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151. La synthese biologique de la glutamine 
par J. Frei e t  F. Leuthardt. 

(21 111 49) 

Krebsl) a montre que la synthkse de la glutamine Q partir d’acide 
glutamique et d’ammonium a lieu dans les coupes de rein, de cerveau 
et dans la retine; mais par contre celles de foie restkrent inactives. 
I;euthurdt et Bujard2) ont realis4 cette synthese de la glutamine, en 
presence d’ions Mg+2 et d’acide adenosine-triphosphorique, dans le 
foie, en homogeneisant cet organe dans l’appareil de Potter et Elveh- 
jem3). La m6me difference entre le tissu intact et le tissu homogeneis6 
a B t B  trouve dans la reaction de Borsook et Dubnoff4) (synthkse de 
l’arginine B partir de citrulline et d’acide glutamique) ; cette reaction 
n’est Bgalement pas observee dans les coupes de foie et nbcessite la 
presence de magnesium et d’acide adenosine-triphosphorique (A.T.P.) 
(Cohen. et Hayano5)) .  

De m6me rSpeck6) et ElZiot’) ont pu preparer des poudres aceto- 
niques actives, synthetisant la glutamine en presence d’ions Mg+2 
et d’A.T.P., le premier Bi partir de foie de Pigeon et le second Q partir 
de la matiere grise de cerveau de Mouton. En remplapant l’ammonium 
par l’hydroxylamine, les deux auteurs precites purent montrer la for- 
mation .d’un acide hydroxamique (correspondant probablement Q la 
glutamine) et le doser colorimetriquement selon la methode de Lip- 
mann et Tattles) pour les acyl-phosphates; il y aurait donc sans doute 
formation intermediaire de glutamylphosphate pouvant reagir avec 
l’hydroxylamine : d’ou la presence necessaire d’A.T.P. devant fournir 
1’~energy-rich phosphate bond 1) (Lipmanng)). 

Jusqu’ici les procedes de determination de la glutamine Btaient 
basds, soit sur la diminution de l’ammonium present, soit sur l’hydro- 
lyse du groupe amide de la glutamine (Krebsl), rSpeck6), Elliot’)). 

1) H .  A .  Krebs, Biochem. J. 29, 1951 (1935). 
2,  F. Leuthardt et  E. Bujurd, Helv. med. acta 14, 274 (1947). 
”) V. R. Potter et  C. A .  EZvehjem, J. Biol. Chem. 114, 495 (1936). 
4)  H. Borsook et  J .  W.  Dubnoff, J. Biol. Chem. 141, 717 (1941). 
5 )  P. P. Cohen et  M .  Hayano, J. Biol. Chem. 166, 239 (1946). 
6, J .  F. Speck, J. Biol. Chem. 168, 403 (1947). 
7) W. H. EZZiot, Nature 161, 128 (1948). 
*) F. Lipmunn e t  L. C .  Tuttle, J. Biol. Chem. 159, 21 (1945). 
9) F. Lipmann, Adv. in Enzymol. I ,  99 (1941). 
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LPuthardt et Buujardl) ont hytlrolys4 la gl utainiiicl srlon lrickei.y et 
collab~rateurs~) B l o o o  et pn 6,5, et dosb +Ion A’oOci clt c.ollal~orsteurs3) 
l’ammonium provcnant du groupe amid(., apri.8 :t\-oir. a i l  prPalsble, 
enlevit le NHZ1 primitif au moyen de peritiritite. Lw douge, de l’acide 
glutamique et do la glutamine par le (’loitridinni bTc~l(~hii S .  R. 12,  
niis au point par GaZe4) et  K ~ e b s 5 ) ,  nous fournjreilt le pi+ic.ipe d’une 
m4thode beaucoup plus spkcifique; cette Imctbrie ci4carhoxj.le quanti- 
tlttivement l’acide glutamique et la glut :mine, c‘( e tlwnibre scule- 
mcnt en prbsence de bromure de c6tyl-trin tPthyl-smnioiiinni, en hy- 
drolysant au prt5alable le groupe amide : I‘ammonisqirc~ lil)br6e peut 
&re slors dosite selon Ics mhthodes usuellos. 

Partie cxpkrimeri ta l e .  

Me‘thodes. 

Animaux. Nous avons utilisB des rats albinos ailirltes qui a iuent  I(  q11 une nourri- 
ture optimale; environ 48 heures avant les exp6rieni (’s lrs . ~ n i n i a u ~  fu icn t  inis jeun. 

Homoge‘nuts. 2 g de foie de rat, refroidis B la glac e, fiircnt 1iomogi.n 
45 secondes dans I’appareil de Potter et EZvehjem‘j), sclit tvec 6 mi3 de inilieu Lehninger’) 
sans 

Mitoehondries. Celles-ci furent prkparBes avec t l i i  ‘1K irotonrquc ot do la rnannitc 
selon la methode de Leuthardt et  MiLZZer*). 

Milieu. Dans quelques expBriences, nous avon. etriplo\ 6 pour 4.0 cui? de volume 
total d’mcubation 1,7 em3 de solution Lehninger’) sans ?/Igf2, poui d’~utre5, uous avons 
essay6 de respecter 1’isotonicitB du milieu par rapport <-u sang (environ 31U p Pq./cm3). 
Celle-ci Atant ajustBe avec une solution de ClNa-ClK, l ( b  r,ipport CINa ClK restant le mkme 
que dans lo milieu Lehninger’). Le pH final Btait ap~)ir)ximativeinerit dcs 7.0 

Substrats. L’acide glutamique employ6 provenait d I F.  Hofjmznn La Roche & Cie; 
l’acide adBnosine-triphosphorique (A.T.P.) fut pr6parv svlon les mC.thotlcu coinbinhss de 
Needhamg), Kerr’O) et  Le Pugell). 

Incubation. Les essais furent secou6s B l’air pend int 30 minutes B 3cIo dxis des erlen- 
nieyers de 25 em3. 

De‘ffe‘cation. La reaction fut arrktBe par dBprot6iitisa tion (Lura1i1 2 minutes au bain- 
marie et le tout clarifi6 par centrifuzation. 

soit avec 6 em3 d‘une solution isotonique t l ~  ClK. 

0,I. 

I) P. Leuthardt et  E. Rujard, Helv. med. acta 14, % i 4  (19Ci). 
2, H .  B. Vickery, G .  W .  Pucher, H .  E .  Clark, -4 r Chsbtiall e l  H 0 11 crtall, Rio- 

A .  E .  Sobel, A.  M .  Mayer et  8. P. Gotlfried, J Bi )I. Cliem 156, 
chem. J. 29, 2710 (1935). 

4, E.F. Gale, Biochrm. J. 39, 46 (1945). 
5)  H .  14. Krebs, Riochem. J. 43, 51 (1948). 
6, Ti. 11. Pottrr et  C.  A. Elvehjem, J. Biol. Chem. 114, 495 (1936). 

A. Lehninger, J. Biol. Chem. 161, 438 (1945). 
s, F .  Leuthardt et A. F .  Muller, Exper. 4, 478 (19 is). 
g, D. M .  Needham, Biochem. J. 36, 113 (1942). 

lo) S. E. Kerr, J. Biol. Chem. 139, 121 (1941). 
11) G.  A. Le Page, dans W .  W .  Umbreit, R. H .  Butii ,  ct  J .  F .  Stamlftr, llanometric 

techniques and related methods, Burgess Publ. Comp. MinnenpoIIs t N 5 .  
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Me‘thodes anal ytiques. 

Mkfhode I .  Dans quelques experiences nous avons employe L titre de comparaison la 
mkthode d’hydrolyse de la glutamine A, looo et pH 6,5 de Vickery et collaborateursl) (uti1isi.e 
aussi par Leuthardt et  Bujard2)), l’excits de ClNH, &ant pr6alablement enlevi: 21 I’aide 
de permutite selon Leuthardt et  Bujard2). L’ammonium libkre aprits l’hydrolyse fut dose 
selon la micromethode de Sobel et c~llaborateurs~) e t  titrk avec la microburette de Rehberg 
avec ClH 0,l-n. ou 0,05-n. 

Mi:thodes utilisant le Clostridium Welchii S.R. 12: Gale4) et  Krebss) ont montre 
que le C1. Welchii S. R. I2 dkcarboxyle quantitativement et spkcifiquement I’acide gluta- 
mique et  la glutamine. Cette dernikre est auparavant dirsamidee, e t  en plus la presence 
d’un detergent, le bromure de c8tyl-trim6thyl-ammonium (cetavlon) est alors necessaire. 
Dans le cas particulier, seule la liberation de NH, aprks la desamidation nous intkresse, 
la decarboxylation ne nous sert L rien, vu l’exc8s d’acide glutamique present. Pour le 
traitement avec le Cl. Welchii, nous avons utilisi: une suspension de batteries dans ClNa 
8. 0,45‘)” preparee selon Krebs5). Le pH pour cette incubation fut ajuste L 4-5 au moyen 
d’un tampon acetate de concentration finale 0,2-m. La quantiti: de (( cetavlons employee 
comme dans les essais de Krebs5) et  Hughes6) ktait de 10 mg pour 2 em3 de solution con- 
tenant la glutamine synthetisee L partir de l’acide glutamique. Le volume final 6tait de 
4,5 cm3 pour 0,5 om3 de suspension de bactkries. La desamidation est pratiquement ter- 
minke au bout de 1 heure L 1 heure et demie d’incubation L 38O. Le rendement moyen 
contr81i: avec de la glutamine pure prkparke d’apr8s le procede de Vickery et collaborateurs7) 
est de 95%. Des substances employkes, seul lo fumarate semble inhiber l’action du C1. 
Welchii S. R. 12. La vitesse de reaction est pourtant un peu plus faible que dans une so- 
lution simple de glutamine, tampon acktate, (( cetavlonn et  bacterics. 

Me‘thode I I .  Primitivement nous avons klimine avec de la permutite (Leuthardt et  
Bujardz)), comme dans la mkthode prkckdente, l’excbs d’ammonium n’ayant pas 6th fix6 
sous forme de glutamine, puis dose le NH, resultant du traitement avec le C1. Welchii, 
A, l’aide de l’appareil de Parnas et  collaborateurs*), modifie en ce sens que la base distillee 
fut directement recneillie dans de l’acide borique teinte avec l’indicateur employe par 
Sobel et collaborate~rs~); le titrage a lieu comme dans la mkthode I. 

Mkthode 111. Nous avons constatk par ailleurs quo la glutamine est kgalement ad- 
sorb& par la permutite, environ 20 8. 30% selon les concentrations, ce qui donne des rk- 
sultats peu constants. Ceci nous a incites L chercher un alcali dkplaSant quantitativement 
L temperature ordinaire le NH, sans hydrolyser la glutamine pendant la distillation selon 
SobeP), laquelle dure environ 30 minutes. Une solution saturke de K,CO, remplit les 
conditions, mais une solution de borax et d’hydroxyde de sodium (25 om3 d’une solution 
de borax saturke L200+ 75 em3 KaOH n.) est d’un effet plus stir. La titration de l’ammo- 
nium se fait aussi A l‘aide de la microburette de Rehberg. Ce procedi: permet done de doser 
l’ammoniaque avant et apr8s l’incubation avec le C1. Welchii; la diffkrence nous donne la 
quantite de glutaminc form& L partir d’acide glutamique et  de ClTH, avec l’homogknat 

I) H .  B. Vickery, G. W .  Pucher, H .  E.  Clark, A.  C .  Chibnall et  R. G.  Westull, Bio- 

2, P. Leuthurdt et  E. Bujard, Helv. med. acta 14, 274 (1917). 
3, A .  E .  Sobel, A . M .  Mayer e t  S. P .  Gottfried, J. Biol. Chem. 156, 355 (1944). 
4, E.P. Gale, Biochem. J. 39, 46 (1945). 
5)  H .  A .  Krebs, Biochem. J. 43, 51 (1948). 
6, D. E. Hughes, Biochem. J. 43, XVI (1948). 
’) H .  B. Vickery, G. It‘. Pucher e t  H .  E .  Clark, J. Biol. Chem. 109, 39 (1935). 
8 )  J .  K .  Parnas et  J .  Heller, Bioch. Z. 152, 1 (1924); J .  K .  Parnas et  A.  Klisiecki, 

9) A. E .  Sobel, A . M .  Mayer et  S.  P. Gottfried, J. Biol. Chem. 156, 355 (1944). 

chem. J. 29, 2710 (1935). 

Bioch. Z. 173, 224 (1926). 
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Effet du malonate et du funurrafe. 

Le malonate inhibe la formation de la glutanline 2I partlr d'acitic. gliitamique et 
d'ammonium; le fumarate supprime, partiellement du nloins. ccttc inhibition (rksultats 
6galement trouvhs par Leuthardt et  Bujard7)). Les r( wltats obtenus sont rii4umi.s cians 
le tableau ci-contre. 

Fractionnement de l'horno+at. 

Dans le dessein de localiser dans la cellule hkpaticluc le fer mclrit synt hbtismt la gluta- 
mine, nous avons centrifug6 l'homogknat pendant 1: ntinutchs B 0" .+ l o  a 3600 t/iinn. 
(environ 1500 g). Le surnageant fut mis de c8tk et  lc ic>siilu surpendn ddns UII volume de 
C1K isotonique &gal 2I celui du liquide surnageant. Les 'ictJvlt6s du suriingrant c s t  du rksidu 
purent ainsi atre mesurkes skparkment. 

1) A. E .  Sobel, A. M .  Mayer und 8. P. Gottfrwd, .J. Biol. ('hcm. 156, 333 (1941). 
2)  J .  K. Parnas et J .  Heller, Bioch. Z. 152, 1 (19%); J .  K .  Ptrrnar t A t  

3 ,  P. Leuthardt et  E.  Bujard, Help. med. acta 14, 274 (1917). 
4) H. B. Virkery,  G. W.  Purher, H .  E .  Clark, A. ('. Chibnall ct K G. If I stall. Bio- 

5 ,  H .  A. Krebs, Riochem. J. 43, 51 (1948). 
6,  A. Lehninger, J. Biol. Chem. 161, 438 (1945). 
7, F. Leuthardt et E.  Bujard, resultats non public I_. 

Klisierki, 
Bioch. Z .  173, 224 (1926). 

chem. J. 29, 2710 (1935). 
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Tableau I. 
Dans tous les essais: 0,5 em3 d’homoghat et 1,7 em3 de solution Lehningerl) sans 

Mgt2, pour 4,O em3 de volume total; en outre CINH, 8,0 pm/cm3, A.T.P. 1,0 pm/cm3, 
e t  S0,Mg 2,6 pm/cm3. M6thode de dosage de la glutamine: distillation selon SobeZ2) 
du NH, avant e t  aprks l’incubation avec le C1. Welchii: la difference donne la quantitb 
de glutamine form&. 
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8 . ’  

I 

Rat S 179 g 26,O 1 60 
I - 

26,O 
- 

R a t 8  191 g 26,O 

26,O 

26,O 

26,O 

- 

- 

- ! - 

Fumarate 
pm/cm3 

Malonate 
pm/cm3 

5,o 
5,o 

10,o 
10,o 

- 

10,o 
10,o 
10,o 
10,o 

~~ 

Glutamine 
form6e 
,um/cm3 

Le tableau I1 montre une diminution tres nette des activitks, soit celle du surna- 
geant, soit celle du rksidu; mbme sil’on ajoute les activitbs du surnageant et du centrifugea.t, 
on ne retrouve pas celle de I’homogbnat complet. Par contre, si on suspend a nouveau le 
rksidu dans le surnageant (au moyen de l’appareil de Potter et  Elvehjem3)) on peut montrer 
que la centrifugation ne dbtruit rien du systbme, c’est-&-dire qu’on retrouve l’activit6 pre- 
miere de l’homogknat complet non centrifugk. 

L’addition d’une quantite plus grande d’A.T.P. (jusqu’& 3 pm/cm3) au surnageant 
n’augmente en rien l’activitk de celui-ci; on constate m6me une inhibition. 

D’aprhs ce que nous avons constatb de l’activitb du residu (tableau 11), il Btait a 
prkvoir que celle des mitochondries serait kgalement trhs faible; c’est en effet ce que nous 
avons trouvk (tableau 111). 

Discussion et re’sumd. 
1. Les rdsultats de Bpeck4),  d’EZZiot5) et plus sphcialement ceux 

de Leuthardt et BujardG) sont confirm& au moyen du Clostridium 
Welchii 8. R. 12. L’influence des sels de magnksium, du triphosphate 
d’adhosine (A.T.P.) et des sels d’ammonium est 4galement prouvke. 

l) A .  Lehninger, J. Biol. Chem. 161, 438 (1945). 
2)  A. E .  Sobel, A .  M .  Mayer et S. P .  Gottfried, J. Biol. Chem. 156, 355 (1944). 
,) V. B. Potter et  C .  A .  Elwehjem, J. Biol. Chem. 114, 495 (1936). 
,) J .  F. Speck, J. Biol. Chem. 168, 403 (1947). 
5 ,  W. H. Elliot, Nature 161, 128 (1948). 
6, F. Leuthardt et E .  Bujard, Helv. med. acta 14, 274 (1947). 
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Tableau 11. 
Centrifugation do l'homogknat, 15 minutes L 0" ( I300 g). 1) ~ i i b  t ouc  I t%\  e., us: 0,5 cm3 

soit d'homogbnat (H), soit de surnageant (S), soit di ri,siclu (K) ,  iJt 1.5 ( n i l  cle solution 
Lehningerl) sans Mg+2 pour 4,O cm3 de volume total. 1311 outri. ('INH, 8.0 j ~ n i  ( m3, SO,>& 
2,6 pm/cm3. M6thode de dosage do la glutamine: distillai ion SI loti 8obcl-?) (lu SH, avant e t  
apr& l'incubation avec le C1. Welchii. La diffhrencr doirni 1 L qiiantite dc  glut Liiiine formCch. r-- Essais 

Rat 8 143 g 

Rat  8 191 g 

Rat 8 183 g 

- 

Acide 
glutamique 

pm/cm3 

26,0 

26,O 

26,0 

_. 

- 

___ 

26,0 

26,0 

26,O 

26,O 

-. 

- 

- 

- 

26,0 

26,0 

26,0 

- 

- 

- 

A.T.P. 
pm/cm3 

€I 
II 
s 
i", 

R 
1: 

H 
€1 

S i  R = H * )  
St R=H*)  

S 
s 
R, 
R 

5.0 
0.2 
I .c, 
0,6 
1.8 
0,li 

4.9 
0.9 
1 .i 
O.!) 
0.8 
0,o 

-- 
*) Rbsidu resuspendu dans le surnageant: on rcti o u  ire l'ac.ti\ i te  p1'niirrc~ de l'homo- 

g h a t  non centrifug6! 

3. Nous obtenons une inhibition avec lc malonnte qui senible etre, 
partiellement du moins, supprimke par It. fiirnarate (r4snlt ats 4gsle- 
ment obtenus par Leuthardt et Bzcjard3)). Le m;don:ito tliininue pro- 
bablement la concentration de l'A.T.P., (111 crnpi'c~tianl 1;i i 
de ce dernier. Une action semblable du nialoriate et, t 3 u  Eumsrate 
s'observe aussi dans la reaction de BorsooX et D u b ~ o f j ~ ) ,  tlxns laquelle 
l'A.T.P. est Bgalement indispensable (Palirlindc I', B'mxoy~r c i t  Letit- 
har.dt5), Gohen. et Haycr~zo~)). Le malonate iiilirbe I'oxytlation ult6rieure 

l) A. Lphninger, J .  Biol. Chem. 161, 438 (1945). 
2, A .  E. Sobel, A.  M .  Mayer et 8. P.  Gottjried, ,J Biol C'lrcrn. 156, 353 (1944). 
3 ,  F .  Leuthardt et E. Bujard, r6sultats non publit i. 
4,  H .  Borsook et J .  1V. Dubnofj, J. Biol. Chem. 141, 715 (1911). 
5 ,  H .  Fahrlcinder, P. Pavarger et  F.  Leuthardt, Ht 1%- 31, 912 (10-1-8). 
6 ,  P. P. Cohen et  M .  Hayano, J. Biol. Chem. 166. 239 (194ti). 
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Tableau 111. 
Expbriences avec des mitocliondries preparks selon Leuthardt et  Miillerl). Dans 

tous les essais: 1,7 cm3 de milieu L e h n i n g d )  sans Mg+2; en outre CINH, 8,0 pni/cm3, 
A.T.P. 1,0 pm/cm3 et S0,Mg 2,6 pm/cm3. MBthode de dosage de la glutsmine: distillation 
selon SobeZ3) du NH, avant e t  aprks traitement par lo C1. Welchii; la difference donnc 
la quantiti. de glutamine formCe. 
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Essais 

Rat  3 261 g 

Rat 8 196 g 

I_ 

cm3/4 

HomogAnat 

em3 
Mito- 

cliondrics 

Acide 
glutamiyue 

~lm!cm3 

26,O 

26,O 

26,0 

26,O 

- 

- 

- 

- 

26,O 

26,O 

26,O 

- 

- 

- 

Fumarate 
pm,’cm3 

Glutamine 
form& 
pm/cm3 

*) On peut constater Cgalement que, psiir les niitochondries, le fumarate active la 
r4action BtudiBc. 

du  succinate, done la resynthkse oxydative de 1’A.T.P.; l’addition de 
fumarate permet de contourner la barribre du malonate. Le succinate 
toujours prdsent en petites quantitbs provient de l’acide glutamique. 

3. Les quelques essa’is de fractionnenient (centrifugat>ion, mito- 
chondries) opdrds sur l’homogdnat en vue de localiser le ou les fer- 
ments dans la cellule montrent qu’on a affaire ?i un systkme complexe. 
Probablement s’agit-il de plusieurs ferments, ou d’un seul et de co- 
facteurs rkpartis dans diffdrentes parties de la cellule. 

Les cultures de C1. Welchii S. R. 12 ont &ti5 faites A I’Institut d‘Hygi&ne de 1’Uni- 
versiti. de Zurich; nous remercions bien vivement le Prof. Dr A.  Grumbach de son aimable 
assistance. 

Ziirich, Physiologisch-chemisches Institut der Universitat. 

l )  F .  Leuthardt et A. F.  MuZZer, Exper. 4, 478 (19-28). 
*) A .  Lphninger, J. Biol. Chfm. 161, 438 (1945). 
3, A. E. Sobel, A.  M .  &foyer iirid 8. P. Golffried, J. Biol. Chem. 156, 355 (1944) 


