-  

0,2 +++ + + §  

0,2 + + 4 4  

~ra.R. M.K.R. II 

0,2 ~ 4 @  
0,6 4 4  
],o 4 4 4  

0 , 2 4 4 +  + 4 4  
],o + 

0,2 ~ 4 4  
0,6 
1,0 § 

0,2 ~ 4 4  
0,6 
1,o + 4  

0 , 2 4 4 4  4 + 4  

0,2 ~ 
0 , 6 4 4 4  
] , 0 4 §  

Eigen- 
hemmung 

Eigen- 
hemmung 

Eigen- 
hemmung 

0,6 4 
L 0 § 2 4 7  

4 4 4  

+ 4 4  

;~ Eigen- 
hemmung 

0,2 ;~ 
0,6 + 4  

+ 4  

4 4  

Z 

denen vSllig negative Luesreaktionen naeh der Dialyse , ,demaskiert" 
werden. Es ist m6glieh, dab in diesem Fall dem Nativliquor irgend- 
welehe Stoffe beigemengt waren, die den positiven Ausfall der Re- 
aktionen verhinderten un_d die dureh die Dialyse enffernt wurden. 
Das gleiehe geschah mit dem Serum Nr. 15. Bei zwei Seren (Nr. 12 
und 13) t ra t  etwas /~hnliehes auf. Nur handelt es sieh hier um Sub- 
stanzen, die Eigenhemmung im Nativserum verursachten. Bei einem 
weiteren Serum (Nr. 14) gelang es nieht, die Eigenhemmung dureh Dia- 
lyse zu beheben. 

Die Kolloidkurven ver/s sich dureh die Dia!yse praktisch nicht. 
Allerdings muB gegen eine PufferlSsung yon P~ 8,0 dialysiert werden. 
(Vgl. d i e  IV. Mitteilung dieser Serie.) 
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4. Das Verhalten der niedermolekularen Sto//e im Liquor bei der Dialyse 
wurde eingehend untersucht. Es war vor allem festzusteHen, wann eine 
vollst~tndige Trennung der dialysablen yon den nichtdialysab]en Stoffen 
eingetreten ist. Ferner interessierte der Verlauf der Konzentrations- 
kurve in Abh~ngigkeit yon der Dialysezeit, da sich hieraus wenigstens 
grSl3enordnungsm~Bige Rfickschliisse auf das Molekularge~4cht der nieder- 
molekularen Substanzen im Liquor machen lassen. Zur LSsung dieser 
Fragen wurde n drei Methoden angewandt, n~mlich die kjeldahlometrische 
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Abb.  4. Dialyse tier s t icks toffhal t igen Subs tanzen  des n o r m a l e n  Liquors .  Die ges t r ichel te  
]~urve  stel l t  den  theore t i schen  Ver lauf  der  Dialyse yon  2 )~illimol. t t a rn s to f f  + 4 1Viillimol. 

t tarns~iure dar .  

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

a) Die k]eldahlometrische SticlcstoHbestimmung wurde mit je 2 ccm 
Flfissigkeit ausgeffihrt. Die Titrationen erfolgten mit Methylrot als 
Indicator unter elektrometrischer Kontrol]e des p~ am Umschlagspunkt. 
Auf diese Weise liel3en sich sehr gut reproduzierbare Werte gewinnen. 
Die jodome~rische Titration hat sich nicht als zweckm~tl3ig erwiesen, 
da sich bei den in Frage kommenden sehr verdiinnten LSsungen der 
Aquivalenzpunkt nieht genau bestimmen l~l~t. 

Abb. 4 gibt die kurvenmi~l~ige Darstellung der Ergebnisee, und zwar 
ist das Absinken der Konzentration der niedermo]eku]aren 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 Eiweil~-Stickstoff. Er wurde yon dem in den Dialysier- 
gef~tJ]en bestimmten Gesamtsticks~off jeweils abgezogen. Man sieht 
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aus Abb. 4, daf~ sich nach 15--20 Stunden noch eine betr/~chtlicl~e 
Menge niedermolekularer N-haltiger Substanzen in der Dialysierzelle 
befindet. Erst jeffseits der 30-Stundengrenze werden die Werte so niedrig, 
da$ sie praktiseh auf die Konzentration Null gesunken sin& Es ist also 
eine Dialysezeit von mindestens 24, besser ~8 Stunden zur Trennung der 
hochmolekularen von den niedermolekularen sticksto//haltigen Substanzen 
im normalen Liquor er/orderlich. Die im Schrifttum angegebenen Dialyse- 
zeiten (z. B. Dialyse ,,fiber Nacht") sind im allgemeinen zu kurz, zumal 
durchweg unter viel ungfinstigeren Bedingungen gearbeifet wurde, vor 
allem was die Durchmischung r der Flfissigkeit anbetrffft. Die gestrichelte 
Linie der Abb. 4 gibt den theoretischen VerJauf der Dialyse einer Mi- 
schung yon 2 M~illimo]. Harnstoff und 4 Millimol. ttarns/iure wieder. 
Die Kurve schmiegt sieh anfangs der experimentell gefundenen weniger 
gut, sp/~ter aber sehr gut an. Insbesondere ist der Kurvenabfall der 
experimentell ermlttelten Stickstoffkurven anf/s steiter, was darauf 
hinweist, dal3 noeh Substanzen im Liquor vorhanden sein mfissen, die 
ein kleineres Molekulargewieht besitzen als ttarnstoff (Molekulargewicht 
60). Der Vergleich zwisehen der theoretischen und den empirischen 
Kurven zeigt aber welter deutlich, da$ ~q-haltige KSrper yon wesentlich 
hSherem Molekulargewicht als Harns/~ure unter den niedermolekularen 
stickstoffhaltigen Stoffen im normalen Liquor jedenfalls nicht in nennens- 
werten Mengen vorhanden sein k6nnen. Es besteht also zwischen der 
TeilehengrSl]e der niedermolekularen stickstcffbaltigen KSrper und der 
der Eiwei$k6rper ein sehr groBer Sprung, zwischen den Werten yon 
etwa 200 (Gr613enordnung der Harns~ure) und den Werten 70 000 bis 
176000 (GrSl~enordnung der EiweiSkSrper). 

b) Die Bestimmung des Brechungsindex mit tti]fe der t~e/raktometrie 
und der Inter/erometrie geschah mit Hilfe des Eintauchrefraktemeters 
yon Zeil] bzw. mi t  dem Wasserinterferometer der gleicl~en FiIn~a. Es 
wurde jeweils der Brechungsindexunterschied (A n) zwiscben dem Inhalt 
des Dialysiergef/~Bes und dem die Au$enflfissigkeit darstellenden 1Jhos- 
phatpuffer .(P~ 8,0) festgestellt. Das Interferometer wurde mit einer 
ttarnstoffl6sung bekannten Gehaltes auf Brechungsindexunterschiede 
geeicht. Dieses Verfahren ist wesentlieh zweckmg$iger als die in der 
Liquorforschung iibliehe Angabe yon Interferometereinheiten, weil das 
Get/it tats~chlieh den Wert A n mil3t, der auch mit anderen Apparaten, 
z. B. dem Eintauchrefraktomes bestimmt werden kann. Eine ~bersieht 
fiber die gewonnenen:Ergebnisse gibt die Tabelle 2. Man sieht aueh bier, 
daI~ zwisehen den Werten der 24-Stunden- und der 48-Stunden-Oialyse 
immer noch deutliche Untersehiede bestehen kSnnen. Erst nach 48 
Stunden is~ meist praktische Konstanz des A n erreicht. Die Bestim- 
mung des Brechungsindex im Verlaufe der Dialyse best/~tigt also die mit 
ttilfe der Stiekstoffbestimmung gefundenen l~esultate bezfiglich der Zeit- 
dauer, die zur Trennung der hodhmolekularen yon den niedermolekularen 
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Tabel le  2. 

Liquo r -  
N u m m e r  

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 

zJn 
vor der 
Dialyse 

0,001483 
0,001609 
0,001512 
0,001550 
0,001374 
0,001512 

A n  A n  
N a c h  8 St .  N ~ c h  15 St .  

Dia lyse  Dia lyse  

0,000081 0,000065 
0,000141 0,000085 
0,000220 0,000146 
0;000253 - -  
0,000243 
0,000265 - -  
0,000386 , - -  
0,000362 ~0,000127 

- -  0,000103 
- -  ~ 0,000098 
- -  ~ 0,000089 

z~n 
Nach 24 St. 

Dialyse 

0,000051 
0,000054 
0,000102 
0,000069 
0,000060 
0,000081 
0,000092 

A ~  A ~  
N a c h  48 St .  N a c h  72 St .  

Dia lyse  Dia lyse  

0,000051 
0,000047 0,000047 
0,000085 
0,000067 
0,000038 
0,000059 
0,000070 - -  
0,000090 
0,000052 
0,000074 
0,000060 
0,000274 0,000255 
0,000062 0,000060 
0,000160 0.000159 

Stoffen im normalen Liquor erforderlich ist. Der Weft  yon A n nach 
48 Stunden Dialyse kann zur Eiweil]bestimmung verwandt werden, 
wobei als spezifisches Inkrement die Zahl 0,00202 dient. Der mit ~ilfe 
dieser Methode gewonnene Eiweil~wert stimmt mit dem kjoldahlometri- 
schen gr6Benordnungsm/~fiig gut /iberein, wenn auch der Fehler im 
Einzelfalle etwa 10--15% betr/~gt. 

c) Zur  Best immung der Absorptionskurven der Liquores ira ultra- 
violetten Spektralbereich wurde eine MeBanordnung verwandt, die yon 
Kortiim und Almasy  ausgearbeitet und im Inst i tut  yon Scheibe 1 weiter- 
entwickett wurde. Das Wesentliche an der Apparatur ist die Verwendung 
einer kontinuierlichen Lichtquel~e (Wasserstofflamre), die es gestattet, 
noch schmale Banden oder kleine Maxima festzustellen. Die ganze 
Anordnung ist eingehend in einer Dip!omarbeit yon Flad ~ beschrieben. 
Gegenfiber der yon dem einen yon uns gemeinsam mit F. Pruckner a 
verwandten Apparatur ist die in dieser Arbeit gebrauchte ganz wesent- 
lich verbessert a. 

Abb. 5 zeigt die Absorptionsk~rve eines einige Tage im Eisschrank 
aufbewahrten normalen Liquors vor der Di~lyse, nach 15 und nach 
48 Stunden-Oialyse. W/ihrend ira Nativtiquor das fiir die E~weit]kSrper 
charakteristische Maximum (E) bei etwa 2800 A nut eben angedeutet 
ist, kommt es im Luufe der Dialyse immer deutlicher heraus. Nach 
48 Stunden ist die reine Eiwei~absorption zu sehen. Insbesondere sind 

1 I-[errn Prof. Scheibe, Physikalisch-Chemisehes Institut der Technischen ]toch- 
schule ]~tinchen, der uns in liebenswtirdigsterweise:in sei~em Institut arbeiten lieB, 
sind wir zu gr6Btem Da~k verpfiichtet. 

Flad, H.: Aufbau einer Anordnung zur Messung der Lichtabsorption im 
Ultraviolett mit kontinuierlicher Lichtque]le. Diplomarbeit, Technische Itoch- 
schule l~iinchen 1941. 

Pruc~ner, F. u. K. 2". Scheid: Nervenarzt 9, 273 (1936). 
4 Siehe auch G. Korti~m: Xolorimetrie und Spektralphotometrie. Berlin 1942. 
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Stoffe, die im Gebiet yon 2400--2900 A absorbieren, verschwunden. 
~ber die Natur dieser Stoffe sowie fiber die tints 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 
bier im Gegensatz zur Abb. 5 die Extinktion logarithmiseh aufgetragen. 

"~300 ~OO ~09 X600 ~VOO 2KOO ZgO0 J~# 

Ablo. 5. Absorp t ionskurve  eines n o r m a l e n  Liquors  
v o r  tier Dialyse, n a c h  15 und  48 S tunden  Dialyse. 

E E i w e i B ma x imnm bei 2800 A. 

Der Wert 0 der Ordinate ent- 
spricht also derExtinktion 1,0, 
der Wert 0,3 etwa der Ex- 
tinktion 2,0. Der Nativliquor 
zeigt eine ganz wtsentlich 
hShere, fiber dreifaehe Ab- 
sorption als der in Abb. 5 
dargestellte. EinausgeprAgtes 
Maximum (Y) ist bei 2650 A 
zu sehen, wghrend das Eiweil~- 
maximum des Nativliquors in 
der hohen Gesamtabsorption 
untergeht. Auch naeh 15 Stun- 
den Dialyse verbirgt sich die- 
sesMaximum(E) noehineinem 
breiten Buekel, der offenbar 
yon E und Y gebildet wird, 
und erseheint erst deutlieh 
naeh 48 Stunden Dialyse. 
Diese letztere Kurve ent- 
sprieht wieder der reinen Ei- 
weil~absorption.Die Substanz, 
die das Maximum Y bedingt, 
ist wiederum nicht bekannt. 
Sie ist j edoeh sehr empfindlich 
gegen Einwirkungen aller Art. 

So verschwindet das Maximum langsam bei einfacher Aufbewahrung 
~des Liquors im Eisschrank im Laufe von einigen Tagen. (Vg]. die 
wesentlich niedrigere Absorption des aufbewahrten Liquors der Abb. 5.) 

Abb. 7 l~Bt die Absorptionskurve eines ebenfalls mit den fiblichen 
Laboratoriumsmethoden als normal befundenen Liquors finer akuten 
Schizophrenie erkennen. Das Gebiet yon 2400--2600/~ ist yon einer 
deutlich ins Auge fallendenAbsorption ausgeffillt, die einen steilen Kurven- 
verlauf bedingt. Auch bei diesem Liquor lg~t sich die reine EiweiB- 
absorption mit ihrem Maximum bei etwa 2800 A nach 48stiindiger 
Dialyse darstellen. ~ach8  Stunden ist der Liquor noch nieht vollstgndig 
ausdialysiert, es haben sieh aber zwei ldeine Butkel (X und E) deut- 
licher als im Nativliquor herausprofiliert. Der E-Buckel entspricht 
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~ t  

i 
o,s 

dem EiweiBmaximum, der ~ndere einer wiederum noch unbekannten 
Erscheinung. 

Die Ausmessung weiterer Spektrogramme yon versohiedenen Liquores 
ergab folgendes : 

1. Die reine EiweiBabsorption mit ihrem Maximum bei 2800 
ls sieh naeh ausgiebiger Dialyse immer darstellen. Hierzu ist eine 

I 
ZJO0 

Y 

V#IT ~/Sp ~ %/  

~0o zSOO 8soo ~1oo zSoo 
~lleMl~ce itz Az]s/zh~ 

Abb.  6. Absorp t ionskurve  e[nes norraa len  
Liquors  vo r  tier Diaiyse, n a e h  15 und  
48 S tunden  Dialyse. Ex t ink t ion  logar i th-  
miseh  au fge t ragen .  E Eiweil3max~imum bei 
2800 A. I z M a x i m u m  einer  u n b e k a n n t e n  

Substanz  bei 2650 A. 

~oo z5oo zuoO ~7oo z~ou ~uoo Jooo 

Abb.  7. Absorp~ionskurve  eines Liquors  
e iner  a k u t e n  Schizophrenie  (Febri le  Epi-  
sode). Vor  de r  Dialyse ausgepr~gte  Steil- 
k u r v e  ~ i t  s t a rk e r  Absorp t ion  i m  Gebiet  
yon  2400--2600 A. Herausprof i l i e rung  des 
Eiwei l3maximums E n a c h  48 S tunden  Dialyse. 

Zeit yon 15--48 Stunden notwendig. In  einzelnen F/~llen scheint der 
Liquor auch nach 48 Stunden noeh nicht vSllig ausdialysiert zu sein 
(vgl. Tabelle 3). Meistens unterseheiden sich jedoch die Absorptions- 
kurven nach 48 Stunden Dialyse nieh* wesentlich von den nach 24 Stunden 
erhaltenen. :Die spektrophotometrische Methode bests al~o wiederum 
die mit Hilfe der N-Bestimmung und der Interferometrie gewonnenen 
Ergebnisse. - -  GrundsAtzlich ist nach erfo]gter Trennung der hochmoleku- 
laren yon den niedermolekularen Stoffen durch Dialyse im Liquor eine 
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EiweiSbestimmung spektrographiseh InSglich. Tabelle 3 gibt eine 
Obersieht fiber die Werte. Man erkennt, dM~ die Extinktionen ungef/~hr 
die Menge des EiweiBes in Dezigrammen angeben, wenn such erhebliche 

Tabelle 3. 

Eiwei~- Extinktion Ver, gehMt bei2800 ~1 Bemerkungen such in mgO/~ I 

22 
35 
29 
26 
36 
25 
30 

Abweichungen im Ein- 

0,18 
0,33 
0,26 
0,23 
0,28 
0,38 
0,32 

sehr hohe Absorption, 
mSglicherweise nicht roll 

ausdiMysiert 

schnittliehes Molekulargewicht nach der 
sch~tzen lassen: 

zelfMle vorkommen. 
2. Da die Extinktion 

der jeweiligen Konzen- 
tration einesStoffes pro- 
portionM ist, mfi~ten 
sich der durchschnitt- 
liche DiMysekoeffizient 
der niedermollekularen, 
diMysablen Substanzen 
und damit ihr durch- 

Formel yon Brintzinger 

1 
)t - 0,4343. t (log Eo - -  log Et). 

Man hgtte also die Extinktionen z. B. bei 2600 A aus den Kurven 
abzulesen und von ihnen den Betrag der reinen Eiweii~extinktion 
(48 Stunden DiMyse) abzuziehen und in die obige Formel einzu- 
setzen. Die Zeit t bedeutet die DiMysezeit in Minuten. Dieses Verfahren 
ist aber im Liquor deswegen nicht brauchbar, weil schon einfaches Auf- 
bewMlren der Flfissigkeit bei der Temperatur der DiMyse die Ab- 
sorption der CerebrospinMflfissigkeit im Ultraviolett erheblich ~ndert, 
wie schon oben erwghnt wurde und wie in einer spgteren Mitteflung 
im einzelnen ausgeffihrt werden soll. Unter anderen Bedingungen 
kSnnte die kurz skizzierte Methode der spektrographisehen Molekular- 
gewiehtsschgtzung unbekannter Stoffe in biologischen Flfissigkeiten 
aber einmM wichtig werden. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  

Es wird eine Mikroapparatur zur DiMyse yon biologischen Flfissig- 
keiten beschrieben und nach quantitativen Gesichtspunkten dutch- 
gearbeitet. Mit Hilfe dieser Apparatur gelingt eine vollst/~ndige Ab- 
trennung der hoch- und niedermolekularen Substanzen im Liquor cere- 
brospinalis. Es 1/~l~t sich zeigen, dag die niedermolekularen Stoffe kein 
wesentlieh hSheres Nolekulargewicht a]s etwa 200 besitzen. Die hoch- 
molekularen K6rper, die fast aussehliel~lich Eiweil~k6rper sind, las~en 
sich nach der Dialyse dutch Stiekstoffbestimmung, durch Interferometrie 
oder dureh Spektralphotometrie mengenm/~ftig erfassen. Mit ]-Iilfe der 
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genannten  Methoden l~Bt sich das Herausdialysieren der nieder- 
molekularen Stoffe verfolgen. Die Zeit zur vollst~ndigen Trennung 
der dialysierbaren Stoffe yon den nichtdia lys ierbaren betr~gt etwa 48 
Stunden.  

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