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Uber die Bestimmung der Cerebroside in der Leber
und im Gehirn mit Hilfe von Reduktionsmethoden.

Von
H. Fasold.

( Eingegangen am 6. Mas 1932.)

Der Stoffwechsel der Cerebroside konnte bis jetzt nur am Zentral-
nervensystem mit einigermaBen zureichenden Methoden beobachtet
werden (Koch, Smith w. Mair, Thierfelder, Winferstein). Um so be-
achtenswerter schien die Mitteilung einer Methode von Kimmelstiel, mit
welcher die Bestimmung der Cerebroside in beliebigen Organen und in
sehr kleinen Substanzmengen schnell und sicher méglich sein soll. Das
Prinzip der Methode besteht in der Bestimmung des Reduktionsver-
mogens des alkoholischen Organextraktes vor und nach der Hydrolyse
mit Salzsédure. Die Cerebroside spalten unter der Siurewirkung Galaktose
ab, die eine Zunahme des anfinglichen Reduktionsvermdgens bedingt.
Die Differenz zwischen Anfangs- und Endwert gestattet an Hand einer
von Kimmelstiel aufgestellten konventionellen Reduktionstabelle, den
Cerebrosidgehalt zu berechnen. Die Bestimmungen geschehen mit der
Methode von Hagedorn-Jensen. '

Diese Methode hat gegeniiber den dlteren Verfahren den theoretischen
Nachteil, dall schon vor der Hydrolyse ein Reduktionswert bestimmt
werden mufl. Nach den Methoden von T%ierfelder und Wintersiein, die
die Reduktionskraft nach Bertrand messen, ist das nicht der Fall. Die
Fehlingsche Losung wird von dem alkoholischen Auszug des Gehirnes
nicht reduziert. Das Reduktionsvermigen entsteht erst bei der Hydro-
lyse mit starken S#duren. Blieb es auch hier ungewil, ob nicht noch
andere reduzierende Kérper als die Galaktose der Cerebroside entstehen,
so ‘hat man bei der Kimmelstielschen Methode noch einen zweiten
Unsicherheitsfaktor in der Frage, ob die anfinglichen reduzierenden
Valenzen nicht durch die Séurewirkung zerstért werden. Jedoch konnte
Kimmelstiel in seinen Versuchen am Gehirn brauchbare Ergebnisse mit-
teilen.

Die Betrachtung der Ergebnisse, die der Verfasser bei der Anwendung
seiner Methode auf Leberuntersuchungen gewann, erweckte aber gewisse
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Bedenken. Er verfiitterte an Kaninchen téglich 5 com einer 3 %igen &ligen
Lésung von Cholesterin und glaubt bei der Untersuchung der Leber als
Folge des steigenden Cholesteringehaltes eine vermehrte Phosphatid-
und Cerebrosidspeicherung zu finden. Seine Werte fiir Cerebroside in
der Leber sind zum Teil erstaunlich hoch, bis zu 3,93% der Trocken-
substanz. Derartige Befunde erinnern an die Cerebrosidspeicherung in
der Milz und Leber bei Morbus Gaucher. Dabei ist der von Kimmelstiel
geschilderte Verlauf seiner Cholesterinversuche dazu angetan, eine
Cholesterinspeicherung iiberhaupt ablehnen zu lassen. Alle seine Ver-
suchstiere starben zwischen dem 3. und 7. Tag der Cholesterinfiitterung
unter Verdauungsstorungen. Nun tritt in dieser kurzen Zeit wohl kaum
eine Cholesterinspeicherung ein. Ferner ist bekannt, dal das Cholesterin
bei Verdauungsstérungen nicht aufgesaugt wird, sondern den Darm-
kanal mit den Stithlen verlaBt.

Diese Tatsachen lieen uns vermuten, da3 Kimmelstiel einem Irrtum
zum Opfer gefallen sei, und es erschien wiinschenswert zu priifen, ob
seine Methode auf die Leber anwendbar ist.

Versuchsanordnung.

Wir bestimmten zunéchst den Cerebrosidgehalt der normalen Rinds-
leber nach Kimmelstiel und verglichen das Ergebnis dieser Methode mit
der Bestimmung des Reduktionsvermégens nach Bertrand. Da der
alkoholische Leberauszug die Fehlingsche Losung reduziert, wurde auch
hier ein Anfangs- und Endwert bestimmt. Weiterhin wurde nach beiden
Methoden der Cerebrosidegehalt der Leber eines cholesterinkranken
Kaninchens und eines gesunden Vergleichstieres untersucht.

Falls in der Leber iiberhaupt nennenswerte Vorkommen an Cere-
brosiden sind, mufBiten sie auch mit dem priparativen Verfahren von
Lieb darzustellen sein. Wir haben deshalb in jedem Versuch auch diesen
Weg eingeschlagen, wobei wir — es mag hier vorweggenommen sein —
niemals Cerebroside, nicht einmal spurenweise, nachweisen konnten.

Die Organe wurden zerkleinert, in warmer Luft bei 40° getrocknet, feinst
gepulvert und im Exsiccator itber Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz auf-
bewahrt. Dann wurde das Leberpulver im Soxhlet 8 Stunden mit Ather und dann
24—36 Stunden mit absolutem Alkohol extrahiert und das alkoholische Extrakt
mit Alkohol auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Davon wurden aliquote
Teile zur Bestimmung des Reduktionsvermdgens nach Kimmelstiel und nach
Bertrand entnommen. Der Rest diente zur Durchfhrung des priparativen Ver-
fahrens nach Lieb. Wir achteten sorgfaltig darauf, dafl bei den Bestimmungen
der Alkohol restlos verjagt wurde, und eine Beeinflussung des Reduktions-
vermégens von dieser Seite aus ausgeschlossen war. Jeder Ansatz wurde 3mal
mit 5 cem Wasser zur Trockene im Wasserbad eingedampft. Vergleichsversuche mit
Wasser-Alkoholmischungen zeigten, daB dann nach Hagedorn-Jensen keinerlei
Reduktion festzustellen war.
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1. Ansatz.

500 g Rindsleber, Trockengewicht 166 g, 8 Stunden mit Ather, dann 36 Stunden
mit absolutem Alkohol extrahiert. Der alkoholische Extrakt mit Alkohol auf
1000 cem aufgefiillt, mit je 1 com die Reduktionsbestimmungen nach Kimmelstiel
vor und nach der Hydrolyse, ebenso mit je 20 ccm mit der Bertrandschen Methode
durchgefithrt, ergibt auf das Anfangsvolumen umgerechnet, nach Kimmelstiel:

vor der Hydrolyse (Anfangswert) 1,208 ¢ Galaktose,
nach der Hydrolyse (Endwert). . 3,500¢g "

also Cerebrosidzucker . . . . . . 2,392 g, "
woraus sich 11,0 g Cerebroside errechnen. Das entspricht einem Cerebrosidgehalt
von 2,2%, auf die feuchte Leber bezogen.
Das Reduktionsvermogen, in je 20 cem nach Bertrand bestimmt, ergibt:
Vor der Hydrolyse 40,3 mg Galaktose
nach ,, » 26,0 mg »
Die Hydrolyse wurde nach Thierfelder mit 15%iger Schwefelsiure wihrend
3 Stunden auf dem siedenden Wasserbad unterm RiickfluBkiihler vorgenommen.

Das Reduktionsvermégen ist also durch die Sidurewirkung nach
Bertrand gemessen, kleiner geworden. Kine Berechnung des Cerebrosid-
gehaltes nach diesem Verfahren ist demnach nicht méglich. Wiirde man
den Wert nach der Hydrolyse beniitzen, wozu keinerlei Berechtigung
gegeben ist, so errechnet sich ein Cerebrosidgebalt von 1,3 g in 500 g
roher Rindsleber. Da das Prinzip beider Methoden, ndmlich die Be-
stimmung der reduzierenden Kraft, das gleiche ist, diirften sich, wenn es
iberhaupt anwendbar wire, nicht derartige Unterschiede ergeben.

Auf jeden Fall muBten sich die relativ groBen Mengen an Cerebro-
siden, die nach Kimmelstiel erhalten wurden, und auch der nur fiktive
Wert von 1g nach Bertrand mit der praparativen Methode von Lieb

leicht darstellen lassen.

Die restlichen 900 com des alkoholischen Extraktes wurden zur Trockene ein-
gedampft. Gewicht des Riickstandes 5 g, also weniger als die nach Hagedorn-
Jensen bestimmten Cerebroside.

Nach Aufnahme mit 200 cem heilem Alkohol, Filtrieren im Heilwassertrichter
wirde das Filtrat mit 30 com kalt gesattigter Mercurichloridiésung versetzt. Es
bildet sich eine geringe Menge eines gelben, schleimigen Niederschlages. Nach
‘Abzentrifugieren und dreimaligemn Waschen mit 70% Alkohol wurde der Niederschlag
in heiffem Alkohol suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat
vom Quecksilbersulfidniederschlag zeigte auch nach weitgehendem Einengen keiner-
lei Krystallisation. Schliefilich wurde es zur Trockene eingedampft und der Riick-
stand nach Thierfelder hydrolysiert. Das neutralisierte Hydrolysegemisch gab keine
Reduktion nach Bertrand. Damit war die Abwesenheit von Cerebrosiden bewiesen.

2. Ansatz.

250 g frische Rindsleber, Trockengewicht 75 g, nach 8 stiindiger Atherextraktion
36 Stunden mit absolutem Alkohol extrahiert. Extrakt auf 370 com mit Alkohol
aufgefillt. Die Reduktionsbestimmung nach Kimmelstiel zeigte in einem Ansatz,
daB das Fericyanid bei der Bestimmung des Anfangswertes vollkommen verbraucht
war, so daB eine Titration nicht moglich war. Die Bestimmung des Endwertes da-
gegen ergab noch unverbrauchtes Cyanid. Da verabsiumt wurde, geniigend Material
in Reserve zu halten, war eine Wiederholung des Ansatzes nicht moglich. Es kann
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aber gesagt werden, dafl der Endwert in diesem Falle kleiner war als der Anfangs-
wert.
Nach Bertrand ergibt sich von 10 cem Extrakt:
vor der Hydrolyse 35 mg Galaktose
nach ,, v 28 ,, .
Dieser Versuch ergibt also ebenfalls einen kleineren Endwert, -so daB -eine
Berechnung der Cerebroside nicht méglich ist. Auch hier fithrte die priparative
Methode von Lieb zu einem vollkommen negativen Ergebnis.

Cholesterinversuche.

Es wurden 2 gleich schwere Kaninchen, Ménnchen, mit einem Kérpergewicht
von 3,25 kg und 3,29 kg in den Versuch genommen. Das eine, das Versuchstier,
erhielt tiglich 0,2 g Cholesterin in 5 ccm warmem ErdnuB6l geldst wiahrend 24 Tagen
mit der Sonde verabreicht. Das Vergleichstier bekam auf dieselbe Weise die gleiche
Menge OL. Die Nahrung war fiir beide Tiere genau gleich. Das Versuchstier hatte
vor der Tétung, 24 Stunden nach der letzten Cholesteringabe eine Cholesterindmie
von 240 mg-%. Die Tiere zeigten wihrend des Versuches unverindertes Wohl-
befinden. o

Bei der Sektion findet sich im Versuchstier eine stark vergroBerte
gelb gefleckte Leber, wihrend das Vergleichstier nichts Besonderes
bietet. Die angefiihrten Zahlen zeigen, dal die Leber des Versuchstieres
nicht nur 2mal so groB war, sondern auch einen fast doppelt so hohen
Cholesteringehalt hatte, als das Vergleichstier. Das Cholesterin der
Leber wurde mit 0,5 g Trockenpulver im Unverseifbaren mit der Digito-
ninfillung bestimmt.

Cholesterintier :
Lebergewicht naB 155 g, Milzgewicht naf 2 g
" trocken 40,8 g, ” trocken 0,39 g.
Vergleichstier:
Lebergewicht naB 89 g, Milzgewicht naB 2 g
v trocken 21,5 g, . trocken 0,25 g.
Cholesteringehalt der Trockensubstanz:
Cholesterintier . . . . . . Leber 1,7%, Milz 1.4%
Vergleichstier . . . . . . . 1 %, . 0,7%.

Die Cholesterinimie und diese Zahlen beweisen, daB das Versuchstier Cholesterin
gespeichert hatte.

Wiéhrend die bisherigen Ergebnisse nicht unmittelbar mit denen
Kimmelstiels verglichen werden kénnen, da es sich um Versuche an nor-
malen Lebern handelt und Kimmelstiel’ die - Werte fiir das normale Ver-
gleichstier nicht wiedergibt, oder vielleicht nicht erkennbar bezeichnet,
80 geraten wir nun mit ihm in Widerspruch hinsichtlich der Resultate
seiner Cholesterinversuche.

Von der Cholesterinleber wurden 39,3 g, von der Vergleichsleber
20,5 g Trockenpulver 8 Stunden mit Ather, dann 24 Stunden lang im
Soxhlet mit absolutem Alkohol éxtrahiert und die alkoholis¢chen Ex-
trakte jeweils auf ein Volumen von 150 com verbracht. Davon wurden
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je viermal 10 cem fiir die Bestimmungen nach Berlrand entnommen
und je 10 cem fiir die Cerebrosidbestimmungen nach Kimmelstiel be-
reitgestellt. Nachstehend die Frgebnisse, auf das Anfangsvolumen
ungerechnet.

Nach Hagedorn-Jensen ergibt sich:

Cholesterinleber: Kontrolleber:
vor der Hydrolyse 0,956 g Galaktose 0,393 g Galaktose
nach ,, . 0,797 g . 0,322 ¢ ”

Nach Bertrand: :
vor der Hydrolyse 0,630 g Galaktose 0,105 g Galaktose
nach ,, . 0,476 ¢ . 0,072 g "

Nach beiden Verfahren ist also der Endwert kleiner als der Anfangs-
wert. Es entfdllt damit die Moglichkeit, die Berechnung eines etwaigen
durch die Hydrolyse freigewordenen Cerebrosidzuckers.

In den restlichen 100 ccm der alkoholischen Extrakte wurde die
praparative Darstellung nach Lieb durchgefithrt. Die Ausgangsmenge
entspricht im Cholesterinversuch 26,2 ¢ Leberpulver. Kimmelstiel findet
in seinen Cholesterinversuchen einen durchschnittlichen Cerebrosid-
gehalt von 2,6% der trockenen Leber. Bei Benutzung dieses Wertes
muBte in. unserem Extrakt noch 0,65 g Cerebrosid zugegen sein, eine
Menge, . die mit der Liebschen Methode noch mit Leichtigkeit einen
positiven qualitativen Nachweis ergibt. Es gelang aber auch auf diesem
Wege nicht — nicht einmal spurenweise — eine Cerebrosidkrystallisation
nachzuweisen. Schliellich wurde die Lésung nach Schwefelwasserstofi-
Fallung zur Trockene eingedampft und der Riickstand auf sein Reduk-
tionsvermdégen vor und nach der Hydrolyse nach Thierfelder geprift.
BEs zeigte sich keine Reduktion. Damit ist die Abwesenheit von Cere-
brosiden auch in der Leber eines einwandfrei cholesterinkranken Ka-
ninchens bewiesen. ' '

In einem Konfrollversuch wurden 0,6 g eines nach Thierfelder dargestellten
phosphorfreien Cerebrosidgemisches in 100 cem Alkohol gelsst und die praparative
Methode von Lieb durchgefithrt. Nach Zersetzen des Quecksilberniederschlages
und Eindampfen des Filtrates wurden nach Bertrand 87% der Einwaage wieder-
gefunden. Der Riickstand reduzierte vor der Hydrolyse nicht die Fehlingsche
Losung., Wir sind somit sicher, dafl in keinem der Versuche das fragliche Cerebrosid
dem Nachweis entgangen sein konnte.

Die Unstimmigkeit zwischen unseren und Kimmelstiels Ergebnissen
kénnen wir uns nicht erkldren. Da wir in jedem Falle die Abwesenheit
der Cerebroside praparativ bewiesen haben, sind wir geneigt, anzunehmen,
dall Kimmelstiel, der die Cerebroside nicht priparativ nachwies, einem
unbekannten, zu Irrtiimern fithrenden experimentellen Faktor zum Opfer
gefallen ist. Seine Methode gibt in unseren Hinden stets unbrauchbare
Werte. Auch bei der Anwendung auf das Gehirn kommen wir zu dem
gleichen Ergebnis. So finden wir zum Beispiel bei éinem Rindshirn einen
Cerebrosidgehalt von 1,88% auf das feuchte Gehirn bezogen. Das gleiche
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Gehirn getrocknet ergibt, die Cerebroside nach Kimmelstiel bestimmt,
einen Cerebrosidgehalt von 0,7% der Trockensubstanz. Der letztere
Wert miilite aber ein Vielfaches des Feuchtgehaltes sein.

Zusammenfassung.

Die Ubertragung der Methode von Kémmelstiel zur Bestimmung der
Cerebroside in der Leber fithrt zu unbrauchbaren Ergebnissen.

Bei der Cholesterinkrankheit des Kaninchens wird kein Cerebrosid
gespeichert. Eine derartige Speicherung konnte weder durch Reduk-
tionsmethoden, noch durch die priparative Methode von Lieb nach-
gewiesen werden.

Die Brauchbarkeit der Cerebrosidbestimmung im Gehirn nach
Kimmelstiel konnte nicht bestatigt werden.
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