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V_on
Yasuya Okasaki und Kanzi Iwaki.
Eingegangen am 14. September 1942.

Als erster hat F. Mylius im Jahre 1886 angegeben, daB die Chol-
saure bei der Faulnis der Pankreasdriise in eine um einen Sauerstoff
armere Gallensaure, Desoxycholsaure reduziert wird. Spater haben
Wieland und Sorge (1916) den Myliusschen Faulnisversuch mit ab-
solut reiner von Desoxycholsaure ganz freier Cholsaure einmal wie-
derholt. Dabei wurde keine Desoxycholsaure gefunden, jedoch von
thnen erklart, daB trotz des Misserfolges der biologische Ubergang
der Cholsaure in Desoxycholsaure nicht unmoglich sei. Dann gelang
es im Jahre 1940 T. Mori aus dem Faulnisprodukte mit reiner Chol-
saure und Pankreasdriise Desoxycholsaure zu gewinnen. Bereits
Sasaki (1940) hat gefunden, daB die Cholsaure bei der Bebriitung im
Meerschweinchenleber-Schnitt in 3.7.12-Triketocholansaure oxydiert
wird, obwohl dieser Versuch nicht bei Faulnis ausgefuhrt wurde.
Ebenfalls hat vor kurzem T. Kanemitu (1942) beobachtet, da 3.7. Di-
oxycholansaure bei der Faulnis der Meerschweinchenleber zu 3-Oxy-
7-ketocholansdure oxydiert wird. Die obenerwahnten Ergebnisse
weisen darauf hin, daB die Cholsaure leicht in Oxyketosiure oder
Dehydrosaure oxydiert und dann weiter in die anderen sauerstoff-
armeren Gallensauren reduziert wird, wie es im Organismus der Fall
ist.

Héhere Gallensauren wie z. B. Trioxy-bufosterocholensaure wer-
den im Meerschweinchenorganismus in Cholsiure und weiter in
Desoxycholsaure aboxydiert, was von Twaki (1941) bereits festgestellt
wurde. ‘ '

Um den Ubergangsmechanismus der kohlenstoffreicheren Gal-
lensdure, die als Zwischenstufe zu gewdhnlichen Gallensauren von
Cz4 betrachtet wird, in Cholsiure oder weiter in Desoxycholsaure
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festzustellen wurde das Schicksal der Trioxy-isosterocholensaure
CzH405 bzw. der Cholsaure bei der Faulnis der Meerschweinchen-
leber untersucht und gefunden, dal aus dem Faulnisprodukte Tri-
keto-isosterocholensaure, Dehydrocholsaure und Desoxycholsaure in
ziemlich guter Ausbeute erhalten wurden.

Bei der Faulnis der Meerschweinchenleber verhalten sich die
Trioxy-isosterocholensaure und die Cholsaure genau in gleicher
Weise.

Beim Versuch mit Cholsiaure wurde gefunden, dafl aufler Dehy-
drocholsaure und Desoxycholsdure eine Art von Monoxy-monoketo-
cholansaure, vielleicht 3-3-Oxy-7-ketocholansaure gebildet wurde.
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Die Bildung der Desoxycholsaure (V) aus Cholsiure () bei der
Faulnis geht also erst iber Dehydrocholsiure (ID, dann tber Re-
duktodehydrocholsaure (IlI) weiter iiber Oxyketosauren (V u. VD)
vor sich, bis sie aus letzteren als Desoxycholsiure (V) oder eine
B-Chenodesoxycholsaure gebildet wird. ’

Beschreibung der Versuche.

I. Bei Trioxy-isosterocholensdure.

3,9 g Trioxy-isosterocholensiaure vom Schmelzpunkt 227° wurden
in berechneter Menge von 10/N Natronlauge gelost und mit sterili-
siertem destilliertem Wasser verdiinnt, bis die Loésung 3% davon ent-
hielt. 130 cc der Lésung wurden mit 240 g zerkleinerter frischer
Meerschweinchenleber, zusammen mit 875 cc Phosphatpuffer (pH =
7,4) und mit 495 cc Rockscher Lésung in den sterilisierten Kolben
gebracht und 50 Tage lang im Brutschrank bei 37 - 38° aufbewahrt,
wobei taglich einige Male gut geschiittelt wurde. Diese Reaktions-
16sung wurde unter Zusatz von Krystallsoda schwach alkalisch
gemacht und filtriert. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade ab-
gedampft und im Exsikkator gut getrocknet. - Dabei wurde eine
schwarzbraune Masse von 45 g erhaiten und mit absolutem Alkohol
unter Erwarmung auf dem Wasserbade 3 Stunden lang extrahiert. Der
Alkoholextrakt wurde durch Abdampfen z. T. vom Alkohol befreit,
mit Wasser verdiinnt und weiter vom Alkohol befreit. Die dadei zu-
rickgebliebene schwarzbraune Lésung wurde unter Ansauerung mit
verdinnter Salzsiure mit Petrolather ausgeschittelt, um die fettige
Substanz zu entfernen. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde
wieder in 5 %iger Kalilaugelésung gelést, auf dem Wasserbade von
Lésungsmitteln befreit und dann mit verdiinnter Salzsiure ausge-
fallt. Die Fallung wurde abgesaugt, gut getrocknet und mit Petrol-
ather und Ather abwechselnd abermals digeriert. Der Atherauszug
wurde nach dem Verdampfen wieder in Petrolather digeriert und
diese Behandlung einige Male wiederholt, um das Fett und den
Farbstoff zu beseitigen. Aus diesem Atherauszug schieden sich
beim Verdunsten das Athers weisse Krystalle ab. Diese wurden aus
Methanol umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt

227°. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Trioxy-isosterocho-
lensaure. Ausbeute 1,2 g.

Methylester der Saure.

30 mg der Saure wurden in Methanol mit atherischer Diazome-
thanlosung verestert, der Ester wurde aus Methanol umkrystallisiert.
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Prismen vom Schmelzpunkt 220°. Bei der Mischprobe zeigte er mit
reinem Trioxy-isosterocholenséuremethy]ester keine Schmelzpunkt-
depression. :

3,450 mg Subst.: 9,220 mg COy 3,115 mg H,0.

CH405 Ber. C73,059% H 10,16%
Gef. ,, 72,89% . 10,10%

Das von den Trioxy-isosterocholensaurekrystallen abfiltrierte
atherische Filtrat wurde verdampft und im Exsikkator vollig ge-
trocknet. Der Rickstand wurde mit Essigather erschopfend extra-
hiert, der Essigatherauszug gut getrocknet und verdampft. Der
Rickstand wurde in Petrolather abermals digeriert, dann mit ge-
trocknetem Ather behandelt und der Atherauszug nach dem Ver-
dampfen wieder in Petrolather digeriert. Diese Behandlung wurde
nochmals wiederholt, um das Fett und den Farbstoff vollig zu be-
seitigen. Dabei wurde eine gelbweifle Masse erhalten. Diese Sub-
stanz wurde in Essigather gelost und bis zur beginnenden Krystal-
lisation eingeengt. Die dabei . erhaltenen Krystalle wurden aus
Eisessig mehrmals umkrystallisiert. Blattchen vom Schmelzpunkt
241 -242°, Bei Liebermannscher Reaktion zeigten sie eine schwach
gelbe Farbe. Ausbeute 60 mg. Keine Schmelzpunktdepression mit
reiner Triketo-isosterocholensaure. '

4,235 mg Subst.: 11,400 mg CO,, 3,250 mg H;O.

CxsH«Os  Ber. C73,63% H 8,849,
Gef. ,, 73419 ., 8,59%

2. Bei Cholsdure.

80 cc einer 5%igen Natriumcholatlésung (4 ¢ Cholsaure) wurden
mit 240 g frisch zerkleinerter Meerschweinchenleber, zusammen mit -
930 cc Phosphatpufferlésung von pH =78 und mit 490 cc Rock-
scher Loésung versetzt und 90 Tage lang im Brutschrank bei 37°
stehen gelassen. Folgende vier Versuche wurden vorgenommen.

a) Cholsaure. ,

Das Reaktionsgemisch wurde unter schwacher Alkalisierung
durch Zusatz einer 5 %igen Natriumkarbonatlésung auf dem Wasser-
bade zur Trockne abgedampft. Der schwarzbraune Riickstand wurde
mit absolutem Alkohol extrahiert, mit Kalilauge versetzt, bis die
Lésung 5% davon enthielt und dann 3 Stunden lang hydrolysiert.
Das braune Hydrolysat wurde mit einer grofleren Menge von Wasser
verdiinnt, unter Ansauerung mit verdiinnter Salzsaure mit Petrol-
ather geschiittelt, um das Fett zu beseitigen, und abfiltriert. Das
Filtrat wurde unter Zusatz einer Sodalésung schwach alkalisch ge- .
macht und auf dem Wasserbade durch Frwarmen von Alkohol und
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Petrolather befreit. Dann wurde die Losung mit verdiunnter Salz-
saure ausgefallt. '

Die Fallung wurde nach dem Trocknen aus Essigather umkry-
stallisiert. Ausbeute 7 g. Die Substanz wurde in 2%iger Ammoniak-
losung gelost, mit einer 10%igen Chlorbariumlésung ausgefallt und
nach 12 Stunden abfiltriert. Das Filtrat wurde mit verdinnter Salz-
saure ausgefallt. Die beiden Fallungen wurden nach dem Trocknen
in Essigather gelost und durch Einengen der Losung wurden Nadel-
krystalle gewonnen. Ausbeute 3g. Aus Alkohol wurden die Kry-
stalle umkrystallisiert. Oktader vom Schmelzpunkt 198°. Keine
Schmelztpunktdepression mit reiner Cholsaure.

Aus der Essigathermutterlauge wurden weiter nach dem Trock-
nen und nach Umkrystallisation aus absolutem Ather weifle Krystalle
gewonnen, die aus Azeton-Wasser umkrystallisiert wurden. Nadeln
vom Schmelzpunkt 198°. Ausbeute 0,64 g. Keine Schmelzpunkt-
depression mit reiner Cholsaure.

4,055 mg Subt.: 10,505 mg CO,, 3,520 mg H,0.

CxHyOs Ber. C7053% H987%
Gef. ,, 7063% - , 971%

b) Dehydrocholsaure.

Die Essigathermutterlauge wurde abgedampft, getrocknet und in
absolutem Ather gelost. Der orangegelbe in absolutem Ather unlés-
liche odlige Teil wurde in 2%ger Ammoniaklosung gelost, mit einer
5%gen Bariumchloridlosung ausgefallt und abfiltriert. Das Filtrat
wurde mit verdunnter Salzsaure gefallt, die hierbei erhaltene gelbe
Fallung nach dem Trocknen in Essigather gelost und die Lésung bei
Zimmertemperatur verdunsten gelassen. Die dabei abgeschiedenen
feinen Nadelkrystalle wurden aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelz-
punkt 236°. Ausbeute 70 mg. Die Krystalle zeigten weder Mylius-
sche noch Hammarstensche, wohl aber Jaffesche Reaktion. Keine
Schmelzpunktdepression mit reiner Dehydrocholsaure.

3,370 mg subst.: 8,850 mg COy, 2,560 mg H,O.

CxH3405  Ber. C71,59% H8,51%
Gef. ,, 71,62% ., 8,44%

c¢) Desoxycholsaure. :

Die Bariumsalzfallung wurde in 5%iger Sodalésung 2 Stunden
lang auf dem Wasserbade erwarmt und abfiltriert. Das Filtrat wurde
mit verdunnter Salzsaure angesauert und von der dabei abgeschie-
denen gelben Fallung abfiltriert.

Die Fallung wurde in 5 %iger Kalilauge geldst, 5 Stunden lang auf
dem Wasserbade erwarmt und dann abfiltriert. Das Filtrat wurde
unter Ansauerung mit verdunnter Salzsaure mit Ather extrahiert. .
Die Atherlésung wurde im Zimmer verdunsten gelassen. Die hier-
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bei abgeschiedenen Krystalle wurden aus Eisessig umkrystallisiert
Die Krystalle schmolzen bei 145° und zeigten keine Schmelzpunkt—
depression mit reiner Essig-choleinsaure.

3,870 mg subst.: 9,785 mg CO», 3,430 mg H,0.

C24H404.CH3;COOH Ber. C6897% H 9,84%
Gef. ,, 68,959% .» 9,92%

Diese Saure wurde in tiblicher Weise durch Kochen in Ameisen-
saurelosung verestert. Der Esterr schmolz bei 192°. Keine Schmelz-
punktdepression mit reiner Diformyl-desoxycholsaure.

3,640 mg Subst.: 9,290 mg CO;, 2,970 mg H,0.

CH400s Ber. C 69,64% H 8,939
. Gef. ,, 69,619 w 9,12%

d) Monoxy-monoketocholansiaure Ca4H3504.

Das von der Desoxycholsaurefraktion abgetrennte Filtrat wurde
zur Trockne abgedampft. Die braune Slige Masse wurde wieder in
2%ger Ammoniaklésung gelost und mit einer 5%gen Chlorbarium-
lI6sung gefallt. Die hierbei erhaltene gelbe Fallung wurde abfiltriert
und das Filtrat wurde unter Ansauerung mit verdiinnter Salzsiure
mit Ather ausgeschittelt. Die Atherlésung wurde im Zimmer ver-
dunsten gelassen. Die hier abgeschiedenen Krystalle schmolzen bei
185-188°. Ausbeute 30 mg. Beim Umbkrystallisieren aus Essigather
stieg der Schmelzpunkt auf 194-196°. Glanzende rhombische Tafeln.

Die Saure zeigte weder Hammarstensche, Myliussche noch Jaffe-
sche Reaktion. Bei Liebermannscher Reaktion zeigte sie eine schwach
orangegelbe Farbe mit sehr schwacher Fluoreszenz.

Bei der Mischprobe schmolz die Saure mit Essigcholeinsaure
(188°) bei 175-180°, mit 3-Oxy-7-ketocholansaure (200°) bei 178 -180°,

‘Auch zeigte die Saure mit 2-3-Oxy-12-ketocholansaure (165°), B-3-
Oxy-12-ketocholansaure (218-220°) und mit Wey]andsaure (164 -
165°) eine Schmelzpunktdepression.

Die neue Monoxy-monoketosaure stimmt aber nicht mit irgend-
einer bisher bekannten in der Literatur angegebenen Monoxy-mono-
ketocholansaure {iberein und zwar diirfte sie eine isomere 3-3-Oxy-
7-ketocholansiure sein. :

3,570, 3,450 mg Subst.: 9,640, 9,340 mg CO,, 3,170, 3,045 mg HO.

CxH304 Ber. C73,79% H981%
Gef. ,, 73,64%,73,84% ,, 9,93%,9,80%

Litaratur.

Kanemitu, T., noch nicht publiziert. — Mori, T, J. of Bioch., 31, 467, 1940. —
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