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Uber ein griines vom Indol sich ableitendes Harnpigment.

l. Mitteilung.

Yon
Prof. A. Benedicenti.

(Aus dem Institut fir experimentelle Pharmakologie der Universitat Messina.)
Ij)er Redaktion zugegangen am 22. Juli 1907))

Herr Prof. Plancher hat, in Ciamicians Laboratorium,
aus Indolen durch Einwirkung alkoholischer Jodide einige Basen
erhalten, die, wie er in neueren Arbeitennachweisen konnte,
nicht mehr als Dihydrochinoline, fir welche sie zuerst gehalten
wurden, zu betrachten sind, sondern als echte Indol-Abkdmm-
linge. Er hatte die Guote einige von diesen Kdrpern mir zu
pharmakologischen Studienzwecken zu senden und zwar erstens
die allereinfachste Base unter ihnen, das Indolin oder Dihydro-
Indol

CH?2
cu/

NH
und zweil methylierte Derivate dieser Substanz, das n-Methyl-
Indolin
CH,
CoH4AMN ch,
N-CH,
und das (a f B) Trimethylindolin:

C CH
- Mo
CA XC
\/
NH

n Plancher e Ravenna, Rend. Lincel, XVI, 1° Sem.
Gazz. chimica ital., XXVIII, I, p. 418 etc.

Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LUI. 13



182 A. Benedicentil,

Es war interessant zu untersuchen, wie die n-alkylierten
und C-alkylierten Derivate des Indolins im Vergleich mit diesem
Korper selbst sich im Organismus verhalten und aus diesem
Grunde veranlafte ich Herrn Cuttittal) im hiesigen Labora-
torium diese Frage vom pharmakologischen Standpunkte aus
zu studieren. Er konnte feststellen, dall die Toxicitat dieser
drei Korper nur gering ist, immerhin scheint da!S Indolin selbst
einen grolleren Giftigkeitsgrad zu besitzen, als seine methyl-
ierten Derivate. In Ubereinstimmung mit dieser Tatsache ist
es iInteressant die Ergebnisse der neuesten Untersuchungen von
Hervieux?) zu erwahnen, der keine Giftwirkung des a-Methyl-
indols, a B-Dimethylindols, des Trimethylindols und des R'-Athyl-
Indols auf Hunde, Ziegen und Kaninchen nachweisen konnte.

Was nun das Verhalten der drel von uns untersuchten
Substanzen im tierischen Organismus betrifft, so wurde beob-
achtet, daR wenn man Hunden und Kaninchen das Indolin per
0os oder durch subkutane Injektion einflhrt, man in dem Harne
grofle Mengen von Indigo nachweisen kann; ganz andere Re-
sultate hat man hingegen, wenn man das Trimethyl-, bezw.
n-Methylindolin einfuhrt. In diesem Falle wird der frisch ent-
leerte Harn, dem man in der Kalte eine seinem Volumen gleiche
Menge rauchender Salzsaure hinzusetzt, rasch rosafarben und
dann spater rot. Keines der gewoOhnlichen Losungsmittel, wie
Chloroform, Schwefelather, Essigather, Petrolather, Benzol,
Schwefelkohlenstoff, vermag diese Farbe aufzunehmen wenn
man diese Substanzen mit dem so erhaltenen Harne schuttelt,
wohl aber Amylalkohol und zwar mit der gro3ten Leichtigkeit.
Das Absorptionsspektrum der roten amylalkoholischen Ldsung
besitzt einen weniger scharfen Streifen im Rot als das Skatol
und dieser Streifen ist im Vergleich mit dem bei der letzt-
erwahnten Substanz etwas mehr nach rechts verschoben.

Wahrend nun aber der Harn derjenigen Tiere, welchen
das Trimethylindolin verabreicht wurde, auch beim langeren

*) Cuttitta, Sull' azione fisiolog. e comport, nell' organismo dell
Indolina etc. Giorn. R. Accad. di medicina di Torino, Vol. X, anno LXX.

2) Hervieux, Sur la prétendue toxicité des corps du groupe de
Findol. Compt. rend, hebdom. Soc. Biol.,, Mai 1907.
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Stehen an der Luft unverandert bleibt und Immer das rote
Pigment liefert,l) wird der Ham der mit n-Methylindolin be-
handelten Hunde und Kaninchen beim Stehen unter Luftzutritt
allmahlich granlich und bildet schlieBlich ein Harnpigment von
prachtig gruner Farbe, das mir als Untersuchungsobjekt diente
und das ich nun beschreiben will.

Da mir nur eine hochst geringe Quantitat von n-Methyl-
Indolin zu Gebote stand, multe ich zur Darstellung des n-Me-
thylindols schreiten, von welchem a priori dasselbe Verhalten
Im tierischen Organismus zu erwarten war. Um es darzustellen
bediente ich mich derjenigen Methode, die von Fischer und
Hel32) fur Synthesen der Indolderivate vorgeschlagen wurde,
und zwar ging ich von Methylphenylhydrazin und Brenztrauben-
saure aus, um das entsprechende Methylphenylhydrazon zu er-
halten. Beim Zerlegen dieses letzteren mit Salzsaure kommt
man zu der n-Methvl-indol-a-carbonsaure :

CH
cbh” “c.cooh

Nn-ch?

die dann weiter durch Erwarmen auf 205° in n-Methylindol
Ubergeht. Wenn man die n-Methyhndol-a-carbonsaure Hunden
und Kaninchen verabreicht, so erweist sie sich auch in gré3eren
Dosen ohne irgendwelche giftige Wirkung auf diese Tiere. Der
Harn dieser Tiere farbt sich rotbraun, wenn man denselben,
sel es sofort nach dem Entleeren oder auch nach langerem
Stehen an der Luft, in der Kalte mit dem gleichen Volumen
Salzsaure versetzt. Nach Zuzatz einiger Tropfen eines belie-
bigen Oxydationsmittels (wie Wasserstoffsuperoxyd, Calcium-

1) Beim Behandeln des Harns solcher Tiere, in welche das Tri-
methylindolin eingeftihrt wurde, mit neutralem Bleiacetat, Oxydation des
Filtrates mit Calciumhypochlorit und Salzsaure und schlief3lich Extraktion
mit Amylalkohol bekommt man eine schwache grinliche Farbung, die
aber fast sogleich verschwindet, um ins Rot tberzugehen. Weder in luft-
freien Medien noch durch andere Kunstgriffe kann dieser Farbenumschlag
verhindert werden.

) Fischer und Hess, Ber., Bd. XVII, S. 559.
13*
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hypochlorit usw.) tritt die Farbung intensiver hervor. Auch
diese Farbe wird vom Amylalkohol aufgenommen.

Das von mir bereitete n-Methylindol
CH
cony” YoCH

\ /
N.CH3
stellt sich nach sorgfaltiger Reinigung als ein'gelbes Ol dar,
von schwachem, an die aromatischen Basen erinnernden, Ge-
riche, unldslich in Wasser, leicht l0slich dagegen in Alkohol,
Ather, Benzol. Wenn man eine wasserige Emulsion dieser
Substanz mit rauchender Salzsaure in der Kalte behandelt,
so bekommt man eine sehr intensive rote Farbung, die vom
Amylalkohol aufgenommen wird.

Als ich das n-Methylindol Hunden und Kaninchen verab-
reichte, konnte ich sofort konstatieren, dall auch diese Sub-
stanz, wie das n-Methylindolin, die Bildung des oben erwahnten
grinen Pigmentes In dem der Luft ausgesetzten Harne veran-
allit. Wenn die dem Tiere injizierte Menge des n-Methylindols
pedeutend ist (2—3 g), bildet sich das grine Pigment viel
eichter und schon nach kurzer Lufteinwirkung, und zwar In
solcher Menge, dal der Harn ganz dunkelgrin bis schwarz
erscheint.

In grofReren Dosen ist das n-Methylindol fir Hunde wie
fur Kaninchen giftig. In solchem Falle zeigt das Tier zunachst
Symptome der Prostration und Mudigkeit, dann Anorexie, Un-
wohlsein, Schlafrigkeit, schwankenden Gang, Ubelkeit und Brech-
reiz, schliel3lich gesellt sich noch Parese der Gliedmafen hinzu,
die nur langsam im Laufe einiger Tage wieder schwindet. In
einigen Versuchen mit trachtigen Kaninchen wurde dadurch
der Abort mit Expulsion der unreifen Frucht hervorgerufen.
Das Eliminieren der eingefuhrten Substanz geht nur langsam
vor sich: noch nach sechs bis acht Tagen nach der Verab-
reichung einer starkeren Dosis von n-Methvlindol kann man
eine merkliche Grunfarbung des Harns erzielen, wenn man den-
selben eine gewisse Zeit an der Luft stehen lalit.

Wenn man den so grun gefarbten Harn mit Amylalkohol
schattelt, geht das ganze Pigment in das Losungsmittel Cber,
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das dadurch eine intensive smaragdgrine Farbe annimmt.
wihrend der Ham vollstandig farblos wird. Chloroform. Ather.
Petrolather. Benzol, Toluol, konnen ebenfalls, wenn auch nicht
so vollstandig, dieses Harnpigment aufnehmen: dazu kommt
noch hinzu, dal die Farbung In diesen Losungsmitteln nicht
so dauerhaft ist wie in Amylalkohol, denn schon nach wenigen
Stunden entfarbt sich die Ldsung, indem sie von griner Farbe
zur gelben Ubergeht und schliel3lich fast vollig farblos wird.
Die grune amylalkoholische LOsung dagegen verandert sich
sehr langsam, wenn man sie sich selber an der Luft tGberlaft:
nach vielen Tagen ist die intensive grune Farbe anscheinend
noch dieselbe und nur allmahlich buBt sie an ihrer Intensitat
ein. um zu einem gelblichen und schliel3lich braunen Ton Uber-
zugehen.

Wenn man die amylalkoholische Ldsung der Destillation
unter vermindertem Drucke und im Wasserstoffstrome unter-
wirft. so bekommt man einen Rickstand von lackartigem Aus-
sehen Imd dunkelgriner Farbe, der sich nach mehrtagigem
Aufbewahren Im Exsikkator Uber Chlorcalcium braunt und
schlieldlich eine dunkelrote Farbe annimmt. Um das griine Ham-
pigment zu isolieren bediente ich mich, nachdem ich es auf
verschiedene Weise versucht hatte, schliel3lich folgender Me-
thode. Der nach mehr oder weniger langem Stehen an der
Luft griin gewordene Harn wurde mit Chlorbarvumlosimg be-
handelt: der dabei entstehende Niederschlag von Baryumsulfat
rei3t auch einen grolen Teil der grlnen Substanz mit sich.
Der auf einem Filter gesammelte Niederschlag wird mit abso-
lutem Alkohol mehrmals Ubergossen, bis die grine Farbe vom
letzteren vollstandig aufgenommen ist. Die alkoholische Losung
wird durch schwaches Erwarmen eingedampft und der Ruck-
stand mehrmals, mit Alkohol aufgenommen, um das griine Pigment
von etwaigen anderen Stoffen zu befreien. Schliel3lich wird die
so erhaltene amorphe, intensiv dunkelgriine Masse mit \Wasser
versetzt, in dem sie unldslich ist und sich in Form von kleinen
Flockchen abscheidet: dieser Niederschlag wird auf dem Filter
gesammelt, mehrmals mit Wasser gewaschen und getrocknet.
Man bekommt auf diese Weise ein amorphes Pulver von dunkel-
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griner Farbe, sehr leicht 18slich in Alkohol, Ather, Chloro-
form, Benzol, Essigsaure; aber auch aus diesen Losungsmitteln
gelingt es nicht, die Substanz umzukrystallisieren. In Alkalien
Ist das Pulver wenig l0slich und verleiht dem Losungsmittel
eine gelbliche Farbe, In konzentrierter Schwefelsaure l06st es
sich mit dunkelbrauner Farbe auf (es handelt sich dabei wahr-
scheinlich um die Bildung eines Schwefelsaureesters) und, &ahn-
lich wie beim Indigo, kehrt die ursprtingliche, hier griine, Farbe
zurick, wenn man diese schwefelsaure Ldsung mit Wasser
verdunnt. Die grine alkoholische Losung entfarbt sich, wenn
man sie mit einigen Tropfen verdunnter Natronlauge behandelt;
nach Neutralisation mit Salzsaure kehrt die urspringliche Farbe
zuriick. Die spektroskopische Untersuchung der alkoholischen
LOosung ergibt ein Absorptionsband mit unscharfen Randern
zwischen den Linien C und D.

Alle diese Merkmale konnen zur Unterscheidung dieses
Pigments von Indigotin und anderen griunen Farbstoffen, wie
Biliverdin z. B., dienen.

Die verhaltnismaflig kleine Menge der dargestellten Sub-
stanz hat mir noch nicht gestattet, die Elementaranalyse der-
selben vorzunehmen, aber ihr ganzes Verhalten spricht dafir,
dal wir es hier mit einem Indigoderivat zu tun haben. Wie
bekanntlich diese Stammsubstanz, so besitzt auch das grine
Harnpigment ein Leukoderivat. Wenn man namlich seine alko-
holische LOsung mit Traubenzucker und Pottasche behandelt,
so wird sie farblos, um wieder die urspringliche grine Farbe
anzunehmen, sobald man sie In gellftetes Wasser eingielt,
Dasselbe Resultat hat man, wenn man das Pigment mit Hydro-
sulfit reduziert, was ja auch fur Indigo bekannt Ist.

Auch In dem, was das Verhalten des n-Methvlindols Im
tierischen Organismus anbelangt, erinnert es lebhaft an das
was Hervieux neuerdings fir Indol nachweisen konnte. Dieser
Autor beobachtete, dal}, wenn die eingefiihrte Indolmenge gering
Ist, das Indoxyl vollstandig esterifiziert und inlndikan Ubergefthrt
wird; der an der Luft stehen gelassene Harn trtbt sich und
zersetzt sich ohne seine Farbe merklich zu verandern; wenn
dagegen das Indol in groRRerer Quantitat verabreicht wird, so
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wird nur ein Teil des Indoxyls zu Indikan, wahrend der andere
Teill in Form eines von diesem verschiedenen Chromogens
eliminiert wird. Die In solchem Falle der Lufteinwirkung aus-
gesetzten Harne nehmen allmahlich eine blaue Farbung an,
die immer intensiver wird mit dem Auftreten des Indigotins,
dessen Menge mit zunehmender Zersetzung des Harns anwachst.
Dasselbe gilt auch fir das n-Methylindol. Wenn die injizierte
Menge dieses Korpers gering ist, so ist die Bildung des ur-
springlichen roten Pigments sehr ansehnlich (es stellt vielleicht
die erste Oxydationsstufe des n-Methylindols zu einer ent-
sprechenden n-Methylindoxylschwefelsaure dar), wahrend das
grane Pigment nur in geringer Menge und nach langerem Stehen
an der Luft zutage tritt. Wenn hingegen die eingefthrte Dosis
bedeutend war, so wird der an der Luft stehende Harn in
kurzer Zeit grin und die Farbung gewinnt mit fortschreitender
Zersetzung des Harns an Intensitat. Also auch in diesem Falle,
wie mit Indol, beobachtet man eine Art Indigurie, die auf-
tritt, sobald man grole Substanzmengen in den Organismus
einfuhrt, das heif3t also, wenn der dem Korper zur Verflgung
stehende Schwefel zur Bindung des Indoxyls bezw. n-Methyl-
Indoxyls nicht ausreicht. Allem Anschein nach koexistieren
die beiden Pigmente, das rote wie das grune, zugleich im Harn
und das gelegentliche Auftreten des letzteren in grolieren Mengen
wilrde In der erlauterten Weise seine Erklarung finden.

Wenn man von allen diesen Tatsachen ausgeht, so drangt
sich als die wahrscheinlichste die Vermutung auf, dal} das von
mir dargestellte grine Pigment ein Methylderivat des Indigo,
und zwar ein n-Methylindigotin ist:

GO CO
c/ Na
NCH, N-GH.,,

Da diese Substanz noch unbekannt ist, so suchte ich sie
In vitro darzustellen, um zu prufen, ob die Eigenschaften des
so dargestellten Korpers mit denen des aus dem Harne iso-
lierten Farbstoffes zusammenfallen. Zu diesem Zwecke bediente
ich mich derjenigen Methode, die fuir die Darstellung des n-Athyl-
Indigotins
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6/ /: /1 /n

N.C2H5 N-c2hb

vorgeschlagen wurde. Diese letztere Substanz wurde zuerst
von Baeyerl) dargestellt, indem er auf eine atherische LO-
sung von Pseudoisatinathyloxim einen UberschuR von Ammonium-
sulfhydrat unter Luftabschlul? einwirken lieR3.

Es gibt auller der erwahnten noch eine einfachere Me-
thode, um diesen Korper zu bereiten, und zwar ist es die-
jenige, die von Heumann?) zum Vorschlag gebracht wurde.
Sie besteht darin, da® man Athylphenylglycin mit Pottasche
bei hoher Temperatur schmilzt, woraus dann das n-Athylindigo
entsteht.

Nach dieser Methode habe ich statt des Athylderivates
des Phenylglycins sein Methylderivat dargestellt und zwar den
Vorschriften von Silberstein3) folgend; diese lauten dahin,
dall man aquimolekulare Mengen von Dimethylanilin und Chlor-
essigsaureathylester in einem Kolben am RickfluRkthler 8 Stunden
lang bel einer 130° nicht Ubersteigenden Temperatur erwarmt.
Die so erhaltene Flussigkeit wird eine kurze Zeit gekuhlt und
dann mit konzentrierter Salzsaure auf dem Wasserbade digeriert;
man erhalt auf diese Weise das Methylphenylglycin, das sich
als eine welilde krystallinische Masse abscheidet, die durch mehr-
maliges Waschen mit Alkohol und wiederholte Krystallisationen

aus konzentrierter Salzsaure gereinigt wird. Wenn man diese
Substanz, von der Formel:

cbhbHX
>N ¢+ CH2 + COOH, HCI,
CH/

In einem Reagenzrohr mit ithrem doppelten Gewichte von Kali-
hydrat beil rasch ansteigender Temperatur schmilzt, braunt sie
sich etwas, schaumt auf und nimmt schlieldlich an der Stelle,
die mit Luft in direkter Berihrung steht, eine schone intensiv

*) Baeyer, Ber., Bd. XVI, S. 2202.

2) Heumann, Ber., Bd. XXIIl, S. 3045, und Bd. XXIV, S. 977.
Siehe auch: Bad. Anil.- und Sodafabr., D. R. P. 58276.

3) Silberstein, Ber.,, Bd. XVII, S. 2661.
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smaragdgrune Farbe an. Wenn man nun In diesem Augen-
blicke die geschmolzene Masse in gellftetes Wasser gief3t, so
scheiden sich Flockchen von dunkelgriner Farbe ab, die threm
Aussehen nach den aus dem Harne der mit n-Methylindol be-
handelten Tiere isolierten ganz ahnlich erscheinen. Ich habe
eine etwas groliere Menge dieser Substanz in der Weise be-
reitet, dal ich das Methylphenylglycin im Stickstoffstrome mit
Pottasche zusammenschmolz; dabel konnte ich beobachten, dal}
die Bildung der grinen Substanz unterbleibt, solange der Zu-
tritt dem Sauerstoffe verschlossen wird. Auch die Temperatur,
auf die man die geschmolzene Masse erhitzt, hat einen grol3en
Einflud auf das Endresultat, eine Tatsache, auf die schon Heu-
mann bei der Darstellung des n-Athylindigotins aufmerksam
machte. Ich will mich nicht weiter Uber ahnliche Einzelheiten
verbreiten, ich will nur bemerken, da wenn man die ange-
wandte Methode iIn Betracht zieht, man berechtigt wird zu
schliefen, dal die so dargestellte grine Substanz wohl gar
nichts anderes sein kann, als das n-Methylindigotin; sie be-
sitzt dieselben Merkmale wie das aus dem Harne isolierte
Pigment. Sie stellt erstens ein amorphes Pulver von dunkel-
griiner Farbe dar, unloslich in Wasser, sehr leicht 16slich in Athyl-
alkohol, Amylalkohol, Ather, Chloroform, Benzol, Essigsaure;
sie verleiht diesen Ldsungsmitteln die schon erwahnte smaragd-
grine Farbung. In konzentrierter Schwefelsaure l6st sich dieses
Pulver mit braun-violetter Farbe auf, die der urspringlichen
grinen Platz macht, wenn man die schwefelsaure Lbosung lang-
sam In geluftetes Wasser flielen lalt. Die amylalkoholische
Losung sich selber auf eine Zeitlang Uberlassen, entfarbt sich
und nimmt einen gelblichen Ton an; die athylalkoholische L06-
sung iIst dagegen bestandiger. Wenn man diese letztere mit
Alkali behandelt, so entfarbt sie sich und die grine Farbe er-
scheint wieder nach Saurezusatz. Diese synthetisch erhaltene
Substanz entfarbt sich ebenso wie der grine Harnfarbstoff, wenn
man sie mit Traubenzucker und Pottasche versetzt, und die
grine Farbe kehrt ebenfalls zurtck, wenn man sie nun in gut
gelUftetes Wasser eingief3t. Die Absorptionsbander beider Sub-
stanzen erweisen sich bel der Spektralanalyse als identisch.
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Auf Grund aller angeflhrten Tatsachen ist man also berechtigt
zu behaupten, dall wenn man n-Methylindol Tieren einflhrt,
man in dem Harne dieser Tiere ein grines Pigment wahrnimmt,
das in seinem Verhalten an Indigo erinnert und nichts weiteres
als n-Methylindigo ist. Ein solches Verhalten zeigen die an-
deren methylierten Derivate des Indols nicht, denn sie ver-
anlassen im Harne die Bildung eines roten Pigmentes.
Tatsachlich geben nach Beobachtungen verschiedener Au-
toren, die auch ich zum Tell bestéatigen konnte, folgende alkylierte
Derivate des Indols in letzter Linie einen roten Farbstoff:

das Skatol oder R-Methylindol
G+ CH3

\ 7/
NH

das Methylketol oder cc-Methylindol
CH
Cm/ %C + CH
\ 7/
NH

das a [3-Dimethylindol
C-CH3

N\ /
NH

das Trimethylindol
C- chj

C' ch3
N-CH

das B-Athylindol
C+ C2H5

das Trimethylindolin
CH,
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und bei kleinen Dosen auch die Indoxylsaure
G-OH
CoH4'/ » COOH.

\ 7/
NH

Dagegen wird Indigo nur vom Indol
CH

Gfl/ ~cH
NH

und einem analogen Korper, dem n-Methylindol

CH
cbh” %ch

6 42X 7
N+ CHS
gebildet.

Wenn man Uber die dargelegten Tatsachen nachdenkt,
so kommt man schlieBlich zu folgendem Schltsse: aus allen
C-alkylierten Derivaten des Indols lafst sich ein roter Harn-
farbstoff darstellen; das Indigotin dagegen oder demselben ana-
loge KOrper konnen nur aus solchen Indolabkommlingen ge-
wonnen werden, in welchen die Wasserstoffatome der beiden
Methingruppen unsubstituiert bleiben. In diesem letzteren Falle
geht allem Anschein nach die Oxydation der Methingruppe ==CH
zu Carbinolradikal = G+ OH und die Kondensation des Indoxyls
zu dem Doppelmolekutl des Indigotins wiohl leichter von statten,
wahrend man sich vorstellen konnte, dall bei C-alkylierten
Derivaten grofRere Hindernisse der Oxydation sich in den Weg
legen, so dal} dieselbe bel der ersten Phase stehen bleibt, wo-
durch Oxydationsprodukte des halben Molekils, also Indoxyle,
zustande kommen. Wenn das zutrifft, muBten Indolderivate,
die im Benzolkern alkyliert sind, im Harne ebenfalls Indigo
erzeugen, und das iIst die Frage, die mich in nachster Zukunft,
beschaftigen wifd.

Selbstverstandlich haben die eben ausgedrlckten Ver-
mutungen vorlaufig nur den Wert chemischer Hypothesen, die
von den folgenden Untersuchungen, die ich mir Vorbehalte,
be- oder entkraftigt werden koénnen.



