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179. E r g o ~ a l c i f e r o l - [ ~ ~ C ]  hoher spez i f i scher  Aktivitat aus biologisch 
g l e i c h f o r m i g  markiertem E r g o s t e r ~ l - [ ~ ~ C ]  

von H. Schaltegger 
(9. 1v. 60) 

uber  die Synthese von 14C-signierten D-Vitaminen von mittlerer spezifischer Ak- 
tivitat ist bereits von verschiedenen Seiten berichtet worden l),). Tracer-Unter- 
suchungen uber den Stoffwechsel der D-Vitamine erfordern indessen Substanzen von 
niiiglichst hoher spezifischer Aktivitat. Damit ist es moglich, das Schicksal relativ 
geringer Vitamin-D-Dosen im Organismus selbst nach starkster Isotopenverdunnung 
zu verfolgen. 

Als Ausgangsmaterial standen I00 mg gleichformig markiertes Ergosterin- [‘C 
rnit einer spezifischen Aktivitat von 10 ,uC/mg zur V e r f u g ~ n g ~ ) ~ ) .  Aus diesem Ma- 
terial konnten nach teils bekannten Verfahren ”)“)’) 12,6 mg kristallisiertes Vitamin 
D,- [14C] rnit der gleichen spezifischen Aktivitat wie das Ausgangsmaterial syntheti- 
siert werdenR). Als Bestrahlungsapparatur hat sich die von HAVINCA & BOTS~) ent- 
wickelte Kreislaufapparatur bestens bewahrt. Als Filterlosung diente eine von diesen 
Autoren vorgeschlagene 0,4-proz. Natriumnitratlosung in Wasser. Das erhaltene Re- 
strahlungsprodukt wurde zur Abtrennung von nicht umgesetztem Ergosterin- [14C] 

an Aluminiumoxyd WOELM chromatographiert. Das Ergosterin ist erst vie1 spater, 
und zwar erst rnit Benzol/Ather 1 : 1 eluierbar. Die Kontrolle der Reihenfolge der 
eluierten Verbindungen bei allen chromatographischen Trennungen wurde rnit Hilfe 
der Farbreaktion mit Vanillin-Perchlorsaure $) vorgenommen. 

Bei der Entwicklung des Aufarbeitungsverfahrens der Bestrahlungsprodukte fur 
kleine Mengen wurden nach Moglichkeit Ausschuttelungsoperationen vermieden. Die 
erste Fraktion des chromatographierten Bestrahlungsproduktes, welche als Haupt- 
anteil das Vitamin D,-[14C] enthielt, wurde mit 3,5-Dinitrobenzoylchlorid in Pyridin 
verestert 5)6) und das Estergemisch zwecks Abtrennung eventuell vorhandenen 
Tachysteryl-dinitrobenzoates rnit Maleinsa~reanhydrid~)~) behandelt lo). Ohne das 
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entstandene Maleinsaure-Addukt und das iiberschussige Maleinsaureanhydrid durch 
Ausschiitteln abzutrennen, wurde das gesamte Material erneut chromatographiert. 
Die Benzoleluate lieferten sofort 36,5 mg reines Vitamin D,- [14C]-dinitrobenzoat vom 
Smp. 142-145". Nach Verseifen des kristallisierten Esters wurde das freie Vitamin D, 
nicht durch Ausschiitteln abgetrennt, sondern es wurde das gesamte Material inklu- 
sive iiberschussigem Kaliumhydroxyd und Kaliumdinitrobenzoat direkt durch Alu- 
miniumoxyd filtriert. Das farblose Benzoleluat von 23,O mg ergab aus Aceton-Wasser 
ein erstes Kristallisat, das nach nochmaliger Chromatographie schliesslich 12,6 mg 
kristallisiertes Ergocalciferol-[14C] vorn Schmelzpunkt 113-115" lieferte, A,,, = 

265 mp, E N 18000 (das Spektrum zeigte keine Fremdabsorptionen). Auch radio- 
papierchromatographisch schien das Praparat einheitlichs). Aus den verschiedenen 
Chromatographie-Nebenfraktionen und Kristallisationsmutterlaugen konnten noch 
4,4 mg Ergosterin- [14C] vom Schmelzpunkt 150-151" und 2,8 mg Ergocalciferol- [14Cj 
vom Smp. 105-107" gewonnen werden. 

Experimenteller Teil 

Vorbereitungsarbeiten. - BestrahlungsaPparatur. Inhalt 177 ml, Montage mit Stickstoff- 
und Vakuumznleitungen. Der wirksame Bestrahlungsraum hatte die Form eines 4 cm hohen 
Hohlzylinders, in dessen zentraler Achse ein PHILLIPS Hochdruckbrenner Typ Biosol A montiert 
worden war. Vor Bestrahlung des Ergost~rins-[~~C] wurde die Apparatur zweimal mit peroxyd- 
freiem Ather gespiilt und anschliessend auf 5 Torr evakuiert. Nach Loschen des Vakuums 
mit reinem Stickstoff (99,99-proz.) wurde die Apparatur uuter Aufheizen auf ca. 200" erneut 
evakuiert und unter Stickstoff erkalten gelassen. 

Filterlosung. 0,4-proz. wasserige Natriumnitratlosung. 
Perozydfreier absoluter Ather. Dieser murde unmittelbar vor Verwendung zweimal iiber blan- 

kern Natrium in Stickstoffatmosphare destilliert. 
Benzol. (1 Benzol puriss. MERCK)). 
Aceton. Uber Kaliumpermanganat destilliert. 
Dioxan. uber Natrium stehengelassen und jeweils frisch iiber Kaliumhydroxyd destilliert. 
Pyridin.  Zweimal iiber Kaliumhydroxyd destilliert. 
3,5-DinitrobenzoylchZorid. Das kaufliche Produkt (FLUKA) wurde mit Thionylchlorid 15 Min. 

unter Riickfluss gekocht und der nach Abdampfen des Thionylchlorids im Vakuum erhaltene 
Riickstand bei 10-1 Torr destilliert. 

Maleinsuureanhydrid. ifber Phosphorpentoxyd im Vakuum frisch destilliert. 
Aluminiumoxyd zur Chromatographie. - Al,O, a : ( ( W O E L M  alkalifrei, annahernd neutral)). 

Al,O, b :  ~ W O E L M  sauer,. Ca. 10 g 1 Std. bei Raumtemperatur an der Lnft liegen gelassen. 
Die beiden Aluminiumoxydpraparate wurden hieranf in einem Rundkolben durch abwechs- 

lungsweises Evakuieren nnd Loschen des Vakuums rnit Stickstoff vom okkludierten Sauerstoff 
befreit und unter Stickstoff aufbewahrt. 

Farbreaktion mit  Perchlorsaurereagens und Vani l l in  zur Kontrolle der Chromatogrammfrak- 
tionen. - a) Reagens. Man gibt zn einer Mischung von 2 ml Essigsaureanhydrid und 2,5 ml Eis- 
essig langsam unter Schiitteln 0,5 ml 65-70-proz. Perchlorsaure. Die schwach gelbliche Losung 
erwarmt man eine halbe Stunde auf 95-100" (fur qualitative Versuche ist das Reagens ca. 3 Wo- 
chen brauchbar). 

b) Nachweis des Vi tamins D ,  in den einzelnen Chromatogrammfraktionen. Jeweils 3 Tropfen 
der aus dem Chromatographierohr austretenden Benzollosung werden mit einigen Kristallchen 
Vanillin und dann rnit ca. 0,2-0,5 ml Benzol versetzt. Man kocht die farblose Losung kurz auf, 
gibt nun einen kleinen Tropfen Perchlorsaurereagens zu und erhitzt nochmals kurz zum Sieden. 
Die Vitamine D, und D, geben eine tiefblaue Farbung. Ergosterin, Lumisterin und die Supra- 
sterine geben eine rote Losung. Die Farbintensitat der D-Vitamine ist bei gleicher Konzentration 
etwa l0mal so gross wie diejenige der Rotfarbung bei den iibrigen Sterinen. 

10 g wurden 1 Std. bei Raumtemperatur an der Laboratoriumsluft umgewalzt. 
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E r g o ~ a l c i f e r o l - [ ~ ~ C ] .  - Ergosterin-['*C j (Au~gangsmaterial)~).  Vorgeschichte. Das vom Ra- 
diochemical Center, .4mersham, gelieferte Ergosterin- [14C] ist aus dem Schimmelpilz Carfientiles 
brefeldianum DODGE isoliert worden. Der Pilz war auf einem Medium gewachsen, dessen Haupt- 
kohlenstoffquelle aus universe11 markiertem Invertzucker-[l4Cl bestand. Nach mechanischer 
Zerstorung des Organismus wurden die Lipoide rnit Ather extrahiert und das Ergosterin- [l*C] 
durch Chromatographie an Aluminiumoxyd isoliert. Nach Verdiinnen mit reinem Trager wurde 
das Ergosterin- [14C] in Benzol gclijst und diese Losung untcr Vakuum abgeschmolzen. Totale 
Aktivitat: 1,0 mC. Totalgewicht des Ergosterin~-['~C] : 100 mg; spezifische Aktivitat: 10 &/mg = 

3,9 mC/mMol.; Datum der Analyse: 20. 7. 1956 (Amcrsham). 

Bestrahlung von Ergosterin- [14C] und Abtrennung des Bestrahlungsproduktes vom nicht um- 
gesetzten Ergosterin- [14C]. Die benzolische Losung drs Ergosterins-[14C] wurde im Vakuum ab- 
gedampft, der schwach gelbliche Riickstand von 100,O mg in 150 ml Ather gelost und die Losung 
hierauf in die Apparatur eingesaugt. Nach mehrmaligem Entliiften der Losung in der Apparatur 
wurde die im Kreislauf bewegte Losung 7l/, Min. bestrahlt. Nach dem Abdampfen des Athers 
im Vakuum hinterblieben 99,5 mg Bestrahlungsprodukt. Zur quantitativen Abtrennung von 
nicht umgesetztem Ergosterin-[14C] wurde das Material in 1 ml Benzol gelost und an 3 g Al,O, a 
chromatographiert. Die Saule wurde solange rnit Benzol eluiert, bis im Eluat mit Vanillin- 
Perchlorsaure-Reagens nur noch eine sehr schwache Blaufarbung auftrat. iVach Wechsel der Vor- 
lage eluierte man das in der Saule verbliebene Ergosterin-[14C] rnit Benzol/Ather 1 : 1 .  Es sind 
folgende Fraktionen crhalten worden: 1 .  Fraktion: 36 ml Benzol rnit 73,5 mg ergosterinfreiem 
Bestrahlungsprodukt; 2. Fraktion: 48 ml Benzol/Ather rnit 7,6 mg Ergosterin-[14C]. Der Rest 
auf 99,5 mg (= 18,4 mg) konnte auch rnit Illethanol/kther 1: 1 nicht eluiert werdenl'). Das Ma- 
terial befand sich als sehr fest haftende gelbliche Zone am oberen Rand der Saule. 

Bereitung der Dinitrobenzoesuureester der Fraktion I .  Die 73,5 mg ergosterinfreies Bestrah- 
lungsprodukt wurden in 0,5 ml Pyridin gelost und unter Riihren mit 75 mg 3,5-Dinitrobenzoyl- 
chlorid versetzt. Die Losung wurde 10 Min. bei 50" gehalten und 12 Std. bei Raumtemperatur 
verschlossen stehengelassen. Nach Aufnehmen in Ather, sechsmaligem Waschen mit Wasser, 
cinmal Waschen rnit 2-proz. Essigsaure und dreimal U'aschen rnit Wasser trocknete man die 
Atherlosung rnit Natriumsulfat. Der Atherruckstand ergab 105,O mg Dinitrobenzoesaureester- 
Gemisch, das zur  Entfernung des sauerstoffempfindlichen und kristallisationsstorenden Tachy- 
sterinesters nach Losen in 1 in1 Benzol mit 10 mg Maleinsaureanhydrid 45 Min. unter Ruckfluss 
gekocht wurde. Das benzolische Reaktionsgemisch filtrierte man sofort durch eine Saule von 
3 g -41,0, b. Die Entwicklung und Elution rnit Benzol ergab 10,5 ml Losung, welche das gesamte 
Vitamin D,- [14C] enthielt. Das darauffolgcnde Eluat zeigte rnit Vanillin-Perchlorsaure keine 
Blaufarbung mehr. Nach dem Abdampfen dcr benzolischrn Losung im Vakuum wurde der 75,5 mg 
betragende Riickstand im Spitzrohrchen rnit ganz wenig Aceton angeriihrt, worauf das gelbe 
Harz sofort kristallisierte. Inverse Filtration, Nachwaschcn mit Aceton und Trocknen im Vakuum 
ergaben 36,5 mg kristallisiertes Dinitrobenzoat vom Vitamin D,- [14C], Smp. 142-145". 

Verseifung des Dinitrobenzoates vom E r g o c a l ~ i f e r o l - [ ~ ~ C ] .  Die 36.5 mg Ester wurden in 0,9 ml 
Dioxan gelost und rnit 0 , l l  ml 5-proz. frisch bereiteter athanolischer Kalilauge 15 Min. bei 70" 
Blocktemperatur und 2 Std. bei Raumtemperatur verseift. Nach Verdampfen des Losungsmittels 
im Stickstoffstrom und Trocknen des Riickstandes im Vakuum wurde das Vitamin D,-[14C] 
durch Zugabe von 1 ml Benzol unter haufigem .4ufriihren 45 Min. bei 60" aus dem Kaliumdinitro- 
benzoat-KOH-Gemisch extrahiert und die schwarzviolette Suspension ohne vorherige Filtration 
direkt auf eine Saule mit 0,6 g A1,0, a gegossen. Es wurde rnit Benzol eluiert. Die erste Fraktion 
von 16 ml ergab nach Abdampfen 23,O mg Vitamin D,-[14C] als farbloses Harz, das auf Zusatz 
von wenig Aceton kristallisierte. Da der Smp. von 107-109" noch zu tief war, wurde das ganze 
Material nochmals an 0,7 g Al,O,a chromatographiert. Elution rnit Benzol (14,5 ml aufgefangen) 
lieferte nach dem Abdampfen und Kristallisieren durch Aufnehmen in Aceton und Zugabe von 
Wasser bis zur Sattigungsgrenze bei Raumtemperatur 12,6 mg Ergocalciferol- [I4C] vom Smp. 
113-115"12), A,,,,, = 265 mp, & - 18000. Totalaktivitat 126 ,uC. Die vereinigten Mutterlaugen 

11) Auch die Versuche mit gewohnlichem Ergosterin zeigten alle die gleiche Erscheinung. 
Drei vorgangigc Vcrsuche rnit gewohnlichem Ergosterin lieferten 7,6: 11,8 und 10,6 mg 

Vitamin D,. 
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und Chromatographie-Nebenfraktionen lieferten noch 2,s mg kristallisiertes Vitamin D,-[14C] 
vom Smp. 105-107". 

Die zweite Fraktion des ersten Chromatogrammes (48 ml Benzol/Ather mit 7,6 mg Ergo- 
sterin- [14C]) wurde nach Abdampfen des Losungsmittels im Vakuum aus Methanol umkristallisiert. 
Es konnten so noch 4,4 mg Ergo~ te r in - [~~C]  vom Smp. 150-151" zuriickerhalten werden. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Aus 100 mg universe11 markiertem Ergosterin- [14C] wurden auf bekannte Weise 
12,6 mg kristallisiertes Ergocalciferol- [14C] mit einer spezifischen Aktivitat von 
10 mC/g bereitet. 

Forschungsinstitut Dr. A. WANDER AG, Bern, 
Institut fur Organische Chemie der Universitat Bern 

Errata 

Helv. 42, 2382 (1959), mbmoire No. 257 de P. LAUGER, M. PROST & R. CHARLIER. 
L'erratztm figurant sous ce titre dans Helv. 42, 2827 (1959) est i annuler. 

Helv. 43, 1086 (1960), Abh. Nr. 137 von J. URECH, E. VISCHER & A. WETTSTEIN 
(Summary). Auf Zeile 5-6 lies (( 118, 15a-Dihydroxy-A4-androstene-3, 17-dione H an 
Stelle von (( 15a-Hydroxy-d4-androstene-3, 17-dione )). 

Helv. 43, 330 (1960), Abhandlung Nr. 42 von H. DAHN, LOTTE LOEWE & C. A. 
BUNTON. Die Konzentrationsangaben unter der Figur sollten heissen : [Asc] = 

0,2. M ,  [HNO,] = M. 

V. Europaischer Kongress fur Molekulspektroskopie 

Der funfte Europaische Kongress fur Molekiilsprektroskopie wird vom 29. Mai 
bis 3. Juni 1961 in Amsterdam stattfinden. Fur Auskunfte sich bitte wenden an 
D. H. 21 JP, Sekretar des Organisationskomitees, Anorganisch-Chemisches Labora- 
torium, Nieuwe Achtergracht 123, Amsterdam (Niederlande) . 


