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Um genugend Material auch fur cine praparatiue Isolierung dcs Setoclavins zu erhalten, setzten 
wir unter Einhaltung der beschriehenen Bcdingungen cinen neuen Versuch mit 20 Schiittel- 
kulturen (=total 2 1 Nahrlosung) an, denen wir am 5. Tag insgesamt 400 mg Agroclavin in Form 
dcs Tartrates zusetzten. Da Agroclavin und Setoclavin schr schnell abgebaut werden, wurden 
die Kulturen bcreits nach 24 Std. im Turmix homogcnisicrt uud die Basen sofort extrahiert. 

Dabei erhielt man 240 mg eines Alkaloidgemisches (60% des eingesetzten Agroclavins), das 
laut der papierchromatographischen ilnalyse aus 25 yo Agroclavin und 75 % Setoclavin neben 
Spuren von Isosetoclavin bestand. 

Durch Chromatographieren an der 100fachen Menge Aluminiumoxid (MIERCK) nach BROCK- 
M A N N  wurde zuerst das Agroclavin rnit abs. Chloroform eluiert, dann wurde mit Chloroform+ lizy0 
Methanol eine Fraktion von 160 mg reinem Setoclavin erhalten. Nach Urnkristallisieren aus Ace- 
ton war das Alkaloid papierchromatographisch rein (135 mg). IK-Spektrum, Farbreaktionen, 
Smp. und optische Drehung waren genau wie diejenigen von authentischem Setoclavin. 

Als Kontrollversuch wurden 5 ERLENMEYER-KOlbCn mit total 500 ml  unbeimpfter Nahrlosung 
rnit total 100 mg Agroclavin versetzt und ebenfalls 24 Std. gcschuttelt. 

Aus dicsem Ansatz liessen sich 90% des eingesetzten Agroclavins unverandert zuruckgewin- 
nen. Im Papierchromatogramm war nur reines Agroclavin, jedoch keine Spur Setoclavin nach- 
zuweisen. 

Wir danken Frl. MICHELE CARMELLINO fur die Mitarbeit bei dcr Durchfuhrung der Versuchc. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Durch Zusatz von Elymoclavin und von Agroclavin zu Kulturen des mtxikani- 
schen Rauschpilzes Psilocybe sewperviva HEIM et CAILLEUX konnten diese beiden 
Mutterkornalkaloide am C-8 hydroxyliert werden, wobei aus Elymoclavin Penni- 
clavin und Isopenniclavin, aus Agroclavin Setoclavin und Spuren Isosetoclavin ent- 
standen. 

Ergotamin oder Ergobasin (Ergometrin) wurden durch Psilocybe-Kulturen nach 
partieller Isomerisierung abgebaut, ohne dass hydroxylierte Zwischenprodukte mit 
intaktem Indolkern fassbar waren. 
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34. Uber die Diinnschichtchromatographie von Lipiden 

Untersuchungen von Gehirngewebe Multiple-Sklerose-Kranker 
und Normaler 

von C. G. Honegger 

1. Mitteilung 

(7. XII. 61) 

Die Multiple Sklerose wird zu den demyelinisierenden Erkrankungen gezahlt und 
fuhrt im pathogenetischen Geschehen zu herdformigen Entmarkungen, vorwiegend 
im Bereiche der weissen Substanz von Gehirn und Ruckenmark. Der Abbau der an 
Lipiden besonders reichen Myelinscheiden, als ein hervorstechendes Merkmal bei 
dieser Krankheit, hat das Interesse chemisch ausgerichteter Untersuchungen auf 
diese Stoffklasse gelenkt. Ausgangspunkt bildet eine vergleichende Studie von WEIL l), 

A. WEIL, J .  Neuropath. 7, 453 (1948). 
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welcher eine starke Verminderung von lipidloslichem P und eine Vermehrung von 
nicht extrahierbarem P in weisser und grauer Substanz im Gehirn Multiple-Sklerose- 
Kranker gegenuber demjenigen Normaler fand. Von speziellem Interesse sind j edoch 
die Arbeiten von CUMINGS 7 ,  sowie BAUER & HEITMANN 3), welche Analysen an kurz- 
fristig (2 Wochen) formolfixiertem bzw. frischem, isoliertem Herd- und Nichtherd- 
material von Multiple-Sklerose- als auch Normal-Hirn durchfuhrten. Ubereinstim- 
mend fanden beide Arbeitsgruppen eine deutliche Verminderung der Phospholipide, 
Cerebroside sowie des Cholesterins in den Herden. Ausser in einem Fall stellte CU- 
MINGS in den Herden regelmassig das Auftreten von Cholesterinestern fest, was BAUER 
& HEITMANN nicht bestatigen konnten. In der den Herden angrenzenden weissen 
Substanz sowie der daruber liegenden grauen Substanz fand CUMINGS gegeniiber 
Normalhirn ebenfalls einen Abfall der Phospholipide und teilweises Auftreten von 
Cholesterinestern, wie auch eine Vermehrung der Neuraminsaure in der grauen Sub- 
stanz, obwohl diese Bezirke makroskopische Veranderungen nicht erkennen liessen. 
Zur Beurteilung dieser Befunde ist zu bedenken, dass nach histologischen Untersu- 
chungen in der scheinbar (makroskopisch) normalen weissen Substanz bei der Mul- 
tiplen Sklerose viele kleine, nur mikroskopisch feststellbare Herde vorhanden sein 
konnen. Der iibereinstimmenden Faxbtonung wegen sind auch die in der grauen Sub- 
stanz regelmassig vorkommenden Herde von blossem Auge kaum sichtbar 4). 

In der vorliegenden Arbeit wurde an Stelle der klassisch chemischen Methoden, 
wie sie in den bisher erschienenen Publikationen Verwendung fanden, die Dunnschicht- 
chromatographie zur Lipidanalyse eingesetzt . Die erfolgreiche Anwendung dieser 
Methode zur Auftrennung von Lipidextrakten aus Serum, Gehirn und anderen Or- 
ganen haben WEICKER5), JATZKEWITZ~) und WAGNER et al. ') bereits beschrieben. Es 
wurde vorerst versucht, einen Einblick speziell in die qualitativen Verhaltnisse von 
normalem und pathologischem Gehirngewebe zu erhalten. 

A .  Material. - Zur Untersuchung gelangte unfixiertes Gehirngewebe von zwei 
Multiple-Sklerose-Patienten und zwei Normalen, welches im Zeitraum von ca. 6 bis 
12 Stunden nach dem Tode entnommen und bis zur chemischen Analyse bei - 20" 
aufbewahrt wurde8). Vor der Aufarbeitung wurde das Gewebe aufgetaut, bis es sich 
schneiden liess, und die Multiple-Sklerose-Herde in Herdzentrum (ohne weisse Sub- 
stanz) und Herdumgrenzendes (aiusserer Teil des Hercles mit angrenzender weisser 
Substanz) getrennt. Zur Extraktion nach FOLCH s, gelangte folgendes Hirngewebe : 
Multiple Sklerose graue Substanz (MSG), Multiple Sklerose weisse Substanz (MSW), 

J.  N. CUMINGS, Brain 76, 551 (1953); 78, 554 (1955). 
H. BAWER & R. HEITMANN, Deutsch. Z.  Nervenheilk. 77S, 47 (1958). 
G. PETERS, in Handbuch der speziellen pathologischen Anatomic und Histologic, XlI1/2A, 
p. 527 und 539, Springer Vcrlag 1958. 
H. WEICKER, Klin. Wschr. 37, 763 (1959). 
H. JATZKEWITZ & E. MEHL, Z .  physiol. Chem. 320, 251 (1960). 
H. WAGNER, L. HORHAMMER & P. WOLFF, Biochcm. Z. 334, 175 (1961). 
Herr Prof. Dr. S. SCHEIDBCGRR, Pathologisch-Anatomischcs Institut dcr Universitiit Basel, 
stellte in grossziigiger Weise Gehirnmaterial von Multiple-Sklerose-Patienten und Normalcn 
zur  Verfiigung. Herr Dr. R. W ~ T H R I C H ,  Neurologischc Klinik der Universitat Basel, fiihrte 
die Isolierung von Multiple-Sklerose-Herd- und Nichtherdmatcrial aus. Ich mochte diesen 
beiden Herren auch an dieser Stclle meinen herzlichsten Dank aussprechen. 
J .  FOLCH, M. LEES & SLOANE STANLEY, J. bid. Chemistry 226, 497 (1957). 
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Lipidkonzentration im MSWH in uberaus hohem" Masse vermindert ist. Dieselbe 
Abnahme zeigt sich ebenfalls im MSWHU. Diese Befunde decken sich mit den Resul- 
taten anderer Untersucher ")"). Das Normalgehirn 2 weist einen kleineren Lipidgehalt 
auf, als es den Normalwerten von FOLCH~~)  entsprechen wiirde. Die Lipidextrakte von 
MSWH zeichnen sich, wie diejenigen von MSG und NG, durch eine Gelbfarbung aus. 

B. Methode. Von den getrockneten Lipidextrakten wurden 1- oder 5-proz. Losun- 
gen in Chloroform hergestellt und davon jeweils eine bestimmte Menge aufgetrennt. 
Die Extrakte wurden punkt- oder strichformig auf die mit Chloroform vorgereinigtene) 
Kieselgel-G-Platten aufgetragen und mit drei Laufmitteln, (Lauf CMW : Chloroform: 
Methanol :Wasser = 24 : 7 :1 odes 60 : 20 : 3 (v/v) ; Lauf C : Chloroform5) ; Lauf T : Tetra- 
chlorkohlenstoff 3) chromatographiert. Die strichformige Auftrageart fuhrt zur Aus- 
bildung scharfer Banden, wodurch die Auftrennung gewisser Substanzen noch mog- 
lich ist, die, wenn punktformig aufgetragen, in einem Fleck erscheinen (vgl. Fig. 1 und 
Fig. 4). Die Tatsache, dass die Aktivitat des Kieselgels G (MERCK) von Lieferung zu 
Lieferung Untesschiede aufweisen kann, notigte uns, speziell die Zusammensetzung 
des Laufmittels 1 zu variieren, um moglichst vergleichbare Wanderungswerte zu 

10) J .  FOLCH, I. ASCOLI, M. LEES, J. A. MEATH 8i 12. N. LEBARON, J. bid. Chemistry 19/, 833 

11) G. BRANTE, Acta physiol. scand. 18, Suppl. 63 (1949). 
1%) J. FOLCH & F. N. LERARON, in Metabolism of the Nervous System, ed. by D. RICHTER, p. 

13) R. J. ROSSITER, in Neurochemistry, ed. by I<. A. I,. ELLIOTT, I. H. PAGE & J. H. QUASTEL, 

(1951). 

67, Pergamon Press 1957. 

p. 11, Thomas, Springfield Ill. 1955. 
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Multiple Sklerose Herdzentrum (MSWH), Multiple Sklerose Herdumgrenzendes 
(MSWHU), letztere beide aus weisser Substanz; Normal graue Substanz (NG) und 
Normal weisse Substanz (NW). Die Spaltung der Proteolipide gcschah in bekannter 
WeiselO). Der Wassergehalt des Gewebes wurde an einer kleinen Probe nach BRANTE~~)  
bestimmt. Die Trockengewichte aus verschiedenen Lipidextraktionen sind in Tab. 1 
zusammengestellt. In  Bezug auf das demyelinisierte Gewebe ist ersichtlich, dass die 
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erhalten. Zur Kontrolle von Aktivitatsschwankungen und zur Rerechnung der Rx- 
Werte wurde auf jeder Platte jeweils ein Eichgemisch, bestehend aus 4 bekannten 
Lipiden (Lecithin, Fleck 5 ; Cholesterin, Fleck 16; Cholesterinstearat, Fleck 26 ; Squa- 
len, Fleck 28), neben den zu untersuchenden Extrakten rnit aufgetrennt. Die Sicht- 
barmachung der Flecke erfolgte mit verschiedenen Reagenzien (Ammoniummolybdat, 
Phosphormolybdansaure, Ninhydrin, Kaliumwismutjodid und Diphenylamin) , wel- 
che sich jedoch rnit Ausnahme von Ninhydrin fur fettlosliche Bestandteile als eher 
unspezifisch erwiesen. Die Erfahrung, dass quantitative, rnit Hilfe bestimmter Farb- 
reaktionen durchgefuhrte Untersuchungen von nicht aufgetrennten Lipidgemischen 
Summationswerte darstellen, konnte rnit dieser Methode eindeutig demonstriert 
werden. 

Ergebnisse. Die Chromatogramme der Gehirnextrakte von einem Multiple-Skle- 
rose-Patienten und zwei Normalen sind in Fig. 1-5 dargestellt. Zur Beurteilung der 
Chromatogramme wurden die deutlich sichtbaren Flecke vom Startpunkt aus, in der 
Reihenfolge Lauf CMW, Lauf C, Lauf T, fortlaufend numeriert, was einer Skala 
steigender Lipophilie entspricht. Flecke, die im weniger lipophilen Laufmittel einen 
hohen Rf-Wert aufweisen, lassen sich im lipophileren Fliessmittel meist noch in 
mehrere Substanzen auftrennen. Die Numerierung kann erfolgen, wenn der zu beur- 
teilende Extrakt weitmoglichst in die einzelnen Komponenten aufgetrennt vorliegt. 
Aus den Chromatogrammen konnen ca. 30 sich deutlich abzeichnende Flecke unter- 
schieden werden. Aus ihrer Anfarbbarkeit geht hervor, dass einige davon sich noch 
aus mehreren Substanzen rnit dem gleichen Rf-Wert zusammensetzen. Anhand von 
Vergleichssubstanzen war es moglich, einige der Flecke zu identifizieren oder Hin- 
weise iiber ihre mogliche chemische Zusammensetzung rnit Hilfe der Wanderungs- 
werte und Anfarbbarkeit zu gewinnen. Es handelt sich dabei um folgende Substan- 
zen: Fleck 3 Sphingomyelin, Fleck 5 Lecithin, Flecke 8 und 9 Kephaline, Flecke 10 
und 11 Cerebroside, Fleck 16 Cholesterin, Fleck? 18 und 19 Neutralfette (Glyceride) 
und Flecke 22-26 Cholesterinester. Bei der vergleichenden Betrachtung der Multiple- 
Sklerose- und Normal-Extrakte muss man sich vor Augen halten, dass von jedem 
Extrakt dieselbe Lipidmenge aufgetrennt wurde. Anhaltspunkte iiber die quantita- 
tiven Verhaltnisse, wie sie im Gewebe vorliegen, konnen demnach nur aus MSG und 
NG sowie MSW und NW erhalten werden, welche gleiche oder sehr ahnliche Trocken- 
gewichte aufweisen. 

Aus Fig. 1 und 2 ist ersichtlich, dass MSW, und NW nur geringfiigige Unterschiede 
aufweisen, die sich in einer schwachen Vergrosserung der Flecke 15 sowie 21-30 und 
einer Abnahme von Fleck 18 aussern. Zwischen NW, und NW, sind geringe Abwei- 
chungen in den Flecken 1, 6, 13 und 15 erkennbar. Dagegen sind im MSWHU, und 
speziell im MSWH, deutliche Veranderungen gegenuber NW und MSW, festzustel- 
len, wobei die Flecke 7, 12, 13, 14, 15, 17 (nicht identifiziert), 18, 19 (Neutralfette), 
20 und 21-30 (2. T. Cholesterinester, was schon von CUMINGS,) festgestellt wurde) 
neu oder vergrossert erscheinen. Ein Auftreten von Neutralfetten und Cholesterin- 
estern wurde auch histochemisch in frischen Herden der weissen Substanz, als erste 
sichtbare chemische Veranderung, festgestellt 14). Die Farbreaktion mit Diphenyl- 

14) F. SIXTELBERGER, in Modern scientific aspects of Neurology, ed. by J. N. CUMINGS, p. 148ff., 
- 

Edward Arnold T,td. 1960. 
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Fig. 1. Diinnschichtchromatogramnz von j e  2,5 mm3 5-proz. Lipidextrakte auf Kieselgel G 
Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser = 24/7/1. Anfarbung mit Phosphor 

molybdlnsaure. 
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Fig. 2. Diinnschichtchromatogramnz von j e  2,5 mm3 5-pVoZ. Lifiidextrakte awf Kieselgel G 
Laufmittel Chloroform. Anfarbung mit Phosphormolybdansaurc. 

amin, welche Glykolipide zur Darstellung bringt (Fig. 3), zeigt ausserdem im MSWH 
mehrere Substanzen, zwischen Fleck 5 und 14, welche gegenuber MSW vermehrt 
auftreten. Dieser Befund ist von Interesse, da SCHWARZ et al. '3 mit Hilfe von Saulen- 
chromatographie an Kieselgel in der weissen Substanz bei der Multiplen Sklerose, 
neben den normalerweise vorhandenen Galaktolipiden signifikante Mengen Gluco- 
cerebroside sowie kleine Mengen eines Ceramids und einige weitere, noch unbekannte 

16) H. P. SCHWARZ, L. DREISBACH, M. BARRIONUEVO, A. KLESCHICK & I. KOSTYK, J. Lipid 
Research 2, 208 (1961). 
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Fig. 3 .  Ausschnitte nus zwei Dunnschichtchromatogrammea von j e  30 mm5 I-proz. Lzpidextrakte 
auf  Kieselgel G 

Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser = 60/20/3. Anfarbung mit Diphenylamin. 

Lipide nachweisen konnten. Die Autoren gaben dabei keine nahere Auskunft uber 
den histologischen Zustand des verwendeten Gehirngewebes. Inwieweit unsere Be- 
funde mit den erwahnten Resultaten iibereinstimmen, kann vorlaufig noch nicht 
beurteilt werden. Die Verhaltnisse, wie sie in dem ersten Multiple-Sklerose-Fall vor- 
liegen, treten im zweiten Multiple-Sklerose-Gehirnextrakt bei der Auftrennung im 
Laufmittel CMW nicht so deutlich auf (vgl. Fig. 1 und 4), was speziell die Vergros- 
serung von Fleck 7, 12, 14 und 15 betrifft, welche im MSWH, gegeniiber MSWH, 

Fig. 4. Dunnschichtchromatogramm van 30 ~ 2 2 1 7 2 ~  7-pvoz. Lipidextrakte auf  Kieselgel G 
Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser = 60/20/3.  Anfirbung mit Phosphor- 

molybdansaure. 



Voliimen XLV, Fasciculus I (1962) - No. 34 287 

weniger ausgepragt ist. Durch die strichformige Auftrageart werden die Flecke 1-2 
der Fig. 1 in der 4. Figur in mindestens 4 Substanzen aufgetrennt, wobei Fleck 2 im 
MSWH, und MSWHU, verglichen mit MSW, vermehrt erscheint. Die Auftrennung 
im Lauf T (Fig. 5)  zeigt im MSWH, und MSWHU, gegenuber MSW, das Auftreten 
von Cholesterinestern, Flecke 22-26, neben weiteren Substanzen, Flecke 27-30. Der 
Wanderungswert von Fleck 28 entspricht demjenigen des Squalens, wobei wir noch 
keine weiteren Anhaltspunkte fur dessen Identitat haben. Das Bild der Auftrennung 
im Laufmittel C und T von Multiple-Sklerose-Fall 1 und 2 zeigt eine weitgehende 
ubereinstimmung, 

MSYd 
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Fig. 5. Diinnschichtchromatogvamm von j e  45 mma 5-proz. Lipidextrakte auf Kieselgel G 
Laufmittel Tctrachlorkohlenstoff. Anfarbung mit Phosphormolybdansaure. 

Durch den Vergleich von gewichtsaquivalenten Lipidmengen aus Herd- und Nicht- 
herdmaterial ist es wichtig, sich zu vergegenwartigen, dass im Herdextrakt Substan- 
Zen neu oder vermehrt auftreten konnen, was allein durch den Abbau der normaler- 
weise in grossen Mengen vorhandenen Myelinlipide bedingt sein kann. Uberdies muss 
in Betracht gezogen werden, dass die vom Alter der Herde abhangigen histologischen 
Unterschiede, welche einer bestimmten Phase der Demyelinisation entsprechen, auch 
in chemischer Hinsicht Unterschiede erwarten lassen. Aus diesem Grunde ist eine 
weitere Interpretierung der Befunde, wie sie aus der weissen Substanz erhalten wur- 
den, und ein direkter Vergleich mit den in der Literatur 2)3) beschriebenen Ergebnis- 
sen vorlaufig noch nicht mdglich. Immerhin war von Wichtigkeit, festzustellen, dass 
nicht nur im Herdzentrum, sondern auch im Herdumgrenzenden, das vorwiegend aus 
scheinbar intakter weisser Substanz besteht, chemische Veranderungen gefunden 
wurden, die uber die bisher beschriebenen Befunde *))3 hinausgehen. 

In den Extrakten aus der grauen Substanz (Fig. 1 und 2) (die ahnliche Trocken- 
gewichte aufweisen) zeigt MS, gegenuber NG, und NG, als neuen Befund das Auf- 
treten von Fleck 7 (nicht identifiziert) und Vergrosserung von Fleck 19 (Neutralfett). 
Angedeutet ist auch eine schwache Vergrosserung von Fleck 21-30 (z. T. Cholesterin- 
ester), wie sie CUMINGS,) schon beschrieben hat. Bemerkenswert ist, dass MSG und 
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MSWH sich in sehr vielen Teilen decken. NG, zeigt gegeniiber NG, eine schwache 
Vergrosserung der Flecke 1, 15 und 20 sowie das Fehlen von Fleck 2. 

Aus diesen rnit der Dunnschichtchromatographie gewonnenen Ergebnissen konnen 
noch keine Schliisse in bezug auf die Pathogenese der Multiplen Sklerose gezogen 
werden. Sie demonstrieren jedoch die Nutzlichkeit der Methodik, rnit welcher einige 
bekannte Befunde der Multiplen- Sklerose-Hirnforschung bestatigt und ausserdem 
Anhaltspunkte uber noch unbekannte Stoffe gewonnen wurden, die eventuell fur die 
Erforschung dieser Krankheit wichtig sein konnen. 

Experimentelles. - Extraktion 9, : Abgewogenes Hirngcwebe wurde im Glashomogcnisator 
mit der 17-fachen Mengc (Volumen-Teile) einer Mischung von 2 Vol. Chloroform (9. a. MERCK) 
und 1 Vol. Methanol ( p .  a. MERCK) homogenisiert (mindestens 3 Min.), durch einen Faltenfilter 
in einen Messzylinder rnit Glasstopfen filtriert und mit der 3-fachen Menge Extraktionsmittel 
nachgewaschen. Der Extrakt (20 Teile Losungsmittcl / 1 Teil Gewebe) wurde sodann rnit der 
0,2-fachen Menge Wasser (bidest.) gcschuttelt und dann zcntrifugiert. Die obere (wasserige) 
Phase wurde moglichst vollstandig abpipetticrt und anschliessend 3mal rnit Chloroform: Metha- 
nol: Wasscr = 3 : 48 : 47 nachgewaschen. Die untere Phase (Lipide) wurde quantitativ ineinen Rund- 
kolben gcspiilt, im Vakuum bis fast zur Trockene eingedampft, der Riickstand in vie1 Chloro- 
form gelost, dic Losung filtriert und zur Trockene eingedampft. Zur Trockengewichtsbestimmung 
wurde der Extrakt im Hochvakuum scharf getrocknet. - Glaswaren und Faltenfilter wurden zur 
Entfernung von eventuell vorhandenen Lipidcn vor Gebrauch gut mit Chloroform: Methanol= 
2 : 1 gewaschen. 

Wasserbestirnrnungll) : In ein trockenes, tariertes WPgeglZschen wurden ca. 40 mg Cehirn- 
gewebe der inneren Wand nach gut verstrichen, gewogcn und das Ganzc (mit offencm Deckel) 
2 Std. bci 104" im Ofen belassen. Anschliessend wurde die Trocknung im Exsikkator (iiber konz. 
Schwefclsaure) liZ Std. im Hochvakuum vervollstandigt und das mit Deckcl verschlossene Glas- 
chen gewogen. Die Gewichtsdifferenz ergibt den Wassergchalt. 

Dun.nschichtch.P.ona~og~aph~e (ausgefiihrt mit Standardausriistung DESAGA) : Zur Herstcllung 
der Schichtcn16) wurdcn 25 g Kiesclgel G (MXRCK) rnit 50 ml Wasser in eincr gut verschlossenen 
Pulvcrflasche wahrend 30 Sck. kraftig gcschuttelt und die Massc in der iiblichen Weisc auf sorg- 
faltig gercinigtc Glasplatten (20 x 20 cm) ausgestrichen. Die Schicht wurde 5 Min. an der Luft 
und anschliessend Std. im Ofen bei 110' gctrocknet. Zur Reinigung der Kieselgel-G-Schicht 6, 

rnit Chloroform wurde dasselbe in cincr Trennkammer bis zum oberen Plattenrand aufsteigen 
gelassen; zur Aktivierung der Schicht wurden dic Platten anschliessend 10 Min. im Ofen bei 110" 
getrocknct. In der iiblichen Weisc wurtlen sodann die in Chloroform gelosten Lipidextrakte 
( I -  oder 5-proz. Losungen) punkt- oder strichfiirmig (bis 10 resp. bis 5 Proben pro Platte) aufge- 
tragen. Fiinf Chromatogramme (eines pro Farbung) wurdcn im Laufmittel CMW (s. S. 283) und je 
ein weiteres in Chloroform5) und Tetrachlork~hlenstoff~) ausgefiihrt. Die Trennkammern wurden 
zur Ermoglichung einer vollstandigen Sattigung auf 3 Seiten mit Filterpapierstrcifen ausge- 
schlagon. wclche in das Laufmittel eintauchen. Die Steighohe betrug jeweils 12 cm. DieMarkierung 
der Front muss fur Lauf C und T beim Hcrausnehmen der Chromatogramme erfolgen, wahrend 
sic fur Lauf CMW nach dem Trocknen (ca. 5 Min. bei 110") untcr dem UV.-Licht durchgefuhrt 
werden kann. 

Arkfiirlrung : a) Animoniummolybdat-Perchlorsaure7). Reagens (im Eiskasten langerc Zeit 
haltbar) : 3 g Ammoniummolybdat ( p .  a. MISRCK) + 25 ml Wasserf 30 ml lx  Salzsaurc ( p .  a. 
MERCK) + 15 ml 60-proz. Pcrchlorsaure ( p .  u. MEKCK). Platten bis feucht bespriihen und 15 Min. 
bei 110" im Ofen erhitzen. Blauschwarzc Flecke (1-2 Tage haltbar) auf fast weissem Untergrund 
erscheinen rnit diescm Universalspriihreagens. 

b) Phosphormolybdansaure ( p .  a. MERCK) 17). Reagcns ( 3  Tage gut haltbar) : 10-proz. Losung 
in abs. Athanol (FLUKA). Platten bespriiht bis gelblich und 10-15 Min. im Ofen bei 110' erwarmen. 

18) M. BRENNER & A. NIEDERWIESER, Experientia 76, 378 (1960). 
17) Zusammensetzung des Reagens: K. L. SEARCY, T,. M. BERGQUIST & R. C .  JUNG, Clin. chim. 

Acta 5, 449 (1960). 
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Es cntwickcln sich dunkelblaue Flecke (1-2 Tagc haltbar) auf gelb-grunlichem Untergrund mit 
dicsem Universalspriihreagens. 

c) Ninhydrin (fi.a. MERCX) la). Reagens (in1 Eiskasten langere Zeit haltbar) : 0,Z-proz. Losung 
in n-Butanol (fur Chromatographie, MERCX) + 5 nil 10-proz. Essigsaure ( p .  n. MERCK). Platten 
bis feucht bespriihen und 15-20 Min. bei 110" im Ofen crhitzen. Dic rotvioletten Flecke (ca. 1 Tag 
haltbar) auf weissem Grund entsprechen Serin- und Athanolamin-haltigen Phosphatiden. 

d) Kali~mwismutjodid~). Zusammensetzung des Reagens: Iksung I : 1,7 g basisches \%smut- 
nitrat ($.a. RIEDEL) in 100 ml20-proz. Essigsaure; Losung 11: 40 g Kaliumjodid (@. a. MERCK) in 
100 ml Wasser (beide Losungen im Eiskasten langerc Zeit haltbar). Zum Bespriihen mischt man 
20 ml I mit 5 ml I1 und 70 ml Wasser (filtrieren. wenn das Reagens triibe wird). Die Platten leicht 
bespriihen; us erscheincn orange bis rotorauge Flcclrc auf gelblichcm Grund, die sofort anzuzeich- 
nen sind und welche hauptsachlich Cholin-haltigen Lipiden entsprechen. 

e) Diphenylamin6). Reagens (im Eiskasten langerc Zeit haltbar) : 20 ml 10-proz. alkoholischc 
Diphenylamin- ( p .  a. MERCK) Lasung+ 100 ml konz. Salzsaure ( p .  a. MERCK) + 80 in1 Eisessig. 
Chromatogramm leicht bespriihen, mit Deckplatte versehen, 30-40 Min. bci 110" in1 Ofen erhitzcn 
und herausnehmen, bevor dcr Untergrund sich blau flrbt. Fleclie sofort einzeichnen, da der Unter- 
grund rasch nachdunkelt. Man crhalt blaugraue Flecke, welchc Glykolipiden cntsprcchen. 

Die Flccke wcrden von den Chromatogrammen auf Transparentpapier durchgezeichnet, wo- 
bci mindestens 3 Farbintensitatsstufen unterschiedcn werden : ausgezogcne Link = kraftig ent- 
wickelt, gestrichelt=gut sichtbar und gepunktelt= schwache Farbintensitat. 

Die IJnterstiitzung dieser Arbeit durch den EMIL BAR ELL-^;^^^^ st.i auch an dieser Stelle 
herzlichst verdankt. 

Frl. M. BERNHARDT danke ich fur ihre gcschickte expcrimentc~lk Mithilfo. 

SUMMARY 

1. Brain tissue (white and grey matter) of two multiple sclerosis patients and two 
normals has been extracted with 2 : 1 chloroform-methanol. 

2. The dry weights clearly indicate for the pathological tissue a great loss of lipids 
in the demyelinated areas and the surrounding white matter, as compared with the 
apparently normal white matter. 

3. The qualitative analysis by thin layer chromatography revealed the following 
results: (a) At least 30 spots (some identified) have been detected in the various ex- 
tracts. - (b) Between macroscopically normal appearing white matter of the multiple 
sclerosis patients and of the normals, only minor differences could be detected. - 
(c) The demyelinated areas and their surrounding white matter differ from the normal 
white matter by over 10 spots (including cholesterol esters, neutral fat and glyco- 
lipids) which appear either anew or with increased intensity. - (d) The grey matter 
from one of the two multiple sclerosis patients was analysed and showed one additionald 
unidentified spot, an increase in neutral fat and a slight increase of cholesterol esters, 
when compared to grey matter from normals. 

4. The difficulties in the interpretation of these findings are discussed. 
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