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Nous avons étudié par rmn du proton et du carbone 13 et par spectrométrie de masse le phosphate d’isaxo-
nine. Les résultats ont montré que cette molécule posséde deux sites de protonation sur I’hétérocycle. De plus,
la fragilité de la liaison isopropyl-amine est mise en évidence par spectrométrie de masse.
J. Heterocyclic Chem., 21, 1265 (1984).
Introduction. H4 et HB H5 CH CHg

Le phosphate d’isaxonine (figure 1) est une nouvelle !
molécule qui a pu étre préconisée dans le traitement de di- !
verses neuropathies. Elle posséde en effet la propriété de H l
faciliter la croissance des axones [1]. Un des sites d’action : 1 1 :
parait étre la tubuline, protéine dont la polymérisation A ‘
conduit aux microtubules qui sont les constituants princi-
paux des axones. Le phosphate d’isaxonine parait, au
moins en partie, devoir son effet & une accélération de la
polymérisation de cette protéine [2]. Nous pensons étudier
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le mécanisme d’action de cette molécule dont nous avons ik LSO
. . . 3.0 . . ou ou
déja démontré certaines propriétés [3]. Mais il est bien évi- H6 H6 /\
dent que pareille étude n’est concevable que si on connait ﬂ , h
parfaitement les caractéristiques spectrales et la structure ﬂ \ 1/\ Ul o pz I
de I'isaxonine. Le but du présent travail est précisément il ’.l | ‘ & | \ S '\
d’exposer les résultats que nous avons obtenus dans ce do- i i 0 \ ) /\‘ ;U;
maine et qui nous permettent de préciser certains points B k \J : f 5
sur la structure de cette molécule, en particulier ses sites | / | \
de protonation. S \¥ J 4 N
H
Hw)s\rH @ 8,51 6,96 : 4,12 1&30
y Q ) 8,9? 8],92 8‘.42 7ﬁ55 4,[13 1,50

1NYN3 . (B}
HN CH
Ny, 13

CH .HaPO

\CH3 ki |

Déplacements chimiques { ppm )

Figure 2. A-Spectre du phosphate d’isaxonine dans ’eau
‘ . ,. . lourde (0,1 M) & pH = 2,72. B-Spectre du phosphate
Figure 1. Formule du phosphate d’isaxonine. d’isaxonine dans I'acide sulfurique (0,3 M).

Résultats obtenus. . .. )
les caractéristiques des spectres du phosphate d’isaxonine

1) rmn du proton.

La solution 0,1 M de phosphate d’isaxonine dans 1’eau
lourde présente un pH de 2,72. Le spectre de cette solution
est représenté dans la figure 2A. Les déplacements chimi-
ques et les constantes de couplage sont fournis dans le ta-
bleau I ou figurent également les résultats obtenus avec
I'isaxonine, base en solution 0,1 M dans I’eau lourde (pH
obs. = 6,90). Dans ce tableau sont également représentées

et de I’isaxonine base en solution 0,1 M dans le DMSO.
Les expériences menées avec I'isaxonine base et le phos-
phate d’isaxonine en solution dans I’acétone deuteriée, a
température variable, ont permis de mesurer les tempéra-
tures de coalescence des protons H, et H, dans le cas de
ces deux molécules. Ces températures sont égales a — 35°
pour I'isaxonine base et —20° pour le phosphate d’isaxo-
nine.
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Sur la figure 3 sont représentées les courbes de varia-
tion des déplacements chimiques en fonction du pH, & = f
(pH obs.). Ces courbes sont obtenues a partir des solution
0,1 M de phosphate d’isaxonine dans I’eau lourde. Lors-
que le pH augmente tous les signaux se déplacent vers les
champs forts mais les différents protons ne sont pas affec-
tés avec la méme intensité.

Sur la figure 2B nous avons fait figurer le spectre du
phosphate d’isaxonine dans I’acide sulfurique (0,3 M) a
20°. Les valeurs des déplacements chimiques et des con-
stantes de couplage sont résumées dans le tableau 2. Nous
noterons plus particuliérement I’existence de deux dou-
blets dédoublés a 8,92 et 8,98 ppm pour les protons H, et
H,. La figure 4A représente les modifications apportées a
ce spectre par |’abaissement de la température. Nous ob-
servons I’apparition d’un signal d’intégration 1 a 12,57
ppm aux environs de + 10° et celle d’un signal également
d’intégration 1 4 12,08 ppm lorsque la température de-
vient inférieure & — 10°. Inversement, lorsqu’on éléve la
température au-dessus de 20°, on note une fusion progres-
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Figure 3. Variations des déplacements chimiques des
protons du phosphate d’isaxonine en solution dans I’eau
lourde en fonction du pH.
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sive des deux signaux de H, et H, réalisée & 60° (figure
4B) ainsi qu’une disparition du signal du proton de I’ami-
ne extracyclique.

Enfin, la figure 5 représente les variations des déplace-
ments chimiques des protons du phosphate d’isaxonine
dans des mélanges eau-acide sulfurique de composition va-
riable. Les protons voient leur signal se déplacer vers les
champs forts lorsque le pourcentage en acide sulfurique
diminue. Toutefois les variations des déplacements chimi-
ques du proton CH sont trop faibles pour étre considerées
comme significatives. D’autre part, il convient de soulig-
ner que pour des concentrations en acide sulfurique infé-
rieures 4 70%, les deux doublets se fondent en un signal.
Pour cette méme concentration il y a disparation du sig-

nal du NH.
2) rmn du carbone 13.

Les caractéristiques specirales du phosphate d’isax-
onine (0,6 M) a pH 2,72 et de 'isaxonine base (0,15 M) a
pH 6,82 en solution dans P’eau lourde sont fournies dans le
tableau 3.

Dans ce méme tableau, figurent les résultats obtenus
avec le phosphate d’isaxonine en solution dans I’acide sul-
furique (0,6 M). Nous noterons dans ce cas 'apparition de
deux signaux vers les champs faibles a 160,3 et 161,8
ppm dus aux carbones C, et C,.

Enfin, dans la figure 6 sont représentées les variations 6
= f (pH obs) des différents atomes de carbone du phos-
phate d’isaxonine en solution dans I’eau lourde (0,6 M).

Discussion.
1) Symétrie de la molécule.

En solution dans I’eau lourde et le DMSO, a tempéra-
ture ambiante, nous observons une équivalence des pro-
tons et des carbones 4 et 6. Or de par la présence voisine

Tableau 1

Déplacements chimiques (exprimés en ppm +0,01 ppm) des protons
du phosphate d’isaxonine et de I'isaxonine base par rapport au DSS

Solvant D,0 (0,1 M) Solvant DMSO (0,1 M)

Protons IAPP IAP IAPP IAP
CH, 1,30 1,21 1,12 1,21
CH 4,12 3,92 4,00 4,15
H, 6,96 6,66 6,51 6,53
NH 7,06 6,04

H,, H, 8,51 8,24 8,24 8,23

H,PO, 9,79

Constantes de couplage (exprimées en Hertz)

Solvant D,0 (0,1 M) Solvant DMSO (0,1 M)

*J(CH-CH,) 6,5 6,5 6,5 6,5

3J(CH-NH) 5,0 8,0

JornoHg-H, 54 5,0 5,8 4,8
ou Hy)
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Figure 4. Spectre du phosphate d’isaxonine en solution
+20° & —20°. B-de +20° a +80°.

du doublet libre de I’azote extracyclique et du systéme
hétéroaromatique =, il existe une géne a la rotation
autour de la liaison C3-NH.,iracpcrique, géne dont 'observa-
tion en rmn dépend de la hauteur de la barriére de rota-
tion. Rendant compte de la dissymétrie introduite par le

Tableau 2

Déplacements chimiques (exprimés en ppm +0,01 ppm) des protons
du phosphate d’isaxonine en solution dans ’acide sulfurique (0,3 M)
par rapport au DSS (température 20°)

Protons
CH, 1,50
CH 4,13
H, 7,55
NH 8,42
- H, ou H,{ 8,92
H, ou H, 8,98

Constantes de couplage (exprimées en Hertz)

Couplages

*J(CH-CH;) 6,3

3J(CH-NH) 7.5
Jnnhn(Hs'H4 ou Ha) 6‘0

Jmero(H-H) 1,5

84?

dans 'acide sulfurique & différentes températures. A-de

groupement isopropyle, le calcul classique [4] des enthal-
pies libres d’activation AG a conduit respectivement aux
valeurs de 12,2 + 0,2 Kcal/mole et de 13,0 + 0,2 Kcal/-
mole pour I'isaxonine base et le phosphate d’isaxonine;
valeurs proches des chiffres fournis dans la littérature pour
des liaisons de ce type [5). Dans le cas présent, 3 tempéra-
ture ambiante, cette barriére est trop peu élevée pour que
la rotation soit bloquée et I’hétérocycle est symétrique dans
les conditions de I'observation rmn. Cette explication a
d’ailleurs été avancée pour expliquer un probléme analo-
gue observé dans le cas d’alkylanilines [6].

Tableau 3

Déplacements chimiques (exprimés en ppm +0,1 ppm) des atomes
de carbone du phosphate d’isaxonine et de I’isaxonine base
par rapport au TMS

IAPP (0,6 M) IAP (0,15 M)

Carbones D,0 H,S0, D,0
CH, 22,0 21,8 22,5
CH 44,9 50,9 43,6
Cs 110,3 112,2 11,2

5 154,7 147,2 161,4

C, 157,9 160,3 ou 161,8 159,3
C, 157,9 160,3 ou 161,8 159,3
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Figure 5. Variations des déplacements chimiques des

protons du phosphate d’isaxonine dans des mélanges eau-
acide sulfurique de composition variable.

2) Protonation de la molécule.
a) Solvant: eau lourde.

Les courbes représentées sur les figure 3 et 6 sont analo-
gues a celles obtenues dans le cas de la thiamine qui pos-
séde également un cycle aminopyrimidinique [7,8]. Dans
ce cas, elles ont été identifiées a des courbes de titration
correspondant a la protonation du cycle pyrimidinique.
C’est donc cette explication que nous avons adoptée: le
blindage des protons observé lorsque le pH augmente est
di 4 la déprotonation de !’hétérocycle du phosphate
d’isaxonine. Par ailleurs, le point d’inflexion de ces
courbes qui correspond au pK se situe & un pH observé de
valeur 4,2 qui correspond précisément au pK du phosphate
d’isaxonine évalué par d’autre techniques [9]. Cette corres-
pondance représente une preuve supplémentaire de la pro-
tonation de cette molécule.
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Figure 6.Variations des déplacements chimiques des
atomes de carbone du phosphate d’isaxonine en solution
dans ’eau lourde en fonction du pH.

En outre, le phosphate d’isaxonine en solution aqueuse
présente un pH de 2,72 valeur qui se situe dans la zone ou
la molécule est protonée. Donc en solution aqueuse le phos-
phate d’isaxonine existe sous forme monoprotonée, I’hy-
drogéne de protonation étant emprunté a I’acide phos-
phorique dont les pK valent respectivement 2,12; 7,21 et
12,67.

D’ailleurs cette protonation intracyclique est confirmée
par deux faits expérimentaux:

- méme dans ’acide sulfurique pur le signal du proton
NH extracyclique présente une intégration toujours égale
al,

- le carbone en position 2 du phosphate d’isaxonine ré-
sonne & champs plus forts que les carbones en position 4
ou 6 (tableau 3) au contraire de ’isaxonine base. Ce fait ne
peut s’expliquer que par la protonation des azotes intra-
cycliques ainsi qu’il I’a été montré dans le cas de certaines
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aminopyrimidines [10]. —[+
h L . ¥
Enfin, cette protonation intracyclique est en accord M en m=108,64 H
avec les résultats obtenus par Wagner et Coll. [11] sur des \CHQ;H: = cr N\fH‘CHa

molécules apparentées.

Comme la rotation autour de la liaison C,-NH est trop
rapide par rapport a I’échelle des temps de la rmn, le cy-
cle apparait comme étant symétrique ainsi que le montre
Péquivalence des protons et des carbones 4 et 6. Dans ces
conditions, la probabilité de protonation est identique
pour les deux atomes d’azote intracycliques. Il est enfin a
noter que méme dans le DMSO, ce proton n’apparait pas
sur les spectres en raison de son échange avec les hydro-
génes de I’anion phosphorique.

b) Solvant: acide sulfurique.

Les courbes de la figure 5 montrent que les déplace-
ments chimiques des protons décrivent des courbes de type
courbe de titration, analogues & celles obtenues pour la
thiamine, lorsque le pourcentage d’acide sulfurique varie
[12]. Or pour ces solutions, les fonctions d’acidité de Ham-
mett H° et H* [13,14] sont paralléles et jouent un réle
analogue au pH en solution diluée [15]. De plus, ces fonc-
tions sont proportionnelles a la concentration en acide
pour les solutions étudiées [14,16]. Donc les courbes dé-
crites dans la figure 5 sont des courbes de titration et les
variations de déplacement chimique sont dues a la deuxi-
éme protonation du cycle pyrimidique. Une preuve sup-
plémentaire de cette protonation est fournie par I’exis-
tance des deux signaux d’intégration 1 observés a 12,57 et
12,08 ppm sur le spectre du phosphate d’isaxonine dans
Pacide sulfurique 3 —20° qui peuvent donc é&tre attri-
bués a deux protons de protonation, ces protons n’étant
pas équivalents.

Cette différence entre les protons de protonation montre
que dans [’acide sulfurique la molécule de phosphate d’isa-
xonine présente une structure dissymétrique, ce qui est
confirmé par la non-équivalence des protons et des carbo-
nes en position 4 et 6 (figure 2B). Cette dissymétrie est due
a un blocage conformationnel au niveau de la liaison C,-
NH. En effet, d’une part la barriére de rotation est supé-
rieure a celle de 'inversion de ’azote [6], d’autre part le
blocage de I'inversion de ’azote ne peut expliquer & lui
seul la dissymétrie observée pour les protons et les carbo-
nes 4 et 6 car ces derniers posséderaient alors dans 1’es-
pace le méme environnement électronique.

De plus, les résultats [17] obtenus par des calculs de chi-
mie théorique montrent que les protonations successives
du cycle pyrimidinique entrainent une augmentation du
caractére sp, de la liaison C,-NH. Donc la conjugasion
entre le doublet de I’atome d’azote extracyclique et le sys-
téme hétéroaromatique m augmente avec la protonation
du cycle.

Enfin, le calcul classique [4] de I’enthalpie libre d’acti-
vation AG conduit 4 une valeur de 17,1 + 0,2 Kcal/mole

m/z 137 m/z 122

= Ch=cry M=73,97

-+
o
H

m/z 95

Figure 7. Schéma de la fragmentation de la molécule
d’isaxonine.

pour I'isaxonine diprotonée. Cette valeur est plus élevée
que les deux précédentes ainsi qu’en rend compte le blo-
cage conformationnel observé a la température ambiante.

Donc dans cette structure bloquée, ’hydrogéne de pro-
tonation situé au voisinage du groupement isopropyle su-
bit une géne stérique plus grande que I’autre et par con-
séquent s’échange plus lentement avec le milieu. Ceci est
confirmé par le fait que ces deux protons apparaissent sur
les spectres a des températures différentes: +10° et —10°
(figure 4). L’existence de ce blocage est également compa-
tible avec la réapparition de la symétrie de la molécule lors-
que I’on éléve la température.

Il convient enfin de souligner que le dédoublement des
signaux n’apparait qu’a partir d’un pourcentage en
acide sulfurique supérieur a 70% (figure 5). Il semble
donc que le blocage conformationnel autour de la liaison
C:-NH soit du a I'augmentation de ’acidité qui ralentit
I’échange des protons de protonation avec le milieu et
rend ainsi progressivement impossible la rotation. Notons
que nous n’observons pas les couplages entre les protons
NH* et les protons du cycle-en raison de la trop grande lar-
geur des signaux: 50 Hertz pour les premiers et 15 Hertz
pour les seconds.

PARTIE EXPERIMENTALE

Réactifs.

Phosphate d’isaxonine et isaxonine base: laboratoire Ipsen, Paris. Eau
lourde, acide chlorydrique deutérié, ammoniaque deutériée: CEA,
Saclay. DMSO-d, acétone deutériée: Spectrométrie Spin et Technique.
Tétraméthylsilane, Sel de sodium de I'acide (triméthylsilyl}-3 propane
sulfonique, benzéne deutérié: Uvasol Merck. Acide sulfurique: Prolabo.

Méthodes.
1) rmn du proton.

Les spectres sont réalisés sur un spectrométre Caméca 250 MHz et sur
un spectrométre Bruker AM 200 [18}. Les spectres sont obtenus soit en
solution dans ’eau lourde ou le DMSO-d¢ ou ’acétone deutériée (0,1 M),
soit dans ’acide sulfurique (0,3 M). Nous avons utilisé le sel de sodium
de I’acide (triméthylsilyl}-3 propane sulfonique comme référence interne.
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2) rmn du carbone 13.

Les spectres sont réalisés sur un spectrométre Varian FT 80 [18], muni
d’une transformée de Fourier. Les concentrations utilisées étaient de 0,6
M pour le phosphate d’isaxonine et 0,15 M pour I’isaxonine base. Les sol-
vants utilisés étaient soit I’eau lourde soit I’acide sulfurique. L’accumula-
tion se fait sur 8192 points, le temps d’acquisition est de 0,819 s et le
temps d’impulsion de 8 us. La référence employée est constituée par du
tétraméthylsilane en solution dans du benzéne deutérié contenu dans un
tube capillaire.

L’attribution des pics a été réalisée par I’utilisation des spectres en dé-
couplage partiel. Les spectres totalement découplés sont obtenus aprés
2500 accumulations, ceux découplés partiellement aprés 4000 accumu-
lations.

3) Spectrométrie de masse.

Les spectres sont réalisés sur un spectrométre AEI-KRATOS MS 50 a
double focalisation. Les paramétres expérimentaux sont les suivants:
énergie d’ionisation = 70 eV; pression de la source = 107° Torr; tempé-
rature de la source = 150°; émission = 300 pA; introduction chaude
(systéme AGHIS); basse résolution.

L’ionisation et la dissociation de la molécule d’isaxonine base condui-
sent a deux fragments principaux m/z 122 et m/z 95. Le schéma de ces
fragmentations est représenté dans la figure 7. La molécule de phosphate
d’isaxonine fournit un spectre identique. On obtient le fragment m/z 95
par deux réactions compétitives: I'une directe en une seule étape et ’autre
indirecte mettant en jeu un fragment intermédiaire m/z 122. L’intensité
des ions montrent que la voie prépondérante est la voie indirecte (environ
90% d’aprés le rapport des intensités des ions métastables).

Les spectres de masse montrent ’apparition d’amino-2 pyrimidine (fi-
gure 7). Il semble donc que la liaison isopropyl-amine soit un des points
de moindre résistance de la molécule. Nous pouvons mettre ce résultat en
paralléle avec ceux obtenus a I'aide des méthodes de calcul de la chi-
mie théorique effectuées sur I’isaxonine (CNDO/S et CNDO/2) qui mon-
trent que cette liaison posséde I'indice de Wiberg le plus faible de la
molécule [17]. Il semble en outre que la fragilité de cette liaison soit aug-
mentée par la protonation de la molécule puisque ’indice de Wiberg
calculé pour la forme protonée est plus petit que celui de la forme non
protonée.

4) pH métrie.

Les mesures de pH sont effectuées avant et aprés I’enregistrement des
spectres de rmn. L’écart observé a toujours été inférieur & + 0,03 unité
pH. Lors des études & pH variable, ce dernier a été ajusté a I’aide de so-
lutions d’acide chlorydrique deutérié et d’ammoniaque deutériée. Les ré-
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sultats sont exprimés en unités de pH observé sans effectuer la correction
nécessaire en milieu deutérié [19].
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English Summary.

The *C and *H nmr and mass spectrometry studies were performed
with isaxonine phosphate. Results showed isaxonine offers two protona-
tion sites on the pyrimidine ring of the molecule. Moreover, the mass
spectra showed a lability of the isopropyl amine bond.



