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96. Photochemie in der Vitamin D-Reihe

I. Kinetik und Quantenausbeuten der Ergosterinbestrahlung
bei 4 =253,7nm

von K. Pfoertner und J.P.Weber

Aus der chemischen Forschungsabteilung und der Abteilung fiir Physik und physikalische Chemie
der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG

(21.2.72)

Summary. Irradiation of A%7-9u,10f-steroids in solution with A = 253,7 nm yielded no
A%7-9f,10a-steroids and vice versa. No back reaction from precalciferol, to ergosterol could be
detected by kinetic measurcments. This leads to the conclusion that with the mercury resonance
linc only ring opening and 6, 7-cis/trans isomerization but no ring closure occurs.

Die fiinfundvierzigjahrige Geschichte der Photochemie der Vitamin-D-Reihe ist
im wesentlichen durch die Bearbeitung von zwei Problemkreisen gekennzeichnet.
Einerseits galt es, die Strukturen der bei den photochemischen Isomerisationen auf-
tretenden Substanzen zu identifizieren, andererseits musste gekliart werden, aus wel-
cher Verbindung eine jede entsteht. Das Problem der wechselseitigen Beziehungen
wurde von Velluz et al. [1] durch die Entdeckung des Pravitamins und seiner zentralen
Stellung in der Photochemie dieses Systems geldst. Sanders & Havinga [2] haben dann
die Quantenausbeuten fiir die auch von uns zur Bestrahlung verwendete Quecksilber-
Resonanzlinie 253,7 nm angegeben, so dass sich uns das zu untersuchende System
dem Schema 1 entsprechend prasentierte.

Da alle zu diesem System gehérenden Verbindungen durch Einwirkung von Licht,
Luftsauerstoff usw. verindert werden, bereitet ihre quantitative Erfassung in den
Bestrahlungsgemischen Schwierigkeiten. Die im Schema 1 enthaltenen Quanten-
ausbeuten beruhen auf Untersuchungen von Rappoldt 3], der sich im Jahre 1960 zur
quantitativen Bestimmung der einzelnen Komponenten folgender Methode bediente:
Das nicht umgesetzte Ergosterin wurde mit Digitonin gefillt, wihrend zur Ermittlung
der Priavitamin D-Menge ein Differenzverfahren zur Anwendung kam. Bei drei
Wellenldingen wurde die Extinktion der verdiinnten Reaktionslosung gemessen und
die gleiche Messung nach thermischer Umwandlung des Privitamins in das stirker
absorbierende Vitamin D wiederholt. Aus der Zunahme der Extinktion wurde dann
die Privitamin D-Menge berechnet. Die Tachysterin-Menge ergab sich aus Extink-
tionsmessungen bei drei Wellenlingen oberhalb 300 nm, wo die Lichtabsorption der
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abrigen Komponenten viel geringer ist. Fiir das Lumisterin stand damals iiberhaupt
keine Messmethode zur Verfiigung. Man musste durch Erginzung der Summe der
gemessenen Komponenten zu 100%, darauf zuriickschliessen. Zur Berechnung der
Quantenausbeuten wurden die Anfangsgeschwindigkeiten der betreffenden Reak-
tionen verwendet, die durch graphische Extrapolation ermittelt wurden.

Die beschriebene Analysenmethode ist ebenso wie das Auswerteverfahren zur
Ermittlung der Quantenausbeuten mit erheblichen Unsicherheiten behaftet, weshalb
wir uns veranlasst sahen, das Problem mit den uns heute zur Verfiigung stehenden
Hilfsmitteln neu zu bearbeiten.

Nach der Bestrahlung von Ergosterin-Loésungen mit der Quecksilber-Resonanz-
linie sollte man im Reaktionsgemisch, nach Schema 1, Lumisterin, finden und, umge-
kehrt, in bestrahlten Lumisterin,-Losungen, Ergosterin. Nachdem Vorversuche diese
Voraussage nicht bestitigten, fithrten wir zu ihrer genauen Uberpriifung eine ganze
Reihe von Experimenten unter Verwendung von Licht der Wellenlinge 253,7 nm
durch. Dabei benutzten wir

als A%7-9a, 10B-Steroide:  Ergosterin 1
3-O-Acetyl-ergosterin 1a
7-Dehydrocholesterin 2
3,3;20,20-Bis-dthylendioxy-pregna-5, 7-dien (Diketal) 3
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als Losungsmittel: Methanol, Athanol, Isopropylalkohol, Essigsduredthyl-
ester, Isooctan, n-Hexan
als Analysenmethode: NMR.-Spektroskopie, (Gas-Chromatographie,

Diinnschichitchromatographie.

Bei Umsitzen bis zu 809, der bestrahlten Verbindungen konnten wir in keinem
der untersuchten 13 Fille das cyclische Dien mit der zum Ausgangsmaterial inversen
Konfiguration an C(9) und C(10) nachweisen, sondern immer nur die durch Ring-
6ffnung entstandenen seco-Steroide vom Privitamin D- und Tachysterin-Typ.

Durch Analyse der nach Beendigung der Photoreaktion erhaltenen Gemische liess
sich jedoch nicht entscheiden, ob wihrend der Belichtung das betreffende Ausgangs-
material teilweise zurtickgebildet wird oder nicht. Zur Kldrung dieser Frage nahmen
wir kinetische Messungen vor. Dabei gingen wir vom Ergosterin aus, das uns in
grosserer Menge zur Verfiigung stand und sich leichter reinigen liess als Lumisterin,.

Um die einzelnen Komponenten ohne Abtrennung aus dem Reaktionsgemisch
quantitativ bestimmen zu koénnen, wihlten wir als Messverfahren die Computer-
Analyse der UV.-Spektren der Bestrahlungsgemische nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate, wie sie von Sternberg et al. [4] angegeben worden ist. In seiner ur-
spriinglichen Form, nidnilich zur Analyse des aus fiinf Komponenten bestehenden
Systems Ergosterin, Lumisterin,, Privitamin D,, Vitamin D,, Tachysterin, geniigte
dieses Verfahren jedoch nicht unseren Anforderungen. Mit unseren qualitativen Ver-
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suchen hatten wir nachgewiesen, dass bei der Belichtung von Ergosterin mit der
Quecksilber-Resonanzlinie kein Lumisterin, entsteht. Ausserdem liess sich durch
geeignete Reaktionstemperaturen (< 20°) verhindern, dass wihrend der Dauer einer
Kinetik-Messung Vitamin D, gebildet wurde. Dadurch reduzierte sich die Anzahl der
quantitativ zu bestimmenden Komponenten von fiinf auf drei und wir entgingen der
Schwierigkeit, die sich daraus ergeben hitte, dass die Absorptionsspektren von P
(Pravitamin D) und D (Vitamin D) einerseits sowie von E (Ergosterin) und L
{Lumisterin) andererseits nach Form und Lage einander dhnlich sind (siehe Fig. 1).

Als wir dann auch noch die Anzah! der zur Extinktionsmessung verwendeten
Wellenlingen von urspriinglich 12 auf 24 erhdhten, ergab sich eine reproduzierbare
Analysenmethode von hinreichender Genauigkeit, um den Fortgang der photo-

Ef

700
600+
500
AOOJ
300+
200+

Fig. 1. Spekiven von I, I, T, P und D nach [4] und nach

100ﬂ
ergenen Messungen

e s L. = Lumisterin, E = Ergosterin, T = Tachysterin,
Aom 240 260 280 300 320 P = Prdavitamin D, D = Vitamin D

chemischen Reaktionen des Systems Ergosterin, Privitamin D,, Tachysterin, mes-
send zu verfolgen.

Die derart gemessene Kinetik wurde durch Vergleich mit einem mathematischen
Modell interpretiert, welches wir folgendermassen erhielten:

Um dic Tatsache hervorzuheben, dass sich die Molckulargewichte bei den IPhotoreaktionen
nicht verindern, wurden alle Komponenten in der gleichen Weise bezeichnet. Thre Unterscheidung
erfolgte durch Indices, welche sich auch dazu eigneten, die Quantenausbeuten ¢ der cinzelnen
Reaktionen zu charakterisieren.

Ergosterin = A
Pravitamin D, = A,
Tachysterin, = Aj.

Unter Einbeziehung einer moglichen photochemischen Riickbildung des Ausgangsmaterials ergab
sich damit folgender Ansatz:

P12 P23
A A,
A ~——— Ky

P21 Paa

Ay ]
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I,, I, und I; sind die von den Komponenten A;, A, und A, pro Liter und Minute absorbierten,
in Einstein (Mol Lichtquanten) gemessenen Lichtmengen. Nach Kling, Nikolaiski & Schidfer [5]
gilt fir die von der i-ten Komponente absorbierten Lichtmenge I; eines aus n absorbierenden
Komponenten bestehenden Systems folgende Beziehung:

m
—d ey Ay
&1 Aq n 1
I; = P I, \1—-10
XenAn
n=1

Der Exponentialterm kann vernachldssigt werden, wenn die Bedingung

m
-d 2 &n An
n=1
10 <1,
erfiillt ist. Das lasst sich durch geeignete Wahl der entsprechenden Parameter erreichen. Wir
verwendeten als Schichtdicke d = 1 cm; als Anfangskonzentration des Ergosterins A; = 1,26 -
10—3 Mol - 171; als molaren Extinktionskoecffizienten des Ergosterins bei 2 = 253,7 nm ¢ = 4831
Mol-1:1:-cm1,
Zu Beginn der Belichtung war dann

m
-4 X en Ap
n=1
10 = 10807 £ 1.
Da die molaren Extinktionskoeffizienten der im Verlauf der Photoreaktion auftretenden Kompo-
nenten Pravitamin D, und Tachysterin, bei 253,7 nm wesentlich hoher sind als der Extinktions-
koeffizient des Ergosterins, wird bei konstanter Gesamtkonzentration der geringe Fehler, der
durch die Vernachlassigung des Exponentialterms entsteht, mit fortschreitender Reaktion noch
kleiner.
Die von der i-ten Komponente absorbierte Lichtmenge I; ldsst sich nun in den Differential-
gleichungen durch folgenden Ausdruck ersetzen:

e1 A
=— .

m
2 &n An
n-1
Darin ist I die aktinometrisch messbare, eingestrahlte Lichtmenge. Fiir vollstandige Reversibilitit
nach der Gleichung (I) gilt dann

da, I,
dt _ m-3a (@21 82 Ag— a1 81 Ay)
2 en A
n=1
dA, I,
dt  m-3 (@12 81 Ar+ @30 €5 Ag— Pny 3 Ap— o3 &5 Ay)
2 en Ap
n-
dA, Iy
at  m-3 (P23 £2 Ag — Paz 83 Ag) -
2 enAg
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Die Integration diescs Systems von Differentialgleichungen wurde numerisch mit Hilfe des
CSMP1) des Computers IBM 1130 durchgefithrt. Das von uns gewahlte Suchverfahren nach den-
jenigen @-Werten, welche eine optimale Anpassung der berechneten an dic gemessene Kinetik
gewdhrleisteten, ist im experimentellen Teil beschrieben.

Fiir die Belichtung von Ergosterin in Isopropylalkohol mit 4 = 253,7 nm bei
18,3° bis zu einem Umsatz von 78,19, erhielten wir folgende Werte fiir die Quanten-
ausbeuten:

Reaktion: Ergosterin — Priavitamin D, ¢, = 0,31(4)
Pravitamin D, — Tachysterin, Peg = 0,18(8)
Tachysterin,  — Privitamin D, ¢4, — 0,07(8)

Eine Riickreaktion von Privitamin D, zum Ergosterin (Ringschluss). konnten wir
mnerhalb unserer Messgenauigkeit nicht feststellen. Da auch die Entstehung eines
ringgeschlossenen Produktes mit der zum Ausgangsmaterial inversen Konfiguration
an C(9) und C(10) in den eingangs beschriebenen Experimenten nicht nachgewiesen
werden konnte, nehmen wir an, dass Licht der Wellenlinge 253,7 nm den Ring B
der A4%7-Steroide nur zu &ffnen, aber nicht zu schliessen vermag. Wir schlagen daher
vor, fiir diesen Spektralbereich die Reaktionen des Schemas 1 durch diejenigen des
Schemas 2 zu ersetzen, bei dem sich die Reversibilitit auf die 6, 7-cis/trans-Isomerisa-

tion beschrankt.
Schema 2

T.umisterin

v
Ergosterin ———» Pravitamin D > Tachysterin

Photoreaktionen bei 4 — 253,7 nm

Herrn Dr. W. Avnold danken wir fiir die Aufnahme und Interpretation der NMR.-Spektren,
Herrn Dr. M. Vecchi und seinen Mitarbeitern fuir die zahlreichen Gas-chromatogramme, ferner
Herrn Dr. A. Bolley fiir dic Herstellung und Reinigung des 3, 3; 20, 20-Bis-iathylendioxypregna-
5,7-diens und Herrn K. Schaffner fur die Durchfithrung der Versuche. Besonderen Dank schulden
wir unserer feinmechanischen Werkstatt (Leitung Herr M. Rdsch) fiir ihre Hilfe bei der Entwick-
lung und dem Bau der Teflon-Membranpumpen und des Photoreaktors sowie fiir zahlreiche andere
Hilfeleistungen.

Experimenteller Teil

Allgemeines. — Substanzen. Ergosterin (Philips) wurde aus Athanol/Essigsauredthylester 2:1
umkristallisiert, wihrend 38-O-Acetylergosterin nach der Herstellung aus Ergosterin und Acetan-
hydrid in Pyridin aus Athanol/Essigsiurcidthylester 1:1 kristallisicrte. Iumisterin, (Philips) wurde
aus Mcthanol umkristallisiert und zur Reinigung des 7-Dehydrocholesterins (Roussel-Uclaf) durch
Kristallisation benutzten wir Athanol/Wasser 9:1. Das 7-Dehydrocholesterin enthielt nach dem
Trocknen noch 1%, Wasser. In allen Fillen wicderholten wir die Kristallisation so oft bis sich das
UV.-Spektrum nicht mehr veranderte. Nach 24-stg. Trocknen im Hochvakuum wurde dieses mit
Argon gebrochen. Bis zum Gebrauch wurden die Substanzen unter Argon bei — 18° aufbewahrt.
Die Reinheitspriifung erfolgte durch Elementaranalyse, NMR.-Spektroskopie, Diinnschicht- und
Gas-Chromatographic sowic durch Bestimmung der EJ-Werte bei 24 Wellenlingen zwischen 240
und 300 nm. Das gilt auch far das 3,3;20, 20-Bis-dthylendioxypregna-5, 7-dien, das in unscrer
Firma aus 5,16-Pregnadien-38-0l-20-on (Flukae) hergestellt worden war und aus dem wir durch

1) Continuous System Modelling Program.
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UV.-Bestrahlung 3, 3; 20, 20-Bis-athylendioxy-98, 10x-pregna-5, 7-dien erhielten, das aus Aceto-
nitril kristallisiert wurde.

Analytik. Zur NMR.-spektroskopischen Unterscheidung der 9, 105-Steroide von den 98, 10a-
Steroiden in den Reaktionsgemischen wurden die Protonen an C(18) und C(19) herangezogen.
Um die Fehlermoglichkeiten zu eliminieren, die sich aus einer teilweisen Uberlagerung ihrer Signale
durch diejenigen der Seitenkette ergeben konnten, wurden zur Kontrolle die entsprechenden
3,320, 20-Bis-athylendioxy-pregna-5, 7-diene (Diketale) eingesetzt.

Tabelle 1. NMR.-Signale dev Methylprotonen in ppm (60 MHz, CDCl,, interner
Standard Tetramethylsilan)

Stoffpaare H,-C{18) H,-C(19) H,-C(21)
Ergosterin 0,633 0,942
Lumisterin, 0,637 0,948
7-Dchydrocholesterin 0,625 0,945
Lumistering 0,625 0,745
Diketal (3) 0,725 0,975 1,302
Retrodiketal (5) 0,708 0,770 1,298

Die gas-chromatographische Analyse (GC.) der Reaktionsgemische gestaltete sich schwiceriger,
da Pravitamin D im Gas-Chromatographen in Pyro- und Isopyrocalciferol umgewandelt wird und
das Pyrocalciferol-Signal dasjenige des Lumisterins (bzw. Retrodiketals) tiberdeckt. Beim Auf-
treten von Lumisterin dndert sich daher nur das Flachenverhiltnis der Signale fiir Isopyrocalci-
ferol und Pyrocalciferol. Um Lumisterin im Reaktionsgemisch auf diese Weise identifizieren zu
kénnen, wurden quantitative Messungen unter Bezug auf einen internen Standard (Progesteron)
durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurden 10 ml der bestrahlten Lésung unter Argon und vermindertem Druck
zur Trockne cingedampft, der Rackstand in 10 ml einer 0,1proz. Losung vonr Progesteron in
Dioxan (p.a. Merck) aufgenommen und gas-chromatographisch analysiert.

Gerat: Pevkin-Elmer 900/2/B mit Integrator

Saule: 59, SE 30/2 m/2,2 mm (Trigergas: Helium)

Tabelle 2. Im Gas-Chromatographen vevwendete Tempervaturen in Grad Celsius

Stoffpaare Temperatur

Saule Einspritzblock Detektor
Ergosterin/Lumisterin, 240° 260° 250°
7-Dehydrocholesterin/Lumistering 250° 270° 250°
Diketal/Retrodiketal 240° 260° 250"

Die vergleichende DC.-Kontrolle der Reaktionsgemische wurde mit Kieselgelplatten und mit
Cyclohexan/Ather 1:1 als Laufmittel durchgefithrt. Die Anfirbung erfolgte durch Erwirmen
der mit verdinnter Schwefelsiure besprithten Platten. Ausscrdem wurde nach der Anfirbung
die Fluoreszenz im langwelligen UV. beobachtet.

Durchfiihvung dev Bestrahlungen. Zur Durchfiihrung der UV.-Bestrahlungen bedienten wir uns
eines Ringmantelgef{asses mit einer wirksamen Schichtdicke von 1 c¢m, in welchem die zu belich-
tende Losung mit Hilfe von Teflon-Membranpumpen?) an der Lichtquelle vorbeibewegt wurde.
Die Losung zirkulierte zwischen Photoreaktor und externem Vorratsgefdss. Sie wurde vor der
Belichtung mit 150 bis 200 1 T-Argon (99,99proz.) von der Carba AG gespiilt. Wihrend der Photo-
rcaktion zirkulierte das Schutzgas ebenfalls mit Hilfe von Teflon-Membranpumpen?2) und wurde

2)  Eigenentwicklung unserer Firma.
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Fig. 2. Bestraklungsapparatur
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Legende zu Fig. 2
G = Gaskreislauf I’ = Flissigkeitskreislauf

Vorratsgefiss fur die Flissigkeit, welches gleichzeitig zur Trennung von Gas und Fliissig-
keit dient.

Einfiillstutzen.

Abfullstutzen zur Entleerung des Vorratsgefisses.

Absperrung des Abfullstutzens gegeniiber Luft durch Eintauchen in das betreffende
Losungsmittel wiahrend der Photoreaktion.

Ansaugstutzen der Flissigkeitspumpe.

Zwei gemeinsam von einem elektronisch gesteuerten Elektromotor betriebene Fliissig-
keitspumpen?).

Verteilerkammer fir die Flussigkeit vor dem Eintritt in den Reaktionsraum.
Reaktionsraum (von Flissigkeit und Incrtgas durchflossen).

Gemeinsamer Austritt von Gas und Flassigkeit aus dem Reaktionsraum.

Von Gas und Flissigkeit gemeinsam durchilossener, mit dem Thermostaten verbundener
‘Wirmeaustauscher.

Ansaugstutzen zur Gasentnahme aus dem Vorratsgefass (bei geschlossenem Gaskreis-
lauf).

Intensivkiihler zum Auskondensieren mitgerissener Flussigkeitsdampfe.

Bei dieser Hahnstellung: Geschlossener Gaskreislauf, Riickschlagventil G 13 wirkt als
Uberdruckventil fiir die Apparatur und als Absperrung gegeniiber der Luft.

Zwel gemecinsam von einem elektronisch gesteuerten Elektromotor betricbene Gas-
pumpen?).

Absperrhahn, um das Zuriicksteigen der Flussigkeit bei ausgeschalteter Gaspumpe zu
verhindern.

Abfullstutzen zur Entleerung des Photoreaktors.

Absperrung des Einfullstutzens gegeniiber Luft durch Eintauchen in das betreffende
Losungsmittel wahrend der Photoreaktion.

Verteilerkammer fiir das Inertgas vor dem Eintritt in den Reaktionsraum.
Inertgaszufuhr.

Uberdruckventil fir die Inertgaszufuhr3).

Einlassventil fir das Inertgas?).

Bei dieser Hahnstellung: Spiillen der Apparatur bzw. der Bestrahlungslésung mit Inert-
gas.

Gasauslassventil bei Hahnstellung G 12, Uberdruckventil bei Hahnstellung G 3.
Gasuhr zur Kontrolle der Inertgasspiilung der Apparatur und der Bestrahlungslésung.
Lichtquelle (Hg-Niederdrucklampe).

Kontrolle des Lampenstromes.

Kontrolle der Lampentemperatur.

Beheizter Luftstrom zur Einstellung der optimalen Lampentemperatur.

Kithlwasser (fiir Intensivkiihler und Thermostat).

Kithlwasserkontrolle am Intensivkithler mit einem Rotameter.

dabei im Photoreaktor durch die Lésung gepresst, um zwecks Vermischung der schmalen photo-
chemischen Reaktionszone mit dem ubrigen Volumen innerhalb der stromenden Flissigkeit
Turbulenz zu crzeugen. Die gesamte Bestrahlungsapparatur war so beschaffen, dass das Bestrah-
lungsgut nur mit Pyrex-Glas, Quarzglas und Teflon in Berithrung kam. Aufbau und Wirkungs-
weise der Apparatur sind aus Fig. 2 ersichtlich.

Als Lichtquelle verwendeten wir eine Hg-Niederdrucklampe (NK 6/20, Hanauer Quarzlampen-
gesellschaft). 89,19, des von ihr emittierten Lichtes entfiel auf die Resonanzlinie 253,7 nm, 2,8%,
auf die Wellenldngen 302 und 313 nm, die bei den von uns verwendcten Steroid-Konzentrationen
von diesem praktisch nicht mehr absorbiert wurden und 6,3%, auf die hier photochemisch nicht
mehr wirksamen Wellenlingen > 313 nm.

3)  Als Absperrfliissigkeit diente ein Silikonol mit extrem niedrigem Dampfdruck.

59
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Bei unseren Messungen der relativen spektralen Energieverteilung der Hg-Niederdrucklampe
hatten wir festgestellt, dass diese sich im Bereich von 13°-60° {Oberflichentemperatur} nicht
wesentlich dndert. Aktinometrische Messungen hatten dagegen ergeben, dass die Gesamtmenge
der abgestrahlten Energie deutlich von der Lampentemperatur abhiangt. Die Lichtquelle wurde
daher bei der Durchfihrung von Photoreaktionen unterhalb 20° mit Hilfe eines Warmluftstromes
auf ihrer optimalen Temperatur von 40° gehalten. Zur Temperaturkontrolle war auf der Lampen-
oberfliche ein Thermoelement aufgekittet.

Da bei der aiblichen Verwendung des Hg-Niederdruckstrahlers als Tauchlampe die Bestrah-
lungslésung von der Lampenoberfliche nur durch eine Schicht von 1 mm Luft und 1 mm Quarz-
glas getrennt ist, dringt die Quecksilber-Linie 184,9 nm noch bis zum Bestrahlungsgut durch und
verursacht an der Oberflache des Tauchrohres lichtschwichende Beldge. Aus dicsem Grunde hatten
wir den Strahler so angeordnet, dass sich zwischen ihm und dem Reaktionsgemisch eine Schicht
von 22 mm Luft und 2,2 mm Quarzglas befand. Hierdurch wurde die kurzwellige Quecksilber-
Linie vollstandig absorbiert und eine Belagbildung verhindert.

Versuche

1. 0,913 g (2,30-103 Mol) Ergosterin wurden in 1 1 Methanol p.a. Merck bei 24,5° 120 Min.
bestrahlt.
GC.: 47,39% Ergosterin, 25,69, Pravitamin D,, 27,19, Tachysterin,
DC.: Kein Lumisterin,

2. 0,984 g (2,48-1078 Mol) Ergosterin wurden in 1 1 Athanol p.a. Merck 120 Min, bestrahlt.
GC.: 57,49, Ergosterin, 20,89, Pravitamin D,, 21,8% Tachysterin,
DC.: Kein Lumisterin,

3. 0,980 g (2,47-107 Mol) Ergosterin wurden in 1 I spektralreinem Isooctan (Uvasol Merck)
bei 19,57 120 Min. bestrahlt.
GC.: 56,19, Ergosterin, 23,1%, Pravitamin D,, 20,89, Tachysterin,
DC.: Kein Lumisterin,

4a. 0,953 g (2,40-107% Mol) Ergosterin wurden in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Merck bei 17,5°
70 Min. bestrablt.
GC.: 37,49, Ergosterin, 28,69, Pravitamin D,, 149, Tachysterin,
DC.: Kein Lumistering

4b. 1,907 g (4,81-10-3 Mol) Ergosterin wurden in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Merck bei 18,0°
120 Min. bestrahlt.
GC.: 77,29, Ergosterin, 15,29, Pravitamin D,, 7,69, Tachysterin,
DC.: Kein Lumistering

5. 1,098 g {2,77-10~% Mol) Ergosterin wurden in einer Mischung aus 910 ml spektralreinem
n-Hexan (Uvasol Merck) und 90 ml Isopropylalkohol p.a. Merck bei 19,8° 120 Min. bestrahlt.
GC.: 43,5% Ergosterin, 30,6%, Pravitamin D,, 25,99 Tachysterin,
DC. und NMR.: Kein Lumisterin,

6. 1,00 g (2,52-10-3 Mol) Ergosterin wurde in 1 1 Essigsdurcithylester p.a. Merck bei 17,0°
120 Min. bestrahlt.
DC. und NMR.: Kein Lumisterin,

7. 1,00 g (2,20-107% Mol) 38-O-Acetyl-ergosterin wurde in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Merck bei
15,07 240 Min. bestrahlt. Da die Acetate der zu erwartenden Produkte sich bei der DC.-Kontrolle
trotz Einsatzes verschiedenster Laufmittel nicht vom Ausgangsmaterial trennen liessen, wurde
der ganze Ansatz nach dem Abziehen des Isopropylalkohols bei 30°i.V. in Methanol mit Kalium-
karbonat unter Argon 12 Std. bei Raumtemperatur gerithrt. Durch die dabei erfolgende Um-
esterung wurden das Ergosterin und scine Photoprodukte quantitativ in Freiheit gesetzt und
liessen sich nun mit unserer iiblichen DC.-Kontrolle nachweisen.

NMR. und DC.: Kein Lumistcrin,

8. 1,20 g (3,02-10~% Mol) Lumisterin, wurden in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Merck bei 34,0°
150 Min. bestrahlt.
GC., DC. und NMR.: Kein Ergosterin



HevLverica CHiMIca Acta — Vol. 55, Fasc. 3 (1972) — Nr. 96 931

9. 1,00 g (2,52:10~% Mol) Lumisterin, wurde in 1 1 Isopropylakohol p.a. Merck bei 14,0°
120 Min. bestrahlt.
GC., DC. und NMR.: Kein Ergosterin

10. 1,00 g {2,60-10-% Mol} 7-Dehydrocholesterin wurde in 2,7 1 spektralreinem zn-Hexan
(Uvasol Merck) bei 16,0° 240 Min. bestrahlt.

GC.: 26,49, 7-Dehydrocholesterin, 31,99%, Pravitamin D,, 39,2% Tachystering, 2,5% unbekannte
Produkte, aber kein Lumistering
DC. und NMR.: Kein Lumistering

11. 1,00 g (2,50-10-3 Mol) Diketal wurde in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Merck bei 20,1° 120 Min.
bestrahlt.

GC.: 49,8% Ausgangsmaterial, 25,5%, seco-Steroid vom Pravitamin D-Typ, 24,7%, seco-Steroid
vom Tachysterin-Typ.
NMR.: Kein Retrodiketal (Lumisterin-Typ)

12. 1,00 g (2,50-10~% Mol) Retrodiketal wurde in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Merck bei 19,9°

120 Min bestrahlt.
NMR.: Kein Diketal (Ergosterin-Typ)
Kinetik

Bestrahlung. — Die Reaktion, deren Kinetik ermittelt werden sollte, lief ebenfalls in der be-
schriebenen Bestrahlungsapparatur ab. Zum Unterschied von den qualitativen Versuchen wurde
in diesem Fall dem Streufeldtransformator der Hg-Niederdrucklampe noch ein Spannungsstabili-
sator vorgeschaltet.

0,50 g (1,26-10-3 Mol) Ergosterin wurden in 1 1 Isopropylalkohol p.a. Merck bei 18,3° ins-
gesamt 120 Min. bestrahlt. Proben wurden in Abstanden von 20 Min. entnommen.

Methodik dey UV .- Absorptionsmessungen. — Die Messung der Absorptionsspektren der Reak-
tionsgemische erfolgte mit einem Spektralphotometer Beckman DBG mit W & W-Schreiber. Zuvor
wurde die Wellenldngenskala des Spektralphotometers mit dem Emissionsspektrum einer Queck-
silberlampe geeicht und die Genauigkeit der Extinktionsmessung mit zu diesem Zweck von der

(E) 100y 1 100
. i (nm)
I I [ T
%-- i g[ ﬁ" Pm
80} i | [ 80
704 . 70
G0} [ GO
50} | 50
401 | 40
30- / -30
i % N
104 10

Fig. 3. Andevung des Absovptionsspektvums von Evgostevin bei Bestrahlung mit ). = 253,7 nm
(Zeit in Min.)
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Herstellerfirma gelieferten Filtern gepriift. Um uns von beobachteten Signalverzogerungen beim
Anlaufen des Schreibers sowic von gemessenen Schwankungen der aufgedruckten Papiereinteilung
unabhingig zu machen, brachten wir auf dem rotierenden Teller der Wellenlingeskala einen
Nocken an, mit dessen Hilfe iiber einen Microswitch bei einer bestimmten Wellenldnge (310 nm)
auf dem Schreiber e¢in Signal ausgeldst wurde, welches als Referenz diente.

Zur Ablesung der Extinktionen verwendeten wir nicht den Papieraufdruck, sondern eine
6 mm starke Plexiglas-Platte, auf der 24 den betreffenden Wellenlingen entsprechende Linien
sowie eine fir die Referenzwellenldnge iiber die ganze Papierbreite auf 0,01 mm genau eingraviert
waren (Fig. 3). Die Platte wurde bei 310 nm an das Referenzsignal angelegt und durch eine genau
rechtwinklig dazu eingravierte Linie auch in der zweiten Dimension justiert. Um die Extinktionen
in den steilen Flanken des Absorptionsspektrums besser ablesen zu konnen, hatten wir den An-
triebsmotor des Wellenldngenvorschubs durch einen solchen mit geringerer Drehzahl ausgewech-
sclt. Die Kombination mit dem maximalen Papiervorschub des Schreibers ergab dann die ge-
wiinschte Dehnung des Spektrums auf 10 nm gleich 4 cm. Der Kiivettenraum des Spektralphoto-
meters war thermostatisiert und als Kriterium fiur den Temperaturausgleich in der Kiivette diente
die zeitliche Konstanz des Absorptionsspektrums.

Duychfiithrung und Computerauswertung dey UV .-Absovptionsmessungen. Jcede wihrend der
Photoreaktion entnommenc Probe wurde in 3 x 2 ml aufgeteilt. Zur Messung des UV.-Spektrums
mussten die 2 ml-Proben mit Athanol p.a. Merck auf 50 ml verdiinnt werden. Auf jedes Zeit-
intervall der Kinetik entfielen somit drei voneinander unabhédngige Messungen des Absorptions-
spektrums des Reaktionsgemisches mit je 24 Extinktionen. Aus den Mittelwerten der Extink-
tionen wurden dic [Konzentrationen der einzelnen Komponenten in Prozent der Konzentration A,
(zur Zeit t = 0) mit Hilfe des Computers IBM 1130 nach der von Sternberg et al. [4) entwickelten
und von uns modifizierten Methode der kleinsten Fehlerquadrate in Matrizenform ermittelt,
nachdem die Methode zuvor an kiinstlichen Mischungen erprobt worden war. Die dabei von uns
verwendeten E}-Werte der Komponenten bei den betreffenden Wellenlangen hatten wir (in
Athanol) mit der gleichen weiter oben beschriebenen Methodik bestimmt. Sie wichen geringfugig
von den E}-Werten ab, die Sternberg et al. [4] fur 1sopropylalkohol angegeben haben.

Die auf diese Weise in Abhidngigkeit von der Bestrahlungszeit erhaltenen Ana-
lysen der Reaktionsgemische sind in Tab. 3 angegeben.

Tabelle 3. Zusammensetsung des Reaktionsgemisches in Abhdngigheit von dev Bestrahlungszett

Bestrahlungszeit Ergosterin Priavitamin D, Tachysterin,
in Min. % % %
0 100,0 - -
20 71,4 23,4 5,2
40 51,7 35,2 131
60 40,9 38,4 20,7
80 32,8 39,8 27,4
100 24,6 41,3 34,1
120 219 39,4 38,7

Vergleich der theovetischen Kinetik mat der gemessenen. Zum Vergleich mit der
gemessenen Kinetik mussten die gekoppelten Differentialgleichungen des theoreti-
schen Ansatzes integriert werden. Zu diesem Zweck wurden sie zundchst so umge-
formt, dass sich wie bei den Messwerten die Konzentrationen A, A,, A; zur Zeit t
in Prozent von AY (zur Zeit t = 0) ausdriicken lessen:

dA 1
dtl = '*'m;g (P & Ay — g2 Ay)
A? M Ay

n-1
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dA, 1,
at A} :2:13611 Ay
o,
at A} jzjan Ay

{Pas €2 Ay — Pz &3 Ay) -

APrg & Ay + Pas €3 Ay — Puy 83 Ay — Ppa &5 Ay)
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Die schrittweise Integration erfolgte dem Fliessbild Fig. 4 entsprechend mit dem
CSMP?) der IBM 1130 (und Plotter) unter Verwendung folgender Werte:

Fiir 2 = 253,7 nm:

AY = 1,26 - 103

&g = 4831 Mol.-*1-cm-!
g = 8853 Mol.-*1-cm—!
&g = 11423 Mol.-'1- cm™?

Mol. 1-!

Die Werte @ik - Iy/A} wurden von Hand in den Computer eingegeben, wobei wir aus-
gehend von Quantenausbeuten ¢y aus der Literatur [2] und unter der Annahme einer
irreversiblen Ring6finung in wenigen Schritten zu einer guten Ubereinstimmung der
berechneten mit der gemessenen Kinetik kamen. {Siche Fig. 5 und Tab. 4).

Tabelle 4. Vergleich dev bevechneten Kinetih mil dev gemessenen bei Annahme eimer ivveversiblen

Reaktion A, — A,

t gem. ber. (AS— gem. ber. (AE— gem. ber. (AE -
Min.]  Af[%] AP[%] AD? Af[%)  AR[%)  AD? AB[%]  AE[%]  AD2
0 100 100 — - — - — — —
20 71,4 70,4 1,00 23,4 24,6 1,44 5,2 5,0 0,04
40 51,7 52,6 0,81 35,2 34,3 0,81 13,1 131 0,00
60 40,9 40,6 0,09 38,4 38,5 0,01 20,7 20,9 0,04
80 32,8 31,9 0,81 39,8 40,2 0,16 27,4 27,9 0,25
100 24,6 25,4 0,64 41,3 40,7 0,36 34,1 33,9 0,04
120 21,9 20,4 2,25 39,4 40,6 1,44 38,7 38,9 0,04
S 5,60 4,22 0,41

Der zugehdrige Parametersatz?) lautet:

b 0,020
X1 = 40 " Prz= Y,

Aj

Lo 0,000
X = 30 Pa—U

A}

Lo 0,012
X3 = 0 Pa=U

AY

Lo 0,005
Xy = Ho " Paz=VY,

Aj

Abschnittes mit x; (1 =1, 2, 3, 4).

4)  Um die Notation zu erleichtern, bezeichnen wir die Paramecter im weiteren Verlauf dieses
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Fig. 4. Fliessbild fiiv die
Integration mit dev IBM 1130
CSMPY

Legende zu Fig. 4:

I = Integrator,
X = Multiplikator,

| = Divisor,

+ = Summator,

G = Verstiarker mit einstell-
barem Faktor (gain),

K = Konstanteneingabe

%)
80-
N ?

60-
@\\

40+ . s # i F
e < . —

20 3 /"/ T~ £

20 40 60 80 100 t(Min)

Fig. 5. Vergleich dev berechneten Kinetik (vom Plotier ausgezogene Linien und Kreuze) mit dev gemes-
senen (Punkte)



Herverica CHiMIica AcTta — Vol 535, IFasc. 3 (1972) — Nr. 96 935

Als Mass fiir die Giite der Anpassung dient iiblicherweise eine Linearkombination S
der den einzelnen Konzentrationen A; zugeordneten Summen s; der Abweichungs-
quadrate. Letztere betreffen die Abweichungen der berechneten von den gemessenen
Werten.

Also S = Zoci si, worin s; = 3" (A8 — AD )2 ist.

k
Nachdem wir tiber die Vertrauensgrenzen fiir die A# keine zuverldssige Aussage

machen konnten, haben wir die s; in S auch nicht mit unterschiedlichen Gewichten
oy versehen, sondern den arithmetischen Mittelwert der s; als Mass fiir die Anpassung
gewihlt.

1 3
S - -——A

32 (a5 Ay
Als Funktion der Parameter x; stellt S im Parameterraum eine Hyperflidche dar, deren
analytische Beschreibung unbekannt ist. Die geometrischen Eigenschaften dieser
Fliche, die auch «Antwortfliche» genannt wird, sind nur durch die Bestimmung einer
Vielzahl von S-Werten zuginglich.

Um die Koordinaten x! eines zu erwartenden Minimums von S zu finden, stehen
geeignete Suchmethoden zur Verfiigung [7] [8], mit deren Hilfe sich die neuen Koor-
dinaten x; aus den bereits bekannten Punkten der Antwortfliche zielgerecht auf
iterativem Wege ermitteln lassen. Mit solchen Suchmethoden gelangt man auto-
matisch in das Gebiet, in welchem die Antwort stationir ist.

Befindet man sich aber, wie wir in unserem Fall vorausgesetzt haben, bereits von
Anfang an in der Nihe eines stationidren Punktes, so hat der Versuch, zu einer
genaueren Kenntnis der Antwortfliche zu kommen, Aussicht auf Erfolg. Dazu wird
angenommen, dass S(xj) 6rtlich durch seine im zweiten Grade begrenzte Tavior-
Entwicklung dargestellt werden kann [8].

S(xy) ~ bo+b1x1+b2X2-~-+blle+b22X§+---~}- by X; X5 + by Xy Xy + -+

Geschitzte Werte § fiir die Regressionskoeffizienten b kénnen wieder durch Anpas-
sung mit Hilfe der Methode der kleinsten Abweichungsquadrate ermittelt werden.
Hierzu werden die Koordinaten (S, xj); von N Punkten der Antwortfliche als Stiitz-
punkte benédtigt und N muss grosser als die Anzahl der Regressionskoeffizienten sein.
Gelingt die Anpassung, so hat man ein analytisches Modell

y =Ffo +Z1:51 X1 +k2,;51k X| Xk II

fiir die Antwortfliche gewonnen.

Durch Ableitung von (II) nach jeder Variablen x; erhdlt man ein System von
linearen Gleichungen, dessen Lésung die Koordinaten (y°, x{) des stationidren Punktes
angibt. Die geometrischen Eigenschaften unserer quadratischen Hyperfliche kann
man sofort erkennen, wenn man an Stelle des urspriinglichen Koordinatensystems
ein solches (Y, X)) verwendet, in welchem (II) durch seine kanonische Form beschrie-

ben wird. .
Y=24Xf.
1

Hierbei lassen sich folgende Fille unterscheiden:
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a) Alle 41 > 0: Die Fliache (II) ist ein elliptisches Paraboloid und der stationire
Punkt ist ein Minimum.

b) Alle 4y < 0: Die Fliche (II) ist ein elliptisches Paraboloid und der stationire
Punkt ist ein Maximum.
c) Alle 4;#0, haben aber verschiedene Vorzeichen: Die Fliche (II) ist ein hyper-
bolisches Paraboloid und der stationidre Punkt ist ein Sattelpunkt.

d) Ein oder mehrere A; = 0: Das Paraboloid ist degeneriert. Die Antwort Y blelbt
entlang der betreffenden X;-Achsen konstant.

Fir die Umgebung des Punktes
x, = 0,020; x,=0,003; x4=0012; x,= 0,005

haben wir einen orthogonalen Versuchsplan {9] aufgestellt und fiir jedes x; eine Schritt-
lange von 0,002 eingesetzt. Damit erhielten wir 25 Parametersitze und nach den zu-
gehorigen Simulationen entsprechend 25 S-Werte. Die Durchfithrung der Regres-
sionsrechnung auf dem Computer IBM 370-155 lieferte folgende Werte:

Koordinaten des stationiren Punktes:
x?=0,0178 x2= —0,0025 x}=0,0116 x!= 0,0046

y-Wert am stationdren Punkt:
y0 = —0,32
Koeffizienten der kanonischen Form:
A =486 A,=387 1;,=019 1,=0,05

Dazu ist zu bemerken:

a) Das analytische Modell (II) liefert einen stationidren Punkt, welcher ein Mini-
mum ist.

b) Der auf diese Weise vorausgesagte ideale Parametersatz liegt in der Nihe des
Versuchsplans, ist aber nicht zuginglich, da ¢,, nicht negativ werden kann.

¢) Die quadratische Flache ist ein elliptisches Paraboloid mit sehr ausgeprigter
Exzentrizitat. Die zwei Koeffizienten A, und 4, sind von gleicher Gréssenordnung bzw.
kleiner als jhre auf Grund der Regression geschitzten Standard-Fehler. Somit ist ihr
Vorzeichen unsicher.

Wir haben daher versucht, das positive Vorzeichen fiir A; und 4, zu bestitigen,
indem wir zusitzliche S-Bestimmungen fiir Punkte vornahmen, die auf der X,;- und
X4-Achse sowie auf der Winkelhalbierenden in der X,, X,-Ebene lagen. Dabei zeigte
sich, dass die S-Werte mit zunehmender Entfernung vom stationdren Punkt grosser
wurden.

Es ist also nicht zu erwarten, dass in der Umgebung unseres Versuchsplanes ein
Satz von Quantenausbeuten existiert, der innerhalb unserer Messgenauigkeit zu einer
besseren Ubereinstimmung der berechneten mit der gemessenen Kinetik fiihrt als
der auf S. 926 bzw. auf S. 937 angegebene.

Ermittlung der Quantenausbeuten ¢ix. Zur Ermittlung der Quantenausbeuten gjx
wurde die eingestrahlte Lichtmenge I, nach Hatchard & Parker (6] mit dem Kalium-
ferrioxalat-Aktinometer bestimmt. Da das Aktinometer auch die Strahlung bis zu
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den Quecksilber-Linien 405/8 nm noch teilweise erfasst, wurde die aktinometrische
Messung nach Zwischenschaltung eines Benzolfilters mit steiler Absorptionskante
bei 280 nm wiederholt und die so bestimmte Lichtmenge fiir 4 > 280 nm von der
ohne Benzolfilter gemessenen in Abzug gebracht.

Ohne Filter: 8,47 - 10~ Einstein 1= Minute—!
Mit Filter: 0,45 -10-% Einstein 1-* Minute—?!

I,: 8,02 - 10~% Einstein -1 Minute?
Damit errechneten sich folgende Quantenausbeuten:

@12 = 0,31(4) Pz = 0,18(8) @as = 0,07(8)
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97. Photochemie in der Vitamin D-Reihe

II. Die Wellenldngenabhingigkeit der Photoisomerisationen
des Pricalciferols

von K. Pfoertner
Aus der chemischen Forschungsabteilung der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG

(21. IT. 72)

Summary. In addition to the known ring opening at shorter wavelengths it was found that
ring opening in A%7-steroids occurs also at 2 > 300 nm. Ring closure of the corresponding seco-
steroids in this region was confirmed. The existence of three rotational isomers with respect to
the 5,6-bond is assumed to be responsible for the observed wavelength dependency of the photo-
isomerizations of previtamin D. In this case the 3,6-s-frans isomer should absorb uv light at
shorter wavelengths yielding tachysterol whercas the two 5, 6-rotational isomers with skew con-
formation should absorb at longer wavelengths yielding lumisterol and ergosterol, respectively.

Mit Hilfe der uns heute zur Verfiigung stehenden Analysenmethoden konnten wir
zeigen [1], dass Licht der Wellenlinge 253,7 nm den Ring B der 45.7-Steroide Ergo-
sterin und Lumisterin zwar zu 6ffnen, aber ausgehend vom Provitamin D nicht zu
schliessen vermag. Velluz et al. [2] hatten dagegen angenommen, dass samtliche
Photoreaktionen des aus den vier Komponenten Ergosterin, Lumisterin, Pravitamin



