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Bei der Umsetzung von N.N’-Diaryl-dthylendiaminen mit Phosphoroxychlorid und anderen
Phosphorylierungsmitteln mit mindestens zwei aktiven Funktionen entstehen cyclische Di-
amidophosphate (N.N’-disubstituierte 1.3.2-Diazaphospholidine). Bs wurden Salze, freie
Sauren und Ester dieses Typs dargestellt. Die Salze sind in alkalischer Losung stabil, in saurer
werden sic zu Amin und anorganischem Phosphat hydrolysiert. Im Gegensatz zu den Fiinf-
ring-Diesterphosphaten (1.3.2-Dioxaphospholanen) ist dabei eine ringoffene Zwischenstufe
nicht nachweisbar. Dic Hydrolysekonstanten bei pH 3, 4 und 5 in verschicdenen Puffern
wurden gemessen. -— Die Spaltung der Verbindungen wird durch 0.1 -1 m Formiat erheblich
beschleunigt. Dabei entstehen in bis zu 70-proz. Ausbeute N-Formyl-N.N’-diaryl-dthylen-
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 Tetrahydrofolsdure als Zwischenstufe der enzymatischen
Bildung von 10-Formyl-tetrahydrofolsiure ist also vom chemischen Standpunkt sinnvoll.

5.6.7.8-Tetrahydro-folsiaure2a) wirkt im Stoffwechsel bekanntlich als Coenzym der Uber-
tragung von Einkohlenstoffkdrpern?). C;-Einheiten auf der Oxydationsstufe einer Methyl-,
Hydroxymethyl- und Formyl-Gruppe werden durch die Bindung an den Cofaktor zur Uber-
tragung aktiviert und kénnen auch, an den Cofaktor gebunden, ineinander umgewandelt
werden. Die chemische Strukturaufklirung der entsprechenden Wirkform ergab, daB die
aktivierte Gruppe stets an die N-Atome 5 oder 10 bzw. an beide (iiberbriickend) gcbunden ist.
Die Athylendiamingruppicrung an C-6 und C-9 stellt demnach das Wirkzentrum des Co-

1) 11. Mitteilung: E. Brode und L. Jaenicke, Biochem. Z. 332, 259 (1960); letzte Zusammen-
fassungen: L. Jaenicke und C. Kutzbach, 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. Kutzbach, Univ. KoIn 1965; siche 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 —= anorganisches Phosphat.
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faktors dar. Diese Auffassung wurde durch die Synthese von N.N’-Diaryl-dthylendiaminen
bestitigt, deren chemische Reaktionen einige interessante Parallelen zu den Eigenschaften
des Cofaktors zeigen 2,3,

Eine andere Folat-abhingige Reaktion, deren Mechanismus aber noch nicht vollstindig
geklirt ist, ist die Aktivierung der Ameisensidure nach folgender Gleichung:

FH4 + HCO;H + ATP ———=— 10-CHO-FH4 + ADP 4 P

Das die Reaktion katalysierende Enzym, die Formyl-FHy4-Ligase (ADP) (E.C.6.3.4.3) wurde
bisher aus der Leber von Taube4), Schafs und Huhn) sowie aus Micrococcus aerogenes?)
und Erythrozyten8 angereichert und aus Clostridium cylindrosporum kristallin gewonnen 9).
Die kinetische Untersuchung der Reaktion mit dem Kkristallisierten Enzym gab keinen
Hinweis fiir das Auftreten einer Zwischenstufe mit neuen kovalenten Bindungen und fiihrte
zur Formulierung eines ,,konzertierten Mechanismus“10), in dem alle drei Substrate in einem
Schritt in die drei Produkte umgewandelt werden.

Dagegen wurden die Ergebnisse dhnlicher Versuche mit den Enzympriparaten aus Micro-
coccus aerogenes und Taubenleber unter Annahme eines enzymgebundenen FH4-Phosphats
als Zwischenstufe und dem folgenden Ablauf der Gesamtreaktion gedeutet11-13):

E + FHs + ATP  —=—> E-FH4P + ADP
E-FH;-P + HCO,H === CHO-FH4 |-P - E

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

Fiir die Struktur des postulierten Zwischenproduktes wurde von Huennekens und Mit-
arbeitern1!) eine N-10-Phosphoryl-Verbindung, von Jaenicke und Brode!3) auf Grund ki-
netischer Untersuchungen der enzymatischen Reaktion ein cyclisches N-5—N-10-Diamido-
phosphat vorgeschlagen. Bei diesem Stand des Problems schienen uns nun Modellreaktionen

3) E. Brode und L. Jaenickel).

4) L. Jaenicke und E. Brode, Biochem. Z. 334, 108 (1961).

S) E. Brode und L. Jaenicke, Biochem. Z. 334, 328 (1961).

6} C. Kutzbach, 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. Pricer jr., J. biol. Chemistry 237, 2898 (1962).

10) R. H. Himes und J. C. Rabinowitz, J. biol. Chemistry 237, 2915 (1962).

11) H. R. Whiteley und F. M. Huennekens, J. biol. Chemistry 237, 1290 (1962).

12) L, Jaenicke, E. Brode und B. Riicker, Biochem. Z. 334, 342 (1961).

13) E. Brode und L. Jaenicke, Licbigs Ann. Chem. 647, 174 (1961).



28 C. Kutzbach und L. Jaenicke Bd. 692

geeignet, zum mindesten um festzustellen, ob derartige Phosphate existenzfihig sind und die
geforderten chemischen Eigenschaften haben.

Die vorliegende Arbeit behandelt die Synthese cyclischer Diamidophosphate von
Diaryliathylendiaminen und einige ihrer Eigenschaften, insbesondere ihre Spaltung
mit Formiat in wiBrigem Milieu zu N-Formyl-N.N’-diaryl-ithylendiaminen.

Ergebnisse

Ausgangsmaterialien fiir die Phosphorylierungen waren N.N’-Diphenyl-ithylen-
diamin und N.N’-Bis-[4-methoxycarbonyl-phenyl]-dthylendiamin2 sowie N-[4-Chlor-
phenyl]-N’-[4-methoxy-phenyl]-dthylendiamin. Die Verbindungen setzen sich mit
tiberschiissigem Phosphoroxychlorid nahezu quantitativ zu cyclischen Diamido-
phosphorsdurechloriden um, die bei alkalischer Hydrolyse auch noch das letzte
Chloratom austauschen. Aus diesen Losungen konnen die cyclischen Diamidophos-
phorsduren durch Ansduern ausgefillt werden. Die dargestellten Verbindungen sind
in Tabelle 1 mit einigen Eigenschaften aufgefithrt. 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 kiirzeren Wellenldngen verschoben; die Extinktion ist
dagegen erhoht. In den IR-Spektren findet man zusitzlich zu den nur wenig verdn-
derten Banden des Amins die P-—-O-Valenzschwingung im Bereich 1270 —1280 cm~1
und eine schwichere Bande bei 710--740 cm 1, die vermutlich einer P—N-Valenz-
schwingung zukommt 14,

Q X
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Tabelle 1. Cyclische Diamidophosphate der Formel 2N
Ry N\_/N Ry

UV-Spektrum

Nr. Verbindung Schmp. Amax  €X10 3 (/mol-1 cm—1)
1 R; =R, —H; X = Cl 174.5° 240 my.  29.8 (Athanol)
2 R; =Ry —H; X == OH 240--245° 247 312 (pHT)
3 R; = Cl; R = OCH3; X —= Cl 180—183° 246 33.4 (Methanol)
4 R; = CI; R, —= OCHj3; X == OH 225—227° 252 31.2 (pH 7)
5 R; = Ry = CO,CHj3; X = Cl 240- -242° 280 38.4 (Methanol)
6 Ri = Ry = COH; X = OH 350° 289 31.8 (pH7)

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

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



1966 Phosphorylierte Modelle der Tetrahydrofolsdure 29

salz der freien Sdure und Benzylbromid darzustellen. Fiir die kinetischen Untersu-
chungen wurden aus den freien Sauren die wasser- und alkoholloslichen Ammonium-
salze dargestellt. Alkali- und Erdalkali-Salze sind ebenfalls 16slich.

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

Wie schon die Darstellung der freien Sduren aus dem Diamidochlorid zeigt, ist der
Ring in alkalischer Losung stabil; in starker Siure fallen die Diamidophosphorsiuren
aus. Im mittleren pH-Bereich wurde die Hydrolyse in verschiedenen Puffern kinetisch
verfolgt; die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefaBt. Die papierchromato-
graphische Analyse hydrolysierender Ansiitze zeigte immer nur die Ausgangsverbin-
dungen und anorganisches Phosphat. Ein Monoamidophosphat als Zwischenstufe
der Hydrolyse wire in den benutzten Solventien mit Sicherheit gefunden worden.
Daraus ist zu schlieBen, daB die zweite Stufe der Hydrolyse in Amin und Phosphat
schneller verlduft als die Ringodffnung, so daB sich die Zwischenstufe nicht in nach-
weisbarer Konzentration bildet. Dieses Verhalten steht im Gegensatz zu dem
cyclischer Fiinfring-Diesterphosphate?, 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 Diarylithylendiamine
diese Verbindungen besonders instabil zu machen.

Jedenfalls gelang es uns nicht, mit den {iblichen Methoden zur Phosphorylierung von Ami-
nen eine derartige Verbindung zu gewinnen. Die bei diesen Versuchen als Zwischenstufe
dargestellten Monoamidodiesterphosphate von Dianilinoithan mit Benzyl-, Phenyl- und
8-Cyanoithyl-Schutzgruppen lieBen sich weder hydrogenolytisch noch alkalisch in die ge-
wilnschte Verbindung iiberfithren: Stets wurde zugleich mit dem Ester auch die P—N-
Bindung gespalten, soweit nicht daneben in geringer Ausbeute (bis zu 5 %) Ringschlul zu den
stabilen cyclischen Diamidophosphaten auftrat6).

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 my erheblich hoher ist als die der freien Amine. Dieses Verfahren wurde zur
Messung der Hydrolyse in phosphathaltigen Puffern benutzt.

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

15) 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.
Edit. 3, 702 (1964).

17 P. C. Haake und F. H. Westheimer, J. Amer. chem. Soc. 83, 1102 (1961).
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nicht mit einer ganzzahligen Ordnung erfaBbar. Wie Tabelle 2 zeigt, beschleunigt
Formiatpuffer — in geringerem Mafe auch Acetatpuffer — die Hydrolyse. Phosphat
(bis 1m) in 0.1m Acetatpuffer (pH 4) hat keinen zusitzlichen EinfluB.

Tabelle 2. Hydrolyse und Formolyse von cyclischen Diamidophosphaten

Diamidophosphorsiure 2 Diamidophosphorsdurc 4
pH Puffer k-10-3 tiy, Formyl- k-1073 ti,  Formyl-
(Min."1) (Min.) amin (Min,71)  (Min.) amin
3.0 0.1m Phthalat 219 31.5 - 36 19.5 -
0.1 m Formiat 59 11.7 7% 29 23 7%
1.0m Formiat 77 9 52 115 6 44
4.0 0.1m Phthalat 37 188 — 4.3 155 —
0.1m Formiat 6.5 107 13 12 59 11
1.0 m Formiat 12.8 54 75 23 30 60
0.1m Acetat -|-
1.0m Phosphat 5.2 135 — — -~
5.0 0.1 m Phthalat 0.65 1070 — 0.95 730 —
0.1m Formiat 0.77 900 15 1.4 490 11
1.0m Formiat 2.1 330 70 3.7 185 55
6.0 1.0m Formiat in — — 70 — — ~--
Citrat/Phosphat
7.0 1.0m Formiat in — - 50 — — —
Citrat/Phosphat

Bei der Hydrolyse in Formiatpuffer wird N-Formyl-N.N’-diaryl-dthylendiamin
neben unsubstituiertem Amin gebildet. Die Bildung der Formylverbindung 148t sich
leicht verfolgen, indem man die Proben ansiuert und nach 60 Min. die Absorption
des gebildeten Diarylimidazolinium-Ions2) bei 315 my mift. Die bei vollstindiger
Hydrolyse maximal erreichten Ausbeuten an Formylamin sind in Tabelle 2 ebenfalls
vermerkt. Bei der diinnschichtchromatographischen Analyse der Reaktionsprodukte
der Hydrolyse in Acetatpuffer wurde dagegen nur das unsubstituierte Amin gefunden.

Abbildung 1 zeigt die Hydrolysekurven fiir 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. Demgemif ist die Halbwertzeit der Formylamin-Bildung
gleich der Halbwertzeit der Hydrolyse (s. Abb. 1). Setzt man die erreichte maximale
Ausbeute = 1009, ergibt sich daraus ein Geschwindigkeitsgesetz 1. Ordnung (Abb. 2).

Eine genaue Analyse der MeBwerte zeigt jedoch, daB der zugrundelicgende Mechanismus
sowoh! der Hydrolyse als auch der Formolyse mit den bisher gewonnenen Daten noch nicht
vollstindig beschrieben werden kann. Dic Hydrolysc in Phthalatpuffer ist der H®-Ionenkonzen-
tration nicht direkt proportional: Es liegt also keine einfache Protonenkatalyse vor, vielmehr
spricht die pH-Abhiingigkeit dafiir, daB der Zerfall der undissoziierten Form der Cyclo-
phosphorsdure im untersuchten pH-Bereich den wesentlichen, aber nicht alleinigen Beitrag
leistet. Im Gegensatz zu den Monoamidophosphaten ist die monodissoziierte Form der
Diamidophosphate stabil, sonst miite auch im alkalischen Medium Zerfall eintreten.
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Abbildung 1. Hydrolyse und Formolyse von N.N’-Diphenyl-dthylendiamido-phosphorsidure

(2) in verschiedenen Puffern: e Hydrolyse in 0.1 m Phthalat (pH 4.0), A Hydrolyse in 0.1m

Acetat (pH 4.0), X Hydrolyse in 1.0m Formiat (pH 4.0), o Bildung von N-Formyl-N.N’-
diphenyl-dthylendiamin in 1.0m Formiat (pH 4.0)
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Abbildung 2. Hydrolyse von N.N’-Diphenyl-dthylendiamido-phosphorsiure in 1.0 Formiat
(pH 4.0); Bildung von N-Formyl-N.N’-diphenyl-dthylendiamin und Ermittlung von k:
0 % Ausbeute, ® 9, Endwert
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Aufgrund seines beschleunigenden Einflusses mufl das Formiat in den ersten Schritt
der Hydrolyse, also in die Ringoffnungsreaktion, eingreifen. Den Mechanismus kann
man sich wie folgt vorstellen:

O OH
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o
C6H5N\_—;\C5Hs + HPO,
Der viergliedrige Ubergangszustand hat Ahnlichkeit mit dem der Carbonylolefinie-
rung 18, Grundlage der Reaktion ist hier wie dort die Komplexbindung einer Carbonyl-
funktion an ein P-Atom unter Erweiterung der d-Schale.

Der Reaktionsablauf zeigt ferner Analogie zur Synthese von Formamidinen aus Dimethyl-
formamid, Amin und Phosphoroxychlorid19). Die Resonanzstabilisierung des Primirpro-
duktes erlaubt hier die Aktivierung des Formiats bereits durch das weniger aktive Phosphor-
sdureamid. Eine interessante Parallele ist ferner die von Schmir und Zioudrou 2% beschriebene

18) U. Schillkopf, Angew. Chem. 71, 260 (1959).
19) Vgl. H. Bredereck, R. Gompper, K. Klemm und H. Rempfer, Chem. Ber. 92, 837 (1959).
20) G. L. Schmir und Ch. Zioudrou, Biochemistry 2, 1305 (1963).
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Beteiligung einer 3-stindigen Acylaminogruppe an der Hydrolyse von Phosphatestern. Durch
RingschluB entstehen dabei Oxazoline. Es wire 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 dafiir,
daf} in der Formylierungsreaktion undissoziierte Ameisensdure der wirksame Partner
ist. Offenbar fiithren aber bei der Formolyse der Cyclophosphate nicht alle Angriffe
der Ameisensdure zur Bildung des formylierten Amins. Wie Tabelle 2 zeigt, bringt
0.1m Formiat bereits eine erhebliche Beschleunigung der Hydrolyse, jedoch nur eine
geringe Ausbeute an Formylamin, die erst bei 1m Formiat 509, ubersteigt. Fiir die
Einwirkung des Formiats muf} also noch ein zweiter Vorgang angenommen werden,
der nur eine Beschleunigung der Hydrolyse bewirkt; das obige Formelschema enthélt
einen Vorschlag, der den Beobachtungen geniigt. Mit steigender Formiatkonzentration
verschiebt sich das Verhiltnis der beiden Mechanismen zugunsten hSherer Ausbeuten
an Formylamin, sei es infolge zuriickgedriangter Dissoziation der Ameisensiure oder
durch erhohte Ionenstirke. Die beschleunigende Wirkung des Acetats mul3 dhnlich
interpretiert werden.

Die Formylierungsreaktion des Cyclophosphats enthilt als mo6gliche, rasch durchlaufende
Zwischenstufe ein N-Formyl-N’-phosphoryl-N.N’-diaryl-dthylendiamin. Versuche zur Syn-
these dieser Verbindung durch Phosphorylierung von Formyl-dianilinodthan mit POCI;
ergaben ein Produkt, das nur papierchromatographisch gereinigt werden konnte. Eine
Analyse des Eluats ergab das geforderte Verhiltnis Formyl-dianilinodthan zu Phosphat =1:1.
Unterhalb pH 10 zerféllt die Losung sehr rasch unter Abscheidung des Formylamins.

Die Sonderstellung des Formiats in der Formamidbildung aus den Amidophosphaten ist
auf das wilrige System beschriankt. In unpolaren Losungsmitteln, etwa unter den Bedingun-
gen der Peptidsynthese mit N-phosphorylierten Aminosiuren21), geben auch Essigsiure und
Benzoesdure mit der Cyclophosphorsaure ein Monoacetyl- bzw. Monobenzoyl-Derivat des
Dianilinoathans. Die Reaktion verlduft auch in siedendem Toluol sehr langsam und ist zu
etwa 509 von einer einfachen Spaltung begleitet. Neben dem unsubstituierten Amin findet
man aber nur Monosubstitutionsprodukte: Es findet keine Disubstitution statt. Da die
cyclischen Phosphorsduren leicht zuginglich sind, konnte es aussichtsreich sein, die Dar-
stellung der durch direkte Acylierung nur als Nebenprodukt der disubstituierten Verbindungen
erhiltlichen Monoacyl-diaryl-dthylendiamine auf diesem Wege auszuarbeiten.

Andererseits ist die Formylierung von Amidophosphaten in wiBrigem Formiat-
puffer nicht auf die cyclischen Verbindungen beschrinkt. Auch andere Amido-
phosphorsduren mit einer weiteren Amido- oder Estergruppe, wie Dianilinophosphor-
sdure, Anilinophosphorsidurephenylester und Methylanilino-phosphorsiure-amid
werden in 1m Formiat (pH 4) zu etwa 509, formyliert.

In der enzymatischen Reaktion werden die phosphorylierten Modellverbindungen
nicht umgesetzt. Sie hemmen aber die Formylierung der Tetrahydrofolsiure 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

Modelireaktionen konnen zeigen, ob ein aus kinetischen Versuchen postulierter
Ablauf einer enzymatischen Reaktion vom chemischen Standpunkt aus vertretbar ist.
In diesem Sinne wurde der frither13 fiir die Formylase aus Taubenleber postulierte
Mechanismus bestdtigt. Das cyclische Diamidophosphat hat die Eigenschaften einer
aktiven Zwischenstufe, die mit Formiat zu cinem Monoformyl-amin rcagieren kann.
Bei dieser Reaktion entsteht wahrscheinlich zuerst die sehr instabile N-Formyl-
N’-phosphoryl-Verbindung, bei deren Zerfall die Formylgruppe voriibergehend den
Imidazolinium-Ring schlieBt. Es darf angenommen werden, da die Formolyse eines
cyclischen Phosphats der Tetrahydrofolsidure in der gleichen Richtung erfolgt wie die
Offnung des Imidazolinium-Ringes der Anhydroformyl-FH4. Dann entsteht im ersten
Schritt 5-Formyl-10-phosphoryl-FHy, die als eine weitere Zwischenstufe der enzyma-
tischen Reaktion postuliert wurde, weil bei der Einwirkung von Arsenat 5-Formyl-
FHy, aus den Inkubationen isoliert werden konnte13. Der weitere Zerfall dieser Ver-
bindung wiirde zu 5.10-Methinyl-FH4 fithren, die bekanntlich den Ring ausschlief3lich
zu 10-Formyl-FHy, dem Produkt der Formylase-Reaktion Offnet.

Es ist aber nicht einmal unbedingt notwendig, ein cyclisches Phosphat fiir die enzymatische
Formylierungsreaktion zu postulieren. Die Versuche mit Dianilinodthan und Anilin haben
gezeigt, daB diese Amine schon durch 1m Formiat bei pH 4 in geringem MaB formyliert
werden. Wenn nun zusitzlich - - z. B. in einem FHjy-10-phosphat — cine Phosphatgruppe
in sterisch giinstiger Steflung steht, wird das N-Atom 5 leicht mit dem aktivierten Formiat
reagieren. Es entsteht dann wiederum die 5-Formyl-10-phosphoryl-Verbindung, die sich,
wie diskutiert, nach einem innermolekularen Mechanismus praktisch irreversibel in dic
10-Formyl-Verbindung umwandelt. Durch diesen zweiten Schritt kann die Gesamtreaktion
auch dann befriedigend ablaufen, wenn das Gleichgewicht des ersten Formylierungsschrittes
ungiinstig liegt. Ein solcher Reaktionsablauf deutet sowohl die 180-Versuche 10 als auch das
Auftreten von 5-Formyl-FHy bei der Arsenolyse.

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

Wir danken dem Bundesministerium fiir Wissenschaftliche Forschung und dem Verband
der Chemischen Industrie fir dic Unterstiitzung der Arbeit durch Sachmittel und Spenden.



1966 Phosphorylierte Modelle der Tetrahydrofolsiure 35

Beschreibung der Versuche

Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Heiztisch gemessen und sind unkorrigiert.
Infrarot-Spektren wurden in KBr mit dem Infracord 337 Gitterspektrophotometer zwischen
4.000—1.200 und 1.333—400 cm~! aufgenommen. — UV-Spektren wurden im Spektral-
photometer PMQ II bzw. Spectronic 505 gemessen.

Nicht wasserlosliche Substanzen wurden stets gegen Vergleichssubstanzen an Schichten
von Kieselgel G in den folgenden Solventien chromatographiert: A. Chloroform :Cyclo-
hexan : Tridthylamin = 3:6:1; B. Chloroform: Cyclohexan = 9:1; C. Chloroform: Methyli-
dthylketon = 8 :1. Amine und viele Aminderivate wurden durch Besprithen mit einer 5-proz.
Losung Kaliumbichromat in 10n H,SOy4 sichtbar gemacht, wobei charakteristische Farbungen
zwischen gelb, rot und braun auftreten. So nicht anfiarbbare Verbindungen zeigten sich durch
Fluoreszensloschung nach Bespriithen mit einer 1-proz. Loésung von Rhodamin B als dunkle
Flecken unter der UV-Lampe?22),

Die Papierchromatographie von Estern und Amiden der Phosphorsdure erfolgte auf Papier
Schleicher & Schiill 2043 b (ausgewaschen) in den folgenden Solventien: I. Isopropanol : konz.
Ammoniak : Wasser = 6:3:1; II. n-Propanol :konz. Ammoniak : Wasser = 6:3:1; IIl. n-
Propanol :konz. Ammoniak : Wasser = 8:1:1; IV. Isopropanol:Methyldthylketon : Was-
ser :konz. Ammoniak = 30:30:38:2. — Es wurde aufsteigend mit einer Laufstrecke von
20—25 cm chromatographiert. — Derivate aromatischer Amine wurden durch ihre UV-
Absorption erkannt. Phosphathaltige Verbindungen wurden mit Molybdat-Reagenz sichtbar
gemacht24), Die Rr-Werte der wichtigsten in dieser Arbeit erwihnten Phosphate sind im
Solvens I1: Pyrophosphat Ry =0.08; anorg. Phosphat Re = 0.17; Anilinophosphat Rr = 0.41;
2: Rr =0.85;4: Rr = 0.92; 6: Rr = 0.35.

C-, H- und N-Bestimmungen wurden im mikroanalytischen Laboratorium des Instituts
fiir Organische Chemie der Univ. Miinchen und durch das Mikroanalytische Laboratorium
Iise Beetz, vorm. Dr. A. Schoeller, Kronach/Ofr., ausgefiihrt.

Bestimmung von anorganischem Phosphat (Modifizierung der von Gomori23) angegebenen
Methode): 1 ccm einer bis zu 0.3 uM Phosphat enthaltenden Probe werden mit 0.2 ccm einer
2.5-proz. Losung von Ammoniummolybdat in 2.5n H,SO4 und 0.1 ccm einer 1-proz. Losung
von Merol in 3-proz. NaHSOj3-Losung vermischt. Nach 20 Min. bei Raumtemperatur wird
die Molybdénblau-Féirbung in Halbmikrokiivetten mit 1 cm Lichtweg bei 720 my. gegen eine
Vergleichsprobe ohne Phosphat gemessen und mit Hilfe einer Eichgeraden ausgewertet.
0.3 uM geben eine Extinktion von ungefihr 1.00. Zur Bestimmung von freiem Phosphat
neben siurelabilem: Amidophosphat wurde dieses Verfahren in der folgenden Weise abge-
wandelt: Die Probe wird auf 0° gekiihlt und mit 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 mit 1 cem Wasser und 0.2 ccm Metol-Reduktor-Losung 10 Sek.
extrahiert. Die in der wiBirigen Phase entwickelte Blaufirbung wird wie oben nach 20 Min.
photometriert.

22) Chromatographie, E. Merck AG, Darmstadt o. J.
23) G. Gomori, J. Lab. clin. Med. 27, 955 (1942) [C. A. 36, 3208 (1942)].
24) F. Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie GmbH, Weinheim/Bergstr. 1958.

3%
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Bestimmung des Phosphatgehaltes fester organischer Verbindungen: Dic Substanz wurde im
Recagensglas mit einigen Tropfen konz. Perchlorsiiure bei ca. 200° verascht. Nach Abkiihlen
wurden 5 ccm Wasser zugesetzt und zur Hydrolyse von Pyrophosphaten 10 Min. in cinem
siedenden Wasserbad gehalten. Dann wurde in einem MeBkolben auf 50 ccm aufgefiillt und
in dieser Verdiinnung anorganisches Phosphat, wic oben angegeben, bestimmt.

Substanzen

N.N’-Diphenyl-dthylendiamin®), dessen N-Formyl- und N.N’-Diformyl-Derivat sowic N.N'-
Bis-[4-methoxycarbonyl-phenyl j-dthylendiamin wurden im wesentlichen nach Lit.2) dargestellt.
Die Ausbeute an N-Formyi-N.N'-diphenyl-dthylendiamin konnte durch Verwendung 40-proz.
statt 98-proz. Ameisensidure bis auf 709, gesteigert werden. N-Acetyvl- und N.N’-Diacetyl-
N.N’-diphenyl-dthylendiamin wurden zu Vergleichszwecken nach Lit.23 dargestellt.

N-[4-Chlor-phenyl ]-N'-[4-methoxy-phenyl |-dthylendiamin. - - 15 g (0.074 Mol) Chloressig-
sdure-{4-chlor-anilid]26) werden mit 75 g (0.61 Mol) p-Anisidin in 100 ccm Dioxan 5 Stdn.
unter Rickfluf} érhitzt. Beim Erkalten kristallisicren 27 g Hydrochlorid (Schmp. 187---200°).
Man 16st in wenig Methanol, alkalisiert mit Kalilauge und fallt durch Zusatz von Wasser
N-[4-Methoxy-phenyl j-glycin-{4-chlor-anilid] als leicht braune Plittchen aus. Nach noch-
maligem Umkristallisieren aus Methanol/Wasser 14.8 g (69 %), Schmp. 114 -115°.

C1sH16CIN;O; (289.8) Ber. N 9.65 OCH110.6 Gef. N 9.7 OCH;310.2

Zur Reduktion des voranstehenden Amids zum Amin27) werden 14.5 g in absol. Tetra-
hydrofuran unter FeuchtigkeitsausschluB und Riihren in eine Suspension von 5.6 g LiAlH,
in absol. Tetrahydrofuran (400 ccm) cingetropft. Danach wird gekocht, bis eine entnommene
Probe kein Ausgangsmaterial mehr enthilt (ca. 5 Stdn., Diinnschichtchromatogramm).
AnschiieBend wird {iberschiissiges LiAlH4 durch die ber. Menge Natronlauge und Wasser
unter Eiskiihlung zersetzt. Man saugt vom Aluminiumhydroxid ab und wischt mit warmem
Tetrahydrofuran nach. Es wird eingeengt, der dlige Riickstand in 50 ccm Methanol aufge-
nommen und das Hydrochlorid mit 100 ccm konz. Salzsiure gefillt und abgenutscht. Man
setzt das Diaryldiamin mit Kalilauge frei und nimmt in Chloroform auf. Nach dem Trocknen
itber MgSQO4 wird i. Vak abgedampft und der Rickstand aus CCly/Cyclohexan umkristalli-
siert. 10.5 g (78 %;); Schmp. 88§ —91°.

CisH7CIN,O (275.8) Ber. N 10.15 OCH3 11.2  Gef. N 10.38 OCHj3 11.47

N.N’-Diphenyl-dthylendiamido-phosphorsdurechlorid (1.3-Diphenyl-2-chlor-1.3.2-diazaphos-
pholidin-2-oxid, 1}. --- 15 g N.N'-Diphenyl-dthylendiamin (Dianilinoithan) werden mit 20 ccm
POCI; (UberschuB) in 20 cem Xylol unter RiickfluB erhitzt, bis sich das anfangs ausgefallene
Amin-hydrochlorid unter HCl-Entwicklung umgesetzt hat (ca. 3 Stdn.). Sodann wird Xylol -;-
iiberschiissiges POCl3 i. Vak. abdestilliert und der feste Riickstand in warmem Benzol geldst.
Beim Abkiihlen féllt das Produkt aus; durch Zusatz von Petrolidther wird eine weitere Fraktion

*) Im folgenden auch kurz als Dianilinodthan bezeichnet.

25) C. A. Bischoff und O. Nastvogel, Ber. dtsch. chem. Ges. 22, 1783 (1889).

26) Dargestellt nach 4. J. Hill und E. B. Kelsey, J. Amer. chem. Soc. 44, 2357 (1922).

27 Es wurde nach R. Schroter, in Houben- Weyl-Miiller, Methoden der organischen Chemie,
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°
Ci14H14CIN,OP (292.7) Ber. N 9.57 P 10.6
Gef. 9.35 11.4 Mol.-Gew. 275 (nach Rast)

N.N’-Diphenyl-ithylendiamido-phosphorséure (2). — 5g Chlorid 1 werden mit 30 ccm
2n Natronlauge und 30 ccm Aceton als Losungsvermittler 2 Stdn. unter Riickflu3 hydrolysiert.
AnschlieBend wird am Rotationsverdampfer auf ca. 20 ccm eingeengt und 2mal ausgeéthert.
Durch tropfenweise Zugabe von Eisessig unter Riithren wird anschlieBend die Siure in feinen
Kristallen ausgeféllt. Man nutscht ab, wiischt mit Alkoholund Ather und trocknet. 4.3 g(90%);
Schmp. 240 —245° (Zers.). Nach Umkristallisieren aus wasserhaltigem Dimethylformamid
unterhalb 120°: Blédttchen, Schmp. 240 —245°.

Ci4Hi5sN,O;P (274.2) Ber. N 10.2 P 11.3 Gef. N 10.2 P 10.9

Ammoniumsalz: Durch Zugabe von Dioxan zu einer konz. Lésung von 6.5 g 2 in Ammoniak;
umkristallisierbar aus Dioxan/Wasser. 7.0 g nach Trocknen iiber CaCl, bei 14 Torr (beim
Trocknen iiber P05 bei 130°/0.2 Torr tritt Zersetzung ein). Schmp. 245° (Zers.). Nach der
Analyse kristallisiert das Salz mit 1/, Mol. Dioxan. Das Préparat ist wasserfrei (Karl-Fischer-
Titration).

C14H;3N30,P- 1/, C4H3O, (335.4) Ber. C57.15 H6.61 N 12.53 P9.24

Gef. 5744 6.60 1247 943

57.09 6.53 12.65 9.86

Cyclohexylammoniumsalz: Durch Zugabe eines Uberschusses von Cyclohexylamin zur Losung
von 100 mg 2 in heiBem Dimethylformamid und Abkiihlen: 120 mg feine Nidelchen vom
Schmp. 232—235° (Zers.).

C20H28N302P (373.4) Ber. N 11.25 P 8.3 Gef. N11.43 P8.18

Benzylester: a) 300 mg (ca. 1 mMol) 1 werden mit einer Losung von Natriumbenzylat [aus
110 mg (ca. 1 mMol) Benzylalkohol und 25 mg Natrium] in 5 ccm Aceton 1 Stde. unter
RiickfluB gekocht. Es wird vom Natriumchlorid abgefiltert und mit Wasser gefillt. Nach
Umkristallisieren aus Methylenchlorid/Petrolather 150 mg (40%) vom Schmp. 137 —138°.

C21H21N202P (364.4) Ber. N 7.7 Gef. N 742

b) 2.0 g Ammoniumsalz von 2 werden in Methanol geldst und bis zur vollstindigen Fallung
mit waBr. Silbernitrat-Losung versetzt. Das Silbersalz von 2 wird abgenutscht und im Dunklen
iiber CaCl, getrocknet: 1.8 g hellgelbe Nadeln, die sich auch im Dunklen langsam schwarz
farben. 1.1 g (ca. 3 mMol) davon werden nach Cramer28) mit 500 mg (0.35 ccm, 3 mMol)
Benzylbromid in 200 ccm absol. Acetonitril 12 Stdn. im Dunklen unter RiickfluB gekocht.
Nach dem Abkiihlen wird filtriert, zur Trockne gebracht, der Riickstand mit etwas Ather
digeriert und der dtherunldsliche Teil aus Methylenchlorid/Petrolither umkristallisiert. 300 mg
(279%); Schmp. 136—138°; keine Schmelzpunktsdepression mit der nach a) gewonnenen
Verbindung.

N-[4-Chlor-phenyl]-N'-[4-methoxy-phenyl]-ithylendiamido-phosphorsdure (4). — 55¢g
N-[4-Chlor-phenyl]-N’-[4-methoxy-phenyl ]-ithylendiamin werden mit 6 ccm POCI; in 40 ccm

28) F. Cramer und H. Hettler, Chem. Ber. 91, 1181 (1958).
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Xylol 1 Stde. unter RiickfluB erhitzt. Analog der Vorschrift auf S.36 fallen 6.4 g (90%)
Diamidophosphorsdurechlorid 3 an, feine Nadeln vom Schmp. 170- -178°. Nach Umkristalli-
sieren aus Chloroform/Petrolither Schmp. 180 -183°. 2.0 g des Rohproduktes werden mit
je 15cem Aceton und 27 NaOH 2 Stdn. unter RiickfluB hydrolysiert. Nach Ausfdllen mit
Alkohol und 10n H.SOy4 1.7 g (90%) freie Sdure 4 vom Schmp. 225-—227°.

Ci5H16CIN,O3P (338.7) Ber. P9.26 Gef. P 9.0, 9.27

Ammoniumsalz: Durch Auflosen in Ammoniak, Findampfen im Rotationsverdampfer bis
zur Trockne und Umkristallisieren aus Dioxan/Wasser; Schmp. 190—215°.

C15sH19CIN3O3P -1/, C4HgOy (399.8) Ber. N 10.5 P7.75 Gef. N 10.00 P 7.76, 7.16

N.N’-Bis-[4-carboxy-phenyl ]-dthylendiamido-phosphorsdure (6). — 6 g N.N'-Bis-[4-methoxy-
carbonyl-phenylj-dthylendiamin werden mit 6 ccm POC!; in 40 cem Xylol unter RiickfluB
erhitzt, bis kein HCIl-Gas mehr entweicht. Nach Umkristallisieren des Rohproduktes aus
Chloroform 4.2 g (579%;) Diamidophosphorsidurechlorid 5, Nadeln vom Schmp. 240—242°,

Ci3H;3CIN,OsP (408.8) Ber. N 6.85 P7.57 Gef. N7.03 P7.20

1.9 g Chlorid werden mit 40 ccm 2.5n KOH 18 Stdn. unter Riickflufl erhitzt, wobei alles in
Lésung geht. Dabei werden gleichzeitig mit der P-- Cl-Bindung die beiden Ester-Bindungen
hydrolysiert. Durch Ansiuern mit verdiinnter Schwefelsdure wird 6 ausgefillt. 1.6 g (95%);
Schmp. 350° {Gelbfarbung ab ca. 210°).

Weitere Umsetzungen

Phosphorylierung von N-Formyl-N.N’-diphenyl-dthylendiamin: Man 16st 2.4 g (0.01 Mol)
N-Formyl-N.N'-diphenyl-dthylendiamin in 10 ccm Chloroform + 10 ccm Tridthylamin und
tropft bei —50° unter Riithren 1.36 ccm (0.015 Mol) POCI; hinzu. Sodann wird unter Feuch-
tigkeitsausschlufl zuerst bei Raumtemperatur und dann bei 30° je 2 Stdn. weitergeriihrt.
Tridthylamin und Chloroform werden anschlieBend i. Vak. mdglichst weit abgedampft, der
dunkle Riickstand vorsichtig in 20 ccm 572 KOH - 20 ccm Aceton -+ Eis eingetragen und
1 Stde. geriihrt. Nach Abziehen von Aceton und Triiithylamin im Rotationsverdampfer
scheidet sich nicht umgesetztes Amin ab, das durch Ausidthern abgetrennt wird (1.3 g). Die
stark alkalische, wiBr. Losung (45 ccm) triibt sich bei 0° langsam. (Die Triibung wird diinn-
schichtchromatographisch als Mischung aus Formyl-dianilinoédthan und freiem Dianilino4dthan
identifiziert. In der phosphorylierten Verbindung ist also offenbar auch die Formylgruppe
labilisiert.) Bringt man Proben der wiBr. Losung auf pH <10, so erfolgt die Abscheidung
der Amine in wenigen Minuten vollstindig; papierchromatographisch ist dann nur noch
anorganisches Phosphat in der Lésung nachweisbar.

Ein Drittel der Lésung wird mit 5 ccm konz. Ammoniak und 100 ccm absol. Athanol in der
Kilte versetzt und dadurch der groBte Teil des anorganischen Phosphats und Chlorids gefillt.
Eine Probe des Uberstandes zcigt bei Papierchromatographie neben anorganischem Phosphat
und einigen organischen Phosphaten mit h8heren Rr-Werten im Solvens I eine starke Zone
bei Ry == 0.45, die organisch gebundenes Phosphat enthilt und nach Bespriihen mit Siure
stark fluoresziert. Aus einem Chromatogramm wurde diese Zone mit halbkonz. Ammoniak,
dem cinige Tropfen 27 NaOH zugesetzt waren, eluiert und ihr UV-Spektrum gegen ein
Blindeluat gemessen: Maximum bei 243 my, das nach Ansduern innerhalb weniger Minuten
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in das Spektrum des N.N’-Diphenyl-imidazoliniumchlorids (Produkt aus Formyl-dianilinodthan
und HCI) iibergeht (Maximum bei 313 my, Verhéltnis E3y3/Ez45 = 8.5). Unter der Voraus-
setzung vollstindiger Elution der Zone wurde errechnet, dafl 129, des eingesetzten Formyl-
amins in die mit Ry = 0.45 laufende N-Formyl-N’-phosphoryl-Verbindung umgewandelt
worden waren. Aus einem weiteren Chromatogramm im Solvens I bei 4° wurde die (hier mit
Rr = 0.62 laufende) Zone mit 0.1 » HCI eluiert. Im FEluat wurde die Absorption bei 313 mp
und anorganischem Phosphat bestimmt. Aus je 2 unabhiingigen Bestimmungen ergab sich
ein Verhiltnis von 0.206 uM/ccm N-Formyl-dianilinodthan und 0.185 #M/ccm Phosphat.

Chromatographische Analyse der Hydrolyseprodukte: Das Ammoniumsalz der N.N'-Di-
phenyl-ithylendiamido-phosphorsiiure (2) (25 pM/cem) in 0.1m Phthalat-/1 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 II papierchromatographiert: Alle zeigten nur anorga-
nisches Phosphat (Rr = 0.15) in steigender und das Ausgangsmaterial (Rr = 0.85) in ab-
nehmender Menge, kein weiteres Phosphat. — Nach 12 Stdn. wurde der Rest der Losung
stark alkalisch gemacht und ausgeéthert. Die Extrakte wurden im Solvens I diinnschicht-
chromatographiert. Mit Hilfe der Vergleichssubstanzen wurde in dem Formiat-gepufferten
Ansatz Dianilinodithan und N-Formyl-dianilinodithan 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 geldst und dann 10 ccm 2m Formiat-Losung zugesetzt; an-
schlieBend wurde pH 7 eingestellt. Die Mischung wurde 12 Stdn. bei 80° gehalten, dann stark
alkalisch gemacht und das ausfallende Amin ausgeithert. Die Atherphase wurde im Rotations-
verdampfer zur Trockne eingeengt, der Riickstand in heifler, verdiinnter Salzsdure aufge-
nommen. Beim Abkiihlen fiel N.N’-Diphenyl-imidazoliniumchlorid aus: Ausbeute 53 mg

(2099).

Umsetzung des cyclischen Diamidophosphates mit organischen Siuren nach Goldschmidt21);
Je 274 mg (1 mMol) 2 wurden einmal mit 244 mg (2 mMol) Benzoesdure, zum anderen mit
120 mg (2 mMol) Eisessig in 5 ccm Toluol 5 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Das Ausgangs-
material ging nicht vollstiindig in Losung. Toluol wurde abgezogen und der Riickstand mit
verd. Ammoniak aufgenommen und Ungelostes mit Ather extrahiert. Die wifBrige Phase gab
im Papierchromatogramm Phosphatreaktion bei den Rr-Werten von anorganischem Phosphat
und Ausgangsmaterial. In der dAther. Phase wurden durch Diinnschichtchromatographie im
Solvens II mit Hilfe von Vergleichssubstanzen Dianilinodthan und N-Benzoyl-dianilinodthan
bzw. N-Acetyl-dianilinodthan nachgewiesen. Die acylierten Amine wurden durch Elution der
entsprechenden Zonen in kleiner Menge rein gewonnen und durch Mischschmelzpunkte
identifiziert. Die Ausbeuten (geschitzt) betrugen ca. 409 fiir die Benzoyl- und ca. 309 fiir
die Acetyl-Verbindung.

Die benzoylierten Derivate des Dianilinoéiithans wurden wie folgt dargestelit: 2.1 g Dianilino-
dthan werden mit 2 g (UberschuB) Benzoylchlorid in 30 ccm Toluol 24 Stdn. bei Raumtempe-
ratur stehengelassen. Das abgeschiedene Hydrochlorid wird abgenutscht, das Filtrat mit verd.
Natronlauge mehrmals ausgeschiittelt, getrocknet und das Losungsmittel abgezogen. Der
feste Riickstand gibt, aus Benzol umkristallisiert, 1.5 g (72%) der N.N’-Dibenzoyl-Verbin-
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dung, Nadeln vom Schmp. 193--196°. Zur Gewinnung des Mono-Substitutionsproduktes
werden in gleicher Weise 2.1 g (0.01 Mol) Dianilinodthan mit 700 mg (0.005 Mol) Benzoyl-
chlorid umgesetzt. Das Filtrat zeigt im Diinnschichtchromatogramm (Solvens III) neben
Ausgangsmaterial und der Dibenzoyl-Verbindung einc weitere mit dazwischenliegendem Ry.
Durch Trennung des Gemisches an einer Kieselgel-Sdule mit Chloroform als Eluens wurde
dicse ausfraktioniert und aus Petrolidther umkristallisiert. 180 mg (6 %) Nadeln vom Schmp.
127 -128°.
Cy1HygN>O (316.4) Ber. N 8.86 Gef. N 8.96

Umsetzung nichtcyclischer Amidophosphate mit Formiat: Fur diese Versuche wurden nach
Lit. 29 bzw. Lit.30) synthetisiert: Phosphorsiure-monoamid-monomethylanilid vom Schmp. 137°
(Lit.29) 125°); Ry = 0.80 (Solvens1V); Phosphorsiure-dianilid vom Schmp. 170—180°
(Lit29) 213°), Ry = 0.95 (Solvens 1V); Phosphorsiure-phenylester-anilid vom Schmp. 128 bis
130° (Lit.29 137°), Rx — 0.92 (Solvens 1V); Anilinphosphorsdure vom Schmp. ab 220° (Lit.30)
276--277°, Zers.). Das Produkt zeigte im Papierchromatogramm im Solvens IV eine Verun-
reinigung durch anorganisches Phosphat, jedoch nur ein UV-absorbierendes Phosphat mit
Ry — 0.45). — Je 50 mg der disubstituierten Phosphorsduren und 20 mg der Anilinphosphor-
sdure wurden in moglichst wenig verd. Ammoniak gel6st, die Losung mit verd. Salzsdure
neutralisiert und mit je 5 ccm 1m Formiatpuffer pH 4.0 versetzt. Die Proben wurden 20 Stdn.
im Thermostaten bei 50° inkubiert. Vergleichsanséitze enthiellen Anilin und Methylanilin im
gleichen Puffer. Die papierchromatographische Analyse zeigte, daB alle Proben nach Ablaufl
dieser Zeit vollstindig hydrolysiert waren. Durch Zusatz von Kalilauge wurden die gebildeten
Amine abgeschieden, ausgedthert und mit Formanilid und N-Methyl-formanilid als Ver-
gleichssubstanzen in Diinnschicht im Solvens C (s. S. 35) chromatographiert. Diec Anfirbung er-
folgte mit dem Chromschwefelsiurereagenz; N-Methyl-formanilid farbt sich erst ca. 30 Min.
nach dem Besprithen langsam an. Re- Werte: Formanilid 0.4; Anilin und N-Methyl-formanilid
0.5; N-Methyl-anilin 0.5. Ergebnis: Phosphorsdure-dianilid und Phosphorsiure-phenylester-ani-
lid bildeten schitzungsweise jeweils 40 % Formanilid; Anilinphosphorsiaurc und freies Anilin
aber nur Spuren. Aus Phosphorsidure-monoamid-methylanilid hatten sich ca. 40--50%;
N-Methyl-formanilid gebildet; freics Methylanilin wird nicht formyliert.

Kinetische Untersuchungen

Hydrolyse der cyclischen Diamidophosphate (vgl. Tabelle 2): Die benétigten Puffer wurden
doppelt konzentriert angesetzt. Je 10 ccm Puffer wurden mit 8 ccm Wasser verdiinnt und im
Thermostaten auf 50° erwarmt. Zur Zeit t - 0 wurden zu jeder Probe 2 ccm (- 8 uMol)
einer neutralen auf 50° vorgewdrmten Losung Cyclophosphat gegeben. Zu den aus Abb. 1
ersichtlichen Zeiten wurden Proben von 1 ccm entnommen, im Eisbad abgekiihlt und an-
organisches Phosphat bestimmt. Die gefundenen MeBwerte wurden in % Hydrolyse umge-
rechnet und in ein Diagramm (1-log %) gegen t aufgetragen; die dabei gefundenen Geraden
bestatigien ein Zeitgesetz 1. Ordnung. Aus ihnen wurden die Geschwindigkeitskonstanten und
Halbwertszeiten der Hydrolysc ermittclt.

29) A. Michaelis, Licbigs Ann. Chem. 326, 253 (1903).
30 H.G. Cook, J. D. lett, B. C. Saunders, G. J. Stacey, H. G. Watson, 1. G. E. Wilding und
S. J. Woodcook, J. chem. Soc. [London] 1949, 29021.
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Bildung von N-Formyl-dianilinodithan 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 1-cm-Kiivette mit 2.3 ccm Wasser und 0.1 ccm konz. HCI gemischt.
Dabei bilden sich aus den N-Formyl-N.N’-diaryl-dthylendiaminen die entsprechenden Imida-
zolinium-Salze. Nach 60 Min. wurde die UV-Absorption im Maximum (313 mp fiir die
unsubstituierte Verbindung und 320 my fiir das 4-Chlor-4’-methoxy-Derivat) bestimmt und
mit Hilfe der molaren Extinktionskonstanten (16.5 X 103 bzw. 20.0 X 103 /-mol~!.cm™!) die
gebildeten Konzentrationen (C) errechnet. Daraus ergaben sich die Ausbeuten, bezogen auf
eingesetztes Cyclophosphat, nach

% = 1250 C (uM/ccm)

In Vergleichsansidtzen wurde Dianilinodthan mit den gleichen Puffern inkubiert; es zeigte
sich nach Ansduern nur ein geringfiigiger unspezifischer Anstieg der Absorption bei 313 m.

Fiir die Untersuchung des Einflusses von Phosphat auf die Hydrolysegeschwindigkeit wurde
eine spektrophotometrische Methode benutzt. Sie beruht auf der Extinktionsdifferenz bei
250 mp zwischen dem unsubstituierten Cyclophosphat (¢ = 31.2 X 103) und Dianilino4dthan
bei pH 4.0 (2 = 12.0 X 103). Das bis zur Zeit t gebildete Dianilinodthan bzw. hydrolysierte
Cyclophosphat errechnet sich demnach aus

Nach dieser Methode wurde die Hydrolyse mit den folgenden Puffern pH 4.0 untersucht:
0.1 m Acetat, 0.1 m Phosphat in 0.1 m Acetat, 1m Phosphat in 0.1 m Acetat. Je 19 ccm dieser
Puffer wurden mit 1 com einer 1073m Losung des Cyclophosphats vermischt, bei 50° im
Thermostaten inkubiert und die Hydrolysegeschwindigkeit ermittelt. Ergebnis: Die Hydrolyse
verlduft in allen drei Puffern mit der gleichen Halbwertszeit von 120 Min. [147/65}



