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Le composé représente Vacide méthoxy-2-muconique trans-trans (X VII11b), car par méthylation
au moyen de diazométhane en solution éthérée, il se convertit en ester méthoxy-2-muconique
XVIIIaidentifié par son F. et F. de mélange de 54-55° et par son spectre IR.

Oxydation permanganique de XV IIa. 60 mg d’ester XVIIa dissous dans 1 ml d’acétone sont
oxydés a4 0-2° par addition goutte & goutte, sous forte agitation, d’'une solution de 90 mg de
KMnO, et de 9 mg de K,CO, dans 2 ml d’eau. On ajuste le pH a 2,5 au moyen d’acide acétique et
élimine par centrifugation le bioxyde de mangané¢se. Le liquide est neutralis€¢ par NaOH; on con-
centre 4 2 ml, ajoute 9 ml NaOH 0,1~ et chauffe 1 h a2 85°. Aprés passage sur 3 g de Dowex 50
(forme H+) on évapore a sec, reprend par 20 ml d’eau et traite a I’ébullition par du CaCOj en excés.
On filtre, évapore a sec, et obtient ainsi un résidu de 53 mg de sels calciques qu’on traite par du
Dowex 50 (H™). Les acides libres sont estérifiés par du diazométhane en solution éthérée. Le sirop
(35 mg) est traité ensuite durant une semaine & +4° par du méthanol saturé de gaz ammoniac.
Les cristaux déposés fondent a 177-178° aprés recristallisation dans le méthanol. Par son F. et par
son spectre IR. lc produit est identique au L-méthoxysuccinamide (diamide de I’acide O-méthyl-D-
malique, X VI)[21].
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163. Protonierung von Purin, Adenin und Guanin
NMR.-Spektren und Strukturen der Mono-, Di- und Tri-Kationen?)

von R. Wagner und W, von Philipsborn
Organisch-chemisches Institut der Universitdt Ziirich, Rimistrasse 76, CH-8001 Ziirich
(27. V. 71)
Sumsmary. Proton NMR. spectra of purine, adenine, guanine and methylsubstituted guanines
have been measured in CF;COOH, FSO;H and FSO;H—SbF;—S0, at 27° and low temperatures.

These conditions permit to study multiple protonation of purines, using chemical shifts of CH, NH
and OH protons. The spectra of mono-, di- and tri-cations are described and fully assigned.

1)*Protonenresonanzspektren von Pteridinen und Purinen, VIII. Mitteilung; VII. Mitt. vgl. [1].
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Die Protonenresonanzspektren von Purinen sind bereits mehrfach untersucht
worden. Messungen in wisserigen Medien bei verschiedenen pH haben vor allem
zu Aussagen liber die Zuordnung der CH-Protonen sowie iiber den Ort der ersten Pro-
tonierung gefiihrt {2a~g]. Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind ferner fiir die NMR.-
Untersuchungen an Nucleosiden, Nucleotiden und Nucleinsduren von Bedeutung
[3a,b].

Messungen in wisserigen Sduren haben den Nachteil, dass an Stickstoff und Sauer-
stoff gebundene Protonen infolge raschen Austauschs in der Regel nicht erfasst wer-
den kénnen, so dass der Informationsgehalt solcher Spektren begrenzt ist. Dies be-
hindert Aussagen iiber das Ausmass und den Ort der Protonierung. Die Verwendung
einer Serie von nichtwisserigen Siuresystemen steigender Aciditdt, sowie Messungen
bei tiefen Temperaturen erméglichten uns, die stufenweise Protonierung von Amino-
und Hydroxy-Pyrimidinen anhand der Resonanzen von CH-, OH- und NH-Protonen
im einzelnen aufzukliren [1]. In der vorliegenden Arbeit berichten wir iiber die Pro-
tonenresonanzspektren von Purin (1), Adenin (2), Guanin (3) und Methylguaninen,
welche in den Losungsmitteln CF,COOH, CF,COOH-SO,, FSO;H und
FSOzH-SbF 50, bei 27°, — 20° und — 55°C gemessen wurden.

H \HzH O H
N{ s\/7\\ N ™ \\ Hle
I 1\ ’\9/ \E /“\ 18/ /k /”\9>
t 2 3

1. Purin (1). — Die Spektren von Purin in den vier Lsungsmitteln sind in Fig.1
abgebildet und die chemischen Verschiebungen in der Tabelle aufgefiihrt. In
CF,COOH, bei 27° und — 55°, treten nur die Signale der drei Vinylprotonen in Er-
scheinung. Zwei dieser Signale zeigen Dublettstruktur (J ~ 1 Hz), so dass sie den
Protonen an C(2) und C(6) zugeordnet werden kénnen [21f] (Fig.1a). Die Zuordnung
der Signale (duci = Ouc > Ouc) des in wisseriger Sdure protonierten Purins
stiitzt sich ferner auf deren Unterscheidung durch gezielte Deuterierungsexperimente
[2D,c,e]. In FSO,H iiberlagern sich die drei Vinylresonanzen und bei tiefem Feld tritt
eine breite NH-Absorption auf, welche bei — 55° in drei diskrete Signale aufgelost wird
(Fig.1b). Im Losungsmittelgemisch FSOaH-SbF,—SO, mit einem molaren Verhilt-
nis von FSO,H: SbF, = 5:1 [1] erhélt man praktisch die gleichen Spektren, wobei je-
doch die bessere Auflosung der Vinylregion Doppelresonanzexperimente an Vinyl-
und NH-Protonen zuldsst (Fig.1c). Einstrahlung bei 12,9 ppm eliminiert eine kleine
Kopplung (ca. 3 Hz) aus dem Vinylmultiplett, wihrend Bestrahlung des breiten
Signals bei 13,7 ppm keinen Einfluss hat. Bei einem Molverhidltnis FSO3H:SbF, =
1:1 (im folgenden 1:1-Gemisch genannt) erfahren alle Protonensignale eine deutliche
Verschiebung nach tieferen Feldstiarken (Fig.1d-f). Das Vinylsignal bei 10,56 ppm
erscheint bei 27° als Dublett (J = 3,0 Hz) und bei —20° als Triplett (J = 2,6 Hz).
Diese Multiplette werden durch Einstrahlung bei 13,7 ppm bzw. 13,75 ppm entkoppelt.
Das Spektrum bei - 20° (Fig. 1e) zeigt ferner zwei Dublette mit | =4,6 Hz bzw. 7,0 Hz,
welche durch Einstrahlung bei 14,65 ppm zu je einem Singulett vereinfacht werden.
Das Vinyl-Triplett mit der kleinen Kopplungskonstante (2,6 Hz) muss H-C(8) und die
Resonanz bei 13,75 ppm den beiden Protonen an N(7) und N(9) zugeordnet werden.
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Fig.1. NM R .-Spektven von Purin (1) in:a) CI7;COOH, 27°,;b) FSOH, — 55°; ¢) FSO;H—SbF;—50,
(5:1), =55°;d), ¢), f) FSO,H—SbF,—S0, (1:1), 27°, — 20°, —55°
X Bezeichnet Rotationsseitenbanden des Losungsmittelsignals. Die Ziffern uber den Signalen be-
zeichnen die Stellung der Protonen am Puringeriist. Lm = Signale des Losungsmittels.
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1H-Chemische Verschi

Substanz Losungsmittel Temp. Konz. Chemische Verschiebungen 6[ppn
[°C} [Mol] HC
1
2 6 8
Purin CF,COOH 27 0,4 9,57pa)  9,96D 9,42
(1) CF3COOH—S0, —35 0,4 9,85 10,16 9,75
FSOH 27 0,4 9,99 9,99 9,90
—35 0,4 10,11 10,11 10,11
FSOH—SbF;—S0, (5:1) 27 0,4 9,95 9,95 9,83
—35 0,4 10,12 10,18 10,107
1'SO,H—SbF—S50, (1:1) 27 0,5 10,81 10,81 10,560
—20 0,5 10,82p 10,83D 10,591
—55 0,5 10,78 1 10,78D 10,57
Adenin D,O 27 0,05 8,62 8,57
(2) CD3S0CD, 27 0,12 8,12 8,10
CF,COOH 27 0,5 8,88 9,30
CF3;COOH—S0, -55 0,5 8,97 9,48
FSO;H 27 0,5 9,88 9,79
—-20 0,5 9,82 9,73T
-55 0,5 975M 9,75 M
FSOH—SbF,—S0, (1:1) 27 0,5 9,96 T 9,931
-20 0,5 9,98 T 9,941
~55 0,5 9,96 M 9,93 M
Guanin CF,COOH 27 0,19 8,98
3) CF3COOH—-S0, -355 0,16 9,07
FSO;H 27 0,5 9,20D
-55 0,5 9,3414,
FSOH—SbF,—S0, (2:1) 27 0,5 A9,65TP)
B9,49T
-55 0,5 A9,64
B9,49
FSO,H—SbF;—S0, (1:1) 27 0,5 A9,64T
BO,46 T
- 20 0,5 A9,6671
B9 49T
—-55 0.5 49,61
B 9,44
1-Methylguanin CF,COOH 27 0,15 8,97
CF,COOH—S0, -55 0,15 9,09
FSO,H #) 27 0,15 9,131
- 55 0,15 9,30
FSO,H—SbF;—S0, (1:1) 27 0,15 A09,72T
BO,50T
- 20 0,15 A9,69T
- 55 0,15 49,69
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bungen von Puvinen

H—N H-O H,C—N

1h 3 71 9 —NH, 6 1 7
12,5

13,65 12,90 ; 13,0
12,5

13,7 12,93 ; 12,95

14,6 13,7

14,65 13,75 ; 13,75

14,627 15,03 13,68 ; 13,68

12,8 7,10; 7,10
9,08; 9,90
9,65;10,34

13,1 9,52; 9,9

12,93 ; 12,93 9,42; 9,8
12,35 13,15 12,83 ; 12,83 9,37; 9,8
12,44 13,20 12,80 ; 12,88 9,48; 9,55
12400 13,200 12,77 ; 12,89 9,49; 9,61
12,32p 13,14Dp 12,72 ; 12,87 9,48; 9,66

8,0 ; 8,0
13,5 8,64; 8,71
12,44 12,02 7,8 ;18
11,06 ; 111 12,42 12,14 8,09; 8,22

All65 ; 11,65 Al12,63 Al12,44 AB47; 8,52
B11,31 ; 11,31 B12,63 B12,22 B831; 831
All1,48 ; 11,61 Al12,48 Al12,36 A85 ; 8,5

B11,19 ; 11,25 B12,62 BI12,17 B84 ; 84

Al11,52 ; 11,52 Al2,5 A12,40 AB,48; 848
B11,12 ; 11,26 B12,57 B12,12 BS8,25; 8,25
All1,47 ; 11,57 A12,53 A1240 A8,50; 8,54

B fe) ; f B12,6 B12,15 BS8,30; 8,35
Al1,36 ; 11,54 = A12/43 A12,34 A8,50; 8,50 Al1347

B t ; 1 B12,57 B12,10 B8,35; 8,35

7,8 ; 178 3,78

13,55 7,62; 9,27 3,82

12,32 11,86 7,67; 1,67 3,95

12,35 12,08 8,03; 8,24 4,10

Al1246 A12,34 A86 ; 8,6 A 4,47

B12,7 B12,2 B8,25; 8,25 B4,32

All,60 Al1245 A12,30 AB,58; 8,60 A4,44

Al11,56 aAl1244 Al12,26 A8,6 ; 87 A13,88 A4,42
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Fortsetzung
Substanz Losungsmittel Temp. Konz. Chemische Verschiebungen § [ppm]
- BT
1
2 6 8
7-Methylguanin  CF,COOH 27 0,15 8,79
CF,COOH—SO0, -~ 55 0,15 8,87
FSO,H8) 27 0,15 8,96 D0
- 55 0,15 9,08
F50,H—SbF;—S0, (1:1) 27 0,15 A9,49 M
B9,33M
- 20 0,15 A9,44
-55 0,15 19,42
9-Mcthylguanin CH,SOCH, 27 0,06 7,61
CF,COOH 27 0,15 8,88
CF,COOH-—-S0, —55 0,15 8,88
FSO,H 8) 27 0,15 9,08 D
-55 0,15 9,26
FSO,H—SbF;—S0, (1:1) 27 0,15 A9,56D
B9,36D
— 20 0,15 AQ955D
B9,37D
- 55 0,15 A9,54D
B9,37D
1,7-Dimethvl- CD,50CD, 27 0,1 7.84
guanin CF,COOH 27 0,14 8,83
FSO,;H g) 27 0,14 8,92
-55 0,14 8,95
FSO,H—SbF,—S0, (1:1) 27 0,14 A9,43DQ
- 20 0,14 49,42
-55 0,14 A9,42
1,9-Dimethvl- CD,S0CD, 27 0,06 7,63
guanin CF,COOH 27 0,14 8,89
CF,COOH—SO0, - 35 0,14 8,85
FSO,H#) 27 0,14 9,07D
—55 0,14 9,28
FSOH—SbF;—S0, (1:1) 27 0,14 A9,58D
B9Y,37D
—20 0,14 A9,57D
—-55 0,14 A9,55
7,9-Dimethyl- CF,COOH 27 0,14 8,75
guaninium- 1SO,H 8) 27 0,14 8,82
chlorid —55 0,14 8,94
1'SO,H—Sbli,—S0, (1:1) 27 0,14 A9,31
B9,14
-35 0,14 19,28

BY,15
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H-—-N H—-O H,C—N
1 3 7 9 —NH, 6 1 7 9
79 ;79 4,30
8,14 ; 8,76 4,33
11,62 7,65 ;7,65 4,51 D
10,56 11,68 7,95 ;7,95 4,48
A t; 11,50 A12,18 A 8,58 ; 8,58 A4,72D
B11,08 ; t B B8,28 ; 8,5 B4,67
Al11,13 11,37 Al12,11 A 8,51 ; 8,57 A 4,68
A11,07 ; 11,31 At A8,50; 8,58 A13,51 A 4,65
10,44 6,41 ; 6,41 +
4,04
11,1 13,2 7,40 ; 8,60 4,13
12,25 4,36
12,28 8,0 ;8,0 4,34
All1,60 ; 11,82 Al2,44 AB,44 ; 8,44 A4,57
B12,3 B8,1 ;8,3 B 4,50
Al1,6 ; 11,86 A12,38 A8,42 ; 8,47 A 4,55
B8,1 ;8,1 B4,49
All,62 ; t A12,35 A8,4 ;845 Al13,47 A4,53
B8,1 ;81 B4,47
6,63 ; 6,63 3,30 3,84
8,0 ;80 3,71 4,34
11,52 7,54 ; 7,54 3,92 4,53
10,26 11,50 7,55 ;7,77 3,91 4,48
A11,56 A12,12 AB,58; 8,58 A4,39 A4,71D
A11,50 A1211 AB,55 ; 8,63 A 4,37 A4,68
Al1,44 t A8,6 ; 8,65 A4,34 A4,65
6,97 ; 6,97 3,29 3,51
3,75 4,07
13,3¢) 6,9 ; 8,85 3,78 4,15
12,20 7,65 ; 7,65 4,00 4,38
12,28 8,04 ; 8,11 4,15 4,41
411,93 Al12,2 AB,52 ; 8,52 A 4,46 A 4,61
Bt B B8,2 ;82 B4,32 B4,54
At Al2,16 AB,50 ; 8,57 A4,42 A 4,57
A12,0 At A8,45; 8,6 A13,81 A4,40 44,56
7,8 ;7,81 4,26 4,00
7,6 ;176 4,28 4,47
11,5 7,95 ;7.8 4,30 4,47
Al11,25 A8,47 ; 8,47 A4,69D A 4,53
B Bg,1 ;8,1 B4,64 B4,47
Al11,12 A8,45; 8,51 A13,49 A 4,65 244,49
B B8,2 ; 8.2 B4,62 B4,45
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Schluss
Substanz Losungsmittel Temp. Konz. Chemische Verschiebungen é[ppm]
(°Cl Mol
2 Hc
1
2 6 8

8,9-Dimethyl- CF,COOH 27 0,14
guanin CF;COOH—-S0, - 55 0,14
FSO,He) 27 0,14
- 55 0,14
FSOH—SbF;—S0, {1:1) 27 0,14
—20 0,14
—55 0,14

&

D = Dublett, T = Triplett, DQ = Dublett mit Quartett-Feinstruktur, M = Multiplett.

A und B vor den §-Werten bezeichnen verschieden protonierte Spezies der jeweiligen Purine.
t: Diese Resonanzen sind vom Lésungsmittelsignal verdeckt.

Die Triplettstruktur wird bei -+ 5° beobachtet.

o o
=L 2L

Das Proton bei 14,65 ppm ist mit den beiden anderen Vinylprotonen gekoppelt und
das Signal muss somit von H-N(1) stamme=n. Bei — 55° (Fig.1f) wird eine Verschir-
fung der NH-Absorptionen beobachtet und es tritt ein neues Signal bei 15,03 ppm auf,
so dassinsgesamt vier NH-Protonen nachzuweisen sind. Das ProtonanN(1) (14,62 ppm)
erscheint nun, wie zu erwarten, als Triplett und das neue NH-Signal ist H-N(3) zu-
zuschreiben, da durch Doppelresonanz eine Kopplung mit einem Proton im Bereich
der Vinylprotonen des Pyrimidinrings (10,65-10,95 ppm) nachgewiesen wurde.

H

AN T
HN7 “/ +> o

N

H H

TFSO:;I#SbFF—SO2 (1:1)

H H H
HN(/\”/N\ CF,COOH /\/  FSOH HN{/\‘/B\
< : R
kN/\N/ k J\ ,\\ /\
1+ 12+ H

Die Strukturen?) der in den verschiedenen Lésungsmitteln vorliegenden Kationen
lassen sich amn besten ausgehend von den Spektren im 1:1-Gemisch ableiten. In die-
sem losungsmittel werden vier NH-Resonanzen beobachtet, so dass das Purin als
Trikation 13+ vorliegen muss. Die Verschiebung aller Signale nach hsherem Feld

%) Mit unserer Schreibwcise machen wir keine Aussage tiber die Stellung des NH-Protons im
unprotonierten Imidazolring der Purine.
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—N H-O H;C—-N

1 3 7 9 —NH, 6 1 7 8 9
2,90 3,92
11,1 13,15 7,55 ; 8,85 2,99 4,01
12,02 3,18 4,22
t 12,05 8,2 ; 8,2 3,35 4,32
Al1,68"' A12,08 A8,37 ; 8,37 A3,41 A4,40
B B B B3,32 B4,34
11,45 ; 11,75 al12,00 48,30 ;8,38 A13,1 A3,39 A4,37
11,47 11,74 A11,93 A8,30; 8,39 A13,26 43,38 A4,35

Dieses Signal erscheint erst bei — 50°.
Dieses Signal erscheint erst bei — 20°.

Fa

r die Messungen in diesem Losungsmittel wurden die Trifluoracetate der Guanine eingesetzt.

Durch Semikolon getrennte §-Werte bedeuten, dass H-N(1) und H-N(3) bzw. H-N(7) und H-N(9)
nicht unterschieden werden konnen.

beim Ubergang zum 5:1-Gemisch zeigt, dass in diesem Losungsmittel ein niedrigerer
Protonierungszustand vorliegen muss, wobei die stirkere Verschiebung der Vinylpro-
tonen des Pyrimidinrings nach héherem Feld sowie das Fehlen der H-N(3) Resonanz
bei —55° auf einen an N(1) monoprotonierten Pyrimidinring hinweisen. In FSO,H, in
welchem die gleichen Spektren beobachtet werden, und im 5:1-Gemisch liegt Purin
als Dikation 12+ vor. Beim Ubergang von FSO,H zu CF,COOH muss man den durch
den Wechsel des Losungsmittels und des Standards hervorgerufenen Effekt AG5SO0H
= —0,27 ppm [4] beriicksichtigen. Dann erfihrt nur H-C(8) eine deutliche Verschie-
bung nach héherem Feld, welche darauf hinweist, dass Purin in CF,COOH nur noch
im Pyrimidinring protoniert ist und deshalb als Monokation 1+ vorliegen muss. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit den Protonierungsstudien in wisserigen Mineral-
sduren [2f,g] [5], in welchen unter vergleichbaren Acidititen des Ldsungsmittels
(pKa(CF,;COOH) = 0,5 [6]) auf eine Monoprotonierung an N(1) geschlossen wurde.

2, Adenin (2). — Das Spektrum von Adeninin CF,COOH zeigt zwei Vinylsingulette
sowie zwei NH-Signale. Die Verbindung ist bereits frither in verdiinnter Schwefel-
sdure [2e] und Trifluoressigsdure [2f] vermessen worden. Die Zuordnung der Vinyl-
signale in diesen zwei Arbeiten ist widerspriichlich, stiitzt sich aber fiir die schwefel-
saure Losung auf selektive Deuterierungsexperimente an C(8). Auf Grund unserer
Messungen der chemischen Verschiebungen in den vier Lésungsmitteln ergibt sich,
dass H-C(8) in CF;COOH bei tieferem Feld absorbiert als H-C(2) (Tabelle). In
CF3COOH-50, bei — 55° verschérfen sich die beiden NH-Signale (Fig.2a), welche fiir
die zwei nichtédquivalenten Protonen der Aminogruppe des Amidiniumsystems cha-
rakteristisch sind [1] [4]. In FSO4H bei 27° wird ein dhnliches Spektrum beobachtet,
in welchem jedoch alle Signale nach tieferem Feld verschoben sind (Tabelle), wodurch
auch die relative chemische Verschiebung zwischen H-C(2) und H-C(8) wesentlich
verkleinert wird. Zusétzlich tritt bei 13,1 ppm ein breites NH-Signal auf. Das Signal
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Fig.2. NMR.-Spektven von Adenin (2) in: a) CF,COOH—S0,, —35°; b) FSO,H, —20°;
¢) FSO,H—SbF,—S0, (1:1), — 20°

verschirft sich bei — 20° (Fig.2b), entspricht zwei Protonen, und diese zzigen eine
kleine Spinkopplung (J &~ 2 Hz, Doppelresonanz) mit dem Vinylproton bei 9,73 ppm,
dessen Signal in ein Triplett aufgespalten wird. Das Triplett muss somit H-C(8) und
das NH-Signal den beiden Protonen an N(7) und N(9) zugeordnet werden. Bei — 55°
werden drei Absorptionen in dem Bereich von 12,0-13,4 ppm beobachtet, welche total
vier NH-Protonen entsprechen. Das bei tiefem Feld liegende Signal (13,15 ppm) ord-
nen wir H-N(3), und die Resonanz bei 12,35 ppm H-N(1) zu. In FSO;H-5bF;-S0,
erfahrt das Spektrum keine wesentlichen Verdnderungen mehr, bei tieferen Tempera-
turen konnen jedoch vier individuelle NH-Resonanzen und die vicinalen NH-CH-
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Spinkopplungen im Pyrimidinring aufgelést werden (Fig.2c). Die Zuordnung der
Signale in der Vinvlregion erfolgte durch Entkopplung von den NH-Protonen.

NH, NH, H NH, H
+] \ *
HN? AN T\ CF,COOH w/\/ \ 'soH HN) w/ \
» «— >
k “ k ” W/ FSOH-SbF—SO, N/\
2+ H 2 2+

Aus den Spektren von Adenin in FSO,H und I'SO,H-SbF,~S0, folgt, dass in die-
sen beiden Losungsmitteln die Verbindung als Trikation 2%+ vorliegt, da die vier be-
obachteten NH-Signale eindeutig zugeordnet werden kénnen. Beim Ubergang von
FSO4H zu CF;COOH erfahren die beiden Vinylprotonen sehr unterschiedliche Ver-
schiebungen nach hoherem Feld, welche unter Beriicksichtigung des Losungsmittel-
effektes (AGESH™ = — 0,27 ppm) fir H-C(2) —0,73 ppm und fiir H-C(8) — 0,22 ppm
betragen. Dies zeigt, dass in CF4COOH ein tiefercr Protonierungszustand vorliegt,
und dass die Deprotonierung im Pyrimidinring erfolgen muss (22+). Die Zuordnung
der Vinylsignale des Adenins in CF,COOH stiitzt sich auf die Messung ihrer chemi-
schen Verschiebungen in wisseriger Losung bei steigendem CF,COOH-Gehalt. Wic in
wisseriger H,SO, {2¢e] heobachtet man auch hier, dass sich die fiir die beiden Vinyl-
protonen erhaltenen Kurven itberkreuzen, so dass das in D,0O bei tieferem Feld liegende
Signal von H-C(2) [2¢] in CF;COOH bei hoherem Feld erscheint. In D,0 werden die
beiden Vinylresonanzen nochmals nach héherem Feld verschoben (Tabelle). H-C(2):
—0,56 ppm, H-C(8): —1,03 ppm (A 0oy = +0,30 ppm [1] beriicksichtigt). Diese

FSO;H, TRIKATION

CF,COOH, DIKATION

D20, NEUTRALMOLEKUL

T T T T T T T T T T T T T

10 95 9 ppm

Fig. 3. Andevungen dev chemischen Vevschiebungen von H—C(2) und H--C(8) des Adenins in Losungs-
mitteln verschiedeney Sdauvestivke, schematische Darstellung
Far Losungsmitteleffekte und verschiedene Standardisierung wurde unter Bezug auf D,O korrigiert
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Tig.4. NM R.-Spektren von Guanin (3) in: a) CF,COOH—-SO0,, —55°; b) FSO,H, —55°;
c), dy FSO,H—~SbF—S0, (1:1), 27°, —~ 55°
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beiden grossen Verschiebungen sind im Einklang mit dem Verlust je eines Protons im
Pyrimidinring und Imidazolring, wodurch die Dikationstruktur 2%+ des Adenins in
CT3COOH bestitigt wird. Die Anderung der chemischen Verschiebung der Vinylpro-
tonen mit zunehmender Sdurestirke ist in Fig.3 abgebildet. Auf Grund der in ver-
diinnter H,50, (0,6 M) gemessenen chemischen Verschiebungen der Vinylprotonen
{2¢], sowie ihrer relativen Resonanzpositionen, kénnte erwartet werden, dass Adenin
unter dicsen Bedingungen als Monokation vorliegt. Die Messungen in wisseriger
CIF3COOH (s.0.) liefern jedoch keinen Hinweis auf diec Ausbildung einer diskreten,
monokationischen Stufe.

3. Guanin (3). — Uber die Protonenresonanzspektren von Guaninen in saurer Lé-
sung ist nur wenig bekannt (vgl. hierzu Guanosin [7]). Die Protonierung des (Guanins
wurde vor allem durch UV.- [8] und IR.-Spektroskopie [7] sowie durch Réntgen-
Strukturanalyse [9] des 9-Methylguanin-hydrochlorids untersucht. Wihrend 9-Me-
thylguanin zuerst an N(7) protoniert wird [8] [9], deuten die UV.-Spektren von Gua-
nin in wisseriger Lésung eher auf eine Protonierung an N(1) hin. Das Protonierungs-
verhalten des Guanins ist fiir uns insofern von besonderem Interesse, als diese Ver-
bindung cine grosse strukturelle Verwandtschaft zu 2-Amino-4-o0x0-3,4-dihydro-
pteridin (Pterin) (4] [10] aufweist. Als Modellsubstanz fiir diese beiden Verbindungen
haben wir die Protonierung des Isocytosins (2-Amino-4-oxo-3,4-dihydropyrimidin) in
den gleichen Lsungsmitteln bereits beschrieben [1].

Guanin ist in CIF;COOH relativ schlecht 16slich. Eine gesittigte, ca. 0,2M Losung
zeigt im NMR.-Spektrum ein scharfes Singulett (8,98 ppm) fiir das Vinylproton an
C(8), sowie eine breite NHy-Absorption (ca. 8,0 ppm), welche sich in CF,COOH-SO0,
bei — 55° in zwei Signale aufspaltet (Fig. 4a). Bei — 55° lasst sich zusitzlich eine breite
Absorption bei 13,5 ppm beobachten. In FSOgH werden bei 27° zwei NH-Resonanzen
(12,02 und 12,44 ppm) sichtbar und das Vinylsignal ist durch Kopplung mit dem Pro-
ton bei 12,44 ppm in ein Dublett aufgespalten. Beim Abkiihlen auf + 5° erscheint es als
Triplett, welches durch Einstrahlung bei 12,02 und 12,44 ppm entkoppelt werden
kann. Die beiden NH-Signale stammen daher von den Protonen an N(7) und N(9) und
kénnen auf Grund der Spektren des 7-Methyl- und 9-Methyl-Guanins zugeordnet
werden (s. Tabelle). Die Temperaturabhingigkeit der Aufspaltung des H-C(8)-Signals
zeigt, dass H-N(9) einem rascheren Austausch unterliegt als H-N(7). Abkiihlung auf
—55° in FSOH (FFig.4b) ldsst zwei weitere Resonanzen bei 11,06 und 11,1 ppm in
Erscheinung treten. Guanin nimmt in diesem Losungsmittel daher mindestens zwei
Protonen auf. Ferner ist bemerkenswert, dass beim Ubergang von FSO,H zu
CF3COOH nach Berticksichtigung des Losungsmitteleffektes keine Verschiebung nach
hoherem Feld auftritt (vgl. hierzu Purin und Adenin). Die Vinylresonanzen der
methylierten Guanine zeigen sogar im Mittel eine Verschiebung um 0,1 ppm nach tie-
ferem Feld.

Mit FSOgH-SbF;—S0,-Gemisch als Losungsmittel erhilt man Spektren, die offen-
sichtlich von zwei Spezies herrithren, was an der Verdoppelung des Vinyl-Tripletts und
der anderen Signale erkennbar ist. Die relativen Intensititen der verdoppelten Signale
sind temperaturabhingig (reversibel) sowie abhingig von der Zusammensetzung des
Losungsmittels und der Konzentration des Substrates. Bei einer Zusammensetzung
von FSO,H : SbF; = 2:1 licgen die beiden Spezies in etwa gleichen Konzentrationen
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vor, wihrend im 1:1-Gemisch (Fig.4c¢) die Form A iiberwiegt. Die Zuordnung der
Signale zu den cinzelnen Spezies lasst sich daher durch Variation der Zusammenset-
zung des Losungsmittels sowie durch Doppelresonanzexperimente treffen. Die relati-
ven Intensitdten der verdoppelten Signale sind ferner durch Methylsubstitution im

o
1

HN o ?>
| 8
N /L:
ClH

o =0

3
N

3

7 13 8 NH:2 CH,

AB AA AB A B

T T T T T T u T T S mannd

13 1 9 45 ppm
Fig.5. NM R.-Spektrum von 9-Methylguanin in FSO,H—SbF,—SO, (1:1), 27°

Die Methylregion wurde im Vergleich zum tibrigen Teil des Spektrums bei kleinerer Verstirkung
aufgenommen

Pyrimidin- und Imidazolring zu beeinflussen. So verschiebt sich z.B. im 1-Methyl-
und 7-Methyl-, sowie im 9-Methyl-Guanin (Fig.5) das Verhiltnis stark zugunsten der
Form A, wobei der Einfluss der 1-Methylgruppe stirker ist als derjenige der 7- und
9-Methylgruppe. Noch starker zeigt sich dieser Effekt im 1,7- und 1,9-Dimethyl-
guanin, in deren Spektren das Gleichgewicht praktisch vollstindig auf die Seite der
FForm A verschoben ist. Erniedrigung der Messtemperatur von 27° auf — 55° bewirkt
bei Guanin (Fig.4d) sowie bei den methylierten Guaninen ebenfalls eine Verschie-
bung zugunsten der A-Form. Zusitzlich tritt ein neues Signal der A-Form auf (Guanin-
13,47 ppm), welches ciner OH-Resonanz zugeordnet werden muss, vgl. hierzu {1].

.
O H O H OH
LN N N

HN" \”/ \ CT,COOH HN/\#/ \ HN/\” -\
| 2 R J o — y

MNP SN SOl Ay ~/  TSOH—SDE,—S0, e /*LN N
H H o H

32+ 3 33+

Zur Ableitung der in den verschiedenen Losungsmitteln vorliegenden protonierten
FFormen des Guanins gelit man am besten vom FSO;H-Spektrum aus, in welchem bel
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— 557 vier NH-Protonen an N(1), N(3), N(7) und N(9), sowie die NH,-Grupp: beob-
achtet werden, d.h. Guanin muss mindestens in der diprotonierten Form 32+ vorlie-
gen. Da beim Ubergang zur CF,COOH-Losung Guanin und die methylierten Guanine
keine Verschiebung der Vinylresonanzen nach hoherem Feld aufweisen (Tabelle},
kann man schliessen, dass diese Verbindungen auch in CF,COOH als Dikationen vor-
liegen. In wisseriger Mineralsdure wurde beobachtet, dass die erste Protonierung vom
Ort der Methylsubstitution abhingig ist [8]. Falls bei den verschiedenen Guaninen in
CF;COOH verschiedenartige Monokationen gebildet wiirden, wiren fiir deren Spek-
tren beim Ubergang zum Dikation sehr unterschiedliche Anderungen zu erwarten,
was jedoch nicht der Fallist. In den Spektren in FSO;H-SbF;~S0, ist die Form A der
trikationischen Struktur 33+ zuzuordnen. Dies folgt eindeutig aus den vier beob-
achteten NH-Resonanzen sowie dem bei tiefen Temperaturen auftretenden OH-
Signal. Aus dem Erscheinen der NH,-Resonanz kann man mit Sicherheit schliessen,
dass diese Gruppierung nicht protoniert wird. Die Spezies B zeigt mit Ausnahme der
OH-Resonanz die gleichen Signale wie das Trikation, wobei jedoch das Vinylsignal,
die NH,-Absorption sowie die beiden NH-Signale des Pyrimidinrings deutlich nach
héherem Feld verschoben sind. Da das Spektrum der Form B eine grosse Ahnlichkeit
mit demjenigen von Guanin in FSO,H (Fig.4b) aufweist und da eine Erhishuag der
Basizitdt des Substrates oder eine Erhohung der Aciditit des Losungsmittels das Ver-
Liltnis von A und B stark zugunsten der Form A verschiebt, ordnen wir dic Spezies B
dem Dikation 3%+ zu.

Ahnliche Erscheinungen sind bereits friiher bei der Protonierung von Hydroxy-
pyrimidinen beobachtet worden [1]. Das Spektrum von 2,4-Dioxo-1,2,3,4-tetra-
hydropyrimidin (Uracil, 4) zeigt in FSO;H-SbF,-S0O, (5:1-Gemisch) bei — 55° zwei
Triplette fiir H-C(6) und zwei Dublette fiir H-C(5). Ferner werden zwei OH-Signale

+

fur die C(4)=OH Gruppierung beobachtet. Die Signale der in geringerer Konzentra-
tion vorliegenden Spezies B liegen jeweils bei hoheren Feldstarken. Im 2:1-Gemisch
verschiebt sich das Verhiltnis zugunsten von Form A. Diese Form zeigt jetzt zwei
scharfe OH-Signale bei 12,11 und 12,17 ppm, wihrend B nach wie vor nur eine Hydro-
xylresonanz bei 11,69 ppm aufweist. A entspricht somit dem Dikation 4%+ und B dem
Monokation 4+.

.
s OH OH
I f i
HNT \” HNT HN" \”
"1 .
O//\N/ O//\N HO//\N/
H H H
4 e 42+

Das frither beschriebene Spektrum von 2-Oxo-1,2-dihydropyrimidin in
FSO,H-SbF,~S0, (5:1) muss in gleiclier Weise als dasjenige eines Gemisches des
Mono- und Di-Kations interpretiert werden. In FSO;H lasst sich ein geringer Anteil
an Monokation neben dem Dikation nicht nachweisen, da die Protonen beider Spezies
zu rasch ausgetauscht werden. Deshalb kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass
neben den fiir die FSO3H-Losungen formulierten Purin-Kationen geringe Konzentra-
tionen der héher oder niedriger protonierten Spezies vorliegen.
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Experimentelles. — Purin, Adenin und Guanin sind Handelsprodukte (FFluka AG) und wur-
den ohne weitere Reinigung verwendet. Die methylierten Guanine stellte uns freundlicherweise
Prof. W. Pfleidever, Konstanz, zur Verfiigung. Das Losungsmittel CF;COOM (Mevck AG) zeigte im
NMR.-Spektrum keine Signale von Verunreinigungen, FSO,H (Fluka AG) jedoch musste im
Vakuum fraktionicrt destilliert werden und wurde in 1-ml-Ampullen bei — 20 aufbewahrt. Die
Losungsmittelgemische FSO,H—SbF;—50, wurden, ausgehend von entsprechenden Standard-
Gemischen, wie bereits beschrieben [1] hergestellt. Dic molaren Konzentrationsverhdltnisse
FSO,H: SbFy in den Standard-Gemischen betrugen 1,1:1 (1:1-Gemisch), 2,4:1 (2:1-Gemisch) und
4,8:1 (5:1-Gemisch). Diese Standard-Gemische wurden mit flisssigem SO, auf das doppelte Volu-
men verdiinnt {1]. Fir die Tieftemperatur-Messungen wurden auch dic Trifluoressigsdurc-Losun-
gen mit dem gleichen Volumen an flissigem SO, versetzt. Die NMR.-Spektren wurden mit einein
Varian-HA-100 (MHz)-Gerdt aufgenommen, normale Messtemperatur 27°. Die Tieftemperatur-
Messungen erfolgten mit Hilfe einer Temperaturkontrolleinheit V4343. Zur Temperaturcichung
{4 3°) diente ein in den Probenkopf eingefithrtes geeichtes Thermometer. Doppelresonanzexperi-
mente wurden nach der «frequency-sweep» Mcthode durchgefilhrt. Dic chemischen Verschiebun-
gen gelten + 0,01 ppm, die Linienpositionen der breiteren NH-Signale wurden auf dic ndchsten
0,05 bzw. 0,1 ppm anf- oder abgerundet.
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