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LE M E T A B O L I S M E  DU F R U C T O S E - l - P H O S P H A T E  DANS L E  

par  

H. G. HERS* ET T. KUSAKA** 

Laboratoire de Chimie Physiologique, Universit~ de Louvain (Belgique) 

F O I E  

Plusieurs auteurs ont d6montr6 r6cemment l'existence dans le foie d'une fructo- 
kinase qui phosphoryle le fructose en fructose-i-phosphate 1-4. Le m6tabolisme ult6rieur 
de cet ester a 6t6 6tudi6 par CORI, OCHOA, SLEIN ET CORI 5 qui ont identifi6 dans le foie 
de rat un syst~me enzymatique capable d'effectuer sa transformation en glucose-6- 
phosphate, Le magn6sium est indispensable ~t cette r6action que les auteurs supposent 
8tre due aux actions successives d'une "phosphofructomutase" et de la phosphohexo- 
isombrase, selon la s~quence F IP  - ~  F6P - ~  G6P***. Leurs r~sultats ne leur permettent 
pas d'exclure le glucose-I-phosphate comme interm6diaire. 

Les recherches d6crites dans le pr6sent m6moire ont 6t6 entreprises .clans le but de 
pr6ciser le m6canisme de la r6action d6couverte par CORI et coll. 5. Nos r6sultats con- 
duisent ~ rejeter l 'une et l 'autre des interpr6tations propos6es par ces auteurs, le seul 
m~canisme qui ait pu 8tre mis en 6vidence, tant dans des homog6nats totaux de tissu 
h~patique que dans des extraits purifi6s, 6rant la scission aldolasique du FIP,  suivie 
de la recombinaison des compos6s en C 3 form6s, selon le sch6ma: 

Fructose Glucose-6-P 

(Phosphohexo-isom~rase) l l  

(Fructokinase) + ATP Fructose-6-P + P 

( Hexose-diphosphatase ) I Mg+2 

Fructose-I-P Fructose-i-6-di-P 

A__ "~ F 2,_ . 

+ P-Dioxyac6tone ~ P-Glyc6rald6hyde / -  

( Phospholriose-isom~rase ) ¢ 

-}- ATP l 

( Trioki nase ) 

( 

Glyc6rald6hyde 

1 
* Chercheur qualifi6 du FNRS. 

** Boursier de I'AUCAM. Adresse actuelle: Ins t i tu t  de Biochimie, Universit6 d 'Okayama,  Japon. 
***Nous utilisons les abr6viations suivantes:  F: Fructose; F I P :  Fructose-I-phosphate;  F6P:  

Fructose-6-phosphate; FDP:  Fructose-diphosphate;  G: Glucose; G6P: Glucose-6-phosphate; GA: 
D-Glyc6rald6hyde ; ATP : Ad6nosine-triphosphate. 
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Ces r6sultats ont fait l 'objet de plusieurs notes pr61iminaires 6-s et le sch6ma proposd 
a d6j~ 6t6 confirm~ par LEUTHARDT,  TESTA ET WOLF 9. D'apr~s ces auteurs cependant, 
deux aldolases diff6rentes agiraient sur le F I P  et sur le FDP. Nos r6sultats n 'appor tent  
aucune preuve en faveur de cette conception, du moins en ce qui concerne le tissu 
h6patique. 

TECHNIQUES EXPERIMENTALES 

Qua t r e  t ypes  de prdparations hdpatiques on t  servi a u x  exp6riences d6cri tes:  I. l'homogdnat 
complet, pr6par6 en b r o y a n t  le foie perfus6 de rat ,  de lapin ou de cobaye,  au  t ube  de POTTER- 
ELVEHJEM TM, dans  trois  vo l umes  de KC1 o.15 M ;  2. l'extrait p H  5, ob tenu  a u x  d6pens  du prdc6dent  
apr6s  61imination des 616merits par t icu la i res  pa r  agg lu t ina t ion  /~ p H  5 (HC1) et  cen t r i fuga t ion ;  
3. l'extrait centri/ugd, cons t i tu6  pa r  l ' h o m o g 6 n a t  d6barrass6 des  616ments par t icu la i res  pa r  une  cen-  
t r i fuga t ion  de 3 ° m i n u t e s  ~. ioo,ooo g; 4. l a / r ac t i on  45-55,  recueillie en t re  45 et  55 % de s a tu r a t i on  
en su l fa te  a m m o n i q u e ,  en s u i v a n t  e x a c t e m e n t  les indica t ions  donn6es  pa r  CoRI et coil). Tou te s  les 
m a n i p u l a t i o n s  son t  fa i tes  A o °. 

L'aldolase a 6t6 pr6par6e A par t i r  de muscle  de lapin  et cristallis6e une  fois apr6s deux  f rac t ionne-  
m e n t s  ~ l ' ac6tone  et  au  sul fa te  a m m o n i q u e ,  selon TAYLOR, GREEN ET COR111. La  t echn ique  de 
GOMORI TM a servi  5~ isoler l'hexose-diphosphatase du foie de lapin.  

Pou r  la p r6para t ion  des m61anges t ampons ,  nous  avons  utilis6 le cacodyla te  13, l ' imidazole  et 
le t r i s ( h y d r o x y m 6 t h y l ) - a m i n o m 6 t h a n e  (TRIS) 14, a jus t6s  au  p H  d6sir6 ~ l 'a ide d'HC1. 

Les  m6 thodes  de p r6para t ion  des subs t r a t s ,  ainsi  que  les t echn iques  ana ly t i ques  que  nous  
ut i l i sons  on t  fai t  l ' ob je t  d ' u n e  pub l ica t ion  pr6c6dente  (HERS, BEAUFAYS ET DE DUVE15). Lo r sque  
tou tes  les d6 t e rmina t ions  n6cessaires  ~ l ' 6 t ab l i s sement  d ' u n  bi lan  comple t  n ' o n t  pas  6t6 effectu6es, 
nous  d6s ignons  les r6su l t a t s  des  dosages  pa r  des t e rmes  part icul iers ,  tels  que  /ructose total, /ructose 
acidolabile, etc., don t  la significat ion a d6j~ 6t6 discut4e is. Nous  uti l isons,  en outre,  les t e rmes  s u i v a n t s :  

[ructose estdrifid: diff6rence en t re  le f ructose  to ta l  et  le f ructose libre (F t - -  Fl). 
P acido-stable: diff6rence en t re  le phosphore  to ta l  et  la s o m m e  du phosphore  acido-labile et  du 

phosphore  inorgan ique  (Pt - -  P~5 - -  Pi). 

RESULTATS 

Non-intervention d' une phospho/ructomutase 

Au cours d'une premi6re s6rie d'exp6riences nous avons retrouv6 les faits fondamen- 
taux d6crits par CORI et coll. 5. Le Tableau I montre qu'en pr6sence de magn6sium, des 
extraits de foie de rat  font disparaitre le F I P  enzymatique ou synthdtique, avec for- 
mation de quantit6s variables de sucres r6dUcteurs, de fructose, de P inorganique et 
de P acido-stable. Ce dernier ph6nom4ne est surtout net lorsqu'on utilise des extraits 
pH 5 qui sont beaucoup moins riches en phosphatases que les homogdnats complets (de 
DUVE,  BERTHET, HERS ET DUPRET16). Dans l'exp6rience n ° 4, le G6P repr6sente 65% 
du P acido-stable, ce qui correspond d'une mani6re satisfaisante /t l'6quilibre de l'iso- 
m6rase. 

Confirmant 6galement les observations de CORIet coll. 5 nous avons constat6 que 
le magn6sium est indispensable ~ la formation de G6P. En l'absence de cet ion, il ne 
disparait qu'une petite quantit6 de F I P  et il n 'y  a pas de P inorganique form6 (Ta- 
bleau II).  

La derni6re exp6rience ~lu Tableau I I  montre cependant que l ' intervention d'une 
phosphofructomutase activ6e par le magn6sium ne rend pas compte des faits observ6s. 
On voit en effet que l 'extrait  utilis6 est d6pourvu de toute activit6 hydrolytique vis-a-vis 
du G6P et du F6P maintenus en 6quilibre par la phosphohexo-isomfrase, ce qui concorde 
d'ailleurs avec l 'absence de glucose-6-phosphatase dans les extraits pH 516. I1 n'est donc 
pas 16gitime d 'at t r ibuer  la formation de P inorganique et de sucres r6ducteurs ~ l 'hy- 
drolyse des hexoses-6-phosphates form6s aux d6pens du FIP.  
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T A B L E A U  [ 

UTILISATION DU F I P  PAR DES EXTRAITS DE FOIE 

0. 5 ml  & e n z y m e  (foie de  ra t ) ,  i ncub6  p e n d a n t  3 ° m i n u t e s  ~ 37 o en p r 6 s e n c e  de F I P  e t  de  lO/AM de MgCle 
V o l u m e  t o t a l  0 .9  ml .  

Substrat A Fructose zJ P. A P A Sucres Zl Fructose A G6P 
Prdparation pH FIP  * estdrifid inorg, acido-stable rdducteurs fibre 
enzymatique / tM ~AM F /AM IIM libres [zM F [AM 

# M  G 

I .  H o m o g 6 n a t  7 5.0 (E) -- 3-5 + 3.04 + 0.23 + 3.00** ~- 0 .50 -- 

c o m p l e t  

2. H o n l o g 6 n a t  9 5.0 (E) - - 4 - 5 1  + 3 .68 + 0.87 q- 3.5** t- o.61 - -  
e o n l p l e t  

3- E x t r a i t  7 6.5 (E) --- 2.00 -~ I . IO _t_ I . lO  + I.O6 4- 0.25 
p H  5 

4. E x t r a i t  8 i 2 . o  (S) - -  4 .6"**  + 2.92 + 2.16 + 2.63 / o.63 + 1.4o 
p H  5 

* (E) = F I P  p r 6 p a r 6  p a r  vo ie  e n z y m a t i q u e ;  (S) = F I P  s y n t h 6 t i q u e .  
** F i x 6 s  en  a j o u t a n t  d ' a b o r d  Ba (OH)o ,  p u i s  ZnSOa ;  d e s t r u c t i o n  p a r t i e l l e  de  la  g l y c 6 r a l d 6 h y d e  is. 

* * * F r u c t o s e  a c i d o - l a b i l e .  

T A B L E A . U  I I  

I N F L U E N C E  D U  M A G N E S I U M  

o. 5 n i l  d 'ex t ra i t  p H  5 (foie de  r a t )  d i a lys6 ,  i n c u b 6  A p H  8 p e n d a n t  3 o m i n u t e s  ~ 37% V o l m n e  t o t a l  o. 9 ml  

Pripar. Substrat MgCl~ A Fructose A P A P A Sucres A Fructose A G6P rdducteurs libre ~ M  total inorg, acido-stable libres [AM F 
n° z°tzM ]~M F ]~M ~AM ~M G 

I F I P  (E) - -  - -  0 .58 o o - -  
6. 5 tt21f + - - -  1.80 @ I .OO ~ O.!i 3 - -  -- -- 

F I P  (S) - -  - -  1.o8 o + o . I  -v 0-46 o o 
1 2 . o / t M  + - - 3 . 2 8  + 2.65 + 1.7o ~ 2.1 _1_ 0.37 + 1-35 

2 

G 6 P  
5.0 !tf~l q- + 1.2.5 o - -  o o 

T A B L E A U  I I I  

I R R ~ V E R S I B I L I T I ~  D E  L A  T R A N S F O R M A T I O N  D U  F I P  E N  G 6 P  

Prdparation Conditions A Fructose Z] P A Fructose 
enzymatique expdrimentales Substrat acido-labile acido-slable total 

~AM F ~AM ~AM F 

E x t r a i t  c e n t r i f u g 6  T a m p o n  i m i d a z o l e  F I P  (S) 
(foie de  cobaye )  p H  7.2 i i  /AM - - 3 - 4  + i . i  - -  
0.5 m l  i o / t M  de  MgC12 

3 ° m i n  A 37 ° G 6 P  
vol .  t o t .  0. 9 m l  i o / A M  + 0.05 -- + 2.8 

F I P  (S) 
I I  /AM - - 3 . 5 5  + 1.15 - -  

G 6 P  
i i  /AM o - - 0 . 6  + 2.85 

F r a c t i o n  45155 T a m p o n  T R I S  
(foie de  r a t )  p H  8 
14 m g  de  p r o t 6 i n e s  i o / z M  de  MgC12 

60 m i n  ~. 3 °0 
vol .  t o t .  1.5 m l  
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D'autre part, nous avons constat6 ~t plusieurs reprises que les extraits actifs ne 
forment pas de F IP  aux d6pens de G6P ou de F6P (Tableau III). D'apr+s MEYERHOV 
ET GREEN 17 cependant l'6quilibre d'une r6action phosphofructomutasique devrait 6tre 
en faveur du F I P  et correspondre ~ un rapport F IP /F6P  = 2.35. L'irr6versibilit6 des 
phdnomOnes observ6s plaide 6galement contre l 'intervention d'unephosphofructomutase. 

Intervention de l'aldolase et de l'hexose-diphosphatase 

Comme le montrent les Tableaux I et II,  les extraits activ6s par le Mg +2 produisent 
toujours de petites quantit6s de fructose libre, probablement par hydrolyse directe du 
FIP ,  ainsi que des quantit6s beaucoup plus importantes de sucres r6ducteurs. Vu 
l'absence de glucose-6-phosphatase dans les extraits pH 5, il dtait peu vraisemblable que 
cet exc~s de sucres r6ducteurs ffit du glucose. Aussi avons nous recherch6 la pr6sence 
de trioses, par la m6thode d6crite dans la publication pr6c6dentO 5. Pour avoir un bilan 
complet, nous avons suivi simultan6ment la disparition de D-glyc~rald6hyde incub6e en 
pr6sence de la pr6paration enzymatique. Les r6sultats de deux exp6riences de ce type 
figurent au Tableau IV et montrent que le sucre r6ducteur autre que le fructose qui se 
forme aux d6pens du F I P  est un triose, vraisemblablement la D-glyc6rald6hyde, et qu'il 
apparalt ~ peu pros une mole de triose par mole de F IP  disparu autrement que par 
hydrolyse directe. 

T A B L E A U  IV 

FORMATION DE GLYCt~RALDI~HY'D]~ AU COURS DE L'UTILISATION DU IFIP 

O. 5 ml  d ' e n z y m e  incub6 p e n d a n t  3 ° m inu t e s  ~ 37 ° en prdsence de I i / ~ M  de F I P  e t  de so /~M 
de MgC12. Un tdmoin  est  incubd avec  io  # M  de GA et i o / ~ M  de MgC12. Volume t o t a l  0. 9 mI. 

Exp .  n ° I. Homogdnat complet de foie de rat ,  t a m p o n  T R I S  p H  8. 
Exp .  n ° 2. Extrait centri]ugd de foie de cobaye,  t a m p o n  imidazole  p H  7.2. 

Expdr. A Fructose A Fructose Diffdrence A GA z] GA 
no acido-labilellM F ]AMlibreF [AM F ]gM tdmoinl~M 

I - -  6.66 + I .o 4 - -  5.62 + 5-7 o 
2 - - 3 . 4  + 0.85 - - 2 . 5 5  + 1.81 - - 0 . 4 4  

Ces r6sultats peuvent s'expliquer par une scission aldolasique du F I P  en glyc6r- 
ald6hyde et phosphodioxyac6tone. MEYERHOF, LOHMANN ET SCHUSTER 18 ont en effet 
synth6tis6 du F I P  au moyen de zymohexase en partant de FDP et de D-glyc6rald6hyde, 
mais consid6raient cette r6action comme irr6versible. 

Les r6sultats qui figurent aux Tableaux V et VI indiquent cependant que le F I P  
est attaqu6 par l'aldolase musculaire purifi6e et par l 'enzyme pr6sent dans les extraits 
h6patiques qui ont servi ~ nos exp6riences. En l'absence d'addition, la r~action est peu 
importante mais cependant d6celable. Elle devient tr~s nette lorsqu'on ajoute au sys- 
t~me du sulfate d'hydrazine, qui complexe les produits de la r6action. La cyst6ine a un 
effet analogue, mais les trioses-phosphates ne sont plus dos6s quantitativement en 
pr6sence de ce corps, probablement parce que les mercaptals iorm6s sont plus r~sistants 

l 'hydrolyse alcaline. Le cyanure ne peut 6tre utilis6 car il s'additionne ~galement 
au FIP.  

Dans le syst~me que nous 6tudions, l 'agent qui favorise la scission aldolasique du 
F I P  (mesur6e par l 'accumulation de glyc6rald6hyde) est l'ion Mg +2 qui permet l 'hydro- 
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T A B L E A U  V 

A C T I O N  D E  L ' A L D O L A S E  M U S C U L A I R E  P U R I F I I ~ E  S U R  L E  F I P  

6 IZM de F I P  (S) incub6es g pH 8, 37 ° pendant  2o minutes  en pr6sence d'aldolase musculaire 
purifide. Volume total  o. 5 ml. 

A Fructose totat, A P alcalino-labile 
Addition JIM F JIM 

Aucune - -  0.52 + 0.46 
Sulfate d 'hydrazine 50 # M  - -  4.35 + 4 .26 
Cyst6ine 4 ° JIM --- 3.27 + 0.95 

6. 7 # M  
p H  5 dialys6 

T A B L E A U  VI  

ACTION DE L'ALDOLASE DU FOIE StIR LE F I P  

de F I P  (E) incub6es g p H  8, 37 ° pendan t  26 minutes  en pr6sence de 0.2 ml d'extrait 
de foie de rat .  Volume total :  0. 7 ml. 

Addition A Fructose total A P inorgan, z] P alcalino-labile 
JIM F pM ~M 

Aucune - -  0.36 o + 0.20 
MgC12 I O  J I M  - -  1.58 + 1.o 5 -{- 0.50 
Hydrazine  25 # M  - -  3.20 o + 3.1o 
Hydrazine  + MgC1 a - - 3 . 2 2  + o.77 + 2.40 
Cyst6ine 80 # M  - -  2.28 o + 0.59 
Cyst6ine + MgC12 - - 3 . 0 8  + 1.65 + o.13 

lyse des produits de la r6action. La phosphodioxyac&one form6e s'isom6rise en effet 
partiellement en phosphoglyc6rald6hyde, avec laquelle elle se condense en FDP. Or les 
extraits de foie contiennent une hexose-diphosphatase sp&ifique qui exige d'une 
mani~re absolue la pr6sence d'ions Mg+2; l 'hydrolyse du FDP par cette phosphatase 
d6place les diff&ents 6quilibres &ablis sous l'action de l'aldolase et de la phosphotriose- 
isom6rase et provoque une accumulation de P inorganique, d'hexoses-6-phosphates et 
de glyc6rald6hyde. On constate d'ailleurs (Tableaux I, II et VI) que les extraits forment 
toujours du P inorganique en quantit6 au moins 6quivalente ~. celle des hexoses-6-phos- 
phates produits, ce qui est conforme k l'hypoth~se que ces derniers prennent naissance 
par hydrolyse du FDP. On sait, d'autre part, que l'hexose-diphosphatase d6tache 
uniquement le phosphate fix6 au carbone I du fructose-diphosphatO 2,19,9,15. 

Le sch6ma que nous proposons fait intervenir deux actions aldolasiques. On peut 
se demander si celles-ci sont dues ~ u n  ferment unique ou ~ deux enzymes diff6rents. 
D'apr~s LEUTHARDT et coll2 et CORI s°, l'aldolase musculaire cristallis6e, d'un haut degr6 
de puret6, n 'at taque pas le FIP.  LEUTHARDT et coll2 concluent ~t l'existence dans le foie 
d'un second enzyme pour lequel ils proposent le nom de I-phosphofructoaldolase, par 
opposition h la i-6-diphosphofructoaldolase pr6sente notamment dans le muscle. 

Les recherches effectu6es par Pun de nous, en collaboration avec JACQUES s, tout en 
confirmant l'existence de diff6rences consid6rables entre les aldolases du muscle et du 
foie, conduisent ~ une interpr&ation 16g~rement diff6rente. Comme l'indique le Tableau 
V, les p%parations d'aldolase musculaire moins compl&ement purifi6es sont parfaite- 
ment capables de scinder le FIP.  Ce fait, compar6 aux donn6es de LEUTHARDT et coll2 
et de CORI 2° cit4es plus haut, pose le probl~me de la dualit~ des aldolases musculaires. 
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Quant ~ l'activit6 aldolasique du 
foie, il est peu probable qu'elle fasse 
intervenir deux ferments. En effet, ~5 
nous avons observ6 qu'k saturation 
de substrats, une pr6paration par- 
tiellement purifi6e de foie de lapin 
scinde le F I P  et le FDP exactement 

la m~me vitesse, mais poss6de 10 
des constantes de Micha61is tr6s 
diff6rentes pour ces deux substrats. 
Ces r6sultats, qui sont repr6sent6s 
la Fig. I, ont 6t6 reproduits sur un i 
extrait centri/ugf de foie de rat, de 5 
sorte que la coYncidence observ6e ne 
parait  pas ~tre l'effet du hasard, mais 
plaide plut6t en faveur de l'existence 
d'un enzyme h6patique unique. 
Seule une purification plus rigoureu- 
se permet t ra  de trancher la question, 
mais il nous parait  qu'au stade actuel 
de nos connaissances, le terme de I-  
phosphofructoaldolase est difficile- 
ment applicable h un enzyme, qui, 
d'apr6s nos r6sultats, pourrait  avoir 
plus d'affinit6 pour le FDP que pour 
le FIP .  

L'interpr6tation propos6e dans 

Q ,_--.o- - - - - - - - - - - - - ' ' - - ' - ' ' - - ' - ' ~ - "  
_ _ . - . - - - c ~  FOP 

230 ,~o 6~o obo 
I [-~ en (M/I)-I 

Fig .  I .  C i n 6 t i q u e  de  l a  r 6 a c t i o n  a l d o l a s i q u e .  L ' e n z y m e  
u t i l i s6  e s t  u n  extrait p H  5 de  foie  de  l ap in ,  f r a c t i o n n 6  
e n t r e  5 ° e t  6o % de  s a t u r a t i o n  en  s u l f a t e  a m m o n i q u e  
e t  d i a ly s6 .  L a  v i t e s s e  de  la  r 6 a c t i o n  e s t  m e s u r 6 e  p a r  la  
m 6 t h o d e  de  SIBLEY ET LEHNINGER 21 e t  e s t  e x p r i m 6 e  
en  /~M de  s u b s t r a t  u t i l i s6  en  i o  m i n u t e s .  L e s  v a l e u r s  
t r o u v 6 e s  p o u r  les  c o n s t a n t e s  de  MICHAI~LIS s o n t  de  
2 . 2 4 . 1 o  -4 m o l e s . | i t r e  -1 p o u r  le F D P  e t  1 . 84 .1o  -2 

m o l e s ,  l i t r e  -x p o u r  le F I P .  

ce travail rencontre une seconde objection dans les donn6es de GOMORI TM, qui semblent 
indiquer que l 'hexose-diphosphatase du foie est inactive au pH auquel nous travaillons. 
Les essais d6crits au Tableau VII,  en m~me temps qu'ils d6montrent la pr6sence 
d'hexose-diphosphatase dans nos pr6parations, indiquent que l 'opt imum de pH tr6s 
alcalin d6crit par GOMORI TM n'est caract6ristique que de l 'enzyme purifi6 selon la m6thode 
de cet auteur et ayant  subi notamment  une incubation de 6 heures ~t 37 ° et ~t pH 3.4. 

T A B L E A U  V I I  

INFLUENCE DU p H  StIR L'ACTIVIT]~ DE L'HEXOSE-DIPHOSPHATASE 

0.2 m l  d ' e n z y m e  i n c u b 4  d u r a n t  2o m i n u t e s  ~, 37 °, en  p r 6 s e n c e  de  F D P  o . o i  M e t  de  t a m p o n  
TRIS o.i M. 

[zM de P libdrd 
Prdpara~ion enzymatique 

pH 7 pH 8 pH 9 pH 9.5 

H e x o s e  d i p h o s p h a t a s e  
pur i f i4e  q- MgC12 0.02 M 

E x t r a i t  p H  5 + MgClz  
(foie de  l ap in )  - -  MgCI~ 

E x t r a i t  pFI  5 + MgCla 
(foie de  r a t )  - -  MgCI 2 

o 0.58 2.53 3 . I  

3.94 4.o5 3.56 - -  
o o 0.32 - -  

1.68 3 . I  2. 7 - -  
0 .06 0.03 0.06 - -  
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Le ferment pr6sent dans nos extraits est tr6s actif ~ pH 7 et y pr~sente ~galement une 
d6pendance absolue vis-A-vis du Mg+2. Tout comme 1'enzyme de GOMORI, il est sp~cifique 
de la fonction phosphate fix6e au carbone I du FDP car il donne naissance ~ du F6P 
(dos6 spectrophotom6triquement au moyen de zwischen/erment et d'isomfrase) en quan- 
tit~ ~quivalente au P lib~r~. 

Bilans 

Dans deux exp6riences effectu6es ~ l'aide d 'extraits  difffrents pr6parfs aux dfpens 
de foie de rat en suivant exactement la technique de CORI et coll. 5 ([raction 45-55), nous 
avons dos6 tous les composants qui figurent dans le sch6ma que nous proposons au d6but 
de cet article pour expliquer la conversion du F I P  en hexoses-6-phosphates; soit le 
fructose-l-phosphate, la glyc6rald6hyde, les trioses-phosphates, le fructose-diphosphate, 
le fructose-6-phosphate, le glucose-6-phosphate et le phosphate inorganique. Nous avons 
6galement dos6 le fructose libre et le glucose libre. Ce dernier fitait nul. Les r6sultats 
de ces bilans sont r6sumfs au Tableau VII I .  

Dans la deuxi~me exp6rience, le syst~me contenait initialement 12.7 micromoles 
de F I P  et o.55 micromoles de phosphate inorganique. L'analyse de sa composition finale 
a 6t6 d6crite en d6tail dans une publication prfcfdente (Tableau I I I  de HERS et colL15). 
Dans la premiere exp~rience, les analyses ont 6t6 effectu6es de la mSme mani6re, mais 
sans v6rification an zwischen/erment. 

TABLEAU VIII 
BILANS COMPLETS DES MI~TABOLITES FORMI~S AUX D~PENS DU FIP 

I I  e t  12. 7 /~M de F I P  syn th ,  sont  incub6es I heure  ~ 3 °0 en pr6sence de IO # M  de MgC12, 
i o o / x M  de t a m p o n  T R I S  et  15 mg de prot6 ines  ( l rac t ion  45-55)- Volume t o t a l  1. 5 ml. Les deux  
exp6riences on t  6t6 r6alis6es avec  des p r6para t ions  e n z y m a t i q u e s  diff6rentes. 

z ~r e expdrience 2~me exp&ience 

pt Atomes t l  Atomes I ~ Atomes pt Atomes 
[~ Moles C p kt Moles C P 

F I P  d i sparu  3.55 21.3 3-55 6.04 36.24 6.04 

Fruc tose  o.7 4.2 - -  i .o8 6.48 - -  
Glyc6ra ld6hyde  3-3 9.9 - -  4.96 i4 .88 - -  
P inorgan ique  2.16 - -  2.16 3.65 - -  3.65 
Hexoses-6-P  i . i  6.6 i .1 2.18 13.o8 2.18 
Fruc tose-d i -P  o.o6 o.36 o. i2  o o o 
Tr ioses-P o.16 0.48 o.16 0.23 0.69 0.23 

To ta l  - -  21.54 3.54 - -  35.13 6.06 

R~cup6ra t ion  : i o i  % ioo  % 97 % ioo  % 

Les donnfes obtenues ne concordent pas enti6rement avec le sch6ma propos6. 
Celui-ci exige, en effet, une 6galit6 entre le P inorganique et les hexoses-6-phosphates 
form6s, ainsi qu'entre la glyc6rald6hyde produite et le F I P  disparu. I1 ne rend pas 
compte, d 'autre part, de la production de fructose libre. Le Tableau I X  montre que 

B i b l i o g r a p h i e  p .  4 3 7 .  
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les bilans s'6quilibrent beaucoup mieux si l 'on admet qu'une pattie du F I P  disparalt 
par hydrolyse directe. Ils deviennent tr+s satisfaisants si l 'on suppose en outre un 
certain degr6 d'hydrolyse des trioses-P. Nous croyons pouvoir attr ibuer ces hydrolyses 
~ l 'hexose-diphosphatase, car elles n 'ont  pas lieu en l 'absence de Mg++ (Tableau II). 

T A B L E A U  I X  

BILANS CORRIGF'S 

Apr~s ddduclion du FzP Apr~s ddduction des 
hydrolysd Trioses-P kydrolysds 

xre expgr, 2me expdr, zre expdr. 2me expdr. 

F I P  d i s p a r a  2 .85  4 .96  2 .85  4 .96  
G l y c 6 r a l d 6 h y d e  3-3 4 -96  2 .94  4 -57 
P i n o r g a n i q u e  1.76 2-57  i .  I 2 .18  
H e x o s e s - 6 - 1  ° i . I  2 .18  I . I  2 .18  

Triokinase 

L'accumulation de glyc6rald6hyde que nous observons au cours de l 'utilisation du 
F I P  pose le probl~me de son m6tabolisme. LINDBERG 22 a montr6 que l 'addition de cette 
substance ~ des homog6nats dialys6s de rein acc61~re l'est~rification oxydative du 
phosphate. On peut donc supposer l'existence d'une phosphokinase phosphorylant la 
GA aux d6pens de I'ATP. Si cet enzyme existe, on peut pr6voir que dans des extraits 
peu purifi6s, riches en phosphotriose-isom6rase et en aldolase, la phosphoglyc6rald6hyde 
ainsi form~e sera isom6ris6e en phosphodioxyac6tone, qui r6agira aussit6t avec une 
deuxi~me mol6cule de GA pour former du FIP ,  selon le sch6ma global: 

2 GA + I ATP --~ I F I P  + I ADP 

Nous avons effectivement isol6 une pr6paration qui catalyse cette r6action, en 
t rai tant  un extrait centri/ugO de foie de cobaye par un volume de sulfate ammonique 
satur6, en pr6sence de tampon TRIS 0.05 M pH 8. Le pr6cipit6 est recueilli par  centri- 
fugation, redissous et dialys6 contre NaHCO3 5" lO-3 M. Cette fraction, incub6e ~t pH 7.2 
en pr6sence de glyc6rald6hyde, en fait disparaltre une petite partie en l 'absence d 'ATP 
et une quantit~ beaucoup plus grande en pr6sence de ce corps. Comme le montre le 
Tableau X, 77% de la GA disparue se retrouve sous la forme de F I P  et le reste sous 
la forme de trioses-phosphates. La DL-glyc6rald~hyde est attaqu6e ~ la mSme vitesse 
et la dioxyac6tone & une vitesse deux fois moindre. Dans ce dernier cas, il ne se forme 
pas de FIP ,  ce qui montre que la dioxyac6tone n'est pas isom6ris6e par la pr6paration 
(Tableau X), 

T A B L E A U  X 

EXISTENCE D'UNE TRIOKINASE 

I m l  d ' e n z y m e  d i a l y s ~  e s t  i n c u b 6  ~ 37  ° e n  p r 6 s e n c e  d e  MgC12 6 .  I o  -3  M ,  A T P  6 .  lO -3  3 I ,  i m i d a z o l e  
p H  7.2 6- lO -2  M .  V o l u m e  t o t a l  1.7 ml .  

L e s  r 6 s u l f a t s  son£  e x p r i m 6 s  e n  $,M,  p a r  d i f f 6 r e n c e  a v e c  u n  t 6 m o i n  i n c u b 6  s a n s  A T P .  

Substral ~ Trioses 

9 , u M  G A  - -  7 
5 / ~ M  D O A *  - -  3 .32 

* D O A  = d i o x y a c e t o n e  

Bib l iograph ie  p ,  437.  
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DISCUSSION 

Les r6sultats expos6s dans ce travail rendent compte enti6rement des observations 
effectu6es par d 'autres auteurs et par nous-m6mes au sujet du m6tabolisme du fructose 
par des pr~parations h6patiques in vitro. Ils montrent  que la voie sch6matis6e au d6bnt 
de cet article en est seule responsable et que l 'hypoth~se de l 'action d'une phospho- 
fructomutase ne peut pas ~tre retenue. On ne peut 6videmment exclure l ' intervention 
d'autres m6canismes in vivo, mais on doit admettre que si ces m6canismes existent, ils 
deviennent inop~rants dans des extraits. Jusqu"~ preuve du contraire, il paralt  vraisem- 
blable que la voie d6crite constitue la voie physiologique. Cette hypoth~se comporte 
plusieurs corollaires importants. 

On sait, depuis les t ravaux de CoR123 que le fructose est plus rapidement transform6 
en glycogSne h6patique que le glucose. Si, comme on l 'admet g6n~ralement, la gluco- 
kinase du foie phosphoryle le glucose en G6P, ce dernier ester peut 6tre consid6r6 comme 
le premier interm6diaire commun aux deux m6canismes, la suite des r6actions menant 
au glycog6ne 6tant la m6me dans les deux cas. Cela 6tant, on constate que pour trans- 
former le glucose en G6P il suffit d 'un seul enzyme et d'une mol6cule d'ATP, alors que 
6 6tapes enzymatiques et deux mol6cules d 'ATP sont n6cessaires pour arriver au m~me 
r6sultat & part ir  du fructose. Le fait que ce dernier est n6anmoins assimil6 plus rapide- 
ment suggSre net tement que l'activit6 de la glucokinase constitue le facteur limitant 
de la transformation du glucose en glycog~ne dans le foie. Dans le sens catabolique, au 
contraire, les trioses-phosphates constituent les premiers interm6diaires communs aux 
m~tabolismes des deux hexoses. Ces faits sont importants du point de vue de l 'action 
de l'insuline, qui semble bien agir sp6cifiquement sur l 'utilisation du glucose. 

Les observations effectufes sur le foie posent le probl~me du m6tabolisme du F I P  
au niveau du muscle, o~1 cet ester constitue 6galement le produit de phosphorylation 
du fructose (HERs2a). Comme il a 6t6 montr6 dans ce travail, le muscle est capable de 
scinder le F I P  par voie aldolasique, mais des exp6riences r6centes indiquent qu'il ne 
contient pas de triokinase. Aussi est-il probable que la I-phosphofructokinase d6crite 
par SLEIN el coll. ~ joue le r61e le plus important dans le mftabolisme musculaire du FIP .  
Ces faits feront l 'objet d'une communication ult6rieure. 
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RI~SUMI~ 

i. Le mdcanisme de la t ransformat ion  du f ruc tose- i -phosphate  en fructose-6-phosphate par  les 
extrai ts  de tissu h~patique a 5t~ 51ucid~. 

2. Le F I P  est a t taqu~ par  l'aldolase, avec formation de glycdrald6hyde et de phosphodioxy-  
ac6tone. Celle-ci est part iel lement isomdris6e en phosphoglyc6rald~hyde pa r  la phosphotr iosc-  
isom~rase et les deux t r ioses-phosphates  se condensent  en fructose-diphosphate encore une fois sous 
l'effet de l'aldolase. En  l 'absence d ' ions Mg +2, la r6action ne progresse pas plus loin et une fraction 
tr~s faible du F I P  disparait ,  car l '6quilibre des r~actions est for tement  en faveur de cet ester. 

3. En  presence de Mg +2, le fructose-diphosphate est hydrolysd par  l 'hexose-diphosphatase en 
fructose-6-phosphate et phospha te  inorganique, ce qui d~place l 'dquilibre des rdactions aldolasiques 
en faveur de la disparit ion du F IP .  
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4. Les  bi lans comple ts  m o n t r e n t  que  pa r  mole de F I P  m6tabolis6,  il se forme i mole de glyc6r- 
a ld6hyde,  ~ mole de P inorgan ique  et  ~ de F 6 P  (par t ie l lement  isom6ris6 en G6P). De pet i tes  
quan t i t 6 s  de F I P  et  de t r io ses -phospha te s  d i spara i ssen t  en out re  pa r  hydro lyse  s imple.  La  t r ans -  
fo rmat ion  directe du F I P  en F 6 P  pa r  une  p h o s p h o f r u c t o m u t a s e  ne p e u t  pas  6tre re tenue.  

5- En  pr6sence d ' A T P ,  la g lyc6ra ld6hyde est  phosphory l6e  en phosphoglyc6ra lddhyde  pa r  une  
t r iokinase.  D a n s  les p r6para t ions  i ncompl ~ t emen t  purifi~es util is~es il se forme f ina lement  du F IP ,  
pa r  condensa t ion  a ldolas ique d ' u n e  seconde mol6cule de glyc6rald6hyde a v e c l a  phosphod ioxyac~ tone  
produi te  A par t i r  de phosphoglyc6ra ld6hyde .  

6. Diverses  obse rva t ions  on t  6t6 fai tes sur  les e n z y m e s  en causc.  La  scission du F I P  et du F D P  
semble  8tre due ~ une  seule aldolase, n e t t e m e n t  diff6rente de l ' e n z y m e  muscula i re .  Auss i  ac t ive  
s a tu ra t i on  de s u b s t r a t  sur  les deux  esters,  elle a cen t  fois p lus  d 'affinit6 pour  le second que pour  
le premier .  L'hexose-diphosphatase pr~sente  dans  les ex t ra i t s  exige d ' u n e  mani~re  absolue  l ' ion Mg+2 
et  ddtache  sp6ci f iquement  la fonct ion p h o s p h a t e  fix6e au carbone  I du F D P .  Elle diff~re de l ' e n z y m e  
purifi~ pa r  GOMORI pa r  un  o p t i m u m  de p H  plus  acide. Un  nouve l  enzyme,  la triokinase, a ~t6 d6crit  
et  purifi6 par t ie l lement .  E n  pr6sence d ' AT P ,  il phosphory le  a p p r o x i m a t i v e m e n t  ~ la m¢~me vi tesse  
la D-glyc6rald6hyde,  la DL-glyc6rald6hyde et la d ioxyac6tone .  

S U M M A R Y  

I. The  m e c h a n i s m  whereby  ex t r ac t s  of hepa t ic  t i ssue conver t  f r u c t o s e - l - p h o s p h a t e  to f ructose-  
6 -phospha te  has  been elucidated.  

2. F I P  is split  by  aldolase to g lycera ldehyde  and  phosphod ioxyace tone .  The  l a t t e r  is p a r t l y  
isomerized to  g lyce ra ldehyde -phospha te  and  t he  two t r io se -phospha te s  condense,  aga in  u n d e r  the  
ac t ion  of aldolase, to form f ruc tose-d iphospha te .  In  the  absence  of Mg+~ ions, t he  reac t ion  doas no t  
progress  fu r the r  and  only  smal l  quan t i t i e s  of F I P  disappear ,  s ince the  equ i l ib r ium of t he  r eac t ions  
is g rea t ly  in favour  of th is  ester.  

3. In  the  presence of Mg +z, f ruc tose -d iphospha te  is fu r the r  hydro lyzed  by  hexose -d iphospha t a se ,  
g iv ing rise to f ruc tose -6-phospha te  and  inorganic  phospha t e .  The  equi l ib r ium of the  aldolase reac t ions  
is t h e r e b y  displaced in f avour  of F I P  d isappearance .  

4. Comple te  ba lances  indicate  t h a t  for each mole of F I P  metabol i sed ,  i mole of g lycera ldehyde ,  
~/2 mole of inorganic  P and  ~ mole of F 6 P  (par t ly  conver ted  to G6P) are formed.  Small  a m o u n t s  
of F I P  and  of t r io se -phospha tes  d i sappear  by  direct  hydrolys is .  A one-s tep  convers ion  of F I P  in to  
F 6 P  b y  a p h o s p h o f r u c t o m u t a s e  ha s  been excluded.  

5. I n  t he  presence  of ATP,  g lycera ldehyde  is p h o s p h o r y l a t e d  to g lyce ra ldehyde-phospha te ,  
t h r o u g h  the  ac t ion  of a t r iokinase.  T he  final p roduct ,  in the  incomple te ly  purif ied p repa ra t i ons  used,  
is F I P ,  fo rmed t h r o u g h  an  a ldolase-ca ta lyzed condensa t ion  of a second molecule  of g lycera ldehyde  
wi th  the  phosphod ioxyace t one  formed f rom g lyce ra ldehyde-phospha te .  

6. Var ious  obse rva t ions  have  been m a d e  on the  e n z y m e s  involved.  The  sp l i t t ing  of F I P  and  
F D P  appears  to be due  to a single aldolase, dis t inc t ly  different  f rom the  musc le  enzyme .  I t  is equal ly  
act ive  on bo th  es ters  w hen  s a t u r a t e d  wi th  subs t r a t e  b u t  has  a h u n d r e d  t imes  more  aff ini ty  for t he  
la t t e r  t h a n  for t he  former.  The  hexose-diphosphatase presen t  in the  ex t r ac t s  shows  an  abso lu te  require-  
m e n t  for Mg+2 ions and  spl i ts  off specifically t he  p h o s p h a t e  g roup  a t t a c h e d  to ca rbon  I of FDP .  
I t  differs f rom the  e n z y m e  purified by  GOMORI by  a more  acid p H  o p t i m u m .  A new enzyme,  triokinase 
has  been descr ibed a n d  pa r t l y  purified. In  t he  presence  of ATP,  it  p h o s p h o r y l a t e s  a t  a p p r o x i m a t e l y  
t he  same  ra te  D-glyceraldehyde,  DL-glyceraldehyde and  d ioxyace tone .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

I. Der  M e c h a n i s m u s  der U m w a n d l u n g  yon  F r u c t o s e - i - p h o s p h a t  in F r u c t o s e - 6 - p h o s p h a t  du rch  
L e b e r e x t r a k t e  wurde  erlt tutert .  

2. F t P  wird yon Aldolase u n t e r  Bi ldung  yon  Glycer ina ldehyd  und  P h o s p h o d i o x y a c e t o n  ange-  
griffen. P h o s p h o d i o x y a c e t o n  wird teilweise von  der Phospho t r iose i somerase  zu Phosphog lyce r in -  
a ldehyd  isomeris ier t  u n d  die beiden Tr iosephospha te  kondens ie ren  sich noch  e inmal  u n t e r  E i n w i r k u n g  
von  Aldolase zu F ruc to sed iphospha t .  Bei Abwesenhe i t  von  Mg+2-Ionen geh t  die Reak t i on  n ich t  m e h r  
welter u n d  ein sehr  ger inger  Bruch te i l  F I P  verschwinde t ,  denn  das  Gle ichgewicht  dieser R e a k t i o n e n  
ist  s t a rk  zu G u n s t e n  des Esters .  

3. Bei Gegenwar t  yon  Mg+~wird F r u c t o s e d i p h o s p h a t  yon  der  Hexose -d iphosp l l a t a se  zu Fruc tose -  
6 p h o s p h a t  und  ano rgan i s chem P h o s p h a t  hydro lys i e r t  u n d  das  Gle ichgewicht  der  Aldo lase reak t ionen  
zu G u n s t e n  des Ver schwindens  der  F I P  verschoben.  

4. Die vollst i indige Bilanz zeigt, dass  sich p~o Mol v e r b r a u c h t e r  F I P  I Mol Glycer ina ldehyd ,  
Mol anorgan i sche r  P hospho r  u n d  1~ Mol teilweise zu G6P  isomeris ier te  F 6 P  bildet.  Kleine  Mengen  

yon  F I P  und  yon  T r i o sephospha t en  ve r schwinden  a u s s e r d e m  d u t c h  gew6hnl iche  Hydro lyse .  Die 
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di rekte  U m w a n d l u n g  von  FI  P in F 6 P  durch  eine P h o s p h o f r u c t o m u t a s e  k a n n  n ich t  a u f r e c h t e r h a l t e n  
werden.  

5- In  Gegenwar t  yon  A T P  wird Glyce r ina ldehyd  durch  eine Tr iok inase  zu Phosphog lyce r in -  
a ldehyd  phosphory l i e r t .  In  den  benf i tz ten  unvollst~indig gere in ig ten  Pr l ipa ra ten  bi ldet  sich schliesslich 
du rch  eine Aldo lasekondensa t ion  eines zwei ten Molekiils Glycer ina ldehyds  mi t  d e m  aus  P h o s p h o -  
g lyce r ina ldehyd  gebi ldeten  P h o s p h o d i o x y a c e t o n  F I P .  

6. Es  wurden  versch iedene  B e o b a c h t u n g e n  der  bete i l ig ten E n z y m e  angeste l t t .  Die Spa l t ung  der 
F I P  und  der F D P  schein t  einer einzigen Aldolase zuzusehre iben  zu sein, die deu t l i ch  versch ieden  
ist  yon  dem Muske lenzym.  Bei Si i t t igung des Subs t r a t e s  is t  sie gegeni iber  beiden Es t e rn  gleich ak t iv ;  
ihre AffinitXt zu d e m  zwei ten ist  jedoch ioo X so gross  wie zu d e m  ers ten  Es te  -. Die in den  E x t r a k t e n  
anwesende  Hexosediphosphatase ben6 t ig t  u n b e d i n g t  Mg+Z-Ion und  spa l te t  spezifisch die a m  Koh len -  
s to f fa tom i der F D P  s i tzende  P h o s p h a t g r u p p e  ab. Sie un t e r sche ide t  sich von  dem yon  GOMORI 
gere in ig ten  E n z y m  durch  ein st~irker saures  p H - O p t i m u m .  Es  wurde  ein neues  E n z y m ,  die Triokinase 
beschr ieben u n d  teilweise gereinigt .  E s  phosphory l i e r t  in Gegenwar t  yon  A T P  D-Glycer inaldehyd,  
DL-Glycerinaldehyd und  Dioxyace ton  mi t  ungef~ihr der gleichen Geschwindigkei t .  
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