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Synthesis of N'(N*-n-alkyl-4-sulfamoylphenyl]-maleimides
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Synthese von 1-(r-Alkyl)thicharnstoffen, 6-(n-Alkyl)thiouracilen
und radioaktiven 6-Nonyl-2-thiouracilen, I

Edmund Biuwerlein **** und Reinkold Kiell!)

Mux-Planck-Tnstitut fiir medizinische Forschung, Abeilung Maturstoll-Chemie,
Jahnstrafe 29, D-6500 Heidelber

Eingegangen am 2. August 1977

Die Synthese von [dngerkeitigen 1-{n-Alkylithicharnstoffen 5 und 6-{n-Alkyljthiouracilen 8,
dic als nucleophile Abfangreagentien fiir Sulfenyikationen (RS*) in lipophilen Membranen

einsetzbar sind®, wird beschrisben, Eine Mikrosyathess fir [4C)- und [¥5]-6-MNonyl-2-

thisuracil ist analog entwickelt worden.,

Synthesis of 1-(n-Alkyl)thioureas, 6-{r-AlkyDthiouracils and Radionctive G-Nony k- 2-thiowracils, T
The synthesis of the leng-chain [-{r-alkyl)thioursas 5 and §-(r-alkyDthicuracils 8, useful as
nucleophilic trapping agents for sulfenyl cations (RS*) in lipophilic membranes 2, is de-
scribed. A method for the synthesis of [14C]- and [#5]-6-(nonyl}-2-thiouracil on & microscale
hasg also been developed.

Thioharnstof, Thiouracil und auch §-Propyl(thiouracil) wurden als Abfangreagen-
tien filr die Sullenylkativnen (RS') des Lactoglobulins angegeben, welche durch
Umsetzung einer isolierten Thiclgruppe mit KIs in lipophiler Umgebung des Proteins
entstebtd, In Modellreaktionen zur oxidativen Phosphorylierung wurde anorganisches
Phosphat durch Oxidation von Thiclen aktiviert und mit Adenesinphesphat zum
Adenosintriphosphat umgesetzt®), Das gemischte Anhydrid aus Sulfensure und
Phosphorsiure, RIOPOHz, wurde als | aktives Phosphate in biochemischem Sinne
vorgeschlagen), Da die Phesphorylierung von Adencsindiphosphat in der inneren
Mitochondrienmemnbran stattfindet, wurden Abfangsreagentien wachsender Lipos
philie eingesetzt ¥, um das hypothetische Intermediat abzufangen. Uber die Synthese
dieser Abfangreagention wird im folgenden berichtet.

* Eorrespondenz bitte an diesen Autor richten,
**} Meinemn verchrien Lebrer Professor Theador Wielend 22 seinem 65, Geburistag gewidmet,
u ;Ec .KT;{I;TTBH der Diplomarbeit Univ. Heidelberg 1975, wnd Doktorarbeit Univ. Heidel
g ;

D E Biuerleln und . Kick), FEDS Lew. 61, 68 (1976),

3} L, W, Curningham, Diochemistey, 11, 1629 (1964),

& E. Biverlein, in Glurathione (£, Fioké, H. Ch. Bendlir, H. Sies, H. 0. Waller und A. Wendel),

L. Aufl., 5. 441, Thieme, Stuttgart 1974

3 Th. Wieland und E. Biverfeln, Angew. Chem, 80, 915 (1968); Angew. Chen, Int. Ed.
Engl. 7, 893 (1968).

© Verlag Chemie, GmbH, D-6940 Weinhelm, 1978

I{n-Alkyl)tbioharnstolle 5

Die Synthese von Sa—ec folgt im wesentlichen derjenogen, dic Nafr® fiir Yerbin-
dungen vom Typ 5 mit R bis CyHo beschricben hat. Die Zwischenverbindungen 3
fallen dabei nahezo quantitativ an und werden als Rohprodukte dirckt cingesclzt,

[CHzhE=C1 4+ NHCS E‘.&.. (CHHC-NCS + H N —=
1 z
11—1415—5:-1\1:141[4::[,], st BeNE-CoNH + (Cl)5C-C1
i
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Ay orstart 5 6: O stalt 5
2,36] a2 b ©
R! Cgllyy Crblyy Colyg
Als Vergleichssubstanz fir die biochemischen Untersuchungen wurde Nonyl-
harnstoff (6¢) analog lber 1-rert-Butyl-3-nonylharnstofl (dc) synthetisiert.
Die Anomalic-ihrer II-NMR-Spektren hat zu einer eingehenden Untersuchung
der Konlormation der Verbindungen 5 gefiihrt, {iber die in ciner weiteren Arbeit™
berichiet wird.

G{n-Alkyl2-thlouracile 8

Die bisher unbekannten, [ngerkettigen 6-(n-AlkyD)-2-thiouracile 8 wurden durch
¥ondensation von Thivharnstofl mit dem entsprechenden f-Ketocarbonsiureestern
durch MNatriumethylat nach Anderson und Mitarbeitern 8! dargestellt,
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Die hiheren @-Ketocarbonsiureester 7 wurden aus- rohem 2-Acetyl-2-acylessig-
siure-ethylester 10 durch Hunsdiecker-Spaltung  und - Hochvakuumdestillation
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Fip.l. Distribution of radioactivity due to ["“CIM5PM in
117 pg submitochaondrial particles (A), and distribution of
the particle protein (B). Submitochondrial particles were
incubated as follows: 0,88 my particles were added 1o 1 ml
solulion containing 0.25 M sucrose, 50 mM Tris—acetate,
30 mM MgCl, 40 mM phosphate, 12.5 mM ATP (pH 7.5) at
0°C. (1) (solid line) [ **C]WNSPM was added alter 10 min
incubaiion at 0°C and 1 min at 37°C (o 20 nmolfmg protein
and the reaction stopped after 2 min 2t 37°C with 1 mM
cysteine. (2] (dotted lne) as (1) but 10 min preincubation
of the particles at 0°C and 1 minai 37°C with 230 nmol
dizmide/mg prodein. (3 (dashed line) as {2} but preincubation
with 26 nmol CAT/mg protein. The protein disteibution
padtern of submitachondeial particles is unchanged by the
incubation procedures, the scan shown in fig.1 B corresponds
to lig. 1A, frace 3.
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Fig.2. Distribution of radioactivity due to [""C]NSPM in
93 pp ATPase protein (A), and distribution of ATPase
protein (B). Conditions as in fig.1. (2) (solid ling)

50 nmol [**CINSPMfmg Serrano-type ATFase protein,

(2) (dotted line) as (1) but preincubation of the ATPase with
Gl nmol CAT/mg proiein. (3) {dashcd line) as {1) amount of
radicactivity and maol. wi 30 000 band in complex ¥
preparalions.
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Effacts of various N-substiluled maleimides on the meapiration of ox heart edrochondeia with glugzamane ¢ sralate a3 subsirates
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The conditions are the sane as described in (g1 for the experiments A and D. Thes concentrations indicale maximal inhibilion,
unless otherwie indicated. Maximal inhibition of respiestion means the same degree of inhibition 25 with 0.6 mbi BCH,
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Effects of various M-substituted maleimides on the tespiration of ax hear
mibochondria with succinals
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The conditions 2re the same as described in fg.] for experiment B, The concen-
rations indicate either maximal uncoupling, i.e. stale 3 respivation, or maximal
respiratian inhibition, i.e. inhibition as with (L6 mM KCH.



Ausder Diplomarbeit (1974):
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Reaction between B-Tactoglobulinsulfenyliodide and sulfenylreagents

5 o NH ;
I - PpHE/SC i i 2
a) P-SJ + H, N-C-NH, P-S~5-C-NH, + H + J .
Ethmgr*ea} pﬁﬁ_‘,sﬂc " 1 »
B) P=-8d 2 HESyp" § 2z T B=5=5-F + H +J .
i \bj
e T
H H
[thiouracile)

Das gemischte Disulfid aus b} wurde am Umsatz mit {é-1dc]~
Thiouracil und anschlieBender Fraktionierung an Sephadex G-25
verfolgt. Es ist zu bemerken, daf das Disulfid in LOsung nur bei
sauren pH-Werten und nicht zu hohen Temperaturen einigermalien
stabil ist.

Die neu synthetisierten lipophilen Thioharnstoffe und

Thiouracile testete ich analog dem Verfahren von Cunningham.

Reaction rates between B-lactoglobulinsulfenyliodide and

a) thioureas b) thiouraciles
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Fig.7: Bbhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit won der
Alkylseitenkette (Lipophilie} der getesteten

Thicharnstoffe (a) Thiouracile (b} [50].

Der n-Heptyl-Thicharnstoff, sowie das n=Heptyl-Thicuracil

erwiesen sich als die am schnellsten reagierenden Reagentien, der



Ausder Promotion (1976):

Synthesis of radioactive labeled 6-n-nonyl-2-thiouracile

OC Hg
NH C=0 Na-Ethylat HN—C=0
2 2 n < v
g= + cH,, - 5=C CH
\NH ozc{c g THaOH, - HN—CZC_H
2 9719 =2 Hthanol 9719 °

ist als 355-

akticon kann in

+ B-Ketoester rizl dienen Mﬁ-thiauracﬂe or
S5-thiourea e i it 355—thiouraci1e
einer Stufe durchgefiihrt werden. Die Ausbeute liegt bei 90 %.

Ich entschlofi mich daher, das Thiouracil-Derivat zu syntheti-
sieren (Experiment.Teil) und verzichtete auf die Markierung des
Thiocharnstoffes, was wohl in Anbetracht der in etwa gleichen

w‘l:-’chia:lm"raa or
35

Wirkung auf die Mitochondrien gut zu vertreten ist,

Das am besten reagierende Thiclreagenz war NSPEM.
Die 14C-Isot0p&n-ﬁarkierung von NSPM kann in 2 Stufen mit
14
thes preiswert zu kaufen ist, mit

Synthesis of radicactive labeled NSPM

.1 durchgefithrt werden,
o

4]
] - ococHs) oftoc
H N-@-SD NHC . H ig—- ;{r:roc'l'::HCHcr:rNH—@—&o NHC H [ocoz] of e
- I bt e B -2 CHycooH
N'-n-nonylsulphanilamide
ylsulp . ] N—Q—SDENHCQHH 5
Lol o "
£ =N3PM

maleic anhydride

NSPM-reaction with thiols
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NSPH ©  NSPM-thiol-adduct

hydrolysis (6N HC1, 20 hrs at 110°C)
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S—{].E—dicarbﬂxyethy]JL—cysteine + sulfanilic acid + n-nonylamine
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-g. 1 Schema der Atmungskette. Fe-5 = Eisen—-Schwefel-Center, qu_ﬁ = Flavoproteine,
} = Ubichinon, Cyt = Cytochrome, HONO = 2-Heptyl-d-Hydroxyquinolin-N-oxyd, TTFA = Thenoyl=
-ifluoraceton, € 1-3 = Kopplungsstellen, K I-IV = Komplexe, Uig. = Uberginge. Lit. [43,651.






