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UNE NOUVELLE CLASSE D'INHIBITEURS IRREVERSIBLES :
LES SULFINAMOYLESTERS PRECURSEURS DE SULFINES
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Laboratoire de Synthése et Physicochimie organique, Unité Associée au CNRS n° 471,
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ABSTRACT : Tert-butyl N-aryl sulfinamoyl acetates are hydrolyzed in aqueous basic media
following a bimolecular elimination process, via an intermediate sulfine species.
The use of sulfinamoyl compounds as irreversible inactivators for zinc-metallo~
enzymes 1s emphasized.

La recherche d'inhibiteurs spécifiques de la lignification nous a conduits & rete-
nir pour cible une déshydrogénase & zinc et & cofacteur NADPH qui catalyse 1'étape ultime
de la biosynthése des monoméres des lignines 1,2 : la CADH, alcool cinnamylique déshydrogé-
nase (NADP+) (EC 1.1.1.-). Définissant des inhibiteurs en fonction du r8le du zinc au niveau
du site actif de -la protéine, nous nous sommes intéressés a des nouveaux dérivés soufrés
complexant du zinc 3 : les g-sulfinamoylesters 1 et 2.

Ar NH SO CH,CO0tBu 1 a=0-0H, b=mOH, c=o0-NH,
Ar NH SO C(CHy),CO0tBu 2
3

Ar NH SO CH(CH3)2

$1 certaines sulfinamides présentent une activité inhibitrice faible (1b) ou nulle
(2 et 3), en revanche d'autres (la et 1c) constituent des inhibiteurs sélectifs et efficaces
de 1'enzyme choisi la,1b e rasultats de dialyse et de cinétique enzymatique conduisent
Boudet et al & proposer une inhibition pseudo-irréversible qui pourrait &tre de type
suicide 1P,

Comment et en quoi les sulfinamoylesters se transformeraient-ils au sein de la
protéine ? La démarche suivie suppose que le site actif de la CADH est constitué essen-
tiellement d'un ion Zn*t auquel est 1ié une molécule d'eau comme dans la plupart des
métalloenzymes & zinc 4 et que cette molécule d'eau peut intervenir dans le processus
d'inactivation. Les premiers résultats rapportés ici relatifs a 1'hydrolyse de ces composés
suggérent 1'intervention de sulfine ester.

5

Les sulfines *~, &lectrophiles analogues soufrés des céténes, constitueraient

donc une nouvelle classe d'inhibiteurs irréversibles encore inexplorée 3 ce jour 6,
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[Agydrolyse des N(o-hydroxyphényl) et N(m-hydroxyphényl) acétates de tert-butyle 1la et 1b

- Conditions expérimentales : les cinétiques d'hydrolyse des sulfinamoylesters la et 1b
ont &té suivies par spectrométrie UV en enregistrant Ta décroissance de 1'absorption & 300 nm
résultant de la formation de 1'aminoph&nol correspondant pour des pH compris entre 8,5 et 12.

- Identification des produits : 1'analyse en CPG du milieu réactionnel extrait a 1'éther
avant et aprés neutralisation permet d'identifier dans le premier cas uniquement 1'‘'aminophé-
nol, dans le second 1'aminophénol et 1'acétate de tert-butyle. La séparation par chromato-
graphie liquide haute pression sur phase inverse des composants du mélange basique a permis
d'isoler un produit dont les spectres sont en accord avec 1a structure sulfinatoacétate de
tert-butyle +Na_OZSCHZCOOtBu. SH : m/z = 101, C02tBu ; m/z = 64, 502 3 rom.n, 1H : & ppm
(CDC15) = 1,45 (%H, s, tert-8u) ; 3,25 (2H, s, CHy).

La réaction d'hydrolyse s'écrit alors :

- - H*
ArNHSOCHZCOOtBu + OH — Ar‘NH2 + OZSCHZCOOtBu —_—> SO2 + CH3COOtBu

- Principaux résultats :

- La présence d'un point isosbestique indique qu'il n'y a pas d'accumulation d'espéces
intermédiaires ;

- pour tous les tampons utilisés, on observe une catalyse basique générale ;

- la variation en fonction du pH du logarithme des constantes de vitesse extrapolées a
concentration nulle en tampon (kb) présente un profil sigmoTdal (fig. 1) en accord avec

1'equation de vitesse : +
[H] K

[OH'] + k' A

k' =k —_—— [O0H]
0 OH KA + [H+]

OH +
KA + [H]
ou KA est la constante d'ionisation du groupement phénolique ; kOH et k'OH sont respective-

ment les constantes de vitesse d'attague de 1'ion hydroxyle sur les formes neutre (phénol)
et déprotonée (phénate) du substrat.
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Graphe du logarithme des constantes de vitesse Droites de Bronsted pour la catalyse
k' extrapolées & concentration en tampon nulle basique générale des composés la et lb

en®fonction du pH (u = 1,0 , KC13 T = 293°K) (u=1,0", KCT3 T = 293°K)
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- Les courbes de Brdnsted pour la et 1b (fig. 2) sont des droites de pente voisine (0,46-
0,47), le point correspondant & 1'ion OH™ s'alignant sur la droite définie par les tampons.
- Les effets isotopiques mesurés dans NaOH et NaOD 9,6.10'3M sont respectivement kOH/kOD =
2,1 et 2,3 pour la et 1b (u = 1,0 , KC1).

DISCUSSION

Compte-tenu de 1'analyse des produits finaux, deux mécanismes peuvent &tre &liminés :
1'hydrolyse de la fonction ester et un mécanisme d‘attaque de base sur la fonction NH ;
deux mécanismes sont en revanche compatibles avec cette analyse : un mécanisme BACZ d'attaque
nucléophile sur 1'atome de soufre (:) ou une &limination avec attaque de base sur le groupe

méthylénique QOH"\«
®(

Ar N — 5~ CH-( cootBu
0

. Pour un mécanisme BAC2 de type (:),d'une part 1'effet isotopique devrait &tre voisin de
1, d'autre part 1'ion hydroxyle devrait agir comme nucléophile et non comme base générale et
le point correspondant devrait s'écarter notablement de la droite de Brénsted définie par
les tampons, ce que nous n'‘avons pas observé.

Nous proposons donc un mécanisme impliquant 1'arrachement lent par 1a base d'un atome
d'hydrogéne méthylénique activé a la fois par les groupes ester et sulfinamoyle situés en
position a et a'.

. IT y aurait, dans une étape ultérieure rapide, protonation de 1'azote, concertée ou non
avec le départ de 1'amine aromatique et formation intermédiaire de la sulfine 0=$=CH-CO0OtBu.
Celle-ci est ensuite rapidement hydrolysée pour donner le produit final, 1'ion sulfinato-
acétate de tert-butyle :

H_@Hb‘OH@ H
el £ O
ArNH-ﬁ/’ \‘E-OtBu —_— ArNH-ﬁ" \\F-OtBu —_— ArNHZ + OH ©
0 2 lent SL 0 4 rapide
HO-H

+ 0&S=CH-(:00tBu
Ce mecanisme est compatible avec un effet isotopique de 2 traduisant un transfert lent de
proton et avec la pente de la droite de Brtnsted, 1'ion hydroxyle agissant bien comme base
générale en accord avec sa position sur cette droite. D'autre part, le comportement trés
semblable ces composés la et 1b indique que la position du substituant hydroxyle en ortho
Ou méta a une incidence mineure sur le déroulement de la réaction. Par contre, le mécanisme
BACH est le seul envisageable pour le composé 2 possédant un proton en a du groupe sulfinyle
faiblement activé et pour 3 qui ne porte aucun proton dans cette position. Pour ces derniers,
nous avons constaté une vitesse d'hydrolyse considérablement plus lente que celle des compo-

sés 1a et 1b. Ce changement de mécanisme pourrait éventuellement rendre compte de leur
inactivité biologique.
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]
En conclusion, les sulfinamides L-NH-SQ-CH-A comportant & 1a fois un groupe
labile (L) et un proton activé en a du groupe sulfinyle peuvent &tre de bons précurseurs

de sulfines et permettre d'accéder, dans des cas favorables, & une nouvelle classe d'inhi-
biteurs irréversibles.
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