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Zusammenfassung.

Durch Reduktion von bDL-Methionin-isopropylester und »n-Me-
thionin-isopropylester mittels Lithium-aluminiumhydrid wurden die
Aminoalkohole prL-Methioninol und D-Methioninol dargestellt. Von
beiden werden Hydrochloride, O, N-Di-[p-nitrobenzoyl]-Derivate und
die entsprechenden Sulfone beschrieben.

Ziirich, Chemisches Institut der Universitét.

103. Vitamin D;-4- “C-butyrat
von F. Hunziker.
(22. IV. 55.)

Fir die Markierung von Vitamin D; mit isotopem Kohlenstoff
nach Methoden der organisch-praparativen Chemie scheint die Partial-
synthese aus markiertem Cholesterin der weitaus gangbarste Weg.
Die Veroffentlichung einer derartigen Synthese (Markierung am C-
Atom 3) durch Havinga & Bots!) veranlasst uns, eigene Resultate
bekanntzugeben.

Fir biologische Tracer-Versuche, iiber die wir anderwirts zu be-
richten hoffen, wurde im Ringsystem mit 14C markiertes Vitamin D,
benotigt, und es gelang, durch Kombination von teilweise etwas abge-
anderten, prinzipiell aber bekannten Methoden, Vitamin D,-4- 14C- auf
einem relativ einfachen und ergiebigen Weg zu synthetisieren und als
kristallisiertes Butyrat zu isolieren. Ausgehend von Derivaten der
A-Nor-3,5-seco-cholestan-5-on-3-siure (I) fiihren bekannte Methoden
unter Wiedereinbau des fehlenden Kohlenstoffatoms zu in 3- oder 4-
Stellung markiertem Cholestenon (VI)?2)3)4). Gewahlt wurde die Um-
setzung des Enol-lactons 4-Oxa-cholest-5-en-3-on (II) mit markier-
temm Methylmagnesiumjodid. Die Keto-Sidure I kann leicht durch
Ozonisierung von Cholest-4-en-3-on und nachfolgende Oxydation des
Spaltproduktes mit Wasserstoffsuperoxyd und Perjodsiure erhalten
werden?)3). Durch Kochen der Ketosiure mit Acetanhydrid und
Acetylchlorid wird das Enol-lacton 112) erhalten. Bei der Umsetzung
dieses Enol-lactons mit Methylmagnesinumjodid wurde in der inversen

1) E. Havinga & J. P. L. Bots, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 73, 393 (1954).

2} R. B. Turner, J. Amer. chem. Soc. 72, 579 (1950).

3) G. J. Fujimoto, J. Amer. chem. Soc. 73, 1856 (1951).

Yy R.D. H. Heard & P. Ziegler, J. Amer. chem. Soc. 73, 4036 (1951).

5) Eine grissere Menge Ketosiure I wurde uns von Herrn Prof. Dr. Kuno Meyer,
Basel, freundlicherweise iiberlassen, wofiir wir zu grossem Dank verpflichtet sind. Sie
wurde von Herrn cand. chem. St. Pataki hergestellt.
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Zugabe (Grignard-Reagens zu II nach Fujimotol) und Heard & Ziey-
ler?)) kein Vorteil gefunden gegeniiber der experimentell einfacheren
normalen Awusfithrung. Das nach der Zerlegung des Komplexes mit
Salzsdure und Eis erhaltene Rohprodukt der Grignard-Reaktion,
mehrheitlich bestehend aus dem Enol-halbacetal (3-Methyl-4-oxa-
cholest-5-en-3-o0l) (11I), wurde mit Vorteil direkt mit methanolischer
Kalilauge verkocht und das als Neutralstoff isolierte Cholest-4-en-3-on
(VI) chromatographisch gereinigt. Von den verschiedenen veroffent-
lichten Methoden zur Redukfion von 44%3-Ketonen zu 45-38-Oxy-
Verbindungen schien uns die Reduktion von Cholestenon-enolacetat
(VII) mit Natriumborhydrid nach Dauben & Eastham?3) am besten ge-
eignet. Unter geringen Abdnderungen, die durch den grosseren Mass-
stab bedingt waren, lieferte dieses Verfahren als Hauptprodukt
Cholesterin (VIIIa), daneben etwas Epicholesterin (IXa) und dlige
Anteile, die Cholesta-3,5-dien (X) enthielten. Aus dem Cholesterin
wurde in iiblicher Weise durch Acylierung mit Benzoylchlorid in
Pyridin Cholesterylbenzoat (VIIIb) erhalten.

Schwieriger war die Ausarbeitung einer Synthese von Vitamin D,
aus Cholesterin in kleinem MaQstab; Cholesteryl-benzoat wurde in
7-Stellung bromiert nach der erstmals von Zieglert) erwihnten und
seither oftmals in verschiedenen Varianten?) beschriebenen Methode
mit N-Brom-succinimid (NBS). Zur Dehydrobromierung verwendete
man in bekannter Weise N, N-Dimethylanilin. Nach Verseifung des
rohen Abspaltungsproduktes wurde iiber das 3,5-Dinitrobenzoat
XTITIec reines 7-Dehydro-cholesterin (XIIa) erhalten.

Zur Bestrahlung kleiner Mengen 7-Dehydro-cholesterin diente
eine in bekannter Weise arbeitende Apparatur (2 hintereinander-
geschaltete Quarz-Hohlzylinder mit Quecksilberdampf-Ultraviolett-
lampen, Bestrahlung der Provitaminlosung im Durchlauf).

Die Aufarbeitung der Bestrahlungsprodukte erfolgte am besten
durch Trennung der Dinitrobenzoate des rohen Bestrahlungsproduk-
tes in einen leicht dtherloslichen und einen in Ather dusserst schwer-
loslichen Anteil (Dinitrobenzoat von nicht umgesetztem 7-Dehydro-
cholesterin). Bei der Chromatographie des leichtléslichen Dinitro-
benzoat-Anteiles in Petrolither an aktiviertem, nicht alkalisch rea-
gierendem Aluminiumoxyd wanderten die Dinitrobenzoate der 9,10-
Seco-Bestrahlungsprodukte rasch, wiahrend diejenigen der intakten
Vierring-Sterine (7-Dehydro-cholesterin, Lumisterin) weitgehend zu-

1) Q. J. Fujimoio J. Amer. chem. Soc. 73, 1856 (1951).

%) R.D. H. Heard & P.Ziegler, J. Amer. chem. Soc. 73, 4036 (1951).

3y W.G. Dauben & J. F. Eastham, J. Amer. chem. Soc. 73, 4463 (1951).

Yy K. Ziegler, A. Spith, E. Schaaf, W. Schumann & E. Winkelmann, Liebigs Ann.
Chem. 551, 80 (1942).

5) Als Beispiel einer der ersten ausfiihrlichen Beschreibungen sei zitiert: 4. E. Bide.

H. B. Henbest, E. R. H. Jones, R. W. Peevers & P. A. Wilkinson, J. chem. Soc. 1948,
1783.
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riickgehalten wurden. Kristallisieren der Petrolidthereluate aus Petrol-
dther lieferte ein Vitamin-D,-(3’,5'-dinitrobenzoat) (XIII¢) von etwa
909, Reinheit.
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Daraus konnte durch vorsichtige Verseifung und anschliessende
Butyrylierung mit n-Buttersdureanhydrid in Pyridin kristallisiertes
Vitamin-D,-butyrat (XII1d)!) erhalten werden, das bei besserer Be-
stindigkeit mindestens gleiche molekulare Wirksamkeit besitzt wie
freies D, (XIIIa) und nach den bisherigen Erfahrungen auch sonst
biologisch vollwertig ist.

Bei der Durchfithrung der ganzen Synthese mit 14C-Methyljodid wurden bei allen
Stufen unter den gleichen Bedingungen dieselben Ausbeuten erhalten wie mit stabilem

1) H. Schaltegger & F. X. Millner; zum Patent angemeldet.
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Material, mit einer Ausnahme: bei der Bromierung von Cholesteryl-benzoat (VIIIb) mit
NBS und katalytischen Mengen Dibenzoylperoxyd unter Bedingungen, die durch zahl-
reiche Blindversuche mit stabilem Material erprobt waren, trat eine Stérung auf, die nur
durch besondere Massnahmen (siehe exper. Teil) behoben werden konnte. Da kein dusserer
Umstand als Ursache geltend gemacht werden kann, wiire an einen Einfluss des radio-
aktiven Kohlenstoffs zu denken. Bei der Bromierung in Allylstellung zu einer Doppel-
bindung mit NBS und Dibenzoylperoxyd in unpolaren Losungsmitteln ist ein Radikal-
mechanismus vorgeschlagen und begriindet worden!), nach dem Dibenzoylperoxyd primér
in Radikale zerfallt und die Kettenreaktion auslost. Moglicherweise haben die vom 4C
emittierten Elektronen die Radikalbildung behindert. Eine Uberschlagsrechnung fiir die
konkreten Versuchsbedingungen gibt allerdings eine gewaltige Diskrepanz zwischen den im
Spiel stehenden Grossenordnungen (emittierte, allenfalls gespeicherte Elektronen einer-
seits, Konzentration des Dibenzoylperoxyds anderseits). Nach Behebung der Storung,
Dehydrobromierung, Verseifung und Dinitrobenzoylierung war die Ausbeute an reinem
7-Dehydro-cholesteryl-(3”, 5’-dinitrobenzoat) normal.

Die zur Verfiigung stehende Methode zur Bestimmung der absoluten Radioaktivitit
war nicht so genau, dass man sichere Aussagen machen konnte iiber allfallige Isotopen-
konzentrationsverschiebungen wiahrend der Synthese infolge kinetischer Isotopie-Effek-
te?)?), die an sich durchaus méglich waren bei den Reaktionsstufen, wo das markierte
C-Atom an der Reaktion beteiligt war und die Reaktion nicht einheitlich oder nicht voll-
standig ablief. Auf jeden Fall zeigte das Endprodukt, Vitamin-D,-4-14C-butyrat (XI11d)
annihernd die erwartete Radioaktivitit, die Zwischenprodukte VIITb und XIIc hingegen
eine zu niedrige.

Experimenteller Teil.

Messung der Radioaktivitat (8-Strahlung).

(Die Messungen wurden von Dr. GQ. Q. Poretti, Beta-Synchrotron-Institut, Inselspital
Bern, ausgefiihrtt)). Zur Verfiigung stand ein Geiger- Miiller-Glockenzihlrohr (Tracerlab)
mit Glimmerfenster 1,7 mg/em?, kombiniert mit Impulsuntersetzer ELA 3 (Landis& Qyr).
Abgemessene Chloroformlésungen bekannten Gehalts der Substanzen wurden auf polierten
Messingplattchen eingedunstet. Aus den gemessenen ,,cpm‘* (counts per minute) wurde
die absolute Radioaktivitdt ,,dpm‘ (disintegrations per minute) berechnet nach folgender
Korrekturformel:

(cpm) = (dpm)-fyp, -fo-f5- £y -foa - E.

Die Bedeutung der experimentell bestimmten Korrekturfaktoren ist nachstehend

aufgefiihrt, Zahlenwerte fiir den konkreten Fall in Klammern:

fay, = Faktor fiir Absorption der §-Teilchen in der Luft und im Zahlrohrfenster (0,57 fiir
14C und 1,7 mg/em? Glimmerfenster);

fyy == Faktor fiir Auflgsungsvermégen des Zahlrohrs (0,993);

f, = Faktor fiir ,,scattering* der f-Teilchen in der Luft zwischen Quelle und Zahlrohr
(= 1, da zu vernachlassigen);

fy, == Faktor fiir ,,backscattering* (1,16 fiir 24C und Messing);

fg, = Faktor fiir ,,scattering* und Selbstabsorption in der Quelle (= 1, da zu vernach-
lassigen, weil Quelle nicht dicker als 0,02 mg/cm?);

E = Zahlrohrwirksamkeit, wobei E . immer etwas kleiner als Egoom (13,5%).
Somit wird erhalten:
dpm = cpm/0,0885; ,,dis/sec’* = dpm/60.

1) C. F. Bloomfield, J. chem. Soc. 1944, 114.

2) G. A. Ropp, Nucleonics 10, Nr. 10, 22 (1952).

3y F. Weygand & H. Grisebach, Fortschr. chem. Forsch. 3, 172 (1954).

1) Herrn Dr. G. G. Porelti sei bestens gedankt nicht nur fiir die Messungen, sondern
auch fiir zahlreiche Auskiinfte und Ratschlage in kernphysikalischen, radiologischen und
messtechnischen Fragen im Zusammenhang mit dieser Arbeit.
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Bei der Beschreibung der Synthese ist unter ,,theoretischer Erwartung oder
,.theoretischer Verdiinnung*’ immer zu verstehen: die aus der eingesetzten strahlenden
Substanz (im konkreten Fall 1 mC *#C-Methyljodid) und den willkiirlich oder planmassig
vorgenommenen Isotopenverdiinnungen errechnete Radioaktivitit oder Verdiinnung,
ohne Beriicksichtigung allfallig moglicher Isotopen-Konzentrationsverschiebungen.

Beschreibung der Synthese:

(Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt, UV.-Absorptionsspektren mit einem
Beckman-Spektrophotometer, Modell DU).

Zwei Qualititen Aluminiumoxyd wurden zur Chromatographie verwendet, im fol-
genden Text als ,,aktiviert” und ,,nicht aktiviert* bezeichnet: , Nicht aktiviertes Alumi-
niumoxyd*‘: Gebrauchtes Al,O, (Merck) wurde durch Sieben von Verunreinigungen befreit
und wiederholt je 5 Min. unter Riihren mit Methanol aufgekocht, bis das abgesaugte Filtrat
keinen Eindampfriickstand mehr aufwies. Dieselbe Prozedur wurde dreimal mit Essigester
wiederholt. Das Produkt wurde 3 Std. im Vakuum auf dem Dampfbad getrocknet. Die
Aufschlimmung von 10 g davon in 100 cm? dest. Wasser zeigte nach 15 Min. Riihren ein
pH von 6,0 (Glaselektrode).

,»Aktiviertes Aluminiumoxyd‘“: Produkt der vorstehenden Qualitat 45 Min. bei 150°
im Vakuum erhitzt, pH 4,3 unter denselben Bedingungen.

,»Ubliche Aufarbeitung* von ausgeschiittelten Atherlésungen bedeutet: mit wasser-
freiem Natriumsulfat getrocknet und filtriert, mit Ather gut nachgewaschen, vereinigte
Atherlésungen zur Trockne eingeengt, zuletzt am Vakuum.

Cholest-4-en-3-on-4-4C (VI): Aus 1,49 g Methyljodid (10,5 mMol), enthal-
tend 1 mC C-Methyljodid?), 0,27 g Magnesiumspane (11,0 mMol) und 24 cm?® abs.
Ather wurde in normaler Weise eine Methylmagnesiumjodidlésung bereitet. Unter leichtem
Erwirmen wurde innert 20 Min. die Losung von 4,07 g Enol-lacton II%) (10,5 mMol) in
10 cm? abs. Ather und 10 cm? abs. Benzol eingetropft. Die resultierende homogene Lisung
wurde noch 1 Std. unter Riickfluss gehalten. Nach Zerlegung mit Eis und verd. Salzsiure
wurde mit Ather ausgeschiittelt, die Atherlosung zweimal mit verd. Salzsiure und Eis,
dreimal mit Wasser ausgeschiittelt und in iiblicher Weise aufgearbeitet.

Den kristallinen Riickstand (4,46 g), mehrheitlich bestehend aus dem Enol- ha.lb
acetal III, kochte man 2 Std. mit 250 cm?® 4-proz. methanolischer Kalilauge unter Riick-
fluss. Nach Verdampfen der Hauptmenge Methanol wurde zwischen Ather und Wasser ver-
teilt, die Atherlésung viermal mit Wasser gewaschen und in iiblicher Weise aufgearbeitet.

Durch Ansiuern der wisserig-alkalischen Anteile, Extraktion mit Ather und {ibliche
Aufarbeitung wurden 1,1 g kristallisierende organische Saure erhalten: hauptsichlich
durch Spaltung unverbrauchten Enol-lactons II erhaltene Keto-Séure I, die nicht weiter
untersucht wurde.

Der glasige Riickstand der Neutralteile (3,17 g) wurde in Petrolatherlésung durch
eine Saule aus 80 g AL,O, (nicht aktiviert) filtriert: 1600 cm? Petrolathereluat gaben 2,53 g
véllig kristallisierenden Eindampfriickstand, der auf Grund der Vorversuche als ziemlich
reines Cholestenon (VI) angesehen werden konnte und nicht weiter gereinigt wurde (Theor.
Verdiinnung 1 mC/10,5 mMol).

Cholestenon-4-1C-enolacetat (VII): Die 2,53 g Cholestenon wurden mit
2,19 g stabilem reinem Cholestenon vereinigt und nach Westphal®) in das Enolacetat VII
ibergefiihrt. Alle aus Methanol kristallisierbaren Anteile wurden vereinigt (4,86 g) und
nicht weiter gereinigt, da sie auf Grund der Vorversuche als nahezu rein anzusehen waren
(theor. Verdiinnung 1 mC/20 mMol).

Cholesterin-4-14C (VIIIa): 4,86 g Enolacetat der vorhergehenden Stufe wurden
in einem Dreihalskolben mit Riickflusskiihler, Riihrwerk und Tropftrichter in 225 cm?®
Ather geltst und mit 625 cm?® Methanol verdiinnt. Unter Rithren und Kiihlen mit einem

1) 1 mC/26 mg bezogen von ,,The Radiochemical Centre‘?, Amersham, England.
2) R. B. Turner, J. Amer. chem. Soc. 72, 579 (1950).
3) U. Westphal, Ber. deutsch. chem. Ges. 70, 2128 (1937).
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Eiswasserbad wurde innert 1 Std. die Losung von 5,0 g Natriumborhydrid in 125 cm?
Methanol zugetropft. Nach Stehenlassen bei 6° wihrend 20 Std. wurde 2 Std. unter Riick-
fluss geriihrt und nach Versetzen mit 19 cm? 38-proz. Salzsdure noch 1 Std. Die voriiber-
gehend vom ausgefallenen Salz abgegossene Losung wurde im Vakuum méglichst konzen-
triert. Hierauf wurde alles Material zwischen Wasser und Ather verteilt, die Atherlésung
gut mit Wasser gewaschen und in iiblicher Weise aufgearbeitet. Der kristallisierte Ein-
dampfriickstand (4,40 g) wurde in Petrolitherlosung durch eine Saule aus 135 g ALO,
(nicht aktiviert) chromatographiert. Erschopfende Elution mit Petrolidther (1800 cm?) gab
einen Eindampfriickstand von 1,14 g. Nachfolgende Elution mit Ather (500 cm3) gab prak-
tisch reines Cholesterin (VIIIa); Ausbeute 3,17 g.

Epicholesterin-4-14C (IXa): 1,14 g Riickstand aus den Petroldthereluaten
(sieche oben) wurden in Petrolather noch einmal chromatographiert an 35 g Al,O, (aktiviert).
Mit Petrolather liessen sich total 1,03 g Substanz eluieren, zuerst 6lige, dann kristallisierte
Anteile. Aus den letzteren konnte durch Umkristallisieren aus Methanol unter Klarung
mit Aktivkohle 0,32 g Epicholesterin (IXa) in farblosen Blattchen vom Smp. 140—141°
gewonnen werden. Dieses wurde nicht weiter untersucht (theoretische Verdiinnung
1 mC/20 mMol = 0,13 uC/mg).

Cholesteryl-4-14C-benzoat (VIIIb): 3,17 g Athereluat aus der Reduktion mit
Natriumborhydrid (siche oben) wurden in normaler Weise mit Benzoylchlorid in Pyridin
acyliert und aufgearbeitet. Die bis zur beginnenden Kristallisation eingeengte Atherlésung
des Rohproduktes wurde mit Methanol auf 125 cm3? verdiinnt. Nach Stehen bei -—10°
wurde abgesaugt, mit Methanol derselben Temperatur nachgewaschen und im Vakuum
getrocknet. Ausbeute: 3,80 g farblose Blattchen vom Smp. 146°—148° (doppelbrechende
Schmelze). [oc]%*—16,5° 4 19 (¢ = 0,842 in CHCL,). Theor. Erwartung: 1 mC/20 mMol ==
0,102 u4C/mg; gezahlt 0,05 cm?/0,0715 mg: cpm 600 4 12, daraus berechnet 113 dis/sec/
0,715 mg = 0,043 uC/mg.

Aus der Mutterlauge wurde noch eine unreine Fraktion von 0,05 g erhalten, die ver-
worfen wurde.

7-Dehydrocholesteryl-4-14C-(3’,5’-dinitrobenzoat) (XIIc): 3,78 g Chole-
steryl-benzoat aus der vorstehenden Stufe wurden mit 0,14 g stabilem Material auf 3,92 g
(8 mMol) erganzt. Das gesamte Material wurde durch Erwirmen mit 20 cm?3 abs. Petrol-
ather (Sdp. 50—709%) und 20 cm? abs. Benzin (70—-110°) in einem Schliffkolben mit Riick-
flusskiihler und Trockenrchrchen zur Lésung gebracht. Nach 10 Min. gab man 1,70 g
pulverisiertes N-Bromsuccinimid (9,6 mMol) und 5 mg Dibenzoylperoxyd zu und erhitzte
das Gemisch in einem Bad von 85° unter Riickfluss. Unter diesen Bedingungen war bei den
Blindversuchen mit stabilem Material innert 10 Min. immer glatt Bromierung eingetreten.

In diesem speziellen Fall war die Reaktion nach empirischen Anzeichen auch nach
18 Min. noch unvollstindig. Beim Abkiihlen auf 20° und Filtrieren wurde diese Vermutung
bestatigt: unverbrauchtes Cholesteryl-benzoat schied sich zum Teil sogar auf dem Filter
aus und wurde mit viel Petrolither wieder gelost; auch das Gewicht des NBS/Succinimid-
Filterriickstandes deutete auf unvollstiandige Bromierung hin.

Der vollig kristallisierte Riickstand des Petroliather-Benzin-Filtrats (erhalten nach
Einengen im Vakuum bei 35% wurde mit 0,85 g pulv. NBS, etwas Dibenzoylperoxyd,
20 cm?® Petrolather und 20 cm?® Benzin noch einmal zum Riickfluss gebracht, diesmal unter
Belichtung mit einer 250-W-Gliihbirne. Ein giinstiger Einfluss starker Belichtung auf die
Bromierung mit Bromsuccinimid war erstmals von Miescher und Mitarb.') festgestellt
worden.

Diesmal bot sich das Bild einer normal verlaufenden Bromierung. Nach 7 Min. wurde
abgebrochen, auf 10° gekiihlt, vom Niederschlag abgesaugt und mit Petrolither derselben
Temperatur nachgewaschen. Das Filtrat lieferte nach Einengen im Vakuum bei 35°
5,04 g rohes 7-Bromcholesteryl-4-14C-benzoat (XIb) als hellgelbes Harz mit Ansatz zur
Kristallisation.

Y Ch. Meystre, L. Ehmann, R. Neker & K. Miescher, Helv. 28, 1252 (1945).
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Es wurde zur Dehydrobromierung mit 25 cm? frisch iiber Natrium dest. N,N-Di-
methylanilin 1 Std. im Vakuum auf 140° erhitzt. Nach Verteilen zwischen Ather und iiber-
schiissiger, eiskalter verd. Salzsaure wurde die Atherlosung je dreimal mit Salzsaure und
Eis, dann mit Wasser gewaschen und in iiblicher Weise aufgearbeitet. Der grosstenteils
kristallisierte Riickstand enthielt neben 7-Dehydro-cholesteryl-benzoat (XIIb) noch die
normalen Begleitstoffe der Dehydrobromierung (Cholesta-4,6-dien-3f-yl-benzoat und
Cholesta-2,4,6-trien).

Zur Verseifung wurde 45 Min. mit 40 ¢m?® Benzol und 40 cm? 5-proz. methanolischer
Kalilauge unter N,-Atmosphare gekocht. Nach weitgehendem Einengen im Vakuum
wurde zwischen Wasser und frisch dest. Ather verteilt, die Atherlésung viermal mit Wasser
gewaschen und in iblicher Weise aufgearbeitet. Der grosstenteils kristallisierte Riickstand
(3,45 g) enthielt das freie 7-Dehydro-cholesterin (XIlLa).

Die Losung des rohen Verseifungsproduktes in 25 cm?® abs. Pyridin wurde unter
Umschwenken mit 3,8 g pulverisiertem 3,5-Dinitrobenzoylchlorid versetzt, wobei unter
Erwarmung kristallisiertes Dinitrobenzoat ausfiel. Nach 63 Std. Stehen (evakuiert, im
Dunkeln) wurde mit 50 cm® Methanol versetzt. Nach weiteren 2 Std. Stehen bei Raum-
temperatur wurde abgesaugt, je dreimal mit Methanol und kaltem Aceton nachgewaschen
und aus Essigester umbkristallisiert. Man erhielt 1,82 g 7-Dehydrocholesteryl-4-14C-3,5-
dinitrobenzoat (XIIc¢) in goldgelben Nadeln, die nach dem Zersetzungspunkt (205—2109)
recht rein sein mussten. Theor. Erwartung: 1 mC/20,7 mMol = 0,083 uC/mg; gezahlt
0,05 cm?3/0,081 mg: cpm 536 +- 11,5, daraus berechnet 101 dis/sec/0,081 mg == 0,034 uC/mg.

Aus der Essigester-Mutterlauge wurden noch 0,10 g etwas weniger reines Dinitro-
benzoat erhalten.

Vitamin D,-4-14C-(3",5'-dinitrobenzoat) (XIIIc): 1,81 g 7-Dehydrochole-
sterin-4-14C-3,5-dinitrobenzoat der vorstehenden Reaktionsstufe wurden zusammen mit
0,44 g stabilem Material (total 2,25 g der theoret. Verdiinnung 1 mC/25,7 mMol) mit 12 cm3
Dioxan (frisch iiber Na dest.) und 9 cm? 5-proz. methanolischer KOH (frisch bereitet) im
Vakuum 11 Std. bei Raumtemperatur geschiittelt, wobei vollige Verseifung eintrat und
das freie 7-Dehydrocholesterin z. T. auskristallisierte. Nach Verteilen zwischen frisch dest.
Ather und viel Wasser wurde abgetrennt, griindlich mit Wasser gewaschen und in iiblicher
Weise aufgearbeitet.

Der Riickstand, 1,51 g kristallisiertes 7-Dehydro-cholesterin (XIIa), wurde in der
Bestrahlungsapparatur 3 Std. im Hochvakuum belassen, wobei zwischenhinein zweimal
das Vakuum mit Stickstoff abgelgscht wurde. Dann wurde in 2,11 frisch destilliertem
peroxydfreiem Ather gelost und unter Stickstoffatmosphire nach der fiir die Apparatur
gegebenen Vorschrift im Durchlauf bestrahlt, Bestrahlungsdauer total 60 Min. Der Ein-
dampfriickstand der Bestrahlungslésung (1,57 g gelbliches Harz) wurde in 5 cm? frisch
iber Na dest. Dioxan und 5 em?® abs. Pyridin gelést und mit 1,5 g 3,5-Dinitrobenzoyl-
chlorid (pulv.) unter Wasserkiihlung und Umschwenken versetzt. Nach 63 Std. Stehen
(evakuiert, im Dunkeln) wurde mit Eiswasser auf 100 cm? verdiinnt. Der ausgefallene gelbe
Niederschlag, zunichst klebrig, war nach einigem Stehen unter gelegentlicher mechanischer
Bearbeitung filtrierfahig. Er wurde abgesaugt, griindlich mit Wasser ausgewaschen und
wiederholt mit kaltem Ather extrahiert. Die abgesaugten Atherextrakte wurden tiber
Kaliumhydrogencarbonat-Lésung und Eis gesammelt.

Der Filterriickstand, mit Methanol und Aceton nachgewaschen, bestand aus 0,38 g
ziemlich reinem 7-Dehydro-cholesteryl-dinitrobenzoat.

Der gesamte Atherextrakt wurde dreimal mit Kaliumhydrogencarbonat-Losung aus-
geschiittelt und in iiblicher Weise aufgearbeitet, Riickstand 1,95 g gelbrotes Dinitrobenzoat-
harz. Es 16ste sich bis auf geringe amorphe Bestandteile in Petrolidther. Die Losung wurde
durch eine Saule aus 60 g Al,O, (aktiviert) chromatographiert; die Elution mit Petroldther
war nach total 2500 cm? vollstandig, Gesamtriickstand 1,40 g hellgelbes Harz. Aus einer
Losung in etwa 10 cm?3 Petrolather kristallisierte bei — 10° Vitamin-D;-dinitrobenzoat aus.
Es wurde abgesaugt und mit gekiihltem Petroléther nachgewaschen. Beim Wiederauflosen
dieses Niederschlags in wenig kaltem Ather blieb etwas 7-Dehydro-cholesteryl-dinitro-
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benzoat ungelést. Es wurde abfiltriert und mit kaltem Ather nachgewaschen. Das verei-
nigte Filtrat wurde zur Trockne eingeengt und noch einmal aus Petrolather umkristalli-
siert; ebenso wurden auch aus den Mutterlaugen noch Kristallisate gewonnen. Total
wurden erhalten: 0,40 g, Smp. 131,5—132,5°, [a]%—{- 93,39 4 20 (¢ = 0,564 in CHCL,);
0,04 g, Smp. 131—133°, [«]%-5+89,5° 4 2° (¢ = 0,520 in CHCl,); 0,06 g (erst nach lan-
gerem Stehen der letzten Mutterlauge erhalten, nicht weiter charakterisiert).

Alle drei Fraktionen waren ganz blassgelb und haben die theoretische Aktivitit
1 mC/25,7 mMol. Vitamin-D;-dinitrobenzoate mit den Konstanten von Fraktion 1 oder 2
haben erfahrungsgemiss eine Reinheit von etwa 909%,.

Vitamin-D;-4-14C-butyrat (XIIId): 115 mg Vitamin-D,-4-14C-(3’, 5’-dinitro-
benzoat) (XIII¢, theor. Aktivitit 1 mC/25,7 mMol) wurden mit frisch iiber Na dest. Dioxan
und frisch bereiteter 5-proz. methanolischer KOH (je 4 cm?) 1 Std. im Vakuum bei Raum-
temperatur belassen, wobei eine rotviolette Losung entstand. Nach Verdiinnen mit frisch
destilliertem Ather wurde viermal gegen viel Wasser verteilt und die Atherlésung in
iiblicher Weise aufgearbeitet.

Das erhaltene Harz von freiem Vitamin-D, (85 mg) wurde mit 3 cm?® abs. Pyridin
und 1 em? dest. n-Buttersdureanhydrid 63 Std. im Vakuum bei Raumtemperatur belassen.
Nach Zusatz von etwas Methanol und Stehen fiir eine weitere Std. bei Raumtemperatur
wurde im Vakuum im Warmwasserbad moglichst eingeengt, der Riickstand zwischen Eis-
wasser und frisch dest. Ather verteilt, die Atherlésung dreimal mit verd. Salzsiure und Eis,
zweimal mit Wasser, dreimal mit Kaliumhydrogencarbonat-Losung und Eis und einmal
mit Sole ausgeschiittelt und in iiblicher Weise aufgearbeitet.

Die 0,20 g harziger Riickstand l6sten sich nicht ganz in Petrolather; etwas weisse kri-
stalline Substanz blieb ungeldst. Die Petrolédtherlosung wurde durch eine Saule aus 6,0 g
Al O, (nicht aktiviert) filtriert. Beim Nachwaschen in Petrolather war alle eluierbare
Substanz in den ersten 120 cm? enthalten, Eindampfriickstand 159 mg farbloses Ol. Es
kristallisierte aus kalter konzentrierter Acetonlosung auf vorsichtigen Methanolzusatz. Die
Kristallisation wurde bei — 10° vervollstindigt. Nach dem Absaugen wurde mit gekiihltem
Methanol nachgewaschen. Das Kristallisat wurde in Petrolather gelost und zusammen-
gespiilt und der Eindampfriickstand noch einmal aus Aceton-Methanol umkristallisiert.
Erhalten wurden 43 mg Vitamin-D,-butyrat als farblose Nadelchen:

Smp. 62—64°, [a]%s +39,20 4 20 (¢ = 0,315 in CHCl,).
E}(}é’m: 343,1; 390,2; 329,4 fir A 255, 265, 273 mu bzw. (Cyclohexan);
entspricht einein Gehalt von 929, Vitamin-D,-butyrat.

Theor. Erwartung: 1 mC/25,7 mMol = 0,085 xC/mg; gezihlt 0,03 cm?3/0,01656 mg:
cpm 232 £ 5, daraus berechnet 43,7 dis/sec/0,01656 mg = 0,071 uC/mg.

(Konstanten von reinem Vitamin-D,-butyrat: Smp. 63—65°, [a]p +39° (CHC),
Imax 265 my, El% — 423.)

Erhaltene Ausbeuten.

Erhalten in % der Theorie aus:
Produkt
1I VI | VII |VIIIa|VIIIb | XIIc | XIIIc
vi. . .. .|63
Vil . . . .| 58 93
VIiila . . .| 42 67 72
VIIb . . . |39 63 68 94
XIIe. . . . {16 26 28 39 41
XIIle . . .| 3,2 5,2 5,6 7,7 8,2 | 20
XImrd . . .| 145 23 2,51 3,5 3,7 9,0 45
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Zusammenfassung.

Es wird die Synthese von Vitamin-D,-4-14C-butyrat durch eine
Kombination grundsétzlich bekannter, etwas vereinfachter Methoden
beschrieben.

Forschungsinstitut der
Dr. A. Wander AG., Bern,
Leitung: PD. Dr. med. G. Schinholzer.

104. 1-Methyl-4-benzyl-piperidin-4-carbonsiure-ithylester
und neue Synthese des 1-Methyl-4-cyano-piperidins
von J. Schmutz und F. Kiinzle.

(22. IV. 55.)

Kiirzlich haben wir, ausgehend von Malonester, die Synthese des
N -Methyl-piperidin - 4,4 - dicarbonsiure - didithylesters?) beschrieben,
welche durch stufenweisen Aufbau des Piperidinringes nach der
Methode von Kdgi & Miescher?) gelang. Diese Methode liess sich nun
auch auf den Cyanessigester iibertragen.

Wir erhielten durch Umsetzen von N,N-Dimethyl-g-amino-
dthyl-cyanessigsaure-dthylester (I)3) und N-Benzyl-methyl-g-amino-
athyl-cyanessigsidure-ithylester (II) mit Athylenbromid die ent-
sprechenden quaterniren Bromide III und IV. Die Ausbeuten waren
allerdings bedeutend geringer als bei der Synthese des N-Methyl-
piperidin-4, 4-dicarbonsdure-esters?).

Durch saure Verseifung des 1,1-Dimethyl-piperidinium-4-cyano-
4-carbonsidure-dthylester-bromides (III) in der Kélte erhielten wir
die entsprechende Siure V. Die Pyrolyse dieses quaternéren Bromi-
des V ergab in guter Ausbeute unter gleichzeitiger Decarboxylierung
und Methylbromid-Abspaltung das gesuchte 1-Methyl-4-cyano-pipe-
ridin (X). Unser Produkt erwies sich als identisch mit dem kiirzlich
von Grob & Renk#%) synthetisierten 1-Methyl-4-cyano-piperidin. Diese
Autoren erhielten das Nitril X iiber das N-Methyl-isonipecotinsiure-
amid durch Wasserabspaltung mittels Thionylchlorid.

Fiir einen Konstitutionsbeweis, auf den wir spéter zuriickkom-
men werden, benétigten wir den 1-Methyl-4-benzyl-piperidin-4-car-
bonsdure-dthylester (VIII). Das 1-Methyl-4-cyano-piperidin (X)

1) J. Schmutz, F. Kiinzle & R. Hirt, Helv. 37, 1762 (1954).

2y H. Kigi & K. Miescher, Helv. 32, 2489 (1949).

3} W. Huber, R.O. Clinton, W. Boehme & M. Jackmann, J. Amer. chem. Soc. 67,

1618 (1945).
%) (. A. Grob & E. Renk, Helv. 37, 1672 (1954).





