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244. Sur la glucogen&se a partir de la D-glucuronolactone-1-D 
chez le Rat phlorizine, et sur la stkrbospbcificitb de quelques 

rkactions enzymatiques 
par Th. Posternak, W. H. Schopfer et E. Charollais 

(4 X 60) 

Dans des travaux ant6rieurs1)2) nous avons 6tudi6 chez le Rat phlorizinC le 
m6canisme de la glucogenhse Q partir de ms-inositol marque! B diffkrents carbones 
par du deut6rium. Les emplacements de l’isotope dans le glucose urinaire 6taient 
en accord avec un sch6ma d’aprhs lequel le cyclitol se convertirait d’abord en acide 
D-glucuronique; la glucogenhse s’effectuerait B partir de ce dernier par une suite de 
rkactions dont on avait montr6 l’existence dans les tissus animaux. Ces conclusions 
ont 6t6 confirmkes en principe par des essais au moyen d’inositol marqu6 par 
du 14C 3).  

Dans le pr6sent travail nous examinons quelques aspects de cette glucogenhse. 
D’aprhs le sch6ma indiqu6, le ms-inositol-6-D (I) utilisk autrefois 2, se transformerait 
en acide D-glucuronique-1-D (11). Nous avons synthCtis6 ce produit intermkdiaire par 
une m6thode dont le pnncipe avait 6th indiqu6 par SUTTER & REICHSTEIN~): r6- 
duction de la D-glucosaccharolactone-1, 4 (111) par l’amalgame de sodium dans D,O 
en milieu acide. - 
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Administr6 par voie intrap6ritonkale B des rats phlorizinks, le glucuronate de 
sodium deutCri6 ne produit qu’une incorporation insignifiante d’isotope dans le 
glucose urinaire, conform6ment B des travaux antQieurs qui avaient montr6 que c’est 
la D-glucuronolactone qui est la forme m6taboliquement active. La D-glUCUrOn0- 
lactone-1-D donne lieu effectivement, dans nos conditions d’exp6riences, i une incor- 
poration de 7 B 12%. A partir du ms-inositol-6-D, il s’6tait form6 du glucose marquC 
essentiellement en C-1 et C-3 2, ; B partir de la D-glucuronolactone-1-D, on observe 
les m$mes emplacements principaux de marquage. 

La dbtermination des quantitCs de deuterium fix& aux diffCrents carbones du glucose a B t B  
effectuke, comme indiquC autrefois2), par dosage de l’isotope dans divers derives et produits 
de dkgradation: p-nitroph6nylhydrazone, phenylglucosazone, ph6nyl-2-formyl-4-osotriazole, 
acide phknyl-2-osotriazole-carboxylique-4, gluconate de potassium. Le tableau suivant indique 
les resultats obtenus. 

1) TH. POSTERNAK, W. H. SCHOPFER & D. REYMOND, Helv. 38, 1283, 1660 (1955). 
2) TH. POSTERNAX, W. H. SCHOPFER, D. REYMOND & C. LARK, Helv. 41, 235 (1958). 
s, I.. ANDERSON & R. H. COOTS, Biochim. biophysica Acta 28, 660 (1958). 
4) M. SUTTER & T. REICHSTEIN, Helv. 21, 1210 (1938). 
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des carbones du glucose 
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SCrie B (2 rats) 
Glucose de l’urine 

contenant 0,23 at .%D 
en exces 

SCrie A (2 rats). 
Glucose de l’urine de 24 h 

en exchs 
contenant 0,173 at ,%D des premieres 

I I D en yo du D total du glucose 

1 
2 
3 

4 + 5 + 6  

69,6 & 3,2 56,5 ”) 

16,l 21,ga) 
- 0 

14,3 f 3,2 - 

I % ~ e n ~ - 3 / %  ~ e n c - 1  I 0,23 I 0,38 

a) Chiffres obtenus par des dosages de D dans le phCnyl-formyl-osotriazole 
et  dans I’acide correspondant. 

Aprks administration B des rats et B des cobayes de L-gulonolactone5) marquke 
en C-6 par du 13C ou du 14C, EISENBERG et ~011.~) avaient constatk de meme, dans le 
glucose du glycogitne hkpatique, une rkpartition principale en C-1 et C-3. Les rapports 
C-3/C-1 des quantitks d’isotope prksentes dans ces deux emplacements allaient de 
0,24 B 0,36; ils sont du mCme ordre que les valeurs 0,23 (urine de 24 h) et 0,38 (urine 
des 12 premikres heures) que nous observons. Partant du ms-inositol-6-D, nous 
avions trouvk, il est vrai, un rapport plus ClevC: 0,82-0,85 (urine de 24 h); une expli- 
cation sera apportCe dans une publication ultbrieure. 

On peut tirer de cette dtude au moyen de prkcurseurs deutCriCs quelques con- 
clusions quant B la stCrkospkcificitk de certains enzymes intervenant dans la gluco- 
genkse. Au cours de cette dernihe, la glucuronolactone-1-D est transformCe en 
~-xylulose-l-D-phosphate-5 par des rkactions qui ne peuvent entrainer d’klimination 
du deut4rium : 

+2 H -2 H + 2 H  
~-glucuronolactone-l-D + ~-gulonolactone-6-D - ~-xylulose-5-D - xylitol- 

I-D - D-xylulose-1-D __+ ~-xylulose-l-D-phosphate-5. 
- 2  H ATP - co, 

Au cours des processus ultkrieurs (ccpentose phosphate pathway))) il intervient 
notamment les ferments suivants: transcktolases, transaldolase, isomkrases, Cpi- 
mkrase. 

~-xylulose-l  -D-P-5 ~-ribulose-l-D-P-5 (1) 

~-ribulose-l-D-P-5 2 ~-ribose-l-D-P-5 (2) 

} (3) 

} (4) 

D-xylulose-1-D-P-5 + D-ribose-1-D-P-5 ~-sCdoheptulose-1,3-di-D-P-7 
+ ~-glycCraldBhyde-P-3 

D-sBdoheptulose-1, 3-di-D-P-7 + D-glycCraldChyde-P-3 f 
~-fructose-l ,  3-di-D-P-6 + D-Brythrose P-4 

~-6rythrose-P-4+ ~-xylulose-l-D-P-5 2 ~-fructose-l-D-P-6 + ~-glycCraldChyde-P-3 (5) 

D-fructose-l,3-di-D-P-6 2 D-glucose-l,3-di-D-P-6 ( 6 4  
D-fructose-1-D-P-6 f ~-glucose-l-D-P-6 (6b) 

5 ,  Ce produit se forme in vivo par hydroghation de la glucuronolactone. 
6 )  F. EISENBERG JR. ,  P. G. DAYTON & J.  J. BURNS, J. bid.  Chemistry 234, 250 (1959). 
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La rkaction de la phosphopentose-3-kpimkrase (rkaction (1)) ne peut entrainer 
d’klimination du deutkrium en C-1. Les transcktolases (rkactions (3) et (5)) et la 
transaldolase (rkaction (4)) effectuent des transferts rkversibles du groupement 
-CHDOH prksent en position 1 dans le xylulose, le skdoheptulose et le fructose; ces 
transferts, sous forme de glycolaldkhyde ou de dihydroxyacktone ccactivks b, ne 
comportent pas d’echanges de deutkrium, ni apparemment de rkarrangements 
stkrkochimiques du groupement. 

I1 intervient d’autre part deux isomkrases, la phosphoribo-isomkrase (rkaction (2)) 
et la phosphogluco-isomerase (reactions (6)), dont l’action comporte probablement 
la formation intermkdiaire d’un diknol en C-1, C-Z7). Le fait que l’isotope administrk 
sous forme de ms-inositol-6-D ou de glucuronolactone-1-D se retrouve en partie 
en C-1 dans le glucose final, indique que dans le cas de ces deux enzymes l’knolisation 
ne provoque pas d’kchanges du deutkrium sous forme dion. Les deux cktoses, xylu- 
lose et fructose, ayant en position 1 un groupement -CHDOH de m&me origine, et  
partant de mCme configuration, en raison des transferts mentionnks ci-dessus, il faut 
attribuer la meme stkrkosp6cificitC aux deux isomkrases. Cette conclusion vient 
d’Ctre confirmke par ROSE & O’CONNEL~) qui ont indiquk en outre, en se basant sur 
l’action de l’oxydase de l’acide glycolique, la configuration absolue IVa du groupe 
-CHDOH nkcessaire pour la rktention de l’isotope lors de l’isomkrisation (IVb-VI). 

D D D 

H’L-OH H ~ C - O H  ------+ C O H  I - T)\c=o I 
I - I ---- II 

2 6  2 c=o C-OH H--OH 
I I 1 

IVa IVb V VI 

Le groupe -CHDOH en position 1 des deux cktoses a son origirie dans 
celui en position 6 de la L-gulonolactone. On en dkduit la stkrkospkcificitk (11-VII) 
de l’hydrogknation de l’acide D-glucuronique-1-D (11) (ou de sa lactone) en acide 
(ou lactone) gulonique-6-D (VII) sous l’action du ferment B base de TPN, dkcelk 
entre autres dans le rein de Rats).  Cette stkrkospkcificitk est la mitme que celle indiquke 
par VAN EYS & K A P L A N ~ ~ )  pour l’alcool-dkhydrase de la levure. 

D - I 
H ~ C - O H  

I 
H-3-OH 

1 
I1 VII ‘ 

Ajoutons, puisque le glucose final contient du deutkrium en C-3, que lors de la 
rkaction (4) de la transaldolase il n’y a pas de dkpart d’isotope fix6 en C-3 du skdo- 
heptulose-phosphate-7. On pourrait se faire la representation suivante : 

’) Y. J. TOPPER, J .  biol. Chemistry 225, 419 (19.57); W. A. WOOD & ill. W. MCDONOUGH, 

s, I. A. ROSE & E. L. O’CONNEL, Biochim. biophysica Acta 42, 159 (1960). 
9 )  M. UL HASSAN & -4. L. LEHNINGER, J .  biol. Chemistry 223, 123 (1956) ; A. P.  GROLLMAN 

lo) J. VAN Eus & N. 0. KAPLAN, J. Amer. chem. SOC. 79, 2754 (1957). 

Federation Proc. 18, 354 (1959). 

& ,I. L. LEHNINGER, Arch. Biochem. Biophysics 69, 458 (1957). 
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Lors du transfert, la adihydroxyacktone activke)) forme avec l’enzyme une combi- 
naison analogue 21 celle dont on a montrk l’existence entre l’aldolase et la phospho- 
dihydroxyacktone11). Dans cette dernikre combinaison, un des atomes d’hydrogkne 
du phosphotriose est bien kchangeable sous forme de proton mais c’est celui qui, 
lors de l’addition au groupement aldkhydique de l’accepteur, est klimink avec for- 
mation de la liaison carbone-carbone. 

Ce travail a bCne‘fici6 de l’appui du  FONDS NATIONAL SUISSE DE LA RECHERCHE SCIENTI- 

FIQUE auquel nous exprimons toute notre gratitude. - Nous remercions vivement XI. le professeur 
T. REICHSTEIN, BBle, de l’envoi d’ichantillons des deux glucosaccharolactones. - Les dosages de 
deuterium ont Ct6 effectues par M. J .  NEMETH, Urbana, Ill. 

Partie exPCrimentale 

Acide D-glucuronique-1-D (11) et D-glucuronolactone-1-D. - D-glucosaccharolac- 
tone-1,4 (111). 10 g de D-glucosaccharate acide de potassium sont transformis en acide 
libre par passage sur une colonne de 200 g de Dowex 50 (forme H+); on concentre dans 
le vide jusqu’8. consistance sirupeuse et amorce la cristallisation avec un 6chantillon de gluco- 
saccharolactone-1,4. Au bout d’un temps allant jusqu’i 2 semaines, on obtient une masse entihre- 
ment cristalline contenant rdgulikrement, 8. cat6 de la lactone-1,4, une certaine quantit6 de la 
lactone-3,6. La separation s’effectue par extractions rCpCtCes avec de petites quantitCs d’ac6tone 
glac6el2) : c’est ainsi que 1,24 g de melange est extrait i 3 reprises au moyen de 4 ml d’acdtone 
i 4”. L’insoluble est sipart5 par centrifugation et consiste essentiellement en lactone-3,6 de F. 128- 
129”; les solutions acdtoniques deposent par evaporation une quantitC approximativement Cgale 
de lactone-1,4 de F. imprCcis vers 90”. Pour augmenter le rendement, il est Cvidemment indiqu6 
de transformer la lactone-3,6 par 1’intermCdiaire de son sel de potassium en acide libre ct de 
r6peter les opirations. 

Chromatographie sur papier: WHATMAN No. 1 ; n-butanol/acide ac6tique H,O 40 : 10: 50; 
rev6lation par le reactif de TOLLENS 8. chaudI3). Distances parcourues L?I 20-22” en 90 h:  gluco- 
saccharolactone-1,4 13,2 cm; glucosaccharolactone-3,6 7.3 cm. Le systkme de dissolvants in- 
diquC convient ainsi pour le contrale de purete des deux lactones. 

o-glucuronate-1-D de sodium. La reduction de la lactone-1,4 par l’amalgaem de sodium a Ct6 
effectuCe en principe dans les conditions indiquees par SUTTER & REICHSTEIN4). L‘opkration a 
lieu 8. l’abri de l’humiditd de l’air avec forte agitation mecanique et refroidissement dans la glace. 
1,5 g de lactone dissous dans 13 ml de D,O i 99,8% est additionnk de 22 g d’amalgame de sodium 
8. 2,5% ; on introduit immediatement la quantitd thdoriquement necessaire d’une solution 8. 20yo 
d’acide sulfurique dans l’eau lourde obtenue en traitant SO, par D,O. L‘opCration est repitee 
avec 22 g, 11 g et 5 g d’amalgame, soit en tout 60 g, la quantit6 totale d’acide sulfurique dcutdrie 
employ& &ant de 8,7 ml. L‘acide ghcuronique form6 est dose, soit d’aprhs NELsONI~) soit par 
la mCthode 8. l’orcinol15); trouvC: 1,25 g. L‘Climination du Na,S04 et la prdcipitation du  gluco- 
saccharate residue1 comme sel de baryum sont effectukes comme d6crit4). Aprks Climination quan- 
titative des ions Ba++ par H,S04, on fait passer sur une colonne de Dowex-50 (H+). Le liquide 
est concentre dans le vide; on neutralise avec prdcaution par NaOH 8. la ph6nolphtalCine et prtci- 
pite le glucuronate de sodium par addition graduelle de 10 vol. d’alcool absolu; la recristallisation 
s’effectue par dissolution dans la quantit6 minimum d’eau bouillante, suivie d’addition de 10 vol. 
d’alcool. Rendement: 60-70Y0 de la quantit8 trouvCe par dosage. CalculC (1 at. D et 8 at. H) 
11,l at. yo D en exchs; trouvC 11,6 at.% D en excks, dont 95,6y0 sont en position 1 et sont 81i- 
mines lors de l’oxydation en acide glucosaccharique selon MOORE &  LINK^^). 

11) I. A. ROSE & S. V. RIEDER, J.  Amer. chem. SOC. 77, 5764 (1955); B. BLOOM & Y .  J. 

12) F. SMITH, J.  chem. SOC. 7944, 634. 
13) TH. POSTERNAK, I>. REYMOND & W. HAERDI, Helv. 38, 191 (1955). 
14) N. NELSON, J. biol. Chemistry 753, 375 (1944). 
15) F. C. CHARALAMPOUS & C. LYRAS, J. biol. Chemistry 228, 1 (1957). 
16) S. MOORE & K. P. LINK, J .  biol. Chemistry 733, 293 (1940). 

TOPPER, Science 724, 982 (1956). 
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~-glucurono-l-D-lactone-3,6. Le sel de sodium est transform6 en acide libre par passage sur 
une colonne Dowex-50 (H+). La solution concentree 8. consistance sirupeuse est reprise par l’acide 
acetique glacial17) (30 ml par g d’acide glucnronique) ; on porte rapidement & 1’6bullition, refroidit 
immgdiatement et  abandonne quelques heures. Les cristaux de glucurone separks sont laves 8. 
1’6ther; on recristallise par dissolution dans l’alcool mdthylique bouillant (4 ml pour 150 mg), 
suivie d’addition aprhs refroidissement de 1,5 vol. d’dther; F. 178-180”. 

Autres techniques employ6es. - Trai te lnent  des animaux. On a utilis.6 des rats WISTAR 
mgles adultes (SPRICH, Biel-Benken) d’un poids allant de 290 2 345 g. La quantite totale de 
glucuronolactone administree en 3 injections intrapCriton6ales Btait de 200 mg par animal. Pour 
le traitemcnt prealable par la phlorizine, l’horaire des injections et l’isolement du glucose urinaire, 
nous renvoyons k nos indications antdrieuresl)z). Le glucose a 4td isole dans une sBrie d’expkriences 
A de l’urine de 24 h, dans une autre s6rie B de l’urine des 12 premihres heures. 

Ddgradations du glucose. Nous avons effectue, selon les prescriptions dCcrites antdrieure- 
ment1)2), les prgparations des derives et  des produits de degradation du glucose utilisds pour les 
dosages de deuterium: p-nitrophknylhydrazone, ph6nylglucosazone, gluconate de potassium, 
ph6nyl-2-formyl-4-osotriazole et  acide ph6nyl-2-osotriazole-carboxylique-4. 

RESUME 

La prkparation de l’acide-D-glucuronique-1-D et de la D-glucuronolactone-1-D 
est dkrite. En confirmation du m6canisme indiquC autrefois pour la glucogen6se 
A partir du ms-inositol, la D-glucuronolactone-1-D se convertit chez le Rat phlorizin6 
en glucose marqu6 essentiellement en C-1 et en C-3. On en tire des conclusions quant 
B la stCrt5ospCcificitC de certaines r6actions enzymatiques interm6diaires. 

Gengve, Laboratoires de chimie biologique et 
organique spCciale de YUniversitC 

Berne, Institut de Botanique de 1’UniversitC 

17) W. F. GOEBEL & F. H. BABERS, J. biol. Chemistry 700, 574 (1933). 

245. Die Glykoside der Knollen von Raphionacme burkei N. E. B R . ~ )  
Glykoside und Algykone, 220. Mitteilunga) 

von J. Binkert, 0. Schindler und T. Reichstein 

(22. VIII. 60) 

Raphionacme HARV. ist eine zur Familie der Asclepiadaceen gehijrende Pflanzen- 
gattung, von der etwa 25 Arten aus dem tropischen Afrika sowie aus Sudafrika be- 
schrieben sind3) ; ihre Unterscheidung ist jedoch teilweise nicht gesichert4). Die 
Gattung scheint nicht vie1 Stoffe zu produzieren, die fur den Saugetier-Organismus 
toxisch sind, denn verschiedene Arten werden von den Eingeborenen als Nahrungs- 

l) Auszug aus Diss. J. BINKERT, Base1 1956. 
2, 219. Mitt.: B. FECHTIG, J .  v. Euw, 0. SCHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 43, 1570 (1960). 
3) F. THONNER: Die Bliitenpflanzen Afrikas, Berlin 1908, p. 471. 
4) Uber die sudafrikanischen Pflanzen schrieb uns Herr A. A. BULLOCK aus den Royal 

Botanical Gardens Kew am 3.  3. 1960 wie folgt: A whole series of forms has been described from 
the barren lands stretching from the southwestern seabord to  the Transvaal, but the material 
available is not strictly comparable. I am inclined to think, however, that  all belong to the same 
species. 


