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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 nin wiederholt und die so bestimmte Lichtmenge fur il > 280 nm von der 
ohne Benzolfilter gemessenen in Abzug gebracht. 

Ohne Filter: 8,47 . 10F5 Einstein 1-1 Minute-l 
Mit Filter: 0,45 . Einstein 1-1 Minute-l 

I, : 8,02 . Einstein 1-1 Minute-' 

Damit errechneten sich folgende Quantenausbeuten : 
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97. Photochemie in der Vitamin D-Reihe 
11. Die Wellenlangenabhangigkeit der Photoisomerisationen 

des Pracalciferols 
von K. Pfoertner 

411s der cheniischen Forschungsabteilung der F.  Hof fmann-La Roche & Co. AG 

(21. 11. 72) 

Summauy.  In  addition to the known ring opening a t  shortcr wavelengths it was found that 
ring opening in d537-steroids occurs also a t  ?, > 300 nm. Ring closurc of the corresponding sero- 
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 Y. In this case the 5,6-s-trans isomer should absorb uv light a t  
shorter wavelengths yielding tachysterol whereas thc two 5,6-rotational isomers with skew con- 
formation should absorb a t  longer wavelengths yielding lumisterol and ergosterol, respectively. 

Mit Hilfe der uns heute zur Verfiigung stehenden Analysenmethoden konnten wir 
zeigen [l], dass Licht der Wellenlange 253,7 nm den Ring B der d5g7-Steroide Ergo- 
sterin und Lumisterin zwar zu offnen, aber ausgehend vom Provitamin D nicht zu 
schliessen vermag. VeZLuz et al. [Z] hatten dagegen angenommen, dass samtliche 
Photoreaktionen des aus den vier Koniponenten Ergosterin, Lumisterin, Pravitamin 
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D und Tachysterin bestehenden Systems unabhangig von der Wellenlange des photo- 
chemisch wirksamen Lichtes reversibel sind. 

Bei Verwendung der Quecksilber-Resonanzlinie ist jedoch nach unseren Beob- 
achtungen [l] die Reversibilitat auf die 5,6-cis/tra.ns-Isomerisation, d. h. auf den 
ubergang Pravita.min D/Tachysterin beschrankt. Es stellte sich daher die Frage, ob 
uberhaupt ein Wellenlangenbereich existiert, in welchem alle im Schema 1 zusanimen- 
gefassten Photoreaktionen gleichzeitig ablaufen. 

Schcma 1 : I?eversible Photoreaktioncn ,nzach Velluz et  al. [ Z ]  

Ergosterin 

Lumisterin 

11 

Pravitamin L) 

LAXI 
Tachysterin 

Nach Ra$$oZt 131 isomerisiert Licht mit Wellenlangen i, > 300 nm das Pravit- 
amin D nicht nur zum Tachysterin, sondern uberfiihrt es durch photochemischen 
Ringschluss auch in Lumisterin und Ergosterin. Die Ringoffnung der beiden d5,'- 
Steroide zum Pravitamin D, welche die vollstandige Reversibilitat der Photoreaktion 
wenigstens in diesem Spektralgebiet bestatigt hatte, war aber nicht untersucht 
worden. Das veranlasste uns, entsprechende Experimente durchzufiihren. 

Da Ergosterin und Lumisterin im Bereich A > 300 nni nur sehr kleine molare 
Extinktionskoeffizienten besitzen, muss man mit hohen Konzentrationen und langen 
Belichtungszeiten arbeiten. Unter diesen Umstanden beobachteten wir eine photo- 
chemische Ringdffnung des Ergosterins zum Pravitarnin D, das im weiteren Verlauf 
der Reaktion teilweise in Lumisterin und Tachysterin umgewandelt wurde. Aus- 
gehend von Lumisterin erhielten wir ebenfalls Pravitamin D. Nur war hier der Nach- 
weis der Folgeprodukte Ergosterin und Tachysterin wegen ihrer geringen Mengen 
unsicher. 

Die von uns oberhalb 300 nm gefundene Ringoffnung hatte in Erganzung der 
Iiingschlussreaktionen als Beweis fur die vollstandige Reversibilitat der im Schema 1 
angegebenen Photoreaktionen innerhalb eines begrenzten Spektralbereiches dienen 
konnen, wenn der Nachweis der friiher beschriebenen Kingschlussreaktionen (31 nicht 
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mit erheblichen Unsicherheiten behaftet gewesen ware. 2. B. waren damals die ana- 
lytischen Moglichkeiten zur Identifikation des Lumisterins in Reaktionsgemischen 
sehr beschrankt, weshalb man indirekt, d. h. aus der ini weiteren Verlauf der Photo- 
reaktion beobachteten Abnahme der Gzsamtausbeute an Ergosterin und Tachysterin 
auf die Entstehung von Lumisterin zuruckschliessen musste. 

Wir wollten uns auch hier Klarheit verschaffen und wiederholten deshalb die 
Ringschlussreaktionen. Um eine Uberlagerung der NMR.-Signale der Protonen an 
C(18) und C(19) durch diejenigen der Ergosterin-Seitenkette zu verhindern und so 
in Erganzung der Dunnschicht- und Gas-Chromatographie einen siclieren analytischen 
Nachweis aller Komponenten zu gewahrleisten, benutzten wir wie in der vorange- 
gangenen Arbeit [l] d5>'-Steroide mit abgeanderter Seitenkette. Die photochemischen 
Umsetzungen wurden dadurch nicht beeinflusst. 

In Benzol gelostes 3,3; 20,20-Bis-athylendioxy-pregna-5,7-dien (Verb. E in Tab. 1) 
wurde zunachst in einem Quarzgefass mit dem vollen Licht einer Quecksilber-Hoch- 
drucklampe bestrahlt und das nicht umgesetzte Ausgangsmaterial zusammen mit der 
bereits in geringer Menge gebildeten Verbindung vom Lumisterin-Typ (9B, lox) durch 
Kristallisation aus dem Reaktionsgemisch entfernt. Das verbleibende, zu 90% aus 
den seco-Steroiden von der Art des Pracalciferols und des Tachysterins bestehende 
Gemisch wurde erneut in Benzol gelost und mit der gleichen Lampe unter Einschal- 
tung eines Filters zur Eliminierung aller Wellenlangen unterhalb 300 nm weiter- 
belichtet. Jetzt traten Verbindungen vom Ergosterin- und Lumisterin-Typ auf, was 
die Ergebnisse von Rappoldt bestatigte. 

Im gleichen Versuch wurde auch die von Rappoldt [3] bei der Bestrahlung rnit 
UV. iiber 300 nm beobachtete translcis-Isomerisation des Tachysterins zum Pra- 
vitamin D rnit den analogen Verbindungen (T und P in Tab. 1) reproduziert. Wir 
registrierten namlich im Verlauf der Belichtung gas-chromatographisch, dass sich die 
Konzentration der Verbindung mit Tachysterin-Struktur deutlich verringerte. Letz- 
tere besitzt oberhalb 300 nm noch verhaltnismassig hohe molare Extinktionskoeffi- 
zienten und absorbiert daher, wie Tab. 1 zu entnehmen ist, von allen Komponenten 
des Reaktionsgemisches am meisten Licht. Aus diesem Grund vollzieht sich eine 
translcis-Isomerisation (Tachysterin/Pravitamin D) , obwohl deren Quantenausbeute 
kleiner ist als diejenige der cisltrans-Isomerisation [l.] . 

Nachdem unsere Versuche die Ergebnisse von Rappoldt bestatigt und erganzt 
hatten, stand fest, dass im Wellenlangenbereicli A > 300 nm alle Photoreaktionen 
des Systems Ergosterin, Lumisterin, Pravitamin I> und Tachysterin gemass Schema 1 
gleichzeitig ablaufen. Andererseits hatte unsere vorangegangene Untersuchung gezeigt, 
dass Licht der Wellenlange 253,7 nm nur die Ringoffnung des Ergosterins oder Lumi- 
sterins zum Pravitamin D und dessen cisltrans-Isomerisation zum Tachysterin be- 
wirkt . 

Das unterschiedliche Verhalten des Vierkomponenten-Systems bei verschiedenen 
Wellenlangen beruht auf der Wellenlangenabhangigkeit der Photoreaktionen des 
Pracalciferols. Um diese interpretieren zu konnen, muss man sich vergegenwartigen, 
dass sich die genannten Photoreaktionen in Losungen abspielen und dass in Losungen 
der Ring A des Pracalciferols urn die 5,6-Bindung rotieren kann. 

ifber das Problem, welche Struktur man dem Pravitamin D in Losungen zuordnen 
soll, ist schon mehrfach diskutiert worden [4]. Schliesslich wurde angenommen, dass 
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'Labelle 1 

Ergosterin-Typ (E) Pravitamin D-Typ (P) Tachysterin-Typ (T) 

Zusammensetzung 9 3  
des Gemisches in 
Ckwichtsprozent 
(vor der Belichtung 
mit I > 300 nm) 

Lichtabsorption l) 0,2 
der einzelnen Kom- 
ponenten in Prozent 
des vom Gemisch 
absorbierten Lichtes 
bei ?. = 313 nm 

63,2 

19.8 

27,0 

80,O 

l) Berechnet nach einer in [l] angegebenen Formel. 

die durcli die Substituenten der 5,lO-Doppelbindung gebildete Ebene sich entspre- 
chend Fig. 1 rechtwinklig zur Ebene des 6,7/8,9-Diensystems einstellt [5j. 

Fig. 1 

Diese Vorstellung ist jedoch im Widerspruch zu der an anderen Verbindungen 
gesicherten Tatsache [ 61, dass mindestens die s-trans-Konformation als solche vor- 
liegt, wenn schon die elektronische Stabilisierung des Systems nicht ausreicht, um 
die ungunstigen sterischen Faktoren bei der Ausbildung der s-cis-Form zu kompen- 
sieren. 

Beim Pravitamin D ist die Rotation um die 5,6-Bindung durch die Methylgruppe 
19 sterisch gehindert. Ein zweizahliger Potentialverlauf der Rotation ist daher nicht 
zu erwarten. Die bekannten elektrozyklischen Reaktionen des Pravitamins D, die 
sowohl im elektronisch angeregten Zustand als auch im Grundzustand zu je zwei 
Stereoisomeren fiihren (Ergosterin und Lumisterin bzw. Isopyrocalciferol und Pyro- 
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calciferol) , lassen vielmehr auf einen dreizahligen Potentialverlauf der Rotation um 
die 5,6-Bindung schliessen. Hierbei bildet dann die s-trans-Form das Potential- 
minimum, wahrend als energiereiche Konformationen zwei gauche-Formen auftreten. 
Die eine gauche-Form hatte dabei einen Winkel zwischen 60" und 90", die andere 
einen Winkel zwischen 270" und 300" (Schema 2 und Tab. 2). Aus einer gauche-Form 
wiirde sich Ergosterin bzw. Isopyrocalciferol bilden und aus der anderen Lumisterin 
bzw. Pyrocalciferol. Dagegen ware die sigmatrope Umlagerung in Vitamin D aus 
beiden gauche-Formen moglich. 

Srhema 2 
R R R 

ri'7 T==? OH (\I+ - - 0 p 
HO/ '-.,/ 

gauche-P( 3 Lumisterin) 

QJ- HO' ru- 
s-trans P gauche-P( + Ergosterin) 

Tabelle 2. gauche-Formen des Pracalciferols; Strukturformeln und zugehorige Geometrie 

R 

R 
I 

gauche-P (3 Lumisterin) 

Wegen der geringen Aktivierungsenergie, die fur die Rotation um eine zwischen 
zwei Doppelbindungen gelegene Einfachbindung notwendig ist , lassen sich die ein- 
zelnen Rotationskonformeren nicht isolieren, weshalb auch ihre UV.-Spektren nicht 
gemessen werden konnen. I3ei ihrer Fixierung in Ringsystemen sind die UV.-Spektren 
solcher Systeme jedoch zuganglich. Aus den in der Tab. 3 angefiihrten Beispielen 
ist zu schliessen, dass die s-trans-Konformere bei kiirzeren Wellen absorbieren als 
die s-cis-Konformere bzw. als die entsprechenden gauche-Formen, sich also gerade 
umgekehrt verhalten wie echte cisltrans-Isomere. 

Unter Berucksichtigung dieser Tatsachen l a s t  sich die Wellenlangenabhangigkeit 
der Photoreaktionen des Pracalciferols folgendermassen interpretieren : 

1. Die UV.-Bande des Pracalciferols niit Amax 260 nm setzt sich aus einer Absorp- 
tionsbande des s-trans-Konformeren mit Amax < 260 nm und einer Absorptionsbande 
der beiden gauche-Formen mit Amax > 260 nm zusammen. Ausserdem ist noch eine 
Absorptionsbande mit A,,, < 200 nm beteiligt. 



Konformation Struktur ;Im,, nm 

275 

s-c is  282 

s-tra?zs 235 

s-traits 239 

2. Ini thermischen Gleichgewicht der Rotationskonformeren des Pracalciferols 
iiberwiegt das steriscli weniger gehinderte s-trans-Konformere bei weitem ; daher ist 
die Absorptionsbande des s-trans-Konfornieren sehr vie1 griisser als diejenige der 
beiden gauche-Formen. 

3. Das s-tra~~s.-Konformere ist aus sterischen Griinden photochemisch nur zu einer 
cisltrans-Isomerisation befahigt (+Tachysterin), wallrend die Belichtung bei den 
gauche-Formen ausschliesslich die konrotatorisch verlaufenden elektrozyklischen 
Keaktionen ausl6st (+ Ergosterin, Lumisterin). 

4. I d i t  der Wellenlange 253,7 nni trifft praktisch nur auf das s-trans-Konformere, 
weshalb in diesern Fall das Pravitamin D zum Tachysterin isomerisiert. Langwelliges 
UV. mit 2. > 300 nm wird dagegen zur Hauptsaclie von den gauche-Formen absor- 
biert, so dass in diesem Fall die ringgeschlossenen I'rodukte Lumisterin und Ergo- 
sterin stark uberwiegen. 

Durch sclien?atische Zerlegung des UV.-Spektrums von Pracalciferol in die 
Absorptionsbanden seiner 5,6-Rotationskonforinere sol1 Fig. 2 die geschilderten Ver- 
haltnisse deutlich machen. Eine C,omp~ter-~4nalyse 7 des gemessenen Absorptions- 
spektrums von Priicalciferol fuhrte niclit Zuni Ziel, da die Absorptionsbande mit 
A,,, < 200 nni aus apparativen Crunden nicht hinreichend durcli Messpunkte 
rharakterisiert werden konnte. 

Voraussetzung fur die liier gegcbeiie Interpretation der Wellenlangenabhangigkeit 
der Pliotoreaktionen des Pracalciferols ist die Existenz definierter 5,6-Rotations- 

') Entsprechend tler Fig. 2 vcrsuchten wir clss LJV-Spektrum des Pracalciferols in der Forni 
E = f ( l / A )  rnit Hilfe dcs Computers 1 n M  360 in die .4bsorptionsbanden der einzelnen 5,6- 
Rotationskonformcre zu zerlcgen. Dazu bedicnten wir uns eines Programms von D .  W .  
Murqmardt voii tlcr Firnia Ilsso (non linear least squarcs f i t ) ,  
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gemesscncs Spektrum 
s-trans 900-1 t 
gauche 
J.max < 200 nm (gauchefs- trans)  

_ _ _ ~ ~ _  

l'ig. 2. Schematische Zerlegung des gemessenen 
U V.-Spektrums uon Pvdcalciferol in hypothetische 
Absorpionsbanden seiner 5,6-Kotationskonformere 

Wellenzahlen t - 104cm1 

konformere in seinen Losungen. Wie schon erwahnt, spricht z. B. fur die Existenz 
von zwei gauche-Formen auch die Tatsache, dass die bei Belichtung konrotatorisch 
verlaufenden Ringschliisse zum Lumisterin und Ergosterin ebenso wie die disrota- 
rotisch verlaufenden thermischen Ringschlusse zum Pyrocalciferol und Isopyrocalci- 
ferol aus sterischen Grunden nur aus solchen Konformationen (Tab. 2 und Schema 4) 
heraus moglich sind. Ahnliclies gilt fur die antarafaziale sigmatrope Umlagerung des 
Pracalciferols in das Vitamin D. Wie Schema 3 zeigt, ergeben sich zwanglos samtliche 
photochemischen und thermischen Isomerisationen des Pracalciferols, wenn man 
davon ausgeht, dass in seinen Losungen drei 5,G-Kotamere, namlich zwei gauche- 
Formen und ein s-trans-Konformeres vorhanden sind. 

Fur die NMR.-Spektrcn danlcc ich Herrn L)r. W. Arnold, fur die Gas-chromatogramme Herrn 
Dr. M .  Vecchi; forner Herrn Dr. A .  Boller Iiir die Herstellung und Reinigung des 3,3;20,20- 
Risathylendioxyprcgna-5,7-dicns und Herrn K .  Schuffner fiir die Durchfuhrung der Versuche. 
Schliesslich niochte ich auch an dieser Stclle Herrn Dr. G. Ernst von unserer Datenverarbeitungs- 
abteilung fur seine Bemuhungen um ihrc Cornputeranalyse des IJV-Absorptionsspektrums von 
Pracalciferol dankcn. 

Experimenteller Teil 
Herkunft und Rcinhcit der in den Versuchen cingesetzten chemischen Verbindungen, die 

Analysenrnethodc sowie die Hestrahlungsapparatur und ihre Wirkungsweise sind bereits fruher [l i  
ausfiihrlich bcschrieben wortlcn. 

Versuche 
1. 17,5 g Ergosterin wurden in 3.50 ml Dioxan p.a. Merck bei 18" 200 Std. mit einer Queck- 

silber-Hochdruck-Hanazcer-lampe TQ 150 unter .4rgon bclichtet. Zwischen Bestrahlungsgut und 
Lampc befand sich eine 5 mm dickc Wasserschicht sowie cine Schicht von 6 mm Pyrexglas zur  
Eliminierung aller Strahlung mit Wellsnlangen < 300 nm. 

Neben dem nicht uingesetzten Ergosterin wurdcn in1 Reaktionsgcinisch gas-chromatographisch 
Pravitarnin Il und Tachysterin erkannt. Uiinnschichtchromatographisch liess sich ausserdem 
Lumistcrin nachweiscn. Fur  die NMR.-Spektroskopie wurde das Losungsmittel hei 30" im Wasser- 
strahlvdkuum abgczogen und der grosste Teil des Ergosterins und ein Tcil des Lurnisterins durch 
Kristallisation ails Methanol vom iihrigen Rcaktionsgcniisch abgetrcnnt. Nach Abdestillation 
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des Methanols im Vakuum wurde der Ruckstand in CDCI, aufgenommen. Das NMR.-Spektrum 
bestatigte die Auwesenheit von Pravitamin D, Tachysterin, Lurnisterin und wenig Vitamin D 
und somit die Ringoffnung des Ergosterins mit langwelligem [JV. 

2. 0,15 g Lumisterin, wurden in 3 nil Dioxan p.a. bei 18" 2 Std. mit einer Quecksilber-Hoch- 
druck-Hunauer-Lampe Q 600 unter Argon belichtet. Die Losung befand sich in einer verschliess- 
baren Quarzkuvette, wie sie ublicherweise bei spektralphotometrischen Messungen verwendet 
wird. Ihr war ein Filter aus 6 mm Pyrexglas vorgeschaltet und der Abstand zwischen Kuvette 
und 1,ampe betrug 70 mm. Die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches entsprach ebenso wie die 
.4nalytik der im Versuch Nr. 1 beschriebenen. Wieder wurde Pravitamin D identifiziert und damit 
die Ringoffnung dcs Lurnisterins durch Licht von J. > 300 nm txwiesen. Dei Nachweis der Folge- 
produktc Ergosterin und Tachysterin war wegen ihrer geringen Mengen in diesem Fall unsicher. 

3. 3 g 3 , 3 ;  20,20-Bis-athylendioxy-pregna-5,7-dien (Verb. E in Tab. 1) wurden in 1500 ml 
Benzol p.a. Merck bei 20" rnit dem vollen Licht einer Quecksilber-Hochdruck-Hummer-Lanipe 
Q 700 unter Argon bestrahit. Aus der ltombinierten quantitativen Auswertung des Gas-Chromato- 
gramms (mit Progesteron als internem Standard) und des NMR.-Spektrums (Protonen der Methyl- 
gruppen 18 und 19) ergab sich nacli 20 Min. Belichtung folgende Zusammensetzung des Reaktions- 
geniisches : 

Ausgangsmaterial (Sa, log; E in Tab. 1) 

Verb. vorn Pravitamin D-Typ (P in Tab. 1) 
Verb. vom Tachysterin-Typ (T in Tab. 1) 
Verb. vom Lumisterin-Typ (9D, 10a) 

41,2% 
38,7% 
1 6 7 %  
3,4% 

Nach Abdampfen des Benzols im Vakuum wurde der Riickstand in warmem Acetonitril aufge- 
nommen, aus welchem beim Abkuhlen die Hauptmenge des Ausgangsmaterials zusammen rnit der 
schon entstandenen Retroverbindung (SD, 10a) auskristallisierte (1,25 g). Der Rest wurde nach 
Abdestillieren des Acctonitrils im Vakuum wieder in Benzol gelost und mit der gleichen Lampe 
unter Einschaltung von 4 mm Pyrexglas weiterbestrahlt. 

Die quantitative Auswertung der Gas-Chromatogramme und NMR.-Spektren 
(letztere von aliquoten Anteilen in CDC1,) lieferte nach verschiedenen Belichtungs- 
zeiten Reaktionsgemische der in Tab. 4 angegebenen Zusammensetzungen. 

Tabelle 4 

Bestrahlungszeit in Std. E %  P %  T %  L %  D %  

9,s 63,2 27,O - - 0 4, 

1,5 10,8 58,4 20,o 10.8 - 
3 11,9 51,O 16,1 15,9 4,961 
6 15,5 42,l 17,2 19,8 5,361 

Tab. 4 zeigt nicht nur die Zunahme von E und L, also die Entstehung von ring- 
geschlossenen Produkten aus P bei der Bestrahlung mit il > 300 nm, sondern auch 
die Ahnahme von T, also die translcis-Isomerisation unter diesen Redingungen. 

Messung des UV.-Spektrums ~01% Pravitamin D,. In der Literatur finden sich 
verschiedene Angabeii uber die Lage des Absorptionsmaximums von Pravitamin D, : 
265 nm [S] ; 262 nm [9] und 260 nm [lo]. Wegen der Luftempfindlichkeit des Pra- 
calciferols war in [lo] sein Spektrum durch Messung der UV.-Absorption des bestan- 

4) 

5, 

Nach der Kristallisation zu Xeginn der Belichtung rnit Pyrex-Filter. 
Y = seco-Steroid vom Vitamin D-Typ, welches aus Q entstdnd, d d  wahrend der Dauer der 
Belichtung die Temperatur von 20" auf 26" anstieg. 

GO 
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digeren 3,5-Dinitrobenzoates (unter Abzug des Spektrums der 3,5-Dinitrobenzoyl- 
gruppe) ermittelt worden. Wir fiihrten dagegen die UV.-Absorptionsniessungen nicht 
an seinen Derivaten, sondern am Pravitamin D, selbst durch, da diese Daten fur eine 
Computer-Analyse; des Spektrums benotigt wurden, n i t  der die Absorptionsbanden 
der einzelnen 5,G-:Rotationskonformere identifiziert werden sollten. 

Zunachst inusstc das Pravitamin D, hergcstcllt aerden. Zu dicsem Zweck wurdc 1 g Ergo- 
sterin in 1000 in1 Iso]xopylalkohol p.a. Merck mit ciner C?uecksilbcr-Nicdcrdruck-Hanauer-Lanipc 
N K  6/20 120 Min. unter Argon bclichtet. Die Ubcrfuhrung der bcstrahlten IAjsung in die Destilla- 
tionsapparatur erfolgte unter Argon. Ein schwacher Rrgonstrom schutzte das Reaktionsgcmisch 
auch beim EindampEen zur Trockne im Vakuuin bei 20". rkr durch nicht umgesetztes Ergosterin 
noch fcste, weisse Ruckstand wurde in 40 in1 Cyclohexan gelijst und auf Kicselgelplatten6) (Dickc 
der Kiesclgelschicht : 0,25 mm) dunnschichtchromatographisch init Cyclohexan/Ather 1 : 1 auf-  
getrennt. Um das Trocknen der Iiieselgelschicht nach dcr Chromatographie zu vei-hindern, 
wurden die Platten unmittelbar danach mit 96proz. Athanol bespruht. Zur Kennzeichnung der 
getrenntcn Zonen diente ihrc Fluoreszcnz in1 kurzwclligen UV. Nun wui-tle die von den andci.cn 
Komponenten cleutlich abgcsetztc Pravitamin I)-Zonc noch feucht hcrnusgekratzt, in die Mcss- 
kuvettc des Spektra.lphotonieters eingefullt und init 3 in1 Athano1 p.a, Mcrck uberschichtet. 

I n  die Vergleichskuvette kam die gleiche Mengc Iiieselgel einer ohne Reaktionsgemisch analog 
behandelten Iiieselgelplatte und wurde ebenfalls niit 3 ml Athanol uberschichtet. 3 Min. in eiiier 
Zentrifuge init 3500 U/Min. genugten jeweils, uin tlas aufgeschlaiuinte Kieselgel auf dexn Kuvcttcn- 
boden abzusetzen, !jo dass die UV.-Absorptionsinessungen ohnc Filtration durchgefuhrt werden 
koiinten. Dazu wurde ein ~eckman-Spelrtralphotonieter DBG mit W .  & W.-Schreiber bcnutzt. 
Die Messung bestatigte die in [lo] angegebene Lage des Absorptionsinax~mums bei 260 nm. Tab. 5 
enthalt die gemesscnen Extinktioncn. 

Tabellc 5. Bei versc-hledenen Wellenlungen gemessene Extinklrone9z von Pviivitalnin D, 

3. nin E jlnm E /z nm E 

216 
218 
220 
222 
224 
226 
228 
230 
231 
232 
234 
236 
238 
240 
242 
244 
246 

0,807 
0,779 
0,742 
0,702 
0,662 
0,1529 
0,603 
0,589 
0,588 
0,589 
0,596 
0,611 
0,632 
0,658 
0,689 
0,719 
0 749 

248 
250 
252 
254 
256 
258 
260 
262 
264 
266 
268 
270 
272 
274 
276 
278 
280 

0,777 
0,803 
0,828 
0,846 
0,862 
0,874 
0,87c) 
0,875 
0,865 
0,851 
0,832 
0,809 
0,780 
0,743 
0,704 
0,663 
0,620 

282 
284 

288 
290 
292 
294 
296 
298 
300 
302 
304 
30G 
308 
310 
312 
314 

286 

0,570 
0,520 
0,469 
0,418 
0,373 
0,328 
0,287 
0,242 
0,204 
0,167 
0,138 
0,110 
0,085 
0,068 
0,053 
0,041 
0,032 

6 )  Zuvor waren die Kieselgelplatten zweimal init 96proz. Athanol eluiert und 1 Std. bei 100' 
irn Vakuuni getrocknet worden. D a m  hattc man das Vakuum mit Argon gebrochen und 
die Platten kamcn nicht mehr init Luft in Eeruhrung. Alle Operationen wie Auftragen des 
Reaktionsgemisches, die eigentliche Chromatographie, das Markicren der getrenntcn Zoncn 
unter der Fluoreszenzlampe sowie das Hcrauskratzen und Einfullen in die verschliessbaren 
Messkuvetteri wurdcn in cincm niit Argon gefullten Kasten durchgefuhrt. 
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98. A Chiral Cystine Disulfide Group without Inherent Optical Activity 
in the Long-Wavelength Region 
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by B. Donzel, B. Kamberl), K. Wuthrich and  R. Schwyzer 

Tnstitu t fur Molekularbiologie und Riophysik, Eidgenossischc Technische Hochschule, 8049 Zurich 

(10. 2. 72) 

Zusammenfassung. Konformation und Iionfiguration von cyclo-L-Cystin wurden mit spektro- 
skopischen Methoden untersucht. Nach 1H- und X - N M R .  besitzt die Molekel einen wannenformi- 
gen Uiketopiperazin-Ring (C,H-NH-Diederwinkel N 40") und eine chirale Ausbildung der Di- 
sulfidbrucke. In Molekelmodellen mit diesen Spezifilrationen betragt der C-S- S-C-Diederwinkel 
g~ N 90". Im  CD. war aber kein langwelliger Cotton-Effelrt zu beobachten, welcher auf cine in- 
harente optische Aktivitat des asyinmetrischen Disulfid-Chromophors hinwiese. Dieses Verhalten 
stutzt die Theorie von Lindevberg & Michl [3b], wonach bei Disulfiden mit p = & 9O0, infolge der 
Entartung der beiden Elektronenubergange nieclerer Energie und der irreduziblen Darstellung A 
bzw. B, die sonst getrennten Absorptionsbanden bei 250 nm zusammenfallen und ihre entgegen- 
gesetzten Rotationsstarken sich aufheben. 

Den starken, negativen Cotton-Effekt bei 228 nni (CD., in Athanol) ordnen wir dem n,n*- 
Ubergang tler Peptid-Carbonylgruppe zu. Vorzeichen und Rotationsstarke ( X  = - 45,4 x 
erg . c1n3) dieser Bande deuten wir als starke Indizien fur das Vorliegen des cyclo-L-Cystins als 
P-helikales Diastereomeres. 

1. Introduction and Conclusions. - The disulfide chromophore is known to 
have two UV. absorption regions: one at  about 180-200, and the other at  about 
220-300 nm. The long-wavelength absorption is dependent on the disulfide dihedral 
angle p [2], exhibiting either one band at  roughly 245-250 nm (p N & 90") or two 
bands positioned symmetrically at  each side of this value. These phenomena can be 
explained by assuming one or more angle-independent transitions (c, o* ?) to be 

l) Scientist of the Chemische Forschungslaboratorien der Division Pharmazeutika der GIBA-  
GEIGY AG, 4000 Basel, who first prepared and studied the chemistry of the various samples of 
cyclo-L-cystine [l] . 


