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Smp. 218-220", [ a ] ~  = + 66,7" bzw. +70,4" (c = 0,330 bzw. 0,881 in Chloroform). - Reaktions- 
produkt: 790 mg, an 15,s g Silicagel chromatographiert; Hexan, Hexan-Benzol (1: l), Benzol 
und Bcnzol-Ather (98 : 2) eluierten 15 kristallisierte Fraktionen von Acetyloleanolsaure (703 mg), 
die alle nach Kristallisation aus Methanol im Bereiche zwischen 260 und 269", davon 568 mg 
bei 268-269" schmolzen. Identifikation mit authentischer Acetyloleanolsaure (Smp. 267-269" ; 
Lit. 16)17) 259-264", ~ Z W .  268") durch Mischprobe und 1R.-Spektrum. 

Benzol-Ather (9: 3 )  und Athcr eluierten noch insgesamt 47 mg unreiner Oleanolsaure voin 
Smp. 293-300" (Lit. 16) 305-308"), die nach 1R.-Spektrum noch geringe MengenAcetyl-oleanol- 
saure enthielt. 

Das in  der labelle aufgefuhrte Ergebnis eines mit 0-Rcetyl-oleanolsaure-methylester in 
2,6-Lutidin durchgefiihrten Halolyse-Ansatzes wurde auf analoge Weise wie in den drei oben 
beschriebeneii Versuchen ermittelt. 

Die 1R.-Absorptionsspektren wurden niit einem PERKIN-ELMER-Double-Beam-Spectro- 
photometer, Modell 21, aufgenommen und die Analysen in unserer mikroanalytischen Abteilung 
(Lcitung W. MANSER) ausgefiihrt. 

ZUSAMMENFXSSUNG 
Bei Modellversuchen mit 3/3-Acetoxy-A 5-cholensaure-methylester, 3P-Acetoxy- 

A 5-atiocholensaure-methylester und 0-Acetyl-oleanolsaure-methylester wurde ge- 
funden, dass die von TASCHNER & LIBEREK, l .  c.') beschriebene Methode der Halolyse 
von Carbonsaureestern mit Lithiumjodid sich fur die selektive Spaltung von Carbo- 
methoxygruppen neben aquatorial gebundenen, hydrolytisch leicht verseifbaren 
Acetoxygruppen eignet. Dies gilt im besonderen auch fur die sterisch stark behinderte 
Carbomethoxygruppe des 0-Acetyl-oleanolsaure-methylesters, wclcher durch Er- 
hitzen mit Lithiumjodid in 2,4,6-Collidin praktisch einheitlich zu Acetyloleanolsaure 
gespalten wird, was in bemerkenswertem Gegensatz zu den Verhaltnissen bei der 
alkalischen Hydrolyse steht. 

Organisch-chemisches Laboratoriurn 
der Eidg. Technischen Hochschule, Zurich 
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17) E. WEDEKIND & W. SCHICKE, Z.  physiol. Cliem. 795, 132 (1931). 

16. Recherches sur la synthhse des graisses a partir 
d'acktate ou de glucose 

IX. La transformation du glucose en acides gras 
par la voie oxydative chez la Souris in vivo 

par Luc Paunier et Pierre Favarger 

(31 X 59) 

Introduction 

Depuis la dkcouverte par l $ T ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ,  en 1931, de l'oxydation directe du glucose 
par l'intermkdiaire de l'acide phospho-6-gluconique, de nombreux auteurs se sont 
attach& B prouver l'existence de cette rkactioii dans les organismes supkrieurs, puis 
B dkterminer son importance quantitative. 

Les recherches sur l'importance quantitative de la voie oxydative sont fondke5 
sur trois types de considhations thCoriques : 
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1. Le C-l  du glucose est converti directement en CO, par la voie oxydative. Par 
la voie d’EILIBDEN-MEYERHOF (E. M.) en revanche, le c-1 du glucose devient le c du 
groupe m6thyle de l’acide pyruvique et ne se transforme en CO, qu’aprhs le passage 
par le cycle des acides tricarboxyliques. En dosant le CO, produit B partir du glucose- 
[1J4C] d’une part, et B partir du glu~ose-[6-~~C] ou UJ4C d’autre part, on peut cal- 
culer l’importance de la voie oxydative. Mais cette m6thode peut pe te r  A de nom- 
breuses critiques et les conclusions qu’on en tire attribuent trop d’importance B la 
voie oxydativel). En effet, il suffit de deux intermbdiaires pour produire du 14C0, 
& partir du glu~ose-[l-~~C], tandis qu’il en faut une vingtaine par la voie d’E. M. et 
le cycle des acides tricarboxyliques. En outre, ces intermbdiaires peuvent dis- 
paraitre de la circulation en s’incorporant dans les acides g a s  ou les acides aminbs. 

2. La resynthhse du glucose par le cycle d’E. M. n’affecte pas la distribution du C 
dam la molbcule, tandis que la resynth&se d’un hexose B partir d’un pentose par la 
transaldolase et la transc6tolase entraine un changement de place des atomes de C. 
On peut donc estimer l’importance de chacune des deux voies en mesurant la con- 
centration isotopique des diffbrents carbones du glucose provenant du glycog&ne 
h6patique, apr&s injection de glucose sp6cifiquement marqu6. 

3. Les carbones 1, 2 et 3 du glucose ne sont transform& directement en triose 
et en acide pyruvique que par la voie d’E. M. Par la voie oxydative, le C-1 du glu- 
cose est oxyd6 directement en CO,, tandis que les carbones 2 et 3 deviendront les 
C-1 et C-2 du pentose. En comparant l’incorporation du 14C du glu~ose-[l-~~C] B celle 
du glu~ose-[6-~~C] dans un dCriv6 de l’acide pyruvique comme l’alanine ou l’acide 
lactique, on pourra estimer directement l’importance de la voie oxydative. 

de 
in 

De nombreux auteurs, employant l’une ou l’autre de ces mbthodes, ont essay6 
dCfinir l’importance de la voie oxydative. Ces travaux, exkcut6s pour la plupart 
vitro, aboutissent souvent B des r6sultats contradictoires. Les conditions exp6ri- 

mentales, la conduite du raisonnement mathkmatique semblent entrainer ces grandes 
variations dans les rdsultats. 

I1 nous a sembl6 intkressant de reprendre le probl&me, de l‘6tudier in v ivo en nous 
rapprochant le plus possible des conditions physiologiques. 

Nous avons choisi les acides gras comme rkvklateurs de la voie oxydative. Leur 
synth&se se fait surtout dans le tissu adipeux, tissu plus spCcialis6 que le foie, au 
nombre de r6actions biochimiques certainement plus limit& Une fois synthPltisCs, 
les acides gras sont mis en r6serve et ne seront mCtabolisCs que lentement. On aura 
donc une image plus stable du m6tabolisme glucidique que si l’on travaille avec le 
foie, ob la rapidit4 extr&me des processus cataboliques peut masquer un ph6nomPne 
isolk. 

Partie expbrimentale. - La methode que nous avons employee pour analyser les acides 
gras est commune aux quatre experiences que relate ce travail. Seuls different les sucres adminis- 
tr&, la position du 14C dans la molCcule de glucose et la durCe de l’exp6rience. Ces details seront 
donnes dans le texte e t  dans la legende des tableaux. 

Des souris m2les pesant entre 18 e t  25 g sont isoldes le soir precCdant l’expkrience et  re- 
Goivent chacune 1 g de pain. Le jour de l’expkrience, on leur fait manger toutes les 2 h une petite 
qnantitk de pain. Enfin, dans la demi-heure qui preckde l’injection du sucre radioactif, elks 
ingkrent 0,5 g de pain. I1 est trks important, si on veut obtenir des resultats homogknes, que 

1) H. G. WOOD, Physiol. Review 35, 841 (1955). 
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toutes les souris soient soumises k un rCgime alimentaire absolument semblable. Le traitement 
ddcrit ci-dessus place l’animal dans des conditions favorables k la synthese lipidique. On injecte 
dans la veine caudale le sucre radioactif dissous dans 0,3 ml d’une solution isotonique. Les ani- 
maux sont tuCs par decapitation 3, 12, et 60 min apres l’injection, rapidement dissequhs et im- 
me‘diatement fixes dans l’alcool bouillant. On (isaponifie )I l’animal par la potasse alcoolique 
(eau-alcool 1 :2 ,  KOH. 20%), extrait l’insaponifiable par 1’Cther de pitrole, puis, par le m&me 
solvant, les acides gras, apres avoir acidifik la liqueur par HC1. Les acides gras sont laves k l’eau 
puis laves k fond avec une solution aqueuse de glucose pour Climiner toute trace du sucre radio- 
actif injectC. On les depose en couche mince dans des cupulcs d’aluminium et  dCtermine leur 
radioactivitk au moyen d’un compteur sans fenktre k courant gazeux. 

Analyse de l’acide f ia lmi t ique .  On sipare les acides gras saturCs des non-satur@s par une 
double precipitation comme sels de plomb. Les savons de Pb des acides saturCs s6parCs lors de la 
premiere precipitation sont dCbarrassCs des acides non-saturCs radioactifs par traitement avec de 
l’acide ol6ique. On chromatographie les acides solides selon HOWARD &  MARTIN^). On isole 
l’acide palmitique, mesure son activit6 specifique et procBde k sa d6carboxylation par la reaction 
de SCHMIDT, modifiCe par BLOMSTRoND3) et  re‘alis6e dans un appareil k combustion humide4). 
Des essais de dCcarboxylation avec de l’acide pa lmi t iq~e- [ l -~~C]  et  de l’acide ~tCarique-[2-’~C] 
nous ont montre que la mCthode Ctait precise et les rCsultats reproductibles. Le BaCO, pro- 
venant de la dicarboxylation est comptC en couche mince. 

Sbrie 1. - Le glu~ose-[l-~~C] ne fournit des acides gras radioactifs que s’il est 
mktabolisk par la voie d’E. M. La radioactivitk du glu~ose-[6-~~C] en revanche, est 
incorporke dans les acides gras aussi bien par la voie oxydative que par la voie 
d’E. M. En comparant l’incorporation de la radioactivitk du glu~ose-[l-~~C] 8. celle 
du glu~ose-[6-~~C], on peut kvaluer d’une facon simple et directe l’importance de la 
voie oxydative. 

On injecte k une s6rie de 12 souris 5 microcuries de gl~cose-[ l -~~C],  et k une seconde s6rie 
de 1 2  souris, 5 microcuries de glu~ose-[6-~~C]. Les souris sont tuCes 12 min apres l’injection. On 
dose la radioactivit6 des acides gras de la carcasse, du foie e t  des graisses brunes interscapulaires. 

Rksultats: L’incorporation de la radioactivitk du glu~ose-[6-~~C] dans les acides 
gras de la carcasse est tr6s significativement supkrieure 8. celle du glucose-[l-14Cj 
(tableaux 1 et 2 ) .  On calcule l’importance de la voie oxydative 8. partir des deux 
moyennes. La diffkrence entre l’incorporation de l’activitk du glu~ose-[6-~~C] et celle 
du glu~ose-[l-~~C] correspond au nombre de molkcules de glucose qui ont subi directe- 
ment une oxydation de leur carbone 1. Le rapport de cette diffkrence avec le nombre 
total de molkcules incorporkes dans les acides gras (mesurk par l’incorporation d’ac- 
tivitk de gl~cose-[6-~~C]) correspond 8. l’importance de la voie oxydative ”7. Pour 
la carcasse, les valeurs obtenues nous permettent de calculer que le 39% des mol& 
cules de glucose suivent cette voie. 

Dans le foie, la diffkrence entre les moyennes est importante et permet d’estimer 
8. 32% la proportion des molkcules de glucose dkgradkes par la voie oxydative. Mais 
la dispersion des rksultats est plus grande, et la signification statistique, moins bonne. 

Pour les graisses brunes interscapulaires, la diffkrence entre les moyennes des 
deux skries est si petite qu’elle n’est pas significative, et de plus la grande dispersion 

2) C. A. HOWARD & A .  J .  P. MARTIN, Biochem. J .  46, 532 (1950). 
3) R. BLOMSTROND, Acta chem. scand. 8, 1487 (19.54). 
4) A. ENGELHORN & P. FAVARGER, Travail en priparation. 

6, A. L. BLACK, M. KLEIBER, E. M. BUTTERWORTH, G. B. BRUBACHER & J .  J .  KANEKO, 
S. ABRAHAM, P. I;. HIKSCH & I. L. CHAIKOFF, J. biol. Chemistry 277, 31 (1954). 

J .  biol. Chemistry 227, 537 (1957). 
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des rCsultats emp6che de toute manikre de tirer une conclusion sur l’importance de 
la voie oxydative. 

Pour n’avoir plus i comparer 2 groupes d’animaux entre eux, nous avons procCdC 
3, une seconde expCrience qui nous a permis de calculer l’importance de chacune des 
deux voies au moyen du meme animal. 

Tableau I. Incorporation totale de la radioactiviti d u  g l u ~ o s e - [ l - ~ ~ C ]  et d u  g l ~ c o s e - [ 6 - ~ ~ C ]  d a m  les 
acides gras de la Souris (carcasse, foie, graisses brunes interscapulaires) 

Les animaux ont Ctk tugs 12 min a p r k  l’injection de 5 pc de glucose. L’activitC est expriniCe en 
c.p.m. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 

Souris 1 Gl~cose-[6-~~C] 

196 
298 
188,5 
285.5 
189 
139 
197 
404 
215 
158 
246 
(59) 

0,05 > P > 0,02 

Gr. brunes 3,8 S = 2,2 I 4,s S = 3,2 
0,6 > P > 0,5 

I 

__ 
Foie Gr. brunes 

Souris 
No. 

1‘ 
2‘ 
3‘ 
4‘ 
5‘ 
6‘ 
7’ 
8‘ 
9‘ 

10‘ 
11‘ 
12‘ 

Tableau 2. Incorporation de la radioactivitk d u  g l ~ c o s e - [ 6 - ~ ~ C ]  et d u  g l ~ c o s e - [ l - ~ ~ C ]  duns les acides 
gras de la Souris (carcasse, foie e t  graisses brunes interscapulaires) 

Les valeurs reprCsentent la radioactivitk retrouvke en c.p.m . lop3 et  sont des moyennes calculCes 
d’aprks les chiffres du tableau 1. S = C a r t  type 

Voie 
Glu~ose-[ l -~~C] Gl~cose-[6-’~Cj oxydative 

Carcasse 139,4 S = 51 1 228,9 S = 75 
0,01 > P > 0,001 

39% 

Les travaux de DAUB EN^) ainsi que des recherches de notre laboratoires) ont 
montrC que si Yon injecte de l ’a~&tate-[ l -~~C] i une souris bien nourrie, le groupe 
carboxyle de l’acide palmitique contient le 8e  environ de l’activitk totale de la 
molCcule. On peut en dCduire que, dans des conditions normales d’alimentation, la 
plus grande partie de l’acide palmitique est synthCtisCe par condensation presque 

’) W. G.DAUBEN, E. HOERGER & J. W. PETERSEN, J. Amer. chem. Soc. 75, 2347 (1953) 
*) V. HANDWERCK & P. FAVARGER, Helv. 42, 508 (1958). 
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simultanke d’klkments en C, . Les acides gras intermkdiaires (lauryl-, myristyl-CoA) 
ne quittent pas le syst&me enzymatique et ne peuvent se mklanger i ceux de meme 
type pr6sents dans la cellule. La concentration isotopique des molkcules d’acktate 
reste donc constante dans le lieu de cette synthkse et l’activiti: se rkpartit kgalement 
tout le long de la chaine de l’acide palmitique. 

Schima des d e w  voies principales de  diggradation d u  glucose 

x) Par la voie glycolytique (E. If.) ’ 

C* 

C* 

c 

I 

1 -4 c*-C*-c*-c*. . . (‘*-C*OOH 
c 
I 
C 

c 
Tous les atomes de C sont 

I Cgalement marquCs. 

b) Par la voie oxydative: 

C* 
I c * 
c c I 

I 

I 
c 
c 

-+ C*O, + 

C* 

c 
C 

c 
c 

I 

I 

I 

I 

- 
transaldolase 
transcktolase 

2 

c* 
I 

C 
1 

C* 
I 
I 

C 
1 c 
C 

~ 

I 

f 2  

C* 
1 c 
I 

C 

I 

I 

I 

C 

c 
C 

Les carboiics impairs de l’acide palmitique ne sont pas marquis 
(SelOn HORECKER’)) .  

C 
I c 
I 

C 

C 
I c 
I 
C 

+ 1 +  

-4vec le glu~ose-[1,2-~~C], les deux processus conduisent aux rksultats suivants : 
a) Par la voie d’E. M., on obtient des radicaux en C, uniformkment marquks (voir 

schkma ci-dessous) . 
b) Par la dkgradation oxydative du glucose, le C-l  est oxydk en CO,. Seul le C-2 

cles radicaux acktyle dkrivant des pentoses sera marquk, et nous obtiendrons un 
acide palmitique marquk uniquement sur ses C pairs; son groupe carboxyle ne sera 
pas marquk. 

On peut, en dkterminant le nombre de molkcules d’acide palmitique marqukes de 
chaque sorte, ktablir l’importance de chacune des deux voies. 

Nous avons d’abord prockdk 5. une exp6rience de contr8le prkliminaire, pour 
estimer l’importance du passage de l’acide pyruvique dans le cycle des acides di- 
carboxyliques, dans des conditions exactement semblables 2 celles de notre ex- 
pCrience. En effet, si la synth&se de l’acide gras se fait 21 partir d’un acide acktique, dkri- 
vant d’un acide pyruvique -[3-14C] qui n’a pas pass6 par les acides dicarboxyliques, on 
ne doit trouver aiicune activitk sur le groupe carboxyle de l’acide palmitique, puisque 

9)  R. I,. HORECKER & A. H. MEIILER, Ann. Rex-. Biochemistry 24, 207 (1955). 
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cet acide acirtique est marqu6 sur son groupe mCthyle seulement. Si, au contraire, 
l’acide pyruvique d6rivant de la glycolyse s’est transform4 transitoirement en acides 
fumarique et succinique, l’acide acirtique rCsultant aura ses deux atomes de carbone 
marquCs. 

I1 Ctait important de voir dans quelle mesure cette redistributionlo) de la radio- 
activit6 allait influencer notre mesure de la voie oxydative. L‘acide pyruvique qui 
dkrive du gl~cose-[1,2-~~C] par la voie oxydative est marque: sur ses carbones 1 et 3, 
et, s’il passe encore par les acides dicarboxyliques, sur ses carbones 1, 2 et 3. Ce 
dernier acide pyruvique donne de l’acide a~ktique-[1,2-~~C], c’est-A-dire le m&me que 
celui qui d6rive du gl~cose-[1,2-~~C] par la voie glycolytique. Ce passage par les 
acides dicarboxyliques pouvait donc masquer tout ou partie du passage du glucose 
par la voie oxydative. 

SBrie 2.-EzpLrience prdlimanaire iC la  sbrie 2. On injecte ii denx groupes de 3 souris 15 micro- 
curies de gl~cose-[6-~4C] et  les tue resp. 12 et  60 min aprss l’injection. On analyse la repartition de 
I’activit6 sur les atomes de C de l’acide palmitique. 

Tableau 3. RLpartition de la radioactivitd dans la mole’cule d’acidc palrnitiqzie chez la Souris a p r k  
injection de 15 p c  de g lu~ose-[6-~*C]  

Ides animaux ont 6t6 tuBs 12 et  60 min aprks l’injection. L’incorporation totale est donnee en 7; 
de la radioactivitk administrde. La radioactivit6 du carboxyle est donnee en yo de la radioactivitk 

de la molicule d’acide palmitique 

13 
12 min. 14 I 15 

I souis 1 Incorpora- 1 I ”/o de passage 
tion totale Carboxyle par les acides 

dicarboxyliques 

15 
5,2 
1,7 

3 
10,8 
3,7 

RLsultats (voir tableau 3). Le groupe carboxyle de l’acide palmitique form6 A 
partir du glu~ose-[6-~~C] renferme de 1,6 A 2,9% de l’activit6 totale de la molCcule. 
Ces chiffres correspondent au passage d’une quantitir importante d’acide pyruvique 
par le cycle des acides dicarboxyliques ; cette quantit4 peut &tre 6valuCe facilement. 
Les carbones pairs d’une part, les carbones impairs d’autre part, sont marquirs, nous 
l’avons vu, B peu pr&s bgalement tout le long de la chainc de l’acide palmitique. I1 
est simple de dkterminer comme suit la radioactivitk moyenne de chacune de ces 
sortes dc carbone. Soit A l’activitir du groupe carboxyle (ou l’activit6 moyenne des 
C impairs) exprimire en yo de l’activit6 totale de la molCcule. On a :  

(100-8 A)/8 = Activit6 moyenne des C pairs (= B). 
Le rapport 2 A/(B + A) nous donne directement la proportion des molircules 

cf’acide pyruvique ayant pass6 par les acides dicarboxyliques. Les rirsultats obtenus 
ap rk  12 ou aprks 60 min sont peu diffkrents l’un de l’autre. A premihre vue on s’at- 
tendrait B trouver une redistribution plus forte apr&s un temps prolong6 qu’aprhs 

lo) Equivalent du terme anglais urandomisation 1). 
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un temps trks court. Nos rksultats s’expliquent pourtant facilement, car le tissu adi- 
peux fixe les acides gras au fur et B mesure de leur synthfke. I1 se comporte un peu 
comme une trappe qui enfermerait les molkcules formd2s pendant les 12 ou les 60 min 
suivant l’injection. Les molCcules d’acide palmitique n’ktant pas remises en cir- 
culation et le passage de l’acide pyruvique par les acides dicarboxyliques s’effectuant 
A un rythme constant, l’activitk relative des atomes de C pairs par rapport aux im- 
pairs ne doit pas changer dans une grande mesure. 

Dans l’animal entier, 25 A 40% des molkcules d’acide pyruvique passeraient par 
le cycle des acides dicarboxyliques. HIATT et ~ 0 1 1 . ~ ~ )  unt incub6 des tranches de foie 
et de diaphragme avec du pyruvate-[2-14C] et examind la rkpartition de 1’activitC sur 
les atomes de C du glucose provenant de l’hydrolyse du glycog6ne. 11s trouvent dans 
le foie une forte activitk sur les carbones 1 et 6 et en ddduisent que 90% des molk- 
cules d’acide pyruvique passent par le cycle dicarboxylique. Dans le muscle, au con- 
traire, les carbones 1 et 6 n’ktant pas marquks, le passage ne se produit pas. 

Nos rdsultats donnent une apprkciation utile sur l’importance de ce cycle dans 
l’animal entier. 

Sdvie 2 (tableau 4 ) .  On injecte aux souris 15 microcuries d’un melange ?i parties Cgales des 
glucoses [1-14C] et [2-14C], ce qui au point de vue mktabolique est l’iquivalent d’une injection 
de glu~ose-[1,2-~~C]. On tue les animaux 3, 12  et 60 min aprks l’injection et analyse la rbpartition 
de l’activitd dans l’acide palmitique (v. tableau 4). 

On calcule l’importance de la voie oxydative & partir de deux donnCes: a) 1’activitC spCcifique 
de l’acide palmitique, b) l’activitd de son groupe carboxyle. 

Aprks l’injection de glucose-[l, 2-14C], nous obtenons un acide palmitique marque de deux 
faGons: 

1. Les atomes de C de l’acide palmitique synthCtis6 par E. h‘I. renferment tous la m h e  
proportion de 14C. 

Tableau 4. Radioucticite’ de l’acide palmitique et de son groupe carboxyle chez lu Souris apr2s i l l -  

jection de l’dquivalent de 15 pc de gluco~e-[7,2-~~C] 
Les souris ont C t C  tuCes 3, 12 et 60 min aprks l’injection. L’activitk est exprimee en c.p.m. par 

pmole d’acide palmitique 

3 min. 24 1220 
25 667 41 

12 min. 19 5370 270 40 ”/o 
20 6610 358 
21 668 35 35 ”/, 
22 628 32 38 % 
23 2160 112 32% 

60 min. 26 410 19 50 % 
27 346 17,s 

2. Seuls les carbones pairs de l’acide palmitique synthCtis6 par la voie oxydativc soiit radin- 
actifsg). Cependant les C impairs sont marques faiblement par le passage de l’acide pyruvique 
dans le cycle des acides dicarboxyliques. D’aprks l’experience prkliminaire ci-dessus, le carboxyle 

11) H. H. HIATT, M. GOLDSTEIN, J .  LAREAU & B. L. HORECKER, J. biol. Chemistry 237, 303 
(1958). 
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de l’acide palmitique contient 2 %  de l’activitk totale de la moldcule, ce qui permet de calculer 
l’importance de la redistribution de la manikre suivante: 1’activitC moyenne des C pairs &ant 
posCe Cgale ii 1, si x est l’activiti nioyenne des C impairs, on aura: 

x/(8+8x) = Zjl00 d’oh x = 16/84 = 0,19. 

L’activitB contenue dam les deux types d’acide palmitique peut donc &tre reprCsentBe comme suit 
(les chiffres sous les C indiquent l’activitd relative) : 

1. par E. h i . :  C*-C*-C*-C*- . . . C*-C*OOH 
1 1 1 1  1 1  
(:*-C -C*-C - . . . C*- COOH 
1 0,19 1 0,19 1 0,19 

2. par voie oxydative: 

Soit -4 la proportion de moldcules d’acide palmitique synthCtis6es par E. M., et B, celles synthC- 
tisees par la voie oxydative. On a donc: 

1. A (16 . 1) + B (8 . 1 + 8 . 0,19) = ActivitC moyenne totale de la molCcule. 
2. A . 1 + B . 0,19 = ActivitB moyenne du groupe carboxyle. 
On tire facilement A et B de ces deux dquations k deux inconnues. 

100 . B/(A+ B) = yo de la voie oxydative. 

Ces calculs ne donnent qu’une approximation 8 & lo:’, . 

Nous n’avons pas tenu compte de 1’CventualitC de passages successifs du glucose 
dans le cycle d’interconversion des oses. On pourrait penser en effet que si le 
glucose obtenu aprks un premier passage dans le cycle, soit le glucose-[1,3-14C), entre 
une deuxi&me fois, puis une troisikme dans le cycle, nous aurions un glucose marquC 
assez fortement sur son carbone 2. Mais si la voie glycolytique est deux fois plus im- 
portante que la voie oxydative, on peut calculer que 95% de la radioactivitb prove- 
nant du glucose-[1, 2-14C] ont disparu du ccpoob) des hexoses apr&s deux passages dans 
le cycle (chiffre calcule d’aprhs la mCthode de WOOD & K A T Z ~ ~ ) .  Une interconversion 
non oxydative des O S ~ S  ne peut pas modifier sensiblement les rCsultats 13). 

Apr&s 3 min, 1’activitC est rkpartie Cgalement le long dc la chaine de l’acide pal- 
mitique, puisque le groupe carboxyle renferme le 1/16 de l’activitb de la molCcule 
entiere. L’importance de la voie oxydative ne se manifeste pas encore, car aprks un 
temps si court, le pentose obtenu par l’oxydation du glucose n’a pas eu le temps de 
passer par le cycle d’interconversion des oses et de s’incorporer dans le: acides gras. 

Apres 12 min, nous retrouvons les valeurs obtenues dans 1’expCrience 1 : 35 B 40% 
du glucose incorpor6 dans les acides gras ont pass6 par la voie oxydative. 

Aprds 60 min, les deux rCsultats que nous avons sont un peu plus 6levCs qu’aprks 
12 min, mais la diffCrence n’est pas significative. 

Discussion 
Dans les recherches oh l’on utilise des animaux intacts, les expkriences de courte 

durCe ont des avantages certains : elles permettent d’obtenir une sorte d’instantanC 
des rbactions biologiques qui sont pour ainsi dire saisies au passage, dans des condi- 
tions aussi physiologiques que possible. Au contraire, les expCriences de longue durCe 
sont souvent moins significatives, car les rCsultats peuvent Ctre brouillCs par des 
rbactions d’intercon~ersion~~). Mais si l’on choisit un temps trop court, le phCno- 
mPne 6tudiC peut ne pas encore se manifester. Les rCsultats de la sQie 2 sont signifi- 

la) H. G. WOOD & J .  KATZ, J. biol. Chemistry 233, 1279 (1958). 
13) S. KORKES, Ann. Rev. Biochemistry 25, 685 (1956). 
la) H. R. V. ARNSTEIN & D. KLEGEVIC, Biochem. J .  62, 199 (1956). 
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catifs B cet Cgard. Nous avons exp6rimentC B 3,  12 et 60 min. Aprh  3 min, l’impor- 
tance de la voie oxydative ne se manifeste pas encore dans la molCcule d’acide pal- 
mitique. Les rCactions d’interconversion ont donc besoin d’un certain temps pour 
atteindre leur Cquilibre. Ce dernier doit s’ktablir assez rapidement aprhs les 12 pre- 
mi&res min, car les r6sultats obtenus aprks 60 min ne sont que Eghrement cliff6rents 
de ceux des essais de 12 min. 

Tableau 5. Incovpovation du ~ibose-[l-~4C] d a m  lcs ncides p a s  de la S o u ~ z s  
Les souris A, A’, B et B’ ont r e p  en injection intraveineuse 5 pc de riho~e-[l-~*C], clilu6s par 
5 mg de ribose inactif. Les souris C, C’, D et  D’ ont r e p  5 pc de r i b ~ s e - [ l - ~ ~ C ]  sans dilution 
(0,37 mg de ribose). Les souris A, B, C, D ont C t C  tubes 12 min aprks l’injection; les sonris A’, 

B’, C’, D’, 60 min aprhs. L’activitC est exprimCc en c.p.m. lop3 

I1 est intkressant de comparer ces rksultats obtenus en fonction du temp: avec 
ceux que nous a donn6s une exp6rience antkrieure. Nous avons inject6 B des souris 
du ribose-[l-14C] et mesur6 la radioactivitb des acides gras de la  carcasse, du foie. 
de l’intestin e t  des graisses brunes, 12 et 60 min apr& l’injection (tableau 5). La 
distribution de la radioactivitk dans les acides gras des diffkrents organes 4tudii.i 
n’est pas diff6rente de celle que l’on obtient apr&s des injections de glucose radioactif, 
mais le facteur temps joue un rBle beaucoup plus important. Aprhs 60 min, les 
souris ont incorpor6 trois B quatre fois plus d’activit6 dans leurs acides gras qu’apr2s 
12 min. Si le ribose radioactif est dilu6 par du ribose inactif, cet effet du temps est 
encore plus marqu6. D’autre part, la proportion de la radioactivit6 incorporke par 
rapport B celle qui est administrke baisse fortement si le ribose radioactif est diluC pas 
de l’inactif (tableau 5). Cette inertie relative ne doit pas surprendre, car le ribose librc 
n’est ni un toxique qui doive &tre rapidement mktabolisk, ni un composC strictement 
physiologique s’insCrant immkdiatement dans les cycles niCtaboliques ; en effet, le 
ribose ne parait jamais exister en quantitC notable sous sa forme libre. Si le ribose 
que nous avons inject6 a 6tC m6tabolisC si lentement, c’est peut-&tre que, dans les 
conditions de notre expkrience, sa phosphorylation n’a pu se produire B un rythme 
suffisant. SEGALI5), dans un travail sur le mktabolisme du ribose chez l’Homme, re- 
trouve le m&me phCnomkne. S’il injecte 5 microcuries de r ib~se- [ l -~~C] ,  l’activit6 du 
K O ,  expirk varie beaucoup avec la quantit6 pondQale du ribose inject&: elle di- 
minue lorsque la quantit6 de ribose augmente. Avec le glucose, au contraire, on 
n’arrive pas facilement B obtenir un effet de dilution. D’aprks les travaux de notre 

15) S. SEGAL & J.  FOLEY, J.  din.  Invest. 37. 719 (1958). 
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laboratoire, l’activitk spdcifiquc dcs acides gras synth6tisCs par l’animal ne d6pcnd 
pas dc la dilution du glucose radioactif avec du glucose inactif16). En cffet, la syn- 
th&sc des acides gras participc au mkcanisme rCgulatcur de la glycCmic. 

Ces expkricnces montrent A nouveau combicn il est important de n’cmploycr 
quc des prCcurscurs physiologiqucs et sous leur formc physiologique, et de choisir 
dcs temps appropriCs au phhomkne qu’on dCsirc mcttre en Cvidence. 

La premikre sCric d’expCricnccs est d’une interpretation facile. La comparaison de 
l’incorporation du glucos~-[l-~~C] avec celle du gl~cose-[6-~~C] dans lcs acides gras 
comporte peu dc risques d’crrcur, car la perte d’activit6 sur lc carbone 1 du glucose 
nc peut &trc due qu’Q son oxydation directe. Cette expCriencc nous pcrmet d’affirmer 
quc dans nos conditions de travail, la voie oxydative inthcssc 30 A 40% des molC- 
cules dc glucose. BLACK et COZZ..~)  cmploient la m&me mCthodc chez la Vache en 
lactation: ils comparent la contribution du gluc~sc-[l-~~C] ct celle du gluco~e-[6-~~C] 
Q la formation du l4CO, expiratoirc et du glydrol, de l’alanine et de la sCrine radio- 
actives dans lc lait. Pour l’alaninc, leurs rCsultats sont voisins des ndtrcs, mais pour 
lcs trois autrcs composCs, leurs chiffres sont deux fois plus ClevCs. 

Les rCsultats obtenus pour un tissu ou un composC dCterminCs n’ont donc pas 
toujours une signification gCnCralc. 

La plupart dcs auteurs ont CtudiC la rkpartition de l’activitC Q l’int6ricur dcs 
molCcules de glycog&nc aprhs l’administration de glucose marqu6 en diffbrcntcs posi- 
tions. 11s concluent quc la voic oxydative joue un petit r81c chez l’animall’). Dans 
la plupart dc ces expCricnces, on a administr6 Q l’animal Q jcun des quantitCs dc 
glucose assez fortes pour favoriscr la synthkse du glycogkne. Dans ces conditions, le 
catabolismc ct la rcsynthksc du glucose par la voie oxydative doivent &tre lcnts, 
comparCs Q la nboglucogenksc par la voie d’E. M. La distribution de l’isotopc A 
1’intCrieur dc la molCculc reflCtera davantagc la voic mCtabolique employCe pour la 
synth&se de ce glycogkne quc l’ensemblc dcs voies cataboliques du glucose. 

La dcuxikme mCthode quc nous avons employCe pour ddtcrminer l’importance 
de la voic oxydative nous a donn6 les memes rksultats quc notrc premikre cxpkrience. 
Cettc mCthode comportait cepcndant certains risques derreurs. Le ribose-[lJ4C] 
provenant de l’oxydation du glucose-[1, 2J4C] peut suivre des voics mCtaboliques 
varikes. S’il participc, par excmple, A la formation des acidcs nuclCiqucs en quantitC 
importante, nous nc nous en apercevrons pas en Ctudiant la rCpartition dc l’activitC 
A l’intkrieur de la molCculc d’acidc palmitique. On trouverait alors une valcur trop 
faible pour l’oxydation dirccte du glucose. Des travaux r C c ~ n t s l ~ ) ~ ~ )  ont dCmontrC 
que le ribose des acidcs nuclCiques Ctait synthCtisC par voie oxydative autant quc 
non oxydative. Les travaux de MARKS notamment montrcnt quc lc mCtabolismc du 
ribose est Ctroitemcnt l iC A cclui des hcxoses et que lcs interconversions sont impor- 
tantes et rapidesls). On ne peut donc pas dire quc lc pcntose form6 par oxydation 

18) P. FAVARGER & J. GERLACH, Helv. physiol. pharmacol. Acta 76, 188 (1958). 
17) I. A. BERNSTEIN, K. LENTZ, M. MALM, P. SCHAMBYE & H. G. WOOD, J. biol. Chemistry 

275, 137 (1955); B. BLOOM, F. EISENBERG JR. & D. STETTEN JR., ib id .  222, 301 (1956); P. A. 
MARKS & P. FEIGELSON, J. clin. Invest. 36, 1279 (1957). 

18) P. A. MARKS & P. FEIGELSON, J.  biol. Chemistry 226, 1001 (1957). 
19)  S. KIT, J. KLEIN & 0. L. GRAHAM, J. biol. Chemistry 229, 853 (1957); H. H. HIATT, J. 

clin. Invest. 36, 1408 (1957). 
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du C-1 du glucose soit aiguillk vers des tAches particuliitres comme la synthhse des 
acides nucldiques. I1 y participe, certes, mais en restant dans le ccpoob) des hexoses et 
pentoses, et d’ailleurs la quantitC de ribose dCviC vers les acides nuclCiques doit stre 
f ai ble . 

D’aprits des travaux effectuks dans notre laboratoire, on peut admettre que la 
synthese des acides gras se fait surtout dans le tissu adipeux. Cette synthitse deman- 
dant du TPNH, on comprend que la voie oxydative y soit si importante. D’aprhs les 
travaux de HERS~O), de KINOSHITA~~) et de C A H I L L ~ ~ ) ,  l’importance de la voie oxy- 
dative peut varier avec la prCsence ou l’absence de composCs capables d’oxyder le 
TPNH. D’aprits HERS, la production de 14C0, 8. partir de glu~ose-[l-~~C] dans les 
tranches de foie de lapin est fortement augmentke par la prCsence de substrats 
capables d’oxyder le TPNH, tels que le glycCraldChyde, la glucuronolactone ou la 
glucosone. Ces corps, sous l’action d’une aldose-rkductase, rkagissent avec le TPNH 
pour former l’alcool primaire correspondant. KINOSHITA retrouve le m&me phCno- 
mitne dans ses travaux sur 1’CpithClium de la cornCe de bceuf. 

D’aprits SIPERSTEIN & FAGANZ3),  l’importance de la synth&se des acides gras 
dkpend en partie de la quantitt! de glucose mCtabolisC par la voie oxydative. En 
effet, la production d’acides gras radioactifs 8. partir d’ac&ate-[l-14C] par des tranches 
de foie et en prCsence de glucose-6-phosphate est fortement augmentke si on ajoute 
du TPN au milieu. Cette adjonction de TPN favorise l’oxydation directe du glucose. 
Cet effet est particulih-ement net avec des tranches de foie d’animaux rendus dia- 
betiques par l’alloxane. 

Toutes ccs exphiences dkmontrent donc que la voie oxydative du glucose et la 
synthese des acides gras sont deux processus dCpendant Ctroitement l’un de l’autre. 

Les expkriences rkcentes de MUNTZ & M U R P H Y ~ ~ )  faites sur le foie montrent que 
18. aussi, la voie oxydative joue un grand r81e. 11s injectent dans la veine porte d’un 
rat du gl~cose-[2,6-~~C] et dkterminent, aprits 90 secondes, la rkpartition de la radio- 
activit6 dans le lactate isolC du foie. 11s trouvent l’atome /3 beaucoup plus marquC 
que l’atome a, et cela leur permet de calculer que 29-38y0 du glucose inject6 ont 6th 
mCtabolisCs par la voie oxydative. Dans une seconde expkrience, ils perfusent des 
foies de rats avec du sang frais auquel on ajoute successivement du gl~cose-[6-~~C] 
et du glu~ose-[l-~~C]. En mesurant l’augmentation ou la diminution de 14C0,, qui 
se produit lorsqu’on change de sucre dans la perfusion, les auteurs concluent que 
55% du glucose sont mCtabolisCs par la voie oxydative. Les travaux fond& sur la 
quantitit de 14C02 produite 8. partir de glucose diversement marquC n’kclairent ce- 
pendant qu’un des aspects du problitme: ce type d’expkrience nous montre le mCta- 
bolisme oxydatif du glucose, mais le r81e relatif des deux voies dans les processus 
anaboliques n’est pas dCtermin6. Le glycogitne, le glydrol et l’alanine peuvent, par 

20) H. G. HERS & G. DE BOTHUNE, IVe CongrEs intern. Biochimie, Vienne 1958; A Supple- 
ment to  international Abstracts of biological Sciences, p. 104, Pergamon Press Ltd., Londres, 
Paris, New York, Los Angeles 1958. 

21) J.  H. KINOSHITA, J.  biol. Chemistry 228, 247 (1957). 
22) G. F. CAHILL, A. B. HASTINGS, J. ASHMORE & S. ZOTTU, J .  biol. Chemistry 230,125 (1958). 
23) M. D. SIPERSTEIN & V. M. FACAN, Science 726, 1012 (1957) ; M. D. SIPERSTEIN, Diabetes 

24) J. A. MUNTZ & J. R. MURPHY, J. biol. Chemistry 224, 971 (1957); J. R. MURPHY & J. A. 
7, 181 (1958). 

MUNTZ, ibid. 224, 987 (1957). 
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exemple, &tre rapidement synthCtisCs par la voie d’E. M., sans qu’une quantitC cor- 
respondante de CO, soit produite. 

Les rksultats de nos expbriences nous suggkrent que 40% environ du glucose 
utilisC B la synthkse des acides gras ont pass6 par la voie oxydative et par le cycle 
d’interconversion des sucres. Ces expkriences ont CtC faites sur l’animal entier et dans 
des conditions physiologiques. Les rCsultats de  BLACK^) et de MUNTZ & MURPHYz4) 

se rapportaient au mktabolisme de la grande mammaire et du foie. Les nBtres con- 
cernent tout d’abord le tissu adipeux et secondairement le foie. 11s reflktent une 
partie trks significative du rnCtabolisme des glucides chez l’animal entier et d& 
montrent l’importance quantitative de l’oxydation directe du glucose chez la Souris 
in vivo. 

Ce travail a B t C  effectuC gr2ce L une subvention de la COMMISSION POUR LA SCIENCE ATOMIQUE 

du FONDS NATIONAL SUISSE DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE, Berne. 

SUMMARY 

After injecting glu~ose-[l-1~C] and glucose-[6-14Cj into two series of mice and kil- 
ling 12 min later, fatty acids are isolated and their radioactivity measured. The 
results for the liver and the carcass differ significantly and permit the assay of the 
proportion of glucose molecules which have passed by the oxidative pathway, found to 
be 3540%. 

Mice are killed 3, 12 and 60 minutes after an injection of a mixture 1 : 1 of glucose- 
[1-14C] and glu~ose-[Z-~~C], and after isolation of palmitic acid the distribution of 
radioactivity in the carboxylic group and in the remainder of its molecule is estimated. 
The results again show that after 12 or 60 min 35-40 yo of the glucose has passed by 
the oxidative pathway; after only 3 minutes, the carboxylic group contains 1/16th of 
the activity, which suggests that during this time only the EMBDEN-MEYERHOF pro- 
cess intervenes. 

Institut de Chimie physiologique 
de 1’UniversitC de Geneve 

17. Zum Verstandnis der Epoxydoffnung an Pyranose-Ringen 
von G. Huber u n d  0. Schier 

( 7 . 1 1 .  59) 

Bei der Einwirkung von sauren, neutralen und basischen Reagenzien auf An- 
hydrozucker vom Athylenoxyd-Typ kommt es nach dem Schema 

l o - - - - ’  I 
H..&, K+X- X-& H-CL o R 

oder I 
X-C-H H c“ H-GO13 

I 1 I 

zur Aufspaltung des Epoxyds. Die zahlreichen Moglichkeiten in der Wahl des RX 
haben dieser Reaktionsfolge in der Chemie der Kohlenhydrate eine grosse Verbrei- 
tung gebracht. Wie man aus dem angegebenen Schema sieht, konnen sich dabei 2 
Reaktionsprodukte bilden. Die experimentellen Ergebnisse zeigen, dass beide Pro- 
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