1846 Bamann, Sanchez, Trapmann: Lisung der [Jahrg. 88

LieB man NOBF, (13 mMol) auf die dreifache Menge CH,NH, (40 mMo}) in fliiss.
SO, (170 mMol) eicwirken, so erfolgte bei Raumtemperatur keine Reaktion, erst nach
zweitidgigem Erhitzen auf 100° hatte sich das NOBF, umgesetzt. Im Gasraum wurden N,
(8.8 mMol) und N,O (0.7 mMol) bestimmt, CHyF konnte nicht mit Sicherheit nachgewie-
sen werden, Der salzartige Riickstand setzte sich mit Wasser unter Schwefel-Abscheidung
um, der 80,2©-Nachweis war stark positiv; das SO, muflte also an der Reaktion teilge-
nommen haben),

b) mit Urethan: Aquimolare Mengen (je 10.8 mMol) von NOBF, und Athylurethan
ergaben, in fliissigem Schwefeldioxyd umgesetzt, an leichtfliichtigen Produkten N, (5.1),
NO (3.42) und N,0O (6.73 mMol); in CCl, als Reaktionsmedium waren aus je 13.85 mMol
der Ausgangsprodukte N, (7.2), N,O (6.87) und SiF, (1.0 mMol) entstanden.

263. Eugen Bamann, Luis Fernandez Sanchez und Heinz Trap-
mann: Losung der N—P-Bindung in Phosphoamiden durch seltene
Erdmetalle?)

[Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitit Miinchen]
(Eingegangen am 25. August 1955)

Die gegeniiber Laugen verhaltnismafig sehr stabile N—P-Bindung
der Kreatin-, Arginin- und Guanidinphosphorsiure sowie anderer
Phosphoamide wird bereits bei schwach alkalischer Reaktion und
niedrigen Temperaturen unter dem katalytischen Einflu gewisser
Metall-Ionen gelost. Besonders wirksam sind Cer und Lanthan.

Diese Ergebnisse stellen einen weiteren Beweis fiir die tief-
greifende EinfluBnahme der seltenen Erden auf den Stoffwechsel
unter gewissen Voraussetzungen dar.

Die N—P-Bindung in Phosphoamiden ist Laugen gegeniiber recht resi-
stent. Die Darstellung der Kreatin-, Arginin- und Guanidinphosphorsiure
erfolgt in nicht weniger als 17 » natronalkalischer Losung?3). Um so itber-
raschender ist das Ergebnis, dall diese energiereiche Bindung bereits hei
schwach alkalischer Reaktion und niedrigen Temperaturen unter dem kataly-
tischen Einfluf} gewisser Metall-Ionen gelost wird. Als besonders wirksam
haben sich (‘er und Lanthan erwiesen. Die Katalyse verliuft iiber die Metall-
salze der Phosphoamide als Zwischenverbindungen, in denen die N—P-Bin-
dung Hydroxyl-Ionen gegeniiber instabil geworden ist. Wir haben diese Er-
scheinung bereits vor einiger Zeit am Beispiel der Kreatinphosphorsidure?)
beobachtet: und finden sie nunmehr an der Arginin- und Guanidinphosphor-
séiure sowie am Phosphorsiurediamid bestitigt. Somit kommt zu dem bisher
bekannten Wirkungsbereich!) der lonen seltener Erdmetalle und anderer
Metalle, der in der Losung der C—O—P-Bindung, wie sie in Phosphorséure-

23) Vergl. F. Seel, A. K. Bocz u. J. Nogradi, Z. anorg. allg. Chem. 264, 302 [1951].

1) XVI. Mitteil. der in Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1711, 1980, 2086, 2233 [1938], Chem.
Ber. 81,442, 451, 455,463 [1948], Biochem. Z. 825, 413 [1954], 826, 89, 161, 237 [1954], Chem.
Ber. 88, 199 [1955], Biochem. Z. 826, 507 [1954/55], Chem. Ber. 88, 1726 [1955] veroffentl.
Untersuchungsreihe. Vergl. auch: E. Bamann, Dtsch. Apotheker-Ztg. 94, 528 [1954].

2y K. Zeile u. G. Fawaz, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 258, 193 [1938].

3) G. Fawaz u. K. Zeile, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 263, 175 [1940].

1) E. Bamann, Dtsch. Apotheker-Ztg. 94, 528 [1954].
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estern vorliegt, ferner in der Losung der P—O—P-Bindung, die der Pyro-
phosphorsiure und den Polyphosphorsiuren zugrunde liegt, und schlieBlich in
der Hydratation der Meta- zur Orthophosphorsiure besteht, ein weiterer hinzu.

Die Abspaltung von Phosphorsiure in Phosphoamiden ist auBerdem noch verhiltnis-
maBig leicht durch Wasserstoff-Ionen und auf enzymatischem Wege méglich. Wah-
rend Kreatin- und Argininphosphorsiure durch H-Ionen (n/,,, Siure) etwa gleich rasch
hydrolysiert werden5:¢), ist die Guanidinphosphorsiiure merklich stabiler, die Reaktions-
konstante der Spaltung in »/, HC bei 18° (7-10-5) betrigt nur etwa 1/, des fiir die Kreatin-
phosphorsdure-Hydrolyse geltenden Wertes3). Bemerkenswert ist das Verhalten der
Phosphagene gegeniiber H-Ionen in Anwesenheit von Molybdénsiure. Diese foérdert die
Hydrolyse bei der Kreatinphosphorséure®: % 2), hemmt sie aber bei der Argininphosphor-
siure%7). Uberaus leicht werden das Phosphorsiure-mono- und -diamid durch Saure
dephosphoryliert’). — Was die enzymatische Spaltung der Phosphagene und anderer
Verbindungen mit N—~P-Bindung betrifft, so werden dafiir heute im allgemeinen nicht
die tblichen Phosphatasen, sondern ,,Phosphoamidasen®, also Enzyme, die zur Gruppe
der Amidbindungen spaltenden Fermentgruppe zu zéhlen wiren, angenommen®#8-11), Die
Existenz solcher spezifischer Katalysatoren erscheint uns jedoch experimentell noch nicht
geniigend gesichert'2).

Unter den gepriiften Metall-Tonen entfalten diejenigen des 3-wertigen Cers
die stirkste katalytische Wirkung. Uberrascht waren wir davon, daB das
4-wertige Cer, das wir in Versuchen an Verbindungen, die eine C—O—P-Bin-
dung besitzen, als praktisch unwirksam gefunden haben?), die N—P-Bindung
der Guanidinphosphorsdure etwa gleich schnell oder sogar um ein geringes
schneller spaltet als das 3-wertige Cer. Wihrend Lanthan noch gut wirksam ist,
besitzen Eisen(I11)-Salze, verglichen mit Cer und Lanthan, nur geringen kataly-
tischen Effekt. Praktisch wirkungslos gegeniiber Guanidinphosphorsiure und
Phosphorsgurediamid bei 37° sind Aluminium, Magnesium, Mangan und Zink.

Darin, daBl auch die physiologisch wichtigen Verbindungen Kreatin- und
Argininphosphorsiure dem dephosphorylierenden EinfluB der seltenen Erden
unterliegen, darf man einen weiteren Beweis fiir die tiefgreifende Beeinflus-
sung des Stoffwechsels durch die seltenen Erdmetalle sehen. Die Aufklirung
der interessanten Beobnchtungen von F. Fischler und K. W. Roeck]14:15)
durch unsere Befunde an Zuckerphosphatenl®), Nucleinsiuren!?), Aneurin-
phosphaten?®) und Phosphoproteiden??) erfihrt in den Ergebnissen dieser
Untersuchung eine bestitigende Erweiterung.

5) O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 196, 22 [1928].
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7) K. Lohmann u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 [1926].

8) M. Ichihara, J. Biochemistry [Tokyo] 18, 87 [1933].
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Chemische Berichte Jahrg. 88 121



1848 Bamann, Sanchez, Trapmann: Lisung der [Jahrg. 88

Besehreibung der Versuche

I. Dephosphorylierung von Kreatin- und Argininphosphorsiure
Die Ergebnisse sind in Tafel 1 wiedergegeben.

Tafel 1. Spaltung von Kreatin- und Argininphosphorsdure durch Cer(III)-
und Lanthan-Salze bei pg 8.6 und 37°
(Der Versuchsansatz von 20 ccm enthielt 0.00002 Mol Substrat, 0.0001 Mol Metallsalz und
4 ccm 2.5 n Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer; Zugabefolge B; ¢ = 37°.)
Die Zahlen geben die Dephosphorylierung der Phosphagene in 9, an.

Kreatinphosphogsidure Argininphosphorsiure
Reakt.-Zeit ’

Ces@ I‘a’:‘l@ Ce3® I‘a’3@
0*) Min. 25.8 25.8 274 274
10 Min. 38.6 277 —_ —
15, 435 — — —
30 ,, 71.4 30.7 — —
45 88.8 35.4 — —
60 ,, — 37.1 34.7 31.0
3 Stdn. — 51.5 — 33.0
4 — — 39.9 —
6 — 67.7 45.9 37.0
20 ,, — 88.8 — —
24 — — 68.9 37.5
48 — — — 43.5
72 — — — 46.6

*) Wahrend des 30 Mix. langen Verweilens der Substrate in 1 n schwefelsaurem Milieu (20 Min. bei 87°, 10 Min.
bei 20°), das die kolorimetrische Methode zur Bestimmung der Phosphorsiiure verlangt, erfolgt beachtliche Hydrolyse,
die durch den Nullwert angegeben ist. Dieser muB von den in spiteren Zeiten gemessenen Werten in Abzug gebracht

werden.

109, Spaltung von Kreatin- bzw. Argininphosphorsidure werden erreicht:

mit Ce*® in 9 Min. in 2 Stdn.
mit La3® in 50 Min. in 24 Stdn.

Demnach werden die zwei Substrate mit recht unterschiedlichen Geschwindigkeiten
gespalten. Im Falle der energiereicheren Kreatinphosphorsaure erfolgt die Dephosphory-
lierung in 0.001 m Losung bei py 8.6 und 37° durch Cer 13mal, durch Lanthan 29mal
rascher als bei der energieiirmeren Argininphosphorsiure.

II. Vergleich der Spaltung von Guanidinphosphorsidure und Phosphorsiure-
diamid mittels Cer(III)-, Cer(IV)-, Lanthan-, Eisen(III)-, Magnesium-, Man-
gan(II)- und Zink-Salzen

Die Dephosphorylierung von Guanidinphosphorsiure in schwach alkalischem
Milieu und bei 37° in Anwesenheit von Cer, Lanthan und Eisen ist aus den Versuchen
der Tafel 2 zu ersehen.

Praktisch wirkungslos gegeniiber Guanidinphosphorséiure bei pg 8.6 und 37° oder 70°
gind Aluminium-, Magnesium-, Mangan(II)- und Zink-Tonen.

Das Phosphorsidurediamid wird ebenfalls bei Gegenwart geeigneter Metall-Ionen,
z. B. von Cer- oder Lanthan-Ionen, in schwach alkalischem Milieu bei 37° katalytisch
gut gespalten. Wir beschranken uns bei diesem Substrat auf eine qualitative Aussage.
Dieses Phosphoamid ist némlich in sauerem Milieu, das fiir die Bestimmung der durch
Metall-Tonen-Spaltung entstandenen freien Phosphorsiure auf kolorimetrischem Wege
notwendig ist, so labil, daB die Feststellung der metallkatalytisch entstandenen Phos-
phorsiure nur angenihert erfolgen kann. Da Phosphorsduremonoamid noch siure-
unbestindiger ist, wurde von der Einbeziehung dieses Substrates ganz abgesehen.
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Tafel 2. Spaltung von Guanidinphosphorsiure durch 3- und 4-wertiges Cer,
Lanthan sowie 3-wertiges Eisen bei pz 8.6 und 37°
(Der Versuchsansatz von 20 ccm enthielt 0.00002 Mol Substrat, 0.0001 Mol Metallsalz
und 4 cem 2.5 n Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer; Zugabefolge B; ¢ = 37°.)
Die Zahlen geben die Spaltung des Substrates in 9%, an.

Reakt.-Zeit Ce?® Cet® La®® Fe3®
0*) Min. 7.3 7.3 7.3 7.2
15 Min. 32.2 33.9 — —
30 ,, 48.4 49.3 — —
445, 54.8 59.7 — —
60 ,, 60.1 69.3 9.7 9.2
2 Stdn. — 72.6 11.3 11.3
3, — — 12.0 —
4, — — 14.3 —
8 ,, — — 17.0 —
18 ,, —_ — 20.8 —
20 ,, — — 32.8 —
24 — — 34.8 20.2
448 — — 49.3 25.8
72 — — 56.3 —

*) giehe FuBn::,te zu Tafel 1,
109, Spaltung von Guanidinphosphorsdure werden erreicht:
mit Ce3®  Cet® La3® Fe3o
in 4 Min. 4 Min. 7 Stdn. 13 Stdn.

III. Abhingigkeit der Dephosphorylierung von Guanidinphosphorsiure
durch Ce®®, Cet® und La%® von der Wasserstoffionenkonzentration

Aus den Ergebnissen der Versuche der Tafel 3 ergibt sich, daB Labilitait der N—P-
Bindung in Anwesenheit geeigneter Metall-Ionen in schwach alkalischem Milieu, bei etwa
Ppg 8, einsetzt und sich bis ins stirker alkalische Gebiet (pg 11) erstreckt. Auffallend
sind zwei Tatsachen: Im Falle des Lanthans als Katalysator tritt ein Wirkungsoptimum
um pg 9 ein, im Bereich pgz 10—10.5 sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit, um im stirker
alkalischen Gebiet wieder anzusteigen. Bei Cer (3- und 4-wertig) nimmt der Umsatz
von pg 8 bis pg 11 kontinuierlich zu. Da das Substrat unter unseren Versuchsbedingungen
bei py 11 iiber Tage hinaus bestindig ist, kénnen die beiden Erscheinungen nicht damit
erklirt werden, daf der mit der Alkalinitit steigende Umsatz einem wachsenden Anteil
an Eigenhydrolyse zuzuschreiben wiire.

Tafel 3. pg-Abhingigkeit der Dephosphorylierung von Guanidinphosphor-
sdure mittels Ce?®, Cet® und La?®
(Der Versuchsansatz von 20 com enthielt 0.00002 Mol Substrat, 0.0001 Mol Metallsalz
und 4 ccm 2.5 n Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer; Zugabefolge B; ¢=37°.)
Die Zahlen geben die Spaltung in 9%, an.

Ce®o Cet® La®®

Pe Zeit in Min. Zeit in Min. Zeit in Min.
15 45 60 15 45 60 15 | 45 60
80| o 17 | 49 | 25 | 33| 49 | 09 | 09 | 33
86 242 | 460 | 509 | 282 | 540 | 50 | 33 | 73 | 90
92| 315 | 492 | 573 | 525 | 690 | 7.0 | 65 | 113 | 170
05| — | — | — | 525 | 690 | 0 | — | — | —
07| 355 | 525 | 597 | — | — | — | 41| 65 | 83
00| — | — | — (525 | 600 | O | — | — | —
102 | 436 | 605 | 680 | 540 | 740 | 740 | 33 | 65 | 85
105 49.2 | 645 | 670 | — | — | — 33 | 81 | 91
108 — | — | — | 598 | 740 | 740 | 81 | 146 | 220
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IV. Angaben zu den Versuchsansdtzen

1. Substrate: Kreatinphosphorsiaure als C;H,O;N,PCa-4H,0 (321.1), Sigma
Chemical Company, St. Louis, Missouri, U.S.A. — Argininphosphorsiure als Calcium-
salz; aus Arginin, analog der Kreatinphosphorsiure-Darstellung von K. Zeile und
G. Fawaz?), durch Phosphorylierung mittels POCL, in 17 » NaOH hergestellt. P-Gehalt
des Priaparates = 10.16%. — Guanidinphosphorsiure als CH,O,N,PCa (177.1),
Darstellung nach G. Fawaz und K. Zeile®), — Phosphorsiurediamid H,0,N,P
(96.0), Darstellung nach H. N. Stokes?2?).

2. Metallsalze: Ce(NO;)g-6H,O p. a. Merck (List. Nr. 2271); Ce(S0,),-4H,0 p. a.
Merck (List. Nr. 2274); La(NO;),-6 H,O p. a. Merck (List. Nr. 5326); FeCl,-6H,0 p. a.
Merck (List. Nr. 3943); AICl,-6H,0 Merck (List. Nr. 1084); ZnSO,-7H,0 p. a. Merck
(List. Nr. 8883); MnSO0,-4H,O p. a. Merck (List. Nr. 5064); MgCL-6H,0 p.a. Merck
(List. Nr. 5833).

3. Versuchsansatz: nach den Angaben unserer X. Mitteilung!?).

4. Bestimmung des anorganischen Phosphats: Das bei der Spaltung von
Arginin- und Guanidinphosphorsiure anfallende anorganische Phosphat bestimmten wir
nach den Angaben unserer IX. Mitteilung®). Das aus der Kreatinphosphorsiure und
dem Phosphorsiurediamid abgespaltene Phosphat wurde wegen der grofien Siurelabilitit
dieser Substrate auf nachstehende Weise ermittelt: In einem 25-ccm-MeBkolben wurden
1 cem 0.125 » H,S0,, 1 cem 2.5-proz. Ammoniummolybdatlésung, 2—4 ccm des zu unter-
suchenden Reaktionsgemisches sowie 1 cem 2.5-proz. Ascorbinsdurelésung (Ascorbin-
siure ,,Merck (List. Nr.500074)) zusammengegeben und das Gemisch sofort mit
Natriumhydrogenphthalat-NaOH-Puffer py 5 auf 25 com aufgefiilit. — Die Entwicklung
erfolgte 10 Min. bei 37° und 5 Min. bei 20°. Daran schlo8 sich dann die Kolorimetrierung
der Losung an. — Das erwihnte Puffergemisch entspricht demjenigen nach W. M. Clark
und H. A, Lubs®), wobei wir das bei diesen Pufferlésungen verwendete Kaliumsalz
zur Vermeidung der Bildung des schwerldslichen Doppelsalzes La,(S0,);-3K,S0, durch
Natriumsalz ersetzten.

264. Hans Herloff Inhoffen, Klaus Briickner und Hans-Jiirgen
Hess: Studien in der Vitamin D-Reihe XIIIV': Bildung einer struktur-
isomeren VitaminD-Verbindung

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Braunschweig]
(Eingegangen am 1. September 1955)

Mit Hilfe der Wittig-Reaktion wird ein Methylencyclohexan-
Derivat hergestellt und dessen Bromid iiber das Ylid mit dem C,,-Ab-
baualdehyd des Vitamins D, umgesetzt. Da wiederum die allyltauto-
mere Form in Reaktion tritt, wird die Methylengruppe in die Bil-
dung einer Drei-Kohlenstoffkette einbezogen.

In unserer XI. Mitteilung?) berichteten wir u. a. von einem Versuch zur
Darstellung eines Vitamin D-Modelltriens mit Hilfe der Wittig-Reaktion3), aus-
gehend von 1-Brom-2-methylen-cyclohexan und Cyclohexyliden-acetaldehyd.

20) Amer. chem. J. 16, 154 [1894].

21y J. biol. Chemistry 25, 479 [1916]; siehe auch: M. Steiner in: E, Bamann u. X.
Myrbick: Die Methoden der Fermentforschung, Georg Thieme Verlag, Leipzig 1941;
Academic Press Inc., New York 1945, S. 782,

1) XII. Mitteil.: H. H. Inhoffen, K. Briickner, K. Irmscher u. G. Quinkert,
Chem. Ber. 88, 1424 [1955].

2) H. H. Inhoffen, K. Briickner, G. F. Domagk u. H.-M. Erdmann, Chem.
Ber. 88, 1415 [1955]. 3) G. Wittig u. H. Schollkopf, Chem. Ber. 87, 1318 [1954].



