Uber das sogenannte Protagon der Niere.

Von
Th. Panzer.

(Aua dem Universitéatslaboratorium fir angewandte medizinische Chemie in Wien.)
(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1906.)

Mit histologischen Untersuchungen Uber die grofle weile
Niere beschéftigt machte mich Herr Privatdozent Dr. Oskar
Stoerk, Assistent am Wiener pathologisch-anatomischen In-
stitute, auf das Vorkommen einer von den Histologen bisher als
Protagon bezeichneten Substanz aufmerksam und stellte mir in
liebenswirdigster Weise solche Nieren zur chemischen Unter-
suchung zur Verfugung. Er hat die Ergebnisse seiner Unter-
suchungen unter dem Titel «Uber Protagon und tber die groRe
weille Niere» in den Sitzungsberichten der kaiserlichen Aka-
demie der Wissenschaften in Wien (Mathem.-naturw. Klasse;
Bd. CXV., Abt. lll, Februar 1906) publiziert. Ich entnehme dieser
Abhandlung folgende auf diese Substanz sich beziehende Satze:

«Das Protagon................ tritt in der Niere bei mikro-
skopischer Betrachtung an zwei Stellen auf: intraepithelial in
sehr wechselnder Reichlichkeit als Tropfchen und Granula im
Protoplasma und im Zwischengewebe, in letzterem Bereich bis-
weilen in solcher Menge, dal auch ein makroskopisches Er-
kennen maglich ist.

Sie sind fast ausschlieBlich bei entziindlich affizierten
Nieren (mit EinschluR der arteriosklerotisch veranderten), und
zwar bei etwas langerem Bestehen des Entziindungsprozesses
anzutreffen.

Das Bild des in der friilher erwahnten Weise gewonnenen
Zupfpréaparates ist ein Uberaus charakteristisches. Man sieht
neben celluldren Elementen farblose oder blaR gelbliche, klumpige
und schollige Gebilde, welche bei enger Blende einen eigen-
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timlichen Glanz, bei Bewegung der Mikrometerschraube ein
eigentiimliches Glitzern erkennen lassen. Im polarisierten Licht
heben sie sieh bei gekreuzten Nikols in weiBem Atlasglanz
leuchtend vom dunklen Grunde ab.

Es finden sich............... zwischen, auf und in den eigen-
timlichen Schollen und Klimpchen, welche im Nativgefrier-
schnitt dicht gedréangte, stark lichtbrechende Tropfchen in
mannigfacher GroRe umschlielen, nach Formolbehandlung scharf
hervortretend mehr weniger reichlich krystallinische Bildungen
in Form von kurzen, kleinen Krystallen................ oder von
feineren und groberen Nadeln und Nadelbiischeln. Besonders
die zentralen Anteile vieler groRerer Schollen enthalten die
letzteren oft in dichter Menge und solche Schollen gewinnen
dadurch schon bei Betrachtung mit schwacher Vergréfierung ein
vorwiegend parallel- und feinstreifiges Aussehen.

Bei Farbung der Gefrierschnitte mit Fettfarbstoffen (Schar-
lach R., Sudan IIl.) farben sich die scholligen Massen leuchtend
gelblich rot.

In absolutem Alkohol, Aceton, Schwefelather, Benzin,
Chloroform und Xylol wird die Substanz mehr weniger rasch
gelost, selbst Glycerin scheint sie bei langerer Einwirkung in
eigentlimlicher und das optische Verhalten aufhebender Weise
zu beeinflussen. Es finden sich ndmlich in Schnitten mit Glycerin-
einschluB meist schon nach wenigen Wochen und im Laufe der
Zeit immer mehr zunehmend vielfach an Stelle der doppelt-
brechenden Elemente groRere, wie durch Extraktion und Kon-
fluenz entstandene, ziemlich stark gldnzende Tropfen ohne
Doppelbrechung.

Die Einwirkung der Uberosmiumséaure hebt stets die Fahig-
keit, doppelt zu brechen, auf. Betrachtet man die osmierten
Gefrierschnitte oder Gefrierschnitte osmierter Gewebe in Wasser
oder Glycerin, so erscheinen die Schollen sowie ein Teil der........
intraepithelialen Tropfchen und Granula ungeschwarzt, in einem
schmutzig blalbraunlichen Farbton — von letzteren meist die
kleineren und kleinsten; die groReren und gréfiten intraepithelialen
Tropfchen oft schwarz («primare Osmiumschwarzung»).
Ubertragt man die Schnitte auf 24 Stunden in Alkohol, so er-
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scheinen nunmehr alle Schollen und Trépfchen schwarz («se-
kundare Osmiumschwarzung»).

Entfernt man die Osmiumschwarzung aus dem Gefrier-
schnitt, beispielsweise durch Behandlung mit H202, so stellt
sieh das Phanomen der Doppelbrechung nicht wieder ein.»

Die erste Aufgabe der chemischen Untersuchung war natir-
lich die Reindarstellung der beschriebenen Substanz. Zunéchst
wurden einige Vorversuche angestellt, und zwar wurden in der
Meinung, daR es sich hier um Protagon oder eine &hnliche
Substanz handle, Verfahren versucht, welche zur Darstellung
von Protagon geeignet sind; sie fuihrten zu keinem Ziele. Durch
weitere Versuche wurde siedendes Aceton als brauchbares
Extraktionsmittel fir die Substanz aufgefunden.

Es wurden nun drei Nierenpaare, welche nach der mikro-
skopischen Untersuchung viel von der doppeltbrechenden Sub-
stanz enthielten, in Arbeit genommen und zwar wurde jedes
Nierenpaar separat verarbeitet.

Die Nieren wurden mit der Schere zerkleinert und in
95°/oigem Alkohol unter 6fterem Wechseln des Alkohols durch
mehrere Wochen gehartet. Die geharteten Nierenstliekchen wurden
hierauf durch ein engmaschiges Drahtsieb geprefit und der so
erhaltene Brei mehrmals mit 95°/oigem Alkohol bei Zimmer-
temperatur und hierauf mehrmals mit Aceton bei Zimmer-
temperatur extrahiert. Die gut abgeprefiten Gewebsriickstande
wurden nun in etwa Va Liter Aceton verteilt und die Flissig-
keit in bedecktem GefdBe durch eine Viertelstunde auf dem
Wasserbade in schwachem Sieden erhalten. Dann wurde rasch
siedend heil filtriert und das Filtrat in den Eiskasten gestellt.
Am anderen ' Tage hatten sich aus der Flussigkeit farblose
Krystéllchen abgeschieden. Zwar erschienen diese Krystallchen
bei mikroskopischer Betrachtung vollkommen einheitlich, trotz-
dem wurden sie noch mehrmals aus siedendem Aceton um-
krystallisiert. So wurden aus jeder der drei Nieren einige Zenti-
gramme bis 0,25 g gereinigter Krystalle erhalten.
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Herr Dr. Stoerk hatte die Liebenswirdigkeit, nachzu-
weisen, dall diese Krystalle dasselbe Verhalten zeigten, wie die
von ihm beschriebene Substanz (Doppelbrechung, Farbung mit
Sudan Ill, Osmiumschwarzung).

Die Krystalle, unter dem Mikroskope kurze Prismen, oft
zu Drusen gruppiert, waren unléslich in Wasser, schwer 16s-
lich in kaltem Alkohol und in kaltem Aceton, leicht 16slich in
heiRem Alkohol, in heiBem Aceton, in Ather, Ben'zol und Chloro-
form. Der Schmelzpunkt von jedem der drei Praparate war
68° C. Eines der drei Praparate wurde nochmals aus heilem
Aceton umkrystallisiert, der Schmelzpunkt anderte sich nicht.

Die Substanz war frei von Stickstoff, Phosphor und Schwefel.
Sie war also kein Protagon. Eine Probe der Krystalle, in Chloro-
form geldst, wurde mit etwas Essigsdureanhydrid und einem
Tropfen konzentrierter Schwefelsdure versetzt; erst nach einigen
Minuten trat eine Grinfarbung auf, wie sie das Cholesterin
bei gleicher Behandlung in viel kirzerer Zeit zeigt.

Eine Beimengung von Cholesterin erscheint nach der Kon-
stanz des Schmelzpunktes, noch mehr aber nach dem einge-
schlagenen Darstellungsverfahren vollkommen ausgeschlossen.
Eben aus diesem Grunde wurde ja dieses Verfahren beibe-
halten, 6bwohl es mit kolossalen Verlusten arbeitet und die
erhaltenen Substanzmengen offenbar nur geringe Bruchteile des
Gehaltes der Nieren an doppeltbrechender Substanz sind.

Es war demnach an einen Ester des Cholesterins zu denken,
woflr auch das langsame Eintreten der Cholestolreaktion spricht.
Indessen bereitete die Verseifung des Esters Schwierigkeiten.
Als geeigneter Weg erwies sich die Verseifung mit Natrium-
alkoholat in Benzollésung. 0,2 g des Esters wurden in 50 ccm
Benzol geldst, blanke Natriumstiickchen und etwas absoluter
Alkohol zugesetzt; dann wurde auf dem Wasserbade zum Sieden
erhitzt und vorsichtig absoluter Alkohol in kleinen Portionen
eingetragen, bis das Metall eben geldst wiar. Das Sieden wurde
hierauf unter Anwendung eines eingeschliffenen RuckfluBkihlers
4 Stunden lang fortgesetzt. Nach dem vollstandigen Erkalten
wurde filtriert und die ungeldsten Seifen mit Benzol ausge-
waschen. Die vereinigten Benzolfiltrate wurden mit destilliertem
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Wasser so oft ausgeschiittelt, bis das Wasser auf Lackmus nicht
mehr alkalisch reagierte.

Diese wasserigen Flissigkeiten wurden mit Bleiessig aus-
geféllt; der entstandene Niederschlag enthielt nur sehr geringe-
Spuren organischer Substanz.

Die gewaschene Benzollésung wurde auf einem maRig
geheizten Wasserbade verdunstet, der Abdampfrickstand in
Alkohol gelést, die Losung zum Sieden erhitzt und solange mit
Wasser versetzt, bis sie in der Siedehitze trib blieb. Die
Trubung wurde durch Zusatz von einigen Tropfen Alkohol in
Lésung gebracht, die Flussigkeit heiR filtriert und langsam er-
kalten gelassen. Die hierbei sich ausscheidende farblose Sub-
stanz wurde in der eben beschriebenen Weise noch zweimal
aus wasserhaltigem Weingeist umkrystallisiert, schlieflich in
Chloroform geldst und die Losung langsam verdunsten gelassen.

Der hinterbleibende Ruckstand war farblos und bestand,
wie die mikroskopische Betrachtung erwies, nur aus Krystallen
von der fir Cholesterin typischen Krystallform. Sein Schmelz-
punkt war 144° unkorr. (fur Cholesterin 145°). Die Krystalle
zeigten endlich die Liehermannsehe Cholestolreaktion in den
fir Cholesterin charakteristischen Farben.

Damit erscheint das Cholesterin dargestellt und identifizert.

Zur Isolierung der mit dem Cholesterin veresterten Sauren
wurde der in Benzol ungelost gebliebene Seifenriickstand in
Wasser gelost und die Lésung mit Bleiessig ausgefallt. Der
entstandene Niederschlag wurde auf einem Filter mit Wasser
ausgewaschen, auf dem Wasserbade getrocknet und in einem
glasernen, nur mittels Glasschliffen, ohne Anwendung von Kork
zusammengefigten Soxhietsehen Extraktionsapparate durch
3 Tage mit Ather extrahiert.

Die atherische Losung wurde nun verdunstet und der
Rickstand dufch langere Zeit auf dem Wasserbade mit sehr
verdinnter Salzsdure behandelt. Er verwandelte sich dabei in
einige Oltropfen von HanfkorngréRe, welche auf der wésserigen
Flussigkeit schwammen und beim Erkalten erstarrten. Die
wasserige Flissigkeit enthielt geldstes Blei.

Die erstarrten Oltropfchen wurden mit destilliertem Wasser-
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gewaschen und zwischen Filtrierpapier getrocknet; sie waren
schwach braunlich gefarbt. Kleine Proben derselben wurden
in Alkohol und in Ather gelést und die Loésungen auf Objekt-
tragern langsam verdunsten gelassen; die Rickstande zeigten
unter dem Mikroskope Andeutungen von krystallinischer Struktur
(kurze Prismen), bestanden aber groBtenteils aus amorphen
Schollen. Die Substanz l6ste sich leicht in Alkohol. Die
alkoholische Lésung reagierte auf Lackmus deutlich sauer.

Der Schmelzpunkt der erstarrten Oltropfchen war 39—40°.

Eine Probe dieser Substanz wurde in verdiinntem Ammoniak
geldst, die Losung auf dem Wasserbade abgedampft und der
Rickstand in Wasser gelost. Die Losung gab mit Ldsungen
von Chlorcalcium, Chlorbaryum und Magnesiumsulfat Nieder-
schlage, sie wurde auf Zusatz von Salzsdure trib, klérte sich
aber wieder beim Schitteln mit Ather.

Eine Probe der Sdure wurde in Chloroform gel6st und
die Losung mit einer sehr verdinnten Loésung von Brom in
Chloroform versetzt; die durch das Brom bedingte Gelbfarbung
verschwand.

Die Séaure zeigt die Liebermannsche Cholestolreaktion
nicht.

Aus der in Ather unléslichen Bleiverbindung wurde ebenso,
wie fir das losliche Bleisalz beschrieben, die Saure abge-
schieden. lhre Menge war etwa doppelt so grof als die der
Saure aus dem loslichen Bleisalz. Auch sie bestand aus Ol-
tropfen, die beim Erkalten erstarrten. Langsam verdunstete
alkoholische oder atherische Losungen hinterlieen Riicksténde,
welche unter dem Mikroskope Tendenz zur Krystallisation zeigten.
Auch gegen Reagenzien verhielt sie sich so wie die beschriebene
Séure ; sie war leicht in Alkohol l6slich, die alkoholische Ldsung
reagierte sauer, sie zeigte die bereits angefuhrten, den hdheren
Fettsauren zukommenden Fallungsreaktionen, addierte Brom und
gab nicht die Cholestolreaktion. Nur ihr Schmelzpunkt lag
hoher als der der ersten Sdure, namlich bei 53—54° C.
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Nach diesen Ergebnissen bin ich nicht imstande, die mit
dem Cholesterin veresterte Saure zu identifizieren. Sicher ist,
daR diese Saure die Eigenschaften einer Fettsdure zeigt, und
daBR sie eine ungesattigte Verbindung ist. Es ist aber nicht
auszuschlieBen, daB die dargestellte S&ure bereits ein Veran-
derungsprodukt der im Ester enthaltenen Sdure ist; dafur wirde
auch die Verschiedenheit der Schmelzpunkte der aus der in
Ather lI6slichen. Bleiverbindung einerseits, der in Ather unlos-
lichen andererseits sprechen.

War einmal schon die leichte Verdnderlichkeit in Betracht
gezogen, so lag es nahe, an die Olsdure zu denken. Der Olsiure-
cholesterinester ist bereits bekannt; er schmilzt nach Hurthlel)
bei 42° (Schmelzpunkt des aus den Nieren dargestellten Esters:
68° C.). Die aus dem Ester abgeschiedene S&ure hat einige
Ahnlichkeit mit der Elaidinsaure, auch ihr Schmelzpunkt liegt
nahe dem dieser Sdure. Ich habe daher, wie anhangsweise
beschrieben werden soll, den Ester der Elaidinsaure mit dem
Cholesterin dargestellt. Der Schmelzpunkt dieses Esters stimmt
mit dem des aus den Nieren erhaltenen Esters nicht Uberein.

Endlich ware noch die Mdglichkeit in Betracht zu ziehen,
dall ein Gemenge mehrerer Ester vorliegt, dal also nicht eine,
sondern mehrere Sduren in der aus den Nieren dargestellten
Substanz zu suchen waren; dagegen spricht aber das einheit-
liche Aussehen des Esters, die leichte Krystallisationsfahigkeit
und die Konstanz des Schmelzpunktes. Hingegen wirde fir
ein Gemenge sprechen, daB sich die abgeschiedenen Bleiseifen
in zwei Fraktionen zerlegen lieRen, in eine in Ather losliche
und eine in Ather unlésliche; es ist aber auch ganz gut denkbar,
daB die Bleiseife nur sehr schwer in Ather Islich ist, so daB
eine dreitdgige Extraktion nicht zur vollstandigen Erschépfung
des Niederschlages gentigte, oder aber, dall Verunreinigungen,
Nebenprodukté der Verseifung, die Loslichkeit eines kleinen
Teiles der Bleiseife bedingt haben.

Da schon wiederholt auf die Moglichkeit hingewiesen wurde,
dalR die Saure sich bei ihrer Abscheidung verdndert haben kann,

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 335.
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so muB auch dem Einwande begegnet werden, dal etwa die
doppelte Kohlenstoffbindung in der Saure ebenfalls ein Kunst-
produkt sei. DaR der Ester, wie durch einen Versuch fest-
gestellt wurde, Brom addiert, beweist hier nichts, da auch das
Cholesterin eine ungeséttigte Verbindung ist und Brom addiert.
Vielmehr muf3 dieser Einwendung entgegnet werden, dal3 bei
einer einfachen Verseifung nicht leicht Doppelbindungen ent-
stenen und daR der Ester durch Uberosmiumséure geschwarzt
wird, eine Reaktion, die bisher immer auf die Anwesenheit von
Olséure (Cholesterin gibt keine Osmiumreaktion), also einer
ungesattigten Saure, zurtickgefuhrt wurde.

Die Literatur tber das Vorkommen von Cholesterinestern
im tierischen Organismus ist in einer jlngst erschienenen Arbeit
von B. Bunzl) nachgewiesen. Es erscheint daher uberflissig,
auf diese Literatur hier einzugehen, zumal da sie fir den vor-
liegenden Gegenstand keine Anknlpfungspunkte bietet.

Ich kann also aussagen, dal die aus der groRen weilRen
Niere dargestellte, von den Histologen als Protagon der Niere
bezeichnete, krystallinische Substanz der Ester des Cholesterins
mit einer ungesattigten Séure ist, welche, wie die Olséure, einige
Eigenschaften der Fettsauren zeigt.

Der Cholesterin-Elaidinsaureester.
CuH3j — CO+ 0 C, H43

Da ich in der Literatur keine Angaben Uber diesen Ester
fand, soll er im folgenden beschrieben werden.

2 g Elaidinsaure (Merck) und 2,77 g aus menschlichen
Gallensteinen dargestelltes Cholesterin wurden im zugeschmol-
zenen Bohr durch 24 Stunden auf 200° C. erhitzt. Nach dem
Erkalten wurde die Rohre geoffnet, ihr brauner Inhalt .mit sie-
dendem Aceton aufgenommen und diese Ldsung von wenig
ungeldstem Harz durch Filtration befreit. Beim Erkalten schieden
sich aus der filtrierten Losung reichliche, noch braun geférbte
Krystallmassen aus, welche wiederholt, gegen Ende unter An-
wendung von etwas Tierkohle, aus siedendem Aceton umkry-

») Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 47.
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stallisiert wurden. Der Schmelzpunkt der beiden letzten Kry-
stallisationen war gleich.

So wurden schlieflich 0,7 g einer weil3en, sehr leichten
Substanz erhalten, welche unter dem Mikroskope betrachtet
aus zu Rosetten gruppierten kurzen, dicken Prismen bestand.
Sie schmolz bei 47° C., war unloslich in Wasser, schwer Ioslich
in kaltem Alkohol und in kaltem Aceton, leicht I6slich in heilem
Alkohol, in heiBem Aceton, in Ather, Benzol und Chloroform.
Sie zeigte die Liebermannsche Cholestolreaktion ebenso z6-
gernd, wie der aus den Nieren dargestellte Ester. Die Elementar-
analyse ergab folgende Zahlen:

0,1924 g im Vakuum uber Schwefelsdure getrockneter Substanz lieferten
0,2058 g Wasser und 0,5864 g Kohlendioxyd.

Berechnet fiir C46H7602 : Gefunden :
C 83,25°0 83,13 °/o
H 11,81°0 11,98 °lo



