Die Oxydationsprodukte des Cholesterins in den tierischen
Organen.
(Knochen — Blut.)

1. Mitteilung.

\on
J. Lifschutz-Bremen.

(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1907))

Vor einiger Zeit veroffentlichte ich In dieser Zeitschrift
(Bd. L, S. 436 ff.) einige Notizen «iber die Oxydation des Chol-
esterins», unter Hinweis auf das nattrliche Vorkommen der
dabei resultierenden Produkte im Schweilifette der Schafwolle.
Bei dieser Gelegenheit wies ich auch daraufhin, dal die von
Schulze und Wintersteinl) beobachtete langsame Veran-
derung des Cholesterins am Licht an der Luft2) nichts anderes
sel, als eine Oxydation dieses Korpers zu den von mir an der
bezeichneten Stelle kurz beschriebenen Produkten, die man
mit Leichtigkeit durch Einwirkung von Oxydationsmitteln auf
reines Cholesterin bei Wasserbadwarme in wenigen Minuten
erhalten kann.

Konnte demnach mit Hilfe der obigen Schulze-Win-
tersteinsehen Beobachtung die Bildung dieser Oxydations-
produkte auf der Oberflache des Schafvlieses durch die Ein-
wirkung von Licht und Luft auf das freie bezw. auf das wahrend
des Wachstums der Wollhaare durch Verseifung der darin befind-
lichen Cholesterinester vermittelst des Kaligehalts des Schweil3es
freigelegte Cholesterind) ihre befriedigende Erklarung finden, so

1) Diese Zeitschrift, 1904, Bd. XLIII, S. 316.

2) Unter Lichtabschlu® ist das Cholesterin auch an der Luft vollig
unveranderlich.

3) Die Ester der Cholesterine selbst sind gegen oxydierende Ein-
wirkungen aufierordentlich widerstandsfahig.
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konnten immer noch Zweifel bestehen, ob dieser Oxydations-
vorgang auch im Innern des tierischen Organismus stattfindet.
Allein die erwahnte leichte Oxydationsfahigkeit des Choleste-
rins, mit der es In Kurzester Zeit auch unter Lichtausschluld
auf nassem Wege jene Oxydationsprodukte liefert, legten die
Wahrscheinlichkeit nahe, dall dieser Oxydationsprozel3 auch in
den Inneren tierischen Organen vor sich gehen konnte, wo das
Cholesterin mit Sauerstoff unter geeigneten Umstanden in Be-
rihrung kommt.

Die scharfen optischen Merkmale, welche wenigstens die
ersten Stufen jener Oxydationsprodukte des Cholesterins, das
OxyCholesterin  C26H42(OH)2 und dessen atherartige Vorstufe
(C26H430)20, in Eisessiglosung mit konzentrierter Schwefelsaure
In der Kalte in Farbe und Spektrum zeigen, gestatteten es in
der Tat, zunachst diese zwel Oxydationsstufen des Cholesterins
In den Fettgebilden der Knochen und des Blutes mit Sicher-
heit zu eruieren.

1. Knochenfett.

Bekanntlich enthalten die Knochenfette ziemlich erheb-
liche Mengen Cholesterin und geben demzufolge mit Essigsaure-
anhydrid und Schwefelsaure die Liebermannsche Cholestol-
reaktion mit grofer Intensitdt. LOost man dagegen das Fett In
Eisessig und gibt zur kalt filtrierten LOosung etwas konzen-
trierte Schwefelsaure, so erhalt man weder die Grinfarbung
noch das Absorptionsspektrum des OxyCholesterins. Verseift
man jedoch das Fett — namentlich das sogenannte «Benzin-
Knochenfett» des Handels — mit alkoholischem Kali und iso-
lert in Gblicher Weise das Unverseifbare desselben, so gibt
etzteres die Essigschwefelsaurereaktion in Farbe und Absorp-
tionsspektrum in kraftiger and charakteristischer Weise. Es
empfiehlt sich, das Unverseifbare nicht mit Benzin, sondern
mit Ather aus dem Verseifungsgemisch auszuziehen, den Aus-
zug mit stark verdinntem Spiritus wiederholt und sorgfaltig
von Alkali, Seife usw. auszuwaschen und die L&sung durch
ein Doppelfilter klar zu filtrieren. Man erhalt dann mit dem
Extraktrickstand die genannte Reaktion mit klarer und rein
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tiefgriiner Farbe, sowie ein sehr pragnantes Oxycholesterin-
spektrum. *

DaR diese Reaktion erst nach der Verseifung des Fettes
und sorgfaltiger Trennung der Fettsdauren vom Unverseifbaren,
In diesem aufzutreten pflegt, erklart sich dadurch, dal3 die
Oxycholesterine In ihren Esterverbindungen mit hoheren Fett-
sauren, bezw. in Gegenwart von Olsdure, die Essigschwefel-
saurereaktion nicht geben.l)

Um festzustellen, dall es sich hier nicht etwa um eine
zufallige Beimengung 1irgend eines fremden Stoffes handelt,
wurde ein bereits entfetteter «Knochenschrot» aus dem Handel
bezogen und mit Benzin oder Ather extrahiert. Er ergab noch
0,6 °/o fettartiger Substanz, die in ihrem Unverseifbaren die
genannte Essigschwefelsaurereaktion in recht kraftiger Weise
zeigte.

Nach dieser, zu wiederholten Malen vorgenommenen Fest-
stellung konnte es kaum mehr zweifelhaft sein, dal} auch das
Blut, das ja bekanntlich gleichfalls cholesterinhaltig ist, auch
die Oxycholesterine enthalten mufte. Der Versuch bestatigte
dies auch In eklatantester Weise.

2. Blutfett.

Frisches, noch lebenswarmes Rinderblut wurde auf dem
Wasserbade gut eingetrocknet. Die braunlich-schwarze fast
steinfeste Masse wurde moglichst fein zermahlen und mit Ben-
zin 6—8 Stunden lang extrahiert. Nach der Beseitigung des
Benzins bleibt eine dunkelrotbraune, weiche, sehr dickflissige
und ziemlich Kklebrige Fettmasse zurick, die selbst Gber 100° C.
zwar vollig klar durchsichtig ist, aber doch schwer beweglich
und dickflissig bleibt. Sie betrug 1,5—I,8°/0 vom Trockenblut.
Sie 10st sich leicht In allen Fettlosungsmitteln, aber schwer
und nur teilweise in Alkohol. Sie ist auch sonst von durchaus
fettartigem Habitus und erinnert lebhaft an das sogenannte

*) Auf die mir schon lange bekannte eigenartige Beeinflussung
dieser Reaktion durch die Olsdure werde ich demnéachst bei einer ein-
gehenderen Besprechung dieses Gegenstandes zurtickkommen.
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«Weichfett» des Wollfettes. (Vgl. Berliner Berichte, Bd. XXXI,
S. 97 ff) Sie gibt eine sehr starke Cholestolreaktion, und auch
eine kraftige Grianfarbung mit tiefem und scharfem Oxychol-
esterinspektrum bei der Essigschwefelsaurereaktion. Die
Farbe dieser Reaktion erscheint durch starke Verunreinigungen
der rohen Fettmasse tribe und mif3farbig. Filtriert man jedoch
das Reaktionsgemisch klar ab und waseht das Filterchen mit
etwas Eisessig nach, so erhdlt man eine rein- und tiefgrine
Losung mit tiefem und scharfem Absorptionsspektrum im Rot
(Oxycholesterin). Das Spektrum des Oxycholesterinathers
(im Gelb) erscheint in der Regel hier nicht.

Die rohe Fettmasse wurde nun mit alkoholischem Kali
verseift. Nach dem Erkalten des Verseifungsgemisches schied
sich eine erhebliche Menge krystallinischer Substanz aus. Das
Gemisch wurde jedoch, ohne es zu filtrieren, mit etwa dem
gleichen Volumen Wasser vermengt, 3mal mit Ather tiichtig
ausgeschittelt und die vereinigten atherischen Losungen gegen
Phenolphtalein mit Wasser wiederholt gewaschen. Nach dem
Verdunsten des Athers und Verjagen des Wassers mit abso-
lutem Alkohol auf dem Wasserbade scheidet sich zunachst
eine erhebliche Menge weilder glanzender Blattchen aus, die
unter dem Mikroskop die bekannten Cholesterintafeln erkennen
lassen, und die nach dem volligen Eintrocknen der Substanz
In einer wesentlich Uberwiegenderen Menge hellgelber fester
amorpher Masse eingebettet sind.

Das Unverseifbare (Alkohole),

so gewonnen, stellt eine hellgelbe, feste, krimelige, etwas
fettige Substanz dar, die bel Wasserbadwarme noch nicht
schmilzt und die Eigenschaften und Loslichkeitsverhaltnisse
eines Gemenges von Cholesterin und dessen neutralen Oxy-
dationsprodukten besitzt, wie ich es wiederholt bei der nur
teilweise bewirkten Oxydation des Cholesterins mit Perman-
ganatlosung erhielt. Es gibt die Cholestolreaktion mit allen
Ihren Farben (rot-blau-grin) und Spektralerscheinungen. Die
erwahnte Essigschwefelsaurereaktion gibt es mit solcher
Starke und Farbenschonheit, wie sie nur die aus reinem
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Cholesterin kiinstlich hergestellten OxyCholesterine zeigen.*) Aulier
den Absorptionsspektren der letzteren im Rot und Gelb treten
hier noch zwei Bander im Grin und Blau des Spektrums auf,
die allem Anscheine nach von einem neuen Neutralkorper her-
ruhren. Um das komplizierte Absorptionsspektrum am besten
Zu beobachten, verfahrt man zweckmalfiig folgendermalien:

In einem schmalen Reagenzglaschen werden einige Milli-
gramm des Unverseifbaren in ca. 3 ccm Eisessig gelost und
mit 6—8 Tropfen konzentrierter Schwefelsaure vorsichtig unter-
schichtet. Die untere Schicht farbt sich Kirschrot, die mittlere
Bertihrungszone tiefblau, wahrend die obere Schicht prachtvoll
hellblau mit violetter Durchsicht erscheint. Das Absorptions-
spektrum dieser oberen Schicht (im Lampenlicht) zeigt dann
einen feinen Streifen Im Rot (etwa zwischen den Frauen-
hoferschen Linien C und d) und ein Band auf D (im Gelb).
Diese Spektra fallen genau mit den bereits beschrie-
benen Spektren der beiden Oxycholesterine zusammen.
AuBBerdem erscheint hier ein breites Band im Grin ziemlich nahe
dem Blau, und ein etwas schmaleres Band im Blau, dicht an der
Grenze des Grin. Das Band auf D ist wesentlich tiefer und
scharfer als die letzteren zwei Bander, die auch etwas verschwom-
mene Rander zeigen. Nach dem Durchschutteln des Reaktions-
gemisches verlauft die Reaktion in Farben und Spektren wie beli
den Oxycholesterinen (s. diese). Die Lo6sung bleibt lange blau,
scheidet allmahlich einen gelben krystallinischen Kérper aus,
wird dann tief und rein grin, und nimmt schlieldlich — je nach
den Lichtverhaltnissen — nach 24—48 Stunden, wie das kinst-
liche Oxycholesterin, eine violettrote Farbe an. Das Absorp-
tionsspektrum des Oxycholesterins ist dann verschwunden.
Wahrend die Spektra der beiden Oxycholesterine (im Rot und
Gelb) den seinerzeit geschilderten Wandlungen und Verande-
rungen unterliegen, bleiben die erwahnten zwei Bander im Grin
und Blau wahrend der ganzen Reaktionsdauer unverandert, und
sind auch nach dem Verschwinden des letzten Oxycholesterin-
streifens (aus dem Rot) noch recht deutlich zu erkennen. Bel

*) s. Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 436 ff.
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der Cholestolreaktion des obigen Unverseifbaren erscheinen
diese zwel Bander nicht. Auch bei der Essigschwefelsaurereak-
tion der kinstlich aus Cholesterin hergestellten oder der aus
dem Unverseifbaren des Wollfettes isolierten OxyCholesterine
habe ich diese zwel Spektralbander bislang nicht beobachten
konnen.

Dall diese zwel Bander einem von den genannten OXxy-
cholesterinen verschiedenen Korper angehtren mussen, folgt
auch aus dem Umstande, dal beim Anwenden verschieden-
artiger Extraktionsmittel zur Isolierung der Fettsubstanz aus
dem Trockenblute unter sonst gleichen Bedingungen diese
Spektralbander starker oder schwacher (neben dem stets gleich-
malkig erscheinenden Oxycholesterinspektrum) aufzutreten pfle-
gen: offenbar deshalb, je nachdem der fragliche Korper im
betreffenden Losungsmittel leichter oder schwerer I6slich ist.

Isocholesterin war weder im Knochenfette noch Im
Blutfette vorhanden.

Aus dem ganzen Habitus dieses Unverseifbaren des Rin-
derblutfettes, aus den Loslichkeitsverhaltnissen seiner einzelnen
Bestandteile, namentlich aber aus der grofien Intensitat
seiner Essigschwefelsaurereaktion geht deutlich hervor,
dald hier die Oxycholesterine gegentiber dem Cholesterin In
wesentlich Uberwiegenderer Menge vorhanden sein mussen.
Der Frage nach den quantitativen Mengenverhaltnissen zwischen
dem Cholesterin und dessen Derivaten usw. kann erst nach Be-
schaffung grollerer Mengen Materials naher getreten werden.
Von regem Interesse durfte auch die demndachst zu erdrternde
Frage sein, ob die Oxydation des Cholesterins — etwa analog
der des Hamoglobins — in den Arterien bezw. In welchen

sonstigen Organen vor sich gent.

Der Verseifbare Teil (Fettsauren)

des Blutfettes wurde aus dem vom Unverseifbaren mit Ather
getrennten Verseifungsgemisch vorlaufig wie folgt isoliert:

Die spiritudswasserige Unterlauge nebst den vom athe-
rischen Auszug derselben getrennten alkalischen Waschwassern
wurden bis zur Trocknis eingedampft und der dunkelbraune

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift*!, physiol. Chemie. LIII. I3
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Ruckstand (Seifenmasse) mit Wasser aufgenommen. Die vollig
klare Losung wurde mit verdinnter Salzsaure angesauert, wobel
die Fettsauren in braunen Flocken ausfielen. Der Niederschlag
filtriert schnell und klar; das Filtrat ist jedoch stark braungelb
gefarbt und tribt sich stark beim starkeren Ansauren, was wohl
auf den Abgang wasserloslicher Fettsauren zurickzufihren ist.
Der Niederschlag wurde bis zum Verschwinden der Mineral-
saure ausgewaschen imd an der Luft oder im Vakuum Uber
CaCl2 von der Hauptmenge der Feuchtigkeit befreit. Mit Ather
aufgenommen, bleibt ein ziemlich betrachtlicher Teil des Nieder-
schlages in braunen Flocken ungel6st zurtick.l) Die klar filtrierte
atherische Losung hinterla3t nach dem Verdunsten und Trocknen
mit Alkohol auf dem Wasserbade ein dunkelbraunes, klares
und leicht bewegliches Ol. das in der Kalte mit der Zeit zu
einem braunen talgartigen und krystallinisehen Fettkuchen er-
starrt.

Das so erhaltene Fettsauresemisch zeigte weder die Chol-
estol- noch die Essigschwefelsaurereaktion, ist unloslich in Wasser
und leicht loslich in absolutem Alkohol. Methvlalkohol lafit
einen Teil davon ungelost.

Die Salirezahl dieses Gemisches betragt nach den bis-
herigen Versuchen 181544,

LOst man diese Fettsauremasse In Benzin, so bleibt ein
Kleinerer Teil als rotbrauner Ruckstand zurlck, der sich auch
beim anhaltenden Kochen nicht l6st. Nach dem Abfiltrieren.
Nachwaschen und Trocknen erhalt man eine rotbraune, harz-
artig harte und sprode Substanz, die sich zwischen den Fingern
zum feinen Pulver zerreiben lalit. Mit etwas Alkohol, in dem
sie ziemlich leicht l6slich ist. angefeuchtet, 16st sie sich klar
auch In wasserigem Alkali und fallt mit Sauren wieder aus.
lhre Eigenschaften (namentlich ihre "harzsaureartige Natur)
erinnern lebhaft an die von Windaus durch xAbbau des Chol-
esterins erhaltenen Choiesterin-Carbonsauren. Da die

*} Die abfiltrierten Flocken trocknen zu einem grauen Pulver ein.
das auf dem Platinblecb leicht abbrennt und ziemlich viel Asche hinter-

lakt, welche hauptsachlich aus Kalk und einer kleinen Menge Eisen-
oxvd besteht.
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etwaige Bestatigung dieser Vermutung fur die Erkenntnis des
Schicksals des Cholesterins im Blute von erheblichem Interesse
sein durfte und die relativ einfache Isolierung dieser harzsaure-
artigen Substanz aus dem obigen Fettsduregemenge zum na-
heren Studium und zur Charakterisierung derselben ermutigt,
so hoffe ich in einer der nachsten Mitteilungen naheres da-
riber zu berichten.

Sowelt es mir das bisher zur Verfigung stehende Ma-
terial gestattete, sind bei dieser Voruntersuchung auch die
Mengenverhéltnisse der Hauptbestandteile des Rinderblutfettes
moglichst bericksichtigt worden. Die dabel gewonnenen dies-
bezilglichen Daten sind folgende:

5,10 g des rohen Blutfettes ergaben:

Unverseifbares (Alkohole und etwaige sonstige

Neutralstoffe).......cccccciiiiiiie, 1,70 ¢
Wasserunlosliches Fettsauregemenge . . . . 1,90 »
Zusammen - - .. 3,60

Der fehlende Rest durfte wohl dem Abgang der wasser-
l0slichen Sauren, sowie dem Abfall der obenerwahnten kalk-
haltigen (atherunloslichen) Substanz zuzuschreiben sein.

Auf greifbare Mengen Glycerins bin ich im Laufe dieser
Voruntersuchung nicht gestof3en. Ob dieser Bestandteil in dem
von mir bisher verarbeiteten Fettgebilde des Rinderblutes Utber-
haupt enthalten ist, erscheint — angesichts der im Verhalt-
nis zu den Fettsduren grolien Menge des in Wasser unls-
lichen und festen unverseifbaren Teils — sehr fraglich.

Die Untersuchungen der anderen tierischen Organe wie
Hirn, Leber, Pankreas usw. auf Cholesterinoxydate sind bereits
Im Gange und ich behalte mir vor, die Resultate in den fol-
genden Mitteilungen zu verd6ffentlichen.

Bremen, im Juli 1907. J. Lifschitz.
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