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Universite de Geneve.
Laboratoire de Chimie physique.

W. H. Schopfer, Th. Posternak et Mile D. Wüstenfeld. —
Recherches sur les fonctions et le metabolisme du meso-inositol. I. Reflet
morphogenetique de ce facteur sur une Levure, Schizosaceharomyoes
pombe.

Nous savons que le ms-inositol (I) est facteur de croissance pour
la Levure Schizosaceharomyces pombe. A la dose de 10 y pour 10 cc

de milieu de Pennington il determine le developpement optimal de

la culture.
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Deux derives de cvclitols, l'isomytilitol (IM) (11) et Foxyde de

methylene-pentahydroxycyclohexane-1, 3, 5/4, 6 (OM) (III) [1],
agissent comme antagonistes particulierement efiicaces du ms-inositol
et inhibent le developpement de la culture. Avec notre milieu, 700 y
d'OM determinent une inhibition de ± 50%, ä 29°. Jusqu'ä l'inhibi-
tion maximum, le ralentissement de la multiplication cellulaire pst,

lonction de la dose d'OM ou d'IM [2].
L'examen microcoscopique des cultures aux differents Stades

d'inhibition par OM atteste que la forme des cellules est profonde-
ment modifiee. Au lieu d'etre courtes, cylindriques ä bouts arrondis,
elles sont fortement allongees, quelquefois fusiformes et presentent
parfois des ramifications. Les caracteres classiques de S. pombe ne

sont plus reconnaissables. En presence de l'anti-inositol un debut de

forme mycelienne prend naissance. On sait d'ailleurs que cette espece

manifeste, selon les conditions de culture, une tendance naturelle ä

former un mycelium ou un pseudo-mvcelium [3].
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Apres 48 h une culture de 10 cc + 700 y OM atteste les carac-
teristiques suivantes:

Contröle Inhibße

Poids sec d'une culture
Nombre de cellules
Poids sec moyen d'une cellule

31,89 mg
365 10«

0,087369 mr

19,80 mg
29,7 106

0,66667 my

II est clair que sous l'influence de OM le nombre de cellules dimi-
nue fortement et qu'elles deviennent plus grosses et plus pesantes.
Relativement au poids sec de la culture, nous relevons que l'augmen-
tation de volume et de poids des cellules compense partiellement la
diminution de leur nombre.

Ce phenomene a ete l'objet d'une etude approfondie.

Technique.

Milieu. — Le milieu utilise est celui de Pennington qui, ä part
les constituants de base et l'hydrolysat de caseine sans vitamines
contient les facteurs de croissance suivants: ms-inositol, thiamine,
biotine, acide pantothenique, pyridoxine, acide nicotinique. Son pH
est de 5 [4].

Les experiences se font dans des Erlenmeyers en verre d'Jena,
de 50 cc contenant 10 cc de milieu. La souche de S. pombe Lindner
utilisee est fournie par le Centraibureau voor Schimmelcultures

(Baarn). Indiquons en passant que toutes les souches de cette espece
ne reagissent pas de la meme maniere.

Mesure du developpement. — Le developpement determine par la
multiplication cellulaire est mesure par turbidimetrie. Dans une serie

d'inhibition les divers degres de developpement sont exprimes en

pour cent par rapport au contröle avec ms-inositol et sans antagoniste,
comptant pour cent. L'inhibition est exprimee par le taux d'inhibition,

soit la dose d'OM qui, dans des conditions donnees, diminue le

developpement de 50% par rapport au contröle. L'indice d'inhibition

est le rapport antivitamine: vitamine lorsque la culture est
inhibee de 50%. Dans nos conditions de culture, le taux d'inhibition
est de 600 ä 700 y.
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Mesure des cellules. — Un champ microscopique est Photographie.
Le film est projete et les mesures exactes se forit sur l'agrandissement
qui est generalement de 2000 fois.

Inhibition.

OM en y

n 100 OO<7*
i

300 400 500 600 700 800

Developpement too 93,5 87,5 81,75 75,1 66,4 50,4 40,9 29,2
Nombre de

cellules (en
millions) 356,2 288,8 189,6 165,8 97,6 60,6 43,2 33,6 20

Longueur des
cellules, en p. 8,25 10,0 12,135 14,4 20,34 25,98 — — 2 8,30

Largeur des
cellules, en p. 5,25 5,26 5,215 5,22 5,28 5,43 ~ 5,57

Le taux d'inhibition est de 602,5, l'indice de 60,25.

En presence d'une dose constante et optimale de ms-inositol, le

nombre de cellules diminue et leur longueur augmente en fonction
du taux en OM. Fait singulier, la largeur des cellules reste constante.
Les mesures sont effectuees apres 48 h, sur des cellules tres allongees,
mais avant que des ramifications apparaissent.

Desinhibition.

Les cultures contiennent 2 mg d'OM, soit une dose fortement
supraoptimale. Le ms-inositol est ajoute en doses croissantes.

ms-inositol en Y

Contr. 0 10 20 50 100 200 500

Developpement 100 3,57 7,85 17,1 81,5 92,9 97,1 100
Nombre de

cellules en
millions) 357,8 1,0 15,6 19,2 201,6 341,8 364,4 365

Longueur des
cellules, en p 8,85 — 32,71 28,8 15,4 11,73 — 9,115

Largeur des
cellules, en p 5,23 ~ 5,54 5,46 5,46 5,165 ~ 5,01
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Le contröle contient uniquement 10 y de ms-inositol.
Le taux de desinhibition est de 35,25 y de ms-inositol, l'indice

de 56,74.
En presence d'une dose supraoptimale d'OM, correspondant au

triple du taux d'inhibition, l'adjonction de ms-inositol en doses

croissantes empecbe l'allongement des cellules.

Avec 200 y de ms-inositol et 2 mg d'OM, les cultures sont compa-
rables aux contröles.

Lcs resultats de l'experience de desinhibition confirment ceux de

l'experience d'inhibition.

Action d'OM fonetion de V(ige de la culture.

Le ms-inositol et l'OM sont ajoutes au milieu ä l'inoculation.
Nous recherchons si l'OM ajoute tardivement ä une culture en voie
de developpement exerce encore une action. Les experiences se font
au biophotometre de Bonet-Maury-Jouan. Les cultures inoculees
subissent un temps de latence, au repos, durant 14 h 30. La crois-

sance amorcee, elles sont ensuite transportees dans l'appareil enregis-
treur et soumises ä une agitation pendant 5 h 30. La duree totale de

l'experience est de 20 h. L'OM au taux de 700 y par culture est ajoute
ä l'inoculation, ä la fin du temps de latence (14 h 30) et plus tard
encore, ä deux reprises au cours de la periode d'enregistrement. Les

longueurs des cellules sont les suivantes:

On constate qu'ajoute tres tardivement, de 4 ä 2 h avant la fin de

la periode de croissance, l'OM agit encore nettement sur la morpho-
logie de la cellule. Plus l'adjonction est tardive, plus 1'efTet

diminue.

Action de OM sur une seule cellule.

Des experiences ont ete faites en chambre humide sterile et en

goutte pendante, celle-ci etant constitute par du milieu de Pennington
avec 10 y de ms-inositol et 700 y d'OM pour 10 cc. Une seule cellule

OM ä l'inoculation
OM ajoute apres 14 h 30
OM ajoute apres 16 Ii
OM ajoute apres 18 h

Contröle sans OM

30,50 (jl

25,24 p.

22,04 p.

16,38 [jl

13,40 p.
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est placee dans le milieu et son comportement suivi au microcoscope.
Les resultats sont les suivants:

Contröle sans OM 0 h
Avec OM apres 16 h

apres 24 h

apres 40 Ii

apres 87 h 30

7,0 p.

17,18 p.

17,45 p
12,84 p
10,31 p

(1 cellule)
(8 cellules)

(24 cellules)
(60 cellules)
(90 cellules)

L'interpretation des resultats de cette experience est la suivante.
Au cours des 16 premieres heures, la cellule inoculee se divise et les

cellules produites subissent Faction d'OM. Dans la suite, le nombre
de cellules augmente rapidement. Elles ne peuvent plus etre comptees
exactement dans la goutte pendante. Les dernieres cellules produites
— les plus jeunes — ne subissent que plus faiblement Faction de l'inhi-
biteur. II ne se produit done pas de raccourcissement. D'ailleurs les

conditions de culture dans une goutte pendante sont bien diflerentes
de celles d'une culture de 10 cc en Erlenmeyer. De toute faijon, il est

demontre qu'apres 16 h (et probablement avant), Feffet de l'OM se

produit tres nettement.

Culture en avitaminose et en Hypovitaminose.

Une antivitaminose est produite lorsque Feffet d'une vitamine
essentielle est annule par son antagoniste specifique. En premiere
approximation, le resultat est identique ä celui d'une avitaminose

ou d'une Hypovitaminose, l'organisme se multipliant en presence d'une
dose tres faible de vitamine.

Une experience a ete effectuee en Hypovitaminose, avec des

doses decroissantes de ms-inositol, le taux optimal etant toujours
de 10 y pour 10 cc de milieu. Duree 48 h.

ms-inositol en Y

10 5 4 i J 1 0,5 0,1 0,001 0

Developpement too 79,3 65,5 32,4 12,72 5,92 2,83 1,65 1,58
Nombre des cellules

(en millions) 365,75 224,5 112,5 66 16,75 7,25 2,25 1,25 1,25
Longueur des

cellules, en p 8,34 ~ 10,115 14,19 ~ ~ 12,675
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Les resultats sont moins spectaculaires qu'en antivitaminose.
Cependant, il est visible qu'une dose insuffisante de vitamine determine

un allongement des cellules.

Nous savons d'ailleurs qu'antivitaminose et hypovitaminose,
malgre leurs apparentes similitudes, ne sont pas identiques quant ä

leurs repercussions sur le metabolisme [5].
On peut se demander si le phenomene cytologique observe est

reellement du ä une antivitaminose inositique seule. Nous avons
supprime du milieu de Pennington l'une ou l'autre des Adtamines

qu'il contient, mais en laissant le ms-inositol. II s'agit de la biotine,
de l'acide pantothenique, de la pyridoxine, de la thiamine et de

l'acide nicotinique. D'autre part, nous avons cree de fortes hypo-
vitaminoses ä l'egard de ces diverses vitamines. En l'absence d'acide

pantothenique les cellules sont deformöes, un peu allongees. En
l'absence d'acide nicotinique, les cellules sont moins deformees, mais

un peu plus allongees que les normales. En l'absence de thiamine, de

biotine ou de pyridoxine, les cellules sont normales. Ni les avitami-
noses, ni des hypovitaminoses ä l'endroit de ces vitamines ne deter-
minent des resultats se rapprochant de ceux livres par l'anti-inositol.

Nous avons cherche ä modifier 1'effet de l'OM par des adjonctions
de tres fortes doses des autres vitamines du milieu en allant jusqu'ä
200 y pour la biotine et 100 mg pour les autres vitamines, soit 1000 fois
les doses normales. Ces hypervitaminoses de compensation n'ont pas
donne lieu ä des phenomenes remarquables. La thiamine et l'acide

nicotinique en tres hautes doses, non physiologiques, semblent atte-
nuer quelque peu l'inhibition de croissance due ä OM.

Les hypervitaminoses seules, en l'absence d'OM, ne determinent

que peu de modifications visibles de la forme des cellules.

Action d'antivitamines diverses. — Nous avons fait agir sur la
Levure un certain nombre d'antivitamines dans l'espoir de perturber
le developpement de la cellule.

Sulfamides. Dimethyl-acroyl-sulfanilamide (Irgamide),
N1^, 4- dimethylbenzol-sulfanilamide,
Antithiamine. Pyrithiamine,
Antifolique. Acide diamino-2,6-dimethyl-ll,12-pteroylglutamique.

A la dose de 1 mg pour 10 cc, ces substances n'exercent aucun
effet.
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Action (Thormones de croissance vegetales. — Partant de l'hvpo-
these que la cytogenese est perturbee, nous avons tente d'annuler
l'effet de l'OM par diverses hormones: acide indolacetique, furfuryl-
6-aminopurine (kinetine), sei de K de l'acide cis-traumatique (trau-
matine), preparation de giberelline. Jusqu'ä 100 v d'hormone pour
10 cc, aucune desinhibition ne se produit.

Stabilite des modifications cytologiques. — L'efTet d'OM a ete repete
de tres nombreuses fois. Avec des conditions de culture toujours
semblables, la transformation des cellules normales en cellules geantes
se produit regulierement. En contact continu avec le milieu conte-
nant OM, les cellules geantes le restent et evoluent en presentant
diverses manifestations cvtopathologiques.

Les nombreuses experiences efTectuees ä l'aide du milieu de

Pennington (P) et du milieu naturel (moüt de biere), les deux geloses,

peuvent et re resumees de la maniere suivante:

1) des cellules inhibees par OM transportees sur milieu P sans

ms-inositol ne fournissent que des formes anormales, des pseudo-

myceliums,

2) des cellules normales transportees sur milieu P sans ms-inositol
fournissent egalement les memes cellules anormales, identiques
ä Celles de l'experience precedente (avitaminose),

3) des cellules inhibees et geantes transportees sur milieu P avec
ms-inositol livrent des cellules normales,

4) il en est de meme si nous utilisons un milieu naturel.
II ne s'agit done pas d'une modification de nature genetique.

Evolution nucleaire. — L'etude des noyaux est indispensable si

Ton veut se rendre compte du mecanisme des phenomenes. Les

colorations, efTectuees sur frottis ou sur coupe sont faites ä l'hematoxyline,
au Giemsa, ä l'Azur I ou au Feulgen.

Les resultats observes sont les suivants. La cellule normale est

uninucleee. Les divisions nucleaires peuvent etre observees. La
cellule geante est egalement uninucleee. L'evolution de cette derniere

se produit de diverses manieres. La cellule geante en contact durable

avec OM reste anormale, puis finit par degenerer (cytolyse). Parfois,
elle subit encore une division et Ton a une cellule fortement allongee

composee de deux articles, chacun beaucoup plus long qu'une cellule
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normale. Les deux cellules formees peuvent, mais pas toujours,
se separer. Enfin, une cellule geante peut former par une suite
d'etranglements, une chainette d'oldies egalement uninucleees. Ce

sont probablement ces oidies qui permettent ä la culture,
transports sur un milieu frais avec ms-inositol, de se multiplier nor-
malement.

Jusqu'au Stade oil nous avons suivi revolution de ces cellules

geantes, on ne peut constater l'apparition d'un apocytium ou d'un
syncytium.

Tous les documents cytologiques seront publies en detail ailleurs.
Schizosaccharomyees est une Levure qui se divise transversale-

ment, ä la maniere des Bacteries. Elle se prete done bien ä une etude
du genre de celle dont nous exposons les resultats. Saccharomyces

est au contraire une Levure classique, bourgeonnante. Les cellules
nouvellement produites se separent ensuite. Smith [6] fait une breve

remarque relative ä Taction du ms-inositol sur S. carlsbergensis: en
Tabsence de ce facteur il se forme un amas coherent de 50 cellules,
ne se separant pas. Le fait vient d'etre confirme par Gosh et coll.

avec la meme Levure [7].
Dans le meme ordre d'idees, Eagle [8] montre que le ms-inositol

ä la concentration 10-6 ä 10-7 est indispensable au developpement
de culture de tissus humains, normaux et malins. En Tabsence de

ms-inositol diverses manifestations cytopathologiques sont observees.

II ressort de nos experiences qu'en Tabsence de ms-inositol dans
le milieu, une perturbation des divisions cellulaires se produit. En
mettant ce facteur hors d'etat d'agir ä l'aide d'un anti-inositol, les

phenomenes sont particulierement nets. Le determinisme de la division

cellulaire est extremement complexe. II est pour Tinstant impossible

de dire d'une maniere precise dans quelle etape du metabolisme

ce facteur agit. Tres certainement un effet primaire est exerce sur
le cytoplasme, mais le resultat final visible doit etre recherche dans

une perturbation de la formation de la membrane.

Nos experiences permettent d'attribuer au ms-inositol une
fonction dans le metabolisme cellulaire qui n'a pas encore ete precisee.

Ces recherches seront developpees dans diverses directions,
biochimique, cytologique et microbiologique.

Nous sommes reconnaissants au Fonds National suisse pour la
Recherche scientifique de son appui.
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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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