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(current X time). Figure B comes from an experiment in
cat cerebellar cortex and shows three lesions of 150-200 u,
centred on Purkinje cell layer, deep in granule cell layer
and in molecular layer, respectively. These figures illus-
trate another advantage of acid lesions ~ the rapidity
with which they can be produced. Exploration of the
cerebellum is facilitated by traversing the long axis of
folia at right angles, as shown in Figure B; this tends to
make transitions between different regions more abrupt.

In order to pass currents of 1-10 A from the hydro-
chloric acid-containing barrel of a pipette with an overall
tip size of 10-12 u, we find it necessary to use 0.1N
hydrochloric acid (barrels then have a resistance of 25—
100MQ). It is important to prevent the diffusion of
hydrogen ions from the electrode during normal recording
or passage through nervous tissue, since hydrogen ion has
an excitant action on neurones?. A ‘backing’ current of
5 nA appears adequate for this purpose and the presence

Fig. B. Three lesions in cat cerebellar cortex (tuber vermis); in

Purkinje cell layer, granule cell layer and molecular layer {near a

Purkinje cell layer). Strength and duration of electrophoretic cur-

rents: 7 A x 15 sec, 4 wA x 10 sec and 16 uA x 10 sec. Stained
with Luxol Fast Blue and Neutral Red.

Zur Methodik der elektrophoretischen Unter-
suchung der Proteine der Speicheldriisensekrete

Die organischen Bestandteile des menschlichen Speichels
koénnen mit chemischen Methoden bestimmt werdeni-3,
daneben kann ihre Trennung auch durch Elektrophorese
erfolgen~12, Zur Durchfiihrung dieser Methode muss das
Versuchsgut angereichert werden.

Bei 27 gesunden Versuchspersonen haben wir die 4
grossen Speicheldriisen mit PVC-Roéhrchen direkt son-
diert. Nach Einfiihrung der Sonden wurde zunichst 10
min gewartet, um den mechanischen Reiz der Sondierung
abklingen zu lassen. Danach wurde der austretende Spei-
chel als Ruhespeichel aufgefangen. Nach 45 bis héchstens
120 min waren 6 cm? erreicht. Dann wurde die Speichel-
sekretion durch Lutschen frischer Zitronenscheiben sti-
muliert. Unter diesem alimentiren Reiz betrug die Spei-
chelsekretion etwa 1 cm® pro Driise und Minute. Der
aufgefangene Speichel wurde als Zitronenspeichel be-
zeichnet. Anschliessend wurden zur Didmpfung des Para-
sympathikus 0,5 mg Atropin pro 70 kg Korpergewicht
subkutan injiziert. 15 min nach der Injektion wurde der
austretende Speichel als Atropinspeichel aufgefangen.
Nach 35 bis 110 min waren etwa 6 cm? erreicht. Danach
wurde wiederum mit Zitrone stimuliert und der aus-
tretende Speichel als Atropin-Zitronenspeichel bezeich-
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or absence of hydrochloric acid in the micropipette does
not affect the excitability of cerebellar neurones. The
efficacy of the lesioning can be judged by the degree of
reduction in electrical activity at the recording site,

Tracks marked with lesions can readily be located for
subsequent sectioning if they are made in the same plane
as two capillary-glass microelectrodes placed at either end
of the row of tracks. It is also possible to pass hydrogen
ion continuously whilst withdrawing the micropipette,
thus leaving a continuous lesion that appears in the sec-
tion as a line, the thickness of which varies with current
and rate of withdrawal. Although valuable for some pur-
poses, use of such a line for correlation of histological
structure with electrical records would involve relying on
depth readings from the micromanipulator. The results
obtained during this series of experiments have shown
that these are frequently unreliable.

Résumé. Des lésions pratiquées dans le tissu nerveux
permettent de localiser histologiquement les régions ex-
plorées au moyen de microélectrodes. Des lésions de 50 u
ou plus peuvent étre faites par des ions d’hydrogéne
introduits par iontophorése avec une micropipette dont
un des tubes contient de 'acide chlorhydrique. Les au-
teurs ont opéré sur l'écorce cérébrale et le cervelet du
chat.

I. McCance and J. W, PriLLs

Department of Physiology, Monash University, Clayton
(Victoria, Austvalia), May 19, 1964.
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net. Der unter diesen Bedingungen gewonnene Speichel
ist bei allen Versuchspersonen relativ gleichméssig™. In
manchen Fillen wurde anschliessend noch 1 Ampulle
Prostigmin (R) i.m. injiziert.

Die unmittelbare elektrophoretische Untersuchung der
einzelnen Speichelproben erbrachte keine einwandfreien
Ergebnisse. Vor allem liessen die Zitronen-Speichelproben
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keine Banden erkennen. Der Speichel war zu diinnfliissig,
die Konzentration der Proteine zu gering. Es wurden des-
halb die Proteine durch Einengung angereichert, um ein-
deutige Fraktionen zu erhalten. Wir wandten verschie-
dene Einengungsmethoden an, um die fiir die elektro-
phoretische Untersuchung zweckmissigste Methode zu
bestimmen. Alle gewonnenen Speichelproben wurden
durch die folgenden Anreicherungsverfahren auf den 10.
Teil ihres Ausgangsvolumens reduziert.

Als Einengungsmethoden wurden angewandt: (1) die
Vakuumexsikkation; (2) die hochtourige Zentrifugation
iiber 20 min bei 24000 g pro min. Die unterste Fraktion
wurde abgesaugt und der Elektrophorese zugefiihrt; (3)
die Entfernung des iiberfliissigen Wassers durch Zusatz
von Polyvinylpyrrolidon* im Exsikkator; (4) die Unter-
druckdialyse mit Kollodiumhiilsen im Pufferbad (Veronal-
puffer mit pH 8,2}; (5) die Dialyse 12 h lang in normalen
Zellophan-Dialysierschlduchen gegen Veronalpuffer mit
anschliessender Vakuumexsikkation.

Zur Ausschaltung von Storionen wurde vor der Exsik-
kation mit einem Serdolit-Mischionenaustauscher das
Versuchsgut voll entsalzt. Vor dem Auftragen auf die
Elektrophoresestreifen wurden sd@mtliche Proben im
Veronalpuffer (pH 8,2) anfgenommen. Als Elektrophore-
sepapier wurde Schleicher & Schiill Nr. 2043 A mgl bzw.
470 mgl benutzt. Die Laufzeit betrug 12 h bei 70 V. Die

Fig. 1. Parotisspeichel, der durch Vakuumexsikkation eingedickt
wurde.

Fig. 2, Extinktionskurven eings Elektrophoresestreifens von Paro-
tisspeichel, der zentrifugiert wurde. Bromphenolblaufirbung.
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gemessene Stromstirke betrug 20 mA, Als Losungsmittel
diente Veronalpuffer (pH 8,2, Tonenstirke 0,075). Die
Auftragsmenge betrug je nach Bestimmung 0,06 bis
0,006 ml. Um die gewanderten Substanzen genauer
identifizieren zu konnen, wurden von jeder Probe 4 Strei-
fen angelegt. Insgesamt wurden 155 Speichelproben unter-
sucht. Die Farbung erfolgte mit Bromphenolblau oder
Amidoschwarz, die Auswertung im Zeiss-Extinktions-
schreiber, teilweise im Beckmann-Integralschreiber.

Die elektrophoretische Darstellung der Proteinfrak-
tionen war schr unterschiedlich. Die durch Vakuum-
cxsikkation angereicherten Sekrete waren hoch viskos,
sie liessen sich schlecht weiterverarbeiten. Dennoch konn-
ten mehrere deutlich sichtbare Banden erhalten werden
(Figur 1). Mit der hochtourigen Zentrifugation konnten
keine aufgegliederten Banden erzielt werden (Figur 2).
Ebenso gelang es nicht, durch Einengung mit Polyvinyl-
pyrrolidon die einzelnen Proteinfraktionen eindeutig zu

Fig. 3. Extinktionskurven eines Elektrophorescstreifens von Paro-
tisspeichel der gleichen Patientin wie Figur 1 und 2, der mit Luviskol
eingeengt wurde. Bromphenolblaufirbung.

Fig. 4. Parotisspeichel der gleichen Patientin wie Figur 1 und 2.
Eindickung durch Unterdruckdialyse mit Kollodiumschlauch.
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trennen. Die gewanderten Substanzmengen waren zu
gering, um einwandirei farbbare Banden zu erhalten
(Figur 3). Die besten Ergebnisse erzielten wir bei der
Unterdruckdialyse mit Kollodiumschlauch und bei der
Dialyse im Zellophanschlauch gegen Veronalpuffer mit
anschliessender Exsikkation (Figur 4 und 5). Dabei lies-
sen sich 3 bis 5 Gesamtfraktionen unterscheiden. Mit
Amidoschwarz 1 traten die Banden intensiver und schirfer
abgesetzt hervor als bei der Féarbung mit Bromphenol-
blau*® (Figur 6 und 7}.

Die Gegeniiberstellung der im Speichelelektrophero-
gramm gewanderten Proteine mit den unter gleichen Be-
dingungen entstandenen Banden der Serumproteine
zeigt, dass die I'raktionen vergleichbar sind. Die erste
Fraktion beim Speichelelektropherogramm ist im allge-
meinen die stirkste, hat die gleiche Wanderungsge-
schwindigkeit wie die Serumalbumine. Die folgenden
Fraktionen lassen sich wie die Serumglobuline in «-, §-und

A

Fig. 5. Extinktionskurve von Submaxillarisspeichel, der durch nor-
male Dialyse gegen Veronalpuffer mit anschliessender Exsikkation
gewonnen wurde.

Fig. 6. Extinktionskurve von Submaxillarisspeichel, der nach vorher-

gehender Dialyse im Zellophanschlauch durch Vakuumexsikkation

eingeengt wurde. Bromphenolblaufarbung. (Gleicher Speichel wie
Figur 5.)
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y-Anteile aufschlisseln. Die gewonnenen Elektrophero-
gramimme zeigen bei den unter verschiedenen Bedingungen
gewonnenen Speichelsekretproben selbst innerhalb der
gleichen Versuchsserie stark unterschiedliche Werte. Die
Menge und das Verhiltnis der einzelnen Fraktionen zu-
einander schwanken stark. Lediglich von den Atropin-
Zitronespeichelsekreten erhielten wir anndhernd kon-
gruente Bilder.

Um einen ungefdhren Anhalt iiber den absoluten Ge-
halt an Proteinen zu gewinnen, fithrten wir beim Stan-
dardspeichel {Atropin-Zitrone) die Bestimmung des Ge-
samtstickstoffs mit der Mikro-Kjeldahl-Methode durch?’.
Die dabei erhaltenen Werte waren fiir die Parotis 31,3
mg% bei einer Streubreite von + 4,5%,. Die Werte der
Submandibularis lagen bei 36,2 mg9%, bei einer Streu-
breite von 4 4,29%,. Es wurden jeweils 10 Proben be-
stimmt.

Fig. 7. Speichel wie Figur 6, Firbung mit Amidoschwarz.

Summary. Several methods have been studied for con-
centrating the human saliva in order to get reliable elec-
trophoresis patterns. The best method is a dialysis in a
cellophane tube against veronal buiffer (pH 8.2) followed
by vacuum exsiccation.
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