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MODELES DE BIOTINE ACTIVEE PAR 
PHOSPHORYLATION TRANSFERT DE 

PHOSPHORYLE 

G. ETEMAD-MOGHADAM,* C. BLONSKI,+ M. B. GASC,? 
J. J. PERIE,? A. KLAEBE* 

UER-PCA, bat. II R, ,  Universitd P. Sabatier, 31062 Toulouse cedex 

(Received September 24, 1982) 

This work describes the synthesis of the first two 0-phosphobiotin models, which mimic the activated 
form of biotin through a phosphorylation process. In addition, pyrophosphate bond formation is 
considered through this kind of 0-phosphorylated intermediate. Reversible interconversion of the S- and 
N-phosphorylated urea structures is depicted and implications of the activation process are presented. 

Les rksultats dkcrits ici sont en relation avec l’interCt que nous portons aux rkactions 
biochimiques activks par phosphorylation, en particulier toutes celles rkalisks par 
couplage avec la transformation d’une molkule d’adknosine triphosphate. 

Plusieurs ktapes du cycle de I’uree (voie catabolique de I’azote chez de nombreux 
Ctres vivants) offrent des exemples de telles situations: 

-l’Ctape ornithine -+ citrulline rkaliske par introduction d’un groupe carbamyl 
activk sous forme de carbamylphosphate, 

-1’Ctape citrulline -, arginosuccinate, dont l’intermkdiaire est vraisemblablement 
une forme 0-phosphorylke d’urke.’ 

Le motif urCe 0-phosphorylk est Cgalement invoquk c o m e  intermMiaire activk 
des rkactions de carboxylation enzymatiques dans lesquelles la fixation et le trans- 
port de carbonate est assurk par le coenzyme biotine dont la partie active est une 
urke cyclique consider6 plus reactif dans la forme O-ph~sphorylk.~ 

Nous prksentons les recherches menkes sur ce dernier point, en vue de tester sur 
des reactions modbles la rkactivite de structures 0-phosphorylks de carbamates et 
d’urkes, I’hypothbse d’activation par 0-phosphorylation n’ayant pu Stre confirmee 
jusqu’ici dans le cas de la biotine faute de disposer de substrats adaptks. 

Deux approches ont kte considkrkes: 

-la phosphorylation directe de diffkrents substrats prksentant les motifs urke, 
carbamate ou apparent&: thioureido et thiocarbamate, 

--la synthbse de formes phosphorylks activks par rkaction d’esters phos- 
phoriques et thiophosphoriques sur des carbodiimides, l’intermaiaire de cette ~- 

addition s’apparentant kgalement A la structure 0-phosphobiotine 
sur le SchCma 1. 

comme indiquk 

*ERA CNRS no. 316. 
ERA CNRS no. 264. 
*ERA CNRS no. 926. 
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368 G. ETEMAD-MOGHADAM et al. 
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SCHEMA I Deux voies d’acces au motif “0-Phosphobiotine” 

A. REACTIONS DE PHOSPHORYLATJON DE SUBSTRATS DE TYPE 
CARBAMATE ET UREE 

Les resultats de la litterature relatifs a la phosphorylation de structures de ce type 
portant plusieurs sites nuckophiles sont assez contradictoires, les produits dkcrits 
etant selon les cas des structures 0- ou N-phosphoryli~s.~*~ Nous avons repris cette 
question avec une variktk de substrats (Schema 2), et en modifiant Cgalement la 
structure de I’agent phosphorylant. 

Les principaux resultats sont les suivants: 

-une base forte (Et,N, NaH) est nkcessaire pour que la reaction de phosphoryla- 
tion de tels substrats ait lieu, le rale de cette base &ant de transformer le substrat en 
anion plus reactif, selon la reaction: 

0 

+ 
’N + BH 

I 
H- N J ( N - € I  + B+H-N 

I I I 

-dam le cas des substrats oxygbnes, le produit de reaction est un derive 
N-phosphoryle; la reaction suivie en R.M.N. du phosphore 31P ne permet pas de 
mettre en evidence une forme 0-phosphorylk, mCme A b a s e  temperature; la forme 
N-phosphorylix doit vraisemblablement resulter du rearrangement d’une structure 
0-phosphorylke intermdiaire, la reactivitk de la forme Cnolate etant plus elevee que 
celle de forme amidure; 

-1es agents de phosphorylation etudies ont des rtactivites trks diffkrentes pour 
cette reaction mais conduisent dans tous les cas au mCme produit N-phosphorylk; la 
sequence de leurs reactivites relatives est indiquke dans le Schema 2. Cette rkactivitk 
semble dependre de la presence de groupements aryloxy lies au phosphore, la 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
1
0
:
4
2
 
3
0
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



MODELES DE BIOTINE ACTIVEE PAR PHOSPHORYLATION TRANSFERT 369 

A 
la 

CH3 
I 

A 
2a 

H 
I 

ir 
5a 

A 
6s 

H 
I 

(:Po I 
H 

3a 

H 
I 

CFS 
ir 
7a 

C6H5 
I 

Ck0 
A 

4a 

A 
8a 

rkactifs de phosphorylation 

aZk0 , Et3N, CH2C12, 35°C 

A 
la 

5 6 7 

SCHEMA 2 Substrats et reactifs de phosphorylation. 
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370 G. ETEMAD-MOGHADAM et al. 

presence d'un groupement donneur d'electrons comme un amino diminuant au 
contraire cette rkactivitk. Ceci peut s'interprkter par le rble de ces substituants dans 
la stabilisation de la structure de l'anion pentacoordink intermkdiaire dont la 
formation doit donc &re considkrke comme &ant l'ktape lente; 

-1e remplacement des atomes d'oxygkne des substrats par des atomes de soufre a 
permis de caractkriser le produit cinktique S-phosphorylt (Tableau I); l'utilisation 
d'un agent de phosphorylation lui-m2me porteur d'un atome de soufre a rendu 
possible la synthkse et l'isolement du premier analogue de structure de type "0- 
pho~phobiotine".~ 

La dttermination de la structure de ce compost: 

par diffraction de rayons X, fournit un klkment d'explication de la stabilite de cette 
structure intermkdiaire: la distance a travers l'espace entre atomes d'azote et de 
phosphore bien plus grande dans le cas du produit soufre par rapport A l'analogue 
oxygenk rend dkfavorable la migration du groupement phosphate du soufre A l'azote. 
Aucun produit N-phosphoryle n'est d'ailleurs caractkrist dans ce cas. 

-Une dernikre particularitk intkressante de ces reactions doit &re signal& en ce 
qui concerne la phosphorylation des substrats oxygknks: la formation d'un taux 
klevt de pyrophosphate y compris dans les cas ou des conditions anhydres sont 

TABLEAU I 

~~ 

reactifs avancement % avancement % 
phosphorylation temps ( 8  "P/PPrn) ( 3'P/PPm) 

CNP COP CNP CSP 

- - 45 mn 60 0 
//O 

2 (+0)2P\ ( - 1 7 3  
c1 2 jours - - 46 8 

( - 17,o) (+ 9,5) 

- - S 45 mn 5 0 

c1 2 jours 87 0 0 38 

4 
7 ( W 2 P ,  (+ 46,2) 

(+ 75,4) 

Solvant CH,CI,, base: Et3N, 35OC. Les reactifs sont en proportions stoechiome- 
triques. CNP: substrat N-phosphoryle; COP: substrat 0-phosphorylk; CSP: substrat 
S-phospho~lk 
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I 

I 

I 

rkalisees et donc ou l’hydrolyse m2me partielle de l’agent phosphorylant ne peut ttre 
envisagk. 

Cette reaction est d’une part A relier au fait que le solvant lui m2me est susceptible 
de rkagir avec l’agent phosphorylant pour donner un phosphate de formamidium de 
structure, 

spectroscopie 
de masse (Modro 

R”=H 

* 

dejA dkcrit dans la littkrature6 et qui peut rkagir sur lui m&me selon le schkma: 

\ + / R  
R RO 0 R 

\p%’ + 
0 1  

/C=N \ R ,  
R o \ p / /  c c1- -4 

/ \  0 / \ +  RO / k e 0 -  c1 
N -R  
I 

RO 

‘ c1 

RO 

\ P  

RO’ , 

0 I1 1 
RO”/’\ 

RO 

+ H N  N-H 
W 

C1 

A 0 
I1 
P-OR+N NH 

0 

c1 

0 
I1 
’\OR ‘ OR 

R \ 1  ,CH3 
C=N , 

/ .  
c1 

1982) 

SCHEMA 3 
ou d’imidazobdone. 

Formation de liaison pyrophosphate par l’intermediaire d’un derive phosphoryle d’amide 

Ce mecanisme est sugg6rk par une observation faite par Modro et aL7 selon 
laquelle l’Ctude en spectrographie de masse d’amides phosphorylks donne comme 
principaux fragments le pyrophosphate et l’ion nitrilium R-C f N-R; 

-1e fait d’observer instantanhment la formation presque quantitative de pyro- 
phosphate lorsque la rkaction est faite en presence d’imidazolidinone (Tableau 11) 
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372 G. ETEMAD-MOGHADAM el al. 

TABLEAU 11 

Phosphorylation des substrat la et 3a par le chlorodiphenyl phosphate 

substrat temps 4& de produit N-phosphoryle % de pyrophosphate 
(6 3'P = -25,7 ppm) (mn) ( 6  3 ' ~  = - 173 ppm) 

sans 7 - 

40 

39 

40 

0 95 

Solvant: DMF, base Et,N, 35"C, agent de phosphorylation: diphenylchlorophosphate, les reactifs 
sont en proportions stoechiomettiques. 

indique que l'intermkliaire 0-phosphoryle de ce compose doit se comporter comme 
un excellent agent de transfert de groupement phosphate selon un schema tres 
comparable a celui propose plus haut dans le cas du DMF. 

Cette observation est par ailleurs a rapprocher d'une synthCse enzymatique d' ATP 
decrite par Guchait,8 synthese realisk a partir d'ADP et d'un donneur de phosphate 
et catalysk par un enzyme B biotine; le coenzyme doit agir dans ce cas de faqon tout 
B fait comparable la formation de pyrophosphate catalyske par l'imidazolidinone 
decrite ici, c'est-a-dire par un intermMiaire 0-phosphorylk. 

B. 
LE DICYCLOHEXYLCARBODIIMIDE (DCCD) 

REACTION DADDITION DES THIOESTERS PHOSPHORIQUES AVEC 

Une autre approche pour accMer B des analogues " 0-phosphobiotine" correspond a 
la 2eme reaction du Schema 1; on sait que le produit intermMiaire de cette reaction 
n'est pas isolable dans le cas des esters phosphoriques oxygenes, les produits de la 
reaction ttant le pyrophosphate (ou le nuclkotide) et 1'urCe.' Par contre sur la base 
des resultats obtenus dans la lere partie de ce travail, on pouvait esperer avoir une 
situation plus favorable avec les esters thiophosphoriques. 

Nous avons reussi B isoler par cette reaction les deux produits N- et S-phosphorylks, 
le motif dicyclohexyl de l'imine &ant requis (d'autres carbodiimides tels que di- 
paratolyl- et N-isopropyl N'-paranitrophknyl n'ont pas donne de resultats satisfai- 
sants); d'autre part la transformation du produit S- en N-phosphoryle ainsi que la 
formation de pyrothiophosphate sont ralenties ou supprimkes en utilisant des esters 
thiophosphoriques porteurs de substituants dialkyl 2-6 phknoxy, crkant un encom- 
brement autour de l'atome de phosphore.'' 

La reaction du DCCD sur l'ester thiophosphorique (RO),P(S)SH avec R = 2,6- 
dimkthylphenyl en presence d'acide tetrafluoroborique a permis d'isoler un autre 
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MODELES DE BIOTINE ACTIVEE PAR PHOSPHORYLATION TRANSFERT 313 

analogue de “ 0-phosphobiotine”, sous forme de tetrafluoroborate d‘isothiouronium, 
dont la structure a Ctt etablie par diffraction de rayons X.” La mCme rgaction 
realisee en milieu neutre conduit a la formation du produit N-phosphorylt: que nous 
avons egalement isole et caractbrisk. 

Le fait de disposer de ces deux derives rendait envisageable, l’etude de leur 
interconversion kventuelle, la determination du produit thermodynamiquement le 
plus stable ainsi qu’une meilleure connaissance de la reactiviti: de ces structures S- et 
N-phosphorylks. Dans ce but, nous avons etudie les reactions de ces composts et en 
avons determine les parametres cinbtiques. 

L‘analyse des produits a ktt: faite par spectroscopie (RMN 31P, IR) et analyse 
elementaire, la cinktique &ant suivie en UV a 20” dans le dichloromethane a partir 
de la disparition ou de l’apparition de la forme N-phosphorylk (280 nm). 

Les diffkrentes transformations rkalisees sont illustrks sur le Schema 4. 

A partir du dtrivt N-phosphoiylt CNP 

La mise en solution du compose CNP isolt-suivie par RMN de 31P-provoque 
l’apparition de la forme S-phosphorylk (CSP). La spectroscopie UV permet par 
technique de melange rapide de determiner les constantes de vitesse et d’kquilibre de 
cette transformation. 

L‘importance de ce premier resultat est de mettre en evidence l’interconversion 
entre les deux formes et non plus la seule transformation du S- en N-phosphoryle 
comme supposi: prtcedemment. 

Une seconde partie a consiste en 1’Ctude de la catalyse acido-basique sur cet 
Cquilibre, l’action d’une base etant d’une part necessaire au “deblocage” de la 
structure isothiouronium CSP+, d’autre part en raison de I’intkrCt d’un contrdle par 
acide ou par base de cette reaction, selon un processus s’apparentant a une 
bio-regulation : 

-1’action d’un acide sur le compose CNP provoque un deplacement vers la forme 
CSP + plus stable, l’btape contrdlant la vitesse &tant l’isomkrisation entre les deux 
formes CNP et CSP; 

-1’action d’une base sur le mCme compose provoque un retour aux rtactifs 
carbodiimide et anion de l’ester phosphorique; nous demontrons que l’etape lente de 
cette reaction est une autre reaction d’isomkrisation, ici entre formes CSP, et CSP,. 
C’est a partir de cette dernikre que se fait l’klimination vers les produits selon un 
processus soumis i un contrdle sterkoelectronique, effet bien connu pour les 
intermMiaires tetrahedriques,” et egalement dkcrit dans le cas des systkmes 
insaturb.’2 

Cette reaction constitue a notre connaissance le premier exemple de contrdle 
stertoelectrique dans des composb phosphorylbs. 

Rtactions a partir de la forme S-phospho-thiouronium CSP + 

Les reactions suivies A partir de ce compost: complktent celles indiquees dans le 
Schema 4, 

-en presence d’un excb de base, CSP+ conduit directement aux produits 
d’elimination carbodiimide et anion de l’ester thiophosphorique. 
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MODELES DE BIOTINE ACTIVEE PAR PHOSPHORYLATION TRANSFERT 375 

Dans ces conditions la forme CNP n’est pas dktectk, la rkaction d’klimination 
etant beaucoup plus rapide que l’isomkrisation CSP $ CNP; 

-avec un kquivalent de base, CSP’ conduit a la formation partielle de forme 
CNP et kgalement a une klimination partielle en DCCD; 

-dans le cas ou la base est le 1-8(dimethylamino)naphtalbne (eponge a proton), la 
rkaction conduit A la formation exclusive de forme CNP avec comme constante de 
vitesse expkrimentale, la constante apparente d’isomkrisation CNP e CSP. Dans ces 
conditions l’kquilibre de dkprotonation est complktement dkplack et il ne reste plus 
dans le milieu de base libre pour catalyser l’klimination vers DCCD. De plus ces 
rksultats impliquent une isomkrisation rapide de CSP, en CSP, ce qui se conqoit bien 
si on considere l’ktat d’encombrement trbs tleve de la structure CSP, par rapport a 
celle de CSP,. 

Ce dernier point est kgalement confirm6 par l’ktude cinktique de l’addition 
DCCD + ester phosphorique dont la constante de vitesse expkrimentale est une 
constante de vitesse de premier ordre dont la valeur est trbs proche de celle 
d’interconversion k,,, de CNP + CSP; ce rksultat implique que la rkaction CSP, - 
CSP, qui est en amont, soit plus rapide. 

L‘ktude de l’ensemble de ce systbme fait donc ressortir c o m e  points majeurs: 

-la mise en evidence de la reversibilitt de la transformation entre structures S- et 
N-phosphorylks, rksultat qui pose en termes nouveaux la question de l’activation 
des systkmes de type phospho-carbamates phosphourks ou phosphocarbonates; 

-1e contrale par seul transfert de proton dans les rkactions CSP+/base, 
CNP/acide, DCCD/ester phosphorique d’un systkme de transfert de groupe phos- 
phoryle constitue un exemple assez unique de systkme rkgulk de faqon comparable a 
celle des systkmes biologiques; 

-la contribution d’un contrale de type stkrkoelectronique. 

De faqon plus gknkrale, ce travail est actuellement poursuivi avec la biotine et la 
thiobiotine dans le but de mettre en kvidence de tels kquilibres dans le cas des 
substrats oxygknks et d’en ktudier les implications sur les exemples biochimiques 
choisis. 
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