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LieS man NOBF, (13mMol) auf die dreifache Menge CH,NR, (40mMol) in fliise. 
SO, (170 mMol) ekwirken, so erfolgte bei Raumtemperatur keine h k t i o n ,  erst nach 
zweitilgigem Erhitzen auf 100' hatte sich das NOBF, umgesetzt. Im Gasraum wurden N, 
(8.8 mMol) und N,O (0.7 mMol) bestimmt, CH,F konnte nicht mit Sicherheit nachgewie- 
sen werden. Der ertlzartige Ruckstand setzte sich mit Wasser unter Sctwzfel-Abscheidung 
um, der SO,ae-Nachweis war stark positiv; das SO, muBte also an der Reaktion teilge- 
nommen habena). 

b) mi t  Ure than:  &pimolare Mengen (je 10.8 mMol) von NOBF, und &thylurethan 
ergaben, i n  fliiseigem Schwefeldioxyd umgesetzt, an leichtfluchtigen Produkten N, (5.1), 
NO (3.42) und N,O (6.73 mM01); in CC1, als Reaktionsmedium waren aus je 13.85 mMo1 
der Ausgangsprodukte N2 (7.2), N,O (6.87) und SiF, (1.0 mMol) entstanden. 

263. Eugen Bamann, Luis Fernandez Sanchez und Heinz Trap- 
m ann : Losung der N-P-Bindung in Phosphoamiden durch seltene 

Erametallel) 
[Aus dem Institut f i i r  Pharmazie und Lebensmittelchemie der Univemitilt Miinchen] 

(Eingegangen am 25. August 1955) 

Die gegeniiber Laugen verhiiltnismilJ3ig sehr stabile N-P-Bindung 
der Kreatin-, Arginin- und Guanidinphosphor&ure sowie anderer 
Phosphoamide wird bereits bei schwach alkalischer Reaktion und 
niedrigen Temperaturen unter dem katalytischen Einfiul3 gewisser 
Metall-Ionen gelost. Besonders wirksam sind Cer und Lanthan. 

DieRe Ergebnisse stellen einen weiteren Beweis f i i r  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 Guariidinphosphorsaure 
erfolgt in nicht weniger als 17 n. natronalkalischer Liisurlg2*3). Urn so uber- 
raachender ist das Ergebnis, daW diese energiereiche Bindung bereits bei 
schwach alkalischer Reaktion und niedrigen Temperaturen unter dem kataly- 
t,ischen EinflulJ gewisser Metall-Ionen gelost wird. Als besonders wirksam 
ha,ben sich ( 'er und Lanthan erwiesen. Die Katalyse verliiuft uber die Meball- 
salze der Phosphoamide nls Xwi+clienverbindungen, in denen die N-P-Bin- 
dung Hydroxgl-lonen gegenuber inst.abil geworden ist. Wir haben diese Er- 
scheinung bereits vor einiger Zeit am Beispiel der Kreatinphosphorsiiure 4, 

beobachtet und finden sie nunmchr an der Arginin- und Guanidinphosphor- 
allure sowie am Phosphorsiiurediamid bestiitigt. Somit kommt LU dem bisher 
bekannten Wirkungsbereiuh I) der Ionen eeltener Erdmetalle und anderer 
Metalle, der in der Losung der C-O-P-Bindung, wie sie in Phosphorsaure- 

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.326,413 [1954],326,89,161,237 [1954], Chem. 
Ber. 88, 199 [1955], Biochem. Z. 326,507 [1954/65], Chem. Ber. 88,1726 [I9551 veroffentl. 
Untersuohungsreihe. Vergl. auch: E. Bamann, Dtsch. Apotheker-Ztg. 94, 528 [1954]. 

2)  K. Zeile u. G. Fawaz, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 266, 193 [1938]. 
3) G. Fawaz  u. K. Zeile, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 263, 175 [1940]. 
4) E. Bamann,  Dtsch. Apotheker-Ztg. 94, 528 [1954]. 
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estern vorliegt, ferner in der Lbung der P-0-P-Bindung, die der Pyro- 
phosphorsaure und den Polyphosphorsauren zugunde liegt, und schlieBlich in 
der Hydratation der Meta- zur Orthophosphorvaure besteht, ein weiterer hinzu. 

Die Abspaltung von Phosphorsaure in Phosphoamiden ist auDerdem noch verhriltnis- 
niiiBig leicht durch Wassers toff-Ionen und auf e n z y m a t i s c h e m  Wege moglich. Wiih- 
rend Kreatin- und Argininphosphorsaure durch H-Ionen (nlIw Siure) etwa gleich raach 
hydrolysiert ~ e r d e n ~ * ~ ) ,  ist die Guanidhphosphorsiiure merklich stabiler, die Rmktions- 
konstante der Spaltung in n/, HCI bei 18O (7.10-5) betragt nur etwa l/lo des f i i r  die h a t i n -  
phosphorsiiure-Hydlyee geltenden Wertes3). Bemerkenswert ist das Vcrhalten der 
Phosphagene gegeniiber H-Ionen in Anwesenheit von Molybdineiiure. Diem fordert die 
Hydrolyse bei der Kreatinphosphorsau6* 51 2), hemmt sie aber bei der Argininphosphor- 
s i i ~ r e ~ * ~ 1 ~ ) .  a c r a u s  leicht werden daa Phosphorsaure-mono- und -diamid durch Siiure 
dephosphorylierts). - Was die enzymatische Spaltung der Phosphagene und anderer 
Verbindungen rnit N-P-Bindung betrifft, so werden dafiir heute im allgemeinen nicht 
die ublichen Phosphatasen, sondern ,,Phosphoamidasen", also Enzyme, die zur Gruppe 
tler Amidbindungen spaltenden Fermentgruppe zu ziihlen wiren, angenommen5+u). Die 
Existenz solcher spezsscher Katalysatoren erscheint uns jedoch experimentell noch nicht 
geniigend gesichertll). 

Unter den gepriiften Metall-Ionen entfalten diejenigen des 3-wertigen Cers 
die stiirkste katalytische Wirkung. Uberrascht waren wir davon, daB das 
4-wertige Cer, das wir in Versuclien an Verbindungen, die eine C-O-P-Rin- 
dung besitzen, als praktisch unwirksam gefunden haben13), die N- P-Bindung 
der Guanidinphosphorsaure etwa gleich schnell oder sogar um ein geringes 
schneller spaltet als das 3-wertige Cer. Wahrend Lanthan noch gut wirksam ist, 
hesitzen Eisen(II1)-Salze, verglichen mit Cer und Lanthan, nur geringen kataly- 
tivchen Effekt. Praktisch wirkungs!os gegeniiher Guanidinphosphorsaure und 
Phosphorsaurediamid bei 37" sind Aluminium, Magnesium, Mangan und Xink. 

Darin, dal3 auch die physiologiech wichtigen Verbindungen Kreatin- und 
Argininphosphorsaure dcm dephosphorylierenden EinfiuB der seltenen Erden 
nnterliegen, darf man einen weiteren Beweis fur die tiefgreifende Beeinflus- 
sung des Stoffwechsels durch die selterien Erdmetalle sehen. Die Aufklarung 
der interessmten Beobwhtungen von F. F isch ler  und K. W. R o e ~ k l ~ ~ l  16) 

durch unsere Refunde an Zuckerphovphaten le), Nucleinsauren17), Aneurin- 
phosphaten la) und Yhosphoproteiden lS) erfihrt in den Ergebnissen dieser 
Untcrsiichung cine bestiitigende Erweiterung. 

5, 0. Meyerhof u. K. L o h m a n n ,  Biochem. Z. 196,22 [1928]. 
6 )  K. L o h m a n n ,  Biocheni. Z. 194,306 [1928]. 
') K. L o h m a n n  u. L. J e n d r a s s i k ,  Biocheni. Z. 178,419 [1926]. 
*) M. I c h i h a r a ,  J. Biochemistry [Tokyo] 18,87 [1933]. 
g, E. W a l d s c h m i d t - L e i t z  u. F. K o h l e r ,  Biochem. Z. 268,360 [19331. 

10)  K. L o h m a n n ,  Biochem. Z. 271; 264 [1934]. 
11) H. Bredereck  u. E. Geyer ,  Hoppe-Seyler's Z. physiol. (%em. 064,223 "3381. 
'*) Vergl. hicrzu auch: Th. Winnick ,  Arch. Biochemiatr.yl1, 209 [1947]. 
1 3 )  E. B a m a n n  11. H. T r a p m a n n ,  Chem. Ber. 88,199 [19&5]. 
'4 )  F. Fischler  u. K. W. Roeckl ,  Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Phar- 

15) E. B a m a n n ,  F. Fischler ,  H. T r a p m a n n  u. K. H. E b e r h a r d t ,  Win. Wschr. 

la) E. B a m a n n ,  F. F ischler  u. H. T r a p m a n n ,  Biochem. Z. 326,413 [1954]. 
'7) E. B a m a n n ,  H. T r a p m a n n  u. F. Fischler ,  Biochem. Z.326,89 [1954]. 
lq)  E. B a m a n n  u. A. Schuegraf ,  Biochem. Z.326,507 [1955]. 
ID) E. B a m a n n ,  H. T r a p m a n n  u. A. Schuegraf ,  Chem. Ber. 88, 1726 [1965]. 
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30, 588 [1954]. 
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Besehreibung der Versnche 

I. Dephosphorylierung von Krea t in-  und Argininphosphorsiiure 
Die Ergebniw sind in Tafel 1 wiedergegeben. 

Tafel 1. Spaltung von Krea t in-  und Argininphosphorsiiure durch Cer(II1)- 
und Lanthan-Salze bei %8.6 und 37" 

(Ijer Versuchsansetz von 20 ccm enthielt O.ooOo2 Mol Substrat, O.OOO1 Mol Metallealz und 

Die Zahlen geben die Dephosphorylierung der Phosphagene in yo an. 
4 ccm 2.5 n Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer; Zugabefolge B; t = 37O.) 

Reakt.-Zeit 
Kreatinphosphoplure 
C e S Q  I h 3 Q  

25.8 
38.6 
43.5 
77.4 
88.8 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

- 
- 

25.5 
27.7 

30.7 
35.4 
37.1 
51.5 

67.7 
88.8 

- 

- 

- 

- 

- 

Argininph 
CeS@ 

27.4 
- 
- 

- 
- 

34.7 

39.9 
45.9 

68.9 

- 

- 

- 
- 

27.4 
- 

- 
31.0 
33.0 

37.0 

37.5 
43.5 
46.6 

- 

- 

bei 37', 10 &. 
iiche Aydmlyae 
I Abzug gebraeh; 

10% Spltung von Krea t in-  bzw. Argininphosphorsiiure werden emicht: 
mit Ce3@ in 9Min. in 2Stdn. 
mit h 3 @  in 50%. in 24 Stdn. 

Demnach werden die zwei Substrate mit recht unterschiedlichen Ceschwindigkeiten 
gespalten. Im Falle der energiereicheren hatinphosphorsaure erfolgt die Dephosphory- 
lierung in 0.001 m Lijsung bei & 8.6 und 37" durch Cer 13ma1, durch Lanthan 29mal 
mcher als bei der energieiirmeren ArgininphoaphorsiLu. 

11. Vergleich der Spaltung von Guanidinphosphorskure und Phosphorsiiure- 
diamid mittels Cer(III)-, Cer(IV)-, Lanthan- ,  Eisen(II1)-, Magnesium-, Man- 

gan (11) - und Zink- Salzen 
Die Dephosphoryliemg von Guanidinphos,phors&ure in schwach alkalischem 

Milieu und bei 37' in Anwesenheit von Cer, Lanthan und Eisen ist aus den Versuchen 
der Tafel2 zu ersehen. 

Pmktisch wirkungslos gegeniiber Guanidinphosphorsiiure bei % 8.6 und 37" oder 70" 
Bind Aluminium-, Magnesium-, Mangan(I1)- und Zink-Ionen. 

Das Phosphorslurediamid wird ebenfalls bei Gegenwart geeignetm Metall-Ionen, 
Z. B. von Cer- oder Lanthan-Ionen, in schwach alkalischem Milieu bei 37" katalytisch 
gut gespalten. Wir beachriinken u n ~  bei diesem Substrat auf eine qualitative A m g e .  
Dieses Phosphoamid ist namlich in sauerem Milieu, das fiir die Bestimmung der dnrch 
Metall-Ionen-Spaltung entstandenen freien Phosphorsiiure auf kolorimetriechem Wege 
notwendig ist, so labil, daB die Peststellung der metallkatalytisch entstandenen Phos- 
phorsiiure nur angenahert crfolgen kann. D a  Phosphorsiiuremonoamid noch saure- 
unbestandiger ist, wurde von der Einbeziehung dieses Substrates ganz abgesehen. 
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Tafel2. Spaltung von Guanidinphosphorsiiure durch  3- und 4-wertiges Cer, 
Lanthan  sowie 3-wertiges Eisen bei &8.6 und 37" 

(Der Versuchsansatz von 20 ccm enthielt O.ooOo2 Mol Substrat, O.ooO1 Mol Metahlz  
und 4 ccm 2.5 n Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer; Zugabefolge B; t = 37".) 

7.3 
- 
- 
- 
9.7 

11.3 
12.0 
14.3 
17.0 
29.8 
32.8 
34.8 
49.3 
56.3 

Die Zahlen 

7.2 
- 
- 
- 
9.2 

11.3 
- 
- 
- 
- 
- 

20.2 
25.8 
- 

Reakt.-Zeit 

0') Min. 
15 Min. 
30 ,, 
45 ,, 
80 $ 3  

2 stdn. 
3 7, 

4 ,, 
6 ,, 

18 ,, 
20 ,, 
24 ,, 
48 ,, 
72 ,, 

*) mehe FnDnote a0 Tafel 1. 

4.9 
50.9 
57.3 
- 

59.7 
- 

68.0 
67.0 
- 

eben die Spaltung dea Subs 

2.5 
28.2 
52.5 
52.5 

52.5 
54.0 
-- 

59.8 

- 

7.3 
33.9 
49.3 
59.7 
69.3 
72.6 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

4.9 
54.0 
71.0 
71.0 
- 

74.0 

74.0 

71.0 

- 

0.9 
3.3 
6.5 

, - 
4.1 
- 
3.3 
3.3 
8.1 

10% Spaltung von Guanidinphosphorsiiure werden erreicht: 
mit Ceae c 0 4 @  Lase Fes@ 
in4Min. 4Min. 7Stdn. 13Stdn. 

III. Abhiingigkeit der  Dephosphorylierung von Guenidinphosphorsiiure 
durch  Cea@, Ce4@ und La8@ von der Wasserstoffionenkonzentration 

Aue den Ergebnissen der Versuche der Tafel3 ergibt sich, daB Labilitiit der N-P- 
Bindung in Anwesenheit geeignebr I@tall-Ionen in schwach alkalischem Milieu, bei etwa 
% 8, einsetzt und sich bis ins stkker ahlische Cebiet (& 11) erstreckt. Auffallend 
sind zwei Tatsechen: Im Falle des Lenthens  als Katalysator tritt ein Wirkungeoptimum 
um % 9 ein, im Bereich % 10-10.5 sinkt die Reaktionsgeachwindigkeit, um im stiirker 
alkdischen Cebiet wieder anzusteigen. Bei Cer (3- und 4-wertig) nimmt der Umsatz 
von % 8 bis pH 11 kontinuierlich zu. Da daa Substrat unter unseren Versuchsbedingungen 
bei pB 11 uber Tage hinaue be&ndig ist, konuen die beiden Erscheinungen nicht damit 
erkliirt werden, daB der mit der Alkalinit% steigende Umeatz einem wachsenden Anteil 
an Eigenhydrolyse zuzuschreiben wiire. 

8.0 
8.6 
9.2 
9.5 
9.7 

10.0 
10.2 
10.5 
10.8 

Tafel3. %-Abhiingigkeit der  Dephosphorylierung von Guanidinphosphor- 
s l u r e  mittels CeS@, Ce4@ und Laa@ 

(Der Versuchmmtz von 20 ccm enthielt O.ooOo2 Mol Substrat, O.OOO1 Mol Metallsalz 

Die Zahlen geben die Spaltung in yo an. 
und 4 ccm 2.5 n Ammonbk-Ammoniumchlorid-Puffer; Zugabefolge B; t - 37O.) 

Ld@ 
Zeit in Min. ll C e S @  

Zeit in Min. ?k 

0 
24.2 
31.5 

35.5 

43.6 
49.2 

- 

- 

- 

45 
1.7 

46.0 
49.2 

52.5 

60.5 
64.5 

_- 

- 

- 

- 

45 
3.3 

54.0 
69.0 
69.0 

69.0 
74.0 

74.0 

- 

- 

46 
0.9 
7.3 

11.3 

6.5 

6.5 
8.1 

14.6 

- 

- 

60 

3.3 
9.0 

17.0 

, 8.3 

8.5 
9.1 

22.0 

- 
- 
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IV. Angaben zu den Versuchsansiitzen 
1. Substrate:  Kreatinphosphorsiiure als C4H,0,N,PCa-4q0 (321.1), Sigma 

Chemical Company, St. Louis, Missouri, U.S.A. - Argininphosphorsiiure ale Calcium- 
salz; aus Arginin, analog der Kreattinphosphorsriure-Da~tellung von K. Zeile und 
G. Fawazz), durch Phosphorylierung mittels POCl, in 17 n NaOH hergeshllt. P-&halt 
des Priiparates = 10.16%. - Guanidinphosphorsiiure ale CH40sN,PCa (177.1), 
Darstellung nach G. Fawaz und K. Zeile,). - Phosphorsiiurediamid H,O,N,P 
(96.0), Darstellung nach H. N. Stokesz0). 

2. Metallsalze: Ce(NO,),.GH,O p. a. Merck (List. Nr. 2271); Ce(S04),.4H,0 p. a. 
Merck (List. Nr. 2274); La(NO,),.GH,O p. a. Merck (List. Nr. 5326); FeC$.GH,O p. a. 
Merck (List. Nr. 3943); AlCl,*6Hz0 Merck (List. Nr. 1084); ZnS0,.7Hz0 p. a. Merck 
(List. Nr. 8883); MnS04.4H,0 p. a. Merck (List. Nr. 5964); MgCI,.6H2O p. a. Merck 
(List. Nr. 5833). 

3. Versuchsansatz: nach den Angaben unserer X. Mitteilungl7). 
4. Bestimmung des anorganischen Phosphats:  Das bei der Spaltung von 

Arginin- und Guanidinphosphorsiiure anfallende anorganische Phosphat bestimmten wir 
nach den Angaben ummrer IX.MitteilunglS). Das aus der htinphosphorsiiure und 
dem Phosphorsiiurediamid abgespaltene Phosphat wurde wegen der grobn Sriurelabilitiit 
dieser Substrate auf nachstehende Weise ermittelt : In einem 25-ccm-MeBkolben wurden 
1 ccm 0.125 n &SO,, 1 ccm 2.5-proz. Ammoniummolybdatlosung, 2-4 ccm des zu unter- 
suchenden Reaktionsgemisches sowie 1 ccm 2.5-proz. Ascorbinsiiurelosung (hcorbin- 
siiure ,,Merck" (List. Nr. 500074)) zusammengegeben und daa Gemisch sofort  mit 
Natriumhydrogenphthalat-NaOH-Puffer pH 5 auf 25 ccm aufgefiillt. - Die Entwicklung 
erfolgte 10 Min. bei 37" und 5 Min. bei 20". Damn schloB sich dann die Kolorimetrierung 
der Losung an. - Das erwiihnte Puffergemisch entspricht demjenigen nach W. M. Clark 
und H. A. Lubs"), wobei wir dae bei diesen Pufferlosungen verwendete Kaliumsalz 
zur Vermeidung der Bildung des schwerloslichen Doppelsalzes La,( SO,), - 3&S04 durch 
Natriumsalz ersetzten. 

264. Hans Herloff Inhoffen,  Klaus Briickner und Hans-  Jiirgen 
Hess: Studien in der VitaminD-Reihe XIIIl): Bildung einer struktur- 

isomeren Vitamin D-Verbindung 
[Aus dem Organisoh-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Braunschweig] 

(Emgegangen am 1. September 1955) 

Mit Hilfe der Wi t  t ig - Reakt.ion wird ein Methylencyclohexan- 
Derivat, hergestellt und deasen Bromid iiber das Mid mit dem C,,-Ab- 
baualdehyd des Vitamins D, umgeset.zt. Da wiederum die allyltauto- 
mere Form in Reakt.ion tritt, wird die Methylengruppe in die Bil- 
dung einer Drei-Kohlenstoffkette einbezogen. 

In unserer XI. Mitteilung2) 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 . 

J. biol. Chemistry 25,479 [1916]; siehe such: M. Steiner in: E. Bamann u. K. 
Nyrbiick: 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. 85, 1415 [1955]. ,) G. Wit t ig  u. H. Schollkopf, Chem. Ber. 57, 1318 [1954]. 

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


