Der Abbau des Cholesterins in den tierischen Organen. (Studie.)
VI. Mitteilung.l;

(Cholesterin—Gallensauren.)
Von

J. Lifsclititz, in Hamburg.

(Der Redaktion zugegangen am fl. Mai 1914 )

Mit der Auffindung des priméaren «Verbrennungsproduktes»
des Chlolesterins, des Oxycholesterins C27H4602, in den tie-
rischen Organen und Geweben war der Weg zur Erkenntnis
uber das Schicksal des Cholesterins im Organismus und seiner
Bedeutung fir die Erndhrung, wenigstens dem Anfdnge nach,
freigelegt. In den vorhérgehenden Mitteilungen dieser Folge ist
die wesentlich grofRere Wandlungs- und Reaktionsfahigkeit
des Oxycholesterins gegeniiber seiner.bedeutend widerstands-
fahigeren Muttersubstanz (dem Cholesterin) wiederholt hervor-
gehoben und dargetan worden. Mit der Aufnahme eines Atoms
Sauerstoff hat sich also das Cholesterin gleichsam «aktiviert»
und somit fir seinen ferneren chemischen Abbau erst seine
Reaktionsféhigkeit erworben. Neben den sonstigen wichtigen,
in den letzten Jahren am Cholesterin entdeckten Eigenschaften
biologischer Natur: wie seine Schutzwirkung auf die Zelle
durch seine lipoiden Eigenschaften, sein Entgiftungsvermégen
usw. ist der physiologisch chemische Prozel3 seines Abbaues
sicherlich nicht der unwichtigste. Es mufite demnach als der
Mihe wert erscheinen, den aus jener Erkenntnis sich ergebenden
Gedanken nachzugehen.

Der erste Schritt auf diesem \V ege zur Aufklarung und
zur Beantwortung so mancher schwieriger Fragen, ja um

*) Die vorangehenden Mitteilungen: Diese Zeitschrift; Bd. 50, S. 437,

Bd. 53, S. M (1907); Bd. 58, S. 175 (1908); Bd. 63, S. 223 (1909) und
Biochem. Zeitschr., Bd. 52, S. 206 (1913).
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diese Uberhaupt erst klar stellen zu koénnen, war: der ana-
lytische Ausbau des Gebietes zur sicheren quantitativen Fest-
stellung der in den Organen und Geweben vorkommenden
Cholesterinstoffe und deren Abkdmmlinge nebeneinander. Die
diesbetreffenden umfangreichen und langwierigen Arbeiten ana-
Iytischer und préaparativer Natur brachten auch positive Er-
gebnisse, die ich bereits in drei eingehenden und moglichst
erschopfenden Abhandlungen niederlegen 'konnte.l) Hierbei
gelang es aber nicht nur, ein brauchbares und handliches
Instrument zur Ermittelung der Cholesterinstolle nebeneinander
zu schaffen, sondern auch zahlreiche wertvolle Beobachtungen,
Erfahrungen und Daten zu sammeln, die eine richtige Frage-
stellung ermoglichten und die auch sehr wohl geeignet er-
scheinen, den Weg zur Lo6sung des Problems zu bahnen.

Zwei untereinander kausal zusammenhangende Tatsachen
waren grundlegend fir die Erkenntnis des Abbaues des Cho-
lesterins in den Organen:

1. Die Auflindung der Essigschwefelséurereaktion des
Oxycholesterins, einer charakteristischen Farb- und Spektral-
reaktion,2) welche die Ermittelung dieses ersten Oxydations-
produktes in den Organen ermdglichte,3) und

2. die durch diese Reaktion mitherbeigefihrte Mdglichkeit,
das Oxycholesterin kunstlich durch Oxydation des reinen Cho-
lesterins auch auRerhalb des Organismus in reiner Form her-
zustellend) und so — durch seine optische Identifizierung mit
dem naturlichen Korper — den Beweis zu erbringen, daB es
wirklich ein Oxydationsprodukt des Cholesterins ist.

Unstreitig sind Farbreaktionen, wie sie sich dem unbe-
waffneten Auge offenbaren, von nur recht bedingtem Wert
und daher bei etwaigen Identifizierungen von Ko&rpern mit
gleichen oder &hnlichen Farbreaktionen mit grof3er Vorsicht

¥} Biochem. Zeitschr., I. Teil, Bd. 48, S. 373—409 ; Il. Teil, Bd. 54,
S.212-235 (1913). Ferner Nachtrag: daselbst, Bd. 62, S. 219-244 (1914).

*) Deutsch, mod. Wochenschr., 1897, Nr. 27.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 140—145 (1907).

- Biochem. Zeitschr, Bd. 48, S. 400—404 (1913). — «Berichte»,
Bd. 47, S. 1453ff. (1914).
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zu gebrauchen. Ganz anders sind sie jedoch zu bewerten,
wenn sie bestimmt ausgesprochene, wohl charakterisierte und
markant charakterisierende Absorptionen ganz bestimmter
Lichtgattungen im kontinuierlichen Spektrum hervorzubringen
vermogen. Es braucht kaum erst hervorgehoben zu werden,
daB es zahlreiche Substanzen gibt, die ihrem Wesen und Ur-
springe nach ganz verschieden voneinander sind und den-
noch gleiche oder &hnliche Farbreaktionen liefern. Es gibt
aber keine Farbreaktionen, die wohl gestaltete und charakte-
ristische Spektralbilder geben, welche nicht auf ganz bestimmte
Substanzen, zum mindesten aber auf deren bestimmten Ur-
sprung und ihre dem betreuenden Spektralbilde genau ent-
sprechende Atomgruppierung schlieBen lassen. Gibt daher ein
unbekannter Korper das wohlcharakterisierte Absorptions-
spektrum unter denselben Bedingungen und in demselben Me-
dium, wie ein bereis bekannter Korper, so darf mit Sicherheit
angenommen werden, dal jener unbekannte Korper entweder
mit diesem bekannten identisch, zum mindesten aber mit ihm
gemeinsamen Ursprungs ist: mit anderen Worten: dal3 der unbc*-
kannte Korper zum mindesten die das gegebene Absorptions-
spektrum bedingende Atomgruppierung gemeinsam mit jenem
bekannten Korper besitzen muf.

In ganz besonderem Grade gilt dies fur die Farbreaktionen
der Gholesterinstoffe in Acetanhydridlosung mit konzen-
trierter Schwefelsaure, sowie fur die ihr analége, aber mit
ihr nicht identische Reaktion des Oxycholesterins mit
Essigschwefelsdure. Denn es sind keine Reaktionen, mit
nur einheitlichen Farb- und Spektralerscheinungen; vielmehr
sind es ganze Reihen von Erscheinungen beiderlei Arten, die
(in Farben und Spektren) parallel laufend, ihre einzelnen Glieder
in bestimmter Reihenfolge einander ablésen und ineinander
Ubergehen lassen. Dementsprechend hat man an diesen Re-
aktionen auch ganze Reihen von &uflerst markanten und daher
auch sehrwertvollen Erscheinungsformen, von denen jede einzelne
als kennzeichnendes Merkmal ihrer Muttersubstanz dienen kann.
Das Wertvollste, namentlich an der spektralen Erscheinungs-
reihe, ist, dal} sie vollig unabhangig von der Sichtbarkeit der

22~
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ihr parallel laufenden Reihe der Farbenerscheinungen ist. Die
Falle sind gar nicht selten, wo bei den qualitativen Ermitte-
lungen der Cholesterinstoffe, die ja aus den Organen und Ge-
weben stets in komplizierten Gemischen mit anderen Substanzen
erhalten werden, die eine oder die andere charakteristische
Farbengattung — durch Nebenreaktionen gedeckt — ganzlich
ausbleibt, ja wo mitunter das Reaktionsgemisch bis zur Un-
kenntlichkeit der ganzen Farbenskala mifl3farbig erscheint: ein
Blick durch das Spektroskop die unzweifelhafte Anwesenheit
der gesuchten Stoffe enthullt.

Die ausgezeichneten Spektralerscheinungen der Acetan-
hydrid-Schwefelsdurereaktion des Cholesterins wie der Essig-
schwefelsaurereaktion des Oxycholesterins sind es auch, auf
denen ich, wie oben erwahnt, ein zuverlassiges und handliches
Verfahren zur quantitativen Bestimmung der beiden Cholesterin-
stoffe nebeneinander aufbauen konnte. Und sie allein er-
scheinen in erster Reihe dazu geeignet, um mit ihrer Hilfe den
weiteren Abbau des Cholesterins in den Organen zu verfolgen
und aufzudecken.

Das Cholesterin

als solches war — bei seiner Unverseifbarkeit, als ausgesprochener
Alkohol mit seiner leichten Krystallisationsféahigkeit und seiner
schonen Krystallform — nicht schwer auch in den kompli-
ziertesten Fettgebilden der Organe und Gewebe noch lange vor
der Entdeckung der bekannten Cholestolreaktion durch Carl
Liebermann nachzuweisen und es sogar in reiner Form zu
isolieren. Und nach der Entdeckung dieser Farbreaktion war
sogar die Moglichkeit gegeben, nachzuweisen, dal} es Gberhaupt
keine Zelle in der organischen Natur gibt, die kein Cholesterin
enthalt (Hoppe-Seyler). Ein sehr bedeutender Teil aber, der
bei der Isolierung dieses Alkohols aus dem unverseifbaren Anteil
der tierischen Fette abfallt, blieb bis auf den heutigen Tag eine
terra incognita. Offenbar ist diesem «Abfallstoff» wenig Be-
deutung beigelegt worden. Unansehnlich von Farbe und Kon-
sistenz, amorph, leicht 16slich in allen Loésungsmitteln (auler
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Wasser) und bei deren Verdunstung nicht die geringste Neigung
zur Krvstallisation zeigend, wurde er als fur die chemische
Untersuchung ungeeignet beiseite gestellt. Und doch will es
mir scheinen, dal gerade dieser StolT eine vielleicht noch
groBere Aufmerksamkeit verdient als das Cholesterin selber,
dessen bescheidener Begleiter er ist. Und zwar aus dem ein-
fachen Grunde, weil er erstens, wie weiter unten dargetan wird,
ein Abbauprodukt des Cholesterins ist und daher unter Um-
standen berufen ware, von der Bedeutung des letzteren fir
die Erndhrung Zeugnis abzulegen und zweitens, weil er sehr
wahrscheinlich ein brauchbares Baumaterial flr weitere flr die
Erndhrung wichtige Stoffe abgibt.

Mit der Auffindung der EssigschwefelsaurereaTction,l) die
ich zuerst am unverseifbaren Teil des Wollfettes wahrgenommen
hatte, die aber dem Cholesterin nicht zukommt, hat sehr bald
auch ein erheblicher Teil jener problematischen Begleitsub-
stanzen des Cholesterins insofern eine Aufklarung gefunden,
als ich nachweisen konnte, dal} einer dieser Begleitstofle ein
Cholesterinderivat sein mul3: da er dieselbe Essigschwefelsaure-
reaktion gibt, wie reines Cholesterin schon nach 4stindiger
energischer Behandlung mit t>°/oiger alkoholischer Kalilauge.2)
Seine chemische Natur, seine elementare Zusammensetzung und
vollends sein quantitatives Verhéltnis zum' Cholesterin mufiten
jedoch noch lange .fahre in Dunkel gehdllt bleiben, da es, wie
oben angedeutet, unmdoglich war, den auf Essigschwefelsdure
reagierenden Korper in individueller Reinheit abzuscheiden oder

bei seiner &uferst hohen Empfindlichkeit gegen chemische
Eingriffe — ihn auch nur in Form irgend welcher charakte-
ristischer Derivate herauszuschéalen.3)

Die endgultige Aufklarung Uber diesen Teil der Begleit-
stoffe des Cholesterins brachte die oben angedeutete zweite Tat-
sache: die kunstliche

") Deutsch, medizin. Wochenschr., 1897. Nr. 27.

2) «Berichte», Bd. 81, S. 112« (189K>:

J) Die Schwierigkeiten, auf welche ich hierbei stie, habe ich in
der Biochem. Zeitschr., Bd. 48, S. 397-399, 1913 eingehender hervor-
gehoben.
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Herstellung des Oxycholesterins

aus reinem Cholesterin durch direkte Oxydation des letzteren
mil Benzoylsuperoxyd. Nachdem es gelungen war, diesen Korper
in vollstandiger Reinheit aus dem komplizierten Oxydations-
produkt zu isolierenl) und seine Einheitlichkeit durch seine
schonkrystallisierende Digitonindoppelverbindung scharf zu cha-
rakterisieren,2) konnte auch seine elementare Zusammensetzung
durch zahlreiche Elementaranalysen des Korpers selbst, sowie
seines Digitoninderivats als ein Oxyeholesterin C27TH4fi02 fest-
gestellt werden.3) Durch das eingehende Studium der Spektral-
absorptionen der farbenreichen Essigschwefelsdurereaktion des
reinen Oxycholesterins in allen ihren Entwicklungsphasen, sowie
ihrer Empfindlichkeitskapazitatd) wurde es mdoglich, durch diese
Spektralerscheinungen nicht bloR einen Teil der Begleitstoffe
des (.holesterins als Oxyeholesterin sicher zu identifizieren,
sondern sie auch durch genaue spektrometrische Messungen
zur quantitativen Ermittelung des Oxycholesterins im Unver-
seifbaren der tierischen hette und \\ achsarten zu benutzen und
somit auch zu erfahren, wie grof} die Menge dieses Korpers
unter den Ubrigen anscheinend nicht cholesterinartigen Begleit-
stotlen des Cholesterins ist.5) Es ergab sich dabei, dal} diese
«Nichtcholesterine» sehr haufig 40—50A/0 auf Essigschwefel-

saure reagierendes Oxyeholesterin enthalten.

Die «Nichtcholesterine».

Noch schwieriger als die ldentifizierung des bis dahin
gleichfalls zu diesem Teil des Unverseifbaren der tierischen
f ette gerechneten Oxycholesterins gestaltet sich die chemische
Charakterisierung der zweiten Halfte der unverseifbaren Be-

gleitsubstanzen des Cholesterins in den Organen. Bei der

I) Biochem. Zeitschr.. Bd.48, S. 400-404 (1913); «Berichte», Bd. 47,
S. 14531T. (1914).

*) Bioch. Zeitschr*., Bd. 62, S. 232-237 (1914); «Berichte», Bd 47
S. 1457 (1914).

3) «Berichte* daselbst, S. 1456 u. 1458.

4) «Berichte» daselbst, S. 1455,

*) Biochem. Zeitschrift. Bd. 48, S. 384. Versuche E bis J (1913).
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Untersuchung dieser Stoffe lassen uns die Cholestolreaktion
sowie die Essigschwefelsdurereaktion nicht nur im Stiche,
sondern wirken sogar in gewissem Sinne storend. Uin in das
unbekannte Wesen dieses Stoffrestes zu dringen, ist es vor
allen Dingen noétig, ihn vom Cholesterin sowie vom Oxychol-
esterin quantitativ zu trennen. Lalt sich auch das erstere
durch Ausfallen mit Digitonin fast génzlich beseitigen, so fallt
dabei das Oxycholesterin nur teilweise (etwa nur zur Halfte)
aus, und die andere Halfte verbleibt in LOsung,l) also bei dem
zu untersuchenden unbekannten Teil des Unverseifbaren. Sucht
man hier nun durch einen chemischen Eingriff zu irgend einem
bekannten Derivat dieser unbekannten Stoffe zu gelangen, so
ist man im gunstigsten Falle nicht sicher, ob das erlangte
Resultat nicht vom Oxycholesterin herrihrt.

Zum Glick gibt es im tierischen Organismus'ein wichtiges
ziemlich fettreiches Organ — die Leber —, das neben seinem
reichlichen Cholesteringehalt nur sehr geringe Mengen Oxv-
cholesterin enthalt.%) Fallt man die alkoholische Ldsung des
Unverseifbaren des Leberfettes mit Digitonin aus, so féllt auch
die geringe Menge des Oxvcholesterins als Digitonid mit aus
und das Filtrat enthalt — namentlich bei einem groReren Uber-
schuf? von Digitonin — keine Spur Oxycholesterin. Hei dem
reichen Gehalt des Rinderleberfettes an Unverseifbarem,)
welch letzteres etwa nur zur Halfte aus Cholesterin besteht’*)
ist hier eine gute Quelle zur Erlangung jener unbekannten
«Nichtcholesterine» gegeben. Auch die Galle wiirde sich als
solche Quelle gut dafir eignen, da sie keine Spur Oxycho-
lesterin enthélt. Da aber selbst die gut eingedickte Rindergalle
nur sehr wenig von dem in Frage kommenden Unverseifbaren
enthalt,**) so wurde zundchst von ihrer Benutzung zu diesem
Zwecke abgesehen.

) Biochem. Zeitschrift, Bd. 52, S. 207; Anmerk.: Bd. 5t, S. 215
und 216 (1913); ferner Bd. 62, S. 220—232 (1914).

*) Diese Zeitschr.. Bd.63, S. 227 (1909); Biochem. Zeitschr., Bd 52
S. 209 (1913),

3) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 227 und 228 (1909).

= Biochem. Zeitschr., Bd. 52, S. 209 (1913).

6) Diese Zeitschrift. Bd. 63, S. 228 (1909).
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Aber auch nach moglichst vollstandiger Beseitigung der
bekannten Cholesterinstoffe aus dem Unverseifbaren der tie-
rischen Fette bietet der Rest so wenig Angriffspunkte fur die
Ermittelung seiner chemischen Natur, dal} es zweckmaRig er-
schien, zunéchst wie beim Oxycholesterin, so auch hier, die
gesuchten Verhéltnisse mdoglichst an Reaktionen von aus deri
tierischen Organen in zuverlassiger Reinheit isolierten, hier in
Frage kommenden Substanzen auBerhalb des tierischen Orga-
nismus zu studieren. DaB auch diese sogenannten «Nichtcho-
lesterine» analog dem Oxycholesterin, das ja, wie gesagt, bis
dahin auch dazu gerechnet war, Abkémmlinge des Cholesterins
sein konnten, war zum mindesten sehr wahrscheinlich.l) ¢

Diese Vermutung gewinnt einen noch hoheren Grad von
Wahrscheinlichkeit, wenn man die Gesamtreaktionsprodukte,
die bei der Herstellung des Oxycholesterins durch gelinde Ein-
wirkung von milden Oxydationsmitteln auf reines Cholesterin
entstehen, ins Auge falit. Die Reaktionsprodukte, welche bei
der vorsichtigsten Einwirkung von Benzoylsuperoxvd auf reines
Cholesterin in Eisessig entstehen, enthalten regelmaRig zwei
Gruppen von Substanzen; Gruppe | besteht aus unverseifbaren
Neutralstoffen und Gruppe Il aus Sauren. Gruppe | enthélt:
1. Oxycholesterin (Hauptmenge); 2. kleinere Mengen unver-
anderten Cholesterins und 3. etwas grtéRere Mengen «Nicht-
cholesterine*.  Gruppe Il enthélt mindestens zwei S&uren, die
bis jetzt nur roh getrennt werden konnten.2) Die eine dieser
Sauren zeigte h&ufig die Aciditat (Saurezahl, Kaliverbrauch)
von 105—110, wéhrend die andere Fraktion Sdurezahlen von
160—165 besitzt.3) Konstant ist bei diesem Oxydationsprozel3
eigentlich nur das Auftreten des Oxycholesterins in seiner
ganz bestimmten Form, wenn auch die Ausbeuten an diesem
Korper zwischen 35 und 55°/o0 vom angewendeten Cholesterin
schwanken. Sehr variabel dagegen sind in qualitativer wie
guantitativer Hinsicht die anderen Reaktionsprodukte; nament-

*) Vgl. Biochem. Zeitsclir., Bd. 52, S. 207, (1013). wo ich diese Stoffe
als «Polyoxydate» des Cholesterins bezeichnete.
*1 Biochem. Zeitschr., Bd. *$, S. 401 ff. (1913).
Auf 1000 Substanz.
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lieh aber die der sauren Gruppe Il. Die Ausbeuten an dieser
Gruppe schwanken sogar zwischen 35 und 65°/0 vom ange-
wendeten Cholesterin.  Bei den schier zahllosen Versuchen,
die Reaktion durch Innehaltung mdoglichst derselben Bedin-
gungen zu regeln, war es mir bis jetzt nicht mdglich, den
Oxydationsprozel3 auf konstante Ausbeuten zu bringen bezw\
bei der Gruppe Il zu konstanten Erscheinungen zu gelangen.

Drei Parbreaktionen mit ihren charakteristischen Ab-
sorptionsspektren sind es, die mir zur Prufung der jeweiligen
Produkte der Gruppe Il dienten: Die von der neutralen Gruppe |
sorgfaltig getrennte Gruppe Il gibt noch die Cholestolreaktion
sowie die Essigschwefelsaurereaktion, wenn auch in wesent-
lich schwéacherem Grade als die Gruppe I. Soweit kennzeichnet
sich die Gruppe Il als von der alkoholartigen Gruppe | stam-
mende S&uren. Die Gruppe Il gibt aber eine dritte Reaktion,
welche zwar in Farbe mit derselben Reaktion der Gruppe |
ubereinzustimmen scheint; weicht aber in threm Absorptions-
spektrum sehr wesentlich davon ab. Es ist dies die Mylius-
v. Udranszkysche Reaktion dieser Substanzen in alkoholischer
Loésung mit Furfurol und Schwefelsdurel). Diese Reaktion
wurde als modifizierte Pettenkoffersche Reaktion fir Galle
von Mylius entdeckt, wird aber als solche wenig gebraucht,
weil eine Reihe anderer Stolle z. B. Cholestol, Cholesterin,
Oleine usw. dieselbe Reaktion geben. Dies, trifft aber, wie bei
vielen anderen Reaktionen, nur hinsichtlich der Farbe zu. Die
betreffenden Absorptionsspektra sind aber so total voneinander
verschieden, dal} sie garnicht verwechselt werden kénnen. Vor
einiger Zeit habe ich diese Erscheinungen beschrieben2) und auf
die auffallende Ahnlichkeit derselben mit denen, die bei derselben
Reaktion derCholsaure aufzutreten pflegen, aufmerksam gemacht.

Sehr wahrscheinlich entstehen bei der obigen Oxydation
des Cholesterins immer dieselben Sauren; aber aus noch un-
ermittelten Ursachen — bei jeder Operation in verschiedenen
Quantitaten. Diese Verschiedenheit mag der Modifikation der

| Diese Zeitschrift, Bd. 45. — Hammafsten, Lehrb. d. physiol.
Chem.. 7. Aufl,, S. 392 (1910).
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 48, S. 406 (1913).
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jeweiligen Spektralerscheinungen zugrunde liegen. In diesem
Falle miRte man bei einer zweckentsprechenden Fraktionierung
der Gruppe Il zu dem einen oder dem andern Korper mit kon-
stanten Spektralerscheinungen auch der Myliussehen Reaktion
gelangen konnen. Wie weiter unten dargetan wird, ist dies
tatsachlich der Fall: Man gelangt dann zu einem Korper, der
ein dreibanderiges Absorptionsspektrum liefert, welches in eigen-
tumlich auffallender Weise mit demjenigen Ubereinstimmt, das
unter den gleichen Bedingungen bei der Cholséure hervorge-
rufen werden kann.

Von geradezu entscheidender Bedeutung ist die
Uberraschende Tatsache, dal — um eins der Endprodukte des
Abbaues des Cholesterins vorweg hervorzuheben — bei der
Cholsaure sich die Essigschwefelsaure-Reaktion des Oxy-
cholesterius in einfacher, scharfer und markanter
Weise hervorrufen laB8t. Dasselbe ist auch bei der einge-
dickten Ochsengalle (Fel tauri) sowie bei den «Nichtchole-
sterinen» des Leberfettes der Fall, (siehe weiter unten).

Betrachtet man nun die unverseifbaren Neutralkdrper
der Gruppe | in ihrer Gesamtheit, so hat man hier ein Ana-
logon mit dem in den meisten Fettgebilden der tierischen
Gewebe und Organe auftretenden unverseifbaren Teil; nament-
lich aber mit dem des Blutfettes. Wie dieser, besteht auch
jene Gruppe | aus Cholesterin, Oxycholesterin und «Nicht-
cholesterin». Die Frage liegt nun nahe: ob der in Rede
stehende kinstliche Oxydationsprozel des Cholesterins sich
nicht auch nach derselben Richtung hin bewegt, wie der ent-
sprechende natirliche Vorgang im Blute. Diese Analogie wird
noch vollstandiger, wenn man erwagt, dall der groRte Teil
des Unverseifbaren des Blutfettes, namentlich aber des Oxy-
cholesterins und der «Nichtcholesterine» von der Leber zurtick-
gehalten und verarbeitet wird.l) (Wahrscheinlich zu Gallen-
sauren, siehe weiter unten.) Dal} hier die weitere Umwandlung
der genannten Stoffe des Blutfettes erst in der Leber ihre
Vollendung findet, wahrend dies beim klnstlichen Oxydations-
prozel3 in einer und derselben Operation geschieht, durfte bei

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 52, S. 210 (1913).
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der relativen Intensitdt der letzteren Reaktion begreiflich er-
scheinen.

Fur die Annahme, dalR der erste Oxydationsangriff auf
das Cholesterin tatsachlich im Rlute vor sich gehen muB,
sprechen schon die von mir bereits vor langerer Zeit mitge-
teilten Beobachtungen.l) Eine Reihe neuerer Daten sollen
demnéchst in einem diesem Gegenstand gewidmeten Aufsatz
erdrtert werden.

Spinnt sich aber somit der Faden des Abbauprozesses
vom Cholesterin bis zur Gallensiurebildung ab, so geht er
sicherlich durch eine Reihe von Zwischengliedern und inter-
medidren Produkten hindurch. Es kann aber kaum zweifel-
haft sein, daR diese Zwischenglieder in den in Rede stehenden
Begleitsubstanzen des Cholesterins zu suchen sind. Ist nun das

\c olesterin eins davon, so durften auch seine Mitbegleiter,

die «Nichtcholesterine» — Cholesterinderivate,

also gleichfalls Phasengebilde zur Gallenstoffbildung sein. In
diesem Falle miRten diese Zwischenglieder noch Bruchstiicke
der Atomgruppierung ihrer Muttersubstanz, des. Cholesterins,
besitzen, denen vielleicht noch die Fahigkeit innewohnt, unter
gewissen Bedingungen diejenigen Erscheinungsformen des
Cholesterins, welchen jene Bruchstiicke zugrunde liegen, ans
Tageslicht zu fordern.

DaR dies tatséachlich der Fall ist, mdgen folgende Ver-
suche dartun:

Versuch 1.

Die Nichtcholesterine des Leberfettes
\vurden frei von Cholesterin und Oxycholesterin folgendermafen
erhalten:
Die frische lebenswarme Hundeleber wurde nach ihrer
grundlichen Entblutung gehorig zerkleinert, in einer Schale
mit absolutem Alkohol (bergossen, unter wiederholter Er-

I) Diese Zeitschrift, Bd. «3. S. 233 (1909); vgl. auch Biychem. Zeit-
schrift, Bd. 52, S. 206—213: die Differenzen zwischen deni Gehalt an
Cholesterinstoffen iin Pfortaderblut und dem des Lebervenenblutcs.
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neuerung des Alkohols bei gelinder Wéarme gut eingetrocknet
und mit einem Gemisch von 10 Teilen Benzin (spez. Gew. 0,720)
und 1 Teil absoluten Alkohols erschdpfend extrahiert. Die
nach der Beseitigung des Lo&sungsmittels erhaltene, leicht
schmelzbare, dunkelbraune, fast schmalzartig weiche Fettmasse
wurde in Ublicher Weise mit halbnormaler alkoholischer Kali-
lauge verseift und das Saponifikat wiederholt ausgeathert.
Das gut bis zur Neutralitat ausgewaschene Atherextrakt wurde
— behufs Beseitigung der von etwaigem Lecithin herriihrenden
basischen Substanzen — mit schwach salzsaurem Wasser
ausgeschattelt, neutral gewaschen und eingedampft. Das so
isolierte Unverseifbare des Leberfettes wurde auf dem Wasser-
bade durch haufiges UbergieBen mit absolutem Alkohol von
Wasser befreit und daselbst getrocknet. Es blieb in der flachen
Glasschale als hell- bis braunlichgelbe, strahlenférmig gelagerte
Krystallmasse zuriick, die auf dem Wasserbade nicht schmilzt.
Sie betrug 10°/0 vom angewendeten Fette und enthielt rund
50°/0 Cholesterin. Der geringe Oxvcholesteringehalt wurde
spektrometrisch zu 0,1—0,2°/0 von diesem Unverseifbaren
ermittelt. :

Nach Beseitigung des Cholesterins aus diesem Unverseif-
baren durch Ausfallen mit dem berechneten Digitonin in alkoho-
lischer Lésung und Abfiltrieren des Digitonin-Cholesterids wurde
das Filtrat auf etwa ein Finftel seines Volumens eingeengt
und mit Wasser verdinnt. Es entstand eine kolloidale Ldsung,
die das «Nichtcholesterin» neben Digitonin, das ja in Wasser
klar 16slich ist, enthielt. Ersteres lielR sich indessen nicht ohne
weiteres mit Ather ausziehen; vielmehr gelang dies voll-
standig erst nach Zusatz von etwas verdinnter Salzséure.
Das «Nichtcholesterin* ging klar mit gelber Farbe in die obere
atherische Schicht Gber, wahrend das Digitonin in der farb-
losen unteren Schicht verblieb. Die beiden Schichten trennten
sich leicht mit scharfer Trennungsfliche. Nach der Trennung
der Schichten und dem Auswaschen des Atherextraktes blieb
— nach Beseitigung des Athers und Trocknen des Rick-

standes mit Alkohol — das «Nichtcholesterin» zuriick. Es
stellte eine braunlichgelbe, trib durchsichtige, amorphe, weiche
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und stark fettige Masse dar. Diese reagierte in Acetanhydrid-
I6sung mit H2S04 nur aul3erst schwach und nur spuren-
weise auf Cholesterin und gab mit Essigschwefelsaure keine
Spur von Oxycholesterinreaktion.-y Dieses «Nichtcholesterin»
wurde nun zu etwa 2°/0 in Eisessig gel6st, in- die Ldsung
etwa das gleiche Gewicht an Benzoylsuperoxyd eingetragen,
bei gelinder Warme darin gelost, die Losung dann zweimal
kurz zum heftigen Sieden erhitzt und schnell abgekunhlt. Eine
Probe dieser LoOsung farbte sich nunmehr auf -Zusatz von
einigen Tropfen H2S04 intensiv kirschrot und gab im Spektrum
ein starkes Absorptionsband auf D im Gelb, begleitet von einer
schwachen Linie zwischen C und d im Hot.2) Auf Zusatz von
1 Tropfen Eisenchloridlésung (5°/oige in Eisessig) wurde die
Losung sofort rein und intensiv grin, das Band im Gelb des
Spektrums verschwand und die Linie im Rot wurde zum breiten,
tief dunkelen Streifen.

Diese nunmehrige Essigschwefelsaurereaktion des mit
dem Peroxyd oxydierten «Nichtcholesterins* mit allen ihren
Farben und Spektren, die ja nur den Oxydationsprodukten
des Cholesterins zukommt, hinterlat keinen Zweifel, daR
wir es hier mit einem ausgesprochenen Cholesterinabkdmmling
zu tun haben.

Die Hauptmenge der obigen mit dem Peroxyd'behandelten
Eisessiglosung wurde mit Wasser verdinnt und die entstandene
«Milch* unter Zusatz von etwas verdinnter Salzsaure ausge-
athert. Nach dem Waschen und Verdunsten des Extraktes
wurde der hellgelbe Rickstand solange auf dem Wasserbade
erhitzt, bis ein darlber ab und zu gestulptes Uhrglas keinen
Benzoesaureanflug mehr zeigte. Der helle bis braunlichgelbe
Rickstand ist nunmehr fest, wachsartig zéhe, nicht mehr
fettig und wird bei Wasserbadwarme nur weich und' faden-
ziehend, ohne eigentlich zu schmelzen. Er l6st sich leicht in

‘) Dagegen reagierte das ausgcfallte Digitonin-Cholesterid deutlich
auf Oxycholesterin. Die kleine Menge dieses Korpers, die das Unverscif-

bare enthielt, ging, wie oben schon angedeutet, als Digitonin-Oxycholesterid
mit dem Cholesterid in den Niederschlag.

j Sich selbst Uberlassen, pflegt diese Lésung durch Autooxydation
zunéachst blau und dann grin zu werden.
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wenig alkoholischer Kalilauge, fallt aber beim starken Ver-
diinnen mit Wasser nicht aus, sondern gibt dann eine héaufig
vollig klare,, mitunter auch opalisierende Losung. S&uren fallen
aus dieser Losung den Korper in hellgelben Flocken wieder aus.
Kr ist eine ausgesprochene Saure, die groRe Ahnlichkeit mit
den oben besprochenen Sauren der durch obige Oxydation des
reinen Cholesterins neben Oxycholesterin erhaltenen Gruppe IlI.

Das vermeintliche »Nichtcholesterin» des Leberfettes ist
also sicherlich ein neues weiteres, dem Oxycholesterin zum
mindesten analoges, vom Cholesterin abgebautes Glied in der
Kette der Abbauprodukte des Cholesterins, die letzteres mit
den Gallensduren verbindet. Ob bezw. wieviel die daraus er-
haltene obige Saure mit den vermutlich aus demselben Abbau-
produkt des Cholesterins auf nattrlichem Wege entstehenden
Gallensauren gemein hat, wird hoffentlich ihre laufende Unter-
suchung lehren. Soviel steht aber jetzt schon fest, dall zum
mindesten der allergro3te Teil, ja sehr wahrscheinlich sogar
der gesamte unverseifbare Begleitstoff des Cholesterins, genau
so wie sein Mitbegleiter, das Oxycholesterin, vom Cholesterin
abstammt und daB auch er unter den oben angedeuteten Um-
standen ein der chemischen Untersuchung sehr wohl zugang-
liches Material darstellt.

Versuch 1.
Gallcnsatiren und Galle als Cholesterinderivate.

1. Die Gallensauren geben bekanntlich keine Lieber-
mannsche Cholestolreaktion mit Acetanhydrid und Schwefel-
saure. Aber auch die eingedickte Ochsengalle (Fel tauri) gibt
diese Reaktion weder der bekannten griinen Farbe noch dem
markanten Spektrum nach. Die Galle 16st sich nur sehr
schwer und nicht restlos in Acetanhydrid und gibt auf Zusatz
von H2S04 eine mehr oder minder gelbrot gefarbte LOsung.
Die Farbe verstarkt sich zwar beim Stehen, verandert sich
aber dabei nicht. Diese Lo6sung zeigt zunachst ein Dbreites
Band im Grin des Spektrums (dicht am Blau); etwas spater
tritt auch eine viel schwachere, sehr verschwommene Ab-
sorption im Orange und Gelb auf. Diese Speklralabsorptionen
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verandern sich auch nach langerem Stehen nicht. Die kleine
Menge des in dieser Galle gefundenen Cholesterins (ca. 0,5°/0)
scheint darin in «verschleiertem», fur die Cholestolreaktion
unzuganglichem Zustande enthalten zu sein.

2. Besser und vollstandiger als in Acetanhydrid 16st sich
die Galle in Eisessig unter Zurticklassung einer kleinen Menge
dunkelflockiger Substanz. Die hiervon abfiltrierte LOsung ist
von grunlicher Farbe und zeigt im Spektrum ziemlich schwache,
aber bestimmte Absorptionen im Orange und Grin des Spek-
trums. (Gallenfarbstoffe?) Auf Zusatz von einigen Tropfen
H2SOj wird die Lésung braunlichgelb und die Sschwachen
Spektralabsorptionen &ndern etwas ihre Lage und Gestalt,
schwéchen sich aber in kurzer Zeit noch mehr. Die gelbe
Farbe andert sich auch beim Stehen nicht. Von der sehr
charakteristischen Essigschwefelsdurereaktion des Oxychole-
sterins ist also hier weder in Farbe noch im Spektrum irgend
etwas zu merken.

Versetzt man die Losung der reinen Cholsaure in Eis-
essig mit einigen Tropfen H2S04, so bleibt die Lésung ebenso
farblos wie vor dem Schwefelsaurezusatz.

3. Versetzt man 2—3 ccm der Eisessiglosung der Galle
in einem Reagenzglas bei gelinder Warme mit etwa dem
gleichen bis doppelten Gewichtsteil vom Gallengehalt der L6sung
mit Benzoylsuperoxyd, so tritt eine schwache Gasentwicklung
ein. 1st das Peroxyd gel6st und die Gasentwicklung voriber,
so wird die Losung ein- bis zweimal kurz, aber heftig aufge-
kocht und schnell abgekuhlt. Die grinliche Farbe der Ldsung
sowie ihre oben erwdhnten Spektralabsorptionen sind jetzt
verschwunden. Lalt man nun in die hellgelb gewordene Lésung
8—10 Tropfen konzentrierte H2S04 fallen, so farbt sich diese
am Boden des Glaschens kirsch- bis violettrot, tberschichtet
von einem blauen oder blaugriinen Ring, wahrend die oberste
Schicht sich nach und nach schon grin farbt. Durchschuttelt
man das Gemisch, so farbt es sich nach und nach entweder
blau mit violetter Durchsicht im Lampenlicht, oder es wird
sofort grin: je nachdem eine kleinere oder grol3ere Menge
des Peroxyds fur die obige Oxydation der Gallenldsung ver-
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wendet wurde. Heim Stehen farbt sich die Losung, auch wenn
sie zunéchst blau ist, allm&hlich rein grin. Setzt man zum
Reaktionsgemisch 2 Tropfen o*Voiger Eisenchloridlésung (in
Eisessig), auch wenn es noch blau gefarbt ist, so wird es
momentan tief und rein grin. Dem Farbenwechsel entspricht
ein banderreiches, entsprechend wechselndes Absorptions-
spektrum. J)

Genau dieselbe Reaktion habe ich vor einigen Jahren
als «eine Farbreaktion auf Cholesterin durch Oxy-
dation», d. h.: durch Uberfihrung des Cholesterins in Oxy-
cholesterin, verdffentlicht.2) Cholesterin fir sich, d. h. ohne es
vorher zu oxydieren, gibt in Eisessiglosung mit H2$0t diese
Reaktion nicht.

Fuhrt man diese Oxydation, anstatt mit Galle, mit der
daraus gewonnenen reinen Cholsdure aus, so gibt die oxydierte
Losung auf Zusatz von H2S04 genau dieselben Farben und
Spektralerscheinungen,3) wie die oxydierte Cholesterinlésung,
oder die oxydierte Gallenlésung oder auch die reine Oxy-
cholesterinlésung in reinem Eisessig.

Diese farbenprachtige und farbenreiche Oxycholesterin-
reaktion mit ihren pragnant-charakteristischen Spektralab-
sorptionen, die, wie oben gezeigt, in so bestimmter und nie
versagender Weise sich auch beim Cholesterin, dem «Nicht-
cholesterin» des Leberfettes, bei der Cholsaure und selbst
bei der rohen Ochsengalle mit Leichtigkeit hervorrufen laft,
kann Uber den Abbau des Cholesterins in den tierischen

Organen bis zur Cholsaure kaum noch einen Zweifel hinter-
lassen.

Versuch 111.

Bei der ersten «Ausatherung» des «verseiften» Oxydations-
produktes des reinen Cholesterins geht ein Teil der Kalisalze

") Die ausfuhrliche Schilderung dieser Farben- und Spektralerschei-
nungen: siehe diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 437; Bd. 53, S. 144 und 145
(1907); Biochem. Zeitschr., Bd. 48, S. 376—378; daselbst, Bd. 54, S. 219
bis 221 (1913); «Berichte», Bd. 38, S. 1123 (1898).

*) Ber. d. deutsch, chem. Ges., Bd. 41, S. 252 ff. (1908).

3 Vgl. «Berichte», Bd. 47, S. 1459 (1914).
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der oben erwahnten sauren Gruppe Il in die Athergchicht tber,
die getrennt von den weiteren Atherextraktionen und von den
anderen Salzen der Unterlauge fiir sich behandelt wird. Aus
den Salzen dieses Teils wird die betreffende S&ure in Ublicher
Weise isoliert.l)

1. Eine etwa 2°/oige Weingeistlosiing dieser * Cholesterin-
sdure» wurde mit einer >/*- bis I°/oigen Digitoninlésung in
90°/oigem Spiritus in der Warme vermischt* 1 bis 2 Tage sieh
selbst Uberlassen und nur ab und zu mit dem Glasstab urn-
geriihrt. Es schied sich nach und nach eédne groRere Menge
weiler krystallinischer Substanz aus, die zum gro3ten Teil aus
Digitonin besteht, neben einer kleinen Menge eines Korpers,
der anscheinend eine Digitoninverbindung jener S&ure ist. Der
Niederschlag wurde filtriert, mit Alkohol gewaschen, abgesaugt
und im Exsikkator getrocknet.

Lost man eine genligende Menge dieser Substanz in ab-
solutem Alkohol, versetzt 1 ccm der Losung mit 1 Tropfen
alkoholischer, I°looiger b urfurollésung und vermischt das Ganze
unter Kihlung des Reagenzglases mit 1 ccm konzentrierter
112S04, so farbt sich das Gemisch zunéchst rétlich-gelb und
wird beim langeren Stehen mit der Zeit — je nach dem
Substanzgehalt intensiv gelblich- bis schén kirschrot. Das
Gemisch zeigt 3 Spektralabsorptionen und zwar: 1. einen
schwachen Streifen im Gelb, der verschwimmend bis ins Orange
des Spektrums hinlbergreift; 2. ein ziemlich breites und dunkles
Rand in der Mitte des Griins (ein wenig naher dem Gelb) und
3. ein noch breiteres und noch dunkleres Band zwischen Griin
und Blau (etwas mehr ins Grin hinibergreifend). -Das ganze
Violett bis etwa zur Halfte des Blaus ist mit fast scharfem
Rand ganz ausgeldscht. Farbe wie Spektra halten sich wochen-
lang und unterscheiden sich sehr wesentlich von denen der
freien Saure. [Vgl. Biochem. Zeitschr., Bd. 48, S. K)6 (1913).|

Blinde Versuche mit Furfurol resp. mit Digitonin fir sich
fielen hinsichtlich dieser Reaktion negativ aus.

S iol ff ~19043 geschil(iert ist dieses Verfahren : Biochem. Zeitschr., Bd. s,

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCI. . 23
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2. Derselbe Versuch wie unter 1. mit reiner, von E. Merck
in Darmstadt wiederholt bezogener «Acid. cholalicum», ergab
auch dasselbe Resultat wie die obige «Cholesterinsdure». Auch
hier waren Farbe und Spektra grundverschieden von denen der
freien Cholsdure und fielen mit denen der genannten « Cholesterin-
saure »-Furfurolreaktion vollstandig zusammen. Etwaige Neben-
substanzen oder Verunreinigungen der schon krystallisierten
Cholsaure dirften wohl hier nicht in Betracht kommen. AuRer-
dem habe ich diese Versuche mit wiederholt und zu ver-
schiedenen Zeiten von der bekannten Firma bezogenen Pra-
paraten ausgefihrt und zwar stets mit demselben Erfolg.

Ob die beiden Substanzen dieser zwei Versuche mit-
einander identisch sind und somit die obige Gruppe Il eine
aus reinem Cholesterin bei dessen Oxydation wirklich ent-
standene Cholséaure enthélt, wird hoffentlich die weitere Unter-
suchung dartun. Dal aber hier zum mindesten wesensverwandte
Substanzen gemeinsamen Ursprungs vorliegen, kann kaum be-
zweifelt werden. Ist aber dem so, so legt auch dieser Ver-
such Il beredtes Zeugnis ab von dem Abbau des Cholesterins
in den tierischen Organen bis zu den Gallenséuren.

Aus dem obigen Versuch Il ergibt' sich die Frage, ob
die dort geschilderte, so charakteristische und mit grofRer
Leichtigkeit und Sicherheit hervorzurufende Reaktion auf Galle
und Gallensauren durch Oxydation derselben mit Benzoyl-
superoxvd sich nicht auch als Probe zur Ermittelung von Galle
und Gallensdauren in den tierischen Flissigkeiten eignen duirfte.
Auch diese Frage ist in das Bereich dieser Untersuchungen
gezogen worden, und ich hoffe, sie demnéachst in einem Nach-
trag zu dieser Arbeit zu beantworten.

Schlul3satze:

1. Welches die sonstigen Funktionen des Cholesterins
in den tierischen Organen auch sein mdgen; sein Schicksal
ist — sein Abbau zu Produkten, die bei der Erndhrung des
Organismus, namentlich beim Fettstoffwechsel und der Fett-
resorption, ihre Verwertung finden.
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2. Das Cholesterin, C27H4fiO, nimmt zunéachst auf seiner
Wanderung durch die tierischen Organe und Gewebe — hodchst-
wahrscheinlich in der Blutbahn — 1 Atom Sauerstoii auf und
verwandelt sicli so in ein wesentlich reaktionsfahigeres, dem
weiteren Abbau zuganglicheres Produkt: in das Oxychole-
slerin. Dieses ist demnach gleichsam ein «aktiviertes
Cholesterin».

3. Das Oxycholesterin, C27114102, kennzeichnet sich durch
seine spezifische Farb- und Spektralreaktion in Eisessiglosung
mit konzentrierter Schwefelsaure, schlechthin die «Essig-
schwefelsaure-Reaktion» genannt. Durch diese sehr emp-
findliche Reaktionl) 1a4Bt sich das Oxycholesterin in fast allen
tierischen Organen und Geweben neben dem Cholesterin leicht
qualitativ nachweisen und durch genaue Messungen seiner
Spektralabsorption mit der des reinen Oxycholesterins auch
(juantitativ bestimmen.2)

4. Die starksten und farbenschonsten Essigschwefelsaure-
reaktionen und daher auch die relativ groRten Mengen Oxy-
cholesterins findet man im unverseifbaren Anteil des Blutfettes.
In den anderen Organen und Geweben nimmt die Reaktion
allmahlich ab, bis sie beispielsweise in der Leber fast ganz er-
lischt.3) Das Uunverseifbare des Leberfettes besteht jedoch
noch zur Halfte aus Cholesterin und zur anderen Halfte aus
bis jetzt noch nicht ndher gekennzeichneten BegleitstolTen des
Cholesterins, den sogenannten «Nichtcholesterinen»,' die weder
die Liebermannsche Cholestolreaktion auf Cholesterin noch
die Oxycholesterinreaktion mit Essigschwefelsidure.geben.4)

5. Die «Nichtcholesterine» sind jedoch nachweislich
Cholesterinabkdmmlinge,5) da auch bei ihnen sich die Essig-
schwefelsdurereaktion des Oxycholesterins (durch Oxydation)

n lhre spektrale Empfindlichkeit ist etwa viermal groRer als die
der bekannten Cholestolreaktion des Cholesterins («Bericht» Bd 47
S. 1455 (1914).

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 48, S. 375ff (1913). *

3) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 229 und 233 (1909).

4) Biochem. Zeitschr., Bd. 52, S. 209 (1913).

5) Aller Wahrscheinlichkeit nach weitere Abbauprodukte des Oxy-
cholesterins.

23*
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hervorrufen laRt (s. oben Vers. I, S. 321) und dienen sicherlich
als Baumaterial fur die N-freien Komponenten der Gallensdure-
paarlinge. Denn auch

6. die Gallensdure und die Galle selbst geben (nach
ihrer Oxydation) die Essigschwefelsaurereaktion des Oxycho-
lesterins mit allen ihren charakteristischen Farben und Spektral-
erscheinungen. Hieraus darf wohl geschlossen werden, dal
zum mindesten die Gallensduren vom Cholesterin abstammen.
Die Liebermannsche Cholestolreaktion geben die
oxydierten Eisessiglosungen der Cholsaure und der Galle
nach ihrem Vermischen mit Acetanhydrid und etwas H2S04
nicht, wahrend dies beim reinen Oxycholesterin — auch
nach seinem Aufkochen mit Benzovlsuperoxyd in Eisessig —
durchaus der Fall ist. Daraus durfte vielleicht folgen, dal’ jene
ersteren Substanzen nicht direkt aus dem Cholesterin selbst,
sondern erst aus den weiteren Abbauprodukten des Oxy-
cholesterins in der Leber entstehen.

Hamburg im April 1914.



