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Aminomethylpyrrolylmethane

New methods for the synthesis of the aminomethyldipyrrolylmethane and the aminomethyl-
tripyrrane, which are resulting from formal head to tail condensation of porphobilinogen are de-
scribed. Porphobilinogen was used as base material in these procedures. The aminomethyl group
of porphobilinogen reacts as an alkylating agent with several amines as well as with porpho-
bilinogen-lactam. The condensation of porphobilinogen with its lactam gave the dipyrrolylmethane-
lactam, which afforded after hydrolysis the desired aminomethyldipyrrolylmethane. The conden-
sation of the latter with porphobilinogen-lactam gave the lactam of the aminomethyltripyrrane,
which was then hydrolysed to the free aminomethyltripyrrane.

Polypyrrolylmethane sind wertvolle Zwischenpro-
dukte sowohl fiir biochemische Studien zur Bio-
genese der natirlichen Tetrapyrrole als auch fiir
deren Synthese. Bei unseren Untersuchungen zur
Biosynthese natiirlicher Tetrapyrrole haben wir uns
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unter anderem auch mit der Gewinnung von Amino-
methylpyrrolylmethanen von der Art, wie sie durch
stufenweise Kondensation von Porphobilinogen
(PBG) 1 entstehen, beschiftigt. Untersuchungen
tiber deren Verwertbarkeit zur Porphyrinring-Bil-
dung sollten es ermoglichen, einen ndheren Einblick
in den Mechanismus der enzymchemischen Bildung
von Uroporphyrinogen III 3, dem Grundkorper der
natiirlichen Tetrapyrrole, zu gewinnen. Zum Mecha-
nismus der enzymatischen Isomerisierung wurden
mehr als 20 Hypothesen diskutiert!, von denen
einige durch experimentelle Befunde bereits wider-
legt sind, andere bediirfen noch der experimentellen
Uberpriifung. Erst in jiingster Zeit wurden nun
auch Untersuchungen iiber die Verwertung von
Aminomethylpyrrolylmethanen bei der enzym-
chemischen  Uroporphyrinogen I/I1I-Bildung  von
Frydman et al. ™% beschrieben, aus denen geschlos-
sen wird, da} die Art der Verkniipfung der ersten
beiden PBG-Einheiten der entscheidende Schritt bei
der Isomerisierung zur Uroporphyrinogen III-Bil-
dung ist.

Bei unseren Versuchen zur Gewinnung von
Aminomethylpyrrolylmethanen, bei denen wir so-
wohl enzymchemische als auch chemische Methoden
auf ihre Brauchbarkeit tiberprift haben, verwende-
ten wir als Ausgangsmaterial PBG, das
d-Aminoldvulinsdure mittels Zellsuspensionen von
P. shermanii leicht zuginglich ist®. Bogorad et al.
ist es gelungen, durch Hemmung der Uroporphyri-
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nogen I-Synthetase mittels Hydroxylamin oder Am-
monsalzen ein Aminomethyl-dipyrrolylmethan bzw.
-tetrapyrrolylmethan anzureichern % 7. Bei ihnlichen
von uns durchgefiihrten Versuchen zum Abfangen
von Zwischenprodukten bei der Uroporphyrinogen-
Bildung mittels angereicherten Enzympriparatio-
nen aus P. shermanii sowie mit Zellsuspensionen
von P. shermanii, bei denen Hemmstoffe der Uro-
porphyrinogen-Bildung zugesetzt wurden, war es
nicht moglich, freie Aminomethylpyrrolyl-
methane nachzuweisen. Wir versuchten daher, diese
Verbindungen auf chemischem Wege zu syntheti-

uns

sieren.

PBG ist sehr reaktionsfihig und iiber seinen
Aminomethylkohlenstoff zu mannigfachen Reaktio-
nen befahigt. In saurer, neutraler und alkalischer
Losung entstehen durch Selbstkondensation Uro-
porphyrinogene. Ferner konnten wir bei fritheren
Versuchen zeigen, dafl PBG in alkalischem Medium
mit priméren und sekundidren Aminen, Aminoalko-
holen und bestimmten Aminosduren unter Amin-
austausch reagiert sowie zur C-Alkylierung befahigt
ist 8. Mauzerall ® nimmt auf Grund von Beobachtun-
gen bei der chemischen Uroporphyrinogen-Bildung
in neutralen und alkalischen Losungen aus PBG an,

dal} der erste Schritt auch der langsamste in der
Reaktionsfolge ist. Die Reaktion des Aminomethyl-
dipyrrolylmethans bzw. des -tripyrrolylmethans mit
dem PBG ist dann bevorzugt; beim linearen Tetra-
meren ist die Cyklisierung zum spannungsfreien
Uroporphyrinogen begiinstigt. Fiir ecine gezielte
Darstellung  von ~ Aminomethylpyrrolylmethanen
durch stufenweise Kondensation von PBG war es
daher notwendig, die reaktive Aminomethylgruppe
am C-2 des PBG zu blockieren. Hierzu bot sich das
Laktam des Porphobilinogens 4 an, dessen Laktam-
ring sich unter milden Bedingungen wieder hydroly-
sieren ldBt!, und das aus PBG sehr gut herzustel-
len ist 1.

Auf Grund dieser Befunde haben wir folgende
Moglichkeiten zur Darstellung von Aminomethyl-
polypyrrolylmethanen in Betracht gezogen sowie
einer niheren Uberpriifung unterworfen. Nach der
Darstellung tertidrer Mannichbasen aus PBG und
sekundidren Aminen versuchten wir, deren Ester mit
Porphobilinogen-laktamester bzw. mit den Estern
der Folgeprodukte zu verkniipfen. Ferner wurden
Versuche zur direkten Alkylierung des Porpho-
bilinogen-laktams mittels PBG als Alkylierungsmit-
tel durchgefiihrt. Da sowohl Uroporphyrinogene 9 11
als auch Dipyrrolylmethane % 12
isomerisieren, mufiten fiir eine gezielte Darstellung
der Aminomethylpyrrolylmethane durch stufen-
weise Kondensation des PBG die Verkniipfungen
in neutralem oder alkalischem Medium durchgefiihrt
werden. Voraussetzung fiir eine Verknlipfung von
PBG mit seinem Laktam war, dall die Reaktivitat
der C-5-Position im PBG in seinem Laktam bzw.
Laktamester erhalten bleibt oder nur wenig herab-
gesetzt ist.

Aminomethylpolypyrrolylmethane von der Art,

in saurem Medium

wie man sie zum Studium der enzymchemischen
Uroporphyrinogen I/III-Bildung benétigt, wurden
inzwischen auf anderem Wege von mehreren Ar-
beitsgruppen dargestellt 1 13715,

Tertiare Amine aus PBG durch Aminaustausch

PBG ist tiber seinen Aminomethyl-Kohlenstoff
zum Amin-Austausch befihigt8. Als Konkurrenz-
Reaktion erfolgt bei diesen Umsetzungen immer die
Uroporphyrinogen-Bildung. Zur Darstellung ter-
tidrer Mannich-Basen wurden Umsetzungen mit Di-
methyl- und Didthylamin, Pyrrolidin, Piperidin
und Morpholin durchgefithrt. Die Umsetzungen
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werden am besten withrend 24 Stunden bei 70 °C
in wélriger Losung ausgefiihrt. Wegen der Uro-
porphyrinogen-Bildung ist es notwendig, die Amin-
komponente in groBem Uberschul zu verwenden.
Der Gesamtumsatz des PBG mit den Aminen be-
tragt jeweils ca. 607%. Die Abtrennung von nicht
umgesetztem PBG, gleichzeitig entstandenem Uro-
porphyrin sowie geringer Mengen anderer Neben-
produkte gelingt mit Hilfe der Ionenaustauscher-
Chromatographie an Sephadex CM C-25. Es zeigte
sich jedoch, dal} die meisten Produkte nach der An-
reicherung tiber die Hg-Salze und deren Zersetzung
mittels H,S sehr schlecht kristallisieren und zu
leicht oxidierbaren Porphyrinogenen und anderen
Nebenprodukten kondensieren, so dafl in den mei-
sten Fallen die Gesamtausbeute stark herabgesetzt
wird. Fir unsere weiteren Untersuchungen erwies
sich das Piperidyl-PBG 6 als am giinstigsten, da es
sehr leicht kristallisiert (Ausbeute: 55%). Eine Kri-
stallisation gelang noch beim Diathylamin- so-
wie in geringerem Mafle auch bei Dimethylamin-
Derivat. Die iibrigen Produkte konnten nach der
HgS-Fallung lediglich durch Gefriertrocknung in
weniger reiner Form erhalten werden. In ihrem
chemischen Verhalten zeigen die von uns dargestell-
ten tertiiren Amine des PBG weitgehende Ahnlich-
keit zum PBG. Wilrige Losungen, besonders saure,
sind wenig stabil, und es entstehen neben anderen
Kondensationsprodukten die Uroporphyrinogene.
Bei der Elektrophorese wandern sie sowohl im sau-
ren (pH 2,7 und 3,9) als auch im alkalischen Be-
reich stets ein wenig langsamer als PBG. Eine Aus-
nahme macht das Morpholin-Derivat, das bei pH
9,2 fast doppelt so schnell wie PBG wandert.

Versuche zur Verkniipfung von Piperidyl-Por-

phobilinogen-dimethylester 7 mit Porphobilino-

gen-Laktam-methylester 5 und mit dem Dipyr-
rolylmethan-Laktam-trimethylester 8

Die Veresterungen der Reaktionspartner erfolg-
ten mit Diazomethan durch geringfiigige Verdnde-
rungen der von Cookson und Rimington beschrie-
benen Methode fiir das PBG-Laktam 1°.

Dipyrrolylmethan-Laktam-trimethylester 8: Die
Eliminierung des Piperidylrestes wurde entweder
mit Methyljodid in methanolischer Losung in Ge-
genwart von NaHCO; oder mittels Acetylendicar-
bonsiduredimethylester in tertiar Butanol/Tetra-

hydrofuran durchgefiithrt. Der PBG-Laktamester 5

zeigt relativ schlechte Loslichkeitseigenschaften und
ist nur in Alkoholen einigermallen gut loslich, die
aber mit Ausnahme von tertiaren Carbinolen mit
Acetylendicarbonsduredimethylester ~ unter  Enol-
atherbildung reagieren 6. Die Umsetzungen, die
zur Vermeidung der Pyrromethen-Bildung unter
Ausschlul  von Sauerstoff durchgefiihrt wurden,
lielen sich mittels der Diinnschichtchromatographie
laufend verfolgen. Hierbei erwies sich Methyljodid
fir die Eliminierung des Piperidyl-Restes als am
glinstigsten. Der Ester des Piperidyl-PBG ist unter
diesen Bedingungen &ullerst reaktionsfihig, beim
Laktamester handelt es sich allerdings um einen
sehr trigen Reaktionspartner. Um die Bildung von
Kondensationsprodukten aus Piperidyl-PBG-ester 7
sowie die Entstehung der Uroporphyrinogen-octa-
methylester gering zu halten, verwendeten wir den
Laktamester 5 im UberschuB}, und der Piperidyl-
PBG-ester 7 wurde aus dem gleichen Grund in klei-
nen Portionen zugesetzt. Trotzdem wurden aber
neben dem gewiinschten Dipyrrolylmethan-laktam-
trimethylester 8 groflere Mengen
Kondensationsprodukte gebildet; die Ausbeute an 8
betrug bei der optimalen Reaktionstemperatur von
30 °C etwa 50%. Bei Verwendung von Acetylen-
dicarbonsduredimethylester war es uns nicht mog-

verschiedener

lich, eine vollstindige Umsetzung des Piperidyl-
PBG-esters 7 zu erreichen; die Ausbeute an 8 be-
trug hier nur etwa 20%, wobei im Verhiltnis die-
selben Nebenprodukte entstehen, wie bei den Um-
setzungen mit Methyljodid. Die Abtrennung der
Nebenprodukte ist jeweils sehr schwierig und auf-
wendig, gelingt aber durch priparative Diinnschicht-
oder durch Saulenchromatographie. Da die Ausbeu-
ten der isolierten Dipyrrolylmethane nie mehr als
10% betrugen, kommt diesen beiden Verfahren
keine prédparative Bedeutung zu. Sie waren aber von
Bedeutung bei der Identifizierung des Dipyrrolyl-
methans 9, das durch direkte Verkniipfung von
PBG mit seinem Laktam dargestellt wurde.

Tripyrran-Laktam-pentamethylester 11: Piperi-
dyl-PBG-ester 7 1afit sich in Gegenwart von Methyl-
jodid mit 8 zum Tripyrran 11 kondensieren. Hier-
bei entstehen wiederum groBere Mengen von Ne-
benprodukten, die sich nur durch priaparative Diinn-
schichtchromatographie an Kieselgel abtrennen las-
Auch dieses Verfahren war daher nur von
Interesse zur Identifizierung des Tripyrrans 12,
das durch Kondensation des Aminomethyldipyrro-
lylmethans 10 mit PBG-Laktam entstand.

sen.
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Aminomethyldipyrrolylmethan-Laktam 9 aus
PBG 1 und PBG-Laktam 4

Die Alkylierung von PBG-Laktam mittels PBG,
dessen Aminomethylkohlenstoff als Alkylierungs-
mittel wirkt, erwies sich zur Darstellung des ge-
wiinschten Dipyrrolylmethans als recht glinstig. Die
Kondensation erfolgt am besten in wiliriger Losung
unter strengem Ausschlul von Sauerstoff wihrend
mehrerer Stunden bei 80 °C. Um die Selbstkonden-
sation des PBG gering zu halten, verwendeten wir
einen Uberschufl von PBG-Laktam. Unter diesen
Bedingungen entstehen neben Uroporphyrinogen
nur geringe Mengen anderer Nebenprodukte. Die
Abtrennung des Dipyrrolylmethan-laktams 9 von
Nebenprodukten und nicht umgesetztem PBG-Lak-
tam gelingt recht gut durch lonenaustauscherchro-
matographie an Sephadex DEAE A-25 bei pH 7,2.
Hierbei ldft sich nicht umgesetztes PBG-Laktam
nach der Elution von der Sdule durch Ansduern
ausfillen und somit anndhernd quantitativ zuriick-
gewinnen. Das Laktam des Aminomethylpyrrolyl-
methans wird durch stufenweise Erhohung der Puf-
ferkonzentration von der Sdule eluiert und kann an-
schliefend durch Ansduern ausgefillt oder aber
iber sein Hg-Salz, was einen zusitzlichen Reini-
gungsschritt bedeutet, isoliert werden. Die Ver-
esterung von 9 mit Diazomethan, die auch Voraus-
setzung fiir massenspektrometrische Untersuchun-
gen war, ergab das mit 8 identische Veresterungs
produkt.

Aminomethyldipyrrolylmethan 10: Durch Hy-
drolyse des Laktamrings von 9 bzw. des Laktam-
rings und der Estergruppen von 8, die unter milden
alkalischen Bedingungen nach einer von Frydman
et al.' beschriebenen Methode durchgefithrt wer-

den, erhilt man das Aminomethyldipyrrolylmethan
10.

In sauren und neutralen Losungen erwies sich
das Aminomethyldipyrrolylmethan 10 als adulerst
instabil. Bei der Inkubation von 10 im Sé6rensen-
Puffer pH 7,6 bei 37 °C entstehen Uroporphyrino-
gene, die nach der Oxidation und der Isomeren-
analyse iiber die Coproporphyrine als die Isomeren
I und III (oder IV) identifiziert wurden '7. Da sich
die Isomeren III und IV zur Zeit noch nicht unter-
scheiden lassen, ist es nicht moglich, exakte Aus-
sagen iiber die tatsichliche Zusammensetzung des
Isomerengemisches zu machen. Diese Befunde wur-
den auch von Frydman et al. festgestellt und be-

reits ausfithrlich diskutiert 2. Bei der Elektrophorese
bei pH 9.2 verhilt sich 9 wie das entsprechende
Aminomethyldipyrrolylmethan 10. Beide wandern
nur wenig langsamer als Uroporphyrin, aber we-
nigstens doppelt so schnell wie PBG. Weitgehende
Ahnlichkeit zeigen auch die UV-Absorptionsspek-
tren der beiden Dipyrrolylmethane nach der Um-
setzung mit Ehrlich’s Reagens. Bei beiden ver-
schwindet das Maximum bei 562 nm innerhalb von
20 min fast vollstindig, wihrend gleichzeitig bei
489nm (9) bzw. 484nm (10) ein neues Absorp-
tionsmaximum entsteht; hierbei verfarbt sich die
Lésung von rot nach gelb. Ein dhnliches Verhalten
wurde schon von Bogorad et al. bei enzymatisch
gewonnenem Aminomethyldipyrrolylmethan festge-
stellt 6.

Aminomethyltripyrran-Laktam 12 aus Amino-
methyldipyrrolylmethan 10 und PBG-Laktam 4

In Anlehnung an die oben beschriebene Methode
zur Darstellung von 9 versuchten wir, das Tripyr-
ran, das durch stufenweise Kondensation von PBG
entsteht, entweder durch Verkniipfung von PBG mit
9 oder von 10 mit dem PBG-Laktam zu synthetisie-
ren. Bei diesen Versuchen, die unter den gleichen
Bedingungen wie bei der Darstellung von 9 durch-
gefiihrt wurden und bei denen die Laktamkompo-
nente jeweils im Uberschul verwendet wurde, zeigte
es sich, dal} beide Wege zum Tripyrran fithren. Die
Umsetzung von 10, das dullerst reaktionsfahig ist,
mit PBG-Laktam erwies sich aber als giinstiger, da
hierbei weniger Nebenprodukte entstehen. Neben
dem Tripyrran entstehen vorwiegend Uroporphyri-
nogene durch Selbstkondensation des Aminomethyl-
dipyrrolylmethans. Die Abtrennung der Nebenpro-
dukte zur Isolierung des Tripyrrans gelingt am
besten durch Ionenaustauscherchromatographie an
Whatman DE-52, pH 8,2. Voraussetzung zur Iso-
lierung eines reinen Produktes ist, dafl sowohl die
Umsetzung als auch die Austauscherchromatogra-
phie unter Ausschluf} von Sauerstoff durchgefiihrt
werden. Nach der Elution von der Austauschersiule
laBt sich sowohl das Tripyrran-Laktam 12 als auch
nicht umgesetztes PBG-Laktam, das auch bei diesem
Verfahren annidhernd quantitativ zuriickgewonnen
wird, durch Ansiduern ausfillen. Nach der Vereste-
rung von 12 mit Diazomethan erwies sich das Ver-
esterungsprodukt chromatographisch als identisch
mit 11, das bei der Umsetzung von Piperidyl-PBG-
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ester mit 8 entstanden war. Nach der Hydrolyse des
Laktamrings von 12 lafit sich das wenig stabile
Aminomethyltripyrran 13 durch Ansduern ausfil-
len.  UV-spektrophotometrische  Untersuchungen
zeigten, dall beim Stehenlassen waliriger Losungen
von 13 Uroporphyrinogene entstehen. Wir haben
dazu keine weiteren Untersuchungen durchgefihrt.
Frydman et al.* nehmen aber an, daf} durch Di-
merisierung zundchst Hexapyrrolylmethane ent-
stehen, aus denen dann die thermodynamisch be-
giinstigten cyklischen Tetrapyrrole gebildet werden.
Die UV-Absorptionsspektren der Reaktionspro-
dukte von 12 und 13 mit Ehrlich’s Reagens zeigen
ein dhnliches Verhalten wie die der analogen Di-
meren. Wiahrend die Hauptmaxima bei 563 nm
(12) und bei 564nm (13) fast vollstindig ver-
schwinden, treten gleichzeitig neue Maxima bei
488 nm (12) bzw. bei 492 nm (13) auf. Bei der
Elektrophorese bei pH 9,2 wandern die beiden Tri-
pyrrane etwas langsamer als die Uroporphyrine
und nur wenig schneller als die Dipyrrolylmethane.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen er-
gaben, dal sowohl beim Dipyrrolylmethan-Laktam
9, als auch beim Tripyrran-Laktam 12 bei der Ver-
esterung mit Diazomethan geringe Mengen eines
hoher methylierten Produktes auftreten. Zur Kla-
rung der Frage, ob es sich hierbei um ein N- oder
das C-methylierte Produkt handelt, bedarf es wei-
terer Untersuchungen. Methylierungen am N-1 von
substituierten Monopyrrolen mittels Diazomethan
wurden erst kiirzlich beobachtet und auch beschrie-

ben 18,19

Durch Kondensation der Dipyrrolylmethane 10
und 9 erhilt man das entsprechende Bilan. Nach
weiteren Studien zu dessen Reindarstellung und
Identifizierung werden wir hieriiber berichten.

Beschreibung der Versuche

Diinnschichtchromatogramme wurden auf Kiesel-
gel DC-Plastikfolien der Firma Merck mittels fol-
gender FlieBmittel durchgefiihrt: A Isopropanol/
33-prozentiges Ammoniak 7:3; B Isopropanol/33-
prozentiges Ammoniak 7:5; C Athanol/33-prozen-
tiges Ammoniak 7:5; D 5% Methanol in Chloro-
form. In den stark ammoniakhaltigen FlieBmitteln
A, B und C sind die Rp-Werte sehr schwer reprodu-
zierbar und besitzen wenig Aussagewert. Zur Iden-
tifizierung der in diesen Fliefimitteln chromatogra-
phierten Verbindungen verwenden wir daher die

relativen Rpgp-Werte (Rp-Wert von PBG wird will-

kiirlich gleich 1 gesetzt). Im FlieBmittel D bleibt
PBG am Start sitzen, so dal} in diesem Fall die Rj-
Werte angegeben werden. Zum Besprithen der Elek-
tropherogramme und Chromatogramme beniitzten
wir eine 2-prozentige Losung von p-Dimethylamino-
benzaldehyd in 6 N HCl (Ehrlich-Reagens). Bei der
Aufnahme von Absorptionsspektren haben wir das
von Mauzerall beschriebene modifizierte Ehrlich-
Reagens 2° verwendet. Elektrophoresen wurden in
0,5 M Essigsdure (pH 2,7) oder in 0,05 M Veronal-
Na-Pufter (pH 9,2) durchgefiihrt. Folgende Spek-
trometer wurden verwendet: Varian HA 100 und
Varian A 60 (NMR, 5% NaOD in D,O, int. Stan-
dard 2.2.3.3-Tetradeutero-3- (trimethylsilyl) -pro-
pionsdure Na-salz); Zeiss RPQ 20 C (Absorptions-
spektren) ;  Varian MAT 711 (Massenspektren,
200 °C und 70 eV). Ausnahmen sind im Text ange-
geben.

4-(2-Carboxydthyl)-3-carboxymethyl-2-piperidino-
methylpyrrol 6

80 mg (0,328 mmol) PBG werden in 10 ml H,O,
dem 2ml (20,3 mmol) Piperidin zugefiigt wurden,
gelost und 24 Stunden bei 70 °C im Sandbad er-
hitzt. Eine Reaktionskontrolle gelingt mittels DC.
Anschlielend wird im Vakuum auf 1 ml eingeengt
und der Ansatz auf eine Sdule (15 cm Lénge, 4 cm
Durchmesser) aus Sephadex CM C-25 gegeben,
deren H*-Form mit Natriumacetatpuffer (pH 4,5
0,2M an CH3;COOH) so lange gewaschen worden
war, bis das Eluat pH 4,5 hatte. Dann eluiert man
mit diesem Puffer und priift das Eluat laufend mit
Ehrlich-Reagens auf die fir Pyrrole typische Farb-
reaktion. Nach geringen Mengen Uroporphyrin ver-
lassen etwa 50ml Losung einer Verbindung, die
mit Ehrlich-Reagens eine blauviolette Farbung er-
gibt und die infolge geringer Stabilitat nicht isoliert
und identifiziert wurde (evtl. 4-(2-Carboxyéthyl)-
3-carboxymethyl-2-hydroxymethylpyrrol), die Saule.
Weiteren 20 ml mit sehr schwacher Ehrlich-Reaktion
folgen ca. 100 ml einer Losung von Piperidyl-PBG,
das eine rotviolette Ehrlich-Reaktion zeigt. Nach
30 ml, die keine Ehrlich-Reaktion zeigen, folgt nicht
umgesetztes PBG. Der pH des Eluats, das Piperidyl-
PBG enthalt, wird mit verdiinnter HCI auf 4 gestellt
und das Piperidyl-PBG mit 20-prozentiger Queck-
silber (IT) -acetat-Losung gefallt. Der Niederschlag
wird abzentrifugiert, dreimal mit verdiinnter Essig-
sdaure (pH 4) gewaschen und mit H,S zersetzt 1°.
Dann zentrifugiert man vom HgS ab und wéscht
dieses zweimal mit wenig Wasser. Die vereinigten
Uberstinde werden mit 0,5 N Ammoniak auf pH 4
gestellt, wobei sich das Piperidyl-PBG kristallin
abscheidet. Nach mehreren Stunden im Kiihlschrank
saugt man die Kristalle ab, wéscht mit wenig eis-
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kalter verdiinnter Essigsidure (pH 4), anschlieflend
mit wenig eiskaltem Aceton und trocknet im Va-
kuum bei 60 °C iber P,O5. Ausheute 51 mg
(52,5% der Theorie). Falls eine Umkristallisation
notwendig ist, wird in moglichst wenig 0,5N Am-
moniak gelost, eventuell filtriert, der pH mit Eis-
essig vorsichtig auf 4 eingestellt und wie oben wei-
tergearbeitet.

Eine weitere Reinigungsmoglichkeit stellt die Ad-
sorption an Amberlite XAD-2 (100 — 200 #m) dar.
Hierzu werden 10 mg des Rohprodukts in moglichst
wenig 0,5N Ammoniak gelost und auf eine Saule
(10 em Linge, 2 em Durchmesser) aus XAD-2, das
zuerst mit Aceton und dann mit Wasser gewaschen
worden war, gegeben. Nach dem Auftragen wird
mit H,O nachgewaschen und das Piperidyl-PBG
mit Aceton/H,0 (1:1) eluiert.

Schmelzpunkt: 203 °C u. Zers. DC: Rppe 3.0
(A). NMR (6 ppm, 60 MHz): 6,63 (1H, s,
=CH-); 345 (2H,s, —CH,—N<); 3,36 (2H,
s, —CH,COOH); 2,47 (8H, m, —CH,-CH,-

|
COOH, -CH,-N-CH,-);
— (CHy)3—).
Analyse: C;;H,,N,0, (Mol.-Gew. 294)
Gef.: C 61,33 H 7,42 N 9,60,
Ber.: C 61,22 H 7,48 N 9,52.

Zur Darstellung des Dimethylesters 7 werden
40 mg 6 mit einem Uberschuf} an Diazomethan (aus
6 ¢ Nitrosomethylharnstoff) in 80 ml trockenem
Ather und 10 ml abs. Methanol zwei Tage bei
4 —5 °C unter Feuchtigkeitsausschluf} geriihrt. Nach
dem Entfernen des Losungsmittels im Vakuum er-
hilt man 7 als wenig bestindiges Ol, das sich aber
in methanolischer Lisung iiber einen ldngeren Zeit-
raum im Kiihlschrank aufbewahren 13t und fiir die
weiteren Umsetzungen verwendet wird.

Ausbeute: 39mg (89% d. Th.). DC: R 0,088
(D).

Durch mehrstiindiges Stehenlassen von 7 in einer
wiiBrig/methanolischen 1 M Piperidinlosung it
sich das Ausgangsprodukt 6 zuriickgewinnen.

1,45 (6H., s,

4-(2-Carboxyithyl)-3-carboxymethyl-2-diithyl-
aminomethylpyrrol

Ansatz, Reaktionszeit, Reaktionstemperatur und
Aufarbeitung analog zum Piperidyl-PBG. Eine Rei-
nigung an XAD-2 gelingt nicht.

Ausbeute: 9 mg kristallines Produkt (9.7% d.
Th.). Schmelzpunkt: 177 °C u. Zers. DC: Rpp; 3.27
(A).

Analyse: C; H,N,O, (Mol.-Gew. 281)
Gef.: C 59,62 H 7,49 N 10,18,
Ber.: C 59,78 H 7,47 N 9.,96.

4-(2-Carboxyithyl)-3-carboxymethyl-2-dimethyl-
aminomethylpyrrol

80 mg (0,328 mmol) PBG werden in 20 ml (15,6
mmol) einer 3,5-prozentigen wilirigen Dimethyl-
aminlsung gelost und 18 Stunden bei 70 °C im
Sandbad erhitzt. Die Aufarbeitung erfolgt wie beim
Piperidyl-PBG. Eine Reinigung gelingt durch Ad-
sorption an Amberlite XAD-9 (300 — 1000 xm).
Sie erfolgt analog der Reinigung des Piperidyl-PBG
an XAD-2.

Ausbeute: 4 mg kristallines Produkt (4,87
Th) DC R}u;]; 222 (A)

Analyse: C;,H {N,O, (Mol.-Gew. 254)
Gef.: C 56,25 H 7,02 N 10,46,
Ber.: C 56,69 H 7,08 N 11,02.

4-(2-Carboxyiithyl)-3-carboxymethyl-2- (N-morpho-
lino)-methylpyrrol

Ansatz, Reaktionszeit, Reaktionstemperatur und
Aufarbeitung wie beim Piperidyl-PBG. Durch Ge-
friertrocknung des HgS-Uberstands erhiilt man das
Produkt als ein amorphes, rétliches Pulver.

Ausbeute: 39 mg (40% d. Th.). DC: Rpps 2,83
(A). NMR (6 ppm, 60 MHz): 6,67 (1H, s,
—CH=); 4,10 (2H, s, —CH,—); 3,80 (4H, m,
—-CH;-0-CH,-); 3,33 (21"1, s, —CH,-

COOH); 3,10 (4H, m, —CH,—-N-CH,—); 2,45
(4H, m, — CH, — CH, — COOH).
Analyse: C{4H,,N,O05 (Mol.-Gew. 296)

Gef.: C 56,58 H 6,68 N 9,26,

Ber.: C 56,75 H 6,75 N 9.,45.

2-[4-(2-Carboxyithyl)-3-carboxymethylpyrrol-2-yl-
methyl]-4.5.6.7-tetrahydro-5-oxo-1H-pyrrolo[2.3-
¢/ pyridin-3-propionsdiure 9

320 mg (1,52 mmol) PBG-Laktam und 160 mg
(0,656 mmol) PBG werden in 160 ml H,O und
3ml einer 10-prozentigen wilirigen Diidthylamin-
losung gelost. Dann wird 5 Stunden unter Sauerstoff-
ausschlufy bei 70 “C im Sandbad erhitzt. Nach dem
Abkiihlen wird der pH-Wert mit verd. HCl auf pH
7.2 gestellt und die Losung auf eine Sédule (20 cm
Linge, 3 em Durchmesser) aus Sephadex DEAE
A-25 gegeben, deren C17-Form mit Tris-HCI-Puffer
(pH 7.2; 0,05M an Tris) so lange gewaschen wor-
den war, bis das Eluat einen pH-Wert von 7,2
hatte. Bei der Elution mit diesem Puffer erhalt man
zuerst geringe Mengen von nicht umgesetztem PBG,
dann folgt in etwa 300 ml Puffer das iiberschiissige
PBG-Laktam, das durch Einstellen des pH-Wertes
auf 4 mit Eisessig und Abkiihlen ausgefallt wird
(150 mg, 47% des eingesetzten Laktams). Anschlie-
fend wird mit obigem Tris-Puffer, der 1%, NH,CI
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enthilt, weiter eluiert. Dabei erhalt man nach etwa
100 ml einer nicht weiter untersuchten Verbindung,
die eine stark blauviolette Ehrlich-Reaktion zeigt, in
ungefihr 500 ml Puffer das Dipyrrolylmethan 9,
dessen anfangs rotviolette Ehrlich-Farbe nach eini-
ger Zeit in gelbbraun tibergeht. Um die Elution von
9 zu beschleunigen, wurde die NH,Cl-Konzentra-
tion des Elutions-Puffers von anfinglich 17 iiber
2% bis 3% erhoht. Nach dem Einstellen des pH-
Wertes der Losung mit Eisessig auf 4 beginnt 9 nach
kurzer Zeit auszukristallisieren. Es wird nach 1 —
2-stiindigem Stehen im Kiihlschrank tber eine G 4-
Glasfritte abgesaugt, mit wenig eiskalter, verd. Es-
sigsdure (pH 4) und gleich anschliefend mit wenig
kaltem Aceton gewaschen. Man trocknet im Vakuum
bei 40 °C iiber P,O5 unter Sauerstoffausschluf.
Ausbeute: 160 mg (58,57 d. Th.).

Ein reineres Produkt kann iiber das Hg-Salz !°
erhalten werden. In diesem Falle verwendet
man zur Elution Na,SO, anstelle von NH,Cl. Das
Eluat wird mit verd. HCI auf pH 4 gebracht und 9
mit  20-prozentiger Quecksilber (II)-acetat-Losung
gefillt. Das Hg-Salz zentrifugiert man ab, wischt
dreimal mit verd. Essigsdure (pH 4), und zersetzt
mit H,S. Der HgS-Niederschlag wird abzentrifu-
giert, mit H,0 gewaschen und dreimal mit 0.5N
Ammoniak extrahiert. Der pH-Wert der Ammoniak-
extrakte wird mit Eisessig auf 4 gestellt, wobei sich
9 kristallin abscheidet. Nach 1 -2 Stunden im
Kiihlschrank werden die Proben getrennt abgesaugt,
getrocknet und mittels DC auf Reinheit gepriift.
Ausbeute: 107 mg (397% d. Th.).

Falls eine Umkristallisation nétig ist, wird in
moglichst wenig 0,5 N Ammoniak gelost, eventuell
filtriert, der pH-Wert mit Eisessig vorsichtig auf 4
gestellt und wie oben weitergearbeitet.

Schmelzpunkt: 214 °C u. Zers. DC: Rppe 1,67
(B). NMR (0 ppm, 100 MHz): 6.5 (1H, s,
=CH-); 426 (2H, s, —CH,—-NH-); 3,77
(2H, s, —CH,—); 3,33 (2H, s, —CH,—-CO—);

2,5 (10H, m, -CH,-CH,-COOH, —-CH,-
COOH).
Analyse: C,)H53N;0; (Mol.-Gew. 417)

Gef.: C 57,43 H 5,61 N 10,03,

Ber.: C 57,55 H 5,51 N 10,07.

5-Aminomethyl-2-[4-(2-carboxyithyl)-3-carboxy-
methylpyrrol-2-yl-methyl]-4-carboxymethylpyrrol-
3-propionsdiure 10

329mg 9 werden in 12ml 1 M KOH gelost und
unter Zugabe von etwas Na-amalgam 78 Stunden
bei 25°C unter Sauerstoffausschlufl im Dunkeln
aufbewahrt!. AnschlieBend wird der pH-Wert mit
HCI auf 4 gestellt, worauf sich 10 kristallin abschei-

det. Nach 1 — 2-stiindigem Stehen im Kiihlschrank
saugt man ab, wascht mit wenig eiskalter verd.
Essigsdure (pH 4), sofort anschliefend mit wenig
kaltem Aceton und trocknet im Vakuum bei 40 “C
iiber P,O; . Samtliche Arbeiten werden unter Argon
ausgefihrt, die Substanz wird unter Argon im Dun-
keln aufbewahrt. Ausbeute: 286 mg (80% d. Th.).

Die Umkristallisation wird, wie bereits mehrfach
beschrieben, durchgefiihrt. Die Substanz kristalli-
siert wie PBG mit einem Molekiil Kristallwasser.
DC: Rpp; 0,93 (B). NMR (6 ppm, 60 MHz) : 6,57
(1H, s, —CH=); 3.83 (2H, s, —CH,—): 3,60

(2H, s, —CH,—NH,); 3,0; 3,35 (4H, s,
—CH,—-COOH); 2,53 (8H, m, —CH,— CH,—
COOH).

Analyse: C,H,;N;04-1 H,0 (Mol.-Gew. 453)
Gef.: C 52,86 H 591 N 9,51,
Ber.: C 52,90 H 5,95 N 9,27.

2-{5-[4-(2-Carboxyiithyl)-3-carboxymethylpyrrol-
2-yl-methyl]-4-(2-carboxyidthyl)-3-carboxymethyl-
pyrrol-2-yl-methyl}-4.5.6.7-tetrahydro-5-oxo-1H-
pyrrolo[2.3-c]pyridin-3-propionsiure 12

Séamtliche Arbeiten werden unter Ausschlul} von
Sauerstoff und im Dunkeln bzw. in stark gedampf-
tem Licht durchgefiihrt. Zur Darstellung der Lo-
sungsmittel und Pufferlsungen verwendet man aus-
gekochtes Wasser und leitet wihrend der Chromato-
graphie Stickstoff durch die Elutionsmittel.

80 mg (0,177 mmol) 10 und 160 mg (0,76
mmol) 4 werden in 16 ml H,0 suspendiert und
durch Zugabe einer 10-prozentigen wilirigen Di-
athylaminlosung gelost. Dann tropft man noch so
lange diese Losung hinzu, bis der pH-Wert 8,2 be-
trigt und hilt anschliefend das Reaktionsgemisch
withrend 3 Stunden bei 70 “C. Nach Abkiihlung auf
Zimmertemperatur wird die Reaktionslosung auf
eine Sdule (18 cm Linge, 3 em Durchmesser) aus
Whatman DE-52, die zuvor mit Tris/HCl-Puffer
(pH 8,2; 0,05 M an Tris) dquilibriert wurde, gege-
ben. Die Elution erfolgt zunéchst mit Tris-Puffer
obiger Konzentration; hierbei verlilit zuerst 4 die
Siule, das durch Einstellen des pH-Wertes auf 4
mit Eisessig oder halbkonzentrierter HCl und Ab-
kithlen ausgefallt wird. Bei der weiteren Elution
wird dem Tris-HCl-Puffer NaCl zugesetzt, dessen
Anteil allméhlich erhéht wird. Nachdem mit einer
1-prozentigen NaCl-Pufferlésung 250 ml eluiert
wurden, erhéht man auf 1,57 an NaCl, fingt hier-
bei 250 ml Eluat auf und eluiert unter diesen Be-
dingungen weitere 400 ml von der Saule. Die fol-
genden 100 ml enthalten das Tripyrran 12, das mit
Ehrlich’s Reagens unter Rotviolettfarbung, die
langsam in braun Ubergeht, reagiert. Gleich nach

der Elution wird der pH-Wert des Eluats mit halb-
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konzentrierter HCl unter Argon auf 4 gestellt, wo-
bei 12 sofort auszukristallisieren beginnt. Nach
1 — 2-stiindigem Stehen im Kiihlschrank werden die
Kristalle abzentrifugiert, mit eiskalter Essigsdure
(pH 4) und gleich anschlieBend mit wenig kaltem
Aceton gewaschen. Dann wird 12 im Vakuum bei
40 °C iiber P,0; getrocknet.

Ausbeute: 47 mg (41% d. Th., bezogen auf 10).
Zers. ab 190 OC. DC: ng(; 1,09 (C), RPBG 0,737
(B). NMR (6 ppm, 100 MHz): 6,88 (1H, s,
—CH=); 4,62 (2H, s, —CH,—NH-); 4,16
(4H, s, —CH,—); 3,71 (6H, s, —CH,— COOH,
—CH,-CO-); 2,85 (12H, m, —CH,—CH,—).
Analyse: C30H34N,0,; (Mol.-Gew. 626)

Gef.: C 57,32 H 5,46 N 8,84,
Ber.: C 57,50 H 544 N 8,95.

5-Aminomethyl-2-{5-[4-(2-carboxyiithyl)-3-
carboxymethylpyrrol-2-yl-methyl]-4-(2-carboxy-
ithyl)-3-carboxymethylpyrrol-2-yl-methyl }-4-
carboxymethylpyrrol-3-propionsiure 13

100 mg 12, die in 1 ml 1 M KOH unter Ausschluf}
von Sauerstoff gelost wurden, 1dt man nach Zu-
gabe von etwas Natriumamalgam wéhrend 72 Stun-
den bei 30 °C stehen. Dann wird 13 durch An-
sduern mit halbkonzentrierter HCl auf pH 4 und
1/s-stiindiges Stehen im Gefrierfach ausgefillt. An-
schlieBend wird abzentrifugiert, mit eiskalter Essig-
sdure (pH 4) sowie mit wenig kaltem Aceton ge-
waschen. Nach dem Trocknen im Vakuum bei 40 “C
tiber P,O5 liegt 13 als leicht rotliches, wenig stabi-
les amorphes Pulver vor, das unter Argon aufbe-
wahrt wird. Ausbeute: 76 mg (74% d. Th.). DC:
Rppc 0,474 (B). NMR (8 ppm, 100 MHz): 6,80
(IH, s, —CH=); 4,18 (4H, s, —CH,—); 3,96
(2H, s, —CH,—-NH,); 3,74 (6H, s, —CH,—
COOH); 2,83 (12H, m, — CH, —CH, —).

Methyl 2-[4-(2-Methoxycarbonylithyl) 3-methoxy-
carbonylmethylpyrrol-2-yl-methyl]-4.5.6.7-tetra-
hydro-5-oxo-1H-pyrrolo[2.3-c]pyridin-3-propionat 8

1. 80mg (0,36 mmol) PBG-Laktam-methylester,
dargestellt nach Cookson und Rimington 1%, werden
in der Warme in 20 ml absolutem Methanol gelost.
Zu dieser Losung werden fiinfmal im Abstand von
je einer Stunde jeweils 0,1 ml CH3J sowie 10 mg
(0,031 mmol) von 7, das zuvor in 1,25 ml absolu-
tem Methanol gelost wurde, zugegeben. Danach gibt
man zu dem Ansatz, der unter Ausschlufl von
Sauerstoff (N,!) bei 30 °C geschiittelt wurde, eine
Spatelspitze NaHCO; und 1af3t ihn dann unter den
gleichen Bedingungen 5 Stunden weiterreagieren.
Die Umsetzung zu 8, die mittels der Diinnschicht-
chromatographie verfolgt wird, betrigt gegen Ende

der Reaktion etwa 40 —50% (bezogen auf 7). Zur
Isolierung von 8 wird das Reaktionsgemisch nach
dem Abfiltrieren des NaHCO; zusammen mit etwas
Quarzsand im Vakuum zur Trockene eingeengt und
so auf eine Siule aus Aluminiumoxid S (Fa. Riedel
de Haen, neutral aktiv, fir Saulenchromatogra-
phie), das zuvor mit dem Elutionsmittel aufge-
schlammt und mehrmals gewaschen worden war, ge-
geben. Bei der anschliefenden Sdulenchromatogra-
phie mittels Chloroform/Isopropanol (95/5, V/V)
werden jeweils 5ml Fraktionen aufgefangen und
diese mit Ehrlich’s Reagens getestet. Nach der diinn-
schichtchromatographischen Untersuchung der Ehr-
lich-positiven Fraktionen vereinigt man die aus-
schliellich das Dipyrrolylmethan 8 enthaltenden und
engt sie im Vakuum zur Trockene ein. Der Riick-
stand wird in wenig Methanol aufgenommen, durch
ein Blauband-Filter filtriert und im Vakuum wieder
zur Trockene eingeengt. Diese Operation wird zur
Entfernung restlichen Triagermaterials unter Argon
und Verwendung des gleichen Filters mehrmals wie-
derholt. Nach der Umbkristallisation des Riickstan-
des aus wenig Methanol erhilt man 8 als chromato-
graphisch einheitliches Produkt. Ausbeute 5,7 mg
(10% d. Th.). Der iiberschiissige PBG-Laktamester
1aBt sich bei diesem Verfahren durch Erhchung des
Isopropanolanteils auf 40% langsam von der
Saule eluieren.

Eine sdulenchromatographische Anreicherung von
8 gelingt in gleicher Weise an Kieselgel (Fa.
Woelm, 20% H,0 als stationdre Phase) mittels
Chloroform/Methanol (95/5, V/V). Die Auftren-
nung ist etwas ungiinstiger, doch 1af3t sich der tiber-
schiissige Laktamester leichter von der Saule eluieren.
Eine weitere Moglichkeit zur Isolierung von 8 bietet
die priparative Schichtchromatographie an Kiesel-
gel (Fa. Merck, PSC-Fertigplatten, Kieselgel F 254)
mittels Chloroform/Methanol (95/5, V/V).

Schmelzpunkt: 192 °C. DC: Ry 0,375 (D).
Analyse: Cy3Hs9N30; (Mol.-Gew. 459)

Gef.: C 59,86 H 6,34 N 9,44 M* 459,

Ber.: C 60,10 H 6,30 N 9,50 M 459.

2. Zu einer Losung von 80 mg (0,36 mmol)
PBG-Laktam-methylester, die in der Wirme in
50 ml absolutem tert.-Butanol und 5ml absolutem
Tetrahydrofuran gelost wurden, fiigt man 35,2 mg
(0,248 mmol) Acetylendicarbonsduredimethylester
hinzu. Dann wird withrend 3 Stunden bei Raum-
temperatur unter Rihren eine Losung von 40 mg
(0,124 mmol) 7 in 8 ml absolutem Tetrahydro-
furan zugetropft und anschliefend noch 6 —7 Stun-
den bei Raumtemperatur weitergeriihrt. Die Reak-
tion wird unter Sauerstoffausschlufl durchgefiihrt
und die Umsetzung mittels Diinnschichtchromatogra-
phie verfolgt. Bei diesem Verfahren werden ca.
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20% des eingesetzten Dimethylesters 7 zur Bildung
von 8 verwertet.

3. 292 mg (0,7 mmol) 9 werden mit einem
UberschuB an Diazomethan (aus 48 g Nitroso-
methylharnstoff) in 640 ml trockenem Ather und
80ml abs. Methanol zwei Tage bei 4 —5 °C unter
Feuchtigkeitsausschluf} geriihrt. Anschlieffend wird
das Losungsmittel im Vakuum entfernt, das Roh-
produkt mit Ather gewaschen und anschlieBend aus
abs. Methanol umbkristallisiert. Ausbeute: 194 mg
(60% d. Th.). Schmelzpunkt: 192 °C. DC: Ry
0,375 (D). NMR (6 ppm, 100 MHz, C;D;N, int.
Standard TMS): 10,93 (1H, s, —NH—); 10,68
(IH, s, —NH-); 8,23 (1H, s, —CH,—-NH-
CO-); 6,7 (1H, s, =CH-); 4,35 (2H, s,
—CH,—-NH-); 4,12 (2H, s, —CH,—); 3,6;
3,55 (13H, s, —CH,—-CO -, —CH,-COOCH,,
— 0 —CHj;); 2,75 (8H, m, — CH, — CH, — COOCH,).

Methyl 2-{5-[4-(2-Methoxycarbonylithyl)-3-meth-
oxycarbonylmethylpyrrol-2-yl-methyl]-4-(2-meth-
oxycarbonylithyl)-3-methoxycarbonylmethylpyrrol-
2-yl-methyl}-4.5.6.7-tetrahydro-5-oxo-1H-pyrrolo
[2.3-c]pyridin-3-propionat 11

1. Zu 110 ml einer mit KOH getrockneten &theri-
schen Losung von Diazomethan (aus 11 g Nitroso-
methylharnstoff) gibt man in der Kilte 40 mg
(0,064 mmol) 12, die zuvor in 40ml trockenem
Ather und 20 ml abs. Methanol gelést wurden, und
rithrt das Gemisch im Dunkeln wihrend 24 Stun-
den bei 5°C. Dann wird das Losungsmittel vor-
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sichtig im Vakuum entfernt und das Reaktionspro-
dukt aus wenig abs. Methanol umkristallisiert. Man
erhilt 11 als ein wei3-grduliches Produkt. Bei der
chromatographischen Uberpriifung des Rohproduk-
tes erwies sich die Hauptfraktion in verschiedenen
Fliefmitteln mit dem von Frydman et al.* auf an-
derem Wege dargestellten 11 als identisch 1.

Ausbeute: 23 mg (52% d. Th.). Schmelzpunkt:
210 °C. DC: Ry 0,45 (D). M* 696, M 696.

2. Unter Stickstoff gibt man zu einer Loésung
von 114 mg (0,248 mmol) 8 in 20 ml absolutem
Methanol 40 mg (0,124 mmol) 7, die in 5ml ab-
solutem Methanol gelost wurden, sowie 0,5 ml
CH,J und eine Spatelspitze NaHCO; hinzu und 146t
das Gemisch wihrend 24 Stunden bei 30 °C unter
Schiitteln reagieren. 11 1aft sich durch die préipara-
tive Schichtichromatographie an Kieselgel mittels
Chloroform/Methanol (95/5, V/V) von den ande-
ren Umsetzungsprodukten abtrennen. Es erwies
sich diinnschichtchromatographisch als identisch mit
dem nach dem obigen Verfahren synthetisierten

Produkt.
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