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EINLEITUDNG

Es gibt eine verwirrende Vielzahl von publizierten Methoden
zum Nachwels von -SH und -SS-Gruppen in biocl. Geweben, wahr-
scheinlich mehr sls filir irgendeinen snderen biochem. Nachweis.
Natirlich splegeld dies das groBe bioclogische Interesse an
diesen Gruppen wieder, sber es macht es such schwierig, die
verschiedenen Ergebnisse zu interpretieren. Neuere Monographien
(Jocelyn,P.C.,1972 und Friedman,M.,1973) versuchen Ordnung in
diese Fille von Erfshrung zu bringen.

Welche Methoden auch benutzt werden, die Nachweise fir totale
SH/S5~Gruppen in Gewebe-Extrekten sind bis jetzt mehr informativ
auch wenn sie Thiol- und Disulfidgruppen unterscheiden konnen.

Das Studium speziell susgewdhlter Reviews (Rothstein,i.,1970c;
Lennsn,D.H.M.,19%0; Biuerlein,E.,1972; Boyer,P.D.,1971; Sabadie-
Pisloux,N. und Gautheron,D.,1971; Baltscheffsky,H. und M,,1974;
Follmann,H.,1974; Heitmenn,P.,1968) gestattet folgendes Bild
der Anforderungen an ein Nachweisresgens fiir zellulare und
EﬁEéEiiﬁiaEe_SEJErﬁﬁEéE sufzuzeichnen:

Das Reagens muB zungchst einmsl SH-spezifigch reagisren -

wobel eine BSelektivitdt hinsichtlich bestimmter SH-Gruppen

erwiinscht ist. Es derf keine Veriation der SH-Gruppen aufgrund
von Disulfidspaltung und Oxydation/Reduktion von SH-Gruppen
auftreten, wozu schonende Resktionsbedingungen und entsprechen-

des Verhalten von Resgentien gehdren.

Das Reagens mulli unter schonenden Bedingungen (idesl: physio-
logisch) resktiv genug sein, um schnell (kurze Resktionszeit)

auch instaebile Protein-SH-Gruppen sbfangen zu konnen - dss heiBt
nicht nur die Anfengsresktionsgeschwindigkeit ist entscheidend,
sondern such ein schneller Endpunkt der Resktion suf der gewiinsc

ten Seite (qualitative und gusntitative Umsetzung ).




Je .nach Anforderung (Isolierung eines SH-Proteins, Suchen

einer SH-Funktion) mufl das Reagens entweder reversible oder

irreversible Bindungen eingehen.’ Auch geringste Spuren von

SH-Gruppen-Proteinen miissen nachweisbar sein (hohe SensibilitiEt)

Die verschiedenen Umgebungen der SH-Gruppen, die einen einge-
bettet in lipophile Bereiche, die anderen in hydrophiler Umgebun
mschen eine Varistion der SH-Agentien notwendig - mehr lipophile
Reagentien dringen leichter in lipophile Bereiche vor (hydrophob:

Wechselwirkungen u.2.) und so sind sonst nicht erreichbare
SH-Gruppen nachzuweisen (vor allem in nstiven Zellen und ihren
Untereinheiten). Wichtig ist hier das Losungsvermogen der

Resgentien sowohl in lipophiler wie such hydrophiler Umgebung

(-=Transport). Msn kann sich leicht vorstellen, dsB die Reaktion
geschwindigkeit von Substraten devon sbhingt, wie sie zum sktive
Zentrum gelsngen ktnnen, sicherlich wird dieser Vorgsng such von
SubstratgrsBe und -Struktur mithestimmt (-~Dissoziation von

Untereinheiten von Enzymen infolge sterischer Effekts durch
S-Bubstituenten: SH—Agentien). Einen BinfluR suf die Rezaktions-
geschwindigkelit haben sicherlich such hydrophobe Bindungen
(evtl. hydrophoben Charskter der SH-Gruppe selbst in Betracht
ziehend).

Wichtig ist nun, deB Sulfensiurederivate (wie Sulfenyljodid)
in lipophiler Umgebung annihernd stabil sind und hier such mit

entsprechenden Agentien nachgewiesen werden kdnnen - entweder
direkt, falls sie vorkommen sollten, oder nach ihrer Darstellung
aus Thiolen ~ zum indirekten Nachweis Jener.

Zur Untersuchung der nativen Zelle cder ihrer Untereinheiten
sind Reagentien notwendig, die entweder nicht durch die Membran
dringen und somlt -SH im AuBenberelch anzeigen oder sber
Reagentien, die die Membran durchdringen und fir Untersuchungen
im Innenrsum in Frage kommen (einmal mit, einmal ohne Membresn-
effekt - um so einen Durchleitungsmechanismus sblesen zu kinnen)

Fiir Untersuchunger im Innern der Zelle (nativ) oder ihrer
Untereinheiten ist nun ebenfalls wichtig zu wissen, dal die
Spezifitédt einzelner isolierter Bnzymsysteme nicht such im

groReren verband sngetroffen werden muR - was die Untersuchungen




erschwert! Von entscheidender Fedeutung diirfte hier Konformation

und die Struktur der Umgebung sein.

Eine Hemmung (oder Aktivierung) einer Funktion aufgrund der
Behandlung mit SH-Agens muB nicht auf dem chemischen Abfsngen
giner SH-Gruppe beruhen - auch eilne Konformstionsdnderung ksnn
die Ursache sein. Mit Hilfe spezieller (gezielter) Konformations:
dnderung (durch die Struktur elnes Agenses; durch Licht induzier-
kann eine fAnderung des spezifischen Verhsltens hervorgerufen
werden. Kein Effekt durch ein SH-Agens bedeutet nun nicht, dsb
keine SH~Gruppe vorhanden ist - unter Konformationserhalt Kann
eine SH-Gruppe verdrdngt worden seiln (allerdings recht unwahr-
scheinlich).

Das gerade Dargebrechte mscht klar, deB die Wirkung von
SH-Agentien nur richtig interpretiert werden ksnn, wenn die
Struktur (Konformstion) der zu untersuchenden Teilchen genau
bekannt iat. i}

Auch wenn ein SH-Resgens allen Anforderungen geniligt, hellit
das noch lange nicht, daB es such flir den Naschwels zu gebrasuchen
ist. Der Umsetzungsgrad oder elne funktionelle Storung mull mitte
einer einfechen und raschen anslytischen Methode bestimmbar sein
(Colorimetrisch, UV, IR, gekoppelte Enzym. Reaktion, Trascer-
Atome usw.). '

Diese Arbeit geht aus von den Erpebnissen Merz,H.et al1s(1965)
Holbrook,J.J.et als(1966), Heitz,J.R.et 81ls(1968), Anderson,B.M.
et als(19%70), mit rediosktiv markiertem N(N-Acetyl-4-gulfamoyli-
phenyl)-maleimid an Cystein (Merz) bzw. essentiellen SH-Gruppen
der Lectatdehydrogensse und Glycersldehyd-3-phosphat-dehydro-
genase (Holbrook) sowie mit N-Alkylmzsieimiden sn Hefe-Alkohol-
Dehydrogenase (Heitz) bzw. Pepsin (Anderson).

Dag Ziel dieser Arbelt ist zunéchst die Darstellung von
N(N-Alkyl-4-sulfsemoylphenyl)-maleimiden wachsender Alkylketten-
linge (d.h. wachsender Lipophilie). Die Synthese soll moglichst
einfach vom Ausgangsprodukt zum Endprodukt erfolgen, so dsl eine
schnelle und einfache Darstellung der radiocaktiv merkierten
Substanz snslog erfolgen kenn,

Der zweite Tell dieser Arbeit umfallit die Darstellung



Monosubstitulerter N-Alkyl-Thiohasrnstoffe und 6—Al£yl~2-Thio—
urscils,. d.h. Sulfenséurereagentien wachsender Lipophilie.

Es soll hier die Tstssche relativ stabiler SulfensZurederivate
(wie Sulfenyljodid) in gewissen Proteinen (s. flligemeiner Teil),
in Fortsetzung der Arbeit von Cunningham,L..W,(1964), genutzt
werden fur einen direkter Nachweis von Sulfensdéurederivaten

oder den indirekten Nachwels von Thiol-Gruppen. Auch diese
Reagenzien sollen in Hinblick suf eine rsdicsktive Markierung
moglichst einfach sus einem geeigneten Ausgangsprodukt synthe~
tislert werden.

Den Abschlufl bildet eine systematische Untersuchung mit den
Sulfensdureagentien sn [-Lactoglobulin: Es soll hier die groBere
Resktivitdt lipophiler Reagentien sn SH-Gruppen in lipophiler
Ungebung bewiesen werden, denn dieser Aspekt wurde bisher in
sllen Arbeiten mit SH-Reagenzien vernachlidssigt.
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I.ALLGEMEINER TEIL

A .Brgebnisse bisheriger Arbeiten mit Maleimiden ( SH-Reasgentien

o]
1.mit N(N-hostyl-t-sulfemoyl)-msleimid_  (IN~B50,NHCOCH,
0
Merz,H.et 21(1965) synthetisierten unter anderem, zur

Markierung von SH-~Gruppen in Proteinen, die nachtrZglich
enzymatisch zerlegt und in der Umgebung der Cysteinreste
untersucht werden sollten, N(N-Acetyl-4-sulfemoylphenyl)-maleimi
Die Substeanz ist als Ne-Salz (acider Imidostickstoff) in Wasser
mit neutraler Resktion loslich, Die wiBrige Losung reagiert
bei pHS resch und quantitativ mit Cystein. Orientierende
versuche hatten gezeigt, daB die Verbindung trotz ihres raum-
erfillenden Substituenten in vielen F&llen zasch mit funktio-
neilen SE-Gruppen von Enzymen resgiert. Die Reaktion der
Verbindung, die durch 55S—Geba-lt radlosktiv merkiert wurde,
mit Cystein bel pH6 wurde pspierchrometogrsphisch verfolgt.
Nach 2 Stunden wurde aus dem Vergleich der Aktivit&ten gefunden,
daB 63,5 % des radioaktiven Resgenses im gewiinschten Sinne mit
Cystein resgiert hatten, 29,3 % hydrolytisch aufgespslten
waren und 7,2 % unveridndert geblieben sind.
1% N-substituierten Msleimiden mit essentiellen SH-Gruppen der
Lactatdehydrogensse und Glycerinaldehyd-3-phosphat~dehydrogenase
Je kleiner die N-Bubstituenten sind, desto schneller reagieren
die WMaleimide wmit den beiden Enzymen, Eine Ausnahme bilden
N(l-Acetyl-4-sulfamoylphenyl)- und N(y-phenyl-n-butyl)-maleimid

tt%N{%Uk <Gy | , es wird suf sromatische Wechselwirkungen

verwiesen. Nach Reaktion der essentiellen SH-Gruppen von LDH-I
und sller SH-Gruppen von LDH-5 mit N(N—Acety1—4[555]-sulfamoyl—
phenyl)-maleimid wurden die beiden Enzyme einer tryptischen
Hydrolyse unterworfen, und die radiosktiv msrkierten Peptide
rein dargestellt.




.
2.mit N-Alkylmeleimiden wechsender Kettenlénge E}N~R R=Alkyl {bis o)
_________ 0 Ben2yl

wachsender Kettenlinge. Die effektive Desaktivierung von
Hefe-ADH bei pHY durch diese Alkylmsleimide wurde beobaschtet.
Der Effekt des pH-Wertes (von 8,6 bis 9,4) suf die Hydrolyse

von N-Athylmslelmid (NEM) wurde studiert, wobei eine spezifische
Basenkatélyse der Resktion festgestellt wurde. Es wurde suf

pHY/ extrapoliert und ein extrem #leiner Wert fir Hydrolyse
gefunden, vernachlédssighar flir die weiteren Messungen. Die
Geschwindigkeitskonstante 2.0rdnung der Msleimid-Desaktivierung
von ADH wuchs mit wachsender Kettenlédnge des Alkylsubstituenten
der maleimid-Derivate (Fig.1). Kein'Kettenlingen-Effelkt wurde

100 beobachtet bei der Resktion von
NEM und N-Heptylmaleimid mit

100 Cystein und Glutathion (Die
Kinetik dieser Reaktion beschreib
Gorin,G.et al,1966, 2l1s Kinetik

2.0rdnung )}, Hefe-Glucose-6-phos-

™
[-]
DL
L3 1\ % I

T
1

k,y [liter mole "mia™')

phat-Dehydrogenase, die weniger
- - empfindlich durch meleimide
inaxtiviert wird als Hefe-ADH,

ol o 4y zelgte Keinen nennenswerten
I 2 3 4 5 & 7 8

2al! der Kshlen sioffe inder Alkyliete - Kettenléngeneffekt durch NEWM

Fie. 1. Effekt der Keltenlirge cf die Desakbivienng ~ und Heptylmaleimid.,
von Hefe-ADH durch N-Alkylmaleimide.

Flir die Messungen wurde dss
UV-Maximum der NEM—ABSBIptioﬁ bei 300 mM mit dem molaren
Extinktionskoeffizienten von 620 und seine spezifische fnderung
durch quantitstive Mengen von Thiol-Gruppen susgeniitzt. Dieses
UV-Meximum ist allerdings nicht suf aromatische Msleimid-Derivat
wig N(N—Acety1~4~sulfemoylphenyl)~maleimid snwendbar. Die starke
UV-Absorption des substituierten Benzolringes (Ausgangsprodukst,
Hydrolyseprodukt, Additionsprodukt usw.) machen eine bBeobachtung
dieser schwachen Znderung bei 300 m unmoglich, weshalb auf
Isotopenmerkierung zurickgegriffen wurde (Merz,H.et 81,1965,
Holbroock,J.J.et al,1966).
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Ls konnte gezeigt werden, daB der KettenliZngeneffekt die
SH»Grﬁppe eines Enzymes in nichtpolarer Umgebung anzeigt;
kein Effekt desgegen suf eine SHE-Gruppe suferhalb einer nicht-
polaren Umgebung deutet. Es werden zwel Moglichkeiten zur
Brklidrung des Bffekts angeboﬁen: entweder zunZchst Enzym-
Maleimid-Komplex mittels nichtpolarer Wechselwirkung, Komplex-
Stabilisierung verbunden mit Dessktivierung und dann Weiter-
reaktion oder aber schnelle Resktion vom Msleimid mit einer
funktioneller Gruppe ohne Desaktivierung und nschfolgende
dessktivierende Strukturédnderung gefdrdert durch nichtpolare
Wechselwirkungen. Bs war nicht moglich sufgrund der erhaltenen
kinetischen Dastern zwischen heiden MBglichkeiten zu Unterscheiden
Die erste Moglichkeit erscheint allerdings plausibeler.
N-Alkylmzleimiden und beobachteten die Desaktivierung von
Papain bei pH/ als Pseudo-1.0rdnungs-Prozef begi Wsleimid-Uber-
schuBl. Es wird gezeigt, daB die supenscheinliche Geschwindig-
keitskonstanten 2.0rdnung der Pabain—DesaKtivierung steigen mit
wachsender Kettenlé&nge der Msleimid-Derivete (Fig.2). Die |
‘ Titration des Enzymes mit N-Penty

zm_l 1 I ] ' In maleimid ergibt eine einzige
funktionelle Gruppe, die mit dem
o i Maleimid reagiert, und es existie:
sor- B eine 71:1 Stochiometrie zwischen
'E der mModifikstion dieser Gruppe
:gzo- 7 und dem Verlust der katslytischen
%3105 N Aktivitegt., Es wurde eine S#ttigun:
Kinetik (Pseudo 1.0rdnungs-iKineti.
T i bei UberschuR von Msleimid) erhsl:
L ] in der msleimid-Desaktivierung vor
: o Papaln und die Abwesenheit eines

T ¢ & Kettenlé&ngeneffektes in der max.

] 10
2Zuh! der Hohlenstoffe in dev Alkytkette T ) o
e ) Geschwindigkeit der Desaktivierun;
16.2. Effekt der Keliemlinge auf die Desaichivienmng von . . .
F Papaln durch N-fliylmaleimide . mit vier verschiedenen N-Alkyl-

meleimiden, zeigt sn, dal die
Binbezlehung der Alkylseitenkette in den gesamten Desaktivierung:

Prozefl vorwiegend auf der Bindung des Maleimides an das Enzym
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beruht. Die HMaleimid-Desaktivierung von Papain wird beschrieben
als Zwei-Stufen-ProzeB: die Bindung des Maleimids an das aktive
Zentrum, welches erleichtert wird durch nichtpolare Wechsel-
wirkungen der AleléeitenKette des Maleimides mit nichtpolarer
Region des Enzymes, und asnschlielender irreversibler Desakti-
vierungs-Reaktion zwischen dem gebundenen Mzleimid und der
oH-Gruppe im aktiven Zentrum., sc-IL-Benzoyl-L-Arginine, ein
Substrat xompetiver Hemmer von Papsin, fungierte teilweise als
Schutz gegen die Weleimid-Dessktivierung.

Enaym + Maleimid -—::;- Enzym-Maleimid-Komplex -i’—- Jnaktives Enzym
r3

EN-@— S0 2‘NHR R=Aikyl (bis C)

In den zu synthetisierenden N(N-Alkyl-4-sulfsmoylphenyl)-
maleimiden sollen die Eigenschaften von N(N-Acetyl-4-sulfamoyl-
phenyl)-maleimid (Merz,H.et 81,7965, und Holbrook,J.J.et al,1966
und der N-Alkyimsleimide (Heitz,J.R.et 81,1968, und Anderson,B.M
et 81,1970) vereint werden. Unter der Betrachtungsweise von
Simon,Z.(1974), ergébe dies folgendes Bild:

Die Affinitdtsdifferenz AGi zwischen dem Erkenner AO (Maleimi.
und dem Effektor BO (bestimmtes zu untersuchendes Bnzym) dirfte
grof genug sein, um eine hinreichende Spezifitdt zu garantieren.
Es dirfte eine susreichend grofie 'Ergennungsregion' (Kontsktregion
vorliegen fiir eine hohe Spezifit&t. Im Molekiil liegt ein zu~
sédtzliches Teilstiick fiir eine Stabilisierung der Erkennungsregio
vor, die Resktivitdt ist hoch genug, um das Reasgens nicht asls
Substrat kompetiven Hemmer wirken zu lassen. Geniigend intermole-
kulsre Krédfte konnen zur Wirkung kommen- beruhend suf
Hydrophobizitd&t (Lipophilie), aromstischem Charaxter (mgliche
Charge-Transfer-Wechselwirkung, wie zwischen aromstischen Nitro-
verbindungen oder Chinonen und z.B. Tryptophanresten) und
Wasserstoffbriickenbindung,.



B.Erzebnis der Arbeiten mit Thiohsarnstoffs und Thiouracils

(Sulfenséureresgentien).

Der Grund fiir die Einfihrung des Jods in die Untersuchungen
von Protein-SH-Gruppen liegt in der Stebilitét der gebildeten
Sulfenyljodide in biologischem Material und der leichten Nach-
welsbarkeit des Umsetzungsgrasdes (UV-Spektrum von J,, J ).

So konnte Fraenkel-Conrat,H.(1955), zum “1.m8l ein stabiles
Sulfenyljodid im Tabskmossikvirus durch Jodtitration der
SH-Gruppen und eine nachfolgende Abfangresktion mit Cystein

TMV-SH + J,—2e TMV-5] 23 TMy-55Cys + 0]

identifisieren:

In einer gesnzen Reihe von FProteinen, wie z.B. g-Lactoglobulin
(Cunningham,L.W. ,Nuenke,8.J.,1959 und 1960a), ‘Glycerinaldehyd~
phosphatdehydrogenase (Parker,D.J.,Allison,%.S.,1969) und
Streptokokkenproteinase (Liu,T.J.,1967) wurden stabile Sulfen-
saurederivate erzeugt und nachgewiesen. Bs gibt eine wachsende
Zahl von Hinweisen dafiir, dal die Stabilit&t dieser Derivate
zegen Hydrolyse durch eine lipophile Umgebung bewirxt wird und
Thiole wahrscheinlich bevorzugt in lipophile Regionen der Protei
struktur eingebettet sind. Diese Tatsache ermdglicht generell
den Nachwels Jjener Gruppen iiber geeignete Sulfensiurederivate
und spezieller Abfangreagentien.

Iactoglobuline kénnen zus Kuhmilech (und der Wilech snderer
Pasrhufer) leicht kristallin hergestellt werden. Sie werden |
immer wichtiger als wmodellsubstenzen physikslisch~chemischer
und auch biochemischer Untersuchungen, dies beruht zum groften
Tell darsuf, daB mit diesen fast vollsténdig beksnnten globulire:
Proteinen mit ca. ‘1o bis 15 %o-Helix-Bereichen (Timssheff,J.N.
et 81,1966), Methoden zur Untersuchung weniger bexsnnter oder
unbekannter Psrtikel getestet und Ergebnisse der Untersuchung
unbekannter Fartikel anhand des Erfahrungsmaterisls leichter




gedeutet werden Konnen.

Hine umfassende Zusémmenfassumg des Kenntnisstandes iiber
B-Lactoglobulin bis 1966 gibt McKenzie,H.£.(1967). Zwei genetisc
Varlsnten, B-Lacctoglobulin 4 und B sind seit lasngem durch
Elektrophorese und AmminosZuresnalysen charskterisiert. In
neuverer Zeilt wurden zwel weltere Varisnten ¢ und D entdeckt
(Bell,K.,1962;Grosclande,F.,1966).

Die Arbeiten von Green,D.W. und Aschaffenburg,R.(1959),
Townend,R.et 81(1961,1969),Tanford,Ch., und Tsgzart,V.d,(1961),
Timasheff,S5.N, und Townend,R.(1964), Dunnill,P. und Green,D.W.
(1965}, Frank,G. und Braunitzer,G.(19567,1968), Basch,J.J. und
Timssheff,S.N.(1969), Brsunitzer,G.et 81(1972), Weissblth,M.D.
und Grieger,R.A.(1974), vervollst&ndigen das Bild von
B-Lactoglobulin (dazu Fig.3).

Die Localisierung der -SH und

sien Dyad Axis of symmetry -55-Gruppe gelang Mainferme,F.
g,//[ & et al(1971), wmertial,J.et al(1971),
g & 3 Gomez,G.P.et 21(1971), McKenzie,H.A
v/ Zﬁi;é[\\\\ et 81(1972), licKenzie,H.4, und
C \ Shaw,D.C.(1972). Wichtig ist dabei,
J daB die SH-Gruppe ihren Platz

wechselt: von 63 auf 70 und umge-

kehrt, was such einen Wechsel der
Disulfidbricke beinhaltet (57 auf
B-LACTOGLOBULIN 68 oder 57 suf 7o, Fig.4), Die
FIG, 3. Schematische Oarstellung der gefolgerten .. . i e
s S m:'rk:"mdﬂgm ) o Vardaten, SH-Gruppe soll sich mehr in lipo
von Rinder f-lactoglobulin. philer Umgebung sufhalten, obwohl

sie noch bei der Dimerisstion und Weiterassozistion eine Rolle

18,006 m.w.

spielt.

Des von Kessler,E. und Brew,K.(1970), sowie Bell,K.et al{(1970
gefundene Schweine 'B-Lactoglobulin' (Vsrisnte 4 und B) Zeigt dies
deutlich. Im Unterschied zum Wiederksuer B-Tactoglobulin hat es
keine SH-Gruppe und zwei Cystin-Reste. Unter sllen Bedingungen
existiert nur ein monomeres und es ksnn keine Konformstions-—
gnderung nahe pH7 eingehen. Auch sein Verhslten in Hornstoff
ist vollig verschieden von dem der Wiederkiuer E-Lectoglobuline.

Ein Denaturierungseffekt von Hsrnstoff sn Rinder-R-Lactogl cbuli
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in ssurem Bereich (pH%,5 und 5,2 sowie hoher) tritt erst bei

5 Hernstoffkonzentrationen ein {McKenzie,H.A, und Ralston,G.B.
1973, Fig.5).

Leu

Cys
et
57,
5 )

A?;)—Cry’s-Gln-C.y sleu

Woe

1)rs:s(Gl x{Asp
Foofen)

I . > L] -+
CysHistle Zu elnem in dieser

160 162 Arbeit noch suszufihrenden
Fig. &. Schematische Dardellung der monomeren Ketle vor . &
Rider Blactoglabulin A, geseigt die Loballiion der Thicgrppe €T Sten Test mit den zu syn-
und der Di.sul?(de-En'kke. f:zz‘bt ane §5- Bridee von .. ] )
123 zu 160, Bine Form (-) hat Gjs-SHan 68, mit der 2weiben thetisierenden lipophilien
S5-Bidee von 5T zu o, Dieardie Tom (- ) hatlys-SH an 20, 0 ] '
it der pweiban 5-5-Briicce vou ST auf6R. Sulfenylsgentien , erschein

Rinder~B-ILactoglobulin das

PH3S L‘] ideale jiodellsubstrst zu
b, " S e——e—seus b, sein (stsbiles Sulfenyl-
700 | o A%700 jodid - SH in lipophilem
wo | 1 -leleg [P Bereich).
-q, 1 8¢ g0 -a,
300 | 7 4 300
| dda a0 1
0 !_.'_J tl_..&j_ 100
o 5 w0 o s 1)
Namsloff Koorrentrationfin}

Fig. 5. Effekt da Hamstofkorsadrationauf die spes. Ratation b

F8 nm, [olsa(A), und che Pirameter qq(m) uﬂdﬁlzﬁ ouf die Mof-
fitt-Yang Glerdung(1936) 24 den Ende der MnfangsReaktion wi
pﬂa‘iwp-lﬂdtalobulfm B hetFl-l 3.5und 5.2,

Sulfenyljodid

Infolge der Arbeit von Fraenkel-~Conrat,H.(1955), erarbeiteten
vunningham,L.W.,Nuenke, 5.J.(1960b,1961), und Cunningham,L.W.
(1964 ), mit B-Isctoglobulin als Modellsubstrst ein Verfahren



zur SH-Gruppenbestimmung iber Sulfenyljodid.
Sie setzen R-TLactoglobulin bei pHG,1 und 59C wit 0,2 N Jod-
lésung in 0,05 M KJ um zum Sulfenyljodid - mit etwas Unterschul’

an Jod,

zur Vermeidung einer J

~z-Bildung (Fig.6 und ?7), welche

die schwache charskteristische Absorption des Sulfenyljodids

bel 355 mm verdecken wiirde.

3600 4200 5400

Wellenlinge |, §,

2400 3000 4800

Fig. 6—Molare Extinktionsitoeffiziontey; vom Trjodide Jon und

Jod o Wasser T, Trijodide Jon; 1T, Jed
A.D. Awtrey and B R Gonnicke (1359)

=

=

=]
I

0.5 le 15 20

meq I/mmoie LACTQGLOBVLN
Fig. 7. Tilretion von f-lactaglobulin wit Jy bei pHé.
und 5%in der Gegewwart von Verschiedenen hbn ienfrafionen
an]? (a), 005 MK); (A), 22 MK (w),08M K]
[A-Lacloglobulin ]= 214 = 107 mof /Tml.

6000

~ P-5H +)P=[P-5],]®+]° + H®
a1} i
.,,219,,. H@

b) 1940, == 1,°

Die PSJ-Form ist bevorzugt
in o,2 M KJ, in 0,83 M ¥EJ ist
die PSJE-FOIm bevorzugt. In
einer typischen physiol.ILosung
darf nur wenig PSJE erscheinen.

Gemessen wurde such die Bildung
von H' bei der Jodoxidation (Cun-
ninghsam,L.W, ,Nuenke,B,J.,1961).

Die Temperatur von 5% garan-
tiert eine hinreichende Stabilitéat
des Sulfenyljodids fir die sn-
schlieBlende Abfsngreaktion.

Das BSulfenyljodid fingen sie
unter Beobachtung der Abscrptions-
gnderung beil %55 mM mit verschied-
enen Resgentien sb und stellten
fest, dall Thiouracil und Thio-
harnstoff die am besten reasgleren-

den Reagentien seien - unter Bildung gemischter Disulfide(Fig.8):

S

NH

a) P-5) + HyN-C-NH, === P-§5-C-MH, + H®+ 7©

b) P-5] + HS
NY

HO

N‘ = P-ss{;") + H® + 1@
N
HO




Auch hier wurde die

+ . . . .
035 H -Bildung mittels Titration

L 030 T,
£ p.25 "1 Y

-

gemessen (Cuaninghsm,L.W.,
Nuenke,B.J.,1961).

wy

é§ 0.20 h Die pildung des Endpro-

© 05 duktes (gemischtes Disulfid)
0.10 | . aus b) wurde am Umsatz mit

[2~14dFThi0uracil und an-
schlieBender Fraktionierung

0.05 i

TIME (MINUTES)

FIG. 8.—Der Abfallder Absorption von factoglobulin sulfenyl
(R:;nlid (Oosss)a(lr) Rsemltqia seiner, Reagcﬁo: ,;ﬁfhvers;%enm
sagentien. (=), SCN7) 49x0 "M bei 4, Addition , 98rfo . . .
'Eof:n?e konmgmﬂ%&ﬁzﬁ?dc&m, Sgg;;;?-#,q totnle fon- reaktion als I’)i:i_net ik 2.0rd-
ontration n 3. hor; (W), Mayeptodthous(, 20.8 <jo~"M; ] d (P-5] _ _
(&), Thiouracil, 10.4-xi0™ M} J(D), Thioharustoff, 23.0 = jo-FM, pif €1, Dung: T |7 k2 [P 53][R sH]
Die von ihnen getesteten

sn Sephadex G-25 verfolgt.
Sie beschreiben die Abfan,

02 MK} ,5%  [Brlactoglobulin sulfenyl iodid J=84x10-%M.

(Tafel I), am besten reagierentsten eingestuften Reagentien,
welche such in die N&éhe &dqumolarer Umsetzungsgrade kamen, ent-
nielten slle die Struktur_j§ % , welche die Fihigkeit besitzt

in der alternativen Thiol—Form_NEg_ zu existieren. Es ist nicht
bekannt, welche Form das Sulfenyljodid engreift., Aufgrund des
pka—Wertes der .potentiellen SH-Gruppe dieser Agentien, pKa>8,
erscheint ihnen, im Vergleich zum argewsndten pH-Wert, pH6,1,
die Thion- und nicht die Thiol-Form die resktivere Spezies zu se
Veraleich der Gbschwindigll&iao:s;hntm fr die Reakbion von s erscheint uns sinnvoll,
Versdaiedenen Reageritien mit flactocroBuiny Sw¥emvye 1n Sicht suf die mehr lipo-

lopings

'Km“ phile Umgebung der Thiol-

2gzgzr mwf;dr' Gruppe in B-Lactoglobulin
Getestete Reagoatien M > 0% min~1) und der Reaktivit#t der_l%_cvsi
;E}E:E{::ﬂfﬂﬁe 2‘-:;‘1:'4 zj::Z Stfui&tux, diese Aigenti?n,
Thisurea 73 330 + 110 Thichsrnstoff sowie Thio-
g?;z:;fﬁféu,ac{‘ : 10.;13;4.3 1;gf_3° uracil, in Blick auf eine
hcdﬁ'f""*’“&ham" gg" :g?a g'_g i_? grofere Lipophilie sbzuwandel:
ségg;ﬁna .3 5% 3221, um den FinfluB der gesteiger-
giﬂ‘g’ﬁ 1;13‘).03 8;2;10 ten Lipophilie suf die
{ﬂﬁg?e }g% E&: Reaktivitdt und den Umsetzung:

= Die Sulfenytjsdid-lementralion war awisdhein €1 tnd

83 % 10~*M in allen Versuchen, file Versuche wurden ausgefahrt

bei 5° pHE1,0.2 MK) Puffer. b 5-Vinyl-2Thicaxasolidon,
11,3 ~Tricyano-2 -anio - Ipropene,

grad sn Sulfenyljodid (oder
anderer Sulfenylderivste) in

lipophiler Umgebunrg unter-
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suchen zu konnen. Als Modellsubstanz dient [B-Lactoglobulin.
Falls das erwsrtete Ergebnis - groBere Resktionsfdhigkeit und
besserer Umsetzungsgrad (mehr Equimolar) - gefunden wird, sollen
diese Agentien zur Untersuchung anderer weniger bexannter

Spezies verwsndt werden.

—_— e e T T e -— - e s wen e T e L e N T T T e e

Es wurden eine Reihe von Sulfenssduresgentien wachsender

Lipophilie synthétisiert: Es wsren dies N-n-Alkyl-
¢ H 0 Thiohasrnstoffe und G-n-
I /ﬁb‘C\ Alkyl-2~Thiouracile und
HyN=C~NHR S=C 4Q—H zwar die ungeraden Alkyl-
- R=Rtkyl (bis Cg) H,-—c\ derivate bis zum Nonyl-
N-n-Alkyl-Thioharnstoff R

Derivat (TeilIl und III
dieser Arbeit).

6-n-Alkyl-2-Thiouraci!

Analog der Arbeit von Cunninghsm,L.W.(1964), wurden diese
Azentien getestet (II1). Das Ergebnis der Versuche soll hier -
zum direkten Vergleich mit der Arbeit von Cunningham - gebracht
werden, mit snschlieflender Diskussion.

Bel allen wessungen wurden die gleichen Bedingungen sngewandt
debel auch jeweils dieselben Konzentrstionen, sowohl sn Protein,
wie auch an Sulfenylsgens (letzteres mit Bo % UberschuB).

Probleme bereiteten zundchst einmal, wié erwartet, die
stelgende Schwerldslichkeit der l&ngerkettigen Derivste in
Wesser und Wasser-Alkohol-Gemischen, die der Uracils mehr, als
jene der Harnstoffe. Der Alkohol-Gehalt der Reaktionsmischungen
war, einschliefllich der Stopped-Flow-messungen, nie hdher als
1,7 %. Thiourascil und Methylthiouracil wsren in Wasser, wle auch
Alkohol schwerldslich, weshalb fiir die Messungen die ges&ttigten
Losungen eingesetzt wurden (Teil IIT),

Der N-n~Nonyl-Thioharnstoff und dss 6-n-Heptyl-2-Thiourscil,
beide in Alkohol beil Rsumtemperatur 18slich, fielen beim Kontakt
mit der wiBrigen Resxktionslosung bei 5DC wieder teilweise aus
(das 6-n-Nonyl-2-Thiouracil konnte sus diesem Grund nicht
vermessen werden), doch such ihre Resktionen aus heterogener
Phase kOnnen in die Betrachtungsweise mit einbezogen werden.

Fin Wechsel des Reaktionsmediums konnte nicht vorgenommen werden,
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da B-Lactoglobulin sich nicht in Alkohol 1oste-- sulerdem wére
ein Wechsel des Mediums such insofern von Nachtell, als
B-Lactoglobulir in slikcholischer I.dsung sich anders verhalten
wirde als in Wasser.

Die Reaktiomen wurden bei 5°C durchgefiihrt. AuBler den
Abfengreagentien waren alle Substrate auf 500 gekihlt,

Ein snderes Problem war die genaue Messung der sehr schnellen
Reslition von Thioharnstoff und N-n-Heptyl-Thicharnstoff mit dem:
Proteinsulfenyljodid. Wir sind deshalb suf Stopped-Flow-Messunge:
(Aminco DW2-UV-Spektrometer mit zugehdrendem Stopped-Flow-Zusstz
ibergegangen.

Mit unserer spparstellen Anordnung sind Protein-Konzentration
his ca. 5x10_5M,gerade noch zu vermessen, da die starken Schwanik.
ungen der Grundlinie, bei einer groferen Verstédrkung (notwendig
bel noch kleineren Konzentrstionen) sls der verwendeten, die

MeRwerte zu stark veréndern.

Aus dem zeitlichen
Verlauf der Abfangreakiionen

) (Fig.10 und 11) konnten wir,
unter Annshme einer Resktion
§~1a- 2,0rdnung, Geschwindigkeits-
ﬁ konstanten KE berechnen:
Q
s ]
05 +  oaml0.00315N]in01HK)

“\\\\\\\\t

1 2 3 % xt°NLhoaMK]

hg. 9. Titwtion von Rinder 3-lactoglobulin mif J; bei pH 61 und
P, 591510t Mol Protein /23 ml addiert 0.3vnt Fortionen an

Norral: Jod- lésung in 02MK].

k=[2303/(a-b)t]log [b (a-x)/alb-x)]
a und b sind die Anfangskon?a der Reaktanten:
a~[RSH],=3.25:107"M  b=[PS]] = 1.84 107" M

80% Lliberschun
(bei allen Messungen gleich)

x =Umsaty an aund b;
Aop AQ00pgy =0Dpg, - O
x =[Ps ], =2t Py~ POre), ™ OOy
PSa 4 0Dpgy = 0Dpg) — OD gy
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g3sh  'Stopped-TFow'™
Messuhgen

0357 N-n-ﬂli’yl__—
’\\\, "

“‘?\"'\ o - Gilisg
Reit{$ek)

005 55 ,,.,/u(xSJ

N-n- Alkyt-

ot

_ Zeit(Minuten) z
Fig.10. = Abfall der Absorption von f3-lactoglobulin sulfenyl iodid (ODsss) als

Resultat seiner Reaktion mit M-n-flkyl-Thioharnstoff. "
Thicharnst offkonzenfrationen alle 3,25 10-%+1, PFoteinsulfenyljodidkens. 8k 107 pHE&1,0.2MK].5°

10 \

]
og
4/
//
3
3
s

o
Fa)

00zs5 ., p (= i0)

6-n-Atkyl-

0¥ N |
4 chne Tridaung ‘]

~CsHg
-H

62 | mik Resiban - Gy () (b
i i 1 1 1 i
1 2 3 4 5 w1
2eit (Minuten) 8 10

F'fg.11. ﬂbfa[( der ﬁbﬁorp‘b.'on von /S—iaduglobuh'h sulfeny[ toddd (OD355) als Resultat seiner Rea!fh(
mit 6-n- Alkyl- 2-Thiouracil, .
Thi (ko Y 35 =0 i 9. . . .

. Bt oot TS0 0 o a0y s ey 2 Teriourad (1) 4624
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TAFELT
Vergleich der Gesch win le:skan:tunfen und des Enduwisatzes

Reaktion de - Bikyl-Thiohamsieffe und
é};%ﬁy[ 2~ mwurcher:m!- LH&WGLOBL{LW 5 ulFEN:ILjDDID
Kop- ’ fnfan s~ Bnd-
tentmbion F;: g Unasatr
Getested, (hfermuk' of I n
Getestete Rugentien M x W% m.,n-“)xlo 7o | Min.
Thicharnst=ff 3,25 8BS 2
Me',&. {Hioharmstoff D g2 2
14 whqmd‘oﬁ’ 3.0 38 2
%-op {thichaparlof 16 113 2
N-n antg!fhwhu-nrf-af 23 R 2
N-n- Heptytfaioharn stoff 20 400
Thlounacit 036 3 1o
MekthylHriouraci( . o19 36 1o
a1~ Pa{-?ﬂkiuﬂrﬂ.ﬂ'l 0.20 41 10
6 Poutyl -Thivuraeit 034 60 10
G- Hephy- - Thioumcil 3.35 [00,45] [a3o] 10
@ Die Sulferytjodid-komievtrabion b 1.8% - 0¥ M bec atlen Vernuchesn,
Alle Versache wirdew ausgefiilrt bei S° pHET 02 M) Putfer.
15F . o35 ; P
P :
e

o5t ' 015

3 1) 5 ?ﬁ-ﬂ'(feh‘,) 10 20 30 Yo ZELf(.@JCJ
an 12, In [QSH]/[PIJ] 2eit- Diagramim der Reathan Fig.13. g (RsH]/[PS)]- Zeit- D éagrarvn, der Realction
von f3-Lackoglobulin - Sulfenyl jodcol mit Tacharstoff. vor f3-lactoglobulin -Sutfenyliodid mitThiouracil,

Aus der Berechnung ergab sich, daB die Reaktion zwar in den
ersten 2-% Sekunden sngendert nach 2.0rdnung verl&uft (danach
auch die 'Anfangs-Geschwindigkeitskonstantern k., Tefel II), aber
sich dann erheblich verlangsamt (Fig. 12 und 1%) und keineswegs
mehr durch eine Kinetlk 2.0rdnung zu beschreiben ist, wie dies
von Cunninghsm,L.W.(1964) angegeben wird.

Im Rehmen dieser Arbeit xenn dieser Zffexkt, d.h. die genaue
Kinetik diESEECREBKtiOn, nicht geklért werden., Die Kompliziert-

heit der Reaktion wird deutlicher, wenn man zum vergleich eine
Enzym-katalysierte Reasktion heranzieht (was wohl in Anbetrascht
der Konzentrationen und der Geschwindigxeit unserer Reaktion
gerechtfertigt erscheint):
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Ky Kas k
5+E..§E-S..§:.E-P_;i£ +pP
=) =2 -
[5=Substrate E= Enzym , P = Frodulcte]

Als B kénn in unserer Reaktion eine der -SJ-Gruppe benschhbart
Stelle auf dem B-Lectoglobulinsulfenyljodid fungieren. Der
Bewels fir diese Annahme diirfte in den folgenden Ergebnissen zu
finden sein.

Des Ziel unserer Arbeit lag dasrin, eine AbhZngigkeit der
ReaKtionsgeschwindigKeit von der Lipophilie unserer Resgentien
zu finden.

Das die Geschwindigkeit der Resktion tatsichlich von der
Lipophilie unserer verwendeten Agentien sbhingt, ist das
wichtigste Ergebnis unserer Bemihungen. Die Geschwindigkeilt der
Abfangreaktion f811t zungchst, bei den Thiochsrnstoffs von o bis
4 C-Atomen der Alkylseitenkette - bei den Thipuracils von 0 bis

um dann wieder snzusteigen (Fig.14):

0. 10% t-10?
a.) if
HN-C-NHR Ren-Bliyl
-~ + P37 ~
¥ 3
E H
‘¥ 1o-10'y Ty 210 L
E E Hs_ﬂ}:gk R=n-ﬁlbjl
iy 4
% Miminaana g | u + P53
= <
.:"'rI -~ Mt
G T R B S
Tahi der ehiengeffe (1 der Alkylkete 2ahl der HGhlewtioffe. (v der Syl keffe
Fig. 14 thﬁwgiakei{- C{er REachowsge:cL.mhdz'ﬁkeié' von der F?t'kylser.'a‘emkef{e ( LL}noph"/fc)dEr
getesteten Thicharnshoffe (a) Thicuracile (b)

Die Resktion verschiebt sich suflerdem immer mehr auf die
Seite der Endprodukte, das n-Heptyl-Thioharnstoff-Disulfid des
B-Lactoglobulins ist nach einer Minute bereits zu 1oo % gebildet

In der Reihe der getesteten Substsenzen (Thiohsrnstoffe und
Thiouracle) an B-Lactoglobulin-Sulfenyljodid, erwies sich das

Es hat nach einer Minute nicht nur zu 1oo % dss Sulfenyl-

jodid abgefsngen, es resgiert such doppelt so schnell wie
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] der Thioharnstoff selbst.

In der Reihe der Thiourscils 8lleine, diurfte das beste
Resgens ebenfalls das n-Heptyl-Derivat sein, obwohl hier eine
heterogene Resktion stettfindet: Es reagiert schneller sls das
Thiourscil und die Resktion ist stirker suf der Seite der
Endprodukte.

Umn diese Trgebnisse deuten zu kOnnen, muB noch einmal kursz
auf die -5J-Gruppe in der Struktur des B-Lsctoglobulin-Sulfenyl-
jodide eingegangen werden: *

Wie schon gessgt, enthdlt [-Lactoglobulin eine Disulfidbriicke
und eine SH-Gruppe (des Disulfid entweder von 57 suf 68 oder
von 57 suf 7o - was einen Wechsel der SH-Gruppe von 7o zuf &8
beinhaltet) und zwsr in lipophiler Umgebung. Durch Jod wird
die SH-Gruppe zum Sulfenyljodid oxidiert. Das Jod ist nun
entweder Position 68 oder 70 zuzuschreiben:

{69) Gln=I- Glutamin (Glu-nH,)

Pbe)——sil—(Met)—) s
al 68 65)&“%0( f:—'ll',_ - |
"“’)'E'Gi,, \,CH:E A 0", Ho” i
Nt '
of£§NH
".H-

Phe, Met, Vsl, Ala, Leu sind Aminos&uren mit hydrophohen Seiten-
ketten, nur Gln enthalt noch eine Seitenkebtte mit hydrophilen
Eigenschaften.

Man konnte sich nun vorstellen, daB die (Gln)-Seitenxette
in Position 69 aufgrund ihrer mesomeren Struktur in die Wechsgel-
wirkung zwischen Position 68 und 70 mit e¢inbezogen wird. Die
langsame Zersetzung des Sulfenyljodids konnte dsmit erklédrt werde

7 7
5., 5o Auch unsere Ergebnisse konnen
68*3‘:\3,—3:?0____68-? ﬂ 5-*%o eanhand der lipophilen Umgebung
M. ; O 7V H und dieser Strukturbeziehungen
O§%?;N“H 6& erklidrt werden.
e + Disulfid 2w, 53 und 63,

69 Sowie -§—0- von 69 auf?o
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Beide Agentien, der Thiohesrnstoff ebenso wie das Thicurscil,
sind in der Isge sufgrund lhrer mesomeren Strukturen die Funktiol
von (Gln) zu ersetzen und stebile Bindungen mit dem Sulfenyl-
sgurekation einzugehen.

Das die Reaktionsgeschwindigxelt der beiden Agentien wit den
Sulfenyljodid zunzchst bel Anwesenheit von Alkylseltenketten
fallt, liegt sn der Binschriénkung ihrer Mesomeriemdglichikeiten
(Enthiolisierung) und der dsmit verbundenen Einschrénkung der
Aciditat der potentiellen SH-Gruppe.

H
NfH).  Frotonen im A’-}’(H) 8<6.9 ppr (2 Bot)
&\ NMR (DM50-d) 'C‘ ‘

HNE \\S{H) alle bei §=Y1ppm  poa \:S(H]

(H} H 4236 (17rt)

Durch die S5H-Gruppe sollten wissrige Losungen sauer resgleren.
diese sind sber neutral - Werner,A.(1912) nimmt sn, daB ein

NHP
inneres Salz der Isoform vorliegt (Houben—Wey%,19558): HN=C\§G3
2~ =5 ppm R R=n-Alkyl
™ $=585ppm ™ £25.65ppm
(Ho (OM50-d¢) HO

( 2ur Verd_euﬂichung des Unterschiedes beider
Ko, v nochiiasigry 4 Deivet die andesen

Das der Thioharnstoff eine viel hohere Resiktionsgeschwindig-
keit hat als das Thiouracil liegt an dem Strukturunterschied
beider Agentien. Durch die Nschbarschaft der vinylogen CO-Gruppe
(Einspsnnung des Harnstoffs in einen 6-Ring) kann der 'Thioharnst
nicht mehr so stark mit dem E-Lactoglobulin-Sulfenyljodid-System
in Wechselwirkung treten, seine 'partielle Protonendonorfunktion'
ist stark abgeschwicht, durch die hinzukommende Alkylkette wird
diese noch mehr vermindert.

Die Steigerung der Reaktionsgeschwindipgkeit in wéssriger
Losung bei zunehmender Lipophilie der Agentien, liegt in der
hydrophoben Wechselwirkung der lipophilen Seitenkette dieser
Agentien mit der lipophilen Umgebung des Sulfenyljodids. Auf
dieser Wechselwirkung beruht auch die Verschiebung des Umsstzes
zugunsten der gewlinschten Endprodukte.
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Die AbstoBungskrifte zwischen lipophilem Rest des Agenses
und Wasser beschieunigen den Ubergang des in der Ndhe des Protei:
befindlichen Agenses in den lipophilen Bereich des Proteins
(Brschwerung der umgekehrten Resktion). Eine intrsmolekulare
Micellenbildung bel hcherer Alkylseitenkette diirfte dess Agens
noch unpolsarer machen und dadurch die AbstolBungskrifte noch
vergréfern (dazu Overberger,C.G. und‘Sannes,K.N.,1974).
Das Ergebnis der Wechselwirkungen:
n-Heptyl-Thioharnstoff, a) reagiert doppelt so schnell
wie der Thioharnstoff, b) Umsatzende nach ca. einer

Minute bei ‘oo % Endprodukt.

Auch die der Alkylseitenkette folgende NH-Gruppe der n-Alkyl-
Thiocharnstoffe kann zur hydrophoben Wechselwirkung beitragen.

Eine Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeit durch
Denaturierungseffekte ksnn susgeschlossen werden, ds die Konzen-
trationen hierfiir zu gering sind (McKenzie,H.A. und Ralston,G.B.
197%), Eine Beeinflussung durch intermolekulaie Micellenbildung
(Jencks,W.R.,1969) ist sus denselben Griinden ebenfalls susszu=
schlieBen, .

Durch die Verwendung des sehr schnell zu “1oo % resgierenden
n-Heptyl-Thioharnstoffs als Abfangresgens, kann die Temperatur
der Messungen bis auf 5700 erhoht werden. Der Abfsll der Extink-
tion durch diese Tempersturerhdhung zieht zllerdings eine
kleinere Sensibilit&t nach sich. Durch Anwendung eines Integra-
tionsverfshrens kann die MeBgensuigkeit allerdings auch wieder
etwas gesteigert werden.

Eo nu . oond Ty THi~0n S Ugu. He < ol Deor o @odt o _d &, aned,
X ?&uﬂﬁb- ijQ{ QthL uu@b@(g‘% Ewg
Aaaﬁau;iﬁgﬁﬁiéhtgﬁﬂuxxﬁ&im“ PF.Y&

dobafedn wok dacmed freselel,
II.8ynthese der lipophilen Thiol- und Suifenséureagentien

A.Synthese der NA-(Nq—Alkyl—sulfamoylpbenyl)—maleimide

Als Ausgangsprodukxt dient bei sllen Derstellungen Z4-Acet-
aminobenzolsulfochlorid, welches in Hinsicht suf eine radiosktive
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Merkierung nach den von Merz,H.et 21(1965) erarbeiteten
Vorscﬁriften, fiir seine mikropréperative Synthese von N(N-Acetyl
4—sulfamoylpheny1)—maleimid—gBS (mit einer Endasusbeute nach
Umnkristallisstion von ca. 15 % liber acht Synthesestufen) sus
trégerfreiem Sulfat, hergesfellt werden kann:

H,50 @ ® ho KoH
HN-D) —— <O>-NH;HSO, o H,N<D-SOsH —~ HN-B- S03K

ofcocHy),

HyCCONH D5 0K — s

— H;CCONH<O)-50,01

¥~ Rcataminobenzolsulfo-
chlorid

Die Umsetzung wird in Anlehnung sn die Vorschriften von
werz,H.et al(1965) durchgefihrt:

HoNR [HQJ-HIO
HCCONH<B)- 50,0 —— o HyCCONH-SD)~SONHR —prma HyN~(0)- 50, NHR
[a]
n;}o Feacs;] ofcocky), £ ©
— = HOOCCHCHCONH~ O Y- S0,NHR — 2CHgCOOH Eﬂ’ W 50&NH§=n-HMyl
N"'(N’-mkyl-sulfamoylpbeﬂyl}'
maledmic L

Als beste jlethode erscheint uns die Umsetzung des 4-Acet-
aminobenzcolsulfochlorids mit einem schwachen UberschuBl (15 %)
an primdren n-Alkylamin in Gegenwzsrt von Natriumcerbonat
(Houben-Weyl,1955b):

Y NayCoy

HyCconH=(Q)-50,c + H,NR > H,CCONH-O)-SO,NHR

- Y -
Nall %00, -4 Hho R =n-Rltkyl

Treibende Kraft der Umsetzung ist die HCl-EFildung mit
anschliefBender COE—EntwicKlung und dessen Entweichen aus der
Resktionsmischung.

Die Umsetzung erfolgt in widssrigem Medium zwischen %o und
40°C. Bei schlecht 16slichen Aminer (2b dem n-Pentylamin) in
Gegenwart von Alkohol.

Das wissrige Medium ksnn deshalb angewendet werden, weil
das Sulfochlorid relativ stabil gegen eine Hydrolyse ist. _
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Der Umsatz kann bis zum Pentyl-Derivet wmittels wissriger
NaOH iliberprift werden. Man riihrt solange beil 5000, bis eine
Probe in 2 N NaOH klar 1&slich ist, wobei das gebildete Na-Salz
mit wdssriger HC1l wieder f#llbsr sein sollte. Auch die Reinigung
kann uber die Na-Salze mit znschlieBender Umkristallisation
aus Alkohol-Wasser oder Alikohol erfolgen.

Ab dem Pentyl-Derivst muB eine entsprechend lange Reaktions-
zelt (bls zu 20 5td.) einen vollstdndigen Umsatz gorsntieren.

Die relativ sauber snfallenden Produkte, Ausbheute um die
80 % (DC, Smp., Anslyse), konnen ohne Umkristsllisstion in die:
nachste Stufe eingesetzt werden.

3.Verseifung_der N -Acetyl-N -Alkylsulfsnilamide zu N '=Alkyl—

Die verseifung der NA—Acetyl-Derivate erfolgt in 18,5 %iger
Salzs&ure unter RiickfluBtemperstur (bis 10000; Merz,H.et al, 1965

["’%r“la
H3CCONH~O)~ S0,NHR —CHyCOOH H’-N.@_SO"NHﬁen.mkgt

Neutraligsiert wird mit wissriger N82003~Lbsung unter Eis-
kithlung (d.h. bis pH6 - zur Vermeidung der Ldsung des Ver-
selifungsproduktes als Nz-Saslz).

Die Sulfemidbindung 1st sehr stabil und unter den angewsndten
Bedingungen nicht spalthar.

Die von Tanaka,Y,(1965) gefundenen charakteristischen
IR-Frequenzen der S-N-Bindung in Nﬂ—Alkylsulfanilamiden (bisg —04
konnen zur Charskterisierung der Verbindunsen (bis —Cqug)
herangezogen werden.

Die sauber anfsllenden Produkte, Ausbeuten um die 8o %

(DC, Smp., Anaslyse) konnen ohne Umkristallisstion in die néchste
Stufe eingesetzt werden.

Die Darstellung der MaleinsZuremonoamide erfolgt, ebenso wie
die vorsngegangenen Stufen, ohne wesentliche Schwierigkeiten.
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Umgesetzt wird Nq—Alkylsulfanilamid mit Maleins8uresnhydrid
in Aceton unter AusschluB von Wasser bei %0 bis 40°C (Merz,H.
et al,1965):

o H 0 |
l‘_ 1 L
s %\'“,V-@-SOZNHR —_— NH-C>- SONHR

\”f‘ .H 6—0}/ R=n-Rikyl

Der Grund, daB die Resxtion an der Benzol—NHa—GIuppe und nilcht
an der —SDeNH—G{uppiexung stattfindet, liegt in der hoheren
Nucleophilie der -NngGruppe. In dem dipolaren aprotischen
TGsungsmittel Aceton kommt diese Nucleophilie voll zur Geltung.
Der Ubergsngszustand wird suflerdem durch das benachbarte Benzol
stédrker stabilisiert.

Die hoheren n~Alkylderivate (05,67,09) fallen nicht so sauber
an (DC, Smp. ,Analyse),sie enthalten noch Ausgsngsprodukte.
Ihre Reinigung erfolgt lber die Na-Salze der SEuren (DC, Smp.,
Analysae).

Die Ausbeuten liegen beil 9o %.

Die Schwierigkeit der Gessmtsynthese besteht in der Cyclisier:
ung, der dargestellten Moncsmide zu den correspondierenden
Moaleimiden.

Bisher wurde keines dieser Imide dargestellt.

Das N(2-Sulfsmoylphenyl)-maleimid beschreibt Kratzel und
Ruis,H.(1966) als Zwischenprodukt bei seinen Synthesen. Es konnt

in 7 %iger Ausbeute nach kurzem Zusammenschmelzen von o-Amino-
benzolsulfamid und Msleinsdureanhydrid, mit einem Schmelzpunkt
von 249-253°¢(Zersetzung) aus lthanol, isoliert werden:

50,NH, 0 Schmelie SO,NH, S0~y
NHZ * O\/IL;‘” ~H,0 @(N‘-'O - Hzo : ©:N"J
O P),L” )
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Das Zusammenschmelzen von p-Aminobenzolsulfsmid mit Mslein-
ssureanhydrid konnte zu einer wesentlich hoheren Ausbeute an
Maleimid fiihren: Das Sulfsamid ist zu weit weg von der wmsleinsdure
Carbonylgruppe, um weiter reagieren zu konnen.

Die Cyclisierung des NA-Maleoyl—Sulfamids mit Essigssdurean-—
hydrid in Gegenwart kstaslytischer Mengen Naz-acetat beil 95—10000
(15 Minuten) ergibt deg N(N-Acetyl-4-sulfsmoylphenyl)-maleimid
(Merz,H.et a3l1,1965): K

: 0
Sococwy], ofcocky), ‘f'\
H,N 0,5 <0~ NHCOCHCHCOOH — Cfﬁmo — | é,w-@-sozwucocﬂj

ks bestand also wenig Hoffnung mit der gleichen Cyclisierungs-
methode die nichtacylierten produkte zu erhalten. Vor sllem, ds
schon lange die Acylierung von Aminen zum Schutz der Amino-Gruppe
verwandt wird (such bei der Synthese von 4-Acetaminobenzolsulfo-
chlorid). Die Bedingungen unter denen die Acylgruppe wieder
abgespalten wird, wirden such das gebildete Imid wieder &ffnen.

Eine Cyclisierung mittels Pyridin, asnalog den Arbeiten von
Miller,E.et 81(1939) mit succinanhydrid, schlug fehl.

Die Cyclisierungsversuche von Kretov,A.E. und Kul'chitsksys,
N.E.(1956) mit PEOS’ PGl5 bei hoherer Temperatur (Darstellung
von N-Phenylmsleimid, N-p-Tolylmsleimid) erscheinen uns in
Anbetracht des Elektronenmangels des Benzolringes der Sulfon-
smide (welcher Succinimid-Bildung begiinstigt, Pyriadi,T.M.,1972)
als zu hart,. ,

Auch die Methode von Coleman,L.E.et 81(1959) zur Darstellung
der N-Alkylmalelmide in Xylol bei 170—18000 (mit enschlieBender
Destillation) kenn nicht zum Ziel fiihren. Falls keine Ldsungs-
probleme suftreten wirden, wéren unter diesen Bedingungen ebenfal
keilne einheitlichen Produkte zu erwsrten (einschlieBlich der
Polymerisation LS-E—CWCH—E-}-X als Konkurrenz-Resktion).

Der Versuch einer aceotropen Destillation mit Toluol unter
milderen Bedingungen ist nicht durchzufiihren, ds sich das
Sulfamid nicht 16st.

Eine Dehydratisierung mit Dicyclohexylcarbodiimid wurde nicht
versucht, da Merz,H.et 21(1965) schon negstive Erfshrungen bei
der Cyclisierung ihres N(4-Sulfophenyl)-maleinsduremonosmids
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mit diesem Substrst gemacht hatten. Ihre Methode mittels
Dimethylanilin erscheint uns ebenfalls nicht geeignet. Sie
erhielten %5-40 %iges Rohprodukt, das sie nicht reinigen konnten.

Im folgenden seien noch einige in%eressente Arbeiter mit
Cyclisierungsagentien an Maleinséureﬁonoamiden genannt, Die
entsprechenden Reaktionsmechanismen (vorgeschlagen oder bewiesen
welche die spéteren‘eigenen durchgefiihrten Cyclisierungen teil-
weise erkldren konnen, werden mit sngegeben., Die Ergebnisse der
folgenden Arbeiten sind auflerdem dazu geelgnet, weltere Frobleme
der Cyclisierung der N4—Maleoyl—NﬂuAlkylsulfanilamide aufzuzeige:

Cotter,J.et a2l(1961), synthetisierten N-Alkyl- und N-Aryl
(Phenyl)- substituierte Isomsleimide und Bisisomsleimide durch
Dehydration von N-substituierten Msleamiden mit N,N'-dicyclo-
hexylcarbodiimid; Kthylchloroformiat-TIiéthylémin, Trifluoracet-
anhydrid-Tri&thylamin., Diese N-substitulierten Isomsleimide
isomerisierten sie zu den symmetrischen N-substitulerten
Msleimiden in der Gegenwart von Na-scetat oder Tridthylesmmonium-—
acetat.

Haan e 0
tertidre : " CeHyNH-C=NCgH i RN
Base 3} @ QO
oder p
pecr 'y
0" NHR CHs0C0C ?) Q}lR
‘ R'CoocoRr’ CHNH CW,.H
o) o " Cetly 0
02 R 07 ¥R " NR
1-Can H A (IR, uv, Analyse)
R/‘ 0‘ \ C}.Hso/ C\o._H | |

Sie fanden, daB die Dehydrstion von N-substituierten Msle-
amiden mit Acetsnhydrid, in Gegenwart von TriZthylsmin anstatt
von Na-acetat, bessere Ausbeuten an Maleimid liefert (N-n-Butyl-
maleinsduremonoamid zu N-n-Butylmaleimid).
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Fir die Isomerigstion vom Isomaleimid zum WMaleimlid formulierer
sie folgenden lechsnismus:

02} 0coch, (17\ I)Ok
g/ <l
— ﬂiﬁv r \lfNR + OCOCH;

NR 0 | 0

Nucleophiler Angriff des
Acetat -Anions auf Carboryl-C

Sie nehmen an, daB3 such bei sofortiger Dehydration, mittels
Acetylchlorid-Tristhylamin, Acetenhydrid-Tridthylemin (oder
Na-agcetat), zu den N-substituierten hsleimiden, dss Isomsleimid
primdres Dehydrstionsprodukt ist (W-n-Butylmeleinséuremonoamid
zu N-n-Butylisomeleimid in sehr geringer Ausbeute bel niederer
Temperatur).

Psul,R. und Kende,A.S.(1964), vergleichen zwei alternative
Dehydrationsmechanismen mit DCCI an N-Butylmsleinsduremonosmid
18—MarK£9rung, dall der
von Cotter,J.et al(1961), beschriebene iechanismus der Dehydrs-
: tion mit DCCI nicht stimmt.

S _ : L ) : .ﬂ;; Verwendte Mechsnismen (Weg Paul,R.) beschreiben Roderick,W.R.
g (1964 ) und Hedays,B.et 81(1966), fiir die Trifluoracetanhydrid-

zu N-Butylmaleisoimid und zeigen mit O

Dehydration.
o o 1@ (R =Cyelohexy()
g === “ilfo RN=C-NHR
0 w =t
Tae Z].Col‘:‘er BuNH 0 \ .
| RH=C-NHR Y
Weg R.Paul g<9
Ts _NHR 0 Bug
t{:’aﬁ_ c’ e H o NHR
rO \I\VR — lHrO + RNHCONHKR ‘N
(&Bu NB é
i u

Die Dehydration von N-iArylmasleinsauremonosmiden mit Acetan-
hydrid mit und ohne Na-acetst beschreibt Ssuers, C.K.(1969).
Er fand, dsB bei der Dehydrstion von N-Arylmaleinséuremonoamiden
mit Acetanhydrid slleine, Mischungen entstehen, in denen das
Maleisoimid dominiert lber daes Msleimid. In der Gegenwart von

Na-acetat wurde anfesngs mehr Imid geformt und die Menge vom
WMaleimid zum Isoimid wuchs mit fallender Elektronendichte des

Benzolringes. Die Geschwindigkeit der Umwandlung vom WMsleisoimid
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zum Maleimid war zu niedrig, um die Hohe der entstandenen
Maleimid—Menge in Gegenwart von Ns-acetat nach drel Minuten,
erkldren zu koénnen. Die hel fortschreitender Resktion entstehend:
Essigs8ure kann die Umwandlungsresiktion beschleunigen, sbexr auch
die MOglichkeit der Kstalyse durch andere Spez&es, welche 1in

der Reaktionsmischung snwesend sind, ksnn nicht susgeschlossen
werden, In allen Dehydrstionen, die liber eine léEngere Zeitdauer
verlaufen, muB das Imid durch Umwandlung des Isoimids erhasiten
worden sein.

In der wichtigsten 'Seitenreaktion' in Gegenwsrt von Ns-zcetat
gann Acetsnilid und Maleins&ureanhydrid entstehen (dies haupt-
séchlich bei groBen Elektrormendichten im Henzolxern),

Folgende Resktionsmechsanismen werden aufgrund der erhasltenen

Ergebnisse sngeboten:

o @ (TG)
LOH —_— (ILgﬁ?g_R { PHH? {fam J\fOCOCHS
qnailo au
or NH—<>R Lg B Redler iR (1961 g N
Hedaya,E. (196€)
- YococH.
R= ngS “ b) irN_@_:}R OKO
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g \ @ N + c;g,cooem@
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cocH, QN'@R
® % +Cy oo ‘“"3‘5’
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schrell™ ({3 0cochs
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Die hohen Ausbeuten sn Isoimid(:}ﬁber Weg A resultieren aus
A4 , . N 0 0 ©
der dipolaren Amid-Kesonanzstruktur von(:) ﬁhom: 1:0"‘
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ey Ol

nasch der Deprotonierung:
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Das Acetat-Ion beschleunigt wshrscheinlich die Bildung des
gemisébten Afnhydrids C)und aullerdem muR es die Protonen-
Abspsltung aus (4a und 1b) unterstiitzen.

Seine Brgebnisse erhielt er sus den NMR-Signalen dgr
Reaktionsmischung. |

TAFEL Vit
NMR Daten far N-Arylmaleisoimide
und N-Arylmale cmide™
= Olefinisdre Profons— ~— Aromatisthe Profons ==

Subst. & 7, cps £ J, eps  Subsihuent ?
protens, & -

2¢  7.47,676 5.5 1.50,6.99 9 3.8 I N-COrR
T1a 6.9 7.27,7.03 % 3.83 5
b 17.50,6.73 55 7.28 2.34
b 6.9 7.28 238 o
2 7.54,6.8¢ 55 1.3 o a,R =0CH;
1c  6.93 7.44 ILI b,R=0CH,
2d  7.53,6.86 5.5 7.40 C.R=H
1d 6.9 7.51,7.41 3.5 N o.R>CL
¢ 7.58,6.%2 5.5 §.057.35 &5 2.58 e,R=CoCly
te  7.00 g.11,7.58 8.5 2.60
@ Werte fiir § relative 2u TMS in Aastanhydrid, (2)

R

Den Gebrauch von Acetylcblo:id-Triéthylamin,Acetanhydrid— .
Tridthylamin-i#ischungen fiir die Synthese von Isomaleimiden sus
Msleins&duremonoamiden beschreiben Pyrisdi,T.M. und Harwood,H.J.
(1971). Sie untersuchten den EinfluR der Temperstur, der Amin-
und Dehydratisierungs-Agens-Konzentrstionen und des Lﬁsﬁngsmitte]
in der Darstellung von N-Alkylisomsleimiden und N-Phenylisomsle-
imid. Die Dehydration von N-Phenylmasleinsfuremonoamid ergab mit
Acetylchlorid-Tridthylamin (2-1 Mol pro Mol SEure) bei héherer
Temperatur in Benzol (iiber 1-2 Stunden) 4o0-50 % reines Imid.

Die Resktion von N-substitulerten Maleinsduremonocamiden mit
Thionylchlorid und Chloracetylchlorid beschreibt Pyriadi,T.0M.
(1972). Bei sehr tiefen Tempersturen (-2000) entsteht mit S0C1
(dquimolsare Menge) und Tridthylamin (71 Mol pro Mol SEure) in

2

CH,Cl, in sehr geringer Ausbeute (ca. 3-4 %) dss Mzleimid. Bei

N-Arylmsleinsduremonoamiden mit Elektronenmasngel nur «-Cloro-

Succinimid: 0 o) ji
L oK Lt weg 1
N-CcH
ﬁruucsus ¥ 30U = Lo — I T
0 o o
lM@gz

¢ q a ?\
L ol :
- -C
it (-Gl
o o .
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Diese letzte Methode wiirde, sus dem gerade geschilderten
Grund, wohl wenig geelgnet sein fiir unsere Cyclisierungen.

Als letztes sei noch die Arbelt von Trommer,W. und Hendrick,l.
(1973), erwdhnt., Diese cyclisierten p-substitulerte NuPhenle
maleinsduremonoamide (—N3, —COOHEOH) zu den, moglicherwelse als
Vernetzer von Globuldren Proteinen dienenden, maleimiden in
Methylenchlorid in Gegenwsrt von 1-Hydroxy-Benzotriszol und
N,N'-dicyclohexylcarbodiimid bei 0°C in Ausbeuten von 8o %:

N\\' Na . Ny lo
i N aleinsdure- ) SN
(1-HBTD X N/ r;r” Maleinséure _ e ’?”N L NOR
+ OH Q oH * @
1
(hellgelb) (R= —N;,-COCH,0H)

Mit DCCI slleine wird bei vielen Aromsten (Elektronenmangel
im Kern) keine Reaktion erzielt, mit 1-EBTL sls Katalysator erfol
schneller Umsatz zum Imid. Hier dirfte die Moglichkeit einer
Einstufencyclisierung die entscheidende Rolle spielen, was
teilwelse durch eine sterisch gilnstigere Anordnung erreicht wird
(suBer der Bildung eines aktiven Harnstoffderivstes).

‘Diese Methode kdnnte geeignet sein, die Schwierigkeit zu
beheben, die Merz,H.et 21(1965) mit DCCI slleine, bei ihrem
Cyclisierungsversuch von N(4-Sulfophenyl)-maleins8uremonoamid,
hatten, Moglicherweise kann sie auch fir unsere Cyclisierungen

dienen,

Nach den Brgebnissen mit Acetsnhydrid-Nas-acetat (TriZthylamin
5011 nun noch einmsl suf unser Cyclisierungsproblem mit dieser
Methode eingegangen werden. Zunidchst die hiermit gefundenen
Ergebnisse:

Fallende Elektronendichte im Kern vom Aromsten begilinstigt
Imid-Bildung gegeniiber dem Isoimid. Grolie Elektronendichte
verschiebt die Reaktion zur Seitenreaktion einer Maleinsaure-

anhydrid-und Acetanilid-Bildung. Die Gegenwart von Na-acetat in
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Acetsnhydrid verschiebt suf die Seite vom Imid. Na-scetat
beschleunigt die Bildung des gemischten Anhydrids und unterstitez
die Abspaltung der Protonen. Durch Trifthylamin anstatt Na-acets
wird die Ausbeute sm Imid erhoht. Hohe Ausbeuten an Isoimid brin
men in Beziehung zu einer dipolaren Amid-Resonanzstrulktur (bei
Aromaten mit Elektronendefizit ksum moglich, dasher hohe Ausbeute
an Imid).

Nun zu den NA—Maleoyl—Nq—Alkylsulfanilamiden: durch die
p-Substituenten am Kern ist Jjener Elektronenarm, wodurch die
Iscimid-Bildung und die Reaktion zu Masleinsdureanhydrid und
Acetanilid beil einer Cyclisierung in Acetsnhydrid kaum mehr
mﬁglich sind.

7 Die Verbindung enthilt Jjedoch drei acide
gﬂ*::*’i NHR Funktionen, wobei das Verh&#ltnis zweier (und
O : die Nucleophilie der deprotonierten Spezies),
nadmlich —SOENHR und ~CONHAr, fir uns von Interesse sind.

Der erste Resktionsschritt ist die Bildurg ‘des gemischten
Anhydrids (Bssenkatslysiert: Acetst, Tridthylamin) der Sdure-
funktion, als ndchstes mifite Jjetzt die Absgpaltung des Protons
sgus -CONHAr folgen, mit einem Angriff des jetzt nucleophilen
Stickstoff auf die gemischte Anhydrid-Struktur unter Abspsltung
von Acetat (Weg A). Als Konkurrenz-Resktion tritt ellerdings
die Abspaltung eines Protons sus —SOENHR mit anschlieBender
Acylierung des entstandenen nucleophilen N suf (Weg B):

0 ' 0 0

f?
(:LNH@S%NHR Tococty] [,:'-NH@SO;NHR Pococks] <0COCH3
c;'OH o(cock;), OrOCOCH Hococh, ~HOCOCH, rﬁﬁ-@—so , NHR
' ?oroc#_?] ofcocty), @ 9'9 COCH,
- i cocu3 i Cgr:(
0
oicock
(R=n-Alkgt) |<L-()c0m3 s [:{ So.NHR
orwy—@—sozme N-@)— 2
2 %LQCOCH:;_ Acyl.

Reyl.

2 ! CocCH
LOCOCH Cyel, ¢-N 50 N/ 1
COCH <:) 2
dlr NH “@' So,NCp = ! ~R
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Durch die Anwesenheit der Alkylgruppe mit ihrem +I-Effekt
wird die Acidit&t des -50,NH=-R sbgeschwicht. Durch diese volumi-
nésere Alkylgruppe (gegeniiber H) wird such der Angriff suf die
NH-Gruppe erschwert (volumindsere Basen wie Triathylsmin ver-
groBern diesen Effekt). Die Nucleophilie des Phenyl-benachbarten
N diirfte geringfiigig steigen, ds der Elektronenmsngel des Kernes
etwas gesenkt wird.

Auch die Struktﬁr des Maleoylrestes sollte Reaktion an
Phenyl-NH- begilinstigen - dszu kommt die Fzhigkeit des Acetan-—
hydrids als polares protisches Losungsmittel zu wirken und in
Richtung suf Smﬂmﬁeaktion zu verschieben.

Der Mslecoylrest ist sufgrund seiner

Qﬁ?ier Mesomerien planar. Das Proton vom Stick-

‘:(@ Cs gtoff wird auf den Sauerstoff des gemiscl
{ ol JJAED& ten Anhydrids gedriickt, wodurch die zu
x:;H ﬁé -’ eliminierende Essigsiure schon vorge-

? (== Sterische Hind) bi%dgt ist., Durch die Mesomerie zwischen
R' . )N—g- ist die zZweite -CO-Gruppe in
Richtung des Stickstoff verschoben.

Der Katalysator _OCOCHB muB jetzt prsktisch nur noch die
Muclecophilie des N, durch den Zug suf dss Proton am N, ver-
groBern, um damit den Ringschlul unter Essigsidure-Eliminierung.
zu ermbglichen.

Im cyclischen Produkt sind die sterischen
Hinderungen stark verringert und Elektronen-
wechselwirkung zwischen Msleimid und Benzolring
ist eher mdglich (wenn such immer noch behindert)

Die Betrachtung zeigt, dal die Resktion iber
Weg (B) begilinstigt sein sollte. Durch eine kurze
Reaktionszelt und nicht zu hohe Temperatur miilite
anschlieflende Acylierung vermeidbar sein.

Diese Aspekte ermutigien uns diese Cyclisierungsmethode fir
die Alkylderivate, unter verschiedenen Reaktionszeiten und
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Tempersturen, doch noch auszuprobieren, Dss unsere Hoffnung,

ein nicht scyliertes Cyclisierungsprodukt zu erhalten, erfillt
wurde und wir schlieBlich such das N{4-Sulfsmoylphenyl)-maleimid
erhielten, ist das Ergebnis einer systemstischen Ausnutzung sller
bei der Anderung der Reskiionsbedingungen gemachten Beobachtungen
Dabel waren die Tatssche, dal die N-~substitulierten Msleimide

mit Hydroxylamin eine mit FeIII-Ionen nachweisbare Hydroxamsiure
bilden und die NMR-Spektroskopie, dle wichitlgsten Helfer.
TAFEL IX :
Ergebnisse der N  Maleoyl-N- H!kgl.rulphaniiamid Gyclisierung
, Isoliert/% Gyl Pr/% Gyel. Pr. /%
N-Atkyl- Zeitfmin. ﬁarnp. I Cydtoff P (ouskMB)  nichtacyliert acyliert (ous MMR)
. 30 35-100 30 100 63 33
-n-Propyl- 45  925-100 15 100 90 10
) 95- 38 10 100 00 - L
Z{-Propyl- 150  35-105 %0 00 o0~
i 180 90- 9% 55 100 - 400
~ Methyl- 5 35-100 65 100 Ee) 25
_ 3 8-90 60 _deo oo -~
10~ 93-100 ~ 65 100 - 0
-H 10 18- 81 20 100 20 80
2 3 0o 100 25 s
30 60 15 30 100 -

Aus Tefel IIX ist zu ersehen, daB tiefere Temperstur - wodurch
allerdings die Il0slichkeilt des offenen Produktes sinkt (und
dadurch die Endausbeute an cyclischem Produkt) - und kiirzere
Reaktiongzeit, die Isolierung des nichtacylierten Produktes
vor der Acylierung gestattet. Die Ergebnisse sind auch ein
Beweis fir die Reaktion iiber den Weg A . Reumerfiillende Subsiti-

tuenten wie i-Propyl verhindern ebenfslls eine weitere Acylierung
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£ .NMR-Spektrum _von N(N-TIsopropyl-#-sulfamoylphenyl)-msleimid
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[
B.Synthese der monosubstituierten Thioharnstoffe HJWE-NHR!bnmy(MH

Als Ausgesngsmaterisl dient fir die Darstellungen Ammonium-
thiocyanat, welches in Hinsicht suf eine rsdiosktive Markierung
mit °S- merkierbar ist.

Dargestellt wurden von Neir,G.V.(1966), die Derivate bis
R = Butyl und such chsrskterisiert. Wir synthetisierten unsere
Derivate bis R = n-Nonyl analog diesem Verfshren (Teil III):

CcH CH CH R”ﬂ‘ﬂfkgfﬂﬁa G)
3 2ndl, P 3 HNR 3 Ha
CHS—(II-CL + NH.NCS — CH3—§—-NCS .——s—CH3—CI'.- NH-%-—NHR —e H,N-,Cl- NHR
CHy ‘ CHy (1) CHy, S (D S (3
: + C(CHy)

Er beschreibt die Darstellung des tert.-Butylisothiocysnates(
mit einer Endasusbeute von 98%. Dies konnen wir nicht beststigen:

beli unseren Ansétzen erhalten wir hochstens 45%. Anhand des

25
D
siert werden - such dies wird von Neir nicht angegeben.

Brechungsindiceg, -n-":1,4770~, kann diese Substanz charakteri-

Fir eine radiocasktive Msrkierung mufl die Ausbeute dieser Stufe
erhoht werden, ,

Bei der Dsrstellung des ‘1-substituierten-3-tert.-butyl-Thio-
harnstoffs (2) konnen susbeuten um 90%, wie bei Nasir beschrieben
gefunden werden. Diese Substanzen werden, ds sie sehr saubér
anfallen, ohne Umkristsllisestion in die nZchste Stufe eingesetzt

Auch die Abspaltung der tert.-Butylgruppe verliuft unter den
von Nair angegebenen Ausbeuten von ca. 90%.

S\, Mo o0
¢ 1
C.Synthese der 6-Alkyl-2~-Thiourascile ”ﬂfﬁ”
& Ren-Aleyl(bis G)

Die Synthese erfolgt durch Kondensation von Thioharnstff und
den entsprechenden R-Ketoestern mit Hilfe von Na-Athylat in
Ausbeuten (bezogen auf den B-Ketoester) von 94-99% (Anderson,G.W
et 2l,1945,Teil III) ;bisher dargestelft bis R =n-Fentyl (Cs).

Der Thioharnstoff kann in Hinsicht suf eine 55S-—Markierung
leicht aus Ammoniumthiocysnat hergestellt werden.




NH, =0 ‘N=¢
N Na- fihylat / N
S=C\ /CHZ' “Na0H - 2 itauol 3= C\ //C_H
NH, 0=C R }V'— C\

' H R

R = h-Alkyt {bes Cg)

Die hdheren RB-Ketoester (2) konnen iiber die Acylscetbessig-
ester (1) durch Hunsdiecker-Esterspaltung desrgestellt werden
(Organikum,1971b;Teil III).

Die Acylacetessigester werden aus Acetessigssureéthylester
und dem Acylchlorid mit Msgnesium-Lthylat als Hilfsbase gewonnen
(Organikum,1971s ;Teil III):

-k . unsdiecker
CH,~CO-CH;-CO0GHs P22 cH - C-CH- COOGHS A RCOCH,COOGH5 (2)
+ ClCOR & EorR () + CH3Ca0 6 Hs

Es werden die rohen Acylacetessigester der Esterspsltung
nach Hunsdiecker unterworfen. Die so erhsltenen B-Ketoester
werden durch Hochvekuum-Destillation iiber eine 20 cm Vigreux-
Kolonne gereinigt, wobei die hGheren Produkte, wie erwsrtet,
immer schwerer iilbergehen (mit Zersetzung). Durch Gaschromatograp
wird die Reinheit der einzelnen Frsktionen untersucht. Zur
Charskterisierung verwendet werden ksnn der Brechungsindex- n%B.
Es ergeben sich Ausbeuten (bezogen suf das Acylchlorid) von
52-4% Prozent, die Reinheit liegt bei 82-86 %. Diese Fraktionen
konnen ohne weitere Reinigung mit Thioharnstoff umgesetzt
werden.
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.NMR-Spektren der Thiohgrnstoffe
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ITT,EXPERIMENTELLER TEIL

A.Allpemeine Hilfsmittel

Zur Charakterisierung und Identifizierung der einzelnen
Verbindungen wurden die Schmelzpunkte, Siedepunkte, Brechungs-
indices, Elementaranalysen, IR-Spektroskopie, Massenspektros-
koplie, UV-Spektroskopie, NMR-sSpektroskopie, Gas- und Dinnschicht:
chromatographie hersngezogen.

Die Kinetik wurde mittels UV-Absorption verfolgt. Fir die
gschnellen Reaktionen verwendeten wir eine Stopped-Flow-Apparstur
(Aminco DW 2 mit zugehtrigem Stopped-Flow-Zussatz)

Verwendet wurden DC-Fertigplstten von Merck, Kieselgel 6o F25¢
Schichtdicke 0,25 mm.
Alg Isufmittel verwendetern wir
a)sauer: CHCl5/MeOH/H20/AcOH - 50/320/4/8 ml
b)basisch: CHCl5/MeOH/H20/NH5 conc. - 130/70/8/0,5 ml
beide Mischungen von BZuerlein,E.(unvertffentlichl) erfolgreich
verwendet.

Das Sprihmittel zum Nachweis der cyclischen Maleimide nach
Whittecker,V.P.,Wijesundera,S.(1952), Biochem.J. 51, 348:
Losung 8: 20 g Hydroxylammoniumchlorid in 5¢ ml Wssser 1osen

Die Losung mit Athsnol auf Z2oo ml suffiillen und
kiihl sufbewahren.
Losung b: 50 g Kaeliumhydroxid in moglichst wenig Wasser lOse
. Dsnn mit Athanol suf 500 ml suffiillen.
XCl abfiltrieren. Die so erhaltene Spruhldsung I im Kiihlschrasnk
saufbewahren (ca. 2 Wochen haltbar).
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(F8013.6H20) in 20 ml HC1 (36%ig) loésen. Die ILosung solasnge mit
200 ml Didthyl&adther schiitteln bis eine homogene Mischung
entstenden 1st. Die Spriithlosung IT ist gut verschlossen langere
Zelt halthar.

J.T.Baker chem.Co: Monomethylamin

Barth: B-ILactoglobulin vom Rind 3 mel krist. (Biomol)

BASF: Isopropylsmin, Acetessigsiuredthylester (vor Gebrauch
dest.)

Fluka: Maleinsdureanhydrid, Essigséureanhydrid,
n-Propylamin, n-Pentylasmin, n-Heptylamin, n-Nonylemin,
Ammoniumthiocyasnat, Thiohsrnstoff, N-Methylthioharnstof
N-Athylthioharnstoff, 4(6)-Methyl-2-Thiourscil,
4(6)-Propyl-2-Thiouracil, ;

KJ (neutrsl z.in.), NaH,PO, .H,0 (z.An,),
0,1 N-Jodlosung (gegen Stirke titriert)

Merck-5Schuchardt: Tert.Butylchlorid, Caprons&urechlorid,
Caprylsaurechlorid, Csprins&urechlorid,

Die sufgefiihrten Namen sind such die Handelsbezeichnungen.

Im Hsuse waren vorhanden: Dimethylamin, 2-Thiouracil.

Es wurden nur reinste LOsungsmittel - hsupts&chlich von
Merck -~ verwendet, welche teilweise wasserfrei gemacht werdsn
mufiten nsch herkdmmlichen Methoden: Athanol wurde iiber Mg-Spinen
getrocknet, Ather absolutiert {iber Ns-Drsht, Aceton iiber
Molekulsrsieb.
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B.Synthesen

7,15 g Monomethylamin (0,23 Mol) in 50 ml Wasser eingasen,
dszu 28,8 g Ne,C05.10H,0 (0,1 Mol) einriihren; 46,74 g 4-Acetsmin
benzolsulfochlorid (A.b.s.; 0,2 Mol) portionsweise innerhslb
5 Min. zugeben (Temp.snstieg von 2500 auf 4200); nochmal 50 mi
Wasser zulsufen lsgsen. Fun 2 Std. bei 5000 rithren (Probe in
2 N NaOH klsr 18slich), sbkiihlen suf o°C, 4o Min. bei 0°C rithren.
abgaugen, waschen mit viel Wssser, trocknen liber KOH und Hgsoqcxx
im Vakuum iiber Nscht. Ausbeute: 38,7 g (84%) Swmp.: 181°¢
DC (bes.): 1 Peak Elementaranslyse: C,H,N in Ordnung,$.20.

28,8 g N82005.10H20 (0,17 Mol) in 50 ml Wasser losen, dazu
30 ml ca.do¥%ige wissr.Dimethylemin-Losung (0,23 Mol) einriihren;
46,74 g Acetaminobenzolsulfochlorid (0,2 Mol) portionsweise
innerhalb 5 Min. zugeben (Temp.snstieg von 2500 auf 4100);nochma]
30 ml Wasser zulsufen lassen. Kun 2,]/2 Std. bei 3%0°C riihren
(Probe in 2 N NsOH klar 1éslich), abkiihlen suf o°C, 4o Min. bei
0°¢ rihren, sbsaugen, mit viel Wasser waschen, trocknen iiber
KOH und HESO4 conc. im Vskuum iiber Nacht.

Ausheute: 38 g (78%) Smp. : 15500

DC (bss.): 1 Pesk Elementarsnalyse: C,H,N in Ordnung,S.20.

anslog b. 0,1 Mol-4nsatz; 9,6 ml (6,8 g; 0,115 Mol)n-Propylems




]
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analog b. mit 27 ml (20,1 g; 0,23 Mol) n-Pentylsmin,
4 5td. bei 5000 riihren (Probe nsch 3 3Std. nur tellweise geldst
in 2 N NaOH).

snalog b. mit 34,2 ml (26,5 g; 0,23 NMol) n-Heptylamin.
20 Std. bei %0°C riihren (Probe ksum in 2 ¥ NsOH 18slich).

Be :Ni‘E'EOEYl“ﬂ

analog b. mit %o ml (31,5 g; 0,22 WMol) n-Nonylasmin und zur
besseren Losung 1o ml Athanol. 18 Std. beil %0°C riihren.

11,81 g N -Acetyl-N -Methylsulfsnilamid (0,05 Mol) 3o Min.
mit 70 ml 18,5%iger HCL (klare ILdsung ab ca.80°C) RickfluR
kochen, abkﬁhlen, unter Eiskiihlung mit Nagcoa—Lﬁsung (mit ca.
bo g NSECOB.ﬂngo in 100 ml Wasser) suf pHA6 eistellen, absaugen,
mit wenig Wasser waschen (Substenz 18slich!), trocknen iber
KOH und HESD4 conc, im Vakuum iiber Nacht.

Ausbeute: 7,6 g (82%) Smp. : 110°¢
DC (bas.): 1 Peak Elementaranslyse: C,H,N 1in Ordnung,azo-

Die Darstellung der anderen Sulfsnilamide erfolgt snslog.
Die hoheren Alkylsulfanilsmide werden immer weniger wasserloslict

enalog a. 1 Std. Rickflull, Niederschlag zur Entfernung des

NaCl ein pearmal mit Wasser sufschlZmmen, trocknen iber P4010

bel 5000 im Vaxuum dber Nacht.
Ausbeute: 11,3 g (93,5%) Smp.: 120-43°C
DC (bas.): 1 Pesk Elementsrsnalyse: C,H,N, in Ordnung,f.20.




- 48 -

Nq-n—Heptyl— und Nq—n-Nonylsulfanilamid werden snalog b.
hergestellt.

Bei sllen Ans&twzen: Apperatur mit CaClg—Hohr und Verwendung,

von wasgerfreiem Aceton.

13,78 g (0,08 Mol) Sulfanilsmid in 7o ml Aceton ldsen, auf
40°¢ aufheizen, bei 40°¢ 7,84 g (0,08 Mol) Maleinsiureanhydrid
in 25 ml Aceton zutropfen (Gelbférbung), 3 Std. hel %5°C rithren
(Niederschlagsbildung nsch 5 Min.), 15 Lin. bei 0°¢ riihren,
sbsaugen, mit wenig Aceton waschen, trocknen {iber Blaugel heil
75°C im Vekuum tiber Nacht. |

Ausbeute: 19 g (87,5%) Smp. : 186°¢ (Zer:
DC (bes.): 1 Peak Elementaranslyse: C,H,N in Ordnung,$.317.

analog a. mit 15,16 g (0,0813 iol) ¥ -Methylsulfsnilsmid in
to ml Aceton; 7,98 g (0,081% Mol) Msleins8uresnhydrid in 25 ml
Aceton.

anslog s. mit 6,8 g (0,034 Mol) NquDimethylsulfanilamid in
4o ml Aceton; 3,34 g (0,034 Mol) Maleinsiureanhydrid in 2o ml
Aceton.,

analog a. mit 3,5 g (0,0163 Mol) Nﬂ—n~Propylsu1fanilamid in
30 ml Aceton; 1,6 g (0,0163 Mol) MsleinsHuresnhydrid in 20 ml
Aceton,
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" anslog #. mit 7 g (o,0%26 Mol) Nﬂulsopropylsulfanilamid in
4o ml Aceton; 3,2 g (0,0326 Mol) MsleinsZuresnhydrid in 20 ml
Aceton,

analog a. mit 11 g (o,0454 Mol) Nq—n—Pentylsulfenilamid in
45 ml Aceton; 4,45 g (o,0454 Mol) Malelns&uresnhydrid in 20 ml
Aceton.

Ausbeute: 9,2 g Smp. : 157-59°¢
Weitere 4,58 g sus der Acetonlosung mit Wasser susgefdallt.
Smp.: 156-58°C
Ausbeute insgesamt: 13,8 g (89%)
2C (bas.): Beide Fraktionen sehr wenig verunreinigt.

Elementaranalyse: C,H,N bel beiden Frsktionen in Ordnung.
Die Reinipung erfolgt uber das Ne-salz.Smp.: 166°¢
DC (bas.): 1 Pesk Elementaranalyse: C,H,N in Ordnung,s37.

analog f£. mit 12,71 g (o,0447 Mol) Nq—n—Heptylsulfanilamid in
50 ml Aceton; 4,39 g (o,0447 Mol) Msleinsiureanhydrid in 2o ml
Aceton.

i
g |

Ausbeute: 12,87 g (78%) Smp.:ab 160°0 sinte:
DC (bas.): wenig verunreinigtes Produkt.
Nach der Reinigung uber dss Na-salz, Smp.: 167°C
DC (bss.): 1 Peak Flementsranalyse: C,H,N in Ordnungf£31-

analog f. mit 13,6 g (o0,0455 Mol) Nq-n-Nonylsulfanilamid in
55 ml Aceton; 4,46 g (o0,0455 Mol) MaleinsBuresnhydrid in 20 ml
Aceton. Augbeute: 15,01 g (8512%),§EE.:ab 162°C sinte:
Wech der Reinigung uber dss Na-salz, §§E.:16800
DC (bas.): 1 Pesk Elementsrsnalyse: C,H,N in Ordnung,$.31.

i
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Bei sllen Ansdtzen: Apparstur mit CaClg-Rohr und Verwendung
von wasserfrelem Nas-scetat.

Versuch I: 5,4 g (0,02 Mol) Maleoylsulfanilamid mit 1,2 g
Na-acetat und 55 ml Essigsduresnhydrid suf 91°C aufheizen,
2 Min. beil 9100 riihren, heiB in 280 ml Eiswasser filtrieren
(sofort Niederschlagsbildung), 20 Win. bei 0°C rihren, abssugen,
mit viel Wasser waschen, trocknen iiber KOH und HESC}4 conc. im
Vakuum iiber Nacht. Ausbeute: 3,55 g Smp.: 158-92°¢
DC (bas.): 2 cycl.Produxte NMR: 25% nichtacyl.Prod./75% acyl.PF
Die Kristalle mehrmals in CHCl5 und Methanol sufgeriihrt,
getrocknet iiber 34010 und Blsugel bel 90°¢C im‘V8kuum fir 3 Std.
Ausbeute: 0,88 g (17,5%),8mp. :220-32°C(Z
DC (bas.): 1 cycl.Prod. NMR: 100% nichtacyl.Produkt
Blementsranalyse: C,H,N in Ordrung,S.37.

Versuch II: 2,7 g (0,01 Mol) Maleoylsulfanilamid mit 0,6 g
Ns-Acetat und 27,6 ml Essigséureanhjdrid auf 60°C sufheizen,
%o Min. bei 60°C riihren, heif in 140 ml Eiswssser filtrieren
(sofort Niederschlagsbildung), 20 Min. bei 0°¢ riihren, sbsaugen,
mit viel Wesser wsschen, trocknen idber KOH und H2804 conc. im
Vakuum tiber Nscht.
DC (bas.): 1 eycl.nichtacyl.Produkt, 1 offenes Prod.
Die Kristelle mehrmsls in Wethanol verrihrt, getrocknet
iber P40q0 und Blsugel bei 90°C im Vskuum fiir 3 Std.
Ausheute: 0,2 g ( 8%), §EE°=2BOOC (Zers.
DC (bas.): 1 cycl.FProd. NMR: “1oo% nichtacyl.Produkt
Elementsrsnalyse: C,H,N in Ordnung,$.37.

9,29 g (0,0343 Mol) Msleoylsulfanilsmid mit 2,05 g Na-acetat
und 94 ml Essigsédureanhydrid auf 100°C aufheizen, 1o Min.

e
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i

zwischen 97 und 100°C rihren, heil in 470 mi Tiswasser filtrieren
1 Std. im Eiswasser riihren ( Niederschlsgsbildung ), sbsaugen,
mit viel Wasser wsschen, trocknen lber KOH und HESO4 conc. im
Vakuum iiber Nacht. Ausbeute: 7,9 g Smp,: 8b 99°C sintern
Tlementarsnalyse: C,N zu tief; H zu hoch

Kristalle in So ml Methasnol aufschlammen, abssugen, weschen
mit Methenol, trocknen iiber P,0, und Blaugel bei 105°C im
Vakuum fiir 3 1/2 Std.: gelb-glasigen Riickstand zerreiben,

Ausbeute: 6,51 g (64,5%) Smp.: 167°C.
DC (bas.): 1 cycl.Prod. NMR: 100% acyl. Produkt

Elementsrsnalyse: C,N,H in Ordnung,$.37.

Die Cyclisierung der Gbrigen Msleoyl-Sulfsnilsmide erfolgt
snslog b. mit den gleichen Mengenverh&ltnissen, jedoch abgewsn-
delten Cyclisierungstemperaturen und -zeiten: Tafel IIX, 5.350.

Die hoheren n-Alkylderivate werden 15 WMin. zwiscben 96»980C
cyclisiert. Diese miissen solange in Eiswasser gerﬁhrt werden,
bis der zundchst dlige Niederschlspg kristallisiert (bis 2 Std.).

Eine Reinigung der nicht ganz sauber snfallenden hoheren
n-Alkylderivate schlug fehl (hier mull des gereinigte - Uber
das Na-salz - Msleinsduremonoemid eingesetzt werden).

N{N-Acetyl-N-tiethyl-4-Sulfemoylphenyl)-meleimid und _
N(N-Dimethyl-4-Sulfamoylphenyl)-maleimid fir die Aufnahme der
IR- und MS-Spektren asus CGl4 umkristallisieren. |

82,2 g (1,08 Mol) NH,NCS, 3o g ZnCl,, 83,4 g (0,9 Mol) tert.
Butylchlorid und %00 ml Wssser 96 Std. schiitteln. Die gelbliche
org.Oberschicht sbtrennen, waschen mit 5.50 ml Wasser, trocknen
mit 08012, 1 8td. mit 15 g gepulvertem wasserfreiem Zn012
(geht in Iosung) schiitteln, 160 Std. stehen lassen (3 Phasen),
obere Phase ebtrennen, mit 3.50 ml Wasser waschen, trocknen
mit CaCl,. Ausbeute: 44,1 g (45,6%) “2%5: 1,4780
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16,38 g (0,09 Mol) Tert.Butyl-Isothiocyanst in 45 ml
Petroléther eintropfen in 5,32 g (0,09 Mol) n-Propylamin in
45'm1 Petrolidther beil 0°C. Riihren 2 1/2 5td. bel Rsumtemperatur
(wobei die Iosung langsam dickfliissig wird), sbssugen, wsschen

o

mit Petrol&ther, trocknen lUber Blaugel im Vakuum bel Raumtem-

peratur iber Nacht.
Ausbeute: 14,17 g (90,4%) Smp: 58°¢

snzlog b. mit 10,38 g (0,09 Mol) Tert.Butyl-Isothiocyanst
7,85 g (0,09 Mol) n-Pentylamin

anslog b. mit 10,38 g (0,09 Mol) Tert.Butyl-Isothiocysnat
10,37 g (0,09 Mol) n-Heptylamin
da hier keine Niederschlagsbildung eintritt, den Ansatz im
Vakuum eingeengt. Alle Kristallisationsversuche schlugen fehl.
Ausbeute: 17 g 61 ( 93,1%)

analog d. mit 10,38 g (0,09 Mol) Tert.Butyl-Isothiocysnat
12,9 g (0,09 Mol) n-Nonylamin

14,17 g (0,081 Mol) 1-n-Propyl-3-tert,Butyl-Thioharnstoff
in 7o ml HCl conc, auf RickfluBtemperatur aufheizen, innerhalb
%20 Min. zwischen 64—950C tert.Butylchlorid abdestillieren,
abkiihlen, mit NH5 conc. (ca. 59 ml) neutralisieren, sbssugen,
waschen mit sehr wenig Wasser, trocknen iber KOH und HESO4 conc.
im Vskuum tiber Nacht.

P
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m Dss Rohprodukt in 5o ml Aceton (wssserfrei) ldsen, den
Rickstand sbfiltrieren, die LOsung einengen, trocknen iber
Blaugel beil 7500 im Vakuum iiber Nacht.

Ausbeute: 6,93% g (72,1%)  Smp: 108°C

Elementaranalyse: C,H,N in Ordnung,340. NMR: erwsrtetes Produkt

Die Dsrstellung der snderen Thiohsrnstoffe erfolgt analog.
Die hoheren Alkylthioharnstoffe werden immer weniger

wasserloslich.

analog Vorschrift: Orgsnikum (19771s8), 1 molarer Ansatz -

24,31 g (1 g-Atom) Magnesium, 50 ml abs.ﬁthandl, 5 ml trock.CCl,

Gemisch aus 130,14 g (1 Mol) Acetessigester, ‘1oo ml abs.Lfthanol
und 4oo ml sbs.Ather;

134,61 g (1 Mol) Capronsiurechlorid in ‘oo ml sbs.ither;

Mischung aus 4oo ml Eis und 25 ml HESO4 conc.
Rohausbeute: 204,95 g (89,8%)

b.n-Caprylascetessigester (C7§15QO:)

snalog a. mit 162,66 (1 Mol) Casprylsdurechlorid
Rohausheute: 236 g (92%)

c.n-Ceprinscetessigester (CgH,q00=)

anslog s. mit 184,2 g (0,966 Mol) Csprinsdurechlorid
' Rohsusbeute: 262,2 g (92,2%)

»
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d.n-Capr
analog Vorschrift: Organikum (1971b),

204,95 g (0,898 Mol) n-Caproylscetessigester, 53 g (0,944 Wol)
Ltzkali in 450 ml Athsnol;

2,7 1 Bis und 24 ml H2804 conc.
Rohausbeute: 1638 g
Dss Rohprodukt iiber eine 30 cm Vigreux-Kolonne destillieren.
Froktion II: Kp.,z 113-27°C, 96,43 g (51,8%) SE%éges Produkt

(Gaschromatogr. ), np”: 71,4381

e.n-Ceprylessigester

analog d. mit 2%6 g (0,92 Mol) n-Caprylacetessigester,
54,1 g (0,966 Mol) Ltzkeli in 460 ml Athanol;

2,8 1 Eis und 25 ml HESO4 conc.
Rohausgbeute: 198,6 g
Fraktion ITI: Kp.em3 119-3%3°9C, 100,08 g (50,8%) 86%iges Produkt
(Gsschromatogr. ), n%5: 1,4397

f.n-Cepringssipgester

snalog d. mit 262,2 g (0,922 Mol) n-Caprinscetessigester,
54,3 g (0,968 Mol) Atzksli in 460 ml Athanol;

2,8 1 Eis urd 25 ml H,50, conc.
Rohausbeute: 223,5 g
Fraktion IIT: Kp._ , . 107-35°%¢, 95,58 g (42,8%) 85%iges Produkt
9

(Gaschromatogr. ), n% 1,4447

2,5 g (0,1 g-Atom) metall,Nstrium vertellen in 50 ml wssser-
freiem ZAthanol; 5,33 g (0,07 Mol) Thioharnstoff und 9,31 g
(0,041 Mol) n-Caproylessigester zur klaren ILosung geben. Die
Mischung erhitzen suf RickfluBitemperatur, nach ca. ‘1o Min. ist
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eine /[Losung erreicht (etwss triibe); es beginnt sich ein
Niedérscblag gzu formen, nach 6 1/2 Std, sbkilhlen lassen und
iber Nscht bel Raumtemperstur stehen lassen. Einengen bis
50°C im Vekuum bis zur Trockene, den Rickstand in 50 ml Wasser
losen. Das Produkt susféllen durch Zufiigen von 7 ml HC1l conc.
und nachfolgendem Ansdusern zu pH4 mit Eisessigs; das rohe
Thiouracil absaugen, wsschen mit %.20 ml Wesser und trocknen
iber KOH und HESO4 conc. im Vskuum iiber Nacht.

Ausbeute: 7,68 g (94,5%)  Smp.: 151-52°C
Elementarsnslyse: C,H,N in Ordnung,S¥0. MR: erwartetes Produkt

analog g. mit 10,71 g (o,043 WMol) n-Caprylessigester
Ausbeute: 9,65 g (99%) Smp.: 146-49°C
Elementarsnalyse: C,H,N in OrdnunghS#O. NMR: erwartetes Produkt

analog g. mit 12,12 g (0,0425 Mol) n-Caprinessigester
Ausbeute: 10,29 g (95%) Smp.: 135-38°¢C
Elementarsnslyse: C,H,N in Ordnung §¥0. NMR: erwsrtetes Produkt

0,58 g B-Lactoglobulin in 50 ml Wasser losen und filtrieren.
Messen sm DW 2 UV-Spektrometer bel 280 mpm:
0,5 ml Losung und 2,7 ml Wesser.
Es gilt:
mg Protein pro ml Losung = 1,11.0.D,., bei 280 mi .

2,5 ml Protein-Iosung/o0,5 ml Phosphatpuffer 1 M, pHS,1 und
1,5 ml 0,6 M KJ-Losung zusammengeben.
Yessen am DW 2 UV-Spektrometer bel 355 mm:

i
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2,7 ml Mischuang und 0,3 ml x.1072 W Jy in 0,2 W KJI-Losung.
(x= 41 bis 5) - 5°% -

2,7 ml WMischung b, und 0,3 ml o0,0035 N J2 in 0,2 M KJ-Losung.
0
Ty '_50'-

Von jedem Reagens (auBer Thiouracil und Methylthiouracil)
20,1070 M Iosungen herstellen und zwer

Thioharnstoffe:
R= H, GH5’ 02H5, C5H7 in Wasser

CBHﬂﬂ in 9:1-Wasser/Athanol
O;?\H,]5 in 1:1-Wasser/Athancl
09H19 in Athsnol.

: Thiouracile:
\ ' | R= H und CHy (beide 10.1072 ), OH, in 1:1-Wasser/Bthanol
5 C5H41’ C7H15, CgH',i9 in Athsnol.

Messen am DW 2 UV-Spektrometer bei 355 meA:
% ml Losung c¢. und 5o Nl Reagens-Losung d. (bei Thiourscil
und Methylthiouracil ‘oo rl).

Messen am DW 2 UV-Spektrometer mit Stopped-Flow-Zusstz
bei 555vm :
Thioharnstoff- und Heptylthioharnstoff-L&sungen d. 1:60
mit o,2 M KJ-LOsung verdiinnen; zussmmengeben im Verhdltnis 1:7
Losung c. und diese verdiinnten Losungen.

- 5% -




]

LITERATURVERZEICHDNTIS

~.

Anderson:B.M.et al(1970), Biochemistry, vol.9, No 17, 3348.

snderson,G.W.et 81(1945), J.Amer.Chem.Soc. 67, 2197.

Awtrey,A.D.,Connick,R.E.(1951), J.Amer.Chem,Soc. 75, 1842,

Baltscheffsky,H. und M.(1974), Ann,Rev. of Biochem., vVol.43, 371.

Basch,J.J.,Timasheff,5.N.(1969), Arch.of Biochem.snd Biophys.
103, 720.

Bell,K.(1962), Nature (London} 195, 705.

Bell,K.et a1(1970), Proc.Austr.Biochem.Soc._3, 82.

Biuerlein,E.(1972), Hsbilitstionsschrift, 56.

Boyer,P.D.(1971), in Proceedings of the Intern.Sympos.on the
"Biochem. and Biophys. of the Mitochondrisl Membranes"
Bressanone-Padus, Academic Press, New York-Tondon,S. 343.

Braunitzer,G.et al(1972), Hoppe-Seyler's Z.Physiol.Chem. 353%, 832.

Coleman,L.%.et 31(1959), J.of org.Chem. 24, 135.

Coter,R.J.et 81(1961), J.of org.Chem. 26, o.

Cunningham,L.W.,Nuenke,B,J.(1959), J.Biol.Chem. 234, 1447.

(1960a3), J.Biol.Chem. 235, 1711.
(1960b), Biochim.Biophys.Acta %9, 565
(1961), J.Biol.Chem. 236, 1716.

Cunningham,L.W.(1964), Biochemistry, Vol.3, No 11, 1629.

Dunnill,P.,Green,D.W.(1965), J.Mol.Biol. 15, “47.

Follmann,H.(1974), Angewandte Chemie, 624,

- Frasenkel-Conrest,H.(1955), J.Biol.Chem. 217, 373.

Frank,G.,Brsunitzer,G.(1967), Hoppe-SeylersZ.Physiol.Chem.348,16¢
(1968) 349,14¢
Friedman,M.(1973), The Chemistry and Blochemistry of the SH-Grouj
in Amino Acids, Peptids snd Proteines, Pergsmon Press.
Gomez,G.P.et al(1971), Arch.Intern. de Physiocl. 79, 843.
Green,D.W.,Aschaffenburg,R.(1959), J.Mol.Biol., Vol. 1, 54.
Grosclande,F.et 21(1966), Ann.Biol.snim.Bioch.Biophys. &, 215.




Hedsya,B.et 8l(1966), J.of org.Chem. 31, 1311 und 1317,
Heitmsnn,P.(1968), Europesn J.Biochem. 3, 346,
Heitz,J.R.et 81(1968), Arch.of Biochem.snd Bilophys. 127, 627.

\ Holbrook,J.J.et al{1966), Biochem.Zeitschrift 344, 1.

" Houben-Weyl(1955a), Methoden der org.Chemie,4.Aufl.,Bd.9, 799.

(1955b) 9, 609,

Jencks,W.R.(1969), Catalysis in Chemistry and Enzymology,Kap.8,4
Jocelyn,P.C.{(1972), Biochemistry of fthe SH-Group, Acsdemic Fress

London und New York.

McKenzie,H.A.(1967),"Milk Proteins"in Advances in Protein

Chemistry, Vol.22, 147.

McKenzie ,H.A.,Ralston,G.B.{(1973), Biochemistry, vol.l12, No 6,102
Kessler,E.,Brew,K.(1970), Biochim.Biophys.Acts 200, 449.

Kratzel asnd Ruis,H.(1966), Chem.Abstr. 64, 5095c.

Kretov,A.B.and RKul'chitskays,N.E.(1956), Chem.Abstr. 50, 13771g.
Lennan,D.H.M.{1970), Current topics in membranes and transport,

F.Bronner und A.Kleinzeller, Vol.1, 177.
Tiu,T.J.(1967), J.Biol.Chem. 242, 4029.

Mainferme,F.et al(1971), Arch.Intern, de Physiol. 79, 84o.
Martial,J.et al(1971), Arch.Intern. de Physiol. 79, 842.
Merz,B.et al(1965), Biochem.,Zeitschrift 342, 66.
Miller,E.et al{1939), J.Amer.Chem,Soc. 61, 1198,
Neir,G.V.(1966), Indian J.Chem., Vol.4, 516.
Organikum(19712), “o.Auflage, VEB Berlin, 526.

(1971b) 529.
Overberger,C.G.und Sannes,K.N.(1974), Angewsndte Chemie 4, 139,
Parker,D.J.,Allison,W.5.(1969), J.Biol.Chem., 244, 180.

Paul,R. und Kende,A.S.(1964), J.Amer.Chem.Soc. 86, 4162,
Pyriadi,T.M.und Harwood,H.J.(1971), J.0Org.Chem. 36, 821.
Pyriadi,T.M.(1972), J.org.Chem, 37, 4184.

Roderick,W.R.(1964), J.of org.Chem, 29, 745.
Rothstein,4.(1970), Current topics in membranes snd transport,

F.Bromner und A.Kleinzeller, Vol.1, 135,
Ssbadie-FPialoux,N. und Gautheron,D.(1971), Biochim.Biophys.Acts

234, 9.

Sesuers,C.K.(1969), J.of org.Chem. 34, 2275.

5




Simon,Z.(1974), Angewsndte Chemie 22, 802.
Tanaka,Y.(1965), Chemical and Pharmsceutical Bull., Vol.13,

No 4, 399.
Tsnford,Ch.,Taggard,V.G. (1961}, J.Amer.Chem,Soc. 8%, 1634,
Timasheff et 8l(1966), J.of Biol.Chem., 241, No 8, 1843,
Timagheff,S.N.,Townend,R. (1964 ), Nature, Vol.20%, 517.
Townend,R.et 81(1961), J.Amer.Chem.Soc. 83,1419,

(1969), Arch,of Biochem.snd Biophys. 129, 5867.

Trommer,W.snd Hendrick,M.(1973), Synthesis (August), 484.
Waissbluth,M.D.,Grieger,R.A.(1974), Biochemistry 13, No 6, 1285.
Werner,4.(1912), Soc. 101, 2185; vgl.Rivier,H.und Borel,J.(1928),

Helv. 11, 1219.



Ich erkl&re hiermit an Eides Statt, daR ich die vorliegende
Arbeit selbsténdig und ohne unerlsubte Hilfsmittel durchgefihrt
habe.

Heidelberg, den 27. Februar 1975 /é ; . ‘ C;rfékf/%fii:C;4f




