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530 SEANCE DU 1er DECEMBRE 1960

Resume.

L'oxyde de methylene-pentahydroxycyclohexane, antagoniste du
ms-inositol, agit profondement sur la morphologie cellulaire de Schizo-
saccharomyces pombe. II provoque la formation de cellules geantes et de
formes pseudo-myceliennes dont revolution nucleaire est etudiee. Une
hypovitaminose en ms-inositol a un effet semblable mais moins marque.
Ces modifications pathologiques de la cytogenfese sont de nature pheno-
typique. Elles peuvent etre empechees par un exces de ms-inositol. L'anti-
inositol perturbe la division cellulaire en empechant ou en retardant la
formation de la membrane.

Institut de Botanique de VUniversite, Berne.
Laboratoires de Chimie biologique

et organique speciale,
Universite, Geneve.
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Th. Posternak, W. H. Schopfer et J. Deshusses. — Recherches

sur les fonctions et le metabolisme du meso-inositol. II. Etude comparee
de la composition des phospholipides de Schizosaccharomyces pombe,

normal et inhibe par des anti-inositols.

Nous avons montre qu'un anti-inositol tres actif, l'oxyde de

methylene-2-pentahydroxy-cyclohexane-l,3,5/4,6 perturbe fortement
la cytogenese de Schizosaccharomyces pombe. Dans les cultures ä demi

inhibees, les cellules ne se divisent pas normalement et s'allongent
fortement jusqu'ä former un pseudo-mycelium [1]. Nous nous pro-
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posons ici de comparer la composition des phospholipides des cultures
normales et inhibees.

On sait que le melange complexe represents par les graisses phos-
phorees naturelles renferme toujours des phospholipides a inositol
(phospho-inositides). On peut considerer ces derniers comme la prin-
cipale forme fonctionnelle connue du meso-inositol, forme dont on ne

comprend d'ailleurs pas encore la signification biologique precise. II
nous a paru interessant d'etudier les variations de composition de

phospho-inositides qui se produisent chez des microorganismes sous
Taction d'anti-inositols. Les etudes effectuees ä ce sujet ont porte
jusqu'ä present sur Neurospora crassa inositolless (souche n° 9683,

ATCC, Washington) et sur Schizosaccharomyces pornbe Lindner (souche

CBS, Baarn).
Parmi les nombreuses substances que nous avons essayees comme

anti-inositols, il en est 17 qui agissent sur N. crassa inositolless [2].
Les plus actives representent des produits de substitution en position 2

du ins-inositol (I) tels que Tisomytilitol (II) et Toxyde de methvlene-

2-pentahydroxy-cyclohexane-l,3,5/4,6 (III). S. pombe manifeste une
specificite beaucoup plus etroite et n'est inhibe d'une maniere notable

que par les substances II et III [3]. II s'agit dans tout ces cas d'inhibi-
tions tres probablement du type competitif, susceptibles d'etre annuities

par addition d'inositol au milieu.

_J _l _J .1X1 \ /I \ XI \ Q / I \
'< y K >! '< XI '< >!

\ 1/ \ !/ CH3 \ 1/ \ 1/ CH2OH
i I ii l hi I iv |

Dans ces formules, les traits verticaux representent les groupes OH;
les atomes d'hydrogene fixes aux carbones du noyau cyclohexanique ont
ete supprimes.

Lors d'une etude anterieure, nous avons montre que, dans des

cultures de N. crassa inhibees par Tisomytilitol, ce dernier est incor-

pore, sous forme d'esters phosphoriques, dans les phospholipides du

microorganisme [4]. Ces recherches ont ete etendues par la suite ä

S. pombe chez lequel on constate egalement une incorporation de

Tisomytilitol dans les phospholipides des cultures effectuees en

presence de cet inhibiteur [5]. La composition des phospho-inositides est

plus simple chez S. pombe que chez N. crassa et se prete par consequent
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mieux ä une analyse. C'est la raison pour laquelle, dans le present
travail, nous comparons la composition des phospholipides de S. pombe
inhibe d'une part par l'isomytilitol, d'autre part par l'oxyde de

methylene-pentahydroxy-cyclohexane.

Methodes employees:

Les lipides totaux sont extraits a partir des cellules fraiches au moyen
d'un melange alcool-ether 3: 1 en vol. Apres broyage en presence d'alumine
Alcoa n° 301, on complete l'extraction au moyen du melange chloroforme-
alcool methylique (1:1 en vol.). Aprfes evaporation dans le vide et reprise
par le chloroforme, on obtient par addition de 10 vol. d'acetone un precipite
contenant entre autres les phospho-inositides. On le suspend dans HCl 1 n
ä 4° et soumet ä une dialyse de 6-9 jours contre de l'eau bidistillee, en
changeant toutes les 24 h le liquide exterieur. Les phospholipides ainsi purifies
sont soumis ensuite ä une hydrolyse acide menagee (20 min. au bain-marie
bouillant avec 10 parties de HCl 6 n). Apres evaporation ä sec dans le vide,
les produits phospho-organiques se laissent precipiter presque quantitati-
vement par l'acetate neutre de plomb. On decompose le precipite plom-
bique par H2S; les composes phospho-organiques sont separes par
Chromatographie dans le systfeme n-propanol-NH3 conc.-H2 O (6:3: 1 en vol.)
sur papier Whatman n° 4 (revelation d'aprös Hanes et Isherwood [6]).
On obtient ainsi trois bandes: A, B et C par ordre de Rf et aussi d'impor-
tance croissante; elles sont extraites ä l'eau. La bände C consiste essen-
tiellement en glycerophosphates; la bände A, peu importante, contient
un compose qui fournit par hydrolyse, ä cöte d'acide phosphorique, du
glycerol et un peu d'inositol. La bände B est la plus interessante car ses
substances consistent essentiellement en derives monophosphoryles de
cyclitols (inositol ou cyclitols inhibiteurs); leur composition reflate celle des
phospho-inositides primitifs.

Pour la detection des cyclitols, on dephosphoryle les composes phospho-
organiques par la phosphatase prostatique ä pH 5,5; apr6s deionisation sur
Dowex 50 et Dowex 2, on decile les cyclitols libres par Chromatographie
sur papier (Whatman n° 1); systöme acetone — H2 O 78:22 en vol.;
revelation au moyen du reactif de Tollens [7]. Lorsqu'il y a eu incorporation
de l'epoxyde, on decfele ainsi sur papier son produit d'hydrolyse, le C-hy-
droxymethyl-2-ms-inositol IV, forme ä ses depens au cours des operations.

Nous reproduisons ci-apres les analyses dejä publiees [5] de

cultures de S. pombe normales (a et b) et inhibees par l'isomytilitol
(a inh. et b inh.) (tableau I). D'autre part, nous indiquons dans le

tableau II les resultats d'analyses de cultures plus recentes, normales

(a et b) et inhibees (a inh. et c inh.) par l'epoxyde III.
Abreviations: MI ms-inositol; IM isomytilitol; OM oxyde de

methylene-pentahydroxy-cyclohexane.
D'autres analyses de cultures normales et inhibees par l'isomytilitol

ont ete effectuees plus recemment. Les caracteres des cultures inhibees
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Tarleau I.

Cultures
(48 h 4 29°)

a a inh. b | b inh.

1. Vol. en 1 du milieu
(Pennington) 4 5,89 4 4

2. MI en mg par 1 1 1 1 1

3 IM en mg par 1 0 20 0 18

4. Poids sec * en g des
cellules par 1 0,788 0,415 0,740 0,438

5. Inhibition en % 0 47,3 0 40,8

Par g de cellules seches:
6. P lipidique dialyse en

mg
7. MI phospholipidique

en mg

1,14

0,302

0,86 1,34

0,421

0,95

0,324

P org. en % du P total
recupere apres chromatogr.:

8. Bande A
9. Bande B

10. Bande C

2,5
3,8

93,7

3,3
16,2
80,5

2,4
5,4

92,2

2,3
16,7
81,0

Rapports mol P org./MI:
11. Bande A
12. Bande B
13. Bande C

1,07 **
77,3

3,62 **
95,8

61.4
1,11 **

60.5

9,67
3,24 **

110,1

Repartition du MI (en y)
pour 1 mg P org. total

recupere apres chromatogr.:
14. Bande A
15. Bande B
16. Bande C

230
70

249
48

2

279
88

14

300
42

* Poids des cellules trait6es par le melange alcool-^ther (3: 1).
** Cette fraction avail 616 souniise ä une double Chromatographie sur papier.
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Tableau II.

Cultures
(18 h ä 29°)

a a inh. b • c inh.

1. Vol. en 1 du milieu
(Pennington) 4 4 4 4

2. MI en mg par 1 1 1 1 1

3. OM en mg par 1 0 70 0 70

4. Poids sec ** en g des
cellules par 1 0.920 0.416 0.835 0.335

5. Inhibition en % 0 54,8 0 55,25

Par g de cellules seches:
6. P lipidique dialvse en

mg
7. Mi phospholipidique

en mg

1,235

0,509

1,378

1,653

1,296

0,559

1,284

1,171

P org. en % du P total
recupere apres chromatogr.:

8. Bande A
9. Bande B

10. Bande C

2,08
8,13

89,79

4,88
15,44
79,68

2,93
8,18

88,89

1,68
17,06
81,26

Rapports mol. P org./MI:

11. Bande A
12. Bande B
13. Bande C

9,90
0.84 ***

88,3

8,93
1,03 ***

35,80

47,5
1,03 ***

99,7

6,5
1.23 ***

30.1

Repartition du MI (en y)
pour 1 mg P org. total

recupere apres chromatogr.:
14. Bande A
15. Bande B
16. Bande C

12
373

59

32
1135

131

4

413
52

15

791
162

* Culture eftectuöe 1mois avant la culture inhiböe c inh.
** Poids des cellules trait6es par le nielange alcool-ether (3: t).

*** Cette fraction avait ete souniise ä une double Chromatographie sur papier.
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etaient restes pratiquement les memes, alors que Jes cultures normales
manifestaient une certaine augmentation de leurs teneurs en phospho-
inositides par rapport a Celles indiquees dans le tableau I: le P org. de la
bände B representait 7-8% du P org. total (cf. tableau: 9).

Pour ne pas allonger, nous ne mentionnons pas dans les tableaux le

Ml restant dans le liquide de culture ä l'etat libre ou combine, le MI non
extractible par les dissolvants de lipides restant dans les cellules, le MI
phospholipidique non precipite par l'acetone, etc. Si Ton tient compte de
ees chiffres et de ceux des tableaux, on obtient le MI total present dans
les cellules et dans le liquide de culture; il represente 90-100% du MI
mis en ceuvre. 11 ne se produit done pas dans les cultures, normales ou
inhibees, de catabolisme notable de l'inositol.

L'examen des tableaux conduit aux constatations suivantes:

La fraction (bände) B des cultures normales consiste essentiel-

lement en acide ms-inositol-monophosphorique de rapport mol. P

org./MI voisin de 1 (tableaux: 12). Nous constatons d'autre part
que dans les cultures inhibees par les deux anti-vitamines, la fraction

B comporte 15-17% du pbosphore organique total recupere

apres Chromatographie: eile est ainsi considerablement augmentee
(de 2 ä 4 fois) par rapport aux cultures normales (tableaux: 9).

Lorsqu'il y a inhibition par l'isomytilitol, cette augmentation de

la fraction B resulte d'une incorporation considerable de l'inhibiteur;
le rapport P org./MI de la fraction B s'eleve alors ä 3-4 (tableau 1: 12,

a inh. et b inh.); l'analvse par Chromatographie sur papier montre,
d'autre part, que cette fraction contient de 2 ä 3 fois plus d'isomy-
tilitol que de ms-inositol. Dans les cultures indiquees dans le tableau I,
les teneurs en inositol phospholipidique des cellules seches ne sont

pas tres differentes, que les cultures aient ete inhibees ou non

(tableau 1: 7). II en est de meme des quantites d'inositol des

fractions B rapportees ä 1 mg de P org. total recupere apres Chromatographie

(tableau I: 15). Nous en avons conclu [5] que Finhibition se

traduit essentiellement par une formation additionnelle de phospho-

lipides ä isomytilitol qui sont sans doute incapables de remplir cer-
taines fonctions biologiques.

Dans le cas de cultures inhibees par l'epoxyde III, nous constatons
d'abord par Chromatographie sur papier que l'incorporation de l'inhibiteur

est relativement tres faible: dans la fraction B, on trouve
environ dix fois moins d'inhibiteur que d'inositol. Dans cette fraction,
le rapport P/MI reste voisin de 1 (tableau II: 12, a inh. et c inh.) ce

qui indique qu'elle contient essentiellement des esters ms-inositol-
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monosphoriques. L'augmentation de la fraction B resulte done d'une
exaltation de la synthese des phospholides ä inositol sous Taction de

Tinhibiteur. II s'ensuit une augmentation considerable de la teneur
en inositol phospholipidique des cellules dessechees (tableau II: 7,

a inh. et c inh.); leur teneur en phospholipides totaux n'est par contre

pas modifiee (tableau II: 6).
On constate ainsi que les deux inhibiteurs ont des actions bio-

chimiques essentiellement differentes en ce qui concerne la composition

des phospholipides. Nous avions suggere autrefois [5] que les

cultures inhibees par Tisomytilitol elaborent des enzymes d'adapta-
tion svnthetisant des phospholipides eontenant Tinhibiteur. Ces

enzymes seraient incapables d'elTectuer Tincorporation du ms-inositol
mais seraient inhibes d'une maniere competitive par ce dernier: c'est
ainsi que s'expliquerait la reversibilite de Teffet de Tantagoniste par
Tadjonction d'inositol. On peut encore invoquer le fait que Tisomytilitol

n'exerce son action que s'il est present au moment de Tinocula-

tion, c'est-ä-dire precisement dans des conditions favorables pour la

production des enzymes d'adaptation supposes. L'inhibition par
1'epoxyde III se traduit essentiellement par une synthese accrue de

phospholipides ä inositol et, par consequent, par un besoin accru de

ce cyclitol. La raison de cette consommation exageree d'inositol est

encore inexpliquee; toujours est-il que le liquide de culture s'appau-
vrit ainsi rapidement en vitamine: on peut se demander alors si ce

n'est pas ä la forte diminution d'inositol qui se produit ainsi dans les

cultures inhibees que serait due, entre autres, l'inhibition de crois-

sance.

II faut mettre en parallele les differences d'action biochimique
ainsi constatees entre les deux inhibiteurs ct les differences d'action

physiologique exposees dans la communication suivante [8].
Les conclusions auxquelles nous arrivons sont fort differentes,

comme on voit, de la conception classique et simpliste d'apres laquelle
l'inhibition competitive serait due, rappelons-le, ä une competition
entre le metabolite et Tanti-metabolite pour les memes emplacements
d'un Systeme enzymatique natif normal.

Ces recherches ont beneficie de l'appui du Fonds national suisse de la
Recherche scientifique auquel nous exprimons notre reconnaissance. Nos
remerciements vont egalement ä Mlle D. Wüstenfeld pour sa collaboration
dans Texecution des experiences.
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Resume.

Les phospholipides de cultures de Schizosaccharomyces pombe inhibees
par l'isomytilitol ou par l'oxyde de methylene-2-pentahydroxy-cyclo-
hexane-1, 3, 5/4, 6 presentent, par rapport aux cultures normales, une
teneur accrue en esters phosphoriques de cyclitols. Lors de l'inhibition par
l'isomytilitol, cet accroissement est du essentiellement ä une incorporation
considerable de l'inhibiteur dans les phospholipides. Sous Taction de l'oxyde
de methylöne-pentahydroxy-cyclohexane, il ne se produit qu'une taible
incorporation de l'inhibiteur; la Synthese des phospholipides ä inositol est,
par contre, exaltee. Les mecanismes biochimiques de ces deux types
d'inhibition ont, ete discutes.
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W. H. Schopfer et Th. Posternak. — Recherches sur les

ionctions et le metabolisme du meso-inositol. III. Etude physiologique

comparee de deux anti-inositols, Visomytilitol et Voxyde de methylene-

pentahydroxy-cyclohexane-1, 3, 5/4,6 agissant sur Schizosaccharomyces

pombe.

D'apres la theorie classique, Teffet inhibiteur d'une antivitamine
serait due ä une competition entre le metabolite (vitamine) et
['antimetabolite (antivitamine) pour les memes emplacements d'un
Systeme enzymatique.

La notion de competition nous vient de Tenzymologie. Elle peut
etre aisement verifiee ä l'aide d'un Systeme non vivant, un homo-

genat, par exemple, ne possedant pas de continuite genetique et dont
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