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Hierbei fanden wir folgende Unterschiede: 1. Beim Schiitteln einer
Loésung von Carotin in Benzol mit Sauerstoff setzte nach 24 Stdn. Sauerstoff-
Aufnahme durch den Farbstoff ein; nach 48 Stdn. war die Losung stark
ausgebleicht. Dieselbe Lésung, mit 19, Guajacol (bezogen auf die Menge
des angewandten Carotins) versetzt, liel im gleichen Apparat nach 6 Tagen
nicht die geringste Sauerstoff-Aufnahme erkennen. 2. Eine Benzol-Lycopin-
Losung, mit Sauerstoff geschiittelt, entfarbte sich iunerhalb 48 Stdn.; dieselbe
Lésung, mit 1%, Hydrochinon (bezogen auf gelstes Lycopin) versetzt, war
auch nach 8-tigigem Schiitteln mit Sauerstoff unverdndert.

Stockholm und Ziirich, Chem. Institute d. Universititen.

387. H. v. Euler, Anton Wolf und H. Hellstrém:
Uber Steryl-phosphorsiuren.
[Aus d. Biochem. Institut d. Universitdt Stockholm.]
(Eingegangen am 7. August 1929.)

Noch immer entbehrt man chemischer Anhaltspunkte iiber die chemische
Seite der D-Vitamin-Wirkung; man weil nicht, welcher Art die Reaktion
ist, in welche das D-Vitamin als Biokatalysator eingreift. Die quantitativ
am exaktesten verfolgbare chemische Primirerscheinung der antirachitischen
Wirkung ist, wie besonders durch die ausgezeichneten Untersuchungen von
Kramer gezeigt worden ist, die Konzentrations-Beeinflussung des
gesamten und des freien Phosphates im Blutserum. Kombiniert
man diesen Umstand mit anderen Teilvorgingen des antirachitischen Stoff-
wechsels und zieht die Tatsache in Betracht, dafl Sterylphosphate enzy-
matisch gespalten werden, so wird man besonders den Ergosteryl-
phosphaten ein biochemisches Interesse nicht absprechen wollen.

FEs waren aber fiir die Inangriffnahme dieser Untersuchung noch zwei
andere Probleme maBgebend: Schon seit lingerer Zeit hat man nach den
Beziehungen gesucht, welche zwischen Cholesterin einerseits und
Yecithin oder iiberhaupt Phospholipiden andererseits bestehen, sei es
in rein wiBrigem Medium, sei es im Serum bzw. in Gegenwart von Proteinen;
es braucht nur an die Untersuchungen von White, von Hattoril), von
Liebermann und an die neueren Studien von Macheboeuf?) erinnert zu
werden. Die Schwierigkeiten, die kolloiden Bestandteile des Serums durch
Trennung zu isolieren, machen es wiinschenswert, die Eigenschaft syn-
thetischer Stoffe, welche aus Sterinen und Phosphor, Sterinen und Phospho-
lipiden und schlieflich aus Sterinen und Proteinen erhalten werden, naher
zu studieren, um so mehr, als Probleme der Serum-Therapie aufs engste mit
den zwischen Sterinen und Proteinen bestehenden AffinititsgréBen zusammen-
hingen.

SchlieBlich tritt immer deutlicher zutage, daf3 die Bildung des D-Vita-
mines aus Ergosterin im ultravioletten Licht ein dullerst vielseitiger
Vorgang ist, besonders wegen der Labilitit des isolierten Ergosterins. Allem

1) Hattori, Biochem. Ztschr. 119, 47 [1921].
2) Macheboeuf, Recherches sur les lipides, les stérols et les protéides etc. Laval,
1928,
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Anschein nach verliuft die photochemische Beeinflussung des Ergosterins
in der Hefe anders als die des isolierten Ergosterins. Der Grund dieser Unter-
schiede, die zum Teil als Stabilisierungen angesprochen werden konnen, ist
noch nicht ndher bekannt; die Aufklirung diirfte iiber das systematische
Studium der synthetischen Ergosterin-Derivate gehen. Als Ausgangspunktée
hierfiir waren aus oben angedeuteten Griinden Ergosterylphosphate
gegeben.

Cholesterylphosphat ist zuerst von Euler und Bernton?d) dargestellt
worden, und in der gleichen Untersuchung war auch gezeigt worden, dal}
dieses Cholesterin-Derivat enzymatisch gespalten wird. Die damals isolierten
Verbindungen waren: Monocholesteryl-phosphorsiaure, C,H,PO,,
Dicholesteryl-phosphorsiure, C;,HyPO,, cholesteryl-phosphorige
Sdure, CpH,,PO,, ferner die Dibrom-Verbindung dieses Phosphites und
schlieBlich sitosteryl-phosphorige Sdure. Mono- und Dicholesteryl-
phosphate sind spiter von Plimmer und Burch?) beschrieben worden.

Bei der erneuten Darstellung der Cholesterylphosphate hat sich gezeigt,
dal bei der Phosphorylierung des Cholesterins mit Phosphoroxy-
chlorid zunichst die halogen-haltigen, gut charakterisierten Zwischenprodukte
entstehen, welche bei der Verseifung in die halogen-freien Verbindungen iiber-
gehen. So wurde bei der Phosphorylierung in trocknem Pyridin nach der
im experimentellen Teil gegebenen Vorschrift in guter Ausbeute das Di-
chlorid der Monocholesteryl-phosphorsidure, Cy,eH,,:CH.O.POCl,
(Schmp. 122°), erhalten. Erhitzt man nun dieses Dichlorid 1 Stde. mit Wasser,
so wird es in Salzsiure und Monocholesterylphosphat gespalten.

Stellte man andererseits nach der von Euler und Bernton gegebenen
Vorschrift das Dicholesterylphosphat her, so wurde beim Umkrystalli-
sieren aus Benzol-Alkohol teils ein halogen-haltiges Produkt, teils reines
Diphosphat (Schmp. 204%) erhalten. Der erstere Kérper erwies sich als das
Chloridder Dicholesteryl-phosphorsidure, (CyyH,,: CH.O),POCI (Schmp.
171°). Diese Steryl-phosphorsdure-chloride bilden das Ausgangsmaterial zu
weiteren Synthesen mit Glycerin- und Aminosaure-Resten.

Als neu hergestelltes Cholesteryl-phosphorsiure-Derivat ist hier noch
zit  erwibnen die Dicholesteryl-[B-chlor-athyl}-phosphorsiure,
(CyH,,),PO.CH,.CH,.Cl (Schmp. 158°%), aus Cholesterin und [3-Chlor-athyl]-
phosphorsiure-chlorid (dargestellt nachPlimmer und Burch, bzw. Renshaw
und C. Y. Hopkins?%)) in Pyridin.

Ergosteryl-phosphorsiure-Derivate.

Nach der im experimentellen Teil niher angegebenen Vorschrift wurde
aus Ergosterin und Phosphoroxychlorid Diergosteryl-phosphorsiure,
(Ergosteryl), PO, (Schmp. 180—182%), dargestellt. Die Monoergosteryl-
phosphorige Sdure, Ergosteryl.PO, (Schmp. 146°), entsteht aus Ergo-
sterin und Phosphortrichlorid. Setzt man Ergosterin mit [B-Chlor-athyl]-
phosphorylchlorid in Pyridin um, so bildet sich als beinahe farblose (ganz
leicht gelbliche), krystallisierende Substanz vom Schmp. 168° (Sinterung von
145° an), das Diergosteryl-[B-chlor-4thyl}-phosphorylchlorid.

3) Euler u. Bernton, B. 60, 1720 {1927).
4) R. H. A. Plimmer u. W.J. N. Burch, Journ. chem. Soc. London 1929, 279.
5) Renshaw u. C. Y. Hepkins, Journ. Amer. chem. Soc. 61, 953 [1929].
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Ultraviolett-Bestrahlung des Diergosterylphosphates.

An Monocholesterylphosphat waren schon von Euler und Bernton
einige orientierende physiologische Versuche ausgefithrt worden. Dabei
zeigten sich anti-rachitische Wirkungen und ferner die dem D-Vitamin eigen-
tiimlichen, etwa 4—6 Wochen anhaltenden Wachstums-Wirkungen. Dal
solche Wirkungen an Cholesterylphosphaten auftraten, war an sich nicht
auffallend, und es lag ja nahe, dieselben dem bei der Phosphorylierung des
gewdhnlichen Cholesterins als Beimengung auftretenden Ergosterylphosphat
zuzuschreiben. Ein physiologischer Vergleich mit dem als Ausgangsmaterial
verwendeten Cholesterin zeigte aber, daf die anti-rachitische Wirkung, be-
urteilt nach den Epiphysen-Schnitten und z. T. auch nach Réntgen-Auf-
nahmen, merkwiirdig gro war. In der weiteren Verfolgung dieses Be-
fundes ergab sich dann eine auffallende Stabilitit des Cholesterylphosphates
gegeniiber Uberbestrahlung, und das gleiche Resultat wurde erhalten, als
mit reiner Diergosteryl-phosphorsidure gearbeitet wurde.

In diesem Zusammenhang mufl nun zundchst an die auffallend ver-
schiedenen Ergebnisse erinnert werden, welche beziiglich der Aktivierbarkeit
bzw. der Wirksamkeit von Ergosteryl-estern iiberhaupt erhalten worden sind.
Mit Cholesteryl-estern fanden Rosenheim und Webster$), Euler und
Bernton?), sowie Bills und Mc Donald®) keinen Unterschied im Vergleich
mit dem Cholesterin®). Hinsichtlich Ergosteryl-estern schreiben Rosenheim
und Webster1®): ,,we established the interesting fact, that both ergosterol
acetate and benzoate can be activated to the same degree as ergosterol it-
self'. Dagegen fanden Windaus und Rygh?'!), daB sich die von ihnen unter-
suchten Ester als physiologisch schwach oder gar nicht aktiv erwiesen, daf3
dagegen diese inaktiven Ester nach der Verseifung in Produkte von hoher
anti-rachitischer Wirksamkeit {ibergehen. Die genannten Forscher schliefen
daraus, ,,dal die Ester durch ultraviolettes Licht zwar dieselbe chemische
Umwandlung erleiden wie Ergosterin, dafl aber fiir die physiologische Akti-
vitit das Vorhandensein der unversehrten sekundiren Alkoholgruppen not-
wendig erscheint.”

In Ubereinstimmung mit Rosenheim und Webster und im Gegensatz
zu Windaus und Rygh steht unser Befund, dafl Diergosterylphosphat noch
in Tagesdosen von Iy anti-rachitisch wirksam ist.

Erst in letzter Zeit wurde erwogen, dafl dieser Widerspruch auf der
verschiedenen Geschwindigkeit der Hydrolyse der organischén Ester und
des Phosphorsiure-esters beruhen kann, bei welch letzterem wir ziemlich
rasche Spaltung beobachteten!?). Diese relativen enzymatischen Spaltungs-
geschwindigkeiten sollen noch an Ergosterylacetat und -phosphat verglichen
werden. Bisher haben wir unsere Aufmerksamkeit auf die Verschiedenheit
der Aktivierungskurven gerichtet, welche gefunden werden, wenn man nach

%) Rosetitheim u. Webster, Biochem. Journ. 20, 537 [1926)].
7) Euler u, Bernton, L. ¢, S. 1722 Anm.
8) Bills u. Mc Donald, Journ. biol. Chem. 72, 13 [1927].
9) Beziiglich anderer Ester siehe auch Windaus u. Smakala (G6tting. Nachr.),
sowie Shriner u. Ko, Journ. biol. Chem. 80, 1 [1928].
10) Rosenheim u. Webster, Lancet 1927, 622,
1) Windaus u. Rygh, Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 1928, 202.
12) Siehe hierzu auch Neuberg u. Jacobsohn, Biochem. Ztschr. 199, 198 [1928].
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verschieden langer Bestrahlung freies FErgosterin und Diergosteryl-
phosphorsdure hinsichtlich der anti-rachitischen Wirkung vergleicht1?). Auf
£rgosterin die hierbei erhaltenen histologischen

Befunde wollen wir spiter an an-

x /ogJ  derer Stelle eingehen. Es hat sich

x/ "\x”“x\ s zunichst als notwendig erwiesen,

o / /,,.-«..‘:k.}.\ d die optischen Absqrptionskur\.zen,

/ N\ N welche nach verschiedener Belich-

s \gs tungsdauer an Ergosterin und Er-

( e - gosterylphosphat erhalten werden,
/ zu vergleichen.

7 43 Hier soll nur ein Versuch be-

schrieben werden, welcher die bei

2 einer Belichtungsdaner von 30 Min.

beobachteten Unterschiede zeigt.
13 mg KErgosterin und 12.9 mg

Diergosterylphosphat wurden in je

NilegJ  einem MeBkolben in 100 cem absol.

Di-ergosteryl-phosphorsaure

—
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/x\/,"’ x<\ Alkohols gelost. Von jeder der

< o 05 beiden Lésungen wurden 50 ccm in

- / / \ je eine 13 cm weite Krystallisations-
LS schale gegossen und darin 30 Min.

der gleichférmigen Bestrahlung einer
in 10 cm Abstand brennenden
03 Quecksilber- Quarzlampe ausgesetzt.
: Der hierbei verdunstete Alkohol
! ‘ wurde hierauf quantitativ ersetazt.
. =02 Die Spektren der unbestrahlten und
20 20 aom g der bestrahlten Losungen wurden
dann aufgenommen und die Absorption im Gebiet 240--290 my. bestimmt.
Die so erhaltenen Kurven sind in obiger Figur wiedergegeben, in welcher die
ganz ausgezogenen Linien den unbestrahlten, die gestrichelten den be-
strahlten Substanzen entsprechen.

Ein Vergleich zwischen den beiden ersteten zeigt, dal man bei beiden
die gleichen Maxima findet, und zwar bei sehr angenihert den gleichen
Wellenlangen. Die Absorptionen der bestrahlten Substanzen unterscheiden
sich dagegen erheblich mehr voneinander. Das photochemische Produkt
des Ergosterins besitzt eine niedrigere Absorption als die Grundsubstanz
{(das unbestrahlte FErgosterin), mit Ausnahme des Gebietes 240—250 mp.
Die entsprechende Kurve des bestrahlten Diergosterylphosphates weist ein
ausgepragtes Maximum bei etwa 250 mp. auf, welches bedeutend hoher liegt
als der abfallende Ast der Grundsubstanz.

Die zuletzt diskutierten Kurven des Bestrahlungsproduktes bzw. der
Bestrahlungsprodukte werden natiirlich von nicht umgesetzter Grundsubstanz

13y Wie Euler und Steffenburg, Ztschr. physiol. Chem. 149, 202 [1925], fanden,
,,besitzt die wachstums-beférdernde Wirkung der Ultraviolett-Bestrahlung ein Optimum,
das nach einer gewissen Bestrahlungszeit bzw. nach einer gewissen Menge absorbierter
Energie auftritt.” Hinsichtlich der anti-rachitischen Wirkung ist dieses Maximum aus
methodischen Griinden schwierig festzulegen.
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beeinflult, da dieselbe ja wvor der Absorptions-Bestimmung nicht abge-
schieden wurde; dieser EinfluB tritt indessen hauptsichlich im Gebiet 260 bis
290 mp hervor.

"Der allgemeine Verlauf der von uns fiir bestrahltes Ergosterin erhaltenen
Kurve und noch mehr die Kurve fiir bestrahlte Diergosteryl-phosphorsdure
stimmt recht gut iiberein mit derjenigen, welche Webster und Bourdillon4)

in ihrer sehr bemerkenswerten Mitteilung fiir bestrahltes Ergosterin angegeben
haben.

Beschreibung der Versuche.
Monocholesteryl-phosphorsiure.

Das schon frither beschriebene Produkt wurde nach folgendem Verfahren
in guter Ausbeute erhalten: Man 13st 10 g Cholesterin in 50 ccm trocknem
Pyridin und trigt dieses langsam unter Wasser-Kithlung in eine LJsung
von 8.8 ccmn Phosphoroxychlorid in 50 ccm trocknem Aceton ein. Unter
starker Wéirme-Entwicklung scheidet sich ein farbloser, krystallinischer
Niederschlag ab. Dieser wird abfiltriert, mit Aceton gewaschen und getrocknet.
Ausbeute 13 g. Prismatische Nadeln vom Schmp. 122° (Rotbraunfdrbung).
Diese aus Ather umkrystallisierte Substanz ist nach der Analyse das Di-
chlorid der Monocholesteryl-phosphorsiure.

Cy Hy;0,CLP (503.36). Ber. C 64.37, H g.02. Gef. C 64.68, H 9.28.

Nach der Spaltung dieses Dichlorids, welche bei I-stdg. Kochen mit
Wasser eintritt, fillt die Monocholesteryl-phosphorsiure als volumi-
nose, gallert-artige Masse aus. Dieselbe wird auf Ton im Vakuum getrocknet
und schmilzt dann bei 193°. Beim Verdunsten ihrer Lsung in absol. Alkohol,
von welchem sie ziemlich leicht aufgenommen wird, schieBt die Monochole-
steryl-phosphorsiure in kleinen Nadeln an.

Dicholesteryl-phosphorsiure.

Bei einer Wiederholung des nach der frither gegebenen Vorschrift aus-
gefithrten Versuches wurde aus 9 g Cholesterin, in 40 ccm trocknem
Pyridin gelost und mit 2.5 g Phosphoroxychlorid versetzt, eine Roh-
ausbeute von 8.5 g phosphorylierter Substanz erhalten. Das beim Um-
krystallisieren aus Benzol-Alkohol neben der Diphosphorsiure entstehende,
halogen-haltige Produkt (Schmp. 171% ergab folgende Zusammensetzung:

C54HgoO3CIP (853.3). Ber. C 75.94, H 10.64, P 3.64, Cl 4.2.
Gef. ,, 76.86, ,, 10.19, ,, 3.34, ,, 4.6.

Die Substanz ist mit Spuren von verseifter Dicholesteryl-phosphorsiure
verunreinigt. Kocht man das Chlorid mit Wasser unter Zugabe von einigen
Tropfen Pyridin 6 Stdn., so erhdht sich der Schmp. auf 186° nihert sich also
dem der Dicholesteryl-phosphorsiure.

Wendet man aber folgende Methode an, so tritt das halogen-haltige
Produkt nicht auf: g g Cholesterin, gelést in 30 ccm Aceton + I0 com
Pyridin, werden mit 2.5 g Phosphoroxychlorid versetzt. Man gewinnt
an Rohausbeute 8 g Dicholesteryl-phosphorsdure (Schmp. 182—186%):
diese ergeben, in gleicher Weise aus Benzol-Alkohol umkrystallisiert, 4.5 g
reine Dicholesteryl-phosphorsiure vom Schmp. 204°.

14y Webster und Bourdillon, Biochem. Journ. 22, 1223 [1928].
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Diergosteryl-phosphorsiure:

Die Darstellung schlieBt sich ganz an die fiir Dicholesteryl-phosphorsiure
gegebene an. Umkrystallisation aus Pyridin.

Dicholesteryl-[B-chlor-athyl]-phosphorylester.

Nachdem Versuche, diesen Kérper durch Einwirkung von [8-Chlor-dthyl]-
phosphorylchlorid auf Cholesterin in Tetrachlorkohlenstoff-Losung und Er-
wirmen darzustellen, nicht das gewiinschte Produkt, sondern den Chole-
sterylither vom Schmp. 194° (Dibromverbindung: Schmp. 138°, Misch-
Schmp. keine Depressiont) ergeben hatten, wurde die Reaktion in Pyridin-
Lésung vorgenommen: 9 g Cholesterin werden in 40 cem trocknen Pyri-
dins gelést und unter Kiihlung 2.5 g [-Chlor-dthyl]-phosphorylchlorid zu-
tropfen gelassen. Unter Erwidrmung und Violettfirbung, die aber bald ver-
schwindet, tritt die Reaktion ein, und es scheidet sich das Pyridin-Chlorhydrat
aus. Nach Stehen iiber Nacht wird die Losung in Eiswasser gegossen, wobei
sich zuerst farblose Flocken abscheiden, die aber bald krystallin erstarren.
Ausbeute an Rohprodukt 12 g. Man krystallisiert aus Athylalkohol um, dem
man einige Tropfen Benzol zugesetzt hat. Perlmutterglinzende Prismen
vom Schmp. 158°.

0.1523 g Sbst.: 0.4166 g CO,, 0.1465 g H,O. — 0.3244 g Sbst.: 0.0477 g AgCl
C3aHosO,PC1 (899.3). Ber. C 74.73, H 10.76, Cl 3.94. Gef. C 74.60, H 10.76, Cl 3.64.

Diesen Korper mit Trimethylamin in Toluol-Lésung in den Cholin-ester
umzuwandeln, gelang bis jetzt nicht.

Diergosteryl-[p-chlor-athyl]-phosphorylester.

1.8 g Ergosterin werden in 15 ccm trocknem Pyridin geldst und mit
0.5 g [B-Chlor-dthyl]-phosphorylchlorid versetzt. Unter starker Er-
wiarmung und Gelbfarbung der Losung tritt erst nach langerem Stehen Aus-
scheidung des Pyridin-Chlorhydrats ein. Man gielt in Eiswasser, wobei eine
gelbliche Gallerte ausfillt. Diese wird abgesaugt und auf Tonscherben im
Vakuum getrocknet. Zur Reinigung 16st man sie aus Athylalkohol unter
Zusatz von wenig Benzol um. Submikroskopische Krystalle vom Schmp.
165—167°.

0.1472 g Sbst.: 0.4024 g CO,, 0.1434 g H,0. — 0.2836 g Sbst.: 0.0478 g AgCL
C,oHys0,PCY (899.3). Ber. C 74.73, H 10.76, Cl 3.94. Gef. 74.56, H 10.90, Cl 4.17.

388. P. Lipp und H. Seeles:
Neue Bildungsweise des 2-Phenyl-pyrrolins.
[Aus d. Organ.-chem. Laborat. d. Techn. Hochschule Aachen.}
(Eingegangen am 8. August 1929.)

Im Verlauf einer Untersuchung iiber die Bildungs-Bedingungen des
Cyclopropanons?), iiber die spater im Zusammenhang berichtet werden soll,
benotigten wir Phenyl-cyclopropyl-keton (I) in grofleren Mengen. Zu

1) vergl. P. Lipp und C. Padberg, B. §4, 1316 [1921]; Seeles, Dissertat. Techn.
Hochschule Aachen, 1929, noch nicht- veréffentlicht.





