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Synthese von 1-(n-Alkyl)thioharnstoffen, 6-(zz-AlkyDthiouracilen
und radioaktiven 6-Nonyl-2-thiouracilen, I

Edmund Beuerlein ¥%%) und Reinhold Kielll!

Max-Planck-Institut fiir medizinische Forschung, Abteflung Naturstoff-Chemie,
JahnstraBe 29, D-5900 Heidelberg

Einpegangen am 2, August 1977

Die Synthese von lingerkettigen 1-(r-Alkyl)thicharnstoffen 5 und 6-(n-Alkyl)thiouracilen 8,
die als nucleophile Abfangreagentien fiir Sulfenylkationen (RS8+) in lipophilen Membranen
einsetzbar sind2), wird beschrieben. Eine Mikrosynthese fir [4C]- und [358]-6-Nonyl-2-
thiouracil ist analog entwickelt worden.

Synthesis of 1-(s-Allyl)thioureas, 6-(n-AllyDthiouracils and Radioactive 6-Nonyl-2-thiouracils, I

The synthesis of the long-chain 1-(s-ulkyl)thioureas 5 and 6-(n-alkyDthiouracils 8, useful as
nucleophilic trapping agents for sulfenyl cations (RSt) in lipophilic membranes?, is de-
scribed. A method for the synthesis of [14C]- and [355]-6-(nonyl)-2-thiouracil on a microscale
has also been developed.

Thicharnstoff, Thiouracil und auch 6-Propyl{thicuracil) wurden als Abfangreagen-
tien fiir die Sulfenylkationen (RS*} des Lactoglobulins angegeben, welche durch
Umsetzung einer isolierten Thiolgruppe mit K15 in lipophiler Umgebung des Proteins
entstehty. In Modellreaktionen zur oxidativen Phosphorylierung wurde anorganisches
Phosphat durch Oxidation von Thiolen aktiviert und mit Adenosinphosphat zum
Adenosintriphosphat umgesetzt®, Das gemischte Anhydrid aus Sulfensiure und
Phosphorsiure, RSOPQ3;H», wurde als ,,aktives Phosphat* in biochemischem Sinne
vorgeschlagen®, Da die Phosphorylierung von Adenosindiphosphat in der inneren
Mitochondrienmembran stattfindet, wurden Abfanpsreagentien wachsender Lipo-
philie eingesetzt2), um das hypothetische Intermediat abzufangen. Uber die Synthese
dieser Abfangreagentien wird im folgenden berichtet,

*} Korrespondenz bitte an diesen Autor richten.
**) Meinem verehrten Lehrer Professor Theodor IWieland zu scinem 65. Geburtstag gewidmet.
n f Kiehl, Teil der Diplomarbeit Univ. Heidelberg 1975, und Doktorarbeit Univ. Heidel-
erg 1977,

2 E. Banerlein und R. Kiell, FEBS Lett. 61, 68 (1976).

Lo Cunningham, Biochemistry, 11, 1629 (1964).

4 E. Béiwerlein, in Glutathione (1. Flohd, H. Ch. Benéhr, H. Sies, H. D, Wallerund A. Wendel),
1. Aufl., 5. 441, Thieme, Stuttgart 1974

5) Th. Wieland und E. Béiuerlein, Angew. Chem. 80, 915 {196B); Angew. Chem., Int. Ed.
Engl. 7, 893 (1968). : )
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1-{n-Alkyl)thicharnstoffe 5

Die Synthese von 5a—c folgt im wesentlichen derjenogen, die Nairé fiir Verbin-
dungen vom Typ 5 mit R bis CyHy beschrieben hat. Die Zwischenverbindungen 3
fallen dabei nahezu quantitativ an und werden als Rohprodukte direkt eingesetzt.

Znls
(CHy)sC—Cl + NHNCS —— (CHy),C-NCS + H,NR —»
1 2
R-NH-C~NH-C(CHy), s RNH-C-NHz + (CH)HC-CL
] $
3 5 .
4: O statl S 6: O statt 5
2,3-6| a b c

R\CaHu CqHys CpHyg

Als Vergleichssubstanz fiir die biochemischen Untersuchungen wurde Nonyl-
harnstoff (6c) analog iiber 1-fert-Butyl-3-nonytharnstoff (4¢) synthetisiert,

Die Anomalie ihrer 1FI-NMR-Spektren hat zu einer eingehenden Untersuchung
der Konformation der Verbindungen 5 pefiihrt, iiber die in einer weiteren Arbeit?

berichtet wird,
6-(n-Alkcyl)-Z-thiouracile 8

Die bisher unbekannten, lingerkettigen 6-(n-Alkyl)-2-thiouracile 8 wurden durch
Kondensation von Thioharnstoff mit dem entsprechenden (-Ketocarbonsiureestern
durch Natriumethylat nach Anderson und Mitarbeitern® darpgesteilt.

QCH;

(0]
JNH: Cs0 +NaOC;Hy N
5=C + LBz - NaOH l
NHy 0=C_ -3 Calis0H 5 ﬂ R
R
7 B8

9: O statt 8

Die héheren B-Ketocarbonsiiureester 7 wurden aus rohem 2-Acetyl-2-acylessig-
siure-ethylester 10 durch Hunsdiecker-Spaltung und Mochvakuumdestillation

+ MgOCz s

CHy=C-CH-COOCyH; + RCOC

CHy-G-CH-COOCH; —> 7 + CHCOOCuH;
O COR
16

10 Ja b
I C7]‘I]5 Cgl‘Iw

8 . V. Nair, Indian J. Chem. 4, 516 (1966).
N E. Béinerfein und H. Trasch, Liebigs Ann. Chem., Verdffentlichung in Vorbereitung,

8 G. W. Anderson, 1. F. Halverstad:, W. H. Miller und R. O. Robiin, Jr., J. Am. Chem. Soc.
67, 2197 (1945). )
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pewonnen. Die Ausgangsverbindungen 10 sind aus Acetessipsiiure-gthylester und den
entsprechenden Acylchloriden in Gegenwart von Magnesiumethylat synthetisiert
worden8b),

Als Vergleichssubstanz fiir das biochemisch besonders aktive 6-Nonyl-2-thioura-
cil2) (8b) wurde das 6-Nonyluracil 9 durch analoge Kondensation von 7b mit
Harnstoff hergestellt.

Mikrosynthese von 6-Nonyl-2-[14C]thisuracil (14C-8b) und 6-Nonyl-2-[358]thiouracil (355-81)

Es wurden Mikrosynthesen fitrr C- und S-markiertes 6-Nonyl-2-thiouracil (8b) aus
7b und [4CIThicharnstoff bzw. [358]Thicharnstoff entwickelt. Sie ergaben Substanzen
mit der spezifischen Aktivitit 2—10 mCi/mmol.

Wir donken Herrn D. Griebel fiir die Aufnahme der H-NMR-Spektren.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert, — Die 1H-NMR-Spektren wurden mit einem Geriit
Bruker WP 80 (TMS als innerer Standard) hergestellt. — Die Gaschromatogramme wurden mit
einem Gerit Perkin-Elmer F 21 mit Fiuorsiliconsiiule (3 m) und Flammenionisationsdetec-
tor bei 100—180°C aufpenommen. — Die Radioaktivitit wurde mit einem Spektrometer
Packard Tricarb 2420 und einem Diinnschichtscanner Berthold LB 2723 gemessen. — Zur
Diinnschichtchromatographie (DC) dienten Kieselgel Fasy (0.25 mm oder 1 mm) der Fa.
Merck und CHCls/MeOH{H20/konz. NHj (130:70:8:0.3), fir die Deiektion Grotes Rea-
genz10 oder FCNP-Reagenzi®,

Ausgangssubstanzen: tert-Butylisocyanat stammite von der Fa. Bayer, Pentylamin, Heptylamin
und Nonylamin von der Fa. Fluka, Cepronsiurechlorid, Caprylsiurechlorid und Caprin-
saurechlorid von der Fa. Merck-Schuchharde; [358]Thioharnstoff (spezifischie Aktivitiit 26.3
mCijmmal) und [MC]Thicharnstoff (spezifische Aktivitit 56 mCi/mmol) stammten von der
Fa. NEN Chemicals.

tert-Butylisothivcyanat (1): Nuch Lit.® werden 82 g {1.08 mol) NHyNCS und 30 g ZnCl;
in 300 ml M.0O mit 83 g (0.9 mol) rerr-Butylchlorid 96 h geschilutelt. Die pelbliche obere
Schicht wird mehrmals mit H;O gewaschen und fiber CaCl; getrocknet. Daenach werden
darin 15 g wasserfreies ZnCla durch Schiitteln geldst, Man 1a8t 160 h stehen, trennt die oberste
der drei entstandenen Schichten (nur zwei sind in Lit,8 beschrieben) ab, wiischt sic mehrmals
mit H20 und trocknet sic mit CaClz. Ausb, 44 g (45.5%) 1 (Lit.9: 94 30} aff = 1.4780.

1-Alleyl-3-tert-butyl{ thicharnstaffe) 3n—c: Analog Lit.® werden 90 mmol 1 in 45 ml Petrol-
ether zur Lésung von 90 mmol Alkylamin 2a— ¢ in 45 ml Petrolether bei 0°C unter Rilhren
petropft. Es wird 2.5 h bei 20°C weitergeriihrt, — Bei der Umsetzung von 2a kristallisiert 3a
nus: es wird abgesaugt, mit Petrolether gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Bei den
Ansiitzen mit 2b und ¢ mubB dagegen das Lésungsmittel abdestilliert werden um 3b baw. c
als Ole zn isolieren. Rohausbeuten 14 g (88 %) 1-ters-Butyl-3-pentyl(thicharnstoff) (3a) mit
Schmp. 63—64°C; 17 g (93%) 1-terr-Butyl-3-heptyl(thioharnstoff) (3b) ats OI; 21 g (90%)
1-tert-Butyl-3-nonyl{thioharnstof) (3c) als O1.

9) 92} Qrganicum, 14. Aufl,, S. 526, 529, VEB Deutscher Yerlag der Wissenschalten, Berlin
1975. — %0) F. L. Breusch und H. Keskin, Univ. Fen. Fac. Mecm. Seri A, 11, 24 (1946)
[Chem. Abstr. 40, 54007 (1946}].

100 Fa. E. Merck: Anfiirbereagenzien fiir Diinnschicht- und Papierchromatographie, Nr.
243 und 244, Darmstadt 1970.
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I-tert-Butvl-3-nonyliarnstoff (de); Dargestellt analog 3 durch Umsetzung von fers-Bulyliso-
cyanat mit Nonylamin (2¢). Rohausbeute 12 g (90%) OL

I-Allcyl( thioharnstoffie) Sa—c und I-Nonplharnstaff (6¢). — Allgemeine Vorschrift: Analog
Lit.8 werden 80 mmol [-Alkyl-3-tert-butyl{thioharnstoff) 3a— ¢ oder 1-rers-Butyl-3-nonyl-
harnstoff (4) — die Rohprodukte (5. oben) sind peniipend rein — in 70 ml konz, Salzsiiure
30 min unter RiickAuB gekocht. Dann wird rers-Butylchlorid bei 64—95°C abdestilliert.
Der Ansatz wird mit konz. Ammeoniak neutralisiert, die entstandene Suspension gekiihlt, der
Niederschlag abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen und i. Vak. getrocknet. Das Produkt
wird mit wasserfreiem Aceton extrahiert und im gleichen Losungsmittel umlbristallisiert.

d-Pentyl( thioharnstoff) (Sa): Ausb. 10.1 g (86 %) ; Schmp. 65°C. — HI-NMR (DMS0): 8 = 7.56
(s, breites Signal; 1 H) 6.66 (s, sehr breites Signal; 2H), 3.30 (5, breites Signat; 2H), 1.1 —1.65
{m; 6H), 0.90 (t; 3H).

CeH1sNaS (146.3) Ber. C49.30 H9.65 N [2.17 Gef. C49.26 H9.84 N {9.14

I-Heptyl(thioharnstaff} (5h): Aush. 13.1 g (34%); Schmp. 86°C. — HI-NMR (DMSO):
& = 7.52 (s, breites Signal; | ), 6.82 (s, breites Signal; 2H), 3.30 (s, breites Signal; 2H),
1.1—1.7 (m; 10H), 0.88 {t; 3H).

CyHgNa8 (174.3) Ber. C55.15 H 1040 N 16.09 Gef. C54.77 H 10.63 N 1591

1-Nonyl( thioharnstaff) (5c): Ausb. 15.7 g (97%); Schmp. $6—97°C, — HI-NMR (DMS0):
8 = 7.52 (s, breites Signal; 1H), 6.82 (s, breites Signal; 2H), 3.31 (s, breites Signal; 2H),
1.153—1.65 {m; 14H), 0.88 (t; 3H).

I-Nonylharnstoff (6): Ausb. 14.1 g (94.5%}; Schmp. 106°C. — H!-NMR (DM50): 8 = 5.86
(s, breites Signal; ! H), 5.32 (5, breiles Signol; 2H), 2.94 breites Signal; 2H), 1.05—1.55
(m; 14H), 0.88 (t; 3H).

C1oHzN20 (186.4) Ber. C64.50 H 11.8] N 1505 Gef. C64.29 H 11.94 N 15.00

In den H!-NMR-Spektren der Substanzen Sa—e¢ und 6 sind die NH- und NH»-Proionen
(erste beide 8-Werte) mit DpQ sustauschbar.

2-Acetyl-2-acylessigsire-ethylester 10 und b: Durstellung nach Lit.®® aus Acetessigsiiure-
ethylester und Caproyl- oder Caprinoylchlorid. Rohausbeute an 2-Acetyl-2-caproylessig-
sfiure-ethylester % (10a) 92%, an 2-Acetyl-2-caprinoylessipsiure-ethylester 29 (10b) 929,

Aceylessigsdure-ethylester 7. ==  Allgemeine Vorschrift: Duarstellung durch Hunsdiecker-
Reaktion nach Lit.?2 aus 10a oder 10b. Das Rohprodukt wird éiber eine 30 cm lange Vigreux-
Kolonne destilliert. )

Caproylessigsinre-ethylester®®  (Ta):  Ausb, 51%; Sdp. 119—133°C/2—3 Tore  (Lit.?b):
125—133°C/5 Torr), nach Gaschromatographie B6proz. rein, #¥ = 1.4397.

Caprinaylessigsdnre-ethylester® (Th): Aush. 43%; Sdp. 107—135°C/0.4— 1.0 Terr (Lit.te):
138—145°C/1 Tarr), nach Gaschromatographie 85 proz. rein.
CiqHa503 (242.4) Ber. C69.38 H 10.81 Gef. C69.64 H 10.64

G-Alkyl-2-thiouractle Ba, b und 6-Nonyluracil (9. — Allgemeine Vorschrift: Analog Lit, 8
werden 0.1 mol Natrium in 50 ml wasserfreiem Ethanol geldist; nach Zupgabe veon 0.05 mol
7a oder b und 0.07 mol Thicharnstoff oder Harnstofl wird unter Riickflufl erhitzt, bis nach
ca. 10 min nahezu alles gelst ist und sich ein Niederschlag gebildet hat. Man 148t 6.5 h
abkilhlen und ca. 12 h bei Raumtemp. stehen. Bei 40-—-30°C wird das Losungsmittel i. Vak.
fust ganz abdestilliert, der Riickstand mit 50 ml HaOQ sowie 7 mi konz. Salzsiure versetzt und
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die Losung mit Eisessig auf pH 4 gebracht. Das Produkt wird abgesaugt, mit wenig Wasser
gewnschen und aus Ethanol umkristailisiert.

6-Heptyl-2-thiouracil (8a): Ausb. 9.7 g (99 77); Schmp. 146—149°C. ~ HI-NMR (DMS0):
& = 12.18 (s, breites Signal; 2H), 5.66 (s; 1 H), 2.37 (m; 2H), 1.15—1.75 {m; 10H), 0.9 (t; 3H).
Cy1H;gN208 (226.4) Ber. C58.30 H7.94 N 1238 Gef. C358.59 H8.06 N 12.19

6-Noupl-2-thionracil (8b): Ausb. 10.3 g (95%); Schmp. 135—138°C. — HI-NMR (DMSQ):
= 12.18 (s, breites Signal; 2H), 5.66 (s; 1H), 2.37 (m; 2H), 1.15—1.75 (m; 14H), 0.89 (t;
3.
C13H2:M208 (254.5) Ber. € 61,30 H8.64 N 11.00 Gef. C61.60 HB78 N [1.13

6-Nouylracil (9): Ausb. 2.5 g {26.5%); Schmp. 161°C. — HI-NMR (DMS0): & = 10.28
(s, breites Sipnal; 2H), 5.29 (s; 1 H), 2.28 (m; 2H), 1.1 —1.7 (m; 14H), 0.88 (t; 3H).
Ci3H2aN205 (238.5) Ber, €C65.50 H9.23 N 1173 Gef. C65.58 H9.33 N 11.86

In den HMI-NMR-Spektren der Substunzen 8n, b und 9 sind die NH-Protonen (erster
8-Wert) mit D»0 austauschbar.

Mifcrosynthese von 6-Nonpl-2-{1WC]thisuracil (14C-8b): Die Lissung von 2.8 mg [C]Thio-
harnsteff (spezifische Alktivitit 56 mCijmmol) in 4 ml Ethanol wird mit 35.2 mg unmarkiertem
Thioharnstofl versetzi und im Ni-Strom bei 70°C langsam eingedampft, wobei man 38 mg
(0.5 mmol) [MC]Thioharnsteff (spezifische Alktivitit 4 mCifmmeol) erbilt. Unter Rilhren
mit einem Magnetkern werden 200 pi (ca. 0.7 mmol) 7b sowie 500 pi 4.6proz. ethanolische
Natrivmethylat-Losung (1 mmol) zupipettiert. Beim anschlieffenden 6.5stdg. Rilbhren unter
RitckfluB bildet sich lanpsam ein Niederschlag, Nach ca. 12stdg. Stehenlassen bet 20°C wird
i. Vak. bei 50°C eingedampft. Es wird abpekiihlt, der Riickstand nach Zugabe von 1.5 ml
Ha0, 70 1 konz. Salzsiure und 20 pd Eisessig 10 min bei 20°C geriihrt, abgesaugt, gut mit
Wasser gewaschen und 24 h im Vakuumexsikkator getrocknet. Ausb. 124.8 mg (98 %); Schmp.
138—139°C. — UV (Ethanol}: Amgx 275, 215 nm. — Bei der DC an Kieselgel Fasy mit CHCly/
MeOH/H,0/konz. NHj (130:70:8:0.5) erhitlt man mit Grotes Reagenz!® nur einen Fleck.
Jedoch zeigt die Analyse auf radioaktive Produkte mit dem Diinnschichtscanner, daf} das
Produkt zu 25% verunreinigt ist. — Durch zweifache priiparative DC {wie oben) wird aus
60 mg Rohprodukt, das, in 5ml Ethanol und 1 ml Aceton geldst, nufgetragen wird, nach
Fluieren mit Ethanol reines Produkt erhualten. Ausb. 16 mg (26%); spezifische Alktivitils
1.9 mCi/mmol.

Mikrosynthese von 6-Nonyl-2-[358Jthiouracil (355-8b): 28,6 mg [335]Thioharnstoff (spezi-
fische Aktivitit 26.3 mCi/mmol), in 2 ml in Aceton geldst, werden zu 9.4 mg Thioharnstoff
gegeben. Im Nz-Strom bei 40°C langsam eingedamplt, wobei man 38 mg (0.5 mmel) [335]-
Thioharnstoff (spezifische Aktivitit 19.8 mCifmmol) erhiift. Die eigentliche Synthese mit Th
verluft dann analog der voranstehend beschriebenen. Ausb. 116.2 mg (92%); Schmp.
138—139°C, — UV (Ethanol): & max= 275, 215 nm. — Die DC an Kieselgel Fasq mit CHCly/
MeOH/H»Ofkonz. NH; (130:70:8:0.5) und die Analyse auf radioakiive Produkte mit dem
Diinnschichtscanner zeigen, dal das erhaltene Produkt rein ist; spezifische Aktivitiit 10.3 mCif
mmol).
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