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De I’activité phosphorylante de I’hexokinase intestinale
(Muqueuse de Dintestin gréle)
vis-a-vis de différents monosaccharides

par ARNOLD BISSEGGER

INTRODUCTION

Les substances nutritives ingérées avec les aliments subissent
différentes transformations par les ferments des sucs digestifs avant
leur passage a travers la paroi intestinale dénommé absorption. Ces
transformations sont des processus de décomposition par lesquels les
substances nutritives de structure complexe sont scindées en leurs
composantes simples. La digestion modifie le caractére physico-
chimique propre aux substances nutritives ingérées, ce qui permet
I'assimilation de substances étrangeéres au corps. La scission de ces
substances permet en général aux particules plus petites de tra-
verser la paroi intestinale plus aisément que les grosses molécules ou
les agrégats moléculaires des aliments non digérés.

Les ferments jouent un réle important non seulement dans la
digestion au niveau de l'estomac et de l'intestin, mais aussi dans
les cellules épithéliales de leurs muqueuses, lors du passage des subs-
tances nutritives a travers la paroi intestinale. Il est intéressant
de constater que, malgré des propriétés physico-chimiques semblables,
certaines substances sont facilement résorbées, alors que d’autres
ne le sont pas du tout ou trés peu.

Apres la découverte des lois de la diffusion, on a d’abord cru
- qu’elles devaient étre valables dans I’échange constant des substances
au sein de l'organisme. Mais les expériences ont démontré que cette
théorie n’est pas applicable sans autre a la cellule vivante. Parmi
les phénomeénes biologiques les plus intéressants, il faut citer la
différence des vitesses d’absorption des divers monosaccharides
dans le tube digestif.
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En 1889 déja, HOBER constata que la molécule de glucose,
quoique plus grande, est plus rapidement résorbée que celle de sul-
fate de magnésie. Il en conclut a I'influence de processus actifs dans
I’absorption des sucres. Plus tard, HEpon (1900) et Nacano (1902)
découvrirent que les hexoses étaient plus rapidement absorbés que
les pentoses, de dimensions moléculaires plus faibles. NAGANO (1902)
constatait, en outre, que les hexoses stéréo-isomeéres n’étaient pas
tous absorbés avec la méme vitesse. HEDON (1900) put établir, chez
le lapin, la série suivante, quant aux différentes vitesses d’absorp-
tion : glucose, galactose, arabinose. NAGANO (1902) découvrit, chez
le chien, l'ordre suivant : galactose, glucose, lévulose, mannose,
xylose, arabinose.

Ce n’est qu'en 1925 que Corr fit des expériences approfondies
sur les vitesses d’absorption des différents monosaccharides chez
des rats non opérés. En admettant que la quantité de glucose
absorbé pendant un temps défini est égale a 100, il établit les
rapports suivants :

Galactose « '« w o &« + 110
Glucose . . . . . . . . 100
Fructose . . . . . . . 43
Mannose . . . . . . . 19
Avlese & o« & o8 ow o8 5 o9 15
Arabinose . . . . . . . 9

WILBRANDT et LAszt (1933) trouverent, pour des rats opéres,
les rapports suivants :

Galactose « « » & = 5 & 115
Glucose . . . . . . . . 100
Lévulose . : . & + + « 44
Mannose . . . . . . . 33
Aylose: ; v v & @ & o5 3 30
Arabinose . . . . . . . 29

Travaillant sur des pigeons et des rats non opérés, WESTEN-
BRINK (1936) indique les chiffres ci-dessous :

d-galactose . . . 108 (rat) 115 (pigeon)
d-glucose . . . . 100 100
d-lévulose . . . . 42 55
d-mannose. . . . 15 33
lxylose . . . . 13 33

l-arabinose . . . 2 16
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La physiologie de l'absorption a pour but de trouver une solu-
tion a ces problemes que 1'on ne peut expliquer par les lois physiques
de la diffusion pure.

En 1889, HOBER écrit : « Les phénomenes des sucres ne semblent
pas refléter entierement les lois physiques. Ils sont peut-étre dus
a ce que les cellules de la muqueuse intestinale absorbent partielle-
ment ces sucres, qui vy subissent alors des transformations. Comme
la solution qui baigne les cellules est appauvrie en sucre, le gradient
de concentration entre le contenu intestinal et les vaisseaux san-
guins augmente, et de ce fait la quantité diffusée par unité de temps
croit selon la loi de Fick. »

Plus tard, VERzAR (1931) supposa également que l'absorption
sélective était due a une transformation des sucres dans la muqueuse
intestinale. La diffusion des sucres du tube digestif a travers la
muqueuse dépend du gradient de diffusion. Lorsqu'un sucre subit
une transformation chimique dans la muqueuse, sa concentration
y est diminuée, le gradient de diffusion s’accentue et la vitesse
d’absorption augmente. VERZAR (1931) indique que plusieurs auteurs
ont constaté une augmentation de la concentration en glycogene
dans le sang de la veine cave pendant la phase d’absorption des
sucres. ARNOLD constata la formation de glycogene en mettant du
glucose en présence d’épithélium intestinal.

MAGEE (1931) découvrit que de faibles concentrations de phos-
phate accélerent la vitesse d’absorption du glucose et non celle du
xylose. Se basant sur ces résultats, WILBRANDT et Laszr (1933)
expliquent 'absorption sélective des hexoses par '’hypothése suivante :
les hexoses seraient phosphorylés lors de leur passage a travers les
cellules épithéliales de l'intestin : le gradient de diffusion augmen-
terait donc et accélérerait ’absorption. Afin de prouver cette hypo-
these, les auteurs susmentionnés étudierent l'absorption des diffé-
rents monosaccharides sur des rats normaux et traités par l'acide
mono-iodo-acétique. Cet acide est un poison pour les ferments et
inhibe indirectement la phosphorylation des sucres. Ils constaterent,
chez tous les animaux traités, un ralentissement de l’absorption des
hexoses ; I’absorption des pentoses n’était par contre pas influencée.
Les vitesses relatives d’absorption sont, de ce fait, approxima-
tivement égales aux vitesses de diffusion a travers une membrane
ordinaire.
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Vitesses velatives d’absorption des sucrves

Sans acide mono-iodo-acétique Avec acide mono-iodo-acétique

Galactose . . . . 115 32,0
Glucose . . . . . 100 32,6
Fructose . . . . . L 36,8
Mannose . . . . . 33 24,9
Sorbose . . . . . 30 32

Xyloge, « s 3 « 30 30,5
Arabinose . . . . 29 28,9

(Le chiffre 100 indique la quantité de glucose absorbée par un
animal normal dans l'unité de temps.)

Peu de temps apres, LUNDSGAARD (1933) vérifiait I'’hypothese
de WILBRANDT et LaszT (1933) en travaillant sur un autre poison,
la phlorrhizine, qui inhibe directement I'activité de I'’hexokinase. Il
constata que la phlorrhizine ralentit en effet 'absorption du glucose,
fait déja constaté par Narasawa (1922) et par WiLson (1932),
alors que l'absorption du xylose ne se trouve pas modifiée. LUNDS-
GAARD (1933) insista sur le fait que la phosphorylation du glucose
joue un roéle non seulement dans I'absorption au niveau de l'intestin,
mais aussi dans la réabsorption au niveau des tubes contournés
du rein. Il explique le diabéte rénal, c’est-a-dire le diabete da a la
phlorrhizine, par une inhibition au niveau de ces tubes. Ces résultats
furent confirmés par les travaux de WERTHEIMER (1934), OEHNELL
et HOGBER (1939), et BECK (1942). Mentionnons encore qu’ABDER-
HALDEN et EFFKEMANN (1934) ont réussi a inhiber I’absorption sélec-
tive par 'amygdaline. Comme preuve ultérieure de la phosphory-
lation, WILBRANDT et Laszt (1933) et Laszr (1935) démontrérent
que des extraits de muqueuse peuvent phosphoryler les hexoses, mais
que cette propriété est supprimée par l'acide mono-iodo-acétique.
Laszt et SULLMANN (1935) prouverent que, pendant 1'absorption
des hexoses, il y a formation d’esters phosphoriques dans la muqueuse
intestinale. BECK (1942) constata que cette formation d’esters phos-
phoriques n’a pas lieu chez les animaux traités avec de la phlor-
rhizine. Plus tard, KJERULF-JENSEN KAy (1942) isola méme diffé-
rents esters phosphoriques d’hexoses pendant 1’absorption des sucres
correspondants. Par l'acide phosphorique marqué, le méme auteur
démontra en outre la phosphorylation quantitative du fructose dans la
muqueuse intestinale durant la phase d’absorption. Ceci nous apprend
qu’il n'y a pas d’absorption du fructose sans phosphorylation.
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Par ses travaux, CsAky (1942) contribua considérablement a
prouver la phosphorylation des hexoses. En examinant I’absorption
de différents dérivés méthylés du glucose, il remarqua que la
vitesse d’absorption du méthyl-3-glucose est égale a celle du glucose
libre, et bien supérieure a celle du méthyl-1-glucose ou du méthyl-
6—glucose. La vitesse d’absorption diminue donc lorsque les posi-
tions 1 et 6 sont bloquées par méthylation. Ces recherches engagent
a supposer la formation d’esters 1,6—-phosphoriques des hexoses.

MEYERHOF (1927, 1932) fut le premier a découvrir I'hexoki-
nase, ferment indispensable a la phosphorylation des sucres;
CoLowICK et SUTHERLAND (1942) nous ont appris que le phosphate
nécessaire a la réaction est fourni par I'ATP : '

Hexose + ATP + hexokinase — Ester phosphorique d’hexose + ADP.

BERGER, SLEIN, CoLowick et Corl (1946) constaterent, au cours
de leurs travaux sur ’hexokinase cristalline et isolée de la levure,
que les hexoses ne sont pas phosphorylés a la méme vitesse. Ces
mémes auteurs (1946) nous indiquent que les proportions relatives
concernant le transfert du phosphate de I’ATP au sucre sont de
1:1,4:0,3, pour le glucose, le fructose et le mannose. Ils ont éga-
lement trouvé que des ferments différents agissent sur les aldoses
et les cétoses. Quant a LEUTHARDT et Testa (1950, 1951), ils
réussirent a démontrer que la phosphorylation du fructose et du
glucose dans le foie de rat se fait par deux ferments distincts. Ils
divisent les hexokinases en aldo- et en céto-hexokinases.
Il nous a paru des lors intéressant d’étudier :

1. Si la phosphorylation dans la muqueuse intestinale se fait dans les mémes
conditions que dans le muscle et dans le foie.

2. Si la vitesse de phosphorylation intestinale des hexoses dépend de leur
structure.

3. Siles vitesses relatives de phosphorylation de différents sucres sont analogues
aux vitesses relatives de leur absorption.

Il serait également important de savoir s’il y a plusieurs hexo-
kinases dans la muqueuse intestinale.

Nous avons extrait des muqueuses intestinales et examiné
I'activité de leur hexokinase. Ces muqueuses provenaient de diffé-
rentes especes animales.
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Exposé des conditions de nos expériences

Nous avions l'intention de préparer des extraits frais de
muqueuse 1intestinale contenant I’hexokinase et d’examiner les
vitesses de phosphorylation des différents sucres. Nous aurions
alors voulu déterminer par fractionnement s’il existe plusieurs
hexokinases dans la muqueuse intestinale. Mais nous nous sommes
heurtés a des difficultés considérables dans la préparation d’extraits
frais et nous avons da renoncer a cette recherche.

Pour avoir a notre disposition non seulement un choix impor-
tant de matériel, mais encore des quantités suffisantes, nous avons
d’abord essayé de nous servir de produits d’abattoir provenant de
plusieurs especes animales (veau, mouton, porc). Il s’est avéré au
cours de nos expériences que l'on obtient une plus forte activité
enzvmatique en se servant d’un intestin exempt de chyme et de
bile. Comme cette condition, indispensable & une bonne activité
du ferment in wvitro, n’était pas réalisée par le matériel d’abattoir,
nous avons alors utilise, pour nos essais, des lapins et des chats,
de préférence des animaux jeunes (1,2 — 2 kg.). Nous les avons laissés
sans nourriture pendant 48 heures et avons pu ainsi préparer un
extrait pur de muqueuse, exempt dans la mesure du possible de
toute substance étrangere (chyme et bile). L’extraction elle-méme fut
réalisée selon la méthode de Corr (1945, 1947). Nous avons opéré
simultanément, dans les mémes conditions d’expérience (mémes
proportions et muqueuse du méme intestin), deux extractions, 1'une
par l'eau, 'autre avec une solution-tampon phosphatique au NaCl.
Comme l'indique le tableau 1, V'activité de I'’hexokinase se révele
plus grande en employant le dernier procédé. Lors d'une premiere

Tab. 1. Influence du mode d’extraction suv la phosphorylation du glucose

Animal d’expérience : Lapin.

Aprés incubation de ’extrait aqueux Apreés incubation de l'extrait tamponné
Glucose al ==
i e ucose ucose

e non phosphorylé hGlu(I:]ose 16 non phosphorylé tgiutﬁ%se 16
en mg. retrouvé L s retrouvé pIRSpaREY:

(en mg.) (en mg.) (en mg.) (en mg.)
10,000 9,500 0,5 8,960 1,040
10,000 8,990 1,010 7,960 2,040
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expérience, la quantité de glucose phosphorylé fut de 1,040 mg. avec
la solution tamponnée, et de 0,500 mg. avec l'extrait aqueux, pen-
dant le méme temps d’incubation. Lors d’'une deuxiéme expérience,
nous avons obtenu, par la solution-tampon, 2,040 mg. de glucose
phosphorylé, et 1,010 mg. avec I'extrait aqueux.

L’extrait frais de la muqueuse intestinale contenant de 1’hexo-
kinase est obtenu de la fagon suivante : aprés avoir tué l'animal
par choc, on dégage rapidement l'intestin gréle. Cette partie excisée
est rincée soigneusement au sérum physiologique conservé en gla-
ciere. On ouvre alors I'intestin, on broie la muqueuse prélevée dans
un mortier durant 4 minutes, puis on ajoute une quantité double
de solution-tampon phosphatique au NaCl (1,45 m. 4 0,5 9, NaCl :
pH = 7,6) et on centrifuge ce mélange pendant 10 minutes. Toutes
ces opérations doivent étre faites a froid (4° C).

Le procédé d’expérience est basé sur les données de CoORI et
de ses collaborateurs. Comme notre prise d’essai était de 2 cc. de
solution de ferment, nous avons porté la dose de NaF de 0,15 a 0,5 cc.
pour inhiber I'activité des phosphatases (voir tableau 2).

Tab. 2. Influence de la dose de NaF sur la véaction de phosphorylation

Glucose non phosphorylé retrouvé
Chicose aprés incubation de 507 (en mg.)
ajouté Dose de NaF par prise d’essai
en mq.
0,15 ce. ‘ 0,56 ce. | 1,0 ¢ce.
10,000 9,800 8,880 9,600
10,000 9,020 8,140 —

Notre prise d’essai comprend 0,8 cc. de MgCl, 0,4 m. 4 1,35 cc.
de COjHNa 0,1 m. 4+ 0,2 cc. ATP 0,1 m. + 0,5 cc. de NaF 1,8 m.
+ 0,2 cc. d’hexose a 5 9%, et 2 cc. d’extrait de ferment. Sans addition
d’ATP, il ne se produit pas de réaction.

On préleve a deux reprises 1 cc. de ce mélange : une premiere
fois immédiatement apres l'addition du ferment, une seconde fois
aprés incubation de 50 minutes a 379 On ajoute a chaque échan-
tillon 15 cc. d’eau distillée, on précipite les albumines et les esters
phosphoriques des sucres par un mélange de sulfate de zinc (2 cc.,
a 5 9,) et d’hydroxyde de baryum (2 cc., 0,3 n),et on dose alors le
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sucre réducteur non phosphorylé du filtrat selon la méthode de
NELSON (1944), c’est-a-dire par la mesure de l'intensité de colora-
tion au colorimetre photoélectrique (Lumétron) a 530 mp.
Nous avons fait quelques essais paralleles dans lesquels la phase
gazeuse consistait soit en CO, 5 9, et en N, 95 9, soit en air,

Tab. 3. Degré de phosphorylation du glucose suivant la phase gazeuse en présence

Temps d’incubation : 50 minutes.

Phase gazeuse
Glucose 5% COy + 959% N, Air
ajouté
Glucose Glucose
en mg. ; Glucose ; Glucose
non phosphorylé non phosphorylé 5
retrouvé phosphorylé retrouvé phioaphargle
10,000 8,680 1,320 8,560 1,440
10,000 8,640 1,360 8,560 1,440

Il ressort du tableau 3 qu’il n’y a aucune différence entre les
résultats des expériences ayant comme phase gazeuse l'air ou un
meélange de CO, et de N, (5 9% CO, 95 9, N,). Nous avons, pour cette
raison, renoncé a employer cette phase gazeuse artificielle dans nos
experiences ultérieures.

Marge d’erreur

Pour déterminer la marge d’erreur, nous avons fait des essais
paralleles.

Tab. 4. Degré de phosphorylation de différents hexoses

S iouts Sucre retrouvé Suc_re phosphory]é ’ M
Hexose ucre ajoute apris apres incubation de 50 : arge
en myg. incubation de 507 d'erreur
en meg. L en %

a) Glucose . . 10,000 8,160 1,840 18,4 L 150
» . 10,000 8,480 1,520 15,2 S

b) Glucose . . 10,000 8,720 1,280 12,8 1+ 190
» . 10,000 8,960 1,040 10,4 * R

¢) Galactose . 10,000 6,360 3,640 36,4 + 04 9
» ; 10,000 6,340 3,660 36,6 ¥ e

On constate, par le tableau 4, que la marge d’erreur moyenne
est de + 0,92 9.
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Exposé expérimental
I. L’activité phosphorylante de I’hexokinase intestinale

provenant de différentes espéces animales

Nos premiers essais avec des extraits de ferment provenant
de la muqueuse intestinale du veau, du porc et du lapin ne se rappor-
taient qu’'a la phosphorylation du glucose.

Tab. 5. Variations de l'activité phosphorylante des extraits suivant les espéces

Animal Gl-ucose Glllucoslf . hGluiOSGI
% P té 10 sphorylé 0S g
Wexphripneg ((381'30;;1;.) a;irél; Jl:m?:bp d{r;y 580’ apreés ?neugat(;g Lde 507
Veau. . . . . 10,000 9,820 0,180
P ... 10,000 9,120 0,880
» .. ... 10,000 9,950 0,050
Porco « « & » 10,000 9,720 0,280
» ... .. 10,000 8,960 1,040
o s s & 10,000 9,440 0,560
... 10,000 9,900 0,100
Lapin . . . . 10,000 8,860 1,140 } jeliné
» v % ¥ @ 10,000 8,720 1,280 48 h.
» e 10,000 9,040 0,960 l otiné
B o ox e w 10,000 9,120 0,880 ’24 i
» e 10,000 9,900 0,100 l '

Comme nous l'avons déja mentionné, il s’est avéré que l'acti-
vité de I’hexokinase se trouve diminuée lorsque l'intestin contient
du chyme et de la bile. Nous avons méme pu constater dans cer-
tains cas (voir tableau 5) que I'extrait ne montrait aucune activité
enzymatique. C’est pourquoi nous avons poursuivi nos expériences
sur des animaux laissés sans nourriture pendant 48 heures.

II. Influence du facteur temps sur ’activité de I’hexokinase

Afin de nous rendre compte de la variation du degré de phos-
phorylation en fonction du temps, nous avons fait deux essais avec
un extrait de ferment d’un intestin de lapin, essais dont nous
rapportons les moyennes des résultats obtenus dans le tableau 6.
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Tab. 6. Varviation du degré de phosphorylation
en fonction du temps d’incubation

Minutes 15° 307 45 60

Quantité de glu-
cose phosphorylé,
en mg. (moyennes)| 0,400 1,040 1,150 1,200

Le tableau 6 nous montre que le degré de phosphorylation
croit avec le temps d’incubation jusqu'a une certaine limite,
correspondant a la position d’équilibre de la réaction, position pra-
tiquement atteinte au bout de 50 minutes. Ces résultats nous ont
servi de base pour fixer le temps d’incubation a 50 minutes.

III. Expériences en vue de déterminer ’action de I’hexokinase

sur la phosphorylation de différents monosaccharides

Nous avons étendu nos expériences a différents sucres et nous
avons obtenu, avec le méme extrait de ferment, les résultats suivants :

Tab. 7. Action de I'hexokinase du lapin sur la phosphorylation des hexoses

Animal d’expérience : Lapin.

Snero H}I;axos;la 5 hHe;;lose "
3 4 il osphoryle
ALRRER BJONLE retrm:)v{:é Eprés incgbation a.pgésoigcggtion

(en. ) de 507 de 507

; Glucose . . 10,000 9,120 0,880
Galactose . 10,000 8,720 1,280
Fructose . 10,000 8,560 1,440
Sorbose . . 10,000 9,440 0,560

Il ressort de ce tableau que le degré de phosphorylation varie
selon la structure moléculaire du sucre, ou, en d’autres termes,
que les vitesses de phosphorylation des différents sucres ne sont
pas égales.

Dans nos expériences ultérieures, nous nous sommes Servis
d’extrait de ferment provenant de la muqueuse intestinale du chat.
Nos résultats sont condensés dans les tableaux 8 a 13.
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Tab. 8. La phosphorylation du glucose

Quantité de glucose libre
non phosphorylé
aprés incubation de 507

Glucose phosphorylé
pendant l'incubation

No Glucose
d’expérience (en aglggf];as)
la * 10’000
2a 10’000
3a 10’000
ha 10’000
5a 10°000
ba 10°000
7a 10°000
8a 10°000
9a 10°000
10a 10°000
11a 10’000
12a 10°000
13a 10°000
13b — 10’000

9120
9200
8800
8400
9200
9120
9020
8800
8720
8160
8400
8240
8160
8480

880
800
1200
1600
800
880
980
1200
1280
1840
1600
1760
1840
1520

moyenne : 18180 : 14
= 1298,5

* Voir tableau 12.

Tab. 9. La phosphorylation du galactose

Quantité de galactose libre
non phosphorylé
aprés incubation de 507

Galactose phosphorylé
pendant l'incubation

No Galactose
d’expérience (en aé;;:ltfrias)
1b * 10000
2b 10°000
4b — 10’000
5b 10°000
6b 10’000
7b 10’000
8b 10°000
9b 10’000
10b 10°000
11b 10°000
12b 10°000
13c — 10°000

7600
8960
7040
8640
8240
8560
8800
8960
5920
7920
7760
6320

2400
1040
2960
1360
1760
1440
1200
1040
4080
2080
2240
3680

moyenne : 25280 : 12
= 2106,6
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Tab. 10. La phosphorylation du fructose

NO

Fructose

Quantité de fructose libre

Fructose phosphorylé

d’expérience (en agj;g:’;as) aprégo?n gll%c;sgggrﬁté 507 pendant I'incubation
1c * 10°000 7600 2400
2c 10’000 8720 1280
hc 10’000 6800 3200
ac 10°000 7440 2560
6¢ 10000 8720 1280
7C 10°000 7280 2720
8c 10’000 7840 2160
9% 10’000 8640 1360
10c 10’000 5200 4800
11c 10°000 8080 1920
12¢ 10’000 7680 2320
13d - 10’000 7600 2400
moyenne : 28400 : 12
= 2368,8
Tab. 11. La phosphorylation du sorbose
- Sorbose Quantité de sorbose libre £
drexpécience | e phoshorzie | pation
1d * 10’000 9360 640
2d 10°000 8800 1200
4d — 10’000 8880 1120
6d — 10’000 9680 320
7d 10°000 9040 960
8d 10’000 9520 480
9d 10°000 9440 560
11d 10’000 8960 1040
12d 10’000 8720 1280
13e — 10’000 9600 400

8000 : 10 = 800
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Tab. 12. La phosphorylation du mannose

&5 Mannose Quantité de mannose libre ;
Fespériouse otlome | non phomhorgie | LEG B aton
2o * 10°000 9360 640
6e — 10’000 9680 320
7e 10°000 9280 720
8e 10’000 9120 880
10d — 10’000 9520 480
12e 10’000 9880 120
4680 : 7 = 668,5

* Ces chiffres indiquent que les expériences ont été faites avec le méme
extrait de muqueuse ; les lettres indiquent les différents sucres.

Tab. 13. La phosphorylation du xylose comparée a celle du glucose

6 Hexose Hexose non phosphorylé .. "
d’exphéﬁence Hexose (gog:f‘) apris in?:lt;; Eigi de 507 api{égx?ggngg;?? 0drey lgo’
A1 Glucose 10,000 8,720 1,280
A 2 Xylose 10,000 9,600 0,400
B 1 Glucose 10,000 8,320 1,680
B 2 Xylose 10,000 9,360 0,640
G 1 Glucose 10,000 8,960 1,040
C 2 Xylose 10,000 10,000 —_
D1 Glucose 10,000 9,280 0,720
D 2 Xylose 10,000 9,760 0,240
E 1 Glucose 10,000 9,120 ‘ 0,880
E. 2 Xylose 10,000 9,440 0,560
F 1 Glucose 10,000 8,800 1,200
F 2 Xylose 10,000 9,360 0,640
G 1 Glucose 10,000 9,280 0,720
G 2 Xylose 10,000 9,760 0,240
H 1 Glucose 10,000 9,360 0,640
H 2 Xylose 10,000 9,840 0,160
I 1 Glucose 10,000 8,400 1,600
1 2 Xylose 10,000 9,440 0,560
K1 Glucose 10,000 8,560 1,440
K 2 Xylose 10,000 9,680 0,320
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Les tableaux 8 a 12 démontrent clairement que les rapports
des vitesses de phosphorylation des différents sucres correspondent
d’'une série a l'autre, malgré une activité enzymatique variant sen-
siblement d’animal a animal. Les différences qui existent dans la
quantité de sucre phosphorylé entre le mannose et le sorbose sont
susceptibles d’entrer dans la marge d’erreur. Nos essais avec le
xylose ont été faits séparément. Afin de pouvoir établir la compa-
raison entre la phosphorylation du xylose et celle des autres sucres,
nous avons procédé a des essais paralleles avec le xylose et le glucose.
Les résultats obtenus ont été condensés dans le tableau 13.

En admettant que la quantité de glucose phosphorylé pendant
le temps normal d’incubation (50 min.) soit égale a 100, on obtient
les vitesses relatives de phosphorylation suivantes :

Fructose . . . . . . . 184,4
Galactose. . . . . . . 161,6
Glucose . . . . . . . 100

Sorboge + « s » ¢ = s 61,8
Mannose . . . . . . . 51,4
Kdose: - x = 5 2 s &2 5 - 07

A Texception du fructose, dont nous parlerons plus tard, nos
expériences ¢n vitro sur les vitesses de phosphorylation des différents
monosaccharides correspondent aux vitesses d’absorption observées
1 vivo chez différentes especes animales.

IV. Influence de I’acide mono-iodo-acétique
sur ’activité de I’hexokinase

Apres avoir établi qu'il existe réellement un parallélisme entre
I'activité de I’hexokinase in wvitro, la vitesse de phosphorylation et
la vitesse d’absorption, nous avons tenté de travailler avec diffe-
rentes substances qui inhibent I’absorption, dans le but de déter-
miner leur mode d’action sur l'’hexokinase et son activité.

L’influence de I'acide mono-iodo-acétique (m.-i.-a.) nous sem-
blait étre particulierement intéressante. La fermentation de la levure
qui débute par la phosphorylation du sucre est inhibée par l'acide
m.-i.-a. Cette fermentation a lieu, par contre, si 'on remplace le
sucre par un hexose phosphorylé. L’acide m.-i.-a. inhibe aussi la
formation d’acide lactique dans les extraits de muscle. Ce fait est
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d non pas a une inhibition de la phosphorylation, mais a une accu-
mulation de phosphate d’hexose qui ne peut plus étre dégradé.
OsTERN (1934) a découvert que l'acide m.-i.-a. inhibe la dismutation
intra-moléculaire de l'acide triose-phosphorique en acide phospho-
glycérique, dans la glycolyse musculaire. C’est ainsi que cet agent
peut atteindre les processus de phosphorylation par voie indirecte.

Bacg (1941) a constaté, au cours d’expériences récentes, que
I'activité de I'hexokinase dépend de la présence d’un groupe thiol.
On admet que l'inhibition des processus de fermentation par l’acide
m.-i.-a. est due a sa propriété d’oxyder le groupe thiol du ferment.

C’est pour ces raisons qu'il nous importait de savoir si l'acti-
vité de 'hexokinase dépend bien d’un groupe thiol libre, et si celui-ci
peut étre oxydé par l'acide m-.i.-a. Nous nous sommes servis uni-
quement de glucose comme substrat de ces essais, et nous avons
ajouté, a chaque prise, de 'acide m-.1.-a. en différentes concentrations.

Tab. 14. Influence de I'acide mono-iodo-acétique
sur Uactivité de I'hexokinase intestinale

Quantité de glucose phosphorylé
Mol. acide aprés une incubation de 507
mono-iodo-acétique

avec acide m.-i.-a. | sans acide m.-i,-a.
5,37.10-8 0,640 mg. 0,800 mg.
2.:66.10-% 1,040 0,880
2,66.10-% 0,720 1,040
5,37.10% 0,720 1,200
8,66.10-3 1,440 1,360
5,37.10-3 0,640 0,500
5,87.10-2 0,720 0,640

Il ressort de ce tableau que l'acide m.-i.-a., lorsque le degre

de concentration varie de 2,66.1073 a 8,6.1073, n’a aucune influence
inhibitrice sur l'activité de 1'’hexokinase.

V. Influence du sélénite sur ’activité de 1’hexokinase

Apreés avoir observé les effets de l'acide m.-i.-a. sur l'extrait
de muqueuse intestinale, nous avons entrepris 1'étude de l'action
du sélénite de soude, un autre poison typique du groupe thiol.
Laszr (1951) trouva notamment que le sélénite inhibe 1’absorption
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du glucose au niveau de l'intestin. Nous avons procédé alors de la
méme facon que pour l'acide m.-i.-a. et il s’est avéré que le sélénite
de soude, a une concentration de 1,86.1073 a 3,72.1073, inhibe forte-
ment l'activité de I’hexokinase. Nous renvoyons au tableau qui suit :

Tab. 15. Influence du sélénite de soude
sur l'activité de I'hexokinase intestinale

Quantité de glucose phogphorylé
Mol. sélénite aprés une incubation de 507
(SeOaNa2 + H,0)
avec sélénite } sans sélénite
2.10-2 1,620 mg; 2,080 mg.
2.1073 1,460 1,920
5.10°3 0,300 0,680
5.10°2 0,400 1,120
5.103 0,240 1,520

VI. Influence de la paludrine sur P’activité de I’hexokinase

MARSHALL (1947) a fait des recherches quant a l'action de la
paludrine sur la consommation de glucose et d’oxygene dans les
érythrocytes. Il pense qu’il est probable que la paludrine inhibe
I'activité de I'hexokinase des globules rouges. LaszT (1951) a trouvé
que la paludrine enraye la fermentation de la levure. D’apres ses
recherches sur des rats diabétiques, on a pu conclure que la palu-
drine exerce aussi une action inhibitrice sur l’absorption du sucre
au niveau de l'intestin. Nous avons examiné l'effet de la paludrine

Tab. 16. Influence de la paludrine
sur 'activité de U'hexokinase intestinale

Quantité de glucose phosphorylé
Mol. paltgiie aprés une incubation de 507 (en mg.) .
avec paludrine ’ sans paludrine
4.10°* 0,600 1,920
4.10°3 1,280 2,000
4.10°3 0,880 1,440
4.10°3 0,240 * 1,400 *
4.10°3 0,000 * 1,400 *

* Essais faits avec du galactose.
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sur l'activité de I'hexokinase. Comme l'indique le fablean 16, la
paludrine, a la concentration de 4.1073, a un effet inhibiteur sur
I'activité de I'’hexokinase.

VIIL. Influence de I’atébrine et du 2,4-dinitro-phénol
sur P’activité de I’hexokinase

LooMmis et LiPMANN (1948) ont trouvé que l'atébrine et le dini-
tro-phénol inhibent la phosphorylation oxydante dans une prépa-
ration de tissu rénal homogénéisé. Ces deux corps par leur substi-
tution au groupe phosphate entravent la phosphorylation. HELLER-
MANN, BOVARNICK et PORTER (1946) ont constaté que l'influence
de l'atébrine sur des systémes enzymatiques isolés est supprimée
par ATP. Ils supposent que l'atébrine et 'ATP (co-ferment indis-
pensable a la phosphorylation du glucose) entrent en concurrence
avec les albumines du ferment. L.AszT (1948) a observé que 'atébrine
inhibe 1’absorption du glucose a une concentration de 5.107%; cette
action est cependant moins prononcée que celle de l’acide mono-
iodo-acétique.

Il nous importait de savoir si 'activité de 1’hexokinase de la
muqueuse intestinale pouvait étre influencée in vitro par la pre-
sence d’atébrine ou de dinitro-phénol.

On peut conclure, d’apres le tableau ci-dessous, que l'atébrine, a
la concentration de 5.1073, et le dinitro-phénol, a la concentration
de 2,7.1073, n’ont aucune influence sur 1l'activité de 1’hexokinase
dans les conditions données.

Tab. 17. Influence de U'atébrine et du 2,4—dinitvo-phénol
sur l'activité de 1'hexokinase intestinale

Quantité de glucose phosphorylé
1) Mol. atébrine aprés une incubation de 50/ (en mg.)

2) Mol. dinitro-phénol —_
fiwaurive b | essi temoin
5.10°% 1) 1,200 1) 1,200
5.10°% 1) 2,160 1) 2,000
5.10°% 1) 0,560 1) 0,640
5.10-3 1) 0,600 1) 0,720
2.7.107% 2) 1,960 2) 2,000
2,7.10-3  2) 1,120 2) 1,200
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VIII. Influence de ’insuline sur ’activité de 1’hexokinase

Laszt et VoGEL (1946) ont constaté que chez des rats atteints
de diabete alloxanique, la vitesse de résorption augmente paralle-
lement a l'intensité du diabete, et qu’elle redevient normale apres
injection d’insuline. La question de l'influence de I'insuline sur l'acti-
vité de 'hexokinase présentait déja une certaine importance du fait
que CorI et ses collaborateurs (1945, 1947) avaient démontré que
chez les animaux alloxane-diabétiques, l'activité de 1’hexokinase

Tab. 18. Influence de U'insuline sur l'activité de I'hexokinase

Quantité de glucose phosphorylé
No U. I. d’insuline aprés une incubation de 507 (en mg.)
d’essai par prise d’essai :
+ inguline sang insuline
1 e 1,560 * 2,000
2a 12 * 1,040 * 1,040
2b 12 % 0,800 * 0,800
3a 24 0,600 1,540
3b 8 - 0,960
3¢ 4 1,320 —
ha 12 1,280 1,040
4b 8 0,800
4¢ A 1,040 —
Sa 12 1,680 1,280
5b 8 ' 0,760 1,120
oc 4 1,760 —
6a 16 0,800 1,520
6b 16 1,320 1,760
7a 16 0,960 0,840
7b 16 1,200 1,120
8a 16 1,040 1,920°
8b 16 1,280 2,000
9a 16 0,400 0,720
9b 16 0,680 1,040
10a 16 0,880 1,080
10b . 16 0,800 1,080
11a 16 1,040 1,040
11b 16 0,800 1,040

* Essais faits avec de la substance pure qui a été mise gracieusement a
notre disposition par la maison Hoffmann-La Roche & Cie S. A., Bale.
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était diminuée, mais qu’elle pouvait étre ramenée A sa valeur nor-
male par l'insuline. Nous n’avons étudié I'activité de I'’hexokinase
que sur le glucose, avec ou sans insuline. Pour certaines expériences,
nous avons utilisé la substance pure en doses de 10 a 12 unités par
essal. Pour d’autres, nous avons employé de l'iloglandol (4-24 U.
par essai).

Selon les indications du tableau, on constate qu’aussi bien la
substance pure que l'iloglandol exercent, dans certaines expériences,
une influence inhibitrice marquée sur l'activité de 1’hexokinase.
Cependant, dans la plupart des extraits, I'insuline n’a aucune action.
Comme des essais paralleles ont été faits avec l'insuline, et que les
valeurs obtenues se trouvent bien en dehors des limites d’erreur,
il faut admettre dans quelques extraits une action inhibitrice réelle.
La question de savoir a quol 1l faut attribuer cette inhibition, reste
pour le moment en suspens,

Discussion

Dans le présent travail, nous nous sommes proposé de mettre
en évidence l'activité de l'hexokinase dans des extraits bruts de
muqueuse intestinale, et de vérifier s’il existe un parallélisme entre
les vitesses de phosphorylation des différents monosaccharides in
vitro et leurs vitesses de résorption.

Quoique l'activité des différents extraits provenant d’animaux
divers présente, malgré un traitement préalable identique, de grandes
différences, on peut cependant démontrer que, pour des extraits
d’'un seul et méme animal, les monosaccharides ne sont pas tous
phosphorylés dans la méme mesure. Avec les extraits de muqueuse
de lapin aussi bien qu’'avec ceux de chat, nous avons obtenu la série
suivante :

Fructose . . . . . . . 184,4
Galactose. . . . . . . 161,6
Glucose . . . . . . . 100,0
Sorbose . . . . . . . 61,8
Mannose . . . . . . . 51,4
Xvlose,: » = « » 5 = 29,7

Soulignons que ces chiffres représentent les moyennes des
essais dans lesquels nous avons étudié simultanément, avec le méme
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extrait, l'activité de I’hexokinase sur plusieurs monosaccharides,
indiqués dans les tableaux 8 a 13.

Abstraction faite de la vitesse de phosphorylation du fructose,
la vitesse de phosphorylation des autres monosaccharides concorde
avec leur vitesse de résorption. Les écarts de vitesse de phospho-
rylation entre le sorbose et le mannose ne sont pas trés grands, et
peuvent encore s’insérer dans la limite d’erreur.

Nous ne pouvons malheureusement pas établir de comparaisons
quantitatives entre les vitesses de phosphorylation in wvitro et les
vitesses de résorption chez le chat, car, sur cet animal, aucun essai
précis n’a encore été effectué quant aux vitesses de résorption des
divers monosaccharides. IssExkutz, LaAszt et VERzAR (1938) n’ont
examin€¢, chez les chats, que la résorption du glucose et du xylose.
Ces expériences prouvent que, dans ce cas aussi, le glucose est résorbé
sélectivement. Mais le rapport des vitesses de résorption du glucose
et du xylose est notablement plus petit chez le chat que chez le
rat (2 : 1 chez le chat ; 4 : 1 environ chez le rat). Ce qui est certain,
c’est que I'on a constaté 'ordre indiqué plus haut chez toutes les especes
étudiées jusqu’ici, méme chez les animaux a sang froid, seuls les
rapports des nombres varient suivant les espéces. Comme il a été
mentionné plus haut, c’est le fructose qui est phosphorylé le plus
rapidement, ce qui est en contradiction avec la vitesse de résorption
de ce sucre. La résorption sélective des hexoses dépend aussi bien
de leur vitesse de phosphorylation a leur entrée par la surface
extérieure de la membrane cellulaire, que de leur vitesse de déphos-
phorylation (activité de la phosphatase) a la surface intérieure de
cette membrane, lors de leur sortie de la cellule. En effet, les sucres
résorbés se retrouvent a l'état libre dans le sang. Ainsi que l'ont
déja démontré Laszt et SULLMANN (1935) et plus tard KJERULF-
JENSEN KaAj (1942), l'ester phosphorique du fructose, pendant la
résorption de ce sucre, s’accumule davantage que celui des autres
sucres. KALCKAR (1938) a examiné cette question plus en détail.
Il a démontré que la muqueuse intestinale scinde trés lentement
I'ester fructose-phosphorique formé, c’est-a-dire que la vitesse de
phosphorylation de ce sucre est bien supérieure a celle d’autres
sucres ; la vitesse de scission, par contre, serait plus faible, ce qui
entraine un ralentissement de la résorption.

On trouve dans la muqueuse intestinale plusieurs phosphatases,



— 140 —

dont l'action sur les différents esters phosphoriques des sucres n’a
pas encore pu étre étudiée en détail. RocHE et BoucHILLOUX (1950)
ont examiné l'action de diverses fractions de mono-estérases phos-
phoriques (phosphatases) alcalines du chien et du porc, sur la
vitesse de scission de différents acides saccharo-phosphoriques. Ils
mirent en évidence que les phosphates (6) de glucose, de galactose
et de mannose ont, sous 'action du ferment, une vitesse de scission
A peu pres égale ; par contre, la vitesse de scission du phosphate (6)
de fructose est considérablement plus élevée.

L’emploi de poisons pour ferments nous a donné les résultats
attendus. Il est étonnant de constater que le sélénite, qui agit sur les
groupes thiols des ferments, paralyse presque compléetement l'acti-
vité de I'hexokinase dans des extraits de muqueuse d’intestin gréle,
tandis que l’acide mono-iodo-acétique, que l'on admet étre aussi
un poison du groupe thiol, n’exerce, a concentration a peu pres
égale a celle du sélénite, aucune action inhibitrice sur l'activité de
I’hexokinase.

Le mécanisme de l'action de l'atébrine et du dinitrophénol
est différent, ainsi qu’il a été mentionné plus haut ; comme I'ATP
neutralise l'effet de 1'atébrine, on pouvait s’attendre a ce que, dans
nos expériences, il ne se produise aucune inhibition. De plus, il est
remarquable de constater que le xylose est aussi phosphoryle in
vitro. Par contre, la résorption du xylose dans l'intestin n’est pas
influencée par des substances capables d’inhiber la phosphorylation.

Il faut admettre qu'une inhibition totale de I'activité de I'hexo-
kinase par des poisons est incompatible avec les processus vitaux.
C’est pourquoi l'activité de l’hexokinase n’est que partiellement
inhibée dans les essais quant a 1'influence des poisons sur la résorption.
D’autre part, comme la phosphorylation du xylose est tres faible,
I'influence des poisons sur sa résorption ne peut étre décelée.

RESUME

1. Dans le présent travail, nous avons étudié l'activité de
I’hexokinase, provenant d’extraits bruts de muqueuse de l'intestin
gréle de différentes especes d’animaux, sur la vitesse de phospho-
rylation de divers monosaccharides.



— 141 —

2. On a constaté l'ordre suivant :

Fructose . . . . . . . 184,4
Galactose. . . . . . . 161,6
Glugese « s « « & - 100,0
Sorbose . . . . . . . 61,8
Mannose . . . . . . . 51,4
Xyloge. . « « = » 29,7

3. Abstraction faite de la vitesse de phosphorylation du fruc-
tose, les vitesses de phosphorylation des autres monosaccharides
concordent avec les vitesses de résorption des sucres correspondants.

4. Le sélénite (conc. 1,86 —3,72.1073), la paludrine (conc. 4.1073)
paralysent l'activité de 1’hexokinase.

5. I’acide mono-iodo-acétique (conc. 2,66 —8,6.1073), 'atébrine
(conc. 5.1073), le dinitrophénol (conc. 2,7.1073) n’ont pas d’action
inhibitrice. .

6. Le fait que le fructose est phosphorylé plus rapidement que
les autres monosaccharides, ce qui ne concorde pas avec sa vitesse
de résorption, est soumis a une discussion.
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