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Absfract-Original mass spectra of uracil and thymine derivatives are presented with the corre- 
sponding fragmentation schemes. 

In the first series of spectra, the fragmentations of thymine derivatives, including 14C-2-thymine, 
dimers, and bromo thymines, confirm the basic retro Diels-Alder mechanism. 

The second series includes dihydro 5,6-derivatives of uracil (hydroxy and bromo substituents). 
The behaviour of these molecules is quite different; they are more sensitive to the substituents and a 
part of the fragmentation is often explained by protonated molecular ions. 

RBsum6-Nous presentom une serie de spectres de masse originaux, de derives de I’uracile et de la 
thymine, ainsi que les schemas de fragmentation correspondants. 

L‘Ctude d’une premikre serie de mol&ules, & caractkre aromatique, dont une marquee au %, a 
permis de confirmer le mecanisme de base de la fragmentation comme &ant un ‘retro Diels Alder’. 

Une deuxibme serie, saturee en position 5,6 du noyau uracile, montre le caractkre totalement 
different de ces mol6cules, plus fragiles, plus sensibles B la nature des substituants et donnant un 
ion protone [MH]+, responsable d’une partie des fragments observes. 

LES DBRIVBS de l’uracile ont un r81e biologique considtrable parce qu’ils sont au 
coeur de la vie. L‘uracile et la thymine sont, en effet, des constituants fondamentaux 
des acides nucliiques. La pharmacopCe utilise aussi, trbs souvent, des analogues 
structuraux des molicules de ce type: les dCrivBs halogCnCs comme le fluorouracile 
peuvent dtre des antimitabolites intkressants en chimiothirapie anticanctreuse ou 
des radiosensibilisants comme le bromouracile. Quant aux dtrivts de l’uracile 
mCthylC en 1 ,  on les rencontre dans I’ARN de transfert. 

En vue d’une Btude de 1’ action des rayonnements ionisants sur les bases pyrimidi- 
ques, un certain nombre de ces dCrivts ont CtC prCparts et l’ttude de la fragmentation 
par impact Clectronique fait l’objet de cet article. 

La connaissance du spectre de masse de ces substances peut faciliter I’interprCta- 
tion du spectre des dtrivds inconnus, obtenus par radiolyse de la thymine et del’uracile. 

Les spectres de masse, originaux pour la plupart, correspondent aux produits 
suivants: la thymine 14C en position 2; les dimkres de l’uracile et de la thymine; 
des dCrivts bromts et carbonylBs de l’uracile et de la thymine; des dCrivCs hydroxylks 
du dihydro-5,6 uracile. 

Nous prksentons B c8tC des spectres de masse, les schtmas de fragmentation tels 
qu’ils ressortent de cette ttude. La diversit6 des molecules Ctudites permet d’Cclairer 
et de prCciser certains mtcanismes Cnoncts par Rice1 dans son Ctude des termes 
fondamentaux de la sCrie, en particulier la rupture ‘retro Diels Alder’, propre aux 
molecules de la strie de l’uracile. 

* Laboratoire de Radiobiologie, CEN-38 Grenoble, France. 
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D'autre part, lorsque la liaison 5,6-des uraciles est saturke, la rupture de la mole- 
cule est profondtment modifike et devient plus sensible & la nature des substituants. 

Dkrivb ayant une double liaison en 5,6: uracile, thymine 14C-2, thymine 
Les spectres de l'uracile et de la thymine ont t t t  dkja 6tudits par Rice et Col.' 

Nous avons reproduit les modes de fragmentation sur les Schtmas 1 et 2. Mais 
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FIG. I. Uracile (TB: 150°C). 
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FIG. 2. Thymine. 

dans nos conditions opCratoires, nos spectres sont notablement diffkrents : la frag- 
mentation est beaucoup moins importante et le pic molkculaire est le pic de base 
(v. Figs. 1 et 2). 
Thymine marquie au 14C en position 2. Le spectre de cette molCcule trbs fortement 
marqute (plus de 75 %) a Ctt tract (Fig. 3). I1 montre avec Bvidence que la premibre 
rupture de l’ion moltculaire de la thymine a lieu suivant un mCcanisme de ‘retro 
Diels-Alder’. * 

* Voir aussi la note de Pullman sur un calcul thkorique conduisant A la m6me conclusion (C. R. 
Acadkmie des Sciences Paris Tome 262) 7.3.1966, p. 826. 
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En effet, lors de cette rupture (v. SchCma 2), le 14C en position 2 est totalement 
tlimint sous forme de HNCO dans le premier fragment. Le fragment restant, de 
masse 83 et non 85, qui porte la charge, se dtcompose par perte d’une moltcule de 
CO ou d‘une moltcule de HCN ou enfin d’un radical ctt6nyle CH3-&C=0. 

Cette fragmentation implique pour l’ion de masse 83 une structure de type : 

[ ; “ ‘  CO=C-CH=NH I; 
Ce sont donc les liaisons 1,2 et 3,4 qui se rompent dans cette fragmentation. 

On remarque que le pic 70, CO=N=CO; (confirm6 par mesure de masse) subit 
aussi le dCcalage de deux masses dans la molCcule marquke. 

Le massif des pics 40 (CH3-c=CH)f et suivants (39, 38, 37) provient probable- 
ment des ruptures des liaisons 4,5 et 6,l. 

Dim6res de I’uracile el de la thymine.* (v. Figs. 4 et 5). Le spectre du dimbre 
de l’uracile est identique B celui de l’uracile, aux deux remarques suivantes pr&: 
1. La temptrature de l’tchantillon ttait plus tlevte que pour le spectre du mono- 

mkre; 
2. MalgrC cette temptrature supCrieure, les ions de 26me fragmentation sont relative- 

ment moins abondants, ce qui indiquerait qu’il y a une absorption d’Cnergie pour 
la dissociation. L‘ion moltculaire n’a pas t t t  observ6 pour ce dimbre. 
Par contre, le spectre du dimbre de la thymine prksente: 

temptrature de source suerieure a 200°C. 

+ 

1. Un pic a la masse 253 correspondant B l’ion [M + HI+; il apparait pour une 

2. Un pic trbs important (100%) B la masse 127: monombre protonk. 
3. Deux pics, aux masses 109 et 110, absents dans le spectre du monomihe, qui 

correspondent B l’arrachement d’un radical. OH a partir des ions 126 et 127 
(mttastables 93,6 et 95,3). 
* Voir aussi C. Fenselau et a1 (rkfkrence 2). 



Etude de la fragmentation de dkrivks de l’uracile et de la thymine par spectromktrie de masse 1187 

lo] 

I 69 

I I , , , , ,  

30 50 70 90 11 

FIG. 4. Dimkre de l’uracile (T, : 200°C). 
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FIG. 5. Dimkre de la thymine. 

Dans le cas du dimbre de la thymine I’ionisation directe existe, car on observe 
des pics propres au dimtre tandis que pour l’uracile, il y aurait dissociation thermique 
du dimbre avant ionisation, car son spectre est semblable 5 celui du monombre. 

Formyl-5 uracile (v. Fig. 6 et Schtma 3). Cette moltcule subit comme premikre 
fragmentation aprbs l’ionisation, l’klimination d‘une moltcule de CO pour donner 
un ion de masse 112, de mCme formule brute que l’uracile. 

Cet ion se dkcompose d’une part suivant les fragmentations normales de l’uracile : 
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FIG. 6. Formyl-5-uracile. 
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par Climination de HNCO, on a l’ion m/e 69, lequel se dCcompose par perte: 
de HCN en [COCH,]’. h i e  42) 
de CO en [C2H,N]+* (mle 41) 

de -CHCO en CH-NH h i e  28) 
+ 

d’autre part, en plus de cette dCcomposition normale, on observe: 

-un processus direct conduisant l’ion CH=NH (28): un mitastable apparait 
d la masse 7,O et cet ion 28 est relativement plus abondant que dans le spectre de 
masse de l’uracile (rapport deshauteurs de pics -,?1% supCrieur dans le ler cas). 

--me Climination de CO donnant l’ion 84 [C,H,N,O]+* qui donne A son tour l’ion 
41 [C,H,N]+. par Climination de HNCO. 

-une Climination de HCN conduisant a l’ion 85 [C,H,NO,]f.. 
Bromo-5 uracile et bromo-5 dime‘thyl-l,3 uracile (v. Figs. 7 et 8). Les SchCmas 4 et 5 

+ 
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30 

FIG. 7. Bromo-5 uracile. 
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FIG. 8. Bromo-5 dim6thyl-l,3 uracile. 



1190 J. ULRICH, R. TEOULE, R. MASSOT et A. CORNU 

[C3H Nor] ZI- [C H N O T  
n1je67 T 21,268 / .CD*D 

fiBr] NNCO* , [CO= Br c-cH=NH)+' ncri. 

mle 147 NH 

[MI" : m(e 190 

I 
[Bk-C ,CHIr  m/e 104 

m/e 1. 146 \ 

rnle 79 mle 91 

SCHBMA 4. Bromo-5 uracile. 

-1 
[CS = C H I '  

rnje 104 

[C Br]+ 
m/e 41 

& 
mje 79 

[Br 3 

I HBr 

[ C H i i H ]  

mie 28 

[CO =CHBp]+' 

m/e 120 

m/e 119 

mje 118 

4. [CHSN-CHI 3 

m[e 42 

m/e 133 

mje 53 

SCH~MA 5.  Dimkthyl-l,3 bromo-5 uracile. 
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reprbsentent la fragmentation de ces deux moltcules. On retrouve pour chacune 
d’elle les fragmentations de la moltcule non bromte correspondante (v. SchCma 1) a 
savoir : 
1. Elimination de HNCO (ou CH,NCO) par un mecanisme de rktro Diels-Alder, 

conduisant a I’ion 147 a 149 (ou 161 a 163 pour la moltcule dimCthylCe). 
2. Puis Climination du radical cttCnyle -CBr=CO, ou hydrogene *H ou d’une 

moltcule de CO, ou d’une moltcule de HCN(CH,CN). 
Pour le compost dimCthylC, nous observons en outre une deuxikme fragmentation 

de l’ion moliculaire conduisant directement de l’ion 218 a l’ion 42 (CHGNCH,) 
(ion mttastable a la masse 8,l). 

des 
ions [ C B d H ] + - .  Nous avons admis une formation directe de cet ion a partir de 
l’ion molCculaire, ce qui est a rapprocher de la presence d’ions [C,H,]+- et suivants 
(m/e  40, 39, etc . . .) observCs dans la thymine. 

DPrivPs ‘Dihydro-5,6’ de l’uracile et de la thymine 
Du fait de la saturation de la liaison 5,6,  le caracttre aromatique des molkcules 

prCcCdentes n’existe plus : l’ion moltculaire est beaucoup moins important, la molt- 
cule &ant plus fragile. Les liaisons 5,6 et voisines sont des points de fragilitk a partir 
desquels auront lieu les principales ruptures. On n’observe pratiquement pas d’ion 
metastable dans les conditions habituelles d’enregistrement; ces processus de 
fragmentation nkessitent moins d’Cnergie d’activation; par ailleurs, les substituants 
influent beaucoup plus sur la fragmentation. 

Enfin, ces moltcules trks polaires, prtsentant dans la plupart des cas un ion molC- 
culaire protont, en position 1, sur la fonction amine, lorsque l’azote n’est pas sub- 
stituC. 

Hydroxy-5 dihydro-5’6 thymine (v. Fig. 9).  L‘ion molCculaire m/e 144 est notable 
(5%) et il est accompagnt d’un ion protont m/e 145, probablement sur l’atome 
d’azote-1, comme il apparait dans le Schtma de fragmentation (Schema 6) .  

+ 

Enfin, ces deux moltcules donnent lieu, au cours de leur fragmentation 

100 

- - C 

2 50 s 

II 130 150 

FIG. 9. Hydroxy-5 dihydrothymine. 
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m/c 144 

mle 129 

m!e 73 [ * 5 2 ] +  C H N 0 

mle 145 

S C H ~  6. Hydroxy-5 dihydrothymine. 

Dans ce schkma, nous avons rassembld les ruptures observdes pour l’ion molt- 
culaire, puis pour cet ion [M + HI+. 

Pour l’ion moltculaire, on observe de nombreux processus de rupture dont 
certaines sont bien localistes, que l’on appellera types (a), (b) et (c); les autres, de 
type (d) et (e) ne pourront &re prkcistes qu’a A’aide de moltcules marqutes. 

L’ion 72 peut, par ailleurs, provenir soit de la rupture directe de type (a), soit 
d’une rupture de type (b) suivie d‘une seconde fragmentation (transition 115 -+ 72). 

L‘Climination d’un radical CH, A partir de l’ion moldculaire, totalement absente 
dam les dtrivCs de substitution de la thymine, apparait ici, quoique faible. 

C’est la rupture du type (b) de l’ion [M + HI+ qui fournit l’ion le plus abondant : 

CH,=NH, (m/e 30). La charge positive est probablement portte par l’azote 1. De 
+ 
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FIG. 10. Dihydroxy-5,6 dihydrothymine. 

m2me l’autre fragment important a m[e 73 est dO a une rupture du type (a) de I’ion 

[M + HI+. L‘ion 44 (CONH,) provient peut-Etre d’une rupture du type (d) de l’ion 
[M + HI+. 

Dihydroxy-5,6 dihydrothyinine (Thymine-glycol) Fig. 10. Le pic moltculaire n’a 
pas Ctt observt. Le pic de masse 161, nettement visible, correspond a la moltcule 
protonte [M + HI+, relativement plus abondante grace a la plus forte polaritt 
amente par le deuxitme groupement OH. 

La proportion de fragments provenant de l’ion [M + H]+ est relativement plus 
importante que dam la moltcule prtctdente. On retrouve les m&mes types de frag- 
ments (a), (b) et (d). (Schtma 7). 

Par ailleurs, la moltcule non protonie donne aussi ses fragments propres du type 
(a), (b), (c) et (d); le type (e) par tlimination de CO n’est pas observt. 

Des ions obtenus par perte d’une seule moltcule d’eau ont ktt observis (masses 
142 et 143) et sont peu importants. Le caracthe glycol n’est donc pas predominant 
dans ce type de molkcule. 

Dibromo-5,5 hydroxy-6 dihydrouracile (Fig. 11). L‘ion moltculaire se dtcompose 
par des ruptures de type (a), (b), (c) et (e), comme pour l’hydroxy-5 dihydrothymine 
(Schtma 8). L‘ion [M + H]+ n’a pas Ctt observt, mais le pic m/e 46 (NH,==CHOH)+, 
t r b  intense (100%) ne peut s’expliquer que par une rupturr. de type (b) de cet ion 
[M + HI+. 

La rupture (a) de cet ion [M + H]+ n’est plus visible car la rupture (b) est prt- 
pondtrante, se trouvant facilitke par la presence des deux atomes de brome en position 
5 aussi bien par le groupement OH en position 6. 

Enfin, l’tlimination d’une moltcule d’acide hypobromeux BrOH est un processus 
caracttristique de ces moltcules dibromies et nous ramtne l’ion 190, ion molt- 
culaire du bromo-5 uracile dtjB etudit. On observe alors tous les pics principaux de 
cette molkcule. 

+ 
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SCHBMA 7. Dihydroxy-5,6 dihydrothymine. 

Dimethyl-l,3 dibromo-5,5 hydroxy-6 dihydroxuracile (Fig. 12). Le schtma de frag- 
mentation de cette molCcule (Schema 9) dont les fonctions amines sont totalement 
substitukes, se distingue plus encore des schCmas prtckdents : 

L'Climination de BrOH devient prCpondCrante pour l'interprttation du spectre; 
ce qui conduit a l'ion molkculaire de la "'Dimethyl-bromo-5 uracile (Schema 5) 
dont on retrouve tous les fragments; 
On n'observe plus de protonation de la molCcule; 
Les ruptures (a) et (b) demeurent, (b) &ant pr6pondCrante; 
La rupture (e), qui prtcCdait l'tlimination de HNCO dans la molCcule non dimt- 
thylee, a fait place i la rapture (d) (Climination de CH,NCO) suivie de l'tlimination 
de CO ou de CHOH=NCH,. 
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FIG. 11. Dibromo-5,5 hydroxy-6 dihydrouracile. 

CONCLUSION 

Dans le premier groupe (d6rivks de l’uracile), le caract2re aromatique des molkcules 
leur donne une unit6 de comportement qui se manifeste par l’importance de l’ion 
molkculaire et par la prkpondkrance de la rupture du type ‘retro Diels Alder’ lors de 
la fragmentation. 
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NH-CHOW 

m/e I9O ct  s u i v a i i t s .  

[M+HIC b m/e46 [ NI{;CH&]+ 

SCHBMA 8. Dibromo-5,5 hydroxy-6 dihydrouracile. 

Dans le second groupe (Dihydro-5,6 uraciles), la protonation demeure un phkno- 
mkne trks important tant que les atomes d’azote des fonctions amines, responsables 
de la grande polarit6 de ces molkules, ne sont pas totalement substituts. 

Cette Ctude a permis aussi de se rendre compte de la coinplexitk de ces moltcules, 
et de voir encore une fois l’importance de l’tlimination de petites molCcules (CO, 
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FIG. 12. DimCthyl-l,3 dibromo-5,5-hydroxy-6 dihydrouracile. 

HCN, HNCO, B r O H  . . .) ainsi que de la formation d’ions non radicalaires (ions 

NR,) dans les compost% azotks. 
+ 
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SCHBMA 9. Dimethyl-l,3 dibromo-5,5 hydroxy-6 dihydrouracile. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Conditions opc‘ratoires 
Nous avons utilise un spectromttre de masse AEI, type MS-9, muni du systtme d‘introduction 

directe; la tempkrature de la source (T,) varie de 130°C A 200°C. L‘energie Blectronique est de 70 eV 
gBntral. La vaporisation de l’khantillon est contrblk de facon a rester constante pendant le trace 
de nos spectres (environ une minute). 

Les masses des pics ont 6tB mesurks, soit par la mtthode du ‘peak-matching’, avec l’heptacosa- 
fluoro-tributyl-amine comme etalon interne, soit par enregistrement du spectre sur b a d e  magnetique 
et traitement au calculateur IBM 36040.3 

Prc‘paration des substances 
La thymine pnarquc‘e 14C sur le carbone C-2 nous a t te  fournie par le Centre #Etudes Nuclkaires 

de Saclay. 
Bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine. Elle est obtenue par la mBthode de 0. Baudish et Davidson,’ 

par action du brome en milieu aqueux sur le thymine. 
Dihydroxy-5,6 dihydrothymine. Elle a Ctt prepark selon le procede de 0. Baudish et Davidsod 

en faisant rkagir l’hydroxyde d’argent sur la bromo-5 hydroxy-6 dihydrothymine. D’autres voies 
pour eliminer I’argent ont t te  dkrites; il nous semble preferable d’utiliser a cette fin H,S plut6t que la 
dithizone. Notons que, par ce proctd6, on obtient la forme cis; la forme trans peut &re prepark 
par chauffage & 90°C pendant quatre heures en solution aqueuse.6 

Hydroxy-5 dihydrothymine. Elle a t te  synthBtis6e par la technique de Nofre et Cier.”’ En faisant 
barboter du chlore dans une solution aqueuse de mkthacrylate de potassium, on obtient l’acide B 
amino-cc hydroxy isobutyrique. Le chlorhydrate de cet acide amine conduit par rkaction avec 
l’isocyanate de potassium, prepark suivant la technique ddcrite dans Inorganic Syntheses,” a l’hy- 
droxy-5 dihydrothymine. 
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La dernitre phase de la cyclisation doit Etre effectute de preference a 100°C prenant soin d’eliminer 
l’alcool 6thylique formt. Notons que l’hydroxy-5 dihydrothymine, B la difference de I’hydroxy-6 
dihydrothyrnine est stable (P F 255°C). 

Dimdres de la thymine et de l’uracile. Les photodimtres de ces deux substances ont BtC obtenus 
par irradiation U.V. de la solution aqueuse, en milieu congelC8 et recristallisation dans l’alcool. 

Formyl-5 uracile. I1 s’obtient par oxydation de I’hydroxymCthyl uracile par le bichrornate de 
potassium dans l’acide acetique glacial suivant la technique decrite par R. Alcantara et S. Y. Wang.* 
L‘hydroxymtthyl-uracile avait etB prealablement obtenu par action du formaldehyde sur l’uracile en 
prkence de potasse suivant le procM6 de R. E. Cline et R. Fink.lo 

Dibromo-5,5 hydroxy-6 dihydrouracile et bromo-5 uracile. Le bromo-5 uracile est obtenu en 
faisant rtagir le brome sur l’uracile a temperature ordinaire puis en chauffant pour provoquer la 
debromhydratation de I’halohydrine. Le dibromo-5,5 hydroxy-6 dihydrouracile se prepare a partir 
du corps prkctdent par action du brome, B froid.13 

Dimithyl-l,3 bromo-5 uracile et N-dimCthyl-l,3 dibromo-5,5 hydroxy-6 dihydrouracile. Ces deux 
substances proviennent de l’action du brome sur le dimCthyI-1,3 uracile. Elles sont obtenues selon 
des methodes qui rappellent celles des substances analogues non methylCe~.’~ 

Remerciements-Nous tenons a remercier Mme Georges, Mesdemoiselles Pouchot et Lamoure, 
ainsi que MM. Allet, Cadet, Huet et Drevon pour leur contribution B ce travail. 
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