
g ~ a a t l ~ ' ~  l~t~a~g'ttY, Er~gCllg~" ( t 'Y ( t~ lCga ,  

. 'oxydation du pyruvate  par les extraits de CI. 
alement la pr6sence de phosphate min6ral et s'effeetl 

Pyruva te  PO,__+ ac6tyl -phosphate  + CO 

. 'est6rifieation de phosphate min6ral, avec formati 
)hate, peut 8tre raise en 6vidence lorsque l 'oxydatioi  
nce d'acide ad6nylique. 
.es t ravaux r~eents ont montr~ que l 'oxydation du p} 
riens s'effectue en r~alit4 par l 'action d 'nn syst~me 

de plusieurs fractions activ6es par les coenzymes res 

~intermediaire X] DPNN=~ Ac~tyl- 

2'interm6diaire form6 en pr6sence de la premiere fr; 
e a-lipoique et la cocarboxylase est transf~r6 ~ la seco~ 
fityl-CoA en presence du CoA et du DPNS,~,L Le C, 

enzymanque compiexe coi 
respectifs : 

Acdtyl -phosphate  ~ CoA 

¢I-CoA [- CO 2 + D P N H  4- H + 

fraction enzymatique 5,6, v avc 
seconde fraction qui le transforrr 

CoA est lib6r6 par un syst~rr 
groupes ac6tyl6s (phosphotransae6tylase, enzyme de cm 
t les sulfamides), systbme n6cessaire au fonctionnemm 
rog6nase. 
' l-phosphate par les extraits de CI. saccharobutyricum s'e 
de la phosphotransac6tylase, enzyme accepteur des group 

r6action d'6quilibre (STADTMAN8) " 

CoA ~ O , ~  Acdty l -phosphate  ~ CoA 

n de phosphate min6ral eorrespondant k l 'oxydation. 
avons pr6par6s dans eertaines conditions et dont l'6tu( 
moire, n 'oxydent  le pyruvate  qu'en pr6sence d 'ATP ( 

i 

Cocarboxylase 

Py ruva te  Acide ~-lipoique 

L'int, 
l 'acide a-li 
en ac4t 3 I~ 
enzymatique accepteur des 
densation, enzyme acf ty lant  
normal de la pyruvo-ddshydrog, 

La formation de l'acfityl-phosp 
fectue grttce "a l ' intervention 
ac6tyl6s. 

Cet enzyme catalyse la r6action 

Acdtyl-CoA 

responsable de l 'est6rification 
Des extraits que nous 

constitue l 'objet  de ce m6mmre 
d 'ADP. 
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MI~THODES ET TECHNIQUES 

erations des extraits 

Des cultures de Cl. saccharobutyricum sont  recueilles apr~s 
sans glucides par  centrifugation ~ o °. Les bact6ries corresp~ 
s une fois ~t l 'eau distilMe froide, recentrifug6es et suspendues 
lspension bact6rienne est congeMe b rusquemen t  dans un m61 
et abandonn6e ensuite pendan t  3-4 heures h - - i 5 ° .  Les ba( 
;onn6es pendan t  une p6riode n 'exc6dant  pas 20 minutes  d~ 
3 watt/cruz environ, en pr6sence de catalase, en ayan t  soin 
La suspension d6sint6gr6e par  les ul t ra-sons est ensuite cen 

:entrifugeuse rapide Sorvall ~t i4,ooo tours  minutes.  Le su  
phylis6. Les extrai ts  lyophylis6s conservent  leurs propri6t6s e: 
an et plus. 

se 

L'extrai t  sec est dissous dans du KC1 A 3% froid et dialys6 
6e contenant  1% de KC1 et 0.2 g Na,S  par  litre, ~ des teml~ 

de dialyse est suffisant pour  r6duire l 'oxydat ion des subsl 
ans pour  cela p rovoquer  aucune baisse appr6ciable de l 'activ 

Le py ruva t e  de Na a 6t6 dos6 par  la m6thode de FROMAGE 
ications manom6tr iques  de WERKMAN ET SILVERMAN 12. L( 
pts de produi ts  interf6rant  avec le dosage, tels que l'acide lac 
~ar la m6thode de LIPMANN ET TUTTLE 1~ (ac6tyl-phosphate + 
~pr~s d~tection par  la chromatographie  sur  papier 1~ par  l'e~ 
~N ET LEWIS x~. Le phosphate inorganique a 6t6 dos~ par  la m6 
apr~s 7 rain. d'hydrolyse clans HCI N a 6t6 dos6 par  la m6thod 
tire a 6t6 me.~nrt4e an znzArnhin~e nnr l'hxrrtrnrr~Xno rlAaoccA rm lo 

pendan t  5 heures contre de l'e 
~6ratures n 'exc6dant  p a s o  ° C. 

substances endog~nes p ra t iquemen t  
l 'activit6 enzymatique.  

GEOT ET D E S N U E L L E  11 su ivant  I 
Les m61anges exp6r imentaux so 

lactique. L'acide hydroxamique a 
+ ac6tyl-CoA). L'acdtate form~ a 

l ' en t ra inement  ~ la vapeur  suiva 
m6thode de SUMNER le. Le phospha  

la m6thode de SUMNER ls. La ddcarboxylati~ 
biose par  l 'hydrog~ne d6gag6 ou le CO 2 lib6r6 en a tmosphere  d'azoI 
:le WARBORG. 

I'P), sel disodique, Pabs t  Laboratories  U.S.A., puret6:  98%; aci~ 
I, Pabs t  Laborator ies  U.S.A., puret6:  98%; Ad6nosine d iphospha 
.S.A., purer6:  ioo°/o; Diphosphopyridine nucl6otide (DPN) Pab 
; Coenzyme A (CoA) purer6 50% : Dr. LIPMANN; 90% Drs. GUNSALI 
ories U.S.A.; La cocarboxylase (DPT), Hoffman-La Roche; l 'ack 
$: Dr  I. C. GONSALUS; Flavine ad6nine dinucl6otide (FAD): D 
de Na, Hoffmann-La  Roche• 

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

de Cl. saccharobutyricum s 'effect t  
su ivante  : 

O-COOH--- ->  CH3COOH + CO 2 + H z 

t emps  
z6ro sans 

Dosages 

Le 
modific~ 
exemlc 
dos6 
dos~ a t 
E L S D E N  

lib6r6 a 
oxydative a 6t6 mesur6e en ana6robiose 
par  la technique manom6tr ique  de 

Produits utilisds 

Ad6nosine t r iphospha te  (ATP), 
ad6nosine-5 -phosphorique (AMP), 
(ADP), sel de ba r ium Sigma U.S.A. 
Laborator ies  U.S.A. puret6 : 98% ; 
et GREEN; 75%: Pabs t  Laborator ies  
a-lipoique libre et son conjugu6: 
HELMUT BEINERT; Le py ruva t e  

L ' o x y d a t i o n  du p y r u v a t e  
g loba lemen t  p a r  la %ac t ion  SUlvant 

CH3CO-COOH 
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au cours de l ' oxyda t i on  du py r  

ATP--- ->  AMP -- 2 PO,  

e l ' ac6 ta te  pa r  I 'ATP,  dans  un s 2 
on de I 'ATP en py rophospha t e  + 
ac t iv i t6  py rophospha t a s ique  et  A7 
min6ral  est  une propri~t~ caract~ 
L 'exigence en ATP ou en A D P  pou: 
dans  des condi t ions  physiologiqu 
rd  pa radoxa le .  

16 heures c 
)ondant  h 2 

dans i2 5 
m61ange de n 
bact6ries son~ 
dans un apl~ 

de refroidi~ 
centrifug6e p~ 

surnageant  
propri6t6s enzymat iqu  

pa r  ces ex t ra i t s  

OH 

l l U ~ p l l  fl L U  

ai t  de la 
[ANN 9, 10). 

1 s 'ensui t  
syst~me 

x y d a t i v e  
L6 libfirer 

sur milieu 
lture sont  
lMe froide. 
ue + ac~- 
mgel6es et 
• ~ 95 ° kc 
k l 'aide de 
lutes dans 
tt d~cant6 
~s p6riodes 

l 'eau 
Ce 

les 
sont  

6t6 
6t6 

sulvant  
~hate 
'lation 

re d 'azote,  

acide 
)hate 

Pabs t  
~rUNSALUS 

l'acide 
Dr. 

'effectue 



t + les constituants indiqu6s plus bas. Dans la partie lat6ral, 
sec). Dans le puit central 0.2 ml KOH ~ 20%. L'enzyme est 
gazeuse: N v Temp. 37 °. Temps exp6rimental: i2o min. To1 

u sont corrig6es en tenant compte du t6moin sans substrat. 

Pyruvate initial A dditions 
/*M 

o 

3 ° o 
3 ° CoA 15 U 
30 AMP 15 
3 ° DPT (lOO/~g) 
3o DPN (I} 
3 ° a-lipoique (3 ° U) 
3 ° FAD (ioo #g) 
30 (CoA + DPN + FAD 

DPT + a-lipoique) 
3 ° 
3 ° 

de la concentration en A T P  sur l 'oxydation du pyruva 

Le Tab leau  I I  et  les F igures  I ,  2 et 3 m o n t r e n t  l'infl 
sur  le d6gagement  d 'hydrog~ne  mo l&u la i r e  en prfs~ 

sns ta te  que la quan t i t6  to ta le  d 'hydrog~ne  lib6r6 au~ 
P. Un  accroissement  cor respondan t  est observ6 pou 

ATP (3) 2.4 3 
ATP (6) 9 8.5 

,ruvate en presence et en absence 

l ' influence de la concen t ra t ion  
)resence d ' un  exc~s de py ruva t  

gmente  avec la concentrati{ 
)our l ' ac ide  ac6tique form6, q 

va len t  ( rappor t  mol6culaire) k l 'hydrog~ne dfgag6. L '6 tm 
ydrog~ne (Fig. I ,  2, 3) en pr6sence de phospha te  inorganiq l  
tes concent ra t ions  en ATP une phase  de la tence  qui  du 
k 60 minutes .  L ' i nh ib i t i on  du  d6gagement  d 'hydrogf ine  

~tions d ' A T P  peu t  ~tre suppr im6e p a r  le CoA (Fig. 3). No 
effet. E n  pr6sence de  t a m p o n  p h o s p h a t e  de 0. 7 ~ i mol6ct  

Laque mol6cule d ' hyd rog~ne  lib6r6. L ' ac t i v i t 6  o x y d a t i v e  
ence de p h o s p h a t e  mindra l ;  mais,  dans  ces condi t ions ,  
ATP sont  n6cessaires pour  ob ten i r  des  act ivi t6s  comparab l  
ace de p h o s p h a t e  (Tableau I I  e t  Fig.  2). En  pr fsence  
nino-m6thane) ,  le r a p p o r t  en t re  la quan t i t6  d ' A T P  d~grw 
ATP)/H~ se s i tue ent re  1.5 et  2. De for tes  concentra t io l  
m~mes condi t ions  un r e t a r d  du  d6gagement  d ' hyd rog~  
serv6s en pr6sence de p h o s p h a t e  min6ral  (30 h 60 min).  

E ffet 
phosphate mineral 

Le 
ATP 
On cons ta te  
d 'ATP.  
se t rouve  p r a t i q u e m e n t  equ iva len t  
cin6tique du d fgagemen t  d ' hyd rog  
fai t  appara l t re ,  pour  les fortes  
su ivan t  les condi t ions  de 30 
pr6sence des  for tes  concent ra t ic  
rev iendrons  plus  t a r d  sur cet  
d ' A T P  est  degrad6e pour  chaq~ 
manifes te  6galement  en absence 
plus  for tes  concen t ra t ions  d ' A T P  
k celles observ6es en pr6sence 
T R I S  ( t r ihydroxy-m6thy l -an  
et  l 'hydrog~ne to t a l  lib6r6 (ATP) 
d ' A T P  produ i sen t  dans  les 
du  m~me ordre  que ceux obs 
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hydrog6ne lib6r6 nous ont  servi 
de p y r u v a t e  est consommfe  par  u 
ac t ique  ni l ' ac6 ty l -m6thy l  carbin, 
du p y r u v a t e  d isparu) .  On p e u t  vo 
6 ou d 'ac ide  ac6tique f o r m &  k pa  
ion d ' A T P  r6 tabl i t  le d6gagemen 

TAI3LEA[; I 
S U R  L E  R I ~ T A B L I S S E M E N T  D U  D I ~ G A G E  

R E S E N C E  D E  L ' E X T R A I T  VI1B  D E  Cl. Sac* 

artie centrale: 3 °/~M pyruvate de Na t 
lat6rale o. 5 ml ex 

ajout6 au ! 
Toutes les va 

Hydrog~ne ddga~d i 
I~M + IzM 

o o 
o 

o .  5 

0 .  5 
o 

o 

o 

o 

o .  5 

parasi te .  
~n tou te  
tb leau I, 
tvate est  
ne et  la 

',OG I~N E A 

phosphate 
nv. 3 ° mg 
mps zdro. 
~s dans le 

de 

an 
ruva t e .  

n t r a t ion  
ui 

L ' 6 t u d e  
u e  

u r e  
en 
i n s  

,16cule 
s e  

de 
}arables 

de 
rad6 

~ n s  

ene 



ruvate initial add. A TP pyruvale pM 
IIM #M dispart* 

5 ° ~3-3 - -  
5 ° 26.6 28. 7 

-}- 20 U 26.6 26.6 
CoA 

5 ° 39,9 - -  

5 ° 1 3 - 3  - -  
5 ° 26.6 2o. 7 
5 ° 39.9 37 
5 ° 53.2 33 

i. Effet du phospha te  min6ral su 
d6gagement d 'hydrog~ne mol~culaire g p~ 
du py ruva t e  en fonction de diff6rentes ( 
centrat ions d 'ATP et en pr6sence de l 'ext  

V I I B  et de C1. saccharobutyricum. 

Chaque cupule contient  dans  la part ie  
trale:  15o/~M de phosphate ,  p H  6. 5 + 80 
KC1 + 4 # M  MgSO i, 7H20 + 5 ° /~M 
pyruva t e  de Na + diff6rentes concentrati  
d 'ATP. Dans  la pat t ie  lat6rale o.5 ml enz~ 
V I I B  (3 ° mg poids sec) qui est ajout6 a l 

syst~me. Dans  
central  0.2 ml K O H  A 2o%. Temp. = 
Phase gazeuse: N~. La  r~action est  stoic 
avec o.2 ml SO4H 2, 5 N contenue dans 
deuxi~me diverticule lateral. 
L 'hydrog6ne d6gag6 en pr6sence de: (I) 
/~M ATP, (II) 26.6 # M  ATP, (III) 39.9 

.-'04t=$ EN MINUTES ATP, (IV) en absence d 'ATP.  

706-- 

60C-- 

"~ 500 --  

4 0 0 - -  

3 0 0  

2 0 0  • 

0 9 0  120 730 
TEMP 
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T A B L E A U  I I  

k T I O N S  E N  A T P  S U R  L A  D ~ G R A D A T I O N  A 

t yY icum.  L I B I ~ R A T I O N  D ' O R T H O P H O S P H A T  

ZNCE DU PYRUVATE (Extr.  VI IB)  

ons t i tuants  suivants :  5 ° / ~ M  de py ruv  
te p H  6.8) + 4 /~M MgSO 4, 7H20 + 8 
ans la part ie lat6rale. Dans  le pui ts  ce 
fl o.2 ml SO4H 2 5N. Volume final: 3 
7st~me. 
diqu6s sur  le tableau. 
e: 37 °. Temps exp6rimental:  24o'min. 
ur effectuer les dosages: du pyruva te  di 
s form6s. 

-F- H,~ + Acdtate + Pi 
I~M #M ,uM 

T A M P O N  P H O S P H A T E  

1 2  I I , 2  21  

18 I9 36.7 
26.6 28 36 

34.4 35 69 

TAMPON TR1S 

6 6 23 
1 I ' 5  1 3  4 9  

26.8 3 ° 79.7 
3 ° IiO 

Fig. 

6quilibration du 

~ 0  21o 

P Y R U V A T I i ;  

E L ' A T P  E N  

IOO/,M de 
5 ml extrai t  
KOH 20%. 
." est  ajou~d 

r6action des 
rate min6ral 

Pi/Ht 

1. 7 
2 . O  

I. 4 

2 . 0  

3.8 
4.3 
3.0 
3.6 

sur  le 
~artir 

c o n  - 

de l ' ex t ra i t  

cen- 
/~M 

u M  de 
~tions 

yme 
apr~s 

le pui ts  
37 ° . 
?p~e 

un  

13.3 
/~M 



~x x T L~IIIkOUll [JIIUa[/IIC~L~, k V I l l  ~u.u 

/~M ATP + Tampon phosphate.  .~oo- 

200 

0 

Fig. 3. 
des pt 
d 'hydn  

Toutes 
identiq 
Fig. i 

Suppression par  le Coenzyme 
~hases de latence du d6gagem 

Lydrog6ne provoqu6es par  les for 
concentrations d'ATP. 

Toutes les conditions exp6rimentales s( 
ues ~ celles indiqu6es dans 
et 2. Ext ra i t  VI IB  de Cl. sacc 

/ / ' ~  robutyricum. 
(I) : D6gagement d'H~ en pr6sence 

r g ~  20 U CoA + 27.6 # M  ATP 
tampon phosphate.  

(II):  Identique k (I) sans CoA. 
(III) :  2o U CoA + 4o.1 /~M ATP / 

Tampon TRIS. 
_- ~ _- ~ (IV): Identique fi, (III) sans CoA. 

(V): Identique ~ (I) sans ATP. 
TEMPS EN MINUTES ( V I ) :  Identique ~ (II) sans ATP. 

m c e n t r a t i o n  6 q u i v a l e n t e  ~ celle de  I ' A T P  s ' e s t  m o n t %  a u  

le r 6 t a b l i s s e m e n t  de  l ' a c t i v i t 6  e n z y m a t i q u e .  

~s T a b l e a u x  I e t  I I I  m o n t r e n t  q u e  le p y r o p h o s p h a t e ,  l ' a c~ t  

: p a s  c a p a b l e s  de  r 6 t a b l i r  l ' a c t i v i t ~  e n z y m a t i q u e .  

500 

o, 

20¢ / / / × ,  

I0¢ 

Remplacement de I'A TP par l'A DP 
L ' A D P  essay6  fi u n e  e o n c e n t r a  

eff icace q u e  ce d e r n i e r  d a n s  

P a r  c o n t r e  la  Fig .  5 e t  les  T a b h  

p h o s p h a t e  e t  I ' A M P  n e  s o n t  
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4 0 0  - 

105 

TEMPS EN MINUTES 

• Comparaison entre ]es vitesses de d6ga- Fig. 5. E f fe t  , 
tt d'H~ ~ part ir  du pyruva te  en pr6sence phosphate  sur 
niate ou de phosphate  et en pr6sence ou part ir  du pyru 

absence de CoA. Na et de l ' ex t r  

les systbmes contenant  de l 'ars6niate 5 ° Les syst6mes s 
'ars6niate de Na pH 6. 7 remplace l 'ortho- qu' indiqu6 da: 

Toutes les autres  conditions sont 
celles exprim6es dans la Fig. i. D6gagement d' 

L" CoA, (II) 15 
d6gagement d 'H  2 A partir  du pyru- CoA + i6 tiM 
vate  en absence d 'ATP et en pr6sence ATP, (V) I5 U 
de 3 ° U. CoA. (I): Tampon  pbos- CoA + 16 tiM 
phate,  (II): t ampon  ars6niate. ADP, (VIII) 3 
15 U CoA + 32/~M ATP + t ampon  

~ut  ic  u c g a g c m e u t  u n y u ~ o g e n e  

~ruvate en pr6sence de l 'ars6niate 
air de el. saccharobulyricum VI 

sont constitu6s de la m~me faq~ 
dans la Fig. I. 5 ° / , M  d'ars6nia 

de Na pH 5. 7 rempla~ent le phosphate.  

d 'hydrog6ne en pr6sence de: (I) 
U CoA + 8/2M ATP, (III) I5 
ATP, (IV) 15 U CoA + 27 /~ 
CoA + 32 /*M ATP, (VI) 3 ° 
ATP, (VII) 3o UCoA + 32/* 

o U CoA + 32 /~M ac6tyl-phc 
phate.  

ATP + tampon 

remplacent  le 

~rs de la r~action d'oxydation du pyruvate 

cours de l 'oxydation du pyruvate en orthophosphate 
• Ind@endamment de l'absence ou de la pr6sence de pho 
,e lib6ration finale de 2 mol6cules de phosphate par mol6cu 
16 que I 'ADP est susceptible de remplacer I 'ATP dans 
ae la d6gradation de I 'ATP s'effectue suivant le sch6ma: 

I. ATP > ADP + phosphate  
2. ADP ~ AMP + phosphate  

Dans 
t tM d'~ 
phosphate .  
identiques 

(Extrai t  VIB). 

(I) et (II): 

(III): 
phosphate.  

(V): 3 ° U CoA + 32 tt~/l ATP 
phosphate.  

(VI): 50 /*M d'ars6niate 
phosphate.  

(IV) : identique A (VI) 15 U CoA. 

M~tabolisme de l 'A  T P  au cours 

L'ATP est d6grad6 au 
AMP (Tableau I I I  et Fig. 6). 
phate min6ral on constate une 
d 'ATP d6grad6. Etant  donn6 
r6action, on doit admettre que la 
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~ M  

o 

25t; CoA I 
25U CoA/ t 1.5 
20/zM ATI'  

Pi = Phosphate  mindral 

Liberation de phosphate  min6ral k par t i r  de I 'ATP en pr6sen 
les extraits  de Cl. saccharobutyricum, en fonctio: 

cupule de Warburg  contient  dans la 
:entrale:  34/*M ATP + ioo /*M tampon rc 
H 7 + 80/*M KC1 + 4 / , M  SO4Mg, 7 H20 

o 

I CoA. Darts la partie lat6rale: 0. 5 ml en- 
30 mg poids sec, dialys6 pendan t  6 h) qui 
lt~ au temps z6ro. Darts le puits  central:  
:le KOH ~ 200/0 . Les syst~mes avec sub- 
mtiennent  en outre 5 ° # M  de pyruva te  de ,~ 
Is la pa t t ie  centrale. Chaque dosage de • 
ate min6ral lib6r6 et  d'acide hydroxa-  
form6 a 6t6 effectu6 sur le contenu d 'une 
dont  la r6action a 6t6 stopp6e par  l 'acide 
DOH (0.2 ml 25% ) au temps indiqu6 sur ~ /  
hique. Temp. = 37 °. Phase gazeuse: N 2. 

t lib6r6 h par t i r  de I 'ATP en pr6sence de 

t lib6r6 ~, par t i r  de I 'ATP en pr6sence de 

en absence de / / / ~  ___aI 

en absence de 
~0 

form6s en pr6- 

form6s en ab- I t 
o 3o eo '~r~mws ~N ~ u r ~ s  

losphate lib6r6 ou /zM d'acide hydroxamique form6. 

'adation de I 'ATP en fonction du temps, avec les diverse, 
tudi~es. En absence de substrat, une petite fraction & 
te constante pendant toute la dur~e exp~rimentale. Er 
• adation de I 'ATP est continue et parall~le ~t l'6volutior 
du substrat  pour la d~gradation de I 'ATP indique qm 

:es d'ATP-ase. Le rapport  phosphate min6ral lib6r~ pal 

s t ra t  eontmnnent  
Na dans 
phosphate  
mique form6 
cupule 
CCI 8 COOH 
le graphique. 

I : P i  
subs t ra t  + extrai t  VIB. 

III :  Pi 
subs t ra t  + extrai t  VIIB.  

II  : Pi lib6rd ~t par t i r  de I 'ATP 
subs t ra t  + extrai t  VIB. 

IV: Pi lib6r6 ft. par t i r  de I 'ATP 
subst ra t  + extrai t  VIIB.  

V: /~M d'acide hydroxamique form6s 
sence de subst ra t  + extrai t  VIB. 

VI :  /~M d'acide hydroxamique form6s 
sence du subs t ra t  + extrai t  VIB. 

Abscisses: /~M de phoslc 

La Fig. 6 montre la d6gradation 
pr6parations enzymatiques 6tudi6es. 
I 'ATP est cliv6e; celle-ci reste 
pr6sence de substrat, la d6gradation 
de l'hydrog~ne. La necessit6 
les pr6parations sont exemptes 
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T R A I T S  D E  C[. saccharobutyricum (Extr. 

nl d 'extrai t  enzymatique (3 ° mg poids 
~s des tubes en pyrex "t 37 ~ pendant  i~ 

pH 0.8. 

AT P. 
6.6 remplace le pyrophosphate.  
arr~3t6e par  0.2 ml d'acide trichlorac6t 

on pvrophosphate Tampon phost 
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Lt6 pyrophosphatasique (Tableau IV) et de plus, il est 
6 en pr6sence d 'ATP inhibe l 'oxydation du pyruvate.  

MODE D'ACTION DE L'ATP 

2'exigence en ATP pour l 'oxydation du pyruvate  pm 
icum, semble ~ priori contredire: 
:. Nos pr6c6dentes exp6riences qui d6montraient q 
)mpagne d'une estdrification de phosphate mineral, e t .  
~. Les r6sultats de SCHWEET ET CHESLOCK ~7 concer: 

des organismes sup6rieurs indiquant que l 'interm& 
de l 'oxydation n'exige pas la pr6sence d 'ATP p o u r  

~lusieurs hypotheses peuvent expliquer l'exigence e~ 
,TP dans la synthOse d 'un cofacteur; soit 2. Activatio~ 
ctivation des enzymes accepteurs de groupes ac6tyl~ 

:. Les r6sultats relat6s dans le Tableau 1 d6montre~ 
c~Se d 'aucun cofacteur connu. L'addit ion de tous le ,  
ion, ne r6tablit pas l 'activit6 enzymatique. 
~. Activation du C oA. - -Le  coenzyme A est un con: 
lasiques TM. NISMAN ET MAGER 2 ont d6montr6 que les 

exigent le CoA pour l 'oxydation du pyruvate.  Les C 

en ATP: Soit r. Interventic 
Activation du Coenzyme A; soit encol 

ac6tyl6s (phosphotransac6tylase c 

d~montrent qu'il ne peut s'agir de ] 
les cofacteurs, participant ~t ] 

constituant des syst~mes tran 
extraits de Cl. saccharobut~ 

deux extraits que nous avor 
rent l 'un de l 'autre par la concentration initiale en Co/ 
t VI B s'est montr~ exempt de CoA, car l 'addition de c 
aent de H ,  en presence d'ATP. Par  contre l 'extrait  VII  
coenzyme, l 'addition de CoA acc61~re la vitesse du d~gag~ 

le les phases de latence du d~gagement produites par h 
(Fig. 4). Ces retards.du d6gagement semblent 8tre cot 

)n, pour le CoA lib6r6 (par l 'activit6 de la phosphotran, 
~d6shydrog6nase et l 'enzyme catalysant l 'activation d 

--~ Ac6tyl-CoA PO,__~ Ac6tyl-phosphate + CoA 

A T P I  + C°A 1 
Ac6tate ~' 

3. l 'act ivat ion 
autres). 

I .  

synthSse 
r6action 

2. 
ac~tylask 
ricum 
utilisSs dans ce travail  differ 
MSme avant  dialyse l 'extrait  
cofacteur r6tablit le d~gagement 
s'est montr6 non satur~ en ce 
ment  gazeux (Fig. 4, 5). 

De plus le CoA supprime 
fortes concentrations d 'ATP 
ditionn6s par  une comp6tition, 
ac~tylase), entre la pyruvod6sh 
l 'ac~tate form~ (Fig. 7) par I 'ATP: 

Pyruvate CoA 
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) est de deux qu'on opSre en tam] 
P e n  pr6sence de TRIS  doit ~tre 
phosphate. Autrement dit, une 
de TRIS  par  mol6cule d'hydrog~n 
emander si le phosphate lib~r~ 
e de la r6action. A c e  sujet, il est 
e, qui active l 'ac6tate, clive I'AT] 

er ~taient identiques, la formatic 
~ction secondaire d'une pyrophos~ 
nzymatiques que nous avons 6tu 

apparu q 
'ruvate. 

)ar ces extr 

que l 'oxy( 
d 'autre p 
nant la ] 
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ATP: 
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fact ions son t  pr61ev6es a u x  t e m p s  indiquds,  
pour  le dosage  de l 'ac ide h y d r o x a m i q u e .  

[: d6compos i t ion  spon tan6e  de l ' ac6 ty l -phos-  
p h a t e  incub6,  dans  les m ~ m e s  condi t ions  
que  les au t res  sys t6mes .  

[: d6compos i t ion  e n z y m a t i q u e  en absence  de 
t o u t  au t r e  cofac teur  6tudi6. 

[: d6compos i t ion  e n z y m a t i q u e  en pr6sence de 
IO U CoA. 

~: d6compos i t ion  e n z y m a t i q u e  en pr6sence de 
5 / * M  ATP.  

~: d6compos i t ion  e n z y m a t i q u e  en pr6sence de 
12.5 # M  AMP.  / 

:: s yn th6se  de l 'ac ide h y d r o x a m i q u e  g par t i r  , ; -  
de 12 # M  A T P  + 3 ° # M  ac6 ta te  de K. 

[: i den t ique  ~ VI q- 3 ° U CoA. 

~YNEN 19 a montr6 Rue dans l 'activation de l'ac6tate 1 
s tissus des organismes sup6rieurs, I 'ATP ne se combin 
ath6se envisag6e par LIPMANN10: 

A T P  + C o A - - - +  py rophosphory l -CoA 

que I'ATP r6agissait avec l 'enzyme activant l'ac6tate 
stifs pour 6carter l'hypoth6se de l 'activation pr6alabl 
~. Activation des enzymes accepteurs de groupes 

par les enzymes, de la levm 
:ombinerait pas avec le CoA suivar 

~te. Ces faits sont suffisammer 
9r6alable du CoA. 

ac6tyl6s. L'impossibilit6 
Latique par le phosphate ou l'ars6niate, avec ou sans a( 
i, I I I  et Fig. I, 2, 3, 5) ne peut s'expliquer que par l'absem 
Xog6nase proprement dite et la phosphotransae6tylase. 
mplage existait eomme c'est le cas pour les extraits acre 
• partir du pyruvate 1,4 l'exigence en ATP ne serait p~ 

en lumi6re par les observations ci-dessus peut 4tre du 
hotransac6tylase, soit encore ~ son inactivit6 initiale. D, 

d6gradation de l'ac6tylphosphate sont en faveur de ] 
i. 7 montre que l 'extrait d6grade faiblement l'ac6tyl-pho 
que la vitesse de d6gradation est beaucoup plus forte e 

16ne analogue a 6t6 6galement observ6 en pr6sence d'acic 
nt, le m6canisme mis en jeu dans ce cas est essentiellemm 
dnsi que STADTMAN ET BARKER 21 ont montr6 que l'aci~ 
de phosphate labile. 

LYNEN 19 

ou des 
l'hypoth6se 

mais 
suggestifs 

3. 
promouvoir l'activit6 enzymatiq~ 
dition de CoA (Tableaux I, I I  
de couplage entre la d6shydrog 
est probable clue si un tel cou 
mulant l 'ac6tyl-phosphate k 
apparente. La situation mise 
soit k l'absence de la phosphotrans~ 
exp6riences r6alis6es sur la 
deuxi6me hypoth6se. La Fig. 
phate en absence d'ATP, et 
pr6sence d'ATP. Un ph6nom6ne 
ad6nylique (Fig. 7), cependant, 
d i f f 6 r e n t .  LIPMANN el al. 2° a l n s l  

ad6nylique est un accepteur de 
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)i l'addition de CoA permet 5 la 1 

t du  CoA sur  la d6grada t ion  de l 'ac6tyl  
CoA dans  les 
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A'fP/H 2 (Phosphate) : o.7-1 
AT/PH 2 (Ars~niate) = o.4-o. 5 

2a diminution progressive de la quantit6 d 'ATP d6gr~ 
eonstitue en soi-m6me une preuve en faveur de l'int{ 

lase comme accepteur des groupes ac6tyl6s. Reste 
tion d'ac~tyl-phosphate ~ part ir  du pyruvate  dans 1 
v6es. La quantit6 d'acide hydroxamique form6e (Ac61 
msiblement 6gale en absence comme en presence de s~ 
teur qui r4active la phosphotransac6tylase aec61~re 
)hate. 

gous avons vu I 'ATP r6tablit l 'activit6 oxydative de 
:uvate. A la lumi~re des observations de LIPMANN ~, lo a 
~ut admettre  que I 'ATP r6agit avec les enzymes accep 
lase). Toutefois, dans le cas des enzymes de Cl. sac 

s'effectue par lib6ration d 'orthophosphate au lieu d, 
~los experiences semblent d6montrer que la d6composi 
s'effectue dans les syst~mes des organismes sup6rie 
les bact6ries par la phosphotransac6tylase) est um 

CONCLUSIONS Gt~NI~RALES 

ces extraits d6ficients enve 
ainsi que celles de LYNEN TM, 1 
~teurs d'ac6tyl (phosphotran 

saccharobutyricum, le clivage ( 
de pyrophosphate.  

aosition du complexe Ac6tyl-Co 
,eneurs par une d6ac6tylase 22 , 

une activit6 essentielle pour 
te de la pyruvo-d6shydrog6nase. L'inactivit4 de cet enzylr 
Des exp6riences que nous nous proposons de r6aliser av~ 
la mSme bact&ie, nous permettront  de v6rifier plus e 
tTP, comparat ivement  aux systbmes d4crits par les auteu 

trbs profond6ment les Drs. : LIPMANN, GuNsALus,  GREE/ 

le coenzyme A, l'acide a-lipoique, le FAD, et I 'ADP qu'i 

Nou$ 

le pyruvate.  
on peut 
ac6tylase). 
I 'ATP 

N o s  

(qui s'effeetue 
chez 
fonctionnement physiologique 
instaure l'exigence en ATP. 
des extraits fractionn6s de 
d6tail le mode d'action de I 'ATP 
pr6c6dents s, lo, 19 

Les auteurs remercient 
BEINERT et STATDMAN pour 
ont eu l 'amabilit6 de leur envoyer. 
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?hosphotransac~tylase et sa r~ac 
n du rapport  ATP/H,  en presence 
seulement remplacer le phosphat 

ncore augmenter l 'activit6 sp6cifi, 
6tyl-ars6niate. A c e  sujet, la com 1 
itions exp6rimentales est suggestiv 

TABLEAU IV 

T A M P O N  S U R  L E  R A P P O R T  ATP/H 2 

P/H 2 (TRIS) = 1.5-2 
P/H 2 (Phosphate) 

grad6 par rr 
de l ' intervention 

expliqu 
les condit 

(Ac6tyl-phosp 
substrat  (] 

le mf t a  

1 i x l ~  at 

(Fig. 5). 
tivit6 de 
~n de la 
rapport  

rv). 

zdrog~ne 
hotrans- 
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naentales 
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l'ac6tyl- 
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icum in the  anaerobic  ox ida t ive  b r e a k d o w n  of p y r u v a t e .  Th  
t s o d i u m  p y r u v a t e  on ly  in t he  presence of A T P  or ADP.  "I 
)ha te  a c c o m p a n y i n g  th i s  ox ida t ive  reac t ion  is s u b s t i t u t e d  h 

a n d  o r t h o p h o s p h a t e .  T he  l iberated o r t h o p h o s p h a t e  seems  t, 
n since t he  ex t r ac t s  do no t  show a n y  ATP-ase  or py ropho  
m where  A T P  in te rvenes  in th is  reac t ion  is p robab ly  the  pho  

Mange lha f t e  F e r m e n t e x t r a k t e  yon  Cl. saccharobutyrieum oxi 
r Anwesenhe i t  yon  A T P  oder  ADP,  die wArend der  enzyr  
) p h o s p h a t  gespa l ten  werden.  Da  die E x t r a k t e  keine ATP-as~ 
n, sche in t  das  abgespa l t ene  Mine ra lphospha t  ein primiires  P r  
Arirkung des  A T P  in d iesem S y s t e m  schein t  eine direkte  Akti~ 
in. 
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RI:'S T M I-", 

propri~St(Ss e n z y m a t i q u e s  d ' ex t r a i t s  (t( 
x y d a t i v e  du py ruva t e .  Ces ex t ra i t s  ne d~ 
(,sence d ' A T P  ou d ' A D P .  L'est~rif icat io 
e r6act ion oxyda t i ve  est  remplac4e ici 
phospha te ,  I1 semble  que  l 'o r thophosph~ 
~traits  ne prCsentent  aucune  act ivi td A' 

dans  lequel in te rv ien t  I 'ATP au cou 
SO. 
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