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On connait depuis longtemps I'existence de nombreuses substances
organophosphorées naturelles renfermant les liaisons P — O — Cet
P — N; il a fallu toutefois attendre 1959 pour que Horiguchi et
Kandatsu mettent en évidence chez un étre vivant un nouveau type
de composé caractérisé par une liaison covalente P — C (53). Le
cycle du phosphore dans la biosphére venait ainsi de s’enrichir d’un
nouveau maillon correspondant a des formes remarquablement
stables du phosphore bioorganique.

Les biomolécules a liaison P — C

1. Ciliatine et composés apparentés

Parmi les principaux composés naturels possédant une liaison
P — C (Figure 1), I'acide amino-2-éthyl phosphonique fut le premier
identifié¢ : isolé tout d’abord a partir des ciliés de 1a flore du rumen de
mouton, on lui donna également le nom de ciliatine (53, 54). Par la
suite, la répartition de cette substance s’est avérée beaucoup plus
large puisqu’on I’a retrouvée, non seulement chez divers protozoaires
(59, 50, 24, 71), mais également chez des bactéries (50, 105, 112), des
champignons (131), des algues (50, 32), des spongiaires (106), de
nombreux coelentérés (106, 69, 65, 99), des échinodermes (106), des
annélides (106), des arthropodes (106, 28, 27), des mollusques
gastéropodes (106, 99, 26, 48, 82, 84), lamellibranches (106, 99, 48, 49,
118) et céphalopodes (106, 48). Chez les vertébrés, on a montré la
présence de ciliatine dans divers tissus de mammiféres polygastriques
(60, 107, 62, 119, 122, 38, 121), mais aussi dans le foie de rat (88) et
dans plusieurs tissus humains : hématies, aorte, myocarde, muscle
squelettique, foie, cerveau (2, 4, 5).

Bien qu’elle apparaisse comme étant la plus largement répandue, la
ciliatine ne constitue pas le seul phosphonate naturel. On a, en effet,
identifié d’autres substances de structure apparentée : acide amino-
2-phosphono-3-propionique, ou phosphonoalanine, isolé a partir du
protozoaire Tetrahymena pyriformis et de divers coelentérés (65, 66),
ainsi que les dérivés N-mono, di- et triméthylés de la ciliatine (67).
Plus récemment, on a mis en évidence, chez 'amibe Acanthamoeba
castellanii, 'acide hydroxy-1-amino-2-éthylphosphonique {71). En-
fin, le phosphonoacétaldéhyde constitue un catabolite de la ciliatine
(78, 79).

Ainsi que le laisse prévoir I'analogie structurale existant entre la
ciliatine et la phosphoéthanolamine, la phosphonoalanine et la
phosphosérine, !a N-triméthylciliatine et la phosphocholine, les
phosphonates naturels entrent fréquemment dans des structures
lipidiques (Figure 2), les « phosphonolipides » (7). Aprés la descrip-
tion par Kittredge (69) de I'ester glycérolique de la ciliatine, analogue
de la glycérylphosphoéthanolamine, on a montré la présence dans
divers organismes de « phosphonocéphalines » (24, 38, 121, 81, 18) et
de « phosphonolécithines » (121, 67, 10) dans lesquelles la ciliatine ou
son dérivé perméthylé se substitue a la phosphoéthanolamine ou 4 la
phosphocholine. On rencontre également des lysodérivés, ne renfer-
mant qu’un seul résidu d’acide gras (23). En outre, dans bon nombre
de glycérophosphonolipides, une liaison acyl-ester est remplacée par
une liaison éther moins labile (24, 18, 123).

* Nous remercions les auteurs d’avoir bien voulu actualiser cette
conférence qui avait été présentée au 1 Congres international des
composés phosphorés, organisé par U'Institut Mondial du Phosphore,
du 17 au 21 octobre 1977 a Rabat (Maroc).
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Figure 1. La ciliatine et les principaux phosphonates naturels apparentés.
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Figure 2. Structure de quelques phosphonolipides.

Les sphingophosphonolipides constituent un autre groupe impor-
tant de dérivés naturels : le plus simple d’entre eux est I'aminoéthyl-
phosphonate de céramide (Figure 2); abondant chezles anémones de
mer (104, 108, 89) et chez divers mollusques (26, 48, 49, 44, 41, 93, 70,
92), on le rencontre également dans d’autres organismes inférieurs
(24, 131, 15) ou supérieurs (121). Mentionnons que dans un certain
nombre de cas, la sphingosine est remplacée par un amino-alcool de
structure voisine. Il existe en outre des sphingophosphonolipides
plus complexes : certains renfermant la N-méthyl- ou une N-acyl-
ciliatine (41, 129, 47, 40); d’autres sont des phosphonoglycolipides
(39, 42, 25). Enfin, pour compléter ce panorama, il nous faut encore
signaler deux autres substances métaboliquement apparentées aux
phosphonolipides : un dérivé nucléotidique, la cytidylciliatine (81),
dont nous verrons le rdle de précurseur dans la biosynthése des
phosphonolipides (Figure 3) ainsi que l'acide ciliatocholique (Figu-
re 4), analogue de l'acide taurocholique, récemment caractérisé dans
la bile de boeuf (122).

A c¢bté de ces nombreuses combinaisons, I'engagement de dérivés
phosphoniques dans des structures protidiques a été aussi envisagé
chez diverses espéces (106, 99, 5, 101, 8). La nature des liaisons mises
en jeu demeure mal connue. On sait toutefois que la ciliatine et son
dérivé N-méthylé entrent dans la constitution de glycoprotéines
extraites d’anémones de mer (106, 64, 45, 113, 57) dans lesquelles ils
sont vraisemblablement fixés sur la copule glucidique. Enfin, chez
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Figure 4. Acide ciliatocholique.

I'amibe Acanthamoeba castellanii, Korn et ses collaborateurs ont
récemment montré que la ciliatine et son dérivé a-hydroxylé sont
inclus dans un lipophosphonoglycane, constituant majeur de la
membrane plasmique (71, 25).
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Figure 5. Antibiotiques a liaison P — C,

2. Substances antibiotiques

Un deuxiéme groupe plus hétérogéne de substances a liaison P — C
correspond & des composés de distribution limitée mais dont I'intérét
réside dans leurs propriétés antibiotiques (Figure 5).

Au cours de recherches systématiques, Hendlin et ses collabora-
teurs (43) ont isolé & partir de cultures de Streptomyces fradiae et de
diverses autres espéces de Streptomyces une nouvelle molécule,
appelée phosphonomycine puis fosfomycine, qui présente la parti-
cularit¢ de posséder, en plus d’'un groupement — PO,H,, une
fonction époxyde; ’analyse structurale a en effet montré qu'il s’agit
de racide (—)cis-époxy-1,2-propylphosphonique (19). Depuis lors,

Aspects métaboliques

1. Biosynthése de la liaison P — C

Le mécanisme de biosynthése de la liaison P — C (Figure 6) n’a été
¢lucidé que dans le seul cas de la ciliatine (125, 130, 83, 55, 51, 56).
L’emploi des isotopes a montré que, chez Tetrahymena pyriformis,
I’acide phosphoénolpyruvique (a), composé «riche en énergie »
produit au cours de la glycolyse, peut subir un réarrangement
intramoléculaire conduisant a I’acide phosphonopyruvique (b). Par
décarboxylation, ce dernier donne naissance au phosphonoacétaldé-
hyde (¢) quune transaminase convertit en ciliatine (d). Une voie
métabolique mineure passe par la formation de la phosphonoalanine
(e), qui peut redonner I'acide phosphonopyruvique par transamina-
tion ou bien étre décarboxylée directement en ciliatine.

Bien que laptitude a synthétiser la liaison P — C soit le fait
d’organismes inférieurs, il est possible que la méme capacité ait
subsisté chez des vertébrés ainsi que le montrent des expériences
réalisées sur des rats axéniques (88). Chez les mammiféres polygastri-
ques, il est probable que les phosphonates tissulaires proviennent du
métabolisme des protozoaires du rumen. Quant a la ciliatine
retrouvée chez ’'Homme, elle a sans doute une origine alimentaire.
Outre les produits des animaux de boucherie, les fruits de mer
(oursin, crevette, crabe, moule, palourde, coquille Saint-Jacques...)
peuvent constituer un apport non négligeable.

2. Pénétration intracellulaire

Quils aient une origine endogéne, proviennent de la flore saprophyte
ou des aliments, la présence de composés a liaison P — C dans une
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deux autres antibiotiques 4 liaison P — C ont été découverts : I'acide
amino-2-méthylphosphino-4-butyrique, ou phosphinothricine (9), et
I'acide amino-2-phosphono-5-penténe-3-oique (95). Tandis que la
fosfomycine est produite sous forme libre, la phosphinothricine, qui
représente le premier exemple de dérivé phosphinique naturel, se
trouve sous forme combinée dans les extraits de culture de Strepto-
myces viridochromogenes : elle entre dans la constitution d’un
tripeptide, la phosphinothricyl-L-alanyl-L-alanine (9). L’acide D-
amino-2-phosphono-5-penténe-3-oique est également inclus dans
deux tripeptides, les plumbémycines A et B, synthétisées par
Streptomyces plumbeus (96, 97).

cellule conduit a s’interroger sur les modalités de leur pénétration
intracellulaire. Elles ont été précisées grice a quelques études
microbiologiques. Ainsi Bacillus cereus, mis au contact de la ciliatine,
acquiert la faculté d’accumuler activement ce composé; toutefois,
lorsque le milieu ambiant renferme des phosphates minéraux, la
synthése de la « ciliatine perméase » se trouve réprimée (102). Chez
Pseudomonas aeruginosa, 'absorption de la ciliatine est également un
phénoméne actif inductible qui peut mettre en jeu deux perméases,
I'une induite par la ciliatine elle-mé&me, 'autre par son homologue
supérieur non naturel, I’acide amino-3-propylphosphonique ou
homociliatine (74). Bien que ces perméases soient distinctes de celles
qui participent a la pénétration des acides carboxyliques w-aminés, la
ciliatine et ’homociliatine se comportent également comme des
inducteurs du transport de la f-alanine et de Il'acide y-
aminobutyrique (73). Contrairement a ce que 'on observe chez B.
cereus, chez Ps. aeruginosa, les ions orthophosphate n’empéchent pas
Iinduction des systémes de transport de la ciliatine; ils sont
cependant capables d’inhiber le processus d’accumulation active qui
fait normalement suite a ’étape d’induction (74). Les phosphates
minéraux jouent ainsi, selon des mécanismes variés, un rdle régula-
teur dans l'utilisation d’'un phosphonate. Parmi les autres composés
naturels apparentés a la ciliatine, ses dérivés mono- et diméthylés
peuvent étre absorbés par Ps. aeruginosa grace aux mémes systémes
de transport (74). Ce n’est pas le cas de la phosphonoalanine, dont on
sait par ailleurs que le passage transmembranaire peut s’effectuer
grice a I'intervention d’une aspartate perméase (46, 1).

En ce qui concerne les antibiotiques a liaison P — C, I’absorption de
la fosfomycine est réalisée chez diverses espéces microbiennes par
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Figure 6. Biosynthése de la ciliatine, daprés Horiguchi (51).
a : phosphoénolpyruvate ; b : phosphonopyruvate ; c : phosphonoacétaldéhyde ; d : ciliatine ; e : phosphonoalanine.
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Figure 7. Biosynthése des phosphonolipides.

I'intermédiaire du systéme de transport du L-a-glycérophosphate
(58). Ce systéme peut étre réprimé par le glucose et inhibé par le
phosphate minéral. En outre, sa délétion chez une bactérie entraine le
développement d’une résistance vis-a-vis de I’antibiotique (127, 21).
Mais d’autres facteurs peuvent aussi influer sur la sensibilité d’un
microorganisme. Ainsi, chez Ps. aeruginosa, le transport du glycéro-
phosphate, qui est un processus inductible, n’est pas inhibé par la
fosfomycine (76). Néanmoins, d’autres perméases, telles que celle du
glucose-6-phosphate, sont alors susceptibles de permettre la pénétra-
tion de P’antibiotique (58). Dans le cas de la phosphinothricine, cette
substance est absorbée plus efficacement par Escherichia coli sous
forme de phosphinothricyl-alanylalanine que sous forme libre (9)
grace a la mise en jeu d’une oligopeptide perméase (29).

3. Biosynthése des phosphonolipides

Aprés leur entrée dans la cellule, la ciliatine et les composés
apparentés ne demeurent que pour une faible part a I’état libre; une
large fraction est en effet incorporée dans des molécules complexes. Si
I'on ignore tout des modalités de formation des combinaisons
protidiques ou glucidiques, en revanche de nombreux aspects de la
biosynthése des phosphonolipides sont actuellement élucidés, tant
chez des organismes inférieurs (81, 83, 14, 11, 110, 30, 31) que chez des
vertébreés (23, 61, 6, 115, 13, 22, 72, 120, 87, 114, 98, 36, 37). Les
différentes recherches réalisées dans ce domaine concourent &
montrer la grande analogie existant entre 'anabolisme des phospho-
nolipides et celui des phospholipides (Figure 7) : comme dans la voie
classique de Kennedy, l'incorporation de la ciliatine dans une
structure lipidique met en jeu une forme d’activation intermédiaire
représentée par la cytidylciliatine (Figure 3). La méthylation de
Pacide aminé phosphonique libre ou d’une phosphonocéphaline
permettrait obtention d’une phosphonolécithine (114). Bien que la
démonstration n’en ait été apportée que dans le cas de I'étape
d’activation  catalysée par la  phosphoryléthanolamine-
cytidyltransférase (98), il est vraisemblable que les mémes enzymes
sont impliquées dans la synthése des phosphono- et des phospholipi-
des. Il en est également ainsi au cours des réactions de dégradation;
toutefois, la moindre affinité des enzymes concernées vis-a-vis des
dérivés phosphoniques rend compte de la lenteur du renouvellement
de ces derniers (101, 103, 124).

4. Interférences métaboliques

Les données précédentes laissent a penser que les composés a liaison
P — C sont susceptible: d’interférer dans le métabolisme d’autres
substances naturelles dérivées de I'acide phosphorique ou dans celui
des aminoacides. Une telle hypothése s’est trouvée vérifiée lors de
diverses recherches mettant en ceuvre la ciliatine et des produits
apparentés; elle permet également d’expliquer le mode d’action des
antibiotiques a liaison P — C.

Nous avons déja mentionné que, dans certains systémes cellulaires, la
ciliatine induit mais n’inhibe pas le transport de la §-alanine et du y-
aminobutyrate (73), tandis que la phosphonoalanine est inhibitrice
du transport de l'acide aspartique (46, 1). Nous avons également
constaté que ces deux phosphonates peuvent inhiber respectivement
la transamination de la B-alanine et de I'acide aspartique. Dans le
domaine du métabolisme des esters phosphoriques, la phosphonoa-

Phosphonocéphaline

----- - Triméthylciliatine

Cytidyl-triméthylciliatine

------- > Phosphonolécithine

lanine s’oppose a I'action de la phosphosérine phosphatase (résultats
non publiés) et la ciliatine se comporte comme un inhibiteur
compétitif de la phosphatase alcaline (76). On observe en outre une
interférence de la ciliatine dans le métabolisme des phospholipides
(111), liée notamment a Iinhibition de la décarboxylation des
phosphatidylsérines (86), des réactions d’échange de bases au niveau
des céphalines (85) et de I'activation de la phosphoéthanolamine en
cytidine diphosphate-éthanolamine (98). Ces différents effets ne
paraissent pas cependant avoir des conséquences facheuses in vivo
puisque 'administration de doses importantes de ciliatine n’entraine
aucune manifestation toxique chez le rat (35). On peut au contraire
en attendre peut-étre une influence bénéfique : en effet, I'incorpora-
tion de la ciliatine dans les lipides des plaquettes diminue leur
agrégabilité (85), tandis qu’une lysophosphonocéphaline posséde des
propriétés antihypertensives (126).

En ce qui concerne les antibiotiques a liaison P — C, Pactivité
biologique de la fosfomycine est due 4 une inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne (58) : le dérivé phosphonique se substitue au
phosphoénolpyruvate

CH, = C — O —PO,H,

|
COOH

pour donner une combinaison covalente inactive avec une enzyme
qui participe & [I¢laboration de I'acide muramique, la
phosphoénolpyruvate-UDP-N-acétylglucosamine transférase.

Quant a la phosphinothricine, aprés hydrolyse intracellulaire de sa
forme de transport peptidique, elle inhibe de fagon compétitive la
glutamine synthétase (9). Enfin, Pacide amino-2-phosphono-5-
penténe-3-oique est capable d’interférer dans le métabolisme de la
thréonine (95).

5. Catabolisme des composés a liaison P — C

La liaison P — C d’un acide aminé phosphonique, trés résistante a
I’hydrolyse chimique (52), se révéle également difficilement biodégra-
dable (101, 115). Néanmoins, la phosphonoalanine peut étre conver-
tie, chez Tetrahymena pyriformis, en ciliatine par décarboxylation
(130, 110), ou en phosphonopyruvate par transamination (100). Un
transfert de la fonction amine sur P'acide a-cétoglutarique peut aussi
étre catalysé par des extraits d’Escherichia coli, de I'anémone
Anthopleura elegantissima ou de divers tissus de la souris (100, 109);
nous avons nous-mémes observé que la phosphonoalanine peut
servir de substrat pour I'aspartate aminotransférase de coeur de porc
(résultats non publiés). La ciliatine, qui peut étre utilisée comme
nutriment azoté par diverses bactéries (96), peut elle-méme céder son
groupement aminé au profit de I'acide pyruvique, chez Bacillus
careus (79, 94) et Pseudomonas aeruginosa (75), ou de la-
cétoglutarate, chez E. coli, A. elegantissima ou chez la souris (100,
109). L’aptitude & transaminer la ciliatine apparalt toutefois plus
limitée que dans le cas de la phosphonoalanine et, au moins chez
Pseudomonas, ne met pas en jeu une enzyme constitutive mais une
aminotransférase inductible étroitement spécifique (résultats non
publiés). La formation du phosphonoacétaldéhyde aux dépens de
P’acide aminé phosphonique s’accompagne en outre de I'induction,
chez Ps. aeruginosa et B. cereus, d’une phosphonatase capable de
cliver la liaison P — C:

transaminase phosphonatase
H,N - CH, — CH, — PO3H, / > OHC — CH, — PO3H, OHC — CHj3
pyruvate alanine H,O H;PO,
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Cette enzyme, isolée par La Nauze et coll. (80, 77) est inhibée par I'ion
phosphite et posséde une spécificité stricte pour le phosphonoacétal-
déhyde.

A c6té de cette premiére voie catabolique, il existe certainement
d’autres mécanismes permettant la biodégradation de la liaison
P — C. Onsait en effet que diverses bactéries sont capables d’utiliser
comme source du phosphore nécessaire i leur croissance, non
seulement la ciliatine, mais aussi d’autres composés phosphoniques
(132, 91, 34, 3, 116, 117, 20). Dans notre laboratoire, nous avons
montré récemment (17) que Ps. aeruginosa scinde la liaison P — Cde

Conclusions

Le remplacement dans certaines structures de la liaison P — O — C
par une liaison P — C, beaucoup moins fragile, ne constitue sans
doute pas une simple curiosité de la nature. La distribution de la
ciliatine' dans une cellule est a cet €égard intéressante a considérer :
ainsi, chez Tetrahymena, le phosphonate est plus particuliérement
abondant au niveau membranaire (63). Aussi peut-on penser que les
phosphonolipides et les phosphonoglycoprotéines jouent un réle de
protection chez un étre vivant placé dans un environnement hostile,
ou un rdle d’épargne lorsque le milieu ambiant est pauvre en
phosphore. En outre les composeés a liaison P — C possédent des
propriétés physiologiques ou pharmacologiques intéressantes. A
cdté de celles que nous avons déja décrites, notamment Iactivité
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