Uber den Einflud von Choleeterin auf die Hamolyse

Von

6. Jahnaon-Blohm.

(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.)
(Der Redaktion zugegangen am 15. Marz 1913)

Ransoml)* wies 1901 nach, daR das Cholesterin im
Serum auf die Saponinhdmolyse hemmend einwirkt. Er sprach
auch bei derselben Gelegenheit die Ansicht aus, dal3 die Wirkung
des Saponins dadurch zustande kommt, dal es einen wesent-
lichen Bestandteil der Erythrocyten, namlich das Cholesterin,
angreift. Inzwischen hat man beobachtet, dall das Saponin
nicht nur das Cholesterin, sondern auch eine andere Lipoid-
substanz der Erythrocyten, namlich das Lecithin, angreift.
Dieses geht aus Versuchen von Pascucci*) hervor. Er fand
auch, daR eine kinstliche Lecithin-Cholesterinmembran sich
widerstandskraftiger gegen das Saponin zeigte, je mehr sie
Cholesterin im Verhaltnis zu Lecithin enthielt. Infolgedessen
war es anzunehmen, daR das Cholesterin in den Erythrocyten
einen Schutz fir dieselben ausmachen dirfte. Zu dieser Sache
machte K. Meyer3) Versuche, aus welchen hervorgeht, dal
Erythrocyten von verschiedenenTierarten verschiedene Resistenz
gegen das Saponin zeigen, und dal} die Erythrocyten, die die
grolite Quote Cholesterin : Lecithin enthalten, auch die wider-
standskraftigsten sind. Zu wesentlich ahnlichen Ergebnissen
sind auch andere Forscher gekommen, z. B. Rvwosch,4)
Schwanzenbach, Port.5) Aus den Untersuchungen, die

*) Deutsche med. Wochenschr., 1901, Nr. 13.

*) Hofmeisters Beitrage, Bd. VI, 1905, S. 55*2.

5) Ibid,, Bd. XI, 1908.

4) Pflugers Archiv, Bd. 116, 1907, S. 229.

5) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 99. 1910. S. 259.
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Port Uber Sera und ihre Hemmung auf die Saponinhamolyse
gemacht hat. geht hervor, dall parallele Verhaltnisse zwischen
den Mengen Cholesterin in den Erythrocyten und im Serum
in bezug auf ihre Fahigkeit, die Hamolysinen zu entgiften,
herrschen: je groRer der Gehalt des Serums an Cholesterin
ist, um so groRer ist auch seine hemmende Einwirkung auf
das Saponin.

Auler diesen sind Versuche unter Anwendung von mehreren
anderen hamolytischen StoRen und lipoiden Substanzen ausge-
fuhrt worden. So hat W. Meyersteinl) eine systematische
Untersuchung Uber die Verhéltnisse mehrerer Stoffe bei der
Hamolyse gemacht. Als Hamolytika wandte er Saponin, Natr.
oleinic., Natr. taurochol. und Cobragift an. Die Lipoide waren
Cholesterin, Ovo-Lecithin, Kephalin und Cerebron. Hierbei
zeigte es sich, daR die hdmolytischen Prozesse mit einigen Aus-
nahmen hemmend von obenerwédhnten Substanzen beeinflut
werden. Es scheint also zwischen lipoiden Stoffen und Hamo-
lysinen eine grol3e Affinitdt zu herrschen, ein Verhaltnis, das
auller vonMeyerstein auch vonLandsteiner und Raubitsch?)
hervorgehoben worden ist.

Die entgiftende Einwirkung des Cholesterins aufdas Saponin
ist nach Hauptmann3) an die OH-Gruppe gebunden, indem mit
dem Ersatz dieser Gruppe durch eine andere die hemmende
Einwirkung des Cholesterins auf das Saponin verschwindet.
Das Saponin wirde also in das Cholesterinmolekil eintreten
und die OH-Gruppe ersetzen. Es ist auch Windaus4) ge-
lungen, eine Verbindung zwischen dem Saponin Digitonin und
Cholesterin herzustellen und zu isolieren, eine Verbindung,
welcher die hdmolytische Fahigkeit des Digitonins abging. In-
folgedessen ist die Ansicht ausgesprochen worden, daR die
Entgiftung der Hamolysine durch eine chemische Reaktion
zwischen den H&molysinen und den hemmenden Substanzen
bedingt ist. Dall man aber fir das Zustandekommen der Ent-

*) Arch. f. oxp. Pathol, u. Pharmakol., Bd. 62, 1910, S. 258.
v) Biochem. Zeitschrift, Bd. 15, 1909, S. 33.
| Hofmeisters Beitrdge. Bd. 6, 1905, S. 567.

Bor. d. Deutsch, ehern. Gesellsch., 1909, Bd. 42 : 1., S 238..
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giftung auch direkt physikalische Faktoren in Betracht ziehen
muB, darauf scheinen mehrere Beobachtungen und Krfahrungen
hinzudeuten. Liefmann und Cohnl) vermuten, dal die
Hemmung der Olsédurehamolyse durch Cholesterin von einem
Adsorptionsproze abhangt; die Proportionen zwischen den
reagierenden Stoffen scheinen darauf hinzudeuten, v. Eisler
spricht dieselbe Vermutung hinsichtlich der Hemmung der
Saponinhédmolyse durch Cholesterin aus. Frei2) sagt: «Es
existiert keine direkte Proportionalitat zwischen den. Wirkungen
der verschiedenen Mengen von Saponin und dem hemmenden
Serum». Port3) auert: «Die Entgiftung des Saponins durch
das Cholesterin erfolgt nicht nach dem Gesetz der konstanten
multiplen Proportionen.» Der letztgenannte Verfasser sagt bei
derselben Gelegenheit: «Das Serum bezw. Cholesterin scheint
Im gegebenen Fall sich nicht direkt mit dem Saponin zu ver-
binden, sondern auf die Krythrocyten selbst einzuwirken und
deren Resistenz zu erhtéhen.» Einige meiner Versuche geben
Anlall zu demselben Schluf3satz und bestatigen also die von
Port gemachte Beobachtung.

Die Hamolytika, die ich angewandt habe, waren Saponin
und Seife. Als hemmender Stoff wurde Cholesterin angewandt.
Die Saponinlésung war 0,20°/oig, und die Seifenlésung war
I°/oig. Das Cholesterin wurde in Form einer Wassersuspension
benutzt, die durch EingieRen einer mit Aceton bereiteten Chole-
sterinlosung in warmes Wasser bewirkt worden war. Das
Aceton wurde auf dem Wasserbad verdampft. Die Suspension
war in den Versuchen mit Saponin 0,20°/oig und in denen
mit Seife 0,50°/oig. Es wurde immer daflir gesorgt, daR alle
Losungen 5,5°/0 Traubenzucker enthielten. Die Hamolyse-
versuche wurden immer so ausgefihrt, dal die Proben im
Wasserbad von 37° 5 Minuten lang aufbewahrt wurden. Un-
mittelbar darauf wurde zentrifugiert und das Resultat durch
Vergleichen mit einer in folgender Weise erhaltenen Skala ab-
gelesen. 2,5 ccm Erythrocyten, die wiederholt mittels Zentri-

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 26, 1910, S. 85.
*) Zur Theorie der Hamolyse, Inaug.-Diss.. Zirich 1907.
*) Deutsch. Arch. f. klin. Med.. Bd. 99, 1910. S. 259.
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fugieren mit Traubenzuckerldsung gewaschen worden waren,
wurden 97,5 ccm destilliertes Wasser zugesetzt. Von der er-
haltenen Hamoglobinlésung wurden Verdinnungen mit Wasser
in den Proportionen 1 :2, 1:4 usw. gemacht. Die Hamolyse
der unverdinnten Losung wurde = 100°/0 gesetzt, und die

Verdinnungen entsprachen also 50, 25°/0 usw. Das Blut war
delibriniertes Ochsenblut.

Versuch 1.

A. Mit einer Mischung von 1 ccm Saponinldsung bezw.
Seifenlosung, 1 ccm Traubenzuckerlésung und 1 ccm Blut
wurden H&molyseversuche ausgefihrt.

B. Gleiche Teile Saponinlosung bezw. Seifenl6sung und
Cholesterinsuspension wurden gemischt und bei 37° gehalten.
Nach unten angegebenen Zeiten wurden davon 2 ccm genommen,
die mit 1 ccm Blut versetzt wurden, wonach auf obenerwdahnte
Weise die Hamolyse bestimmt wurde.

Folgende Ergebnisse wurden erhalten.

Mit Mit

Saponin  Seife

Mil A (Saponin bezw. Seife-Traubenzucker) . . . . 100V |00V
B« » *  Seife-Cholesterin) sogleich . . 80°%0 95V
y (0 ) » ) nach 10Min ~ 55°%  75°fo
y (0 ) * ) » 20 » 40V 60 °lo
y (0 > » ) » 30 » 25 40V
N » * ) » 45 ) 10V 25 °lo
y (0 > ) ) » 60 » 6V 15V
v (0 ) * ) o 75 20 10V
y [t » » ) » 90 » 0°/o Vv
(0 » ) * 120 » 0°/o Offt

Wir sehen, dall das Cholesterin die Hamolyse hinderte,
wobei die Zeit der Einwirkung des Cholesterins auf das Saponin
bezw. die Seife eine grolRe Rolle spielt, indem schlief3lich in diesem
Falle fiur das Saponin nach 90 Minuten, fir die Seife nach
120 Minuten, alle H&molyse vollstandig ausblieb.
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Versuch 2.

t

Gleiche Teile Saponin- bezw. Seifenlésung und Cholesterin-
suspension wurden vermischt und in der einen Probe bei 37°,
in der anderen bei 15° aufbewahrt. Nach folgenden Zeiten
wurden 2 ccm aus jeder Probe genommen und mit 1 ccm Blut
auf hamolytisches Vermoégen geprift.

Das Ergebnis war:

FUr das Saponin:

Bei 37° Bei 15°
(Saponin-Cholesterin) nach 5 Minuten . . . 45 *® 75 °/o
. » 10 » .- 28 °lo 55 o/»
» « 20 * S 18 */o 40 o/
1 > 30 » - - 10°/o 25 #lo
* » 45 * : 0°lo 10°/«
> »  «0 * .- - — . 5°0
» » 75 * .- — 3o
> »HO » --- — 0 /e
Fur die Seife:
(Seife-Cholesterin) nach 5 Minuten _ _ _ . 50 *lo 85 °/o
* » 10 » - - - 37 °lo 60 «/-
' I 20 » - 25°1# 47 =
> > 30 > - - - - 18 o/ 35°lo
' + 45 » - - 10 *fo 25 ¢/e
> > 60 . - - - 0°/« 18*/*
> 75 * - — 12 °lo
> » 90 » .- — 8 e/«
1 > 120 » - — 0°/o

Bei der hoheren Temperatur war die Einwirkung des
Cholesterins bedeutend kréaftiger als bei der niederen. Bei
37° war die Hamolyse schon nach 45 bezw. 60 Minuten ver-
hindert worden, wahrend dasselbe bei 15° erst nach der
doppelten Zeit erreicht wurde.
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Versuch 3.

In diesem Versuche wurde 1 ccm Saponin- bezw. Seifen-
I6sung mit unten angegebenen verschiedenen Mengen Choleste-
rinsuspension und Traubenzuckerldsung versetzt. Die Mischungen
wurden 15 Minuten lang bei einer Temperatur von 37° ge-
halten, wonach das Blut zugesetzt wurde.

(Saponin 4~ t  ccm Cholesterin -f- 1 ccm Traubenzucker) . . gge.
| > 4- 1\, - 4 Ky * 50

( 4- IV» >} — V* > » .15V
< » + 17* x » 4* v4 o+ * . 3%
( » + 2 » * kein Traubenzucker) . . . . 09
(Seife -f- 2 ccm TraubenzucKer)........ s 75V
( » 4~ V» * Cholesterin -f* 1« ccm Traubenzucker) . .  ggo s
(» 41 > * 4~ T > ) v 4Bl
(« + It * a4* <> » ) - . 25V
( » 4-2 > » kein Traubenzucker)................... E\V4

Wie ersichtlich, vermindert eine gréRere Menge Cho-
lesterin in hoherem Grade als eine kleinere die Hamolyse.
Indessen steht nicht die Verminderung der H&molyse im Ver-
haltnis zu der vermehrten Cholesterinmenge. Dieses stimmt
gut mit oben erwdhnten von anderen Forschern gemachten
Beobachtungen (berein.

Versuch 4.

Das Blut wurde mit seinem doppelten Volumen Cholesterin-
suspension gemischt und bei 37° aufbewahrt. Nachfolgenden
Zeiten wurden davon 2 ccm genommen, die mit 1 ccm Saponin-
bezw. Seifenlésung versetzt wurden, worauf der Hamolyse-
versuch auf gewohnliche Weise ausgefiihrt wurde.

Mit Saponin  Mit Seife

(Blut-Cholesterin) sogleich..........cccoocoervcerreennnne. 65 »/o 60%%
nach 10 Minuten.................. 50 \/ _

* 25 ol 40 /e 75 %

» 45 P 35\ 920%

» 60 » 10% 100 %

» 120 P e 0%6 —
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Aus diesem Versuch geht hervor, dall das Blut durch
die Cholesterinbehandlung seine Resistenz gegen das Saponin
vermehrt hat; und diese Resistenz nimmt zu, je langer die
Behandlung dauert. Gegen die Seife enthielt das Blut durch
die Behandlung mit dem Cholesterin anfanglich eine gewisse
Resistenz, die indessen allmahlich immer mehr geschwécht
wurde, um schlieBlich ganz aufzuhdren. Dieses von der Sa-
poninhdmolyse abweichende Verhéltnis 14t sich gegenwartig
nicht erklaren. Auch haben mehrere Forscher die Entgiftung
der Seifenhamolyse durch Cholesterin geleugnet.

Versuch 5.

A. Wie im vorigen Versuche wurde eine Mischung von
Blut und Cholesterinsuspension bei 37° aufbewahrt. Nach
unten angegebenen Zeiten wurden davon 2 ccm genommen,
die zentrifugiert wurden; das Serum wurde wegpipetliert, und
die zurlickgebliebenen Erythrocyten wurden mit Serum durch
Umschitteln und Zentrifugieren dreimal gewaschen. Zu den
Erythrocyten wurden hernach 1 ccm Traubenzuckerlésung und
so viel Serum gegeben, dal} das Volumen 2 ccm blieb, 0,5 ccm
Saponin- bezw. Seifenlésung wurde darauf zugesetzt und der
Hamolyseversuch ausgefihrt.

B. Kontrollversuch mit Traubenzuckerlésung anstatt Cho-
lesterinsuspension.

Das Ergebnis war folgendes:

Mit Mit
Saponin Seife
Mit A (Blut-Cholesterin) sogleich........nnn. 55%/5 65 >
L ( » ) nach 30 Minuten.......... 0\ 815%/#
> » ) » 60 P 20%/* 95 \/
> o | » ) - »0 > 10°/» 100*/»
» B (Blut-TraubenzuckKer)............ 100 o/e 10t)

Dieser Versuch gibt dasselbe Ergebnis wie der vorige
Daneben zeigt er hinsichtlich der Saponinhamolyse, dal ein
irreversibler Proze3 zwischen den Erythrocyten und dem Cho-
lesterin zustande gekommen ist, wodurch die Entgiftung ge-

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXV 5
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schah. Je langer die Zeit der Einwirkung des Cholesterins ist,
um so groRer bleibt auch die Hemmung.

Obenerwéhnte Versuche zeigen, dall die hemmende Ein-
wirkung des Cholesterins auf die Saponinhdmolyse teils auf
einer Reaktion zwischen dem Cholesterin und dem Saponin,
teils auf einer solchen zwischen dem Cholesterin und den Ery-
throcyten beruht. Die vorige Reaktion héangt in hohem Grade
von der Zeit der Einwirkung des Cholesterins und Saponins
aufeinander, von der Temperatur und von der Menge des Chole-
sterins ab. Diese Ergebnisse zeigen groBe Ahnlichkeiten mit
denen, die ich aus Versuchen betreffs des Einflusses einiger
kolloiden Stoffe auf die Hemmung der Enzymwirkungen er-
halten habe.l) Ich fand unter anderem, dall das Saponin der
Hemmung der Labwirkung durch Kohle und Normalserum ent-
gegenwirkt und in einigen Fallen sie ganz aufhebt, und dal
es sogar eine Mischung von Enzym und Hemmungskorper zum
Teil aktiviert. Bei diesen Prozessen spielen mehrere Faktoren
eine wesentliche Rolle. So hat das Saponin bei einer héheren
Temperatur eine gréRere Wirkung als bei einer niederen. Sein
EinfluR steigt mit der Zeit, wie auch eine grtRere Menge Sa-
ponin sich kraftiger als eine kleinere zeigt. Auf dieselbe Weise
wie das Saponin bei der Hemmung der Enzymwirkung sich mit
der Kohle und dem Serum verbindet, wodurch diese verhindert
werden, auf das Enzym einzuwirken, verbindet sich bei der
Saponinhdmolyse wahrscheinlich auch das Cholesterin mit dem
Saponin, und die H&molyse kann dadurch nicht zustande kommen.
Der ProzeR3, durch welchen das Saponin sich mit der Kohle und
dem Serum in den oben erwdhnten Enzymversuchen verbindet,
mulB  wahrscheinlich als eine Adsorption betrachtet werden,
wobei, wie erwahnt, Zeit, Temperatur und Mengenverhaltnisse
eine groRe Rolle spielen. Wenn man dieses ins Auge falt, so
liegt die Annahme nahe, da die Hemmung der Saponinhdmo-
lyse durch das Cholesterin in einem Adsorptionsprozesse ihren
Grund hat. DaB eine chemische Verbindung zwischen den
beiden Substanzen zustande kommen kann, durfte nicht aus-
geschlossen sein. Anderseits aber mag auf die verhaltnismaéliig

') Diese Zeitschrift, Bd. 82, 1912, S. 178.
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ungunstigen Umstande hingewiesen werden, unter welchen die
Verbindung bei den Hdmolyseversuchen entstehen wirde, indem
das Cholesterin sich in Form einer Wassersuspension befindet
und das Saponin in kolloider Losung. Windaus hatte bei der
Herstellung seiner Verbindung die Substanzen in alkoholischer
Losung. Aus den Versuchen 4 und 5 geht hervor, dall die
Erythrocyten das Cholesterin aufgenommen hatten, und daR das
Cholesterin trotz wiederholtem Waschen zurtickgehalten wurde.
Was dabei stattgefunden hat, ist nicht leicht zu sagen; mdg>
licherweise ist das Cholesterin in die Erythrocyten eingedrungen,
wo es also die Menge des vorher befindlichen Cholesterins
vermehrt. Dadurch wirde die Resistenz der Erythrocyten nach
den oben erwéhnten von Pascucci gemachten SchluRsatzen
vermehrt werden. Wir haben hier wahrscheinlich im Grunde
denselben Hergang wie bei der direkten Einwirkung von Chole-
sterin auf das Saponin. Das Cholesterin lenkt das Saponin
von den Blutkorperchen ab, sowohl, wenn es in der die Blut-
korperchen umspulenden Flissigkeit vorhanden ist, als auch
wenn es von denselben aufgenommen ist.

Was die Hemmung der Seifenhdmolyse durch das Chole-
sterin betrifft, so sehen wir, dal} auch diese in hohem Grade
auf der Zeit, wahrend welcher das Cholesterin auf das Saponin
einwirken darf, auf der Temperatur, sowie auch auf der Menge
des Cholesterins beruht. Hier ist es auch vielleicht schwieriger
als bei der Saponinhamolyse, sich die Entstehung einer chemischen
Verbindung als die Ursache der Entgiftung zu denken; deshalb
mul} die Annahme eines Adsorptionsprozesses naher liegen,
zumal die Seife, sowie auch das Cholesterin in kolloider Form
vorhanden sind.
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