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La mise en Cvidence de l’acide amino-2&hylphosphonique (ciliatine, 2-AEPh) 
dans les produits d’hydrolyse de prot&nes’J pose le probl&me des modalit& de 
Iiaison de ce nouveau compost. Une premi&e voie d’investigation consiste en l%tude 
de l’hydrolyse mCnagte de phosphonoprot&nes4; il est kalement possible d’ktudier 
Ies. proprir3ts de divers ‘phosphonopeptides” de synth&e, dont quelques reprksen- 
tants ont bti dej& dicrits 5 lo Nous apportons ici quelques caracteristiques chromato- - . 
graphiques de dipeptides renfermant la ciliatine, composC nature], ou son homologue 
inf&ieur, I’acide aminomethylphosphonique (AMPh); notre travail Porte done sur 
des composis de formule g&&ale 

H,N-(CH&CO-NH--&H&.-POSH, x= 1 ou2 J’= 1 ou2 

mol&ules depourvues d’atome de carbone asym&-ique et sur les composis carboxy- 
liques correspondants. 

PARTIE EXPtiRIMENTALE 

Produits 

Les deux acides amin& phosphoniques (AMPh, 2-AEPh) ont ttt synth&isds au 
laboratoiwen suivant la mCthode de Kosolapoff I1 . Les acides amin& carboxyliques, 
la taurine (Tau) et Gly-Gly sqnt des produits de E. Merck (Darmstadt, _Allemagne 
fed&ale); les dipeptides provierment des firmes Cycle (Los Angeles, Calif., Etats Unis), 
Sigma (Saint Louis, MO., l?tats Unis) et ICN (Cleveland, Ohio, l%ats Unis), & l’excep- 
tion des acides N-glycyl-aminom&hylphosphonique (GLy-AMPh) et N-glycyl-amino- 
24hylphosphonique (Gly-2-AEPh), de la glycyl-taurine (Gly-Tau) et des acides 
N-/3-alanylaminom~thylphosphonique (8_Ala-AMPh) et N-b-alanylamino-2-Cthyl- 
phosphonique @Ala-2-AEPh), synth&isCs par nous m&mes selon une technique 
d&iv&e de la m&hode de FischerS. Les solvants utilisCs pour Ies siparations chro- 

matographiques sont tous des produits Merck, de grade pro-analysi; la ninhydrine 
est foumie par Touzart et Matignon (Paris, France). 

Chromatographie sur papier 
Nous avons utilisC indif&emment fes papiers Schleicher et Schiill 2043b et 
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Whatman No. 1 en chromatographie descendante. Les qua&it& de produit depostes 
sont de 0.5 pmole (5 ~1 dune solution aqueuse 0.1 M). Apris sechage, les composes 
sont revelis par trempage rapide du chromatogramme dans une solution acetonique 
de ninhydrine (0.5%); le groupement phosphonique peut Ctre mis en evidence par 
le reactif de Bemhart et Chess’+. 

Chromatographie sur couches minces 
La chromatographie a ete realisee sur plaques de cellulose plaques finies 

(Merck 20 x 20 cm) ou de gel de silice (gel de silice F2s4 sur feuille aluminium Merck). 
Apr&s dCveloppement (migration du front d’au moins 10 cm) et skhage, la revelation 
est effect&z uniquement avec la ninhydrine. Les resultats sont exprimb en mobilitt 
relative par \apport a la glycine (RG). 

Chromatographie sur colonne 
La separation chromatographique est rCalisCe & l’aide de l’appareil Technicon 

TSM, avec le programme classique destine a l’analyse des liquides physiologiques et 
permettant la separation des acides amines usuels en 5 h 30 min. Seule la colonne de 
separation des acides amines acides et neutres est utile (colonne, 45 x 0.5 cm I.D.; 
r&sine chromobeads Technicon C,; 43”). Les produits etudies, dissous en milieu 
chlorhydrique de pH 1 B la concentration de 2.5 mM en presence d’un standard 
inteme de norleucine, sont deposes (20 ~1) sur le godet analytique; l’tlution (0.45 ml/ 
min) est effectuee par l’action successive de tampons citrate de lithium de pH &ales 
de 2.68 2 4.15. La detection met en oeuvre une solution de ninhydrine dans le methyl- 
cellosolve, en presence d’adtate de sodium et de sulfate d’hydrazine (20 min B 95”; 
lecture B 570 run, avec integration utilisant l’appareil Infotronics). 

Electrophort?se sur papier 
La separation Clectrophoretique met en oeuvre Ie papier Whatman 3 MM, Q 

deux valeurs differentes de pH; on utilise une technique en toit avec evaporation du 
type de celle de Macheboenf et all3 (3 V/cm; 14 h); la revelation est effectuee avec 
une solution a&tonique de ninhydrine & 0.5 %, g laquelle on ajoute loo/, de pyridine 
lorsque le tampon d’Clectropho&e est acide. 

RJ%JLTATS ET DISCUSSION 

Les resultats relatifs & la separation chromatographique sur papier sont 
group& dans le Tableau I. Le systeme VII permet une bonne differentiation des 
series carboxylique, phosphonique et sulfonique et ceci aussi bien au niveau des 
aminoacides libres, des glycylaminoacides et des &alanylaminoacides. On peut re- 
marquer que les composes phosphoniques migrent moins rapidement que leurs ana- 
logues carboxyliques. malgre la presence de pyridine dans le milieu: en effet, avec 
une autre phase solvante renfermact de la pyridine, milieu plus propice a la for- 
mation de skls de pyridinium (systeme VI), le ralentissement des acides phosphoniques 
par rapport aux acides carboxyliques est mains net ou meme inexistant”. Si l’on ne 
recherche que la separation des deux series carboxylique et phosphonique, les 
systimes HIa, IV et V peuvent conveuir; le systeme V permet en outre, dans ces deux 
memes scrips, une bonne s&paration de Gly par rapport B /I-Ala et de AMPh par 
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TABLEAU I 

VALEURS- DES RF DE DIFJ%RENTS DIPEPTIDES, DE LEURS ANALOGUFS PHOS- 
PHONIQU- ET DES ACIDES AMINI% CORRESPONDANTS EN CHROMATOGRAPHIE 
SUR PAPIER 
Phases soIvantes: (I) mCthanol-eau (6:4): (II) ethanol-n-butanol-eau (2:2:1); (III) n-butanol-acide 
adtique-eau (12:3:5): (IV) ferk-butauol-acide formiqu+eau (14:3:3); (V) phenol ammoniacaP’; 
(VI) acide adtique-pyridine-eau (7:10:3); (VII) n-butanol-pyridine-eau (1 :l :l>. La phase solvante 
III a tti utiliske avec deux supports: papier non trait6 (IlIa) ou papier pr&lablement impr&nC dune 
solution aqueuse da&ate de sodium B 0.8 % (1IIb). 

Cornpos~ 

Acides amin& 

Glycine 0.58 0.26 0.23 
j%Aianine 0.75 0.18 0.35 
AMPh 0.62 0.24 0.16 

2-AEPh 0.63 0.07 0.15 
Taurine 0.70 0.34 0.19 

Glycyl-peprides 
Gly-G ly 0.62 0.18 0.26 
Gly-F-Ala 0.67 0.27 0.34 

Gly-AMPh 0.56 0.11 0.11 
Gly-2AEPh 0.65 0.08 0.12 
Gly-Tau 0.74 0.33 0.11 

&A/a@peprides 
p-Ala-Giy 0 72 011 0 29 
&AJa-B-AIa 0.75 0.14 0.37 
j?-Ala-AMPh 0.73 0.06 0.13 
&Ala-Z-AEPh 0.77 0.07 0.13 

0.15 0.43 0.43 0.37 0.23 
0.28 0.50 0.65 0.54 0.26 
0.13 0.22 0.14 0 39 0.12 

0.11 0.26 0.31 0.39 0.13 
0.13 0.24 0.41 0.34 0.35 

0.16 0.32 0.59 0.36 0.22 
0.31 0.39 0.73 0.58 0.25 
0.06 0.15 0.27 03 1 0.09 
0.07 0.22 0.35 0.31 0.12 
0.09 0 16 052 0 23 031 

020 0.40 0.69 0.39 0.23 
0.36 0.47 0.82 0.59 0.25 
0.08 0.21 0.41 0.34 0.13 
0.09 0.26 0.51 0.37 0.16 

rapport Ir 2-AEPh, ainsi que des dipeptides correspondants. Le systeme VI ne con- 

duit qu’5 de mauvaises separations, mais cependant individualise bien la /Manine et 
Ies peptides renfermant la #?-alanine en position C-terminale. Le syst&me II permet 
enfm une bonne differentiation des acides ami& phosphoniques et de la taurine 
ainsi que des glycylpeptides correspondants. 

En chromatographie sur papier, la mobilite d’un dipeptide X-Y apparait dune 
man&e g&&ale voisine de celle de l’aminoacide Y (comparaison de Gly, B-Ala, 
Gly-p-Ala et B-Ala-Gly); la difference de comportement chromatographique par 
rapport B Y libre peut etre Ia resultante de denx effets opposes : l’acylation du groupe- 
ment amine de Y tend li &duke la mobilid, surtout lorsqu’on met en oeuvre une 
phase solvante acide, tandis que i’allongement de la chatie de X s’accompagne d’un 
accroissement du RF 

Les essais effect& en chromat0graphi.e en couche mince sont inclus dans le 
Tableau II. Les deux supports utilises, gel de silice et cellnlose, condnisent a des 
r&ultats tres voisins Iorsqu’on utilise Ies phases solvantes III et VIII. Les deplacements 
obsezT& sur cellulose sont habituellement plus importants qu’avcc le gel de silice 
(phases solvantes IX et surtout V et XI), support qui conduit 5 une tres forte adsorp- 
tion des derives phosphoniques; la siparation des deux .sCries carboxylique et phos- 
phonique est r&.lisCe avec Ia plupart des systemes, tant au niveau des acides aminks 
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TABLEAU II 

VALEURS DES & DE DIFFI?RENTS DIPEPTIDES, DE LEURS ANALOGUES PHOS- 
PHONIQUES ET DES ACIDES AMINeS CORRESPONDANTS EN CHROMATOGRAPHIE - 
SUR COUCHE MINCE 
Phases solvantes: (III) n-butanol-acide aktique-zau (12:3:5); (V) phenol ammoniacal: (VIII) 
chloroforme-mtthanol-ammoniaque B 17% (2:2:1); (IX) rerr_-butarm!-acktone-eau (12:2:5); (X) 
pyridine+oxanne-ammoniaque (ri = O.SS)-eau (35 :35 : 15 : 15) ; (XI) phenol-acide formique B 15 % 
(85:lS). 

ComposP Gel de silice Celhlose 

111 v VIII IX XI III v VIII IX x XI 

Glycine 
@-AIanine 
AMPh 
2-AEPh 
Taurine 

Gly-Gly 
G ly-@-Ala 
Gly-AMPh 
Gly-2-AEPh 
Gly-Tau 

&Ala-Gly 
&Ala-/l-Ala 
&-Ala-AMPh 
p-Ala-2-AEPh 

IAl0 1.00 1x0 1.00 1 .a0 i .a0 
1.33 1.51 0s @-SO 1.24 1.39 

0.55 0.19 0.10 O-CO 0.38 0.60 
0.48 0.27 0.13 o-co 0.35 0.68 
1.00 1.06 1.10 1.23 0.89 0.85 

0.73 0.81 1.15 0.47 1 .a0 0.84 
1.10 1.07 1.27 0.52 1.14 1.48 
0.42 0.16 0.27 0x0 0.21 0.32 
0.50 0.16 0.35 0x0 0.26 0.31 
0.55 0.81 1.25 1.10 0.58 0.48 

0.80 1.12 0.95 0.63 1.1s 1.04 
1.46 1.19 1.09 0.72 1.28 1.53 
0.53 0.25 0.17 0.09 0.21 0.53 
0.46 0.34 0.24 0.1s 0.30 0.63 

1 .a0 1 .co l-CO 1 .co 1 x0 
1.95 1.05 1.10 1.C6 1.70 

0.38 0.145 0.60 0.08 1.07 
0.89 0.13 0.69 0.09 1.47 
0.85 1.15 1.58 1.50 1.08 

1.19 0.90 0.45 1.17 1.31 
2.07 1.10 0.75 1.33 1.70 
0.67 0.28 0.40 0.11 1.07 
1.03 0.32 0.20 0.14 1.54 
1.02 1.20 0.96 2.03 1.06 

1.93 0.95 0.72 1.20 1.78 
2.62 1.13 0.97 1.40 1.93 
1.03 0.33 0.67 0.20 1.67 
1.53 a.33 0.42 0.15 1.58 

libres qu’g celui des dipeptides; les deux acides amin& phosphoniques et les peptides 
correspondants se diBi5rencient peu les uns des autres, sauf toutefois lorsqu’une phase 
solvante renfermant du phenol (V ou VI) migre sur un support cellulosique. La 
migration rapid; de la /3-alanine libre, et des deux dipeptides 5 /?-alanine C-terminale, 
dej& not&z en chromatographie sur papier, apparait particulikrement nette en chro- 
matographie sur couche mince de cellulose avec la phase solvante V; comme en chro- 
matographie sur papier, la migration du dipeptide X-Y reflbte le plus souvent le 
comportement de Y. 

En chromatographie sur papier ou s” couches minces, les dipeptides B glycine 
N-term&ale, aprk pnlvkrisation de ninhydrine, conduisent & des taches jaune la 
coloration mauve classique n’apparaissant qu’ultkieurement. 

La chromatographie sur colonne kchangeuse d’ions (Fig. 1) permet une ex- 
cellente separation des acides aminks libres, puisque l’on observe les temps d’klution 
suivants (min): 10, taurine; 14, AMPh; 22, 2-AEPh; 95, Gly; 183, /?-Ala; le timoin 
de norleucine est kluC dans les mcmes conditions Q la 165e min. On observe de meme 
une bonne diiikenciation des dipeptides 5 glycine N-terminale (11, Gly-Tau; 22, 
Gly-AMPh; 49, Gly-2-AEPh; 149, Gly-Gly; 180, Gly$-Ala) ainsi que des peptides 
B @&nine N-terminale (19, /?-Ala-AMPh; 52, &Ala-2-AEPh; 150, &Ala-Gly; 21Oj 
/I-Ala-&Ala)_ On notera toutefois que ce programme ne permet pas la separation de 
la taurine de et que la ciliatine le 
Gly-AMPh. La vitesse d’elution est conditionnee, pour les dipeptides CtudiCs, par le 
aact&e acide de l’aminoacide.C-terminal: aussi les temps d’Clution de Gly-Gly et 



p-Ala-2-AEPh 

Gly-2-AEPh 

-_ AC 

90 100 110 120 730 140 150 160 ,;, 170 

Fig. 1. Chromatogramme de diiErents dipeptides, de Ieurs analogues phosphoniqties et des acides 
amin& correspondants. 

TABLEAU III 

MIGRATION DE DIFHRENTS DIPEPTIDES, DE LEURS ANALOGUES PHOSPHONIQUES 
ET DES ACID% AMINBS CORRESPONDANTS EN GLECTR~PHORBE OUR PAPER 
Solutions bmpc& utiliskes: (TX) acide acbtique-acide formique-eau (78:25:897), pH 1.85; (Ta 
pyridineacide a&tique+au (6:20:974), pH 3.9; (Ta) pyridine-acide atitique-eau (100:4:900), pH 
6X DCpBtr 5~1 d’une solution 100 mMeffectue 2 20 cm du bord du papier. La migration, exprim6e 
en miilim&res, est affects du signe f ou du signe -, selon qu’elle s’effectue en direction de l’anode 
ou de la cathode. 

Cornpos6 PK; PI Tampon 

T, T2 T3 - 
Glycine 2.34 5.97 f185mm -i- 49mm - 24mm 
&Alanine 3.60 6.90 i238 f 9s - 24 
AMPh 1.85 3.60 f 42 i- 36 -108 
2-AEPh 2.45 4.72 i 57 t 41 -60 
Taurine 1.50 5.12 i- 42 f 45 - 28 
Giy-Giy . 3,12 i-65 i 195 + 65 - 28 
Gly-&Ala +192 ;114 - 22 
Gly-AMPh 2.40 4.25 i 64 i 44-’ - 54 
Gly-2-AEPki i 74 -!-a- - 32 
Gly-Ta u i 34 +40 - 21 
p-AIa:Gly +igg f66 -22 
/L&-/?-Ala -k183 +113 - 20 
P-Ala-AMPh f 49 + 39 - .50 
&Ala-2-AEPh i-76 + 47 -_31 
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de /?-Ala-Gly sont-ils t&s voisins, comme ceux des couples Gly-B-Ala et J?-Ala-/I-Ala, 
Gly-AMPh et ,&Ala-AMPh, ou enfin Gly-2-AEPh et P-Ala-2-AEPh. 

En elect rophorese sur papier (Tableau III), le tampon T1 permet une migra- 
tion particulierement rapide des deux acides amint% carboxyliques (glycine et /I- 
alanine) aussi bien libres que sous la forme de dipeptides. Cette constatation s’ap 
plique igalement au tampon T,, mais les diIl&ences de migration observkes sent plus 
faibles tandis que la p-alanine libre ou engagee dans un dipeptide en position C- 
terminale, s’individualise nettement. Le tampon T, de pH 6.5 differencie bien 1’AMPh 
libre ou engage dans un dipeptide. 

De nos essais electrophoretiques se digage une corrklation assez satisfaisante, 
mais non absolue, entre les valeurs des migrations et I’Ctat d’ionisation1’*16. 
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