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Es wird eine verbesserte Gehirnpriaparation durch Verwen-
dung einer Formalinatmosphére beschrieben. Die Excision der
Gehirnzentren wird mit Glas- oder Platingeréten durchgefithrt,
um Fremdioneneinschleppung hintanzuhalten. Auf einem Platin-
netzchen mit Kapillardréhten erfolgt der AufschluB und das Auf-
tragen der mineralisierten Probe auf das Chromatographie-
Papier.

In einigen Thalamusproben gelang der eindeutige tiipfelanaly-
tische Nachweis von Silber.

Die Elemente Eisen und Kupfer wurden polarographisch be-
stimmt; die erhaltenen sehr unterschiedlichen Werte weisen auf
spezielle Funktionen dieser Ionen hin.

Vermutlich iiben Spurenelemente eine spezifische Kationen-
wirkung in Spezialzellen aus.

Mit Hilfe der beschriebenen Methodik kénnen Fragen der
Topochemie der Kationen des Gehirnes geklart werden.

Anschliefend an die Arbeit von H. Bertha, H. Malissa und F. Pohl*
(1950) wurde das Problem der Kationenverteilung im menschlichen Gehirn
weiter bearbeitet.

Im Gegensatz zu Untersuchungen von 4. Léwenthal® (1958) wurde
versucht, eine moglichst detaillierte Verteilung der wichtigsten Kationen
im menschlichen Gehirn festzustellen.

* Herrn Prof. Dr. 0. Kratky zum 60. Geburtstag gewidmet.

1 H. Bertha, H. Malissa und F. Pohl, Mikrochim. Acta [Wien] 36, 989
(1951).

2 4. Lowenthal, Acta Medica Belgica (1958), S. 16.
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Da zu erwarten ist, dafl die Konzentration der Kationen in einem
bestimmten Zentrum verschieden ist von der Kationenkonzentration in
der ndchsten Umgebung des Zentrums, mufite von sehr geringen Sub-
stanzmengen (60 bis 100 mg Trockensubstanz) ausgegangen werden. Das
Ziel dieser Arbeit soll eine Kationenverteilungskarte des zunéchst gesun-
den Gehirns sein, um eine Verschiebung bei pathologischen Gehirnen
erkennen zu koénnen. Auf Grund der geringen Substanzmengen, die sich
aus der GroBe des betreffenden Zentrums ergeben, war es notwendig,
eine spezielle Arbeitsmethodik zu entwickeln.

Vorbereitung des Gehirnes

Das Gehirn wird nicht, wie bisher, in wifirigem Formalin prapariert,
sondern in einer Formalinatmosphire in einem Exsikkator konserviert.
Hiedurch soll das Ausschwemmen von Kationen, wie es beim Fixieren
in wiBrigem Formalin mit Sicherheit eintritt, vermieden werden. Die
Fixierungsdauer betrigt ca. eine Woche. '

Excision der zur Untersuchung gelangenden Gehirnzentren

Bedingt durch die kleine Probemenge sind die zu untersuchenden
Katiopen nur in Mikrogramm-Mengen vorhanden, und es sind daher
besondere Vorsichtsmafinahmen bei allen Arbeiten am Gehirn erforderlich.
Es kénnen beispielsweise Fremdionen durch die iiblichen Metall-Skalpelle
eingeschleppt werden. Dies verhinderten wir durch Verwendung von
glésernem bzw. Platinbesteck. Mit einem konisch zugeschliffenen Glasrohr
wurde ein Zylinder mit Gehirnsubstanz ausgestanzt und mit einem Glas-
stab wieder aus dem Rohr geschoben. Die Enden des Zylinders wurden
nochmals mit einem Glasmesser abgeschnitten, um etwaige Verunreini-
gungen, die an der Oberfliche des Gehirnzylinders haften kénnten, zu
entfernen. Das auf diese Weise erhaltene Gehirnteilchen wurde in einem
gewichstkonstanten Wigeglaschen im Trockenschrank bei 120° C getrock-
net. Nach einigen Tagen war die Probe gewichtskonstant, und es konnte
nun der Aufschlul durchgefithrt werden.

AufschluB der Probe

Dieser Arbeitsgang wurde mit den als bisher am giinstigsten hekannten
Methoden der AufschlieBung organischer Substanzen begonnen. Dies war die
Behandlung der Probe mit roter, rauchender Salpetersiure in einem Quarz-
tiegel. Hiebei resultierte eine rotgefiarbte klare Losung, die jedoch noch viel
organische Substanz enthielt, die mit Salpetersdure allein nicht verbrannt
werden konnte.

Kein besseres Ergebnis wurde durch die gleichzeitige Verwendung von
konzentrierter Schwefelsdure erzielt. Auch in diesem Falle war sogar nach
mehrmaligem Abrauchen der S#ure organische Substanz vorhanden. die die
anschliefende Chromatographie der Kationen betréchtlich stérte. Die sehr
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oft empfohlene Schwefelsdaure—Perchlorsdure-Mischung (Léwenthal und Mit-
arbeiter) verbrannte zwar etwas besser, jedoch niemals vollstiandig. Selbst
bei einer Temperatur der Lésung von 200° C und mehrmaliger Zugabe von
Perchlorséure (d = 1,61) war die organische Substanz nicht restlos ver-
brannt. AuBlerdem kam bei diesen Versuchen noch hinzu, dafl die Schwefel-
sdure—Perchiorsdure-Mischung des ofteren explosionsartig reagierte und ein
GroBteil der Flussigkeit dadurch verspritzte.
Weitere Methoden der nassen Veraschung wurden als nicht brauchbar
befunden und daher folgende trockene Mineralisierung durchgefiihrt
Die getrocknete Gehirnprobe wird auf
einem 1 em? groBem  Platinnetzchen
; ; " (Maschenweite 0,5mm) (Abb. 1) mit einem
Tropfen konzentrierter Salpeterséiure an-
gefeuchtet. und zur Vertreibung der Salz-
sdure schwach erwirmt. Das Platinnetz
s ist mit einem 0,5 mm starken Platindraht
eingefat, mit einem von einer Ecke des
quadratischen Netzes ausgehenden Platin-
draht in einem Glasstab eingeschmolzen
und in einem Stativ befestigt. Die Einfas-
sung des Netzes ist an der gegeniiberlie-
genden Ecke nicht geschlossen, sondern es sind die Enden des Kinfassungs-
drahtes 3 mm weit vorstehend und am Ende halbkugelférmig abgeschliffen.
Nach erfolgter trockener Verbrennung der Probe wird die zuriickbleihende
Kohle mit einem Tropfen rauchender Salpetersdure befeuchtet und wie-
derum mit dem Mikrobrenner bis zur Dunkelrotglut erhitzt. Diese Opera-
tion ist mehrmals zu wiederholen, bis vollstdndige Mineralisierung ein-
getreten ist. Die zurilickbleibenden Salze werden anschliefend mit einem
Tropfen verdiinnter Salpetersdure (1:1) auf dem Netz in Ldosung gebracht
und nun kann die Lésung mittels der frei vorragenden Enden des Ein-
{assungsdrahtes direkt auf den Startpunkt des Chromatographiepapieres
aufgetragen werden. Zweckméfig wird das Papier iiber einem Fohn ein-
gespannt, um das Eintrocknen des Probetropfens zu beschleunigen. Mit
einem zweiten und dritten Tropfen verdiinnter Salpetersdure wird das
Platinnetz nachgewaschen und die beiden Tropfen ebenfalls aufgetragen.
Der auf diese Weise erhaltene Startfleck hat maximal einen Durchmesser

1l

Abb. 1

von 3 mm.

Reinigung des Chromatographiepapieres und der Laufmittel

Samtliche im Handel erhéltlichen Chromatographiepapiere waren,
auch wenn sie als ,,ausgewaschen bezeichnet waren, ungeeignet. Sie ent-
hielten vor allem Fisen, geringe Mengen Aluminium und andere Kat-
ionen. Des weiteren fand man an der Laufmittelfront nicht ndher identifi-
zierbare organische Suhstanzen in Form griinlichbrauner Streifen, die den



H. 1/1962] Kationenverteilung i menschlichem Gehirn 121

Nachweis des an der Losungsmittelfront sich befindenden Eisens empfind-
lich storen. Als bestes Waschmittel erwies sich das spéter als Laufmittel
verwendete Gemisch von CH3COOH, Pyridin, HCI (80:6:20). Diese allge-
mein verwendhare Mischung wischt sdmtliche anorganische und die oben
erwihnten organischen Verunreinigungen restlos aus. Zur Reinheitspriifung
des gewaschenen Papieres wurde das Laufmittel in Reagensglisern ein
zweites Mal angewandt. Man erhdlt eine weder durch anorganische noch
organische Substanzen verunreinigte Front. Fiir alle Untersuchungen
wurde eine selbst hergestellte Salzsdure (4 == 1,19) verwendet, die keinerlei
Reaktionen mit diversen Reagentien (z. B. Dithizon u. a.) zeigte. Pyridin
und Kisessig wurde zur Nachreinigung mehrmals {iber Kolonnen destilliert.

Chromatographie der mineralisierten Gehirnprobe

Ks gelang, durch Entwickeln mit spezifischen Sprithreagentien in den
Gehirnproben folgende Kationen in der Reihenfolge des Auftretens auf
dem Chromatogramm nachzuweisen: Ag, Ca, Mg, Cu, Al, Fe.

Bemerkenswert ist, dafl die hier angefiihrten Kationen keinesfalls in
allen Gehirnproben anzutreffen sind. Beispielsweise wurden in ein und
demselben Gehirn bei gleichen Gehirnsubstanzmengen folgende Kationen
festgestellt:

Thalamus nucleus medialis rechts ... Cu, Al, Fe, Ca, Mg
Thalamus nucleus medialis links .... — Al Fe, Ca, Mg

Kbenfalls im Thalamus wurde das von H. Beriha auf funkenspektro-
graphischem Wege bereits gefundene Silber durch folgende Reaktion
nachgewiesen: Tiipfelpapier Nr. 601 der Firma Schleicher & Schiill wird
mit n/10 ADTA-Losung und mit einer Lésung von 0,01 g p-Dimethyl-
aminohenzylidenrhodanin in 100 ml Aceton getrinkt und getrocknet.
Die mineralisierte Gehirnprobe wurde mit 1—2 Tropfen 0,2 n Salpeter-
sdnre gelost und auf das praparierte Papier gebracht. Am Auftragepunkt
erscheint bei Anwesenheit von mindestens 0.01 ug Silber ein rotvioletter
Fleck. Durch Herstellen von Eichflecken mittels Losungen analoger
Zusammensetzung wurde dieser Nachweis gesichert.

Polarographische Bestimmung des Eisens und Kupfers

Die quantitative Bestimmung des Eisens and des Kupfers wurde mit
dem Apparat nach Heyrovsky, Type M 103, durchgefiihrt. Die bei 105° C
zu konstantem Gewicht von 50—100 mg getrockneten Gehirnproben wur-
den im Quarztiegel mit einigen Tropfen rauchender Salpetersidure behan-
delt und nach Trocknung iber der Flamme hei 700° ¢ im Glithofen
trocken verascht. Die zuriickbleibenden Oxyde wurden mit 30—50 mg
Kaliumbisulfat aufgeschlossen und nach Zusatz von Trigthanolamin,
Kaliumhydroxyd und Kaliumchlorid polarographiert.
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Die Eisenwerte von 250 untersuchten Zentren aus fiinf verschiedenen
Gehirnen betragen 8—147ug Fe/100 mg Trockensubstanz. Die Werte fiir

Tabelle 1
1g/100 mg Trockensubstanz
Zentrum
Fe Cu
PONE .oviihi e 8,0 0,9
nucleus niger ... .. . 127,0 2,2
Prp .o 45,2 3,5
Prm oo 36,7 2,9
Par oo 49,0 29,0

Die Benennung der untersuchten Regionen der Hirnrinde erfolgte nach
der arealen Hirnkarte von v, Economo.

Kupfer in denselben Zentren schwanken zwischen 0,5 und 29 ug Cu/100mg
Trockensubstanz. Rund 909, der Eisenwerte liegen bei 35 ugFe und
90 9, der Kupferwerte bei 3 ugCu pro 100 mg Trockensubstanz.



