Die Oxydationsprodukte des Cholesterins in den tierischen
Organen.

[1l. Mitteilung.

Von
J. Lifschutz.

(Der Redaktion zugegangen am 7. November R»08.)

Bevor ich zur weiteren EroOrterung dieses (Gegenstandes
schreite, mdgen einige ergadnzende Versuche und erlauternde
Bemerkungen zu den Mitteilungen 1 und 112) hier ihren Platz finden.

Die Auffindung der Oxydationsprodukte des Cholesterins
auch in den iInneren tierischen Organen?) hinterlalt keinen
Zweifel, dal das Cholesterin — entgegen den bisherigen An-
schauungen — nicht so unangetastet und an den wechselvollen
Vorgangen innerhalb der lebenden Zelle unbeteiligt durch alle
Organe des tierischen Organismus seine Wanderung vollzieht,
sondern dal es vielmehr berufen erscheint, eine bedeutsame
aktive Rolle in der Okonomie des tierischen Organismus zu
spielen. Bedeuten die genannten Cholesterin oxy date, die ich
neben den Pflanzencholesterinen3) bisher nicht beobachtet habe,
die Einleitung eines Verbrennungsprozesses des Cholesterins
Im tierischen Organismus, so erscheint es mir im Interesse der

*) Diese Zeitschrift 1907, Bd. L, S. 436 ff. und Bd. LUI, S. 140 ff.
2) Uber das Vorkommen dieser Verbindungen auf der Oberflache
des Schafvlielles, siehe Ber. XXXI, S. 1122 ff.; Diese Zeitschrift, Bd. L,
S. 439, und Monatshefte f. prakt. Derm., Bd. XLV, S. 238 und S. 391 ff.
3) Auch das Phytosterin geht bei der kinstlichen Oxydation (z. B.

mit KMnO04 oder Benzoylhyperoxyd) in Oxycholesterine Uber, die die Essig-
schwefelsdurereaktionen geben.
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Aufklarung und Weiterverfolgung dieses wichtigen physio-
logischen VVorganges, den Weg zur Ermittlung und Feststellung
dieser Cholesterinderivate in den Organen, wie er sich im Laufe
meiner bisherigen Untersuchungen am gangbarsten gestaltete,
weiteren Kreisen bekannt zu geben.

Die relativ hohe Bestandigkeit und Widerstandsfahigkeit
des Cholesterins gegentiber méaRigen chemischen Einwirkungen
lassen zwar die Isolierung der neben unangegrilfenem Chol-
esterin in den tierischen Organen prafornliert vorkommenden
Oxycholesterine durch Verseifung der Atherextrakte der vor-
sichtig getrockneten Organe mit etwa 1h normaler alkoholischer
Kalilauge und Ublicher Trennung des Unverseifbaren von den
Kalisalzen unbedenklich erscheinen, und eine etwaige Oxydation
nicht befurchten.l) Es bleibt jedoch stets von Interesse —
schon des wesentlich kirzeren Weges und der leichteren Orien-
tierung wegen —, die in Rede stehenden Cholesterinderivate
unmittelbar und auch unter tunlichster Vermeidung jeglichen
chemischen Eingriffs, etwa nur mit indifferenten Losungsmitteln
aus den betreffenden Organen abzuscheiden. Diese Art der Ab-
scheidung der genannten Verbindungen ist indessen von folgen-
den Umstanden abhangig:

1. Von den Mengen, in welchen sie im betreffenden Or-
gane Vorkommen. Geringe Mengen davon pflegen von Rick-
stand des Atherextraktes so festgehalten zu werden, daR ein
negatives Bemihen, sie mit Losungsmitteln abzuscheiden, nicht
Immer auch ihre voéllige Abwesenheit gewahrleistet.

2. Da die qualitative Ermittlung der Oxycholesterine auf
der wiederholt beschriebenen charakteristischen Farben- und
Spektralreaktion mit Essigschwefelsaure beruht, die Fettsaure-
ester dieser Verbindungen aber diese Reaktion nicht geben,?)

*) Die von Darmstaedter und mir nachgewiesene Veranderung
des Cholesterins mit alkoh. KOH geschah unter sehr energischen Reaktions-
bedingungen. Dagegen ist eine merkliche Veranderung des Cholesterins
nach einstindigem Kochen mit n/g-KOH nicht wahrzunehmen. (Vgl. Berl.
Berichte, Bd. XXXI, S. 1126).

2) Diese Zeitschrift, Bd. LUI, S. 142. — Monatshefte f. prakt. Derm.,
Bd. XLV, 1907, S. 238.



0:<vdations Produkte des Cholesterins in den tierischen Organen. III. 177

so kann naturgemald von einem sicheren Nachweis der Oxy-
Cholesterine vor der Verseifung des Atherextraktes des
Organs nur dann die Rede sein, wenn sie darin im freien
Zustande und nicht als Ester verkommen.

3. Bekanntlich kommen die Cholesterine und auch ihre
Derivate stets als Begleiter der Fettarten in den Organen vor.
Enthédlt aber das zu untersuchende Atherextrakt auBer den
Estern auch freie Olsdure den gesuchten OxyCholesterinen
gegenlber im UberschuR, so erhalt man beim Ausziehen der
Alkohole aus dem Atherextrakt nur mit Losungsmitteln stets
auch Olsaure daneben, die das Auftreten der Oxycholesterin-
reaktion mit Essigschwefelsdaure, vermutlich durch Esteritizierung
der Alkohole mit der Olsédure, zu verhindern pflegt.

Trotz aller dieser Schwierigkeiten ist in den meisten
Fallen eine Vorprifung der Atherextrakte der Organe auf die
Oxvcholesterine mit positivem Erfolg auch vor ihrer totalen
Abscheidung durch Verseifung der Extrakte sehr- gut mog-
lich. Eine solche Mdoglichkeit habe ich bereits in meiner zweiten
Mitteilung bei der Untersuchung des Blutes angedeutet. Der
bedeutende Gehalt des Blutextraktes an Oxychoiesterinen ermdg-
lichte hier die Ermittlung der letzteren durch die Essigschwefei-
saurereaktion schon unmittelbar beim rohen Benzinextrast.
Einige Vorsicht ist freilich auch hier geboten. Bel der Aus-
fihrung der genannten Reaktion mit dem rohen Biutfettkorper-
entstehen namlich in Eisessig schwer-16sliche H*S04-\ erbindungen
der Oxvcholesterine. die erst dann die Farben- und ~pektral-
reaktion In Erscheinung treten lassen, wenn sie in LoOsung
gehen. Ist daher zuviel Substanz im Verhaltnis zum Eisessig
zur Anwendung gekommen, so erhalt man einen mibiarmgen,
flockigen Brei, der- in diesem Zustande nichts von den schonen
ontischen Merkmalen dieser charakteristischen Reaktion verrat.
Wie schon an der zitierten Stelle angedeutet, konnen jedoch
Farbe und Spektrum dieser Reaktion in der Meise nachtrag-
lich hervorgerufen werden, dal} man das breiige Reaktions-
gemisch auf ein Filterchen wirft und den darauf zurickge-
bliebenen Niederschlag vorsichtig mit kleinen Mengen Eisessig
nachwascht. Der- grofite Teil des braunen Niederschlages 10st

re-SfTier's Zensehrif e 7 Sr-mrs LVILLL 12
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sich mit tiefgriner Farbe auf und ruft gleichzeitig durch Ver-
diinnung des mildfarbigen ersten Filtrates auch bei diesem eine
tiefe, rein grine Farbe mit dem beschriebenen scharfen Ab-
sorptionsspektrum hervor.

Wesentlich sicherer zum Ziele fuhrend ist folgender Weg
Das rohe Blutfettgemenge wird mit absolutem Alkohol aus-
gekocht, nach dem Erkalten klar filtriert, und das Filtrat durch
Abdampfen in einem tiefen Glasschalchen vom Alkohol befreit.
Der Rickstand wird mit moglichst wenig Methylalkohol Uber-
gossen, mit einem Uhrglas bedeckt — tunlichst bis zur LO-
sung —, aufgekocht und 2—3 Stunden in der Kélte sich selbst
Uberlassen. Der dabei ausgeschiedene Kkrystallinische Nieder-
schlag (hauptsachlichn Cholesterin) wird abfiltriert, abgesaugt,
aber nicht nachgewaschen. Der gut getrocknete, hell- bis braun-
gelbe, grolitenteils amorphe Riuckstand des abgedampften Filtrates
gibt nunmehr die Essigschwefelsaurereaktion der OxyCholesterine
mit allen thren schdnen Farben (rot, blau und grin) und prag-
nanten Absorptionsspektren in charakteristischster Weise.

Freilich steht die Reaktion der so erhaltenen, immerhin
noch recht rohen OxyCholesterine, so charakteristisch sie auch
hier auftritt, der Reaktion des durch Verseifung usw. aus dem
Blutfett sorgfaltig abgeschiedenen Unverseifbaren an Echtheit
und Schonheit der Farben, Scharfe der Absorptionsspektren,
sowie an Lange der Reaktionsdauer erheblich nach. Es ist dies
offenbar eine Folge der durch Lo6sungsmittel allein nicht zu
beseitigenden Verunreinigungen wie freie Fettsduren, Kohlen-
wasserstoffe, Lecithin und dergl.

Der Ermittlung der Oxycholesterine ohne vorherige Ver-
seifung Im rohen

Knochenmark

tritt der oben unter 3. erwahnte Ubelstand in den Weg. Aber
auch hier ist bei der Vorprifung auf Oxycholesterine eine Ver-
seifung leicht zu umgehen. Um die freien Fettsauren zu be-
seitigen, wird eine Probe des extrahierten Knochenfettes in
Ather gel6st, gegen Phenolphthalein bei gewdohnlicher Tempe-
ratur mit verdtinnter alkoholischer Kalilauge genau neutralisiert
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und mit verdinntem, wasserigem Alkohol ausgeschttelt. Die
atherische Losung wird mit Wasser bis zur volligen Besel-
tigung der Seifen wiederholt gewaschen, filtriert, und nach Be-
seitigung des Athers das Neutraliett auf dem WAsserbade durch
wiederholtes UbergieRen mit absolutem Alkohol und Trocknen
auch vom Wasser vollig befreit. Das so erhaltene Gemenge
der neutralen Ester und des freien Unverseifbaren (Alkohole)
wird — behufs Isolierung des letzteren — genau so und
mit demselbe Erfolge weiter behandelt, wie oben das rohe

Blutfett.
Diese Verfahrungsweisen sind bel meinen diesbeziglichen

zahlreichen Versuchen wiederholt zur Anwendung gelangt und
zwar stets mit gleichem Erfolg.

Die Praformierung der Oxycholesterine im Blute
und Knochenmark

dirfte wohl aus dem oben Gesagten mit Sicherheit hervor-
gehen. Da aber das Blut zunachst einer, wenn auch nur sehr
vorsichtigen Trocknungl) unterworfen war, wurde, um jedem
Schatten eines Einwandes, das Cholesterin des Blutes kdnnte
sich wahrend des Trocknens des letzteren oxydiert haben, zu
begegnen, folgender Weg zur Prifung des frischen Blutes auf
Oxycholesterine eingeschlagen :

2 Liter des frischen defibrinierten Rinderblutes wurden mit
viel Ather ausgeschittelt. Dieser emulgierte sich so stark mit
dem Blute, daR er sich erst nach langem Stehen, und auch
dann nur teilweise, klar abschied. Der Atherauszug hinterlieR
eine kleine Menge (1,0 g) eines hellgelben, mit Krvstallen durch-
setzten Ols, das sich zu Losungsmitteln wie ein Olein verhielt
und auch eine recht kraftige Oleinreaktion?) zeigte. Aus dem
oben angegebenen Grunde gab das Ol keine der Essigschwefel-
saurereaktionen der Oxvcholesterine. Das Ol wurde mit Alkohol-

1y Diese Zeitschrift, Bd. LIII. 1907, S. 142.
2) Siehe Diese Zeitschrift. 1908, Bd. LVI, S. 446 f.. «Spektralreaktion

auf Oleinsaure».



180 J. Lifschutz,

Ather aufgenommen, mit KOH kalt neutralisiert, mit wasserigem
Alkohol und Ather ausgeschuttelt, die Atherlosung mit Wasser
3mal gewaschen und eingedampft. Das zurlickgebliebene, neu-
traie 01 wurde mit Methylalkohol aufgenommen, ausgekocht
und nach 2—3 Stunden vom ungeldsten Olrtickstand abfiltriert.
Nach Verdunsten des Methylalkohols gab der amorphe Rlckstand
die Essigschwefelsdurereaktion der Oxycholesterine mit allen
ihren prachtvollen Farben (violettrot-blau-grtin) und Spektren so
intensiv, dal die LOsung erst verdinnt werden mulfite, um den
Verlauf der einzelnen Stadien durch das Spektroskop verfolgen
Zu konnen.

Hierdurch ist die Praformierung der Oxychole-
sterine auch im Blut aul3er jeden Zweifel gesetzt.

Bemerkenswert ist, dall von den in der Il. Mitteilungl)
beschriebenen zweil neuen Bandern (im Grin und Blau) hier
nur das eine im Grin recht tief und kraftig erschien, und zwar
noch bevor sich das Oxycholesterinspektrum zeigte, also in
den ersten Minuten, d. h. Im roten Stadium der Reaktion.
Das Band Uberdauerte auch hier alle Spektralerscheinungen der
Oxycholesterine und verstarkte sich noch wesentlich zur Zeit,
wo das Oxycholesterinspektrum schon in der Abnahme war.
Es scheint also, dall jene zwel fremden Bander zwel verschie-
denen Korpern angehdoren.

Zur ldentifizierung der Oxycholesterine

der tierischen Organe eignet sich vortrefflich die ktnstliche
Oxydation des reinen Cholesterins in Eisessiglosung vermittelst
Benzoylsuperoxyd, die ich vor einiger Zeit in den Berichten
der Deutschen chemischen Gesellschaft (Bd. XLI, S. 252 siehe
auch weiter unten) beschrieben und zu diesem Zwecke empfohlen
habe. Es sel hier darauf verwiesen.

Meine bisherigen Untersuchungen (ber die nattrlichen
Cholesterinoxydate beschréanken sich vorderhand auf die Er-
mittelungen der ersten zwei auf einander folgenden Oxyda-

) Siehe Diese Zeitschrift. 1907. Bd. LUI. S. 144, 145,
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tionsstufen des Cholesterins in den inneren tierischen Or-
ganen. und zwar auf die Verbindungen, die ich aus den in
der zitierten I. Mitteilungn angedeuteten Griinden vorlaufig —
bis auf weitere analytische Belege — als Oxycholesterine
(C26H430)20 (I. Oxydationsstufe) und C26H4402 (1. Oxydations-
stufe) bezeichnet habe. Dal} es tatsachlich zwei untereinander,
wie auch mit ihrer Muttersubstanz (dem Cholesterin) unmittel-
bar zusammenhangende Korper sind, habe ich bereits in meiner
|. Mittetlung bei der Besprechung ihrer kinstlichen Entstehung
durch direkte Oxydation des Cholesterins dargetan, indem ich
nachwies, dal} das Oxycholesterin Il (C26H4402) einerseits durch
Reduktion mit Zinkstaub leicht in die Oxyverbindung | Uber-
geht, wahrend sie anderseits durch weitere Oxydation die
entsprechende Dicarbonsaure liefert. Hier mag noch eine
weitere umgekehrte Reaktion durch Oxydation jene Darlegungen
erganzen

Wie in der oben zitierten Arbeit (Ber. d.Deutsch, chem. Ges.,
Bd.XLI, S. 252 ff.) dargetan ist, erhalt man die Oxycholesterine mit
Leichtigkeit beim ein- bis zweimaligen Aufkochen einer ver-
diinnten Cholesterinlosung in Eisessig mit Benzoylsuperoxvd.
Um vorzugsweise das Oxycholesterin | [(C26H430)20] zu er-
halten, verfahrt man zweckmaRig folgendermalien: Etwa 5 mg
reinen Cholesterins werden in 3—4 ccm Eisessig geldst.  Zur
abgekuhlten Losung werden ca. 5 mg des genannten Peroxyds
zugesetzt und ein- bis zweimal aufgekocht. Die Ldsung ent-
halt dann der Hauptmenge nach die Oxyverbindung | und fast
gar kein unverandertes Cholesterin. Setzt man dieser Ldsung
in der Kalte 4—5 Tropfen konzentrierter Schwefelsaure zu,
so erhalt die Losung die In den ersten Mitteilungen wiederholt
beschriebene tief blaue Farbe mit violettroter bis rein violetter
Durchsicht im Lampenlicht nebst dem korrespondierenden breiten
Absorptionsband (im Gelb und Grin des Spektrums) der Oxy-
verbindung I. Der Streifen C—d (im Rot) des OxyCholesterins Il
erscheint zunachst entweder garnicht oder nur andeutungsweise
als mehr oder minder feine Linie. Farbe und Spektrum halten

V) Siehe Diese Zeitschrift, 1907, Bd. L, S. 438 ff.
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sich stundenlang, bis sie durch Autooxydation in die rein grine
Farbe mit dem genannten Streifen der Il. Oxydationsstufe Uber-
gehen. Setzt man nun der tief- und reinblauen oder violett-
blauen kalten Losung selbst am Anfang der Reaktion, wo die
Farbe am echtesten ist, einen Tropfen Eisenchloridlosung hinzu,
so verschwindet momentan die genannte Farbe, um einer auch
Im durchfallenden Lampenlicht rein grinen Farbe Platz zu
machen. Demgemal’ verschwindet auch das genannte Spektrum
ebenso schnell und vollstandig unter sofortigém Auftauchen des
Streifens C—d (der zweiten Oxydationsstufe) in seiner vollen
Tiefe und Schérfe.

Nach dieser die oben erwadhnte Reaktion durch Reduk-
tion mit Zinkstaub erganzenden umgekehrten Reaktion durch
Oxydation mit Fe2Cl6 unterliegt es wohl keinem Zweifel mehr,
dal man es hier tatsdchlich mit zwei unmittelbar aufeinander
folgenden Oxydationsstufen des Cholesterins zu tun hat.

Versetzt man dann die durch Fe2Cl6 rein grin gewordene,
gleichfalls kalte Ldsung mit einem Tropfen 10°/oiger Chrom-
saurelosung In Eisessig, so verschwindet sofort die tiefgrine
Farbe und laBt nunmehr eine hellgelbe, klare L&sung entstehen,
die kein Absorptionsspektrum mehr zeigt. Ob hier die in der
ersten Mitteilung*) geschilderte dritte Oxydationsstufe des Chole-
sterins eingetreten und die dort kurz beschriebene Choll an-
saure entstanden ist, soll bei der weiteren Untersuchung er-
mittelt werden.

Diese drei Hilfsreaktionen mit Zinkstaub, Eisen-
chlorid und Chromsaure liefern dem physiologischen Chemiker
recht wertvolle weitere Merkmale fur die Essigschwefelsaure-
reaktion bei der Ermittelung der natirlichen Oxycholesterine
bezw. bei der Identifizierung derselben mit den entsprechenden
kinstlich aus Cholesterin hergestellten Verbindungen. Diese
Reaktionen haben sich auch im Laufe meiner diesbeziglichen
Untersuchungen tatsachlich vorziglich bewahrt.

n Diese Zeitschrift, 1907, Bd. L, S. 437.
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Der leichte Ubergang der ersten Oxydationsstufe
des Cholesterins in die zweite

veranlalit mich, noch folgendes zu bemerken:

Bei der Herstellung dieser Verbindung mit KMnO04r) setzt
sich der Mn02 beim Stehen in der Warme klar ab. Wird dieser
mit Oxalsdure zersetzt, und die dabel entstandenen, In Eisessig
unloslichen weil’en Salze mit etwas verdlnnter Salzsdure zur
klaren LOsung gebracht, so erhdlt man nach dem Verdinnen
der Losung mit dem 2—2lh fachen Volumen Wasser die Oxy-
cholesterine in der Form eines ké&sigen, weilien Niederschlages,
der, filtriert und getrocknet, einen hell-bis braungelben amorphen
und beim Reiben stark elektrisch werdenden Korper darstellt.
Bei den friheren Versuchen fiel mir dabei auf, da man durch
dieses Verfahren nicht zu einer konstanten Essigschwefelsaure-
reaktion des Produktes gelangt. Die Mengenverhaltnisse der
entstandenen Oxvcholesterine wechselten vielmehr selbst bei
genauer Innehaltung der Oxydationsbedingungen aufierordent-
lich. Es mulite daher angenommen werden, dall hier unter
Umstanden eine nachtragliche weitere Oxydation des Oxychole-
sterins | eintritt und zwar etwa durch den grolieren oder ge-
ringeren UberschuR an Salzsaure. Diese Annahme scheint sich
zu bestatigen durch die Tatsache, dall man regelmalig das
Produkt der ersten Oxydationsstufe, mindestens in weitaus tber-
wiegender Menge, erhalt, wenn man die Zusétze von Oxalsaure
und Salzsaure umgeht und die fertige klare Eisessiglosung des
Reaktionsproduktes durch einfaches Abfiltrieren vom Mn02 trennt,
eindampft und trocknet. Das so erhaltene braune Produkt lafit
sich von Resten der Manganverbindungen mit Ather oder der-
gleichen unschwer »reinigen.

So weit — zur Erganzung der ersten zwei Mitteilungen
Uber die «Verbrennungsprodukte» des Cholesterins in den
tierischen Organen.

n Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 437.
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In der nachsten Mitteilung sollen die diesbezlglichen Be-
funde im Hirn, in den Drisenorganen und deren Sekreten, sowie
die immer mehr an Wahrscheinlichkeit gewinnende Mutmaliung
der Rolle, welche die in Rede stehenden Cholesterinstoffe einer-
seits als wasserfesthaltende Agentienl) in den tierischen Organen
und anderseits als Muttersubstanzen zur Gallensaurebildung fir
die Fettresorption im Darm spielen durften, ertrtert werden.

Bremen, im Oktober 1908.

*) Vgl. Unna und Lifschitz, «Zur Kenntnis des Wollfettes»,
Monatsh. f. prakt. Derm., 1907, Bd. XLV, Heft 5. — Daselbst, Bd. XLV,
S. 455. — Medizin. Klinik, 1907, Heft 42 u. 43.



