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SYNTHESE D’ANALOGUES DE GLUCOSE-6 
PHOSPHATE, INHIBITEURS POTENTIELS 

D’HEXOKINASE 

ISABELLE RIVIERE-ALRIC, MICHELE WILLSON et JACQUES PERIE 
Groupe de Chimie Organique Biologique, U .  R .  A au C. N .  R.S. 

454 et 470, Bbt. I IRl ,  Universitt! Paul Sabatier 
118 Route de Narbonne, 31062 Toulouse Cddex 

(Received June 6, 1990; in final form July 19, 1990) 

Des analogues de glucose-6-phosphate porteurs en position 6 d’un groupement ester, thio-ester, thio- 
phosphate, thio-phosphoroamidate ou phosphonate. ont Ctk synthetisks a partir de chlorophosphites 
ou par rkaction d’Arbuzov. Dans les cas autres que phosphonate, les possibilitks de migration d’un 
groupe OH a un autre du glucose ont ktk considkrkes. Aucun rkarrangement n’est observk lors du 
deblocage des groupements protecteurs en milieu fortement basique, ni lors d’un traitement acide 
nkcessaire la purification. Les tests d’inhibition montrent que les meilleurs rksultats sont obtenus avec 
des structures de type thiophosphoroamidate. 

Analogues of glucose-6-phosphate bearing at position 6, an ester group. thio-ester, thio-phosphate. 
thio-phosphoro-amidate or phosphonate were synthesized starting from chlorophosphite or by Arbuzov 
type reaction. For groups other than phosphonate, possible migrations from an OH group to another 
on glucose have been considered. In no case such a migration is observed particularly during work-up 
in either strongly basic or in acidic conditions required for purification. Inhibition tests indicate that 
the best results are obtained with thio-phosphoroamidates. 

Kev w0rd.y: Glucose-&phosphate analogues; thio-phosphoroamidate; phosphoryl group migration; enzyme 
inhibitor. 

Dans le cadre de la recherche de nouveaux anti-parasitaires, nous avons ete amenes 
a considerer comme voie possible I’inhibition de la glycolyse, metabolisme essentiel 
d’un parasite majeur le trypanosome’.*; on sait en effet que ce parasite est res- 
ponsable de nombreuses maladies humaines et animales dont la maladie du som- 
meil.3 

Lorsqu’il est dans la phase sanguine de son cycle biologique, le parasite n’a que 
le glucose comme seule source d’energie de sorte que le blocage de ce metabolisme 
constitue une cible potentielle importante.”’ Cette voie parait d’autant plus pro- 
metteuse qu’ont ete mises en evidence un certain nombre de differences entre la 
glycolyse du parasite et celle du mammifere hdte. De plus I’insuffisance des med- 
icaments actuellement disponibles liee a leur toxicite, aux effets secondaires qu’ils 
provoquent et aux chimio-resistances que developpe le trypanosorneb justifient la 
recherche de solutions nouvelles. 

Le travail presente ici concerne la synthkse d’inhibiteurs de la premiere enzyme 
de la cascade de la glycolyse, I’hexokinase, choisie en raison de son importance 
puisqu’elle contr6le a la fois la production d’dnergie et I’acces 2 la voie des pentoses 
donc a la biosynthese des acides nucleiques.’ Cette enzyme catalyse la phospho- 
rylation du glucose en glucose-6-phosphate selon la reaction: 

71 

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



12 I. RIVIERE-ALRIC. M. WILLSON et J .  PERlE 

I1 est connu que cette reaction peut Ctre inhibee par des analogues de glucose 
tels que la glucosamine’ ou le 2-C-hydroxymethyl glucose,’ l’affinite de ces inhib- 
iteurs pour l’enzyme etant cependant peu elevee. Par contre, il n’est pas decrit 
d’inhibiteurs analogues du produit forme le glucosed-phosphate, inhibiteurs qui 
doivent egalement Ctre consideres puisqu’il est connu que le glucose-6-phosphate 
a une affinite appreciable pour le site actif de 1’hexokinase.I”Sur cette base, a ete 
entreprise la synthkse d’un certain nombre d’analogues du glucose-6-phosphate, 
analogues porteurs en position 6 de differents groupements: ester phosphorique, 
groupement thio-phosphate, ester thio-phosphorique, thio-phosphoro-amidate et 
phosphonate. On sait en effet que le remplacement d’un groupement phosphate 
par un groupement thio-phosphate ou thio-ester a conduit au developpement d’in- 
hibiteurs d’enzymes mettant en jeu comme dans le cas de I’hexokinase un transfert 
de groupement p h o s p h ~ r y l e . ~ ’ ~ ’ ~ . ~ ~  D’autre part, il est connu qu’un certain nombre 
de phosphonates analogues de substrats se comportent Cgalement comme inhibi- 
teurs d’enzymes.14 Le present travail decrit la synthese de ces analogues et donne 
les resultats preliminaires des tests effectues sur I’hexokinase. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

L’ensemble des reactions Ctudiees est donne dans le Schema I .  Leur particularite 
est liee au fait que la phosphorylation selective sur la position 6 du glucose, necessite 
que les autres groupements hydroxyle soient proteges puis deproteges dans des 
conditions compatibles avec la stabilite du groupement phosphore fixe h la position 
6. En particulier les possibilites de migration du groupement ester phosphorique 
ou thio-phosphorique de la position 6 aux positions 1 ou 3. toutes deux de ster- 
eochimie favorable i cette migration, sont i?~ considerer. Ce type de migration bien 
connue dans le cas de po lyo l~ ’~  a egalement CtC observee dans le traitement en 
milieu acide de derives phosphoryles du glucose. I‘ Par ailleurs ces diverses reactions 
de phosphorylation Ctaient realisees successivement sur le glucose puis sur le methyl 
glucopyranose. Cela permettait de realiser deux classes d’inhibiteurs dont une de 
molecules pouvant exister sous forme ouverte et donc susceptibles d’Ctre inhibiteurs 
d’autres enzymes de la cascade glycolytique en particulier I’aldolase.4 Du point de 
vue de la reactivite chimique, cela pouvait offrir deux situations differentes puisque 
dans le second cas la reduction de mobilite conformationnelle du fait de I’absence 
de forme ouverte et aussi de groupement hydroxyle en position 1 devait limiter les 
possibilites d’iventuels rearrangements. 

Etape 1 
Le blocage des groupements hydroxyles en position 1, 2, 3 et  4 est realise par des 
methodes classiques dkcrites dans la litterature. ” Deux groupements protecteurs 
etaient utilisks: groupement benzyle dont la dkprotection est realisee par hydro- 
genolyse dans le cas des produits non soufres, et groupement acetyle dont la 
protection est realisee par traitement au methylate de sodium. 
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GLUCOSE-6-PHOSPHATES 13 

- 1 R,=Ac;  Rz=Ac 
13 R, = CH,; R2 = AC 
14 R, = CH,; Rz = Ac 
- 
- OR1 

R3RdPCl / 

S0 

I 

R, = Ac; Rz = AC 1 (R,=R,=OEt 
R,=CH,; R2=Ac 

5 [R,=R,=N(iPr): 
R , = R , = H  2 (R, = OCH,; R, = N(iPr)z 
R,=CH,; Rz=Ac 

f” 

6 R,=Ac;  R,=Ac 
fi R , = H ; R , = H  
42 R, =CH,; R,=Ac 

- 
1 3  - R,=CH,; R z = H  

Schema 1 

f R, = Ac; Rz = Ac; R, = iPr 

R,=CH,; R2=Ac; R,=Et 
*A R , = H ;  R2=H;  R,=iPr 

24 R,=CH,; R,=H; R,=Et 

R,=CH,; Rz=Ac 
R,=OCH,; R,=N(iPr)? 
R , = H ;  R,=H 
R, = R,= OEt 
R , = H ;  R 2 = H  
R, = R, = N(iPr)? 
R,=CH,;  R ,=H 

R,=CH,; R,=H 

R, = CH,; R, = H 
!! (R,=OCH,; R,=N(iPr): 

R,=CH,;  R,=Ac 
R,= R,=OEt 
R,=Ac;  R?=Ac 

‘2 {R,=OCH,; R,=N(iPr), 

E (R,=R,=N(iPr)? 

Etape 2 

La reaction d’un chlorure de dialkyl-thiophosphate sur le glucose protege en pres- 
ence de pyridine et pendant plusieurs jours h 40” ne conduit h aucun produit de 
phosphorylation m&me en cas d’addition de 4-dimethyl-aminopyridine. Par contre 
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74 I .  RIVIERE-ALRIC, M. WILLSON et J .  PERIE 

la mCme reaction realisee avec le tri-chlorure de thio-phosphoryle conduit au pro- 
duit attendu, intermediaire dont I’hydrolyse basique conduit au 6-thiophosphate 
P-D-glucopyranose protege 6. Pour les autres composes, la phosphorylation etait 
realisee par les chloro-phosphites correspondants a la fois plus rkactifs et moins 
encombres que leurs analogues chlorophosphates ou chlorothiophosphates. La re- 
action sur 1 de dialkylchlorophosphite puis de soufre sur I’intermediaire (caracterise 
par son deplacement chimique en RMN du phosphore) permet de realiser la synthbe 
du thio-phosphoester correspondant 3 dans des conditions douces. 

La reaction du mCme compose 1 avec le chloro-methyl-N-diisopropyl phosphite 
ou le chloro-di-N isopropyl phosphite, reactifs prepares selon des methodes dCcrite~’~.’~ 
permet d’obtenir les derives thio-phosphoro-amidates correspondants 4 et 5 Cgale- 
ment dans des conditions douces. 

Enfin la reaction d’un trialkyl-phosphite sur le 6-deoxybromoglucose protege 2 
dans les conditions de la reaction d’ Arbuzov permet d’obtenir avec un rendement 
tr&s satisfaisant, le phosphonate 7 correspondant. 

Etape 3 

La deprotection des groupements acetyl en position 1,2,3 et 4 est rCalisCe 5 tem- 
perature ambiante par action du methylate de sodium dans le methanol anhydre 
sur le produit de phosphorylation de 1. Apres reaction et neutralisation du milieu 
par une resine acide, le brut est purifie par chromatographie sur silice. Au cours 
de ces deux &apes, une Cventuelle migration du groupement fix6 en position 6 soit 
ii la position 1 soit a la position 3 Ctait a envisager, cette migration pouvant Ctre 
facilitee par la liberation de groupements alcoolates lors du deblocage et Ctre d’autre 
part catalysie par les acides lors de la purification. 

Ainsi dans le cas des composes les plus aptes a donner ce type de reaction en 
raison du caracthre Clectrophile plus eleve de I’atome de phosphore (composes 3 
et 5), la structure du produit Ctait contr81Ce par resonance magnetique nuclkaire 
du phosphore et du carbone 13. Dans le cas du compose 5 par exemple, la mul- 
tiplicit6 du signal observe en 31P indique un couplage avec un nombre pair de 
protons (J = 12.2 Hz). L’analyse en resonance 13C, indique pour I’atome de carbone 
en position 6 decouple du proton, un doublet dQ au couplage avec I’atome de 
phosphore port6 par ce mCme atome de carbone (J = 6 Hz). Aucun rkarrangement 
du type de celui envisage n’est donc observk. La sequence des reactions decrites 
permet donc bien d’obtenir des analogues de glucose-6 phosphate substituks sur 
la seule position 6. 

Les mCmes reactions realisees a partir du methyl 2,3,4-tri-O-acetyl a-D-gluco- 
pyranoside 13 ont permis d’acdder a une seconde skrie de derives (15 a 24) an- 
alogues de ceux de la premiere skrie. 

Tests d’lnhibition de l’hlexokinase 

Le principe de ces tests repose sur la mesure du taux d’inhibition par un compose 
donne de la reaction de phosphorylation du glucose, reaction elle mCme suivie par 
I’oxydation enzymatique du glucose-6-phosphate obtenu, en 6-phospho-gluconate. 
Cette seconde reaction necessite un equivalent de NAD+ dont la consommation 
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GLUCOSE-6-PHOSPHATES 75 

TABLEAU I 
Test d’inhibition de I’hexokinase (HK) par des analogues du 

glucose-6-phosphate 

Compose 
OH 8 9 10 11 12 

- - - 3/55 HK levure - 
HK trypanosome 3/25 3/35 3/27 non mesurable 3/40 

Compose 
OMe 20 21 22 23 24 

- - - - - HK levure 
HK trypanosome 3/24 0.2/40 - - - 

-: inhibition faible ou nulle h la concentration de 3 mM 

est suivie en spectroscopie UV. Le detail de ces determinations est G,:rit I .ans un 
article a paraitre.20 Deux enzymes de sources differentes ont Cte utilisees: hexo- 
kinase de levure disponible dans le commerce, et hexokinase de trypanosome dont 
I’extraction et la purification ont Cte  decrites,*’ ceci afin de mettre en evidence une 
eventuelle selectivite des produits etudies. Les valeurs du Tableau I donnent les 
resultats obtenus. Ces valeurs sont exprimees sous forme de fraction, le numerateur 
correspondant a la concentration utilisee, le denominateur a I’activite enzymatique 
residuelle. Ainsi le rapport 3/25 correspond ii 75% d’inhibition de I’enzyme pour 
une concentration de 3 mM en inhibiteur. Les deux resultats majeurs qui se de- 
gagent de cette etude sont les suivants: 

-dam les cas ou les deux mesures ont pu &re effectuees, I’hexokinase de 
trypanosome se rnontre plus sensible 5 I’action de I’inhibiteur que I’enzyme de 
levure. Ceci ne correspond pas a une degradation de I’enzyme puisqu’il a ete verifie 
qu’une activite normale peut Ctre retablie a p r k  elimination de I’inhibiteur par 
dialyse; 

-parmi les deux series de molecules etudiees, les composes de type thio-phos- 
phoro-amidate 9 et 21 sont ceux donnant a la fois la meilleure selectivite et egale- 
ment la meilleure activite sur I’enzyme du trypanosome. Le mode d’action de cet 
inhibiteur ainsi que les raisons de cette selectivite font I’objet d’une etude en cours.20 

Le but du present travail etait de presenter les problkmes specifiques poses par 
la phosphorylation de polyols tels que les oses et de decrire la synthkse d’un certain 
nombre d’inhibiteurs potentiels originaux. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les solvants employes sont prealablement sechis, distilles et conserves h I’abri de toute trace d’humidite. 
Toutes les operations sont effectutes sous atmosphere inerte (azote ou argon). 

Les points de fusion sont mesures sur appareil Buchi. 
Les spectres IR sont realises sur appareil Perkin-Elmer modele 1610 IR h Transformee de Fourier. 

Les spectres de RMN proton et phosphore sont effectues sur appareil Bruker 90 MHz FT. Les deplace- 
ments chimiques sont exprimes en p.p.m. 

Les produits de depart glucose, methyl a-D-glucopyranoside, thiochlorure de phosphore, chlorodi- 
ethyl-phosphite et tri-isopropyl-phosphite, sont des produits Aldrich. 
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76 I. RIVIERE-ALRIC, M. WILLSON et J. PERIE 

Synrhese du 1,2,3,4,-tkrra-O-ac6tyl-6-di6thyl-rhiophosphale-p- D-glucopyranoside 3. A 660 mg (4.2 mM) 
de chlorodiethylphosphite dans 10 ml d'kther anhydre, it - 10 "C, sous courant d'argon et sous agitation, 
on ajoute goutte it goutte une solution de 1.4 g (4 mM) de 1" et 600 mg (6 mM) de triethylamine dans 
20 ml d'ether anhydre. Aprts la fin de I'addition le melange est agite durant 4 h it temperature ambiante. 
On ajoute 160 mg (0.62 mM) de soufre et le melange est encore agite 12 h it temperature ambiante. 
Aprts avoir elimine le chlorhydrate de triethylamine par filtration. le filtrat est lave it I'eau (2 x 15 
ml), sCche sur sulfate de sodium anhydre puis evapore it sec. Le rtsidu est purifie par chromatographie 
sur colonne de d i ce  (30 g) Clute par du dichloromethane. On obtient 900 mg (45%) de 3, huile jaune 
pile. 
R, (dichloromtthane): 0.39; vfilm 2970 (C-H), 1750 (C=O), 1020 ( P - O - C ) ,  835 (M) cm-I; 
r.m.n. 'H (CDCI,): 6 1.3 (1, 6H, CH,), 2.05, 2.10. 2.13, 2.18 (4s. 12H, COCH,), 3.83-4.40 (m,  7H. 
H-5, 6 et CH2), 5.1-5.3 (m.  3H, H-2.3.4) 5.76 (d, lH, .I1,? = 8 Hz, H-1; 
r.m.n. "P (CDCI,): 6 68.5. 

Synrhese du 1,2,3,4-retra-O-ace~yl-6-O-Me~hyl-N-(diisopropyl)-rhiophosphoramidare-~-D-glucopyrano- 
side 4. 4 est prepare i partir de lg (2.85 mM) de 1, 0.56 g (3 mM) de chloro-methyl-N-disisopropyl- 
phosphite'* et 0.115 g (0.45 mM) de soufre en utilisant le mime procede que pour le compose 3. Le 
produit brut est purifiC par chromatographie sur colonne de d i ce  (30 g) eluee par du dichloromethane. 
On obtient 900 mg (58%) de 4, huile jaune pile. 
R, (dichloromtthane): 0.38; vfilm 2960 (C-H), 1750 (C=O), 1030 ( P - O - C ) ,  800 (P=S) cm-I; 
r m n .  'H (CDCI,): 6 1.10 (d. 12H. CH,). 1.84, 1.87. 1.89. 1.93 (4s, 12H, COCH,), 3.43-3.60 (m.  5H. 
OCHz et CH isopropyl), 3.67-3.89 (m, 3H, H-5, 6). 4.86-5.09 ( m ,  3H. H-2,3,4), 5.56 (d, lH, JI-? = 

r.m.n. "P (CDCI,) 6 74.81, 73.3. 
8.2 Hz, H-1); 

Synthese du 1,2,3,4-tetra-O-acetyl-6-di-N-(diisopropyl)-rhiophosphoramidare-~-D-glucopyranoside 5. 5 
est prepare it partir de 800 mg (2.3 mM) de 1,700 mg (2.6 mM) de chloro-di-N-(diisopropyl)-phosphitelY 
et 108 mg (0.42 mM) de soufre, en utilisant le meme procede que pour le compose 3 ou 4. Le produit 
brut est cristallist! dans I'tthanol. On obtient 600 mg (43%) de 5, solide blanc. 
R, (dichloromtthane): 0.69; vKBr 2960 (C-H), 1750 (C=O), 1040 ( C U P ) ,  820 (M) cm-';  
r.m.n. 'H (CDC13) 6 :  1.16-1.33 ( m ,  24H, CH,), 2.06, 2.10. 2.13 (s, 12H, COCHJ, 3.2-4.3 (m,  7H, 
H-5, 6, CH isopropyl), 4.75-5.3 (m,  3H. H-2,3,4), 5. 

r.m.n. ,'P (CDCI,) 6 72.4. 

Synthbe du 1,2,3.4-retra-O-aceiyl-6-thiophosphaie-P-D glucopyranoside 6. A 1.21 g (7.15 mM) de 
thiophosphoryl chloride dans 20 ml d'tther anhydre, it - 10 "C sous courant d'argon et sous agitation, 
on ajoute goutte it goutte une solution de lg (2.86 mM) de 1 et 580 mg (5.72 mM) de triethylamine 
dans 10 ml d'ether anhydre. On laisse revenir it temperature ambiante, le melange est agite durant 15 
h. On ajoute goutte it goutte 800 mg d'hydroxyde de sodium dans 6 ml d'eau. Le melange htterogtne 
est agite durant 3 h i temperature ambiante. On separe les deux phases, la phase aqueuse est acidifiee 
jusqu'i un pH de 1 puis extraite au dichloromtthane (3 x 10 ml). Ces phases organiques sont reunies, 
skchees sur sulfate de sodium anhydre, puis tvaporees h sec. Le residu est cristallise dans un melange 
dichloromkthane ethanol (70-30). On obtient 650 mg (51%) de 6, solide blanc. 
R, (ethanol, acide acitique. eau, 9-1-1): 0.67; vKBr 3150 (0-H), 2960 (C-H), 1758 (C=O), 823 
( k S )  cm-I; 
r.m.n. 'H (CDC13) 6: 1.97. 2.00, 2.13 (s, 12H. COCH,). 3.9-4.2 (m. 3H, H-5, 6). 5.00-5.15 (m.  3H, 

r.m.n. ,'P (CDCI,) 6: 55.3. 

75 (d, lH,  Jl,z = 8 Hz, H-1); 

H-2,3,4), 5.73 (d, IH, J l . 2  = 8 Hz. H-I); 

Synrhese du 1,2,3,4-retra-O-ac~ryl-6-desoxy-6-di-isopropylphosphona~e-~-D-glucopyranoside 7. Un 
melange de lg (2.34 mM) de z2.' et de 2.43 g (11.7 mM) de triisopropyl phosphite est chauffk it reflux 
durant 6 h. Le bromure d'isopropyle est tliminC par un courant d'argon au fur et it mesule qu'il se 
forme. L'excts de phosphite est Climine sous pression reduite. Le produit brut est purifie par chromat- 
ographie sur colonne de silice (40 g) duke par du dichloromethane. On obtient 970 mg (83%) de 7, 
huile jaune-pile. 
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GLUCOSE-6-PHOSPHATES 77 

R, (dichloromethane): 0.73; vfilm 2981, 2927 (C-H), 1762 (C=O), 1219 (FkO), 1006 ( P - 0 - C )  
cm-I ;  
r.m.n. 'H (CDCI,) 6 : 1.35 (d, 12H, J 7Hz, CH,), 2.06-2.13 (m, 14H, H-6, COCH,). 4.4-5.6 (m. 6H. 
H-2.3,4.5. CH isopropyl), 5.8 (d, 1H. J , , 2  = 8 Hz, H-1); 
r.m.n. "P (CDCI,) 6: 24.0. 

Synthbe du 6-diethyl-thiophosphate-D-glucose 8. A une solution de 500 mg (1 mM) de 3 dans 5 mi 
de methanol anhydre, on ajoute 1 ml d'une solution de methylate d e  sodium 0.22 M (SO mg de sodium 
dans 10 ml de methanol anhydre). O n  agite il temperature ambiante durant 15 min. O n  neutralise par 
de I'amberlite IR-120 (H-) .  O n  evapore a sec. Le residu est purifie par chromatographie sur colonne 
de d i c e  (15 g) eluee par un melange dichloromethane-ethanol (85-15). O n  obtient 300 mg (90%) d e  
8. huile jaune-pile. 
R, (dichloromethane-ethanol, 85-15): 0.36; vfilm 3400 (0-H). 2983, 2934, 2906 (C-H). 817 (M) 
cm-I ;  

Analyse calculee pour C,,,HZ,O,PS; C ,  36.14; H ,  6.32; trouvee C. 36.19; H, 6.76. 

Synthese du 6-O-mPthyl-N-(diisopropyl)-thiophosphoramidate-D-glucose 9. A une solution de 700 mg 
(1.3 mM) de 4 dans 7 ml de methanol anhydre, on  ajoute 1.4 ml d'une solution de methylate de sodium 
0.22 M (50 mg de sodium dans 10 ml de methanol). On agite a temperature ambiante durant 15 min. 
On neutralise par de I'amberlite IR-120 ( H + ) .  O n  evapore a sec. Le residu est purifik par chromato- 
graphie sur colonne de silice (15 g) elute  par un melange dichloromethane-ethanol(80-20). On obtient 
420 mg (86%) de 9. huile jaune-phle. 
R, (dichloromethane, ethanol 80-20): 0.69; Spectre de masse DCVNH,: MH', 373; MH +-H,O. 356; 
vfilm 3368 ( 0 - H ) ,  2972. 2943 (C-H), 1010 ( P a ) ,  801 (P==S) cm-l ;  

Analyse calculee pour C,,H,,NO,PS: C, 41.82; N,  3.75; H. 7.50; trouvee C ,  41.50; M, 3.46; H, 7.68. 

Synthese du 6-di-N-(diisopropyl)-thiophosphoramidate-D-glucose 10. A une solution d e  500 mg (0.82 
mM) de 5 dans 5 ml de methanol anhydre, on ajoute 1 ml d'une solution de methylate de sodium 0.22 
M (50 mg de sodium dans 10 ml de methanol anhydre). O n  agite a temperature ambiante durant 15 
min. On neutralise par de I'Amberlite IR-120 ( H + ) .  O n  evapore a sec. Le residu est purifie par 
chromatographie sur colonne de silice (12 g) eluke par un melange dichloromethane-ethanol (85- 15). 
On obtient 280 mg (77%) de 10, huile jaune-pile. 
R, (dichloromethane. ethanol 85-155): 0.4; vfilm 3368 ( 0 - H ) ,  2969, 2933 (C-H), 1004 ( P a ) ,  
824 W=S) cm I; 

Analyse'calculee pour C,,H,,N,O,PS 0.5 H20 :  C .  47.89; H. 8.86; N ,  6.21; trouvee C, 47.92; H, 8.71. 
N. 6.21. 

Syrithese du 6-thiophosphate de sodium-D-glucose 11. A 400 mg (0.9 mM) de 6 dans 2 mi de methanol 
anhydre, on ajoute 5 ml d'une solution de methylate de sodium 0.22 M (SO mg de sodium dans 10 mi 
de methanol anhydre); on agite a temperature ambiante durant 15 min. Le produit precipitk est filtre. 
On obtient 190 mg (66%) de 11, solide gris-jaune. 
R, (acetate d'ethyle. acide acetique, methanol. eau 4-4-4-2): 0.39; vfilm 3384 (0-H), 1016 ( C U P ) ,  
7.96 (M); 

r.m.n. "P 6 45.31; 
Analyse calculee pour C,H,,Na,O,PS, 3H,O: C. 19.25; H. 4.54; trouvee C .  19.31; H. 4.43. 

Synthese du 6-desoxy-6-(diisopropyl)-phosphonare-D-glucose 12. A une solution de 300 mg (0.6 mM) 
de 7 dans 3 mi de methanol anhydre, on ajoute 0.6 ml d'une solution de methylate d e  sodium 0.22 M 
(50 mg de sodium dans 10 ml d e  methanol anhydre) on agite a temperature ambiante durant 15 min. 
On neutralise par de I'Amberlite IR-120 ( H + ) .  O n  Cvapore a sec, le residu est purifie par chromat- 
ographie sur colonne de d i c e  elute  par un melange dichloromkthane-ethanol (80-20). O n  obtient 150 
mg (76%) de 12. huile jaune. 
R, (dichloromethane, ethanol 80-20): 0.31; vfilm 3338 (OH), 2981. 2927 (C-H), 1219 (P=O), 1006 
U S ) ;  

Analyse calculee pour C,,H2,0,P: C, 43.9; H, 7.6; trouvee C, 43.73; H, 7.67. 

Synthese du mCthyl-2.3.4-tri-O-acPtyl-6-dihhyl-thiophosphate a-D-glucopyranoside 15. 15 est pr tpare  
a partir de 1.65 g (5.15 mM) de 13,Z4 850 mg (5.40 mM) de chloro-diethylphosphite et 206 mg (0.80 
mM) de soufre, en utilisant le meme procede que pour le compose 3. Le produit brut est purifie par 
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chromatographie sur colonne de silice (50 g) t lute par du dichloromtthane. On obtient 1.1 g (45%) 
de 15. solide blanc. 
P,: 93 "C; RF (dichloromtthane): 0.4; vKBr: 2970 (C-H), 1750 (M), 1025 (P-0-C). 835 (B); 
r.m.n. 'H (CDC13): 6 1.3 ( I ,  6H. CH,), 2, 2.06. 2.10 (s, 9H, COCHI), 3.4 (s, 3H. O-CH,); 3.83-4.40 
( m .  7H. H-5,6, CH2 tthyl), 4.75-5.20 (m.  3H. H-2.3,4), 5.4 (d, IH, JI ,2  = 10 Hz, H-I). 
r.m.n. "P (CDCI,) 6 68.32. 

Synrhke du mtrhyl-2,3,4-tri-O-ac~1yl-6-O-m~~hyl-N-(diisopropyl)-rhiophosphoramidate-a-D-glucopy- 
ranoside 16. 16 est prepark partir de 1.7 g (5.3 mM) de 13, 1.1 g (5.6 mM) de chloro-methyl-N- 
(diisopropy1)-phosphite et 214 mg (0.83 mM) de soufre, en utilisant le m&me procede que pour le 
compose 3. Le produit brut est purifit par chromatographie sur colonne de silice (50 g) t h e e  par du 
dichloromtthane). On obtient 1.3 g (48%) de 17, huile jaune-pile. 
R, (dichloromethane): 0.44; vfilm: 2980 (C-H), 1750 (-0). 1030 ( P - O - C ) ,  800 (PS) cm-I; 
r.m.n. 'H (CDCI,): 6 1.26 (d. 12H. CH,), 2.03, 2.06, 2.10 (s, 9H, COCH,), 3.43 (s. 3H. C - O - C H , ) .  
3.45-4.23 (m.  8H. H-5.6. P-O-CH,, CH isopropyl). 4.75-5.20 (m.  3H. H-2.3.4). 5.4 (d, IH, J , , ?  

r .m.n.  31P: 6 73.14. 73.99. 

Synihese du mC1hyl-2-3-4-~ri-O-acCtyl-6-di-N-(diisopropyl)-thiophosphoramidare-~-D-glucopyranoside 
17. 17 est prtpart A partir de Ig (3.12 mM) de 13. 890 mg (3.3 mM) de chloro-di-N-(diisopropy1)- 
phosphite et 145 mg (0.56 mM) de soufre, en utilisant le mime proctdt que pour le compose 2. Le 
produit brut est purifie par chromatographie sur colonne de silice (35 g) t lute  par du dichloromethane. 
On obtient 850 mg (47%) de 16. huile jaune pile. 
ufilm: 2980 (C-H), 1750 (C=O), 1040 ( C U P ) ,  820 (PS) cm- ' ;  
r.m.n. 'H: 1.3 (m.  24H, CHI), 2.0, 2.06 (s, 9H. COCH3). 3.46 (s, 3H. O-CH,). 3.47-4.30 ( m ,  7H. 
H-5,6, CH isopropyl), 4.6-5.2 (m.  3H, H-2,3,4), 5.43 (d, IH, J , ,?  = 8 Hz, H-I). 

Synrhese du merhyl-2,3,4-1ri-O-acttyl-~-1hiophosphare-a- D-glucopyranoside 18. 18 est prepare a partir 
de 920 mg (2.86 mM) de 13 et 1210 mg (7.15 mM) de thiophosphoryl chloride, en utilisant le mime 
proctdt que pour le compose 6. Le produit brut est cristallise dans un melange dichloromethane-tthanol 
(70-30). On obtient 540 mg (45%) de 18, solide blanc. 
RE (ethanol, acide acktique 95-5): 0.51; uKBr 3150 (OH), 2980 (C-H), 1750 ( C k O ) ,  820 (P=S); 
r m n .  ,'P (CDCI,): 6 54.82. 

Synihkse du m~1hyl-2,3,4-tri-O-act1yl-6-desoxy-6-dit1hylphosphona~e-a-D-glucopyranoside 19. 19 est 
prepare a partir de 1.3 g (3.25 mM) de 142s et 2.5 g (15 mM) de triethyl phosphite, en utilisant le mime 
procede que pour le compost 7. Le produit brut est purifie par chromatographie sur colonne de silice 
(40 g) elute par un melange dicholoromtthane-ethanol (95-5). On obtient 1.15 g (77%) de 19. huile 
jaune. 
R, (dichloromethane-Cthanol90- 10): 0.6; uKBr: 2990 (C-H), 1750 (-0). 1230 (P=O), 1020 (P-C) 
cm-I; 
r.m.n. 'H: 6 1.36 (I, 6H, CH,), 2.0-2.10 ( m ,  11H. H-6, COCH,). 3.53 (s, 3H, O-CH,) ,  3.83-4.43 
( m ,  5H. H-S, CHJ, 4.66-5.03 (m,  3H. H-2.3.4). 5-4 (d, IH, 
r.m.n. 7'P: 6 25, 78. 

Synrhbe du mtthyl-6-di-tthyl rhiophosphare-a- D-glucopyranoside 20. A une solution de 400 mg (0.85 
mM) de 15 dans 4 ml de methanol anhydre, on ajoute 0.8 ml d'une solution de methylate de sodium 
0.22 M (50 mg de sodium dans 10 ml de methanol anhydre). On agite ii temwrature ambiante durant 
15 min. On neutralise par de I'Amberlite IR-120 (H+).  On evapore a sec. Le residu est purifit par 
chromatographie sur colonne de silice (15 g) elut sur un mtlange dichloromtthane-tthanol (95-5). On 
obtient 250 mg (85%) de 20. huile jaune pile. 
RF (dichloromethane. ethanol 90-10): 0.52; Spectre de masse DCI/NH3: MH', 347; MNH,', 364; 
ufilm: 3392 (OH), 2985, 2910 (C-H), 1028 ( P - O - C ) ,  817 (B); 

= 10 Hz, H-I) 

= 9 Hz, H-I); 

Analyse calculee pour C,,HZ,O,PS: C, 38.15; H, 6.64 trouvee C ,  37.99; H, 6.67. 

Synihese du m~1hyl-6-di-N-(diisopropyl)-rhiophosphoramida~e-a-D-glucopyranoside 21. A une solu- 
tion de 500 mg (0.86 mM) de 17 dans 5 ml de methanol anhydre. on ajoute 1 ml d'une solution de 
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methylate de sodium 0.22 M. (50 mg de sodium dans 10 ml de methanol anhydre). On agite B temperature 
ambiante durant 15 min. On neutralise par de I'amberlite IR-120 ( H + ) .  On Cvapore B sec. Le rksidu 
est purifie par chromatographie sur colonne de silice (12 g) eluee par un melange dichloromCthane- 
ethanol (85-15). On obtient 310 mg (79%) de 21, solide blanc. 
P,: 154 "C; R, (dichloromCthane-ethanol, 85-15): 0.59; vKBr: 3400 (OH), 2967, 2932 (C-H). 1004 
( P - 0 - C ) .  826 (PS) cm-I; 
r.m.n. "P: S 71.32; analyse calculCe pour C,,H,,N20,PS: C, 50.00; H, 8.99; N, 6.14; trouvee C, 48.81; 
H,  8.94. N. 5.93. 

Synrhese du mkrhyl-6-O-me~hyl-N-(diisopropyl)-rhiophosphoramidate-a- D-glucopyranoside 22. A une 
solution de 700 mg (1.36 mM) de 16 dans 7 ml dde methanol anhydre, on ajoute 1.4 ml d'une solution 
de methylate de sodium 0.22 M (50 mg de sodium dans 10 ml de methanol). On agite h tempdrature 
ambiante durant 15 min. On neutralise par de I'amberlite IR 120 (H+) .  On tvapore B sec. Le residu 
est purifie par chromatographie sur colonne de silice (15 g) eluee par un melange dichloromethane- 
ethanol (90- 10). On obtient 400 mg (76%) de 22, solide blanc. 
P,: 117 "C; R, (dichloromethane-ethanol. 90-10): 0.37; vKBr: 3391 (0 -H) .  2972. 2942 (C-H), 1011 
( P - O - C ) ,  802 (PS) cm-I; 

Analyse calculte pour C,,H,,,NO,PS: C. 43.41; H, 7.75; N ,  3.61; trouvee c. 43.56; H. 7.72; N ,  3.47. 

Synrhese du mkthyl-6-rhiophosphate de sodium-a- D-glucopyranoside 23. A 400 mg (0.96 mM) de 18 
dans 2 ml de methanol anhydre, on ajoute 5 ml d i n e  solution de methylate de sodium 0.22 N (50 mg 
de sodium dans 10 ml de methanol anhydre). On agite a temperature ambiante durant 15 min. Le 
produit precipite est separe par filtration. On obtient 220 mg (698) .  de 23 poudre gris-jaune. 
R, (acetate d'ethyle, acide acetique, methanol, eau, 4-4-4-2): 0.55; vKBr: 3425 (OH) 1017 ( P a ) ,  
803 (P=S) cm ~ 

r.m.n. "P: S 43.1; 
Analyse calculee pour C,H,,O,Na,PS. 1.5 H,O: C. 23.27; H, 4.43; trouvee C. 23.40; H, 4.79. 

Syrirhese du mkrhyl-6-desoxy-6-di-irhyl-phosphonare-a-D glucopyrunoside 24. A une solution de 500 
mg (1.09 mM) de 19 dans 5 ml de methanol anhydre, on ajoute 1 ml d'une solution de methylate de 
sodium 0.22 M (50 mg de sodium dans 10 ml de methanol anhydre). On agite B temperature ambiante 
durant 15 min. On neutralise par de I'amberlite IR-120 (H*).  On evapore A sec. Le rtsidu est purifie 
par chromatographie sur colonne de dice (I5 g) eluee par un melange dichloromCthane-ethanol (75- 
25). On obtient 300 mg (87%) de 24, huile jaune pile. 
R, (dichloromethane-ethanol, 70-30): 0.65; Spectre de masse DCINH,: MH', 315; vfilm: 3400 (0-H),  
2983, 2914 (C-H), 1214 (P=O) cm-I. 
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