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3,7-Dihydro-2-methyithiopyrrolo[ 2,3-d]pyrimidin-4-on (5b) reagiert mit Dimethylamin/Form-
aldehyd zur C-5-alkylierten Mannich-Base 5¢ und nicht wie 6a zur C-6-alkylierten Verbindung.
Die Unterschiede in der Substitutionsposition konnen auf den C-2-Substituenten zuriickgefithrt
werden. Die Mannich-Reaktion an 5b erdfinet den Zugang zu Modellverbindungen des Nucleosid
»Q“~Aglycons.

Aminomethylation of 3,7-Dihydropyrrolo{2,3-d|pyrimidines at C-5 — a Method for the Synthesis
of Aglycone Analogues of the Nucleoside ,,Q*

3,7-Dihydro-2-methylthiopyrrolo{ 2,3-d]pyrimidin-4-one (5b) reacts with dimethylamine/form-
aldehyde to form the Mannich base 5¢ with the new substituent at C-5. In contrast the analogous
reaction involving 6a yielded a base alkylated at C-6. The difference in the position of substitution
is attributable to the substituents at C-2. The Mannich reaction involving 5b represents a method
for the synthesis of aglycone analogues of nucleoside ,,Q*.

Das aus Transfer-Ribonucleinsduren (tRNA) isolierte Ribonucleosid ,,Q* (1a) %, das in einigen
tRNAs die erste Position im Anticodon einnimmt, wird sowohl in Mikroorganismen (E. coli) als
auch im Pflanzen- und Tierreich gefunden?, Neben 1a sind unlidngst auch O-Glycosid-Derivate
beschrieben worden, bei denen die 4”-Hydroxylgruppe der Seitenkette mit Mannose- oder Galac-
tose-Resten (1b) verkniipft ist ¥,

Biosyntheseuntersuchungen haben gezeigt, daB der 7-Desazachromophor dhnlich wie beim
Antibiotikum Toyocamycin aufgebaut® wird und daB das Aglycon im intakten Polynucleotid-
verband enzymatisch durch Guanin ersetzt werden kann®. Da dieser Austausch unter Erhaltung
des Polynucleotidverbandes erfolgt, sollte es mittels enzymatischer Reaktion mdglich sein,
Aglycon-Derivate mit variierten Aminoalkylseitenketten in tRNAs einzubauen. Durch diese
tRNA-Modifikation lieBe sich der EinfluB der C-5-Seitenketten auf die Codon-Anticodon-
Wechselwirkung zwischen mRNA und tRNA und ein regulatorischer Effekt des Aglycons inner-
halb der Proteinbiosynthese studieren.
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Wir berichteten kiirziich iiber die Mannich-Reaktion am Chromophor des Nucleosids
,Q%“®, die zur Einfiihrung derartiger Aminomethyl-Seitenketten in das 2-Amino-3,7-
dihydropyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-on-System benutzt werden sollte. Wie sich heraus-
stellte, erfolgt jedoch hier die Mannich-Reaktion nicht an C-5 sondern an C-6. In der
vorliegenden Arbeit beschreiben wir einen Weg, der die Aminomethylierung iiber eine
Zwischenstufe nach C-5 zu lenken vermag und damit strukturvariante Aglycone von
1a auf direktem Weg zuginglich macht.

Bei der Aminomethylierung von 6a mit Formaldehyd/Dimethylamin entsteht die
Mannich-Base 6b mit Aminoalkylrest an C-6%. Die Alkylierung des Pyrrolringes in
a-Stellung fiihrten wir bei 6a auf den 2-Substituenten zuriick, der mit seinem freien
Elektronenpaar das beim elektrophilen Angriff auf C-6 entstehende Kation zu stabili-
sieren vermag. Fehlt dem 2-Substituenten ein leicht bewegliches Elektronenpaar, so
sollte die Substitution an C-5 bevorzugt sein, wobei der Pyrrolstickstoff die Stabilisierung
des Kations iibernimmt.
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Wir wihlten daher als 2-Substituenten den Methylthiorest, da dieser ein Kation weniger
gut stabilisiert als die Aminogruppe und bei Bedarf leicht in diese umgewandelt werden
kann.

® F.Seela und U. Liipke, Chem. Ber. 110, 1462 (1977).
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Setzt man 2-Cyan-4,4-diethoxybuttersdure-ethylester (2) unter den Bedingungen der
Traube-Synthese mit Thioharnstoff um, so entsteht das Pyrimidin-Derivat 3a, das
entgegen den Angaben von Davoll ” bis 310°C nicht schmolz. Die in 64proz. Ausbeute
isolierte kristallisierte Substanz entspricht jedoch in Elementaranalyse, 'H- und !3C-
NMR der Konstitution 3a und 146t sich durch Dimethylsulfat in das Methylthioderivat
3b iiberfiihren. Verbindung 3b erleidet schon beim Umkristallisieren aus wisserig/
neutraler Losung RingschluB zum Pyrrolopyrimidin 5b, was seiner Isolierung in pré-
parativen Mengen im Wege steht. Der Ringschlull wird auch beim Schmelzen beobachtet,
wo sich die Substanz nach anfinglicher Verfliissigung wieder verfestigt, um dann erst
oberhalb von 300°C erneut zu schmelzen. Bei der praparativen Darstellung von 5b wurde
deshalb auf die Isolierung der Zwischenstufe 3b verzichtet und das Acetal durch Sdure-
zusatz direkt zu 5b cyclisiert.

Unterwirft man 5b der Mannich-Reaktion mit Dimethylamin als Base, so erhalt
man ein auf Kieselgel (0.25 M wisseriges Lithiumchlorid) langsam wanderndes Reak-
tionsprodukt, das nach Chromatographie am Kationenaustauscher, Triethylammonium-
bicarbonat (TBK)-Form,durch Gradientenelution (TBK/Wasser) in reiner Form isoliert
und kristallisiert werden kann. Seine basische Reaktion sowie das Fehlen eines Aromaten-
protons zeigt die Bildung einer pyrrolringsubstituierten Mannich-Base an. Die Stellung
des Dimethylaminomethyl-Restes, an C-5 oder C-6, war aus dem Protonenspektrum
nicht zu entnehmen.

Durch eine Arbeit von West® war bekannt, daB die Mannich-Reaktion mit 4a zur
Aminomethylierung an C-5 filhrt. Dies iibertrug er allgemein auf 3,7-Dihydropyrrolo-
[2,3-d]pyrimidine, was von uns nicht bestétigt werden konnte, da bei 6a die Amino-
methylierung an C-6 erfolgt. Die Alkylierung wird somit durch den 2-Substituenten
stark beeinfluBt.

Um die Alkylierungsposition beim Produkt der Mannich-Reaktion von 5b bestimmen
zu konnen, haben wir die Vorstufe 3a zum Pyrrolopyrimidin-Derivat Sa cyclisiert und
dieses mit Raney-Nickel in verdiinntem Ammoniak zu 4a entschwefelt.

Unter den von West angegebenen Reaktionsbedingungen konnten wir eine nur duflerst
unvollstindige Umsetzung von 4a zur Mannich-Base 4b beobachten, die auf die geringe
Loslichkeit von 4a im Reaktionsansatz zuriickzufithren ist. Wir haben daraufhin die
bei uns bewdhrten Bedingungen angewandt und konnten so eine fast vollstindige Um-
setzung erreichen. Die Kristallisation der noch verunreinigten Mannich-Base gelang
jedoch nicht. Erst nach Chromatographie am Kationenaustauscher (TBK-Form) und
Elution (TBK/Wasser) liel} sich 4b analysenrein in farblosen Nadeln erhalten.

Beim Vergleich der 'H-NMR-Spektren der Mannich-Basen S¢ und 4b (aus 5b und
4a) fiel auf, daB3 die Signale der Methylenprotonen um 3.7 ppm erschienen, wiahrend das
Methylensignal von 6b bei 3.30 ppm lag®. Auch liegt das Signal des Pyrrolprotons
von 5c nidher an dem von 4b, wihrend das von 6b zu hdherem Feld verschoben war.
Sicheren AufschluB iiber die Stellung der Aminomethylseitenkette in 5S¢ brachte der
Vergleich der '3C-Spektren der Mannich-Basen 4b, Sc¢ und 6b.

Bei der Zuordnung der Substituentenposition von C-5- bzw. C-6-substituierten
Pyrrolo[2,3-d]pyrimidinen zeigte sich, daB eine Alkylierung die '*C-Signale von C-5

7 J. Davoll, J. Chem. Soc. 1960, 131.
8 R. A. West, J. Org. Chem. 26, 4959 (1961).
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bzw. C-6 um ca. 10 ppm zu tieferem Feld verschiebt®. Bei der Mannich-Verbindung
6b lag das C-5-Signal bei 100.8 ppm und das C-6-Signal bei 127.7 ppm, bei 6a hingegen
bei 101.6 (C-5) und bei 116.6 ppm (C-6). Die Mannich-Base 5S¢ wies jedoch Signale bei
113.0(C-5) und 117.6 ppm (C-6) auf, wihrend die der Stammverbindung 5b bei 101.9
(C-5) und 119.2 (C-6) lagen. Entsprechende Verschiecbungen wie 5b/5¢ zeigen auch die
13C-Spektren von 4a und 4b. Hier war das C-5-Signal von 102.0 ppm (4a) nach 115.1 ppm
verschoben, wihrend die C-6-Signale mit 119.9 ppm fiir 4a und 118.9 ppm fiir 4b weit-
gehend unveridndert blieben. Die chemischen Verschiebungen von 5S¢ entsprechen damit
denen der C-5-substituierten Mannich-Base 4b und sind von denen der C-6-substituierten
Verbindung 6b deutlich verschieden. Damit ist gezeigt, daB die Aminomethylierung
der Methylthioverbindung 5b an C-5 erfolgt.

Die Ergebnisse legen den Schluf nahe, daB 3,7-Dihydropyrrolo[2,3-d]pyrimidine
immer dann an C-5 aminomethyliert werden, wenn ein 2-Substituent mit stark elektronen-
liefernden Eigenschaften fehlt.

Nach Zuordnung der Alkylierungsposition mit Hilfe der **C-NMR-Spektroskopie
fiel beim Vergleich der *H-NMR-Spektren von 4b, 5S¢ und 6b auf, daB die Lage der
benzylischen Protonen ein empfindlicher Indikator fiir die Substituentenstellung im
Pyrrolo[2,3-d ]pyrimidin-System ist. Ein Methylensignal um 3.70 ppm deutet auf 5-Sub-
stitution, ein solches um 3.30 ppm auf 6-Substitution hin. Letztere Methode der Zuordnung
empfiehlt sich immer dann, wenn aus Substanzmangel keine !*C-NMR-Spektren auf-
genommen werden konnen.

Die milden Bedingungen der Mannich-Reaktion eriibrigen die Einfilhrung von
Schutzgruppen bei der Darstellung von Aglycon-Derivaten des Typs 1. Die Reaktion
vermeidet damit Umwege, die bei der Funktionalisierung einer 5-Methylgruppe aus
der leichten elektrophilen Angreifbarkeit an C-6 resultieren !®. Da sich dariiber hinaus
S5b-Derivate in hoher Ausbeute am Pyrrolstickstoff ribosidieren lassen und im Gegen-
satz zu den 2-Aminoverbindungen vom Typ 6a die Ribosidierung im Pyrimidinring
weitgehend unterbleibt, ist die Verwendung von 2-Methylthio-3,7-dihydropyrrolo-
[2,3-d]pyrimidinen fiir Aglycon- und Nucleosid-Synthesen vom Typ 1 giinstig. Durch
nucleophilen Austausch des 2-Substituenten (Acetamid/Natriumhydrid) lassen sich, wie
bei der Synthese von 1a gezeigt wurde,die Methylthio-Derivate dann zu den entsprechen-

den Aminoverbindungen umsetzen !°-11),

Friaulein D. Hasselmann danke ich fiir geschickte Mitarbeit bei den Experimenten, Herrn
B. Seeger fir die Aufnahme der NMR-Spektren. Die Arbeit wurde aus Mitteln der Deutschen
Forschungsgemeinschaft und des Fonds der Chemischen Industrie finanziell gefordert.

Experimenteller Teil

Schmelzpunkte: SMP 20 Schmelzpunkigerit (Biichi, Schweiz), nicht korrigiert. Elementar-
analysen: Mikroanalytisches Labor Beller, Gottingen. 'H-NMR-Spektren: Bruker HX 60-
Spektrometer; '*C-NMR-Spektren: Bruker WH 270-Spektrometer (Tetramethylsilan als innerer
Standard). UV-Spektren: Zeiss PMQ 3- bzw. Shimadzu UV-200-Spektrometer.

9 U. Lipke und F.Seela, Z. Naturforsch., Teil B 32, 958 (1977).

10 T. Ohgi, T Kondo und T. Goto, Tetrahedron Lett. 1977, 4051.

1D 1, B. Townsend, R.L.Tolman, R.K.Robins und G. H. Milne, Heterocycl. Chem. 13, 1363
(1976).
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Chromatographie: Zur Siaulenchromatographie wurde Ionenaustauscher Dowex 50 WX 8
(Triethylammoniumhydrogencarbonat-Form) und ein LKB-Fraktionensammler mit Uvicord II
benutzt. Die Diinnschichtelektrophorese wurde in einer DE-Doppelkammer (Desaga, Heidelberg)
ausgefiihrt. Analytische Diinnschichtchromatographie wurde an Kieselgel-Diinnschichtplatten
F-254 (Woelm, Eschwege) ausgefiihrt; als Substanznachweis diente die UV,44-Absorption.

Als Laufmittelsysteme (LS) fiir die Diinnschichtchromatographie wurden LS I (0.25 M wisseriges
Lithiumchlorid) und zur Diinnschichtelektrophorese LS II (0.1 M Natriumcitratpuffer, pH 6.5)
benutzt.

6- Amino-5-( 2,2-diethoxyethyl)-2-mercaptopyrimidin-4-ol (3a): 0.8 g (34.8 mmol) Natrium werden
in 55ml absol. Ethanol eingetragen und die Losung mit 2.6 g (34.2 mmol) Thioharnstoff und
6.9 g (30.1 mmol) 2-Cyan-4,4-diethoxybuttersidure-ethylester (2)® versetzt. Man kocht 3 h unter
Riickfluf3, dampft ab, nimmt in wenig Wasser auf und kristallisiert das Reaktionsprodukt durch
Zusatz von 1.6g Eisessig aus. Das gelbliche Rohprodukt wird aus Ethanol umkristallisiert.
5.0 g (64%) farblose Pléttchen, die bis 310°C nicht schmelzen. DC (Kieselgel, LS I): Ry = 0.44.

UV (MeOH): A, 242, 288 nm (¢ = 7000, 19200). — 'H-NMR ([D(]DMSO): & = 1.07 (t,
2 Acetal-CH;, J = 7 Hz), 243 (d, CH,, J = 6 Hz), 3.42 (q, CH,O, J = 7 Hz), 345 (q, CH,O0,
J = 7Hz), 448 (t, CH, J = 6 Hz), 6.03 (s, 1H, breit), 11.82 (2H, breit). — '*C-NMR ([D4]DMSO):
& = 15.25 (CH3), 27.98 (CH,), 61.67 (OCH,), 85.77 (C-5), 101.84 (CH), 151.90 (C-6), 161.72 (C-4),
172.94 (C-2).

CioH7N3058 (259.3) Ber. C 4631 H6.61 N 1620 S 12.36
Gef. C46.41 H6.59 N 1624 S 1236

6-Amino-5-( 2,2-diethoxyethyl)-2-methylthiopyrimidin-4-ol (3b): 6.0 g (23.2 mmol) 3a in 27.8 ml
(27.8 mmol) 1 N NaOH werden bei Raumtemp. mit 2.65 ml (27.7 mmol) Dimethylsulfat versetzt und
1h geriihrt, wobei 3b ausféllt. Man filtriert ab und trocknet: 5.6 g (88%) farblose Kristalle vom
Schmp. 123 —125°C*). Die Substanz wandert im DC (LS I) mit Ry = 0.29 einheitlich, wandelt
sich jedoch beim Umkristallisieren teilweise in 5b um.

UV (MeOH): A, 218, 282 nm (¢ = 20400, 9400). — 'H-NMR ([D¢]DMSO): 6 = 1.10 (1,
2 Acetal-CH;, J = 7 Hz), um 2.4 (m, CH,), 2.43 (s, SCH;), 347 (q, 2 CH,0, J = 7 Hz), 4.55 (t,
CH, J = 6 Hz), 6.07 (NH,). — '3C-NMR ([D¢]DMSO): & = 12.36 (SCH3), 15.28 (CH3), 28.56
(CH,), 61.33 (OCH,), 88.98 (C-5), 102.06 (CH), 158.72 (C-6), 161.06 (C-4), 163.26 (C-2).

C,1H;4N;05S (2734) Ber. C48.33 H 7.01 N 1537 S11.73
Gef. C4829 H 698 N 1527 S11.93

3,7-Dihydro-2-methylthiopyrrolof 2,3-d] pyrimidin-4-on (5b): 2.0 g (7.3 mmol) 3b werden in 55 ml
(11.0 mmol) 0.2 N HCI suspendiert und 24 h bei Raumtemp. geriihrt. Man saugt ab, 18st in heilem,
verd. Ammoniak und kristallisiert das Reaktionsprodukt durch Zusatz von Eisessig (bis pH 7)
aus. 1.08 g (81%) farblose Kristalle vom Schmp. 265 —267°C. DC (LSI): Rg = 0.58.

UV (MeOH): A, 218, 270 nm (e = 18400, 12400). — 'H-NMR ([D4]DMSO): & = 2.53
(s, CH;S), 6.37 (d, 5-H, J = 4 Hz), 6.88 (d, 6-H, J = 4 Hz), 11.75 und 12.05 (NH, breit). — '*C-
NMR ([D¢]DMSO): 8§ = 12.76 (CH,S), 101.93 (C-5), 104.20 (C-9), 119.22 (C-6), 148.30 (C-8),
154.26 (C-2), 158.85 (C-4).

C,H,N;OS (181.2) Ber. C46.39 H 3.89 N 23.19 S 17.69
Gef. C46.52 H 393 N 23.19 S17.72

3,7-Dihydro-2-mercaptopyrrolof 2,3-d | pyrimidin-4-on (5a): 2.0 g (7.7 mmol) 3a werden in 100 mi
0.2~ HCI suspendiert und 12h bei Raumtemp. geriihrt. Man saugt ab und kristallisiert aus
Methanol/Wasser um. 1.2 g (94%) farblose Nadeln, die bis 345°C nicht schmelzen. DC (LSI):
Rg = 0.82.

*) Substanz verfestigt sich bei héherer Temperatur.
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UV (McOH): Ay, 241, 300nm (¢ = 8600, 20500). — 'H-NMR ([D¢]DMSO): § = 6.32 (d,
5-H, J = 35Hz), 6.71 (d, 6-H, J = 3.5Hz), um 11.5 (SH und OH, breit). — *C-NMR ([Ds]-
DMSO): § = 101.97 (C-9), 102.50 (C-5), 117.94 (C-6), 138.06 (C-8), 157.28 (C-4), 171.42 (C-2).

CeHsN,0S (167.2) Ber. C43.10 H 3.01 N25.13 S 19.17
Gef. C 4322 H3.07 N 2507 S 19.09

3,7-Dihydropyrrolof 2,3-d ] pyrimidin-4-on (4a): 1.0g (6.0 mmol) 5a in 125 ml Wasser werden
mit 5 ml Raney-Nickel und 8 ml konz. Ammoniak versetzt und 3h unter RiickfluB gekocht.
Man filtriert den Katalysator ab, dampft ein und kristallisiert aus Wasser um. 690 mg (81%)
blafirosafarbene Nadeln vom Schmp. um 345°C (Zers.) (Lit. 7 340 —345°C). DC (LSI): Rg = 0.68.

UV (MeOH): Apy, 260 nm (e = 10200). — 'H-NMR ([Ds]DMSO): 8 = 642 (m, 5-H),
7.00 (m, 6-H), 7.82 (s, 2-H), 11.6 (2H, breit). — '*C-NMR ([D4]DMSO): § = 101.96 (C-5), 107.67
(C-9), 119.87 (C-6), 143.16 (C-2), 148.09 (C-8), 158.49 (C-4).

C¢H N;O (135.1) Ber. C53.33 H3.73 N31.10 Gef. C53.05 H 3.75 N 31.25

3,7-Dihydro-5-dimethylaminomethyl-2-methylthiopyrrolof 2, 3-d [pyrimidin-4-on (5¢): In eine Lo-
sung von 196 mg (4.3 mmol, 550 pl) 40proz. wésserigem Dimethylamin und 630 mg (10.5 mmol,
600 pl) Eisessig werden 132 mg (4.4 mmol, 350 pul) 3Sproz. Formaldehydlosung und 792 mg
(4.4 mmol) Sb eingetragen und mit 1 ml Wasser versetzt. Die Suspension wird 1h unter Riihren
im Olbad bei 110°C gehalten und erneut 86 mg (1.9 mmol, 218 pl) wisseriges Dimethylamin
und 126 mg (4.2 mmol, 330 pl) wisseriger Formaldehyd zugesetzt. Nach 10h Aufbewahren bei
Raumtemp. verdiinnt man mit dem gieichen Volumen Wasser, stellt mit Ammoniak pH 7.0 ein,
dampft ab, nimmt mit 750 ml Wasser auf und adsorbiert das Reaktionsprodukt an einer 18 x 2.5-cm-
Tonenaustauschersiule (Dowex 50 WX 8, TBK-Form). Wasser eluiert unumgesetztes Ausgangs-
material, die Mannich-Base wird durch Gradientenelution (1000 ml TBK-Puffer/1000 ml Wasser)
eluiert. Das Eluat wird eingedampft, Triethylamin durch Nachdampfen mit Wasser entfernt, der
Riickstand in Ethanol mit Aktivkohle entfirbt, die Losung filtriert und eingedampft. Nach An-
16sen in wenig Ethanol kristallisiert man dic Substanz nach Zusatz von Wasser aus. 832 mg
(80%) farblose Nadeln, die bis 300°C nicht schmolzen. DC (LSI): Rg = 0.3; DE (0.1 M Natrium-
citrat, pH 6.5); Rg = (—) 1.9 relativ zu 4b.

UV (MeOH): Apax 223, 276 nm (g = 17600, 12500). — ‘H-NMR ([D¢]DMSO): & = 2.28
(s, 2 CH;N), 2.48 (s, CH;S), 3.70 (s, CH,), 6.80 (s, 6-H), 11.5 (NH, breit). — *C-NMR ([Ds]-
DMSO): 6 = 13.02 (CH,S), 43.65 (CH;3N), 53.62 (CH,N), 102.83 (C-9), 113.00 (C-5), 117.60
(C-6), 149.66 (C-8), 157.36 (C-2), 161.70 (C-4).

C,oH{,N,OS (238.6) Ber. C 5033 H 592 N 23.60 S 1346
Gef. C50.35 H 599 N 2326 S13.19

3,7-Dihydro-5-(dimethylaminomethyl) pyrrolof 2,3-d Jpyrimidin-4-on (4b): Aus 300 mg (2.22mmol)
4a, 356 mg (400 pl, 3.2 mmol) 40proz. wisserigem Dimethylamin, 330 mg (300 pl, 5.2 mmol)
Eisessig und 2.0 g (1.85 ml, 23.3 mmol) 35 proz. Formaldehydlosung erhilt man nach 14 h Riihren
bei 80°C ein brdunliches Reaktionsprodukt, das wie 5¢ chromatographiert und aufgearbeitet
wird. Die Substanz kristallisiert aus Methanol beim Einengen aus. 192 mg (45%) farblose Nadeln,
die bis 350°C nicht schmelzen. DC (LSI): R = 0.42; DE (0.1 M Natriumcitrat, pH 6.5); Rg =
(—) 7.0 relativ zu 4a.

UV (MeOH): A,y 262nm (¢ = 8700). — 'H-NMR ([Ds]DMSO): & = 1.18 (s, 2 CHj;), 3.65
(s, CH,), 6.87 (s, 6-H), 7.78 (s, 2-H), um 11.6 (2 H, breit). — >*C-NMR ([D]DMSO): § = 44.38
(CH,N), 53.55 (CH,N), 106.63 (C-9), 115.08 (C-5), 118.85 (C-6), 143.12 (C-2), 147.77 (C-8), 158.87
(C-4). CoH,,;N,O (192.2) Ber. C56.24 H 629 N 29.15 Gef. C 5621 H 6.29 N 29.03
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