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1-B-p-Ribofuranosylpyrrolidin-2,5-dione (9) was synthesized by ribosylation of N-silylated
succinimide (7) with 1,2,3,5-tetra-O-acetyl-pB-p-ribofuranose in acetonitril in the presence of tin
tetrachloride. The compounds 9, 1-B-p-ribofuranosyl-1-H-pyrrol-2,5-dione (5) and N-methyl-
maleinimide (2) were converted with ammonia to the ring-opened components 16, 14 and 15. The
bioreactivity of the N-maleinimide derivatives 2 and 5§ with respect to addition and ring-opening
reactions with amino acid side chains containing either thiol or amino groups was shown in model
reactions with glutathion (compds. 17, 18) and lysine (compds. 19, 20). The ring opening reaction
of 3-methyl-3-phenyl-1-B-p-ribofuranosylpyrrolidin-2,5-dione (11) with lysine yields 21, thus
demonstrating the possibility of glycosuccinylation of amino groups in proteins.

Einleitung

N-Ethylmaleinimid (NEM) (3) ist ein fir die
Bestimmung von Thiolgruppen in Funktions- und
Strukturproteinen vielfach verwendetes Reagenz
[1-3]. Neben dieser auf der Doppelbindung beru-
henden Spezifitét fiir Thiolgruppen wurden weitere
Umsetzungen von 3 mit Aminogruppen der Amino-
sdureseitenketten beobachtet [4, 5].

In diesem Zusammenhang ist die antibiotische und
cytostatische [6, 7] Wirkung des von Streptomyceten
gebildeten seltenen Nucleosids Showdomycin (4) in-
teressant, das Maleinsdureimid (1) als Aglycon ent-
hélt. Durch 4 werden beispielsweise die Enzyme Uri-
din-5'-monophosphokinase und Uridinphosphory-
lase irreversibel im Sinne eines Suizidsubstrates
gehemmt [8]. Dabei kommt es durch Alkylierung
von im Bindungszentrum angeordneten funktionel-
len Thiolgruppen zu einem irreversiblen Ausfall der
biologischen Funktion dieser alkylierten Rezeptor-
proteine. Offenbar iibt die in 4 glycosidisch gebunde-
ne Ribose einen dirigierenden Effekt aus, wodurch
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ein Transport zu Nucleosid-affinen Rezeptormolekii-
len erreicht wird. Das strukturisomere, synthetisch
zugéangliche Isoshowdomycin (5) ist ebenfalls ein SH-
aktives Nucleosid [9], das im Gegensatz zu 4 eine
B-N-ribosidische Bindung besitzt und wegen des
Glycons ebenfalls bevorzugt Nucleosid-spezifische
Rezeptorbindungen eingehen sollte.

Da die vorstehend genannten Verbindungen 3, 4
und 5 Lactamsysteme enthalten, war die Glycosylie-
rung dhnlich ungewohnlicher flinfgliedriger geséttig-
ter bzw. partiell ungesittigter Dicarbonsdureimide
wie Succinimid (6) und 3-Methyl-3-phenyl-pyrrolidin-
2,5-dion (10) von chemischem und biologischem In-
teresse. Wegen der erwdhnten Nebenreaktionen von
3 mit Aminosdureseitenketten sollte die chemische
Reaktivitdt der glycosylierten Lactamverbindungen
5, 1-B-p-Ribofuranosyl-pyrrolidin-2,5-dion (9) und
3-Methyl-3-phenyl-1-f-p-ribofuranosylpyrrolidin-
2,5-dion (11) gegeniiber N-Methylmaleinimid (2) be-
ziiglich ihrer selektiven Umsetzung mit Thiol- bzw.
Aminoverbindungen verglichen werden. Fiir diese
Modelluntersuchungen boten sich Glutathion, das
neben der a-Aminogruppe noch eine weitere Thiol-
gruppe besitzt, sowie Lysin an, das neben der a- eine
weitere e-terminale Aminogruppe enthélt.

Als Ribosylierungsmethode wurde die von Vor-
briiggen modifizierte Silyl-Hilbert-Johnson-Reak-
tion [10—16] gewahlt, wobei in der vorliegenden Ar-
beit zunidchst iiber die Silylierung des Succinimids (6)
und anschlieBend iiber die Glycosylierung des Silyl-
derivates 7 berichtet wird.
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Experimentelles
Material und Methoden

UV-Spektren: Shimadzu-UV-200-Spektrometer.
'H-NMR-, *C-NMR- und *Si-NMR-Spektren: Bru-
ker-Gerdt WM 250 F8; &-Werte relativ zu Tetra-
methylsilan (TMS). Die Zahl der Protonen wurde
durch Off-resonance-Entkopplung ermittelt. Mas-
senspektren: Varian-MAT-331-A-Spektrometer. IR-
Spektren: Perkin-Elmer-Grating Infrared Spektro-
photometer. Schmelzpunkte (nicht Kkorrigiert):
Biichi-SMP-20-Schmelzpunktgerédt. Elementaranaly-
sen: Mikroanalytisches Labor Beller, Gottingen.
Diunnschichtchromatographie (DC): (a) Silicagel-
Platten F 254 (Woelm, Eschwege); (b) Alumi-
niumfolie mit Kieselgel 60 F 254 (Merck, Darm-
stadt); (c) DC-Fertigfolien F 1440 LS 254 Cellulose
(Schleicher & Schiill, Dassel). Als Chromatogra-
phiesysteme dienten: Methylenchlorid/Methanol I
(95:5, v/v); I (1:1, v/v); III (9:1, v/v); n-Butanol/Eis-
essig/Wasser IV (4:1:4, v/v/v) mit anschlieBender Nin-
hydrinbehandlung. Sédulenchromatographie wurde
an Kieselgel 60 (230—400 mesh ASTM; Merck)
durchgefiihrt. Das verwendete Acetonitril wurde
iber CaH, getrocknet. Die Feinchemikalien wurden
von EGA-Chemie (Steinheim), Merck (Darmstadt),
Sigma-Chemie (Miinchen) und Ventron-Chemie
(Karlsruhe) bezogen.

Chemische Synthesen™

1-B-p-Ribofuranosyl-1-H-pyrrol-2,5-dion (5)
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Die Darstellung des Isoshowdomycins (5) erfolgte
gemal [9].
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1-B-p-Ribofuranosylpyrrolidin-2,5-dion (9)
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6 wurde in HMDS zur N-silylierten Verbindung 7
umgesetzt, was durch die Lage des »Si-Signals bei
0 = 13,70, die dquivalente Lage der 13C-Signale der
C-2- und C-5-Carbonylkohlenstoffe bei 182,09 ppm
und das Fehlen des in 6 bei & = 11,04 im 'H-NMR
auftretenden NH-Signals bewiesen wird. Die Dar-
stellung von 9, die bisher nur durch Reduktion aus 5
zugénglich war, erfolgte erstmals durch Zinntetra-
chlorid-katalysierte Ribosylierung von 7 mit 1,2,3,5-
Tetraacetyl-B-p-ribofuranose in Acetonitril bei
Raumtemperatur. Die NMR-spektroskopischen Be-
funde sprechen zweifelsfrei fiir eine -N-Ribosylie-
rung, d.h. das zunéchst aus der N-Silylverbindung 7
gebildete O-Ribosid wurde durch Transribosylie-
rung, die bei liberdquivalentem Einsatz von peracy-
liertem Zucker auftreten kann [17], in das (3-N-ribo-
sidierte Produkt 8 tibergefiihrt. Die Abspaltung der
Schutzgruppen erfolgte mit methanolischer Salz-
sdure, um eine Ringoffnungsreaktion im basischen
Milieu auszuschlieBen. Das 1'-H-Proton liegt in 9 bei
& = 5,31; der entsprechende C-1'-Kohlenstoff tritt
im C-NMR-Spektrum als Dublett bei & = 86,90
auf. Die Symmetrie des Aglycons in 9 wird durch das
Singulett fiir die C-2- und C-5-Carbonylkohlenstoffe
bei 6 = 179,10 und das Triplett fiir die C-3- und C-4-
Methylkohlenstoffe bei & = 28,98 bewiesen.

Darstellung von 1-(Trimethylsilyl)-pyrrolidin-2,5-
dion (7): 4 g (40,4 mmol) Succinimid (6) wurden un-

* Bei den ringgeschlossenen Dicarbonsdureimiden sowie
deren Derivaten beginnt die Zahlweise beim Stickstoff-
atom gegen den Uhrzeigersinn. Bei den ringoffenen Ver-
bindungen verlduft die Zdhlweise beim glycosidisch ge-
bundenen Stickstoff beginnend zum Kettenende hin.



H. Frister und E. Schlimme - Bioreaktive Lactamsysteme

ter Argon in 60 ml HMDS gelost, mit 380 mg Am-
moniumsulfat versetzt, 8 h unter RiickfluB gekocht
und der Reaktionsansatz im Hochvakuum einge-
dampft. Ausbeute: 7,2 g Rohprodukt 7 (90% spek-
troskopisch rein).

¥Si-NMR (CDCl5): & = 13,70 (s, =N—Si(CHs,)3).

BC-NMR (CDCl;): & = 182,09 (s, C-2, C-5), 29,97
(t, C-3, C-4), 1,26 (q, Trimethylsilyl).

'H- und *C-NMR-Daten von 6 [18]: 'H-NMR
([Dg]DMSO): 6 = 11,04 (s, 1H, N-H), 2,56 (s, 4H,
3-H, 4-H).

BC-NMR (CD;OD): 6 = 181,40 (s, C-2, C-5),
30,60 (t, C-3, C-4).

Darstellung von 1-(2',3',5'-Tri-O-acetyl-f-D-ribo-
furanosyl)-pyrrolidin-2,5-dion (8): 2,3 g (12,3 mmol)
7 wurden unter Argon in 30 ml Acetonitril gelost
und mit 5,18 g (16,3 mmol) 1,2,3,5-Tetra-O-acetyl-
B-p-ribofuranose sowie einer Losung aus 5,5 ml
(46,8 mmol) Zinntetrachlorid in 30 ml Acetonitril
versetzt und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Zum
Reaktionsansatz wurden anschlieBend 60 ml Eiswas-
ser gegeben und 15 min weitergeriihrt. Die Reak-
tionslosung wurde dreimal mit je 50 ml Chloroform
extrahiert und die vereinigten Chloroformextrakte
nacheinander mit gesattigter NaCl-Losung, gesattig-
ter NaHCO;-Losung und nochmals mit geséattigter
NaCl-Losung geschiittelt. Nach Trocknung der orga-
nischen Phase tber MgSO, und Abziehen des Lo-
sungsmittels wurden 4,8 g eines schaumigen, chro-
matographisch nicht einheitlichen Riickstandes iso-
liert. Die Aufreinigung erfolgte iliber Kieselgel mit
Methylenchlorid/Methanol (98:2). Ausbeute: 4,2 g
(86%) weiler, schaumiger Feststoff 8.

'"H-NMR (CDCl;): & = 5,61—5,65 (m, 1H, 2'-H,
Jy» 1 = 3,5 Hz), 5,53 (d, 1H, 1'-H, J;.»» = 3,5 Hz),
5,38—5,43 (m, 1H, 3'-H), 4,29—4,34 (m, 1H, 4'-H),
4,01-4,15 (m, 2H, 5'-H), 2,63 (s, 4H, 3-H, 4-H),
1,97 (s, 9H, Acetylprotonen).

BC.NMR (CDCl;): & = 175,48 (s, C-2, C-5),
170,22 (s, C-5'-Acetyl), 169,28 (s, C-2'-Acetyl),
169,08 (s, C-3'-Acetyl), 83,38 (d, C-1'), 79,27 (d,
Cc-4"), 71,45 (d, C-3"), 70,51 (d, C-2'), 62,88 (t,
C-5"), 27,89 (t, C-3, C-4), 20,34 (q, C-5'-Acetyl),
20,09 (q, C-2'-Acetyl, C-3'-Acetyl).

MS (EI): m/e = 357 (M), 259 (M™ — Aglycon), 99
(Aglycon + H), 98 (Aglycon), 43 (Acetyl).

DC (System I; a): Rg = 0,63.

C,sH,oNO, (357,32) Ber. C50,42 H536 N3.92
Gef. C50,33 HS5,44 N3,87
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Darstellung von 1-fB-p-Ribofuranosylpyrrolidin-
2,5-dion (9): Zu einer Losung aus 2,3 g (6,44 mmol)
8 und 65 ml Methanol wurden unter Rithren 6,5 ml
6 mol/l wasserige HCI-Losung hinzugetropft und bei
45 °C 5 h lang geriihrt. Nach Abziehen des Losungs-
mittels und Trocknung im Hochvakuum konnten
1,5 g eines schwarzen, schaumigen, chromatogra-
phisch nicht einheitlichen Riickstandes isoliert wer-
den, dessen Reinigung iiber Kieselgel mit einem Me-
thylenchlorid/Methanol-Gradienten (99:1 — 95:5) er-
folgte. Ausbeute: 900 mg (66%) weiller, schaumiger
Feststoff 9.

'"H-NMR ([D¢]DMSO): & = 5,31 (d, 1H, 1'-H,
Ji» = 4,5 Hz), 5,11 (d, 1H, 2'-OH, J = 5,4 Hz),
498(d,1H,3'-OH,J =5,7Hz), 4,59 (t,1H,5'-OH,
J = 5,7 Hz), 4,47—-4,53 (m, 1H, 2'-H), 4,00—4,07
(m, 1H, 3'-H), 3,68—3,75 (m, 1H, 4'-H), 3,29-3,68
(m, 2H, 5'-H), 2,64 (s, 4H, 3-H, 4-H).

BC-NMR (CD;OD): & = 179,10 (s, C-2, C-5),
86,90 (d, C-1'), 86,09 (d, C-4"), 72,34 (d, C-3'),
72,23 (d, C-2'), 63,69 (t, C-5'), 28,98 (t, C-3, C-4).

MS (EI): m/e = 231 (M™), 132 (Ribose — H), 131
(Ribose — 2H), 99 (Aglycon + H), 98 (Aglycon).

DC (System III; b): Rg = 0,34.

CoH3NOg (231,21) Ber. C46,75 H 5,67 N 6,06
Gef. C46,91 H5.,83 N 6,01

3-Methyl-3-phenyl-1-B-p-ribofuranosylpyrrolidin-
2,5-dion (11)
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Die Darstellung des ribosidierten Analogon 11
von Mesuximid (12) wurde von uns in einer friihe-
ren Arbeit [19b] beschrieben.

Ringo6ffnungsreaktionen am Aglycon

Bildung von N-f-p-Ribofuranosylmaleinsdure-
monoamidomonomethylester (13): Bei ldngerer
NMR-spektroskopischer Untersuchung (ca. 1 h) in
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Deuteromethanol konnte eine Verdnderung der
Signallage der Verbindung 5 im '"H-NMR-Spektrum
wie im 3C-NMR-Spektrum beobachtet werden, die
eine Aufhebung der Aquivalenz des 3-H- und 4-H-
Protons anzeigte.

'H-NMR (CD;OD): & = 6,88 (s, 3-H, 4-H) (5).
6,21—6.,43 (m, 3-H, 4-H, [d;5 = 6,41, 04y = 6,23],
J34as = 11,9 Hz) (13), 5,49 (d, 1'-H, J;» = 4,8 Hz)
(5), 5,44 (d, 1'-H, J;.» = 3,8 Hz) (13), 4,64—4,68
(m, 4'-H) (5), 4,24—4.29 (m, 3'-H) (5), 4,06—4,11
(m, 4'-H) (13), 3,97—4,00 (m, 3'-H) (13), 3,85—-3,92
(m, 2'-H) (5), 3,75 (s, Methylprotonen) (13),
3,57-3,77 (m, 5'-H (§5), 2'-H, 5'-H (13)).

BC-NMR (CD;OD): § = 171,66 (s, C-2, C-5) (5),
167,76 (s, C-5) (13), 167,32 (s, C-2) (13), 135,90 (d,
C-3, C-4) (5), 135,02 (d, C-3) (13), 128,28 (d, C-4)
(13), 86,40 (d, C-1") (13), 85,93 (d, C-1') (5), 85,80
(d, C-4") (5), 84,97 (d, C-4") (13), 75,97 (d, C-3)
(13), 72,55 (d, C-3") (§5), 71,93 (d, C-2') (5), 71,71
(d, C-2") (13), 63,60 (t, C-5") (5), 63,05 (t, C-5") (13),
49,86 (q, Methyl) (13).

Darstellung  von  N-f-p-Ribofuranosylmalein-
sdurediamid (14): 220 mg (0,62 mmol) tri-O-acety-
liertes § wurden in 5 ml Methanol gel6st, mit 10 ml
wisseriger 33prozentiger Ammoniaklosung versetzt
und eine % h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Re-
aktionsansatz wurde im Hochvakuum eingedampft
und der verbleibende Riickstand iiber Kieselgel mit
einem Methylenchlorid/Methanol-Gradienten (95:5
— 60:40) aufgetrennt. Ausbeute: 100 mg (65,6%)
weiller, schaumiger Feststoff 14.

'H-NMR ([D¢]DMSO): & = 9,59 (d, 1H, N-H,
Jaur = 8,8 Hz), 8,25 (s, 1H, Amidproton), 7,46 (s,
1H, Amidproton), 6,06—6,20 (m,2H, 3-H,4-H [ =
6,16, 6 = 6,01], J344 = 12,9 Hz), 5,21-5,26 (dd,
1H, 1'-H, J;;, NH = 8,8 Hz), 4,69-5,09 (m, 3H,
2'-OH, 3’-OH, 5'-OH), 3,38-3,87 (m, 5H, 2'-H,
3'-H, 4'-H, 5'-H).

MS (EI): m/e = 248 (M™ + 2H), 202 (M™ —
O=C-NH,), 133 (Ribose), 115 (Aglycon + 2H),
113 (Aglycon), 69 (Aglycon — O=C-NH,), 44
(O=C—-NH,).

DC (System III; b): R = 0,72.

Darstellung  von  N-Methylmaleinsdaurediamid
(15): 1,0 g (9 mmol) NMM (2) in 20 ml Methanol wur-
den mit 40 ml 33prozentiger wisseriger Ammoniak-
16sung versetzt und 1 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Nach dem Eindampfen im Hochvakuum er-
folgte die Aufreinigung iiber Kieselgel mit einem
Methylenchlorid/Methanol-Gradienten  (95:5 —
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90:10) als Elutionsmittel. Ausbeute: 530 mg (46.0%)
weiller, pulvriger Feststoff 15.

'H-NMR ([Ds]DMSO): & = 8,94 (s, breit, 1H,
N-H), 8,55 (s, 1 H, Amidproton), 7,38 (s, 1 H, Amid-
proton), 6,02—6,14 (m, 2H, 3-H, 4-H [8 = 6,06, 8 =
6,10], J3.44 = 13 Hz), 2,65 (d, 3H, Methylprotonen,
Jeu,nu = 4.7 Hz).

BC-NMR (CD;OD): & 169,48 (s, C-5), 167,78
(s, C-2), 133,13 (d, C-3), 132,34 (d, C-4), 26,70
(q, Methylgruppe).

IR (KBr): 3420 cm™' (O=C—NH), 3320 cm™,
3240 cm™! (O=C—NH,), 2980 cm™' (—CH,—CHj),
1700 cm™! (O=C—NH), 1650 cm~! (HC=CH), cis, st;
1630 cm™' (O=C—NH,), 1430 cm™' (CH,—CHj),
710 cm™! (HC=CH, cis, oop).

MS (EI): m/e = 128 (M7), 112 (M™ — NH,), 99
(M* — HN-CHj), 84 (M®™ — O=C-NH,), 44
(O=C~—NH,).

CsHgN,O, (128,13) Ber. C46,87 H6,29 N 21,89
Gef. C46,72 H 6,34 N 21,96

BC.NMR-Daten (CDCl;) von 2: & = 170,60
(s, C-2, C-5), 134,11 (d, C-3, C-4), 23,45 (q, Methyl-
gruppe).

Darstellung von N-B-p-Ribofuranosylbernstein-
sdurediamid (16): 2,4 g (6,72 mmol) 8 wurden in
30 ml Methanol gelost, mit 20 ml 33prozentiger wés-
seriger Ammoniaklosung versetzt und iiber Nacht
bei Raumtemperatur geriithrt. Nach dem Eindamp-
fen des Reaktionsansatzes erfolgte die Aufreinigung
iber Kieselgel mit einem Methylenchlorid/Methanol-
Gradienten (92:8 — 80:20). Ausbeute: 1,1 g (66%)
weifler, schaumiger Feststoff 16.

'H-NMR ([D¢]DMSO): & = 8,27 (d, 1H, N-H,
Jnu =9Hz), 7,28 (s, 1H, Amidproton), 6,72 (s, 1H,
Amidproton), 5,15-5,21 (dd, 1H, 1'-H, Jyxg =
9Hz,J, , =5Hz),4,93(d, 1H, 2'-OH, J = 5,8 Hz),
4,85(d, 1H, 3'-OH,J = 5,5Hz), 4,68 (t, 1H, 5'-OH,
J=5,8Hz),3,78—3,84 (m, 1H,2'-H), 3,64—3,72 (m,
1H, 3'-H), 3,58-3,63 (m, 1H, 4'-H), 3,32—3,47 (m,
2H, 5'-H), 2,27-2,30 (m, 4H, 3-H, 4-H).

BC-NMR ([D¢]DMSO): & = 173,47 (s, C-2), 171,94
(s, C-5), 83,75 (d, C-1"), 83,31 (d, C-4"), 73,82 (d,
C-3"), 70,23 (d, C-2"), 62,10 (t, C-5"), 30,75 (t, C-3),
30,03 (t, C-4).

MS (EI): m/e = 248 (M7), 232 (M™ — NH,), 133
(Ribose), 115 (Aglycon), 99 (Aglycon — NH,).

DC (System II; b): Rg = 0,39.

CyH6N,Oq (248,23) Ber. C43,55 H6,50 N11,28
Gef. C43,58 H6,40 N11,09
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Bioanaloge Modellreaktionen

Umsetzung von N-Methylmaleinimid (2) mit Glu-
tathion zu 17: 556 mg (5 mmol) NMM (2) wurden
in 20 ml H,O gelost und unter Rithren mit 1,537 g
(5 mmol) GSH versetzt und bei pH = 4 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der Re-
aktion wurde der Ansatz am Hochvakuum einge-
dampft und aus Wasser umkristallisiert. Ausbeute:
1,2 g (57,3%) weiller, pulvriger Feststoff 17.

'H-NMR ([D¢]DMSO): & = 8,42—8,52 (m, 2H,

O=C-NH-CH,, CH-NH-C=0), 6,35-6,79
(s, breit, 2H, —NH,), 442-451 (m, LH,
O=C-CH-NH-C=0), 3,96-4,06 (m, 1H,
NH,—CH-COOH),  3,68-3,72 (m, 2H,

—CH,-COOH), 2,83-3,37 (m, 3H, 3-H, 4-H), 2,83
(s, 3H, Methylprotonen), 1,63—2,38 (m, 6 H, Methy-
lenprotonen).

BC-NMR (D,0/CD;0D) (Breitband entkoppelt):
o = 178,87 (s, C-2), 177,56 (s, C-5), 174,20 (s,
NH,—CH-COOH), 172,75 (s, amidische Carbony-
le), 175,58 (s, CH,—COOH), 23,33—55,27 (m, ali-
phatische C-Atome).

MS (EI): m/e = 274 (GSH — SH), 144 (NMM +
SH), 112 (NMM + H), 97 (NMM + H — CHa).

DC (System IV; ¢): Rg = 0,26 (R¢ (GSH) = 0,30).

CysH2N4OgS (418,42)
Ber. C43,04 H 530 N 13,39 S7,66
Gef. C43,26 H533 N 13,36 S7,75

Umsetzung von Isoshowdomycin (5) mit Gluta-
thion zu 18: 25 mg (0,11 mmol) 5 wurden in 2 ml
Wasser gelost und unter Rihren mit 34 mg
(0,11 mmol) GSH versetzt. Der Reaktionsansatz
wurde 1 h bei pH 4 geriihrt, im Hochvakuum einge-
dampft und lyophilisiert. Ausbeute: 55 mg weiler,
pulvriger Feststoff 18.

F.p.: Zersetzung ~ 240 °C.

'H-NMR ([D¢]DMSO): & = 8,58 (t, 1H, HN—CH,,
J = 5,2 Hz), 8,43—8.,46 (m, 1H, HN-CH), 5,31 (d,
1H,1'-H,J, » = 4,4Hz), 4,38—4,51 (m, 2H, 5'-OH,
O=C-CH-NH-C=0),4,01—4,09 (m,2H, 2'-OH,
3’-OH), 3,71-3,73 (m, 1H, CH(NH,)COOH),
3,35-3,58 (m, 5H, Riboseprotonen), 2,78—3,29 (m,
3H, 3-H, 4-H), 1,90-2,33 (m, 4H, Methylenpro-
tonen).

MS (EI): m/e = 536 (M™), 306 (GSH — H), 230
(M™ — GSH — H), 131 (Ribose — 2H).

DC (System IV; ¢): Rg = 0,17 (R (GSH) = 0,30).

Umsetzung von N-Methylmaleinimid (2) mit S-
a,e-Diaminocapronsdure (L-Lysin) zu 19: 1 g (9,0
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mmol) NMM (2) wurden in 20 ml H,O geldst und
unter Rihren 1,2 g (8,22 mmol) Lysin hinzugefiigt
und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dabei fiel der
pH-Wert der Losung von 10 auf 7,5 ab. Nach Been-
digung der Reaktion wurde der Ansatz im Hoch-
vakuum eingedampft und mehrmals aus Wasser um-
kristallisiert. Ausbeute: 1,3 g weiler, pulvriger
Feststoff 19.

'H-NMR ([D¢]DMSO): & = 8,60—9,50 (m, 2H,
NH), 5,83—6,26 (m, 2H, 3-H, 4-H), 4,50—5,50 (s,
breit, NH,), 3,46—3,80 (m, 1H, H,N-CH—-COOH),
2,79 (s, 3H, Methylprotonen), 1,29—1,73 (m, 8H,
Methylenprotonen).

BC-NMR (D,0/CD;0D): & = 173,98—180,69 (m,
Carbonylkohlenstoffatome), 135,74 (d, C-3), 124,84
(d, C-4), 20,12—55,93 (m, aliphatische Kohlenstoff-
atome).

MS (EI): m/e = 198 (M™ — COOH — NH,), 145
(Lysin — H), 112 (M™ — HN-(CH,);CH(NH,)
COOH), 84 (CH;—NH-CO—-CH=CH).

DC (System IV; ¢): Rg = 0,33 + 0,16 (Lysin).

Umsetzung von Isoshowdomycin (§) mit S-
da,e-Diaminocapronsdure (L-Lysin) zu 20: 33 mg
(0,14 mmol) § wurden in 2 ml Wasser gelost und
unter Rithren mit 21 mg (0,14 mmol) Lysin versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei Raumtempera-
tur gerihrt, im Hochvakuum eingedampft und lyo-
philisiert. Ausbeute: 49 mg weiller, pulvriger Fest-
stoff 20.

F.p.: Zersetzung ~ 150 °C.

'H-NMR ([D¢]DMSO): 6 = 12,34 (s, breit, 1H,
Carbonsdureproton), 9,62 (d, 1H, 1-NH, Jyg =
8,4 Hz), 9,10 (t, 1H, O=C—-NH-CH,, J = 5,1 Hz),
5,54—6,12 (m,2H, 3-H, 4-H [8;4 = 6,09, &, = 5,57],
Ji4as = 13,3 Hz), 5,29-5,31 (m, 1H, 1'-H),
5,20—-5,21 (m, 1H, 5'-OH), 4,46—5,00 (m, 1H,
3'-OH), 4,01—-4,05 (m, 1H, 2'-OH), 3,11-3.84
(m, 6H, Riboseprotonen, CH—(NH,)—COOH),
1,37—-1,67 (m, 8 H, Methylenprotonen).

MS (EI): mle = 375 (M™), 374 (M™ — H), 242
(Aglycon), 230 (M™ — Lysin), 229 (M™ — Lysin — H),
145 (Lysin — H), 82 (O=C-CH=CH-C=0).

DC (System IV; ¢): R = 0,25 (Rg (Lysin) = 0,14).

Umsetzung von 3-Methyl-3-phenyl-1-B-p-ribo-
furanosylpyrrolidin-2,5-dion (11) mit S-a,e-Diamino-
capronséure (L-Lysin) zu 21: 30 mg (0,09 mmol) (11)
wurden in 2 ml H,O geldst und unter Rithren mit
13 mg (0,09 mmol) Lysin versetzt. Der Reaktions-
ansatz wurde 4 h bei Raumtemperatur geriihrt, an-
schlieBend auf 37 °C erwdrmt und nochmals 4 mg
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Lysin zugesetzt, wodurch sich in der Losung ein pH-
Wert von 8 einstellte. Die Reaktion wurde nach 7 h
beendet, der Reaktionsansatz im Hochvakuum ein-
gedampft und lyophilisiert. Ausbeute: 41 mg 21 wei-
Ber Feststoff.

'H-NMR ([Ds]DMSO): & = 8,93—8,96 (m, 1H,
NH), 8,78—8,82 (m, 1H, NH), 7,11-7,36 (m, 5H,
Phenylprotonen), 5,15-5,38 (m, 4H, 1'-H, 5'-OH,
3'-OH, 2'-OH), 3,32—-3,80 (m, 6 H, Riboseprotonen,
CH(NH,)COOH, 2,67 (m, 2H, 3-H), 1,62 (s, 3H,
Methylprotonen), 1,36—1,43 (m, 8 H, Methylenpro-
tonen).

MS (EI, ,,Flash“-Verdampfung bei 300 °C): m/e =
467 (M), 322 (M™ — Lysin — H), 145 (Lysin — H),
133 (Ribose), 112 (Aglycon — Lysin — Phenyl — H),
77 (Phenyl).

DC (System IV; ¢): R = 0,25 + 0,14 (Lysin).

Kinetische Untersuchung zur Aminolyse von 2 und §

Die Untersuchung erfolgte gemaf [19a], wobei die
gemessenen - Werte gegen den pH-Wert der Reak-
tionslosung bei t=0 halblogarithmisch aufgetragen
wurden (Abb. 1).

Ergebnisse und Diskussion
Ringoffnungsreaktionen am Aglycon

Bei Maleinsdureimiden wurden neben der Addi-
tion von Thiolgruppen an die Doppelbindung [1-3,
20—24] Reaktionen mit Aminogruppen beobachtet
[4, 5, 25, 26]. Es handelt sich dabei um Ringoffnun-
gen, die — wie die in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Beispiele der Dicarbonsdureimid-Derivate
13—16 zeigen — sowohl ammonolytisch als auch al-
koholytisch ablaufen konnen.

Aufgrund dieser Ergebnisse und in der Literatur
beschriebener Befunde [4, 5, 25, 27] wurde das Re-
aktionsverhalten von N-Methylmaleinimid (2) und 1-
B-p-Ribofuranosyl-1-H-pyrrol-2,5-dion (5), die bei-
de als Strukturanaloga von 3 anzusehen sind, gegen-
iber Amminosdureseitenketten modellmédBig mit
den nattirlichen Aminosduren Glutathion und Lysin
gepriift.

Bioselektive Modellreaktionen

Diese Modellversuche sollten kldren, ob eine Ad-
dition an die Doppelbindung und/oder eine Offnung
des Imidringes bei den N-funktionalisierten Malein-
imiden 2 und § auftreten. Zusatzlich bot sich die Um-
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Ry R,
0=,<=\=0 Ho— -0
rlaH R, 13 0CH3
Ry HO OH
HO 0
14 NH,
HO OH
15 CHg NH,
0=<_N—H\=O
NHp
HO OH
16

setzung von 3-Methyl-3-phenyl-1-f3-p-ribofuranosyl-
pyrrolidin-2,5-dion (11) mit Lysin an. 11 ist ein Struk-
turanalogon des Antiepileptikums Methsuximid [28,
29] bzw. dessen N-methylierten Derivates Mesux-
imid (Petinutin®) [30]. Aus Untersuchungen mit
[*C]Methsuximid ist bekannt, daB eine Metabolisie-
rung dieses Pharmakons tiber eine Ringdffnung ein-
geleitet wird [29].

Reaktionen mit Glutathion

Die SH-aktiven Maleinimide 2 und § wurden mit
GSH unter Beibehaltung der Lactamstruktur zu 1-
Methylpyrrolidin-2,5-dion-3-yl-glutathion (17) bzw.
1-B-p-Ribofuranosylpyrrolidin-2,5-dion-3-yl-gluta-
thion (18) reduziert.

Im *C-NMR-Spektrum der Verbindung 17 konnte
das in 2 aufgetretene Dublett der C-3- und C-4-Ato-
me bei 134,11 ppm nicht mehr beobachtet werden.
Gleichzeitig war festzustellen, daf3 die in 2 als Singu-
lett bei 170,60 ppm auftretenden C-2- und C-5-Car-
bonylkohlenstoffatome bei 17 nun als zwei Singuletts
(178,87 und 177,56 ppm) vorlagen, d. h. durch Addi-
tion der Thiolgruppe des GSH an die Doppel-
bindung nicht mehr strukturdquivalent waren. Ent-
sprechend dazu trat im 'H-NMR-Spektrum bei
2,83—3,37 ppm ein Multiplett fiir die 3-H- bzw. 4-H-
Protonen auf. Die aus der Addition resultierenden
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9 H
/C=N=CHp=CO0H
S=CH,-C-H
— GSH 2
=S ] \
omo 0NN N~C=(CHy)p~CH—COOH
| I HO NH
Ry Rp 2
R, Ry
2 CHs 17 CHs
HO 0 HO 0
5 18
HO OH HO OH

Methin- bzw. Methylen-(C-3- bzw. C-4)-Kohlen-
stoffatome lagen neben den Signalen der aliphati-
schen Kohlenstoffe des Glutathionrestes im *C-
NMR-Spektrum als Multiplett bei 23,33—55,27 ppm
Vor.

Ebenfalls ergab die 'H-NMR-spektroskopische
Untersuchung des Nucleosids 18 keinen Hinweis auf
das bei 5§ zu beobachtende Singulett fiir die olefini-
schen 3-H- bzw. 4-H-Protonen. Dafiir trat in 18 ein
Multiplett bei 2.78—3.29 ppm fiir die 3-H- bzw. 4-H-
Protonen auf, das wie bei 17 einen additiven Angriff
auf die Doppelbindung des Nucleosids § anzeigte.
5 stellt mithin neben NEM (3) und NMM (2) ein
weiteres SH-aktives Reagenz dar. Eine Ring6ffnung
war bei beiden Umsetzungen nicht zu beobachten, da
neben den Signalen fiir die zwei sekunddren ami-
dischen Protonen des Glutathionrestes (Triplett bei
8,58 ppm sowie Multiplett bei 8,43—8,46 ppm) keine
weiteren NH-Signale zu beobachten waren. Auch
trat das Signal des 1’-H-Protons bei 5,31 ppm mit
Ji 2 =4,4 Hz als Dublett auf, was ebenfalls die Er-
haltung des Lactamsystems bestdtigte (Die Zuord-
nung von R, S-Isomeren war aufgrund der dafiir nicht
ausreichenden spektroskopischen Auflésung im ali-
phatischen Bereich nicht moglich).

Eine Ringoffnung durch nucleophilen Angriff auf
ein Carbonylkohlenstoffatom war bei den Umset-
zungen nicht eingetreten. Die fiir einen nucleophilen
Angriff in Frage kommende a-Aminogruppe des
GSH war im '"H-NMR-Spektrum der Verbindung 17
weiterhin als ein breites Singulett bei 6,35—6,79 ppm
(Integral entsprach 2 Protonen) zu beobachten. Fiir
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die Erhaltung der a-Aminocarbonsdurefunktion des
GSH sprach ebenfalls die positive Ninhydrinreak-
tion, derzufolge eine Addition der Aminogruppe an
die Doppelbindung auszuschlieBen war.

Reaktionen mit Lysin

Die Verbindungen 14, 15 und 16 waren durch
Ringoffnungsreaktionen mit Ammoniak zugénglich.
In einer analog gefiihrten Reaktion wurde 2 mit Ly-
sin, das sich wegen seiner e-terminalen Aminofunk-
tion als Modellverbindung anbot, umgesetzt. Die
stark ausgeprdagte Nucleophile der e-Aminogruppe
fuhrt bei 2 ebenfalls zu einer Ringéffnung unter Bei-
behaltung der Doppelbindung. Im Reaktionspro-
dukt 19 war NMR-spektroskopisch die eingetretene
Ringoffnung eindeutig nachzuweisen. Im *C-NMR-
Spektrum von 19 traten zwei Dubletts mit unter-
schiedlicher Lage bei 135,74 ppm und 124,84 ppm
fir die C-3- bzw. C-4-Atome auf (2: 134,11 ppm),
die fiir eine Aufhebung der bei 2 festgestellten Struk-
turdquivalenz sprachen. Entsprechend dazu lagen im
"H-NMR-Spektrum die Signale der olefinischen 3-H-
bzw. 4-H-Protonen nicht mehr als Singulett vor, son-
dern als Multiplett bei 5,83—6,26 ppm. Die fiir das
ringoffene 19 typischen zwei NH-Protonen der neu
entstandenen sekunddren Amidfunktionen wurden
als Multiplett bei 8,60—9,50 ppm beobachtet.

Oi—N_LO —h Lo 0
) W™ N=(CHy),~ CH-coon
Ry Ry H NH,
Ry Ry
2 CHs 19 CHs

HO 0 HO 0
5 20

HO OH HO OH

Die Umsetzung von 5 zu 20 erfolgte analog. Im
'H-NMR-Spektrum des Nucleosids 20 traten die ole-
finischen 3-H- bzw. 4-H-Protonen ebenfalls wie bei
19 nicht als Singulett, sondern als Quartett eines
Zweispinsystems des Typs AB bei 5,54—6,12 ppm
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mit einer Kopplungskonstante J; 4= 13,3 Hz auf, die
eine cis-Konfiguration anzeigte. Die durch Ring-
offnung bewirkte Ausbildung von zwei sekundiren
Amidfunktionen wurde durch Vorliegen eines Tri-
pletts bei 9,10 ppm (Jxu,cu,=5,1 Hz) sowie eines
Dubletts bei 9,62 ppm (Jyy.1' = 8,4 Hz) fiir die ent-
sprechenden NH-Protonen bewiesen. Ein nucleo-
philer Angriff der o-Aminogruppe konnte ausge-
schlossen werden, da andernfalls die sekundidren
Amidfunktionen mit zwei Dubletts fiir die NH-Pro-
tonen hétten auftreten miissen. Fiir die unverdnderte
a-Aminocarbonsduregruppe in 19 und 20 sprach
auBerdem der positive Ninhydrinnachweis.

CHy
0™ N0 Lysin (:|-1|3
HO -
0 0
NH N=(CH_),~ CH~COOH
HO  OH HO— -0 H NH,
1
HO OH
21

11 wurde mit 1,3 Aquivalenten Lysin zum ring-
offenen Nucleosid 21 umgesetzt. Im 'H-NMR-Spek-
trum von 21 waren die NH-Protonen der beiden
sekunddren Amidfunktionen als Multipletts bei

pH
10

8.5
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8,93—8.,96 ppm sowie 8,78—8.,82 ppm zu beobach-
ten. Die chemische Verschiebung des Singuletts der
3-H-Methylenprotonen trat wegen der Ring6ffnung
um ca. 0,35 ppm hochfeldverschoben gegentiber der
Ausgangsverbindung 11 bei 2,67 ppm auf. Aufgrund
des +M-Effekts der Phenyl- bzw. des +-I-Effekts
der Methylgruppe ist ein nucleophiler Angriff der e-
terminalen Aminogruppe des Lysins auf das elektro-
philere C-2-Carbonylkohlenstoffatom der Ausgangs-
verbindung 11 verstdndlich. Die positive Ninhydrin-
reaktion schlie3t eine Beteiligung der a-Aminogrup-
pe des Lysins an der Umsetzung aus.

Kinetische Untersuchung zur Aminolyse von N-
Methylmaleinimid (2) und Isoshowdomycin (5)
durch Lysin

Die durch Lysin bewirkte aminolytische Ringoff-
nung bei den Verbindungen 2 und 5§ wurde UV-spek-
troskopisch verfolgt. Der Umsatz beider Malein-
imidderivate wurde mit abnehmendem pH-Wert ex-
ponentiell kleiner, wobei das ribosidische Struktur-
analogon 5 bei gleichen pH-Werten schneller abge-
baut wurde. Bei pH 8,5 wurde der #,(-Wert graphisch
fur 2 mit 3 min und fir § mit 1,7 min ermittelt
(Abb. 1). Dieses Reaktionsverhalten steht im Ein-
klang mit Ergebnissen, die bei der Umsetzung von
3 mit verschiedenen Aminen bzw. Aminosduren
(auBer Lysin) gemessen wurden. Bei den verschiede-

Abb. 1. pH-Wert (1=0)-Zeit (1,7)-Diagramm der
durch Lysin bedingten Aminolyse von 2 und 5.
Dazu wurden jeweils 1 umol von 2 und 5 in 3 ml
Wasser geldst und mit 50 ul einer 2,5 mikromolaren
Lysinlosung versetzt, deren pH-Wert vorher durch
Zugabe von 6 mol/l HCl eingestellt wurde. Die Mes-
sung der fiir einen 10prozentigen Reaktionsumsatz
1o bendtigten Zeit erfolgte tiber die Extinktionsab-
nahme bei Raumtemperatur in einer Quarzkivette
bei m=313 nm. Zur Bestimmung des pH-Wertes

bei t= o0 wurde jeweils ein Parallelansatz vermessen.
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nen Aminokomponenten, die im zehnfachen Uber-
schuf3 zugesetzt wurden, lagen die t,,-Werte fiir
NEM 3 bei 1,3—100 min [27].

Der im Vergleich zu 2 um etwa 1,8fache schnellere
Abbau von 5 zeigt deutlich, da3 die Substitution der
Methylgruppe in 2 durch Ribose zu einer hdheren
aminolytischen Labilitdit des Lactamringes fiihrt.
Eine Ringo6ffnung durch hydrolytische Nebenreak-
tionen ist aufgrund der Ausbeute bei der préparati-
ven Umsetzung von 2 und 5 mit Lysin unter den
gewihlten Reaktionsbedingungen zu vernachléssi-
gen. Die grolere Labilitdt von 5 gegeniiber 2 zeigte
sich auch bei der hydrolytisch bedingten Ringoff-
nung im schwach sauren Milieu. Die #,-Werte lagen
fiir 5§ mit etwa 10 h und fiir 2 mit etwa 20 h im Ver-
gleich zur Aminolyse sehr hoch [19a].

Die Modellreaktionen mit GSH und Lysin zeigen
insgesamt, daf3 N-substituierte Maleinimide iiber
zweli bioselektive Molekiilzentren verfiigen:

(1) Die Doppelbindung als Ort fiir die Addition von
Thiolgruppen und

(2) die Lactambindung als Ort fiir nucleophile Ring-
offnungsreaktionen.

Dieses unterschiedliche Reaktionsverhalten ge-
geniiber verschiedenen funktionellen Gruppen kann
zu Wechselwirkungen mit spezifischen Aminosduren
bzw. Aminosdureseitenketten in Peptiden und Pro-
teinen genutzt werden. Die groBere Labilitdt des
Lactamringes nach Substitution des N-Methylrestes
durch Ribose zeigt beispielhaft, daB3 die Reaktivitét
N-substituierter Maleinimide gegeniiber aminolyti-
schen Umsetzungen modulierbar ist. Dartiber hinaus
ist durch Einfiihrung eines physiologischen N-Substi-
tuenten eine hohere Rezeptoraffinitdt induzierbar.
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Diese durch die vorstehenden Modelluntersuchun-
gen gestiitzten bioselektiven Eigenschaften erklaren
die Beobachtungen einer irreversiblen Hemmung
von Enzymen des Nucleotidstoffwechsels [8], wobei
sowohl eine Thioladdition als auch eine durch nu-
cleophilen Angriff bedingte Ringéffnung des Iso-
showdomycin (5) die Ursache sein kann. Entspre-
chende Untersuchungen mit N-substituierten Succin-
imiden (9, 11), die im Gegensatz zu den N-Malein-
imiden nur noch eine aminolytisch bedingte Ring-
offnungsreaktion zeigen, konnten kldren, wodurch
letztlich die in der Literatur [8] beschriebene irrever-
sible Enzymhemmung besteht. Die von Nicholls und
Orton berichteten Arbeiten iiber die durch Ring-
6ffnung eingeleitete Metabolisierung des Antiepilep-
tikums Methsuximid [29] stehen in Einklang mit den
Ergebnissen unserer Modelluntersuchungen mit den
N-substituierten Succinimiden 9 und 11.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen
dieser Arbeit, da3 vor allem N-substituierte Succimi-
de als potentielle Reagenzien zur Succinylierung
bzw. Glycosuccinylierung von Lysinseitenketten an-
gesehen und durch Variation der Substituenten auf
bestimmte Proteinmodifizierungen zugeschnitten
werden konnen.
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