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W e  f o u n d  t h a t ,  bes ides  m e t h a n o l ,  o t h e r  a lcohols  c an  
be  a d d e d  p h o t o c h e m i c a l l y  to  b i l i r u b i n  g iv ing  8a-Mkoxy-  
8a, S b - d i h y d r o b i l i r u b i n s  (X). Thus ,  8a -e thoxy-  (X, R = 
CzHB), 8a -n -p ropoxy-  (X, R = CH2CH2CH3) a n d  8a-iso- 
propoxy-8a ,  8 b - d i h y d r o b i l i r u b i n  (X, R ---- CH(CH3)z) were  
o b t a i n e d  e w h e n  b i l i r u b i n  was  i r r a d i a t e d  in  ch lo ro fo rm 
c o n t a i n i n g  e thano l ,  n - p r o p a n o l  a n d  iso-propanol, respec-  
t ive ly .  I t  is n o t e w o r t h y  t h a t  t he se  p roduc t s ,  as wel l  as 
I l i ,  were f o u n d  to  be  t h e  on ly  ones  f o r m e d  in  s ign i f i can t  
y ie ld  u n d e r  t h e  a b o v e  condi t ions .  T he  m e c h a n i s m  sug- 
ges ted  to  a c c o u n t  for  t h e  f o r m a t i o n  of all  t h e  p h o t o -  
a d d u c t s  is ou t l i ned  below. 

The  f ind ing  t h a t  p h o t o i n d u c e d  a d d i t i o n  of p ro t i c  re- 
a g e n t s  (ROH)  to  b i l i r u b i n  occurs  p re fe ren t i a l l y  a t  t h e  
exo-v inyl  g roup  a n d  follows Markowniko f f ' s  rule, m a y  be  
r a t i ona l i zed  b y  a s s u m i n g  t he  a t t a c k  b y  t h e  nuc leoph i le  
a t  pos i t i on  8a of a ca t ion  such  as I X .  T he  f o r m a t i o n  of I X  
is be s t  exp l a ined  as i n v o l v i n g  a p r o t o n a t i o n  of t i le bas ic  
i n t e r m e d i a t e  V I I I  a r i s ing  f rom a r e a r r a n g e m e n t  of a n  
e l ec t ron ica l ly  exc i ted  s t a t e  of b i l i r u b i n  (VII) ,  a l t h o u g h  
a n  e x t e r n a l  p r o t o n a t i o n  of t he  s ame  exc i t ed  s t a t e  to  
f o r m  I X  direct ly ,  c a n n o t  be  ru led  ou t  a priori .  The  
a s s u m p t i o n  of t h e  r e a r r a n g e m e n t  ou t l i ned  in V I I  is con-  
s i s t e n t  w i t h  t h e  f i nd ing  t h a t  b i l i r u b i n  ex is t s  in t h e  enol  
f o rm  (Ib) 14; f u r t h e r m o r e ,  acco rd ing  to t h e  process  s h o w n  
in t h e  scheme,  f o r m a t i o n  of I I I  was  obse rved  w h e n  m e t h -  
a n o l  was  a d d e d  to  a p r ev ious ly  i r r a d i a t e d  ch lo ro fo rm 
so lu t i on  of b i l i r u b i n  15. 

T h e  r eac t i on  w h i c h  resu l t s  f r o m  i r r a d i a t i o n  of b i l i r ub in  
in t h e  p resence  of a nuc leoph i l e  is a u n i q u e  exam pl e  of 
a p h o t o c h e m i e a l l y  i nduced  ionic a d d i t i o n  to  a v iny l  
d o u b l e  b o n d  x6 a n d  raises  t he  poss ib i l i ty  t h a t  a t  leas t  

p a r t  of t he  s e r u m  b i l i rub in  in n e w - b o r n  i n f a n t s  m a y  be  
e l i m i n a t e d  d u r i n g  p h o t o t h e r a p y  as p h o t o a d d u c t s  w i t h  
nuc leoph i l i c  s u b s t a n c e s  occur r ing  in  t h e  body .  

Riassunto. Pe r  az ione  del la  luce u l t r a v i o l e t t a  la  bi l i-  
r u b i n a  d i sc io l ta  in  CHC13-CHaOH s o m m a  u n a  moleco la  
di m e t a n o l o  fo rnendo  u n  p r o d o t t o  pe r  il qua l e  si d imo-  
s t r a  la  s t r u t t u r a  I I I .  Ta l e  reazione,  o s s e r v a t a  a n c h e  con  
a l t r i  alcooli,  suggerisce la poss ib i l i th  che p a r t e  de l la  bili-  
r u b i n a  del  s iero dei  n e o n a t i  i t t e r i c i  s o t t o p o s t i  a foto-  
t e r a p i a  v e n g a  e l i m i n a t a  so t to  f o r m a  di  p r o d o t t i  di  fo to-  
add iz ione  con  sos tanze  nucleof i le  p r e s e n t i  ne l l ' o rgan i smo .  
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T e r a t o l o g i s c h e  Pr i i fung  e in iger  T h a l i d o m i d - M e t a b o l i t e  

T h a l i d o m i d  b i l d e t  im  O r g a n i s m u s  d u r c h  H y d r o l y s e  zahl-  
re iche  M e t a b o l i t e  1. Zur  K l ~ r u n g  de r  Frage ,  ob  T h a l i d o m i d  
se lbs t  oder  eines de r  H y d r o l y s e n p r o d u k t e  das  e igent l iche  
t e r a t o g e n e  Agens  da r s t e l l t ,  w u r d e n  die a u f g e f u n d e n e n  
S p a l t p r o d u k t e  s y n t h e t i s i e r t  u n d  a m  K a n i n c h e n  t e ra to lo -  
gisch gepr i i f t  5. I n  k e i n e m  Fa l le  liess s ich  eine e indeu t ige  
t e r a t o g e n e  W i r k u n g  b e o b a c h t e n .  Dieser  ]3efund k 6 n n t e  
n a c h  ~(EBERLE3 d a r a u f  zur i ickgehen,  dass  fiir die Me tabo-  
l i fe  au f  G r u n d  ih r e r  po la ren  S t r u k t u r  M e m b r a n s c h r a n k e n  
bes t ehen ,  wXhrend  fiir T h a l i d o m i d  weder  das  E n d o m e -  
t r i u n l  u n d  die B l a s t o c y s t e n m e m b r a n e n  n o c h  die P l a c e n t a  
H i n d e r n i s s e  dars te l len .  

U m  eine h 6 h e r e  M e l n b r a n g ~ n g i g k e i t  de r  M e t a b o l i t e  zu 
e r re i chen  4, 16sten w i t  die zu p r i i f enden  S u b s t a n z e n  m i t  
Hilfe  des Tens ides  Tween  20 u n d  app l i z i e r t en  die r e l a t i v  
h o c h k o n z e n t r i e r t e n  L 6 s u n g e n  i n t r a p e r i t o n e a l .  U n t e r  die- 
sen B e d i n g u n g e n  zeigte N - Ph t ha l y l - D L - g l u t am i ns i i u r e  (I) 
e m b r y o t o x i s c h e  E f f ek t e  bei  de r  S W S - M a u s  ~. F e r n e r  wur-  
de nachgewiesen ,  dass  die biologische Aktivit~Lt y o n  I aus-  
schl iessl ich au f  das  L-Isomere  zur f ickgeht  ~. Die e m b r y o -  
t ox i sche  ~Virkung des L- I someren  k o n n t e  d u r c h  k o n k u r -  
r i e rende  V e r a b r e i c h u n g  y o n  L-Glutamins~Lure, n i c h t  abe r  
d u r c h  D-Glu t amins~ure  k o m p e n s i e r t  werdenT. 

I n  de r  v o r l i e g e n d e n  A r b e i t  w e r d e n  die H y d r o l y s e n -  
p r o d u k t e  y o n  I t e r a to log i sch  u n t e r s u c h t :  Die d u r c h  Auf-  
s p a l t u n g  des  P h t h a l i m i d - R i n g e s  e n t s t e h e n d e  N-(o-Carb-  
oxybenzoyl ) -DL-glu tamins~iure  (II)  sowie die aus  II n a c h  
e i n e m  we i t e r en  h y d r o l y t i s c h e n  S c h r i t t  r e su l t i e r enden  
S p a l t p r o d u k t e  Ph tha l sAur e  ( I I I )  u n d  Glutamins~Lure (IV). 
Die S u b s t a n z e n  I I  u n d  I I I  w u r d e n  n a c h  Gabe  v o n  Tha l ido-  
m id  in U r i n  u n d  Faeces  n a c h g e w i e s e n  1,a; I V  f a n d  s ich 

n a c h  H y d r o l y s e  y o n  T h a l i d o m i d  u n t e r  phys io log i schen  
]Bedingungen o. 

Zur  H e r s t e l l u n g  v o n  I I  werden  2,77 g (10 raM)  I ~ u n t e r  
E i s k i i h l u n g  u n d  Sch i i t t e ln  m i t  15,3 ml  2 N  N a O H  verse tz t .  
M a n  g ib t  die L 6 s u n g  sogleich au f  e ine 2 × 13 cm-Si iu le  yon  
Dowex  50 ( H e - F o r m )  u n d  f~ng t  e twa  6 0 m l  E l u a t  
(pH _~ 3) in  e iner  e i sgek i ih l t en  Vor lage  auf. Dabe i  kr i s ta l -  
l i s ier t  c h r o m a t o g r a p h i s c h  re ines  I I  aus. Das  P r o d u k t  wi rd  
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Hydrolysenprodukte der N-Phthalyl-glutamins~ture : Prtifung ihrer embryotoxischen Wirkung in Kombination mit Tween 20 

Verabreichte Substanz Dosis Muttertiere Implantatiollell Resorptioflen Fetell 
Gesamt Missgcbildet 

I R R/I [%] ~ c~ 

N-(o-Carboxybcnzoyl)- 
DL-glu tamins~iure (II) * 

PhthalsSure (III) b 

L-Glutaminstiure (IV)~ 
D-Glutaminsfiure (IV)" 
N- Phthalyl-L-glutamillstiure (I) ~ 

Physiolog. NaCl-L6sung + Tween 20 (3:1) 
Normalticre 

200 mg/kg 5 58 2 3,4 56 0 
400 mg/kg 5 64 5 7,8 59 0 

200 mg/kg 5 60 1 1,7 59 0 
400 mg/kg 5 64 5 7,8 59 0 

400 mg]kg 5 79 5 6,3 74 0 
400 mglkg 5 73 7 9,6 66 0 
200 mg/kg 5 73 16 21,9 57 20 
400 mg/kg 5 66 36 54,5 30 28 

40 mllkg 10 135 6 4,4 129 0 
10 131 4 3,1 127 0 

4%ig bzw. b2%ig in einer Mischung aus physiologischer Kochsalzl6sung undTween 20 (3:1). Allc Verabreichungen erfolgten i.p. am Tag 9 p.c. 
als einmalige Dosis. 

a b g e s a u g t  u n d  fiber CaCI~ i. Vak .  ge t rockne t .  -Wegen de r  
H y d r o l y s e n e m p f i n d l i c h k e i t  y o n  I I  sol l te  die A r be i t s ze i t  
b i s  z u m  A b s a u g e n  h 6 c h s t e n s  1 h be t r agen .  A u s b e u t e  
2,21 g (75% d. Th. )  yo re  Stop.  161-163 ° (Lit .  l° 156-158°) .  
Zu r  Ana ly se  w u r d e  be i  60 °C i. Vak .  f iber PaO 5 ge t rockne t .  
CI3HIaNO~ (295,3): ]3er. C52,89,  H 4 , 4 4 ,  N 4 , 7 4 % ;  Gel.  
C52,78 ,  H 4 ,  50, N 4 , 6 6 % .  D as  U V - S p e k t r u m  s t i m m t  m i t  
d e n  a n g e g e b e n e n  D a t e n  lo f iberein.  D as  L-Isomere  y o n  I 
w u r d e  n a c h  OCKENFELS e t  al. 6 s yn t he t i s i e r t .  D i e  i ib r igen  
app l i z i e r t en  S u b s t a n z e n  w a r e n  H a n d e l s p r ~ p a r a t e  9. 

Die  Ver suche  w u r d e n  a n  M~usen  des  S w i s s - I n z u c h t s t a m -  
mes  S \ ¥ S  53/65 ausgeff ihr t .  E x p e r i m e n t e l l e  E i n z e l h e i t e n  
f iber  T i e r h a l t u n g ,  k i ins t l i che  B e s a m u n g ,  S c h n i t t e n t b i n -  
d u n g  u n d  die I n s p e k t i o n  de r  Wfir fe  au f  Mis sb i l dungen  
l i n d e n  sich u n t e r  KOHLER et  al. ~. 

Alle V e r a b r e i c h u n g e n  e r fo lg ten  i.p. als e inmal ige  Dosis  
(200 bzw.  400 mg/kg)  a m  Tag  9 p.c, (Tabelle) .  Die  inj i -  
z ie r ten  L 6 s u n g e n  w a r e n  2%ig  i m  Fa l le  der  S u b s t a n z e n  I 
(L-Form) u n d  I I I ,  4 % i g  bei  I I  u n d  I V  (L- bzw. D-Form).  
Als L 6 s u n g s m i t t e l  d i en t e  e ine Mischung  aus  phys io logi -  
scher  Kochsa l z l6sung  u n d  T w e e n  20 im Verh i i l tn i s  3:1. 
Die L 6 s u n g e n  k a m e n  i n n e r h a l b  e incr  S t u n d e  n a c h  de r  Zu- 
b e r e i t u n g  ~ zur  A n w e n d u n g .  

Die U n t e r s u c h u n g  de r  a m  T ag  18112 p.c. s c h n i t t e n t b u n -  
d e n e n  l e b e n d e n  F e t e n  sowie de r  m i t  A l i za r in ro t  gef l i rb ten  
Ske le t t e  ergab,  d a s s d i e  S u b s t a n z e n  II, I I I  u n d  I V  h is  zur  
Dosis  y o n  400 m g / k g  ke ine  Mis sb i ldungen  he r vo r r u f en .  
A u c h  au f  die R e s o r p t i o n s r a t e  R/ I  f iben die  H y d r o l y s e n -  
p r o d u k t e  y o n  I k e i n e n  m e r k l i c h e n  Einf luss  aus.  Mi t  della 
pa ra l l e l  gepr i i f t en  L- I s o m e r e n  Yon I dagegen  i s t  be i  g le icher  
Dos i e rung  de r  s chon  f r i iher  b e o b a c h t e t e  e m b r y o t o x i s c h e  
E f f e k t  r e p r o d u z i e r b a r :  28 yon  30 F e t e n  (93,3%) weisen  
A n o m a l i e n  i m  Bere i ch  de r  Wirbels~iute, de r  R i p p e n  u n d  de r  
E x t r e m i t ~ t e n  auf.  Die  R e s o r p t i o n s r a t e  zeigt  m i t  5 4 , 5 %  
eine  s ign i f ikan te  E r h 6 h u n g  gegenf iber  d e n  n u r  m i t  L6sungs-  
m i t t e l  b e h a n d e l t e n  T ie ren  (Vierfelder-z  ~, P < 0,01). 

Aus den  Ve r suchse rgebn i s sen  folgt,  dass  d u r c h  Aufspa l -  
t u n g  des P h t h a l i m i d - R i n g e s  die e m b r y o t o x i s c h e  W i r k u n g  
yon  I ve r lo rengeh t .  A u c h  die s y n t h e t i s c h  he rges t e l l t en  
V e r b i n d u n g e n  m i t  enger  s t r u k t u r e l l e r  B e z i e h u n g  z u m  
T h a l i d o m i d  % ix, be i  d e n e n  s ich t e r a t o g e n e  E i g e n s c h a f t e n  
b e o b a c h t e n  liessen, be s i t z en  a u s n a h m s l o s  das  i n t a k t e  
P h t h a l i m i d - G e r i i s t .  H i e r m i t  s t i m m t  i iberein,  dass  yon  den  
in v i v o  aus  T h a l i d o m i d  e n t s t e h e n d e n  P r o d u k t e n ,  die bis-  

he r  in  K o m b i n a t J o n  m i t  T w e e n  20 geprf i i t  wurden ,  a u c h  
N - P h t h a l y l - D L - g l u t a m i n  e m b r y o t o x i s c h e  A k t i v i t g t  a u g  
weis t  ~2. 

Summary. T h e  t e r a t o g e n i c i t y  of 3 hyd ro lys i s  p r o d u c t s  
of t h a l i d o m i d e ,  2 - (o -ca rboxybenzamido) -g lu t a r i c  acid,  
p h t h a l i c  ac id  a n d  g l u t a m i c  acid,  was  d e t e r m i n e d  b y  ad -  
m i n i s t e r i n g  25% T w e e n  20 i.p. t o  p r e g n a n t  S~VS-mice. 
U n d e r  t he se  e x p e r i m e n t a l  cond i t ions ,  t h e  t e s t e d  p r o d u c t s  
were  d e v o i d  of a n y  t e r a togen i c  p roper t i e s ,  whe rea s  t h e  
L-isomer of p h t h a l o y l - g l u t a m i c  ac id  showed  t h e  well- 
k n o w n  e m b r y o t o x i c  a n d  t e r a togen i c  ac t i v i t y .  
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