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ETUDE DE QUELQUES INHIBITEURS
DE CROISSANCE DE SCHIZOS\CCHAROMYCES

POMBE LINDNER*

PAR

t William H. SCHOPFER, Jacques DESHUSSES, Daisy WUSTENFELD
et Theodore POSTERNAK

SUMMARY

Studies of some growth inhibitors ofSchtzosaccharomyces pombe Lindner. The growth of Schizo-
saccharomyces pombe Lindner strain liquefaciens Osterwalder CBS, was found to be inhibited by
16 out of 21 new substances examined. In 13 of these, the inhibition was accompanied by modifications

of the cell morphology. It was possible to distinguish two basic effects: a) elongation without
nuclear division (« MO » type); b) formation of 2-3 mononuclear compartments due to the presence
of 1-2 transverse walls (type «IM »). Azaguamne and ß-propionolactone give rise to a morphology
of the type « MO »; a superposition of the two basic effects is shown by other inhibitors, i e. the

presence of elongated compartments.
2 (4)-C-methylene-ep/-inositol oxide (EO) at high doses inhibits growth and at the same time

produces elongation of the « MO » type This effect is prevented, not by epi-inositol, but by
myoinositol

The action of five inhibitor couples has been studied A slight demhibition is produced by
suitable proportions of penicillin and azaguamne. Isomytilitol treatment together with either penicillin

or azaguamne produces an «IM » type morphology.
The dehinbition of cultures treated by 5-fluoro-uracil is accomplished in diminishing order

of effectiveness by uracil, undylic acid, thymine and undine; thymidine is nearly inactive In the
case of inhibition by azaguamne, almost complete demhibition by guanine only takes place when
the inhibitor dose is lower than 0.1-0 2 p.g/ml; guanylic acid is a less efficient deinhibitor, but its
effect is nevertheless greater than that of guanosme.

Certain biochemical aspects of these inhibitions have been discussed.

r£sum£

Sur vingt et une nouvelles substances etudiees, seize ont exerce une forte action inhibitrice
de croissance sur Schtzosaccharomyces pombe Lindner, race liquefaciens Osterwalder CBS. Dans
treize cas, l'inhibition s'accompagne de modifications de la morphologie cellulaire. On peut dis-

* Abreviations MI, myo- ou myoinositol; MO, oxyde de 2-C-methylene-myomositol ou
meso-oxyde; EO, oxyde de 2 (4)-C-methylene-y/-inositol ou epi-oxyde; IM, 2-C-methyl-myoinositol
ou isomytilitol; Azg, 8-azaguanine; 5-FU, 5-fiuoro-uracile; ß-Ppl, ß-propionolactone; 2,4-DNP,
2,4-dmitro-ph6nol; Ac.IA, acide mdolyl-acetique; Pel, penicilline; AcC, actinomycine C, U I., unite
internationale, GMP, acide guanylique, UMP, acide undyhque.
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tinguer deux effets fondamentaux: a) elongition sans division nucleaire (type « MO»); h) formation

de 2-3 compartiments uninuclees resultant de la presence de 1-2 parois transversales (type
« IM ») L'azaguanine et la ß-propionolactone produisent une morpltologiedu type« MO »; d'autres
inhibiteurs provoquent une superposition des deux types' piesence de compartiments allonges.

L'oxyde de 2 f4)-C-methylene-epi-inositol (EO) produit ä forte dose une inhibition accom-
pagnee d'une elongation du type « MO »; son action est supprimee non par l'epi-inositol, mais par
le myo-inositol.

L'etude de Taction de cinq couples d'inhibiteurs a eteelTectuee. II se produit une legere desinhibi-
tion par des proportions convenables de penicilline et d'azaguanine. Une association de Tisomy-
tilitol avec la penicilline ou l'azaguanine provoque Tapparition de la morphologie « IM ».

La desinhibition de cultures traitees par le 5-fluoro-uracile est elTectuee, par ordre d'action
decroissante, au moyen de Turacile, de l'acide uridylique, de la thymine et de ('uridine; la thymidine
est prcsque inactive. Dans le cas d'inhibition par l'azaguanine, une desinhibition presque complete
par la guanine n'a lieu que lorsque la dose d'inhibiteur est inferieure a 0,1-0,2 p.g ml, I'acide gua-
ny''que est un desinhibiteur moins etTicace, mais son action est superieure ä celle de la guanosine

Certains aspects biochimiques dc ces inhibitions ont ete discutes.

INTRODUCTION

Un memoire anterieur (Schopfer, Posternak et Wustenfeld, 1962) avait trait
au role du weTo-inositol ou wvo-inositol (MI) (I) dans la biologie de Schizosaccha-

romyces pombe Lindner. On sait que cette levure se multiplie non par bourgeonne-

ment, mais par fission transversale. Le MI represente pour eile un facteur de croissance

essentiel. Deux substances, le 2-C-methyl-wvo-inositol ou isomytilitol (IM) (II) et

l'oxyde de 2-C-methylene-/»_vo-inositol ou meso-oxyde (MO) (III) agissent sur ce

micro-organisme comme des inhibiteurs de croissance competitifs de l'inositol. Leur
action s'accompagne de modifications morphologiques remarquables etudiees en

detail par Schopfer, Posternak et Wustenfeld (1962). Rappeions que sous Taction
de MO, ll se produit un allongement cellulaire considerable sans division du noyau.
L'effet de IM se traduit par cor.tre par la formation d'une, ou plus frequemmer.t
de deux parois transversales; ll en resulte ainsi deux ou trois compartiments enfles

contenant chacun un noyau: Tinhibiteur empeche ici la separation des cellules filles

sans entraver la division cellulaire.

Dans d'autres memoires (Deshusses, Cheneyal et Posternak, 1969; Deshusses,

Berthoud et Posternak, 1969; Paranjapye, Deshusses et Posternak, 1969), nous

avons decrit des aspects biochimiques de Taction de ces substances: composition
des lipides et des parois, respirations cellulaires. Nous avons examine egalement
ä cet egard des cellules cultivees en presence de quantites suboptimales (hypovitami-
nose) et superoptimales (hypervitaminose) d'inositol et enfin des cellules soumises

ä Taction d'autres substances inhibitrices dont l'effet n'est pas supprime par des

quantites supplementaires de ML L'action de ces autres inhibiteurs s'accompagne
ici encore de modifications morphologiques. Le present memoire est consacre ä une

etude de caractere plus biologique de ces effets.
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Fig. I. — Formules stereochinuques du myo- ou /neso-inositol I, de l'isomytiliiol II,
du meso-oxyde III, de l'epi-oxyde IV et de l'oxyde de 2-C-propylidene-/iy o-inositol V.

Les traits verticaux avec extremites Itbres indiqucnt l'orientation des groupes OH;
les atomes H fixes au carbone ont ete supprimes.

METHODES

Cultures des micro-organismes

La levure Scliizosaccltaiomyces pombe, souche Lindner, race Irqucfaciens Osterwalder CBS a
ete cultivee ä 29° sur le milieu de Pennington dans les conditions decrites par Schopfer, Posternak
et Wustenfeld (1962) et par Paranjapye, Deshusses et Posternak (1964). Les cultures ont ete
elTectuees generalement dans des fioles coniques en verre d'Iena contenant 10 ml de milieu, sans

agitation, sauf specification contraire Les croissances sont comparees ä Celles de « cultures
normales » sur le milieu standard contenant 1 pg Ml/ml. Les solutions de Penicilline G (Specia) et
d'Actinomycine C (Sanamycine Bayer) ont ete obtenues ä partir des flacons commerciaux par dilution

avec de l'eau sterile. Les solutions des inhibiteurs thermosensibles ont ete sterilisees par filtration

sur filtre Millipore ou Jena G5. L'oxyde d'ethylene et la ß-propionolactone ont ete dissous
directement dans de l'eau sterile. Ces solutions steriles ont ete ajoutees au milieu de culture autoclave

prealablement 15 minutes ä 115° et refroidi. Dans le cas du -,-hexachlorocyclohexane, ia
substance etait ajoutee en solution alcoolique; la concentration maximum etait linntee par la faible
solubilite dans l'eau ä 10 pg ml. Le chloramphenicol etait introduit directement ä l'etat solide dans
le nnlieu de culture sterilise; ici encore, la concentration maximum est limitee par la fatble solubilite
du produit dans l'eau. Le volume final etait toujours de 10 ml et les concentrations finales des compo-
sants autres que les inhibiteurs etaient identiques ä Celles des cultures normales.

Dans tous les essais, les inhibiteurs et les substances deshinbitrices sont ajoutes au debut de
la culture, lors de l'inoculation. Dans le cas de Ia ß-propionolactone, il a fallu parfois proceder
difleremment (voir « Discussion »).

Mesures du developpement

Les mesures de croissance ont ete elTectuees generalement par turbidimetrie au moyen du
photometre Klett-Summerson muni du filtre n° 54. Cette methode a ete contrölee avec des cellules
de cultures de S. pombe normales, ou encore avec des cellules de cultures anormales traitees par IM
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ou MO, ou contenant soit des quantitÄs de MI initiales inferieures ä 1 p.g/ml (hypovitaminose),
soit des quantites initiales superieures ä 1 (J.g/ml (hypervitaminose). Malgre les modifications mor-
pholcgiques prüfendes qui se produisent dans certaines cultures anormales, les densites optiques
observes dtaient approximativement proportior.nelles au poids des cellules seches. Dans ces conditions,

il est Evident que les croissances indiquees expnment non pas des nombres de cellules dans
les cultures, mais des poids globaux de cellules.

Mesures des inhibitions

Comme dans nos etudes precedentes, nous avons determine le taux d'inhibition, c'est-ä-dire
la concentration en inhibiteur necessaire pour reduire la croissance de 50% par rapport ä des
cultures non inhibees contenant 1 pg Ml/ml. Quand l'inhibiteur agit comme antagoniste d'un
facteur de croissance du milieu, on peut etablir l'indice d'inhibition, c'est-ä-dire le rapport mol. inhi-
biteur/facteur produisant une inhibition de 50%. La desinhibition s'effectue par introduction dans
le milieu, ä cöte de l'inhibiteur dont la concentration reste constante, d'un taux croissant de facteur;
l'obtention d'un developpement correspondant ä 50% de celui d'une culture normale exige une
concentration en facteur qui est le taux de desinhibition; le rapport mol. des concentrations inhi-
biteur/facteur represente alors l'indice de desinhibition

RESULTATS

Effets de I'agitation

Dans certains cas, nous avons etudie comparativement les croissances dans des

fioles coniques agitees et non agitees. En hypovitaminose, au bout de 12 heures, on
observe pour des cultures contenant de 0,1 ä 0,3 pg de MI par ml une inhibition
de 15% plus forte dans les cultures agitees; cette difference disparait au bout de

24 heures. Dans le cas de cultures « normales » l'agitation est par contre sans effet.

En presence de IM, les inhibitions sont constamment plus fortes dans les cultures
agitees que dans les cultures non agitees. C'est par contre l'inverse qui se produit
en presence de MO (tableau 1). On voit que l'aeration plus poussee due ä l'agitation
peut avoir des effets divers. Toutefois, en aueun cas on n'observe de differences nettes
de morphologie cellulaire entre les cultures agitees et non agitees.

Action d'analogues de MO

Schopfer, Posternak et Wustenfeld (1962) avaient indique l'inhibition pro-
duite par un stereoisomere de MO, l'oxyde de 2 (4)-C-methyIene-ep;'-inositol ou

epi-oxyde (EO) (IV). Cette substance avait ete examinee sous forme racemique et

sous forme dextrogyre avec des resultats analogues. L'etude a ete reprise au moyen
de la forme racemique. En confirmation des resultats anterieurs, on constate que le

taux d'inhibition est considerablement plus eleve qu'avec MO: alors que ce taux
est de 70 pg/m\ dans le cas de MO, les inhibitions sont respectivement de 60% et

de 78% ä des concentrations en EO de 1,0 mg/ml et de 1,5 mg/ml. Meme ä des

inhibitions inferieures, on constate, sous l'effet de EO, un allongement cellulaire

moyen considerable.



DE SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE LINDNER 655

Tableau 1. — Effet de I'agitation Sur les inhibitions

Inhibiteur en ji-g/ml

Inhibitions en %

Cultures non agitees

24 h 44 h

Cultures agitccs

24 h 44 h

Meso-oxyde
0 0 0 0 0

60 60,0 50,8 53,3 40,2
68 69,6 55,8 61,9 50,4
76 67,4 60,7 66,4 60,2
84 75,3 69,4 74,7 63,3

Isomytilitol
0 0 0 0 0

18 55,5 39,3 63,9 51,5
22 62,1 46,8 68,1 56,6
26 57,4 55,3 73,5 67,2
30 67,4 55,8 80,9 71,1

EO est prepare ä partir de l'e/u'-inosose (Posternak et Falbriard, 1960) qui
s'obtient par oxydation nitrique de MI; il n'est pas exclu que, lors de cette Oxydation,

il ne se forme comme produit accessoire du meso-inosose qui donnerait ensuite
naissance ä du MO. Si ce dernier etait present comme impurete ä raison d'envi-
ron 8%, il pourrait produire l'inhibition observee avec les preparations de EO.

Un echantillon d'epi-inosose utilise pour la Synthese de EO, a ete examine par
Chromatographie en phase gazeuse; sa teneur en me'so-inosose est au plus de 0,17%. Une
contamination par MO n'explique done pas Paction de cette preparation de EO qui
est bien due ä la substance elie-meme et non ä une impurete.

Des essais de deshinbition de EO par MI ont ete effectues. La figure 2 indique
les resultats obtenus. On voit que EO agit comme un inhibiteur competitif de MI.
II faut noter que tous les essais de desinhibition par l'ep/'-inositol ont ete negatifs.

Un homologue de MO, l'oxyde de 2-C-propylidene-«i>,o-inositol (V) n'a pas

produit d'inhibition de croissance jusqu'ä une concentration de 0,5 mg/ml. On

constate toutefois un certain allongement cellulaire.

Action d'inhibiteurs non competitifs de 1'inositol

Dans le tableau 2 sont indiques divers inhibiteurs de croissance. Leur efifet, ä

Pexception de celui de IM et de MO, n'est pas supprime par des quantites supple-
mentaires d'inositol. Dans le cas du chloramphenicol, le taux d'inhibition indique
n'est qu'apparent, car (voir « Methodes ») une partie de la substance n'est sans doute
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pas en solution. Dans le meme tableau figurent egalement les types morphologiques
cellulaires observes. Les figures 3 et 4 indiquent les formes obtenues sous Taction

respectivement de la penicilline et de Tazaguanine.

too

q: 80

z
o

bO
tu
o

äe

«0

< 20

50 500 2000 yug Ml/ml

Fig. 2. — Courbes de desinhibition par l'inositol (MI) de cultures inhibees
par differentes concentrations en e/;/-oxyde (EO); en jxg EO/ml: A 500, B 700, C 1000.
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Tableau 2. — Action de diverses substances inhibitrices sur S. pomhe

657

Inhibitcurs
Duree

des
cultures

en h

Taux
d'inhibition

en jj-g/ml
ou en U I 'ml

Types morphologiques cellulaires
pour des inhibitions d'environ 50°o

Cellules

Isomytilitol (IM) 44 24 Deux-trois compartiments enfles et ntononu-
clees (type IM)

Meso-oxyde 44 60-70 Allongees mononucleees (type MO)
ß-Ppl 24 145 Allongees (type MO)

44 72 Id.
Azaguaninc 44 0,37 Allongees (type MO)
5-FU 44 0,28 Allongees avec etranglements; parfois deux-

trois compartiments
Actinomycine C 44 6,5 Deux-trois compartiments allonges, parfois

enfles
Penicilline G 44 23.000 U.I. Deux-quatre compartiments allonges, parfois

en forme de citron
2,4-DNP 44 25 Normales
Ac. IA 44 400 Normales fortement agglomerees
Na2Se03 44 800 Normales
NHjOH.HCl 44 140 Generalement ä deux compartiments allonges

NaNO,.... 44 125 Id.
AS2OS 44 35 Deux-trois compartiments allonges
KCN 44 35 Deux-trois compartiments allonges, parfois

enfles
Chloramphenicol 24 5.000 Allongees; parfois deux-trois compartiments

44 6.500 Id.

Tableau 3. — Action de nouvelles substances inhibitrices sur S. pombe

Inhibiteurs
Duree

des
cultures

en h

Concentrations

des
inhibiteurs

en ug'ml

Inhibitions

observecs
en n/0

Types morphologiques cellulaires

NaN3 44 10 91 Cellules ä deux-trois comparti¬
ments moyennement allonges,
parfois enfles

Oxyde d'ethylene 24 1000 71 Cellules allongees et lrreguliere-
44 1000 36 ment deformees avec parfois

deux-trois compartiments
---Hexachlorocyclohexane 24 10 45 Cellules legerement allongees,

44 10 2 parfois compartimentees
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Le tableau 3 indique quelques autres inhibiteurs pour lesquels le taux d'inhibi-
tion n'a pas ete determine. Dans le cas du y-hexachlorocyclohexane, on n'a pu
operer, vu la faible solubilite de la substance, ä des concentrations superieures ä

10 /ig/ml.

Actions d'aza-derives de bases puriques et pyrimidiques

Les cultures ont ete effectuees sur le milieu habituel contenant 1 pg Ml/ml.
Le tableau 4 indique les inhibitions obtenues au moyen de trois aza-derives puriques
et de deux aza-derives pyrimidiques, en fonction de leurs concentrations.

Tableau 4. — Inhibitions (en %) eausees par divers aza-derives

(sauf indications contraires, cultures de 44 h)

Inhibiteurs
l

Concentrations des inhibiteurs

5 10

en trg/ml

50 100

8-azaguanine 77,1 82,5 95,5 95,5 94,0
1,3-dimethyl-8-azaxanthine 6,0 6,0 8,3 9,8 8,3
6-azathymine 0 2,4 0 0 0
6-aza-uracile 1,6 4,0 5,7 8,0 10,5
8-aza-adenine (20 h) 7,7 26,3 33,5 38,5 —

(44 h) 3,2 4,5 ~

On voit (tableau 4) que de tous les aza-derives examines, seule l'azaguanine
exerce un fort effet inhibiteur, meme ä des concentrations extremement faibles: son
taux d'inhibition n'est que de 0,35 yug/ml.

Nous avons dejä indique (tab. 2 et fig. 4) l'elongation des cellules traitees par
l'azaguanine. En ce qui concerne les autres aza-derives, on observe, au* concentrations

indiquees, une morphologie cellulaire normale avec l'azaxanthine, la 1,3-

dimethyl-azaxanthine, l'aza-adenine et l'azathymine. Dans le cas de l'aza-uracile,
la morphologie est normale ä des concentrations inferieures ä 50 /ig/ml; ä 100 pgjm\,
on observe une agglomeration de cellules de forme normale; il se produit rarement
des colonies du type isomytilitol.

Action combinee de deux inhibiteurs

L'etude de cette action combinee a ete effectuee par des experiences «en
damiers». La concentration d'un des inhibiteurs etant maintenue constante, on
effectue des essais avec des concentrations croissantes de l'autre inhibiteur.

Sans entrer dans des details, indiquons que dans le cas des combinaisons d'in-
hibiteurs 2), 3), 4) et 5), on n'observe pas de synergisme d'action. D'autre part, apres
traitement simultane par deux inhibiteurs, l'effet observe est superieur ä celui de
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chacune des substances agissant isolement; par contre, cet effet est toujours inferieur
ä la somme des deux inhibitions individuelles.

Tableau 5. — Action combinee de deux inhibiteurs

Inhibiteurs
(avec domaines de concentration utilises

en ou en U.I./ml)
Types morphologiques cellulaires

1. Pel (0-60.000 U.I.) + Azg (0-2 (ig) • •

2. IM (0-100 (Lg) + Azg (0-2 p.g)
3. IM (0-20 pg) + Pel (0-20 000 U.I.)
4. MO (0-200 fi.g) + Azg (0-2 ug)
5. Pel (0-60 000 U.I.) 4 MO (0-200 (xg)

Cellules allongees, parfois compartimentees
Cellules compartimentees (type IM)
Id.
Cellules allongees (type MO)
Id.

Dans le cas de la combinaison 1) (penicilline + azaguanine) on observe dans

certaines conditions une desinhibition nette. La concentration en azaguanine de

0,4 /tg/ml est maintenue constante; eile correspond en l'absence de penicilline ä une
inhibition de 47,7%. L'addition de quantites croissantes d'antibiotique produit pour
commencer une desinhibition qui passe par un maximum (31,4% d'inhibition)
lorsque la concentration en penicilline est de 10.000 U.I./ml. Une desinhibition
legere se produit en outre lorsqu'une culture contenant 10.000-12.000 U.I./ml est

additionnee de 0,2 /ig Azg/ml (tabl. 6 et fig. 5). La figure 6 indique la morphologie
obtenue sous Taction simultanee de Tisomytilitol et de la penicilline: cellules du

type « IM ».

Fig. 5. — Cellules Vivantes traitees
simultanement par l'azaguanine

(0,6 (Lg/ml.
et par la penicilline (10.000 U.I./ml).

48 h de culture. 2000 x

Fig. 6. — Cellules Vivantes traitees simultanement
par l'isomytilitol (8 pg/ml)

et par la penicilline (4000 U.I./ml).
48 h de culture. 2000 x
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Tableau 6. — Inhibitions en % sous iaction siniultanee de la penieilhne
et de la S-azaguanine (cultures de 48 It)

0 0,2

Azaguanine en (i.g/ml

0.4 0.6 0.8 1.0 2,0

0 0 18,0 47,7 73,1 82,8 95,3 97,7
2.000 6,3 21,8 41,5 73,1 80,9 87,1 90,7

_E 4.000 13,4 20,4 33,6 66,4 82,1 84,2 91,0
6.000 19,5 23,5 36,4 65,2 80,5 85,2 91,4

D 8.000 23.5 24,4 32,1 60.2 80,9 85,9 91,8
5 10.000 29,6 26,6 31,4 56,4 80,1 87,5 92,6
is
c 12.000 32,9 30,5 36,8 60,2 86,8 90,2 94,5

G 14.000 37,5 39,2 40,4 60,2 84,4 90,7 94,5
c 16.000 39,2 40,6 41,5 55,5 81,3 90,0 93,9
£ 18.000 46,2 41.5 44,5 53,5 78,9 90,5 94,6

20 000 49.9 47,7 50,0 57,1 80,9 91,0 95.6
25 000 56,4 55,5 57,9 66,8 85,8 93,4 97,0

Desinhibitions de cultures inhibees par le fluoro-uracile et l'azaguanine

On a recherche si l'inhibition produite par les deux composes 5-fluoro-uracile
et 8-azaguanine, qui sont peut-etre incorpores dans les DNA et RNA, pouvait etre

supprimee par addition au milieu des bases « normales» correspondantes, uracile

(ou thymine) et guanine ou par les nucleosides et nucleotides qui en derivent.
Dans les tableaux 7, 8 et 9, les desinhibitions sont indiquees relativement ä des

cultures contröles contenant les memes concentrations en desinhibiteur que dans

les experiences de desinhibition.
On constate (tableau 7) que lorsque la concentration en azaguanine est supe-

rieure ä 0,1-0,2 /rg/ml, une desinhibition complete par la guanine n'est plus possible:

Tableau 7. — Inhibitions en % en piesence de faux iuriables d'azaguanine et de guanine
(cultures de 44 h)

0 0.025

Azaguanine en |ig/ml

0.05 0,10 0,20 0,50 1,00

0 0 5 10 20 60 79 74

0,025 0 6 8 17 57 78 —
c 0,05 0 5 8 14 52 77 —

~co

3. 0,10 0 6 7 12 43 74 —

5 0,20 0 4 8 11 17 67 --
<D 0,50 0 5 8 7 9 45 —
C
c 2,00 0 0 4 6 7 22 -3
3 4,00 0 — — — — — 18
O 6,00 0 — — — — — 18

10,00 0 — — — — — 19
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environ 20% de ^inhibition subsistent dans les conditions employees. L'action des

desinhibiteurs est la suivante par ordre decroissant d'efficacite: guanine, acide gua-
nylique, guanosine (tableau 8). Dans le cas d'inhibitions par le fluoro-uracile,
l'efficacite des desinhibiteurs decroit dans l'ordre suivant: uracile, acide uridylique,
thymine, uridine et thymidine (tableau 9).

Tableau 8. — Inhibitions en % en presence de 8-azaguanine additionnee on non de guanine

on de guanosine ou d'acide guanyhque (cultures de 44 h)

Partout par ml 0,3 ug (2,0 10~6 mole) de 8-azaguunine

Desinhibiteurs
Concentrations des desinhibiteurs en 10 6 niole'mi

0 0,33 1,32

Guanine
Guanosine
Ac. guanylique

69 49 34
69 62 61

69 64 39

Tableau 9. — Inhibition en % en presence de 5-fluoro-uracile, additionne ou non d'uracde

ou de thymine, ou de leurs nucleosides et nucleotides (cultin es de 44 h)

Partout par ml 0.3 pg (2.3 10 6 mole) de 5-fluoro-uiaciIe

Desinhibiteurs
Concentrations des desinhibiteurs en 10 6 mole/ml

0 0,47 1,88 7,52

Uracile
Uridine
Ac. uridylique
Thymine
Thymidine

77,5 67,2 54,2 14,1

77,5 73,6 73,2 66,1

77,5 68,9 64,2 46,5

77,5 - - 62,6
77,5 - — 72,9

Discussion

Parmi les vingt-et-une nouvelles substances essayees comme inhibiteurs de crois-

sance de notre souche de S. pombe, les suivantes se sont montrees inactives (sont
indiquees entre parentheses les concentrations maximales essayees): streptomycine
(10mg/ml); acide thioglycolique (3,12mg/ml); sulfanilamide (7 mg/ml); nitrate

d'uranyle (7 mg/ml); NaCl (200 mg/ml); oxyde de 2-C-propylidene-myo-inositol
(0,5 mg/ml). Seize substances ont montre par contre des activites variees.
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Vu la grande activite du meso-oxyde III, nous avons essaye d'autres substances

contenant un groupement epoxydique. Dans un memoire precedent (Schopfer,
Posternak et Wustenfeld, 1962) sont decrits quelques essais avec des stereoisomeres:

l'oxyde de 2 (4)-C-methylene-e:/7/-inositol ou epi-oxyde racemique, ou la
forme dextrogyre dans laquelle le groupe methylene est en position 2. L'action des

deux varietes optiques etait identique. Nous confirmons ici que l'e,p/-oxyde est un
inhibiteur beaucoup plus faible que le «e'so-oxyde: ä une concentration de 1 mg/ml,
l'inhibition est de 60% alors que, dans les memes conditions, il suffit d'une concentration

de 70 /rg/ml de meso-oxyde pour une inhibition de 50%; par interpolation,
on obtiendrait pour EO un indice d'inhibition d'environ 850, beaucoup plus eleve

done que l'indice 70 trouve pour MO. Le fait interessant est que l'inhibition pae EO

est presque completement supprimee par addition au milieu de nouvelles doses de

myo-inositol. L'e/?/-inositol, qui est pourtant la substance de base de EO est par
contre sans effet. L'oxyde de 2-C-propylidene-wj'0-inositoI V est un homologue
superieur du meso-oxyde III; aux concentrations essayees, il s'est montre sans effet.

Tout ceci indique la stereospecificite remarquable du compose III. Des essais ont
egalement ete effectues avec la substance la plus simple, l'oxyde d'ethylene, qui
manifeste une activite ä des doses elevees au bout de 24 heures (71 % d'inhibition

pour 1 mg/ml). Cette action diminue au bout de 44 heures, ce qui s'explique sans

doute par une destruction hydrolytique spontanee de l'inhibiteur (tableau 3). Pour
autant qu'ils sont actifs comme inhibiteurs, tous ces derives epoxydiques produisent
des modifications morphologiques analogues: allongement cellulaire, generalement
sans formation de parois transversales.

La /f-propionolactone est detruite, eile aussi, par hydrolyse ä basse temperature.
Par interpolation, on calcule que sa constante de vitesse d'hydrolyse, en milieu neutre
ä 29°, est de 5.10~3/min, ce qui correspond ä une demi-duree de vie de 2 h 20 (Long et

Purchase. 1950). C'est la raison pour laquelle. apres addition d'une dose unique de cet

inhibiteur, l'action est environ deux fois plus faible apres 44 heures qu'apres 24 heures. Si

l'onajoute, par contre, la substance ä des intervallesde temps reguliers par doses partielles,

on obtient, pour une dose totale donnee, une action considerablement pluselevee.

Rappelons que les modifications morphologiques obtenues au moyen des

inhibiteurs competitifs sont les suivantes: cellules tres allongees, mononuclees, de

meme diametre que les cellules normales (type MO); cellules ä 2-3 compartiments
mononuclees, enfles (type IM). Sous Taction des nouveaux inhibiteurs essayes, on
obtient des modifications du type MO en presence de la /f-propionolactone et de

Tazaguanine. Sous l'effet du 5-fluoro-uracile, de Tactinomycine C, du chloramphenicol,

de la penicilline, de NH2OH, de NaN02, de As203 et de KCN, on observe

des modifications qui peuvent etre decrites comme une superposition des types MO
et IM: existence de compartiments qui sont plus ou moins allonges. En presence
des autres inhibiteurs du tableau 2, les formes cellulaires restent normales; il se pro-
duit une agglomeration particulierement forte dans le cas de Tacide indolyl-acetique.
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Comme l'indique le tableau 4, divers azaderives de bases puriques et pyrimi-
diques ont ete essayes comme inhibiteurs. Sont pratiquement depourvus d'action
l'azaxanthine, l'aza-uracile et la 1,3-dimethyl-azaxanthine. La 8-aza-adenine est

faiblement active durant les premieres 24 heures de culture; apres 44 heures, on
n'observe plus d'inhibition. La 8-azaguanine, par contre, exerce une forte action
inhibitrice (tableau 4).

La supression de l'effet des inhibiteurs derivant de la guanine et de Turacile a

ete tentee par introduction des bases normales, de leurs nucleosides et de leurs
nucleotides. Comme il fallait s'y attendre, la guanine agit comme desinhibiteur en

presence d'azaguanine. Nous constatons toutefois que lorsque la quantite de cette
derniere est superieure ä 0,1-0,2 |j.g/ml, la desinhibition n'est pas complete: meme
en presence de fortes quantites de guanine, eile ne depasse pas 81-82% dans nos
conditions d'experiences (tableau 7). La situation rappelle celle qui a ete observee

lors de Taction du y- et du b-hexachlorocyclohexane sur Neurospora crassa inosi-
tolles: lorsque la concentration en inhibiteur est superieure ä une certaine limite, les

cellules sont partiellement endommagees de fagon irreversible (Fuller, Barrat et

Tatum, 1950; Hirz, 1963). Une desinhibition peut egalement etre obtenue au moyen
du GMP et, beaucoup plus faiblement, par la guanosine (tableau 8). Dans le cas
de ces deux desinhibiteurs il est interessant que le nucleotide soit plus efficace que
le nucleoside. On se represente en effet que les esters phosphoriques sont transposes
difficilement ä travers des membranes cytoplasmiques.

Le 5-fluoro-uracile est, lui aussi, un inhibiteur actif (tableau 9). Dans nos conditions

experimentales, une desinhibition presque complete est realisable au moyen
de Turacile. Ici encore, nous observons une action plus faible de TUMP et encore
beaucoup plus faible de Turidine. Quant ä la thymine, son effet desinhibiteur est
de beaucoup inferieur ä celui de Turacile, alors que la thymidine semble complete-
ment inactive (tableau 9).

Schopfer, Posternak et Wustenfeld (1962) avaient indique que des cultures
de S. pombe, fortement inhibees par MO, sont partiellement deshinhibees par IM.
Nous avons recherche pour cette raison si un antagonisme analogue entre inhibiteurs
se produisait dans d'autres cas.

Les associations penicilline + azaguanine, IM -[ azaguanine, IM + penicilline,
MO + azaguanine, MO + penicilline, ne donnent lieu ä aucun synergisme d'action;
Teffet observe est superieur ä celui de chacun des inhibiteurs agissant isolement;

par contre cet effet est toujours inferieur ä la somme des deux inhibitions
individuelles. Dans le cas de la combinaison penicilline + azaguanine, on observe dans
certaines conditions une desinhibition nette (tableau 6). Au point de vue morpho-
logique on constate que lorsqu'on associe Tisomytilitol ä un autre inhibiteur, on
observe (tableau 5) des formes cloisonnees du type IM. D'apres les recherches de

Deshusses, Cheneval et Posternak (1969), il est probable que dans ces cas egalement,
IM est incorpore dans les phospholipides ä cote des phosphoinositides, ce qui serait
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une des causes des changements morphologiques: c'est tout au moins ce qui a ete

observe lorsque IM agit en presence de MO.
Les mecanismes biochimiques d'action des autres inhibiteurs utilises dans ce

travail sont divers. Les derives epoxydiques sont consideres comme des agents
alcoylants qui agiraient sur les DNA et RNA de preference au niveau des restes

de guanine. On a suggere une action analogue dans le cas de la /Lpropionolactone
(Roberts et Warwick, 1963). HN02 agirait en particulier par desamination des

bases puriques et pyrimidiques; NH,OH degraderait la cytosine; KCN et NaN3 sont
des inhibiteurs du transport electronique; As203 et le 2,4-DNP decoupleraient cer-
taines reactions de foxydation phosphorylante. Le chloramphenicol, eniin, inhiberait
la synthese des proteines (par blocage de certains ribosomes) et Factinomycine
entraverait la synthese du RNA. II est difficile de ramener ces nombreux mecanismes
ä un denominateur commun en ce qui concerne les modifications morphologiques
observees chez S. potnbe. Signalons que Dlshusses, Chemval et Posternak (1969)
avaient montre que dans des cultures inhibees par Pel, MO, /f-Ppl, EO, Azg, 2,4-DNP,
As203, NH2OH, KCN, 5-FU et AcC, les cellules sont le siege d'une accumulation
d'inositol qui est sans doute essentiellement sous forme de phosphoinositides. Ces

derniers, en leur qualite de composants de membranes, jouent probablement un role
dans les phenomenes de transport et dans les syntheses des parois.

Ajoutons que, dans le cas de le\ures bourgeonnantes, on observe des elongations

cellulaires sous l'effet de divers facteurs physiques et chimiques. On a imphque
entre autres une perturbation de l'equilibre sulfhydryle-disulfure. Recemment, on a

observe, par suite de carence azotee, des elongations qui sont supprimees par les

selenites et l'acide indolyl-acetique (Brown et Hough, 1965). Ces deux substances

produisent chez 5. pombe, ä des taux relativement eleves (tableau 2) des inhibitions,
mais ll faut remarquer que les formes cellulaues restent normales.
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