Ueber den Glykogengehalt der Frosche ueber die
quantitative Zusammensetzung der Froschleber
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Ueber den (lykogengehalt der Frosche

und
ueber die guantitative Zusammensetzung
der Froschieber.

e e
Kan Iato
aus Japan,

Das Verhalten des Glykogens im Korper der Frosche, sowie auch der iibrigen winterschlafenden Kaltbliter,
ist von besonderem physiologischen Interesse. In gewisseni Sinne verhilt sich der Gehalt dieser Tiere an Glykogen
gerade umgekehrt, wie- man es von vornherein annehmen sollte. Man sollte erwarten, dasz im Korper dann am
meisten Glykogen anzutreffen sei, wenn ‘die Tiere sich am reichlichsten ernihren, also in den moEBmeobmambu
und dasz sie dann am wenigsten Glykogen aufweisen werden, wenn sie lange gehungert haben, also am Ende
des Winterschlafes. Gerade das umgekehrte ist aber der Fall. Schon Claude Bermnard!’), der Entdecker des

Glykogens, wusste, dasz die Winterschlafer am Ende ihres Winterschlafes noch grosze Mengen von Glykogen in
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ihrem Koérper besitzen.

Pilager?) bestitigte dieses, indem er im Méarz 1898 bei noch im Winterschlaf befindlichen Froschen einen
Glykogengehalt von nahezu 19 des Korpergewichtes feststellte. Am eingehendsten ist alsdann in Piliigers
Laboratorium der Gehalt der Frosche an Glykogen unter verschiedenen Bedingungen und zu verschiedenen
Jahreszeiten von J. Athanasi u %) untersucht worden. Aus der Arbeit von Athanasin gestatte ich mir die
folgende Tabelle, aus welcher der Rinflusz der Jahreszeit auf den Glykogenreichtum der Frosche hervorgeht, zum
Abdruck zu bringen :

’E i %3 45 Ee |8 é%
éé Datum | Gattung. scgrl?scht § § §§, § C% fgn :§§§
1 | 1.Juni | Esculent. | Mannchen | 6 | 231 | 0.909 | 0.392
2 | 10. ,, Fusca. ' 4 | 144 | 0.523 | 0.362
3 125 , | Esculent. ., 15 | 302 | 0.910 | 0.301
4 | a7 ., " 10 | 333 | 1.330 | 0.400
51929, . 8 | 121 | 0.138 | 0.113
6 | 11. Juli . Weibchen | 22 | 360 | 0.620 | 0.117
711, Fusca. | Minnchen | 2 | 72| 0.338 | 0467
8 | 18. ", | Weibchen 4 | 159 | 0.780 | 0.489

1) Claude Bernard, Cptes. rendus t. 48 P. 683, 1859,
2y E, Pfliiger, Beitriige zur Physiologie der Fettbildung, des Glykogens und der Phosphorvergiftung, Pfl. Arch. 71. 318,
3) I. Athanasinu, Uber den Gehalt des Froschkdrpers an Glykogen in den verschiedenen Jahreszeiten. Pfl. Arch, 74, 561, 1899,
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9 118 . Mannchen 5 143 | 0.750 | 0.551
10 | 21, ,» | Weibchen 16 | 444 | 1.280 | 0.28
11 | 22. i . 7 1175 | 0.64 | 0.368
12 | 14. Sept. | Esculent. | Ménnchen | 12 | 350 | 1.64 | 0.470
13 | 25. , ’ ‘Weibchen 31 | 729 | 1043 | 1.43
14 | 5. Octhr.| . 10 | 293 | 2.92 | 1.31
15 |17, N . 10 | 428 | 561 | 131
16 | 11. Novb. | Fusca . 12 | 573 | 520 | 0.907
17 | 10. Febr. 'y Mannchen 6 | 279 | 3.00 | 1.07
18 | 10. i Weibchen | 12 | 698 | 7.33 | 1.05

Man sieht aus dieser Tabelle, dasz die Menge des Froschglykogens ihr Maximum im Herbst und ihr Minimum
im Sommer hat, ferner auch dasz wéhrend des ganzen Winters der Glykogengehalt nur' langsam abnimmt, sodasz
das Frihjahr immer noch mit einem sehr hohen Stande des Glykogenvorrates erveicht wird. Pf liger?®) hat
durch neuere Untersuchungen dieses Frgebnis bestitigh und sehr wichtige neue Beobachtungen hinzugefigt. Im
ganzen Sommer ist der Glykogengehalt sehr niedrig, erst Ende September bis Anfang Oktober, also zu einer

Zeit, wo die Tiere schon weniger Futter finden, wird in ziemlich schnellem  Anstieg der Masimalwert erreichf.

 Musserordentlich merkwiirdig ist aber die Beobachtung Pfliigers, dasz dieser herbstliche Anstieg auch dann eintritt,

wenn die Tiere wibrend dieser Zeit @berhaupt kein Futter erhalten und auch schon lange Zeit vorher gehungert

1) Dieser Versuen ist in Bukarest gemacht.
2) B, Pfliiger, Unter gewissen Tebensbedingungen nimmt die in dem lebendigen Tierkérper enthaltene Menge des Glykogenes trotz

vollkommener, iiber Monate sich ausdehnende Entziehung der Nahrung fortwithrend sehr erheblich zu. Pff. Arch, 120. S. 253, 1907.
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haben. Es musz also in diesem Falle Glykogen aus anderen Vorratsstoffen des Kérpers gebildet werden. Pfliger
ist der Meinung; dasz die Constanz des Glykogengehaltes der Frosche wiahrend des Winters nur scheinbar in der
Erhaltung eines im Herbst schon angesammelten Glykogenvorrates bestehe, dasz sie  vielmehr dadurch zustande

komme, dasz zwar von dem Tier fortwdhrend Glykogen verbraucht aber gleichzeitic aus anderen Quellen

neugebildet werde.

Wihrend aus den angefihrten Versuchen sich ergab, dasz jedenfalls die Jahveszeit ein den Glykogengehalt
der ]j'l'ésghe méchtig veriudernder Faktor ist, ging andererseits aus den Versuchen von Pfliger und Athanasiu
hervor, dasz Frosche, die zu derselben Jahreszeit gefangen werden, keine so sehr  groszen Unterschiede in ihrem
Gehalt an Glykogen aufweisen, vorausgesetzt, dasz sie auch von derselben ortlichen Herkunft sind. Dagegen
scheinen Verschiedenheiten der Gegend, in welcher die Frosche vorkommen, wiederumgrosze Unterschiede zu
bedingen, auch dann wenn die Frosche zu derselben Zeit untersucht werden und der gleichen Art angehéren. So
fand Athanasiu als hochsten Glykogengehalt des ganzen Froschkorpers 1,43 % bei Rana esculenta (Durchschnittswert
aus 31 Tieren weiblichen Geschlechts) Ende September 1898 (s. No. 13 seiner Tabelle), wihrend Pfliiger') als
héchsten Glykogengehalt des’ Froschkérpers nur 0,867 95 bei Esculente (Durchschnittswert aus neun ménnlicyen
Tieren). Ende Oktober 1907 feststellte. Die Tiere waren aber &Ortlich von verschiedener Herkunft, die von
Athanasiu untersuchten stammten aus Gewdssern in der Umgegend von Bonn (mibt alleiniger Ausnahme von
Nr. 12 seiner Tabelie), wahrend die von Pfliger?) untersuchten Frosche alle aus den Seen und seeartigen
Erweiterungen der Oberspree bei Kopenick herstammten. Bei in der Néhe von Bonn gefangenen Froschen (Rana
fusca) fand Pfluger') im Herbst 1907 ebenso hohe oder noch etwas hohere Werte, wie Athanasiu sie 9 Jahre
frither bei den Bonner Froschen beobachtet hatte,. Pfliger nimmt daher an, dasz es sich bei diesen Verschieden-
heiten um Rassenunterschiede der Tiere handelt, |
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Fine Bestitigung dieser Annahme, dasz értliche Verschiedenheiten Unterschiede und Besonderheiten im Verhalten
des Glykogengehaltes der Tiere bedingen kénnen, liegt in einer Reihe von Versuchen, die im vergangenen Herbst
auf Veranlassung des Herrn Professor Bleibtreu im Laboratorium des physiologischen Instituts in Greifswald tiber
den Glykogengehalt der in der Umgebung Greifswalds gefangenen Froschen einen besonders hohen Glykogengehalt
in der Leber, und er veranlaszte daher Flerrn Privatdocent Dr. Mangold eingehendere quaﬁtitzytive Untersuchungen
itber den Gllykogengehalt der Lebern und des Korpers dieser Tiere vorzunehmen, Das Ergebnis dieser Versuche hat
Herr Dr. Mangold') vor kurzem verdffentlicht. Die wichtigsten Resultate aus den Versuchen Mangold’s teile ich

in folgender Tabelle mit:

o | A4 o5 | wBa | LB T -

, ; = | 8% (S5 28| 22 (253|228 4% [S2F (giy

Versuchs Erésche S £e < R CIE] wéﬁ_ ng T %‘CQ §%‘D%
95. IX, 07 Esculenta, 1 {54,1 | 2,85 5,2 | 329,3| 11,55 | 191,2 | 520,5 | 0,96 | 63,27
25.IX.07, ,, 1449|185 41 | 201,4] 10,89 | 1384 | 339,8 | 0,76 |59,29
25. IX. 07 . 11479 | 2,79 5,8 | 853,6| 12,67 | 118,4 | 467,0 | 0,97 | 75,72
8. X. 07 » 1151514689 627,11 13,63 | 180,2 | 807,3 | 1,57 |77,68
8 X.07| 171,36 4,97 6,9 | 694,2| 18,97 | 368,9 [1063,1 | 1,49 |65,30
8. X. 07 ” 153,74 44 | 8,1 473,41] 10,76 | 304,5 | 777,9 | 1,45 | 60,86

1) L c. 8. 258

2) 1. c. S. 266.
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16. X. 07| 10-|988,2557,01] 5,77 6270,6( 11,00 | — | — - -
25. X. 07 Tf;ﬁf;o' 10 |448,220,55 4,55 | 354,7| 17,26 | 8474 | 7021 | 1,56 |50,50
29. X. 07| 143,17/ 1,72 8,98 | 207,8| 12,1 | 173 | 380,8 | 0,88 |54,56
29. X, 07| 142,21 2,33 5,28 | 449,4| 20,15 | 353 | 802,4 | 1,90 |56,00
29. X. 07| ,, 127,17} 2,00) 7,36 | 400,5| 20,02 | 862,2 | 752,7 | 2.77 |53,28

Man sieht aus dieser Tabelle, dasz die Greifswalder Frosche im Herbst 1907 durchweg einen hohen Gesamtgehalt
an Glykogen in ihrem Kérper aufwiesen. Die Zahlen fiir den Gesambgehalt bewegen sich in dhnlicher Hohe
wie sie von Pfliger und Athanasiu bei dén Bonner Froschen beobachtet wurden., Bei einzelnen HExemplaren
der Temporarién wird dieser Wert aber auch noch -bedeutend tberschritten. So enthielt die Temporaria des
letzten Versuches nicht weniger als 2,779 Glykogen in ihrem Korper, ein Wert, wie er bisher bei Froschen
ﬁberhaupt\‘noch nicht, bei anderen Tieren nur selten beobachtet wurde; nur bei Hunden, die durch ein besonderes
Fiittei'ungsverfahren auf einen moglichst hohen Glykogengehalt gemistet worden waren, hat Sehoendorff‘i) einen
noch betrachtlich hoheren Glykogengehalt, né_imlieh 31879 festgestellt.

Was aber in dieser Tabelle besonders auffillt, ist der ungeheuer grosze Reichtum der Liebern an Glykogen.

Zum Vergleiche fithre ich folgende Tabelle aus der mehrfach schon erwdhnten Arbeit von Athanasiu (1. e. Pl

Archiv T4. 8. 566) tber die von ihm beobachteten Glykogengehalte der ¥roschlebern an:

1)y Ernst Mangold, Uber den Glyl{dgengehalt- der Frosche, Pfl. Arch. 121 8. 309 1908,
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é Datum | Art |Geschlecht ;E"Zg gﬁ ;ZQ;* 5 g é égz ::'jj gf, é é ja:
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Z
8| 12. Juli | Fusca. | Méannch. | 15 |533] 1,289 | 0,443 | 2,77 | 1,732 | 0,324
9| 25.Juli » » 20 16401 1,62 | 0,87 | 435|249 | 0,390
10| 27. Sept.| Escul. ’ 10 |1256] 0,87 | 124 | 826 | 2,11 | 0,820
11| 7. Okt. » ” 12 4491 1,88 | 1,56 | 8,21 | 3,44 | 0,760
12| 11.Nov. | Fusca. ., 12 6241 1,13 | 1,88 | 762 | 3,01 | 0,482

7Zu dieser Tabelle mussen wir noch hinzufﬁcren einen Versuch Athanasiu’s den er am 28. Mirz an 30 weiblichen

Froschen (Rana fusca) im Gesamtgewicht von 705 gr angestellt hat. (L c. S. 566.) ‘Hier findet er in 25 gr Leber

2,27 gr Glykogen oder 8,73% des Lebergewichtes.

Is ergibt sich also, dasz 8,73% der héchste von  Athanasiu beobachtete Gehalt der Froschleber an Glykogen
ist. Vasoin') fand in der Leber von Winterfroschen 7,659% Glykogen

Aus der obigen Tabelle itber die Versuche Mangold’ s ergibt sich, dasz bei seinen Herbstfrsdchen selbst bie

Minimalzahl noch groszer ist als die von den anderen Forschern beobachteten Maximalzahles.

Frosche, noch in der Leber andever Tiere, noch tberhaupt in

irgend einem tierischen Organ jemals beobachtet worden sind, ndmlich 20,15 9¢und 20,0297

1y Schoendorff, Uber den Maximalwert des Gesmmtglylxogengehuteq von Hnnden, Pfl, Arch, 99.

. 191, 1908.

(iR

Dagegen zeigen
bei Mangold die Maximalzahlen (die beiden letzten Versuche der Tabelle) Procentzahlen fir das Glykogen der
Leber, wie sie bisher weder in der Leber der
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Selbst die Schoendorff’ schen Hunde brachten es nur zu einem Glykogengehalt der Leber von 18,6994.

Diese ungeheuren Mengen von Glykogen in der Leber lieszen es wiinschenswert erscheinen, auch die sonstige
quantitative Zusammensetzung der Lebern dieser Frosche kennen zu lernen. Ich folgte daher gern einer Auffordérung
des Herrn Professor Bleibtreu, bei einer Anzahl von Froschen derselben Herkunft nicht blosz den G_lykogéngehalt
im Korper und in der Leber der Tiere, sondern auézerdem auch den Gehalt der ITiebern an Trockensubstanz, an
stickstoffhaltiger Substanz und an Fett festzustellen.

Uber das Ergebnis dieser Untersuchungen will ich im Folgenden berichten.

Bei jedems Versuche suchte ich 10 minnliche oder weibliche Frosche aus und wog jeden lebendigen Frosch.
Die Tiere wurden durch Durchtrennung der Wirbelsiule und Ausbohren des Gehirns getotet, daranf wurde jede
Leber rasch herausgeschnitten und gewogen. Die Froschkérper — exklusive Leber — wurden auch zusammengewogen
und zur Bestimmung auf Glykogen benutzt. '

Die frisch berausgeschnittenen Lebern wurden mit einer Scheere auf einer kleinen Porzellanschale zu einem
Brei zerkleinert und moglichst fein gleichmiszig vermischt, gewogen.

Tin abgewogener Teil von diessm Leberbrei wurde zur Glykogen-Bestimmung verwandt ein anderel Teil davon
zur Fett-Bestimmung und ein dritter Teil zur Bestimmung der Trockensubstanz: Selbstverstindlich alle Portionen
mit der chemischen Wage rasch und genau gewogen. Da das Gesamtgewicht des Leberbreis mit dem Gesamtgewicht
der Lebern wegen Wasserverlustes beim Zerkleinern nicht ganz ibereinstimmte, fund nachher eine Umrechnung
der fir Leberbrei gewonnenen dnalytlschen Zahlen auf urspriingliche Leber statt.

Zur Bestimmung der Trockensubstanz brachte ich eine kleine Portion des Leberbreis in den Exsmcator

um leicht und sicher in Vacuo trocknen zu konnen. Zunichst wurde der Exsiccator mit einer- Wasserstrahlpumpe

') Vasoin, Lo Sperimentale t, 57, p, 586, 1903 citiert nach Maly's Jahresbr, 1904 S, 598,



jrac SR o

1
%

verbunden und 2 Stunden lang gelassen. Alsdann wurde der Hxsiccator mit einer Quecksilber-Luftpumpe in
Verbindung gebracht, wodurch dex Leberbrei weiter getrocknet wurde und zwar bis nach ofterem Wiederholen
des Auspumpens und je 24stiindigem Stehen in Vacuo eine (Yewichts-Konstanz erzielt wurde. Die getrocknete
Substanz verwandte ich dann weiter zur Bestimmung der stickstoffhaltigen Substanz nach Kjeldahl, indem die
gotrocknete Substanz in dem Wageglischen mit der fiir die Kjeldahlbestimmung notigen Menge Schwefelséure
unter Zusatz von wenig Wasser gelost und in den Kjeldahlkolben quantitativ hintibergespiilt wurde. Zur Glykogen-
Bestimmung brachte ich'die Froschkérper in einen Kochkolben hinein, welcher bereits eine siedende Lauge von
60 9 KOH enthielt, erhitzte dann noch kurze Zeit iiber freier IFlamme, bis die Weichteile aller Tiere bis auf die
Knochen in der Kalilauge aufgelést waren. Diese Losung, die also das geldste (lykogen enthielt, wurde durch
einen Trichter mit Glaswolle von den Knochen abgegossen. Diese gesamte Loésung verdinnte ich aufs Dopperto
mit Wasser, wobei das zur Verdimnung dienende Wasser zum Abspilen der auf dem Glaswollfiltor verbliebenen
Knochen benutzt wurde. Finen Teil davon verarbeitete ich zur Glykogen-Bestimmung auf dieselbe Weis, wie bei
der Leber. :

Zur Fett-Bestimmung wurde ein Teil des Leberbreis nach der Verdauungsmethode') behandelt. Zum Zwecke
der Verdauung wurden za je 2—4 gr Leberbrei 100 cem. oder auch weniger einer Verdauungsflissigkeit, bestehend
aus 0,1 gr Pepsini 0,2 gr Acid hydrochlorici auf 100 Aq. dest. hinzugefiigt und das Ganze 24 Stunden im
Thermostaten einer Temperatur von 37°—-38° ausgesetzt. Zur FEntfernung des dberhaupt niclit verdauten Teiles
wurde die Flassigkeit mittelst eines Faltenfilbers filtrirt und das Filter mit dem Rickstande bei ca. 60" getrocknet
md danp im Soxhlet schen Fxtractionsapparate mittelst heiszen Aethers bis zur Erschopfung extrahiert, widhrend

die filtrirte Flissigkeit im Scheidetrichter viermal mit groszer Menge Aether sehr sorgfiltig ausgeschittert wurde.

130, Dormeyer, Die quantitative Bestimmung von Fetten, Seifen und Fettsdure im thierischen Organ, Pfl, Arch, 61. 341 und 65, 90.
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Das ber Fett-Analyse benutzte Pepsin (Finzelberg) wurde anf seinen Gehalt an praeformiertem Aetherextract
untersucht: 0,5 gr in 100 com. 4, Normsl-Salzsiure gelost, gab bei erschopfender : Ausschiittelung mit Aether nur
2,3 mgr Aetherextract. Da hochstens der finfte Teil von dieser Menge, meistens aber noch weniger, bei einer
Analyse verbraucht wuide, so betrug der im Pepsin praeformierte Aether extract nur einige Decimilligramm und
konnte daher vernachlissigt werden. Die aetherischen Ausziige aus dem Soxhlet und aus dem Scheidetrichter
wurden vereinigt und in ein tfarirtes Becherglas zugammengegossen, dann der  Aether verfliichtigt und der
Extractrickstand nach Trocknen auf dem Wasserbad und alsdann bei 60°—80° in Trockenschrank, gewogen.

In einem Teile des Leberbreies bestimmto ich nach Pfluger das Glykogen. Moglichst bald nach der Zerkleinerung
des Breies brachte ich den Leberbrei aus einer Glasschale ohne Verlust ganz vorsichtig in ein Glaskodlbchen,
welches eine reichliche Menge einer siedenden Lauge von 30 9§ KOH enthielt. Da die Menge Leberbrei. die zur
Analyse benutzt wurde, gering war, so wurde die Kalilauge durch das Wasser des Leberbreis nicht wesentlich
verdiinnt, blieb also annihernd 30 prozentig. Alsdann wurde das . Kelbchen sofort in ein siedendes Wasserbad
vergenkt. Nachdem die Frhitzung 2 Stunden lang gedauert hatte, nahm ich das Kolbchen aus dem Bade heraus,
gnsz die Leberlosung in ein Becherglas ab. Daranf spilte ich das Kolbchen noch mit demselben Volumen
heiszen Wasser aus, wie, die Leberlosong betruS, und gosz dieses noch in das Becherglas hinzu.

Nun ist also diese Leberlosung beinahe aufs Doppelte verdunnt worden. eintretender Abkuhlung wurde zu
der Flussigkeit ein gleiches Volumen Alkohol von 96 9% hinzugefiigh, worauf das Glykogen schnell in lockeren
Flocken niedergeschlagen wurde. Diese Mischung wurde nach 12 Stunden filtrirt. Nach'dem Filtriven wurde
der Niederschlag auf dem Filter mit einer Losung, bestehend aus

1 vol. Lauge von 15 9¢ KOH.
2 vol. Alkohol von 96 9% Tr.



