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Eine neue Modifikation der Bestimmung der EiweiBrelation
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(Eingegangen am 12. Januar 1933.)

Je mehr man sich mit der chemischen Analyse des Liquor cerebro-
spinalis beschéiftigte, um so klarer wurde die besondere Bedeutung des
qualitativen wie auch insbesondere des quantitativen Nachweises der
Eiweiflkorper im Liquor, in jener Fliissigkeit, die Gehirn und Riicken-
mark umspiilt und erfiillt und die in sehr empfindlicher Weise auf die
geringsten Storungen des Zentralnervensystems jeglicher Art mit Ver-
dnderungen im Eiwei3-, Chlorid- und Zuckerspiegel reagiert. Wenn-
gleich sich zahlreiche andere Methoden der Liquoruntersuchung ein-
gebiirgert haben, so steht dennoch die EiweiBuntersuchung gegenwirtig
an erster Stelle.

Von all den vielen Eiweifibestimmungsmethoden, die insbesondere
den Psychiater und Neurologen interessieren, hebe ich die quantitative
Bestimmung hervor, die in letzter Zeit verschiedene Variationen erlitten
hat, die aber infolge der noch allzu komplizierten Apparatur und des
etwas umstindlichen Darstellungsverfahrens relativ selten vom Kliniker
im Laboratorium Anwendung findet.

Uberblicken wir die in letater Zeit verdffentlichten Methoden der
quantitativen Bestimmung des Eiweiles im Liquor, so kann man einige
Gruppen zusammenfassen, die auf verschiedenen Grundprinzipien basieren.
So weisen Matz und Novick das Eiweil durch eine Farbreaktion nach, sie
bestimmen den Tyrosingehalt des Eiweilles durch Farbmessung der Blau-
farbung, die durch Zusatz des Wuschen Phenolreagenz zur eiweiBhaltigen
Fliissigkeit hervorgerufen wird.

Die alte Methode von Hewiff, die eine colorimetrische Bestimmung
der HiweiBfraktionen awf Grund ihres verschiedenen Tyrosingehaltes
darstellt, boten Matz und Novick die Grundlage fiir thre Modifikation.

Die Reihenreaktion von Takate und Are nimmt als kolloidchemische
Reaktion eine Sonderstellung ein und besteht darin, daf man zu 1 cem
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Liquor einen Tropfen 10 %ige Natriumcarbonatlésung und 0,3 cem einer
Mischung gleicher Teile von Sublimat und Fuchsin zusetzt. Normaler-
weise bleibt nach 12 Stunden eine klare violette Farbung bestehen, beim
sog. metaluischem Typus tritt frither oder spater Ausflockung auf, beim
meningitischen Typus Rotfirbung.

Lange bedient sich einer gravimetrischen Methode, indem er die Globu-
line durch Halbséttigung des Liquors mit Ammoniumsulfat ausfallt, durch
Filtration isoliert und dann abwégt; die Albumine werden durch Hinzu-
fiigen einer zehnfachen Menge Alkohol zu einem aliquoten Teil des
Filtrates ausgefillt, ebenfalls filtriert und dann abgewogen.

Fonny Halpern hat die Albumine und die Globuline des Liquors
durch Kjeldahlisierung bestimmmt; die Globuline wurden durch 22,5 %ige
Sattigung mit Natriumsulfat ausgesalzen.

Jakobsthal und Joel fraktionieren und isolieren Globuline und Albu-
mine und bestimmen dann an Hand einer mit 0,9 %iger physiologischen
Kochsalzlosung angesetzten Verdimnungsreibe mit Hilfe von 10%iger
Sulfo-Salicylsdure die Eiweillmengen. Nach einer halben Stunde wurde
erst abgelesen, und zwar wurde die letzte Triibung festgestellt. Der
Nenner der Verdiinnung des betreffenden Réhrchens wurde als zahlen-
méBiger Ausdruck fiir das Vorhandensein des betreffenden EiweiBlkorpers
betrachtet. Diese Methode der Bestimmung des Eiweilquotienten ist
technisch einfach und fiir das klinische Laboratorium zu empfehlen und
ist dem Prinzip nach der von mir zu schildernden Methode &hnlich.

Kafka f3llt das Gesamtalbumen durch Eflbachreagenz, die Globuline
durch Halbsittigung mit Ammoniumsulfat in einem eigens dazu kon-
struierten und vorher geeichten Réhrchen aus, zentrifugiert unter in Vor-
versuchen zu bestimmenden Bedingungen, liest die Héhe der Nieder-
schldge in Teilstrichen an seinen Rohrchen ab, beriicksichtigt den Hydra-
tionszustand der Globuline durch einen ebenfalls in Vorversuchen fest-
zulegenden, mit der Hohe des Niederschlages variablen Devisor; die
Albumine berechnet er als Differenz zwischen der GesamteiweiBzahl
und der korrigierten Globulinzahl.

Eine ausgezeichnete Kombination des Kjeldahl-Verfahrens mit einer
Zentrifugierung des Hiweifiniederschlages haben Zdenko, Stary, Winter-
nitz und Kral in allerletzter Zeit angegeben. Es gelingt mit dieser Methode
unter Verwendung kleiner Liquormengen Gesamteiweil, Albumine und
Globuline getrennt voneinander mit einer bemerkenswerten Genauig-
keit zu bestimmen.

Goria verwendet wiederum die qualitativen Reaktionen von Nonne,
Pandy und Weichbrodt, stellt ebenfalls Verdiimnungsreihen auf und fallt
das Eiweil mit Trichloressigsiure.

Jendrassik und Krigel beschrieben in allerletzter Zeit eine gravi-
metrische EiweiBbestimmungsmethode, die einfach und praktisch ist.
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Es handelt sich hierbei um ein Auffangen eines EiweiBpracipitates auf
Barchentfiltern. Leider sind zu einer genauen Wigung 20 cem Liquor
notig.

Von den stufenphotometrischen Methoden erwéhne ich die Methoden
von Girtner und Wolffheim, die jedoch fiir klinische Zwecke innerhalb
geringer Konzentrationsunterschiede nur nach Eliminierung verschiedener,
in der Empfindlichkeit des Instrumentes gelegener Fehlerquellen brauch-
bar sind.

Es ist micht meine Absicht, in dieser meiner ersten Mitteilung iiber
eine groBangelegte Statistik bei verschiedenen Erkrankungen des Zentral-
nervensystems zu berichten, sondern ich verfolgte vielmehr den Zweck,
eine relativ einfache, auch fiir den Kliniker im Laboratorium durch-
fithrbare Methode zu suchen, die es ermoglicht, ohne komplizierte Appa-
rate und in kurzer Zeit das zahlenmiBige Verhéltnis der Globuline zu den
Albuminen, i. e. Eiweiquotient, und das Gesamtalbumen mit Hilfe eines
Reihenverdimnungsversuches aufzustellen. Angeregt durch die an der
IT1. Medizinischen Klinik in Wien (Vorstand: Prof. Dr. Chvostek) an-
gewendete Methode der Gesamtalbumenbestimmung im Liquor nach
Grahe-Machold versuchte ich, diese Methode nach vorhergehender Frak-
tionierung und Isolierung der Globuline von den Albuminen in &hnlicher
Weise anzuwenden. HEs sei gleich an dieser Stelle bemerkt, daf ich mich
bemiihte, den hierbei entstehenden Eiweifiring firberisch darzustellen,
und machte mit verschiedenen Farbstoffen zahlreiche Versuche, die
aber nie ein recht befriedigendes Ergebnis ergaben. Hs sei erwihnt, daB
ich mit einem komplizierten Farbstoff, dem Diphenylenamin (C;H,—
NH—CH,), das unter Blaufirbung von Eiweill resorbiert wird, recht
giinstige Resultate erzielte. Die Farbversuche sind jedoch nicht ab-
geschlossen und haben den Zweck, den Eiweilring noch deutlicher sicht-
bar zu machen und die subjektive Fehlerquelle beim Ablesen des Ringes
vollkommen zu beseitigen.

Es ergab sich nach dieser Ausfilhrung folgende Methodik: Gesamt-
albumenbestimmung (s. Tabelle 1, S. 320).

Es wird zundchst 1cem Liquor mit 4 cem physiologischer Koch-
salzlgsung versetzt (Stammlosung); diese Stammlésung wird nun reihen-
méBig mit physiologischer Kochsalzlosung laut Tabelle 1 verdiinnt; nun
wird in gleichen Teilen konzentrierte Salpetersiure mittels einer Pipette
unterschichtet, wobei auf den Eiweillring zu achten ist, der an der
Berithrungsfliche Liquor-Salpetersiure auftritt. Die Ablesung erfolgt
3—5 Min. nachher gegen einen schwarzen Hintergrund am besten mit
einer Lupe. Bei der Ablesung verwendet man jenes Rohrchen, welches
eben noch einen minimen FiweiBring zeigt. In je stiarkerer Verdiinnung
noch eine Ringbildung auftritt, um so hoher ist die Konzentration im
urspriinglichen Liquor. Der Nenner des Bruches, der diesen Verdiinnungs-
grad ausdriickt, gibt also einen Anhaltspunkt fiir den Gehalt des Eiweifles
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bzw. nur der betreffenden EiweiBifraktion, wie spater noch besprochen
wird. Auf der Tabelle 1 findet sich die Angabe in Promille neben den

Tabelle 1.
cem Li T : .
a£§,4lcc]§q§§y- P halseh| Veratmnungs- | 35 Minuten
(Stammlogung) | 10sung e *ho
05 — 1:5 0,166
0,45 0,09 1:6 0,200
0,4 0,2 1:7,5 0,250
6,3 0,3 1:10 0,333
0,25 0,35 1:12 0,400
0,2 04 1:15 0,500
0,2 0,6 1:20 0,666
0,2 0,7 1:22,6 0,750
01 0.4 1:25 0,833
0,1 0,5 1:30 1,000
0,1 0,6 1:35 1,166
0,1 0,7 1:40 1,333
0,1 0,8 1:45 1,500
0.1 0,9 1:50 1,666
0,1 1,1 1:60 2,000
0.1 13 1:70 2,333
0,1 14 1:75 2,500
0,1 1,5 1:80 2,666
0,1 1,7 1:90 3,000

Verdiinnungsgraden. Aus der Promillezahl ergibt sich ohne Schwierig-
keiten durch Umrechnung die Zahl in Milligramm-Prozent.

Bestimmung der Globuline.

Zu 1 cem Liquor wird in ein Zentrifugenrohrchen 1 com der konzen-
trierten, gesittigten Ammoniumsulfatlosung hinzugesetzt. Diese Lisung
bleibt 4 Stunden bei Zimmertemperatur stehen und wird nun 30 Min.
lang mit einer Zentrifuge, deren Tourenzahl in der Minute nicht
unter 2000 liegt zentrifugiert und hierauf die tiberstehende Flissigkeit
sehr vorsichtig abgegossen. Der Niederschlag (Globulinmenge eines
Kubikzentimeters Liquors) im Zentrifugenréhrchen wird nun in Ver-
diinnungen 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 in physiologischer Kochsalz-
losung reithenmiBig aufgelést. Zum Niederschlag gibt man zunéchst
1cem physiologischer Xochsalzlosung, pipettiert davon 0,1 cem zur
Darstellung des ersten Biweilringes in ein bereitstehendes Réhrchen, gibt
abermals 1 ccm physiologische Kochsalzlosung in das erste Glas und
stellt hiermit die Verdiinnung 1 : 2 auf. So fahrt man fort bis zur Ver-
diinpung 1 : 5. Von der Verdiinnung 1 : 5 ab wird nach Tabelle 1 wieder-
um eine Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlgsung hergestellt,
mit konzentrierter Salpetersiure zu gleichen Teilen unterschichtet,
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wobei abermals ein diesmal aber nur von den Globulinen herrithrender
Eiweilring an der Berithrungsfliche auftritt. Die Ablesung und die
Berechnung erfolgt analog der Methode der Gesamteiweillbestimmung. Es
gehort zweifelsohne eine grofie Ubung dazu, die letzten kleinen Eiweil3-
ringe richtig abzulesen und nicht zu iibersehen. Es empfiehlt sich zur
guten Sichtbarmachung der Eiweilgrenzringe und der Flissigkeit
sterile Glasrohrchen von kleinem Durchmesser zu nehmen (s. Abb. 1).
Hat man nun die Globuline auf diese Weise gefunden, so subtrahiert man
die Globulinzahl von der Gesamteiweifizahl und erhalt so die Albuminzahl.
Der EiweiBquotient ist dann Globulinzahl zur Albuminzahl. Die direkte
Bestimmung aus der abgegossenen iiberstehenden Fliissigkeit des Zentri-

T

(1.

Abb. 1. Abb. 2.

ADbb. 1. Letzter eben noch sichtbarer Eiweifiring bei Rohrechen Nr. 12 bei einer Verdiinnung
von 1: 22,5, entspricht 0,75%,. Ungefarbte Eiweilringe.

Abb. 2. Bei Rdhrchen Nr. 6 letzter EiweiBring, entspricht einer Verdiinnung von 1 : 6 und
einem Gehalt von 0,2%,. Ungefirbte Eiweilringe.

fugenrohrchens nach Ausfillung der Globuline an Hand einer analog
angesetzten Verdiinnungsreihe ergab unzuverlissige Befunde.

Zur besseren Veranschaulichung erklédre ich an Hand der Abb. 1 und 2
sowie der folgenden Berechnung ein Beispiel.

Gefunden wurde: Gesamteiweil bei einer Verdiinnung von 1 : 22,5
entspricht einem Gehalt von 0,75%; letater Ring im Rohrchen Nr. 12.

Clobuline bei einer Verdiinnung von 1 : 6 entspricht einem Gehalt
von 0,2%,; letzter Ring im Roéhrchen Nr. 6. Albumen — Gesamteiweil
—- Globuline = 0,55% 4, nach dem Verdiinnungsgrad 1 : 17,5.

Globuline
EQu= Albumine

= 0,36 = 0,34 nach dem Verdiinnungsgrad.

‘Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, beginnt die Verdiinnung bereits
im Verhiltnis 1 : 1. Tch mochte an dieser Stelle bemerken, dafl man bei
Liquoren mit positiven Globulinreaktionen wie Pandy und Nonne in der
Mehrzahl der Falle gleich mit der Verdiinnungsreihe von 1 : 5 ab beginnen
kann.
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Uber die Krgebnisse der bisherigen Untersuchungen, die sich vor-
wiegend {iiber pathologisch verinderte Liquore erstrecken, geben die
Tabellen 2, 3 und 4 Auskunft.

Tabelle 4. Schizophrenie.

I - -
mt-Eiweis ! lobulin Albumin Hiweili-
Tl | Gt IO (a0 ) Gosami-Albumen | Quotient
7 0,5 % 1:15 1:3 | 1:12 0,25
6 0,33%,, 1:10 1:2 1:8 0,25
10 0,66%/4, 1:20 1:5 1:15 0,33
20 0,5 %y 1:15 1:4 1:11 0,36
5 0,339/, 1:10 1:2 1:8 0,25
11 0,33, 1:10 1:3 1:7 0,43
15 0,4 9, 1:12 1:2 1:10 0,2
18 | 0,5 Yy 1:15 1:2 1:13 0,15
Mittel !
aus 8 | 0,449, 0,27
Fillen ;

Es sei hervorgehoben, dal man mit all den Reihenverdiinnungs-
methoden, wie sie die eben beschriebene gleichfalls darstellt, niemals
ganz exakte Werte bekommt, trotzdem besitzt diese Methode den Vorzug,
daB sie ohne besondere Hilfsmittel in jedem kleinen Laboratorium aus-
gefiibrt werden kann, und daB sie, das mul} fiir die Praxis betont werden,
klinisch verwertbare Resultate gibt, wie dies aus den Vergleichswerten
mit, der Kafkaschen Methode ohne weiteres ersichtlich ist. Da die
Anzahl der untersuchten Liquore eine noch nicht allzu grofle ist, unter-
lasse ich es, eine eingehende vergleichende Gegeniiberstellung mit den
Ergebnissen anderer Autoren durchzufithren und beschrinke mich auf
die Mittelwerte von Kafka und Samson. Die gleichsinnigen Mittelwerte
nach Kafka und Semson werden in Klammern vergleichsweise hinzu-
gesetzt.

Die Liquore unbehandelter Paralysen ergaben Mittelwerte des Gesamt-
eiweillgehaltes von 83 mg-% (63,3 mg-%), des Globulingehaltes von
49 mg-% (49,1 mg-%), des Albumingehaltes von 31 mg-% (24,1 mg-%).
Demnach findet man im Liquor unbehandelter Paralytiker eine mehr als
dreifache Zunahme des GesamteiweiBles, einen nahezu normalen Albumin-
gehalt und eine betrichtliche Globulinvermehrung. Die Liquor behan-
delter Paralytiker (Malaria) zeigen Mittelwerte des GesamteiweiBgehaltes
von 71 mg-%, des Globulingehaltes von 35 mg-%, des Albumingehaltes
von 35 mg-% und des Hiweillquotienten von 1,06 (0,93). Auffallend ist
ein Absinken des Globulingehaltes zugunsten des Albumingehaltes,
welche Verschiebung sich im Eiweillquotienten ausdriickt. Diesbeziigliche
Vergleichsmittelwerte nach Kafka liegen zur Zeit nicht vor. Ferner habe
ich eine Anzahl von 8 Geisteskranken mit der Diagnose Schizophrenie
untersucht und fand eine geringe Vermehrung des GesamteiweiBes auf
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44 mg-% (48,2 mg-%) sowie eine allerdings nur geringe Erhohung des
Eiweiquotienten, dessen Mittelwert 0,27 (0,3) ist, wodurch die Befunde
von Kafka bis zu einem gewissen Grade bestdtigt wurden. Auch Kafka
fand bei der Schizophrenie leicht erhéhten Gesamteiweiligehalt, der
sich auf Globuline und Albumine gleichmiBig verteilt. Eine Erkldrung
fir das Auftreten der nachweisbaren pathologischen Verinderungen im
Liquor bei Schizophrenie ist bisher noch ausstéindig. Auf den Tabellen
finden sich die detaillierten Werte iibersichtlich angegeben.

Zusammenfassend glaube ich wohl sagen zu diirfen, dafi diese Be-
stimmung der Eiweillrelation technisch einfach ist, klinisch verwertbare
Ergebnisse gibt, und auch im kleinen Laboratorium ausfiihrbar ist. Uber
die Farbung des Eiweiliringes sowie iiber die folgenden Untersuchungs-
ergebnisse werde ich spéter noch zu berichten haben.
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