9. Zur Oxydation des Benzolrings im Tierkorper
von Karl Bernhard und Erieh Gressly.
(28. XII. 40)

Nach fortgesetzter Fiitterung von téiglich 3 g Benzol an Hunde
und Kaninchen isolierte Jaffél) aus dem Harne der Versuchstiere
etwa 0,3 9%, Muconsidure. Da dieselbe nach subcutaner Einspritzung
nur zu etwa 19, ausgeschieden wurde, hielt Jaffé die urspriinglich
gebildete Menge fiir bedeutend héher und betrachtete die Oxydation
des Benzols zu Muconsgiure als eine wesentliche Abbaureaktion.

Normale Stoffwechselprodukte aromatischer Aminosduren sind
beim Menschen die Hippursdure, neben meist gepaarten Phenolen und
dem Harn-indican. Jedenfalls scheint der Benzolring zum Unter-
schied vom Cyclohexanring?) schwer zu verbrennen. Muconsidure
gehort nicht zu den Harnbestandteilen, auch nach Fiitterung von
Phenolen, Homogentisinsiure oder Tyrosin wurde sie nie nach-
gewiesen.

Mori®) fand von subcutan injizierter Muconsiure 739, wieder
auf, Neumaerker?), ferner Drummond und Finar?) gelangten zu dhn-
lichen Ergebnissen, die Befunde Jaffé’s waren nicht reproduzierbar.

Anderseits enthielt nach Fuchs und Soés%) der Harn Leukimie-
kranker, welche aus therapeutischen Griinden tégliche Dosen von
3—5 g Benzol aufnahmen, 0,119, Muconsdure. Bedeutend mehr,
nimlich 2,6 9%, gewannen Thierfelder und Klenk?) nach intraperitone-
aler Benzol-Injektion an ein Kaninchen. Weitere Versuche verliefen
erfolglos.

Nach Untersuchungen von Bdeseken und Slooff?) iiber die Oxyda-
tion von o-Benzochinon mit Peressigsiure miisste bei der Auf-
spaltung des Benzols in vivo die ecis-cis-Muconsiure entstehen,
wihrend im Harn die trans-trans-Form vorlag. Es wird daher an-
genommen, dass dieselbe viel eher aus anderen Quellen, z. B. aus
Galaktose entstehen konnte. Drummond und Finar®) machten in-
dessen die sonderbare Beobachtung, dass dem Harn Benzol-behan-
delter Tiere zugesetzte cis-cis-Saure nach 24 Stunden in die trans-
trans-Form iiberging.
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Die Befunde Jaffé’s wurden demnach in verschiedenen Fillen
nicht bestitigt und ihre Interpretation angezweifelt.

Das Verhalten des Benzols im Stoffwechsel konnte durch An-
wendung von Deuterium als Index entschieden werden. Deuterio-
Benzol wurde bereits eingehend untersucht, eine bequeme Darstel-
lungsmethode stammt von Ingold, Raisin und Wilson'). Den Aus-
tausch der H-Atome im Benzol gegen D studierten Horiuti und
Polanyi?).

Muconsidure nimmt in 3-proz. schwerem Wasser in Gegenwart von
Kaliumhydroxyd wihrend 24 Stunden erhitzt 0,13 9, Deuterium auf.
Unter biologischen Bedingungen diirften sowohl 13enzol als Mucon-
sdure ihre H- bzw. D-Atome nicht austauschen.

Wir erhielten durch Verdiinnen von C;D; mit C;H, ein schweres
Benzol mit 10,7 Atom 9, D, und injizierten es intraperitoneal in
taglichen Mengen von 1--1,5 em? 17 verschiedenen Kaninchen.

Nur einmal gelang die Auffindung von 24 mg oder 0,5 9, chemisch
reiner Muconsiure. Ihr D-Gehalt betrug 7,2 Atom %, Schweres und
leichtes Benzol wurden demnach gleichmissig in die Diearbonsédure
umgewandelt. Hs ist damit der Beweis erbracht, dass der
Benzolring im Tierkorper zu Muconsiure oxydiert wird.
Uber den Abbau von Benzolabkommlingen, etwa den kérpervertrau-
ten aromatischen Aminosiduren soll damit natiirlich nichts ausgesagt
sein.

Kleine Mengen parenteral und oral gegebener Muconsiure
(37, 83, 124 und 217 mg/kg/die) fanden wir iiberhaupt nicht mehr auf.
Sie diirften wohl wie die Adipinsidure3) in kleinen Dosen gegeben
weitgehend verbrennen. Ein villiger Abbau des Benzols durch Ring-
oxydation miisste indessen zu Muconsiure-Mengen fiithren, die, wie
Mori, Neumaerker und Drummond zeigten, zu einem bemerkens-
werten Anteil ausgeschieden werden. Dass Polyen-dicarbonsiuren
schwer verbrennen, bewiesen Kuhn und Kdéhler?). TFiitterung von
Sorbinsdure-amid lieferte in guter Ausbeute Muconamid-séiure, wo-
raus mit Lauge trans-trans-Muconsiure entstand.

Wir glauben daher, dass nur ein geringer Teil des Benzols zur
Muconséiure abgebaut wird, es sei denn, die gebildete Dicarbongsdure
wiirde als besonders reaktionsfihig sofort weiter verbrennen und nur
zufillig in sehr kleinen Mengen im Harne auftreten.

Fir eine schwere Angreifbarkeit spricht auch die hohe Toxizitit
des Benzols®), das sich in den Lipoidanteilen des Gewebes verteilen
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diirfte. Jaffé beobachtete bei Hunden Stoérungen, bei Kaninchen
aber eine gute Vertriglichkeit. Nach intraperitonealer Injektion
stellten sich nach kurzer Zeit mehr oder weniger schwere Vergiftungs-
erscheinungen ein, die von verschiedenen Tieren nicht iiberstanden
wurden.

Experimenteller Teil.

Die Deuterium-Bestimmungen erfolgten nach dem Ver-
fahren von Heston, Rittenberg und Schoenheimer!).

Zur Isolierung der Muconsidure aus dem Harn hielten wir
uns an die Angaben Neumaerker's?). Wir extrahierten die Harn-
konzentrate in den meisten Fillen wiahrend 6-—7 Stunden mit sieden-
dem Essigester, verschiedene Male aber auch in der Kilte durch
3maliges 5stiindiges Schiitteln auf einer Maschine. Hinige Modell-
versuche bewiesen die Brauchbarkeit der Arbeitsweise. Aus der
folgenden Tabelle ist ersichtlich, dass die dem Kaninchenharn als
Natriumsalz zugesetzte Muconsidure befriedigend zuriickgewonnen
werden konnte. Mengen unter 10 mg diirften bei der notwendigen
Behandlung der stark braunen Extrakte mit Kohle verloren gehen.

Harn- Zugesetzte Aufgefundene Muconsiure
Menge | Muconsiure |y S
Smp. |Aq.-Gew.

em? mg Smp. mg A
100 70 2870 30,0 291° 69,9 43
500 50 290° 13,0 290° 69,56 26
500 100 287° 39,4 289° 70,3 40
500 100 287° 55,2 28590 * 55

1000 100 2900 46,9 290° * 47

* Aq.-Gew. nicht bestimmt.
Die verwendete Muconsiure wurde nach Stephen und Weizsnannd) und Ingold4)
hergestellt. 3 verschiedene Fraktionen schmolzen bei 287°, 290° und 295°.

CeH,0, (M.-G. 142,11)  Ber. C 50,70 H 4,25 Aq.-Gew. 71,05
Gef. ,, 50,56; 50,94 ,, 4,33; 4,32 71,03

Zur Kontrolle des Austausches der H-Atome in der
Muconsaure gegen Deuterium wurden 500 mg derselben mit
785 mg Kaliumhydroxyd (entspr. 4 Mol) in 25 cm?® Wasser, enthaltend
5 Atom 9, D wihrend 24 Stunden am Riickfluss erhitzt. Nach
Abdestillieren des schweren Wassers losten wir den im Vakuum ge-
trockneten Riickstand in heissem Wasser und versetzten mit ver-
diinnter Salzsiure. Die abgeschiedene Muconsiure wurde in das
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Ammoniumsalz ibergefiihrt und wieder mit Siure gefillt. Sie
schmolz aus Alkohol wumkrystallisiert bei 293° und enthielt
0,13 Atom?9%, D.

Stoffweehselversuche mit Muconsidure. Reine Mucon-
séure wurde als Natriumsalz in 3 Versuchen einem Kaninchen injiziert
und einem andern Tier verfiittert (vgl. Tabelle). In den wihrend
4896 Stunden gesammelten Harnmengen war in keinem Fall un-
verinderte Dicarbonsiure aufzufinden.

’ Muconséaure

Gew. des ‘; m total
Tieres ikati ee ota
g ; Applikation die mg

2450 intraperitoneal 37 90
2400 intraperitoneal 83 200
2420 intraperitoneal 124 300
2300 per os 217 500

Injektion von Deuterio-Benzol. Gesunde, mit Runkelriiben
gefiitterte Kaninchen erhielten eine oder mehrere intraperitoneale
Benzol-Injektionen von je 1—1,5 cm? (1 cm?® = 885 mg). Die stark
braunen Harne wurden bis 48 Stunden nach der letzten Einspritzung
gesammelt und nach den Krfahrungen der Modellversuche aufge-
arbeitet. Extraktionsdauer 7—17 Stunden. Alle Einzelheiten er-
geben sich aus der Tabelle.

Tier 1 Benzol Mucon-
V;;;‘S' Gew. | pro Injektion total siure Bemerkungen
’ g cmd ‘ mg/kg/die| cm?3 g [imHarn

1 m 1940 | 1 460 3 2,65 —

2 w 2020 | 1 438 1 0,88 — Exitus am 2. Tag

3 m 2700 | 1 328 2 1,77 — Exitus am 3. Tag

4 | m 2300 1 385 3 265 |24mg

5 w 2450 | 1 361 3 2,65 ?

6 m 2050 | 1 432 2 1,77 -— Exitus am 3. Tag

7 m 2500 1,2 426 1,2 | 1,06 | — Exitus am 5. Tag

8 m 1950 | 1,3 590 2,6 | 2,30 —

9 m 1530 1,2 696 24 | 212 1 — Exitus am 3. Tag
10 m 2200 | 1,5 605 3,0 | 2,65 — Exitus am 3. Tag
11 m 2540 1,56 525 45 | 398 | —

12 m 2200 1,5 605 1.5 | 1,33 — Exitus am 6. Tag
13 w 1900 1,5 702 1,6 11,33 — Exitus am 2. Tag
14 m 2200 | 1,5 605 4,5 | 3,98 —
15 m 2400 1,5 555 3,0 | 2,65 ?
16 w 2400 | 1.5 555 3,0 | 2,65 7
17 | m | 2440 | 15 | 545 30 | 265 | ¢ !
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Die Autopsie der Tiere ergab keine makroskopischen Veridnde-
rungen. In einigen IPillen war das Benzol in der Bauchhohle als feine
Tropfchen und durch den Geruch nachweisbar.

Bei Versuch 4 erhielten wir 38,4 mg braune Krystalle von
Smp. 285° und daraus durch Behandlung des Ammoniumsalzes mit
Tierkohle 24 mg bei 295° schmelzende reine Muconsiure. Im Misch-
schmelzpunkt mit synth. Muconsidure zeigte sich keine Depression.

3,299 mg gaben 6,16 mg CO, und 1,27 mg H,0
Gef. C 50,92 H 4,31

D-Bestimmung. Da nur eine geringe Menge Substanz vor-
handen war und die Muconsiure bei der Verbrennung wenig Wasser
liefert, war eine entsprechende starke Verdiinnung des Priparates
mit gewohnhcher Muconsédure notwendig.

Einwage: 17 mg aus Harn isolierte Muconsédure
486,1 mg chemisch reine Muconsiure

D-Gehalt des Verbrennungswassers: g,;ﬁ } 0,24 Atom 9,

Wirklicher D-Gehalt der isolierten Muconsiiure: Gef. 7,21
Atom 9%,

Zusammenfassung.

1. Es wurde das Verhalten des Benzols im intermedidiren Stoff-
wechsel unter Anwendung von Deuterium als Index gepriift.

2. Nach intraperitonealer Injektion von Deuterio-Benzol an
Kaninchen konnte im Verlaufe von 17 Versuchen nur einmal eine
geringe Menge Muconséure isoliert werden. Sie war Deuterium-haltig.
Damit ist die Oxydation des Benzols zu Muconsdure im
Tierkorper bewiesen.

3. Kleine Mengen per os und parenteral gegebener Muconsiure
verbrennen. Die Befunde Jaffé’s haben wir auch in dieser Hinsicht
bestitigt.
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