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PHOSPHORYLATION COMPETITIVE DE
DERIVES D’UREES/THIOUREES ET DE
CARBAMATES/THIQCARBAMATES EN RELATION
AVEC LE MODELE O-PHOSPHOBIOTINE.

G. ETEMAD-MOGHADAM, t A. KLAEBE} and J. J. PERIE{

+ERA 264; 1 ERA 926, Bat IIR1, UER PCA, Université 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
O-phosphobiotin.

X
Among the different phosphorylation reagents used, those of the general type (ArO), P/< (X=0.5)
Cl

appear to be the most suitable for this type of reaction.

Reactions carried out with various substrates show that the phosphorylation is controlied by structural
factors, in both the substrate and reagent, which lead to stabilization of the negative charge in the acti-
vaicd 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 “O-phosphobiotin.” In the case of the oxygen derivatives, we have found indirect evi-
dence for the existence for a kinetically formed O-phosphorylated species, from its ability to act as a
competitive phosphate transfert agent.

La phosphorylation de substrats hétérocycliques de type urées et carbamates, ainsi que celle de leurs ana-
logues soufrés, a été étudiée dans le but de clarifier les résultats antérieurs relatifs au site de phosphoryla-
tion de ce type de substrat et par ailleurs en vue de synthétiser des modeles de O-phosphobiotine.

P//X
~al

Parmi les différents réactifs employés, les composés du type (ArO), (X = O ou S) s'averent étre
les mieux adaptés a la réaction.

Ces réactions effectuées avec différents substrats montrent que la phosphorylation est controlée par les
facteurs (tant dans le substrat que dans le réactif), qui stabilisent la charge négative de la forme activée.

Les produits de phosphorylation sont, dans la plupart des cas étudiés, des produits N-phosphorylés,
ceux-ci résultant vraisemblablement du réarrangement d’une forme O(S) phosphorylée.

Dans le cas des dérivés soufrés, un produit S-phosphorylé, analogue au modele *“O-phosphobiotine™ a
pu &tre caracterisé et isolé mais le réarrangement du groupement phosphoryle, S — N, n’est pas observe.
Dans le cas de substrats oxygénés, le produit cinétique O-phosphorylé est indirectement mis en évidence
par ses propriétés d’agent de transfert de groupe phosphate.

INTRODUCTION

Parmi les différentes hypotheses relatives au mécanisme d’action de la biotine,' co-
enzyme des carboxylases et transcarboxylases, un des modeles proposé implique
I’activation par O-phosphorylation du cycle uréido par une molécule d’ATP associee
au systeme enzymatique (Figure 1):

61



11: 09 30 January 2011

Downl oaded At:

62

S

G. ETEMAD-MOGHADAM, A. KLAEBE AND J. J. PERIE

I
%\ 4+ "O—P—O—ADP —
2+
NH—ENZ Mg” -
0
Mg"?0 ﬂ
g0 —
o o
IN“ "N—H
0 +HCO;
k\NHENZ
S
NH
0

NN

‘O—P—dlﬁ—N NH

. 0
Mg é— OH k\
NHENZ

£
- 0 + Pi + (ADP. Mg™)

“\NHENZ

FIGURE 1



11: 09 30 January 2011

Downl oaded At:

PHOSPHORYLATION COMPETITIVE 63

A notre connaissance, la seule tentative de modélisation de cette réaction a été
proposée par Kluger er coll.:* il s’agit de I'hydrolyse d’un diester phosphonique por-
teur d'un groupement uréido, réaction dans laquelle il est montré le passage par un
intermédiaire O-phosphonylé.

Le but de ce travail est la synthese de O- ou S-phospho(thio)urées, modeles de la
forme activée de la biotine dans ’hypothese présentée, en vue d’étudier par la suite
leur réactivité vis a vis de la carboxylation.

Le probleme posé par ces syntheses est celui du choix d’un réactif de phosphory-
lation et de la régiosélectivité de cette réaction.

Ce dernier point, c’est a dire la nature du produit cinétique (O-P ou N-P), est
contreversée dans la littérature. En effet Reznik et coll.? indiquent une O-phosphory-
lation de sels de sodium d’uracile; Ning e coll.* par action du dimorpholinylchloro-
phosphate obtiennent avec les quinazolines et les 1,4-benzodiazépines une O-phos-
phorylation suivie d’un réarrangement thermique O — N, alors que le méme réactif
conduit & une N-phosphorylation avec les benzoxazolidones. Wakselman et coll.’
signalent une N-phosphorylation dans le cas des 4-hydroxypyridines alors que la
2-hydroxypyridine conduit & un produit O-phosphorylé stable. Il faut également
citer le réarrangement particulier observé par Cadogan et coll..* de I'azote vers 1'ox-
ygene, de phosphinates d’aminopheénols substitués. Enfin, il existe dans la littérature
de nombreux dérivés phosphorylés des (thio)urées et des (thio)carbamates insecti-
cides, dont les determinations structurales et les conditions d’obtention sont insuffi-
samment détaillees.”®

En ce qui concerne le choix d’un agent de phosphorylation, leur réactivité est in-
terprétée selon les auteurs:

—en terme d’effet de groupement partant sur le caractere dur/mou (polarisabilité)
du phosphore par rapport au réactif:’ les fluoro et cyanophosphates conduisent a la
O-phosphorylation, les chlorophosphates a la N-phosphorylation d’¢thanolamines
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 métallique, les rend agents efficaces de transfert de phosphoryle.

RESULTATS EXPERIMENTAUX ET DISCUSSION

Le schéma réactionnel de la phosphorylation d’urées, de thiourées, de carbamates et
de thiocarbamates cycliques par des agents de phosphorylation variés est représente
Figure 2.

A Réactiviré comparée des agents de phosphorylation

Cette réactivité relative a été établie par dosage des produits obtenus, par RMN de
*'P, lors de la phosphorylation par les réactifs 12 8 (Figure 3) de la benzoxazolidone
1a, substrat de réféerence, qui ne présente que deux sites nucléophiles (O et N).

L
N
!

1a
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1) Chlorophosphates et chlorophosphoramidates. Ces réactifs se classent par ordre
de réactivité décroissante suivant la séquence ci-dessous:

1>2>3>4~5>6

La forte réactivité de 1, utilisé dans la synthese des oligonucléotides,'' est liée a la
stabilisation de I’état de transition pentacoordiné.'? A I'autre extréme, la faible réac-
tivité¢ des phosphochloramidates 4 a 6, déja observée lors de leur réaction avec des
nucléosides,'® des amidines, des alcools,'* peut &tre liée & un fort recouvrement p—d
entre azote et phosphore qui diminue ’électrophilie de ce dernier. Les résultats ob-
tenus montrent que I’agent phosphorylant qui conduit aux plus faibles quantités de
produits secondaires tout en étant suffisamment réactif, est le diphénylchlorophos-
phate 2. :

2) Thiochlorophosphate. Le remplacement de I'oxygene phosphoryle dans 2 par
un atome de soufre pouvait conduire a une stabilisation des produits de O-phos-
phorylation de 1a, en diminuant le caractere électrophile de I’atome de phosphore
dans le produit. A cet effet, le diphénylchlorothiophosphate 7 a été testé; ce reactif

o 0 o) 0 (CH;CH,):N_ O
N % / L/
@ ,P< (C6H50)2P< (CH;CH:O);P\/\ ¥
o’ al cl cl CH0” Nl
1 2 3 4
— o)
o] N P// [(CH;CH,)N] P//O (C6H;0) P//s (CsH;0) P/O
N 3 2niN]2 Q)2 (125195 A
/2 (I \Cl \Cl \N \N
\—/
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FIGURE 3
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TABLEAU |

Etude comparative de la réactivité de differents agents phosphorylants en fonction de la nature du
groupement partant et celle des hétéroatomes doublement liés au phosphore vis a vis de
la benzoxazolidone la

agent de % de produit N-phosphorylé
phosphorylation (8°'P)
2 60 (—17.3 ppm)
7 5 (+46.1 ppm)
8 20 (—17.3 ppm)

Solvant: CH;Cl,; base: Et;N; 'agent phosphorylant. le substrat et la base sont en quantité stoechio-
métrique; temps: 45 mn.

présente une nette diminution de réactivité par rapport a son homologue 2 sans
pour autant permettre la détection d’un intermédiaire O-phosphorylé de 1a (Tab-
leau I). La réaction est cependant plus sélective (peu de produits secondaires) et
nous avons isolé et caractérisé le produit de phosphorylation formé: I’absence du
vibrateur vnu, la présence d’une bande vc-0 = 1800 cm™', I’analyse du spectre de
masse et les déplacements chimiques en RMN de 'H et *'P sont en accord avec une
structure N-thiophosphorylée. De toute évidence I'introduction d’un atome de sou-
fre sur le phosphore ne permet pas d’observer le produit de O-phosphorylation mais
stabilise le produit N-phosphoryleé.

3) Diphenylimidazolylphosphoramidate. Les phosphates,” les phosphonates et les
phosphinates,'® porteurs du groupe partant imidazolyle, sont d’excellents agents de
phosphorylation. Le composé 8 réagit sur 1la en donnant un produit de N-phos-
phorylation (Tableau I) avec un rendement modeste, sa trop grande sensibilité a
I’humidité le rend de manipulation difficile et conduit aux produits d’hydrolyse
(réaction 3, Figure 2).

4) Formation de pyrophosphate. Malgré les précautions prises, les réactifs de
phosphorylation que nous avons étudies subissent tous une hydrolyse partielle con-
duisant a la formation de pyrophosphate (réaction 3, Figure 2). Cette facilité d’hy-
drolyse est vraisemblablement liée a une catalyse basique générale due a la présence
d’une base dans le milieu réactionnel (vide infra). Le pyrophosphate formé peut lui-
meéme jouer le role d’agent de phosphorylation; cette réaction secondaire a été sig-
nalée dans la littérature."”>? Dans les conditions expérimentales que nous avons uti-
lisées, I’observation par RMN de 3p de I'évolution au cours du temps, des
concentrations relatives des entités en présence, nous permettent d’exclure une telle
réactivité du pyrophosphate formé.

5) Influence des conditions expérimentales sur les réactions de phosphorylation.

(a) le solvant. Les solvants employés: la pyridine, le DMF, l'acétonitrile, le
chlorure de méthylene et le THF sont aprotiques. Les solvants protiques qui con-
duisent eux-mémes a des produits de phosphorylation stables, ont été écartés. Il a
€té postulé que les trois premiers solvants cités forment des intermédiaires phospho-
rylés trés réactifs qui n’interferent pas avec la nature des produits de la réaction
mais qui participent a leur formation.'®?® Par ailleurs, dans les conditions expéri-
mentales utilisées (présence d’une base forte), la polarité du solvant a peu d’effet sur
la nature et le rendement des produits de phosphorylation obtenus.

(b) la base. Dans le cas ou I’agent de phosphorylation est un halogénophos-
phate, la présence d’une base tertiaire est nécessaire pour capter le proton libéré par
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la réaction (déplacement d’équilibre). Aucune réaction de phosphorylation n’étant
observée en absence de base, méme dans le cas du réactif 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 présence d’une
base doit former un anion délocalisé plus réactif que la forme neutre (Figure 4). Les
résultats regroupés dans le Tableau IT vont dans ce sens.

La valeur du pKa de la base joue un role déterminant sur 'avancement de la réac-
tion. L’anomalie apparente, relative a I'utilisation de I’hydrure de sodium, est due
au fait qu'environ 25% du substrat 1a disparait par réduction en orthoaminophénol.**

(c) la température. Les résultats rassemblés dans le Tableau IT ont été obtenus a
25°C et seule la forme N-phosphorylée est observée dans ces conditions. Nous avons
tenté, en opérant a basse température (—40 a —80°C suivant le solvant) de détecter
’hypothétique produit cinétique (O-P) et mettre éventuellement en évidence son
réarrangement (N-P):* 'observation s'étant avérée négative, d’autres approches de
ce probleme seront envisagées par la suite.

6) Discussion. Les résultats que nous venons de présenter conduisent a envisager
comme étape déterminante de la réaction, 'attaque de I’atome de phosphore par le
réactif nucléophile (Figure 5). Ce mécanisme est cohérent avec les deux observa-
tions suivantes:

—Tla réaction est plus rapide avec 2 qu’avec 7; ceci est dit 4 une meilleure stabili-
sation de la charge négative de I’état de transition par I’oxygéne plus électronégatif.

—Ile fait que le pyrophosphate formé ne soit pas agent phosphorylant alors que
les chlorophosphates le sont, indique que I’étape lente ne dépend pas de la nature
du groupe partant donc ne peut &tre postérieur a 1’étape 1 (le groupe phosphate
étant bien meilleur groupe partant que I'anion chlorure).

TABLEAU 11

Avancement de la phosphorylation de 1a par I'agent phosphorylant 2 en présence d’une base apres
20 minutes. Les réactifs employés sont en quantités stoechiométriques.

Concentration. % Produit
10°M Solvant Base N-phesphorylé
2 pyridine pyridine 25
2 pyridine NaH 73
2 pyridine EtsN 100
0.5 THF pyridine traces
0,5 THF Et;N 74
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Une conclusion importante de cette étude est que la réactivité dun agent de
phosphorylation serait peu sensible a la stabilité du groupe partant mais trés dé-
pendante de la stabilisation de la charge négative de I’état de transition par les sub-
stituants de I’'atome de phosphore.

B Etude de la phosphorylation de substrats derivés d’urées et de carbamates.

1)  Choix des substrats. Nous avons recherché des substrats de structure simple et
comportant les mémes sites réactionnels que la biotine. Ceux-ci sont figurés
ci-dessous:

Les substrats 2a, 3a, 4a, 6a et 7a sont des urées et des thiourées présentant deux
ou trois centres nucléophiles (O et N). Le substrat 8a (isothiourée) possede un seul
site réactif fortement basique et qui peut modéliser une isobiotine (biotine activée).
Les substrats la et 5a sont des (thio)carbamates cycliques porteurs de deux seuls
centres réactifs. Le choix des homologues soufrés a été guidé par la littérature. En
effet lors d’acylation d'isoimides, il a é&t& montré par Bruice et Hegarty’>*® un réar-
rangement rapide O — N, alors que Pratt et Bruice?” ont montré que le réarrange-
ment S — N des homologues soufrés est fortement ralenti. Par ailleurs, en ce qui
concerne les transferts de groupe phosphate, Mikolajczyk ez coll.’® ont observé en
RMN de *'P, a —80°C, des intermédiaires de thiophosphorylation de carbodiimides;
nous avons donc étendu cette étude a des substrats soufrés.

—Substrats oxygénes

(,‘H3 }l'l $6H5
O, N N, N.
= o oo [
i ) ) )
H H H H
1a 2a 3a 4a
—Substrats soufres
i {
S = N N N,
- (L~ G O
) ~ ) )
H H H H
5a 6a Ta 8a

FIGURE 6
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2) Etude comparée de la, 5a et 8a. Le Tableau Il présente I'essentiel des résul-
tats obtenus avec les agents phosphorylants 2 et 7.

(a) 1a et 5a. La plus forte réactivité de 1a comparée a Sa reflete bien la difference
de nucléophilie entre oxanion et anion soufré, ce qui confirme bien que ’anion du
substrat est I’entité réactive. Les réactivités de ces deux substrats se distinguent
également par les produits de réaction: avec les réactifs 2 et 7, 1a conduit exclu-
sivement & un produit N-phosphorylé; 5a forme avec le réactif 2—en plus du pro-
duit N-phosphorylé, isolé et caractérisé—un produit S-phosphorylé détecté en faible
quantité; par contre soumis a I’action du réactif 7, ce dernier substrat conduit uni-
quement au produit S-phosphorylé isolé et caractérisé.

(b) Stabilité du produit S-phosphorylé. Le produit de S-phosphorylation de 5a par
7 fournit un modele permettant d’étudier un réarrangement éventuel S — N. Ce
dernier n’a pas été observé malgré un chauffage prolongé (reflux dans CH,Cl;
pendant une semaine). Cette absence de réarrangement, inattendue, peut tre attri-
buée a plusieurs facteurs:

—Ila moindre électrophilie de ’atome de phosphore par rapport a I'analogue oxygéné
dont seul le produit de N-phosphorylation est observé.”

—Iles plus grandes longueurs de liaison C-S-P par rapport aux liaisons C-0-P*
facteur qui pourrait &tre défavorable a un tel réarrangement intramoléculaire.

—Ila rigidité due au cycle comparée a la flexibilité d’un systeme ouvert,* dans lequel
un tel réarrangement est observe a basse température.

—enfin la faible basicité de I'atome d’azote du produit de phosphorylation de Sa
par rapport a celui du modele mentionné ci-dessus puisque relatif & un produit de
phosphorylation de carbodiimide, pourrait également rendre compte de la diftér-
ence de comportement observé. )

(c) Réactivité de la S-méthylisothiourée 8a. Ce substrat se distingue des deux pré-
cédents par sa grande réactivité. Le Tableau III montre qu’avec le chlorothiophos-
phate 7 le produit de N-phosphorylation est rapidement obtenu. Cette méme réac-
tion a lieu en absence de base tertiaire dans le milieu, observation allant dans le sens
de Pactivation par la base des substrats peu réactifs déja mentionnée.

TABLEAU III

Etude comparative de la phosphorylation des substrats 1a, 5a et 8a par différents réactifs phosphorylants.

substrats 1a Sa 8a
Agent % de produit % de produit % de produit
phosphorylant~temps (8 *'P ppm)  temps (8 *'P ppm) temps (8 *'P ppm)
N-P O-P N-P S-p N-P S-P a)
2 45 mn 60 0 27, 46 8 6 mn 0 — 80
(—=17.3) (—17,0) (+9.5) (—11,6)
45 mn 5 0
7 (46,2) 2J. 0 38 20 mn 82 — 0
2] 87 0 . (75.4) (52,4)
(46,2}

Solvant: CH,Cl;; base: Et3N; les réactifs sont en quantités stoechiométriques.
//O
a) le signal 2 —11,6 ppm correspond au produit d’hydrolyse (C¢HsO).P
OH
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TABLEAU 1V

Etude comparative de phosphorylation des substrats oxygénés (1a, 3a et 4a) par
le diphénylchlorophosphate 2.

% de produit

temps N-phosphorylé % de pyrophosphate
Substrat (mn.) (8 *'P ppm) (8 3P = —25,7 ppm)
sans 7 0 39
la 7 40 40
(—17.3)
3a 4 0 95
4a 6 0 57

Solvant: DMF; base: Et;N; les réactifs sont en quantités stoechiométriques.

Par ailleurs, la sensibilité & I’hydrolyse du chlorophosphate 2, considérablement
accrue en présence de 8a (absence de N-phosphorylation) peut &tre due a la faculté
du substrat de se comporter comme un catalyseur basique (prototropie) particu-
lierement efficace.

3) Réactivités comparées des substrats oxygénés. La réaction du diphénylchloro-
phosphate 2 sur les substrats 1a, 3a et 4a (Tableau IV) conduit a la seule phos-
phorylation de 1a. La sélectivité de cette réaction nous a conduit de tenter une
phosphorylation avec un agent fortement conjugué par interaction p.—-dr, donc
moins réactif, le dimorpholinochlorophosphate 5, en milieu fortement basique
{NaH). Les résutats du Tableau V montrent un avancement satisfaisant de la réac-
tion mais encore de N-phosphorylation, exclusivement. Ces deux tableaux permet-
tent par ailleurs de classer ces substrats oxygénés suivant la séquence:

la>3a~4a>2a

La plus grande réactivité de 1a par rapport a 3a et 4a peut correspondre, comme il
a été précédemment proposé, a une meilleure stabilisation de la charge négative
dans I’état de transition par le cycle phényle. La faible réactivité de 2a va dans le
méme sens en raison de I'effet donneur du méthyle.

La formation de pyrophosphate, accrue en présence des substrats 3a et 4a (Tab-
leau V), ne peut étre expliquée par une catalyse basique analogue a celle proposée

TABLEAU V

Etude comparative de phosphorylation des substrats oxygénés (1a a 3a) par
le dimorpholinochlorophosphate §.

% de produit

N-phosphorylé
Substrat Solvant + base temps (8 °'P ppm)

3a pyridine + NaH 40 mn 23

(7.7
2a pyridine + NaH 40 mn 10

(6,6)
la THF + Et;N + NaH 1] 80

6.1
2a THF + Et;N + NaH 1J. 1

(6.6

Les réactifs employés sont en quantités stoechiométriques.
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précédemment pour la S-méthylisothiourée 8a (3a et 4a étant trés peu basiques),
mais par une O-phosphorylation préalable suivie d’un transfert rapide du groupe
phosphoryle sur I'anion phosphate présent dans le milieu et provenant de I’hydrolyse
de I'agent de phosphorylation. Ceci est proposé bien qu’aucune forme O-phos-
phorylée n’ait pu &tre observée méme a basse température.

4) Reéactivites comparées des substrats soufrés Sa, 6a et Ta vis a vis du
diphénylithiochlorophosphate 7. Le Tableau VI indique les produits obtenus avec ces
substrats: Sa donne un produit S-phosphorylé comme indiqué précéedemment, alors
que 7a conduit avec un faible rendement au produit N-phosphorylé. Dans les trois
cas, la réaction s’accompagne de la formation du produit secondaire pyrophosphate.

TABLEAU VI

Etude comparative de phosphorylation des substrats soufrés (5a a 7a) par
le diphénylchlorothiophosphate 7

% de produit phosphorylé (& *'P ppm)

pyrothiophosphate

Substrat temps S-P N-P (6 3P = +46,6 ppm)
Sa 25 mn 33 0 15
(75.4)
6a 1h 0 0 36
Ta 1h 0 10 58
(54,6)

Solvant: DMF; base: Et;N; les réactifs sont en quantités stoechiométriques.

Les réactivités relatives de ces trois substrats confirment ce qui a été observé a
propos des analogues oxygenés; la réactivité dépend de I'aptitude de ces substrats a
stabiliser d’une part leur anion conjugué et d’autre part la charge négative dans
I’état de transition.

Un certain nombre de points restent cependant a élucider: ’obtention du produit
S-phosphorylé avec Sa, N-phosphorylé avec 7a et la non-réactivité de 6a.

CONCLUSION

Une série d’agents de phosphorylation et de substrats cycliques (carbamate, thio-
carbamate, urée, thiourée et isothiourée) ont été étudiés. Les réactions sont d’autant
plus rapides que le caractere électrophile du phosphore est plus marqué et que ses
substituants contribuent a la stabilisation de la charge négative lors de la formation
de I’¢tat de transition.

En ce qui concerne les produits obtenus, dans le cas des substrats oxygénés, seul
le produit N-phosphorylé est observé. Le produit cinétique est bien la forme
O-phosphorylée: cela est confirmé d’une part par la mise en évidence sans ambi-
guité de ce premier produit dans le cas des dérivés thio moins réactifs, et d’autre
part par le taux de pyrophosphate formé, plus élevé quand ce taux est mesuré en
présence de substrat; en effet, cette observation ne peut étre interprétée que par I’ex-
istence, lorsque le substrat est présent, d’un donneur de groupement phosphate qui
ne peut &tre précisément que la forme O-phosphorylée.

Cette réaction de transfert étant défavorisée dans le cas des dérivés thio (dont le
phosphore est moins électrophile), rend possible I'isolement et la caractérisation
d’une forme S-phosphorylée, analogue du modele O-phosphobiotine chercheé.
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Un certain nombre d’observations expérimentales issues de ce travail, relatives
aux propriétés “agent de transfert de phosphate” des substrats oxygénés par rap-
port a la stabilité des substrats soufrés est a rapprocher au fait que le remplacement
de la biotine par la thiobiotine inhibe le processus de carboxylation enzymatique
catalysé par ce coenzyme.’

PARTIE EXPERIMENTALE

Les solvants employés sont préalablement séchés, distillés et conservés a I'abri de toute trace d’humidité.
Toutes les opérations sont effectuées sous atmosphere inerte (azote ou argon).

Les points de fusion sont mesurés sur un banc Kofler.

Les spectres IR sont réalisés sur un appareil Beckman IR 20A. Les spectres de RMN *'P sont faits sur
appareils R 32 (90 MHz) et Bruker 90 MHz a transformée de Fourier. Pour le phosphore: Pulse = 3,5 u
sec.; temps d’acquisition = 0,33 sec.; temps de délai = 1 sec.; les déplacements chimiques sont déterminés
par rapport & H3PO, 85% (référence externe) avec signe positif, pour les valeurs se situant a champ faible
par rapport a la reférence. Les spectres sont découplés avec le proton et lockés sur le deutérium.

Les spectres de RMN 'H sont réalisés sur le Bruker 90 MHz et les déplacements chimigues sont donnés
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 utilisés sans purification supplémentaire.
Les autres substrats benzoxazolone 1a, N-méthylbenzylimidazolidone 3a, phényl-1 imidazolidinone-2

4a et s-méthylisothioimidazolidone 8a sont synthétisés selon des méthodes décrites dans la littérature.” ™

Réactifs de phosphorylation

L’ O-phényléne chlorophosphate 1, le diphénylchlorophosphate 2 et le diéthylchlorophosphate 3 sont des
produits commerciaux (Aldrich) et sont utilisés sans purification supplémentaire.

Le di-4 morpholino-chlorophosphoramidate 5 et le tétraéthylchlorophosphoramidate 6 sont préparés
par action de 1 mole de I'oxychlorure de phosphore sur 4 moles d’amine (morpholine et diéthylamine re
spectivement) dans un solvant anhydre (éther ou benzene).”

Le phényl-diéthylaminochlorophosphate 4 est préparé a partir de dichlorophosphoramidate corre-
spondant et le phénol dans le benzeéne anhydre.*® Le diphénylimidazolylphosphoramidate 7 est synthétisé
selon la méthode de Ramirez:'*

Recristallisation dans CH,Cl,/pentane: Cristaux blancs (F = 84-86°C). Le diphényichlorothiophos-
phate 8:

La synthese de ce produit se fait en deux étapes:

1) préparation de diphénylchlorophosphite.’’
2) Synthese de diphénylchlorothiophosphate.®®

Déplacements chimiques mesurés en RMN *'P (5 ppm) des agents phosphorylants employés par rap-
port 3 H;PO, 85%.%°

1 CH:Cl; + 19,7: 2 pyridine — 6,2; 3 pyridine + 2.8: 4 pyridine + 10.4; § pyridine + 22,7; 6 pyridine +
26,2; 7 CH2Clz + 58.9: 8 CH.Cl, — 16.1.

Methode générale pour suivre les réactions de phosphorylation:

Afin de déterminer la réactivité des différents agents phosphorylants vis & vis des substrats, la réaction
de phosphorylation est suivie en RMN *'P & température ambiante et 2 basse température.
Les échantillons sont préparés en ajoutant un équivalent (0,5 — 2 mmoles) du substrat a [ équivalent
(0,5 — 2 mmoles) du réactif phosphorylant dissous dans 1.5 ml de solvant et | équivalent d’une base forte.
La solution est homogene au départ mais a la fin de la réaction, il y a formation de chlorhydrate qui
précipite.
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L’avancement de la réaction est mesuré par rapport aux pourcentages relatifs des produits formés, cal-
culés & partir des intégrations des pics caractéristiques par atome de phosphore (reproductibilitée = +3%).

Meéthode générale de synthese des produits phosphorylés.

A 0,01 mole de substrat dans 20 ml de dichlorométhane anhydre et 0,01 mole de triethylamine, on ajoute
0,01 mole de I'agent phosphorylant. Le mélange est agité a température ambiante et I'avancement de la
réaction est suivi en RMN *'P,

Le mélange est ensuite filtré puis évaporé. Le (les) produit(s) sont purifiés par recristallisation,

Vi
Iy—Avec les chlorophosphates: Z2P< (Z = Ar0.RO. =N)
Cl

A titre d’exemple, on peut citer le cas de la réaction du diphénylchiorophosphate 2 sur le 2-mercapto-
benzothiazole 5a: le mélange réactionnel (quantités stoechiométriques) est agité pendant 24 h. a tempéra-
ture ambiante dans dichlorométhane en présence d’un équivalent de triéthylamine. L’avancement de la
réaction est suivi en RMN de *'P. Aprés filtration, le solvant est évaporé et le résidu obtenu est recristallisé
dans le pentane: cristaux jaune (F = 94-96°C)

RMN?*'P (CDCl;): 6 — 17,0. IR (CH,ClL): v, = 1585 cm™. Masse: M* = 399; principaux fragments:
326; 308; 243; 233; 166.

Ces données sont en accord avec une structure N-phosphorylée:

L e

0:1;’—OC6H5 233
9 OCHs

Cet agent phosphorylant (2) conduit avec tous les autres substrats employés-outre les pics du pyrophos-
phate et du produit d’hydrolyse qui sont identifiés sans ambiguité-a un signal (§ = —17,3 &+ 0,2 ppm) at-
tribué au produit de N-phosphorylation. Ce déplacement chimique est compatible avec celui de 9 et ceux
d’autres produits N-phosphorylés de structure similaire tel que le diphénylimidazolylphosphoramidate.

Dans le cas des autres chlorophosphates et chlorophosphoramidates, une comparaison des déplace-
ments chimiques de produits avec ceux de la littérature,”” permet d’identifier les produits N-phosphorylés
obtenus.

2) Avec le diphenylchlorothiophosphate 8

Substrat 1a (benzoxazolone):

Le mélange réactionnel (quantités stoechiométriques) est agité pendant 2 jours a température ambiante
dans le dichlorométhane en présence d’un équivalent de base. L’avancement de la réaction est suivi ainsi
que pour tous les autres cas en RMN °'P.

Le solvant est évaporé apres filtration, le résidu (huile) est lavé au pentane, puis recristallise dans
CH;Cl;: cristaux blancs (F = 77-79°C).

RMN *'P (CD;Cly): 8 46,3. RMN 'H (CD:Cl,): 6 6,9-7,55 (CsHs, m).
IR (CH:Cly): ve-0 = 1800 cm™'. Masse: M = 383 (100); principaux fragments: 339 (13); 323 (24); 290
(9); 274 (42); 249 (100); 211 (67); 155 (51). 135 (73).

Ces données sont en accord avec la structure N-phosphorylée:

O
©[N>:O 134
—

S=P—OCH;s “749
10 OCH;
Substrat 5a (2-mercaptobenzothiazole)

Apres 5 jours, le mélange réactionnel (conditions analogues 4 celles employées pour 1a), est filtré puis
évaporé; le résidu visqueux est lavé au pentane.
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—le produit d’extraction au pentane est recristallise dans le dichlorométhane: cristaux blancs
(F = 83-84°C).
RMN *'P(CH,Cl):6 75,4. RMN 'H (CD,Cl): 6 7.1-8,2 (CsHs, m). IR(CH:Cl,): vc—n: 1600 cm™.
Masse: M* = 415; principaux fragments: 322 (100): 284 (12); 249 (23); 243 (64); 217 (60); 167 (55); 155
(49); 135 ().

Ces données sont en accord avec la structure S-phosphorylée:

134 281
S i OCH;
S—+-P
YV AN
N OC¢Hs
11 166 249

Substrat 8a (S-méthylisothioimidazolidone):

Dans les conditions analogues aux composés précédents, le mélange réactionnel est filtré puis évaporé
apres 5 h de réaction. La dissolution partielle du résidu obtenu conduit & deux phases liquide et solide.

L*évaporation sous vide de la phase éthérée conduit a une huile visqueuse jaune. RMN *'P(CH,Cl,): 6
52,2. RMN 'H(CD,Cl,): 8 2,47 (CH;, s, 3H): 3.6-4,25 (—CH,— du cycle, m, 4H); 6.9-7,6 (CsHs, m,
10 H). IR (lames NaCl): vc=n = 1640 cm™; vy, = 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 phosphorylé formé est bien de structure N-phosphorylée:

Substrat 7a (2-thiocimidazolidone)

Le solvant employé dans ce cas est le DMF. Le mélange réactionnel (conditions identiques a celles
deja decrites) est filtré aprés deux jours. L’évaporation du solvant conduit & un résidu visqueux, difficile
a purifier. Les donnée spectroscopiques de ce mélange, surtout les spectre de RMN *'P et le spectre de
masse, comparées a celles d’un échantillon pur de pyrothiophosphate, nous ont permis d’identifier les
constituants et leurs pourcentages.

RMN *'P (acétone): 8 46,6 (80%, pyrothiophosphate); 54.6 (20%. produit N-phosphorylé). Masse: M™ =
514 (pyrothiophosphate); principaux fragments: 405; 267; 167. M = 350 (produit N-phosphorylé); prin-
cipaux fragments: 318; 257; 241; 130.

OCsH;s 13
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