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VII. SUR UNE NOUVELLE GUANIDINE MONOSUBSTITUEE BIOLOGIQUE: 

L'HIRUDONINE 

Y V O N N E  ROBIN ,  N G U Y E N  VAN T H O A I  ET L O U I S E - A N N E  P R A D E L  

Laboratoire de Biochimie g~n~rale et compar~e, Coll~ge de France, Paris, 
et Laboratoire de Biologie marine du CollOge de France, Concarneau, FinistOre (France) 

Nous avons signal6 au cours de travaux ant6rieurs 1, 2 l'existence chez la Sangsue, 
Hirudo medicinalis L., d'un d6riv6 guanidique monosubstitu6 nouveau pr6sent en 
quantit6s importantes dans tous les tissus. Ce d6riv6 diff~re par ses caract~res chro- 
matographiques de toutes les guanidines monosubstitu6es biologiques connues, en 
particulier de ceUes que nous avons pr6c6demment identifi6es cfiez d'autres Vers: 
glycocyamine et taurocyamine de diverses Polych~tes marines ~, lombricine du 
lombric 4, oh eUes constituent la base de phosphag~nes nouveauxn, e. La pr6sence de 
ce d6riv6 comme unique constituant guanidique fibre du muscle de Sangsue permet 
d'envisager qu'il pOUlTait participer chez cet animal k la formation d'un compos6 
phosphorique labile (~-~P). Le present article rend compte des recherches entreprises 
stir l'isolement et l'identification du nouveau d6riv6, pour lequel nous proposons le 
nom d'hirudonine. 

PARTIE EXPERIMENTALE 
Isolement du ddrivd guanidyl~ 
iooo g de sangsues v ivantes  (Hirudo medicinalis L.) sont  anesth6si6es au chloroforme et rapide- 
men t  hach6es, puis  broy~es au War ing  blendor avec deux litres d'eau. La prepara t ion est acidifi6e 

p H  = 3-4 par  l 'acide sulfurique concentr6 et port6e 5 minutes  ~ l'6bullition. Apr~s centrifugation, 
le r6sidu est repris z lois par  un  litre d 'eau,  r6acidifi6 si n6cessaire ~ p H  = 3-4, port6 5 minutes  

l '6bullition et centrifug6, Les liquides surnageants  sont  r6unis et concentr6s sous vide ~ environ 
i2oo ml. On ajoute  alors 22o ml d 'ac~tate basique de p lomb (solution d = 1.32 ) et, pa r  pet i tes  
portions,  de l ' ammoniaque  concentr6e jusqu 'h  ce que le pr6cipit6 se s6pare bien. On centrifuge 
et lave 2 lois le pr6cipit6 avec 5oo ml d 'ac6tate basique de p lomb h 2 %, en a jou tan t  g chaque 
lois quelques gout tes  d ' ammoniaque  pour  faciliter la centrifugation. Les liquides su rnagean t s  
opalescents sont  r6unis et trait6s par  HzS pour  61iminer l'exc~s de plomb. Le pr6eipit6 de PbS 
est  s6par6 par  filtration sur  Biichner, puis lay6 ~ l 'eau satur6e de HzS jusqu 'h  ce que les liquides 
de lavage ne donnent  plus la r6action de Sakaguchi. Les filtrats clairs ainsi obtenus  sont  r6unis 
et concentr6s sous vide h environ 50o ml. 

La solution obtenue est trait6e par  adsorpt ion sur  Amberli te IRC 50 (mesh 3o-40), alter- 
na t ivement  sous forme acide et sous forme de sel de sodium. L 'Amberl i te  IRC 5 ° acide est la 
forme commerciale; on la lave, avan t  l 'emploi, h l 'acide chlorhydrique 2 N, puis h reau ,  jusqu'A 
61imination totale de l 'acide chlorhydrique.  Le sel de sodium de l 'Amberli te IRC 5 ° est pr6par6 
de la mani~re suivante :  ioo g de r6sine, pr6alablement  lav6s sur  Btichner avec I ~ 2 litres d 'acide 
chlorhydrique 4 N, puis  2 lois avec de l 'eau distill6e, enfin avec de la soude 2 N jusqu 'h  ce que 
le filtrat soit alcalin, sont  mis en suspension dans environ 3 volumes de soude N;  on chaufte 
pendan t  une heure  au bain-marie bouiUant, on d6cante, on remet  un  aut re  volume de soude N, 
chauffe g nouveau une heure, d6cante et recommence l 'op6ration une troisi~me fois; la r6sine 
est  alors lav6e ~ l 'eau distill6e et on la conserve sous forme humide.  Au m o m e n t  de l 'emploi 
et apr~s avoir  6t6 introdui te  dans la eolonne appropri6e, la r6sine sodique est t amponn6e  
p H  = 7.o en faisant  passer  tr~s lentement  h t ravers  la colonne un t a m p o n  ac6to-ac6tique M de 
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pH = 7.0 (3 volumes par volume de r6sine) ; la derni~re fraction de tampon est laissde en contact 
pendant  ~ d'heure avec la r6sine, qui est ensuite rine6e ~ l'eau distill6e. 

On fair passer la solution A purifier Atravers une premiere colonne (2 × 45 cm) d'Amberlite 
IRC 5 ° acide qui fixe le d6riv6 guanidique 6tudi6. La colonne est lavde longuement ~ l'eau distill6e, 
puis on 61ue le d~riv6 guanidique par l'acide ac6tique 2 M, jusqu'g ce que l'61ution, que l'on peut 
suivre au moyen de la r~action de Sakaguchi, soit presque totale ; on termine alors avec un m61ange 
d'acide chlorhydrique concentr6 et d'acide ac6tique 2 M (i : ioo). L'61uat est concentr6 ~ siccit6 
sous pression r6duite et s6ch6 sous vide sur KOH pour 61iminer les derni~res traces d'acide chlor- 
hydrique. On reprend le r6sidu par 15o ml d'eau, on amine A pH ~ 8.0 par addition de lessive 
de soude et l 'on filtre. La solution obtenue est pass6e g travers une deuxi~me colonne (i -3 × 35 cm) 
d'Amberlite IRC 50 sodique tamponnde ~ pH = 7.o selon la technique indiqu6e ci-dessus. On 
lave A l'eau et le d6riv6 guanidique fix6 sur la r6sine est 61u6 par l'acide ae6tique M; on recueille 
l'61uat d~s que la r6action de Sakaguchi devient positive, 61iminant ainsi les premieres fractions 
alcalines et neutres riches en sels. L'61uat acide est ~vapor6 ~ sec sous pression r6duite. Le r6sidu 
est repris par environ 80 ml d'eau et filtr6 ~ travers une troisi~me colonne (I.I × 15 cm) d'Amber- 
lite IRC 50 acide. Ce dernier passage a pour but d'61iminer les sels qui pourraient provenir de 
la colonne d'Amberlite IRC 50 sodique. AprSs lavage de la colonne ~ l'eau distill6e, le d6riv6 
guanidique est 61u6 par l'acide ac6tique o.5M et l'61uat est recueilli ~ partir du moment off il 
prdsente la rdaction de Sakaguchi. Lorsque l'~lution est termin6e, le liquide est concentr6 sous 
pression rdduite et le r6sidu est repris par 5 ~- IO ml d'eau. 

La solution ainsi obtenue est tr~s pure et se prSte X l'isolement de l'hirudonine sous forme 
de sulfate; celui-ci cristallise d~s que l'on acidifie la solution par l'acide sulfurique dilu6 jusqu'g 
virage du rouge Congo. On laisse cristalliser 1/2 heure g o ° ; le pr6cipit6 est s6par6 par centrifugation, 
lav6 ~ l'alcool A 95 ° et sdch6 A l'alcool-dther puis ~ l'6ther. Les eaux-m~res, additionndes de l'alcool 
de lavage et d 'un volume d'alcool, sont abandonn6es une nuit au frigidaire; par centrifugation, 
on recueille une seconde fraction de sulfate moins pure, qui est dissoute dans le minimum d'eau 
bouillante et recristallis6e par refroidissement ~ o °. Les deux fractions sont r6unies et recristallis6es 
dans l'eau. Le sulfate ainsi obtenu se pr6sente sous forme de fines plaquettes blanches (PF 
2o3-2o5 ° en tube capillaire). Mis en solution et chromatographi6 sur papier dans divers solvants 
il donne, par r6v61ation des chromatogrammes ~ l 'a-naphtol-hypobromite de sodium 2, une seule 
tache correspondant au d6riv6 guanidique monosubstitu6 dtudi6. La r6v61ation ~ la ninhydrine 
est n6gative. 

Le rendement de la pr6paration varie de 16o ~ 39o mg de sulfate cristallis6 pur par kg de 
sangsues, suivant l'origine des animaux. Les meilleurs rendements ont ~t6 obtenus ~ partir de 
sangsues fraichement p6ch6es (6tangs de Tr6vignon, r6gion de Concarneau). 

Etude du picrate: d~termination de la ]ormule brute et du poids mol~culaire 

N o u s  n ' a v o n s  p u  o b t e n i r  k l ' 6 t a t  cr is tal l is6 ni  la base ,  n i l e  c h l o r h y d r a t e  d ' h i r u d o n i n e .  

P a r  con t re ,  l ' a c ide  p i c r i que  d o n n e  avec  ce d6riv6 guan idy l6  u n  sel  b i e n  cristaUis6, 

q u e  nous  a v o n s  chois i  c o m m e  base  p o u r  l ' 6 t ude  de la c o n s t i t u t i o n  de  l ' h i r u d o n i n e .  

I. Preparation du picrate d'hirudonine. 30 m g  de su l f a t e  d ' h i r u d o n i n e  s o n t  d i s sous  

k c h a u d  d a n s  I m l  d ' e a u  distiU6e. On  a j o u t e  p a r  p e t i t e s  p o r t i o n s  u n e  so lu t ion  de  

80 m g  d ' a c i d e  p i c r ique  d a n s  6 m l  d ' e a u  disti l l6e.  O n  laisse cr is taUiser  l e n t e m e n t  k la 

t e m p 6 r a t u r e  de la piece,  pu i s  u n e  n u i t  au  f r igidaire .  Le  pr6cipi t6  es t  recuei l l i  p a r  

c e n t r i f u g a t i o n ,  lav6 avec  le m i n i m u m  d ' a l coo l  e t  s6ch6 k l ' a l coo l -6 the r  pu i s  k l '6 ther .  

L e  p i c r a t e  es t  recr is ta l l i s6  2 fois p a r  d i s so lu t ion  d a n s  l ' a lcool  k 5 0 %  bou iUan t  e t  

r e f r o i d i s s e m e n t  k o °. On o b t i e n t  f i n a l e m e n t  50 k 60 m g  de  p i c r a t e  d ' h i r u d o n i n e  

cr is ta l l is6  en  p l a q u e t t e s  j a u n e s  b r i l l an t e s  ( P F  = 236-2380 en  t u b e  capiUaire) .  

2. D~termination de la [ormule brute du picrate d'hirudonine. L ' a n a l y s e  616mentaire 

n o u s  a donn6  les r6 su l t a t s  s u i v a n t s  (chiffres m o y e n s  6 tabl is  d ' ap r~s  les dosages  

e f fec tu6s  sur  d i f f6 ren tes  p r 6 p a r a t i o n s ) :  C % = 35-77; H % = 3.85; O % = 35.6;  

N % = 24.48; c end re s  nu l les ;  p e r t e  de  po ids  sous  v ide  k IOO ° nuUe. 

Si l ' on  t i e n t  c o m p t e  du  fa i t  que  le d6riv6 i n c o n n u  r e n f e r m e  au  m i n i m u m  3 a t o m e s  

d ' a z o t e  c o r r e s p o n d a n t  au  r ad i ca l  g u a n i d i q u e  e t  qu ' i l  ne  r e n f e r m e  p a s  d ' o x y g ~ n e * ,  

* Ce dernier renseignement nous a 6td fourni par l'analyse 61~mentaire du chloroplatinate, 
sel 6galement bien cristallis6 (PF ~ 223-224 ° en tube capillaire). 
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la formule brute du picrate se rapprochant le plus de nos r6sultats analytiques, 
CI~H2~OI,N n,  se d6compose ainsi: 

2 [C6H30~N3], C~H17N ~ PM = 629 

Ac. p icr ique Base  guan i d i que  

La composition 616mentaire correspondante serait : C % = th6or. 36.25, trouv6 35.77; 
H % = th6or. 3.68, trouv6 3.85; 0 % = th6or. 35.59, trouv6 35.6o; N % = th6or. 
24.48, trouv6 24.48. 

3. D~termination du poids mol~culaire du picrate d'hirudonine. La d6termination 
du poids mol6culaire d'un picrate est g6n6ralement bas6e sur le dosage de l'acide 
picrique. Les m6thodes de dosage de celui-ci ne nous satisfaisant pas pleinement, 
nous avons mis au point une nouvelle technique. Le microdosage colorim6trique que 
nous avons utilis6 au cours de ce travail est bas6 sur la coloration pourpre intense 
que donne l'acide picrique avec le cyanure de potassium en solution aqueuse ~ chaud 
et qui est due ~ la formation d'isopurpurate de potassium CsH,O~N~K. La sensibilit6 
de cette r6action permet de doser 20 ~ IOO/~g d'acide picrique et d'effectuer ainsi la 
d6termination du poids mol~culaire d'un picrate sur des quantit$s de produit ~ 2 mg. 

L a  t echn ique  du  dosage  es t  la s u i v a n t e :  on in t rodu i t  succes s ivemen t  dans  u n  t u b e  g essai  la 
so lu t ion  ~ doser,  c o n t e n a n t  20 A 12o # g  d 'ac ide  picr ique en solut ion aqueuse ,  de l ' eau  distill~e 
q.s .p.  8 m l  et  0. 4 ml  d ' u n e  solut ion aqueuse  de cyanu re  de p o t a s s i u m  A i % r 6 c e m m e n t  prdpax6e. 
On  chauffe  5 m i n u t e s  au  ba in -mar i e  boui l lant ,  pu is  on refroidi t  r a p i d e m e n t  le t u b e  en l ' i m m e r g e a n t  
dans  l ' eau  froide et  on lit apr~s 15 m i n u t e s  au  B eckman ,  cuves  i cm,  ~ = 4,70o A. 

Pou r  d~ te rminer  le poids  moMculai re  du  picrate ,  on p~se tr~s e x a c t e m e n t  env i ron  2 m g  
de produi t ,  que  l 'on  d i ssou t  dans  u n  v o l u m e  connu  d ' e au  distillde (g6n6ralement  5o ml). On  
effectue le dosage  de  l ' ac ide  picr ique sur  une  par t ie  a l iquote  de cet te  solut ion,  selon la t e chn ique  
indiqude  ci-dessus.  On  6tabl i t  en m ~ m e  t e m p s  une  courbe  ~talon au m o y e n  d ' u n e  solut ion connue  
d ' ac ide  picrique.  Le poids  moMculai re  du  picrate  es t  donn6  pa r  la formule :  

P M =  [229 X ~7,] n 

oh  229 = PM de l 'ac ide p icr ique;  p = poids  de p icra te  dans  la prise d 'essa i ;  p '  = poids  d ' ac ide  
picr ique dos~ darts la prise d 'essa i ;  n = h o m b r e  de moMcules  d 'ac ide  picr ique pa r  moMcule de 
picrate .  

Le poids mol6culaire du picrate d'hirudonine d6termin6 d'apr~s cette m6thode, pour 
n ~ 2, est: 626. 

L'exactitude de la m6thode, d'apr~s les d6terminations effectu6es avec des 
picrates de poids mol6culaire connu, est de ~ 1%. 

Caract~res de l'hirudonine 

A la diff6rence de la plupart des bases guanidyl6es, l'hirudonine (base) n'a pu ~tre 
cristallis6e. Elle forme cependant des sels doubles ais6ment cristallisables avec l'acide 
sulfurique, l'acide picrique et l'acide chloroplatirfique. 

Parmi les nombreuses r6actions d'identit6 essay6es, seule la r6action de Sakaguchi, 
caract6ristique du radical guanidique monosubstitu6, est positive. Les R F de l'hiru- 
donine dans diff6rents m61anges solvants, 6tablis sur papier Whatman No. I, ~ 20 °, 
en chromatographie ascendante, sont les suivants: 

n -butanol -eau-ac ide  ac6tique (73 : 17: IO) : 0.03; pyridine-alcool isoamylique- 
e a u -  acide ac6tique (80: 40: 4o: IO) : o.24; pyridine-alcool isoamylique--eau (80: 40: 70) : 
o.o2; pyridine-  alcool isoamyYlque- eau-  ammoniaque (80: 4 ° : 4 ° : IO) : o.13; ph6nol 
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sa tu r6  d ' e a u :  0.7o;  n - p r o p a n o l -  e a u -  a m m o n i a q u e  (73: 7: 2o) : 0 . I  5 ; m 6 t h a n o l -  e a u -  
ac ide  ac6 t ique  (80: 20: I0) : 0.18. 

DISCUSSION 

L a  nouve l l e  base  b io log ique  isol~e chez  Hirudo medicinal is  L. sous fo rme  de  sels 

cristal l is6s se p r6sen te  c o m m e  un  corps  r e n f e r m a n t  u n  g r o u p e m e n t  g u a n i d i q u e  m o n o -  

subs t i tu6  ( r6act ion de S a k a g u c h i  pos i t ive) .  Sa  fo rmu le  b r u t e  (CvHlvNs) m o n t r e  q u ' e l l e  

r e n f e r m e  en o u t r e  d e u x  a t o m e s  d ' a z o t e  qu i  ne  son t  pas  engag6s  dans  des g r o u p e m e n t s  

amin6s  p r ima i r e s  ( r6act ion n6ga t i ve  k la  n inhydr ine )  e t  d o n t  l ' u n  est  sal i f iable au  

m ~ m e  t i t r e  que  le r ad ica l  g u a n i d i q u e  ( fo rma t ion  de sels doubles  a v e c  les ac ides  

su l fur ique ,  p i c r ique  e t  ch lo rop la t in ique ) .  

Ce corps  est  le seul  d6riv6 g u a n i d i q u e  p r6sen t  dans  le musc le  de  la  Sangsue ,  oh il 

p o u r r a i t  c o n t r i b u e r  k la  f o r m a t i o n  d ' u n  n o u v e a u  phosphag~ne  muscu la i re .  L ' a n a l y s e  

d e  n o m b r e u x  e x t r a i t s  de  musc le  de  Ver t6br6s  e t  d ' Inver t6br6sS,  6,1 nous  a en  effet  

m o n t r 6  q u e  ce t i ssu  ne  r e n f e r m e  g6n6ra l emen t  en  q u a n t i t 6  appr6c iab le  q u ' u n e  seule 

base  guan idy l6e ,  v a r i a b l e  selon les esp~ces, e t  t o u j o u r s  a c c o m p a g n 6 e  du  d6riv6 phos-  
phory l6  co r r e spondan t .  

L ' ~ t u d e  du  p h o s p h a g ~ n e  e t  la  d 6 t e r m i n a t i o n  de la  s t r u c t u r e  du  d6riv6 g u a n i d i q u e  

d e  la  Sangsue  son t  en  cours.  

R];:SUM]~ 

i.  Une nouvelle guanidine monosubstitu6e biologique a 6t6 identifi6e darts le muscle de la 
Sangsue, Hirudo medicinalis L. 

2. Le nouveau corps, que nous proposons d'appeler hirudonine, a 6t6 purifi6 par chromato- 
graphie sur Ambertite IRC 50 et cristallis6 ~ l '6tat de sels doubles (sulfate, PF  = 2o3-2o5°; 
picrate, PF  = 236-238°; chloroplatinate, PF  = 223-224°). 

3. La d6termination du poids moldculaire du picrate grace g une nouveUe m6thode de dosage 
de l'acide picrique et l 'analyse *Mmentalre de ce sel permettent d'attribuer A l'hirudonine la 
formule brute CvHlviNs (PM = 171 ). 

4. La pr6sence de cette nouvelle base biologique, A l'exclusion de tout autre d6riv6 guanidique, 
dans le muscle de Sangsue, sugg~re qu'elle joue un r61e d'accepteur de phosphate analogue ~t celui 
assure6 par les autres guanidines substitu6es d~jX caract6risdes ~t l'~tat libre dans les muscles. 

SUMMARY 

I. A new biological monosubstituted guanidine has been identified in the muscle of the leach, 
Hirudo medicinalis L. 

2. The new substance, for which we propose the name "hirudonine", has been purified by 
chromatography on Amberlite IRC 50 and crystallized as the double salts (sulphate, m.p. 203- 
2o5°; picrate, m.p. 236-238°; chloroplatinate, m.p. 223-224°). 

3. Determination of the molecular weight of the pierate, using a new method of estimating 
picric acid, and elementary analysis of the salt indicated an empirical formula of CTH17N~ (mol. wt. 
17 i) for hirudonine. 

4- The presence of this new biological base in the muscle of the leach, and the absence of 
any other guanidine derivatives, suggests that  it plays the part of phosphate acceptor, analogous 
to that  of the other substituted guanidines which have already been described as occurring in 
the free state in muscles. 
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