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MI~TABOLISME DES DI~RIVI~S GUANIDYLI~S 

IV. SUR UNE NOUVELLE GUANIDINE MONOSUBSTITUt~E BIOLOGIQUE: 

L'ESTER GUANIDOt~THYLSI~RYLPHOSPHORIQUE (LOMBRICINE) 

ET LE PHOSPHAGIkNE CORRESPONDANT 

par  

N G U Y E N - V A N  T H O A I  ET Y V O N N E  R O B I N  

Laboratoire de Biochimie gdn~rale et comparde, Coll~ge de France, Paris (France) 

Le m6tabolisme des vers marins diff~re de celui des autres invert6br@s tant par la 
d@gradation de l'arginine que par la pr6sence ehez les Polych~tes de compos@s guani- 
diques tels clue la taurocyamine et la glycocyamine 1,*. Celle-ci n'y joue pas le r61e de 
pr@curseur de la cr@atine qui en est absente, mais sert comme la premiere d'accepteur de 
de phosphates (~P)  dans les muscles ~. Chez les vers de terre, Lumbricus terrestris sp., 
une nouvelle guanidine monosubstitu@e est seule pr@sente dans le muscle et son d6riv6 
phosphorique labile peut jouer @galement le r61e de phosphag~ne au cours des con- 
tractions museulaires. 

Nous rapportons dans le pr@sent m6moire des recherches sur l'isolement et l'identi- 
fication du nouveau d@riv@ guanidyl@ et de sa phosphamidine. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 
Isolement du dtriv~ guanidyl~ 

400 g de vers de terre sont  broy6s, extraits ,  trait@s par  l'ac@tate de p lomb et d~barrass6s du 
m~tal comme il a 6t6 indiqu@ dans un pr6c~dent m~moire 2, 

Apr~s 61imination du sulfure de plomb, les extrai ts  sont  concentr6s sous vide ~ siccit6 et le 
r6sidu repris  par  4o-5 o ml d'eau. Cette solution est pass6e ~ t ravers  une colonne de p.ermutite 
cations C5 o, le guanidique fix@ sur l 'adsorbant ,  @lu6 avec de l ' ammoniaque  2 N, l '~luat concentr6 sous 
vide et le r6sidu repris par  40-5 ° ml d'eau. La  nouvelle solution est filtr6e ~ t ravers  une colonne de 
permut i te  ~ anions A 300. Le filtrat est concentr6 sous vide, le r6sidu repris par  de l 'eau et la solution 
filtr6e len tement  sur  une colonne de Decalso F qui fixe l 'arginine. 

Lorsque la d6f6cation au sel de p lomb et la purification sur  @changeurs d ' ions sont  bien conduites, 
le filtrat obtenu apr~s passage sur  Decalso se prate  ~ l ' isolement du corps cherch~. Dans  ce but ,  
il est 6vapor@ g sec au bain-marie bouil lant  et le r6sidu repris par  de l '6thanol 5 ° % bouillant.  Apr~s 
centr i fugat ion et 61imination des produi ts  insolubles, le liquide est additionn~ de 2-  3 volumes d'alcool. 
I1 se s6pare alors une couche inf@rieure huileuse, qui est r6serv@e pour  un t ra i t ement  particulier, et le 
liquide surnageant  est 6vapor6 jusqu'~, d6but de cristallisation. Apr~s une nui t  ~t la chambre  froide, 
des aiguilles blanches sont  s~par6es, recristallis@es 3 lois dans l'alcool aqueux et une lois dans l 'eau. 

Le liquide huileux, abandonn6 ~ lui-m@me se prend en une masse solide que l 'on redissout  
par t ie l lement  dans l'alcool 5 ° % bouillant.  La solution additionn@e de 2 5~ 3 volumes d'@thanol laisse 
pr6cipiter le produi t  que l 'on fait recristalliser dans l'alcool aqueux et dans l 'eau. 

I1 arrive que le liquide obtenu apr~s filtration sur  Decalso, tr~s charg6 en impuret~s, en part iculier  
en acides amin@s libres, ne se pr@te gu@re au f rac t ionnement  A l'alcool. Dans  ce cas, nous le chromato-  
graphions sur  une colonne (20 x 400 mm) de poudre de cellulose W ha tma n .  La  guanidine mono- 
substitu@e est 61u6e par  un  m61ange m@thanol-acide ac6t ique-eau (8o: io:2o).  Les diverses fractions 
(i3 ml) obtenues sont  chromatographi@es sur  papier  W h a t m a n  n ° i (m61ange bu tanol -ac ide  ac6tique-- 
eau, 73:1o:17) pour  la localisation du produit .  Les fractions enti~rement exemptes  d'acides amin6s 
sont  r6unies (35 ° m l )  et concentr@es sous vide. La solution obtenue par  redissolution du r@sidu dans 
l 'eau se prate  ~ la recristallisation. 
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A part ir  de 4oo g de vers on a pu obtenir ainsi 23 mg de produit pur fondant ~t 
223-224 °. Ce corps, que nous appelons lombricine, donne une r6action positive ~ la 
ninhydrine; il a pour composition 616mentaire: 

C 26.5%; H 5.7%" N 20.7%" P 11.7%. 

Identification du diester guanidodthylsdrylphosphorique 

2 mg de produit ont 6t6 trait6s par  de l'acide sulfurique 6 N en tube scell6 5, i i o  ° 
pendant 8 heures. Apr~s 61imination de l'acide sous forme de sel de baryum, l 'hydrolysat  
est concentr6 sous vide et 
chromatographi6'  

Fig. x. Iden t i f ica t ion  de la s6rine 
dans~ l ' hydro lysa t  de la lombricine.  
C h r o m a t o g r a m m e s  sur  pap ie r  
W h a t r n a n  n ° I en so lvan t s :  I. 
(n-butanol ,  eau,  acide ac4t ique 
73 : 17 : io) ; II .  (pyridine,  isoamylol, 
eau,  acide ac6t ique 8 o : 4 o : 4 o : I o ) ;  ............... 
I I I .  (pyridine,  isoamylol, eau 8o: ......... 
4 o: 7 o) ; IV. (pyridine,  isoamylol, 
eau,  a m m o n i a q u e  h 2 0 %  8o:4o:  
4o: IO) ; V. (ph6nol sa tu r6  d 'eau)  ; 
VI. (propanol,  eau,  a m m o n i a q u e  

2o % 73 :7 :2o) .  R6v61ation A la 
n inhyd r ine :  L, lombr ic ine ;  H, 
Lombr ic ine  hydro lys6e  (8 heures  

i io ° dans  SO4H 2 6 N) ; S, S6rine. 

Prdsence de la sdrine. La r6v61ation des chromatogrammes au moyen du r6actif 
la ninhydrine fait apparaltre deux taches mauves, l 'une correspondant au produit non 

hydrolys6, l 'autre ayant  le m~me Re qui eelui de la s6rine. Ce dernier fait est confirm6 
en employant  6 solvants diff6rents (Fig. I). 

Fig. 2. Ident i f ica t ion  du guan ido-  
6 thanol  e t  de l 'acide guan ido6 thy l -  
phospho r ique  dans  l ' hyd ro ly sa t  de 
la lombricine.  C h r o m a t o g r a m m e s  
sur  pap ie r  W h a t m a n  n ° I en  
so lvan t s  I, II ,  I I I ,  IV, V, VI d6finis 
p lus  hau t .  Le sept i6me so lvan t  
VI I  es t  cons t i tu4  pa r  le m61ange 
m6thanol ,  eau,  acide ac6t ique 
(8o:2o:  Io). R6v61ation au  m61ange 
a - n a p h t o l - h y p o b r o m i t e  de Na :  L, 
Lombr ic ine ;  GE, guan ido6 thano l ;  
GEP,  acide guan ido6 thy lphos -  
phor ique ;  H,  Lombr ic ine  hydro -  
lys6e (8 heures  ~ i io ° darts SO4H ~ 

6 N).  

Presence du guanido~thanol et de l'ester guanido~thylphosphorique. Les chromato- 
grammes r6v616s h l 'a naphtol-hypobromite montrent  6galement une hydrolyse par- 
tielle de la lombricine, marqu6e par la pr6sence du produit initial L e t  l 'apparition de 
deux nouvelles taches, l 'une rose franc persistante, caract6ristique de la plupart  des 
guanidines monosubstitu6es l 'autre rose violette, tr~s labile mais reparaissant lors de 
nouvelles pulv6risations d 'hypobromite  (Fig. 2). 
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Les h y p o t h 6 s e s  de t rava i l  nous  a y a n t  condu i t s  ~ supposer  la presence dans  la mol6cule de 
lombricine,  du guan ido6 thano l  5. c6t6 de la s6rine, nous  avons  pr6par6 ce corps et  son d6riv6 phos-  
phoryl6.  Le guan ido6 thano l  est  ob t enu  pa r  ac t ion  de la S.m6thy l i so th iour6e  sur  l ' 6 thano lamine  base  
en milieu a m m o n i a c a P .  E n  l ' absence  d 'acides ,  ce corps cristal l ise fac i lement  en m61ange alcool- 
ac6tone.  I1 donne  avec  le r6actif  de SAKAGUCHI une  colorat ion rose violet te  et pr6sente  le m 6 m e  R F 
et  la m 6 m e  labilit~ clue la t a che  p r o v e n a n t  de l ' hydro lyse  acide de la lombric ine  (Fig. 2, GE). 

Le g u a n i d o 6 t h y l p h o s p h a t e  es t  ob t enu  pa r  ac t ion  de l ' oxychlorure  de phosphore  sur  ce dernier  
d6riv6 guan id ique .  5oo m g  de guan idod thano l ,  mis  en suspens ion  fine dans  2o inl de pyr id ine  anhydre ,  
son t  t ra i t6s  5  ̀ - - 5  ° l e n t e m e n t  et  sous  ag i t a t ion  m6canique ,  pa r  IO ml  de pyr id ine  c o n t e n a n t  2 g 
de POC13. Aprgs avoir  m a i n t e n u  l ' ag i t a t ion  p e n d a n t  une  demi-heure ,  on a jou te  3 g de C12Ca cristallis6 
et de la c h a u x  vive  pou r  a m e n e r  le mil ieu 5  ̀p H :  8 -  9. Le p h o s p h a t e  de ca lc ium une  fois 61imin6, 
le p rodu i t  es t  pr6cipit6 pa r  3 v o l u m e s  d ' 6 thano l  et  purifi6 pa r  d issolut ions  et  pr6c ip i ta t ions  r6p6t6es. 
Mis en  solut ion,  d6barrass6  du ca lc ium au  m o y e n  de l 'acide oxal ique  et ch romatograph id ,  le guan ido-  
6 t h y l p h o s p h a t e  pr6sente  le m 6 m e  R F que  la t a che  p r o v e n a n t  de l ' hydro lyse  acide de la lombric ine  
(Fig. 2, GEP) .  Le fai t  que  Ies deux  corps d o n n e n t  une  r6act ion posi t ive  avec  l'a n a p h t o l - h y p o b r o m i t e  
m o n t r e  que  le g r o u p e m e n t  NHa ur6ique es t  libre et  que  le radical  phospho r ique  es t  est6rifi6 pa r  le 
g r o u p e m e n t  alcool, les guan id ines  d i subs t i tu6es  ne  d o n n a n t  pas  de colorat ion avec ce r6actif.  

Identification du nouveau phosphag~ne: le phosphoguanidodthyls~rylphosphate 

Des extraits s6par6s de tractus digestif et de muscle de vers de terre ont 6t6 pr6- 
par6s et chromatographi6s comme il a 6t6 indiqu6 pr6c6demment 2. Ils r6v~lent dans le 
premier la presence de l'arginine et de la lombricine et, dans le second, uniquement 
celle de Fester guanido6thyls6rylphosphorique. 

La localisation de la lombricine, rappelant celle de la taurocyamine, de la glyco- 
cyamine et de leurs d6rivi6s phosphoriques labiles dans les muscles d'Ar6nicoles et de 
Nereis, signifie que le premier corps peut 6galement jouer le r61e d'accepteur de phos- 
phates (--~P) au cours d~s contractions musculaires. Cette hypoth~se est confirm6e par 
l 'analyse des extraits trichlorac6tiques des vers de terre, lesquels renferment un d6riv6 
phosphorique hydrolysable en une minute k IOO ° par l'acide sulfurique o.I N en acide 
phosphorique libre et en une guanidine monosubstitut6e ayant  le m6me RF que le 
guanido6thyls6rylphosphate. 

500 g de vers  de ter re  on t  6t6 ex t ra i t s  5. - - 5  ° succe s s ivemen t  pa r  des v o l u m e s  6gaux  d 'ac ide  
t r ich lorac6t ique  5. 25, IO et  io %. Les  ex t ra i t s  r6unis  son t  add i t ionn6s  d ' u n  exc~s de ehlorure  de 
calc ium,  neut ra l i s6s  pa r  de la c h a u x  vive  en poudre  (pH 8-9), e t  le pr6cipit6 calcique 6liming. Le 
f i l t rat  clair es t  pr6cipit6 pa r  3 vo l umes  d ' 6 thano l  et  le n o u v e a u  pr6cipit6 ex t r a i t  ~ froid pa r  l 'acide 
ch lo rhydr ique  o.I N jusqu'5` 6pu i s emen t  du phosphag~ne .  Apr~s add i t ion  de C12Ca e t  de c h a u x  vive  
la solut ion f ract ionn6e 5  ̀ l ' 6 thanol  fourn i t  u n  p rodu i t  impur ,  mais  qui  se p ra te  5  ̀la d6 t e rmina t ion  
du  r appo r t  guan id ique  combin6 ]P  labile. 

Le produit dissous dans l 'eau est dos6 en vue de la d6termination du phosphore et 
du d6riv6 guanidique pr6sents dans la solution, avant  et apr~s hydrolyse acide (SO4H , 
o.I N ~t ioo ° pendant une minute). Dans le dosage du d6riv6 guanidique au moyen du 
r6actif a-naphtol-hypobromite,  nous utilisons une courbe 6talon 6tablie ~t part ir  de 
l'acide guanido6thyls6rylphosphorique cristallis6, isol6 des vers de terre. Le rapport  
d6riv6 guanidique lib6r6/phosphore l ib~r6:332 ~g/37.2/~g = 8.9 (valeur moyenne de 
4 d6terminations) est sensiblement le m~me que celui correspondant th6oriquement au 
rapport  lombricine/phosphore labile : 27o]31 = 8.7. 

DISCUSSION 

La composition 616mentaire de la guanidine monosubstitu~e isol6e des vers de terre 
et la nature des produits de son hydrolyse acide concourent ~ nous faire attribuer {t la 
lombricine la structure suivante: 

t3ibliographie p. 79. 
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/-NH 2 OH 
HN -- C 1 

~NH-- CH2-- CH2--O. P. O. CH2--CH--CO2H 

II I 
O NH 2 

La composi t ion 616mentaire calcul6e ~ par t i r  de ce t te  formule 

C: 26 .6%;  H :  5-5%; N:  20 .8%;  P :  11.5% 

est p r a t i quemen t  ident ique  & celle t rouv6e sur le produi t  na ture l  que nous avons isol6. 

La  pr6sence du g roupement  amin6 libre se t r adu i t  par  la r6act ion posi t ive  & la ninhydrine.  

La proximit6  du g roupement  carboxyle  libre expl ique qu ' au  cours de l 'hydrolyse  acide 

part iel le  la s6rine se lib~re en premier  lieu, le radical  phosphor ique  res tan t  a t tach6 au 

guanido6thanol .  

Dans  le cas du phosphag6ne,  le radical  phosphor ique  labile est fix6 sur N H ,  gua- 

nidique / N H . P O 3 H  2 OH 
HN=C I 

~NH-- CH2-- CH f O. P. O. CH2-- CH-- CO~H 

II I 
O NH 2 

cet te  guanidique  disubsti tu6e ne donnan t  pas de colorat ion rose & l ' a -naphto l -hypo-  
bromite .  

La  pr6sence du guanido6thyls6rylphosphate  chez les vers  de terre,  celle de la tauro-  

cyamine  chez A r e n i c o l a  et  de la g lycocyamine  chez N e r e i s  2 soulignent  la diversi t6 du 

m6tabol isme des d6riv6s guanidyl6s chez les organismes v ivants .  

On peut  noter  enfin que le r61e d ' accep teur  de phosphate ,  au cours des contract ions  

musculaires,  n 'es t  pas par t icul ier  h la cr6atine et  k l 'arginine,  il appara l t  comme d6volu 

6galement  h la g lycocyamine,  ~ la t au rocyamine  et ~ la lombricine.  

RI~SUMt~ 
i. Une nouvelle guanidine monosubstitu6e biologique, le diester guanido6thyls6rylphosphorique 

(lombricine) a 6t6 isol6e de Lumbricus terrestris sp. La structure chimique de ce corps a 6t6 6tablie 
par l'analyse des produits de son hydrolyse acide. La lombricine est associ6e ~ l'arginine dans le 
tractus digestif, mais est pr6sente seule dans le muscle. 

2. Le phosphag6ne correspondant, le phosphoguanido6thyls6rylphosphate, a 6t6 isol6 et 
caract6ris6. 

SUMMARY 
I. A new monosubstituted guanidine, the guanidoethylserylphosphoric diester (lombrieine), has 

been isolated from Lumbricus terrestris sp. The chemical structure of this substance has been es- 
tablished by analysis of its acid-hydrolysis products. Lombricine is associated with arginine in the 
alimentary canal, but is present alone in the muscle. 

2. The corresponding phosphagene, phosphoguanidoethylserylphosphate, has been isolated and 
characterised. 

ZUSAMMENFASSUNG 
I. Ein neues biologisches monosubstituiertes Guanidin, der Guanidoiithylserylphosphorsiiure- 

diester (Lombricin) wurde aus Lumbricus terrestris sp. isoliert. Die chemische Struktur dieses K6rpers 
wurde durch Analyse seiner sauren Hydrolysenprodukte festgestellt. Das Lombricin befindet sich 
neben Arginin im Verdauungskanal, aber es ist allein im Muskel vorhanden. 

2. Das zugeh6rige Phosphagen, das Phosphoguanido~thylserylphosphat wurde isoliert und 
charakterisiert. 
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