Untersuchungen Uber die Cerebroside des Gehirns.

VI. Mitteilung.

Von
H. Thierfelder.

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.)
(Der Redaktion zugegangen am 10. April 19U.>

Phrenosin.

In der Cerebronfraktion der Cerebroside, wie man sie
aus dem Cerebrosidgemenge mit Hilfe von 75°/0 Chloroform
enthaltendem Methylalkohol erhalt,1) findet sich neben dem die
Hauptmenge darstellenden Cerebron ein Cerebrosid, welches
in seiner elementaren Zusammensetzung und der Art seiner
Abscheidung (makroskopisch und mikroskopisch) mit dem
Cerebron ubereinstimmt, sich aber von ihm durch sein Un-
vermogen zu krystallisieren unterscheidet und darin, dal es eine
etwas leichtere und groRere Loslichkeit in Methylalkohol besitzt,
und daR seine Losungen in schwefelsdurehaltigem Methylalkohol
bei mehrstiindigem Kochen nicht véllig farblos bleiben, sondern
einen leicht gelblichen Farbenton ahnehmen.2)

Ich habe fur diese Substanz wvorlaufig den Namen
Phrenosin vorgeschlagen, mit dem Thudichum die ganze
Fraktion bezeichnete, es aber offen gelassen, ob nicht vielleicht
in ihr nur ein mit Beimengungen behaftetes Cerebron vorliegt.

Die spezifische Drehung 5°/«iger Losungen in 75°/0
Chloroform enthaltendem Methylalkohol bei 50° und Natrium-
licht wurde bei zwei Praparaten verschiedener Darstellung
ubereinstimmend zu +7,4° gefunden, wéhlend die des vollig

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 40 (1913).
*) Ebenda, Bd. 08, S. 464 (1910); Bd. 85. S. 42 (1913).
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kristallisierenden Cerebrons® in 3,96°/oiger Ldsung unter sonst
gleichen Bedingungen +8,1° betrug.2) Danach den Beobach-
tungen von Levened) die spezifische Drehung der Gerebroside
mit steigender Konzentration zunimmt, so dirfte das Phrenosin
ein geringeres Drehungsvermodgen besitzen als das Gerebron.
Aeetvlverbindung. Sie gleicht durchaus dem Acetyl-
oerebron, zeigt auch dieselbe leichte Loslichkeit in allen Flussig-
keiten, die versucht wurden, aufer in Wasser. Eine Acetyl-
bestimmung ergab die Anwesenheit von 6 Acetylgruppen. Es
wurden 32,54°/o Essigsaure erhalten, statt der fir eine sechs-
fach acetylierte Verbindung verlangten 33,36.
0.1721 g erforderten 9,33 ccm n/io-Lauge = 56,01 mg Essigsaure = 32,54°/o

Eine 10,00°/oige Losung in 75°/o Chloroform enthaltendem
Methylalkohol drehte im 20 cm-Rohr bei 17° und Natrium-
licht —1,09°. (a]n also = —5,4°. Auch hier ein Unterschied
gegentiber dem Acetylcerebron, dessen spezifische Drehung
unter denselben Bedingungen zu —3° gefunden wurde.l)

Spal tung. Zur weiteren Charakterisierung des Phrenosins,
welches nur in geringer Menge zur Verfligung stand, erschien
es mir angezeigt, vergleichende Spaltungsversuche unter genau
denselben Bedingungen mit ihm und dem Gerebron auszufiihren,
Fur diesen Zweck dienten vor einigen Jahren von H. Loening
und mir dargestellte und analysierte Praparate, tber welche in
dieser Zeitschrift, Bd. 68, S. 464 berichtet worden ist (Frak-
tion A = Phrenosin, Fraktion D3 = Gerebron).

Das Phrenosin hatte einen Zuckergehalt von 20,32 °/0
(Bestimmung nach Bertrand).

*) Die Entfernung der amorphen Substanz aus dem Gerebron ist
schwierig. Extrahiert man ein Préaparat, das bei der mikroskopischen Unter-
suchung keine amorphe Formen mehr erkennen lait, bei 50° mit 20°/o0
Chloroform enthaltendem Methylalkohol, fdtriert nach dem Erkalten und
destilliert bis auf ein kleines Volumen, so entsteht eine Abscheidung,
welche nicht zu kristallisieren vermag. Erst nach mehrfacher Wieder-
holung dieses Verfahrens erhalt man eine Abscheidung, welche fast vollig
in Krystnlle verwandelt werden kann.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 44 (1913).

1) Journ. of Biol. Chem., Vol. 15, p. 361 (1913).

4i Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 248 (1914).
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0,1265¢g, 5.00ccm KMn04,9) 48,33mg Cu, 25,7 mg Galaklose.

Je 1 g wurden in der friiher beschriebenen Weise mit 50ccm
10°/0 Schwefelsédure enthaltendem Methylalkohol 7 Stunden
am Ruckflukihler gekocht. Nach dem Erkalten uiid Abkuhlen
in Eiswasser saugte ich den Niederschlag ab, wusch mit wenig
eiskalter methylalkoholischer Schwefelsdure derselben Konzen-
tration aus, l6ste ihn in Ather, befreite die atherische Losung
durch Schiitteln mit Wasser im Scheidetrichter von der Schwefel-
saure, filtrierte, verdunstete den Ather und wog den bis zum
konstanten Gewicht getrockneten Rickstand (atherldsliche
Substanz 1), Das Filtrat wurde in einem Scheidetrichter mit
der doppelten Menge Wasser versetzt und dreimal mit dm*
doppelten Menge Ather geschiittelt. Die klare wasserige Losung,
welche nichts auler dem Zucker, diesen aber vollstdndig oder
nahezu vollstandig enthalt, wurde in einem weithalsigen Erlen-
meyer-Kolben auf dem Wasserbad auf etwa » 3 eingedampft,
die klare atherische LoOsung im Scheidetrichter mit Wasser
geschuttelt..Dabei traten in der wésserigen Schicht Tribungen
und Ausscheidungen auf. Sie wurde abgeldssen und die zurtick-
bleibende Atherlésung, welche ebenfalls triibe ist, so oft mit
Wasser geschittelt, bis sie vollig klar geworden untl das Wasch-
wasser keine Spur einer Schwefelsd'urereaktion .mehr zeigte.
Die Atherlésung filtrierte ich, verdunstete sie und wog den
bis zum konstanten Gewicht getrockneten Riickstand (ather-
I6sliche Substanz 2). Die Waschwasser wurden in einem
weithalsigen Erlenmeyer-Kolben vereinigt, auf dem Wasserbad
eingeengt (wobei alsbald vollige Klarheit der Ldsung eintrat)
und dann zusammen mit der andern wasserigen Flissigkeit
in einer Schale eingedampft, bis Ausscheidung eintrat. Diese
filtrierte ich ab, wusch sie mit Wasser aus und trocknete sie
bis zum konstanten Gewicht (ather- und wasserunldsliche
Substanz). Das Filtrat enthielt nur Zucker.

Bei dieser Spaltung, die, wie gesagt, in ganz gleicher
Weise mit beiden Substanzen ausgefuhrt wurde* ergab sich
ein wesentlicher Unterschied insofern, als das Hinzufligen von
Wasser zu der Spaltungsflissigkeit bei dem. Cerebronversuch

) Faktor 9.666.
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nur eine vorlibergehende Tribung hervorrief, die bei weiterem
Zusatz sich vollig verlor, wahrend sie bei dem Phrenosin-
versuch bestehen blieb und erst beim Schitteln mit Ather

verschwand.
Folgende Zusammenstellung zeigt die Resultate in Pro-
zenten.

Atherlosliche Atherlosliche  Ather- und wasser-

Substanz 1 Substanz 2 unlosliche Substanz
Cerebron . . .. 47.24: 3,01 44,52
Phrenosin. - - _ 24,75 18,52 45,04

Die geringere Menge atherl6slicher Substanz 1, welche
bei der Phrenosinspaltung gewonnen wurde, beruht nicht etwa
auf einem Versuchsfehler, denn bei der Hydrolyse eines andern
Praparates, und zwar eines nach dem Barytacetonverfahren
dargestellten, wurde das gleiche Resultat erhalten. 1,5 g dieses
Phrenosins, mit 75 ccm 10% Schwefelsaure enthaltendem
Methylalkohol 7% Stunden gekocht, gaben 0,3230 g &ther-
I6sliche Substanz 1 = 21,5%.

Die aus Cerebron und die aus Phrenosin erhaltene ather-
I6sliche Substanz 1 war fast ausschliel3lich Ester (einige
Tropfchen einer n/20-Lauge gentgten, um ihre alkoholischen
Losungen alkalisch zu machen) und zwar Cerebronsaureester,
denn die durch Verseifung aus ihnen gewonnenen S&uren
schieden sich aus Alkohol in den fir Gerebronsaure charak-
teristischen mikroskopischen Formen ab und schmolzen, einmal
aus einer Mischung von Ather und Petrolather*) umkrystallisiert,
bei 100° bezw. 100—101°, hatten also denselben Schmelzpunkt,
den ich auch friher fur diese S&ure erhalten hatte. Sie zeigten
beide, in Pyridin gel6dst, Rechtsdrehung.

Die aus Phrenosin gewonnene &ather- und wasser-
unldsliche Substanz war ebenso wie die aus Cerebron er-
haltene Sphingosinsulfat und zwar hauptsachlich, wenn nicht
ausschlief3lich, Dimethylsphingosinsulfat. Sie zeigte die leichtere
Loslichkeit des methylierten Sulfats in warmem Alkohol und
schied sich in dessen charakteristischen Formen ab. Die aus

* Siedepunkt 30—50°.
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der Mutterlauge zuriickgewonnene Base gab mit alkoholischer
Salzsdure die glitzernden Blattchen des Dimethylsphingosin-
chlorids. Das Sulfat drehte in schwefelsdurehaltigem Alkohol
gelost links. Die den Zucker des Phrenosins enthaltende
wasserige LOsung zeigte nach Entfernung der Schwefelsdure
und gendgender Konzentration Rechtsdrehung. Eine Isolierung
des Zuckers zum Zweck seiner Charakterisierung als Galaktose
erschien nicht nétig, da es auf Grund friherer Untersuchungen
von mirl) nicht zweifelhaft sein kann, dall der Zucker aller
Cerebroside Galaktose ist.

Die atherlosliche Substanz 2 aus dem Phrenosin
(aus dem Cerebron wurde sie ja nur in ganz geringer Menge
erhalten) stellte auch im wesentlichen einen Ester dar (auch
hier gentigten wenige Tropfen einer n 20-Lauge, um die Reaktion
der alkoholischen LoOsung alkalisch zu machen). Sie war bei
Zimmertemperatur fest, I6ste sich leicht in Methylalkohol und
in Petrolather bis auf eine ganz geringe Trubung, die durch
Filtration beseitigt wurde. Die durch Verseifung gewonnene
Saure war ebenfalls bei gewdhnlicher Temperatur fest, in Ather
leicht I6slich, in Petrolather auch in der Warme garnicht oder
nur wenig l6slich. Aus Alkohol schied sie sich erst bei starker
Konzentration ab, und das mikroskopische Bild war nicht das
fur die Cerebronsaure typische. Da fur eine weitere Reinigung
und genauere Untersuchung die Menge viel zu gering war,
habe ich nur eine Titrierung in &therischer Lésung vorgenommen.
Diese ergab das Molekulargewicht 375 (Cerebronsdaure = 398).

0.1576 g verbrauchten 4.2 ccm n/to-Lauge.

Es ist natirlich nicht ausgeschlossen, dald auch in dieser
Saure die gewohnliche Cerebronsdure vorliegt, die durch Bei-
mengen verunreinigt und dadurch in ihren Eigenschaften ver-
andert ist. FuUr wahrscheinlich mochte ich es aber nicht halten,
da doch nur geringe Beimengungen in Betracht kommen kdnnen,
welche kaum imstande sein dirften, die Abscheidpng des Esters
aus der ursprunglichen Spaltungsflussigkeit zu verhindern. Auf
jeden Fall mufl} es sich um eine Oxysaure handeln, denn es
sind ja sechs Acetylgruppen in das Phrenosin eingetreten. Aller-

*) Diese Zeitschrift, Bd. 14, 209 (1890).
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dings ist der bei der Acetylbestimmnng erhaltene Essigsdure-
wert etwas zu gering (32,54 statt 33,36°/0), aber doch zu hoch,
als daR die Annahme, die unbekannte S&ure sei keine Oxvsaure,
zulassig erscheint. Es hatte dann nicht mehr als 31,46°/o0 Essig-
saure gefunden werden konnen. Trotz des niedrigen Titrations-
wertes ist an die Mdoglichkeit zu denken, dal wir es mit der
inaktiven Cerebronsdure zu tun haben. Eine solche ist von
Levenel) in Form ihres Esters aus Cerebrosiden erhalten
worden, sie ist nach Levene2) auch leichter l6slich in ver-
schiedenen LoOsungsmitteln, als die aktive. Dasselbe wird ver-
mutlich auch fir die Ester gelten und wirde das Ausbleiben der
Ausscheidung erklaren. Selbstverstandlich ist das nur eine Ver-
mutung, die experimentell zu prifen sein wird, sobald mir wieder
Material fir die Spaltung zur Verfligung steht.3) Wenn es sich
so verhalten sollte, dann wirde in dem von mir untersuchten
Phrenosin ein Gemenge von zwei Cerebronen vorliegen, von denen
das eine die aktive, das andere die inaktive Cerebronsaure
enthéalt. Das mit der aktiven S&ure ist das krystallisierende.

Die Spaltung des Cerebrons hat der Theorie nahekommende
Werte geliefert. Sie verlangt 49,82 °/o Cerebronsauremethylester
und 43,78°/0 Dimethylsphingosinsulfat.

Eine dritte Cerebrosidfraktion.

Wie friher beschrieben, erhielt ich aus dem Cerebrosid-
gemenge nach moglichster Abtrennung von Cerebron und Kerasin
zwei weitere Fraktionen, von denen die schwerer I6sliche nach
Entfernung von zuckerfreier Substanz 18—19°/0 Zucker ent-
hielt und bei der Analyse Werte gab, welche mit den fir Kerasin
erhaltenen ziemlich Ubereinstimmten.4)

Leider ging von dieser Substanz, di¢ nur in wenigen
Grammen zur Verfugung stand, fir Untersuchungen, die zu
keinem Resultat fihrten, der groéRere Teil verloren, so dal fur
die Spaltung nur 1,7 g ubrig blieben. Es wurden zwei Ver-

*) Journ. of Biol. Chem., Vol. 15, p. 360 (1913).

% lbidem, Vol. 12, p. 383 (1912).

s) Die erhaltene Saure ging leider durch einen Unfall verloren,

so daR sie nicht polarisiert werden konnte.
4) Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 238 (1914).
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suche mit 0,7 g (Versuch 1) und 1,0 g (Versuch 2) gemacht,
von denen aber nur der erste quantitativ durchgefiihrt wurde.

Da ebenso wie bei der Kerasinspaltung beim Kochen
mit 10% Schwefelsdure enthaltendem Methylalkohol eine Ab-
scheidung Ooliger Tropfen erfolgte, so wurde 7,5% Schwefel-
saure enthaltender (auf Ig 50 ccm) .'benutzt und 9 Stunden
(Versuch 1) bezw. 14 Stunden (Versuch 2) gekocht. In Ver-
such 2 kam es unter dieser Bedingung zu keiner Olbildung,
in Versuch 1 trat sie trotzdem auf. frach dem Abkihlen be-
stand die Abscheidimg in beiden Fallen aus krvstallinischen
Massen und halb erstarrten Tropfchen. Die weitere Behandlung
geschah in- der oben beim Phrenosin beschriebenen Weise. Beim
Verdinnen des Hitrats mit W asser entstand nur vorubergehend
eine Tribung, im Gegensatz zum Phrenosin und in Uberein-
stimmung mit dem Cerebron. In Versuch 1 wurden erhalten:
Atherlésliche Substanz 1. 32,03%, atherl6sliche- Substanz 2:

17,9%, éather- und wasserunlosliche Substanz: 38,6%.

Atherlosliche Substanz 1. Sie war von fester Be-
schaffenheit. 0,1622 g von Versuch 1 und 0,182 g von Ver-
such 2, im ganzen also 0,3442 g, wurden, jede fur sich, in
heilem Athylalkohol gel6st; die Abscheidungen, glitzernde
Plattchen, wurden gemeinsam abgesaugt und stellten eine silber-
glanzende, nicht zerreibliche Masse dar, welche bei 56-57°
schmolz. Es handelte sich also um den Methylester der Kerasin-
saure (Lignoeerinsaure).l) Die Menge betrug 0,068 g =19,8°.»
der atherl6slichen Substanz oder 4% des Cerebrosids. Der
Rickstand des Filtrats hatte eine Olige Beschaffenheit, reagierte
neutral und loste sich in heiBem Methylalkohol, um beim Er-
kalten sich wieder als Ol abzuscheiden. Er wurde durch Kochen
mit methylalkoholischer Natronlauge verseilt, die Seifenldsung
eingeengt, die Abscheidung abgesaugt, mit Methylalkohol ver-
rieben und wiederum abgesaugt. Die aus diesem Natronsalz
gewonnene Saure krvstallisierte aus Ather in radiar gestellten
Nadeln, in Petrolather Ioste sie sich in der Warme nicht vollig.
Nach Entfernung dieses geringen unléslichen Teils und Ver-
dunsten des Petrolathers hinterblieben 0,1445 g (= 42% der

*) Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 55 (1913).
Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCI 8
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atherloslichen Substanz oder 8,5°/0 des Gerebrosides) einer Saure
von festweicher Beschaffenheit und dem Molekulargewicht 380.
0,1437 g verbrauchten 3,78 ccm n/io-Lauge.

Die aus der Titrationsflissigkeit wiedergewonnene Saure
krystallisierte aus heilem Petrolather und heilem Aceton in
Nadelchen, welche unscharf zwischen 80 und 90° schmolzen.
Aus dem Filtrat des Natronsalzes wurden noch 0,0665 g
(= 19,3°/0 der éatherldslichen Substanz oder 3,9°/0 des Cere-
brosids) einer S&ure gewonnen, die sich in warmem Petrol-

ather loste und das Molekulargewicht 400 besal.
0,0645 g verbrauchten 1,61 ccm n/to-Lauge.

Atherlosliche Substanz 2. 0,1250 g. Sie stellte ein
Ol dar, welches dem aus der atherléslichen Substanz nach
Abtrennung des Methylesters der Saure C24H4802 erhaltenen
durchaus &hnlich sich verhielt: Loslichkeit in Alkohol, Ab-
scheidung aus heil}em Methylalkohol als Ol. Die durch Verseifung
gewonnene Saure krystallisierte aus Ather und l6ste sich in
warmem Petrolather. Das Molekulargewicht betrug 388.

0.0872 g verbrauchten 2,25 ccm n/to-Lauge.

Ather- und wasserunldsliche Substanz. 0,2700 g.
Sie loste sich leicht in warmem Alkohol und krystallisierte in
den charakteristischen Formen des Dimethvisphingosinsulfats.
Einmal umkrystallisiert gab sie bei der Analyse 61,93°/0 G
und 11,27°/0 H.

0,0824 g lieferten 0,1871 g C02 und 0,0836 g H,,0.

Sphingosinsulfat verlangt 61,08°/o C und 10,78°/0 H, Di-
methylsphingosinsulfat 62,98°/0 G und 11,05°/0 H.

Die wasserige LoOsung zeigte nach Entfernung der
Schwefelsaure und starker Konzentration Rechtsdrehung.

Die untersuchte Fraktion enthélt also Kerasin und, wie
es scheint, ein anderes Gerebrosid, dessen Komponenten Sphin-
gosin, Galaktose und eine von den bisher in den Cerebrosiden
gefundenen Sauren vermutlich verschiedene Saure sind. Die
Natur dieser Saure ist noch aufzukléren.

Das Ausgangsmaterial flr diese und die vorangegangenen
Arbeiten Uber die Cerebroside verdanke ich der Liebenswirdig-
keit der Direktion der Farbenfabriken vorm. Friedr.
Bayer & Co. in Elberfeld.



