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U N  M O D I > L E  D E  S Y N T H ~ 2 S E  P E P T I D I Q U E .  

P R O P R I I ~ T E S  D U  B E N Z O Y L P H O S P H A T E  D E  P H J ~ N Y L E  

par 

H. CHANTRENNE" 

Laboraloires de Morphologie a~imale et de Physiologie cellulaire, Facultd des Sciences, 
~rmversil~ de 1;ruxelles (Belgique) 

I. INTRODUCTION 

Au cours de recherches ant6rieures ~, 2 nous avons observ6 que le dibenzoylphosphate  

r6siste beaucoup mieux "~ l 'hydrolyse que le monobenzoylphosphate ,  et que l 'une de ses 

fonctions anhydride r fagi t  tr6s rap idement  ~ 37 ° avee le groupe N H ,  des acides a-amin6s 

en solution aqueuse h PH 7.4 alors que le monobenzoylphosphate  est inerte dans les 
m~mes conditions. 

En  engageant  le groupe phosphorique du benzoylphosphate  dans une seconde 

liaison anhydride,  on prot6ge donc l 'aut re  liaison anhydride contre l 'hydrolyse,  et on 

l ' ac t ive  vis-a-vis des amines primaires. 

Les expfr iences ddcrites ci-dessous ont 6t6 entreprises dans le but  de connaitre 

l ' influence d 'un  subst i tuant  d 'un  autre type - -  un ph6nol - -  sur les propri6t6s de la 
liaison anhydride du benzoylphosphate.  

II. SYNTHESE DU BENZOYLPHOSPHATE DE PHI~NYLE 

Nous avons obtenu du benzoylphosphate  de ph6nyle en faisant agir du chlorure de 
benzoyle sur le sel d 'argent  du phosphate  de ph6nyle. 

Pr@aration du scl d'argent du phosphate de phdnyle 
Le phosphate de ph6nyle a 4t6 prfpar6 selon FREEMAN ET COLVER3; on en a isol6 le sel diso- 

dique, qui a 6t6 purifi6 par recristallisation darts l'eau-alcool. 
A une solution de 21.8 g de C6HsPO4Na 2 (= o.I molg) dans 300 ml d'eau, on a ajout6 une solu- 

tion de 35 g de nitrate d'argent (= 0.22 molg) dams 15 ° ml d'eau. Le pr6cipit6 microcristallin a 6t6 
lay6 A l'eau froide, ~ l'alcool, 5, l'6ther, puis s6ch6 dams le vide en presence d'acide sulfurique, ~ l'abri 
de la lumi~re. Le produit obtenu est beige clair. 

On a dos6 I'argent par la mfthode classique de VOLHARD, et le phosphore par la m6thode de 
KOTTNER ET LIECHTENSTEIN 13. 

Trouv6 7.95% P 56.5% Ag 
Valeurs thboriques pour C~HsPO~Ag ~ 7.96% P 55.7 %Ag 

Benzoylphosphate de phdnyle 

Toutes les operations qui suivent  s 'effectuent en chambre froide ( +  2 °) ~ l 'a ide 
de mat4riel  et de produits  froids. 

Dans un flacon sec, on int rodui t  8 g de sel d 'argent  du phosphate  de ph6nyle 

* "Charg6 de Recherches" du Fonds National de la Recherche Scientifique. 
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C6HsPQAg2, 50 ml d'6ther, et quelques billes de verre. On y ajoute un m61ange de 8 ml 
de chlorure de benzoyle et 5o ml d'ather. On agite vigoureusement le flacon pendant 
une demi-heure. La r6action se d6clanche apr~s quelques minutes: le m61ange s'fchauffe 
16g~rement et devient p~teux, puis le chlorure d'argent form6 s'agglom~re et se s@are; 
on 61imine les sels d 'argent par centrifugation, on les lave deux fois ~ l '6ther et on ras- 
semble les solutions 6thdr6es qui contiennent du chlorure de benzoyle, de l'acide ben- 
zoique, un peu de phosphate de ph6nyle et du benzoylphosphate de ph6nyle. 

Isolement du sel d'a~gent du benzoylphosphate de ph~nyle 

On verse la solution 6th6r6e dans une ampoule ~ d6canter; on y ajoute 1/4 de son 
volume d'eau glac6e et une goutte de solution de vert  de bromocr6sol. On amine le 
PH h 4.5 par addition d'une solution de NaOH ~ 20%, et on laisse 15 minutes h la glaciate 
en agitant de temps en temps et en maintenant le PH ~ 4.5. 

On s6pare alors la couche aqueuse, on y ajoute de l'acide nitrique 5 N pour amener 
le PH en dessous de 4 (couleur orange de l'indicateur). On extrait 3 fois h l'6ther en rame- 
nant 6ventuellemem: le PH en dessous de 4 apr~s chaque extraction; le gros de l'acide 
benzoique est ainsi ,51imin6. 

On dose les ions chlore pr6sents, sur i ml de solution (m6thode de VOLHARD) et 
on ajoute un peu plus de la quantit6 calcul6e d'une solution k 5 % de nitrate d'argent. 
On 61imine le pr6cipit6 de chlorure d'argent par centrifugation, on ajuste le PH t~ 7 et 
on ajoute quelques gouttes d'une solution ~ 25% de nitrate d'argent, en agitant;  si la 
solution contient du phosphate de ph6nyle, son sel d 'argent pr6cipite imm6diatement tt 
l '6tat amorphe ou en tr6s petits cristaux, qu'on 61imine. Lorsque l 'addition d'une goutte 
de solution ~ 25 % de nitrate d 'argent ne cause plus de pr6cipitation, on ajoute un volume 
de solution ~ 25 % de nitrate d 'argent 6gal au dixihme du volume de la solution trait6e. 
De longues aiguilles incolores apparaissent peu ~ peu; on laisse la solution dans la cham- 
bre froide pendant deux heures; on agite de temps en temps et on r6ajuste le PH qui 
s'abaisse au cours de la cristallisation. (Utiliser ~ cette fin de la soude tr6s dilu6e, et 
agiter vigoureusement pour 4viter la precipitation d'oxyde d'argent.) On essore les 
cristaux sur un filtre de Biichner, on les lave avec le moins possible d'eau glac6e, et on 
les s6che dans le vide en prfsence d'acide sulfurique. 

Trouv4 8.00% P 28. 4 % Ag 
Valeurs thforiques pour C6HsCOPO4AgC6H 5 8.05% P 28.04% Ag 

Isolememt du sel de sodium du benzoylphosphate de ph~nyle 

Apr~s la r6action de C6HsPO4Ag 2 avec le chlorure de benzoyle, au lieu d'extraire 
la solution 6th6r6e par l'eau, on y ajoute deux volumes d'6ther de p6trole. Le liquide 
se s@are en deux phases. On recueille la plus dense, on la lave avec un pen d'6ther de 
p6trole, puis on y ajoute 2 ml d'eau glac~e et une goutte d'une solution de vert  de bromo- 
cr6sol; on ajoute ensuite goutte 5 goutte une solution ~ 20% de NaOH jusqu'au virage 
au vert  de l'indicateur. De longues aiguilles cristallines se s6parent bient6t ; on les essore 

froid sur un filtre de Btichner et on les lave ~ l'6ther. Pour les recristalliser, on les dissout 
darts le moins possible d'eau "k 45-50 °, puis on refroidit la solution ~ o °. 

Trouv6 IO.I % P 
Valeur th6orique pour C~H~COPO~NaC6H.~ lO.33% P 
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III.  PROPRIb2TI~S DU BENZOYLPHOSPHATE DE PHt~NYLE 

r. R~action avec l'hydrox),l,imine 

Comme les autres acylphosphates, le benzoylphosphate de ph6nyle r6agit avec 
l 'hydroxylamine en formant un acide hydroxamique (acide benzhydroxamique) ddcelable 
par la formation d 'un complexe rouge avec les ions ferriques en milieu acide fort. 

LIPMANN ET TUTTLE 4 ont utilis6 cette rdaction pour le dosage de l 'ac4tylphosphate; 
nous l 'avons employee pour doser le benzoylphosphate et le dibenzoylphosphate ~. Elle 
permet aussi de doser le benzoylphosphate de ph6nyle. 

L'exp6rience suivante montre que la r6action du benzoylphosphate de ph6nyle 
avec l 'hydroxylamine N ~ pu 7.4 peut &re considfrde comme compl6te apr6s 45 minutes 
d'incubation 8 37 °. 

Expdrience 

On a mis  en suspension dans  6 ml  de t a m p o n  de phospha te  M/3 o !:.H 7.4 c o n t e n a n t  du chlorure  
de sod ium (M]5o) 23 mg  de sel & a r g e n t  du benzoy lphospha t e  de ph6nyle ;  on a 61imin6 le chlorure  
d ' a r g e n t  pa r  cen t r i fuga t ion .  

On a plac6 dans  un  t h e r m o s t a t  b. 37 ° 5 ml  du l iqu ide  su rnagean t ,  puis  on y a a jout6  5 mI d 'u l le  
so lu t ion  2 N d ' h y d r o x y l a m i n e  PH 7.4. Aprhs des dur6es d ' i n c u b a t i o n  b ien  d6termin6es,  on a pr61ev6 
des 6chant i l lons  de I mi  du l iquide ,  e t  on les a m61angbs chaque  lois ~ I ml  d 'une  so lu t ion  ~ 1.66% de 
FeCI~ dans  HC1 normal .  Les so lu t ions  rouges  ob tenues  on t  6t6 dilu6es pa r  a d d i t i o n  de 2 ml de FeCI 3 
o.83% dans  HC1 o. 5 N. On a d6 te rmin6  l ' i n t ens i t6  de la co lora t ion  rouge ~ l ' a ide  d 'un  p h o t o m a t r e  
Spekker  (filtre v e r t  H 455-O.G.I . )  cuve t t e  de 5 mm.  

Dur~e & i n c u b a t i o n  E x t i n c t i o n  lue 

5 m i n u t e s  o.288 
I 0  ,, O.390 
2o , o. r(~r 

3 ° ,. o.475 
45 ,, °.481 
7 ° ,, o. t8I 

2. Vitesse d'hydrolyse 

La demi-dur& de vie du monobenzoylphosphate ~t 37 ° en solution aqueuse p~ 7.4 est 
d'environ 4 heures 4o minutes; celle du dibenzoylphosphate, de 45 heuresl'  2. Le benzoyl- 
phosphate de ph6nyle est encore plus stable: apr~s 6 heures d'incubation h 37 °dans  un 
tampon de phosphate PH 7.4 la teneur en groupes anhydride d'une solution M/Ioo de 
benzoylphosphate de ph~nyle n'accusait pas de diminution mesurable par la mfithode 

l 'hydroxylamine. Apr~s 26 heures ~ PH 7.4 et 37 ° (en presence d'un peu de tolubne utilis6 
comme antiseptique) la concentration avait d&ru de moins de 4%. 

La liaison anhydride du benzoylphosphate de ph6nyle r6siste donc beaucoup mieux 
l 'hydrolyse que celle du benzoylphosphate. 

3. Rdaction du benzoylphosphate de phdnyle avec le glycocolle 

Nous venons de voir qu'~t 37 ° en solution aqueuse de PH 7.4 le benzoylphosphate 
de ph6nyle est tr~s stable. Si on ajoute du glycolle ~t la solution sans modifier le PH, 
on observe la disparition rapide de la liaison anhydride: 

Expdrience 
On plonge darts un  t h e r m o s t a t  r6g16 5. 37 ° deux  tubes  ~ essais  c o n t e n a n t  les m61anges su ivan t s  : 

A. 5 ml  so lu t ion  de b e n z o y l p h o s p h a t e  de ph6nyle  M[5o duns un  t a m p o n  de phospha te  M/IS pH 7.4 
+ 5 ml  t a m p o n  de p h o s p h a t e  M/I5  PH 7.4. 

B. 5 ml  de la m6me so lu t ion  de benzoy lphospha te  de phdnyle  
-{- 5 ml sohl t ion  de gl),cocolle M/5 duns un t a m p o n  do ph~sphnte  M/15 pH 7.1- 
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Apr~s des  d u t i e s  d ' i n c u b a t i o n  b ien  d6termin~es ,  on pr~l~ve i mi  de chacun  des  m61anges et  
on  l ' a jou te  g i ml  d ' u n e  so lu t ion  uo rma le  d ' h y d r o x y l a m i u e  (PH 7). On  laisse g 37 ° p e n d a n t  45 rain, 
pu is  on a jou te  2 ml  d ' u n e  so lu t ion  de FeCla k 1.66°/o dans  HC1 normal .  La  colora t ion  rouge v io le t te  
de l ' h y d r o x a m a t e  fer r ique  a p p a r a t t  i m m 6 d i a t e m e n t ;  on d e t e r m i n e  l ' i n tens i t6  de cet te  coiorat ion 
l 'a ide  d ' u n  p h o t o m ~ t r e  Spekker  (filtre v e r t  H.  455-O.G.I . ) .  

Le t a b l e a u  s u i v a u t  r a s semble  les r6su l t a t s  o b t e n u s :  

A B 

Dur6e  d ' i n c u b a t i o n  Groupes  a n h y d r i d e  r e s t a n t  Dur6e d ' i n c u b a t i o n  Groupes  a n h y d r i d e  r e s t a n t  

o min  

60 

360 

I O0 °,~) 

Ioo0/o 

ioo% 

o m i n  
io , j  

20 ,, 
3 ° ,. 
60 ,, 
9 ° ,, 

12o ,, 
180 ,, 
33 ° ,, 

IOO % 
84.3% 
74.2 % 
63.9% 
45.2% 
3 4 . I %  
26.9% 
~6.4% 

6.3% 

D a n s  les coudition:~ exp~r imen ta l e s  adopt6es,  la moit i6 du benzoy lphospha te  de ph6nyle  dis-  
para~t  en  50 min .  

4. Fo.rmation d'acide hippurique dam cette r~action 

Exp&ienc e 

D a n s  3o ml  de t a m p o n  de p h o s p h a t e  M/I5  PH 7.4 c o n t e n a n t  8o m g  de NaC1, on a mis  en  sus-  
pens ion  250 m g  de sel d ' a r g e n t  du  benzoy l phospha t e  de ph6ny le ;  on  a 61imin6 le ch lorure  d ' a r g e n t  
form6, pa r  c e l t r i f uga t i on .  D a n s  la so lu t ion  de benzoy lphospha t e  de ph6nyle  a ins i  pr6par6e,  c n  a 
d issous  225 m g  de glycccolle.  La  so lu t ion  a ~t6 mise  d a i s  u n  t h e r m o s t a t  r~gl6 A 37 °. On  a su iv i  
les progr~s de la r6ac t ion  p a r  dosage des  g roupes  a n h y d r i d e .  

Apr(}s 6 heures ,  99% des  g roupes  a n h y d r i d e  a v a i e u t  d i sparu .  O n  a a jou t6  d e u x  gou t t e s  de bleu 
de thymol ,  pu i s  de l 'acide su l fu r ique  io  N jusqu 'A v i rage  au  rouge  de l ' ind ica teur .  On  a e x t r a i t  
IO lois g l '6ther,  en  u t i l i s an t  3 ° ml  d ' 6 the r  pou r  chaque  ex t r ac t ion .  La  so lu t ion  6th6r~e a ~t~ s6ch6e 
sur  su l fa te  de sod ium.  L '6 ther ,  chass~ pa r  dis t i l la t ion,  a laiss6 u n  r6s idu blanc cris tal l in.  On  a re- 
cristall is6 deux  lois ce p r o d u i t  dans  l 'eau.  Les  c r i s t aux  o b t e n u s  d o n n e n t  une  solut ion acide,  leur  
fo rme  es t  celle des  cr is~aux d ' ac ide  h ippu r ique .  Ils f onden t  g 186.5-187% e x a c t e m e n t  en  m 6 m e  
t e m p s  q u ' u n  6chant i l lon  d 'ac ide  h ippur ique ,  e t  q u ' u n  m61ange de quan t i t b s  6gales de ces c r i s t a u x  
e t  d ' ac ide  h i p p u r i q u e  a u t h e n t i q u e .  

Nous pouvons donc conclure que le benzoylphosphate de ph6nyle r6agit avec le 
glycocolle en solution aqueuse ~ PH 7.4 en formant de l'acide hippurique. 

Le tampon de phosphate n'est pas n6cessaire k la r6action du gly~ocolle avec le 
benzoylphosphate de ph6nyle: celle-ci se produit aussi bien dans un tampon de v6ronal 
M/2o PH 7.4. 

A PH 4 .6, dans un tampon d'ac6tate, le benzoylphosphate de ph6nyle s'hydrolyse 
lentement; il est presque aussi stable qu'g PH 7.4- A PH 4 "6, le glycocolle M/Io ne r6agit 
que tr~s lentement avec le benzoylphosphate de ph6nyle M/Ioo: moins de 4% des liai- 
sons anhydride disparaissent en 4 heures k 38 °. 

5. R~action avec l'ammoniaque 

Dans des conditions exp6rimentales identiques ~ celles d6crites au § 3 ~ cela pros 
que le glycocolle 6tait remplac6 par du chlorure d'ammonium ~ la m6me concentration 
mol6culaire, on a observ6 ~galement une rapide disparition des liaisons anhydride. 

L'ammoniaque r~agit donc avec le benzoylphosphate de ph~nyle ~ peu pros ~t la 
m~me vitesse que le glycocolle, dans les in6mes conditions de PH et de concentration. 
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l)ur6e d'inctlbati(m 

o inin 
I5 ,, 
3 ° , ,  

4 5  . 

7 5  . 
1 2 0  , ,  

1 8 0  , ,  

255 ,, 

6. Rdaction avec les amines aromatiques 

Groupes anhydr ide  restallt  

I O 0  ' ; ;  

s6.6% 
76.7?, 
07.9% 
56.9% 
44.2 % 
3 ~. 7 7,, 
24.8'¢ 0 

Dans des conditions identiques de concentration, PH et temp4rature, l'aniline ou 
l'acide p-aminobenzoique rfagissent beaucoup plus lentement que le glycocolle ou 
l 'ammoniaque avec le benzoylphosphate de ph4nyle; les chiffres suivants en font foi: 

Aniline 

Dur6e d ' incubat ion [ Groupes anhydr ide  rcstant: 

O min 
I 5  , ,  

3 ° ,, 
45 ,, 
75 ,, 

I 2 0  , ,  

18o ,, 
255 ,, 

o '  I 0 0  , o  

96 6°0 
t 9 5 . 6 %  

04.4 % 
93.2% 
89.6% 
84.4°'o 
82.2(}[~ 

A PI~ 4 .6, la r6action avec l'aniline se prodnit aussi, et k unc vitesse comparable 
(concentration r4duite k 85 % en 4 heures). 

~ 9o ~ " ~ - - - o - -  - - o . _  L _ 

~ ao " ~  
bo 
~, 6o 

3o  

20 

I0 
0 

\ 

" - - - - - - . . ~ . _ _ . _ _ _ .  

'o 

~ a  
b 

"x 
¢ 

ao oo 9o 12o I~o I8o 2to 2~o zTo 3oo 

Fig. z .  R6action du benzoylphosphate  de ph~nyle avec les amines;  t emp6ra tnre :  37°; t a mpon  de 
M M M 

phosphate  ~ PH 7.4 concentrat ions : benzoylphosphate de ph~nyle : --zoo amines : --.1o 

a : aniline b : ammoniaque  c : glycocolle 
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IV. ACTION DE L'ACYLPHOSPHATASE SUR DES BENZOYLPHOSPHATES SUBSTITUI~S 

LIPMANN ET TUTTLE 5, SHAPIRO ET W E R T HE IM ER ~, LEHNINGER 7 o n t  signal6 l ' e x i -  

stence dans les tissus animaux d'un enzyme difffrent des phosphatases banales, et qui 
hydrolyse les acylphosphates. Nous avons not6 dans une publication ant6rieure 2 que 
cet enzyme - -  ou un enzyme du m~me type - -  attaque rapidement le monobenzoyl- 
phosphate. 

Nous avons soumis du monobenzoylphosphate, du dibenzoylphosphate et du ben- 
zoylphosphate de p~,6nyle ~ une m~me preparation d'acylphosphatase dans des condi- 
tions identiques, afin de comparer l 'activit6 de l 'enzyme sur ces trois composfis voisins. 

Experience 

E n z y m e  : On  a mis  en  suspens ion  dans  io  ml  de t a m p o n  de v6ronal  M] io  PH 7.4 25o m g  de poud re  
ac6 tonique  de foie de ra t .  AprSs une  heure  de con tac t  5  ̀la t e m p b r a t u r e  du  l abora to i re  (21 °) la suspen-  
s ion  5. 6t6 cent r i fug6e  io  m i n u t e s  5. 3000 t / rain.  

On  a uti l is6 darts ~'exp6rience d6cri te c i-dessous le l iquide s u r n a g e a n t  clair,  qu i  ava i t  s6journ~ 
une  n u i t  darts la c h a m b r e  froide ( +  2°). 

On  a plac6 darts u n  t h e r m o s t a t  r6g16 5  ̀37 ° t ro is  t ubes  5  ̀essais  c o n t e n a n t  les solut ions  s u i v a n t e s  : 
A. 4.5 ml  de benzoy lphospha t e  0.0045 M dans  u n  t a m p o n  de v6ronal  M/ io  PH 7.4 
B. 4.5 ml  de d ibenzoy lphospha t e  o.oo23 M dans  le m 6 m e  t a m p o n  
C. 4.5 m l  de benzoy lphospha t e  de ph6nyle  0.0045 M darts te m~me  t a m p o n .  

On  a a lou t6  ~. chacune  des  so lu t ions  I ml  de la so lu t ion  d ' enzyme .  Apr~s des  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  
d6termin6s ,  on  a pr~lev,~ i ml  de chacune  de ces solut ions,  e t  on  a m61ang6 chacune  des  prises  d 'essa i  
/~ i ml  d ' h y d r o x y l a m i n e  2 N PH 7. AprSs 45 rain d ' i n c u b a t i o n  A 37 °, on  a a jou t6  ~ chacun  de ces 
m61anges 2 ml  d ' u n e  so lu t ion  de 1.66 g FeC13 e t  4 g d ' ac ide  t r i ch lorac6 t ique  darts zoo ml  d ' ac ide  
ch lo rhydr ique  normal .  Les  prot6 ines  son t  pr6cipit6es, e t  la co lora t ion  rouge d ' h y d r o x a m a t e  fer r ique 
se d6veloppe aus s i t 6 t ;  apr~s 3 ° ra in  de s6jour  /~ o% le pr6cipit6 de prot6ines  a 6t6 61imin6 pa r  cen-  
t r i fuga t ion ,  e t  l ' in tens i t6  de la co lora t icn  rouge  d6 te rmin6e  5  ̀l 'a ide d ' u n  pho tom~t re  Spekker  (filtre 
ve r t  O.G.I . ) ,  

Les r6sultats de cette experience ont ~tfi rassemblfs dans la Fig. 2 qui repr6sente la 
~IOO, 
~, 9o 
-~ eo 

~ 50 - - -  

4O 

30 

20 

10 

5 10 40 T~mps(minut~Q 

r 

2r 

n t  

2O 3O 

Fig. 2. Ac t ion  d ' u n  mSme e x t r a i t  de poudre  ac6tonique  de foie de r a t  su r :  I. Le benzoy lphospha t e  
de ph6nyle .  II .  Le d ibenzoy lphospha te .  I I I .  Le benzoy lphospha te .  T e m p 6 r a t u r e :  37°; t a m p o n  de 

v6ronal  M PH 7.4; concen t r a t i on  des  groupes  a n h y d r i d e  au  t e m p s  z6ro:o.0036 M. 
I O  
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variation de la teneur en groupes anhydride au cours du temps en pr6sence de l'enzyme, 
et pour chacun des substrats. 

Cette figure montre clairement que  le dibenzoylphosphate et surtout le benzoyl- 
phosphate de ph6nyle sont beaucoup moins vite hydrolysds que le monobenzoylphosphate 
en prdsence d'uu extrait de poudre ac4tonique de foie de rat. 

V. DISCUSSION. CONCLUSIONS 

L'est6rification de l'un des groupes acides du benzoylphosphate par le phdnol a 
pour effet de prot6ger la liaison anhydride contre l'hydrolyse et de l'activer vis-'k-vis 
des amines primaires aliphatiques et de l'ammoniaque. Cet effet est qualitativement 
semblable ~t celui qu'on observe lorsqu'on engage le groupe phosphorique du benzoyl- 
phosphate dans une seconde liaison anhydride 2. Le benzoylphosphate de ph6nyle est 
encore moins sensible ~ l'hydrolyse que le dibenzoylphosphate; il r6agit aussi un peu 
moins vite que ce dernier avec les amines. 

Les travaux de LIPMANN 8, P. P. COHEN ET IV[c. GILVERY 9, BORSOOK ET DUBNOFF 1°, 

SPECK n ,  ELLIOTT 12 montrent que la formation de la liaison peptidique au cours de la 
synth6se de l'ac6tylsulfanilamide, de l'acide p-aminohippurique, de l'aeide hippurique, 
de la glutamine, requiert l 'intervention de l'acide ad4nosinetriphosphorique; cela sugg6re 
qu'il se forme, aux d6pens de I'A.T.P., des d6riv6s phosphoryl6s interm6diaires ~ poten- 
tiel chimique 61ev6, peut-6tre du type des acylphosphates. 

La formation d'acide hippurique in vitro ~t partir de glycocolle et de dibenzoyl- 
phosphate a, ~ ou de benzoylphosphate de ph6nyle constitute un mod61e de formation 
d'une liaison peptidique "X partir d'amines et de d6riv6s d'acylphosphates, dans les con- 
ditions ,,physiologiques" de Pn et de temp6rature. Ce mod61e pourrait, croyons-nous, 
jeter quelque lumihre sur le mode de formation des liaisons peptidiques dans la cellule 
vivante, et en particulier sur le m6canisme intime du "couplage" de cette synth~se avec 
les cycles de la phosphorylation dispensateurs d'6nergie. 

I1 est permis d'imaginer par exemple que les carboxyles des acides amin6s ou de 
leurs pr6curseurs imm6diats s'activeraient au niveau de groupes phosphoriques li6s 
d'autre part k quelque constituant cellulaire - -  coferment phosphoryl6, acide nucl6ique 
--- et deviendraient ainsi capables de r6agir avee les groupes amine d'autres acides amin6s. 

D'un point de vue purement chimique, la r6action observde indique la possibilit6 
de r6aliser la synth6se d'un polypeptide par polycondensation en solution aqueuse et 

/OR' 
basse temp6rature de d6riv6s du type H2N-R-CO-O-P" O 

\OH 

RgSUMR 

Synth~se de benzoylphosphate de ph6nyle ; isolement de ses sels de sodium et d 'argent cristMlis&s. 
Le benzoylphosphate de ph6nyle est tr~s stable g 37 ° en solution aqueuse gt pH 2-4. 
I1 r6agit rapidement avec le glycocolle en solution aqueuse/~ pH 7.4 et 32 °, en formant de l'acide 

hippurique. Une liaison peptidique se forme donc spontan6ment dans les conditions "physiologiques" 
de temp6rature et  de pH, dans une r6action qui met en jeu un acide amin6 et un d6riv6 d'acylphosphate. 

Le benzoylphosphate de ph6nyle r6agit 6galement avec l 'ammoniaque et, beaucoup plus lente- 
ment, avec les amines aromatiques. 

Le dibenzoylphosphate et le benzoylphosphate de'ph6nyle sont beaueoup moins r i te  hydrolgs6g 
que le monobenzoylphosphafe en pr6sence d 'extraits  de tissus eontenant  l 'acylphosphatase. 

t3ibliographie p. 293. 
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Br~ve discussion de ces r~sultafs et  de leur signification, notamment  cn ce qui concerne le 
m6canisme de la formation des liaisons peptidiques. 

SUMMARY 

Phenyl benzoylphosphoric acid has been synthesized; its crystalline sodium and silvcr salts 
have been isolated. 

Phenyl benzoylphosphate is very stable at  37 ° in aqueous solution of PH 7-4. 
I t  reacts readily at 37 ° with glycine in aqueous solution (PH 7.4) forming hippuric acid. A pep- 

tide linkage thus spontaneously forms under "physiological" conditions of PH and temperature, 
in a reaction inv.olving an aminoacid and an acylphosphate derivative. 

Phenyl benzoylphosphate also reacts with ammonia and, much more slowly, with aromatic 
amines. 

Dibenzoylphosphate and phenyl benzoylphosphate are much less readily hydrolysed than 
monobenzoylphosphate in presence of tissue extracts containing acylphosphatase. 

These results are discussed with special reference to their possible significance for the under- 
standing of the mechanism of peptide linkage formation. 

ZUSAMMENFASSUNG 

PhenylbenzoylphosphorsXure wurde synthetisiert;  ihre kristallisierte Nat r ium-und Silbersalze 
wurden isoliert. 

Phenylbenzoylphosphat ist bei 37 ° in w~Lssriger L6sung von PH 7.4 sehr stabil. 
Es reagiert bei 37 ~ schnell mit  Glykokoll in w~issriger L6sung (PH 7.4), wobei Hippurs/hlre 

gebildet wird. Eine P~l~tidbindung entsteht  also spontan unter "physiologischen" Bedingungen yon 
PH und Temperatur 15ei einer Reaktion zwischen einer Aminosgure und einem Derivat eines Acyl- 
phosphats. 

Phenylbenzoylphosphat reagiert auch mit  Ammoniak und ebenfalls, aber viel langsamer, mit  
aromatischen Aminen. 

Dibenzoylphosphat und Phenylbenzoylphosphat werden bei Anwesenheit yon Gewebeextrak- 
ten, die Acylphosphatase enthalten, viel weniger schnell hydrolysiert als Monobenzoylphosphat. 

Diese Ergebnisse werden unter besondere Beriicksichtigung ihrer eventuelle Bedeutung ffir 
den Mechanismus der Bildung der Peptidbindung diskutiert. 

BIBLIOGRAPHIE 

1 H. CHANTRENNE, Nature, 16o (1947) 603. 
2 H. CHANTRENNE, C. R. Lab. Carlsberg, 26 (1948) 297. 
3 H. F. FREEMAN ETC. W. COLVER, f .  Am. Chem. Sot., 6o (1938) 750. 
4 F. LIPMANN ETC. TURTLE, J. Biol. Chem., 159 (I945) 21. 
s F. LIPMANN ETC. TURTLE, J. Biol. Chem., 153 (1944) 571. 
6 J3. SHAPIRO ET E. WERTHEIMER, Nature, 156 (1945) 690. 

A. LEHNINGER, J. Biol. Chem., 162 (1946) 333. 
s F. LIPMANN, J. Biol. Chem., 16o (1945) 173. 
9 p. p. COHEN ET MC GILVERY, J. Biol. Chem., ]69 (1947) 119; ibid, 171 (1947) 121. 

10 H. BORSOOK ET J. W. DUBNOFF, J. Biol. Chem., 168 (1947) 397. 
n j .  F. SPECK, .[. Biol. Chem., 168 (1947) 403 • 
12 W. H. ELLIOT, Nature, 161 (1948) 128. 
13 T. K/2TTNER ET L. LIECHT~NSTEII% J. Biol. Chem., 86 (193 o) 671. 

Received April I3th, 1948 


