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SYNTHESE DE DERIVES PHOSPHONYLES DE 
L’ACIDE ASPARTIQUE INHIBITEURS POTENTIELS 

DE L’ATCase 

MOHAMED BEN-BARI,T,$ GEORGES DEWYNTER,? 
CHRISTIAN AYMARD,t TAIB JEIS et JEAN-LOUIS MONTERO* ,? 

?Laboratoire de Chimie Biomoliculaire (URA IIlf CNRS) cc 073, Universitd de 
Montpellier-11, Sciences et Techniques du Languedoc Place E.  Bataillon, 34095 
Montpelier Cedex 05, France; SDipartement de Chimie, Faculti des Sciences 

Ben M’sik, Universiti Hassan I I ,  Casablanca, Morocco 

(Received January 31, 1995; in final form April 18, 1995) 

New derivatives and analogues of N-phosphonoacetyl-L-aspartate (PALA) were synthesized starting 
from the aspartic acid and evaluated for the enzymatic inhibition of the ATCase. 

De nouveaux dCrivCs et analogues du N-phosphonoacetyl-L-aspartate (PALA), resultant de I’arnkn- 
agement fonctionnel stlectif de I’acide aspartique ont CtC synthitists et leur activit.6 inhibitrice de 
I’ATCase a et6 mesurte. 

Key words: ATCase inhibitors, PALA, aspartic acid, Arbuzov reaction. Wittig reaction. 

L’aspartate transcarbamylase (EC 2.1.3.2, ATCase), enzyme prkcoce de la bio- 
synthkse de nouo des pyrimidines, catalyse la condensation entre le L-aspartate et 
le phosphate de carbamyle pour conduire au N-carbamyl-L-aspartate b. 

H H H 
I I 

I NH2 
- 0 2  N y N H 2  -O2C - 0 2 c y ’ t .  ‘0- po3- - 

-%C Yb 0 - 0 2 ~ N ~ p 0 3 - -  -02C 8:substrat dc I ‘ATC~SC 

Le N-phosphonoacetyl-L-aspartate (PALA) 1, qui posskde une liaison C-P non 
hydrolysable, est un inhibiteur competitif de I’ATCase en raison de son analogie 
structurale avec I’etat de transition a de I’enzyme. Ce type d’inhibiteur presente 
un interkt tant dans le domaine agronomique que pharmaceutique. ’ 

Toutes les modifications2-“ effectuees sur le squelette du PALA 1 ont pour objet 
d’ameliorer I’analogie structurale avec 1’Ctat de transition a. Ainsi recemment des 
derives fluores ont e t C  synthCtises5; ces analogues N-difluoromethylchephospho- 
nate-L-aspartates, plus electrophiles, peuvent reagir avec une molecule d’eau et 
donner un hydrate dont la structure est semblable a celle de I’intermediaire reac- 
tionnel tktraedrique a. Ces derives fluores sont des inhibiteurs de I’ATCase, mais 
2 des concentrations plus ClevCes. 

Notre but a CtC de prkparer des derives du PALA 1 pouvant presenter des 
interactions fortes avec le site actif de l’enzyme. Nous avons ainsi modifie I’un ou 
I’autre des carboxyles en position a et /3 du PALA en aldehyde afin d’obtenir des 
inhibiteurs susceptibles de rCagir de faqon covalente avec, par exemple, une lysine 

*Auteur a qui toute correspondance doit &re adresseC. 
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130 M. BEN-BAR1 et al. 

du site actif de I’ATCase. Nous avons Cgalement, ?I partir de I’un de ces derives 
carbonyles, allonge la chaine principale de l’aminoacide en introduisant un groupe- 
ment vinyl-phosphonate pouvant rCagir avec un rksidu basique du site actif ou a 
proximite de ce site. Nous avons ensuite remplace la fonction amide du PALA 1 
par un groupement thioamide, ceci dans le but de creer une liaisoh covalente avec 
I’enzyme par attaque de l’atome de soufre sur un centre electrophile du site actif 
de I’enzyme. Nous avons enfin realis6 un test d’inhibition des composes synthetisb, 
in vitro, sur I’ATCase. 

SYNTHESES 

L‘amenagement fonctionnel en aldehyde a CtC realis6 par oxydation des alcools 
correspondants selon Moffatt-Pfitzner,6-8 mtthode generalement utilisee en sCrie 
nucleosidique. Les composes hydroxyles sont obtenus par reduction, 2 l’aide du 
borohydrure de sodium, des a-esters ou @anhydrides mixtes de I’acide a~part ique.~ 
Cet agent reducteur est dCcrit comme non racemisant en serie peptidique. 

Les syntheses du PALA 1 et de ses homologues utilisent gtnkralement pour 
I’introduction du groupement phosphonoacetyle (Cventuellement substituk), une 
condensation entre I’acide correspondant ou sa forme activee, et l’amine de I’a- 
min~acide.’.’~ De notre part, nous avons envisage I’introduction du groupement 
phosphonate par reaction d’ArbuzovZ8 sur les derives N-chloroacetyles correspon- 
dants. 

Amtnagement Fonctionnel en p 
Deux mtthodes ont CtC envisagees pour l’obtention du PALA /3-aldehydique 12 
(Schema I): soit la phosphonation du derive aldehydique N-chloroacetylt (produit 
de I’Ctape c, voie A), soit la creation de la fonction aldehyde sur le PALA protCgt 
(produit de I’btape e, voie B). 

Ces deux voies (A et B) utilisent un pricurseur commun: le N-chloroac6tyl-L- 
aspartate de P-benzyle et d’a-tertiobutyle 5 (Schtma 11) obtenu par reaction du 
compose 4 avec I’anhydride chloroacetique. L’intermediaire 4 est synthktise ii partir 
de l’aspartate de /3-benzyle 3 l 1  par estkrification classique utilisant l’isobutylene. 

(4 (W (4 (4 (4 cn 

voie B 
( 5 )  (11) 

(a) = dibenzylotion ; (b) = rkduction ; (c) = oxydation 
(d) = thioacktalisation ; (e) = phosphonation ; = ddthioacktalisation 

SCHEMA I 
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N-PHOSPHONOACETYLASPARTATES 131 

C0,Bn 

(') + tBu0,C 

( 5 )  (13) 

a) BnOH / $ ; b) =( / H' I dioxane : c) (CICH2C0)20 / pyridine I CHzC12 ; 
d) P(OEt)3 / A. 

SCHEMA II 

R = ClCHzCO (6) 
(ElOhP(O)CH,CO (14) R =  CICHzCO (5) 

(EtO),P(O)CH2CO (13) 

(Et0)2Pd 
sel de sodium (12) 

(10) ( 1 1 )  

a) (cyclohexa- 1A-dikne ou H2) I Pd-C I EtOH ; b) CICaEt / NEt3 / THF ; c) N a B h  / THF-H20 ; 
d) DCC / TFA I pyridine I DMSO ; e) HSCH2CH2SH / Si02-SOClZ / tolukne ; f) P(OEt)3 I A ; 
g) HgO I BF3-Et20 I THF-1420 ; h) 1: TFA I CH2CI2.2 Me3SiBr / CH3CN, 3: H20 / NaHCa. 

SCHEMA 111 
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132 M. BEN-BAR1 et al. 

Les derives de I’homoserine, produits des etapes de reduction (b) dans les voies 
A et B (Schema I), ont ete obtenus en reduisant selectivement les P-anhydrides 
rnixtes correspondants h I’aide du borohydrure de s ~ d i u m . ~  

Dans la voie A (Schema III), I’acide 6 est obtenu par hydrogenolyse (Pd-C en 
presence de cyclohexa-1 ,Cdi&ne ou d’hydroghe molkculaire). A p r k  traitement 
par le chloroformiate d’ethyle, I’anhydride mixte non-isole est reduit par le bo- 
rohydrure de sodium. Laldehyde 8 obtenu par oxydation selon Moffatt-Pfitzner 
est protege sous forme de thioacetal 9 ;  il est ensuite phosphonylk selon Arbuzov 
en phosphonate de diethyle 10. 

De tous les reactifs de dkprotection du groupement aldehyde (SOCl,/silice, HgCl,, 
PbO,), seul I’oxyde de mercure (HgO) a permis de regenerer la fonction aldehyde, 
avec un rendement relativement modeste. Les fonctions esters carboxylique et 
phosphoniques de l’aldkhyde 11 obtenu sont ensuite respectivement clivees par 
I’acide trifluoroacetique et  le bromotrirnethylsilane pour conduire au PALA p- 
aldehydique 12. 

Cette voie de synthese permet la phosphonation in fine, ce qui autorise l’util- 
isation d’un phosphite silyle donnant des esters phosphoniques facilement hydro- 
lysables. Cependant, le faible rendement de la dethioacetalisation nous a contraint 
a utiliser la voie B (Schema 111); le compose 5 est alors phosphonylk selon Arbuzov 
a I’aide du phosphite de triethyle pour conduire au phosphonate 13 (tetraester du 
PALA) qui est hydrogenolyse en acide 14. Par reduction et  reoxydation puis de- 
protection, similaires a celle utilisees dans la voie A,  nous avons obtenu le produit 
final PALA P-aldehydique 12. 

La voie B est plus appropriee et necessite moins d’etapes que la voie A,  mais 
elle ne permet pas I’utilisation d’un phosphite silyle qui conduirait h des esters 
phosphoniques instables dans les conditions de reduction et d’oxydation donnant 
la fonction aldehyde. Nous avons surmontk cette limitation par I’emploi de phos- 
phonates d’alkyle facilement hydrolysables par les halogCnosilanes.I2- l4 

Amdnagement Fonctionnel en a 

Les travaux concernant la synthkse des a - a m i n o a c i d e ~ ’ ~ ~ ~ ~ - ’ ~  font etat de probl6mes 
lies en general a la fragilite des groupements protecteurs necessaires lors des ktapes 
de reduction en aminoalcools ou directement en aminoaldehydes. 

La facilite d’obtention du N-chloroacetyl-L-aspartate d’a-methyle 17, (facilement 
reduit par le borohydrure de sodium) (Schema IV) nous a conduit a la methode 
de reduction et reoxydation pour I’obtention des derives a-aldehydiques. 

I’a-ester 17”’ 
qui, apr&s esterification en p donne le diester mixte 18 prkcurseur commun aux 
PALA a-aldehydique 22 et PALA a-phosphonovinyle 28. La phosphonation suivie 
de la reduction selective de I’ester methylique puis oxydation selon Moffatt-Pfitzner 
conduit a l’aldkhyde 21 (Schema V). Le PALA a-aldkhydique 22 est alors obtenu 
apr6s dkprotection des fonctions acides. 

Dans la synthbe du PALA a-phosphonovinylk 28 (Schema VI), le prkcurseur 
18 est reduit puis reoxyde en aldehyde 24 qui, apr&s condensation selon Wittig- 
H ~ r n e r ~ ’ - ~ ~  avec le mkthykne diphosphonate de tetrakthyle 2526 conduit au derive 
phosphonovinyle 26. Le spectre de RMN du proton de 26 indique que la confi- 

L’action du methanol sur I’anhydride 16 conduit selectivement 
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N-PHOSPHONOACETYLASPARTATES 133 

a) NaBH, / THF-HzO ; b) DCC I TFA I pyridine I DMSO ; c) 1 : TFA / CHzClz , 
2: -SiBr I CH3CN , 3 :  &O I NaHC03 

S C H ~ M A  v 

a) 25' / NaH / C& ; b) P(OEt), / A : c) I :  TFA /CHgIZ , 2: Me,SiBr / C H p  ; 3: KO / NaOH. 

S C H ~ M A  VI 

guration de la double liaison est trans (JH-Pcis = 18,9 Hz; JH-Htrans = 17,2 Hz), ce 
qui est gkneralement observe pour les reactions utilisant des ylures stabilids. Le 
PALA a-phosphonovinylk 28 est ensuite obtenu par phosphonation et deprotection 
des fonctions acides. 
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134 M. BEN-BAR1 ei al. 

a) SOC12 / MeOH I A ;b) 34 / Lolueiie / A c )  P(OE03 / A; d) I: MepSiBr I CHFN. 2: HlO / NaOH 

(30) 

SCHEMA VII 

Dtrivt Thioamidique 

Nous avons obtenu la fonction thioamide en utilisant le reactif de Lawesson 30,*’ 
generalement utilise pour la transformation des groupements amides en thioamides. 
L’action du methanol sur l’anhydride 16, ii chaud et en presence du chlorure de 
thionyle, conduit au diester 29; ce dernier est traite par le reactif de Lawesson 30 
pour donner le compose 31 (Schema VII). La phosphonation puis la deprotection 
du phosphonate obtenu 32 conduit au derive thioamidique 33. 

Pouvoir Inhibiteur des Composts Synthktisis vis a vis de I’A TCase 

Les tests ont CtC conduits pour apprecier le pouvoir effecteur vis-his de 1’ ATCase, 
relativement au PALA. 

L‘activitt ATCasique a CtC CvaluCe en presence ou en l’absence de chacun des 
composes synthetises, par suivi cinetique de l’apparition du carbamylaspartate, 
produit de reaction (CAA, dose par colorimetric selon Prescott et Jones2’). 

Afin de determiner les param2tres de l’activite AT- 
Casique, nous avons suivi l’evolution de I’apparition du CAA en fonction de la 
concentration en aspartate. Ceci nous a permis de choisir arbitrairement un temps 
tel que la teneur en CAA soit significative et la vitesse obtenue assez proche de 
la vitesse initiale reelle. Nous avons aussi pu determiner un Km de 12 mM pour 
I’aspartate (20 mM en theorie), un V, de 7,14 pmol/mn.l pour 1’ATCase et une 
concentration de 0,028 UI/ml pour la solution enzymatique de depart. 

Les pourcentages d’inhibition (I %) de l’activitt enzymatique pour 
les composes testes ont Cte calcules 21 partir des vitesses initiales de reaction re- 
spectivement en I’absence et en presence de l’effecteur (Tableau I). 

a) Acfivitt de I’ATCuse. 

b) Risultats. 
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N-PHOSPHONO ACETY LASPARTATES 135 

TABLEAU I 
Pouvoir inhibiteur du PALA et des analogues synthetids 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Dans le but de synthetiser des composes homologues du PALA 1 susceptibles 
d’inhiber I’ATCase, nous avons envisage des modifications fonctionnelles de la 
partie aminoacide du PALA 1 en introduisant des groupements pouvant rkagir 
avec I’enzyme dans son site actif ou B proximite, de manibre covalente ou non. 

Nous avons, B partir de I’acide aspartique, synthetise le PALA P-aldkhydique 
12 selon deux voies de synthbse differentes utilisant pour la creation de la fonction 
aldehyde la reduction puis la reoxydation du carboxyle en p. Elles diffbrent par la 
sequence d’introduction du groupement aldehyde et de phosphonation. Dans un 
second temps, nous avons synthetise deux derive a-aldkhydiques, l’un N-phos- 
phonoacktyle donnant le PALA a-aldkhydique 22, et l’autre N-chloroacetyle ser- 
vant pour I’obtention du PALA a-phosphonovinylk 28 par condensation de Wittig- 
Horner et phosphonation. Nous avons ensuite synthetist le derive thioamidique 
33 en modifiant le groupement amide du PALA 1 en une fonction thioamide a 
l’aide du reactif de Lawesson. 

Les composes finaux et certains intermediaires sont originaux et les strategies 
de leurs synthbses utilisent des reactions classiques en conditions douces et avec 
des traitements simples. 

L’Ctude enzymologique preliminaire effectuke, si elle ne nous autorise pas a 
donner des resultats dkfinitifs, nous permet cependant d’avancer des hypothbses 
interessantes. 

Dans Ies conditions de test adoptees, les derives P-aldehydique 12 et thioamidique 
33 donnent un pourcentage d’inhibition double par rapport au PALA 1. Une liaison 
imine pourrait donc &re creee entre une lysine du site actif et la fonction aldehyde. 
De plus, cette dernibre B la place d’un carboxylate diminuera la polarit6 de la 
molecule, ce qui facilitera la penetration membranaire. En ce qui concerne le dCrivC 
thioamidique 33, il se pourrait qu’en plus de I’Cchange acidobasique entre I’histidine 
134 et I’amide du PALA 1, il y ait un site tlectrophile susceptible de subir I’attaque 
nucleophile de I’atome de soufre. 

En revanche, il semble que le remplacement d’un carboxyle par un groupement 
vinylphosphonate ne permette pas d’augmenter les interactions avec des zones 
polaires externes au site actif de I’enzyme. La diminution d’environ 50% du taux 
d’inhibition par rapport au PALA pourrait provenir de la taille trop importante 
de ce groupement vinylphosphonate. Ce criblage preliminaire a cependant permis 
la mise en evidence des potentialites de ces molCcules en tant qu’inhibiteurs d’ac- 
tivites ATCasiques. L‘evaluation biologique des propriktes oncostatiques et anti- 
virales est actuellement en cours. 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
0
9
:
4
6
 
2
9
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



136 M. BEN-BAR1 el al. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Chimie 

Conditions gknkrales: Les chromatographies sur couche mince (c.c.m) ont t t t  rtaliskes sur plaques 
de silice 60 F254 (Merck Art. 5554). La visualisation des produits est realiste soit par pulvtrisation de 
la ninhydrine et chauffage, soit par le rtactif au bleu de molybdtne pour la dttection des produits 
phosphorts, soit par visualisation a I’iode ou par le test de Belstein pour les derives halogknts. Les 
chromatographies sur colonne de gel de silice ont t t C  effectutes avec de la d i c e  60 H (Merck Art. 
9385). Les points de fusion non corrigts ont Ctt dttermints en capillaire sur un appareil Electrothermal. 
Les pouvoirs rotatoires ont e t t  mesurts avec un polarimttre Perkin-Elmer 241 reg16 sur la raie D du 
sodium. Les spectres de masse ont t t t  enregistrts sur un appareil Jeol JMS-DX 300 par les mtthodes 
Impact Electronique (El) et  FAB positif; deux matrices ont CtC utilistes dans cette derniere: un melange 
glycerol-thioglycCro1150-50:v-v (GT) et alcool3-nitrobenzylique (NOBA). La prtsence du chlore dans 
les ions chlorts a Ctt confirmte par les rapports isotopiques de cet Cltment. La masse indiqute pour 
chaque ion a t t i  calculte B partir de I’isotope prtpondtrant: %I. Les spectres de RMN du proton ont 
Ctt enregistrts B temperature ambiante sur des appareils Brucker AC 250, AM 300 ou Varian EM 360 
A. Les dtplacements chimiques (J) sont exprimts en p.p.m. par rapport au signal du tCtramtthylsilane 
(TMS) pris comme rtftrence interne pour la RMN du proton, et  par rapport au signal de I’acide 
phosphorique pris comme refhence externe pour la RMN du phosphore. Les constantes de couplage 
sont reprtsentkes par la lettre majuscule J. La multiplicitt des signaux est indiqute par une ou plusieurs 
lettres minuscules: m (multiplet), q (quadruplet), qd (quadruplet dtdoublt), t (triplet), td (triplet 
dCdoublt), d (doublet), dd (doublet dtdoublt), s (singulet). 

L-aspartate de P-benzyle (3): L‘alcool benzylique (360 ml) est ajoute a une solution d’acide sulfurique 
concentrt (36 ml) dans I’tther anhydre (360 ml), I’tther est ensuite tvaport et I’acide aspartique (48 
g; 0,36 mol) est ajoutt au mtlange en quatre fractions, la solution est alors laisste sous agitation 2i 
tempkrature ambiante durant 26 h. Aprts dilution par I’ethanol95% (720 ml), le melange est neutralist 
par la pyridine (180 ml) et est ensuite gardt en chambre froide pendant une nuit. Le prtcipite blanc 
obtenu est filtrt et lave plusieurs fois h I’ether puis recristallise dans I’eau contenant quelques gouttes 
de pyridine. Aprts filtration, le compost 6 est stcht sous vide a temptrature ambiante (43,6 g; 54%). 
F = 21WC-211”C. 
[.ID = + 2 5 T  (C = 1; HCI 1N). 
RMNIH (DMSOQO) ,  J (ppm): 2,9 (m, 2H, P-CH,); 4,9 (m, IH, a-CH); 5 (s, 2H, CH,@); 7,25 (s, 
5H, a). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 316 (M + G + H )  + ; 224 (M + H) + ; 91 (C,H,) + . 

L-aspartate de P-benzyle et a-rertiobutyle (4): Le compose 3 (11s g; 50 mmol) est solubilisk dans le 
dioxane (100 ml); I’acide sulfurique (10 ml) est ensuite ajoute a la solution. Apres ajout de I’isobutylene 
(75 g; 1,34 mol) la solution est agitke dans un appareillage tquipe d’une rkfrigtration B - 35°C. 5 
temperature ambiante et pendant 20 h; elle est ensuite refroidie 30°C puis neutraliste B I’aide d’un 
melange d’acttate d’tthyle (150 ml) et une solution de soude 0,25 N (200 ml), le pH est ensuite ajuste 
entre 8 et  9 par une solution de soude 2 N. Aprts extraction de la phase aqueuse par I’acttate d’kthyle 
(2 fois 250 ml) et stchage des phases organiques sur sulfate de sodium, le solvant est tvaport pour 
conduire au composC 4 (10,83 g; 78%) sous forme d‘huile incolore. 
Rf = 0,35/AcOEt. 
[.ID = +7” (C = 1; AcOEt). 
RMN’H(CDCI,), d (ppm): 1.47 (s, 9H, t Bu); 1,75 (s, 2H, NH,); 2,7 (dd, 2H, P-CH,); 3,6 (m. l H ,  a- 
CH); 5,05 ( s ,  2H, CH,@); 7,3 (s, 5H, @). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 280 (M + H ) + ;  224 (M + H-C,H,)+; 178 (M + H-C,H,- 
HZO-CO) + ; 134 (M + H-C,H&HJ + . 

N-chloroadtyl-L-aspartate de P-benzyle et a-tertiobutyle (5) :  Le compost 4 (38,41 g; 0,14 mol) est 
solubilist dans le dichloromtthane (710 ml) et la pyridine (59,2 ml; 0,73 mol) est ensuite ajoutte li la 
solution; celle-ci est refroidie a 0°C pour recevoir, en quatre fractions, I’anhydride chloroacttique (48.38 
g; 0,28 mol). Aprts retour B la temperature ambiante, le mtlange est agitt durant 1 h. La solution est 
ensuite lavte avec I’eau glacte (2 fois 315 ml) puis stchte sur sulfate de sodium. L’kvaporation du 
solvant et la chromatographie du rtsidu sur gel de silice 61uC A I’acetate d’Cthyle, conduisent au compost 
5 (36,68 g; 75%) sous forme d‘huile incolore. 
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Rf = 0,65/AcOEt. 
[a], = +26" (C = 1; AcOEt). 
RMN'H(CDCIJ, 3 (ppm): 1,45 (s, 9H, t Bu); 2,95 (m. 2H, P-CH,); 4 (s, 2H, CH,CI); 4,7 (m,  lH,  n- 
CH); 5,l (s, 2H, CH,@); 7,3 (s, 5H, @); 7,4 (d, lH ,  NH). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 356 (M + H)+;  322 (M + 2H-C1)+; 300 (M + H-C,H,) + ; 
266 (M + 2H-CI-C4H,)+ et (M + H-C,H,)+; 210 (M + H-C,H,-C,H,)+; 192 ("21O-H2O)' ; 164 ("192"- 
CO) + ; 91 (C,H,) + . 

N-chloroacktyl-L-aspartate d'a-tertiobutyle (6) :  Le compose 5 (460 
mg; 1,4 mmol) est solubilist dans I'tthanol absolu (6 ml); le palladium sur charbon 10% (770 mg) et 
le cyclohexa-l,4-di&ne (1,67 ml; 17,9 mmol) sont ensuite ajoutts, puis la solution est agitee a temperature 
ambiante durant 6 h. Aprts filtration du catalyseur et evaporation du solvant, le compost 6 (328 mg; 
96%) est obtenu sous forme d'huile. 

Le compost 5 (34,5 g; 97,l mmol) est solubilisk dans 
I'ethanol absolu (240 ml) puis le palladium sur charbon 10% (4,l g) est ajoutt ?i la solution. Le melange 
cst ensuite agitt temptrature ambiante sous atmosphtre d'hydrogene durant 8 h. Apres filtration du 
catalyseur et tvaporation du solvant, le compose 6 (29,2 g; -100%) est obtenu sous forme d'huile. 
[.Iu = +9" (c = 0,5; AcOEt). 
RMNIH(CDCI,), i) (ppm): 1,45 (s, 9H, t Bu); 2,95 (rn, 2H, P-CH,); 4.05 (s, 2H, CH,CI); 4,65 (rn, 

Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 266 (M + H) + ; 232 (M + 2H-CI) + ; 210 (M + H-C,H,) + ; 

Mtthode de transfert d'hydrogene: 

Mkthode utilisant I'hydrogkne molkculaire: 

I H ,  a-CH); 7.55 (d, 1H. NH). 

192 (M + H-C,H,-H,O)+; 176 (M + 2H-Cl-C,Hs)+; 164 ("192"-CO)+. 

N-chloroacttyl-L-homoskrinate de tertiobutyle (7): L'acide 6 (29,05 g; 109 mmol) est solubilise dans 
le THF (485 ml), la triethylamine (17,53 ml; 126 mmol) et le chloroformiate d'tthyle (11,98 ml; 126 
mmol) sont ensuite ajoutts a la solution refroidie a - 17°C. Apres agitation durant une demie heure, 
le chlorhydrate de tritthylamine est filtrt. Le filtrat est ensuite ajoutt goutte 1 goutte, a - 1 0 T ,  a une 
solution de NaBH, (14,34 g; 378 mmol) dans un melange THF-H20/4-1 (164 ml), puis le melange est 
agite temptrature ambiante durant 5 h. Aprts neutralisation a I'aide d'une solution de HCI 0,05 N 
(400 ml) et extraction par I'acttate d'tthyle (3 fois 350 ml), les phases organiques sont lavies par une 
solution de soude 2 N (180 ml), I'eau (3 x 240 ml) et une solution saturte en NaCl (240 ml), puis 
sechtes sur sulfate de sodium. Le solvant est ensuite CvaporC et le rksidu chromatographit sur gel de 
silice a I'aide du melange AcOEt-CH,CIZ/1-3 pour conduire au compose 7 (14,46 g; 52%) sous forme 
d'huile incolore. 
Rf = 0,45/AcOEt. 
[.ID = -9" (C = I ;  AcOEt). 
RMN'H(CDCl3), i) (ppm): 1.5 (s, 9H, t Bu); 1,l-2.2 (m. 2H, P-CH,); 3.6 (m. yCH7); 4,05 (s, 2H, 
CH,CI); 4,55 (m, lH,  a-CH); 7,5 (d, lH ,  NH). 
Spectre de masse (matrice NOBA) FAB > 0: 503 (2M + H)'; 252 (M + H)+;  196 (M + H-C,H,)+ ; 
178 (M + H-C,Hs-H20)+; 150 ("178"-CO) + . 

2-(N-chloroack~l)amino-4-oxob~tyrate de tertiobutyle (8): Le compose 7 (780 mg; 3 mmol) est solu- 
bilist dans le DMSO (10 ml) et dans I'ordre sont ajoutes la pyridine (0,26 ml; 3,2 mmol), I'acide 
trifluoroacttique (0,13 ml; 1,6 mmol) et le DCC (1,95 g; 9,3 mmol); la solution est ensuite agitte 2 
temptrature ambiante durant 18 h. Aprts filtration de la DCU, dilution avec I'eau (40 ml) et extraction 
a I'aide de I'AcOEt, la phase organique est lavee par une solution d'HC1 1N (30 ml) et I'eau (30 ml); 
puis stchte sur sulfate de sodium. Le solvant est ensuite Cvaport et la DCU est tliminke par precipi- 
tations rtptt tes a I'aide d'acttate d'tthyle et d'hexane. Le rtsidu obtenu aprts tvaporation est chro- 
matographit sur gel de d i ce  a I'aide du melange tther-hexane/2-1 pour conduire au compose 8 (471 
mg; 61%) sous forme d'huile. 
Rf = 0,55/AcOEt. 
[@Iu = + l l "  (c = 1; AcOEt). 
RMN'H(CDCI,), d (ppm): 1,45 (s, 9H, t Bu); 3,OS (dd, 2H, P-CH,); 4 (s, 2H, CH,CI); 4,65 (m, IH, 

Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 250 (M + H)'; 216 (M + 2H-CI)+; 194 (M + H-C,H,) * ; 

3-(1,3-dithiolan-2-yl)-2-(N-chloroacttyl)aminopropanoate de tertiobutyle (9):  Preparation de la silice 
activke: La d ice  (2 g) est mise en suspension dans le dichloromtthane (4 ml); le chlorure de thionyle 
(2 g) est ensuite ajoutt goutte goutte, en agitant fortement, a temperature ambiante puis le solvant 
est Cvaport aprts une heure d'agitation. 

a-CH); 7,3 (d, lH,  NH); 9,65 (s, lH ,  CHO). 

176 (M + H-CAH,-H,O)+; 160 ("216"-C,H,)+; 148 ("176"-CO)'. 
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Synthese du thioacetal: L’aldChyde 8 (8,46 g; 33,s mmol) est solubilisC dans le toluene (250 ml) 
puis la silice activie (7 g) et I’Cthane-l,2-dithiol (3 ml; 35,9 mmol) sont ajoutts pour ensuite laisser le 
m&lange en agitation pendant 3 h B temperature ambiante. Aprts filtration de la d ice  et lavage b 
I’ether, le filtrat est lavC par une solution de soude 0,05 N (2 fois 80 ml) et I’eau (80 ml), la phase 
organique est ensuite sichCe sur sulfate de magnesium et le solvant est CvaporC. Le compose 9 (5,7 g; 
52%) est obtenu aprts chromatographie sur gel de dice B I’aide du mClange tther-hexane/2-1. 
Rf = 0,4/Ether-Hexane-2-l. 

RMNIH(CDCI,), d (ppm): 1.45 (s, 9H, t Bu); 2.25 (m, 2H, p-CH,); 3,2 (s, 4H, SCH,); 4 (s, 2H, 
CH,CI); 4,5 (m, 2H, a-CH et SCHS); 7,l (d, lH, NH). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0 326 (M + H)+;  270 (M + H-C,H,)+; 236 (M + 2H-CI- 
C,H,) + ; 105 (cycle C,HsS,) + . 

3-(1,3-dithiolan-2-yl)-2-(0,O-di~thyl-N-phosphonoacCtyl)aminopropanoate de tertiobutyle (10): Le 
thioacttal 9 (3,67 g; 11,3 mmol) et le phosphite de trikthyle (19 ml, 109,8 mmol) sont chauffks durant 
une heure et demie, dans un appareil de distillation; l’excts de phosphite est ensuite CliminC par 
distillation sous vide et le rtsidu est chromatographit sur gel de dice B I’aide du melange AcOEt- 
Hexane/2-l pour aboutir au composC 10 (3,61 g; 75%), ce dernier est recristallisk 1 I’aide d‘adtate 
d’tthyle et d’hexane et est obtenu sous forme de cristaux blancs (3,02 g; 63%). 

Rf = 0, I l/AcOEt-Hexane-2-1. 
[.ID = - 11” (c = 1; AcOEt). 
RMN’H(CDCI,), d (ppm): 1.35 (td, 6H, POCH,CH,); 1,45 (s, 9H, I Bu); 2,15 (m, 2H, p-CH,); 2,85 
(d, 2H, CH,P, J = 21 Hz); 3,2 (s, 4H, SCH,); 4,l (qd, 4H, POCH,); 4,5 (m, 2H, a-CH et SCHS); 
7,l (d, lH, NH). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 372 (M + H-C,H,)+; 196 [(EtO),P(O)CH,C(O)NH,1+; 
179 [(EtO)ZP(0)CH,CO]+; 151 [(EtO),P(0)CHZ] +;  123 [HO(EtO)P(O)CH,]+ ; 105 (cycle C,H,S,) + .  

O,O-diethyl-N-phosphonoacCtyl-L-~partate de p-benzyle et d’a-tertiobutyle (13): Le composC 5 (14,22 
g; 40 mmol) est trait6 par le phosphite de tritthyle (76 ml; 439 mmol) de facon identique i I’obtention 
du compose 10 pour aboutir au phosphonate 13 (13,43 g; 73%). 
Rf = 0,MIAcOEt-Hexane 2-1. 
[a],, = + 17” (c = 1; AcOEt). 
RMNIH(CDCI,). 8 (ppm): 1,3 (td, 6H, POCH,CH,); 1,4 (s, 9H, t Bu); 2,8 (d, 2H, CH,P, J = 21 
Hz); 2.85 (m, 2H, P-CH,); 4.05 (qd, 4H, POCH,; 4,6 (m, lH, a-CH); 5 (2, 2H, CH,”); 7,2 (d, lH, 
NH); 7.25 (s, 5H, a). 
Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0: 458 (M + H)+;  402 (M + H-C,H,)+; 312 (M + H- 
C,H,-C7H,)+; 179 [(Et0)2P(0)CH,CO]+; 151 [(EtO)ZP(0)CH2]+; 123 [HO(EtO)P(0)CH2] + ; 91 

[.ID = -7” (C = 1; AcOEt). 

F = 89°C- 90°C. 

(C7H7) + . 

0,O-diethyl-N-phosphonoacityl-L-aspartate d’a-tertiobutyle (14): Mtthode de transfert d’hydro- 
gene: Le phosphonate 13 (500 mg; 1,l mmol) est traitt de la m&me manitre que dans I’obtention du 
compost 6 par transfert d’hydroghe. L’acide 14 (425 mg; 96%) est obtenu sous forme d’huile qui 
cristallise a froid. 

Le composC 13 (14,2 g; 31,5 mmol) est traitt de manitre 
identique B I’obtention de I’acide 6 sous atmosphtre d’hydrogene pour conduire au compose 14 (1 1.9 
g; 97%) sous forme d’huile qui cristallise a froid. 

[aID = + 15” (c = 1; AcOEt). 
RMN’H(CDC1,) d (ppm): 1,25 (td, 6H, POCH,CH,); 1,35 (s, 9H, I Bu); 2,4-3.1 (m, 4H, CH,P et p- 
CH,); 4.1 (qd, 4H, POCH,); 4.65 (m. lH, a-CH); 7,15 (d, IH, NH). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 368 (M + H)+:  312 (M + H-C,H,)+; 294 (M + H-C.,H,- 

Mtthode ufilisant I’hydrogene moltculaire: 

F = lOl”C-103”C. 

HJO)+ ; 266 (“294”-CO) + ; 179 [(EtO),P(O)CH,CO]’ ; 151 [(EtO),P(O)CH,]+ ; 123 [HO(EtO)P(O)CH,]+ . 

0,O-diCthyl-N-phosphonoacttyl-L-homostrinare de tertiobutyle (15): L‘acide 14 (520 mg; 1,4 mmol) 
est trait6 de la m&me fagon que dans l’obtention du compost? 7. Aprts lavage et Cvaporation du solvant, 
le residu est chromatographi6 sur gel de dice i l’aide du melange AcOEt-MeOH/9-1 pour conduire B 
I’alcool 15 (272 mg; 54%) sous forme d’huile incolore. 
Rf = 0,281AcOEt-MeOH-9-1. 

= -5” (C = 0.5; AcOEt). 
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RMNIH(CDCI,O, a (ppm): 1,3 (td, 6H, POCH,CH,); 1,45 (s, 9H, t Bu); 1,2-2,2 (m, 2H, P-CH,); 
285 (d, 2H, CHZP, J = 21 Hz); 3,55 (m. S H Z ;  4,l (qd, 4H, POCH,); 4,55 (m, IH, a-CH); 7,25 (d, 
lH, NH). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 354 (M + H ) + ;  298 (M + H-C,H,)+; 280 (M + H-C,H,- 
H,O)+; 179 [(EtO),P(O)CH,CO]+; 151 [(EtO),P(O)CH,]+; 123 [HO(EtO)P(O)CH,]'. 

2-(0,O-diithyl-N-phosphonoacbtyl)amino-4-oxobutyrate de tertiobutyle (1 1): A partir du compost 
15: L'alcool 15 (4,Ol g; 11,4 mmol) est trait6 de la m@me manihre que pour I'obtention de l'aldthyde 
8. Le rtsidu de I'tvaporation est chromatographie sur gel de silice ?i I'aide du melange AcOEt-MeOW 
9-1 pour aboutir rl I'aldthyde 11 (2,l g; 52%) sous forme d'huile. 
Rf = 0,39/AcOEt-MeOH-9-1. 
[uln = + Y ( c  = 1;  AcOEt). 
RMN'H(CDCl,O, a (ppm): 1.35 (td, 6H, POCH,CH,); 1,45 (s, 9H, t Bu); 2,8 (d, 2H, CH,P, J = 21 
Hz); 3 (d, 2H, p-CH,); 4,15 (qd, 4H, POCH,); 4,75 (m, lH, a-CH); 7,3 (d, lH,  NH); 9,7 (s, lH, 
CHO). 
Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0; 352 (M + H)+;  296 (M + H-C,H,)+; 278 (M + H- 
C,H,-H,O)+; 250 ("278"-CO)'; 196 [(EtO),P(0)CH2C(O)NH3]+ ; 179 [(EtO),P(O)CH,CO]+ ; 151 
[(EtO),P(O)CH,]+ ; 123 [HO(EtO)P(O)CH,] * . 

Le compose 10 (100 mg; 0,25 mmol) est solubjlisC dans un melange THF- 
H20/8,5-1,5 (2 mi); a la solution sont ajoutes ensuite HgO (138 mg; 0,63 mmol) et BF,-Et,O (0,08 
mi; 0,63 mmol). La reaction est complete au bout de 3 h a temperature ambiante. Le melange est 
ensuite dilue par I'acttate d'tthyle (6 ml) et la phase organique est IavCe par HC1 1N (3 ml) et I'eau 
(3 ml) puis stchte sur sulfate de sodium. Apr&s Cvaporation le rtsidu est chromatographik sur gel de 
silice a I'aide du mtlange AcOEt-MeOHI9-1 pour conduire au compost 11 avec un faible rendement 

A partir du thiacktal10: 

(10 mg). 

2-(N-phosphonoacbtyl)amino-4-oxobutyrate de sodium (PALA P-aldthydique) (12): Prbparation du 
monoacide Ila: Le compost 11 (50 mg; 0,14 mmol) est solubilist dans le dichloromtthane rl 30% 
d'acide trifluoroacktique (1 ml) et la solution est laissee en agitation durant 3 h rl temperature ambiante; 
les composes volatils sont ensuite Cvapores et cotvaports rl 1'Cther puis I'huile residuelle est sechCe sous 
vide pour conduire au monoacide l la .  Le sel de sodium l l b  du monoacide l l a  est obtenu aprts 
saponification de ce dernier dans un melange d'acetate d'tthyle (0,2 ml) et une solution 1N de NaHCO, 
(0,15 mmol); la phase aqueuse &ant lyophiliste B la fin. 
RMN'H(CDCI,), a (ppm): 1,3 (td, 6H, POCH,CH,); 2,8 (rn, 2H, p-CH,); 2,9 (d, 2H, CH,P, J = 21 
Hz); 4.05 (qd, 4H, POCH,); 4,65 (m, lH, a-CH); 7,55 (d, lH, NH); 9,75 (s, l H ,  CHO). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 296 (M + H)+;  278 (M + H-H,O)+: 250 (M + H-H,O- 
CO)'; 196 [(EtO),P(0)CH,C(O)NH3]+ ; 179 [(EtO),P(O)CH,CO]+; 151-[(EtO),P(O)CH,]+; i23 
IHOrEtOjP(OjCH,l+ . 

P & & & z ' d r C  PALA p-aldkhydique 12: Le compose lla obtenu ci-dessus est dissous dans I'ack- 
tonitrile (1 mi); le bromotrimtthylsilane (0,075 ml; 0,78 mmol) est ajoutC rl la solution pour la laisser 
en agitation a temperature ambiante durant 24 h. Les composes volatils sont ensuite tvapores et le 
rtsidu est stcht sous vide puis hydrolyse par l'eau (2 ml) pendant une demie heure. La solution aqueuse 
est alors lavee par I'ether puis saponifiee par NaHCO, (24 mg; 0,3 mmol). Le compose 12 est obtenu 
sous forme solide apres lyophilisation. 

Le compose 12 est dessalt sur rtsine tchangeuse d'ions DOWEX 5OWX8. 

Anhydride N-chloroacityl-L-aspartique (16): Mtthode utilisant le chlorure du ch[oroacityle: L'acide 
aspartique (8,3 g; 62,4 mmol) est mis en suspension dans un melange d'acttate d'ethyle (500 ml) et de 
tktrachlorure de carbone (80 ml); le zinc granulC (225 mg) et le chlorure du chloroacetyle (19 mi; 0,24 
mol) sont ensuite additionnts. Au bout de 4 h et demie de rtaction rl reflux, les solvants sont tvaports 
et le rtsidu est triturt dans le 1,2-dichlorotthane (40 ml); le solide est ensuite filtrt puis mis en agitation 
durant une demie heure a temperature ambiante dans I'anhydride acttique (60 ml). Le chloroforme 
(60 mi) et I'tther de pttrole (160 ml) sont ensuite ajoutts pour prtcipiter le produit. Apr&s filtration, 
lavage A I'tther et stchage sous vide le compose 16 (9,OS g; 76%) est obtenu sous forme de solide 
blanc. 
F = 138"C-I42"C. 

Mbthode utilisant l'anhydride chloroacktique: L'anhydride chloroacttique (41 g; 0,24 mol) est 
solubilist dans le THF (100 ml); I'acide aspartique (10 g; 75,2 mmol) est ensuite ajoute. Le mtlange 
rtactionnel est port6 A reflux durant 4 h. La solution est concentrte; le solide est ensuite filtre sous 
azote puis lave a I'tther. Le compost 16 est alors recueilli sous forme de cristaux blancs (12,97 g; 90%). 
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F = 156"C-16IoC. 
[a],, = -44" (c = I ;  DMSO). 
RMNIH (DMSO-d6), a (ppm): 3,OS (m. 2H, P-CH,); 4,2 (s, 2H, CH,CI); 4,s (m,  lH, a-CH); 9 (d. 
lH, NH). 
Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0: 192 (M + H)'. 

N-chforoacktyl-L-aspartate d'a-mkthyle (17): L'anhydride 16 (52 g, 0,27 mmol) est mis en suspension 
dans le methanol (840 ml); le melange est ensuite chauffe a reflux durant 4 h. Apr& tvaporation du 
solvant, le r6sidu est solubitise dans I'ether (90 ml) et le compose 17 est precipite par I'kther de pitrole, 
filtrC puis recristallisk dans le dichloromethane et l'ether de petrole (4:l) (38,l g; 63%)., 

[aID = +34" (c = 1; AcOEt). 
RMN'H(CDCI,), a (ppm): 3 (m, 2H. P-CH,); 3,s (s, 3H, CO,CH,); 4,l (s, 2H, CH,CI); 4 8  (m. lH, 
a-CH); 7.6 (d, IH, NH). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 224 (M + H)+;  190 (M + 2H-CI)'; 178 (M + H-H,O- 
CO)' ; 164 (M + H-MeOH-CO) + ; 130 (M + 2H-CI-MeOH-CO) + . 

N-chloroacktyl-L-aspartate de j3-tertiobufyle et a-methyle (18): Le monoester 17 (36 g; 0,16 mol) est 
trait6 de fason identique I'obtention du diester 4, cependant la neutralisation par la soude est faite 
jusqu'au pH 7. Aprts extraction par I'acttate d'tthyle (3 fois 350 ml) et stchage de la phase organique 
sur sulfate de sodium, I'evaporation du solvant conduit a une huile; celle-ci est filtrCe sur dice a I'aide 
de I'acetate d'ithyle pour conduire au compost 18 (28,6 g) qui pourra etre phosphonylk sans purification 
suppldmentaire. Le compose 18 est purifit par chromatographies r&pCttes sur gel de silice a I'aide du 
melange AcOEt-Hexane/l-1 pour sa caractkrisation et son utilisation comme precurseur dans la synthese 
du derive a-phosphonovinylk. 
Rf = 0,35/AcOEt-Hexane-l-l. 
[a]" = +IT (c = 0,5; AcOEt). 
RMN'H(CDCI,), a (ppm): 1,45 (s, 9H, f ,  Bu); 2,8 (m. 2H, P-CH2); 3.7 (s, 3H, CO,CH,); 4,l (s, 2H, 
CH2CI); 4.7 (m, IH, a-CH); 7,4 (d, lH, NH). 
Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0: 280 (M + H)+;  224 (M + H-C,H,)+. 

0,O-dikIhyI-N-phosphonoacPtyl-l-nsparta~e de P-tertiobutyle et a-mkthyle (19): Le compose 18 (28,5 
g) est trait6 par le phosphite de triCthyle (71 ml) de manikre similaire 2 I'obtention du phosphonate 
10. Aprts chromatographie sur gel de dice h I'aide du melange AcOEt-HexaneR-1, le compose 19 (29 
g) est obtenu sous forme d'huile. 
Rf = 0,11/AcOEt-Hexane-2-l. 
[a],, = +25" (c = 1; AcOEt). 
RMN'H(CDCI,), a (ppm): 1,3 (td, 6H, POCH,CH,); 1,4 (s, 9H, f Bu); 2,7 (m, 2H, P-CH,); 2,s (d, 
2H, CH,P, J = 21 Hz); 3,7 (s, 3H, CO,CH,); 4,1 (qd, 4H, POCH,); 4,7 (m, lH, a-CH); 7,3 (d, IH, 
NH). 

F = 105"C-l08"C. 

Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 382 (M + H ) + ;  326 (M + H-C,H,)+; 298 (M + H-C,H,- 
CZH4)+; 266 ("326"-MeOH-C0)+ ; 179 [(Et0)2P(0)CH2CO]+;  151 [(EtO),P(O)CH,] + ; 123 
[HO(EtO)P(O)CH,] + . 

3-(0,O-di~thyl-N-phosphonoac~tyl)amino-4-hydroxybufyrate de tertiobutyle (23): Le compost 19 (4,4 
g; 11S5 mmol), dissous dans le THF (50 ml), est ajoutt goutte a goutte a une solution de NaBH, (158 
g, 39,27 mmol) dans un melange de THF-H,0/4-1 (27 ml). Aprts agitation du melange a temperature 
ambiante durant 3 h, celui-ci est acidifit par une solution d'HCL 1N puis extrait par I'acCtate d'Cthyle 
(3 fois 180 ml). La phase organique est ensuite lavee par une solution saturee en NaCl(180 ml) et I'eau 
(180 ml) puis stchee sur sulfate de sodium. Le rtsidu obtenu aprts evaporation du solvant est alors 
chromatographie sur gel de silice il I'aide du melange CHCI,-MeOH/9-1 pour conduire l'alcool 23 
(2,3 g; 56%) sous forme d'huile. 
Rf = 0,35/CHCl,-MeOH-9-1. 
[aID = -2" (c = 1; AcOEt). 
RMNIH(CDCI,), d (ppm): 1,35 (td, 6H, POCH,CH,); 1,45 (s, 9H, I Bu); 2,5 (dd, 2H, P-CH,); 2,s 
(d, 2H, CH,P, J = 21 Hz); 3,6 (m, P'-CH,); 4,l (m, 5H, a-CH et POCH,); 7,2 (d, IH, NH). 
Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0: 376 (M + Na) + ; 354 (M + H)+; 320 (M + Na-C,H,)+ ; 

[(EtO),P(O)CH,C(O)NH,]+ ; 179 [(EtO),P(O)CH,CO]+; 151 [(EtO),P(O)CH,]+ ; 123 
[HO(EtO)P(O)CH?] +. 

298 (M + H-C,Hx) + ; 280 (M + H-CdHB-HzO) + ; 270 ("298)-C,H,) + ; 252 ("280-CO) + ; 196 
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N-PHOSPHONOACETY LASPARTATES 141 

3-(O,O-diethy~-N-phosphonoacPtyl)amino-4-oxobutyrate de tertiobutyle (21): Le compose 23 (200 mg; 
0,57 mmol) est trait6 de la m&me manitre que pour I'obtention du compost 11. Une chromatographie 
rapide sur gel de silice B I'aide du melange AcOEt-MeOHI9-1 conduit au compose 21 (92 mg; 46%). 
Rf = 0,32/AcOEt-MeOH-9-1. 
[a],, = -3" (c = 1; AcOEt). 
RMNIH(CDCI,), d(ppm): 1,3(td, 6H, POCH,CH,); 1,42 (s, 9H,t Bu); 2,8 (m, 2H,p-CHz); 2,95(d, 2H. 
CH2P, J = 21 Hz); 4,l (qd, 4H, POCH,); 4,6 (m, lH ,  a-CH); 7,s (d, lH,  NH); 9,65 (s, lH,  CHO). 
Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0: 352 (M + H)+; 296 (M + H - C4H8)+; 278 (M + H 
- C4H8 - H,O)+; 1% ((EtO),P(O)CH,C(O)NH,]+; 179[(EtO),P(0)CH2CO]+ ; 151 [(EtO),P(O)CH,j + ; 
123 [HO(EtO)P(O)CH,]+. 

3-(N-phosphonoacttyi)amino-4-ox0butyrate de sodium (22) (PALA a-aldthydique): Le composk 21 
est trait6 de la meme faGon que pour I'obtention du compose 12 conduisant ainsi au compose 22 sous 
forme solide. 

Le compose 22 est dessale sur rtsine Cchangeuse de cations DOWEX 50WX8. 

3-(N-chloroac~tyl)amino-4-hydroxybutyrat de tertiobutyle (20): Le compose 18 (45 mg; 0, 16 mmol) 
est trait6 de la mCme faqon que dans I'obtention de I'alcool23. Aprts evaporation des phases organiques, 
le residu est chromatographie sur gel de d i ce  A I'aide du melange AcOEt-Hexanel2-1 pour conduire 
au compose 20 (26 mg, 64%) sous forme d'huile. 
Rf = 0,14/AcOEt-Hexane-2-1. 

RMN'H(CDCI,), a(ppm): 1,45 (s, 9H, t Bu); 2,5 (d, 2H, p-CH,); 3,65 (m, p'-CH,); 4 (s, 2H, CHzCI); 
4.2 (m. lH,  a-CH); 7,2 (d, IH, NH). 
Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 252 (M + H)+;  218 (M + 2H-CI)'; 196 (M + H-C,H,)+ ; 
178 (M + H-C4H,-H,O)+; 162 (M + 2H-CI-C4H,)+ ; 144 ("162"-H,O)+; 120 ("196"-CICHCO) ' etiou 

[elD = -6" (C = 1; AcOEt). 

("162"-CHzCO) + . 

3-(N-chloroacttyl)amino-4-oxobutyrate de tertiobutyle (24): L'alcool20 (1,3 g; 5,1 mmol) est trait6 de 
manitre similaire a I'obtention de I'aldkhyde 8 (durte de reaction 3h). Le rtsidu de l'evaporation est 
chromatographie rapidement sur gel de silice a I'aide du melange AcOEt-Hexane/3-2 pour conduire a 
I'aldkhyde 24 (678 mg; 53%) sous forme d'huile. 
Rf = 0.7UAcOEt. 
[&ID = +2" (c = 1; AcOEt). 
RMN'H(CDCl,), d(ppm): 1,45 (s, 9H, t Bu); 2,9 (m. 2H, @-CH2); 4.05 (s, 2H, CH,CI); 465 (m. 1H. 

Spectre de masse (matrice GT), FAB > 0: 250 (M + H) + ; 216 (M + 2H-CI) + ; 194 (M + H-C,H,) + ; 
176 (M + H-C,H,-H,O)' ; 160 (M + 2H-CI-C4H,)+; 142 ("160'-H,O)+; 118 ("194-CICHCO)' etiou 

CY-CH); 7,6 (d, lH,  NH); 9,65 (s, lH ,  CHO). 

("I60"-CHZCO) + 

5-0,O-di~thylphosphono-4-Pne-3-(N-chloroacityl)aminopentunoate de terriobutyle (26): Le methyl- 
tnediphosphonate 25 (0,2 ml; 0,8 mmol) est ajoutk a 0°C a une suspension de NaH 80% (29 mg; 0,8 
rnmol) dans le benzene (2 ml); aprts une demie heure d'agitation 1 temperature ambiante, le melange 
est ajoute goutte a goutte a une solution du compost 24 (200 mg; 0.8 mmol) dans le benzene (2 ml). 
Au bout d'une heure et demie de reaction 2 temperature ambiante, le melange est traite par I'eau (2 
ml) et la phase organique est sCchCe sur sulfate de magnesium puis le solvant est Cvapore. Le compose 
26 (166 mg; 54%) est obtenu apres chromatographie du rCsidu sur gel de silice a I'aide de I'acetate 
d'ethyle. 
Rf = 0,251AcOEt. 
RMN'H(CDCI,), a(ppm): 1.3 (td, 6H, POCH,CH,); 1,45 (s, 9H, t Bu); 2.65 (d, 2H, p-CH,); 4,l (m, 
6H, CH,Cl et POCH,); 4,98 (m, lH,  a-CH); 5,9 (ddd, lN,  H,, J,,, = 17.9 Hz; J,,,,, = 17,2 Hz; 
J H 2 ,  = 1,9 Hz); 6.7 (ddd, lH, HI;  J , , ,  = 21,7 Hz; JH,", = 17,2 Hz; JtllH. = 4.3 Hz); 7,6 (d, lH, 
NH). 
Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0: 767 (2M + H ) + ;  384(M + H)'; 328 (M + H-C,H,)+; 
310 (M + H-C4H,-H20)+. 

5-O,O-diCihylphosphono-4-ene-3-(0,O-diethyl-N-phosphonouc~tyl~ aminopentunoate de tertiohutyle 
(27): Le compose 26 (207 mg; 0.54 mmol) et le phosphite de triethyle (0,4 ml; 2,3 mmol) sont chauffes 
a 160°C durant 3 heures et demie dans un appareil a distiller; I'excts de phosphite est ensuite Climine 
par distillation et le residu est triturC dans I'hexane, filtrC puis recristallise dans le melange AcOEt- 
Hexane pour conduire au compost 27 (194 mg; 74%) sous forme de cristaux blancs. 
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142 M. BEN-BAR1 et al. 

F = 77T-78"c. 
Rf = 0,42/AcOEt-MeOH-9-1. 
[.ID = + l o  (c = 1; AcOEt). 
RMN'H (CDCI,), J(ppm): 1,3 (m, 12H, POCHZCH,); 1,45 (s, 9H, t Bu); 2,6 (d, 2H, P-CH,); 2,9 (d, 
2H. CH2P, J = 21 Hz); 4,05 et 4,15 (qd, 4H, qd, 4H. POCH,); 4,98 (m, lH,  a-CH); 5,9 (ddd. lH,  

17,2 Hz; J,,,. = 4,l Hz); 7,32 (d, lH ,  NH). 
Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0: 486 (M + H ) + ;  458 (M + H-C,H,)+; 430 (M + H- 

(O)NH,]+; 179 [(Et0)2P(0) CH,CO]+ ; 151 [(EtO),P(O)CH,]+ ; 123 [HO(EtO) P(0)CH2]+. 

5-phosphono-4-ene-3-(N-phosphonoacktyl)aminopentanoate de sodium (PALA a-phosphonovinylk) 
(28): Le compose 27 (100 mg; 0,21 mmol) est mis en agitation dans une solution de dichloromtthane 
a 20% d'acide trifluoroacetique (1 ml) durant 3h et demie B temptrature ambiante. Aprts tvaporation 
des composks volatils, cotvaporation I'aide de I'Cther et sechage sous vide, le rtsidu est solubilist 
dans I'ac6tonitrile (0,4 ml) et le bromotrimCthylsilane (0,19 ml; 1,47 mmol) est additionnt. Au bout 
de 19h de reaction a temp&ature amhiante, les composts volatils sont evaports et le residu est hydrolyst 
dans I'eau (2 ml). La solution aqueuse est ensuite lavte par l'ether (3 fois 1 ml) puis basifite par une 
solution de soude 2N jusqu'au pH 8.5 pour conduire aprts lyophilisation au compose 28 sous forme 
de solide blanc. 

[.ID = +2" (c = 1; H,O; forme acide). 
RMN'H(D,O), J(ppm): 2,65 (m, 2H, P-CH,); 2,8 (d, 2H, CH,P, J = 21 Hz); 4,8 (m. lH,  a-CH); 5,9 
(ddd, IH, H2, JHZp = 19 Hz; JHZHI = 17,3 Hz; J,,,. = 1,8 Hz); 6,45 (ddd, lH ,  HI; J , , ,  = 21,7 Hz; 
J,,, ,  = 17,3 Hz; J,,,. = 4,2 Hz). 

N-chluroucPtyl-L-ns~artafe de dimtthyle (29): Le compost 16 (lg; 5,23 mmol) est mis en suspension 
dans le methanol (15 ml), le melange est port6 reflux durant 4h; aprts I'avoir refroidi a O"C, le 
chlorure de thionyle (0,4 ml; 5,7 mmol) est ajoutt goutte A goutte. La solution est ensuite agitCe 
temptrature ambiante durant 3h puis a 40°C durant 2h. AprBs' Cvaporation, le rdsidu est repris par le 
dichloromtthane (15 ml); la solution est ensuite lavte a l'eau glade (6 g), stchte sur sulfate de sodium 
puis 6vaporCe a sec. Le rtsidu est dissous dans le minimum d'acetate d'tthyle et filtrt sur gel de silice 
pour conduire au composk 29 (762 mg; 62%) sous forme d'huile incolore. 
Rf = 0,7/AcOEt 
[.ID = + 15" (c = 0,5; AcOEt). 
RMN'H(CDCI,), d(ppm): 2,98 (m, 2H, P-CH,); 3,72 et 3,8 (s, 3H, s, 3H, C0,Me); 4,18 (s, 2H, CHZCI); 
4,87 (m, lH, a-CH); 7,58 (d, lH,  NH). 
Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0: 238 (M + H ) + ;  206 (M + H-MeOH)'; 178 ("206- 

HL, JHZP = 18,9 Hz; JH2HI = 17,2 Hz; J,,,. 1.9 Hz); 6,7 (ddd, lH, HI; I,,, = 2 1 3  Hz; J,,,, = 

C,H,)+ i 402 (M + H-C,H,-C,H,)+ ; 235 ["43O-(EtO),P(O)CH,C(O)NH,I+ ; 196 [EtO),P(O)CHZC- 

Le produit est caracttrisk aprts passage sur resine tchangeuse de cations (DOWEX SOWXS). 

CO) +; 113 ('206"-CICH,C(O)NH,) +; 102 ("178"-CICHCO) + . 

N-chloromtthylthionyl-L-nspartate de dirnkthyle (31): Le compost 29 (5,2 g; 22 mmol) est solubilise 
dans le toluhe (50 ml), le reactif de Lawesson 30 (5.55 g; 14 mmol) est ensuite ajout6, le melange est 
alors agitC B 75°C pendant 6h. AprBs filtration et tvaporation, le rtsidu est chromatographie sur gel 
dice B I'aide du melange tolu&ne-AcOEt/8-2. Le compose 31 est enfin obtenu sous forme d'huile jaune 
(2.83 g; 51%). 
Rf = 0,46/tolutne-AcOEt/8-2. 
RMN'H(CDCI,), d(ppm): 3,l (d, 2H, P-CH,); 3,7 et 3,8 (s, 3H, s, 3H, C0,Me); 4,5 (s, 2H, CH,CI); 
5.4 (m. lH,  a-CH); 9,12 (d, IH, NH). 
Spectre de masse, EI > 0: 253 (M)+; 222 (M-OMe)'; 217 (M-HCI)'; 194 (M-COOMe)'; 160 (M- 
SCCH,CI) + ; 93 (SCCH,CI) + . 

0,O-dikthyl-N-phosphonomithylthionyl-L-aspartare de dimkthyle (32): Le compost 31 (lg; 4 mmol) 
et le phosphite de tritthyle (3 ml; 6 mmol) sont chauffts a 135°C durant 2h et demie dans un appareil 
de distillation; I'excts de phosphite est ensuite distill6 sous vide (16 mm Hg) et le residu est chrorna- 
tographit sur gel de d i ce  a I'aide du melange AcOEt-tolu&ne/8,3- 1,7. Le compose 32 est alors obtenu 
sous forme d'huile jaune (0,82 g; 59%). 
Rf = 0,12/AcOEt-tolubne-8,3- 1,7. 
[aID = +20" (c = 0,5; AcOEt). 
RMN'H(CDC1,). d(ppm): 1,3 (td, 6H, POCH,CH,); 3,l (d, 2H, P-CH,); 3,4 (d, 2H, CH,P, J = 21 
Hz); 3,7 et 3.8 (s, 3H, s, 3H, C0,Me); 4.15 (qd, 4H, POCHJ; 5.4 (m, IH. a-CH); 9,2 (d, IH, NH). 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
0
9
:
4
6
 
2
9
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



N-PHOSPHONO ACETYLASPARTATES I43 

Spectre de masse (matrice NOBA), FAB > 0: 378 (M + Na)+; 356 (M + H) + ; 324 (M + H-MeOH)’; 
296 (M + H-MeOH-CO) + . 

N-phosphonombthylthionyl-L-~pur~ute de sodium (33): Le compost 32 (35 mmol) est solubilist dans 
I’actfonitrile (30 ml), le bromotrimCthylsilane (22 ml; 175 mmol) est ensuite ajoutC goutte a goutte et 
le mClange est agite a temptrature ambiante durant 20 h. Aprks tvaporation a sec et stchage sous vide, 
le rtsidu est agitk dans I’eau (10 ml) ?i temptrature ambiante durant une demie heure puis lave a I’tther. 
Une solution de soude 2N (69 ml) est ensuite ajoutCe en gardant le pH < 11,s. L’acide thio-PALA 
est ensuite obtenu sous forme de solide blanc aprks dessalage sur resine Dowex 50 W-X8 puis lyo- 
philisation. Cet acide est ensuite saponifie, dans 50 ml d’eau, par une solution de soude 2N jusqu’a pH 
8.5. 
RMNIH(D,O), d(ppm): 3,2 (d, ZH, P-CH,); 3 3  (d, 2H, CH,P, J = 21 Hz); 5 3  (m, l H ,  a-CH) 

Mesure de I’lnhibition de I‘AcrivitC A TCasique 

Rbaction de coloration: Le carbamylaspartate, produit de la rtaction enzymatique, se condense avec 
I’antipyrine par I’intermtdiaire de son groupement urtide, en prtsence d‘acide sulfurique et  de diact- 
tylmonooxime. Le compost form6 prtsente un maximum d’absorption A 466 nm. La reaction enzy- 
matique (1 ml) est arr&tte par addition d’l ml du mslange de coloration. Les tubes sont places 2 
I’obscuritt ?i 60°C pendant 2 heures afin de s’assurer que la rkaction est totale. Les mesures ont t t t  
faites avec un spectrophotomttre SAFAS 170 DES double faisceau dot6 d’un logiciel multitkhe. 

ActivitC A TCmique: L’activitt enzymatique a t t6 tvalute par suivi cinttique de I’apparition du produit 
de reaction CAA dosC par spectrophotomttrie (A = 466 nm) selon Prescott et  Jones.27 Le milieu 
reactionnel ttait constitut de: Tris-acetate (50 mM); CAP ( 5  mM); ATCase (7.10-3 UI/ml); Asp (40 
a 7 mM) (40,20,13,10 et 7 mM); temps d’incubation 2 37°C; rtftrence (sans enzyme); pH (8, 5). 

Inhibition: Les pourcentages d’inhibition (1%) ont t t t  calcults pour le PALA et chacun des composts 
ktudits, tous testts a la meme concentration (2 mM), a partir des vitesses initiales de rtaction mesurtes 
respectivement en I’absence (V,) et en prtsence (V,) de I’effecteur. 
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144 M. BEN-BAR1 et at. 

I% = 100 [(V(, - V,)N,,] 
Le milieu rCactionne1 Ctait constitut de: Tris-acttate (50 mM); CAP (5 mM); ATCase (14.10-3 UI/ 
ml); Asp (40 mM); inhibiteur (2 mM); temps d’incubation i 37°C (5 mn); rtfkrence (sans enzyme); 
pH (8,s) (Tableau 11). 
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