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S u m m a k y  

SYNTHESIS OF A LABELLED DERIVATIVE OF METHOMYL WITH POTENTIAL 

THE BIOLOGICAL A C T I V E  SITE OF MITOCHONDRIAS TEXAS 

AFFINITY FOR 

The G t i g u m d  fieagent  om I-clteofio-4-mcthoxy b u h n e  wa6 c a t b o m t e d  U;Lth 

14 14C02 giwhtg [ c a b o x y t  C]-5-methoxy peatmiodc a c i d  . Y i e l d  : 80 % . SJJCC&C 

actiuLty : 2 4 , 3  mCilimnote . Tfieated Lclith dhy hydto5en bhomide &I uce&c a c i d ,  

t h e  fatteh gave [ c m b o x y l  i4C]-5-b~tomope,zta,20~c acid which uu condeuncd r u i t l :  

d iphwy€phodphoayl  a z i d c  l e a d b i g  t o  5-bkomobutyl i c a b o n y t  14C] Oocya l l n t c  . 
k W ~ u t  i A o l a t i o n ,  t h e  U r n  uu fieacted u i t h  m&l iye tk ioacc taxy  hydnoxmnatc 

giv ing  [ cahbonyl I4C]  S-ntothyt-N [ ( 4 - a z i d o b u t y t  cattbanmyl) oxq]  t k i o a c c t u i l i d a t c  

i u i t h  an o u m U  y i e l d  06 15,I %/ CU2 and a mdioc l i cn i i cd  pilhity 06 99,6 % . 
S J J C C ~ ~ ~ C  acX ivL ty  : 2 3 ,  I niCi/tnmole . 

14 

I N T R O D U C T I O N  

La v a r i e t e  de mai's den0mmE.e Texas e s t  c a r a c t e r i s e e  p a r  un gene mi tochon-  
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d r i a l  qu i  l u i  confere l a  s t e r i l i t e  m i l e  (cytoplasme Texas, m i l e  s t e r i l e  ou T) . 
I 1  e s t  t r P s  sens ib le  a l ' a c t i o n  d 'un champignon phytopathogene t e l  que HeAhLn- 

t l iu5pukLCm m c u j c t i ~ ,  especes Nis ikado e t  Miyake race T ou HMT . Les phytotox ines 

p rodu i tes  par  HMT on t  e t e  i s o l e e s  e t  p u r i f i e e s  : e l l e s  p resen ten t  l a  meme speci -  

f i c i t e  que HMT v i s - a - v i s  du cytoplasme m i l e  s t e r i l e  Texas (1) . De nombreux argu- 

ments suggerent que l a  mi tochondr ie  e s t  l e  s iege de l ' a c t i o n  tox ique  provoquee 

par HMT ( 2 )  . 
Un i n s e c t i c i d e  t e l  que l e  Nethomyl 1 ou t h i o a c e t i m i d a t e  de S-methyl-N 

(methylcarbamy1)oxy (F igu re )  presente l e s  c a r a c t e r i s t i q u e s  tox iques de HMT auss i  

b ien  pour l a  p l a n t e  ( 3 )  que pour l a  mi tochondr ie  ( 4 )  . B ien  que l a  s e l e c t i v i t e  

e t  l a  t o x i c i t e  s o i e n t  moindres que c e l l e s  des tox ines  de HMT, e l l e s  sont s u f f i -  

samment @levees pour permet t re  des etudes biochimiques d ' a u t a n t  p lus  que l a  syn- 

these e t  l a  p u r i f i c a t i o n  du methomyl ne presentent  pas de d i f f i c u l t @  . 
Par a i l l e u r s ,  l a  s p e c i f i c i t e  de l ' a c t i v i t e  b i o l o g i q u e  a e t e  r e l i e e  sans 

ambiguite a l a  conformat ion mo lecu la i re  du %thorny1 : l ' i s o m @ r e  geometrique Z e s t  

biologiquement a c t i f  uniquernent v i s - a - v i s  du mais i cytoplasme Texas ( 5 )  . Les 

syntheses des d i f f e r e n t s  de r i ves  du Methomyl conduisent  t o u j o u r s  i l ' i somere  

geometrique Z ,  unique ou du moins largement predominant ( 6 )  ( 7 )  (8)  . La s u b s t i -  

t u t i o n  d i r e c t e  dans l a  molecule de Methomyl par  l a  f o n c t i o n  a t i d o  photosensib le  

n ' e s t  pas envisageable e t a n t  donne l a  p e r t u r b a t i o n  q u ' e l l e  e n t r a 7 n e r a i t  pour l a  

de local  i s a t i o n  e l e c t r o n i q u e  . Ce t te  m o d i f i c a t i o n  e n t r a i n e  en e f f e t  une d im inu t i on  

impor tante de l ' a c t i v i t e  b io log ique  ( 6 )  ( 8 )  . Par con t re ,  une etude recente mon- 

t r e  que l ' a c t i v i t e  b io log ique  s p e c i f i q u e  e s t  une f o n c t i o n  c r o i s s a n t e  de l a  l i p o -  

p h i l i c i t e ,  c ' e s t  a i n s i  que l e  d e r i v e  N-buty l  R3 = (CH2)3CH3 presente l a  meme 

a c t i v i t e  que l e  parent  Methomyl, i une c o n c e n t r a t i o n  100 f o i s  i n f e r i e u r e  (9)  . 
Sachant que 1 'etude des i n t e r a c t i o n s  e n t r e  phosphol ip ides e t  l e s  p ro te ines  de 

c e r t a i n e s  membranes b io log iques  a e t e  condu i te  avec succes par  l ' e m p l o i  d 'ac ides  

gras d i v e r s  w az ido ( l o ) ,  il e s t  p o s s i b l e  d 'env i sager  l a  synthese d 'un  compose 

po r teu r  d'une f o n c t i o n  b u t y l a z i d o  suscep t ib le  d'une p h o t o a f f i n i t e  pour l e  s i t e  

rGcepteur mitochondria1 q u i  p o u r r a i t  @ t r e  un po lypep t ide  p a r t i c u l i e r  du cy to -  

plasme Texas (11) . 
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La synthese des composes - 2 e t  2 (F igu re  1) a e t e  e n t r e p r i s e  su i van t  

l e s  vo ies su ivantes q u i  u t i l i s e n t  l ' a c i d e  bromo-5 v a l e r i q u e  : 

1/ A c t i o n  de 1 ' isocyanate de az ido-4-buty le  su r  l e  thioacetoxy-hydroxamate de 

me t h v l  e 

Br (CH2)4COOH + Br(CH2)4COOSi(CH3)2C(CH3)3 + N3(CH2)4COOSi (CH3)2C(CH3)3  + 

N3(CH2)4COC1 + N3(CH2)4CON3 * N3(CH2)4NCO + CH3C(SCH3) = NOH * 

CH3C(SCH3) = NOCONH(CH2)4N3 

2/ Ac t i on  d i r e c t e  de 1 'ac ide bromo-5 v a l e r i q u e  sur  l e  diphenylphosphoroazide 

_. e t  l e  thioacetoxy-hydroxamate de methyle (12) 

(C6H50)2PON3 + Br(CH2)4COOH + Br(CH2)4CON3 + Br(CH2)4NC0 

/N 0 

I 
0 //"\,/R 

H 

- 1 R = C H 3  

- 2 R = ( C H 2 ) 4 B r  

- 3 R = (CH2)4N3  

F i g u r e  1 



260 G. Aranda, M .  Herbert et L.  Pichat 

Br(CH2)4NC0 + CH3C(SCH3) = NOH + CH3C(SCH3) = NOCONH(CH2)4Br 
NaN3 

CH3C( SCH3) = NOCONH(CH2)4Br + CH3C( SCH3) = NOCONH(CH2)4N3 

Le carbamate - 3 etant rigoureusement specifique vis-a-vis des mitochon- 

dries T, i l  est interessant d'envishger la synthese de son equivalent radioac- 

tif au 14C en utilisant des isocyanates . La methode la plus simple est celle qui 
utilise du 14C02 marque au 14C . Les syntheses utilisant le principe de la carbo- 
natation susceptibles de nous interesser sont : * * 

a) RMgBr t C02 + RCOOH -+ RNCO 

b) RNHSi(CH3)3 + CO, + RNCO (13) * 
C) RN=P(C6H5)3 + C02 -+ RNCO (14) 

Les methodes b) et c) conduisent aux isocyanates aprPs une transformation 

thermique peu compatible avec la fonction azido potentiellement explosive . 
Apres diverses tentatives infructueuses dans 1 'exploration des voies b) et c), 

nous avons retenu la carbonatation du magnesien correspondant au methoxy-1 chlo- 

ro-4 butane qui conduit a l'acide m6thoxy-5-vslerique ( 1 5 ) ,  lequel trait6 par 

HBr fournit l'acide bromo-5 valerique : 
* * 

CH30-( CH2)4C1 -+ CH30( CH2)4MgC1 t C02 * CH30( CH2)4COOH HBrA Br(CH2)4COOH 

Ce dernier conduit ensuite au carbamate 3 suivant les voies 1 ou 2 . 
moles) est realisee a partir de 100 

- 

La carbonatation du magnesien (4.0 x 

mCi de Ba 

natre d'activite specifique @gale a 24,3 mCi/mmole . 

14 C03 . On obtient finalement 0,630 g d'acide brorne cristallise, jau- 

100 mg de cet acide recristallise du melange chlorure de methylPne/pen- 

tane, fournissent 79 mg que l'on melange a 192 mg d'acide y bromovalerique 

froid . En suivant le premier mode operatoire, on obtient, apres deux chromato- 
graphies rapides sous pression d'azote, 2 5  mg du carbamate 3 de purete radio- 

active egale d 98,6 % avec une activite specifique de 4,2 mCi/mmole . 
0,530 g de l'acide brome precedent fournissent, selon la deuxieme voie 

d'acces, apres deux chromatographies rapides sous pression d'azote, deux frac- 

tions pesant 56 et 83 mg auxquelles correspondent respectivement les puretes ra- 
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diochimiques de 96,4 et 99,8 X . L'activite specifique de la deuxieme fraction 
est egale a 23,7  mCi/mnole . 

Par ailleurs, le Methomyl 1 a @ti2 directement obtenu ii partir du thio- - * 
acetoxy-hydroxamate de methyle et d'isocyanate de methyle CH3NC0 genere ii 

partir du chlorure d'acetyle marque au 14C et de trimethylsilylazide en une 

seule operation (16) . 

P a r t i e  E x p e r i m e n t a l e  

14 Le ( 

de SACLAY, France . 
C) carbonate de baryum est fourni par le Centre d'Etudes Nucleaires 

Les radiochromatogrammes ont 6te mesures sur un appareil integrateur 

EERTHOLO . La mesure des radioactivites est determinee par BREMSSTRALUNG du 14C 
Les radioactivites specifiques ont et6 mesurees par spectrometrie de masse sur 

un appareil ATLAS CH.7 . La purete radiochimique a et@ verifiee par chromatogra- 
phie sur plaques de gel de silice HF.254 avec lecture sur appareil EERTHOLO et/ 

ou par autoradiographie . L'identite des carbamates marques a ete assuree par 

spectrometrie de mdsse sur un appareil dTLAS CH.7 par coniparaison avec des 

echantillons de 1, 1 et - 3 non radioactifs . Les donnees spectroscopiques 

de ces derniers correspondent aux spectres I.R. (film), de R.V . ' I .  du H et du 

13C . Ces derniers realises d a m  le chloroforme deutPriP avec 1 , de ThIS pour 

reference interne ont ete enregistres respectivement sur des appareils VARIAN 

T.60 et CFT.20 . Les chromatograohies rapides ont et@ effectuPes sur un appa- 

reil JOBIN-YVON . 

1 

Synthese du N-(bromo-4 buty1e)carbamate - 2 et du N-(azido-4 buty1e)carbamate 2 
1.20 x lo-' mole de diphenylphosphoroazide (C6H50)2PON3 (3.30 g )  sont 

dissous sous atmosphere d'azote dans 15 ml de benzene anhydre avec 1.25 x 

mole de (C2H5)3N (1,26 g )  . A temperature ordinaire, on ajoute sous vive agita- 

tion mole d'acide bromovalerique (1,81 g)  dissous dans 10 ml de benzene . 
Le lendemain matin, la solution benzenique est portee d l'ebullition pen- 
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dant 1 heure . Un spectre I.R. de la solution obtenue indique la presence de 
1 'absorption 2270 cm-l correspondant 3 1 'isocyanate et 1 'absence de 1 'absorption 

1720 cm-' relative a la fonction acide carboxylique . A temperature ordinaire, 
on ajoute ensuite lo-' mole de thioacetohydroxamate de methyle CH3C( SCH3)=NOH 

(1,050 g) dissous dans 6 ml de chlorure de methylPne redistille sur P2O5 . 24 
heures plus tard, apres addition de 100 ml d'ether ethylique, un lavage avec 

10 ml d'une solution de soude d 6 %, 3 lavages d l'eau, sechage sur K2C03, 

depart des solvants sous vide, on recupPre 3,259 d'une huile que l'on chromato- 

graphie sur gel de silice H . Avec le melange ether @thylique/pentane, 1/3, on 

elue 0,122 g de l'oxime initiale ; avec le melange 3/1, on clue 2,lO g d'une 

huile incolore qui correspond au carbamate 2 . Rendement = 84 'L par rapport a 
l'oxime utilisee . 

- 

La voie de synthPse qui utilise l'isocyanate de bromo-4 butyle conduit au 

carbamate - 2 avec un rendement identique aprPs chromatographie . 

1,945 g de - 2 est dissous dans de l'ethanol aqueux obtenu d partir de 

13,5 rnl d'alcool et 1,50 ml d'eau, en presence de 1 g d'azide de sodium . Cette 
solution est portee d l'ebullition pendant 4 h . AprPs refroidissement et addi- 
tion de 50 ml de chlorure de methylhe, la solution est filtree plusieurs fois 

sur celite, puis distillee sous vide . AprPs addition de 50 ml de chlorure de 

methylhe, 3 lavages avec 5 ml d'eau, la solution est sechee sur K2C03 . AprPs 
depart du solvant, on obtient une huile incolore homogene en chromatographie sur 

couche mince apres trois elutions successives, eluant : ether ethylique . 

Rendement quantitatif . 
Les carbamates - 2 et - 3 presentent des Rf egaux -3 0,26-0,27 difficile- 

ment discernables . 11s ne recristallisent pas quels que soient les solvants et 
les tentatives realisees . 
Oonnees spectroscopiques des carbamates 1 3 

Les spectres infra-rouges sont caracterises, entre autres, par les ab- 

sorptions 3400-3350, 2945, 1730, 1510, 1240 cm-l et par l'absorption 5 2110 cm-' 

relative ii la fonction azide . Les donnees de la R.M.N. sont resumees dans le 

Tableau I . 
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1 Tableau I - R . M . N .  du H e t  du 13C des carbamates - 2 e t  - 3 dans l e  CDC13 

avec 1 % de TMS pour reference interne 

R .  M. N. du 'H (ppm) R. M. N. d u  13C (ppm) 

1,80 (m, 4H, Clj2C%CH2Br) 

2,22 (5 ,  3H, CH3C=) 

2,37 ( s ,  3H, CH3S) 18,9 

22,4 e t  29,8 

13,4 e t  154,8 
2 - 

3,30 (m, 4H, C 3 B r  e t  Cti2N) 33,2 e t  40,2 

6,lO ( m y  lH, NH) 160,7 (NHC=O) 

1,67 (m,  4H, CH2Ct12CH2N3) 26,2 e t  27,l 

2,22 (s, 3H, CH3C=) 13,5 e t  154,9 

19 ,o 
3 - 

2,38 ( s ,  3H, CH3S) 

3,30 (m, 4H, C3NH e t  CE2N3) 40,6 e t  51,l 

6,lO ( m ,  lH,  NtJ 160,8 (NHC=O) 

Synthese des carbamstes - 2 e t  - 3 A p a r t i r  de l ' ac ide  bro~iio-5 valerique 

1-carboxyl e 14C) 

1,50 x mole d 'acide brome (272 mg) d ' a c t i v i t e  specifique : 6,98 m C i /  

mo- mmole e s t  dissoute sous N2 dans 3 ml de DMF anhydre, en presence de 4 x 

l es  d'imidazole (272  mg) e t  2 x 

s i l y l e  (302 mg) . L'agitation e s t  maintenue 18 h ii temperature ordinaire . 
Apres addition de 3 ml d 'eau, l ' e s t e r  s i ly l ique  e s t  e x t r a i t  avec u n  melange de 

25 m l  d 'e ther  ethylique e t  25 ml de pentane . Apres 3 lavages avec 3 ml d'eau, 

l a  solution organique e s t  f i l t r e e  sur MgS04 . Apres d i s t i l l a t i o n  des solvants 

sous vide e t  sechage en presence de P205, l ' h u i l e  recuperee (379 mg) e s t  dissou- 

t e  sous N2 dans 3 ml de DMF en presence de 3 x moles de N3Na (195 mg) sous 

agi ta t ion  magnetique pendant 2 h 15 . La solution e s t  portee ensuite a 70" pen-  

dans 3 h 15 . Le lendemain matin l ' e s t e r  s i l y l ique  e s t  recupere de l a  maniere 

moles du chlorure de dimethylterbutyle 
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precedente apres addition de 4 ml d'eau . La phase organique e s t  lavee 3 fo i s  

avec 4 ml d'eau, sechee sur MgS04, d i s t i l l e e  sous v i d e  . Les dernisres traces 

de solvant e tan t  eliminees sous un  courant d 'azo te ,  l ' h u i l e  recuperee e s t  dis-  

soute sous N2 dans 5 ml de chlorure de methylene, d i s t i l l e e  sur P205 en presence 

de 2 gouttes de DMF . A l a  temperature du  bain de glace,  nous ajoutons 0,20 m l  

de chlorure d'oxalyle par l ' interm6diaire d'une seringue . La solution e s t  main- 

tenue -3 0' pendant 18 h . Le solvant e t  l e s  r eac t i f s  e t a n t  d i s t i l l e s  sous vide, 

on recupere l e  chlorure d'acide c r i s t a l l i s e  jaunat re ,  que l ' o n  dissout dans  

5 ml de benzene anhydre . On ajoute ensui te ,  sous N 2  1 temperature ordinaire,  

0,40 m l  de l ' a z ide  de tr imGthylsilyle,  goutte -3 goutte . 2 heures plus t a r d ,  l a  

solution e s t  portee 1 l ' e b u l l i t i o n  pendant 30 minutes . Apres depart d u  solvant, 

sous vide,  l e  residu jaunStre obtenu est  redissous dans 5 ml de chlorure de me- 

thylene d i s t i l l e  sur  P205 e t  0,40 ml de triethylamine . A c e t t e  solution, on 

ajoute en une seule fo i s  1,50 x 

(158 mg) . L'agitation magnetique de l a  solution e s t  maintenue pendant 24 h . 
Apres depart des solvants sous vide, 1 ' hu i l e  res idue l le  e s t  chromatographiee 

deux f o i s  sur  gel de s i l i c e  Merck 60.H avec u n  melange ace ta te  d'ethyle/pentane, 

45/55, l a  progression de l a  chromatographie e t an t  su iv ie  par 1 ' intermediaire 

d'une ce l lu le  U . V .  . On recupere finalement 25 mg d ' u n  echantil lon caracter.isP 

p a r  une a c t i v i t e  specifique de 4 ,2  mCi/mrnole dont l a  purete radiochimique e s t  

egale a 98,6 % . 

mole de thioac6toxy-hydroxamate de methyle 

Le deuxieme voie d'acces d6crite precedemment e s t  netternent plus s a t i s f a i -  

sante : l e  meilleur echantil lon (83 mg) e tan t  carac te r i se  p a r  une purete radio- 

chimique de 99,8 % . 
R e r n e h c i e m e n t n  

L ' u n  de now ( G . A . )  hemacie vivement k k  V h e c t i o n  du C . E . N .  de SACLAY poWr non 

hodp.i,rW.dE e,t ~ V L  P. DUNIE powr non a c c u d  cha&wreux . 
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