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Weitere Untersuchungen der Beeinflullbarkeit yon 
Kupferehlorid-Kristallen dureh Liquor eerebrospinalis 

Von 
FRITZ LEHMANN- GRUBE 

Mi~ 3 Text~abbildungen 

(Eingegangen am 28. Juli 1955) 

Kfirzlich hat ten wir in dieser ZeRschrift Ge!egenheit, fiber die Ergeb- 
nisse einer neuen diagnostisehen Methode zu berich~en ~, die yon RIE- 
~LING vorgeschlagen wurde 7 und die wir dann mi~ seiner Hflfe ffir die 
Liquordiagnostik bearbeiten konn~en 4. 

Es handelt sich, kurz  gesagt, um folgendes: KSrperflfissigkeiten oder 
Gewebsex~rak~e werden einer w~Brigen LSsung yon Kupferchlorid 
zugeser und dieses Gemiseh wird dann zum Eintroeknen gebrach~. 
Normale Liquores ver/~ndern das Krist~llbild in char~k~eristiseher Weise. 
Die sonst n~delfSrmigen, gitterartig angeordne~en CuCle-Kristalle er- 
scheinen deur in' 2 F0rmengruppen , die Strukturen erster und zwei~er 
Ordnung genann~ wurden. Jene sind gr6bere, unter dem Mikroskop 
dunkel erseheinende, verschieden lange Nadeln. Diese tre~en als lockere 
feine Gebitde auf, die einen grS~eren Formenreichtum zeigen und leich~ 
yon den Strukturen erster Ordnung abgegrenzt werden kSnnen. Die 
Strukturen zweiter Ordnung sind es, die bei Zusatz pa~hologisch ver: 
gnderter Liquores in leieht erkennbarer Weise abgewandelt sind. Die 
dann z u  beobach~enden Formen wurden ,,organische Wuchsformen" 
genann~, um ihre Ahnlichkeit mit blfihenden Gr/isern oder Baumflechten 
hervorzuheben und um eine knappe ~ormulierung zu erm6glichen. 
Abbfldungen solcher Wuchsformen finden sich in der vorhergegangenen 
Arbeit 5, Es ergab sich danach die Notwendigkeit, noch folgende Fragen 
zu kl/~ren : 

1. K~rm die Kupferchlorid-Kristallisationsmethode ~ls t~our 
methode Eingang in die Klinik finden ? 

2. Ist  die Methode differen~ialdiagnostisch verwe~bar,  mit, anderen 
Worten: lassen sieh ffir bestimmte Krankheiten bestimmte Kris~allbilder 
naehweisen ? 

3. We]che l~aktoren im Liquor bewirken die Ver~nderungen der 
CuClu-Kristaile in der oben beschriebenen Weise ? 

Zu ]. : (Anwendungsm5glichkeiten). Die'~'eststellung :yon K. F. und 
L. SC~EID : ,,Das methodische Rfistzeug der normalen und patholbgischen 
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Liquorphysiologie ist bemerkenswert rfickst~ndig und start  geblieben", 
hat  aueh Gfiltigkeit fiir die Liquordiagnostik. Der Versuch, neue Wege zu 
beschreiten, kann daher yon wesentlicher Bedeutung seth. 

Die Vorzfige der Kupferchloridmethode liegen in der Leichtigkeit der 
Durchffihrung, sowie im geringen Liquorverbrauch (rund 1 cm3). Dem- 
gegeniiber stehen folgende Nachteile: 1. Erfahrung in der Methode ist 
Vorbedingung, um Fehlbeurteilungen bet den weniger deutlichen F~tllen 
zu vermeiden. 2. Schwankungen schwer kontrollierbarer Einfliisse sind 
sehuld an der Tatsaehe, da~ eine diffizilere quantitative Auswertung 
noch nicht mSglich ist. Im Gegensatz zum reinen Kupferehlorid sind die 
aus dem Gemisch entstehenden Formen stark dureh ~tuBere Einwirkun- 
gen beeinfiul~bar. Folgende Einzeffaktoren wurden yon uns systematisch 
untersucht:  Luftfeuchtigkeit, W~rme, 10m CuCl~-Konzentration und 
Zustand der Objekttr~geroberfl~che. Ohne auf Einzelheiten einzugehen, 
kann gesagt werden: Praktisch ohne EinfluB sind p~ und CuC12-Konzen- 
tration (Sehwankungen zwischen 20 und 30% der SalzlSsung wurden 
geprfift). Sehr ver~ndernd wirken W~irme und Luftfeuchtigkeit (Fak- 
toren, die die Verdunstungszeit beeinfiussen und damit die Krista]l- 
lisationsdauer) sowie die Objekttr~geroberfl~che. Es ist n~m]ieh ein 
wesentlicher Untersehied ffir das Ergebnis, ob diese absolut rein und 
entfet tet  ist und damit dem Tropfen ungehemmte Ausbreitung gestattet 
oder ob das Kristallisationsgemisch infolge hoher Oberfl~ehenspannungen 
als dicker Tropfen dem Glas aufliegt. W~hrend diese Fehlerquelle dureh 
griindliche Reinigung der Glaser leicht beseitigt werden kann, stellen 
die ersten beiden Faktoren ein schwerwiegendes Problem dar. Es kann 
nach sorgfaltiger Prfifung gesagt werden: Alle Ergebnisse, insbesondere 
bet Grenzfiillen, hangen yon der Kristallisationsdauer ab. Sie kSnnen bet 
schneller Kristallisation negativ, bet langsamer positiv sein. Entsprechend 
versehieben sich quanti tat iv die Ergebnisse. Optimale Bedingungen ffir 
die Kristallisation sind 20 ~ C Temperatur bet einer relativen Luftfeuchtig- 
keit yon 20~ Das konstante Einhalten dieser Werte ist fiir eine genaue 
Bewertung unerli~l~lieh. Ist die Konstanz gew~hrleistet (mit Hflfe ether 
extra dafiir eingerichteten Kammer, eventuell im Brutsehrank), dann 
vermag die Methode zur ersten Erkennung pathologischer Liquores 
Gutes zu leisten. 

Zu 2.: (Differentialdiagnostische MSglichkeiien). Von vornherein 
waren wir bestrebt, Krisiallformen zu finden, die fiir bestimmte Krank- 
heiten als typisch angesehen werden konnten. RI~BELLWG hatte mit 
Hirnextrakt  und Serum 7 ahnliche Ziele verfolgt. Der anf~nglich gefun- 
dene Formenreiehium bet Liquorzusatz zur CuC12-LSsung war vorwiegend 
durch aui~ere Einwirkungen verursacht gewesen, l~achdem konstante 
Versuehsbedingungen weitgehend gesichert waren, erschienen die 
Kristallformen sehr viel eintSniger und liel~en sich bet pathologischen 
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Verh/~ltnissen ausnahmslos in die Kategorie der ,,Wuchsformen" ein- 
reihen. Unterschiede konnten nur bier erwartet werden. Schon frtiher 
und dann besonders bei Betrachtung des photographisehen Materials der 
Kristalle bei Meningitis tbc. war aufgefa]len, dab die Strukturen zweiter 
Ordnung, in pathologischen F/illen also die Wuchsformen, bei klinisch 
und liquorologisch ghn]ichen Fgllen fiberaus verschieden sein konnten 
(vgl. Abb. ] - -5  der frtiheren Arbeit und es in der Regel auch waren, d~I3 

Abb. 1. Bi.-~Nr. 525. Serum. r- l~lasmocytom. 
Ges.-Eiw. : 7,2, Verd.-Gr.  : 1 : 116. Vgl.  mi$ Abb.  2. 
(Siehe such  Tab.  1, 8t23/24.) u  : e twa  20fach 

Abb. 2. ]~i.-Nr. 523. Serum. Normale r  Vergleichs- 
fall  zu Abb. 1. Ges.-Eiw.:  6,7. Verd . -Gr . :  1:100.  

Vergr . :  e twa  20faeh 

andererseits klinisch ganz verschiedene F/~lle bei ~hnlichem oder diffe- 
rierendem Liquorsyndrom weitgehend identische Bilder ergaben. Eben- 
sowenig lies sich eine Grundform z .B.  ffir Lues cerebri oder Ence- 
phalomyelitis disseminata nachweisen. Wit versuchten, auf dem Wege 
iiber das Blutserum weiterzukommen. Mit einer groSen Anzahl yon Seren 
bei Krankheiten mit und ohne deutliche Vergnderungen der Bluteiweil]- 
kSrper wurden Kristallversuche angestellt. Eindeutig normale Sera 
wurden zum Vergleich herangezogen. Wit gingen (ira Gegensatz zur 
spKter beschriebenen Versuchsanordnung) so vor, dab das GesamteiweiS 
yon vornherein bei den Verdiinnungsgraden beriicksichtigt wurde und 
dab immer ein Vergleichspaar - -  normales und pathologisches Serum 
auf einem Objekttrgger untergebracht wurde, um einen direkten Ver- 
gleich zu ermSglichen. Zie] war es, ffir einige Erkrankungen oder doch 
wenigstens ffir bestimmte Typen der Pherogramme einheitliche Kristall- 
formen zu ermitteln. Verwel~bare Ergebnisse konnten nicht erzielt werden. 
Wohl waren in einigen Versuchen Untersehiede deutlieh (s. Abb. 1 u. 2). In 
den meisten Fgllen jedoch konnten im Kristallbild des Normal- und des 
Patientenserums keine Unterschiede ermittelt werden. Selbst das Homo- 
seran (Retroplazentarserum) zeigte keinen Unterschied gegenfiber dem 
zum Vergleich herangezogenen Normalserum. (Die gepriiften Verdfin- 
nungsgrade waren 1:50, 1:100, 1 : 150, 1:200.) Einige typische Versuche 
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sind in Tab.  1 dargestell t .  Wir  folgern daraus  u n d  aus den oben erw~hn- 
ten  Beobachtungen ,  dab diese Methode noch n icht  geeignet ist, differential- 
diagnost isch weiterzuhelfen.  I m m e r h i n  ist n ieh t  zu fibersehen, dab die 
, ,Wuchsformen" des Liquors  n ieh t  vSllig gleich denen des entsprechend 
verdf inn ten  Serums sind. 

Zu  3. : (Format ive  Kr~fte).  Schon friiher kormten wir das Eiweil? als 
den  ursgchl ichen F a k t o r  der Kris ta l lbeeinf lussung wahrseheinlich 
maehen.  Durch  Ul t ra f i l t ra t ion  - -  Membranf i l te rmethode  8 __ eingeengter  

Tabelle 1 

Pheiogramm Beurteilung beim Vergleich mit 
Lfd. Protokoll Nr. Diagnose Alb. ~l fl Y einem Normalserum 
NI'. + ~x2 

1 K1 10/11 47 11 11 31 

10 

11 

12 

He 12/13 

gi 12/14 

Ho 15/16 

H a  17/18 

Mti 19/20 

Str 21/22 

Wu 23/26 

St 23/25 

Ru 27/28 

m 30/3] 
Ru 30/32 

Lebereirrhose, La- 
paroskopisch ge- 
siehert. Diabetes 

Beginnende Leber- 
cirrhose. Uleus 
duodeni 

KavernSse Lung.-Tb. 
Amyloidose 

,,Homoseran" (Asid - -  
Serum-Institut) Re- 
troplazentarserum 

Amyloid-Nephrose, 
uutoptisch gesieh. 

Carcinoma ventrieuli, 
ante exitum 

Sehwere kavernSse 
Lungen-Tb. Rezidiv. 
Blutungen 

Lebereirrhose, 
laparoskopiseh 
gesiehert. 

y-Plasmoeytom. 
Histolog. gesiehert 

Lebereirrhose 

wie Ri 12/14 

wie Ru 27/28 

44 11 5 40 

28 33 29 

3 Fraktionen 

Keine Unterschiede der 
Strukturen zwischen pa- 
thologischem Serum und 
normalem Vergleiehs- 
serum. 

Kein deutlicher Unter- 
schied der Strukturen 

Die Kristallformen des 
Amyloidose- Serums 
etwas zarter. Sonst kein 
Untersehied. 

Keine Unterschiede 

22 35 20 23 

40 25 12 23 

48 21 14 12 

31 11 13 45 

25 7 4 64 

36 14 10 40 

28 33 29 

36 14 10 40 

Keine Untersehiede 

Keine Untersehiede 

Keine Untersehiede 

Keine Untersehiede 

Deutlieher Untersehied 
zum Normalserum. 
KSrnige Ausfiillung de l" 
Zwisehenr~ume. 
Grobe Kristallformen. 

Keine Unterschiede 

Keine Untersehiede 

Keine Untersehiede 
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Liquor ergab ,,Wuchsformen" (s. Abb. 3), wohingegen das Ultrafiltrat 
kaum eine Beeinflussung der CuC12-Kristalle erkennen lie•. Die Tat- 
sache, dab auch bei sanierten Liquores yon tuberkulSser Meningitis fiir 
pathologischen ProzeB sprechende Kristallformen auftreten, macht 
wahrscheinlich, dal~ dafiir nicht nur die Quantit~t der Eiwei~e allein 
verantwortlich zu machen ist. Diese Vermutung wurde gestfitzt d u r e h  
die Beobachtung, dal~ aueh bei elektrophoretiseher Kontrolle yon 
Meningitis tbc.-Liquores in weitgehend 
sanierten Stadien (unserer 2. Gruppe 
entsprechend 5) signifikante Ver~nderun- 
g e n d e r  EiweiBk5rper im Sinne einer 
Vermehrung der Albumine und einer 
Verminderung der fl-Globulin- und der 
~-Fraktion gefunden wurden 6. Andere 
~odellversuche mit Blutseren fiihrten in 
dieser Frage welter. 

Das Vorgehen war wie folgt: Patienten- 
sera mit  stark ver~nderten Bluteiwei~- 
wer~en (papierelektrophoretisch nach 

Abb. 3. BL-Nr. 304. Liquor  von  10 cm 3 
G I ~ A S S M A N N  U.  Mitarb. 2 erwiesen)*, w u r -  auf  5 cm 3 dutch Ultrafiltra~ion eingeengt. 

den in arithmetischer Verdiinnung (yon Cerebraler Gef~2prozel~. Keine Liquor- 
ver~nderungen. Der tmfiltrierte Liquor  

1 : 100, 1 : 120, 1 : 140--1 : 500) naeh frii- zeigte keine Wuchsformen 

her t, 5 beschriebener Methode zum Kri- 
stallisieren gebrach$. (Ein Unterschied bestand nut  insofern, als in diesen 
F~llen die CuC12-LSsung nicht anges~uert wurde.) Um unkontrollierbare 
~u~ere Einfliisse weitgehend auszuschliel3en, erfolgte die Kristallisation 
zusammen mit einer entsprechenden l~eihe eines Serums einer klinisch 
gesunden Vergleichsperson. Auch diese Vergleichssera wurden in jedem 
Falle elektrophoretisch geprfift. (Die Mittelwerte sowie die Abweichungen 
betrugen fiir die einzelnen Fraktionen: Alb. : 64 • 11,1; ~1 + ~2-Globu- 
lin: 12,4 • 1,56; fl-Globulin: 9,7 ~ 2,26 und y-Globulin: 15 ~- 15 bei 
7 Normalf~]len.) Auf diese Weise war ein Mal]stab 'yon ]Fall zu Fall ge- 
schaffen, denn es war zu erwarten, da]~ ~ul3ere Faktoren beide Reihen 
gleichm~13ig beeinflussen wtirden. Die Gesamteiweil~werte wurden mit 
Doppelbestimmungen nach der BIvRET-Methode ~ festgestellt. Gesucht 
wurden die Verdfinnungsgrade, bei denen die als org~nische Wuehs- 
formen beschriebenen Kristalle gerade noch auftraten. (Diese Werte 
sind keineswegs identisch mit tier Grenze der Beeinflussung fiberhaupt. 
Eine N~herung an das Bfld der reinen CuCl~-Kristalle erfo]gt erst bei 
vie] hSheren Verdiinnungen.) (Siehe unten.) 

* Auch an dieser Stelle mSchte ich Herrn Dr. reed. H.-J. TEPE, Leiter des Chemi- 
schen Labors des A.-K.-]~eidberg in Hamburg, sowie Frau W6LF~G fiir die Durch- 
ffihrung der Elektrophoresen und der Ges~mteiweil]bestimmungen herzlich danken. 
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Die Ergebnisse sind in T a b . 2  zusummengefaBt.  Nach  Umreehnung  
Mler Eiweigwerte auf  5 ~ sind zwisehen beiden Reihen deutliehe Unter-  
schiede der Verdiinnungsgrade,  die als Grenzwerte ermit tel t  wurden, 
augenscheinlieh. AuBere l%ktoren machen sieh stark bemerkbar ,  ins- 
besondere hier, we die Beurtei lung der Kristallbilder eine sehr sehe- 

'mat isehe  sein mugte  und se]bst geringgradigste und undeutl iehste 
, ,Wuchsformen" noch bewertet  wurden. Zur Ubersichtliehkeit  fiigen wir 

Lfd 
Nr]" Protokoll Nr. 

1 Wi 6/7 

2 Ri s/9 

3 K1 10/11 

4 He 12/13 

5 Ha I7/18 

6 Mti 19/20 

7 8tr 2]/22 

8 St 23/24 

9 Wu 25/26 

10 l~u 27/28 

Tabelle 2 

Pherogramm 
Ges.-Eiweig patholog. Verd.- Grad 

normal pathol. 

6,6 5,9 
6,4 6,3 5,9 5,9 

6,1 4,5 
5,8 5,9 4,3 4,4 

6,3 7,1 
6,1 6,2 7,1 7,1 

6,1 7,4 4 
6,3 6,2 7,4 7, 

5,8 4,5 
5,6 5,7 4,3 4,4 

6,1 5,3 
6,] 6,1 5,4 5,3 

6,1 6,9 
6,1 6,1 7,1 7,0 

6,1 7,1 
6,1 6,1 7,3 7,2 

6,1 6,9 
6,1 6,1 6,9 6,9 

6,6 7,8 
6,6 6,6 7,6 7,7 

Alb. ~1 ~ y norm. path. 

Verd.-Grad I 

norm. path. / 

74 9 6 11 

28 33 29 

47 l l  11 31 

44 11 5 40 

22 35 20 23 

40 25 12 23 

48 21 14 12 

25 7 4 64 

31 11 13 45 

36 14 10 40 

330 360 

300 190 

480 360 

480 480 

360 140 

360 180 

400 240 

320 360 

360 280 

400 360 

260 

250 

390 

390 

320 

300 

330 

300 

295 

300 

300 

220 

250 

330 

160 

170 

170 

220 

200 

235 

Verd. 
Quot. 

0,9 

1,1 

1,6 

1,2 

2 

1,8 

1,9 

1,4 

1,5 

1,3 

einen Verdfinnungsquot ienten bei, der mit  einem Bliek die Feststellung 
ermSglieht, ob die Grenze der gesuehten Formen  bei vergnder ten Serf  
niedriger (Quot ient  fiber 1) oder h6her (Quotient  un ter  1) als bei den 
normalen Serf  gefunden wurde. Die normalen Serf  enthal ten relativ 
mehr  Albumin und  relativ weniger Globulin Ms die pathologiseh ver- 
gnderten.  ] )emnaeh  verhal ten sieh die EiweiBwerte d e r  Normalsera  zn 
denen der Pat ientensera  wie die EiweiBe der Liquores , ,sanierter" tuber-  
kulSser Meningitiden zu Normall iquores (siehe S. I3). Aueh im Krist~ll- 
bild konnte  entspreehendes Verhal ten naehgewiesen werden:  Wghrend  
in Misehungen yon  Normall iquores mi t  CuC12 keine , ,Wuehsformen" 
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auftraten, wurden solche in Liquores ,,sanierfer" tuberkulSser Meningi- 
tiden noch gefunden. I)ementsprechend ersehienen bei verdfinnten nor. 
malen Sera noeh ,,Wuchsformen", wahrend bei entsprechend verdfinnten 
Patientensera keine mehr auf~ra~en. [Nur in einem yon I0 F~llen, Ver- 

such Wi. 6/7, ist der Quotient unter 1. Es handelt sich um den Fall einer 
Lebercirrhose, bei dem - -  im Gegensar zu allen iibrigen Fallen - -  eine 
ErhShung der Albumine vorgelegen hatte (siehe Tab. 2). Dieser ab- 
weichende Quotient war also zu erwarten.] Wir zweifeln nach diesen 
Ergebnissen nicht daran, daI~ das Auf*reten yon ,,Wuchsformen" in 
,,sanierten" Liquores der Meningitis tbc. in Verschiebungen der EiweiB- 
kSrper seine Ursache hat, wie sie auch anderweitig nachgewiesen worden 
waren. 

Bei Vergleichsreihen mit reinem Kupferchlorid konnten noch bei 
Verdiinnungen yon 1 : 1200 deutliche Beeinflussungen des CuCl~-Kristall- 
brides beobachtet werden. Da dieses Gemisch durch die SalzlSsung noch 
um das I)oppelte verdiinnt wurde, andererseits die Gesamteiwei~werte 
im Serum nicht hoch sind, wird deutlich, wie empfindlich die kristall- 
formenden Krafte  des Knpfersalzes auf Veranderungen ihres Milieus 
reagieren. 

Eine theoretisch bedeutsame Frage ist damit aber noch nicht beant- 
worte~. Namlich: Wie kann man sich das Znstandekommen der Ver- 
anderungen im Kristallbild des Kupferchlorids nach Zusatz yon KSrper- 
flfissigkei~en bzw. Gewebsextrakten erklaren? DaB das Eiwei~ den 
ursachlichen Faktor  darsr162 darf als bewiesen gelten. ~Tber den Modus 
ist damit jedoch nichts ansgesag~. 

Da die elek*riseh getrenn*en EiweiBfraktionen mit  bestimmten Mole- 
kfilgrSBen- bzw. Gewichten weitgehend korrelieren s, 9 und die Ver- 
schiebungen ira Verhaltnis Albumin zu Globulin die Viscositat des 
Serums verandern 9, ist eine ErklarungsmSglichkeit im physikalischen 
Zustand des Eiwefl~es, d. h. in der Veranderung der Viscositat des LS- 
sungsmittets gegeben. Wenn man Sich vorstellt, dait die Formierung der 
Kupferchlori4krisr einen Wachstumsvorgang darstellt, dann ware es 
denkbar, dab dieser dutch das Milieu beeinfluBt wird. Diese Erkli~rung 
ist jedoch nur schwer aufrecht zu erhalten, wenn man bedenkt, dab noch 
im Verhal~nis 1:1200 verdfinntes Serum einen erkelmbaren EinfluB auf 
das Kristallbild ausfibt. 

Es ist auch in Erwagung zu ziehen, ob die veranderten Kristallformen 
vielleicht den Niederschlag chemischer Verbindungen zwischen Kupfer- 
chlorid und EiweiB darstellen. D~mit ware besser erklart, dab so geringe 
Mengen eines Zus~zes noch Veranderungen bedingen kSnnen. 

Eine Entscheidung ist noch nicht mSglich und muB weiferen Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. 
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Zusammenfassung 
Ankni ip fend  an eine frfihere VerSffent l ichung in dieser  Zei t schr i f t  

werden  wei tere  Versuche zum Ausbau  der  kyp rog raph i schen  Methode  
mi tge te i l t .  Die Fehle rque l len  werden sys t ema t i sch  un te r such t .  ~uBere  
Faktoren~ insbesondere  Wi~rme und  Luf t feuch t igke i t ,  kSnnen au f  die 
Ergebnisse  s tSrend Einflul~ nehmen.  Die Resu l t~ te  bei  k o n s t a n t e n  
Bed ingungen  sind jedoch bef r ied igend  und  rech t fe r t igen  eine Anwendung  
der  Methode  in der  Kl in ik .  

Die  d i f fe ren t ia ld iagaos t i schen  MSglichkei ten hingegen werden a]s 
ger ing e rach te t .  

Das  EiweiB wird als tier urs/ichliche F a k t o r  der  Fo rmver / i nde rungen  
erk~nnt .  Ob es sich dabe i  um phys ika l i sche  Anderungen  des LSsungs-  
mi t te]s  h a n d e l t  oder  um eine chemische Verb indung  zwischen EiweiB und  
Kupfe rch lo r id  k a n n  nich* en tsch ieden  werden.  
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