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130 SEANCE DU 15 MAI 1941

William-H. Sehopfer. — Recherches cytophysiologiqu.es sur la
vitamine de croissance B2 (lactoflavine), et ses derives, lumifla-
vine et lumichrome.

La lactoflavine, vitamine de croissance B2 (6, 7-dimethyl-9-
(rf-l'-ribityl)-iso-alloxazine) presente en lumiere UV une belle

fluorescence jaune-vert. II en est de meme pour la lumiflavine
(6,7,9-trimethyl-iso-alloxazine), obtenue par photolyse de

la lactoflavine en milieu alcalin. Le lumichrome (6, 7-dimethyl-
alloxazine), produit par la photolyse en milieu acide, presente
une fluorescence bleu ciel en solution alcoolique, bleu-vert en

solution aqueuse. La cytophysiologie de ces substances peut
done etre etudiee ä l'aide du microscope ä fluorescence, au

meme titre que celle du thiochrome L
Nous avons utilise les epidermes superieurs des ecailles du

bulbe d'Allium. La solution de lactoflavine utilisee est ä

20 mg%. Les solutions de lumiflavine et de lumichrome,
obtenues par irradiation de la solution de lactoflavine sont

beaueoup plus diluees.

Lactoflavine (experience faite ä l'obscurite). Apres un contact
de quelques minutes avec la solution vitaminique, nous obser-

vons une forte fluorescence de la membrane cellulosique
(coloration d'imbibition). En prolongeant la duree d'aetion (2 et
4 jours), nous relevons chez les cellules Vivantes une fluorescence

jaune-vert tres intense du contenu cellulaire. Lorsque la
contraction vacuolaire n'a pas eu lieu, il est difficile de localiser
exaetement la coloration, tant la fluorescence est intense.

Lorsque la contraction se produit, on constate que les poles

cytoplasmiques ne sont pas ou que tres peu fluorescents,
tandis que la vacuole Fest tres fortement. Le noyau, adosse

ä la membrane, n'est pas fluorescent et se detache en noir
(avec la masse cytoplasmique qui l'entoure) sur le fond lumi-
neux.

1 W. H. Schopfer, C. R. seances Soc. Phys. et Hist. nat. Geneve,
57, 100, 1940.
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Une plasmolyse au nitrate de potassium rend la fluorescence

plus intense encore. La plasmolyse au KCNS (formation de

«cappes» cytoplasmiques) montre nettement que le cyto-
plasme n'est pour ainsi dire pas fluorescent. Une seule fois,
l'epiderme plasmolyse etant reste 1 jour dans la chambre
humide et les cellules etant mortes ou en necrobiose, nous
avons constate une inversion: cytoplasme fortement fluorescent

et vacuole beaucoup moins. II s'agit certainement d'un
phenomene post mortem.

La photolyse in vitro de la lactoflavine, qui conduit ä la formation

du lumichrome, peut etre produite in vivo; si les epidermes

ayant accumule la lactoflavine ä l'obscurite sont places dans

de l'eau courante et fortement illumines (lampe electrique ou
lumiere du jour), on constate dans la vacuole l'apparition d'une
fluorescence bleue, qui s'accentue encore par la plasmolyse.
Dans le milieu vacuolaire neutre ou faiblement acide, le

lumichrome, ou une autre substance ä fluorescence bleue, a ete pro-
duit ä partir de la lactoflavine.

Une seule fois, nous avons constate la formation de cristaux
jaunes en forme de paillettes ä l'interieur de la cellule, apres
un contact prolonge de l'epiderme avec la solution de
lactoflavine ä 20 mg%. Une plasmolyse nous permet de les localiser
exactement ä l'interieur de la vacuole. Ces cristaux jaunes

representent tres probablement de la lactoflavine, pure ou
combinee avec l'un des constituants cellulaires.

II pourrait s'agir lä d'une reproduction experimentale de

l'interessante observation de Guillermond 1, decelant une cristal-
lisation intravacuolaire naturelle de lactoflavine dans les
cellules d'Eremothecium Ashbyii.

En prolongeant Faction des rayons UV sur l'epiderme non
plasmolyse, la fluorescence s'attenue rapidement, parallelement
aux troubles cytologiques determines par l'irradiation pro-
longee. Si l'on intervient ä temps, avant que la cellule soit

1 A. Guillermond, Revue de Mycologie, 1, (N.S.), 115, 1936.
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trop fortement lesee, la fluorescence reprend en intensite. 11

n'est pas impossible que la disparition de la fluorescence soit
determinee par une reduction de la lactoflavine introduite.
Nous ne pouvons l'aflirmer.

Lorsque l'irradiation se produit sur les cellules prealablement
plasmolysees (KN03 ou KCNS), les memes cristallisations
intravacuolaires apparaissent tres rapidement. Si l'irradiation
se prolonge pendant 5-10 minutes, la zone centrale, fortement
irradiee presente de petites cristallisations dans des cellules
fortement necrosees et desorganisees. La zone voisine, moins
fortement irradiee, montre un cytoplasme moins deteriore avec
des vacuoles contenant de plus gros cristaux. La zone la plus
eloignee du centre indique des plasmolysats normaux. Ce

phenomene est complexe quant ä son determinisnie. On peut
admettre qu'ä la suite de la disorganisation produite par
l'irradiation, une concentration par perte d'eau se produit qui
facilite 1'apparition des cristaux.

Les epidermes temoins, non traites par la lactoflavine, mais

plasmolyses ne montrent aucune formation cristalline apres
irradiation par la lumiere UV. Fait singulier, ces epidermes

supportent l'irradiation beaucoup plus longtemps que ceux
traites par la lactoflavine, sans montrer de troubles apparents.
Tout se passe comme si la lactoflavine agissait comme sensibi-

lisateur et manifestait des proprietes « photodynamiques ».

On peut done conclure de ces experiences que la lactoflavine

passe au travers de la couche ectoplasmique (permeabilite)
du mesoplasme et du tonoplasme (intrabilite) pour s'accu-
muler dans la vacuole. La possibility d'une reduction de la
lactoflavine dans le cytoplasme en son leucoderive non fluorescent

a ete examinee, mais non demontree.

Les experiences faites avec la leucoflavine en anaerobiose

attestent que sous sa forme reduite, la lactoflavine penetre
egalement, quoique plus lentement. A 1'air, une reoxydation
rapide se produit.

Lumiflavine. Les memes phenomenes qu'avec la lactoflavine
se manifestent, mais moins marques. Un derive possedant une
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chaine laterale intermediaire entre Celles de la lactoflavine et
de la lumiflavine, la 9-(2', 3'-dioxy-l'-propyl)-iso-alloxazine,
penetre egalement dans la vacuole.

Lumichrome. Ici les phenomenes sont differents. Avec une
solution de lumichrome preparee par nous-meme (irradiation
de la lactoflavine), nous constatons ä plusieurs reprises, mais

pas constamment, une forte fluorescence bleue des poles cyto-
plasmiques des cellules Vivantes. Elle est rendue plus intense

par la plasinolyse au KNOs. Cette observation n'a pas pu etre

repetee regulierement. Avec d'autres epidermes, nous observons

tout d'abord une fluorescence des membranes, puis celle de

la vacuole; eile est cependant faible. Les memes experiences

repetees avec du lumichrome synthetique conduisent ä des

resultats identiques, mais avec une fluorescence beaucoup plus
faible du cytoplasme. Nous ne sommes pas certain qu'au cours
de l'irradiation de la lactoflavine, seul le lumichrome se soit
forme. Nous connaissons d'autres derives de l'alloxazine
Präsentant en lumiere UV une fluorescence bleue L Nos conclusions

sont done exprimees ici avec quelques reserves.
De toute faijon, le comportement du lumichrome se revele

different de celui de la lactoflavine. Dans des circonstances
determinees le lumichrome presente pour le cytoplasme une
affinite que ne possede pas la lactoflavine: l'intrabilite n'est

pas toujours suivie d'une permeabilite.

La permeation de nos substances est etudiee ä l'aide des

modeles habituels. Lactoflavine, lumiflavine, lumichrome ne

sont pas solubles dans les lipoides (extrait benzole de grames
de lupin), ni dans l'huile d'olive pure ou additionnee d'aeide

oleique. Ce n'est done pas la theorie lipoidique de la permeation
qui explique l'intrabilite et la permeabilite de ces substances.

La diffusion dans la gelatine ä 10% est assez forte pour la
lactoflavine, se rapprochant de celle de l'acide picrique deter-
minee par Ruge.

Ces experiences permettent de tirer quelques conclusions

en ce qui concerne le metabolisme de la lactoflavine. II est

1 P. Karrer, E. Schlittler, K. Pfaehler und E. Benz, Helv.
Chem. Acta, 17, 1516, 1934.

C. R. Soc. phys. Geneve, vol. 58, 1941. 9
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hors de doute que la synthese de cette vitamine, ainsi que la
formation du ferment jaune dont eile represente le groupe
actif doit se faire dans le cytoplasme et probablement dans

le chondriome. Cependant la forme libre et diffusible du
ferment, representee par la vitamine seule peut s'accumuler dans

la vacuole. On peut prevoir l'etablissement d'un equilibre
entre la forme libre et la forme combinee et une utilisation de

la forme libre, vacuolaire, par passage dans le cytoplasme,
lorsque le besoin s'en fait sentir. II faut cependant relever que
la lactoflavine, constituant repandu de la matiere vivante, ne
doit se trouver naturellement dans le cytoplasme et la vacuole

qu'ä des doses infiniment plus faibles que Celles utilisees dans

nos experiences; seuls des cas exceptionnels comme celui
d'Eremothecium permettent de localiser la vitamine sans ti aite-
ment prealable.

Nous pouvons considerer la lactoflavine comme un colorant
vital fluorescent. Cependant, nos experiences ne presentent
qu'une valeur d'orientation en ce qui concerne le role eventuel
de pigment de ces substances dans la nature. On ne sait pour
ainsi dire rien sur la Cytologie de la lactoflavine. Le role du

lumichrome, comme pigment eventuel, est inconnu. Nous

avons frequemment observe que les cellules des epidermes
foliaires manifestent une forte fluorescence bleu ciel, disparais-
sant par un traitement ä l'hydrosulfite de sodium (caractere
du lumichrome). Cependant, la presence de ce dernier pigment
dans la nature sous forme libre reste encore ä etablir. Le
role eventuel du lumichrome comme precurseur biologique de

la lactoflavine peut etre envisage, mais demeure pour l'instant
problematique.

Ces recherches ont ete effectuees avec l'aide de la Fondation

pour l'avancement des sciences de l'Universite de Berne que
nous remercions. Nous exprimons notre reconnaissance au
Professeur Karrer, qui nous a fourni le lumichrome synthetique
ainsi que la 9-(dioxy-propyl)-iso-alloxazine, et aux Etablissements

Hoffmann-La Roche qui ont mis la lactoflavine ä notre
disposition.

Institut et Jardin botaniques
de ly Universite, Berne.
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