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Abstract-THE present paper attempts to compare in different types of organisms 
how DNA deficiency (obtained by deprivation of an essential precursor, by irradia- 
tion or intoxication, or by total enucleation) can affect various cellular processes. 

Energy-producing mechanisms. (a) Oxidative phosphorylations: mitochondria 
appear to act independently of the cell nucleus because neither WV. irradiation 
(in bacteria), intoxication by nitrogen mustards in embryos or total enucleation 
in amoebae inhibit the formation of ATP even after long periods of time. One must, 
however, remember that a genetical control does exist, as demonstrated in yeasts by 
EPHRUSSI (1953). The role of DNA in nuclear phosphorylations (MIRSKY et al., 
1956) remains very puzzling, because DNA can be replaced by several unspecific 
polyelectrolytes. (b) Anaerobic phosphorylations, however seem to be much more 
dependent on nuclear function in the same types of cells; in anucleate amoebae, 
glycogenolysis is also inhibited. The role of the nucleus in these processes has, 
however, not been clarified; but, as certain stages of coenzyme I (DPN) synthesis 
take place in the nucleus, this synthesis might be closely correlated to DNA integrity. 

Ribonucleic acid andprotein synthesis. It is known that the nucleolus is an 
important site of RNA metabolism and probably synthesis, and RNA could be 
formed in the nucleolar organizer or in the puffs one observes in certain bands of 
the chromosomes of larvae of diptera, where FICQ and PAVAN (1957) have shown 
an important RNA and protein metabolism besides active DNA synthesis. In the 
case of amoebae, the experiments of GOLDSTEIN and PLAUT have demonstrated a 
migration of nuclear RNA into the cytoplasm; but, the fact that non-nucleated 
cytoplasm is still capable of incorporating low molecular precursors into RNA, 
despite a rapid loss of total RNA, demonstrates that cytoplasmic RNA is capable 
of being metabolized in the absence of a nucleus; and, in non-nucleated aceta- 
bularia, a net synthesis has even been observed under certain conditions. One is 
therefore led to postulate a certain degree of independency of cytoplasmic RNA 
metabolism, although the nucleus seems to control the maintenance of cytoplasmic 
RNA. Similar observations on protein synthesis have been made in acetabularia 
where important increases of total protein and of certain enzymes have been 
observed during growth of the non-nucleated half. The non-nucleated halves are 
even still capable of cellular differentiation, but this is only possible for a certain 
time because, if they are kept in the dark for 2 or 3 weeks after enucleation, they 
lose their capacity of forming their differentiated cap. 

In micro-organisms, DNA can be destroyed by X-irradiation, but there is no 
immediate loss of the capacity to form induced enzymes; this has been clearly 
demonstrated by CHANTRENNE and DEVREUX (1958). Embryos containing abnormal 
DNA are capable of cleaving apparently normally and of incorporating high amounts 
of amino acids into their proteins, but they become incapable of differentiation. 

One is led to postulate a certain independency from the nucleus of RNA and 
protein synthesis and, in certain extreme cases, one has suggested that this indepen- 
dency might be total as in cytoplasmic heredity. 
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The complicated pathway by which genetic information proceeds before becoming 
expressed in the cytoplasm by the synthesis of specific constituents explains that the 
deficiency in DNA does not immediately stop specific protein synthesis; but, if 
DNA has been affected for some time (as in the case of the embryos containing 
abnormal DNA or acetabularia which has been kept in the dark), differentiation 
will no more be possible. 

Mitotic processes. In micro-organisms, a deficiency of DNA-forming pre- 
cursors arrests both nuclear and cytoplasmic divisions; but cell division can also be 
inhibited in conditions where [DNA synthesis appears to proceed normally, as in 
many irradiation experiments; and one knows of several instances of lcytoplasmic 
cleavage in enucleated embryos. One is therefore led to conclude that cell constitu- 
ents other than DNA also play an important part in controlling mitotic processes. 

L’UN des moyens experimentaux dont on dispose pour tenter de debrouiller le 
mecanisme par lequel s’exprime, dans une cellule, l’information genetique portee 
par son acide desoxyribonucleique (ADN), est d’ttudier celle-ci dans les conditions 
oti l’on peut supposer que cet ADN a et6 ah&t, ou m&me totalement supprimt. 
Nous nous proposons done de rechercher de quelle man&e une telle deficience 
de l’ADN (provoquee par l’irradiation, les antimetabolites, la carence d’un 
precurseur essentiel ou l’enucleation) peut affecter les diverses activitb cellulaires: 
metabolisme energetique, syntheses d’acide ribonucleique (ARN) et de proteines, 

processus de mitoses et de differentiation. 

CARENCES MBTABOLIQUES 

L’utilisation de souches bacteriennes auxotrophes pour un prtcurseur specifique 
de l’ADN (thymine, thymidine) a permis d’etudier les consequences dun arret 
selectif de la synthese de l’ADN. 

JEENER et JEENER (1952) et COHEN (1957) BARNER et COHEN (1954), ont montrl 

qu’une telle carence n’entraine nullement l’arret de la synthese de l’ARN, ni des 
proteines chez Thermobacterium acidophilum ou -Escherichia coli 15T- : au contraire, 

ces batteries s’allongent demesurement et la synthese de l’ARN et des proteines 
est a peine ralentie (environ 80% de la normale). Toutefois, la cytodierese s’arrete 
(d’ou allongement) et cet arret semble meme preceder l’arret des divisions nucltaires. 

Toutefois, les cellules ainsi trait&es se cornportent normalement a bien des points 

de vue: elles continuent a pouvoir synthetiser des proteines nouvelles quand on 
induit leur synthtse par l’addition au milieu de culture deficient en thymine, des 
mttabolites nouveaux comme le xylose, le galactose, le nitrate : ils induisent respec- 
tivement la formation dune isomerase, dune j3-galactosidase, dune reductase qui 
leur permet d’utiliser le substrat nouveau. Ces batteries deficientes peuvent s’infecter 
et du bacteriophage peut s’y multiplier en depit de l’absence de thymine: le virus 
apporte peut-etre a la bacterie le gene necessaire, comme c’est le cas dans un simple 
phenomtne de transformation; et la vitesse normale de multiplication du virus 
indique que d’autre part de nombreuses fonctions bacteriennes sont rest&es 

intactes. 
Cependant, le dtsequilibre de croissance des divers constituants cellulaires 

impose par la carence en thymine finit par &tre fatal aux batteries qui perdent 
progressivement et irreversiblement le pouvoir de se multiplier, meme si on les 
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&ale sur un milieu non carenct. C’est bien le dtstquilibre de croissance qui est en 
cause car si on choisit une souche bacterienne dtficiente pour un acide amine en 
plus de la thymine, la mortalite est considtrablement diminute et n’apparait que 
si on fournit l’acide amine. COHEN a d’ailleurs observe que ce ne sont pas seulement 
les syntheses proteiques qui s’arretent pendant la carence en acide amine, mais 
aussi celle de l’ARN. 

Notons pour finir qu’une autre consequence de la carence en thymine est l’aug- 
mentation du taux des mutations. KANAZIR notamment, a observe dans le cas de 
batteries deficientes, non seulement en ce qui concerne la thymine, mais tgalement 
dependantes de la presence d’arginine ou d’uracile (ou des deux,) que le nombre 
de bacttries sujettes aux mutations reverses (vers l’independance vis-a-vis de 
l’uracile ou de l’arginine ou des deux) augmente considerablement. La carence en 
thymine provoquerait une certaine instabilite de I’ADN (bien que celui-ci ait 
conserve son poids moleculaire comme le montrent des experiences d’ultracentri- 
fugation). Cependant d’autres hypotheses que celles de mutations n’ont pas CtC 
formellement Climinees (BARNER et al., 1958, KANAZIR, 1959). 

AGENTS ANTlMITOTIQUES 

Parmi ces agents, les rayons X et u.v., les moutardes a l’azote, ont CtC abondam- 
ment utilises dans de t&s nombreuses experiences inthessant une grande variete 
d’especes cellulaires: on a constate un blocage assez selectif du metabolisme de 
I’ADN. Ce blocage n’est d’ailleurs pas definitif quand la dose est mod&-&e et 
quand dans I’organisme consider+ la synthese de 1’ADN se fait pendant une 
periode limit&e du cycle cellulaire; l’irradiation avant cette periode est la plus 
efficace. On constate dans toutes ces experiences effect&es sur des bacttries 
(KERNER, 1953; KANAZIR et ERRERA, 1956), sur des cellules d’ascite (FORSSBERG 
et KLEIN, 1954; CASPERSSON et al., 1958), sur des myeloblastes (LAJTHA, 195X), sur 
des pointes de racines (HOWARD et PELC, 19.53), que la synthese de I’ADN a ttC 
bloquee; mais si on observe d’autre part les consequences sur le metabolisme, il 
apparait yue les syntheses de 1’ARN et des proteines sont a peine ralenties et que la 
masse cellulaire augmente et reste susceptible a l’infection (bacteriophage, virus), 
mais que la cytodiCr&--comme dan; le cas des batteries dCficientes--est bloquee 
ou retardee. 

L’augmentation de la masse cellulaire indique vraisemblablement que les sources 
d’energie sont intactes. Dans le cas des E. co/i irradits aux u.v., il en est bien ainsi 
en atrobiose ou l’on trouve m&me un exces d’ATP (adenosine triphosphate) par 
rapport aux ttmoins. En anaerobiose par contre, on observe une deficience en 
ATP au moment oti s’effectuera la reprise de la synthese de l’ADN (KANAZIR et 
ERRERA, 1956). 

La dissociation entre le metabolisme de 1’ADN et de 1’ARN n’est malheureuse- 
ment pas aussi nette qu’on le voudrait et dans certains cas on peut noter Cgalement 
un certain ralentissement dans le metabolisme de 1’ARN comme celui que I’on 
observe chez E. coli irradie a 1’u.v. et qui s’accompagne peut-etre d’une dissociation 
de certains ribonucltoproteides (DRAKULIC, 1959). Quoi qu’il en soit, la synthese 
de proteines sptcifiques reste possible et apres irradiation X elle ne parait mCme 
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pas diminute bien qu’elle puisse subir un certain retard; les rayons U.V. auxquels 
les ribonuclkoprotCides cytoplasmiques sont probablement plus sensibles, sont 
moins aptes B dissocier de manitre absolue les effets sur 1’ADN et sur les synthkes 
de prottines spkifiques aussi nous bornerons-nous B discuter ce qui a CtC obtenu 
i l’aide des premiers types de rayons. 

Des doses de rayons X ne laissant se multiplier qu’un individu sur mille ou dix 
mille et qui bloquent totalement la synthkse de 1’ADN n’entrainent pas l’arret des 
synthbes induites par des substrats nouveaux: maltose, galactose (BARON et al., 

1953 ; BRANDT et FREEMAN, 195 1) qui induisent une maltosidase et une galactosidase, 
oxygkne qui induit l’apparition de catalase (CHANTRENNE et DEVREUX, 1958). Ce 
dernier cas a ttC particulikrement bien CtudiC: des levures du type mutant “petites 
colonies” cultivkes prkalablement en anakrobiose se mettent B synthetiser trb 
rapidement de la catalase quand brusquement on leur fournit de l’oxygkne et ceci 
mSme quand la synthkse de l’ADN est bloqute par lo6 r de rayons X et que 1’ADN 
a Ctk altt?rC au point de devenir susceptible B l’hydrolyse alcaline m&nag&e: la 
synthkse de catalase est mCme souvent supkrieure B ce qu’elle est pour les tCmoins 
non irradiks. Si les levures sont, au tours de l’expkrience, cultivCes en prksence 
d’un prkurseur commun g l’ADN et g l’ARN, on constate que son incorporation 
dans I’ADN est fortement diminute et n’augmente en tout cas pa? si la culture 
est aCrCe, mais que par contre son incorporation dans 1’ARN est considkablement 
augmentke, ce qui montre un comportement comparable B ce que l’on observe 
pour la synthtse de l’enzyme (Tableau 1). 

TABLEAU 1. ACTIV&* PAR RAPPORT AU TBMOIN ANA~ROBIQUE NON 
IRRADIB (COL. 2) (EN %) D’APR~S CHANTRENNE ET DEVREUX (1958) 

I Non irradike I IrradiCs (2 x 105r) 

Non a&t A&C ~ Non a&r& AS 

Catalase I 100 20@400 / 125-280 195-550 
ARNt 

ac. uridilique ’ 100 114-300 145-145 175-400 
ac. cytidilique 100 138-340 134-185 175-375 

ADNt 
thymine 100 150-320-350 284(r190 40-90-200 

* Les chiffres reprksentent les rtsultats de deux expkriences extr&mes. 
t Incorporation d’uracile-2-l%. 

De ces experiences et de celles citCes prCcCdemment on peut tirer les conclusions 
suivantes : 

(1) L’arr@t total de la synthkse de l’ADN n’entraine pas l’arrCt des synthbes de 
l’ARN, ni de celle de protkines mCme spkcifiques, bien que dans certains cas il y 
ait une lCg?.re inhibition. 11 est vraisemblable que, dans ces cellules, l’information 
gCnCtique indispensable a d6ji Ctt transmise au moment de l’irradiation, de l’ADN & 
d’autres constituants cellulaires. La synthtse induite d’enzyme dtpend probable- 
ment d’organites cytoplasmiques dont les activitts sont rCgies par des g&es 
nuclCaires. 
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(2) L’arrCt de la synthke de l’ADN entraine un arr&t de la division du noyau 
cellulaire ainsi que de la cytodiCr&se. Cette dernike n’est cependant pas uniquement 
sous contr6le nucltaire car des faibles doses d’u.v. n’arr&tant pas la synthkse de 
1’ADN peuvent ntanmoins provoquer l’allo&gement des bacttries. 

DEVELOPPEMENT DE CELLULES EMBRYONNAIRES 

ConsCquences de l’altkation des gamktes : l’irradiation ou l’application de 
divers toxiques 5 des gamktes a permis d’Ctudier le devenir d’embryons provenant 

par exemple de la conjugaison d’un gamtte anormal avec un gamkte normal. 
Qu’il s’agisse d’irradiation X ou U.V. ou d’intoxication & I’aide de poisons anti- 

mitotiques (moutardes g l’azote par exemple), ce traitement n’entrave pas la 
fkondation, mais provoque un certain retard dans la formation du premier sillon 
de segmentation, le rythme de formation des sillons suivants redevient normal 
et la segmentation se poursuit. Pour des doses suffisantes, la chromatine irradite est 
compl?tement inactivke et elle s’6limine aprb la fkondation, et chez les espkces 
favorables, l’embryon pourra se diffkencier en une larve haploi’de, comme s’il y 
avait eu induction parth&ogCnttique. Mais pour des doses moindres, le dtveloppe- 
ment embryonnaire s’arrCte invariablement au moment de la diffkrenciation 
(HERTWIG, 1911; DALCQ et SIMON, 1932): la chromatine irradite fusionne plus ou 

moins complktement avec la chromatine du gamtte normal, ce qui dktermine 
nkanmoins un noyau diploi’de aberrant, qui pourra se diviser plus ou moins 

rtgulikrement pendant toute la segmentation; cependant, les embryons dipassent 
rarement le stade blastula. Ce comportement offre de grandes analogies avec ce 
qui se passe dans le cas d’hybrides 1Ctaux obtenus, entre diverses espkces, chez les 
Cchinodermes ou les amphibiens (BRACHET, 1954a) et dans le cas d’oeufs ftkondCs 
par des spermatozoi’des intoxiqks aux moutardes B l’azote, oti la formation d’un 
zygote diploi’de est de rigle. 

Les causes de 1’arrCt du dkveloppement ne sont pas claires, mais il semble peu 
probable qu’il soit dQ spkifiquement d 1’arrCt des mitoses qui se sont poursuivies 
pendant toute la segmentation. La segmentation peut d’ailleurs s’effectuer en 
l’absence complkte de noyau, comme le dkmontrent une sCrie d’observations sur 

les oeufs CnuclCts d’khinodermes ou d’amphibiens (BRACHET, 1957) : l’analyse 
cytologique montre alors que les asters continuent g se diviser en l’absence de 
chromosomes et m&me de fuseau. On obtient dans les cas les plus favorables des 

blastulas sans noyau : mais la difftkenciation est impossible, ce qui prouve une fois 
de plus qu’elle dCpend directement de 1’intCgritC nucltaire. L’analyse biochimique 
de ces blastulas bloqkes nous permettra peut-&tre de dkouvrir les Cltments dont 
dCpend la morphogtnkse. 11 n’est tvidemment pas possible de comparer de manikre 
rigoureuse les rkultats d’observations faites dans des conditions tellement diff.5 
rentes. Cependant, certains traits gCnCraux mkitent d’&tre souligks. 

MPtabolisme tfnergdique 

11 existe peu de renseignements sur le mttabolisme d’embryons provenant de la 
fkondation d’un gamkte normal par un gamite anormal (homo- ou h&Crologue, 
irradik, intoxiqut). Dans le cas des hybrides, les rtkultats sont trks variables et les 
cas oti l’on observe une inhibition de la respiration ne peuvent &tre gtnCralisCs. 
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Except6 dans les embryons de grenouilles obtenus en fecondant des oeufs 
normaux par des spermatozoi’des intoxiques aux moutardes a l’azote (BRACHET. 
1954b), on ne connait pas grand chose auxreserves d’ATP. Dans le cas des embryons 
letaux, la teneur en ATP reste normale en aerobiose et est m&me souvent superieure 
chez les blastulas bloquees comparees aux neurulas ttmoins du mCme age: de 

toute evidence, l’utilisation d’ATP est freinee dans ces cas. En anaerobiose par 
contre, la teneur en ATP des hybrides diminue nettement plus rapidement que 
chez les embryons temoins (BARTH et JAEGER, 1947; BRACHET, 1954b) ce qui signifie 

peut-etre que les mecanismes de la glycolyse, qui fournissent la majeure partie de 
l’ATP en l’absence d’oxygtne, sont inhibes. Ceci Concorde avec les observations de 
GREGG (1948) et avec celles de JAEGER (1945) qui avaient observe deja une diminu- 
tion de la glycogenolyse dans des conditions analogues. 

Me’tabolisme des acides nuckfiques et des prote’ines 

La plupart des resultats viennent d’observations chez les hybrides letaux de 

grenouille (BRACHET, 1954b) chez lesquels furent faites des observations cyto- 
chimiques simultanement avec des mesures quantitatives. Chez ces embryons, de 

meme que chez ceux obtenus a l’aide de spermatozoi’des intoxiques aux moutardes 
a l’azote, la synthbe de I’ADN est fortement ralentie, ce qui ne s’ttait pas observe 
quand les spermatozoides avaient CtC irradies aux u.v., du fait que dans ce cas on 

obtient, aux doses utilisees, des embryons haploi’des mais possedant environ deux 
fois plus de cellules que les temoins. 

En ce qui concerne l’ARN, on a observe qu’au moment ou le developpement se 
bloque, les hybrides Rana esculenta $? x Rana fisca 3 ont la m&me teneur en 
ARN que les temoins; mais alors que l’ARN continue a croitre chez ceux-ci, sa 
synthese s’arrete chez les letaux en m&me temps que s’arrete la morphogenbe 
(STEINERT, 1951). Mais toute activite de cet ARN ne cesse pas pour autant, puisque 
des blastulas bloquees ont cependant incorpore une quantitt plus que normale de 

32P dans leur ARN: la radioactivite specifique de cet acide est double par rapport 
a celle de l’ARN des temoins du m&me age, oh la quantitt d’ARN a presque 
double pendant cette meme periode de differentiation. Ces resultats concordent 
d’ailleurs avec ceux de BODENSTEIN et KONDRITZER (1948) sur des embryons 

obtenus a l’aide de SpermatozoIdes intoxiques. 
En ce qui concerne la synthese des proteines, celle-ci a CtC Ctudite en suivant 

l’incorporation de glycocolle-I-r4C dans les groupes carboxyles des proteines: ici 
encore, l’incorporation est beaucoup plus considerable chez les hybrides que dans 
les embryons normaux mis en presence de l’acide amine radioactif au stade blastula 
(Tableau 2). Toutefois, ce mttabolisme intense de I’ARN et des proteines des 
“hybrides” est anormal puisque la morphogenese ne se fait pas et qu’il ne s’agit 

vraisemblablement pas de syntheses nettes de 1’ARN et des prottines: l’apparition 
des prottines specifiques qui sont l’essence meme de la differentiation ne se fait plus 
parce que le traitement initial a l’yperite a vraisemblablement bloque le transfert de 
l’information gtnetique des noyaux au cytoplasme, soit en alterant deja l’ADN des 
spermatozoides, soit en interferant avec sa synthese, ou en empechant le transfert de 
l’information du noyau au cytoplasme. Le choix entre ces Cventualites n’est actuelle- 
ment pas possible, mais il est remarquable de constater que le developpement va 
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rarement plus loin que le stade oh KING et BRIGGS (1956) ont monk& que s’opke 
la diffkenciation nu&aire dont la nature reste & prtkiser. 

L’observation de coupes d’embryons d’hybrides ICtaux (ulna e~cu~en~a $2 x 

Rana fusca 6) colortes au Feulgen ou au vert de mCthyle-pyronine a montrC 
qu’au moment oti la diff&enciation devrait s’amorcer apparaissent une strie 
d’anomalies mitotiques (cirkses tricentriques par exemple) et une grande disparitC 
dans l’aspect des noyaux dont certains deviennent excessivement riches en ARN- 
tant en ce qui concerne leur sue nucldaire que leur nucltole-tandis que d’autres 
noyaux sans nucl6oles paraissent plus riches en ADN, Les coupes d’hybrides cuff 
dgaris 8 x Diana fusca +J et celles d’embryons obtenus ;i. I’aide de spermatozo’ides 
intoxiquks aux moutardes B l’azote sont trirs semblables. 

TABLEAU 2. COMPARAISON DU M~TABOLISME DES EMBRYONS L~TAUX 
PARRAPPORT AUX EMBRY~NSNORMAUX DUM~ME ~ZE* 

; Blastula 1 Gastrula 1 Neurula j Stac!e atteint 
1 er jour / 26me JON 3kme Jour , par 1 embryon 

Consommation d’oxygkne 
R. esculenta $2 x R. fusca i; 
Bufo vulgaris 9 X R. fusca j 
Rmu (spz. intox. N,H) 0,001 t0 

P&&ration a2P 
R. esculenta 9 x R. fusca 2 
Bufo vulgaris 9 x R: jiisca-d 
Rana (spz. intox. N,H) 0,005 “,c 

ARN =P 
Rana (spz. N,H) 0,005 % 

Protkines glycocolle l*C 
Rarza (spz. N,H) 0,005 “/;; 

1 

I,12 I,11 ! 0.59 blastula 

0,97 j 0,42 0,15 j blastula 
022 0,15 0,12 blastula 

0,41 I,85 parfois neurula 

0,96 1 0,71 ! 0,25 blastula : 

! - 
I 

/ 0,3 j - I ’ bIastuIa 

* Les chiffres reprksentent le rapport ---.. activit’ temoin uni Cs 
actlvitk hybrid& t 

arbitraires) cf. BRACHET (1954~). 

Le cas de la diffkenciation des tissus dans les organismes adultes suit vraisem- 
blablement des modalit& tout B fait identiques, mais dans ce cas, I’analyse est 
souvent plus complexe, car if est souvent trb difficile de faire la part des effets 
dus aux inhibitions mitotiques provoquCes par le blocage de la synthise de l’ADN 
et ceux dus plus spkifiquement & l’arr&t de la diffkrenciation ii un stade ultkieur. A ce 
sujet, on peut prendre l’exemple de l’effet des rayons X sur la moelle osseuse des 
mammifkres: une dose Male, chez le rat, provoque t&s rapidement un arr&t des 
mitoses entra~nant une d&zience des Xeucocytes et des hdmaties. Mais on cons- 
tate nCanmoins que, dans les heures qui suivent f’irradiation, la synthtise d’hkme 
et de globine (qui sont indbpendantes l’une de l’autre) commencent par augmenter 
(si on 1’6tudie en suivant I’incorporation du glycocolle) pendant les 24 premikres 
heures, alors que la synthke des deux types d’acides nuclkiques est fortement 
inhibte (ABRAMS, 1951). 

ORGANISMES J?NUCLG3% 

L’un des moyens expkrimentaux les plus simples dont on dispose pour Ctudier le 
mCtabolisme cellulaire en l’absence de metabolisme de I’ADN est d’enlever le 
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noyau et de suivre les reactions cytoplasmiques qui en rtsultent. Dans ce cas, 
evidemment, c’est plutbt le role du noyau dans son ensemble que l’on etudie, 
plutot que celui du seul ADN. 

Deux types d’organismes ont ttt utilises par I’un de nous (J.B.): l’algue marine 
Acetabularia mediterranea et l’amibe, que l’on peut facilement sectionner en une 
partie nucleee et une partie anucltte. I1 y a une difference essentielle entre ces deux 
organismes dont il faudra tenir compte pour l’interpretation des rtsultats: 
l’acetabularia est pourvue de chloroplastes et peut se nourrir par photosynthese 
mCme en I’absence de noyau, tandis que I’amibe, qui ne prend comme toute nourri- 
ture que des micro-organismes, devient presqu’immediatement incapable d’emettre 
des pseudopodes apres l’ablation de son noyau et elle devra de ce fait Ctre ttudiee 
dans des conditions de jetine alimentaire. C’est ce qui explique que les demi amibes 
enucleees ne sont capables de survivre que pendant une quinzaine de jours aprts 
l’enuclkation (les moitits nucleees ne survivent d’ailleurs que pendant 3 semaines). 

Les fragments anuclees d’acetabularia, par contre, continuent a grandir, peuvent 
regenerer et m&me se differencier en formant leur “chapeau”. C’est sous celui-ci 

que viennent normalement se loger les cystes provenant de la division tardive de 
l’unique noyau situ& pendant la majeure partie du cycle biologique dans l’un des 
rhizo’ides qui servent St fixer l’algue au fond de la mer). 

Comparons maintenant plus syst~matiquement ce qui se passe en ce qui concerne 
les diverses activitts de ces deux organismes. 

Respiration, glycolyse et utilisation des r&serves &erge’tiques 
L’ablation du noyau ne modifie pas l’activitt respiratoire des amibes, du moins 

pendant les 8 premiers jours de survie sans noyau-aprb ce moment, les fragments 
anuclees commencent a se cytolyser et les resultats sont moins p&is; il en est de 

meme chez l’acetabularia oh I’on constate, apres la section en deux fragments, 
que l’activite respiratoire augmente en m@me temps que s’allonge le fragment, 
pendant au moins 9 semaines, mCme dans le fragment anuclte, on elle est cependant 

moins rapide que chez les temoins vers la fin de l’exptrience. En ce qui concerne 
les reserves d’ATP nous n’envisagerons que l’amibe oh l’on trouve, en aerobiose, 
plutot un exces dans les fragments anuclees par rapport au temoin, ce qui refiete 

probablement que cette reserve d’energie est moins bien utilisee en l’absence de 
noyau, car, comme nous le verrons, les mecanismes de syntheses sont fortement 
ralentis. Cette accumulation d’ATP a lieu en dtpit du fait que l’un des premiers 
effets de l’enucleation est de diminuer tres considerablement l’incorporation du 
phosphate inorganique, ce qui pourrait resulter de profondes alterations de la 
membrane cellulaire accompa~ant l’incapacite qu’ont acquises les amibes anucleees 

de former des pseudopodes. 
En anaerobiose, on observe la situation inverse: les fragments anucltes perdent 

leur ATP beaucoup plus rapidement. L’ablation du noyau fait perdre au cyto- 
plasme sa capacite de maintenir son ATP en anaerobiose. Comme, en l’absence 
d’oxygene, 1’ATP provient en majeure partie de la glycolyse, on peut se demander 
si cette dernitre fonction n’est pas inhibee: on observe effectivement que la glyco- 
genolyse est tres lente ou nulle dans les fragments anucltes d’amibes et on continue 
a trouver d’abondantes r&serves aprts plus d’une semaine alors que celles-ci 
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diminuent beaucoup plus rapidement dans les fragments nuclees; des dosages ont 
d’ailleurs montre clue c’est environ trois jours apres l’enucleation que les fragments 
anuclees perdent la propriete d’utiliser ce polysaccharide; ce resultat a et6 retrouve 
par TARTAR (1956) chez le stentor. Remarquons en passant que les reserves de 
lipides sont Cgalement moins bien utilisees par les amibes anucltees. 

La raison de ces anomalies du comportement cytoplasmique apres Cnucleation 
pourrait resider dans une deficience en coenzyme, puisqu’il semble que d’apres 
les resultats de HOGEBOOM et SCHNEIDER, le noyau soit l’un des sites essentiels de la 
synthese de coenzyme I (diphosphopyridine nucltotide DPN). A l’heure actuelle, 

les dosages de COHEN (1956) et BALTUS (1956) concernant le taux en DPN des 
fragments anucl&% sont contradictoires et il convient d’attendre la mise au point 
de techniques experimentales plus s&es pour pouvoir dtpartager ces resultats. 

En ce qui concerne les reserves d’tnergie chez l’acetabularia, la situation est fort 
differente du fait de la photosynthbe, gtneratrice d’ATP, qui peut s’effectuer 
mCme dans des chloroplastes isolts: il n’est done pas ttonnant de constater que, 
meme un mois aprb l’enucleation, la fixation de CO, n’est pas diminuee, de plus, 
le metabolisme de l’amidon reste identique quelles que soient les conditions 
experimentales (absence ou non de lumiere et d’oxygene). 11 est clair que les deux 

types d’organismes n’ont pas un comportement identique, ce qui indique de toute 
evidence que le controle nucltaire sur les activitts cytoplasmiques n’est pas 
necessairement un phtnomene simple et qu’il peut se manifester fort differemment 
d’un organisme a l’autre. 

Synth2se d’ARN et de protkines 

La situation differe encore une fois entre l’amibe et l’acetabularia. Chez l’amibe, 
des observations cytochimiques et biochimiques montrent que les fragments 
anuclees perdent rapidement leur ARN qui n’est plus que d’environ 40% de celui 
des ttmoins nuclees apres 12 jours d’enucleation; cette mCme periode de jetme 
n’entraine d’ailleurs aucune perte d’ARN quand il y a un noyau. La structure 
meme du cytoplasme est alterte apres Cnucleation: de fibrillaire, celui-ci devient 

finement granuleux quand il est fixe en milieu acide: ceci pourrait indiquer une 
alteration des structures cytoplasmiques basophiles, ce que des observations 

preliminaires au microscope Clectronique semblent indiquer (BRACHET, 1959). 

Des observations autoradiographiques de Skreb-Guilcher ont montrt que, des 
le premier jour apres l’enucleation, l’incorporation d’adenine-14C dans les poly- 

nucleotides est deja fortement diminuee par rapport a ce qu’elle est dans les frag- 
ments nuclets. 11 existe done un controle nucleaire tres direct du mttabolisme 
cytoplasmique de I’ARN, mais celui-ci ne semble pas Ctre complet puisque m&me 
en l’absence du noyau, l’adenine peut continuer a Ctre incorporee, mais a un 
moindre degrt, dans 1’ARN cytoplasmique (PLAUT et RUSTAD, 1957; ERRERA 
et al., 1959). Les experiences de transplantations nucleaires de GOLDSTEIN et PLAUT 
(1955) avaient d’ailleurs montre l’existence d’un transfert de 32P de l’ARN du 

noyau vers le cytoplasme. 

L’intensite des syntheses proteiques, telles qu’on peut les suivre par l’incorpora- 
tion d’acides amines (mtthionine -35S, phCnylalanineJ4C, MAZIA et PRESCOTT, 
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1955; FICQ, 1956) diminue aussi dans les fragments anuclees, mais de facon moins 
marquee que pour l’ARN. 

L’incorporation d’acides amints dans les prottines, comme celle des bases 
puriques dans l’ARN, ne depend done pas exclusivement des fonctions nucltaires 
et peut s’effectuer en partie dans du cytoplasme isole. 

Cependant, ce type d’experience a l’inconvenient de ne pas rendre compte des 
variations absolues de proteines determikes. Aussi le sort d’un certain nombre 
d’enzymes a 6tC ttudie chez l’amibe apres l’enucleation et on peut alors observer 
que divers types de proteines Cvoluent de man&e tres differente. Certains enzymes 
(protease, Cnolase, adenosine triphosphatase) ne changent pratiquement pas: la 
dipeptidase dCcroPt pendant les 3 premiers jours constcutifs h l’tnucleation tandis 

que la phosphatase acide et l’esterase disparaissent tres rapidement: A l’heure 
actuelle, il est difficilement possible de donner une interpretation satisfaisante a ces 

comportements tellement differents (BRACHET, 1957). 

Chez l’acetabularia per contre, nous avons vu que les fragments anuclees 
regenerent et peuvent meme encore se differencier-c’est qu’ils sont capables 
de former des quantites importantes de prottines nouvelles, et mCme specifiques: 

il est done important de preciser ce qui se passe quantitativement, tant en ce qui 
concerne les proteines que 1’ARN. 

L’evolution de l’ARN apres l’tnucleation chez l’acetabularia est encore con- 
troversee: alors que BRACHET (1955) a observe que la synthese de l’ARN se 
poursuit pendant au moins un mois aprts l’enucleation (la quantite d’ARN triple 
environ pendant cette ptriode), NAORA et al. (1959) n’ont pas observe un tel 
accroissement bien que les algues se soient differenciees. Cette discordance resulte 
vraisemblablement des conditions d’experience car, dans un travail recent, NAORA 

et al. (1960) ont montre que si 1’ARN ne varie pas, il y a neanmoins une synthese 
nette dans les chloroplastes et une diminution dans le reste du cytoplasme. S’il y a 
une formation importante de chloroplastes, on doit s’attendre a une augmentation 

importante de l’ARN total. 
On sait d’autre part que, chez l’acetabularia, le noyau contient un volumineux 

nucleole dans lequel les syntheses d’ARN sont tres intenses comme en temoignent 
les etudes autoradiographiques; il est probable que ce nucleole diverse de 1’ARN 
dans le cytoplasme; s’il en etait ainsi, il serait important de preciser si cet apport au 
cytoplasme, qui pourrait se faire plus ou moins precocement, a deja eu lieu au 
moment de la section de l’algue. 

Ce qui, par contre, ne fait aucun doute est l’existence dune acceleration de la 
synthese prottique dans les premieres semaines qui suivent la section. I1 est pro- 
bable que la tige anucleee dispose alors de reserves metaboliques fournies par la 
photosynthbe, qui auraient normalement Cte utilisees dans le rhizo’ide. On constate 

d’ailleurs qu’en l’absence de noyau, la morphogenese (formation de chapeaux) 
est plus rapide que chez I’algue normale, mais que ce processus depend de l’illumi- 
nation (BETH, 1955). Ces observations ont ttC corroborees par des mesures de 
l’incorporation du 14C0, dans les proteines des deux types de fragments: pendant 
deux semaines environ, l’enucleation n’influence pas ce processus ; mais apres ce 
temps, la photosynthese des proteines diminue progressivement. Toutefois l’incor- 
poration du CO, dans les proteines des fragments anuclees continue encore 
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plusieurs semaines aprts la cessation de tome synthese nette. Outre la synthese 
de proteines de structure necessaires a la regeneration et a la morphogenese, on 
a pu montrer que divers enzymes, l’aldolase, la fructosidase, la phosphorylase 
continuent a augmenter apres tnucleation de! l’algue tandis que la phosphatase 
acide diminue comme chez l’amibe (BALTUS, 1959; HAMMERLING et al., 1959). 
11 est done certain qu’en l’absence de noyau, des syntheses nettes de proteines 
sptcifiques et d’acide nucltique peuvent encore se faire, bien que dans ce dernier 
cas, les conditions indispensables doivent encore etre precisees. 

CONCLUSIONS 

Comment, a la lumiere des don&es esquissees ci-dessus, peut-on se rep&enter 
le controle exerct par I’ADN et le noyau en general, sur le metabolisme du cyto- 

plasme ? 
En ce qui concerne les processus de production d’energie, considerons successive- 

ment les phtnomenes atrobiques et anaerobiques. 
Les oxydations cellulaires conduisant a la formation d’ATP en presence 

d’oxygene se passent principalement dans les mitochondries; celles-ci paraissent 
jouir d’une grande autonomie vis-a-vis du noyau puisque ni l’irradiation chez les 

bacttries, ni les poisons mitotiques chez les embryons, ni Yenucleation totale, 
n’abaissent le taux respiratoire et la production d’ATP pendant des periodes 
prolongees apres le traitement. Remarquons cependant qu’un controle doit 
exister puisqu’on cormait des mutations geniques qui entrainent des dtficiences 
respiratoires, notamment chez la levure (EPHRUSSI, 1953). 

11 existe Cgalement des phosphorylations aerobiques propres au noyau cellulaire 
dont on connait encore ma1 la nature et la signification; mais les travaux de MIRSKY 
et al. (1956) ont montre qu’elles dependent de l’integritt de I’ADN. Le role de 1’ADN 
dans ce processus est encore fort obscur; il peut en effet Ctre remplace par un certain 
nombre de polyelectrolytes n’ayant aucune specificite biologique ! 

La glycolyse et les phosphorylations anaerobiques paraissent dependre plus 
etroitement des fonctions nucltaires que la respiration des mitochondries. En effet, 

nous avons signale des deficiences d’ATP, de la glycolyse anaerobique et de la 
glycogenolyse chez les batteries irradiees, les hybrides letaux et les amibes Cnucleees. 

Le role du noyau n’est pas encore Clucide, mais on sait qu’il est le siege de certaines 
ttapes importantes de la formation des coenzymes, intervenant dans la glycolyse. 
Des donnees experimentales nouvelles sont encore necessaires pour demontrer 
que c’est bien une deficience de coenzymes que provoquent les divers traitements 
utilists. 

Quoi qu’il en soit, la formation des mitochondries aussi bien que celle des 
coenzymes depend, en fin de compte, de l’existence d’enzymes proteiques, dont il 
convient maintenant d’examiner l’origine. Le role des acides nucleiques dans la 
formation des proteines ne fait plus aucun doute: une fraction cellulaire soluble 
et une fraction bee aux microsomes sont essentielles aux syntheses de proteines 
qui s’effectuent au niveau du reticulum endoplasmique. 

11 est peu probable que ce systeme soit le seul ou s’effectuent des syntheses pro- 
ttiques: on peut notamment supposer que la petite quantite d’ARN trouvee dans 
les mitochondries et dans les chloroplastes concourt a la formation des proteines 
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de ces organites, comme il est vraisemblable que les proteines likes aux chromosomes 
soient directement synthetisees avec l’intervention de leur ARN ou de leur ADN. 

De meme, le lieu de la formation de YARN reste encore a preciser : il s’en forme 
en quantite particulierement abondante darts le noyau et surtout dans le nucleole. 
Est-il forme dam l’organisateur nucleolaire des chromosomes ou dans les ren- 
flements que presentent certaines bandes des chromosomes des larves de dip&es 
pendant leur developpement et dans lesquelles FICQ et PAVAN (1957) ont pu 
demontrer B c&e dune synthese d’ADN, un important metabolisme ribonuclCique 
et proteique? 

L’origine nucleaire (nucleolaire?) dune partie au moins de I’ARN cytoplas- 
mique semble avoir Cte ttablie chez l’amibe. Les experiences de GOLDSTEIN et 
PLAUT (1955) qui ont transfer6 un noyau d’amibe dont I’ARN contient du 32P. 
dans un cytoplasme non radioactif, ont demontre le passage d’ARN vers le cyto- 
plasme, alors que {‘inverse ne se produit pas. Mais le fait que du cytoplasme 
anuclee est capable d’incorporer des prkcurseurs de I’ARN montre que cet acide 
nucleique cytoplasmique est capable d’btre metabolise en l’absence du noyau, et 
chez l’acetabularia, une synthbe nette a pu Ctre demontree dans certaines conditions. 

On est ainsi amene a postuler une certaine independance, vis-a-vis du noyau, des 
mecanismes de synthese des acides ribonucleiques et des prottines; dans certains 
cas extremes, on a m&me ete conduit a supposer que cette ind~pendance pourrait 
Ctre totale ou presque, comme dans les cas d’heredite cytoplasmique. Le trajet 
complique par lequel chemine, dans la plupart des cas, l’information genttique 
avant de s’exprimer sow la forme de syntheses specifiques (dont la plupart ont 
probablement lieu dans le cytoplasme) explique que la destruction de I’ADN 
dune cellule n’entraine pas necessairement l’arret de syntheses de proteines 
nouvelles, comme c’est le cas des micro-organismes irradies aux rayons X qui 
peuvent encore effectuer des syntheses induites, ou des tiges tnucletes d’adtabu- 
laria encore capables de former un chapeau. Si l’alttration de 1’ADN a lieu de 
manitre tres precoce, comme chez les embryons anormaux, le developpement 
s’arretera non pas a cause de l’arret des mecanismes gtneraux de syntheses ribo- 
nucleiques ou proteiques ntcessaires aux mitoses, mais parce qu’8 ce moment la 
formation des constituants cdlulaires nouveaux, caracterisant la diff~renciation 
des noyaux et la morphogenlse, est devenue impossible. 

Le prtsent travail a pour but de comparer, chez differents organismes, les effets 
d’une deficience en ADN (obtenue par privation dun precurseur essentiel, par 
irradiation, ou intoxication ou par ~nucl~ation totale) sur des activites cellulaires 
varites. 

MPcanismes producteurs d’knergie 
(a) Phosphorylations oxydatives: les mitochondries paraissent trb autonomes 

vis-a-vis du noyau cellulaire parce que, ni l’irradiation par Ies rayons U.V. (pour les 
batteries), ~into~cation ~emb~ons par la moutarde a i’azote, ni ~~nucl~ation 
totale chez l’amibe, n’inhibent la formation d’ATP meme apres de longues ptriodes. 
I1 faut cependant se rappeler qu’un controle gtnetique existe, comme cela a CtC 
demontre pour les levures par EPHRUSSI (1953). Le role de 1’ADN dans les phos- 
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phorylations nucleaires (MIRSKY et al., 1956) reste t&s complexe parce que PGDN 
peut etre remplace par plusieurs polyelectrolytes non specifiques. 

(b) Les phospho~lations anaerobiques, cependant, semblent dependre beaucoup 
plus de la fonction nucleaire chez les memes types cellulaires; chez l’amibe anuclete, 
la glycogenolyse est aussi inhibee. Le role du noyau, dans ces processus, n’a 
cependant pas ete Cclairci ; mais comme certaines Ctapes de la synthese du coenzyme I 
(DPN) se produisent dans le noyau, cette synthbe pourrait &tre en correlation 
Ptroite avec Pint&grit& de I’ADN. 

Acide &onucI&que et syntht;ses protkiques 
11 est bien connu que le nucleole est un important centre du metabolisme de 

YARN et probablement de sa synthese, et que YARN pourrait etre forme dans 
l’organisateur nucleolaire ou dans les renflements que I’on observe dans certaines 
bandes de chromosomes de larves de dip&es, oh FICQ et PAVAN (1957) ont montre 
un important metabolisme de I’ARN et des proteines a c&S dune active synthese 
d’ADN. Dans le cas de l’amibe, les experiences de GOLDSTEIN et PLAUT ont 
montrk une migration d’ARN nucleaire dans le cytoplasme; mais le fait que les 
cytoplasmes non nuclees sont encore capables d’incorporer des precurseurs de 
faible poids moltculaire dans I’ARN malgre une perte rapide d’ARN total, 
demontre que I’ARN cytoplas~que est susceptible d’&tre metabolise en absence 
de noyau et, dans l’acetabularia non nucleec, une nette synthese a meme ete 
observee dans certaines conditions. 

On est ainsi amend a postuler un certain degre d’independance du metabolisme 
de YARN cytoplasmique, bien que le noyau semble contriiler la maintenance de 
I’ARN cytoplasmique. Des observations semblables sur la synthese proteique ont 
ettfaites thez l’acetabularia oli des augmentations importantes des proteines totales 
et de certains enzymes ont ete observees pendant la croissance de la moitie privee 
de noyau. Les moities anucleees sont m&me encore capables de differentiation 
cellulaire mais cela n’est possible que pendant un certain temps parce que, si elles 
sont maintenues & l’obscurite pendant 2 a 3 semaines apres Cnucleation, elles per- 
dent leur capacite de former leur “chapeau”. 

Chez les micro-organismes, I’ADN peut Ctre detruit par les rayons X mais ii 
n’y a pas de perte immediate de la capacite de former des enzymes induits; cefa a 
CtC clairement demontre par CHANTRENNE et DEVREUX (1958). Des embryons 
contenant de I’ADN anormal sont capables de clivage apparemment normal et 
d’incorporer de grandes quantites d’acides amines dans leurs proteines, mais ils 
deviennent incapables de di~~renciation. 

On est amen6 a postuler une certaine independance vis-bvis du noyau, de la 
synthbe des proteines et de I’ARN et, dans certains cas extremes, on a suggtre 
que cette independance pourrait etre totale comme dans 1”hCrCditC cytoplasmique. 

Le trajet complique par lequel I’information genetique chemine avant de 
s’exprimer dans le cytoplasme par la synthese de constituants specifiques, 
explique pourquoi la deficience en ADN n’arrete pas imm~diatement la synthese 
des proteines spedtiques; mais si l’ahtration de I’ADN a lieu de manike precoce 
(comme chez les embryons contenant de I’ADN anormal ou chez I’acetabularia 
apres un sejour a l’obscurite), la differentiation ne sera plus possible. 
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Processus niitotiques 
Chez les micro-organismes, une dCficience d’ADN formant des prkurseurs 

arr& les divisions nuclCaires et cytoplas~ques; mais la division cellulaire peut 
aussi Ctre inhibee dans des conditions oti la synthcse d’ADN semble normale, 
comme dans les expkriences d’irradiation; et l’on connait plusieurs exemples de 
clivage cytoplasmique chez des embryons BnucECs. On est ainsi amen6 j conclure 
que des constituants cellulaires autres que I’ADN jouent aussi un rBle important 
dans le contrale de la mitose. 
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DLSCUSSION 
R. VERCAUTEREN : 

glycolyse aerobic 
(1) Comment varie le rapport -~~ ~~- -‘- .-,--- .-- apt-es ~~n~cl~ation? Y a-t-3 un 

glycolyse anaerobic 
effet Pasteur? 

(2) Avez-vous suivi l’ATP-ase? 
M. ERRERA: 

(1) On n’a pas mesurt la glycolyse de man&e specifique apres Cnucleation de 
l’amibe; on a simplement observe que la respiration globale n’etait pas modifiee 
pendant plusieurs jours mais que d’autre part les reserves glycogeniques qui sont 
consommees par l’amibe nucleee ne le sont plus ou le sont beaucoup moins apres 
tnuclCation. 

(2) Nous n’avons pas eu le temps pendant cet expose de nous Ctendre sur le 
devenir de divers enzymes apres Cnuchktion de l’amibe. Nous avons mention& 
cette evolution dans le texte de la communication. En ce qui concerne l’adtnosine 
triphosphatase, nous devons cependant ajouter les precisions suivantes: si cet 
enzyme ne semble pas se comporter differemment dans les moities nucleees et 
anucletes quand on determine son activite de man&e globale, sa localisation 
cellulaire semble modifiee car sa composante superficielle like a la membrane capable 
d’hydrolyser I’ATP extracellulaire, diminue rapidement. 11 est probable que ces 
modi~cations sent en relation ttroite avec le perte de mobilite de l’amibe qui 
s’observe deja quelques minutes apres l’enucleation. 

R. WEGMANN: Que se passe-t-i1 avec les phosphorylases? 
J. BRACHET: Je n’ai pu deceler de phosphorylase dans les amibes avec les 

methodes dont je disposais. Utilisant des techniques plus raffinees, MATTEN- 

HEIMER vient de signaler que les amibes contiennent tous les enzymes de la glycolyse. 
Chez I’acetabularia, il se produit une synthese nette de phosphorylase en l’absence 
du noyau. L’enzyme semble etre, dans ce cas, accumult dans les chloropiastes. 

Z. M. BACQ: Dans le noyau d’acetabularia a la periode de croissance vegetative, 
a-t-on pu mettre en evidence la presence d’ADN ? 

J. BRACHET: Les gametes et le zygote contiennent un noyau Feulgen-positif. 
Mais le gros noyau est Feulgen-n~gatif et n’incorpore pas de thy~din~. On ne 
peut done pas affirmer de facon formelle que ce noyau contient de I’ADN. 11 est 
probable que la t&s petite quantite d’ADN presente dans le zygote est diluee dans 
l’enorme noyau de I’algue; il n’y a, en tous cas, pas de phtnomenes d”endopoly- 
plo’idie. 

P. ALEXANDER: Is there any evidence for nuclear phosphorylation in the amoeba? 
J. BRACHET: Nous n’avons pas travail16 sur Ies noyaux isoles d’amibes et seute- 

ment sur les fragments nuclees; il n’a done pas et6 possible de dtmontrer chez 
I’amibc les mecanismes mis en evidence dans le noyau des thymocytes par ALLFREY, 

MIRSKY et OSAWA et dans d’autres tissus a croissance rapide par ORD et STOCKEN. 


