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34. Protonierung von Amino- und Hydroxypyrimidinen
NMR-Spektren und Strukturen der Mono- und Dikationen?)

von R.Wagner und W, von Philipsborn
Organisch-Chemisches Institut der Universitdt Zirich, Ramistrasse 76, CH-8001 Ziirich

(13. 1. 70)

Summary. Proton-NMR. spectra of amino- and hydroxypyrimidines including biologically
important bases have been measured in four solvents: CF;COOH, CFgCOOH-S0,, FSO;H and
FSO;H-SbF;—S0, at 27° and —55°C. In CF,COOH mono-cations are formed, whereasin FSO,H
and FSOsH-SbF;—S0, double protonation occurs. In each case the structures of the proton-
ated species are derived from the chemical shifts of CH, NH and OH protons and proton-proton
spin coupling constants. A combination of the measurements described leads to a complete assign-
ment of all proton resonances of the protonated pyrimidines. This approach is also recommended
for the structural determination of heterocyclic compounds.

In fritheren Mitteilungen [1] [2] wurde iiber Protonenresonanzspektren von Pteri-
dinen, insbesondere Derivaten des 2-Amino-4-oxo0-3,4-dihydropteridins berichtet. Die

1) Protonenresonanzspektren von Pteridinen, VII.Mitteilung VI vgl [1].
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hierbei verwendeten Loésungsmittel Trifluoressigsdure und Fluorsulfonsdure fiihren
zur Ausbildung verschieden protonierter Spezies, deren Strukturen aus spektroskopi-
schen Daten abgeleitet wurden. Diese Ergebnisse sowie die Ausdehnung der Protonie-
rungsstudien auf Purine lassen eine genauere Kenntnis des Verhaltens entsprechend
substituierter Pyrimidine wiinschenswert erscheinen. Hierbei miissen vor allem die
vielfachen Tautomeriemoglichkeiten der Kationen von Amino- und Hydroxyderiva-
ten berticksichtigt werden. Protonenresonanzspektren von Pyrimidinen in sauren Me-
dien sind bereits von verschiedenen Autoren [3] beschrieben worden, ohne dass das
Ausmass der Protonierung, insbesondere in stark saurer Losung in den einzelnen Fil-
len genauer studiert wurde. Nicht-wissrige Sduren bieten den Vorteil, dass die Spek-
tren auch bei tieferen Temperaturen aufgenommen werden kénnen. Hierdurch gelingt
bei langsamem Austausch von NH- und OH-Protonen ihre vollstindige Zuordnung
und damit eine Festlegung der Protonierungsstufe und der tautomeren Struktur. Das
im folgenden beschriebene Verfahren der Messung in mehreren Losungsmitteln und
bei verschiedenen Temperaturen erweitert die Anwendbarkeit der Protonenresonanz-
Spektroskopie zur Strukturaufklarung heterocyclischer Verbindungen. Die Verwen-
dung von Fluorsulfonsidure erlaubt ferner, in konventionellen Lésungsklarung schwer-
lésliche Substanzen zu vermessen.

In der vorliegenden Arbeit werden die Protonenresonanzspektren der sieben Pyr-
imidine 1-7 behandelt, welche in den Lgsungsmitteln CF;COOH, CF,COOH-SO,,
FSO,H und FSOH-SbF,~S0, bei + 27° und — 55°C gemessen wurden.

)O
Nﬁ?ﬂ Nyj“ JN HN
N \
N HzNJ\\J 07N N
H
1 2 4
/0 NH,
l-f'\l JN HN
0NN 07N HZNJ*N
H H
5 6 7
(URACIL) (CYTOSIN) (1SOCYTOSIN)

Die hier aufgefithrten Formeln fiir die Neutralmolekeln kénnen auf Grund der bis-
herigen Studien?) iiber die Tautomerie substituierter Pyrimidine als die vorherr-
schenden tautomeren Strukturen betrachtet werden.

1. Pyrimidin (1), Die Spektren des Grundkérpers in den vier Lésungsmitteln sind
in Fig.la-f abgebildet. In CF,COOH erscheinen nur die Signale der vier Vinylproto-

2) Vgl hierzu etwa [4] [5].
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Fig.1. NMR-Spektren von Pyrimidin (1) in a) CF;COOH, 27°, b) FSO3H, 27°; ¢) FSO,H, — 55°;

d), e), f) FSO;H-SbF,—S0,, NH-Region bei 27°, — 55° baw. —70°.

Fiir alle untereinander gezeichneten Spektren gilt die gleiche Skala, falls nicht anders angegeben.
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nen als Triplett mit Feinstruktur bei 8,34 ppm (H-C(5)), Dublett bei 9,51 ppm
(H-C(4) und H-C(6)) und Singulett bei 9,83 ppm (H-C(2)). Ausser der vicinalen Spin-
kopplung [, 5= Js¢= 56 Hz tritt nur die para-Kopplung J,; = 1,1 Hz auf. Dies
steht im Einklang mit den Befunden am unprotonierten Pyrimidin [6], bei welchem
stets 2] .00 = *Jmera gefunden wurde. Die vicinale Kopplung 2, ist in saurer Lo-
sung, wie zu erwarten [7], grosser als bei der Neutralmolekel (3] = 4,8 — 5,2 Hz). In
CF,COOH-S0,-Lésung bei —55° werden die gleichen Signale beobachtet. Auch in
diesem Loésungsmittel werden keine NH-Resonanzen gefunden. Die bei Zimmertem-
peratur beobachteten chemischen Verschiebungen der Vinylprotonen sind denjenigen
in CF;COOH-L6sung sehr dhnlich.

In FSO,H bleibt der Charakter des Spektrums erhalten, alle drei Signale sind je-
doch stark nach tieferem Feld verschoben. Beriicksichtigt man den durch den Wech-
sel des Losungsmittels und des Standards hervorgerufenen Effekt AEE%&)H =
-+ 0,27 ppm [1], so betragen die Verschiebungen der Vinylprotonen -+ 0,67 ppm fiir
H-C(5), + 0,30 ppm fiir H-C(4) bzw. H-C(6) und + 0,37 ppm fiir H-C(2). Gleichzeitig
steigt die vicinale Kopplungskonstante J, ;= J;4 auf 6,2 Hz an. Diese Befunde zei-
gen, dass in FSO,H eine weitere Protonierung stattfindet. Bei —55° dndert sich das
Spektrum, und es werden drei Triplette fiir die Vinylprotonen beobachtet. Zusitzlich
erscheint ein breites Signal bei 14,15 ppm (2H), welches zwei NH-Protonen zugeord-
net werden muss. Die zusitzliche Aufspaltung der Vinylsignale kommt, wie sich aus
Doppelresonanzmessungen ergibt, durch Spinkopplung der NH-Protonen mit den
vicinalen CH-Protonen zustande: [, 4 = J3, = 6,5 Hz, J;, = Jo3 = 5,1 Hz. Die Er-
niedrigung der Messtemperatur bewirkt in FSO4H eine geringfiigige Verschiebung der
Pyrimidinsignale nach hoherem Feld (siehe Tab. 1), wihrend das Lésungsmittelsignal
sich nach tieferem Feld verschiebt.

Eine erneute Verdnderung des Spektrums beobachtet man in FSO;H-SbF-SO,,
indem in diesem Losungsmittel die NH-Absorption durch *N-*H-Kopplung in ein
Triplett mit 1] = 72 Hz aufgespalten ist. Diese Aufspaltung ist stark temperaturab-
hingig und verschwindet bei Temperaturen unterhalb —65° (Fig.1, d—f). Dies steht
im Einklang mit der Theorie [8], nach welcher bei tieferen Temperaturen die Quadru-
polrelaxationszeit des 14N-Kerns kleiner wird, was zu wirksamerer Quadrupolrelaxa-
tion und Aufhebung der 1“N, H-Kopplung fiihrt. In den Vinylresonanzen treten keine
Verinderungen gegeniiber FSO4H auf, sie werden jedoch, je nach Messtemperatur,
teilweise durch das Lésungsmittelsignal verdeckt.

Das Spektrum von Pyrimidin in CF,COOH zeigt die gleiche chemische Verschie-
bung fiir H-C(4) und H-C(6). Dies kann bedeuten, dass die Verbindung monoproto-
niert vorliegt und ein rascher Protonenaustausch zwischen den Positionen N(1) und

N(3) stattfindet, oder dass das N(1), N(3)-Dikation gebildet worden ist. Die Verschie-
bungen der Vinylsignale und das Ansteigen der vicinalen Kopplungskonstante [, ; =

HN ,/] N /j cracood N /j] FsoH HN /j
K N K N K N K N
H

H
++

1 1 1
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Js,6 beim Ubergang von CF3COOH zu FSOH weisen jedoch darauf hin, dass hierbei
ein weiteres Proton aufgenommen wird. In FSO;H bei — 55° erscheinen zwei NH-Pro-
tonen, d.h. in diesem Lésungsmittel muss Diprotonierung erfolgen.

In CF,COOH liegt deshalb praktisch nur das Monokation (1+) vor. Dies lassen
auch die pKa-Werte fiir die erste und zweite Protonierung des Pyrimidins erwarten
{pKa; = 1,31 [9], pKa, = — 6,3 [4]), wenn man sie mit demjenigen der Trifluoressig-
sdure (pKa = 0,50 [10]) vergleicht. Ferner wird das 1-Methyl-2-aminopyrimidinium-
Ion (8+) in CF;COOH nicht protoniert (s.u.), wodurch obige Schlussfolgerung besti-
tigt wird. Beim Ubergang von FSO,H zu FSO,H-SbF;-SO, dndert sich der Protonie-
rungszustand von 1 nicht.

2. 2-Aminopyrimidin (2). 2-Aminopyrimidin liegt auf Grund spektroskopischer
Untersuchungen {6a] [11] in der symmetrischen Aminoform 2 vor. Die NMR.-Spek-
tren in saurer Losung (Fig.2a-b) dhneln sehr stark denjenigen des Pyrimidins. In
CF,COOH und CF,COOH-SO0, tritt ein 4,X-System fiir die drei Vinylprotonen auf.
Zusitzlich erscheint eine breite Resonanz bei 8,05 ppm (2H), welche sich bei —55° zu
einem Singulett verschirft. Die chemische Verschiebung entspricht den NH,-Proto-
nen eines Amidinium-Kations und folgt der von uns frither beschriebenen Korrelation

4

N
3 5
2 6
H 1
N N
a)
H4, HE NH2
H1,H3 H5
b)
13 1" 9 7 ppm

Fig.2. NMR.-Spektren von 2-Aminopyrimidin (2):1'7; a) CF,COOH, 27°; b) FSO,H, —55°
20
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zwischen pKa-Wert und §(NH,) [1]. Die Protonierung erfolgt demnach, wie zu erwar-
ten, am Ring. Die Aquivalenz der NH,-Protonen, auch bei tiefer Temperatur, sowie
das Auftreten eines 4,X-Systems fiir die drei Vinylprotonen kann, wie bei 1 beschrie-
ben, durch ein Monokation mit raschem Protonenaustausch oder ein N(1), N(3)-Di-
kation erklirt werden. Die folgenden Experimente entscheiden eindeutig zugunsten
des Monokations. Das Spektrum von 1-Methyl-2-amino-pyrimidiniumchlorid (8+)
wurde in D,0, CF,COOH und FSO;H gemessen und ein Vergleich der chemischen
Verschiebungen der Vinylprotonen und der vicinalen Kopplungskonstanten mit den-
jenigen von 2 vorgenommen (Tab.2). Hierbei fillt auf, dass beim Ubergang von D,0
nach CF,COOH bei 2 eine Verschiebung der Vinylsignale um + 0,15 ppm nach fieferem
Feld, bei 8+ jedoch um — 0,25 bis — 0,29 ppm nach héherem Feld erfolgt. Der Lisungs-
mitteleffekt 4578 °" — die verschiedene Tetramethylsilan-Standardisierung einge-
schlossen — betrigt —0,30 ppm. Hieraus muss der Schluss gezogen werden, dass das
Methylpyrimidinium-Ion 8+ in CF,COOH nicht protoniert wird. Die den Stickstoff-
atomen benachbarten Vinylprotonen an C(4) und C(6) weisen sowohl in D,O als auch
in CF,COOH verschiedene chemische Verschiebungen auf. Die Differenz betrigt je-
doch in beiden Fillen 46 = §(H-C(6)) — 6(H-C(4)) = (0,42 4 0,01) ppm. Auch hier-
aus ergibt sich, dass keine Protonierung in CF;COOH erfolgt. In CF,COOH liegen bei
8+ die chemischen Verschiebungen von H-C(6) bei 8,93 ppm und von H-C(4) bei 8,52
ppm. Falls 2-Aminopyrimidin (2) im gleichen Losungsmittel als Monokation vorliegt,
in welchem das Proton zwischen N(1) und N(3) rasch ausgetauscht wird, ist zu erwar-
ten, dass die beobachtete, gemittelte chemische Verschiebung von H-C(4) und H-C(6)
etwa dem Mittelwert der Verschiebungen der entsprechenden Protonen in dem Me-
thylpyrimidinium-Ion 8+ entspricht. Die fiir 2 gefundene Verschiebung (8,74 ppm) ist
mit der gemittelten Verschiebung in 8+ (8,72 ppm) zu vergleichen und bestitigt die
Monokation-Struktur fiir 2-Aminopyrimidin in CF;COOH. In FSO;H (27°) zeigt 2-
Aminopyrimidin gleichfalls ein symmetrisches Spektrum mit zwei Vinylresonanzen
und einem Singulett fiir die Aminogruppe. Zusitzlich erscheinen jetzt zwei dquiva-
lente NH-Protonen bei 12,1 ppm. Die Triplettstruktur der Protonen an C(4) bzw. C(6)
zeigt zwei Spinkopplungen mit H-C(5) und H-N(1) bzw. H-N(3). Bei — 55° lasst sich
die Kopplung mit den NH-Protonen auch in deren scharfem Dublettsignal nachwei-

|'|j“\+ . N cFcoon N Fsogh HNJ
HNT Sy HzNJ\gj HZNJ\N HZNJ\,Q
H H
2+ 2 2++
KEINE CFycoon N Fsogh HNY
PROTONIERUNG —_—
HAT SN HNT XY
[
CH, CH,3

8+ 8++



308 HEeLvETICA CHIMICA AcTA — Vol. 53, Fasc. 2 (1970) — Nr. 34

sen, 2-Aminopyrimidin liegt also in FSO,H als Dikation 2++ vor, und der Austausch
der NH-Protonen ist gegeniiber dem Monokation 2+ in CFqCOOH wesentlich verlang-
samt. Das Methylpyrimidinium-Ion 8+ nimmt in FSOzH ein Proton auf und geht in
die dem Dikation 2++ analoge Spezies 8++ tiber. Dieses kommt deutlich in den sehr
dhnlichen chemischen Verschiebungen von H-C(4) und H-C(6) in 8+ sowie beim Ver-
gleich dieser Werte mit den entsprechenden von 2++ zum Ausdruck (Tab.2). In
FSO,H-SbF;-S0, erfolgt keine wesentliche Anderung im Charakter des Spektrums
von 2.

Die stufenweise Protonierung des 2-Aminopyrimidins 2 dussert sich auch in den
Kopplungskonstanten der vicinalen Vinylprotonen (Tab.2). Hierzu vergleichen wir
23] = J45+ Js ¢ in den verschiedenen Protonierungszustinden von 2 und 8+ Wah-

I
puiy

‘J\J |
¢)

T T T T T —r

10 8 6 ppm

Fig.3. NMR.-Spektven von 2-Hydvoxypyvimidin (3} in a) CF,COOH, 27°; b) CF,COOH-SO,,
—55°; ¢), d) CF,COOH-S0, bei — 57° bzw. — 60°, H-C(4,6); ¢) FSO,H, — 55°

D] d)
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rend fiir 2 in DO 10,2 Hz gefunden wird, erhéht sich 2 3] bei Monoprotonierung auf
11,0 Hz und im Dikation auf 12,0 Hz. Das Methylpyrimidinium-Ion 8+ zeigt hingegen
in D,O und CF,COOH den gleichen Wert (11,5 Hz), welcher bei der Protonierung zum
Dikation auf 12,8 Hz ansteigt. In beiden Verbindungen nimmt somit 2 3] bei der Auf-
nahme eines Protons um ca. 1 Hz zu.

3. 2-Hydroxypyrimidin (3). Aus Infrarot- und UV.-Studien [12] sowie Kernreso-
nanzmessungen [6a] von 2-Hydroxypyrimidin (3) ist bekannt, dass diese Verbindung
bevorzugt in der tautomeren 2-Oxo-1, 2-dihydropyrimidinform vorliegt. Das NMR.-
Spektrum in Dimethylsulfoxid weist nur zwei Vinylresonanzen auf, woraus der
Schluss gezogen wurde [6a], dass die beiden tautomeren Amidformen einem hinsicht-
lich der NMR.-Zeitskala raschen Protonenaustausch unterliegen. Aus IR.- und Raman-
Spektren des Hydrochlorids wurde ferner die Protonierung am Stickstoff im Sinne
von 3+ abgeleitet [12g].

Die NMR.-Spektren von 3 in saurem Medium sind in Fig.3a—e zusammengefasst.
Wie bei 2 beschrieben, wird auch hier in CF,COOH ein 4,X-System fiir die drei Vinyl-
protonen beobachtet. In CF;COOH-SO, bei — 55° erscheint zusétzlich ein breites,
zwei Protonen entsprechendes Signal bei 12,35 ppm unter gleichzeitiger Verbreiterung
der Dublettresonanz der Protonen an C(4) und C(6). Die Aquivalenz der Vinyl- und
der NH-Protonen ldsst sich gut mit einer monokationischen Struktur 3+ vereinbaren,
deren gleichwertige mesomeren Grenzstrukturen die Symmetrie des Spektrums er-
kliren. Eine hohere Protonierungsstufe ist unwahrscheinlich, wenn man den pKa-
Wert von 3 (2,24 [13]) mit demjenigen von 2-Aminopyrimidin 2 vergleicht (3,54 [9]),
welches erwiesenermassen nur monoprotoniert wird.

3 HJN\‘ CF3COO0H JN FSO4H 3+ a
0 0~ N
H
3 |
3+0 N HL 3++p
Hoj\g, HO X
H H

Eine Protonierung am Sauerstoff im Sinne von 3+0O kann ausgeschlossen werden.
Das Spektrum von 3 in CF;COOH-SO, bei — 55° zeigt eine stark temperaturabhin-
gige Linienverbreiterung (Fig. 3b-d) des H-C(4, 6)-Signals bei 9,00 ppm, welche durch
Doppelresonanz (Einstrahlung bei 12,35 ppm) als Spinkopplung identifiziert wurde.
Bei raschem Austausch des Protons an N(1) bzw. N(3) und des OH-Protons in 3+O
konnte zwar die gleiche chemische Verschiebung fiir H-C(4) und B-C(6), aber keine
Spinkopplung dieser Protonen mit benachbarten NH-Protonen erwartet werden. Bei
langsamem Austausch hingegen ist diese Spinkopplung verstindlich, es miissten aber
gleichzeitig verschiedene chemische Verschiebungen fiir H-C(4) und H-C(6) sowie fiir
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NH- und OH-Protonen auftreten. Die gleiche chemische Verschiebung von H~C(4)
und H-C(6) sowie die beobachtete Spinkopplung mit den NH-Protonen sprechen so-
mit eindeutig fiir die Monokation-Struktur 3+.

Das Spektrum von 3 in FSO4H zeigt die gleichen Signale des 4,X-Systems der
Vinylprotonen wie im Losungsmittel CF;COOH. Es tritt nur eine geringe Verschie-
bung nach tieferem Feld auf. Beriicksichtigt man die durch den Wechsel des Losungs-
mittels bedingte Verschiebung von + 0,27 ppm, so wandern das Proton an C(5) um
+ 0,33 ppm nach tieferem Feld und diejenigen an C(4) bzw. C(6) um — 0,04 ppm nach
héherem Feld. Beim Abkiihlen auf —55° tritt ein neues Signal bei 12,75 ppm als
Dublett auf, welches mit demjenigen der Vinylprotonen an C(4) bzw. C(6) (Triplett,
9,55 ppm) gekoppelt ist. Das Dublett muss somit den beiden NH-Protonen zugeordnet
werden. Bemerkenswert ist die starke Temperaturabhingigkeit der Vinylsignale, die
gegeniiber dem Spektrum bei Raumtemperatur nach tieferem Feld verschoben sind.
Dieser Effekt kann wohl nur durch intermolekulare Substrat-Substrat- oder durch
Substrat-Solvens-Assoziation bedingt sein. Die nur geringfiigige Anderung des Spek-
trums von 3 beim Ubergang von CF,COOH zu FSO,H stimmt gut mit der Ausbildung
der dikationischen Spezies 3++a iiberein. Wegen der Stabilitdt des symmetrischen
Diazapentadienylium-Tons 3+ kann erwartet werden, dass die durch Protonierung der
Carbonylgruppe erzeugte zusitzliche Ladung weitgehend auf dem Sauerstoff lokali-
siert ist und somit keinen grossen Einfluss auf die chemische Verschiebung der Vinyl-
protonen ausiiben kann. Der mesomeren Grenzstruktur 3++b kommt somit nur eine
sehr geringe Bedeutung zu. Die dhnliche elektronische Struktur des Pyrimidinrings in
dem Monokation 3+ und dem Dikation 3++a kommt auch in den vicinalen Kopplungs-
konstanten der Vinylprotonen zum Ausdruck. In CF,COOH, FSO,H und
FSO3H-SbF;-SO, wird stets der gleiche Wert, [, 5 = J; ¢ = 6,2 Hz gefunden.

Wenn die Verbindung 3 im Gemisch FSO,H-SbF,-S0, gelost wird, beobachtet
man bei 27° und — 55° Spektren, in welchen alle Signale verdoppelt sind, ohne dass
der Habitus sich gegeniiber den Spektren in CF;COOH und FSO;H 4ndert. Es tritt
keine OH-Resonanz auf (vgl. hierzu 4++, 5++, 6++, 7+%). Die Spektren deuten auf das
Vorliegen zweier Spezies hin. In beiden Fillen zeigen H-C(4) und H-C(6) sowie
H-N(1) und H-N(3) jeweils die gleichen chemischen Verschiebungen. Diese Erschei-
nung wird gegenwirtig durch Variation der Lsungsmittelzusammensetzung und der
Temperatur niher untersucht.

4. 4-Hydroxypyrimidin (4). Auch fiir diese Verbindung ist auf Grund eingehender
UV.- und IR.-spektroskopischer Messungen die Lactamform bewiesen worden [5]. Es
konnte ferner durch einen Vergleich von 4 mit seinen beiden N-Methylderivaten ge-
zeigt werden, dass das Neutralmolekiil in Wasser als Gemisch der beiden tautomeren
Lactamformen vorliegt {12¢], vgl. auch {12f]. Falls dies auch fiir Dimethylsulfoxid-
Losungen gilt, zeigt das NMR.-Spektrum, dass zwischen beiden Formen ein rascher
Protonenaustausch stattfindet. Ebenso wie bei 3+ wurde aus UV.- [12¢] sowie aus
IR.-und Raman-Spektren [12g] die Monokation-Struktur 4+ abgeleitet.

In Fig.4 finden sich die NMR.-Spektren der protonierten Formen von 4. In
CF,COOH (Fig.4a) erscheinen nur die drei Vinylsignale, wiahrend in CF;COOH-SO,
bei — 55° (Tab.1) die breite Resonanz eines NH-Protons auftritt. Da keine Spinkopp-
lung mit einem benachbarten Vinylproton zu beobachten ist, kann eine Zuordnung
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nicht getroffen werden. Betrachtet man jedoch die Grésse von J; ¢ = 8,0 Hz3) sowie
die Verschiebung der Vinylprotonen beim Ubergang zu FSO4H, so kann auf das Vor-
liegen des Monokations 4+ in CF,COOH geschlossen werden (vgl. hierzu [12¢, g]). Die
Unsymmetrie des mesomeren Ions 4+ dussert sich in der verschiedenen Austausch-
geschwindigkeit der beiden NH-Protonen, von denen in CF;COOH-SO, bei — 55° nur
eines sichtbar wird.

)O )O OH +0H
HN crycooH HN FsoqH  HNJ HN
L J =) =L
<N N N <N
H H H

4t 4 4**b 4**a

In FSO,H und FSO4H-SbF S0, liegt das Dikation 4** vor. Wegen der auftre-
tenden Verschiebungen der Vinylresonanzen im Gegensatz zu 3++a (vgl. $.307), muss
hier eine stirkere Delokalisierung der zusitzlichen, positiven Ladung in den Pyrimidin-
ring im Sinne der aromatischen Struktur 4++b erfolgen. Dies dussert sich auch in der
vicinalen Kopplungskonstanten [y, welche trotz der zusdtzlichen Protonierung von
8,0 Hz in CF,COOH auf 7,4 Hz in FSO;H zuriickgeht. Das in FSOz;H auftretende
Signal bei 13,1 ppm kann auf Grund seiner Spinkopplung mit H-C(2) und H-C{6)
(Doppelresonanzexperiment) dem Proton an N(1) zugeordnet werden. Das zweite
NH-Proton erscheint erst bei —55° und ist mit H-C(2) gekoppelt. Die unter diesen
Bedingungen auftretenden Spinkopplungen beider NH-Protonen mit den vicinalen
Vinylprotonen fithren zur Triplettstruktur fiir H-C(2) und H-C(6). FSO;H-SbF—SO,
als Losungsmittel gibt nur insofern eine Anderung des Spektrums, als eine zusitzliche

scharfe Resonanz bei 12,42 ppm {—55°) auftritt, welche der >C:6H—Gruppe zuge-
ordnet werden muss {15]. In diesem Ldsungsmittel sind somit alle Protonen des Di-
kations sichtbar und kénnen eindeutig zugeordnet werden.

5. 2,4-Dikydroxypyrimidin (Uracil, 5). Die Diketo-Struktur fiir Uracil in fester und
fliissiger Phase ist durch Rontgen-Struktur- [16], Infrarot- [12b, d], [17] und Kern-
resonanzuntersuchungen [3b, c], [18] gesichert. Den direktesten Beweis stellt die Be-
stimmung der **N, H-Kopplungen des durch N zweifach substituierten Uracils dar
[18c]. Fiir das in CF,COOH protonierte Uracil sind chemische Verschiebungen der
Ring-NH-Protonen publiziert worden [3b], ohne dass der Protonierungszustand der
Molekel diskutiert wurde. Diese Frage, sowie die Struktur héherprotonierter Formen
wird mit Hilfe der nachstehenden NMR.-Spektren (Fig.5a, b) untersucht.

Das Spektrum in CF,COOH weist zwei Vinyl- und eine NH-Resonanz auf. Das
Signal bei 7,75 ppm zeigt Quartettstruktur und wird durch Bestrahlung des NH-Pro-
3) Vinylprotonen a,f-ungesittigter Sechsringketone zeigen vicinale Kopplungskonstanten von

9-10 Hz [14], diejenige von y-Pyridon betrigt 7,4 Hz. Eine ausgedehnte z-Elektronendelokali-

sierung, wie z. B. in der Base 4, fithrt zu einer relativ kleinen Kopplungskonstante J; , = 6,4

Hz. Der in CF,COOH beobachtete Wert von 8 Hz zeigt, dass die Konjugation von N{1) mit der

A58-Doppelbindung durch die Protonierung und Ausbildung des resonanzstabilisierten Ions 4+
abgeschwicht ist.
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Fig.4. NMR.-Spektren von 4-Hydvoxypyvimidin (4) in a) CF,COOH, 27°; b) FSOzH, 27°;
¢) FSO,H, - 55°; d) FSO;H-SbF;—50,, —55°
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tons bei 10,18 ppm zu einem Dublett vereinfacht. Diese beiden Signale miissen somit
H-C(6) bzw. H-N(1) zugeschrieben werden. In CF,COOH-SO, bei — 55° beobachtet
man das zu erwartende Dublett fiir das H-N(1)-Signal sowie ein neues Singulett bei
11,06 ppm fiir H-N(3). Der langsame Austausch dieses Protons dussert sich auch in
einer Verbreiterung des Dubletts fiir H-C(5), was auf eine Spinkopplung dieser Pro-
tonen zuriickzufiihren ist (vgl. 4], 1in 2, 4, 6 und 7).

In FSO,H bei 27° und — 55° werden alle Signale des Uracils gegeniiber den Spek-
tren in CFgCOOH um + 1,0 bis 41,3 ppm nach tieferem Feld verschoben (Tab.1),
ohne dass sich der Habitus der Spektren dndert. Hieraus kann geschlossen werden,
dass auch das Uracil beim Ubergang von CF,COOH nach FSO,H in einen hoheren
Protonierungszustand iibergefiihrt wird. Wegen der Diketo-Struktur der Uracilbase
erfolgt die erste und zweite Protonierung formal auf den exocyclischen Sauerstoff-
atomen, so dass ein Unterschied im Spektrentyp von Monokation und Dikation nicht
zu erwarten ist.

In FSO,H-SbF;-SO, wird das gleiche Phinomen der Verdopplung aller Signale
des Uracils beobachtet, wie es schon bei 2-Hydroxypyrimidin (3) beschrieben wurde.
Beide in dieser Losung vorhandenen Spezies zeigen eine scharfe OH-Resonanz bei
12,18 und 11,75 ppm, wie sie auch in den Spektren von 4-Hydroxypyrimidin (4) in
dem gleichen Losungsmittel gefunden wurde. Diese Resonanz im Spektrum des Uracils

H1

H3 H6 HE

—

H1

!

LAMAAS RERAS ASASS AasasASeRS T LAASRSARRAS e

b)
13 1 9 7 s ppm

Fig.5. NMR.-Spektren von 2,4-Dikydvoxypyrimidin (Uracil, 5) in a) CF;COOH, 27°;
b) CF;COOH-S0,, —55°
X bezeichnet Rotationsseitenbanden des Losungsmittelssignals
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kann somit der H(+):C(4)-Gruppierung zugeordnet werden. Das im Vergleich zu
Verbindung 3 analoge Verhalten des Uracils in FSO;H~SbF;-SO, wird noch niher
untersucht.

Da die chemischen Verschiebungen des Uracils sich in FSOH-SbF,~SO, und
reiner FSO,H nur wenig unterscheiden (Tab. 1), muss auch in FSO,H das gleiche Ka-
tion vorliegen, welches auf Grund obiger Befunde als 5++ formuliert wird. Fiir das in
CF,COOH zu erwartende Monokation kénnen dann die beiden Spezies 5+I und 5+II
diskutiert werden.

OH 0 +OH
51 GFacoon HN Fsogr N 5
.
H H
5
0
A
o
5 ,lif 5-

+
Die oben erfolgte Zuordnung der einen, beobachteten OH-Resonanz (HO=C(4)) in

dem Dikation 5++ zeigt, dass das Proton der H6:C(2)-Gruppierung auch bei —55°
einem raschen Austausch unterliegt. Hieraus ist zu schliessen, dass das Proton der
sichtbaren OH-Resonanz wesentlich fester gebunden ist, d.h. am basischeren Zentrum
haftet. Fiir das Monokation ist deshalb ebenfalls anzunehmen, dass die Protonierung
an der 0=C(4)-Gruppe stattfindet. Da in diesem Ion (5+I) eine bessere Delokalisierung
der positiven Ladung erfolgen kann als in 5+11, ist dies verstandlich. Die Zuordnung
der Struktur 5+I fiir das Monokation wird auch durch die bekannte Deprotonierung
des Uracils an N(1) gestiitzt, wobei das entstandene Monoanion 5~ in analoger Weise
stabilisiert wird [17].

6. 2-Hydroxy-4-aminopyrimidin (Cytosin, 6). Als wichtiger Bestandteil der Nuclein-
sduren ist diese Base bereits besonders eingehend mit Hilfe spektroskopischer Metho-
den untersucht worden [19] [3b, 3d]. Das NMR.-Spektrum wurde zuerst im Sinne
einer zwitterionischen Struktur interpretiert (3¢]. Eine Diskussion der mannigfachen
tautomeren Formen der Neutralmolekel ist dann anhand von UV.-Spektren der Bass
und ihrer 1-Methyl- und 3-Methylderivate gefithrt worden [3d]. Die Ergebnisse zei-
gen jedoch, dass Cytosin bevorzugt in der tautomeren Form 6 vorliegt, was unter Be-
riicksichtigung der pKa-Werte bestitigt wurde [19c¢]. Protonenresonanzspektren des
Cytosins und seiner Methylderivate sind bisher in den folgenden Lésungsmitteln un-
tersucht worden: D,O [3a], CD,SOCD, (3¢, e, {], CF;COOH [3b, d] und SO, [3e, {].
In diesen Arbeiten wurden die Strukturen der Neutralmolekel 6 und des Monokations
6 untersucht, und die Ergebnisse stehen im Einklang mit denjenigen aus UV.-
Messungen.
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Im Rahmen der vorliegenden Studie iiber mehrfache Protonierung von einfachen
Pyrimidinen haben wir das Spektrum von Cytosin (6) nochmals in CF,COOH und
CF,COOH-S0, bei — 55° gemessen. Diese Spektren sind in Fig.6a und 6b abgebildet.
Ausser den Signalen der Vinylprotonen und den beiden Singuletten der nichtiquiva-
lenten Protonen der NH,-Gruppe erscheint nur eine NH-Absorption (breites Singulett
bei 4 27°, Dublett bei — 55°), welche nach Doppelresonanzexperimenten dem Proton
an N(1) zugeordnet werden muss. Das Signal von H-C(6) erscheint infolgedessen bei
langsamem NH-Austausch (—55°) als doppeltes Dublett. Die chemische Verschiebung
der NH-Protonen wird durch den Zusatz von SO, stark beeinflusst, was besonders die
relative chemische Verschiebung der Protonen der NH,-Gruppe vergrossert.

FSO,H als Losungsmittel (Fig. 6 c) bewirkt eine deutliche Verschiebung der Vinyl-
resonanzen nach tieferem Feld und eine starke Verbreiterung der NH,-Resonanz,
welche erst bei tiefer Temperatur (Fig.6d) in ein Dublett aufgespalten wird. Gleich-
zeitig wird das Signal eines weiteren NH-Protons bei 10,97 ppm sichtbar und kann
auf Grund seiner Singulettstruktur eindeutig H~N(3) zugeordnet werden. Beim Uber-
gang zum FSO;H-SbF—S0,-Gemisch bleibt der Charakter des Spektrums erhalten,
und die Temperaturerniedrigung bewirkt eine Verschirfung aller NH-Signale. Zu-
sitzlich erscheint nunmehr die OH-Resonanz als scharfes Singulett bei 11,34 ppm
(vgl. hierzu das Spektrum von 4, Fig.4d).

Die NMR.-Spektren von Cytosin in CF,COOH stehen mit der Formulierung eines
Kations 6+ im Einklang. Da das Proton an N(1) eindeutig identifiziert wurde, ist 61O
das einzige alternative tautomere Monokation mit einer NH,-Gruppe, dessen Bildung
jedoch infolge der vorhandenen Amidin-Gruppierung in 6 noch unwahrscheinlicher
ist als im Falle von 3 (3+0). In FSO4H-SbF,~S0, liegt Cytosin als Dikation 6++ vor,
und die Resonanzen aller Protonen kénnen im NMR.-Spektrum eindeutig zugeordnet
werden. Dieses ist stark temperaturabhingig und zeigt nur bei —55° das OH- sowie
scharfe NH-Signale. Bei 27° werden die gleichen Signale und chemischen Verschie-
bungen wie in FSO,H bei — 55° beobachtet (Tab. 1), so dass der Protonierungszustand
des Cytosins in diesen beiden Lésungsmitteln gleich ist. Das Signal der NH,-Gruppe
ist nur bei tiefer Temperatur in ein Dublett aufgespalten, wihrend bei Raumtempera-
tur eine starke Austauschverbreiterung auftritt.

Das Spektrum von Cytosin in stark saurer Losung zeigt, dass auch unter diesen
Bedingungen keine Ammoniumgruppierung —-NH,* ausgebildet wird. Eine NH,*-
Resonanz ist entweder durch ein Triplett mit Intensitdtsverhdltnis 1:1:1 oder eine
breite, drei Protonen entsprechende Absorption gekennzeichnet. Die Erscheinungs-
form ist durch die Austauschgeschwindigkeit der Protonen und die *N-Quadrupol-
relaxation bestimmt (vgl. S.304). Da das Cytosin-dikation zwei NH-, eine NH,- und
eine OH-Resonanz zeigt, sind tautomere Ammoniumformen [3c] innerhalb der Nach-
weisbarkeitsgrenze der NMR.-Spektroskopie auszuschliessen.

Die relativ grosse Kopplungskonstante J; 4 = 7,7-8,0 Hz im Dikation zeigt, dass
der Form 6++ta grdsseres Gewicht als der «aromatischeny Form 6++b zukommen
muss. Die Lokalisierung der positiven Ladung auf dem exocyclischen Stickstoffatom
folgt aus der moglichst grossen Ladungstrennung und erleichtert den Austausch der
NH,-Protonen. Dies dussert sich in der ungewdhnlichen Linienbreite der NH,-Reso-
nanz bei Raumtemperatur.
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7. 2- Amino-d-hydroxypyrimidin (Isocytosin, 7). Diese Verbindung ist insbesondere
als Strukturelement von Guanin und einer grossen Zahl von Pterinen von Bedeutung.
Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Protonierung dieser Verbindungen [1]
[2] [20] ist das Verhalten des Pyrimidinringes in stark saurem Medium interessant.
Die Struktur der Base ist in wissriger Losung bereits durch UV.-Messungen unter-
sucht worden, wobei in dhnlicher Weise wie bei 4-Hydroxypyrimidin (4) auf die An-
wesenheit der beiden tautomeren Formen 2-Amino-4-oxo-3,4-dihydropyrimidin und
2-Amino-4-ox0-1,4-dihydropyrimidin geschlossen wurde [21]. Einzelne NMR.-Daten
von Isocytosin [3b] [20], sowie substituierter Verbindungen [22] sind bekannt.

Das NMR.-Spektrum in CF,COOH (Fig.7a) zeigt die Absorptionen der beiden
Vinylprotonen als Dublette und diejenige der Aminogruppe als breites Singulett. In
CF,COOH-SO0, bei —55° (Fig.7b) ist das Spektrum wesentlich informativer, da eine
weitere NH-Resonanz als Dublett auftritt, welche auf Grund der Kopplung mit H-C(6)
dem Proton an N(1) zugeordnet wird. Die Nichtiquivalenz der Protonen der NH,-
Gruppe dussert sich in zwei scharfen Singuletten bei 7,82 und 8,24 ppm. Auch hier
kann, ebensc wie bei Cytosin, keine Spinkopplung zwischen den geminalen NH-Pro-
tonen aufgelést werden.

FSO,H bewirkt eine deutliche Verschiebung der Vinylresonanzen nach tieferem
Feld (Fig.7c, 7d). Bei 27° erscheint ein NH-Proton bei 11,55 ppm, welches keine Spin-
kopplung mit vicinalen Vinylprotonen aufweist (Doppelresonanz) und deshalb H-N(3)
zugeordnet wird, wihrend bei — 55° das bereits beschriebene Dublett von H-N(1) bei
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10,75 ppm beobachtet wird. Die Triplettstruktur von H-C(6) in beiden Fillen zeigt
jedoch, dass der Austausch von H-N(1) auch bei Zimmertemperatur nur langsam er-
folgt. In FSO;H-SbF;~SO, sind die beiden NH-Protonen am Ring nebeneinander
nachweisbar, und es tritt ein zusitzliches Signal bei 11,55 ppm auf, das durch die
starke Verscharfung bei —55° (Fig.7¢€) als OH-Resonanz identifiziert werden kann.
In diesem Losungsmittelgemisch kénnen ferner weitreichende Spinkopplungen der
Ringprotonen beobachtet werden, welche durch Doppelresonanzexperimente zuge-
ordnet und in Tab. 1 aufgefiihrt sind.

Die Interpretation der Spektren des Isocytosins kann in dhnlicher Weise erfolgen
wie bereits bei Cytosin beschrieben. Die Protonierung der beiden in wissriger Losung
UV.-spektroskopisch nachgewiesenen tautomeren 4-Oxoformen fithrt in CF,COOH
zum Kation 7+. Da das Proton an N(1) nachweisbar ist und die Kopplungskonstante
der vicinalen Vinylprotonen J; ¢ = 8,0 Hz betrégt, konnen andere tautomere Formen
fiir das Monokation ausser Betracht gelassen werden. Diese Formulierung entspricht
derjenigen des Monokations 4+, welches erwartungsgemdss durch die zusitzliche Ami-
nogruppe in 2-Stellung weiter stabilisiert wird. Die Ahnlichkeit der Spektren in
FSO;H-SbF,-S0, und FSO;H, sowie die Nachweisbarkeit aller Protonenresonanzen
beweist das Vorliegen des Dikations 7++ in diesen Lisungsmitteln. Im Isocytosin-di-
kation wird eine Abnahme von J; ¢ gegeniiber dem Monokation beobachtet, welche
bereits in den Spektren von 4 beschrieben wurde. Auch im Falle des Isocytosins bs-
deutet dies, dass die 4% ®-Doppelbindung im Dikation stirker delokalisiert ist als im
Monokation.

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds fur die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimentelles. — Alle verwendeten Pyrimidine sind Handelsprodukte (Fluka AG) und zei-
gen ohne zusdtzliche Reinigung im NMR.-Spektrum keine Signale von Verunreinigungen. 2-
Hydroxypyrimidin (3) wurde aus dem Hydrochlorid gewonnen und mehrmals aus Methanol/
Benzol umkristallisiert. 1-Methyl-2-amino-pyrimidiniumchlorid ist aus der Base durch Umsetzen
mit Methyljodid und Ionenaustausch des Anions gewonnen worden; nach Umkristallisieren aus
Wasser/Athanol, Smp. 278° (Zers.). Die Lésungsmittel CF;COOH und FSO4H (Fluka AG) wurden
durch fraktionierte Vakuumdestillation gereinigt. FSO,H wurde anschliessend in 0,5-ml-Portionen
eingeschmolzen, in denen sie sich bei — 20° iiber lingere Zeit ohne Zersetzung aufbewahren lisst.
Ein Standard-Gemisch, bestehend aus SbF; (Schuchardt, dest.) und FSOgH wurde unter Stickstoff
im Gewichtsverhiltnis FSOgH: SbF,; = 2,2:1 (Molverhiltnis 4,8:1) hergestellt. Die Zusammen-
setzung unseres FSO,H-SbF,—S0,-Gemisches weicht insofern von derjenigen ab, welche von Olak
et al. beschrieben ist {23], als die Konzentration von SbF; wesentlich geringer ist. Hohere SbF,-
Konzentrationen bedingen eine Verschlechterung der Auflosung in den erhaltenen Spektren.
Schwefeldioxid hat man tiber Phosphorpentoxid getrocknet, die Substanz in CF,COOH bzw.
FSO,H-SbF; vorgelegt und die Verfliissigung im Messrohrchen vorgenommen. In beiden Fillen
wurde die Losung dadurch auf das doppelte Volumen verdiinnt. Von der FSO;H—-SbF;—SO,-L§-
sung wurden jeweils zwei Proben hergestellt, deren chemische Verschiebungen innerhalb der Feh-
lergrenzen iibereinstimmten. Die Substratkonzentration betrug in allen Losungsmitteln 0,4 M.

Die NMR.-Spektren wurden mit einem Varian-HA-100-(MHz)-Gerdt aufgenommen, normale
Messtemperatur 27°. Die Tieftemperaturmessungen erfolgten mit Hilfe einer Temperaturkontroll-
einheit V4343. Zur Temperatureichung (4 3°) diente in iiblicher Weise die relative chemische Ver-
schiebung der Hydroxyl- und Methylprotonen einer Methanolprobe. Doppelresonanzexperimente
hat man nach der frequency-sweep Methode ausgefithrt. Die chemischen Verschiebungen sind auf
+ 0,01 ppm angegeben, die Linienpositionen der breiteren NH-Signale wurden auf die nichsten
0,05 bzw. 0,10 ppm auf- oder abgerundet. Die Kopplungskonstanten gelten + 0,1 Hz.
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