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CARBAMATEWTHIOCARBAMATES EN RELATION 
AVEC LE MODELE 0-PHOSPHOBIOTINE. 

G .  ETEMAD-MOGHADAM,? A. KLAEBES and J. J. PERIE? 

?ERA 264; f ERA 926, Bat IIR1, UER PCA, Universitk Paul Sabatier, 118, Route 
de Narbonne, 31062 Toulouse Cedex (France) 

(Received May 26. 1981; in final form August 11. 1981) 

The phosphorylation of a number of heterocyclic substrates, such as ureas and carbamates. and their sul- 
fur analogues, has been investigated with the object of clarifying previous results concerning the site of 
phosphorylation of this type of substrate. which can also be considered as synthetic models for 
0-phosphobiotin. 

Among the different phosphorylation reagents used, those of the general type (Ar0)tP” ( X  = 0, S) 
‘C1 

appear to be the most suitable for this type of reaction. 
Reactions carried out with various substrates show that the phosphorylation is controlled by structural 

factors. in both the substrate and reagent, which lead to stabilization of the negative charge in the acti- 
v d ; d  form. In the majority of cases studied, the products observed are those arising from N-phosphory- 
lation which probably result from the rearrangement of an O ( S )  phosphorylated intermediate. 

In the case of the sulfur derivatives, an S-phosphorylated intermediate was in fact isolated and charac- 
terized but the rearrangement. S - N, was not observed. This can be considered as  an analogue for the 
desired model of “0-phosphobiotin.” In the case of the oxygen derivatives, we have found indirect evi- 
dence for the existence for a kinetically formed 0-phosphorylated species, from its ability to act as a 
competitive phosphate transfert agent. 

La phosphorylation de substrats htttrocycliques de type uries et carbamates, ainsi que celle de leurs ana- 
logues soufrts. a & t i  ttudite dans le but de clarifier les risultats anttrieurs relatifs au site de phosphoryla- 
tion de ce type de substrat et par ailleurs en vue de synthttiser des modtles de 0-phosphobiotine. 

NX Parmi les difftrents rtactifs employts, les composts du type (Ar0)2P, 

les mieux adaptts a la rtaction. 
Ces rtactions effectuies avec difftrents substrats montrent que la phosphorylation est contr8lt.e par les 

facteurs (tant dans le substrat que dans le rtactif). qui stabilisent la charge ntgative de la forme activte. 
Les produits de phosphorylation sont, dans la plupart des cas ttudits, des produits N-phosphoryks, 

ceux-ci rtsultant vraisemblablement du rtarrangement d’une forme O(S)  phosphorylte. 
Dans le cas des dtrivts soufrts, un produit S-phosphorylt, analogue au modtle “0-phosphobiotine” a 

pu ktre caracttrist et isolt mais le rtarrangement du groupement phosphoryle. S - N. n’est pas observt. 
Dans le cas de substrats oxygints. le produit cinttique 0-phosphorylt est indirectement mis en tvidence 
par ses proprittbs d’agent de transfert de groupe phosphate. 

( X  = 0 ou S )  s’avtrent h e  
CI 

INTRODUCTION 

Parmi les diffttrentes hypoth‘eses relatives au mttcanisme d’action de la biotine,’ co- 
enzyme des carboxylases et transcarboxylases, un des mod‘eles propost: implique 
l’activation par 0-phosphorylation du cycle urkido par une molCcule d’ATP associtte 
au syst’eme enzymatique (Figure 1): 
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FIGURE 1 
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PHOSPHORYLATION COMP~TITIVE 63 

A notre connaissance, la seule tentative de moditlisation de cette rkaction a ktk 
proposke par Kluger et ~ 0 1 1 . : ~  il s’agit de l’hydrolyse d’un diester phosphonique por- 
teur d’un groupement uriido, rkaction dans laquelle il est montrk le passage par un 
intermidiaire 0-phosphonyli. 

Le but de ce travail est la synth‘ese de 0- ou S-phospho(thio)uries, modkles de la 
forme activie de la biotine dans l’hypothkse prisentie, en vue d’itudier par la suite 
leur riactiviti vis a vis de la carboxylation. 

Le probltme posk par ces synthkses est celui du choix d’un riactif de phosphory- 
lation et de la rkgiosilectiviti de cette rkaction. 

Ce dernier point, c’est a dire la nature du produit cinktique (0-P ou N-P), est 
contreverske dans la littirature. En effet Reznik et C O I I . ~  indiquent une O-phosphory- 
lation de sels de sodium d’uracile; Ning et C O Z ~ . ~  par action du dimorpholinylchloro- 
phosphate obtiennent avec les quinazolines et les 1,4-benzodiazipines une O-phos- 
phorylation suivie d’un riarrangement thermique 0 - N, alors que le mcme rtactif 
conduit a une N-phosphorylation avec les benzoxazolidones. Wakselman et COZZ.~ 
signalent une N-phosphorylation dans le cas des 4-hydroxypyridines alors que la 
2-hydroxypyridine conduit un produit 0-phosphoryli stable. II faut igalement 
citer le riarrangement particulier observk par Cadogan et C O I Z . , ~  de I’azote vers I’ox- 
ygkne, de phosphinates d’aminophknols substituis. Enfin. il existe dans la littkrature 
de nombreux dirivks phosphoryltts des (thio)uries et des (thio)carbamates insecti- 
cides, dont les dkterminations structurales et les conditions d’obtention sont insuffi- 
samment ditailltes.728 

En ce qui concerne le choix d’un agent de phosphorylation, leur rkactivitk est in- 
terprktke selon Ies auteurs: 

-en terme d’effet de groupement partant sur le caractkre dur/mou (polarisabiliti) 
du phosphore par rapport au riactif9 les fluoro et cyanophosphates conduisent H la 
0-phosphorylation, les chlorophosphates la N-phosphorylation d’ithanolamines 
par exemple. 

-en terme de conjugaison p,-d,  entre orbitales p du groupe partant et d du 
phosphore; la diminution de cette conjugaison dans le cas des phosphoguanidates,” 
par complexation mktallique, les rend agents efficaces de transfert de phosphoryle. 

RESULTATS EXPERIMENTAUX ET DISCUSSION 

Le schkma riactionnel de la phosphorylation d’uries, de thiourkes, de carbamates et 
de thiocarbamates cycliques par des agents de phosphorylation variks est reprisenti 
Figure 2. 

A Riactivite comparie des agents de phosphorylation 

Cette rkactivitk relative a k t i  itablie par dosage des produits obtenus, par RMN de 
P, lors de la phosphorylation par les riactifs 1 a 8 (Figure 3) de la benzoxazolidone 

l a ,  substrat de rifirence, qui ne prisente que deux sites nuclkophiles (0 et N). 
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H 

Y = O . S  
Z = ArO. RO.  R2N 

A X=-Cl . -N  ‘N u 
A = 0. S. NH.  NCH3. NCsHs 

+ BH’X- 
FIGURE 2 

+ BH’X- 

1) Chlorophosphates et chlorophosphoramidates. Ces rkactifs se classent par ordre 
de rkactivitk dkcroissante suivant la skquence ci-dessous: 

1 > 2 > 3 > 4 - 5 > 6  

La forte rkactivitk de 1, utilisk dans la synthkse des oligonuclkotides,” est like la 
stabilisation de l’ttat de transition pentacoordink. l 2  A l’autre extrcme, la faible rkac- 
tivitk des phosphochloramidates 4 a 6, dkja observie lors de leur rkaction avec des 
n~clkosides,’~ des amidines, des a l c o o l ~ , ’ ~  peut Ztre like a un fort recouvrement p,-d, 
entre azote et phosphore qui diminue l’klectrophilie de ce dernier. Les rksultats ob- 
tenus montrent que l’agent phosphorylant qui conduit aux plus faibles quantitks de 
produits secondaires tout en ktant suffisamment rkactif, est le diphknylchlorophos- 
phate 2. 

2 )  Thiochlorophosphate. Le remplacement de l’oxygkne phosphoryle dans 2 par 
un atome de soufre pouvait conduire une stabilisation des produits de O-phos- 
phorylation de la ,  en diminuant le caractkre klectrophile de l’atome de phosphore 
dans le produit. A cet effet, le diphknylchlorothiophosphate 7 a ktk testi; ce rkactif 

5 6 7 
FIGURE 3 
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PHOSPHORYLATION COMPGTITIVE 65 

TABLEAU I 

Etude comparative de la reactivitk de difftrents agents phosphorylants en fonction de la nature du 
groupement partant et celle des hktkroatomes doublement lits au phosphore vis a vis de 

la benzoxazolidone l a  

agent de 
phosphorylation 

’70 de produit N-phosphorylk 
( 6  ”P) 

2 
7 
8 

60 (-17.3 ppm) 
5 (i-46.1 ppm) 

20 (-17,3 ppm) 

Solvant: CH2C12; base: Et,N; I’agent phosphorylant. le substrat et la base sont en quantitk stoechio- 
mktrique: temps: 45 mn. 

prtsente une nette diminution de riactiviti par rapport a son homologue 2 sans 
pour autant permettre la dttection d’un intermtdiaire 0-phosphorylt de l a  (Tab- 
leau I). La rtaction est cependant plus stlective (peu de produits secondaires) et 
nous avons isoli et caractiris6 le produit de phosphorylation formi: l’absence du 
vibrateur VNH,  la prtsence d’une bande vc=o = 1800 cm-’, l’analyse du spectre de 
masse et les dtplacements chimiques en RMN de ‘H et 31P sont en accord avec une 
structure N-thiophosphorylie. De toute ividence l’introduction d’un atome de sou- 
fre sur le phosphore ne permet pas d’observer le produit de 0-phosphorylation mais 
stabilise le produit N-phosphorylt. 

3) Diphknylimidazolylphosphoramidate. Les phosphates,15 les phosphonates et les 
phosphinates,16 porteurs du groupe partant imidazolyle, sont d’excellents agents de 
phosphorylation. Le composi 8 riagit sur l a  en donnant un produit de N-phos- 
phorylation (Tableau I )  avec un rendement modeste, sa trop grande sensibiliti i 
l’humiditi: le rend de manipulation difficile et conduit aux produits d’hydrolyse 
(riaction 3, Figure 2). 

4) Formation de pyrophosphate. Malgri les prtcautions prises, les rtactifs de 
phosphorylation que nous avons itudiis subissent tous une hydrolyse partielle con- 
duisant B la formation de pyrophosphate (riaction 3, Figure 2). Cette faciliti d’hy- 
drolyse est vraisemblablement liie a une catalyse basique gintrale due a la prisence 
d’une base dans le milieu riactionnel (vide infra). Le pyrophosphate formi peut lui- 
mcme jouer le r6le d’agent de phosphorylation; cette rtaction secondaire a t t t  sig- 
nalie dans la littkrature. 17-” Dans les conditions expirimentales que nous avons uti- 
liskes, I’observation par RMN de 31P de l’tvolution au cours du temps, des 
concentrations relatives des entitis en prisence, nous permettent d’exclure une telle 
rtactivitt du pyrophosphate formi. 

5 )  Influence des conditions expirimentales sur les rtactions de phosphorylation. 
Les solvants employts: la pyridine, le DMF, l’acttonitrile, le 

chlorure de mtthyline et le THF sont aprotiques. Les solvants protiques qui con- 
duisent eux-mlmes B des produits de phosphorylation stables, ont i t &  kcartis. I1 a 
ktt postult que les trois premiers solvants citts forment des intermtdiaires phospho- 
rylis trts rtactifs qui n’interferent pas avec la nature des produits de la rtaction 
mais qui participent B leur Par ailleurs, dans les conditions exptri- 
mentales utilistes (prtsence d’une base forte), la polaritt du solvant a peu d’effet sur 
la nature et le rendement des produits de phosphorylation obtenus. 

Dans le cas oh l’agent de phosphorylation est un halogtnophos- 
phate, la prtsence d’une base tertiaire est ntcessaire pour capter le proton libirt par 

( a )  le solvant. 

(b) la base. 
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66 G. ETEMAD-MOGHADAM, A. KLAEBE AND J. J. PERIE 

FIGURE 4 

la rkaction (dkplacement d’kquilibre). Aucune rkaction de phosphorylation n’ktant 
observie en absence de base, mtme dans le cas du riactif 8 pour lequel le groupe 
partant est un anion imidazolyle fortement basique, on peut en conclure que celle-ci 
intervient surtout en tant qu’activateur du substrat. Ce dernier, en prksence d’une 
base doit former un anion dklocalisk plus rkactif que la forme neutre (Figure 4). Les 
rksultats regroupks dans le Tableau I1 vont dans ce sens. 

La valeur du pK, de la base joue un rble dkterminant sur l’avancement de la rkac- 
tion. L’anomalie apparente, relative B l’utilisation de l’hydrure de sodium, est due 
au fait qu’environ 25% du substrat l a  disparalt par rkduction en orthoamir~ophknol.~~ 

Les rksultats rassemblks dans le Tableau I1 ont k t t  obtenus A 
25°C et seule la forme N-phosphorylke est observke dans ces conditions. Nous avons 
tentk, en opkrant B basse tempkrature (-40 -80°C suivant le solvant) de dktecter 
I’hypothttique produit cinktique (0-P) et mettre Cventuellement en kvidence son 
rtarrangement (N-P):4 l’observation s’ktant avkrke nkgative, d’autres approches de 
ce problkme seront envisagtes par la suite. 

6 )  Discussion. Les rksultats que nous venons de prksenter conduisent a envisager 
comme ktape dkterminante de la reaction, l’attaque de l’atome de phosphore par le 
rtactif nuclkophile (Figure 5). Ce mkcanisme est cohkrent avec les deux observa- 
tions suivantes: 

-la riaction est plus rapide avec 2 qu’avec 7; ceci est df a une meilleure stabili- 
sation de la charge nkgative de l’itat de transition par l’oxygkne plus klectronkgatif. 

-1e fait que le pyrophosphate formk ne soit pas agent phosphorylant alors que 
les chlorophosphates le sont, indique que l’itape lente ne dkpend pas de la nature 
du groupe partant donc ne peut ttre postkrieur B l’ktape 1 (le groupe phosphate 
ktant bien meilleur groupe partant que l’anion chlorure). 

(c) la tempirature. 

TABLEAU I1 

Avancement de la phosphorylation de l a  par I’agent phosphorylant 2 en presence d’une base apres 
20 minutes. Les riactifs employis sont en quantitis stoechiomktriques. 

Concentration. % Produit 
I O ~ M  Solvant Base N-phpsphor y l i  

2 pyridine pyridine 25 
2 pyridine NaH 73 

0.5 T H F  pyridine traces 
0,s T H F  Et,N 14 

2 pyridine Et3N 100 
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Pseudorotation 
kventuelle 

FIGURE 5 

Une conclusion importante de cette ttude est que la riactivitk d'un agent de 
phosphorylation serait peu sensible a la stabiliti du groupe partant mais tris d i -  
pendante de la stabilisation de la charge nkgative de I'itat de transition par les sub- 
stituants de l'atome de phosphore. 

B Etude de la phosphorylation de substrats dkrivks d'urkes et de carbamates. 

1) Choix des substrats. Nous avons recherchi des substrats de structure simple et 
comportant les mtmes sites riactionnels que la biotine. Ceux-ci sont figuris 
ci-dessous: 

Les substrats 2a, 3a, 4a, 6a et 7a sont des urkes et des thiourkes prisentant deux 
ou trois centres nucliophiles (0 et N). Le substrat 8a (isothiourie) posstde un seul 
site riactif fortement basique et qui peut modiliser une isobiotine (biotine activke). 
Les substrats l a  et 5a sont des (thio)carbamates cycliques porteurs de deux seuls 
centres rkactifs. Le choix des homologues soufris a k t i  guidi par la littkrature. En 
effet lors d'acylation d'isoimides, il a i t k  montri par Bruice et Hegarty25226 un riar- 
rangement rapide 0 - N, alors que Pratt et ont montri que le rkarrange- 
ment S - N des homologues soufris est fortement ralenti. Par ailleurs, en ce qui 
concerne les transferts de groupe phosphate, Mikolajczyk et ~ 0 1 1 . ~ ~  ont observi en 
RMN de 3'P, B -8O"C, des intermidiaires de thiophosphorylation de carbodiimides; 
nous avons donc itendu cette itude a des substrats soufris. 

-Substrats oxygtnis 

CH, H C6HS 
I I 

I 
H 

I 
H 

I 
H 

I 
H 

l a  2a 3a 4a 

-Substrats soufrts 
H H 

I 

N 

H 
I 

N 

H 
I 
H 

I 
H 

I 

5a 6a 7a 
FIGURE 6 

8a 
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2 )  Etude comparte de l a ,  5a et 8a. Le Tableau I11 prksente l’essentiel des rksul- 
tats obtenus avec les agents phosphorylants 2 et 7. 

5a reflkte bien la diffkrence 
de nuclkophilie entre oxanion et anion soufrk, ce qui confirme bien que l’anion du 
substrat est I’entitk rkactive. Les rkactivitis de ces deux substrats se distinguent 
kgalement par les produits de rkaction: avec les rkactifs 2 et 7, l a  conduit exclu- 
sivement a un produit N-phosphorylt; 5a forme avec le rkactif 2-en plus du pro- 
duit N-phosphorylk, isolk et caractkrisk-un produit S-phosphorylk dktectk en faible 
quantiti; par contre soumis A I’action du rkactif 7, ce dernier substrat conduit uni- 
quement au produit S-phosphorylk isolk et caractkrisk. 

(b) Stabilit; du produit S-phosphorylt. Le produit de S-phosphorylation de 5a par 
7 fournit un modtle permettant d’ktudier un rkarrangement kventuel S - N. Ce 
dernier n’a pas k tk  observk malgrk un chauffage prolong6 (reflux dans CH2C12 
pendant une semaine). Cette absence de rkarrangement, inattendue, peut Etre attri- 
buke B plusieurs facteurs: 

-la moindre iIectrophilie de l’atome de phosphore par rapport a l’analogue oxygknk 
dont seul le produit de N-phosphorylation est ~ b s e r v k . ~ ~  
-1es plus grandes longueurs de liaison C-S-P par rapport aux liaisons C-O-P,30 
facteur qui pourrait Ztre dkfavorable a un tel rkarrangement intramolkculaire. 
-la rigiditi due au cycle comparke a la flexibilitk d’un systtme ~uve r t ,~ ’  dans lequel 
un tel rkarrangement est observk B basse tempkrature. 
-enfin la faible basicitk de I’atome d’azote du produit de phosphorylation de 5a 
par rapport celui du modtle mentionnk ci-dessus puisque relatif B un produit de 
phosphorylation de carbodiimide, pourrait kgalement rendre compte de la diffkr- 
ence de comportement observk. 

Ce substrat se distingue des deux prk- 
ckdents par sa grande rkactivitk. Le Tableau I11 montre qu’avec le chlorothiophos- 
phate 7 le produit de N-phosphorylation est rapidement obtenu. Cette mEme rkac- 
tion a lieu en absence de base tertiaire dans le milieu, observation allant dans le sens 
de l’activation par la base des substrats peu rkactifs dkji mentionnke. 

(a) l a  et 5a. La plus forte rkactivitk de l a  comparie 

, 

(c) Rtactivitt de la S-mtthylisothiourie 8a. 

TABLEAU I11 

Etude comparative de la phosphorylation des substrats l a ,  5a et 8a par difftrents rkactifs phosphorylants. 

substrats l a  5a 8a 

Agent % de produit % de produit % de produit 
(6 ’IP ppm) temps (6 ’IP ppm) temps (6 ) ‘p  PPm) 

~ 

N-P 0 - P  N-P S-P N-P S-P a) 

2 45 mn 60 0 2 J. 46 8 6 m n  0 - 80 
(-17.3) (-17.0) (+9,5) (-116) 

~~ ~~ ~~ ~ 

Solvant: CHzC12; base: Et,N, les rtactifs sont en quantitks stoechiomttriques. 

a) le signal B --11,6 ppm correspond au produit d’hydrolyse ( C ~ H I O ) * P  //” . 
‘OH 
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PHOSPHORYLATION COMPl?TITIVE 69 

TABLEAU IV 

Etude comparative de phosphorylation des substrats oxygknks (la,  3a et 4a) par 
le diphknylchlorophosphate 2. 

% de produit 
temps N-phosphorylk % de pyrophosphate 

Substrat (mn.) (6 "P ppm) (8 'IP = -25,7 ppm) 

sans 7 0 39 
l a  7 40 40 

3a 4 0 95 
4a 6 0 57 

(-17,3) 

Solvant: DMF; base: Et3N: les rkactifs son1 en quantitks stoechiomktriques. 

Par ailleurs, la sensibilitt a I'hydrolyse du chlorophosphate 2, considtrablement 
accrue en prtsence de 8a (absence de N-phosphorylation) peut Ztre due B la facultt 
du substrat de se comporter comme un catalyseur basique (prototropie) particu- 
li'erement effcace. 

3 )  Rtactivitts compartes des substrats oxygtnts. La rtaction du diphtnylchloro- 
phosphate 2 sur les substrats la ,  3a et 4a (Tableau IV) conduit A la seule phos- 
phorylation de la .  La stlectivitt de cette rtaction nous a conduit de tenter une 
phosphorylation avec un agent fortement conjugut par interaction p,-d,, donc 
moins rtactif, le dimorpholinochlorophosphate 5, en milieu fortement basique 
(NaH). Les rtsutats du Tableau V montrent un avancement satisfaisant de la rtac- 
tion mais encore de N-phosphorylation, exclusivement. Ces deux tableaux permet- 
tent par ailleurs de classer ces substrats oxygints suivant la stquence: 

l a  % 3a - 4a > 2a 

La plus grande rtactiviti de l a  par rapport a 3a et 4a peut correspondre, comme il 
a ttt prkctdemment propost, A une meilleure stabilisation de la charge ntgative 
dans I'itat de transition par le cycle phtnyle. La faible rtactivitt de 2a va dans le 
mZme sens en raison de I'effet donneur du mtthyle. 

La formation de pyrophosphate, accrue en prisence des substrats 3a et 4a (Tab- 
leau IV), ne peut letre expliqute par une catalyse basique analogue a celle proposCe 

TABLEAU V 

Etude comparative de phosphorylation des substrats oxygknks ( l a  a 3a) par 
le dimorpholinochlorophosphate 5. 

% d e  produit 
N-phosphorylk 

Substrat Solvant + base temps ( 8  "P ppm) 

3a pyridine + NaH 40 mn 23 
(7,7) 

2a pyridine + NaH 40 mn  10 
(6.6) 

l a  THF + Et3N + NaH 1 J. 80 
(6.1 ) 

2a T H F  + Et3N + NaH 1 J. 1 
(6.6) 

Les rkactifs employes sont en quantitks stoechiomktriques. 
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prtctdemment pour la S-mtthylisothiourte 8a (3a et 4a itant tris peu basiques), 
mais par une 0-phosphorylation prialable suivie d’un transfert rapide du groupe 
phosphoryle sur l’anion phosphate prksent dans le milieu et provenant de I’hydrolyse 
de I’agent de phosphorylation. Ceci est propost bien qu’aucune forme O-phos- 
phorylte n’ait pu Etre observte mEme a basse tempirature. 

4) Rkactivitts comparkes des substrats soufrts 5a, 6a et 7a vis Ci vis du 
diphknylthiochlorophosphate 7 .  Le Tableau VI indique les produits obtenus avec ces 
substrats: 5a donne un produit S-phosphoryli comme indiqut prtctdemment, alors 
que 7a conduit avec un faible rendement au produit N-phosphorylt. Dans les trois 
cas, la rkaction s’accompagne de la formation du produit secondaire pyrophosphate. 

TABLEAU VI 

Etude comparative de phosphorylation des substrats soufrks (5a a 7a) par 
le diphknylchlorothiophosphate 7 

% de produit phosphoryli (6  ”P ppm) 

pyrothiophosphate 
Substrat temps s -P  N-P (6 ”P = +46,6 ppm) 

5a 25 mn 33 0 15 

6a 1 h. 0 0 36 
l a  1 h. 0 10 58 

(75,4) 

(546)  

Solvant: DMF; base: Et3N; les rkactifs sont en quantitks stoechiometriques. 

Les rtactivitts relatives de ces trois substrats confirment ce qui a k t i  observi B 
propos des analogues oxygints; la rtactivitk dtpend de I’aptitude de ces substrats a 
stabiliser d’une part leur anion conjugut et d’autre part la charge ntgative dans 
I’ttat de transition. 

Un certain nombre de points restent cependant 8 ilucider: I’obtention du produit 
S-phosphorylt avec 5a, N-phosphorylt avec 7a et la non-rtactivitt de 6a. 

CONCLUSION 

Une strie d’agents de phosphorylation et de substrats cycliques (carbamate, thio- 
carbamate, urte, thiourte et isothiourte) ont Ctt ktudits. Les riactions sont d’autant 
plus rapides que le caractkre klectrophile du phosphore est plus marqut et que ses 
substituants contribuent B la stabilisation de la charge ntgative lors de la formation 
de I’ttat de transition. 

En ce qui concerne les produits obtenus, dans le cas des substrats oxygknis, seul 
le produit N-phosphorylt est observk. Le produit cinitique est bien la forme 
0-phosphorylte: cela est confirm6 d’une part par la mise en tvidence sans ambi- 
guitt de ce premier produit dans le cas des dtrivts thio moins riactifs, et d’autre 
part par le taux de pyrophosphate formt, plus ilevt quand ce taux est mesure en 
prtsence de substrat; en effet, cette observation ne peut letre interprttte que par l’ex- 
istence, lorsque le substrat est prtsent, d’un donneur de groupement phosphate qui 
ne peut letre prtcisiment que la forme 0-phosphorylie. 

Cette rtaction de transfert Ctant dtfavoriste dans le cas des dtrivts thio (dont le 
phosphore est moins tlectrophile), rend possible I’isolement et la caractirisation 
d’une forme S-phosphorylte, analogue du modtle 0-phosphobiotine cherchi. 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
1
1
:
0
9
 
3
0
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



PHOSPHORYLATION COMPETITIVE 71 

Un certain nombre d’observations expirimentales issues de ce travail, relatives 
aux proprittis “agent de transfert de phosphate” des substrats oxygknis par rap- 
port a la stabiliti des substrats soufris est a rapprocher au fait que le rernplacement 
de la biotine par la thiobiotine inhibe le processus de carboxylation enzymatique 
catalysi. par ce coenzyme.’d 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les solvants employts sont prtalablement stchis, distillis et conservis a I’abri de toute trace d’humiditk. 
Toutes les operations sont effectuies sous atmosphere inerte (azote ou argon). 

Les points de fusion sont mesuris sur un banc Kofler. 
Les spectres IR sont rialists sur un appareil Beckman IR 20A. Les spectres de RMN ” P  sont faits sur 

appareils R 32 (90 MHz) et Bruker 90 MHz a transformke de Fourier. Pour le phosphore: Pulse = 3,5 p 
sec.; temps d’acquisition = 0.33 sec.; temps de dilai = 1 sec.; les diplacements chimiques sont dkterminks 
par rapport H3P04 85% (rkfkrence externe) avec signe positif, pour les valeurs se situant a champ faible 
par rapport a la rtftrence. Les spectres sont dtcouplks avec le proton et lockis sur  le deutirium. 

Les spectres de RMN ‘H sont rtalisks sur l e  Bruker 90 MHz et les diplacements chimiques sont donnis 
par rapport au TMS. 

Substrats 

Le 2-imidazolidone 2a. le 2-mercaptobenzothiazole 4a. le 2-thioimidazolidone 5a et le 2-mercaptobenzi- 
midazole 6a sont des produits commerciaux (Aldrich) et sont utilisis sans purification supplimentaire. 

Les autres substrats benzoxazolone la ,  N-mithylbenzylimidazolidone 3a, phinyl-1 imidazolidinone-2 
4a et s-mkthylisothioimidazolidone 8a sont synthttists selon des mkthodes dicrites dans la l i t t k r a t ~ r e . ” - ~ ~  

Rlactifs de phosphorylation 

L’ 0-phknylene chlorophosphate 1. le diphknylchlorophosphate 2 et le diithylchlorophosphate 3 sont des 
produits commerciaux (Aldrich) et sont utilists sans purification supplimentaire. 

Le di-4 morpholino-chlorophosphoramidate 5 et le tktratthylchlorophosphoramidate 6 sont prtparks 
par action de 1 mole de I’oxychlorure de phosphore sur 4 moles d’amine (morpholine et dikthylamine re 
spectivement) dans un solvant anhydre (kther ou b e n ~ t n e ) . ~ ’  

Le phtnyl-ditthylaminochlorophosphate 4 est pripark a partir de dichlorophosphoramidate corre- 
spondant et le phtnol dans le benzene a n h ~ d r e . ’ ~  Le diphtnylimidazolylphosphoramidate 7 est synthktisk 
selon la mtthode de Ramirez:”‘ 

Recristallisation dans CH2CIJpentane: Cristaux blancs (F = 84-86OC). Le diphtnylchlorothiophos- 
phate 8: 

La synthkse de ce produit se fait en deux itapes: 

1) prtparation de diphtnylchlor~phosphite.~~ 
2) Synthise de diphinylchlorothi~phosphate.~~ 

Dkplacements chimiques mesurks en RMN ”P ( 6  ppml des agents phosphorylants employts par rap- 

1 CHZCIZ + 19,7: 2 pyridine - 6.2: 3 pyridine f 2.8; 4 pyridine f 10.4; 5 pyridine f 22.7; 6 pyridine f 

port a HsP04 85%.39 

26.2: 7 CH2C12 f 58,9: 8 CHzClz - 16.1. 

Methode ginlrale pour suivre les riactions de phosphorylation: 

Afin de dtterminer la rtactivitt des diffirents agents phosphorylants vis a vis des substrats, la rtaction 
de phosphorylation est suivie en RMN ”P a temperature ambiante et a basse tempkrature. 

Les ichantillons sont pr tpar ts  en ajoutant un equivalent (0.5 - 2 mmoles) du substrat a 1 iquivalent 
(0.5 - 2 mmoles) du rkactif phosphorylant dissous dans 1.5 ml de solvant et I kquivalent d’une base forte. 

La solution est homogkne au dkpart mais a la fin de la rkaction, i l  y a formation de chlorhydrate qui 
pricipite. 
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L‘avancement de la riaction est mesuri par rapport aux pourcentages relatifs des produits formis, cal- 
c u l i ~  a partir des integrations des pics caractiristiques par atome de phosphore (reproductibiliti = f3%) .  

Mithode ginirale de synthkse des produits phosphorylks 

A 0.01 mole de substrat dans 20 ml de dichloromithane anhydre et 0,Ol mole de tritthylamine, on ajoute 
0,Ol mole de I’agent phosphorylant. Le milange est agiti a tempirature ambiante et I’avancement de la 
riaction est suivi en RMN ”P. 

Le milange est ensuite filtri puis ivapori. Le (les) produit(s) sont purifibs par recristallisation. 

(Z = ArO. RO. =N) H0 
‘CI 

I)-Aver les chlorophosphates: Zd’ 

A titre d’exemple. on peut citer le cas de la riaction du diphtnylchlorophosphate 2 su r  le 2-mercapto- 
benzothiazole 5a: le milange riactionnel (quantitis stoechiomitriques) est agiti pendant 24 h. a tempira- 
ture ambiante dans dichloromithane en presence d’un iquivalent de triithylamine. L’avancement de la 
riaction est suivi en RMN de ”P. Apris filtration, le solvant est tvapori  et le risidu obtenu est recristallist 
dans ie pentane: cristaux jaune (F = 94-96OC) 
RMN”P (CDCI,): 6 - 17.0. IR (CH2C12): U C ~ H ~  = 1585 cm-]. Masse: M’ = 399; principaux fragments: 
326; 308; 243; 233; 166. 
Ces donnies sont en accord avec une structure N-phosphorylie: 

OS)s \ 

O=P--OCaH5 N r 1 6 6  233 
I 

9 OCeHs 

Cet agent phosphorylant (2) conduit avec tous les autres substrats employis-outre les pics du pyrophos- 
phate et du produit d’hydrolyse qui sont identifiis sans ambiguitt-a un signal (6 = -17,3 f 0,2 ppm) at- 
tribui au produit de N-phosphorylation. Ce diplacement chimique est compatible avec celui de 9 et ceux 
d’autres produits N-phosphorylis de structure similaire tel que le diphinylimidazolylphosphoramidate. 

Dans le cas des autres chlorophosphates et chlorophosphoramidates, une comparaison des diplace- 
ments chimiques de produits avec ceux de la l i t t i r a t ~ r e , ~ ~  permet d’identifier les produits N-phosphorylis 
obtenus. 

2 )  Avec le diphknylchlorothiophosphate 8 

Substrat l a  (benzoxazolone): 
Le milange riactionnel (quantitis stoechiomitriques) est agiti pendant 2 jours a tempirature ambiante 

dans le dichloromithane en presence d’un iquivalent de base. L’avancement de la reaction est suivi ainsi 
que pour tous les autres cas en RMN ”P. 

Le solvant est &vapor& aprts  filtration, le risidu (huile) est lave au pentane, puis recristallisi dans 
CH2CI2: cristaux blancs (F = 77-79°C). 
RMN ’IP (CD2C12): 6 46,3. RMN ‘H (CDZCI~) :  6 6,9-7.55 (C6H5, m). 
IR (CHzC12): VC=O = 1800 cm-I. Masse: M’ = 383 (100); principaux fragments: 339 (13); 323 (24); 290 
(9); 274 (42); 249 (100); 211 (67); 155 (51): 135 (73). 

Ces donnies sont en accord avec la structure N-phosphorylie: 

pJo>o \ 

S=P-OCGH, NM134 249 
I 

10 OCaHc 

Substrat 5a (2-mercaptobenzothiazole) 

&vapor&; le risidu visqueux est lavi au pentane. 
Aprts 5 jours, le milange riactionnel (conditions analogues celles employies pour la) ,  est filtri puis 
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-le produit d'extraction au pentane est recristallisi dans le dichloromithane: cristaux blancs 

RMN "P(CH2Cl2):6 75,4. RMN 'H (CD~CII) :  6 7.1-8.2 (C6H5, m). IR(CH2C12): VC=N: 1600 cm?. 
Masse: M' = 415; principaux fragments: 322 (100): 284 (12); 249 (23); 243 (64); 217 (60); 167 (55); 155 
(49); 135 (7). 

(F = 83-84°C). 

Ces donnies sont en accord avec la structure S-phosphorylie: 

Substrat 8a (S-mkthylisothioimidazolidone): 
Dans les conditions analogues aux composis pricidents, le milange riactionnel est filtri puis ivapori  

apres 5 h de riaction. La dissolution partielle du risidu obtenu conduit a deux phases liquide et solide. 
L'ivaporation sous vide de la phase i th i r ie  conduit a une huile visqueuse jaune. RMN 31P(CH2C12): 6 

52.2. RMN 'H(CDzCI2): 6 2.47 (CH3. s, 3H): 3.6-4,25 (-CH2- du cycle. m.  4H); 6.9-7,6 (CsH3, m. 
10 H). IR (lames NaCI): VC=N = 1640 cm-': V C ~ H ~  = 1590 et 1480 cm-'. Masse: M' = 364 (78): principaux 
fragments: 349 (58): 331 (84): 317 (84); 294 (51): 273 (58); 271 (84): 255 (63); 249 (38): 225 (100): 217 (96); 
155 (50). 

Le produit phosphoryli formi est bien de structure N-phosphorylie: 

Substrat 7a (2-thioimidazolidone) 
Le solvant employi dans ce cas est le DMF. Le milange riactionnel (conditions identiques a celles 

d i j i  dicrites) est filtri apr is  deux jours. L'ivaporation du solvant conduit un risidu visqueux, difficile 
a purifier. Les donnie spectroscopiques de ce milange, surtout les spectre de RMN "P et le spectre de 
masse. comparies a celles d'un khantillon pur de pyrothiophosphate. nous ont permis d'identifier les 
constituants et leurs pourcentages. 
RMN "P (acttone): 6 46.6 (80%. pyrothiophosphate); 54.6 (20%. produit N-phosphoryli). Masse: M' = 
514 (pyrothiophosphate); principaux fragments: 405; 267; 167. M' = 350 (produit N-phosphoryli); prin- 
cipaux fragments: 318: 257; 241; 130. 
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