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This work describes the reversible C-addition of a sterically hindered-P thiophos-
phoric ester to a carbodiimde, as a model of activated biotin

The formed 1ntermediate, 1s found to be 1n equilibrium with the corresponding
N-phosphorylated thiourea

The entire system 1s controlled by proton transfer and reversible

Nous avons récemment décrit 1 1'1solement d'une forme énolique de thiourée S-phos-
phorylée , obtenue par réaction d'un thiodiester phosphorique sur le dicyclohexyl carbodiimde
(DCC) composé qui constitue un modéle satisfaisant de O-phosphobiotine 2 Cette dermére serait
la forme activée de ce coenzyme par réaction avec 1'ATP dans les réactions de carbonatation enzy-

mo-catalysées (figure 1). Par ailleurs, nous avons montré 3

que certains analogues simplifiés de
la biotine, urées et (thio) carbamates cycliques se comportent, en présence de réacti1fs phosphory-
lants, comme agents de transfert de phosphate efficaces sans pour celd que 1'intermédiaire O-phos-
phorylé n'ait été observé directement par RMN de 31p Par contre le remplacement de 1'atome

d'oxygéne par un soufre nous a perms d'isoler une

! © forme S-phosphorylée. Ces résultats prélimnaires sont
[}
i O’P\O ! compatibles avec le modéle initial (fig 1).
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Figure 1

L'intérét chimque et surtout biochimique de cette étude est essentiellement 118
au role Joué par le transfert de phosphate dans la réaction enzymatique {activation, régulation,
coup]age)4 La connaissance de la réactivité comparée des groupements phosphate et thiophosphate
présente un 1ntérét supplémentatre &tant donné 1'utilisation de ces derniers comme marqueurs
chiraux d'analogues d'ARN ou d'ATP (stéréochimie de la catalyse par les k1nases)5.

L'add1tion du diester thiophosphorigue encombré 2 sur le DCC 1 conduit so1t & une
1sothiourée que nous avons réusst a stabiliser par protonation et 1soler 3 so1t & une thiourée
N-phosphorylée 4 suivant les conditions expérimentales 1 (CH2C12, rapport molaire DCC/thiocester

1, HBF,/Et,0)

2773



2774

—

- Réarrangement S ==—= N_du_groupement thiophosphorique (3 s——=4)

L'évolution d'une solution de thiourée N-phosphorylée 4 6 dans 1e dichlorométha-
ne suivie par RMN de 31p montre la disparition de celle-c1 (J = 57 ppm) au profit de 3 6
( & =67 ppm) lorsque 1'on ajoute au mlieu un acide tel que BF4H (schéma 1). Inversement
1'1sourée S-phosphorylée 3 ( J =67 ppm) traitée par un équivalent de base redonne la forme
N-phosphorylée 4 ( S = 57 ppm)

La transformation 3 —= 4, qu1 1mplique une mgration du groupement thiophosphori-
que par réarrangement intramoléculaire, est contrdlée par le pH et réversible.
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- Réversibirlité totale de l'ensemble réactionnel

L'addition d'une base (triéthylamine ou éthyl-morpholine) & une solution de 4
( Jd =57 ppm) dans CH2C12, suivie par RMN de 31P, provogue sa disparition au profit de 1'anion
diesterthiophosphorique 2' ( J =109 ppm) et du DCC 1 caractérisé par IR ( 4{=: 2120 cm']). Le
retour aux produits 1nmitiaux démontre la réversibilité compléte du systéme.

Un certain nombre de possibilités concernant les mécanismes réactionnels sont a
envisager
- le reéarrangement 3 —s 4 peut emprunter la vole décrite dans le schéma 1 c'est-3-dire passer
par 1'intermédiaire 5 qui est la base conjuguée de 3. La transformation 4 — 3 passant par
un intermédiaire distinct 6 1ssu de la protonation de 1'azote uréido N-P de 4 est également
possible



2775

+I©
1
S
z—\z:@
|

- La transformation 3 =" 4 —1 + 2 par action d'une base peut avoir lieu par arrachement d'un
proton de 1'intermédiaire 5 mais pourrait aussi se faire par la formation de 1'amdure 7 & partir
de 4
ut SQ _OR
/P\OR ) ®
NN S — - 1+2Z + BH

C)
4 + 1B 45::7F~N’/

L'étude cinétique (en cours) de ces différentes &tapes permettra d'en &tablir le mécanisme.

)

l
C
7

I1 est & remarquer que ce systéme ne conduit qu'd un nombre l1imté de produits par rapport aux
réactions possibles pas de pyrothiophosphate, n1 triester ou polyméres (ces dermiers provenant
de la formation d'un métaphosphate 7), produits qu1 pourraient étre formés a partir de 3, selon

le schéma . [~ 3 T
]! % S\PIOR 1 A\ ,OR —— RO/ \OR
57 “OR -N P
(RO)ZP\S/P(OR)z ®)-5” “OR
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Ces résultats sont différents de ceux obtenus avec d'autres systémes, addition d'acide thio
ou sélénophosphonique sur le DCC € ou acide dithiophosphonique sur les nitriles 9’10. Ce point
a donc été confirmé de la fagon suivante 1'intermédiaire 3 ms en présence d'un excés de
1'anion 2' (dans CH,C15) ne donne aucun des produits décrits dans le schéma précédent.

Ce résultat est vraisemblablement 11& & 1a structure du substrat phosphoré utilisé
les groupements aryloxy sur 1'atome de phosphore sont difficilement éliminables par réaction de
type Arbuzov et d'autre part les substituants méthyles en position 2,6 sur les cycles benzém-
ques protégent efficacement 1'atome de phosphore d'une attaque nucléophile

La séquence de réactions observée montre la réversibili1té totale du systéme
chimique constitué par 1'ester thiophosphorique, le DCC, 1'isothiourée S-phosphorylée et la
thiourée N-phosphorylée. L'énergie comparable des composants du systéme et 1'absence de produits
secondaires ont perms de mettre en évidence cette réversibi111té le systéme s'avére donc
intéressant comme modéle de transfert de phosphate et adapté & une étude cinétique.

Les résultats présentés 1c1, en particulier ceux relatifs & la réversibilité du
systéme ont des implications par rapport aux données de la Ii1ttérature dans ce domaine
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- la synthése d'oli1gonucléotides par la voie DCC 11, réaction généralement considéree
comme 1rréversible ,

- le mode d'inactivation de certains enzymes par ce réactif 12 ,

- Ja mise en jJeu d'intermédiarres du type de ceux décrits 1c1 dans d'autres réactions, en
particulier la synthése des carbodiimdes & partir d'urées ou de thiourées en présence de
phosphine 13
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