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Durch Kondensation der Mannichbase 6 mit dem in cc-Stellung unsubstituierten Oxodipyrro- 
methen 2a unter ZusatL von Acetylendicarbonsauredimethylester entstehen Bilirubin-IXa- 
dimethylester (7a) und Bilirubin-XIIIa-dimethylester (8a) im Verhaltnis 3 : 1. Nach diesem 
Prinzip wurde radioaktives Bilirubin-IXac (7, 1%-markiert) dargestellt. 

New Synthesis and 14C-Labelling of Bilirubin-IXu 

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

Radioaktives Bilirubin fur Stoffwechseluntersuchungen war bisher nur auf biolo- 
gischem Wege zuganglichl. 2). Die bisherige Synthese des Bilirubins3) ist umstandlich; 
sie fiihrt zuerst zum Biliv-erdin, das zu Bilirubin reduziert werden muR. 

Als Ausgangsmaterialien fur die neue Synthese dienten Vinyl-neoxanthobilirubin- 
saure (1) und die isomere Vinyl-isoneoxanthobilirubinsaure3) (Z), die man durch 
Erhitzen der Pyrrolinone 3 bzw. 44) und des Aldehyds 5 in Natronlauge erhalt; hier- 
bei tritt gleichzeitig Kondensation zum Oxodipyrromethen und Eliminierung von 
Trimethylamin unter Ausbildung der Vinylgruppe ein. Die Siiuren 1 und 2 werden 
mit Diazomethan zu den Estern l a  bzw. 2a umgesetzt. 

*) Herrn Prof. Dr. G. Wittig zum 75. Geburtstag gewidmet. 
1)  G. W. Ibruhim, S. Schwarz und C. J .  Watson, Metabolism, clin. and exp. 15, 1129 (1966) 

2 )  J. D. Ostrow, L.  Hanzmaker und R .  Schmid, J. clin. Invest. 40, 1442 (1.961). 
3) H. Fischer und H. Plieninger, Hoppe Seyler’s Z.  physiol. Chem. 274, 231 (1942). 
4) H. Plieninger und J.  Kurze, Liebigs Ann. Chem. 680, 60 (1964); vgl. R. Kohler, Diplom- 

[C. A. 66, 44809 n (1967)l. 
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Durch Reaktion mit Formaldehyd und Dimethylamin in essigsaurer Losung erhalt 
man aus la in guter Ausbeute die Mannichbase 6. Die gleiche Reaktion fiihrte beim 
Ester 2a nicht zum Ziel. 

Die Kondensation von 6 mit 2a und Acetylendicarbonsauredimethylester bei 
Raumtemperatur liefert einen orangeroten Bilirubinester, der aus Chlorofonn/Petrol- 
ather ahnlich wie Bilirubin-IXK-dimethylester 7a kristallisiert. Er stimmt in UV- 
sowie IR-Spektrum, der Elementaranalyse und dem ,,Jod-Zink-Spektrum"3) mit 7a 
uberein; der Schmelzpunkt liegt bei 169-170". 

I: 1: R' R2 R7 R8 

CH3 CH-CH2 CH3 CH=CH2 Bi l j rubin- IXa 

CH, CI-I'CH, CH=CH, CH, Bilirubin-XIIIa 
7a CH, CHS CII=CH, CH, CH=CH, Bilirubin-IXa-dimethylester 

8a CH, CH, CH=CH2 CH=CHz CH, Bilirubin-XIIIa-dimethylester 
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Der synthetische Bilirubinester 7a kann rnit Dichlor-dicyan-p-benzochinon (DDQ) 
in Chloroform zum Biliverdinester dehydriert werden. Dunnschichtchromatogra- 
phischs) erweist sich dieser als Gemisch von IXu- und XIIIa-Isomerem im Verhalt- 
nis 3 : 1. 

Eine Isomerisierung bei der Dehydrierung rnit DDQ, wie sie bei Verwendung von 
Eisen(II1)-chlorid stets beobachtet wirds), kann ausgeschlossen werden, da sich in 
einem aus naturlichem Bilirubin rnit Diazomethan hergestellten Dimethylester nach 
der Oxidation keine Isomeren nachweisen lassen. Hierbei findet man lediglich etwas 
Biliverdin-dimethylester-monomethylather, der bei der Veresterung rnit Diazomethan 
stets entsteht 6). 

Als Mechanismus der Kondensationsreaktion kommt eine durch den Acetylenester 
bewirkte Eliminierung7) zu einem hochreaktiven Zwischenprodukt (Methylenpyrrole- 
nin A) in Betracht, das rnit einem der nucleophilen Partner (2a oder 6) abreagieren 
kann. Als Nebenprodukt entsteht Dimethylamino-maleinsauredimethylester. 

r 

'i c 0: 

7a 8a 

Eine Erklarung dafur, dal.3 die ,,unsymmetrischei6 Kondensation rnit dem Acetylen- 
dicarbonsaureester nicht einheitlich verlauft, bietet die Beobachtung, dal3 die Man- 
nichbase 6 allein rnit dem Acetylencarbonsaureester ebenfalls eine Kondensation zu 
einem Biladien eingeht. Es entsteht hierbei Bilirubin-XIIIu-dimethylester (8a). Die 
Ergebnisse lassen sich so deuten, dal.3 die durch Eliminierung aus 6 entstehende M e  
thylenverbindung A nicht nur rnit einem u-unsubstituierten Oxodipyrromethen, wie 
z. B. 2a, reagieren kann, sondern auch mit 6. Der Angriff erfolgt jetzt an einem 
C-Atom, das eine Dimethylaminomethyl-Seitenkette tragt. Dabei wird statt eines 
Protons der Rest H&=N@(CH& abgespalten. 

Wir haben entsprechende Kondensadonen auch in der Mesobilirubin-Reihe ausgefiihrts). 
Die Gewinnung der Mannichbasen und die Kondensationen rnit dem Acetylendicarbonsaure- 

5 )  R. Bonnett und A.  F. McDonagh, Chem. Commun. 1970, 237. 
6 )  H. Fiscker, H .  Plieninger und 0. Weissbartk, Hoppe-Seyler's 2. physiol. Chem. 268, 200 

7) E. Winterfeldt, Chem. Ber. 97, 1952 (1964). 
8) K .  Ehf, Univ. Heidelberg, unveroffentlicht. 

(1941). 
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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 Schrnelzpunkt. Die 
chromatographische Trennung der rohen Produkte oder ihrer Dehydrierungsprodukte lie13 
sich nicht ohne Zersetzungen durchfuhrens). 

Das synthetische Bilirubinester-Gemisch (7a + Sa) 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- 
sung9). Nach den1 Aufnehmen in Chlorofo;m/Methanol erhalt man so ein orange- 
rotes, feinkristallines Bilirubin, das jedoch dunnschichtchromato~aphisch9~ nicht 
einbeitlich ist. Es enthiilt die lsomeren IXv., XIIIx, und 111% im Verhaltnis 75 : 24 : 1, 
wovon letzteres vermutlich wahrend der Chromatographie durch die anwesende 
Essigsaure entstanden ist. 

Radioaktives Bilirubin 

Durch eine Vilsmeier-Synthese mit Dimethylformamid-[14C] 10) kann die Aldehyd- 
gruppe in 5 markiert werden (spezif. Aktivitat 75 pC/mMol). Hieraus stellt man das 
Oxodipyrromethen 2a her, welches an der Methingruppe W-markiert ist. Die Kon- 
densation mit der nicht-markierten Mannichbase 6 ergibt ein Isomerengemisch der 
Bilirubinester (spezif. Aktivitat 55 [iC/mMol). 

Aus dem Syntheseverlauf geht hervor, daB das aus dem inaktiven Baustein gebildete 
BiZirubin-XZZZa nicht radioaktiv sein kana  Bei vollsthdig unsymmetrisch verlaufener 
Kondensation sollte das Bilirubin-IXx die gleiche spezif. Aktivitiit wie der Aldehyd 5 
aufweisen und das Bilirubin-IIIa die doppelte spezif. Aktivitat wie 5 zeigen. 

Die gefundenen spezif. Aktivitaten der durch Chromatographic getrennten Bili- 
rubine-IXv.,-XlIIa und -111~ weisen etwa das Verhaltnis 1 : 0.1 : 1.5 auf. Sie entspre- 
chen also etwa den Voraussagen, wenn man berucksichtigt, daB die chromatogra- 
phische Trennung nicht vollstbdig ist, und die Konzentration der Bilirubine iiber 
deren Extinktionen berechnet wurden. Unter der Voraussetzung, daR die gesamte 
Aktivitat vom Bilirubin-ZXa herriihrt und da13 das Bilirubin-XIIIx inaktiv ist, errech- 
net sich aus der spezif. Aktivitat des Bilirubinester-Gemischs (55 pC/mMol) und 
dem theoretischen Wert (75 pC/mMol) ein Isomerenverhaltnis IXa : XIIIa = 73 : 27. 
Dies stimmt gut mit den Werten uberein, die bei der chromatographischen Trennung 
der durch DDQ aus dem Bilirubinester entstandenen Biliverdine erhalten wurden, 
und grol3enordnungsmaBig niit denen nach chromatographischer Trennung des Roh- 
bilirubins. 

Bei medizinischen Untersuchungen durfte das dem radioaktiven Bilirubin-IXv. 
beigemengte inaktive Isomere XIIIx nicht storen. 

9) A .  F. Mc Donagh und F. Assisi, FEES Letters, im Druck (private Mitteilung). 
10) S. Szinuszkovicz und K. G .  Thomas, J. org. Chemistry 26, 960 (1961). 
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Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte wurden auf einern Heiztischmikroskop bestimmt und nicht korrigiert. - 

Die NMR-Spektren wurden mit einem Varian-Gerat A-60 aufgenommen (CH3CN als 
innerer Standard). - Die Darstellung einiger der bekannten Ausgangsverbindungen wird 
nochmals beschrieben, da gegenuber den ursprunglichen Vcrfahren Verbesserungen vorge- 
nommen wurden. 

2-Formyl-S-i~~ethyl-4-[~-carboxy-athylJ-p~rrolJ~~ (5). ~- Zur Losung von 5 g (30 mMol) 
3-Methyl-4-[~-methoxycarbonyl-athyl/-o~~2~ in 2.5 g (34 mMol) Dimethylformamid und 
100 ml absol. Ather tropft man bci 10" unter Kuhlung und Ruhren 5.05 g (33 mMol) Phos- 
phoroxytrichlorid. Die Mischung wird 6 Stdn. bei 20" geruhrt. Man gieBt den Ather ab, lost 
das zuriickbleibende 0 1  in 60 ml Wasser und fugt unter Eiskuhlung sowie Ruhren eine Losung 
vod 8 g NaOHin  20 ml Wasser zu. Die Losung wird 3 Stdn. bei 50" gehalten, auf 0" abge- 
kuhlt und mit 30proz. Schwefclsaure angesauert. Uabei fallt der Opsopyrrolcarbonsaure- 
aldehyd 5,  der durch Verunreinigungen schwach gelb gefarbt ist, kristallin aus. Man wascht 
grundlich mit eiskaltem Wasser, saugt ab und trocknet uber P40ln im Exsikkator. Das rohe 5 
wird aus der Hiilse rnit peroxidfreiem, absol. Ather extrahiert. Die gelben Verunreinigungen 
werden hierbei zuerst eluiert. Man erhalt 3.55 g (66%) reines Svom Schmp. 151" (Lit.10) 152') 
Die Verbindung muR im Dunkeln aufbewahrt werden. 

3-Methyl-4-~~-lrimethylaminon~um-aihyl :-~V-pyrroIinon-(2)-jodid (3). -- 1.4 g (10 mMol) 
4-i~-Amino-athylj-3-tnethyl-A3-pyrrolinon-(2) 4) und 2.1 g (20 mMol) wasserfreies Nutrium- 
carbonat werden in 20 ml Wasser mit 14 g (0.1 Mol) MethyGodid 6-8 Stdn. unter RuckfluB 
gekocht. Nach A bdampfen des uberschussigen Methyljodids wird die Reaktionslbsung mit 
verd. Jodwasserstoffsaure auf pH 3 -4 angesauert, wodurch die in der Losung vorhandenen 
anorganischen Salze in NaJ iibergefuhrt werden. Man dampft ein, pulverisiert den braunlichen 
krist. Ruckstand und lost durch 6maliges Digerieren mit je 100 rnl wasserfreiem Aceton das 
NaJ heraus. Das quartare Ammoniumsalz 3 bleibt rein und farblos zuruck. Ausbeute 2.3 g 
(75%); Schmp. 221" (am Athanol). ~ NMR-Spcktrum (DzO): T = 8.36 (s; kernstandiges 
CII3), 6.95 (s; Ammonium-CH3), 6.14 (s; CH2 im Ring) 6.45-7.3 (m; Aminoathylgruppe). 

[ C I O H I ~ N ~ O I J  (309.9) Ber. C 38.72 H 6.13 N 9.03 J 40.94 
Gef. 38.81 6.31 9.27 40.75 

4-Methyl-3-T~-trimethylamn~oiiium-athyl~-,4~-pyrroliwon-(2)-jodid (4). - Es wird aus 3-18- 
Amino-athyll-4-methyl-A3-pyrrolinon-j2) 4) analog der Darstellung von 3 erhalten. In Athanol 
ist 4 wesentlich besser loslich als 3. Ausbeute 2.6 g (85 %); Schmp. 193". - NMR-Spektrum 
(DzO): T = 8.1 (s; kernstandiges CH3, fiillt mit Standard zusammen), 6.97 (s; Ammonium- 
CH3), 6.16 (s; CH2 im Ring), 6.6 ~ 7.6 (m; Athylaminogruppe). 

[CioH19N20]J (309.9) Ber. C 38.72 H 6.13 N 9.03 J 40.94 
Gef. 38.88 6.37 9.05 40.94 

1 1 )  If. Fischer und A .  Treibs, Ber. dtsch. chern. Ges. 60, 379 (1927). 
12) H.  Plieninger, H. Bauer, W. Bukler, J .  Kurze und U. Lerch, Liebigs Ann. Chem. 680, 69 

( I  964). 
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3.4'- Dimethyl-3'-vinyl-4-i~-carboxy-airhyl/-5'-oxo-dipyrromethen-(2.2') ( Vinyl-neoxanthobili- 
rubinsiiure3), 1). - Man lost 927 mg (3.0 mMol) 3 rnit 450 mg (2.5 mMol) reinstem Aldehyd 
5 in 10 ml 4 n KOH und erhitzt 45 Min. unter RiickfluB. AnschlieRend kiihlt man ab und 
sauert rnit verd. Essigsaure an. Die ausgefallene gelbe Saure 1 wird abgesaugt, noch zweimal 
in Wasser aufgeschlammt und wieder abgesaugt. Zur Reinigung wird in Chloroform mit 
etwas Methanol gelost und die Mischung mehrfach rnit Wasser ausgeschiittelt, wobei Ver- 
unreinigungen in der Grenzschicht ausfallen. Man trennt die Chloroformlosung ab, trocknet 
sie rnit Natriumsulfat und dampft ein. Ausbeute 350 mg (49%); Schmp. 202" (aus Methanol). 
Methylester l a :  Die Losung von 143 mg (0.5 mMol) 1 in 60 ml Chloroform/Methanol ( 5  : 1)  
versetzt man bei 10" rnit einer moglichst konzentrierten, destillierten atherischen Losung von 
Diazomethan (ca. 1 mMolj. Nach etwa 20 Min. destilliert man den Ather und iiberschiissiges 
Diazomethan i. Vak. ab und schiittelt das Gemisch rnit verd. NaHC03-LBsung, wobei die 
gelbe Substanz vollstandig 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'-vinyI-4-i~-carboxy-at~y~]-5~-oxo-dipyrromethen- (2.2') ( Vinyl-isoneoxantho- 
bilirubinsuure, 2). - Zur Losung von 1.855 g (6 mMol) 4 in 20 ml 4 n KOH gibt man 0.9 g 
(5 mMol) reinsten Aldehyd 5. Nach 20min. Kochen unter RuckfluR fallt beim Abkuhlen und 
Anreiben das Kaliumsalz von 2 teilweise aus. Nach dem Absaugen lost man in Wasser und 
sauert mit verd. Essigsiiure an, wobei sich 647 mg 2 in reiner Form ausscheiden. Weitere 
Saure erhalt man durch Ansauern des alkalischen Filtrats vom Kaliumsalz. I k s e  Anteile 
reinigt man durch Aufnehmen in Chloroform/Methanol und Ausschiitteln der Losung rnit 
Wasser; danach wird eingedampft. Gesamtausbeute 515 mg (36%); Schmp. 21 1-212" (aus 
Methanol). 

C16H18N203 (286.3) Ber. C 67.11 H 6.33 N 9.79 Gef. C 66.99 H 6.57 N 9.82 

Methylester 2a:  Die Veresterung yon 2 wird rnit Diazomethan, wie bei l a  beschrieben, aus- 
gefiihrt. Ausbeute 85% d. Th.; Schmp. 200-201" (Lit.3) 201"). 
5'-Oxo-4-[~-methoxycarbonyl-~thyl]-3.4'-dimethyl-3'-vinyl-S-dime~hylaminom~thyl-dipyrro- 

methen-(2.2') (6). - Man gibt zu einer Losung von 100 mg (0.33 mMol) l a  in 5 ml Eisessig 
2 ml eines Gemisches aus 4 ml Eisessig, 1 ml 40proz. Formaldehyd-Losung und 4 ml40proz. 
Dimethylamin-Losung. Der Ansatz bleibt etwa 30 Min. bei 20" stehen, wobei die Farbe nach 
Griin umschlagt. Nach dem Verdiinnen mit Wasser, wobei griine Verunreinigungen ausfallen, 
wird filtriert, die Losung mit festem Natriumcarbonat versetzt, bis erneat eine Triibung auf- 
tritt, und nochmals filtriert. Die Mannichbase 6 wird aus dem Filtrat rnit NazCO3-Losung aus- 
gefallt und rnit Wasser gewaschen. Sie ist nach dem Trocknen fur die weitere Umsetzung 
rein genug. Ausbeute 92 mg (81 %); Schmp. 164" (Zers.). - Zur Analyse wird rnit Me- 
thylenchlorid/Petroliither aus der Hiilse extrahiert. 

CZoH~7N303 (357.5) Ber. C 67.20 €1 7.61 N 11.76 OCH, 8.70 
Gef. 66.63 7.50 11.78 8.68 

Bilirubin-IXa-dimethylester (7aj rind Bilirubin-XIlZa-dimethylester (8 a). - Zur Losung von 
179 mg (0.5 mMol) der Mannichbase 6 in 30 ml Tetrahydrofuran gibt man 100 mg (0.7 mMol) 
Acetylendicarbonsauredimethylester und laBt 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 ausfallt. Ausbeute 240 mg (80%). Man lost das Rohprodukt in wenig 
siedendem Chloroform, gieRt in 50 ml vorgewarmten Petrolather (60-80') und filtriert heis, 
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 last 
man wieder in Chloroform und erhalt durch Fallen rnit Petrolather weitere 120 mg weniger 
reines Bilirubinester-Gemisch. 

Dehydrierung des Bilirubinester-Gemischs: Man versetzt eine Losung von 6 mg (0.01 mMol) 
des Gemischs aus 7 a  und 8 a  in 20 ml Chloroform rnit 2 mg (0.01 mMol) Dicyan-dichlor-p- 
benzochinon, wobei sofort eine intensiv blaugriine Farbe auftritt. Man wascht mit waRriger 
NaHS03- und anschlieRend mit NaHCOyLosung, trocknet die tiefgriine Losung durch Fil- 
trieren und dampft i. Vak. ein. Durch Dunnschichtchromatographie an Kieselgel PF (Merck) 
mit Chloroform (DAB 7)/Aceton (100 : 5) werden die Biliverdinester getrennt und rnit authent. 
Biliverdin-IXa-dimerhyhylester (RP = 0.6) und -XIIIa-dimethylester (RF = 0.5) verglichen. Aus 
Extinktionsniessungen in Chloroform bei Amax = 665 nm ergibt sich ein Isomerenverhaltnis 
von IXa : XIIIa = 77 : 23. 

Verseifing des Bilirubinester-Gemischs: Man last 102 mg (0.165 mMol) Gemisch yon 7a 
und Sa im Dunkeln unter Argon in 5 ml peroxidfreiem Tetrahydrofuran bei 20". Nach Ver- 
setzen mit 35 mg (0.9 mMol) KONin 5 ml Wasser l50t man 30 Min. unter Ruckflu0 riihren, 
gibt 20 ml Wasser hinzu, kocht nochmals auf und fallt in der Hitze tropfenweise mit 2 n 
Essigsaure. 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 Lbsen in reinem Chloroform und Ausschiitteln rnit verd. 
NaHC03-Losung. Die Chloroformlosung wird durch Filtrieren getrocknet und i. Vak. einge- 
dampft. Nach dem Aufnehmen des Ruckstands in Chloroform/Methanol (1 : I )  scheiden sich 
orangerote Kristalle eines Gemischs von Bilirubin IXa und -XIIIa ab. Die chromatographi- 
sche Trennung und die Bestimmung der Anteile an den Isomeren wird ndch Lit.9) durchgefuhrt. 

Bestimnzung der spezifischea Radioaktivitat: Die durch 14C rnarkierten Subsranzen wurden 
in 5 ml Methanol (p. a.) unter Zusatz von 5 Tropfen 2 n NaOH gelost, und die Lasung wurde 
in einem Quarzkolben unter niagnetischem Riihren rnit einem Hg-Hochdruckbrenner (Hanno- 
via 450 W) bis zur volligen Entfarbung bestrahlt. Es wurde rnit Methanol auf 10 bzw. 25 ml 
aufgefiillt, jeweils 1 ml der aktiven Ltjsung mit 13 ml Bray-Losungl4) gemischt und in einem 
TRI-CARB-Fliissigkeitsszintillationszahler, Modell 33 15 (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. Aktivitaten wurden nach folgender Gleichung berechnet, wo- 
bei man nachstehende Werte erhielt: 

Impulse/Min * 100. Mo1.-Gew. 
Zahlausbeute (%).Einwage (mg).2.22.1% 

[,uC/mMol] = --- 
___ 

Substanz Einwage Impulse Zahlausbeute spezif. Aktivitat 

5 0.068 52000 83 75 
7a + 8a 0.016 27 000 84 55 

Nr. [mgl je Min. [%I rPC/mMoll 

13)  W. Kusler, Hoppe Seyler's 2. physiol. Chem. 141, 52 (1924). 
14) G. A .  Bray, Analytic. Biochem. 1, 279 (1960). 


