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Abstract-Qualitative and quantitative determinations have been made of the nucleic 
acids in Sacchavomyees itaiicus Caste@ subject to the action of CO, KCN, and NaN,; 
and an analysis using the isotope 32P has been made. According to the results: 

(1) The total quantity of nucleic acids increased only under the influence of CO; 
under that of KCN it remained constant; while under that of NaN, it decreased. 

(2) The quantity of DNA increased 18-19 times under the influence of CO, and 10 
times under that of KCN; NaN, had only a slight effect. 

(3) The quantity of phosphoprotides (PP) diminished by about 65 per cent under the 
influence of NaN,. It remained constant under the influence of the other materials. 

(4) The quantity of RNA increased by 33 per cent, compared with the controls, 
under the influence of CO; it was unchanged by KCN; and decreased by 60 per cent 
under the influence of NaN,. 

(5) The amount of phosphorus intermediates (IMP) was greatest in the controls: 
the decrease was about 35 per cent for cells treated with CO, about 34 per cent for KCN, 
and about 73 per cent for NaN,. 

(6) Phosphorus incorporated in the culture medium decreased on the average from 
7 mg per g dry weight for controls to 14.41 mg per g after treatment with CO, and to 
5.40 after NaN,. 

(7) The results obtained by isotopic analysis agreed with these figures, except for 
the value of the IMP, which increased moderately (by 10 per cent). It is interesting to 
note that the DNA increase was more marked in the presence of CO (63 per cent) than 
in that of KCN. 

DANS nos recherches preddentes, nous avons examine le comportement de Sacchwo- 
myces cerevisiae et de Saccharomyces italicus Castelli sous l’action de CO, de CNK 
et de N,Na B l’aide de tubes d’Einhorn, du manometre de Van Itterson-Kluyver, de 
l’appareil de Warburg, ainsi que de microcalorim&tre.x-4 Nous avons egalement 
etudie I’action bacteria- et fungistatique de CNK et de N3Na.j 

MATiRIAUX ET MI?THODES 

Nous avons utilist pour nos recherches des cellules s&h&es de Saccharomyces italicus 
Caste%, cultivees sur gelose au mare (de malt) puis ricoltees, lavees plusieurs fois et 
enfin centrifugees. Dans des Erlenmeyers steriles de 50 ml, nous avons introduit 20-20 
ml de milieu de culture au pH 6, contenant 10% de glucose, puis nous les avons 
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ensemences par O,I g de cellules skhes de levures, dgees de 2 semaines au plus. Les 
concentrations des rdactifs ajoutes au miheu de culture etaient de: mole 1000 pour le 
CNK et le N,Na, de 2% pour le gaz CO, done les memes que dans nos experiences 

pr6cCdentes.1-3 Nous avons prod& le gaz CO par la reaction de l’acide sulfurique sur 
I’acid formique, tout deux &ant analytiquement purs. 

Le gaz ainsi obtenu a 6tC lave successivement dans une solution de soude caustique, 
puis dans l’eau distillee pour enlever les impuretes acidiques Cventuelles. Le gaz 
ainsi purifie a 6tC ensuite introduit dans de l’eau distillee stkile de faGon a obtenir une 
solution aqueuse saturee c’est a dire le 2% environ. La concentration de CO a et6 
dtterminee par la mtthode de Wennesland .6 Dans les recipients de controle nous 

n’avons mis que du milieu de culture sterile et 0,l g de cellules seches de levures. 
L’incubation a et6 de 48 heures d 26 “C. Apres ce dklai, le contenu des recipients est 
centrifuge et s&he, puis le poids du sediment set est mesure. Nous avons examine la 
teneur en acides nucleiques d’environ 440-480 millions de celleules de levure (dans 1 ml) 
traitees par differents rdactifs. La determination des proportions des differentes 
rkactifs. La determination des proportions des differentes fractions nuclkiques a eti 
faite selon la methode de Schmidt-Tannhauser (S.T.), combinee g celle de Schneider’ 
(Sch.). 

La combinaison des deux methodes permet d’eliminer plusieurs inconvknients 
propres a chacune d’elles isolement.s Avec la mCthode “Sch.“, 1’ADN n’influence pas 

la reaction a Porcine de I’ARN. D’autre part, les valeurs des phospho-proteines ne 
sont pas aussi anormalement ClevCes que dans le cas de la seule methode “Sch.“. 

Tandis que la methode “S.T.” est basCe sur la determination du phosphore des differ- 
entes fractions, la methode “Sch.” distingue le ribose et le desoxyribose par leurs 
&actions colorees. Les nucleotides sont determines par leurs pentoses et non pas par 
contenu en phosphore. 

SCHI?MA DE LA M~THODE “S.T.” 

Le residu set, en poudre, des cellules de levure, skhies et mesurkes, est dissous 

dans la soude caustique et mis en incubation pendant un certain temps. 

I 
Solution “a” 

I 
~~cidifi~ation) 

/ 
Solution “b” PrCcipitP “c” 

Nucleotides de L’ARN (‘*bl”) Albumines +- ADN 

-I7 
(,,,,,) (“d,?) 

Phosphore inorganique provenant des 
phosphoproteines (PP = ‘<bl’) 

Determination du phosphore par la methode de Robinson-Marland. 

SCHf MA DE LA MBTHODE “S.T.” ET “SCH.” COMBINl?E 

Le residu set, en poudre, des cellules de levure, sechees et mesurkes, est dissous 
dans la soude caustique. 
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I 
Solution rra’r 

(acidification} 

Solution “b” Prtcipk “c” 

Nucleotides de l’ARN (“bi’) Extraction tr~chlorac~t~que 
a 90 “C 

+ 
Phosphore inorganique provenant de 1 

phosphoprot~ines (PP = “b;‘) -_-_---- 

Solution “8” Proteines r&G- 
ADN sous forme duelles ((‘e”) 

decomposte et soluble 

Now avons rCpetC nos examens a plusieurs reprises. Nous donnons nos resultats en 
valeurs moyennes. Ces experiences ont CtC completees par des examens executes a 
I’aide de l’isotope 32P. Les cellules de levure ont CtC cultivees sur un gelose au mart de 
malt, contenant 5 frc de 3aP pour 5 ml de milieu. Les fractions nucleiques des cellules 
de levure Ctudits sont les suivants: (a) tout les acides nucltiques (AN) = ARN + 
ADN (= “bc’ + “d”); (b) ARN i- P inorg.; (c) = ADN (“d” )-i- proteines resi- 
duelles (“e”); (f) phosphore interm~diaire (IMP) = phosphore ne provenant pas 
d’acides nucleiques (P total = “a”). Phosphoprot~ines (PP) = le contenu en phosphore 
des proteines (Lib;‘). 

Ri SULTATS 

1. Dam nos experiences, executces par la prem@re mr’timde, nous avons trouve, 
que la quantite totale des acides nucleiques n’augmentait que sous l’action de CO 
(51o;b). Elle est restee presque inchangee sous l’action de CNK, tandis que, sous l’action 
de NaNa, nous avons constatt une diminution nette (650/b). 

La quantite de I’ADN n’a change pratiquement que tres peu sous l’action de N,Na 
et encore elle a plutot dim~nu~e. Dans les series traitees par le CNK, la quantite de 
I’ADN a ete presque 10 fois plus grande et, sous l’influence de CO, elle est mCme 
devenue 18-19 fois plus grande. Dans les valeurs des phosphoproteides, nous n’avons 
trouve de changement qu’en cas de traitement au N,Na: il s’agissait d’une diminution 
de 659’ .U’ 

La quantite de l’ARN a diminue de 6076 par rapport aux contriiles sous l’action 
de N,Na. Elle est restee presqu’invariee sous l’action de CNK, et montrait une aug- 
mentation de 33”,/0 sous l’influence de CO. La quantitk du phosphore intermediaire 
la plus Clevte a Pte trouvee dans les controles, Nous avons trouve une diminution de 
34 % dans les cas des cellules traitees par CNK, de 35% pour celles traittes par N,Na. 
La diminution du phosphore incorporc au milieu de culture est montee jusqu B 7 mg!g 
de substance s&he dans les controles, jusqu’ a 5,40 mg/g aprts un traitement de 
N,Na et lo,41 m&g apres celui de CO. L’action de CNK n’a pu Ctre Cvaluee de ce 
point de vue (voir Tableaux 1 et Fig. I). 
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2. Nous awns completl nos experiences par des examens exicutks 4 l’aide de 
I’isotope 32P. Now avons incorpork 5 ;CLC de 32p au milieu au mart de malt gklos6 
rkparti dans des tubes inclirks. Apt-&s l’incubation, nous avons enlevC les colonies 
avec prkaution B I’aide d’une anse. 11 faut tviter de toucher Ia gClose elle-m&me. 
Nous avons IavC les cellules B plusieurs reprises ou moyen de solut6 physiologique, 

TABLEAU 1. 

I 
/ ContrBles i N,Na 1 CNK CO 

fmg/g de substance seche) 

Nombre des cellules 
QuantitC totale des 

acides nucl&ques 
ADN 

&I 
P intermcidiaire 
Teneur en P du milieu 

au 0 heure 
Teneur en P du milieu 

au 48 hew-es 
Diminution du P du 

milieu 

480 :I’ 1oB 450 .i 106 

7,53 
0,il 
I,07 
6,91 
4,Pl 

3% 
0:30 
2,3? 
I,15 

500 I’ I@ 

8,07 11.38 
I ,03 2,11 
I,25 I,29 
6,91 9,2 1 
3,41 3.05 

43,50 43,.50 43,50 

36,42 38,lO Non &valuable 

7,08 5,40 Non &valuable 

! 486 IO6 

43,50 

! 33,09 
I 

1 IO,41 

Quonhf~fofok Diminution du F. 

des A N. A DN. P P. A R N. IMP da milieu. 

iFIG. 1. Examens des acides nuclkiques des cellules de levure. Concentrations: N,Na, mol/IOOO; 
CNK, mole/lOOO; CO, 2 “/;. 

jusqu’au moment oh les eaux m&es ne montraient plus d’activitk radioactive. En 
mesurant l’activitk propre des celhdes &me, nous avons trouvi qu’elle correspondait 
g une activitt de 2 PC. Les traitements par les divers rCactifs ont CtC les mCmes que 
dans les experiences pr&ddentes. Apr& avoir &abli le nombre des ceflules et leur 
rksidu set, nous avons &par& les acides nucfCiques par la mCthode combinke Schmidt- 
Tannhauser-Schneider, puis nous avons mesurd l’activitk des diffgrentes fractions. 
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Nos r6sultats sont reprksentb dans le Tableau 2 et la Fig. 2. (Ce sont des valeurs 
moyennes de quatre examens paralKIes, exkutis en deux skies d’expCriences.) 

Les changements produits dans les diffkentes fractions sous l’influence des traite- 
ments de N,Na, de CNK et de CO figurent au Tableau 2, oh ils sont indiqks par 
rapport au contrdle pris chaque foi comme unit& 

TABLEAU 2 

-- 
QuantitB totale des 

acides nuckiques 
ADN 
PP 
ARN 
IMP 

ContrGles N,Na CNK co 
--~ -- 

+ 0,151 +- 0,315 
T 1,130 - 2,280 
- 0,054 ! -- 0,040 
-r 0,025 - 0,088 
- 0,092 I - 0,098 

Quad fofak 
det AN. 

ADN. PF! ARN. 

FIG. 2. Examens de .%?ccharotnyces cerevisione a l’acide de l’isotope snP. changement des resultats 
par rapport aux contrbles. 
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Tout en admettant, que la stparation des diffkrentes fractions des acides nuclkiques 
peut ne pas Ctre parfaitement exacte, il apparait, nkanmoins, que la quantitk totale 
des acides nuclCiques a augment6 sous l’effet de CNK de 15% et sous celui de CO de 
320/b, tandis qu’elle a dimink de 66% environ sous l’effet de l’azide. De mCme, sous 
l’action de N,Na, il y a une diminution de l’ADN, de PP et de 1’ARN (de 52, de 66 
et de 6776, respectivement). La valeur de l’IMP est cependant augment6 de 117;. 
Sous l’action de CNK, la quantitk de 1’ADN augmente de 113:i,, tandis que celle 
I’ARN n’est augmentke que de 2,5%. Les quantitks de PP et de 1’IMP diminuent de 
5,4 et go/,, respectivement. Sous l’action de CO la quantid d’ADN augmente de 
228%, celle de PP, de 4% et 1’ARN de 9”,;, tandis que 1’IMP diminue de 9,80,6. Par 
conskquent, nous pouvons conclure que l’action de CO est B peu prbs kgale B celle de 
CNK, tandis que N,Na exerce une action toute opposie. 11 est remarquable, que, sous 
l’effet du traitement par CO, I’augmentation de 1’ADN soit de 63’$& plus grande que 
sous l’action de CNK. 

DISCUSSION DES RCSULTATS 

Au tours de nos propres experiences nous avons remarquC une diffkence nette entre 
les actions de N,Na, CNK et surtout CO, sur le mktabolisme nuclknique des cellules 
de levure. N,Na provoque une diminution de la quantitC totale des acides nuclkiques, 
de l’ADN, de 1’ARN et du phosphore protlinique. Seule la valeur du phosphore inter- 
mldiaire montre une ltgkre augmentation. Le contraste entre l’action de N,Na et 
celle de CNK a CtC dkjia traitt dans un article prCcCdent. CNK n’inhibe pas la kduction 
des nitrates et ne posskde gutre d’effet bacteriostatique ou fungistatique, contraire- 
ment B N,Na. CNK emp&che la reduction du fer ferrique, tandis que N,Na inhibe 
l’oxydation du fer ferreux. D’aprks nos expkiences, nous pouvons ajouter B ces 
diffkences celle qui se traduisent nettement par l’influence exercte sur le mktabolisme 

nucltinique. Du fait que l’action de CNK est semblable B celle de CO, on pour& 
supposer que les deux substances kagissent de la meme faGon, c’est B dire qu’elles 
empkhent la respiration, l’oxydation directe du glucose, ainsi que la formation d’acide 
gluconique en prksence d’oxygkne. On pourrait chercher la cause des diffkences 
existant entre l’action de ces deux substances, d’une part, et celle de N,Na, d’autre 
part, dans le fait que ce dernier inhibe la synthkse des hydrates de carbone mais n’in- 
hibe pas la fermentation anabobique. 

Etant donne, cependant, que l’action de CO est beaucoup plus Cvidente que celle de 
CNK, il faut chercher d’autres explications aussi. Selon nos connaissances actuelles. 
CO, est utilisC par tout organisme pour la formation du noyau pyrimidique par 
l’intermtdiaire de phosphate de carbamyle (NH,COOP,H,). La rCduction de CO, 
ou des bicarbonates par la dChydrog&ase formique ubiquitaire conduit j la forma- 
tion des formiates. C’est le DPNH qui joue ici le rale de donneur de H,. 

Pour nos recherches futures, nous avons adopt6 l’hypothkse suivante: la formation 
des formiates peut se faire aussi bien g partir de CO qu’8 partir de CO,. Pour la forma- 
tion du soi-disant “formiate actife”, c’est l’acide tktrahydrofolique qui est responsable 
(THFA).g A c&C de “l’acktate actife” (a&y1 CoA), c’est cette substance qui joue un 
rale primordial au tours des biosynthkses. I1 est connu, que le “formiate actife” 
occupe une place centrale au tours du mktabolisme de l’acide formique, de la sCrine. du 
glycocolle, de l’acktone, de la mkthionine (crlatinine) et des nuckotides. 
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Les publications recentes de Goldwait.l” de Levenberg et Buchananll? l2 prouvent 
aussi le role de la formylation dans la formation des noyaux puriques. 

Nos propres experiences prouvent aussi que la biosynthese des acides nucltiques 
peut etre facilitte non seulement par la presence du formaldehyde ou des formiates 
ou, tventuellement, de “formiate actife” provenant de ceux-ci, mais aussi par CO, 
qui peut Ctre egalement la source de la formation de formiates. 

Sous l’influence de CO, c’est surtout la production d’ADN qui a augment& L’aug- 
mentation correspondant obtenu par l’action de CNK est deux fois moindre. 

Nous avons constate, au tours de nos experiences preddentes, que CO favorise la 
fermentation du glucose. Son activite sur le metabolisme nucleinique est encore plus 
marquee. Ceci est d’autant plus important que nous ne connaissons pas d’autres 
substances qui provoquent un aussi gra.nd changement dans la repartition des acides 
nucleiques et qui entrainent, notamment, une telle augmentation de l’ADN. 

Nos constatations ouvrent des lors une nouvelle voie et donnent un aspect nouveau 
non seulement au metabolisme des cellules de levure, mais aussi a celui d’autres 

micro-organismes, et m&me a celui des cellules kg&ales et animales. 
Nos recherches portant sur le m&me sujet, mais poursuivies avec un materiel trts 

diffirent, des tissus tumoraux provenant de tumeur d’ascites d’Ehrlich son actuelle- 

ment en tours. 

SOMMAIRE 

Les auteurs ont determine, par des essais quantitatifs et qualitatifs, les acides nu- 
cleiques de Saccharomyces itaZicus Castelli soumis a l’action de CO, CNK et N,Na. 
11 sont complete leurs examens par des essais executes a l’aide de l’isotope 32P. Selon 

leurs resultats : 

(1) La quantite totale des acides nucleiques n’a augment6 que sous l’influence de 
CO. Sous l’influence de CNK elle est restee constante, tandis que sous celle de N,Na 

elle a diminue. 

(2) La quantitt d’acide desoxyribonucleique (ADN) a augment6 de 18 a 19 fois 
sous I’influence de CO et de 10 fois sous celle de CNK. Pratiquement, N,Na n’a 
influence que tres peu la quantitt d’ADN. 

(3) La quantite des phosphoproteides (PP) a diminut de 6504 environ sous l’in- 
fluence de N,Na. Elle est restee a peu pres constante sous l’influence des deux autres 
produits. 

(4) La quantite d’acide ribonucleique (ARN) a augment& (par rapport aux contrbles) 
de 33Oi sous l’influence de CO, elle n’a pas change sous celle de CNK et elle a dimi- 
nut de 60q& sous celle de N,Na. 

(5) Le taux de phosphore intermediaire (IMP) Ctait le plus ClevC chez les controles. 
La diminution ttait d’environ 350,& p our les cellules traitees au CO, de 3446 pour 
celles traitees par CNK et de 7396 pour celles traitees au N,Na. 

(6) Le phosphore incorpore au milieu de culture a diminut, en moyenne, de 7 
mg/g de substance s&he dans les cas des contrbles, de IO,41 mg/g apres traitement au 
CO et de 5,40 mg/g aprb traitement au N,Na. 

(7) Les resultats moyens des essais executes avec du phosphore isotope 32P corre- 
spondaient aux precedents, a l’exception de la valeur du phosphore intermediaire, 
qui a montre dans cette serie d’experiences une augmentation mod&-&e (11%). 11 
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convient de remarquer que ~au~mentati~n de I’ADN a ttk plus accent& sous l’action 

de CO (63%) que sous celle de CNK. 
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