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Formation of 91ucuronic acid from uridinediphosphate 
91ucuronic acid 

The  b i o s y n t h e s i s  of  ascorbic  acid f rom glucose  b y  t h e  ra t ,  wh i ch  invo lves  g lucuron ic  ac id  as  a n  
i n t e r m e d i a t e ,  h a s  r e cen t l y  been  ou t l i ned  b y  a n u m b e r  of worke r s  1, s, s. T h e  f o r m a t i o n  of  a g lucuron ic  
ac id  de r i va t i ve  f r o m  U D P G *  h a s  been  descr ibed  b y  STROMmGER, et al. 4, as  s h o w n  in  e q u a t i o n  ( i) .  

U D P G  + 2 D P N  + ---+ U D P G A  + 2 D P N H  + 2 H  + (I) 

Th i s  ox ida t i on  p r o d u c e s  a nuc l eo t i de -bound  g lucuron ic  acid,  U D P G A .  The  conve r s ion  of 
U D P G A  to  free g lucuron ic  acid,  a r eac t ion  wh ich  h a s  no t  y e t  been  descr ibed,  wou ld  be  n e c e s s a r y  
i n ' t h e  overa l l  conve r s ion  of glucose to  ascorbic  ac id  b y  k n o w n  p a t h w a y s .  

T h e  f o r m a t i o n  of free g lucuron ic  acid, ur idine,  a n d  inorgan ic  p h o s p h a t e  c an  be s h o w n  to  
occur  w h e n  U D P G A  is i n c u b a t e d  w i t h  a pa r t i cu l a t e  f rac t ion  f rom r a t  k idney .  T h e  obse rved  
s t o i c h i o m e t r y  of t h e  r eac t ion  is g iven  in  Tab le  I. W i t h  sho r t e r  i n c u b a t i o n  t imes ,  t h e  t r a n s i e n t  
f o r m a t i o n  of sma l l  a m o u n t s  of  g lucuron ic  a c i d - l - p h o s p h a t e  a n d  U M P  is observed .  These  two  
c o m p o u n d s  a re  r ead i ly  d e p h o s p h o r y l a t e d  b y  t h e  pa r t i cu l a t e  p r e p a r a t i o n  (Table  I). I t  is p robable ,  

T A B L E  I 

HYDROLYSIS OF U D P G A  BY RAT-KIDNEY PARTICLES 

T h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  25 /~moles T E A ,  p H  8.2, i . o / ~ m o l e  s u b s t r a t e ,  a n d  o.o2 ml  
k i d n e y  par t ic les  (I 2 m g  d r y  weight ]ml)  in  a t o t a l  v o l u m e  of i .o  m l  were  i n c u b a t e d  a t  37° for 3 ° min .  

T h e  p r o d u c t s  were  e s t i m a t e d  b y  m e t h o d s  descr ibed  in t h e  t ex t .  

Produa lorme4 (,=moV.s) 
3ubstrate 

Uridine Glururonic acid Inorganic pb~x~pk=t,¢ 

U D P G A  I .o 0.8 2.2 
Glucuron ic  a c i d - z - p h o s p h a t e  - -  o.9 i .  i 
U M P  i .o  - -  I . i  

therefore ,  t h a t  t h e  f o r m a t i o n  of free g lucuron ic  acid f r o m  U D P G A  in  t h i s  s y s t e m  occurs  in  two  
s t eps  accord ing  to  e q u a t i o n s  (2) a n d  (3). 

U D P G A  + H~O - -~  U M P  + g lucuronic  a c i d - l - p h o s p h a t e  (2) 

Glucuron ic  a c i d - i - p h o s p h a t e  + HzO - -+  Glucuron ic  acid + H s P O  4 (3) 

I n  t h i s  p a t h w a y  t h e  p y r o p h o s p h a t e  b o n d  of U D P G A  is h y d r o l y z e d  b y  a nuc leo t ide  p y r o p h o s -  
p h a t a s e  5 t o  f o rm  U M P  a n d  g lucuron ic  a c i d - l - p h o s p h a t e .  Th i s  t y p e  of r eac t ion  was  first  d e m o n -  
s t r a t e d  b y  KORNEEEG AND LINDBERG s u s i n g  r a b b i t - k i d n e y  par t ic les  w i th  D P N  as  a subs t r a t e .  The  
g lucuron ic  a c i d - l - p h o s p h a t e  f o r m e d  is  t h e n  d e p h o s p h o r y l a t e d  to  y ie ld  free g lucuron ic  acid. 

U D P G  is also b r o k e n  d o w n  b y  t h e  k i d n e y  par t ic les  to  glucose,  i no rgan ic  p h o s p h a t e  a n d  
ur id ine .  U M P  a n d  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  c an  be obse rved  as  t r a n s i e n t  p r o d u c t s  in  t h i s  reac t ion .  

L ibe r a t i on  of g lucuron ic  ac id  f r o m  U D P G A  was  n o t  ca t a lyzed  b y  t h e  s u p e r n a t a n t  f rac t ion  
o b t a i n e d  d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  of t h e  k i d n e y  par t ic les .  

Experiraental  

U D P G  w a s  p u r c h a s e d  f rom t h e  S i gma  Chemica l  Co. U D P G A  was  p r epa red  b y  e n z y m i c  
ox ida t i on  of  U D P G  *. Glucuron ic  a c i d - x - p h o s p h a t e  was  p r epa red  b y  t h e  ca ta ly t i c  ox ida t i on  of 
glucose-  x - p h o s p h a t e  ~. 

T h e  pa r t i cu l a t e  f rac t ion  was  p r e p a r e d  as  fol lows:  Two  2oo-g whi te ,  ma le  r a t s  of t h e  Sp rague -  
D a w l e y  s t r a i n  were  decap i t a t ed .  T he  k i d n e y s  were  i m m e d i a t e l y  r e m o v e d  a n d  h o m o g e n i z e d  w i th  
7 t i m e s  t he i r  we i gh t  of  o . i  M Tris,  p H  7-5,  in  a P o t t e r - E l v e h j e m  a p p a r a t u s  a t  o ° for 3 min .  The  
s u s p e n s i o n  was  cen t r i fuged  a t  600 × g in a n  I n t e r n a t i o n a l  re f r igera ted  cent r i fuge .  T h e  s u p e r n a t a n t  
so lu t ion  w a s  t h e n  cen t r i fuged  a t  6o,ooo × g in a Spinco Model  L u l t r acen t r i fuge .  The  pel let  so 
o b t a i n e d  was  w a s h e d  twice  w i t h  0.9 % NaC1 a n d  s u s p e n d e d  in i o  m l  o. I M Tris ,  p H  7-5 (pa r t i cu la te  
f rac t ion) .  

* A b b r e v i a t i o n s  u sed :  U D P G  for u r i d i n e d i p h o s p h a t e  g lucose;  D P N  for d i p h o s p h o p y r i d i n e  
nuc leo t ide ;  U D P G A  for u r i d i n e d i p h o s p h a t e  g lucuron ic  ac id;  U M P  for u r id ine  m o n o p h o s p h a t e ;  
Tr i s  for t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e ;  a n d  T E A  for t r i e t h a n o l a m i n e .  
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After incubat ion  of the  subs  t ra tes  wi th  the particles, the  reactions were s topped by  heat ing 
to IOO ° for I min. The particles were removed by  centr i fugat ion and aliquots of the  s u p e r n a t a n t  
solution were analyzed for inorganic phospha te  by  the method of FISKE AND SUBBAROW 8, for 
glucuronic acid by  its reducing value s, and for uridine by the u.v. absorp t ion  of samples isolated 
by  paper  ch roma t og raphy  1°. The produc ts  were identified by  a comparison of their  electrophoretic n 
or  chromatographic  1° proper t ies  wi th  known compounds .  They  were located on paper  by  visual 
observat ion  under  an u.v. l amp or by  the use of spray  reagents12, la. 
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Gestalt und Liingenvermessun 9 des Streifenmozaik-Virus der Gerste* 

I m  mit te ldeutschen R a u m  k o m m t  an  verschiedenen Gers tensor ten  eine Viruskrankhei t  vor, die 
auf  den B1Attern hellgrtine his gelbgriine Streifen verursacht .  Symptomausb i ldung  und  Wir t s -  
pflanzenkreis fiihrten zum Nachweis,  dass es sich hierbei u m  das Streifenmosaikvirus der Gerste 
handel t  1. Dieses Virus ist in der Neuen Welt  seit 195o bekannt ,  im europi~ischen R a u m  wurde  es 
bisher  lediglich in England 1956 nachgewiesen. 

Die vorliegende elektronenmikroskopische Arbeit  sollte diese ermit te l ten  Untersuchungs= 
befunde ergAnzen bzw. best~tigen. Aus den B1/ittern e rkrank te r  Pflanzen wurde  nach der yon  
JOHNSON z angegebenen E x s u d a t m e t h o d e  e twa o.i  ml Pflanzensaft  gewonnen und mit  0.9 ml aqua  
bidest, verdfinnt.  Um fiir die e lektronenmikroskopischen Unte r suchungen  die gew~nschte  Rein- 
belt  der Objekte zu erhalten, erfolgte das Aufbr ingen auf  die Objek t t r~gerhaut  aus Kollodium auf 
die vom Verfasser  schon friiher 8 beschriebene Weise, die einen Dialysiereffekt durch  die Kollodium- 
m e m b r a n  bewirkt .  Zur K on t r a s t e rh6hung  wurden  die Objekte un te r  einem Winkel yon  45 ° mi t  
Pal ladium bedampft .  Fig. i zeigt das so erhaltene e lektronenmikroskopische Bild des Streifen- 
mosaikvirus .  

Zur Fest legung der Normall~nge wurden  ca. 6o0 verschiedene Virustei lchen vermessen  und  
die Ergebnisse in der iiblichen Weise in einem Treppenpolygon mit  einer Stufenbreite yon IO m #  
dargestellt  (Fig. 2). Hiernach ergibt  sich ein H a u p t m a x i m u m  bei c twa 125 m #  und  je ein Neben- 
m a x i m u m  bei e twa dem doppelten und dem halben Wer t  der Normall~nge. Die aus den 5 Klassen 
des H a u p t m a x i m u m s  berechnete mitt lere Lgnge ist 125.2 m/~. Da es nach den Er fahrungen  yon 
BRANDES UND PAUL 4 kaum mbglich ist, Normalliingendifferenzen yon weniger als io m #  deutlich 
zu unterscheiden,  so diirfte die Angabe der NormallS.nge f/it das Streifenmosaikvirus yon 13 o.7 m/z 
durch GOLD, SUNESON, HOUSTON UND OSWALD 5 in f]rbereinstimmung hiermit  sein. Die Dicke 
betr/igt etwa 28 bis 3 ° m/~ bei einzelnen und 25 his 27 m/z bei zwei nebeneinanderl iegenden Teilchen. 
Der Unterschied diirfte dutch  die Bedampfung  verursach t  worden sein. 

Fig. 3 zeigt die prozentuale  Vertei lung des gesamten Virusprote ins  auf  die einzelnen L/ingen, 
da in der sonst  tiblichen F o r m  der Dars te l lung die Bruchstiicke tiber- und die L~ngsaggregat ionen 
un te rbewer te t  werden. 

* Synonyme:  Barley stripe mosaic, barley mosaic, barley false stripe, barley mild-stripe mosaic, 
barley very-mild-stripe mosaic, oat  stripe mosaic, falsche Streifenkrankheit  der Gerste. 


