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Wenn die pK-Werte der einzelnen Dissoziationsstufen einer Verbindung zwei oder 
mehr pH-Einheiten auseinander lagen, wurden sic direkt aus der Titrationskurve als das 
pH hklftiger Neutralisation der betreffenden Stufe abgelesen. Pur A pK < 2 berechneten 
wir die Dissoziationszahlen mit Hilfe der Formel von Auerbach & Smolczykl). Danach 
ergibt sich z. B. eine Korrektur von - 0,l fur das grossere und von +0,1 fur das kleinere 
pK gegenuber den aus der Titrationskurve direkt abgelesenen Werten, wenn d pK = 1 ist. 

Zusammenfassung. 
1. Die Dissoziationszahlen einer Reihe von aliphatischen, ge- 

siittigten Polyaminen werden ermittelt und miteinander verglichen. 
2 .  Anhand der tabellarisehen, durch einige bereits bekannte 

Daten ergiinzten Ubersicht lassen sich Regeln zur niiherungsweisen 
Voraussage von Dissoziationszahlen solcher Polyamine ableiten. De- 
ren wichtigste betrifft die Additivitiit der D i s s o z i  a t i on sin t ervalle. 

3. Die mittlere Abweichung von der Regel betrBgt f0,4 pH- 
Einheiten. 

4. Das Auftreten der Regelmassigkeiten und der moglichen Ab- 
weichungen wird anhand theoretischer Betrachtungen diskutiert. 

5. Die theoretisch vorauszusehende Parallelitiit zwischen Disso- 
ziation und Quaternisierbarkeit wird am Beispiel der aliphatischen 
Polyamine belegt. 

Forschungslaboratorien der CIBA AktiengeseZZschaft, Basel, 
Pharmmeutische Abteilung. 

192. Recherches sup la synthese biologique de I’acide hippurique2) 
par F. Leuthardt et H. Nielsen. 

(12 I1 51) 

En incubant des coupes de rein ou de foie de cobaye, de lapin 
ou de rat, dans une solution appropride contenant de l’acide benzo’ique, 
Borsook & D ~ b n o f f ~ : ~  ont observe une formation d’acide hippurique. 
Ces auteurs ont calcule l’augmentation de 1’6nergie libre. Pour la 
reaction: benzoate (aq) + glycine (as) = hippurate (aq), ils ont trouvB 
la valeur de A F  = -t 2670 Cal. B 38O. Cela signifie que la synthese 
ne represente pas sirnplement l’inverse de l’hydrolyse. Cette derniere 
peut se faire spontanement par l’hippuricase, mais la synthhse doit 
&re li6e B une reaction lib6rant de l’energie. D’aprBs les observations 
de Bovsook & Dubnnoff3) cette Bnergie doit provenir d’une oxydation, 
car la synthhse est inhibee par une solution de KCN 0,001-m. Avec 

l) 3’. Auerbach & E .  Smolczyk, Z. physik. Ch. 110, 65 (1924). 
2, Ce travail a ktk r6alist5 avec I’aide de la Fritz Hoffmnn-La Rache-Stiftung zur 

s, H .  Borsook & J .  W .  Dubnoff, J. Biol. Chem. 132, 307 (1940). 
Forderung iuissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz. 
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la methode des coupes, il n’a pas BtB possible de pousser plus loin 
1’8tude des differentes Btapes de la synthkse enzymatique. Cette 
dernikre est limit6e par la perm&i,biliti? des surfaces cellulaires. L’B- 
tude approfondie des facteurs influengant la synthkse ne pouvait se 
faire qu’en utilisant des homogBnats de tissus. Borsook & Duubnoffl) 
furent les premiers B obtenir une formation d’acide hippurique 21, 
partir de benzoate et de glycine en utilisant un homoghat de foie de 
cobaye, preparb d’aprks la mkthode de Potter & EZvehjem2). L’addition, 
B leur milieu d’incubation, de cBtoglutarate et d’acide adenylique 
avait pour effet de doubler la quantitk d’acide hippurique synthbtis6. 
Cohen & McGiZvery3) Btudikrent la synthkse de l’acide p-amino-hip- 
purique dans des homoghats de foie de rat. Ces auteurs ont Btabli 
que la synthkse depend de l’acide adenosine-triphosphorique. En 
fractionnant l’homoghnat de foie de rat par centrifugation, ils purent 
demontrer que la synthkse de I’acide p-amino-hippurique Btait libe 
aux particules insolubles de la cellule hepatique. 

La glycine nbcessaire B la synthkse de l’acide hippurique peut 
&re formee a partir d’autres acides amines. Leuthardf4) ainsi que 
Borsook & Dubnoff5) ont obtenu en presence de coupes de foie de 
cobaye une synthkse consid4rable d’acide hippurique, en remplapant 
la glycine par la L-glutamine, la DL-serine, la L-proline, l’hydroxy- 
proline, l’acide aspartique et l’acide glutamique. Shemins) ,  confirmant 
les rdsultats de Leuthardt & GZasson‘), prouva par la suite Q l’aide 
de la L-serine marqube (15N dans le groupe amin6 et 13C dans le 
groupe carboxylique) que cet acide amin6 est transform6 en glycine 
par la scission entre les atomes a et de la chaine carbonbe. Plusieurs 
auteurs ont montre que la reaction est reversible (Sakami*) ,  ,!j’iekevitx 
& Greenbergg) et Winnick et c01l.l~)). Dans ce travail, nous montrerons 
que la synthkse de l’acide hippurique est localisee dans les mitochon- 
dries et nous Btudierons les conditions de cette synthhse. 

Re’sultats et discussion. 
a) Connditioras de synth8se. De’pendance de Z’A. T.P* La constatation 

la plus importante concernant la synthese de I’acide hippurique est 
sa ddpendance de l’acide adenosine-triphosphorique (A.T.P.). Cette 
synthkse prbsente un nouvel exemple d’une reaction endergonique 

l) H .  Borsook & J.  W.  Dubnoff, J. Biol. Chem. 168, 397 (1947). 
2, V. R. Potter & C. A .  Elvehjem, J. Biol. Chem. I 14, 495 (1936). 
s, P. P. Cohen & R. W .  McGiZvery, J. Biol. Chem. 171, 121 (1947). 
4, F. Leuthardt, Z. physiol. Ch. 270, 113 (1941). 
6 ,  H. Borsook & J .  W. Dubnoff, J. Biol. Chem. 132, 307 (1940). 
6, D. Shemin, J. Biol. Chem. 162, 297 (1946). 
’) F. Leuthardt & B. Glasson, Helv. 25, 245 (1942). 

W. Sakami, J. Biol. Chem. 179, 495 (1949). 
P. Siekevitz & D. M .  Greenberg, J. Biol. Chem. 180, 845 (1949). 

lo) T.  Winnick, I .  Moring-Claesson & D.M.Greenberg, J. Biol. Chem. 175, 127 (1948). 
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couplBe avec la dBphosphorylation de 1’A.T.P. Le tableau I montre 
1’activitB des mitochondries en fonction de la concentration de 1’A.T.P. 

Tableau I. 
Suspension de mitochcindries 0,5 cm3. Acide benzo’ique 0,001-m. ; glycine 0,015-m ; 

acide fumarique 0,0025-m. ; MgSO, 0,0026-m. ; KC1 0,04-m.; cytochrome C 0,0000145-m. 
L’isotonicitB est atteinte aix moyen d’un tampon phosphates de K de p H  7,5. Volume 
final 4 cm3. Incubation 30 min. 38O. 

Rat  

Cobaye 

- 

bl. A.T.P. par essai i pmol. ,,,,I acide hippurique 

-- 
blanc 0,49 
benzoate 0,54 
benzoate + glycine 3,04 

blanc 1,oo 
benzoate 2,03 
benzoate + glycine 4,91 

- 

Les mitochondries ainsi que la solution surnageante contiennent des 
ferments hydrolysant 1’A.T.P. Pour maintenir une concentration suf- 
fisante en A.T.P., il faut ajouter un substrat oxydable permettant la 
rephosphorylation oxydative de l’acide ad6nylique ( MiiZZer & Leut- 
hardtl)). Nous avons utilisB le fumarate comme substrat oxydable. 
La synthbse se fait aussi bien avec une suspension de mitochondries 
prBparBe A partir d’un foie de rat que d’un foie de cobaye (tableau 11). 

Tableau 11. 
Suspension de mitochondries 0,5 cm3. Acide benzoyque 0,001-m. ; glycine 0,015-m.; 

acide fumarique 0,0025-m. ; MgSO, 0,0026-m. ; KC1 0,04-m. ; A.T.P. 0,0005-m; cytochrome 
C 0,0000145-m. L’isotonicitB est atteinte au moyen d’un tampon phosphates de K de pH7,5. 
Volume final 4 cm3. Incubation 45 min. Zt 3 8 O .  

Essais Conditions pmol. acide hippurique 
f orme 

l) A .  E’. Muller & F.  Leuthardt, Helv. 32, 2349 (1949). 
2, P. P. Cohen & R. W .  McBiZvery, J. Biol. Chem. 171, 121 (1947). 
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constatons que le systbme de synthhse se trouve localis6 dans les mito- 
chondries, ceci aussi bien pour des mitochondries prBpar6es B partir 
d’un foie de rat que d’un foie de cobaye (tableau 111). La faible acti- 
vit6 retenue dans le surnageant et le culot est due, dans ces deux frac- 
tions, B la presence d’un reste de mitochondries. 

Tableau 111. 
Systhme enzymatique 0,5 cmS. Acide benzoique 0,001-m. ; glycine 0,015-m.; acide 

fumarique 0,0025-m.; MgSO, 0,0026-m. ; KC1 0,04-m. ; A.T.P. 0,0005-m.; cytochrome 
C 0,0000145-m. L’isotonicitk est atteinte au moyen d’un tampon phosphates de K de 
pH 7 3 .  Volume final 4 cm3. Incubation 45 min. iL 38O. Hc = homogenat complet; M = 
mitochondries; S = surnageant; C = culot (noyaux, debris cellulaires). 

Additions 

Hc. . . . . . . . . . . . . .  
Hc+acide benzoyque . . . . . .  
Hc + acide benzoique + glycine . . 
M . . . . . . . . . . . . . .  
M+acide benzoique . . . . . .  
M + acide benzoique + glycine . . 
s . . . . . . . . . . . . . .  
S+acide benzoique . . . . . .  
S + acide benzoique + glycine . . 
C + acide benzoique + glycine . . 

pmol. acide hippurique 
form6 

Cobaye 

0,112 
0,760 
2,55 
0,083 
0,304 
3,94 
0,112 
0,158 
0,170 
0,340 

Rat 

0,028 
0,133 
1,25 
0,054 
0,092 
2,06 
0,179 
0,108 
0,195 
0,230 

c) Prdcurseur de la glycine. En considerant I’activitB de la syn- 
thbse, nous constatons qu’elle est plus BlevBe dans les essais contenant 
les mitochondries que dans les essais contenant de l’homogknat com- 
plet. Par contre, dans les essais qui ne contiennent comme substrat 
que du benzoate, la synthbse d’acide hippurique est plus forte avec 
l’homog6nat complet qu’avec les mitochondries. Le surnageant con- 
tient done des substances qui, avec le benzoate, donnent de l’acide 
hippurique. En prenant comme systkme enzymatique les fractions 
suivantes : mitochondries seules, mitochondries -I- surnageant, mito- 
chondries -t- Kochsaft, et comme substrat du benzoate seul, nous 
avons constate que la synthhse de l’acide hippurique est plus impor- 
tante dans les essais contenant en plus des mitochondries, le surna- 
geant ou le Kochsaft. Ces deux dernibres fractions contiennent un 
prdcurseur thermostable de la glycine. La vitesse de synthbse B partir 
de ce precurseur est plus petite qu’h partir de la glycine (tableau IV). 
En oukre, la quantit6 d’acide hippurique formBe B part.ir de ce pre- 
curseur varie d’un animal B l’autre et peut atteindre aprbs 90 min. 
d’incubation des valeurs considdrables. 

En Btudiant la synthbse de l’acide hippurique B partir de ben- 
zoate et du prBcurseur en prbsence d’un surnageant dialys6 et d’un 
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Tableau IV. 
Systhme enzymatique 0,5 cm3. Acide benzoique 0,001-m. ; glycine 0,015-m. ; acide 

fumarique 0,0025-m.; MgSO, 0,0026-m.; KC1 0,04-m. ; A.T.P. 0,0005-m. ; cytochrome 
C 0,0000145-m. L’isotonicith est atteinte au moyen d’un tampon phosphates de K de 
pH 7 3 .  Volume final 4 cm3. Incubation 45 et 90 min. A 380. M = mitochondries; S = 
surnageant; K = Kochsaft. 

-_ 
__ 
-_ 
-_ 

- 
M 

+ - 0,805 
+ - 2,64 
+ - 0,155 
+ + 3,18 - 

+ 
+ 
- 

+ 

- 
S 
- 
B Benzoate 

- 

- 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
i- 
+ 
+ 

--- 
Glycine pmol. acide hippurique 

0,279 
0,312 
0,009 
0,387 
0,413 
0,013 
0,780 
1,610 
0.221 
3,200 

meme surnageant non dialys6, nous constatons que le surnageant 
dialyse perd son activit6. Cette dernikre peut &re restauree en ajou- 
tant le dialysat concentre aussi bien du surnageant que du Kochsaft 
(tableau V). 

Tableau V. 
Systhme enzymatique 0,5 cm3. Acide benzoique 0,001-m.; glycine 0,015-m. ; acide 

fumarique 0,0025-m. ; MgSO, 0,0026-m. ; KCl 0,04-m.; A.T.P. 0,0005-m. ; cytochrome 
C 0,0000145-m. L’isotoniciti: est atteinte au moyen d’un tampon phosphates de K de 
pH 7,5. Volume final 4 em3. Incubation 45 min. It 38O. M = mitochondries; S = surna- 
geant gardi: pendant 15 h. A Oo; Sd = surnageant dialysk; Ds = dialysat du surnageant; 
Kd = Kochsaft dialysk; DK = dialysat du Kochsaft. 

Benzoate 

+ 
+ 
+ 
+ 

Glycine pmol. acide hippurique 

0,410 
0,730 
1,59 
1,90 
3,65 

0,300 
0,725 
1,43 
3,48 
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Les rdsultats mentionnds ci-dessus nous ont laissd supposer que 
le prhcurseur pourrait 6tre un acide amin6 ou un peptide B, poids 
molhculaire peu dlevh. En remplapant la glycine par certains di- ou 
tripeptides contenant dans leur moldcule de la glycine, nous consta- 
tons qu’en effet la synthhse de l’acide hippurique a lieu, et ceci aussi 
bien avec l’homoghnat complet qu’avec les mitochondries. Done les 
deux fractions contiennent les peptidases ndcessaires a l’hydrolyse 
des peptides utilishs. En ayant comme systbme enzymatique une sus- 
pension de mitochondries, la synthkse a partir de la L-leucyl-glycyl- 
glycine, de la glycyl-glycyl-leucine ou du glutathion est plus lente qu’& 
partir de la glycyl-L-leucine. L’addition du surnageant ou du surna- 
geant dialysd (done ne contenant plus le pr6curseur), B la suspension 
de mitochondries, accdlbre de beaucoup la, synthhse partir du tripep- 
tide (tableau VI). Mais comme nous l’avons indiquk1), il semble que 

Tableau VI. 
Systeme enzymatique 0,5 cm3. Acide benzoique 0,001-m. ; di- ou tripeptides 0,015-m. ; 

acide fumarique 0,0025-m. ; MgSO, 0,0026-m.; KC1 0,M-m. ; A.T.P. 0,0005-m. ; cyto- 
chrome C 0,0000145-m. L’isotonicitB du milieu est atteinte au moyen d’un tampon phos- 
phates de K de p H  7,5. Volume final 4 cm3. Incubation 60 min. A 38O. Hc = homoghat 
complet; M = mitochondries; S = surnageant; Sd = surnageant dialys6. 

Additions 

Hc + acide benzoique . . . . . . . . . . . . .  
Hc + acide benzoique + L-leucyl-glycyl-glycine . . 
Hc + acide benzoique + glutathion . . . . . . .  
Hc + acide benzoique + gycyl-L-leucine . . . . .  
M+ acide benzoyque . . . . . . . . . . . . .  
M+ acide benzoique + L-leucyl-glycyl-glycine . . 
M + acide benzoique + glutathion . . . . . . . .  
M+ acide benzoique + glycyl-L-leucine . . . . .  
M+ acide benzoi’que + DL-alanyl-glycine . . . . .  
M+ S + acide benzoique . . . . . . . . . . .  
M+ S+ acide benzoique + L-leucyl-glycyl-glycine . 
M+ S + acide benzoique + glycyl-L-leucine . . . .  
M+ Sd+ acide benzoique . . . . . . . . . . .  
M+ Sd + acide benzoi‘que + L-leucyl-glycyl-glycine 

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

~ ~~~ 

pmol. acide 
hippurique form6 

1,oo 
2,60 
2,03 
3,15 
0,33 
1 ,I0 
1,43 
3,31 
3,35 
1,15 
3,69 
3,26 
0,73 
3,27 

les dipeptidases et tripeptidases sont diffhremment reparties entre les 
fractions prothiques solubles de la cellule et les mitochondries. Un 
phdnomhne analogue a dtd observe par Fodor, Price & Greenstein2). 
La question se pose de savoir si la synthhse de l’acide hippurique a 
partir des peptides, contenant de la glycine en position terminale, 
pourrait se faire, en absence de l’A.T.P., par le passage de la glycine 

l) H .  Nielsen & F.  Leuthardt, Helv. physiol. pharmacol. acta 7, C 53 (1949). 
2) P.  J.  Fodor, 8. E. Price & J .  P. Greenstein, J. Biol. Chem. 180, 193 (1949). 
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d’un groupe acyle a un autre (rdaction analogue Q la atranspeptidation)) 
d6crite par Hanes et ses collaborateursl)). Le tableau TI1 montre 
que tel n’est pas le eas. La synthkse partir des peptides en absence 
de 1’A.T.P. est aussi faible qu’B partir de la glycine libre. On peut 
en conclure que la glycine est libkr6e avant d’6tre ineorpor6e Q l’acide 
hippurique. 

Tableau VII. 
Suspension de mitochondries 0,5 cm3. Acide benzoique 0,001 -m. ; glycine ou dipep- 

tides 0,015-m. ; acide fumsrique 0,0025-m. ; MgSO, 0,0026-m. ; KCI 0,04-m. ; cytochrome 
C 0,0000145-m. L’isotonicit6 est atteinte au moyen d‘un tampon phosphates de K de 
pH 7,5. Volume final 4 om3. Incubation 30 min. B 38O. - 

Exp. 

I 

- 
I1 

S ubstr at s 

glycyl-L-leucine 
gly cyl- L-leucine 
glycyl-L-leucine 
gl ycyl-L-leucine 

glycyl.L-leucine 
glycyl. L-leucine 
DL-alanyl-glycine 
DL-alanyl-glycine 
glycine 

pmol. A.T.P. 
par essai 

pmol. acide 
hippurique form6 

0 , l O  
0,20 
0,30 
2,15 

0,30 
1,50 
0,40 
3,20 
3,35 

d) Analyse chromatographipue d u  dialysat, du surnageant et du 
Kochsaft. Nous avons essay6 d’identifier la nature du prkcurseur par 
chromatographie sur papier filtre ( Comden,Gordon &3 Martin2), Dent3)). 

Le surnageant a 6 th  dialys6, le dialysat concentr6 et le r6sidu 
hydrolys6. Le chro matogramme d6velopp6 r6vkle deux taches dis- 
tinctes. Les niveaux de ces taches correspondent Q l’acide glutamique 
et A la glycine t6moins sur la piste S (fig. 1). 

Nous avons optSr6 de la mkme manikre avec l’hydrolysat du dia- 
1ys:tt du Kochsaft (DK). Aprks dheloppement Q la ninhydrine, nous 
observons Bgalement des taches correspondant a l’acide glutamique 
et Q la glycine (fig. 2). 

Nous pouvons en d6duire que le prdcurseur du surnageant est 
identique h celui du Kochsaft et, comme nous l’avons d6ja mentionn6, 
thermostable. MBme une hydrolyse prolongbe de 10 24 h. ne fait 
pas apparaitre d’autres acides amin6s que celui qui a une valeur de 
Rf de 0’77. D’aprks le tableau de Dent3) nous pouvons avoir a cet 
endroit l’ornithine, la valine, la norvaline ou le tryptophane. I1 est 
possible que le pr6curseur se trouve &re le glutathion, car cette subs- 
tance est assez rBpzlndue dans les diff6rents organes des mammifkres 

l) C. S. Hunes, F .  J .  R. Hird & F.  A .  Isherwood, Nature 166, 288 (1950). 
2, R. Consden, A .  A. Gordon & S.  J .  P. Martin, Biochem. J. 38, 224 (1944). 
3, C. E. Dent, Biochem. J .  43, 169 (1948). 
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(Awaparal)). Dans nos conditions d’experience nous n’avons n6an- 
moins jamais pu prouver la presence de la c y s t h e  sous forme de 
cystine. 

2 1 s  DK DK S DS DS S 

acide 
glutamique 

glycine 

alaninc 

Fig. 1. 
Chromatogramme du dialysat du liquide 
surnageant d’un homoghat de foie de 
cobaye centrifug6. Le dialysat est hydro- 
lysB pendant 14 h. Apres Bvaporation du 
HCI, le rBsidu eat dissout dans 3 cma 
d’eau bidistillbe e t  la solution filtr6e. De 
ce filtrat on a dBpos6 en 2 deux, en 4 
quatre gouttes. E n  S on a dBposB une 
goutte d’une solution standard de glycine 

d’acide glutamique et  d’alanine. 
DBveloppement B la ninhydrine. 

cysgine 

acide 
glutamique 

glycinc 

valine 

1 2  1 2  
Fig. 2. 

Chromatogramme du dialysat du liquide 
surnageant e t  du Kochsaft du mbme ho- 
mogBnat de foie de cobaye. Ds = chro- 
matogramme de l’hydrolysat du dialysat 
du liquide surnageant. En 1 on a dBposB 
une et  en 2 deux gouttes de l’hydrolysat. 
DK = chromatogramme de l’hydrolysat 
du dialysat du Kochsaft. E n  1 on a dB- 
pose une e t  en 2 deux gouttes de l’hydro- 
lysat. E n  S des deux chromatogrammes, 
on a dBpos8 une goutte d’une solution 
standard de valine, d’acide glutamique, 

de glycine e t  de c y s t h e .  
DBveloppement B la ninhydrine. 

f )  Inf luence de la  concentration de l a  glycine. D’aprbs les travaux 
de Cohen & McGilvery2) il faut 15 fois plus de glycine que d’acide 
p-amino-benzoique pour obtenir en 45 min. une synthbse totale. Nous 
avons montre qu’h partir de benzoate et du precurseur on pouvait 
obtenir une quantite considerable d’acide hippurique. I1 est peu 
probable que la glycine liberee ou formbe a partir d’autres corps se 
trouve 8, une concentration depassant de beaucoup celle de l’acide 

l) J .  Awupra,  Arch. Biochem. 19, 172 (1948). 
2, P. P. Cohen & R. W .  McGiZwery, J. Biol. Chem. 171, 121 (1947). 
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benzoique. En effet, dans nos conditions d’experience, c’est-&-dire 
avec, un systhme enzymatique tel que les mitochondries, nous ob- 
tenons en 45 min. d’jncubation avec 4 pmol. de glycine une synthkse 
de 77%. Avec 12 pumol. de glycine, donc une concentration trois fois 
supkrieure a celle de l’acide benzolque, nous obtenons une synthkse 
de 98% (tableau VIII). Notons qu’un tel rendement n’est possible 
qu’avec une suspension de mitochondries suffisamment active conte- 
nant au moins 2 mg N par essai. En comparant nos experiences a 
celles de Gohem & M-cGiZveryl) nous voyons que la conjugaison de la 
glycine avec l’acide benzofque se fait plus rapidement qu’avec l’acide 
p-amino-benzolque. 

Tableau VIII. 
Suspension de mitochondries 0,5 om3, 2,07 mg N par essai. Acide benzofque 0,001-m.; 

acide fumarique 0,0025-m. ; MgSO, 0,0026-m. ; KC1 0,04-m. ; A.T.P. 0,0005-m. ; cyto- 
chrome C 0,0000145-m. L’isotonicitb est atteinte au moyen d‘un tampon phosphates de 
K de pH 7,5. Volume final 4 cm3. Incubation 45 min. it 38O. 

Additions 
pmol. 

acide hippurique Rendement i 
4 pmol. acide benzoique . . . . . . . . . 
4 pmol. acide benzoique + 4 pmol. glycine . 
4 pmol. acide benzofque + 8 pmol. glycine . 
4 pmol. acide benzoPque + 12 pmol. glycine . 
4 pmol. acide benzolque + 20 pmol. glycine . 

0,25 
3,08 
3,56 
3,95 
3,98 

- 
76,9 
89,5 
98,6 
9 9 3  

g) 8ynthBse de %a glycine ic partir d’autres acides amine’s. Comme 
l’ont montre les experiences de Borsook & Dubnoff2), Leuthardt & 
Glasson3), et de 8hernin4), 1s glycine nkcessaire B la synthhse de l’acide 
hippurique peut &re formee B, partir d’autres acides amin6s. Avec 
un homogenat de foie de cobaye ou une suspension de mitochondries, 
il ne nous a pas 6th possible d’obtenir une synthkse d’acide hippu- 
rique B partir des acides amin& suivants : acide DL-p-hydroxygluta- 
mique, L-leucine, L-valine, L-asparagine, b&sfne, DL-alanine et DL- 
shrine. Par contre, Q partir de la DL-thrdonine ou de la sarcosine, nous 
obtenons une quantitk considerable d’acide hippurique, ceci aussi 
bien avec un homogenat qu’avec une suspension de mitochondries. 
L’activite de ces deux acides aminex est presque aussi grande que 
celle de la glycine. La synthhse de la glycine partir de la thrdonine 
et de la sarcosine se produit Bgalement dans des suspensions de mito- 
chondries pures. Les enzymes necessaires a la transformation de ces 
deux corps en glycine se trouvent Iocalises dans les mitochondries 
(tableau IX). Avec la glutamine ou l’acide glutamique nous obtenons 
_____ 

P.  P. Cohen d R. W.  McGiZwery, J. Biol. Chem. 171, 121 (1947). 
2, H .  Borsook & J. W .  Dubnoff, J. Biol. Chem. 132, 307 (1940). 
3, F. Leuthardt & B. Glasson, Helv. 25, 245 (1942). 
4, D. Shemin, J .  Biol. Chem. 162, 297 (1946). 
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Tableau IX. 
Systeme enzymatique 0,5 cm3. Acide benzoique 0,001 -m. ; acide fumarique 0,0025-m. ; 

MgSO, 0,0026-m.; KC1 0,04-m.; A.T.P. 0,0005-m. ; cytochrome C 0,0000145-m. L’isoto- 
nicit6 eat atteinte au moyen d’un tampon phosphates de K de pH 7,5.Volume final 4 cm3. 
Incubation 45 min. Q 38O. Hc = homogknat complet; M 
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mitochondries. 
~ ~~~ ~ 

pmol. acide hippurique 
form6 

0,90 
Hc + acide benzoique + 40 pmol. threonine . . 1,50 
Hc + acide benzoique + 8 pmol. thr6onine . . 1,35 

1,20 
M+ acide benzoique . . . . . . . . . . . .  0,40 

Additions 

Hc + acide benzoique . . . . . . . . . . . .  

Hc + acide benzoi’que + 40 pmol. sarcosine . . .  

I M+ acide benzoique + 40 pmol. thr6onine . . .  
M+ acide benzoique+ 8 pmol. thrbonine . . .  

benzoique + 40 pmol. sarcosine . . .  

dans l’homogdnat une faible formation d’acide hippurique. En pr6- 
sence d’une suspension de mitochondries, les valeurs sont semblables 
8 celles obtenues A partir du prdcurseur nature1 dont il dtait question 
plus haut (page 1621). Les combinaisons des systkmes enzymatiques : 
mitochondries + surnageant, mitochondries $- surnageant dialys6 ou 
mitochondries + Kochsaft, ne favorisent pas la, formation de la gly- 
cine 8 partir des deux acides aminds sus-mentionnds. La prolongation 
du temps d’incubation a pour seul effet d’augmenter la synthese de 
l’acide hippurique 8 partir du benzoate et du prdcurseur. Nous avons 
Bgalement vari6 la concentration du tampon, sans obtenir d’effet. I1 
est curieux que la DL-sBrine soit inactive tandis que la DL-phdnyl- 
sdrine nous donne une faible synthkse en pr6sence d’une suspension 

Tableau X. 
M6mes conditions que celles i n d i q u h  sous tableau IX. Incubation 45 min. Q 38O. 

Hc = homoghat complet; M = mitochondries. 

2,20 
1,74 
2,21 

Additions 
- 

Hc + acide benzoyque . . . . . . . . . . . . . . .  1,22 
Hc+ 40 pmol. glutamine . . . . . . . . . . . . .  0,20 

Hc + acide benzoi‘que . . . . . . . . . . . . . . .  1 , l O  
Hc + 40 pmol. acide glutamique . . . . . . . . . .  0,28 
Hc + ac. benzoique + 40 pmol. acide glutamique . . .  1,54 

0,90 
Hc+ac. benzoique+40 pmol. ph&yl-s&ine . . . . .  0,96 
M+ acide benzoique . . . . . . . . . . . . . . .  0,45 

Hc+ acide benzoique+40 pmol. glutamine . . . . .  1,74 

, Hc + acide benzofque . . . . . . . . . . . . . . .  

1 M+ac. benzolquef40 pmol. phhyl-s&rine . . . . .  1,lO 

pmol. acide hippurique I f ormk 
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de mitochondries. Dans ce cas dgalement, la combinaison des diffe- 
rentes fractions ou la prolongation du temps d’incubation n’a aucun 
effet (tableau X). Les resilltats obtenus avec la glutamine, l’acide 
glutamique et la phhyl-serine ne sont pas reguliers. Or, nous consta- 
tons que le tissu intact (coupes) a la capacite de former de la glycine 
k partir de la DL-sdrine, de la glutamine et de l’acide glutamique, 
tandis que ces transformations n’ont pas lieu dans le tissu homo- 
ghneis6. Nous ne pouvons pas expliquer la raison pour laquelle la 
scission de la chaine carbonee ne peut se produire aprbs la destruction 
du tissu I1 est possible que les conditions de nos expdriences ne soient 
pas optimales parce qu’un facteur indispensable a BtB ddtruit pendant 
la preparation de l’homogdnat, ou que ce facteur se trouve &re trop dilud. 

h )  Imhibitiolz de la sylzth8se de l’acide hippurique p a r  un facteur 
he‘poatipe. Dans le ehapitre concernant la preparation des mitochon- 
dries (p. 1629)’ nous indiquons qu’une substance inhibitrice coloree se 
trouve dans les homogdnats de foie de cobaye. En presence de cette 
substance, on obtient des suspensions de mitochondriea 16ghrement 
colordes yui sont peu ou pas actives. Ces observations nous ont laisst5 
supposer que le corps inhibiteur pouvait provenir de la bile. Nous 
avons, apr&s neutralisation, dilue 10 fois la bile du meme animal avec 
un tampon phosphates de pH 7’5. Nous avons ajoute une quantite 
croissante de cette solution h nos essais. L’inhibition de la synthkse 
de l’acide hippurique est nette, mais n’est pas toujours la m6me et  
varie d’un animal k l’autre (tableau XI). L’activitB de la synthbse 

Tableau XI. 
Suspension de mitochondries 0,5 01113. Acide benzoi’que 0,001-m. ; glycine 0,015-m. ; 

acide fumarique 0,0025-m.; MgSO, 0,0026-m. ; KC1 0,04-m. ; A.T.P. 0,0005-m. ; cyto- 
chrome C 0,0000145-m. lJ’isotonicit6 est atteinte au moyen d’un tampon phosphates de K 
de pH 7,5. Volume final 4 em3. Incubation 45 min. B 38O. N bile == teneur en azote de la 
solution de bile ajoutAe, exprim6 en mg. 

Additions 

benzoate+gl*ycine . . . 
benzoate+glgcine . . . 
benzoate+gl,ycine . . . 
benzoate+glgcine . . . 
benzoate+glycine . . . 
benzoate+glycine . . . 

pmol. acide hippurique 
form6 N bile 

0,007 
0,028 - I  3,60 

3,28 
0,70 

0,010 
0,020 
0,030 

3,60 
3,12 
2,57 

d4pend beaucoup cle la manibre dont les mitochondries sont preparees 
(voir p. 1629). La quantitd du facteur inhibiteur, contenu dans le foie 
de cobaye, depend de la nourriture de l’animal (herbe ou foin plus 
betteraves). I1 est particulihrement abondant dans les foies des ani- 
maux recevant de l’herbe dans leur nourriture; il manque en hiver, 
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quand les cobayes sont nourris avec des betteraves, des carottes et 
du foin. Peut-&re s’agit-il d’un produit de degradation de la chloro- 
phylle? Dans des experiences ulterieures il s’agira de chercher la 
nature chimique de cet inhibiteur. 

Part i e e xp Cr imen t a1 e. 
a) Matkriel. Animaux. Nous avons utilise des rats albinos adultes de 150-200 g 

ainsi que des cobayes de 200-300 g. Les animaux avaient repu une nourriture optimale 
e t  furent mis It jeun environ 36 It 40 h. avant l’experience. 

Substrats. Le benzoate de Na ainsi que le fumarate de Na sont des produits commer- 
ciaux recristallis6s. La glycine, l’acide glutamique, la thrkonine, la sarcosine, la leucyl- 
glycyl-glycine, la leucyl-glycinc, le glutathion sont des produits Hoffmann-La Roche. 
L’acide j3-hydroxyglutamique fut prepare SdOn la methode de Harington & Randall1). 
L’acide adenosine-triphosphorique est prbpare 8131011 les mkthodes combinbes de Needham2), 
Kerrs) & Le Page4). Le cytochrome C est preparb It partir de coeur de cheval SelOn la 
methode de Keilin & Hartree6), et garde en solution. Une partie de cc produit nous a 6 t i  
fourni par la Robupharm, BLle. 

Toutes les solutions sont preparees avec de l’eau bidistillee et leur pH est ajustk it 
7,5. L’isotonicitb du milieu est atteinte au moyen d’un tampon phosphates de K de 
pH 7,5. 

b) Prkparation des suspensions enzymatiqzw. Toute la prbparation des diffbrentes 
fractions s’effectue B Oo It l’aide d’une centrifugeuse it rbfrigbration. Aprhs la mort dc 
l’animal, le foie est immediatement mis dans la glace. L’homoginBisation du tissu s’effec- 
tue pendant au moins 45 sec. dans l’appareil de Potter & Ehehjems), contenant du KCl 
isotonique comme milieu de suspension. L’homoginat ainsi obtenu est filtrk B travers deux 
couches de gaze. 

10 cm3 d’un homogenat de foie de cobaye B 20% sont centrifugds pendant 15 min. 
It 4600 t/min. (3500 g). Le surnagcant est dbcante et garde pour la preparation soit du 
Kochsaft, soit d’un surnageant dialyse. Le foie de cobaye contient une substance de  colo- 
ration vcrte, de densite un peu infirieure aux mitochondries. De cc fait, nous trouvons 
aprhs la premihre centrifugation comme couche supbrieure du residu, un anneau vert 
dont 1’8paisseur et l’intensitb de coloration varient d’un homogbnat It l’autre. Cet anneau 
est &mine au moyen d’une pipette, car cette couche contient des corps inhibiteurs de la 
reaction 6tudiBe. 11 est dans bien des cas impossible, m6me avec plusieurs lavages it la 
mannite isotonique, d’bliminer complhtement ce corps, et  la suspension de mitochondries 
ainsi obtenue reste verdltre. Pour notre synthkse, une telle suspension de mitochondries 
est peu active, dans certains cas m6me totalement inactive. La nature du corps inhibiteur 
est inconnue. I1 semble qu’il provient de la bile (voir page 1628). 

Au rbsidu on ajoute 3 em3 d’unc solution de mannite isotonique et  on refait une 
suspension homogkne. Cette dernihre est centrifugbe pendant 10 min. B 4600 t/min. Le 
surnageant est dicantk. La troisihme centrifugation ne dure que 7 B 9 min. Unc partie 
des mitochondries ne s’est pas sedimentbe et le surnageant blanc-verdktre est dbcantb. 
Ce n’est qu’aprhs la quatrikme Centrifugation que nous obtenons, avec ce proc6d6, une 
suspension de mitochondries presque blanche. Le contrblc microscopique (microscope B 
contraste de phase) r6vhlc une suspension homoghne de particules dans laquelle on ne 
trouve que rarement un noyau ou une hbmatie. L’activitb des suspensions depend du 

1) C .  R. Harington & 8.8. Randall, Biochem. J. 25, 1917 (1931). 
2, D. M. Needham, Biochem. J. 36,113 (1942). 

S. E. Kerr, J. Biol. Chem. 139, 121 (1941). 
*) G. A. Le Page, dans W .  W .  Umbreit, R. H.  Burris & J .  F. Stauffer, Manometric 

6,  D. Keilin & E. F .  Hartree, Proc. Roy. SOC., Ser. B, 122, 298 (1937). 
E, V. R. Potter & C.  A .  Elvehjem, J. Biol. Chem. I 14, 495 (1936). 

techniques and related methods, Burgess Publ. Comp., Minneapolis 1945. 
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nombre des granules par unitk de volume, mais leur d6nombrement direct est tr&s difficile. 
Dans quelques expkriences, nous avons compari: la densitk optique des suspensions (me- 
sur6e B 375 mp & l’aide du photometre de Beckman) avec leur teneur en azote. Le dosage 
de la densitk optique pour differentes dilutions de la mbme suspension, montre que la 
densitk optique est une fonction linkaire de la concentration de la suspension, donc du 
nombre des particules. 

c) Incubation. Le volume final par essai est de 4 cm3. La phase gazeuse est de l’air. 
L’inrubation s’effectue dans des erlenmeyers de 25 cm3. Ces derniers sont agitks pendant 
45 min. B 38O. 

d) Extraction de l’acide hippurique. Apr&s l’incubation, la reaction est arrbt6e par 
l’adjonction de 1 cm3 d’une solution B 10% d’acidc mktaphosphorique. Apres centrifuga- 
tion des protkines, on pr6kve 4 om3 que Yon pipette dans un petit appareil d’extraction 
du type Kutscher-Steudel d’une capacitk d’environ 6 cm3. On ajoute 0,2 om3 H,SO, n. 
Les tubes d’extraction sont refroidis B l’eau froide afin d’6viter une hydrolyse. L‘extrac- 
tion dure 5 h. Le rksidu de l’extrait ktherk est dissout dans 3 cm3 d’acide chlorhydrique 
azkotropique. Le ballon est muni d’un refrigkrant B reflux et on fait bouillir la solution 
pendant 2 h. Apres l’hydrolyse le HCl est complAtement Blimink au vide looo. Le residu 
sec est dissout dans 10 cm3 d’eau distillbe. On agite cette solution en presence de 0,5 g 
de permutite de sodium pour kliminer NH,. La solution est filtr6e et une partie aliquote 
du filtrat sert & la determination de la glycine sous forme de N amin6. 

e) Dosage de l’acide hippuripue. Dans les premieres expkriences nous avons employe 
pour le dosage de la glycine de l’acide hippurique, la mkthode d6crite par Russell1). Cette 
m6thode n’est pas spkcifique puisqu’elle englobe toutes les substances qui sont extraites 
par 1’6ther et qui par hydrolyse donnent des groupes aminks libres. La plupart des dosages 
de la glycine ont 6tk effectu6s selon la mkthode d6crite par KrzLeger2), qui est une modi- 
fication de celle d’AZexander et coll.3). Cette mkthode se base sur le fait qu’une solution 
dilu6e de glycine donne & 1’6bullition en prksence de ninhydrine (hydrate de tricktohydrin- 
dene) 1 mol. de formaldehyde par mol. de glycine (MacFadyen4)). D’apres Eegriwes) 
l’aldkhyde formique se condense B 1000 dans un milieu de H,SO, conc. avec de l’acide 
chromotropique pour donner une coloration d’un violet intense. Les details du prockd6 sont 
ceux propos6s par Krueger:!). Le rendement de la premiere m6thode est de 80 & 90%, tandis 
que la seconde m6thode nous permet de retrouver 90 B 97% de l’acide hippurique ajout6. 

f)  Re‘cupe‘ration d u  prkcurseur de la glycine duns le dialysat. Nous avons dialys6 B 
Oo, 12 cm3 de sumageant pendant 15 h. contre 80 cm3 d’eau distillke. Le volume du 
dialysat (solution ext6rieure) est reduit & 3 om3, sous vide, & 30°. La solution reste clairc 
e t  il n’y a pas de prkcipitation. Simultankment 12 cm3 du mbme surnageant sont gardks 
B la mdme temperature pendant le m6me temps. - 13 cm3 de surnageant sont chauffks 
au bain-marie bouillant pendant 5 min. et centrifugbs. Le surnageant 011 Kochsaft est 
kgalement dialysk pendant 15 h. contre 15 om3 d’eau distillke. Le dialysat est rkduit au 
vide i 3 cm3 et utilise cowme tel. 

g) Prkparation du iiialysat pour la chromatographie. 12 cm3 de surnageant, d’un 
homogknat de 20%, sont dialysks pendant 14 h. L 00 contre 70 om3 d’eau distillke. Le 
volume du dialysat est ri:duit au vide & 3 om3. 1 cm3 de cette solution est ajontk & 3 (31113 

HC1 B 20% et le tout chauffk B kbullition pendant 10 h. L’acide chlorhydrique est BvaporP, 
sous vide. Le r6sidu sec est dissout dans 3 cm3 d’eau et filtrk. Le volume du filtrat, dont 
la couleur est jaune, est r6duit au vide B environ 0,5 cm3. Nous avons utilis6 du papier 
filtre Whatman no 1 et avons dkveloppk le chromatogramme pendant 18 h. & la tempkra- 
ture ordinaire en utilisant comme solvant une solution de phenol saturke d’eau et en 
travaillant dans une atmosphere contenant de l’ammoniaque. 

J. A .  Russell, J. .Biol. Chem. 156, 467 (1944). 
2, R. Krueger, Helv. 32, 238 (1948). 
3, R. Alexander, G. Landwehr & A. M .  Seligman, J. Biol. Chem. 160, 51 (1945). 
,) D. A. MacFadyen, J. Biol. Chem. 158, 107 (1945). 
5 ,  E. Eegriwe, Z. anal. Ch. 110, 22 (1937). 
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13 em3 d’un surnageant de 20% sont chauffks pendant 5 min. au bain-marie L 
looo. Lea protBines coagulkes sont s6parBes par centrifugation. Le Kochsaft est dialyse 
pendant 15 h. A Oo contre 30 em3 d‘eau distillke. 13 em3 du m6me surnageant et du m6me 
homoghat sont 6galement dialyses contre 30 em3 d’eau distillke pendant le m6me temps. 
Le volume des deux dialysats est rBduit A sec par Bvaporation au vide. Chaque rBsidu est 
redissout dans 3 em3 d’eau. De ces solutions 2 em3 sont transfBrks dans deux ballons 
contenant 4 cm3 de HC1 do 20% que l’on porte L Bbullition durant 24 h. AprAs distillation 
du HC1 au vide, chaque residu est redissout dans 0,2 cm3 d’eau bidistillke. 

R I ~ S U M ~ ~ .  

10 I1 y a synthkse d’acide hippurique partir de benzoate et de 
glycine dans le tissu ht5patique hornogkneise du rat et du cobaye. 
La synthkse n’a lieu qu’en presence de l’A.T.P. 

2O Le systkme enzymatique n6cessaire a la synthkse de l’acide 
hippurique se trouve localis6 dans les granules cytoplasmiques (mito- 
chondries) de la cellule hepatique. 

30 En presence d’une suspension de mitochondries suffisamment 
coneentree, nous obtenons une synthkse stoechiometrique d’acide 
hippurique a partir de benzoate et de glycine. 

4 0  Le liquide surnageant, obtenu aprks centrifugation des mito- 
chondries, des noyaux et des debris cellulaires contient un prbcurseur 
de la glycine, thermostable et dialysable sans alteration. 

5O L’analyse par chromatographie sur papier du prhurseur hy- 
drolyse a rev616 de l’acide glutamique et de la glycine. 

6 O  La glycine peut en effet &re remplacee par certains polypep- 
tides. Nous avons obtenu une synthbse d’acide hippurique a partir 
des peptides suivants: L-leucyl-glycyl-glycine, glycyl-glycyl-leucine, 
glutathion, glycyl-L-leucine, et analyl-glycine. En presence d’une 
suspension de mitochondries, le rendement en acide hippurique est 
superieur h, partir des dipeptides. En ajoutant le liquide surnageant 
dialys6 la suspension de mitochondries, on augmente la synthkse a 
partir des tripeptides. Ceci montre que dans la cellule la repartition 
des di- et tripeptidases est diffbrente entre les fractions proteiques 
solubles et les mitochondries. 

7 O  La synthkse a partir des peptides n’a lieu qu’en presence de 
l’A.T.P. 

8 O  Dans nos conditions d’exp6riences la sarcosine, la threonine 
et la DL-phhyl-serine sont transformdes en glycine. Nous obtenons 
quelquefois une trks faible formation d’acide hippurique en rempla- 
gant dans la synthkse la glycine par l’acide glutamique, la glutamine 
et la m-shine. Le systkme enzymatique permettant la transformation 
en glycine de la serine et de l’acide glutamique dans le tissu intact 
est inactive par l’homogeneisation du tissu. 

9 O  La bile de cobaye contient un facteur inhibiteur de la synthkse 
de l’acide hippurique. 

Zurich, Physiologisch-chemisches Institut der Universitat. 




