
1196 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

SUMMARY. 

The nitration of scopolamine under various conditions has been 
studied. The compounds derived from this nitration give perfectly 
well formed polarographic waves the height of which is directly 
proportional to the concentrations of the corresponding solutions. This 
allows the establishment of a standardization graphic. The behaviour 
of these nitrated derivatives a t  various p H  has also been studied. 
There exist in equilibrium two tautomeric forms: the “nitro”- and 
the ‘( aci”-form; a t  pH = 12, after 12 hours, only one form (the 
“ aci ”-form) subsists. 

The smallest amount of substance that can be estimated in this 
way is 50 y ,  with a precision of & 10%. For an amount of 200 y 
the error is decreased to & 6%. 

Laboratoire de Chimie analytique et de Mierochimie de 
1’Universitd de Genbve. 

147. Phosphorylation biologique de la thiamine ’) 
par F. Leuthardt et H. Nielsen. 

(7 IV 52) 

La lemre, les bactbries et les tissus animaux contiennent des 
enzymes capables de phosphoryler la thiamine. Euler d3 Vestinn) ont 
observe que le pouvoir de ddcarboxylation, vis-8-vis de l’acide pyru- 
vique, d’une poudre de levure de bikre, augmente lorsque cette 
dernikre est incubbe en presence de thiamine, de phosphate mindral 
et ci’aeide adenosine-triphosphorique (A.T.P.). Goodhart & ~S’ilzclair~), 
Timber4) et Ochoa d? Peters5) ont btudib le mdcanisme de la phosphory- 
lation dans les tissus d’animaux. OchoaO) a trouve que le foie, ainsi 
que la muqueuse intestinale et le cerveau contiennent un systkme 
phosphorylant actif. 

Les interprbtations donnees aux rbsultats obtenus ont souleve 
un certain nombre d’objections. Diffdrents auteurs ont travail16 avec 
des concentrations en thiamine assez considerables. Dans ces con- 
ditions, l’augmentation de la ddcarboxylation que l’on observe en 

l )  Ce travail a Bt6 rBalis6 avec l’aide de la Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung zur 
Forderung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz. 

2, H .  V .  Euler & R. Vestin, Naturwiss. 25, 416 (1937). 
3, R. S. Goodhart & H .  M .  Sinclair, Biochem. J. 23, 1099 (1939). 
4, H. Tuuber, J. Biol. Chem. 123, 499 (1938). 
5 ,  S. Ochou & R. 9. Peters, Nature 142, 356 (1942). 
G ,  8. Ochoa, Biochem. J. 33, 1262 (1939). 
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ajoutant a 1’6tiozymase de levure, la solution incubde peut &re due 
a l’inhibition de certaines phosphatases hydrolysant le pyrophosphate 
d’aneurine (cceffet d’0choa )I ; Lipton & Elvehjeml), Westenbrink et coll. ”)). 

La phosphorylation de la thiamine depend de 1’A.T.P. Ochoa3) 
a montrd que les extraits exempts de cellules (foie, muqueuse 
intestinale, cerveau) n’dtaient pas actifs. Par  contre, les pulpes 
d’organes ne rdalisent la phosphorylation qu’au eours d’une respi- 
ration active. WeiE-MaEherbe4) rdussit a extraire d’une poudre ac6- 
tonique de levure de bihre, par precipitations fractionnhes, une pro- 
thine active capable de phosphoryler la thiamine. Cette phosphory- 
lation s’effectue en dehors de tout processus d’oxydation, et 1’A.T.P. 
se trouve Btre le donateur de pyrophosphate. Nguyen van Thoai & 
Chevillard 5,  ddcrivent une mdthode de purification des protdines 
phosphorylant la thiamine. Par prdcipitations fractionndes au sulfate 
d’ammonium, ces auteurs ont extrait d’un homogdnat de foie de 
chien, une fraction active capable de phosphoryler la thiamine. 

Dans ce travail, nous dderirons la prbparation d’une fraction 
protdinique purifide ?i partir de foie de rat, fraction qui transforme, 
en presence de l’acide ad6nosine-triphosphorique7 la thiamine en 
co carb ox ylase. 

Me’thodes. 
a) Matkriel et conditions d’expdriences. 

Anirnaux: Nous avons utilisi. des rats albinos adultes de 150-200 g. 11s ont r e p  
pendant environ 10 jours une nourriture optimale contenant de la viande. 

Substrats: La thiamine, la cocarboxylase, l’acide glutamique ainsi que le pyruvate 
de Na sont des produits Hoffmann-La Roche. L‘A.T.P. est prepare par nous selon les 
methodes combin6es de Needham, Kerr et Le Pagee). L’acide adenosine-monophosphorique 
est un produit de Bischoff, U.S.A. L’acide adenosine-diphosphorique a B t B  obtenu A 
partir de l’A.T.P. e t  de myosine. La levure de bikre a 6% mise obligeamment a notre 
disposition par la brasserie Hurlimann A Zurich. 

Conditions d’expkriences: La phase gazeuse est de l’air. Aprks 20 minutes d‘incuba- 
tion A 38O, la reaction eat arr&e par deprot6inisation A chaud pendant 1 min. au bain-marie. 
Aprks centrifugation une partie aliquote est prelevee pour le dosage de la cocarboxylaee. 

b) Dosage enzymatique de la cocarboxylase. 
La plupart des auteurs ont utilie6, comme apofcrment, de la levure lav6e en milieu 

alcalin (A  uhagen?), Westenbrink et  ~011.~)). Par plusieurs lavages d‘unc poudre de levure 
de bikre avec des tampons phosphates alcalins, ces auteurs 6liminent le coferment. Pour 
supprimer l’cceffet d’Ochoao, Westenbrink et 0011. proposent d’ajouter A la preparation en- 

M .  A .  Lipton & C. A .  Elvehjern, J. Biol. Chem. 136, 637 (1940). 
2, H.  Q. K .  Westenbrink, P. E .  Steyn-Parvk, A .  C .  van der Linden & W .  A .  van der 

3, 8. Ochoa, Biochem. J. 33, 1262 (1939). 
4, M .  Wed-Malherbe, Biochem. J. 33, 1997 (1939). 
5) Nguyen van Thoai & L. Chevillard, B1. Soc. Chim. Biol. 31, 204 (1949). 
8 )  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 .  Sjauffer, Manometric 
techniques and related methods, Burgess Publ. Comp., Minneapolis 1945. 

Brock, Z. f .  Vitaminfschg. 13, 21s (1943). 

7 )  8. Auhagen, Naturwiss. 19, 916 (1931). 
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zymatique un grand excks de thiamine. Dans ces conditions, la cocarboxylase pr6formBe 
montre son activite maximum et  n’est plus activee par la thiamine contenue dans les 
solutions clont on veut doser la teneur en cocarboxylase. Wed-Malherbe’), en se basant 
sur les donnees d‘dxmacher & Bergstermannz), a prepare partir d’une poudre de levure 
une fraction protkinique contenant la carboxylase. Pour enlever le coferment, il s’est 
servi de la methode que Warburg & Christian3) ont utilisee pour scinder la D-aminoacido- 
desaminase (addition de HC1 dilue en presence de sulfate d’ammonium). Cette prBparation 
Ctait surtout destinee & Btudier le mecanisme de la phosphorylation de la thiamine. Green 
et ~011.3) ont prepare Q partir de la levure de bikre, par des precipitations an sulfate d‘am- 
monium, une d6carboxylase tr&s active. Kubowitz & Luttgens5) ont Bgalement prepare 
une carboxylasc trks pure, sans donner cependant des details concernant la preparation. 

La preparation de l’apoferment selon la mBthode de Westenbrink et  ~011.6). n’a 
pas donnt. des rksultats satisfaisants avec la levure mise a notre disposition. I I  n’a pas 
Btb. possible d’obtenir une Btiozymase suffisamment privBe de cocarboxylase a partir de 
chaque preparation de levure sCch6e. La quantite de cocarboxylase presente dans nos 
preparations, aprbs le lavage alcalin, s’elevait souvent a ‘1, de la quantitB it doser ensuite. 
La preparation de l’apoferment selon les modalitks de Wed-Malherbe’) nous donna la 
mCthode la plus sensible. La fraction protkinique que l’on obtient est cependant capable 
de phosphoryler la thiamine en presence d’A.T.P. Du fait que nos solutions a doser 
contiennent encore de 1’A.T.P. e t  de la thiamine, il peut se produire en prksence de I’en- 
zynic de la levure une synthkse de cocarboxylase qui fausse les resultats. En evitant dans 
les essais un grand excks de thiamine, il est cependant possible d’utiliser l’enzyme de 
Weil-Malherbe sans introduire une erreur notable. Mais par fractionnement au sulfate 
d’ammonium, nous avons reussi a Bliminer completement l’enzyme phosphorylant. Cette 
preparation ne forme aucune cocarboxylase, m&me en presence d’un excBs considkrable 
de thiamine et d’A.T.P. 

1. Prlparation de la solution de dlcarboxylase. La levure de bikre fraichcment press& 
cst lavke 72 h. 8. I’eau courante, pressee & nouveau et  sCchBe en fines couches il temperature 
ordinaire. Une poudre sbche, gardee Q O”, reste active pendant plusieurs mois. La prB- 
paration de la poudre acktonique de la levure se fait selon les indications do Weil-Malherbe’). 
Cardhe au vide dans un dessicateur, la poudre reste active pendant plusieurs semaines. 

1 g de la poudre acetonique est petri dans un mortier en presence de 30 cm3 d’eau. 
On refroidit & 00 e t  on ajoute 1 em3 d‘acide acetique 2-n. Le prBcipit6 est sCparB par 
centrifugation. A la solution, 15 em3 de (NH,),SO, satures saturation finale) sont 
ajoutes e t  le precipite obtenu 61oignB par centrifugation. A nouveau 15 om3 de (NH,),SO, 
sat. (I/, saturation finale) sont ajoutks. Aprbs centrifugation le prBcipit6 est dirsout dans. 
10 em3 de tampon phosphates 0,05-m. de pH 6,2. On ajoute 50 em3 d’eax et 30 em3 de 
@“,),SO, sat. saturation finale). Aprks avoir refroidi la solution B -- 5 O ,  30 cm3 de 
HCI 0,l-n. (contenant assez de (NH,),SO, pour donner une concentration finale de 1/3 

saturation) sont ajoutes rapidement en agitant la solution. I1 se forme nn precipitd. I1 
cst centrifuge i, -5”  et lave avec 20 om3 de (iYH,),SO, 3/q sat. (A ce stade, la fraction 
enzgmatique peut &t,re gardee comme suspension dans une solution de (PU’H,),SO, 3/4 sat. 
pendant plusieurs henres sans perdre d’activitk.) Le precipite est dissout dans 45 em3 
de tampon phosphates O,O5-m. de p H  6,2. Des proteines denaturees sont BlimiiiBes par 
centrifugation. Toutes les operations ainsi que les centrifugations s’offcatuertt a 0”. La 
solution enzymatique est pr6pa.rb.e avant chaque dosage Q partir de la poudre acetonique. 

M .  Wed-Malkerbe, Biochem. J. 33, 1997 (1939). 
2, Fr. Axmrccher & H .  Bergsterman, Bioch. Z. 272, 259 (1934). 
3, 0. Warburg & W .  Christian, Bioch. Z. 298, 368 (1938). 
*) D. E. Green, D. Herbert & V .  Subramanyan, J. Biol. Chem. 138, 327 (1941). 
j) F. Kubowitz & N .  Luttgens, Bioch. Z. 307, 170 (1941). 
6, H. G. li. Westenbrink, P.  E. Steyn-Parvb, A. C. van der Lindex & W .  A .  van der 

Brock, Z. f .  Vitaminfschg. 13, 218 (1943). 
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2. Domge manomktrique. Lss fioles contiennent 1 em3 d’enzyme de levure, 1 em3 
de tampon phosphates 0,05-m. de pH 6,2, 0,l cm3 d’une solution de Mn++ et  Mg+f con- 
tenant 1 mg de chacun des ions metalliques par ern3, et une partie aliquote de la solution 
de cocarboxylase inconnue. Le volume final est de 3 cm3. Pour Btablir une courbe de re- 
ference, on remplace la solution inconnue par des quantites connues de cocarboxylase (en 
general 0,05 y,  0,10 y,  0,20 y) .  L’appendice contient 0,5 em3 d‘une solution de pyrnvate 
0,2-m. La phase gazeuse est de l’air. La temperature du thermostat est de 27O. Aprbs 
20 min. d’equilibration, le pyruvate est verEd de l’appendice dans la fiole. Dks ce moment, 
la quantite de CO, ddgagk est mesurke toutes les 10 min. pendant une heure. Dans ces 
conditions la quantit6 de CO, lib6r6 est proportionnelle & la quantit6 de cocarboxylase 
prbsente. Nous cornparons les valeurs de CO, obtenu aprbs 30 min. Comme nous l’avons 
dit plus haut, notre preparation protkique contient une quantitd variable d’un enzyme 
catalysant la synthbe de la cocarboxylase en presence de thiamine et  d’A.T.P. La courbe 
(thiamine +A.T.P.) de la figure 1 montre une tellc syiithbse de la cocarboxylase. La 
thiamine ainsi que l’A.T.P. seuls donnent des valeurs identiques au blanc. 

F 
F 

400 - 

0,2 y Cocarb 

/ 

p 0.05 y Cocarb. 

0“ Y 
E 
E 

300 . 

200 - 

0.1 0.2 y Cocarb 

Fig. 1. Fig. 2. 
Marche horaire de la decarboxylation du pyx- 
vate par laddcarboxylase de levure. (Abscisse: 

1111113 CO, d6gag6s. Ordonnde : temps.) 

Courbe &talon du dosage de la cocar- 
boxylase. Valeurs & 30 min. 

Dam nos expAriences, la phosphorylation de la thiamine, en presence d’A.T.P. e t  
de I’enzyme hepatique, est incomplbte. De ce fait, il nous reste aprbs la pdriode d’incu- 
bation, un exch de thiamine et  d‘A.T.P. Dans ces conditions la quantit6 de cocarboxylase 
peut augmenter au cours du dosage manomhtrique. En gBn6ral l’erreur est negligeable, 
mais nous avons toujours complete chaque serie de dosages par un essai qui sert b fixer 
la limite superieure de l’erreur. A cet effet, nous ajoutons A la solution enzymatique les 
quantitds maxima de thiamine et  d’A.T.P. pouvant &re introduites avec la solution in- 
connue. 

La figure 2 montre une courbe de rPfkrence. La quantite de CO, libdrke aprbs 30 min. 
est generalement unc fonction lineaire de la quantite de cocarboxylase, jusqu’b une con- 
centration d’environ 0.2 y de cocarboxylase. La solution enzymatique prdparke selon la 
methode que nous venons de decrire ne contient que des traces de cocarboxylase prd- 
formke. La valeur de CO, degage en prdscnce de l’enzyme seul ne represente en moyenne 
que les 3% de la valeur obtenue pour 0,2 y de cocarboxylase. 
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3. Purificution de l’upoferment de la ddcarbozyhse. La solution enzymatique obtenue 
selon les modalitbs de WeiZ-Mulherbel) contient, entre autres prothines, une transphospho- 
rylase trbs active. Dans le paragraphe precedent, nous avons decrit une methode de pr6- 
paration d’une solution enzymatique ne contenant qu’une faible quantite de trans- 
phosphorylase. Nous avons nbanninins constat6 que, pour pouvoir 6tudier la synthbse 
de la cocarboxylase B partir de plus grandes concentrations (5  B 10 y )  de thiamine et  
(5 a 10 pM.) d‘A.T.P., il etait nboessaire, pour des raisons que nous avons indiquees 
dans le paragraphe susmentionne, d’eliminer complbtement cette transphosphorylase. 
Nous avons encore apportb les modifications suivantes B la methode de preparation de 
I’apoferment. 

Le precipit6 obtenu par acidification B -50  en un milieu de (NII,),SO, de 1/3 de 
saturation finale, est recolt6 par centrifugation et  lave avec 20 om3 de (NH,),SO, 3/4 

satid. On centrifuge. Au culot, on ajoute, tout en le triturant, 10 cm3 d‘une solution 
de NH,OH 0,01-n. Le r6sidu prot6ique ne se dissout que partiellement e t  le p H  de la 
suspension se trouve &re de 7,O. On ajoute B cette suspension 30 em3 de tampon phos- 
phates 0,05-m. de p H  6,2. Une petite quantite de prot6ines denaturties sont ecart6es 
par centrifugation. Au surnageant on ajoute 30 em3 de (NH,),SO, sat. ((saturation finale 
de 43%). Aprbs centrifugation, le culot est redissout dans 20 cm3 de tampon phosphates 
0,05-m. de p H  6,2 et repr6cipit6 a 43% de saturation finale en (NH,),SO,. On centrifuge 
et  redissout le culot dans 15 em3 du m6me tampon phosphates. La solution est utilisee 
conime telle. Elle contient 65 ti 80 y de ((tyrosine)) par em3. 

Le tableau 1 montre quelques caractkristiques de notre solution enzymatique. I1 
en ressort que la decarboxylase est trbs active et que la transphosphorylase a 8tB com- 
plbtement Bliminbe. M6me en presence de 10 y de thiamine et  de 2 nig d’A.T.P. nous 
n’obtenons pas, ou tout au plus dtlns les limites d’erreur de la mbthode, de formation 
de cocarboxylase. La valeur la plns blevbe de 6,4 mm3 de CO, apr&s 30 et  mame 60 min. 
ne reprbsente qu’environ 0,Ol  y de cocarboxylase. I1 est B remarquer que, contrairement 
aux resultats de Wed-Mulherbe’), nous n’obtenons avec l’A.T.P. aucun effet de cocarboxy- 
lase, ceci m6me avec les concentrations de 2 mg d’A.T.P. utilis6es par cet auteur. Nous 
n’avons observe cet effet qu’en employant un produit obtenu des Schwurz hboratories, 
Inc., Kew-York, prbparb B partir de la levure, e t  non pas h partir du muscle de lapin 
conime le ndtre ainsi que celui utilisi: par M’eil-Malherbe. Une telle preparation contient 
encore des traces de cocarboxylase (environ SjlOO de y par pM d’A.T.P.). L’effet de 

Tableau 1. 
Les recipients de Warburg contiennent 1,0 em3 de la solution de d6carboxylase (environ 
0,s mg de protsines); 1 ,O  em3 de tampon phosphates 0,05-m. de p H  6,2; 0,1 om3 d’une 
solution contwant 1 mg/cm3 de Mntf et de Mgt+; une partie aliquote de la solution a 
closer; dans l’appendice 0,5 om3 d’une solution de pyruvate de Na 0,2-m. Le volume est 

complktk B 3,O em3 avec H,O bidistillbe. 

blanc . . . . . . . . . . . . . . . .  
0,05 y cocarboxylase . . . . . . . . .  
0,10 y cocarboxylase . . . . . . . . .  
10 y thiamine + 2 mg A.T.P. . . . . . .  
0,5 y thiamine+0,05 mg A.T.P. 
10 y thiamine . . . . . . . . . . . .  

2 mg A.T.P. . . . . . . . . . .  .’ . 

. . . .  

1 0 3  y thiamine. . . . . . . . . . . .  

0,005 mg A.T.P. . . . . . . . . . . .  

~~ 

Additions 1 mm3 CO, en 30 min. 

M .  CVeiZ-Mulherbe, Biochem. J. 33, 1997 (1939). 
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l’A.T.P. observ6 par Weil-Malherbe est probablement un effet secondaire dont il est diffi- 
cile de donner une explication. I1 nous semble peu probable qu’il y ait formation, entre 
1’A.T.P. et l’enzyme actif, d‘une ccpseudo-d6carboxylasen de faible activit6. 

4. Dosage des prothines. Le dosage de l’azote prot6ique des homog6nats, des suspen- 
sions de mitochondries e t  des surnageants a 6 th  fait selon Kjeldahl. 

Pour les fractions contenant encore du (NHJ2S0,, nous avons utilis6 la methode 
de Folin-Ciocalteul), baske sur la reaction de coloration donn6e par la tyrosine et  le trypto- 
phane. Les extinctions sont lues au spectrophotomAtre de Beckrnan. L’activitB de la 
synthese de la cocarboxylase est exprim6e par le rapport cocarboxylase form6e/mg N 
par essai. Pour calculer la teneur en N protAique, nous nous sommes bases sur des com- 
paraisons entre la methode de Kjeldahl et  la m6thode colorim6trique. La coloration que 
nous avons obtenue avec les preparations les plus pures de l’enzyme h6patique Bquivaut 
A 8% environ de ((tyrosinen. Nous avons adopt6 ce rapport, ce qui est une valeur plus 
basse que celle indiqu6e par Weil-Malherbe (12,6% de tyrosine). 

Re’szcltats et discussion. 
a)  Conditions de la synthise dans le tissa he‘patiqae. Nous utilisons 

un homoghat de foie de rat de 1 0 %  prdpar6 dans une solution de 
HCl isotonique au moyen de l’appareil de Potter & Elvehjem2). Une 
telle preparation contient un enzyme capable de synthktiser de la 
cocarboxylase B partir de la thiamine en presence d’A.T.P., d’ions 
Mg++ et d’un substrat oxydable tel que l’acide glutamique (tableau 2). 
Le substrat oxydable est necessaire pour maintenir la resynthbse 
oxydative de 17A.T.P., car les extraits bruts contiennent des enzymes 
qui hydrolysent l’A.T.P. Le tissu homogen6ise contient une certaine 
quantit6, variant d’un animal B l’autre, de cocarboxylase preformbe. 

Tableau 2. 
Le milieu d’incubation contient: 0,5 om3 d‘homog6nat de foie; A.T.P. 0,001-m.; Mg++ 
0,0033-m.; acide glutamique 0,0066-m.; thiamine 2 y par essai; tampon phosphates de K 
0,0066-m. de pH 7,4. L’isotonicith du milieu est obtenue avec une solution de KCI. Volume 

final 3 om3. Incubation 20 min. B 38O. 

Homog6nat seul . . . . . . . . . . . . . . . . 
Homog6nat + ac. glutamique + A.T.P. . . . . . . . 
Homoghat + ac. glutamique + thiamine . . . . . . 
Homog6nat+ ac. glutamique+ thiamine+ A.T.P. . . 

Additions 

I 
E ] 
0 3  
190 

I y cocarboxylase 
formbe par essai 
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Pour purifier l’enzyme phosphorylant la thiamine, nous avons cent,rifug& un homo- 
genat de 10% 30 min. B 18000 t.p.m. (25000 9). Toutes les operations s’effectuent i 00. 
Au liquide surnageant, qui est tout i fait limpide, nous ajoutons un volume &gal d’acbtone. 
Le precipitB est lave avec de l’ac6tone et  &he au vide. Uiie poudre acbtonique gardee 
au froid dans un dessicateur ne perd pas son activite pendant deux semaines. 

200 mg de poudre shhe  sont suspendus au moyen de l’appareil de Potter & Elvehjem 
dans 5 om3 de KC1 isotonique. On centrifuge afin d’ecarter les particules insolubles. 
Dans un tel extrait, on constate la formation d’une faible quantite de cocarboxylase B 
partir de la thiamine et de 1’A.T.P. (tableau 3, exp. V), en l’absence de rnitochondries et  
du substrat oxydable. L’extrait contient encore une quant,itb considerable de cocarboxy- 
lase prbformbe, exprimbe dans le tableau par l’essai ((extrait seula. 

Tableau 3. 
Le milieu d‘incubation contient : suspension enzymatique; A.T.P. 0,001-m. ; Mg++ 
0,0033-m.; acide glutamique 0,0066-m.; thiamine 2 y par essai, tampon phosphates de K 
0,0066-m. de pH 7,4. L’isotonicitB du milieu est obtenue par une solution de KCI. Volume 

final 3 cm3. Incubation 20 min. B 380. 

I Mitochondries seules 

I1 Surnageant seul . . . . . . . . . .  

. . . . . . . .  
. . . . . .  Mitochondries+ thiamine 

Surnageant + thiamine . . . . . . .  

0 5  
0,6 

0,25 
0,55 

. . . . .  I I Mitochondries+surnageant I III I Mitochondries + surnageant + thiamine 

I V  Extrait + mitochondries L O  . . . . . . .  
Extrait+ mitochondries+ thiamine . . 2,75 

V I- 
ces experiences montrent que le liquide surnageant, resultant 

de la centrifugation de l’homogdnat complet, necessite la presence 
du systkme phosphorylant des mitochondries. Ces dernieres par 
contre ne participent pas directement 21, la phosphorylation de la 
thiamine. Par une serie de travauxl), il a B t B  prouvd que les granules 
cytoplasmiques sont le siege du cycle des acides tricarboxyliques et 
dc la phosphorylation oxydative de l’acide adenylique ou de l’acide 
adenosine-diphosphorique. Dans l’essai ((surnageant + thiaminen, 
I’apyrase est trbs active et la faible activite obtenue est probablement 
due a la presence de mitochondries restdes en suspension qui suffisent 
B maintenir une faible resynthbse de l’A.T.P. Le fractionnement B 
l’acdtone Blimine la plus grande partie de l’apyrase presente sans, 
pour autant, diminuer la teneur en cocarboxylase pr6form6e. C’est 
seulement apres la separation de la transphosphorylase de l’apyrase 
que la synthbse devient independante du systbme phosphorylant des 

Extrait seul . . . . . . . . . . . .  1,s 
Extrait + thiamine 232 . . . . . . . . .  

1) A.  F. Muller & F.  Leuthardt, Helv. 32, 2349 (1949). 
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111 

. . . . . . . . . . . . .  Ppt6HClseul .  030 
Ppte HCl + thiamine 1,6 

Ppt6 HC1+ thiamine 2 2  
Ppte HCl+ thiamine+ 5 pM ac. glutamique . 221 
Ppt6 HC1+ thiamine + 10 pM ac. glutamique . 179 

Ppte HC1 frais seul 090 

Ppt6 HCl aprhs 5 jours+ thiamine . . . . .  222 

. . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . .  

Ppte HCl+ thiaminef40 pM ac. glutamique . 1,85 

. . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . .  Ppt6 HC1 frais+ thiamine 2,3 
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phosphorylant des mitochondries ainsi que l’acide glutamique comme 
substrat oxydable servant la resynthese de 1’A.T.P. peuvent &re 
supprimes. Nous observons m6me une faible inhibition de la synthkse 
en presence d’acide glutamique (tableau 4, exp. 11). La stabilitd de 
I’enzyme a Bgalement augment& Une solution enzymatique gardee 
a O o  pendant 5 jours ne perd que 5 yo de son activite initiale (tableau 4, 

d)  In f luence  de 1’A.T.P. et des ions  Mg++. L’activilk de la syn- 
these de la cocarboxylase est fonction de la concentration en A.T.P. 
(fig. 3 ) .  La phosphorylation est Bgalement fonction des ions Mg++ 
(fig. 4). La Concentration optimale se trouve entre 15 et 20 pM de 
Mg par essai. 30 pM ont une action leghrernent inhibitrice. Le r61e 
des ions Mg++ lors de la transphosphorylation est encore peu clair. Le 
Mg semble &re indispensable pour toutes les reactions necessitant 
1’A. T .P . 

cxp. 111). 

I 

2 6 I O p M A T P .  
Fig. 3. 

Influence de la concentration en A.T.  P. 
Le milieu contient : solution enzymatique 
(ppti: HC1); Mg++ 0,0033-m.; thiamine 
3 y par essai; tampon phosphates de K 
0,0066-m. de pH 7,4. Volume final 3 cm3. 

Incubation 20 min. L 38O. 

10 20 30 p M  Mg++ 

Pig. 4. 
Influence de la concentration des ions Myff. 
Le milieu d’incubation contient : solution 
enzymatique (ppti: HC1); A.T.P. 0,001-m.; 
thiamine 2 y par essai; tampon phosphates 
de K 0,0066-m. de pH 7.4. Volume final 

3 cmS. Incubation 20 min. ti 350. 

e )  Ef fe t  du p H  du mi l i eu  et d u  t emps  d’incubation. La figure 5 
montrc l’activite de la synthbse en fonction du pH du milieu d’in- 
cubation. Ce dernier a B t B  mesure au moyen de 1’6lectrode de verre 
avant et aprks l’ineubation. L’activite de la synthBse est optimale 
a un pH de 6,8 8, 6,9. 

Dans nos conditions d’experiences, c.-&-d. pour 2 y de thiamine, 
la formation de la cocarboxylase est en general achevee aprbs 20 min. 
d’incubation. Ce temps augmente considerablement si la quantite de 
thiamine est augmentde a 5 y (tableau 5) .  .La presence de cystkine 
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(60 pM par essai) ou de NaCN (160 pM par essai) dans le milieu 
d’incubation n’a aucun effet stimulateur ou inhibiteur sur l’activit6 
de I’enzyme. 

Tableau 5. 
Le milieu contient : solution enzymatique (ppt6 HC1); A.T.P. 0,001-m.; Mg++ 0,0033-m.; 
5 y de thiamine par essai; tampon phosphates de K de pH 7,4 0,0066-m.; Volume final 

Temps d’incubation (min.): . . 20 40 60 90 120 
Cocarboxylaseformke (y ) :  . . 1,3 2,2 2,s 3,3 5,4 

3 em3. Incubation B 38O. 

3 B r.0. 

2 
B 
%’ 
9 

0.5 

\ 1 * 5 - / p  

. 

0.1 0.2 0.3 0.4 m g N  

Fig. 6. 
Concentrations variablesde lasolution enz ymatique. 
Le milieu d‘incubation contient : quantitks varia- 
bles de la solution enzymatique (ppth HCl); 
A.T.P. 0,001-m.; MgfC 0,0033-m.; thiamine 2 y 
par essai; tampon phosphates de K 0,0066-m. de 
pH 7,4. Volume final 3 cm3. Incubation 20 min. 
i 38O. La courbe supkrieure correspond B une 
solution enzymatique plus pure (0,210 mg N/cm3) 

que la courbe infkrieure (0,420 mg N/cm3)). 

f )  V a r i a t i o n  de la concentration de l’enxyme. La figure 6 montre la 
phosphorylation de la thiamine en fonction de la concentration de 
l’enzyme. La quantitk de cocarboxylase form6e augmente jusqu’h ce 
que la quantitd de thiamine presente devienne le facteur limitant 
de la r6action. Dins l’expkrience reprksentke par I s  courbe supkrieure, 
la phosphorylation complkte de la thiamine est atteinte avec une con- 
centration de 0,210 mg N (dosage selon PoZin) par essai. La courbe in- 
ferieure est obtenue avecune solution enzymatique unpeu moins active. 

g )  Me‘canisme de Za synthdse. Nous supposons que la phosphory- 
lation enzymatique de la thiamine en presence de l’A.T.P. s’effectue 
par transport d’un groupe pyrophosphate de l’A.T.P. sur la thiamine, 
et non par addition successive de deux restes phosphoryles : 
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A.T.P. + thiamine -+ cocarboxylase + A.M.P. En  effet 1’A.D.P. 
qui possBde un reste phosphoryle labile ne fonctionne pas comme 
donateur de phosphate. I1 a au contraire une action inhibitrice 
(tableau 6, exp. I). I1 s’agit trhs probablement d’une substitution 
dans le complexe enzymatique de 1’A.D.P. B 1’A.T.P. (((competitive 
inhibition))), car la structure de 1’A.D.P. est trBs semblable a celle de 
1’A.T.P. Cette inhibition est fonction de la quantitB d’A.D.P. prBsente. 

Tableau 6. 
Le milieu contient: solution enzymatique (ppt6 HCl); Mgti 0,0033-m.; 5 y de thiamine 
par essai; tampon phosphates de K 0,0066-m. de pH 7,4. Volume final 3 cm3. Les quan- 
tit& d’A.T.P., d’A.D.P. et d’A.M.P. indiqubes dans le tableau sont celles contenues dans 
le volume final de 3 om3. Incubation 20 min. B 38O. La puretC de l’A.T.P. e t  de l’A.D.P. 
utilisCs dans ces exphiences a Bt6 vCrifiCe par chromatographie selon la mbthode modifibe 

de Cohn & Curter, que nous avons dbcrite ailleursl). 

I1 

-- 
y cocarboxylase 

f orm6e Additions 

. . . . . . . . .  4pMA.T.P..  2 4  
4 pM A.T.P.+0,5 p M  A.M.P. . .  1,s 
4 pM A.T.P.+ 2 pM A.M.P. . .  1,5 
6 pM A.T.P.. . . . . . . . . .  2 3  

. . .  6 ,uM A.T.P.+2 pM A.M.P. 1,7 -- 

I 
~ 

5 p M  A.T.P.. . . . . . . . . .  
2 pM A.T.P.. . . . . . . . . .  
5 p M  A.T.P.1-2 pM A.D.P. . . .  
5pMA.T.P.+5pMA.D.P. . . .  
5 pM A.D.P. . . . . . . . . .  
2 pM A.D.P. . . . . . . . . .  

En remplapant l’A.T.P. par l’A.D.P., nous obtenons une cer- 
t,aine formation de cocarboxylase (tableau 6, exp. I). Nous avons 
montre que celle-ci est due h la prdsence, dans notre preparation 
d’enzyme hhpatique, d’une myokinasel) qui, B partir d’A.D.P., donne 
de 1’A.T.P. et de 1’A.M.P. L’A.T.P. form6 fonctionne comme donna- 
teur de phosphate, et nous constatons une synthhse de cocarboxylase. 
Nous avons tent6 d’inhiber l’action de la myokinase en travaillant 
en prBsence de NaF, mais le fluorure inhibe Bgalement, et dans les 
m6mes proportions, la phosphorylation de la thiamine. 

L’A.M.P. ne contenant aucun P labile a Bgalement un effet 
inhibiteur sur la phosphorylation de la thiamine (tableau 6, exp. 11). 

D’autre part, si le monophosphate de thiamine Btait un produit 
intermediaire dans la formation de la cocarboxylase, il devrait pouvoir 
remplacer la thiamine. On devrait s’attendre aussi dans ce cas, a ce 
que le monphosphate fQt transform6 en cocarboxylase avec la mbme 

I) F. Leuthardt & H .  Bruttin., Helv. 35, 464 (1952). 



Additions 

. . . . . . . . . . . . .  5 7  T.M.P. 
5 y  T.M.P.3-5pMA.T.P. . . . . . . .  

5 y thiamine + 5 pM A.T.P. 
5 y  T.M.P.+5pMA.T.P.+5y thiamine. 

. . . . . .  I-- y cocarboxylase formke 

0 3  
0,55 

2 3  

1 
I 

1,5 
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Tableau 8. 
Le milieu contient: solution enzymatique; A.T.P. 0,001-m.; Mg++ 0,0033-m.; 2 y de di- 
hydro-thiamine ou de thiamine par essai; tampon phosphates de K 0,0066-m. de pH 7,4. 

Volume final 3 om3. Incubation 20 min. L 38O. - 
Exp. 

I 
- 

- 
I1 

Additions 

Extrait seul . . . . . . . . . . . . . . . .  
Extrait + dihydrothiamine . . . . . . . . . .  
Extrait + thiamine . . . . . . . . . . . . .  
Ppte HC1+ dihydrothiamine . . . . . . . . .  
Ppt6 HCl+ dihydrothiamine sans A.T.P. . . .  
Pptk HC1+ thiamine . . . . . . . . . . . .  
0,5 cm3 ppt6 HCl+dihydrothiamine . . . . .  
1,0 om3 ppt6 HCI+dihydrothiamine . . . . .  
1,5 cm3 ppt6 HCl+dihydrothiamine . . . . .  
1,0 cm3 ppt& HCl + thiamine . . . . . . . . .  

I y cocarboxylase 
form6e 

I 

i) Purification de Z’enxyrne he’patique. Afin d’obtenir line solution 
enzymatique plus pure, nous avons fractionnk la solution pro tkique 
((pr6cipitk HC1)) par des prkcipitations successives avec une solution 
de (NH,),SO, saturke h O o .  

A 17 cm3 de la solution ccpr6cipit6 HCl)) on ajoute 12,8 cm3 de (NH,),SO, sat. (sa- 
turation finale 43%). Ce pr6cipit6 est inactif e t  nous 1’6loignons par centrifugation. Au 
surnageant nous ajoutons 26,9 om3 de (NH,),SO, sat., ce qui porte la saturation finale 
h 70%. Le prbcipit6 est centrifuge et  dissout dam 10 cm3 de tampon phosphates 0,004-m. 
de p H  7,4. Cette solution enzymatique est active et  nous l’appelons ccpr6cipit6 43-70% Is. 
A 7,5 cm3 de cette solution prot6ique nous ajoutons 10 cm3 de (NH,),SO, sat. (saturation 
finale de 57%). Le pr6cipit6 est 61oignB par centrifugation. Au sumageant on ajoute de 
nouveau 10 cm3 de (NH,),SO, sat. (saturation finale 73%). Apres centrifugation, le 
pr6cipit6 est dissout dans 3 om3 de tampon phosphates 0,004-m. de pH 7,4. Nous appe- 
Ions cette fraction ccprbcipit6 57-73% 11)). 

Tableau 9. 
Le milieu d’incnbation contient : solution enzymatique; A.T.P. 0,001-m. ; Mg++ 0,0033-m. ; 
thiamine 5 y par essai; tampon phosphates de K 0,0066-m. de pH 7,4. Volume final 3 om3. 

Incubation 20 min. L 38O. 

Additions r formke par essai 

Ppt6 HCI seul . . . . . . . . .  
Ppt6 HClt-thiamine . . . . . .  
Ppt643-70°1seul . . . . . .  
Ppt6 43-70% I+thiamine . . .  
Pptk 57-73% I1 seul . . . . .  
Ppt6 57-73% 11+ thiamine . . .  

_. 

12 
_. 

25 
- 

38 

Le tableau 9 montre l’activitk des diffhrentes solutions enzy- 
matiques. L’activitk moyenne de synthbse du ((prkcipitk 67-73 % 11)) 
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est de 18 23 y de cocarboxylase par mg N protdique. Cette fraction 
enzymatique est la plus pure que nous ayons obtenue. Nous avons 
un enrichissement de l’activitd enzymatique de 50 a 60 fois com- 
parhe B celle de l’homoghat complet. 

SUMMARY. 
1. A purified protein fraction which catalyses the formation of 

cocarboxylase from thiamine in the presence of A.T.P. has been isolated 
from rat liver. 

2. The enzyme has been obtained from the ((soluble)) fraction of 
cell protein (fraction not sedjmented a t  25000 g). 

3 .  In  liver homogenate an active phosphorylating system (mito- 
chondria + oxydable substrat) is necessary in order to  maintain a 
sufficiently high level of A.T.P. 

4. The synthesis of cocarboxylase depends on the presence of 
Mg++. The optimal pH value is 6,s-6,9. The reaction necessitates 
a large excess of A.T.P. compared with the amount of thiamine. 

5. The synthesis of cocarboxylaseis inhibited byA.M.P. andA.D.P. 
6. In the presence of A.D.P. some cocarboxylase is formed from 

thiamine. This is due t o  the presence of myokinase in our protein 
fraction. 

7. Only a small quantity of cocarboxylase is formed when 
thiamine is replaced by its monophosphate. 

8. We suppose that cocarboxylase is formed by the transfer of a 
pyrophosphate group from A.T.P. to  thiamine. 

Zurich, Physiologisch-chemisches Institut der UniversitBt. 

148. Die Kinetik der Kupplungsreaktion: 
Diskussion und Anwendungen der kinetischen 

Reaktionsgleichung l )  

von Hch. Zollinger und C. Wittwer. 
(10. IV. 52.) 

1. Die k ine t i sche  Reakt ionsgle ichung de r  Kupplung.  
Die Kupplung ist eine der relativ wenigen Substitutionsreak- 

tionen der aromatischen Chemie, die bei Bquimolarem Verhaltnis der 
Partner - Diazo- und Kupplungskomponente - in den meisten 

1) Nach einem Vortrag von H. 2. am 21. Dezember 1951 im physikalisch-organischen 
Kolloquium der Harvard-Universititt in Cambridge (USA.). Den Herren Prof. Dr. P.  D. 
Bartlett (Harvard-Universitiit) und J. D. Roberts (Massachusetts Institut,e of Technology) 
sei fur runregende Diskussionen gedankt. 


