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Inhaltsiibersicht

Der Reaktionsverlauf bei der Veresterung von Sterinen mit Phosphoroxychlorid in
Pyridin wurde untersucht und die im Verlaufe der Reaktion als Zwischenverbindungen
auftretenden Pyridin-Addukte isoliert. Der Reaktionsverlauf wurde durch schrittweise
Umsetzung aufgeklart und dabei festgestellt, daB die Reaktion in empfindlicher Abhingig-
keit von den Bedingungen sehr vielgestaltig verlauft. Neben der Phosphorylierung kann
die Disterylather-Bildung unter Umstéinden stark in den Vordergrund treten. Diese
Methode ist vor allem zur Herstellung der Disterylphosphate geeignet, withrend fiir eine
Herstellung der Monosterylphosphate die Phosphorylierung mit Hilfe von Dibenzylchlor-
phosphgpat angewendet wird. Die freien Monosterylphosphate sind jedoch nur dann un-
verandert im Sterinteil erhidltlich, wenn dort keine labilen Doppelbindungen vorhanden
sind. Die Alkali-Stabilitit der Verbindungen wurde untersucht.

Vor einiger Zeit wurde von J. H. TurnsuLL und W. Wirsox1) iiber
die Diphenylphosphate von 45-Sterinen berichtet. Dabei wurden die bis-
her bekannten Methoden zur Darstellung von Phophorsiure-Estern
nach H. v. EULER und Mitarbeitern?) sowie PLimmer und Burcr3)
und TH. WAGNER-JAUREGG?) neben anderen Autoren als wenig hefrie-
digend erwidhnt. In der vorliegenden Arbeit wurde iiberpriift, ob die
Differenzen in den Eigenschaften der von verschiedenen Autoren her-
gestellten Mono- bzw. Disteryl-Phosphate auf der Bildung bestandiger
Zwischenverbindungen im Verlauf der Reaktion beruhen. Die direkte
Phosphorylierung von Cholesterin, Ergosterin, Lumisterin und Vitamin-
D, mit Hilfe von Phosphoroxychlorid in Pyridin wurde nach v. EvrLer
und Mitarbeitern?) bzw. nach Primver und Burcu?) durchgefithrt. Es
gelang auf diese Weise nicht, die von PLiMMER und BurcH beschriebenen
Triphosphate zu erhalten. Wahrscheinlich liegt in diesem Fall sterische

1) J. H. Turnsorn u. W. Witson, J. chem. Soc. [London] 1954, 2301.
2) H.v. EvLER, A. BErNTON, A. WoLF und H. HErLsTrOM, Ber. dtsch. chem. Ges.
60, 1720 (1927); 62, 2451 (1929).

3) R. N. A. PrimMeR u. W. J. N. Boren, J. chem. Soc. [London] 181, 279, 292
(1929).
1) Ta. WAGNER-JAUREGG, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1513 (1941).
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Hinderung vor, die eine Bildung der Tristerylphosphate aus Raumerfiil-
lungsgriinden nicht zuliBt. Dies steht in Ubereinstimmung mit Betrach-
tungen am Kalottenmodell.

Bei der Veresterung des Cholesterins erhalt man, je nachdem ob man
Phosphoroxychlorid oder das in Pyridin geléste Cholesterin zu Beginn
der Reaktion im Uberschuf hilt, entweder das Mono- oder das Dichole-
sterylphosphat als Endprodukt. Bei der Darstellung des Monochole-
sterylphosphates lat man Cholesterin, gelst in wasserfreiem Pyridin,
zu einer ausreichenden Menge in Aceton geldstem Phosphoroxychlorid
zutropfen. Dabei erfolgt lebhafte Reaktion und unter starkem Erwédrmen
wird zunichst das Dichlor-Derivat (I) gebildet, das in Ubereinstimmung
mit v. EvLers Befund?) einen Schmelzpunkt von 122° besitzt, nebenher
entsteht Pyridiniumchlorid. Unterwirft man Monocholesterylphosphat-
dichlorid (I) der Hydrolyse durch Kochen in Wasser, so erhilt man in
Abwesenheit von Pyridin direkt das Monocholesteryldihydrogenphos-
phosphat (III). Wird jedoch das Dichlorid (I) nicht isoliert bzw. nach
Isolierung nicht vollig von Pyridin befreit, wie es bei den bisher beschrie-
benen Verfahren der Fall ist, so erhilt man zunéchst das reine Pyridin-
Addukt (IT) oder ein Gemisch des Pyridin-Adduktes mit dem Monophos-
phat(IIT). Das Pyridin-Addukt(II) bzw. die zuletzt erwéihnten Gemische
kénnen durch Erhitzen in Kisesssig oder in verdiinnter alkoholischer
Schwefelsiure in das Monophosphat(IT1) iiberfithrt werden. Salzsiure
ist zu vermeiden, da dann Ubergang in das 3-8-Chlorcholesten-5(V) unter
Umsténden erfolgen kann. In dhnlicher Weise erhilt man iiber analoge
Zwischenverbindungen Dicholesterylmonohydrogenphosphat(XT), wenn
man zu Beginn der Reaktion Cholesterin im UberschuB hélt und Phos-
phoroxychlorid zutropft. Ein nachtrdglicher Uberschuf an Phosphor-
oxychlorid fithrt nicht mehr zur Bildung des Monophosphates(IIl), je-
doch mufl vermerkt.werden, dafl bei der Darstellung des Monophos-
phates(III) nebenher etwas Diphosphat(XI) gebildet wird. Aus diesem
Grund ist die Phosphorylierung mit Phosphoroxychlorid besser zur Dar-
stellung des Diphosphates(X1I) geeignet.

Das im Verlauf der Darstellung des Diphosphates(XI) gebildete Di-
cholesterylpyridin-Addukt(IX), Schmp. 194—196°, konnte isoliert wer-
den, wihrend das als Zwischenstufe vermutlich in Analogie zu Weg 1
auftretende Chlor-Derivat(VII1) nicht nachweisbar war. Wie sich aus
dem folgenden Schema ergibt, entspricht dieser Wert dem des Mono-
phosphates(III).

Bei der Darstellung des Diphosphates(X1I), bei der Pyridin von Anfang
an im UberschuB vorliegt, erhilt man stets zunichst das Pyridin-Addukt-
(IX), das entweder durch ldngeres Kochen mit verdiinnter alkoholischer
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Schwefelsdure oder besser durch Umkristallisation aus Eisessig (Erhitzen
am Riickflufkiihler), um Nebenreaktionen zu vermeiden, in das Diphos-
phat(XT) tberfiihrt werden kann.
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Die Bildung der oben erwéhnten Pyridin-Addukte diirfte daher fiir
die Widerspriiche der verschiedenen Autoren verantwortlich sein. Da
die Pyridin-Addukte bisher nicht bekannt waren, bestand die Gefahr
der Verwechslung des Pyridin-Adduktes des Dicholesterylphosphates(1X)
mit dem Monophosphat(ITl) auf Grund des gleichen Schmelzpunktes
(195—196°). Des weiteren kénnen die Mono- bzw. Dicholesterylphos-
phate(I1I und XI) von ihren entsprechenden Pyridin-Addukten auf Grund
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des Analysenbefundes kaum auseinandergehalten werden, da die berech-
neten Werte fiir die Gehalte an C, H und P bei den Pyridin-Addukten,
verglichen mit den zugehorigen freien Phosphaten, sehr dicht beiein-
anderliegen. Sie befinden sich zum Teil innerhalb der Fehlergrenze der
analytischen Methoden.

Die geringe Spezifitdt der Reaktion gibt sich des weiteren zu erkennen,
wenn man zur Phosphorylierung der anderen eingangs erwéhnten Sterine
iilbergeht. Es entsteht zwar bei der Reaktion von Ergosterin mit Phos-
phoroxychlorid in Analogie das Monoergosterylphosphat, jedoch erhilt
man bei der Reaktion gemifl Weg 2 fast ausschlieflich Diergosterylither.
Von Primmer und BurcH?®) wurde auch bei der Reaktion nach Weg 2
beim Cholesterin neben dem Diphosphat(XTI) Dicholesterylather in ge-
ringer Menge erhalten, was auch von uns beobachtet wurde. Die Di-
sterylitherbildung tritt vermutlich in allen Fillen als Nebenreaktion in
gewissem Umfang auf und kann unter Umsténden, wie z. B. bei Ergo-
sterin, vollig in den Vordergrund treten?).

Bei der Reaktion von Phosphoroxychlorid in Pyridin mit Lumisterin
bzw. Vitamin-D, wird sowohl nach Weg 1 als auch Weg 2 stets nur das
Dilumisteryl- bzw. Divitamin-D,-monohydrogenphosphat erhalten. Die
Pyridin-Addukte der letztgenannten Verbindungen wurden nicht iso-
liert.

Was die Bildung des Pyridin-Adduktes als Zwischenverbindung bei
der Darstellung des Cholesterylphosphates angeht, so handelt es sich um
eine Allgemeinreaktion, wie sie bei der Veresterung mit Siurechloriden an

anderen Systemen schon frither

8 T beobachtet wurde®). Zu bemerken
K = Tl Yyrigin ,} --------- {0 ist, daB die Bildung der Pyridin-
| & D/’JO' ' Addukte der Sterylphosphorséure-
§ Z’ } ! ) ester jedoch nur bei der Hydrolyse
S 7 l der Sterylphosphorsiurechloride in
e méo ] ’ ! | Gegenwart von Pyridin erfolgt,

0 v 00 3600 4800 wihrend bei der Einwirkung von

Zeort (Min) Pyridin auf die bereits gebildeten

Abbi 1. Pyridin-Auinahme des Mono-  Sterylphosphate lediglich vom Mono-
cholesterylphosphates bei 22° phosphat(III) 1 Mol Pyridin/Mol
Ester aufgenommen wird (Abb. 1).

Das Diphosphat(X1) lagert unter diesen Bedingungen kein Pyridin
mehr an. Das unterschiedliche Verhalten der Phosphorsiureester bzw.

5) H. VENNER, J. prakt. Chem. [3], 275, 13 (1956); H. Apkixs u. Qu. E. THOMSON,
J. Amer. chem. Soc. 71, 2242 (1949).
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der Sterylphosphorsdurechloride gegeniiber Pyridin beruht wahrschein-
lich auf der stdrkeren Reaktionsfibigkeit der Sterylphosphorsiure-
chloride, wie dies auch von anderen Sdurechloriden bekannt ist3). An-
dererseits besteht die Vermutung, dafl die Sterylphosphate im festen
Zustand — aber auch vielleicht in bestimmten Losungsmitteln — in
assoziierter Form vorliegen. Wie aus Betrachtungen am Kalottenmodell
hervorgeht, wiren die folgenden Strukturen relativ spannungsfreier als
die entsprechenden Dimeren von Karbonsduren durch Wasserstof*-
britckenbindung am Phosphorsdurerest moglich:
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Die Aufnahme von 1 Mol Pyridin/Mol Sterinphosphat (2 Mole/Mol des
Dimeren), sowie die Nichtaufnahme von Pyridin durch das Diphosphat
(als Dimeres), jeweils in festem Zustand, kénnten dafiir einen wichtigen
Hinweis liefern.

Um zu einer gezielten Phosphorylierung zu gelangen, wurde die
Phosphorylierung aller oben erwihnten Sterine mit Dibenzylehlorphos-
phat®) (VI) vorgenommen. Dieses von A. R. Topp bei der Herstellung
von Nucleotiden in vorteilhafter Weise angewendete Reagens?) ist spezi-
fisch und gestattet nur primére Phosphate zu erhalten. Es werden zu-
niichst die Monosteryldibenzylphosphate(IV) erhalten, die durch Hy-
drierung mit Wasserstoff in Gegenwart von Pd-Kohle debenzyliert werden
unter Erhalt der Monosterylphosphate(IIl). Bei Anwendung dieses Ver-
fahrens besteht grundsitzlich die Gefahr, dafl die Doppelbindung der
Sterine bei der Hydrierung miterfallt wird. Da die Doppelbindung in
Stellung 5 des Cholesterins mit Palladium schwer hydrierbar ist, wie
auch durch entsprechende Voruntersuchungen nachgepriift wurde?),
konnte in diesem Fall die Methode angewendet werden. Das nach dem
letzten Verfahren hergestellte Monocholesterylphosphat(I1l) erwies sich
hinsichtlich seiner physikalischen Daten identisch mit dem aus Chole-

8) F. R. AraerToN, H. T. OrexsHAW u. A. R. TopD, J. chem. Soc. [London] 1945,
382,

?) Vgl. auch: Herstellung der Phosphatase von Stercidhormonen unter Verwendung
von Tetrabenzylpyrophosphat (Roche Prod., F. R. ATHERTON u. A. R. Topp, Brit. P.
674087).

8) Die Versuche wurden in einer Apparatur zur Bestimmung der Hydrierzahl (C.
WEYGAND u. A. WERNER, J. prakt. Chem. 149, 330 (1937), gemeinsam mit W. BAMBERG
durchgefiihrt.
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sterin und Phosphoroxychlorid in Pyridin gem#éfi Weg 1 erhaltenen
Monocholesterylphosphat(111), wodurch die Identitit des auf dem ersten
Weg erhaltenen Cholesterylphosphates weiterhin bestéitigt wurde.

Lafit man die Reaktion bei hoherer Temperatur (oberhalb 0°) ver-
laufen, so erhilt man in steigendem Mafle, bei 30—40° in etwa 90proz. Aus-
beute, 3-3-Chlorcholesten-5(V) neben wenig anderen phosphorfreien Pro-
dukten. Man kann daher diese Reaktion auch zur Darstellung von 3-8-
Chlorcholesten-b(V) verwenden. Da andererseits bei niedriger Tempe-
ratur keine Umsetzung erfolgt, sind die Reaktionsbedingungen sehr
kritisch.

Anders als bei dem Cholesterin liegen die Verhiltnisse beziiglich der
Hydrierbarkeit der Doppelbindung bei den Sterinen der Ergosterin-
Reihe. Zwar ist beim Ergosterin die Doppelbindung in Stellung 5, da
Ring B geschlossen ist, ebenfalls nicht hydrierbar®), wohl jedoch die
iibrigen in Stellung 7 bzw. 22. Fiir Lumisterin gilt das gleiche, jedoch
ist hier infolge anderer Ringverkniipfung Doppelbindung 5 auBerdem
hydrierbar. Im Falle des Vitamin-D, sind vor allem die Doppelbindungen

- 10, 5 und 7 in der angegebenen Reihenfolge hydrierbar; je nach Reak-
tionsbedingungen erhélt man partiell hydrierte Dehydrovitamine?), die
verschiedene Isomere bilden. Aus diesem Grunde konnten bei Ergo-
sterin, Lumisterin und Vitamin-D, nur die Dibenzylmonoer gosterylphos-
phate hergestellt werden, wihrend bei Lumisterin und Vitamin-D, Pro-
dukte entstanden, die auf die Tetrabenzylsterylpyrophosphate hinweisen.
Die Hydrogenolyse verlief beim Vitamin-D,-Priparat unter Aufnahme
von fast der dreifachen Wasserstoffmenge, wobei gelbe Kristalle erhalten
wurden, die einen unscharfen Zersetzungspunkt bei 130° besaBen. Sie
wurden nicht ndher untersucht.

Des weiteren wurde die Spaltung der Phosphorsidureester des Chole-
sterins in dthanol. KOH, bzw. NaOH und Natriuméthylat bei normalem
Druck sowie im geschlossenen Rohr untersucht. Dabei konnte die von
anderen Autoren festgestellte Alkali-Stabilitdt der Sterylphosphate be-
stitigt werden. Unter diesen Bedingungen wurden stets nur die K- bzw.
Na-Salze der entsprechenden Phosphate(X) erhalten, obwohl die Ver-

9) Die Nicht-Hydrierbarkeit der Doppelbindung in Stellung 5 hat bei Cholesterin
wie auch Ergosterin seine Ursache in der schweren Zugénglichkeit des C;, da bei der vor-
handenen cis-Verkniupfung der Ringe A und B die anderen benachbarten Kohlenstoff-
atome abschirmend wirken, wie sich am Kalottenmodell leicht zeigen 1aBt.

10) K. ScauserT, Biochem. Z. 326, 132 (1954); Biochem. Z. 328, 199 (1956); F.v.
WERDER, Liebigs Ann. Chem. 603, 15 (1957); vgl. auch H. H. INnorrEN, in Fortschritte
der Chemie organischer Naturstoffe (herausgegeben von L. Zrcumeister) XVII, 8. 70
(1959), Verlag Springer, Wien; H. DANNENEERG, H.SCHEUERLEN, D.DANNENBERG
u. v. DRESLER, HoprPE-SEYLERs Z. physiol. Chem. 303, 282 (1956).
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seifung bis zu 15 Stdn. bei 120—150° durchgefithrt wurde. Die Alkali-
Salze konnten durch Behandeln mit siedendem Eisessig wieder in die
freien Phosphorsdure-Ester(I1I) bzw. XI) uberfithrt werden. Wenn man
das Pyridin-Addukt des Dicholesterylphosphates(1X) zundchst mit Alkali
behandelt, so erhédlt man unter Abspaltung von Pyridin das Alkali-Salz,
welches beim Behandeln mit Eisessig in das freie Diphosphat(XT),
Schmp. 210°, tibergeht. Das Alkali-Salz(X) sowie das auf diesem Weg
hergestellte Diphosphat(XI) erwiesen sich identisch mit dem geméilfl
Weg 2 hergestellten Dicholesterylphosphat(XI) bzw. dessen Natrium-
salz(X).

Wihrend auch die Ca-Salze des Mono- und Dicholesterylesters er-
halten werden konnten, gelang es nicht, die entsprechenden Barium
Salze zu isolieren.

Beschreibung der Versuche

Monocholesteryldihydrogenphosphat

10 g Cholesterin, i. Vakuum getrocknet, werden nach dem Ldsen in 50 em® wasser-
freiem Pyridin langsam unter AuBlenkiihlung mit Wasser in eine Losung von 8,8 em?®
frisch destilliertem POCL; in 50cm?® getrocknetem Aceton einflieflen lassen, bei einer Tem-
peratur nicht {iber 40°. Der erhaltene farblose kristalline Niederschlag wird abgesaugt,
mit Aceton nachgewaschen und aus Ather umkristallisiert. Das reine Dichlorid des
Monocholesterylphosphates wird dabei als prismatische Nadeln, Schmp. 122°, erhalten.
Ausbeute 12,7 g (98,59, d. Th). Zu beachten ist, daBl das Dichlorid so lange mit Aceton
ausgewaschen wird, bis simtliches Pyridin entfernt ist. Das so gereinigte Dichlorid
wird anschliefend durch mehrstiindiges Kochen mit Wasser am Riickflufikiihler hydro-
lysiert, wobei man eine volumindse Masse erhilt, die itber Ton getrocknet einen Schmp.
193° besitzt. Nach Umbkristallisation aus absolutem Alkohol erhilt man das Monochole-
steryldihydrogenphosphat als mikroskopisch kleine Nadeln, Schmp. 195-196°. Aus-
beute 2 g (16,569 d. Th.).

1. in Chloroform und Pyridin; sl. in Bisessig, Ather, Benzol, Athanol und Methanol;
ul. in Wasser und Aceton.

Cy,H,,0,P (466,6) ber.: C 69,53; H10,16; P 6,64
gef.: C69,56; H 9,81; P 6,35 (MG 450). (BarcER-RasT)
[a)p: — 40,8° (¢ = 0,5 in CHCL,)

Als Nebenprodukt wird Dicholesterylphosphat in Gestalt weier Nadeln, Schmp.
210°, aus der Alkohol-Mutterlauge erhalten. Ausbeute etwa 0,5 g (4,6% d. Th.) (vgl. 2)).
Wenn man das Dichlorid nicht isoliert bzw. nicht von Pyridin durch Waschen mit Aceton
befreit, so gelangt man iiber das Pyridin-Addukt auch zum Monocholesterylphosphat.
Die Aufarbeitung ist jedoch wesentlich schwieriger. Das urspriinglich Pyridin enthaltende
Reaktionsgemisch, ausgehend von 10 g Cholesterin, wird mit Wasser hydrolysiert, indem
man das Wasser zu Anfang vorsichtig zum Reaktionsgemisch zusetzt. An dieser Stelle
erhilt man leicht Emulsionen, die sich mit organischen Losungsmitteln nicht zur Trennung
bringen lassen, da die letzteren mitemulgiert werden. Bei vorsichtigem Arbeiten erhilt
man eine Suspension, aus der der flockige Niederschlag durch Filtration abgetrennt werden
kann, Nach griindlichem Auswaschen mit Wasser und Umkristallisation aus Athanol
besitzt die Substanz einen Schmp. von 160—170°, der sich auch durch Umkristallisation

J. prakt. Chem. 4. Reihe, Bd. 12. 5
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aus anderen organischen Losungsmitteln nicht verandern 1afSt. Die Substanz enthialt
Pyridin, wie sich durch Erhitzen mit Natronlauge ergibt, und ist das Gemisch des 1 Mot
bzw. 2 Mol. Pyridin enthaltenden Monocholesterylphosphates. Nebenher entsteht das
Pyridin-Addukt des Dicholesterylphosphates vom Schmp. 195°, das aus der alkoholischen
Mutterlauge erhalten wird.

Durch ,, Umkristallisation’‘ des Pyridin-Adduktes des Monocholesterylphosphates aus
siedendem Eisessig erhalt man weifle Nadeln vom Schmp. 195—196°, anf Grund des Misch-
Schmy. identisch mit dem Monocholesterylphosphat. Auf die gleiche Weise wurde das
Pyridin-Addukt des Dicholesterylphosphates in das freie Phosphat tiberfithrt. Die Iden -
titat wurde durch Misch-Schmp. mit gemaB Weg 2 hergestelltem Dicholesterylmono-
hydrogenphosphat bewiesen.

Andererseits erhalt man das Monocholesterylphosphat nach dem letzteren Verfahren
in Gegenwart von Pyridin, wenn man die Hydrolyse mit verdinnter dthanol. Schwefel-
sdure unter den zuletzt geschilderten Bedingungen vornimmt.

Dicholesterylmonohydrogenphosphat

Eine Losung von 50 g Cholesterin, im Vakuum getrocknet, in 200 cm3 wasserfreiem
Pyridin, werden unter Eiskiihlung mit 20 cm? frisch destilliertem POCL, tropfenweise ver-
setzt, bei einer Temperatur nicht iiber 40°. Der erhaltene dicke kristalline Brei wird
1 Stunde stehengelassen, wobei er sich rosa farbt, und anschliefiend vorsichtig mit Wasser
angespritzt, um eine Emulsionsbildung zu vermeiden (wenn an dieser Stelle Emulsions-
bildung auftrat, so konnte sie durch keine der tiblichen MaBnahmen zur Phasentrennung
gebracht werden). Der unter der gelb bis rosa gefarbten klaren Mutterlauge sich ab-
setzende dicke kristalline Brei wird nach ca. 12 Stunden abgesaugt und mit Methanol
nachgewaschen. Nach scharfem Absaugen und Trocknen im Vakuum iiber P,0; erhalt
man das Pyridin-Addukt des Dicholesterylmonohydrogenphosphats, Schmp. 195--196°,
nach Umkristallisieren aus Athanol. Ausbeute 15 g (25,49, d. Th.).

1. in Pyridin; sl. in Athanol, Chloroform, Eisessig und Benzol; ul. in Wasser und
Methanol. Farbreaktion nach SALKOWSKY: zitronengelb — dunkelgelb — orange — rot
— violett — griin fluoreszierend. LIEBERMANN-BURCHARDT: hellblau — blaugriin — oliv-
griin.

CyoHyO NP (914,2) ber.: C77,50; H 10,68; N 1,563
gef.: C77,14; H 10,71; N 1,08
ber.: Py 8,66
gef.: Py 8,16 als Kupferrhodanidpyridin (nach BAUER1)

Pyridin wird auch bei 110° iiber P,0; nicht abgegeben. Beim Aufarbeiten der alko-
holischen Mutterlauge der Umkristallisation erhilt man eine feste Masse tiber olighraunem
Riickstand, der nach Umkristallisieren aus Fisessig Kristalle vom Schmp. 64° lieferte,
frei von Pyridin. Nach Umbkristallisation aus Ather wurde Dicholesterylather vom
Schmp. 74° erhalten. Ausbeute 10,2 g (20,99, d. Th.).

Beim Vergleich mit authentischem Material keine Schmp.-Depression und gleiches
Loslichkeitsverhalten.

Aus dem oben erhaltenen Pyridin-Addukt wird das freie Dicholesterylphosphat durch
Umkristallisation aus Eisessig oder Kochen mit alkoholischer Schwefelsdure erhalten,
Schmp. 210°.

11) X. H. Bavzr, Die organische Analyse, Akademische Verlagsges. Becker & Erler,
Kom.-Ges. 1945, S. 166.
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1. in Chioroform, Benzol, Pyridin, Tetrachlorkohlenstoff; sl. in Risessig, Athanol,
Methanol. Ausbeute 11,2 g (18,69 d. Th.).

[o]%: — 22,15° (¢ = 0,5, in CHCly)

C,,HoO.P (835,2) ber.: C77,66; H 10,98; P 3,71
gef.: C77,65; H 10,96; P 3,83 (MG 835) (Barcur-Rast)

Monoergosteryldihydrogenphosphat

Zu 7,6 g frisch destilliertem POCL,; JaBt man eine Losung von 39,6 g Ergosterin, ge-
trocknet im Vakuum in 360 cm?® wasserfreiem Pyridin unter Rithren zutropfen. Die nach
einer halben Stunde Stehenlassen gebildete kristalline weille Masse wird portionsweise in
11 Wasser eingegossen. Die abgeschiedenen Kristalle werden nach Stehen iiber Nacht
abgesaugt, mit Wasser und Methanol gewaschen und iber P,0; im Vakuum mehrere Tage
getrocknet. AnschlieBend wird wiederholt aus Aceton umkristallisiert. Ausbeute 1,2 g
Monoergosteryldihydrogenphosphat (2,69, d. Th., bezogen auf das gesamte eingesetzte
Cholesterin), Schmp. 1656—168°; 2,5 g Diergosterylather (6,5%, d. Th., bezogen auf das
gesamte eingesetzte Cholesterin), Schmp. 99,5°, nach Umbkristallisation aus Methanol
neben 18,5 g nicht umgesetztem Ergosterin. AuBerdem 17 g Substanz, Schmp. 140—141°
nach Umkristallisation aus Methanol, die kein P und Halogen enthielt (nicht ndher iden-
tifiziert).

Monoergosteryldihydrogenphosphat

1. in CHCL,; sl. in Aceton; ul. in Ather.
O HOP (476,6) ber.: C70,56; H 0,52; P 6,5
gef.: C70,26; H9,74; P 4,7 (MG 470) (BarcER-RasT)

Diergosteryliather

C;eHgO (775,2) ber.: C86,76; H 11,18
gef.: C86,51; H 11,21

Inverse Reaktion zwisehen Ergosterin und POClg in Pyridin (Darstellung von
Diergosterylither)

Die Loésung von 20 g Ergosterin, getrocknet im Vakuum in 60 cm? wasserfreiem Pyri-
din, wurde nach Erwérmen von 60° auf 0° im Eisbad abgekiihlt, und anschlieBend mit
frisch destilliertem POCI, langsam versetzt bei einer Temperatur nicht hoher als 20°. Nach
ciner halben Stunde Stehenlassen schied sich ein dicker gelber Kristallbrei ab, der sich
beim Versetzen mit Wasser kristallin von der iiberstehenden orangefarbenen Losung
trennte. Nach dem Stehenlassen iiber Nacht, Absaugen, Waschen mit Wasser und Trock-
nen wurden 11 g gelbe Rohsubstanz erhalten, die nach Umkristallisation aus Athanol
8,4 g noch etwas gelb gefirbten Diergosterylither vom Schmp. 93° lieferte. Nach wieder-
holtem Umkristallisieren aus Athanol unter Entfarben mit Aktivkohle wurden schliefilich
2,3 g Diergosterylather (11,89, d. Th.) als weiBe, silbrig glinzende Blattchen, Schmp.
102°, auch im Gemisch mit authentischer Substanz, erhalten.

1. in Methanol, Athanol, Chloroform, Benzol, Xylol; sl. in Eisessig.

C;sHgO (775,2) ber.: C86,76; H 11,18
gef.: C86,71; H 11,32
[aﬁf: -+ 88,1° (¢ = 1,0, in Chloroform)
B
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Dierg osterinphosphat konnte nicht als Nebenprodukt erhalten werden, in Uberein-
stimmung mit PLinvMER und BUrRcH®) und im Gegensatz zu v. Evrkr, Worr und HeLL-

STROM ?).

Apparatur zur Phosphorylierung unter Luftausschluf

Zur Durchfithrung der Phosphorylierung des bedeutend empfindlicheren Lumi-
sterins und des Vitamin-D, mit Phosphoroxychlorid, desgleichen fiir alle Phosphorylierun-
gen mit Dibenzylchlorphosphonat erwies es sich auf Grund von Vorversuchen als not-
wendig, die Technik abzuéindern. Demgemall wurde die Apparatur nach Abb. 2 zur Ver-

Abb. 2. Apparatur zur
Phosphorylierung von
Sterinen. K = Filter-
kerze mit Kalzium-
hydrid, M = Melge-

faB, Vv, = Pyridin-
Vorratsgefall, V, =
Vorratsgefa fiir Phos-
phorylierungsmittel,
R = Reaktionsgefa,
Tr = Trockenrohr mit
Kalziumhydrid, St =
Sterin, 1,2, 3, 4 = Glas-
hihne (nicht maBstab-
lich)

meidung des Einflusses von Luftsauerstoff und Luftfeuchtig-
keit fiir alle weiteren Phosphorylicrungen benutzt.

Das Pyridin-Vorratsgefal3 (V) wird mit destilliertem Pyridin
beschickt und die Filterkerze (K), die mit Kalziumhydrid gefiillt
ist, wird eingesetzt, wobei die Hahne 1 und 2 geschlossen sind.
Nach mehrtagigem Stehen ist das Pyridin und die Luft im
Vorratsgefa sowie im Melgefall ausreichend getrocknet. In das
zunichst von der Apparatur getrennte Reaktionsgefa wird das
zu phosphorylierende Sterin durch den Schliff unter dem Hahn 4
eingefiillt und mit dem Hahn 3 nach Aufsetzen des Vorrats-
gefaBes fiir Phosphorylierungsmittel (V,) an eine Vakuumappa-
ratur angeschlossen. Dann wird das Sterin im siedenden Wasser-
bad mehrere Stunden im Vakuum getrocknet und das Reak-
tionsgefaB in der in Abb. 2 skizzierten Weise angeschlossen!?).
Anschlielend wird bei geiffnetem Hahn 2 etwa 10 Minuten
lang durch vorsichtiges Facheln mit einem Bunsenbrenner aus-
geheizt. Nach dem Abkiithlen wird Hahn 2 wieder geschlossen
und nun durch Offnen des Hahnes 1 die benotigte Menge Pyridin
in das GefaB eingelassen. Nach Offnen des Hahnes 2 wird vor-
sichtig das Pyridin in das Reaktionsgefal eingesaugt. Einen
kleinen Rest an Pyridin 148t man iiber dem Hahn 3 stehen.
Nach SchlieBen des Hahnes 3 wird Hahn 2 getfinet und das
Reaktionsgefall von der Apparatur getrennt. Das bereits vorher
in das seitliche Gefal eingefiillte Phosphorylierungsmittel, das
durch ein Kalziumhydrid-Rohr von der Auflenluft abgetrennt
anfbewahrt wird, wird ebenfalls langsam zugelassen. Dabei
wird geschiittelt und je nach den Reaktionsbedingungen im
Kaltebad gekithlt.

Dilumisterinhydrogenphosphat

13,5 g Lumisterin vom Schmp. 116—-118° wurden nach
4 Stunden Trocknen bei 104 Torr, Badtemperatur 60°, in 50 cm?®
wasserfreiem Pyridin in der oben erwidhnten Apparatur gelost.
In der angegebenen Weise wurden 1,9 em® POCI; zugegeben.
Es erfolgte starke Erwirmung bis auf etwa 50° unter Auskristalli-
sieren von Pyridiniumchlorid. Nach 3stiindigem Stehen wurde
mit wenig Wasser versetzt, bis alles Pyridininiumchlorid gelsst

12y Der leere Raum zwischen Hahn 2 und 3 wird so gering als moglich bemessen,
um die dort vorhandene Feuchtigkeit gering zu halten.
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war, wobei sich in der roten Reaktionslosung gelbe Oltropfen abschieden und die Losung
safort in 11 Eiswasser eingegossen. Dabei schied sich unter Riihren eine weiBigelbe fadige
Masse ab, die sofort abgesaugt wurde'3). Die gelbe klebrige Masse wurde gut mit Wasser
ausgewaschen und durch mehrtigiges Trocknen im Exsikkator iiber P,O; von Pyridin
und Wasser befreit. Die noch etwas klebrige Substanz wurde verrieben und iiber PO,
10 Tage getrocknet. Es wurden 12,6 g Dilumisterinhydrogenphosphat als gelbes Roh-
produkt vom Schmp. 98—100° erhalten. Das Filtrat wurde mehrmals mit je 1,5 1 Chloro-
form ausgeschiittelt bis es farblos war. Die vereinigten Chloroform-Extrakte wurden auf
ca. 200 cm? eingeengt, 3mal mit Wasser, 2mal mit Natriumbikarbonat, nochmals mit
Wasser gewasehen und schliefilich mit Natriumsulfat getrocknet. Nach anschlieBendem
Einengen und gutem Trocknen im Vakuum wurde ca. 1 g 6liger Riickstand erhalten, der
nach Veresterung mit 3,5-Dinitrobenzylchlorid in Pyridin eine tligharzige Substanz ergab,
die auch nach Umkristallisation aus Athanol nicht zur Kristallisation zu bringen war.
Es handelt sich vermutlich um ein Umwandlungsprodukt des Lumisterins.

Das oben erwahnte Rohprodukt vom Schmp. 98—100° lieferte nach Umkristallisation
aus Aceton 10 g Dilumisterinphosphat (86,59, d.Th.) als amorphes Pulver, Schmp.
100-—-102°.

iL. in Chloroform, Athanol, Benzol, Toluol; 1. in CCl, und Methanol; sl. in Aceton;
ul. in Wasser.

CH,0,P (855,2) ber.: C178,64; H 10,26; P 3,62
gef.: C78,53; H 10,54; P 3,40

Aus der Mutterlauge wurde eine geringe Menge einer phosphorfreien Substanz vom
Schmp. 78—82° erhalten, die nicht naher untersucht wurde.

Divitamin-De-Phosphat

Eine Losung von 10,6 g Vitamin-D, vom Schmp. 115°, getrocknet bei 10-* Torr,
Badtemperatur 60°, in 40 cm® wasserfreiem Pyridin wurde in der oben erwahnten Appa-
ratur mit 2 em3 frisch destilliertem POCI; tropfenweise versetzt. Die Temperatur stieg
dabei auf 50°. Es wurde von auBlen mit Wasser gekiihlt. Es schied sich ein gelber Kristall-
brei von Pyridiniumchlorid aus der rotgefirbten Losung ab, der mit wenig Wasser ver-
setzt wurde und anschlieBend in etwa 11 Eiswasser eingegossen wurde. Der weifle teil-
weise fidige Niederschlag wurde iiber Nacht stehengelassen und abgesaugt. Im Verlauf
der Filtration wurde die Masse gallertartig, so daB nicht trockengesaugt werden konnte
und wurde daher im gleichen Vol. Chloroform aufgenommen, wobei sich eine wilrige
Schicht abtrennte. Aus der Chloroformschicht wurde das Pyridiniumchlorid, wie voran-
stehend, ausgewaschen. Aus dem getrockneten Chloroform wurde nach Einengen im
Vakuum eine gelbe élige Substanz erhalten, die durch mehrmaliges Behandeln mit
Athanol und Versetzen mit Aceton nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte.
Nach Einengen im Vakuum erstarrte das Ol zu einer schaumigen Masse, die nach Zer-
reiben 9,1 g Divitamin-D,-Phosphat als gelbes, amorphes Rohprodukt vom Schmp.
120-—-122° lieferte. ‘

Aus der beim Filtrieren erhaltenen Mutterlauge wurden durch 2maliges Extrahieren
mit je 300 cm?® Ather nach Waschen und Trocknen der Atherschicht etwa 0,2 g braune,
olige phosphorfreie Substanz erhalten, die nicht zur Kristallisation zu bringen war.

13) Die Filtration ist meist nach 15 Minuten beendet, jedoch verstopfen die Filter-
poren (G 2) gelegentlich, so dafi die Filtration dann wesentlich linger dauert.
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Das Rohprodukt vom Schmp. 120—122° wurde im Morser mit absol. Alkohol schnell
verrieben, wobei sich eine weiBe, flockige Substanz bildete. Nach Trocknen im Vakuum
itber P,0; wurden 8,3 g (72,6%, d. Th.) weiBes, amorphes Pulver vom Schmp. 143—144,5°
erhalten. 1l in Chloroform und Pyridin; 1. in Athanol; sl. in Benzol und Toluol; ul. in
Wasser, Methanol und Aceton.

C,sHy,O,P (855,2) ber.: C78,64; H 10,26; P 3,62
gef.: C78,50; H 10,09; P 3,91

Aus der Mutterlauge wurden noch 1,6 g weile, kristallisierte Flocken einer nicht
naher untersuchten Substanz vom Schmp. 100—102° erhalten.

Monocholesteryldibenzylphosphat

10,5 g Cholesterin, Schmp. 148°, getrocknet bei 10-4 Torr/20°, wurden in 100 cm?®
wasserfreiem Pyridin gelost. Die Losung wurde in der oben genannten Apparatur durch
Abkiihlen im COy/Methanol-Bad eben zum Erstarren gebracht (Badtemperatur — 40°),
wobei intensive Thermochromie-Effekte zu beobachten waren (weifi/violett). ¥s wurde
mit frisch bereitetem Dibenzylphosphorylchlorid!?) portionsweise versetzt, das durch
Einengen im Vakuum bei 5 Torr, nicht iiber 35°, vom Losungsmittel und iiberschiissigem
Halogen befreit wurde. Das Reaktionsgemisch erwarmte sich unter Gelbfarbung und wurde
3 Stunden bei — 40° in einem CO,/Methanol-Bad und anschlieBend iiber Nacht bei Zimmer-
temperatur stehengelassen. Dann wurde mit 25 cm?® Wasser versetzt, wobei voriibergehend
Tribung und Schichtentrennung eintrat!s).

Die obere Schicht wurde zur Isolierung des Kalziumsalzes des Monocholesterinphos-
phates verwendet (siche unten). Die untere Schicht wurde nach dem Abtrocknen mit
etwa dem doppelten Volumen frisch destilliertem Chloroform mehrmals ausgeschiittelt,
wobei zu Beginn wegen Emulsionsbildungsneigung vorsichtig geschiittelt wurde. Die
vereinigten Chloroform-Extrakte wurden durch mehrmaliges Waschen mit 2 n HClL
von Pyridin befreit, anschlieBend wurde mit Natriumbikarbonat und mit Wasser ge-
waschen und tiber Natriumsulfat getrocknet. Aus dem getrockneten Extrakt wurde nach
Einengen im Vakuum eine gallertartige Masse erhalten, die in wenig Methanol gelost
wurde. Nach kurzem Stehen schieden sich Flocken, Schmp. 198°, aus. Nach Umkristalli-
sation aus Essig-Ester wurden 4,7 g Dibenzylcholesterylphosphat (26,89, d. Th.) als
mikroskopisch kleine weile Nadelchen vom Schmp. 210° erhalten.

L. in Benzol, Chloroform und Ather; sl. in Fisessig und Essigester; ul. in Wasser,
Athanol und Methanol.

CyHyO,P (646,9) ber.: C76,12; H 9,20; P 4,79
gef.: C75,85; H 9,14; P 4,98

Aus der Mutterlauge konnten etwa 6 g Cholesterin, Schmp. 148°, nach Umbkristalli-
sation aus Methanol zuriickgewonnen werden. Als Nebenprodukt fiel noch eine geringe
Menge f-Chlorcholesten-5 in Gestalt feiner Nadeln vom Schmp. 93° an.

14) hergestellt durch Zugabe einer 1,4 n Chlorlésung in 100 em?® CCl, zu 19,5 g Diben-
zylphosphit, n 256° D = 1,5535 in 100 em® CCl,.

18) Ein weiterer Zusatz von Wasser filhrt zu Emulsionen, die sich schlecht trennen
lassen. Schichtentrennung kann gegebenenfalls durch Zugabe von Chloroform, welches
mit etwas Methanol versetzt ist, erreicht werden.
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Monocholesterylphosphat aus vorstehender Verbindung

a) Eine Losung von 1,4 g Dibenzylcholesterylphosphat, Schmp. 210°, wurde gut
gepulvert in eine Suspension von 200 cm? Alkohol gegeben und mit 0,4 ¢ Palladium
und 3 g Aktivkohle versetzt und anschliefend bei Zimmertemperatur hydriert. Nach
4 Stunden waren 270 cm?® Wasserstoff (korr.) anfgenommen (ber. 277,1 cm3). Die Sus-
pension wurde abgesaugt und 3mal mit je 50 cm?3 Chloroform extrahiert und das Chloro-
form im Vakuum eingeengt. Nach Umbkristallisation aus absol. Alkohol wurden 2,85 g
Monocholesterylphosphat (98,79, d. Th.), Schmp. 195-~196°, auch im Gemisch mit der

nach Weg 1 weiter oben erhaltenen Substanz, als weifle mikroskopisch kleine Nadelchen
erhalten.

CpH,;0,P (466,6) ber.: C69,53; H 10,16; P 6,64
gef.: C69,46; H 9,98; P 6,60

[x]%: — 89,9° (¢ = 0,5, in Chloroform)

b) Beim Umkristallisieren von 1,1 g Dibenzylcholesterylphosphat aus siedendem
Eisessig6), 30 Minuten, wurden 0,6 g Monocholesterylphosphat (75,69, d. Th.), Schmp.
195—196°, auch im Gemisch mit den oben genannten Substanzen, erhalten.

Moncergosteryldibenzylphosphat (mit Dibenzylphosphit)

In der oben erwihnten Apparatur wurde eine Losung von 13,2 g Ergosterin, Schmp.
160—163°, getrocknet bei 10-¢ Torr/30°, in 150 cm® wasserfreiem Pyridin portionsweise
bei Zimmertemperatur mit Dibenzylchlorphosphat, hergestellt wie voranstehend ange-
geben, aus 20 g Dibenzylphosphit, versetzt. Die Suspension wurde 3 Stunden bei 60°
gehalten. Die dunkelrote Losung wurde nach Stehen iiber Nacht bei Zimmertemperatur
von dem ausgeschiedenen Pyridiniumchlorid durch Absaugen befreit. Nach dem Ver-
setzen mit Wasser wurde die obere Phase mit Ather extrahiert und lieferte 4 g Ergosterin,
Schmp. 160°, nach Umkristallisation aus Athanol. Aus der Unterphase konnten durch
Extraktion mit Chloroform, Aufarbeiten des Chloroform wie iiblich, und Einengen des
Extraktes bis zur Trockne, nach anschlieBendem Behandeln mit absol. Athanol, 1,7 g Ergo-
sterindibenzylphosphat (7,89 d. Th.)'7), Schmp. 180°, erhalten werden.

I in Chloroform, Pyridin und Toluol; 1. in CCl,, Benzol; sl. in Methanol, Athanol;
ul. in Wasser, Ather, Aceton.

CpH,,0,P (656,9) ber.: P 4,72
gef.: P 4,85

Bei dem Versuch, entsprechend der Darstellung des Ergosteryldibenzylphosphates,
die analogen Lumisterin- bzw. Vitamin-D,-Derivate zu erhalten, warden phosphorhaltige
Substanzen isoliert, die auf Grund der Elementaranalyse etwa den jeweiligen Pyrophos-
phaten entsprechen. Sie wurden nicht niher untersucht. Bei dem Versuch das Vitamin-
D-Derivat zu hydrieren, wurden gelbe, phosphorhaltige Kristalle erhalten, die sich bei
130° teilweise zersetzten, jedoch bis 270° nicht véllig geschmolzen waren. Es handelt sich
vermutlich um Phosphatester der Dehydro-Verbindung.

16) Nach TurnBuLL und Wirsox?) erfolgt mit Eisessig in Gegenwart von HCl Umwand-
lung in 3-p-Chlorcholesten-b bei dem analogen Diphenylcholesterylphosphat.
17) bezogen auf das gesamte eingesetzte Ergosterin.
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Alkali-Salze des Monocholesterylphosphates

a) Fine Suspension von 150 mg Monocholesterylphosphat, Schmp. 195—196°, in
30 em?® bproz. alkohol. Kalilauge, wurde im Bombenrohr 15 Stunden bei 120—150° ge-
halten. Aus der gelblichen Losung kristallisierten 50 mg feine kleine Nadeln, Schmp.
ab 280° (Z), jedoch unvollstindig bis 320°. Die Substanz enthielt Kalium (nachgewiesen
als Perchlorat). Durch Behandeln mit siedendem Eisessig konnten daraus 30 mg Mono-
cholesterylphosphat, Schmp. 195—196°, zuriickerhalten werden.

b) 200 mg Monocholesterylphosphat, Schmp. 195—196°, wurden mit Natriuméithylat,
hergestellt aus 350 mg metall. Natrium in 30 em® absol. Athanol, 6 Stunden am Riiek-
fluB erhitzt. Aus der gelben Losung schieden sich amorphe Flocken ab, die nach Absaugen,
Waschen mit Alkohol und Wasser 210 mg Monocholesterylphosphat als Natriumsalz
lieferten, Schmp. ab 280° (Z), jedoch kein vélliges Schmelzen bis 320° (plastische Masse).

Durch Behandeln mit Eisessig wurden etwa 150 mg Monocholesterylphosphat, Schmp.
195—-196°, zuriickerhalten. Die Alkali-Salze des Monocholesterylphosphates zeigten
gleiches Loslichkeitsverhalten.

1. in Chloroform, Pyridin; sl. in Toluol; ul. in Wasser, Athanol, CCl,.

Erdalkali-Salze des Monocholesterylphosphates

a) Kalziumsalz. Die obere Pyridin/Wasser-Schicht, entstanden bei der Reaktion von
Cholesterin mit Dibenzylchlorphosphat (sieche oben), wurde im Vakuum eingeengt und
mehrmals mit Ather ausgeschiittelt. AnschlieBend wurde iiber grobkérnigem Kalzium-
-chlorid aufbewahrt. Dabei bildete sich ein volumingser Niederschlag, der nach Abfil-
trieren durch Auswaschen mit Wasser zur Entfernung des iiberschiissigen Kalziumechlorids
gereinigt wurde, Schmp. 230—240°,

ul. in Wasser, Methanol, Aceton; in Chloroform erfolgt Tropfenbildung, jedoch bleiben
2 Phasen bestehen.

Kalzium wurde spektroskopisch nachgewiesen; der organische Rest durch Riickiiber-
fithrung in das Monocholesterylphosphat.

Das Bariumsalz konnte nach 2) nicht eindeutig erhalten werden.

Alkali-Salze des Dicholesterylphosphates

Diese wurden bei dem Versuch der Verseifung des Dicholesterylphosphates, Schmp.
212°, mit Kalilauge bzw. Natriumithylat (wie oben) erhalten. Sie lieflen sich ebenfalls
durch Behandlung mit siedendem Kisessig wieder in das Dicholesterylphosphat zuriick-
verwandeln. Beide Salze bildeten amorphe Flocken nach Umkristallisieren aus Athanol,
die ab 280° sinterten und bis 320° noch nicht vollig geschmolzen waren. Kalium und
Phosphor wurden qualitativ als Perchlorat bzw. als Magnesiumammoniumphosphat nach-
gewiesen.

Kalziumsalz des Dicholesterylphosphates

Eine Losung von 0,1 g Dicholesterylphosphat, Schmp. 212°, in 50 cm3 Chloroform,
wurde mit einer waBrigen Kalziumchloridlosung geschiittelt. Dabei bildete sich sofort
ein weiller Niederschlag.

sl. in Chloroform, Trichlordthylen; ul. in Wasser, Methanol, Aceton; Kalzium wurde
spektroskopisch nachgewiesen.

Durch Behandeln mit siedendem Eisessig wurde Dicholesterylphosphat, Schmp. 212°,
zuriickerhalten.

Das Bariumsalz konnte nach 2) ebenfalls nicht eindeutig erhalten werden.
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3-B-Chloreholesten-5

12,8 g Cholesterin, Schmp. 148°, getrocknet bei 10-* Torr/20°, wurden in der mehrfach
erwihnten Apparatur in 150 cm® wasserfreiem Pyridin gelost. Nach Abkihlen auf 0°
wurde mit frisch bereitetem Dibenzylphosphorylchlorid versetzt, hergestellt aus 20 g
Dibenzylhydrogenphosphit. Die Losung erwarmte sich auf etwa 40° und wurde anschlie-
Bend auf — 20° abgekithlt und 15 Minuten geschiittelt. Nach Stehen iiber Nacht bei
Zimmertemperatur farbte sich der Riickstand rot. Das abgeschiedene Pyridiniumchlorid
wurde filtriert und die Losung mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt. Es wurde
2 mal mit je 50 cm3 Ather ausgeschiittelt. Die atherische Schicht wurde wie iiblich ge-
waschen und getrocknet. Nach Einengen der Losung im Vakuum wurden 14,6g 3-6-
Chlorcholesten-5 als gelbes Rohproduks, Schmp. 68—76°, erhalten. Nach Umkristallisa-
tion aus 11 Athanol wurden daraus neben 1,5 g Dibenzylcholesterylphosphat, Schmp.
210°, das nach Behandeln in Eisessig 0,5 g Monocholesterylphosphat (3,39 d. Th., be-
zogen auf das gesamte eingesetzte Cholesterin), Schmp. 196°, lieferte, noch etwa 8 g 3-f-
Chlorcholesten-5 (59,5%, d. Th., bezogen auf das gesamte eingesetzte Cholesterin), Schmp.
90—92°, auch im Gemisch mit authentischem Material, nach erneuter Umkristallisation
aus Athanol erhalten. Die Mutterlauge lieferte noch etwa 2 g unumgesetztes Cholesterin.

Pyridin-Aufnahme der Cholesterinphosphate

Die Proben (0,0711 g Monocholesterylphosphat, Schmp. 196°; 0,0719 g Dicholesteryl-
phosphat, Schmp. 212°) wurden in einem abgeschlossenen System iiber Pyridin bei 22°
(Temperatur konstant) aufbewahrt. Die Gewichtszunahme wurde durch Wigung der
Substanz ermittelt, Monocholesteryldihydrogenphosphat: vgl. Abb. 1; Dicholesteryl-
phosphat zeigte im gleichen Zeitraum praktisch keine Gewichtszunahme (0,0721 g).

Schmp. nach Beendigung des Versuches: bei Monocholesterylphosphat 170°; bei
Dicholesterylphosphat 199°. Die UV-Spektren wurden mit Hilfe eines Universal-Spek-
trophotometers gemessen. Die optische Aktivitit wurde mit Hilfe des Lippicu-Polari-
meters von ScaMIpT u. HANSCH bestimmt.

Die Bestimmung der CH-Werte stiefl auf sehr groBe Schwierigkeiten, da das ent-
stehende P,0, die Rohre oft schon nach einer Bestimmung so beschiadigte, dal3 sie unbrauch-
bar wurden. Aus dem gleichen Grunde konnten die Alkali- und Erdalkali-Salze der Steryl- -
phosphate, hier jedoch noch erschwert durch den Metallgehalt, iberhaupt nicht bestimmt
werden.

Fiir die Mithilfe bei den Versuchen méchte ich Fr. T. Nepr und Frl.
R. Enrricaer danken, sowie fiir die Durchfithrung der z. T. sehr schwie-
rigen Analysen der organ.-analyt. Abteilung meinen Dank sagen.

Jena, Institut fir Mikrobiologie und experimentelle Therapie der
Deutschen Akademie der Wissenschaften zw Berlin.

Bei der Redaktion eingegangen am 20. Januar 1960.



