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Bei der Umsetzung von N. W-Diaryl-athylcndiaminen niit Phosphoroxychlorid und anderen 
Phosphorylierungsmittcln mit mindestens zwei aktiven Funktionen entstehen cyclische Di- 
amidophosphate (N.Il"-disubstituierte 1.3.2-Diazaphospholidine). Es wurden Salze, freie 
SLuren und Ester dieses Typs dargestellt. Die Sake sind in alkalischer Lbsung stabil, in saurer 
werden sic zu Amin und anorganischem Phosphat hydrolysicrt. Tm Gegensatz zu den Fiinf- 
ring-Diesterphosphaten (1.3.2-Dioxaphospholanen) ist dabei cine ringoffene Zwischenstufe 
nicht nachweisbar. Die Hydrolysekonstanten bei pH 3, 4 und 5 in verschiedenen Puffern 
wurden gemessen. - Die Spaltung der Verbindungen wird durch 0.1 - 1 nz Formiat erheblich 
beschleunigt. Dabei entstehen in bis zu 70-prOZ. Ausbeute N-Formyl-N.W-diaryl-athylen- 
diamine. Auch nichtcyclische Amidophosphate von Anilin und Methylanilin mit noch einer 
weiteren Amid- oder Ester-Funktion werden unter den gleichen Bedingungen formyliert. - 

Die Annahme eines N-Phosphats der Tetrahydrofolsaure als Zwischenstufe der enzymatischen 
Bildung von 10-Formyl-tetrahydrofolsaure ist also vom chemischen Standpunkt sinnvoll. 

5.6.7.8-Tctrahydro-folsaure28) wirkt im Stoffwechsel bekanntlich als Coenzyni der Uber- 
tragung von EinkohlenstofTkorpern1). C1-Einheiten auf der Oxydationsstufe einer Methyl-, 
Hydroxymethyl- und Formyl-Gruppe werdcn durch die Bindung an den Cofaktor zur uber- 
tragung aktiviert and konnen auch, an den Cofaktor gebunden, ineinander umgewandelt 
werdcn. Die chemische Strukturaufklarung der entsprechenden Wirkform ergab, daB die 
aktivierte Gruppe stets an die N-Atome 5 oder 10 bzw. an beide (iiberbriickend) gebunden ist. 
Die hhylendiamingruppicrung an C-6 und C-9 stellt demnach das Wirkzentrum des Co- 

1) 11. Mitteilung: E. &ode und L. Jaenicke, Biochem. Z. 332, 259 (1960); letzte Zusammen- 
fassungen: L. Jaenicke und C. Kufzbach, in L.  Zechmeister, Fortschritte der Chemie 
organischer Naturstoffe, Bd. XXI, S. 184, Springer-Verlag, Wien 1963; S. H. Mudd and 
G. L. Cantoni, in M .  Florkin und E. H .  Stotz, Comprehensive Biochemistry, Bd. 15, S. 1, 
Elsevier Publ. Comp., Amsterdam 1964. 

2' Aus der Dissertation C. Kutibuch, Univ. Koln 1965; siehe auch L.  Jaenicke und E. Brode, 
Liebigs Ann. Chem. 624, 120 (1959). 

2a) Abkiirzungen: ATP - Adenosintriphosphat; ADP Adenosindiphosphat; E -= Enzym; 
FH4 - 5.6.7.8-Tetrahydro-folsiure; P 2 anorganisches Phosphat. 
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5.6.7.8-Tetrahydro-folsaure 

faktors dar. Diese Auffassung wurde durch die Synthese von N.N'-Diaryl-athylendiaminen 
bestatigt, deren chemische Reaktionen einige interessante Parallelen zu den Eigenschaften 
des Cofaktors zeigen2.3). 

Eine andere Folat-abhangige Reaktion, deren Mechanismus aber noch nicht vollsthdig 
geklart ist, ist die Aktivierung der Ameisensaure nach folgender Gleichung: 

FH4 + HC02H + ATP -e=== 10-CHO-FH4 + ADP 4- P 

Das die Reaktion katalysierende Enzym, die Formyl-FH4-Ligase (ADP) (E.C.6.3.4.3) wurde 
bisher aus der Leber von Taube4), Schafs) und Huhn6) sowie aus Micrococcus uerogenes7) 
und Erythrozytens) angereichert und aus Clostridium cylindrosporum kristallin gewonnen 9 ) .  

Die kinetische Untersuchung der Reaktion mit dem kristallisierten Enzym gab keinen 
Hinweis fur das Auftreten einer Zwischenstufe rnit neuen kovalenten Bindungen und fiihrte 
zur Formulierung eines ,,konzertierten Mechanismus" lo),  in dem alle drei Substrate in einem 
Schritt in die drei Produkte umgewandelt werden. 

Dagegen wurden die Ergebnisse ahnlicher Versuche mit den Enzympraparaten aus Micro- 
coccus uerogenes und Taubenleber unter Annahme eines enzymgebundenen FH4-Phosphats 
als Zwischenstufe und dem folgenden Ablauf der Gesamtreaktion gedeutet 11-13) : 

E + FH4 t ATP +d E-FH4-P + ADP 
E-FH4-P + HCOzH FA CHO-FH4 + P + E 

Es lieB sich aber weder eine phosphorylierte Folatverbindung abfangen, noch gelang es, ein 
enzymatisch aktives FH4-Phosphat zu synthelisieren; alle Phosphorylierungsversuche an 
Tetrahydrofolsaure ergaben bisher nur undefinierte Zersetzungsprodukte. 

Fur die Struktur des postulierten Zwischenproduktes wurde von Huennekens und Mit- 
arbeiternll) eine N-10-Phosphoryl-Verbindung, von Juenicke und Brode13) auf Grund ki- 
netischer Untersuchungen der enzymatischen Reaktion ein cyclisches N-5 - N-lO-Diamido- 
phosphat vorgeschlagen. Bei diesem Stand des Problems schienen uns nun Modellreaktionen 

3) E. Brode und L. Juenickel). 
4) L. Juenicke und E. Brodr, Biochem. 2 .  334, 108 (1961). 
5) E. Brode und L. Juenicke, Biochem. 2. 334, 328 (1961). 
6 )  C.  Kufzbach, Dissertation Univ. Koln 1965. 
7) H. R .  Whiteley, M. J. Osborn und F. M. Huennekens, J. biol. Chemistry 234, 1538 (1959). 
8) J.  R .  Bertino, B.  Simmons und D .  M .  Donohue, J. biol. Chemistry 237, 1314 (1962). 
9) J.  C. Rabinowitz und W .  E.  Pricerjr., J. biol. Chemistry 237, 2898 (1962). 

lo) R .  H. Himes und J.  C. Rubinowitz, J. biol. Chemistry 237, 2915 (1962). 
l l )  H .  R. Whiteley und F. M.  Huennekens, J. biol. Chemistry 237, 1290 (1962). 
l2) L. Juenicke, E .  Brode und B. Riicker, Biochem. 2. 334, 342 (1961). 

E. Brode und L. Juenicke, Liebigs Ann. Chem. 647, 174 (1961). 
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geeignet, zum mindesten um festzustellen, ob derartige Phosphate existenzfahig sind und die 
geforderten chemischen Eigenschaften haben. 

Die vorliegende Arbeit behandelt die Synthese cyclischer Diamidophosphate von 
Diarylathylendiaminen und einige ihrer Eigenschaften, insbesondere ihre Spaltung 
mit Formiat in waBrigem Milieu zu N-Formyl-N. N'-diaryl-athylendianiinen. 

Ergebnisse 

Ausgangsmaterialien fur die Phosphorylierungen waren N.N'-Diphenyl-athylen- 
diamin und N.N'-Bis-[4-methoxycarbonyl-phenyl]-athylendiamin 2) sowie N-[4-Chlor- 
phenyl]-N'-[4-methoxy-phenyl]-athylendiamin. Die Verbindungen setzen sich rnit 
iiberschussigem Phosphoroxychlorid nahezu quantitativ zu cyclischen Diamido- 
phosphorsaurechloriden um, die bei alkalischer Hydrolyse auch noch das letzte 
Chloratom austauschen. Aus diesen Losungen konnen die cyclischen Diamidophos- 
phorsauren durch Ansauern ausgefallt werden. Die dargestellten Verbindungen sind 
in Tabelle 1 mit einigen Eigenschaften aufgefiihrt. Die UV-Spektren unterscheiden 
sich nur wenig von denen der unsubstituierten Amine. Wie bei allen aromatischen 
Aminen mit elektronenanziehenden Substituenten im Phenylkern findet man das 
Maximum ein wenig nach kurzeren Wellenlangen verschoben ; die Extinktion ist 
dagegen erhoht. In den 1R-Spektren findet man zusitzlich zu den nur wenig veran- 
derten Banden des Amins die P - 0-Valenzschwingung im Bereich 1270 - 1280 cm-1 
und eine schwachere Bande bei 710--740 cm 1, die vermutlich einer P-N-Valenz- 
schwingung zukommt 14). 

0, /x 
Tabelle I .  Cyclische Diamidophosphate der Formel ,tlex/p\N@2 

- U 

Nr. Verbindung UV-Spektrum 
Schmp. A,,, E X  10 3 (Imol-1 cm-1) 

1 R1 -= R2 - H; X : C1 174.5" 240 mu 29.8 (Athanol) 
2 R1- Rz - H; X : OH 240-245" 247 3 1.2 (pH 7) 
3 R1 = (3; RZ = OCH3; X : C1 180-183" 246 33.4 (Methanol) 
4 R1 = C1; R2 -= OCH3; X 2 OH 225-227" 252 31.2 (pH 7) 
5 R1 = Rz : COzCH3; X - C1 240 242" 280 38.4 (Methanol) 
6 R1 -- R2 : C02H; X = OH 350" 289 31.8 (pH 7) 

Da13 in den freien Sauren die cyclische Struktur noch erhalten ist, ergibt sich neben 
der Elementaranalyse auch aus der Moglichkeit , den gleichen Diamidophosphorsaure- 
benzylester einmal aus dem Chlorid und Benzylalkohol, zum anderen aus dem Silber- 

14) L. J.  Bellumy, Ultrarotspektrum und chemische Konstitution, D. Steinkopff, Darmstadt 
1955, S. 236. 



1966 Phosphorylierte Modelle der Tetrahydrofolsaure 29 

salz der freien Saure und Benzylbromid darzustellen. Fur die kinetischen Untersu- 
chungen wurden aus den freien Samen die wasser- und alkoholloslichen Ammonium- 
salze dargestellt. Alkali- und Erdalkali-Salze sind ebenfalls Ioslich. 

Die Verbindungen enthalten den 1.3.2-Diazaphospholidin-Ring, von dem Derivate aus 
Athylendiamin bzw. o-Phenylendiamin und Phenylphosphorsauredichlorid 15) bzw. aus Di- 
methylathylendiamin und Phosphortrichlorid 16) bereits bekannt sind. Eine ionisierende Ver- 
bindung ist bisher noch nicht beschrieben. 

Wie schon die Darstellung der freien Sauren aus dem Diamidochlorid zeigt, ist der 
Ring in alkalischer Losung stabil; in starker Saure fallen die Diamidophosphorsauren 
aus. Im mittleren pH-Bereich wurde die Hydrolyse in verschiedenen Puffern kinetisch 
verfolgt ; die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefaljt. Die papierchromato- 
graphische Analyse hydrolysierender Ansatze zeigte immer nur die Ausgangsverbin- 
dungen und anorganisches Phosphat. Ein Monoamidophosphat als Zwischenstufe 
der Hydrolyse ware in den benutzten Solventien mit Sicherheit gefunden worden. 
Daraus ist zu schlieljen, dalj die zweite Stufe der Hydrolyse in Amin und Phosphat 
schneller verlauft als die Ringoffnung, so daB sich die Zwischenstufe nicht in nach- 
weisbarer Konzentration bildet. Dieses Verhalten steht im Gegensatz zu dem 
cyclischer Fiinfring-Diesterphosphate 17), z. B. den Nucleosid-2’.3’-cyclophosphaten, 
deren Ringspannung eine rasche Offnung des Ringes und Anreicherung der Mono- 
esterphosphate verursacht. Die Fiinfring-Diamidophosphate sind demnach offenbar 
weniger gespannt als die analogen Sauerstoffverbindungen. Andererseits scheint der 
unsubstituierte zweite Stickstoff des Monoamidophosphats der Diarylathylendiamine 
diese Verbindungen besonders instabil zu machen. 

Jedenfalls gelang es uns nicht, rnit den ublichen Methoden zur Phosphorylierung von Ami- 
nen eine derartige Verbindung zu gewinnen. Die bei diesen Versuchen als Zwischenstufe 
dargestellten Monoamidodiesterphosphate von Dianilinoathan mit Benzyl-, Phenyl- und 
P-Cyanoathyl-Schutzgruppen lienen sich weder hydrogenolytisch noch alkalisch in die ge- 
wunschte Verbindung uberfiihren: Stets wurde zugleich mit dem Ester auch die P-N- 
Bindung gespalten, soweit nicht daneben in geringer Ausbeute (bis zu 5 %) RingschluB zu den 
stabilen cyclischen Diamidophosphaten auftrats). 

Die Hydrolyse der cyclischen Diamidophosphate wurde meist durch die Geschwin- 
digkeit der Freisetzung von anorganischem Phosphat gemessen ; sie kann aber auch 
spektrophotometrisch verfolgt werden, da die Extinktion des Cyclophosphats bei 
250 mp erheblich hoher ist als die der freien Amine. Dieses Verfahren wurde zur 
Messung der Hydrolyse in phosphathaltigen Puffern benutzt. 

In fast allen untersuchten Fallen folgt die Hydrolyse einem Zeitgesetz erster Ord- 
nung, nur bei den schnellsten Zerfallen (in 1 m Formiatpuffer pH 3) ist die Kinetik 

Is) W. Autenrieth und E. Bolli, Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 2144 (1925). 
16) 0. J.  Scherer und M. Schmidt, Angew. Chem. 76, 787 (1964); Angew. Chem. internat. 

l7) P. C. Ifaake und F. H. Westheirner, J. Amer. chem. SOC. 83, 1102 (1961). 
Edit. 3, 702 (1964). 
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nicht mit einer ganzzahligen Ordnung erfaBbar. Wie Tabelle 2 zeigt, beschleunigt 
Formiatpuffer - in geringerem MaBe auch Acetatpuffer - die H ydrolyse. Phosphat 
(bis 1 m) in 0.1 m Acetatpuffer (pH 4) hat keinen zusatzlichen EinfluB. 

Tabelle 2. Hydrolyse und Formolyse von cyclischen Diamidophosphaten 

Diamidophosphorsaure 2 Diamidophosphorsaure 4 

(Mh-1) (Min.) amin (Mh-1) (Min.) amin 
PH Puffer k .  10-3 ti/? Formyl- k .  1 0 - 3  tii2 Formyl- 

3 .O 

4.0 

5.0 

6.0 

7.0 

0.1 in Phthalat 
0.1 nz Formiat 
1 .Om Formiat 
0.1 m Phthalat 
0.1 nc Formiat 
1.0nz Formiat 
0.1 m Acetat -1  
1.0m Phosphat 
0.1 m Phthalat 
0.1 m Formiat 
1 .O mi Formiat 
1 .Om Formiat in 
Citrat/Phosphat 
1 .Om Formiat in 
Citrat/Phosphat 

21.9 31.5 - 

77 9 52 
3.7 IS8 
6.5 107 13 

12.8 54 75 

5.2 135 - 

0.65 1070 - 

0.77 900 15 
2.1 330 70 

70 

59 11.7 7 %  

- 

-. - 

36 
29 

1 I5 

12 
23 

4.3 

.. 

0.95 
1.4 
3.7 
- 

- 

19.5 _- 

23 7 %  
6 44 

- 155 
59 11 
30 60 

- 730 
490 11 
185 55 

Bei der Hydrolyse in Formiatpuffer wird N-Formyl-N.N'-dkaryl-athylendiamin 
neben unsubstituiertem Amin gebildet. Die Bildung der Formylverbindung laBt sich 
leicht verfolgen, indem man die Proben ansiiuert und nach 60 Min. die Absorption 
des gebildeten Diarylimidazolinium-Ions 2) bei 3 15 m p  miBt. Die bei vollstindiger 
Hydrolyse maximal erreichten Ausbeuten an Formylamin sind in Tabelle 2 ebenfalls 
vermerkt. Bei der dunnschichtchromatographischen Analyse der Reaktionsprodukte 
der Hydrolyse in Acetatpuffer wurde dagegen nur das unsubstituierte Amin gefunden. 

Abbildung 1 zeigt die Hydrolysekurven fur das N.N'-Diphenyl-N.N-cyclophosphat 
2 in verschiedenen Puffern (pH 4.0) und die Kinetik der Entstehung des formylierten 
Amins. Diese ist der jeweils noch vorhandenen Menge an unhydrolysiertem Cyclo- 
phosphat proportional. DemgemaiB ist die Halbwertzeit der Formylamin-Bildung 
gleich der Haibwertzeit der Hydrolyse (s. Abb. 1). Setzt man die erreichte maximale 
Ausbeute :- loo%, ergibt sich daraus ein Geschwindigkeitsgesetz 1. Ordnung (Abb. 2). 

Eine genaue Analyse der MeRwerte zcigt jedoch, daO der zugrundeliegende Mechanismus 
sowohl der Hydrolyse als auch der Formolyse mit den bisher gewonnenen Daten noch nicht 
vollstandig beschrieben werden kann. Die Hydrolyse inphthalatpuffer ist der He-Ionenkonzen- 
tration nicht direkt proportional: Es liegt also keine einfachc Protonenkatalyse vor, vielmehr 
spricht die pH-AbhPngigkeit dafdr, daO der Zerfall der undissoziierten Form der Cyclo- 
phosphorsaure im untersuchten pH-Bcreich den wesentlichen, aber nicht alleinigen Beitrag 
leistet. Im Gegensatz zu den Monoamidophosphatcn ist die monodissoziierte F:orm der 
Diamidophosphate stabil, sonst miil3te auch im alkalischen Medium Zerfall eintreten. 
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0 2 4 6 Stdn. 
m1 

Abbildung 1. Hydrolyse und Formolyse von N.N'-Diphenyl-athylendiamido-phosphorsaure 
(2) in verschiedenen Puffern: 0 Hydrolyse in 0.1 m Phthalat (pH 4.0), A Hydrolyse in 0.1 m 
Acetat (pH 4.0), x Hydrolyse in 1 .Om Formiat (pH 4.0), o Bildung von N-Formyl-N.N'- 

diphenyl-athylendjamin in 1 .Om Formiat (pH 4.0) 

I I 

0 I 2 3 4 5 Stdn. 6 
11141/651 

Abbildung 2. Hydrolyse von N.W-Diphenyl-athylendiamido-phosphorsaure in 1 .Om Formiat 
(pH 4.0); Bildung von N-Formyl-N.N'-diphenyl-athylendiamin und Ermittlung von k: 

o % Ausbeute, 0 % Endwert 
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Aufgrund seines beschleunigenden Einflusses mu13 das Formiat in den ersten Schritt 
der Hydrolyse, also in die Ringoffnungsreaktion, eingreifen. Den Mechanismus kann 
man sich wie folgt vorstellen: 

OH+ 

u 

- HCO*SI 

p ' O  

1 

J U 

D e r  viergliedrige Ubergangszustand hat Ahnlichkeit mit dem der Carbonylolefinie- 
rungls). Grundlage der Reaktion ist hier wie dort die Komplexbindung einer Carbonyl- 
funktion an ein P-Atom unter Emeiterung der d-Schale. 

Der Reaktionsablauf zeigt ferner Analogie fur Synthese von Formamidinen aus Dimethyl- 
formamid, Amin und Phosphoroxychlorid 19). Die Resonanzstabilisierung des PrimPrpro- 
duktes erlaubt hier die Aktivierung des Formiats bereits durch das weniger aktive Phosphor- 
skureamid. Eine interessante Parallele ist ferner die von Schmir und Zioudrouzo) beschriebene 

18) U. Schiitlkopf, hngew. Chem. 71, 260 (1959). 
19) Vgl. H.  Bredereck, R.  Gompper, K .  KIemm und H.  Rempfer, Chem. Ber. 92, 8 3 1  (1959). 
20) G. L. Schmir und Ch. Zioudrou, Biochemistry 2, 1305 (1963). 
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Beteiligung einer P-standigen Acylaminogruppe an der Hydrolyse von Phosphatestern. Durch 
RingschluB entstehen dabei Oxazoline. Es ware interessant zu wissen, ob bei dieser Reaktion 
der Ringsauerstoff (wie die Autoren annehmen) aus der Acylgruppe oder (wie es eine Ana- 
logie zu unserem System erfordern wiirde) aus der Estergruppe stammt. 

Das flache Maximum der Ausbeute an formyliertem Amin bei pH 4.0 spricht dafur, 
da13 in der Formylierungsreaktion undissoziierte Ameisensaure der wirksame Partner 
ist. Offenbar fuhren aber bei der Formolyse der Cyclophosphate nicht alle Angriffe 
der Ameisensaure zur Bildung des formylierten Amins. Wie Tabelle 2 zeigt, bringt 
0.1 rn Formiat bereits eine erhebliche Beschleunigung der Hydrolyse, jedoch nur eine 
geringe Ausbeute a n  Formylamin, die erst bei 1 m Formiat 50% ubersteigt. Fur  die 
Einwirkung des Formiats mu13 also noch ein zweiter Vorgang angenommen werden, 
der nur eine Beschleunigung der Hydrolyse bewirkt ; das obige Formelschema enthalt 
einen Vorschlag, der den Beobachtungen genugt. Mit steigender Formiatkonzentration 
verschiebt sich das Verhaltnis der beiden Mechanismen zugunsten hoherer Ausbeuten 
a n  Formylamin, sei es infolge zuruckgedrangter Dissoziation der Ameisensiiure oder 
durch erhohte Ionenstarke. Die beschleunigende Wirkung des Acetats mu13 ahnlich 
interpretiert werden. 

Die Formylierungsreaktion des Cyclophosphats enthalt als mogliche, rasch durchlaufende 
Zwischenstufe ein N-Formyl-N'-phosphoryl-N.N'-diaryl-athylendiamin. Versuche zur Syn- 
these dieser Verbindung durch Phosphorylierung von Formyl-dianilinoathan mit POC13 
ergaben ein Produkt, das nur papierchromatographisch gereinigt werden konnte. Eine 
Analyse des Eluats ergab das geforderte Verhaltnis Formyl-dianilinoathan zu Phosphat = 1 : 1 .  
Unterhalb pH 10 zerfallt die Losung sehr rasch unter Abscheidung des Formylamins. 

Die Sonderstellung des Formiats in der Formamidbildung aus den Amidophosphaten ist 
auf das waBrige System beschrankt. In unpolaren Losungsmitteln, etwa unter den Bedingun- 
gen der Peptidsynthese rnit N-phosphorylierten Aminosaurenzl), geben auch Essigsaure und 
Benzoesaure mit der Cyclophosphorsaure ein Monoacetyl- bzw. Monobenzoyl-Derivat des 
Dianilinoathans. Die Reaktion verlauft auch in siedendem Toluol sehr langsam und ist zu 
etwa 50 % von einer einfachen Spaltung begleitet. Neben dem unsubstituierten Amin findet 
man aber nur Monosubstitutionsprodukte: Es findet keine Disubstitution statt. Da die 
cyclischen Phosphorsauren leicht zuganglich sind, konnte es aussichtsreich sein, die Dar- 
stellung der durch direkte Asylierung nur als Nebenprodukt der disubstituierten Verbindungen 
erhaltlichen Monoacyl-diaryl-athylendiamine auf diesem Wege auszuarbeiten. 

Andererseits ist die Formylierung von Amidophosphaten in waI3rigem Formiat- 
puffer nicht auf die cyclischen Verbindungen beschrankt. Auch andere Amido- 
phosphorsauren rnit einer weiteren Amido- oder Estergruppe, wie Dianilinophosphor- 
saure, Anilinophosphorsaurephenylester und Methylanilino-phosphorsaure-amid 
werden in 1 rn Formiat (pH 4) zu etwa 50 % formyliert. 

In der enzymatischen Reaktion werden die phosphorylierten Modellverbindungen 
nicht umgesetzt. Sie hemmen aber die Formylierung der Tetrahydrofolsaure etwas 
starker als die unphosphorylierten Modelle 6). 

21) St.  Goldschmidt und F. Obermeier, Liebigs Ann. Chem. 588, 24 (1954). 
Liebigs Ann. Chem. Bd. 692 3 
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Diskussion 

Modellreaktionen konnen zeigen, ob ein aus kinetischen Versuchen postulierter 
Ablauf einer enzymatischen Reaktion vom chemischen Standpunkt aus vertretbar ist. 
In diesem Sinne uurde der friiherl3) fur die Formylase aus Taubenleber postulierte 
Mechanismus bestatigt. Das cyclische Diamidophosphat hat die Eigenschaften einer 
aktiven Zwischenstufe, die mit Formiat zu einem Monoformyl-amin reagieren kann. 
Bei dieser Reaktion entsteht wahrscheinlich zuerst die sehr instabile N-Formyl- 
N’-phosphoryl-Verbindung, bei deren Zerfall die Formylgruppe vorubergehend den 
Imidazolinium-Ring schlieBt. Es darf angenommen werden, daB die Formolyse eines 
cyclischen Phosphats der Tetrahydrofolsaure in der gleichen Richtung erfolgt wie die 
Offnung des Imidazolinium-Ringes der Anhydroformyl-FH4. Dann entsteht im ersten 
Schritt 5-Formyl-10-phosphoryl-FH4, die als eine weitere Zwischenstufe der enLyma- 
tischen Reaktion postuliert wurde, weil bei der Einwirkung von Arsenat 5-Formyl- 
FH4 aus den Inkubationen isoliert werden konnte13). Der weitere Zerfall dieser Ver- 
bindung wurde zu 5.10-Methinyl-FH4 fiihren, die bekanntlich den Ring ausschliel3lich 
zu 10-Forniyl-FH4, dem Produkt der Formylase-Reaktion offnet. 

Es ist aber nicht einmal unbedingt notwendig, ein cyclisches Phosphat fur die enzymatische 
Forniylieruiigsreaktion zu postulieren. Die Versuche mit Dianilinoithan und Anilin haben 
gezeigt, daB diese Aminc schon durch 1 m Formiat bei pH 4 in geringem MaB forniyliert 
werden. Wcnn nun zusitzlich z. B. in cinem FH4-10-phosphat - cine Phosphatgruppe 
in sterisch gunstiger Stellung steht, wird das N-Atom 5 leicht mit dem aktnierten Formiat 
reagiercn. Es entstcht d a m  wiederum die 5-Formyl-lO-phosphoryl-Verbindung, die sich, 
wie diskutiert, nach einem innermolekularen Mechanismus praktisch irreversibel in die 
10-Formyl-Vcrbindung umwandelt. Durch diesen zwciten Schritt kann die Gesamtreaktion 
auch dann bcfriedigend ablaufen, wenn das Gleichgewicht des ersten Formrlierungsschrittes 
ungiinstig liegt. Ein solcher Reaktionsablauf dcutet sowohl die IsO-Versuchelo) als auch das 
Auftreten von 5-Formyl-FH4 bei der Arsenolyse. 

Es sei betont, daB es sich bei diesen beiden Mechanismen stets um eine Aktivierung 
des Formiat-Carboxyls, nicht des phosphorylierten Aminstickstoffes handelt, dessen 
Reaktivitat fur nucleophile Substitutionen ja im Gegenteil durch die Phosphorylierung 
erheblich vermindert wird. Bei den Modellen kommt aber das aktivierte Formiat nur 
dadurch in die fur eine Substitution erforderliche Nahe des N-Atoms, da13 die Akti- 
vierung durch das N-Phosphat stattfindet. Das Enzym kann diesen raumlichen Effekt 
auch auf seine spezifische Weise erreichen, ist also folglich auf eine derartige Zwischen- 
stufe der Reaktion nicht angewiesen. 

Wir danken dcm Bundesmitiisteriunz fur Wisseiischaftliche Forschung und dem Verhatid 
der Chemischen Industrie fur dic Unterstiitzung der Arbeit durch Sachmittel und Spenden. 



1966 Phosphorylierte Modclle der Tetrahydrofolsaure 35 

Beschreibung der Versuche 

Schmelzpunkte wurdcn auf dcm Kofler-Heiztisch gemessen und sind unkorrigiert. 
Infrarot-Spekfren wurdcn in KBr mit dem Infracord 337 Gitterspektrophotometer zwischen 
4.000-1.200 und 1.333 -400 cm-1 aufgenommen. - UV-Spektren wurden im Spektral- 
photometer PMQ I1 bzw. Spcctronic 505 gcmcssen. 

Nicht wasserlosliche Substanzen wurden stets gegen Vergleichssubstanzen an Schichten 
von Kiesclgel G in den folgcnden Solventien chromatographiert: A. Chloroform : Cyclo- 
hcxan : Triathylamin = 3 : 6 : 1 ; B. Chloroform: Cyclohcxan = 9 : 1 ; C. Chloroform: Methyl- 
athylketon = 8 : 1. Aminc und vide Aminderivate wurden durch Bespriihen rnit einer 5-proz. 
Losung Kaliumbichromat in 10n H2SO4 sichtbar gemacht, wobei charakteristische Farbungen 
zwischcn gclb, rot und braun auftreten. So nicht anfarbbare Verbindungen zeigten sich durch 
Fluoreszensloschung nach Bespriihen mit einer 1-proz. Losung von Rhodamin B als dunkle 
Flecken unter der UV-Lampe22). 

Die Papierchromatographie von Estern und Amiden der Phosphorsaure erfolgte auf Papier 
Schleicher & Schiill2043 b (ausgewaschen) in den folgenden Solventien: I. Isopropanol : konz. 
Ammoniak : Wasser = 6 : 3 : 1 ; 11. n-Propanol : konz. Ammoniak : Wasser = 6 : 3 : 1 ; 111. n- 
Propanol : konz. Ammoniak : Wasser = 8 : 1 : 1 ; IV. Isopropanol : Methylathylketon :Was- 
ser : konz. Ammoniak = 30 : 30 : 38 : 2. - Es wurde aufsteigend rnit einer Laufstrecke von 
20-25 cm chromatographiert. - Derivate aromatischer Aminc wurden durch ihre UV- 
Absorption erkannt. Phosphathaltige Vcrbindungen wurden rnit Molybdat-Reagenz sichtbar 
gcmacht24). Die RF-Werte der wichtigsten in dieser Arbeit erwahnten Phosphate sind im 
Solvens 11: Pyrophosphat RF = 0.08; anorg. Phosphat RF = 0.17; Anilinophosphat RF = 0.41; 

C-, H- und N-Bestimmungen wurden im mikroanalytischen Laboratorium des Instituts 
fur Organische Chemie dcr Univ. Miinchen und durch das Mikroanalytische Laboratorium 
Ilse Beetz, vorm. Dr. A. Schocller, Kronach/Ofr., ausgefiihrt. 

2: RF = 0.85; 4: RE = 0.92; 6 :  RF = 0.35. 

Bestimmung von anorganischem Phosphat (Modikierung der von Gomori23) angegebenen 
Mcthode) : 1 ccm einer bis zu 0.3 pM Phosphat enthaltenden Probe wcrdcn rnit 0.2 ccm einer 
2.5-proz. Losung von Ammoniummolybdat in 2.5n H2SO4 und 0.1 ccm einer 1-proz. Losung 
von Metol in 3-proz. NaHSO3-Losung vermischt. Nach 20 Min. bei Raumtemperatur wird 
die Molybdanblau-Farbung in Halbmikrokuvetten mit 1 cm Lichtweg bei 720 mp  gegen eine 
Verglcichsprobe ohne Phosphat gcmessen und mit Hilfe einer Eichgeraden ausgewertet. 
0.3 pM geben eine Extinktion von ungefahr 1.00. Zur Bestimmung von freiem Phosphat 
ncben saurelabilcm Amidophosphat wurde dieses Veriahren in der folgcndcn Weise abge- 
wandelt: Die Probe wird auf 0" gekuhlt und rnit 2 ccm der Molybdat-Losung und 3 ccm 
Isobutanol/Benzol (1 : 1) versetzt und 30 Sek. geschiittelt. Nach Trennung der Phasen werden 
2 ccm der organischen Phase rnit 1 ccm Wasser und 0.2 ccm Mctol-Reduktor-Losung 10 Sek. 
extrahiert. Die in der wanrigen Phase entwickelte Blaufarbung wird wie oben nach 20 Min. 
photometriert. 

22) Chromatographic, E. Merck AG, Darmstadt 0. J. 
23) G .  Gomori, J. Lab. clin. Med. 27, 95.5 (1942) [C. A. 36, 3208 (1942)l. 
24) F. Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie GmbH, Weinheim/Bergstr. 1958. 

3* 
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Brstinit?iung des Plzosphrirgehn1te.r .fester organischer Verbindungen: Die Substan,: wurde im 
Reagensglas niit einigen Tropfen konz. Perchlorsaure bci ca. 200" verascht. Nach Abkuhlen 
wurden 5 ccm Wasser zugesetzt und zur Hydrolyse yon Pyrophosphaten 10 Min. in einem 
siedenden Wasserbad gehalten. Dann wurde in einem McDkolbcn auf 50 ccm aufgefhllt und 
in diescr Verdiinnung anorganisches Phosphat, wie oben angegeben, bestimmt. 

Substanzen 

,~.N'-Dipheriyl-atli~~lrndiamiti *), dessen N-Formyl- und N.N-Diforniyl-Derivat sowie N . N -  
Ris-[4-t~zethox~~carbonyl-phewyl,'-uthylendirzniin wurden im wcsentlichen nach Lit. 2) dargestellt. 
Die Ausbeute an N-Fortnyi-N. N'-rfiphenyI-uthylendiainiri konnte durch Verwcndung 40-proz. 
statt 98-proz. Ameisensiiure bis auf 70 yd gesteigert werden. N-Acetyl- und N.N-Diacetyl- 
N.N'-dipheiiyl-UthyZendiai?7in wurden zu Vergleichszwecken nach Lit. 2 9  dargestellt. 

N-[4-Chlor-phenyl]-N-~4-metho.uy-plien,ylJ-athyli~~1dia~iin. - 1 5 g (0.074 Mol) Chlorcssig- 
suure-/4-chlor-anilid~~~) werden mil 75 g (0.61 Mol) p-Anisidin in 100 ccm Dioxan 5 Stdn. 
unter RuckfluB drhitzt. Beim Erkaltcn kristallisieren 27 g Hydrochlorid (Schmp. 187---200"). 
Man liist in wehig Methanol, alkalisiert mit Kalilauge und fallt durch Zusatz von Wasser 
N-~4-Metl~oxy-pfaetiyl~-gIycin-~4-chlor-nnilidj als leicht braune Plattchen aus. Nach noch- 
maligem Umkristallisieren aus Methanol/Wasser 14.8 g (69 x), Schmp. 114 - 115". 

Cl5H1&IN202 (289.8) Her. N 9.65 OCH3 10.6 Gef. N 9.7 OCH3 10.2 

Zur Reduktion des voranstehenden Aniids zum Amin27) werden 14.5 g in absol. Tetra- 
hydrofuran unter FeuehtigkeitsausschluB und Ruhren in eine Suspension ron 5.6 g LiAIH4 
in absol. Tetrahydrofuran (400 ccm) eingetropft. Danach wird gekocht, bis eine entnommene 
Probe kein Ausgangsmaterial mehr enthLlt (ca. 5 Stdn., Diinnschichtchromatogramm). 
AnschlieBend wird iiberschiissiges LiAlH4 durch die ber. Menge Natronlauge und Wasser 
unter Eiskiihlung zersctzt. Man saugt voni Aluminiumhydroxid ab und wPscht mit warmem 
Tetrahydrofuran nach. Es wird eingeengt, der olige Ruckstand in 50 ccm Methanol aufge- 
nommen und das Hydrochlorid mit 100 ccm konz. Salzsaurc geflllt und abgenutscht. Man 
setzt das Diaryldiamin mit Kalilauge frei und nimmt in Chloroform auf. Nach dem Trocknen 
iiber MgS04 wird i. Vak abgedampft und der Ruckstand aus CC14/Cyclohexan umkristalli- 
siert. 10.5 g (78%); Schmp. 88-91". 

C15H17CIN20 (275.8) Ber. N 10.15 OCH3 11.2 Gef. N 10.38 OCH3 11.47 

N.N-Diplien,vl-~thyle~idiarni~~o-phospliors~urechlorid ( I .  3-Diphenyl-2-chlor- 1.3.2-diazaphos- 
pholidin-Zoxid, 1). - - -  15 g N.N'-Ulpl~en~~Z-L;rh~let~~iamiiz (Dianilinolthan) werden mit 20 ccin 
POC13 (UberschuB) in 20 ccni Xylol unter RiickfluB erhitzt, bis sich das anfangs ausgefallene 
Amin-hydrochlorid unter HCI-Entwicklung umgesetzt hat (ca. 3 Stdn.). Sodann wird Xylol - i  
iiberschiissiges POCl3 i. Vak. abdestilliert und der feste Riickstand in warmem Benzol gelost. 
Beim Abkuhlen fallt das Produkt aus; durch Zusatz von Petrolather wird eine weitere Fraktion 

*) Im folgenden auch kurz als Dianilinoiithan bezeichnet. 
25)  C. A .  Bischoff und 0. Nastvogel, Ber. dtsch. chem. Ges. 22, 1783 (1889). 
26) Dargestellt nach A.  J .  Hill und E. B. Kelsey, J.  Amer. chem. SOC. 44, 2357 (1922). 
27) Cs wurde nach R. Schrvtrr, in Houben- Weyl-Muller, Methoden der organischen Cheniie, 

4. Aufl., Bd. 11/1, S .  341, G. Thieme-Verlag, Stuttgart 1957, verfahren. 
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gewonnen. 17.2 g (82%) Nadeln, Schmp. 171 -174". Ein Teil wurde durch Umkristallisieren 
aus Benzol gereinigt: Schmp. 174.5". 

C14H14ClN20P (292.7) Ber. N 9.57 P 10.6 
Gef. 9.35 11.4 Mo1.-Gew. 275 (nach Rast) 

N.N-Diphenyl-athylendiumido-phosphorsaure (2). - 5 g Chlorid 1 werden rnit 30 ccm 
2 n  Nutronluuge und 30 ccm Aceton als Losungsvermittler 2 Stdn. unter RiickfluR hydrolysiert. 
AnschlieRend wird am Rotationsverdampfer auf ca. 20 ccm eingeengt und 2mal ausgeathert. 
Durch tropfenwcise Zugabe von Eisessig untcr Riihren wird anschliel3end die Saurc in fcinen 
Kristallcn ausgcfallt. Man nutscht ab, wascht rnit Alkohol und Ather und trocknet. 4.3 g (90 %); 
Schmp. 240-245" (Zers.). Nach Umkristallisieren aus wasserhaltigcm Dimethylformamid 
unterhalb 120": Blattchen, Schmp. 240-245". 

C14H15N202P (274.2) Ber. N 10.2 P 11.3 Gef. N 10.2 P 10.9 

Ammoniumsalz: Durch Zugabe von Dioxan zu ciner konz. Losung von 6.5 g 2 in Ammoniak; 
umkristallisierbar aus Dioxan/Wasscr. 7.0 g nach Trocknen iiber CaClz bci 14 Torr (beim 
Trocknen iiber PzO5 bci 130"/0.2 Torr tritt Zersetzung ein). Schmp. 245" (Zers.). Nach der 
Analyse kristallisiert das Salz rnit 112 Mol. Dioxan. Das Praparat ist wasserfrci (Karl-Fischer- 
Titration). 

C14H18N302P.1/2C4H802 (335.4) Ber. C 57.15 H 6.61 N 12.53 P 9.24 
Gef. 57.44 6.60 12.47 9.43 

57.09 6.53 12.65 9.86 

Cyclohexylammoniumsulz: Durch Zugabc eines uberschusses von Cyclohexylumin zur Losung 
von 100 mg 2 in heiRem Dimethylformamid und Abkuhlen: 120 mg feine Nadclchen vom 
Schmp. 232-235" (Zcrs.). 

C ~ ~ H ~ ~ N ~ O Z P  (373.4) Ber. N 11.25 P8.3 Gef. N 11.43 P8.18 

Benzylester: a) 300 mg (ca. 1 mMol) 1 werden mit cincr Losung von Nutriumbenzylut [aus 
110 mg (ca. 1 mMol) Bcnzylalkohol und 25 mg Natrium] in 5 ccm Aceton 1 Stdc. unter 
RiickfluB gckocht. Es wird vom Natriumchlorid abgefiltert und rnit Wasscr gcfallt. Nach 
Umkristallisicren aus Methylenchlorid/Petrolather 150 mg (40 %) vorn Schmp. 137 - 138". 

C ~ ~ H ~ ~ N Z O ~ P  (364.4) Ber. N 7.7 Gef. N 7.42 

b) 2.0 g Ammoniumsulz von 2 werden in Methanol gelost und bis zur vollstandigen Fallung 
rnit waBr. Silbernitrat-Losung vcrsetzt. Das Silbersalz von 2 wird abgenutscht und im Dunklen 
iiber CaC12 getrocknet: 1.8 g hellgelbc Nadeln, die sich auch im Dunklcn langsam schwarz 
farben. 1 . 1  g (ca. 3 mMol) davon wcrden nach Crumer28) rnit 500 mg (0.35 ccm, 3 mMol) 
Benzylbromid in 200 ccm absol. Acetonitril 12 Stdn. im Dunklen unter RiickfluB gckocht. 
Nach dem Abkiihlcn wird filtricrt, zur Trocknc gcbracht, der Riickstand mit etwas Ather 
digeriert und dcr athcrunloslichc Teil aus MethylenchloridlPetrolather umkristallisiert. 300 mg 
(27 %); Schmp. 136-138"; keine Schmelzpunktsdcpression mit dcr nach a) gewonnenen 
Verbindung. 

N-14-Chlor-phenyll-N-~4-methoxy-phenylJ-athylendiumin werdcn mit 6 ccm POC13 in 40 ccm 
N-~4-Chlor-phenyll-N-[4-methoxy-phenyll-athylendiumido-phosphorsaure (4). ~ 5.5 g 

28' F. Crumer und H. Hettler, Chcm. Ber. 91, 1181 (1958). 
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Xylol 1 Stde. unter RiickfluB erhitzt. AnaIog der Vorschrift auf S. 36 fallen 6.4 g (90%) 
Diamidophosphorsaurechlorid 3 an, feine Nadeln vom Schmp. 170 - 178". Nach Umkristalli- 
sieren aus Chloroform/Petrol%ther Schmp. 180 - 183'. 2.0 g des Rohproduktes werden mit 
je 15 ccm Aceton und 2 n  NaOH 2 Stdn. unter RiickfluO hydrolysicrt. Nach Ausfallen rnit 
Alkohol und 10n H2SO4 1.7 g (90%) freie Saure 4 vom Schmp. 225-227". 

C I ~ H ~ ~ C I N ~ O ~ P  (338.7) Ber. P 9.26 Gcf. P 9.0, 9.27 

Ammoniumsalz: Durch Auflosen in Ammoniak, Eindampfen im Rotationsverdampfer bis 
zur Trockne und Umkristallisieren aus Dioxan/Wasser; Schmp. 190-21 5". 

C15H19C1N303P.1/2C4Ha02 (399.8) 

N.N-Bis-[4-carboxy-phenyli-iithylendi~1mido-phosphorsaure (6).  - 6 g N.N-Bis-[4-methoxy- 
carbonyl-phenyZj-atbylendiamin werden rnit 6 ccm POCl3 in 40 ccm Xylol unter RUcMuS 
erhitzt, bis kein HC1-Gas mehr entweicht. Nach Umkristallisieren des Rohproduktes aus 
Chloroform 4.2 g (57 %) Diamidophosphorsaurechlorid 5, Nadeln vom Schmp. 240-242". 

Ber. N 10.5 P 7.75 Gef. N 10.00 P 7.76, 7.16 

C ~ ~ H ~ ~ C ~ N Z O ~ P  (408.8) Ber. N 6.85 P 7.57 Gef. N 7.03 P 7.20 

1.9 g Chlorid werden rnit 40 ecm 2.5n KOH 18 Stdn. unter RiickfluD erhitzt, wobei alles in 
Losung geht. Dabei werden gleichzcitig rnit der P - C1-Bindung die beiden Ester-Bindungen 
hydrolysiert. Durch Ansauern rnit verdiinnter Schwefelsiiure wird 6 ausgefallt. 1.6 g (95 %); 
Schmp. 350" (Gelbfarbung ab  ca. 210')). 

Weitere Umsetzungen 

Phosphorylierung voii N-Formyl-AT.N-diplieiiyl-athylendiamin: Man lost 2.4 g (0.01 Mol) 
N-Formyl-N.N-diphenyl-athylendiamin in 10 ccm Chloroform + 10 ccm Triatliylamin und 
tropft bei -50" unter Ruhren 1.36 ccm (0.015 Mol) POCl3 hinzu. Sodann wird unter Feuch- 
tigkeitsausschluB zuerst bei Raumtemperatur und dann bei 30" je 2 Stdn. weitergeriihrt. 
Triathyhmin und Chloroform werden anschlieBend i. Vak. moglichst meit abgedampft, der 
dunkle Ruckstand vorsichtig in 20 ccm 511 KOH 1- 20 ccm Aceton + Eis eingetragen und 
1 Stde. geriihrt. Nach Abziehen von Aceton und Triiithylamin im Rotationsverdampfer 
seheidet sich nicht unigesetztes Amin ab, das durch AusLthern abgetrennt wird (1.3 g). Die 
stark alkalische, waOr. Losung (45 ccm) triibt sich bei 0" langsam. (Die Triibung wird diinn- 
schichtchromatograp hisch als Mischung aus Formyl-dianilinoathan und frciem Didnilinoathan 
identifiziert. In der phosphorylierten Verbindung ist also offenbar auch die Formylgruppe 
labilisiert.) Bringt man Proben der waBr. Losung auf pH < 10, so erfolgt die Abscheidung 
der Amine in wenigen Minuten vollstandig; papierchromatographisch ist dann nur noch 
anorganisches Phosphat in der Losung nachweisbar. 

Ein Drittel der Losung wird mit 5 ccm konz. Ammoniak und 100 ccm absol. Athano1 in der 
Kalte versetzt und dadurch der groBte Teil des anorganischen Phosphats und Chlorids gefallt. 
Eine Probe des Uberstandes zeigt bei Papierchromatographie neben anorganischem Phosphat 
und einigen organischen Phosphaten mit hoheren RF-Werten im Solvens I einc starke Zonc 
bei RF = 0.45, die organisch gebundenes Phosphat enthalt und nach Bespriihen mit Saure 
stark fluoresziert. Aus einem Chromatogramm wurde diese Zone mit halbkonz. Ammoniak, 
dem einige Tropfen 2nNaOH zugesetzt waren, eluiert und ihr UV-Spektrum gegen ein 
Blindeluat gemessen: Maximum bei 243 mF, das nach AnsLuern innerhalb weniger Minuten 
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in das Spektrum des N.N-Diphenyl-imidazoliniumchlorids (Produkt aus Formyl-dianilinoathan 
und HCI) ubergeht (Maximum bei 313 mp, Verhaltnis E313/E245 = 8.5). Unter der Voraus- 
setzung vollstandiger Elution der Zone wurde errechnet, daR 12 % des eingesetzten Formyl- 
amins in die mit RF = 0.45 laufende N-Formyl-N'-phosphoryl-Verbindung umgewandelt 
worden waren. Aus einem weiteren Chromatogramm im Solvens I1 bei 4" wurde die (hier rnit 
RF = 0.62 laufende) Zone mit 0.1 n HC1 eluiert. Im Eluat wurde die Absorption bei 313 m p  
und anorganischem Phosphat bestimmt. Aus je 2 unabhangigen Bestimmungen ergab sich 
ein Verhaltnis von 0.206 pM/ccm N-Formyl-dianilinoathan und 0.1 85 pM/ccm Phosphat. 

Chromatographische Analyse der Hydrolyseprodukte: Das Ammoniumsalz der N.N-Di- 
phenyl-athylendiamido-phosphorsaure (2) (25 pM/ccm) in 0.1 m Phthalat-/l m Acetat- bzw. 
1 m Formiat-Puffer (pH 4) wurde im Thermostaten bei 50" inkubiert. Nach 1, 3 und 8 Stdn. 
wurden Proben entnommen und die Hydrolyse durch Zusatz von Ammoniak abgestoppt. 
Die Proben wurden dann im Solvens 11 papierchromatographiert: Alle zeigten nur anorga- 
nisches Phosphat (RF = 0.15) in steigender und das Ausgangsmaterial (RF = 0.85) in ab- 
nehmender Menge, kein weiteres Phosphat. - Nach 12 Stdn. wurde der Rest der Losung 
stark alkalisch gemacht und ausgeathert. Die Extrakte wurden im Solvens I dunnschicht- 
chromatographiert. Mit Hilfe der Vergleichssubstanzen wurde in dem Formiat-gepufferten 
Ansatz Dianilinoathan und N-Formyl-dianilinoathan identifiziert, der Phthalatpuffer- und der 
Acetatpuffer-Ansatz zeigte nur das unsubstituierte Amin. 

,,Formolyse" des cyclischen Diamidophosphates: 335 mg (1 mMol) des Ammoniumsalzes 
von 2 wurden in 10 ccm Wasser gelost und dann 10 ccm 2 m  Formiat-Liisung zugesetzt; an- 
schlieRend wurde p H  7 eingestellt. Die Mischung wurde 12 Stdn. bei 80" gehalten, dann stark 
alkalisch gemacht und das ausfallende Amin ausgeathert. Die Atherphase wurde im Rotations- 
verdampfer zur Trockne eingeengt, der Ruckstand in heiRer, verdunnter Salzsaure aufge- 
nommen. Beim Abkuhlen fie1 N.N-Diphenyl-imidazoliniumchlorid aus: Ausbeute 5 3  mg 
(20 %). 

Urnsetzung des cyclischen Diamidophosphates mit organischen Sauren nach Goldschmidt21) : 
Je 274 mg (1 mMol) 2 wurden einmal rnit 244 mg (2 mMol) Benzoesuure, zum anderen mit 
120 mg (2 mMol) Eisessig in 5 ccm Toluol 5 Stdn. unter RuckfluR erhitzt. Das Ausgangs- 
material ging nicht vollstandig in Losung. Toluol wurde abgezogen und der Ruckstand rnit 
verd. Ammoniak aufgenommen und Ungelostes mit Ather extrahiert. Die waRrige Phase gab 
im Papierchromatogramm Phosphatreaktion bei den RF-Werten von anorganischem Phosphat 
und Ausgangsmaterial. In  der ather. Phase wurden durch Dunnschichtchromatographie im 
Solvens I1 mit Hilfe von Vergleichssubstanzen Dianilinoathan und N-Benzoyl-dianilinoathan 
bzw. N-Acetyl-dianilinoathan nachgewiesen. Die acylierten Amine wurden durch Elution der 
entsprechenden Zonen in kleiner Menge rein gewonnen und durch Mischschmelzpunkte 
identifiziert. Die Ausbeuten (geschatzt) betrugen ca. 40% fur die Benzoyl- und ca. 3 0 %  fur 
die Acetyl-Verbindung. 

Die benzoylierten Derivate des Dianilinoathans wurden wie folgt dargestellt : 2.1 g Dianilino- 
uthan werden rnit 2 g (UberschuR) Benzoylchlorid in 3 0  ccm Toluol24 Stdn. bei Raumtempe- 
ratur stehengelassen. Das abgeschiedene Hydrochlorid wird abgenutscht, das Filtrat mit verd. 
Natronlauge mehrmals ausgeschuttelt, getrocknet und das Losungsmittel abgezogen. Der 
feste Ruckstand gibt, aus Benzol umkristallisiert, 1.5 g (72 %) der N.W-Dibenzoyl-Verbin- 
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dung, Nadcln vom Schmp. 193 - 196". Zur Gewinnung des Mono-Substitutionsprudiiktes 
werden in gleicher Weise 2.1 g (0.01 MoI) Dianilinolthan mit 700 mg (0.005 Mol) Benzoyl- 
chlorid umgesetzt. Das Filtrat zeigt im Diinnschichtchromatogramm (Solvens Il l )  neben 
Ausgangsniaterial und der Dibenzoyl-Verbindung eine weitere niit dazwischenliegendem RB. 
Durch Trennung des Gemischcs an einer Kieselgel-SBule mit Chloroform als Elucns wurde 
diese ausfraktioniert und aus Petrolather umkristallisiert. 180 mg (6 7;) Nadeln vom Schmp. 
127 128". 

CzlHz"N20 (316.4) Ber. N 8.86 Gef. N 8.96 

Umsetzirng iiichtcyclischer Amidophosphute niit Formiat: Fur diese Versuche wurden nach 
Lit. 29) bzw. Lit.30) synthetisiert : Phosphors~rtre-mononmid-monon2etlzy~unil~dvom Schmp. 137" 
(Lit.29) 125"); RF 0.80 (Solvens IV); Phosphorsurrre-diunilid vom Schmp. 170-180" 
(Lit29) 21 37, RF = 0.95 (Solvens IV); Pliosphorsurrre-phenyl);lrsler-an;lid vom Schmp. 128 bis 
130" (Lit.29) 137"), RP - 0.92 (Solvens IV); AnilinpBosphorsuurc vom Schmp. ab 220' (Lit.3") 
276 --277", Zers.). Das Produkt zeigte im Papicrchromatogramni im Solvcns IV eine Verun- 
reinigung durch anorganisches Phosphat, jedoch nur ein UV-absorbierendes Phosphat mil 
RF - 0.45). - Je 50 mg der disubsfituierten Plio.sphorsauren und 20 mg der Aniliiiphosphar- 
sciiire wurdcn in moglichst wenig verd. Ammoniak gelost, die Losung mit vcrd. Salzsaure 
ncutralisicrt und mit je 5 ccm 1 m Formintpufer pH 4.0 versetzt. Die Proben wurden 20 Stdn. 
im Thermostaten bei SO" inkubiert. Vergleichsansatze enthielten Anilin und Methylanilin in1 
gleichen Puffcr. Die papierchromatographische Analyse zeigte, daR alle Prohen nach Ablauf 
dieser Zeit vollstdndig hydrolysiert waren. Durch Zusatz von Kalilauge wurden die gebildeten 
Aniine abgeschieden, ausgedthcrt und rnit Formanilid und N-Methyl-formanilid als Ver- 
gleichssubstanzenin Dunnschicht imSolvens C (s. S. 35) chromatographiert. Die Anfarbung er- 
folgte mit dem Chromschwefelsiiurereagenz; N-Methyl-formanilid fdrbt sich erst ca. 30 Min. 
nach dem Respriihen langsam an. Rp- Werte: Formanilid 0.4; Anilin und N-Methyl-formanilid 
0.5 ; N-Methyl-anilin 0.5. Ergebnis: Phosphorsaure-dianilid und Phosphorsaure-phenylester-ani- 
lid bildeten schltzungsweise jeweils 40 Formanilid ; Anilinphosphorsaurc und freies Anilin 
aber nur Spuren. Aus Phosphorslure-monoamid-methylanilid hatten sich ca. 40 - -50 7; 
N-Methyl-formanilid gebildet; freies Methylanilin wird nicht formyliert. 

Kinetische Untcrsuchungen 

Hydrolyse der cyclischen Dicmiidophosphate (vgl. Tabelle 2) : Die benBtigten Puffcr wurden 
doppelt konzentriert angesetzt. Je 10 ccm Puffer wurdcn rnit 8 ccm Wasser verdiinnt und im 
Thermostaten auf 50" crwarmt. Zur Zeit t - - 0 wurden zu jeder Probe 2 ccm ( .. 8 pMol) 
einer neutralen auf SO' vorgewarmten Losung Cyclophosphot gcgeben. Zu den aus Abb. 1 
ersichtlichcn Zeiten wurden Proben von 1 ccm entnommen, im Eisbad abgekiihlt und an- 
organisches Phosphat bestimnit. Die gefundenen MeRwerte wurden in ;() Hydrolyse umge- 
rcchnet und in ein Diagramm (I-logo,<,) gcgen t aufgetragcn; die dabei gcfundenen Geraden 
bestatigten ein Zeitgesetz 1. Ordnung. Aus ihnen wurden die Gesch~~indigkeitskonstanten und 
Halbwertszeiten der Hydrolyse ermittclt. 

29) A .  Michaelis, Licbigs Ann. Cheni. 326, 253 (1903). 
30) H. G. Cook, J.  I). Ilett, B. C .  Saunders, G .  J .  Stare);, H .  G. Watson, I .  G .  E. Wildirq und 

S. J.  R'oodcook, J. chem. SOC. [London] 1949, 2921. 
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Bildung von N-Formyl-dianilinoathan bei der Hydrolyse in Formiatpuffer: Hierzu wurden 
aus den zur Messung der Hydrolyse angesetzten Proben aliquote Anteile von 0.6 ccm ent- 
nommen und in einer I-cm-Kuvette rnit 2.3 ccm Wasser unrt 0.1 ccm konz. HCI gemischt. 
Dabei bilden sich aus den N-Formyl-N.N'-diaryl-athylendiaminen die entsprechenden Imida- 
zolinium-Salze. Nach 60 Min. wurde die UV-Absorption im Maximum (313 mp fur die 
unsubstituierte Verbindung und 320 m p  fur das 4-Chlor-4'-methoxy-Derivat) bestimmt und 
mit Hilfe der molaren Extinktionskonstanten (16.5 x l o 3  bzw. 20.0 x lo3 /.mol-l.cm-1) die 
gebildeten Konzentrationen (C) errechnet. Daraus ergaben sich die Ausbeuten, bezogen auf 
eingesetztes Cyclophosphat, nach 

= 1250. C (pM/ccm) 

In Vergleichsansatzen wurde Dianilinoathan mit den gleichen Puffern inkubiert ; es zeigte 
sich nach Ansauern nur ein geringfiigiger unspezifischer Anstieg der Absorption bei 313 mp. 

Fur die Untersuchung des Einjusses von Phosphat auf die Hydrolysegesch windigkeit wurde 
eine spektrophotometrische Methode benutzt. Sie beruht auf der Extinktionsdifferenz bei 
250 mp zwischen dem unsubstituierten Cyclophosphat (E = 31.2 x 103) und Dianilinoathan 
bei pH 4.0 (E = 12.0 X 103). Das bis zur Zeit t gebildete Dianilinoathan bzw. hydrolysierte 
Cyclophosphat errechnet sich demnach aus 

Nach dieser Methode wurde die Hydrolyse rnit den folgenden Puffern pH 4.0 untersucht: 
0.1 rn Acetat, 0.1 rn Phosphat in 0.1 m Acetat, 1 m Phosphat in 0.1 m Acetat. Je 19 ccm dieser 
Puffer wurden rnit 1 ccrn einer l O - 3 r n  Losung des Cyclophosphats vermischt, bei 50" im 
Thermostaten inkubiert und die Hydrolysegeschwindigkeit ermittelt. Ergebnis : Die Hydrolyse 
verlluft in allen drei Puffern mit der gleichen Halbwertszeit von 120 Min. 11471651 


