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Durch Kondensation der Mannichbase 6 mit dem in «-Stellung unsubstituierten Oxodipyrro-
methen 2a unter Zusatz von Acetylendicarbonsiuredimethylester entstehen Bilirubin-I1Xo-
dimethylester (7a) und Bilirubin-XIIIax-dimethylester (8a) im Verhaltnis 3: [. Nach diesem
Prinzip wurde radioaktives Bilirubin-IX« (7, 14C-markiert) dargestellt.

New Synthesis and 14C-Labelling of Bilirubin-I1Xa

The condensation of the Mannich base 6 with the x-unsubstituted oxodipyrromethene 2a in
presence of dimethylacetylenedicarboxylate gives a mixture of bilirubin-IX«-dimethyl ester
(7a) and bilirubin-X11lx-dimethyl ester (8a) in the ratio of 3: 1. Radioactive bilirubin-IXe
(7, labelled by 14C) has been synthesized by this procedure.

Radioaktives Bilirubin fiir Stoffwechseluntersuchungen war bisher nur auf biolo-
gischem Wege zugiinglichl. 2}, Die bisherige Synthese des Bilirubins3’ ist umstindlich;
sie fiihrt zuerst zum Biliverdin, das zu Bilirubin reduziert werden mu8.

Als Ausgangsmaterialien fiir die neue Synthese dienten Vinyl-neoxanthobilirubin-
sdure (1) und die isomere Vinyl-isoneoxanthobilirubinsiure3 (2), diec man durch
Erhitzen der Pyrrolinone 3 bzw. 44 und des Aldehyds 5 in Natronlauge erhilt; hier-
bei tritt gleichzeitig Kondensation zum Oxodipyrromethen und Eliminierung von
Trimethylamin unter Ausbildung der Vinylgruppe ein. Die Siduren 1 und 2 werden
mit Diazomethan zu den Estern 1a bzw. 2a umgesetzt.

*) Herrn Prof. Dr. G. Wittig zum 75. Geburtstag gewidmet.

1) G. W. Ibrahim, S. Schwarz und C. J. Watson, Metabolism, clin. and exp. 15, 1129 (1966)
[C. A. 66, 44809 n (1967)].

2) J. D. Ostrow, L. Hammaker und R. Schmid, J. clin. Invest. 40, 1442 (1961).
3) H. Fischer und H. Plieninger, Hoppe Seylet’s Z. physiol. Chem. 274, 231 (1942).

4 H. Plieninger und J. Kurze, Liebigs Ann. Chem. 680, 60 (1964); vgl. R. Kohler, Diplom-
arbeit Univ. Heidelberg 1969.
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Durch Reaktion mit Formaldehyd und Dimethylamin in essigsaurer Losung erhélt
man aus 1a in guter Ausbeute die Mannichbase 6. Die gleiche Reaktion fiihrte beim
Ester 2a nicht zum Ziel.
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Die Kondensation von 6 mit 2a und Acetylendicarbonsduredimethylester bei
Raumtemperatur liefert einen orangeroten Bilirubinester, der aus Chloroform/Petrol-
ather dhnlich wie Bilirubin-IXa-dimethylester 7a kristallisiert. Er stimmt in UV-
sowie IR-Spektrum, der Elementaranalyse und dem ,,Jod-Zink-Spektrum<3) mit 7a
iiberein; der Schmelzpunkt liegt bei 169 —170°.
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8a |CH; CH; CH=CH, CH=CH, CHjg Bilirubin-XIlla¢-dimethylester
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Der synthetische Bilirubinester 7a kann mit Dichlor-dicyan-p-benzochinon (DDQ)
in Chloroform zum Biliverdinester dehydriert werden. Diinnschichtchromatogra-
phisch® erweist sich dieser als Gemisch von IX«- und XIII«-Isomerem im Verhilt-
nis 3: 1.

Fine Isomerisierung bei der Dehydrierung mit DDQ, wie sie bei Verwendung von
Eisen(I1I)-chlorid stets beobachtet wird®, kann ausgeschlossen werden, da sich in
einem aus natiirlichem Bilirubin mit Diazomethan hergestellten Dimethylester nach
der Oxidation keine Isomeren nachweisen lassen. Hierbei findet man lediglich etwas
Biliverdin-dimethylester-monomethylither, der bei der Veresterung mit Diazomethan
stets entsteht 6,

Als Mechanismus der Kondensationsreaktion kommt eine durch den Acetylenester
bewirkte Eliminierung? zu einem hochreaktiven Zwischenprodukt (Methylenpyrrole-
nin A) in Betracht, das mit einem der nucleophilen Partner (2a oder 6) abreagieren
kann, Als Nebenprodukt entsteht Dimethylamino-maleinsiduredimethylester.
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Eine Erklarung dafiir, daB die ,,unsymmetrische Kondensation mit dem Acetylen-
dicarbonsidureester nicht einheitlich verlauft, bietet die Beobachtung, daB die Man-
nichbase 6 allein mit dem Acetylencarbonsiureester ebenfalls eine Kondensation zu
einem Biladien eingeht. Es entsteht hierbei Bilirubin-XIIIx-dimethylester (8a). Die
Ergebnisse lassen sich so deuten, da$ die durch Eliminierung aus 6 entstchende Me-
thylenverbindung A nicht nur mit einem «-unsubstituierten Oxodipyrromethen, wie
z. B. 2a, reagieren kann, sondern auch mit 6. Der Angriff erfolgt jetzt an einem
C-Atom, das eine Dimethylaminomethyl-Seitenkette trigt. Dabei wird statt eines
Protons der Rest H,C=N9%(CH3), abgespalten.

Wir haben entsprechende Kondensationen auch in der Mesobilirubin-Reihe ausgefithrt®.
Die Gewinnung der Mannichbasen und die Kondensationen mit dem Acetylendicarbonséiure-

5) R. Bonnett und A. F. McDonagh, Chem. Commun. 1970, 237.

6) H. Fischer, H. Plieninger und Q. Weissbarth, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 268, 200
(1941).

7 E. Winterfeldt, Chem. Ber. 97, 1952 (1964).

8) K. Ehl, Univ, Heidelberg, unversffentlicht.
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ester verlaufen glatt. Schwieriger ist die Frage nach der Einheitlichkeit der entstandenen Pro-
dukte zu beantworten. Die Biladiene aus der unsymmetrischen Kondensation haben nach
zweimaligem Umkristallisieren meist den in der Literatur angegebenen Schmelzpunkt. Die
chromatographische Trennung der rohen Produkte oder ihrer Dehydrierungsprodukte lieB
sich nicht ohne Zersetzungen durchfiihrens).

Das synthetische Bilirubinester-Gemisch (7a + 8a) wird mit KOH in Tetrahydro-
furan vorsichtig unter Argon verseift. Braune Nebenprodukte, die sich bei der Hydro-
lyse nicht ganz vermeiden lassen, entfernt man mit Natriumhydrogencarbonat-Lo-
sung?. Nach dem Aufnehmen in Chlorofo}m/Methanol erhilt man so ein orange-
rotes, feinkristallines Bilirubin, das jedoch diinnschichtchromatographisch® nicht
einheitlich ist. Es enthilt die Isomeren IXa, XIII«, und HIx im Verhéltnis 75:24: 1,
wovon letzteres vermutlich wihrend der Chromatographie durch die anwesende
Essigsaure entstanden ist.

Radioaktives Bilirubin

Durch eine Vilsmeier-Synthese mit Dimethylformamid-{14 C]19 kann die Aldehyd-
gruppe in 5 markiert werden (spezif. Aktivitit 75 pC/mMol). Hieraus stellt man das
Oxodipyrromethen 2a her, welches an der Methingruppe 14C-markiert ist. Die Kon-
densation mit der nicht-markierten Mannichbase 6 ergibt ein Isomerengemisch der
Bilirubinester (spezif. Aktivitit 55 pC/mMol).

Aus dem Syntheseverlauf geht hervor, dal3 das aus dem inaktiven Baustein gebildete
Bilirubin-XIllo nicht radioaktiv sein kann, Bei vollstindig unsymmetrisch verlaufener
Kondensation sollte das Bilirubin-IX« die gleiche spezif. Aktivitit wie der Aldehyd 5
aufweisen und das Bilirubin-IIT« die doppelte spezif. Aktivitit wie 5 zeigen.

Die gefundenen spezif. Aktivititen der durch Chromatographic getrennten Bili-
rubine-IXa,-XIIa und -1 weisen etwa das Verhiltnis 1:0.1: 1.5 auf. Sie entspre-
chen also etwa -den Voraussagen, wenn man beriicksichtigt, da die chromatogra-
phische Trennung nicht vollstindig ist, und die Konzentration der Bilirubine iiber
deren Extinktionen berechnet wurden. Unter der Voraussetzung, dal3 die gesamte
Aktivitdt vom Bilirubin-IXa herrithrt und dafl das Bilirubin-XIIT« inaktiv ist, errech-
net sich aus der spezif. Aktivitit des Bilirubinester-Gemischs (55 pC/mMol) und
dem theoretischen Wert (75 pC/mMol) ein Isomerenverhiltnis 1Xo : XI1la = 73 : 27.
Dies stimmt gut mit den Werten iiberein, die bei der chromatographischen Trennung
der durch DDQ aus dem Bilirubinester entstandenen Biliverdine erhalten wurden,
und groBenordnungsmaBig mit denen nach chromatographischer Trennung des Roh-
bilirubins.

Bei medizinischen Untersuchungen diirfte das dem radioaktiven Bilirubin-1Xo
beigemengte inaktive Isomere XIIIx nicht storen.

9) 4. F. Mc Donagh und F. Assisi, FEBS Letters, im Druck (private Mitteilung).
10) S, Szmuszkovicz und R. G. Thomas, J. org. Chemistry 26, 960 (1961).
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Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung der vorliegenden
Arbeit, der Badischen Anilin- & Soda-Fabrik, Ludwigshafen, fir die Uberlassung von Chemi-
kalien. Dem Fonds der Chemischen Industrie danken wir fir finanzielle Unterstiitzung.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden auf einem Heiztischmikroskop bestimmt und nicht korrigiert. —
Die NMR-Spektren wurden mit einem Varian-Gerdt A-60 aufgenommen (CH3CN als
innerer Standard). — Die Darstellung einiger der bekannten Ausgangsverbindungen wird
nochmals beschrieben, da gegeniiber den urspriinglichen Verfahren Verbesserungen vorge-
nommen wurden.

2-Formyl-3-miethyl-4-[ B-carboxy-ithyl ]-pveroliD) (8). — Zur Losung von 5g (30 mMol)
3-Methyl-4-[ B-miethoxycarbonyi-dthyl J-pyrral12) in 2.5 g (34 mMol) Dimethylformamid und
100 ml absol. Ather tropft man bei 10° unter Kiihlung und Riihren 5.05 g (33 mMol) Phos-
phoroxytrichlorid. Die Mischung wird 6 Stdn. bei 20° geriihrt. Man gieBt den Ather ab, 1ost
das zuriickbleibende Ol in 60 m] Wasser und fiigt unter Eiskithlung sowie Riihren eine Losung
von 8 g NaOH in 20 ml Wasser zu. Die Losung wird 3 Stdn. bei 50° gehalten, auf 0° abge-
kiihlt und mit 30proz. Schwefelsdure angesiduert. Dabei fillt der Opsopyrrolcarbonséure-
aldehyd 5, der durch Verunreinigungen schwach gelb gefirbt ist, kristallin aus. Man wischt
griindlich mit eiskaltem Wasser, saugt ab und trocknet iiber P4O;9 im Exsikkator. Das rohe 5
wird aus der Hillse mit peroxidfreiem, absol. Ather extrahiert. Die gelben Verunreinigungen
werden hierbei zuerst eluiert. Man erhilt 3.55 g (66 %) reines 5 vom Schmp. 151° (Lit.10 152°)
Die Verbindung muB im Dunkeln aufbewahrt werden. . )

3-Methyl-4-[ -trimethylammonium-ithyl J-A3-pyrrolinon-( 2)-jodid (3). — 1.4 g (10 mMol)
4-/ B-Amino-ithyl j-3-methyl-A3-pyrrolinon-(2)4 und 2.1 g (20 mMol) wasserfreies Natrium-
carbonat werden in 20 ml Wasser mit 14 g (0.1 Mol) Methyljodid 6 —8 Stdn. unter RiickfiuB
gekocht. Nach Abdampfen des liberschiissigen Methyljodids wird die Reaktionslosung mit
verd. Jodwasserstoffsiure auf pH 3 —4 angesiuert, wodurch die in der Losung vorhandenen
anorganischen Salze in Nal iibergefiithrt werden. Man dampft ein, pulverisiert den braunlichen
krist. Riickstand und 16st durch 6maliges Digerieren mit je 100 ml wasserfreiem Aceton das
Nal heraus. Das quartdre Ammoniumsalz 3 bleibt rein und farblos zuriick. Ausbeute 2.3 g
(75%); Schmp. 221° (aus Athanol). — NMR-Spektrum (D;0): © = 8.36 (s; kernstindiges
CHay), 6.95 (s; Ammonium-CH,), 6.14 (s; CH, im Ring) 6.45—7.3 (m; Aminodthylgruppe).

[C1oH[gN,O1T (309.9) Ber. C38.72 H6.13 N 9.03 J40.94
Gef. 38.81 6.31 9.27 40.75

4-Methyl-3-; B-trimethylammonium-éthyl j-A3-pyrrolinon-( 2) jodid (4). — Es wird aus 3-/f-
Amino-dthyl j-4-methyl-43-pyrrolinon-(2)# analog der Darstellung von 3 erhalten. In Athanol
ist 4 wesentlich besser lgslich als 3. Ausbeute 2.6 g (85%); Schmp. 193°. — NMR-Spektrum
(D;0): 7 = 8.1 (s; kernstindiges CHj, fillt mit Standard zusammen), 6.97 (s; Ammonium-
CHa), 6.16 (s; CH; im Ring), 6.6 - 7.6 (m; Athylaminogruppe).

[C1oH1oN,01) (309.9) Ber. C38.72 H6.13 N 9.03 J 40.94
Gef. 38.88 6.37 9.05 40.94
1) H. Fischer und A. Treibs, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 379 (1927).

12} H. Plieninger, H. Bauer, W, Biihler, J. Kurze und U. Lerch, Liebigs Ann. Chem. 680, 69
(1964).
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3.4'-Dimethyl-3'-vinyl-4-[ B-carboxy-iithyl]-5’-oxo-dipyrromethen-(2.2") (Vinyl-neoxanthobili-
rubinsiure®, 1). — Man 18st 927 mg (3.0 mMol) 3 mit 450 mg (2.5 mMol) reinstem Aldehyd
5in 10 ml 4 # KOH und erhitzt 45 Min. unter RiickfluB. AnschlieBend kiihlt man ab und
siuert mit verd. Essigsidure an. Die ausgefallene gelbe Sdure 1 wird abgesaugt, noch zweimal
in Wasser aufgeschlammt und wieder abgesaugt. Zur Reinigung wird in Chloroform mit
etwas Methanol gelést und die Mischung mehrfach mit Wasser ausgeschiittelt, wobei Ver-
unreinigungen in der Grenzschicht ausfallen. Man trennt die Chloroformldsung ab, trocknet
sie mit Natriumsulfat und dampft ein. Ausbeute 350 mg (49 %;); Schmp. 202° (aus Methanol).

Methylester 1a: Die Losung von 143 mg (0.5 mMol) 1 in 60 ml Chloroform/Methanol (5: 1)
versetzt man bei 10° mit einer méglichst konzentrierten, destillierten #itherischen Losung von
Diazomethan (ca. 1 mMol). Nach etwa 20 Min. destilliert man den Ather und iiberschiissiges
Diazomethan i. Vak. ab und schiittelt das Gemisch mit verd. NaHCO3-Ldsung, wobei die
gelbe Substanz vollstindig in der Chloroform-Phase bleiben soll, trocknet iiber Natrium-
sulfat, filtriert und dampft i. Vak. ein. Ausbeute 111 mg (74 %); Schmp. 185° (aus Chloro-
form/Methanol); Lit.3 185°,

3.3'-Dimethyl-4’-vinyl-4-[ B-carboxy-idthyl]-5"-oxo-dipyrromethen-(2.2") (Vinyl-isoneoxantho-
bilirubinsdure, 2). — Zur Ldsung von 1.855 g (6 mMol) 4 in 20 ml 4 » KOH gibt man 0.9 g
(5 mMol) reinsten Aldehyd 5. Nach 20min. Kochen unter RiickfluB fillt beim Abkithlen und
Anreiben das Kaliumsalz von 2 teilweise aus. Nach dem Absaugen 16st man in Wasser und
sduert mit verd. Essigsdure an, wobei sich 647 mg 2 in reiner Form ausscheiden. Weitere
Sdure erhilt man durch Ansiduern des alkalischen Filtrats vom Kaliumsalz. Diese Anteile
reinigt man durch Aufnehmen in Chloroform/Methanol und Ausschiitteln der Lésung mit
Wasser; danach wird eingedampft. Gesamtausbeute 515 mg (36%,); Schmp. 211 —212° (aus
Methanol).

Ci16HsN203 (286.3) Ber. C67.11 H 6.33 N 9.79 Gef. C66.99 H 6.57 N 9.82

Methylester 2a: Die Veresterung von 2 wird mit Diazomethan, wie bei 1a beschrieben, aus-
gefiihrt. Ausbeute 859 d. Th.; Schmp. 200—201° (Lit.3 201°).
5’-Ox0-4-[ f~methoxycarbonyl-iithyl]-3.4’ -dimethyl-3"-vinyl-5-dimethylaminomethyl-dipyrro-
methen-(2.2°) (6). — Man gibt zu einer Ldsung von 100 mg (0.33 mMol) 1a in 5 m] Eisessig
2 ml eines Gemisches aus 4 ml Fisessig, 1 ml 40proz. Formaldehyd-Losung und 4 ml 40proz.
Dimethylamin-Lésung. Der Ansatz bleibt etwa 30 Min. bei 20° stehen, wobei die Farbe nach
Griin umschligt. Nach dem Verdiinnen mit Wasser, wobei griine Verunreinigungen ausfallen,
wird filtriert, die Losung mit festem Natriumcarbonat versetzt, bis erneut eine Tritbung auf-
tritt, und nochmals filtriert. Die Mannichbase 6 wird aus dem Filtrat mit Na,CO3-L&sung aus-
gefillt und mit Wasser gewaschen. Sie ist nach dem Trocknen fiir die weitere Umsetzung
rein genug. Ausbeute 92 mg (819); Schmp. 164° (Zers.). — Zur Analyse wird mit Me-
thylenchlorid/Petroldther aus der Hiilse extrahiert.
Cy0H27N303 (357.5) Ber. C67.20 H 7.6t N 11.76 OCH;3 8.70
Gef. 66.63 7.50 11.78 8.68

Bilirubin-1Xa-dimethylester (7a) und Bilirubin-X{11a-dimethylester (82a). — Zur Losung von
179 mg (0.5 mMol) der Mannichbase 6 in 30 ml Tetrahydrofuran gibt man 100 mg (0.7 mMol)
Acetylendicarbonsduredimethylester und 1iBt 12 Stdn. bei 20° stehen. Danach destilliert man
das Losungsmittel i. Vak. ab und nimmt den Riickstand mit 5 ml Methanol auf, wobei das
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Kondensationsprodukt ausfillt. Ausbeute 240 mg (80 %). Man 16st das Rohprodukt in wenig
siedendem Chloroform, gieft in 50 ml vorgewirmten Petrolither (60—80°) und filtriert heif,
wonach sich 60 mg orangerote Kristalle von 7a + 8a abscheiden; Schmp. 169 —170° (Biliru-~
bin-IX-dimethylester 13 : Schmp. 198--200° nach Sintern ab 163°). Den Filterriickstand 15st
man wieder in Chloroform und erhilt durch Fillen mit Petroliither weitere 120 mg weniger
reines Bilirubinester-Gemisch.

Dehydrierung des Bilirubinester-Gemischs: Man versetzt eine Losung von 6 mg (0.01 mMol)
des Gemischs aus Ta und 8a in 20 ml Chloroform mit 2 mg (0.01 mMol) Dicyan-dichlor-p-
benzochinon, wobei sofort eine intensiv blaugriine Farbe auftritt. Man wischt mit wiBriger
NaHSO3-~ und anschlieBend mit NaHCO;-Lésung, trocknet die tiefgriine Losung durch Fil-
trieren und dampft i. Vak. ein. Durch Diinnschichtchromatographie an Kieselgel PF (Merck)
mit Chloroform (DAB 7)/Aceton (100 : 5) werden die Biliverdinester getrennt und mit authent.
Biliverdin-I1Xo-dimethylester (Ry = 0.6) und -XITTa-dimethylester (Ry = 0.5) verglichen. Aus
Extinktionsmessungen in Chloroform bei Apax = 665 nm ergibt sich ein Isomerenverhéltnis
von IXo : X[l = 77: 23.

Verseifung des Bilirubinester-Gemischs: Man 16st 102 mg (0.165 mMol) Gemisch von Ta
und 8a im Dunkeln unter Argon in 5 ml peroxidfreiem Tetrahydrofuran bei 20°. Nach Ver-
setzen mit 35 mg (0.9 mMol) KOH in 5 ml Wasser 148t man 30 Min. unter RiickfluBl rithren,
gibt 20 ml Wasser hinzu, kocht nochmals auf und fillt in der Hitze tropfenweise mit 2 n
Essigsdure. Es wird abzentrifugiert, zweimal mit Wasser gewaschen und im Exsikkator
getrocknet. Ausbeute 80 mg (85%). Das anfangs orangefarbene Pulver wird beim Stehen-
lassen dunkel. Man reinigt durch Losen in reinem Chloroform und Ausschiitteln mit verd.
NaHCO;-Losung. Die Chloroformlésung wird durch Filtrieren getrocknet und i. Vak. einge-
dampft. Nach dem Aufnehmen des Riickstands in Chloroform/Methanol (1 : 1) scheiden sich
orangerote Kristalle eines Gemischs von Bilirubin IXa und -XIIa ab. Die chromatographi-
sche Trennung und die Bestimmung der Anteile an den Isomeren wird nach Lit.9 durchgefiihrt.

Bestimmung der spezifischen Radioakrtivititr: Die durch 14C markierten Substanzen wurden
in 5 ml Methanol (p. a.) unter Zusatz von 5 Tropfen 2 # NaOH geldst, und die Lésung wurde
in einem Quarzkolben unter magnetischem Riihren mit einem Hg-Hochdruckbrenner (Hanno-
via 450 W) bis zur vblligen Entfarbung bestrahlt. Es wurde mit Methanol auf 10 bzw. 25 ml
aufgefiillt, jeweils 1 ml der aktiven L8sung mit 13 ml Bray-Lésung!4) gemischt und in cinem
TRI-CARB-Fliissigkeitsszintillationszahler, Modell 3315 (Packard), gemessen. Als interner
Standard diente eine Losung von n-Hexadecan-[14C] in Dioxan, wobei 1 ml 3.46-103 Im-
pulse/Min. lieferte. Die spezif. Aktivititen wurden nach folgender Gleichung berechnet, wo-
bei man nachstehende Werte erhielt:

Impulse/Min-100- Mol.-Gew.

Mol] = - -
[uC/mMel) Zzhlausbeute (%) - Einwage (mg)-2.22.106
Substanz Einwage Impulse Zihlausbeute spezif. Aktivitit
Nr. [mg] je Min. [%] [uC/mMol]
5 0.068 52000 83 75
7a + 8a 0.016 27000 84 55

13) W. Kiister, Hoppe Seyler’s Z. physiol. Chem. 141, 52 (1924).
14) G. A. Bray, Analytic. Biochem. 1, 279 (1960). [28/72]



