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ETUDE D'UNE SUBSTANCE POLYPHOSPHORt~E, BASOPHILE ET 

Mt~TACHROMATIQUE CHEZ LES LEVURES * 

p a r  

j. M. WIAME 

Laboratoire de Physiologie ceUulaire de l 'UniversiM de Bruxelles et Laboratoire de Micro- 
biologie de l ' Inst i tut  de Fermentation, Brux¢lles (Belgique) 

I .  INTRODUCTION 

On connalt depuis quelques ann6es la signification chimique de la basophilie 
cytoplasmique (BRACHET 1, CASPERSSON 3). Que ce soit dens la ceUule v6g6tale, animale 
ou fungique, l'affinit6 du cytoplasme pour les colorants basiques a pour cause principale 
la formation d'un complexe entre l'acide ribonucl6ique (A.R.N.) et le colorant. CASPERS- 
SON, par la mesure de l'absorption dans l'ultra-violet, a pu apprdcier la somme des acides 
thymo- et ribonucl6ique. En I938 BRACHET 8 6mit l'hypoth~se que la m6thode de 
coloration de UNNA (vert de m6thyle-pyronine) permet la distinction des deux acides, 
la pyronine colorant uniquement l'acide ribonucldique et le vert de m6thyle, l'acide 
thymonucl6ique. I I en  donna la preuve d6finitive 4, 5, e en joignant A cette m6thode 
de coloration le dosage du pentose et l'action de la ribonucl6ase ddcouverte par JONES ~ 
et par Du~os s, 9. L'intensit6 de la basophilie sensible ~ la ribonucl6ase est une fonction 
de la richesse en A.R.N. Celle-ci peut donc ~tre apprdci6e ou m~me dos6e dens les cas off 
des frottis quantitatifs peuvent ~tre r6alis6s (BRAcHET et JEERER 10). La levure est un 
mat6riel de choix pour l'6tude de la basophilie cytoplasmique. L'acide thymonucl6ique 
du noyau n'y est en effet prdsent qu'en tr~s petite quantit6 (0.03%) alors que l'on pout 
y trouver de o.5 ~ 2% d'A.R.N. ** La basophilie des levures a d6j~t 6t6 longuement 
discut6e. On peut trouver dans CASPERSSON et BRANDT 11 et BRANDT 12 une vue d'en- 
semble sur cette question. Ces auteurs montrent l'identit6 des images obtenues par 
coloration des cellules par les colorants basiques ou par absorption de l'ultra-violet de 
2.650 A. Les levures au repos (levure pressde de boulangerie) contiennent en g6u6ral des 
corpuscules ou agr~gats de corpuscules tr~s absorbants r6partis le plus souvent autour 
de la vacuole. Cette m6me levure affam~e par agitation pendant une nuit dans l'eau 
distill6e ~ 25 ° perd une pattie des substances absorbantes ; celles qui subsistent encore 
sont ~ l'6tat de corpuscules individualis~s. L'a~oute de glucose ~ cette levure ne change 
pas fortement son aspect. Cependant l'ajoute simultande de glucose et de sel ammoniacal 
qui permet aux cellules de se multiplier fait apparaltre une augmentation de l'absorption 
et une solubilisation des corpuscules dormant ~ la cellule vue ~ I'U.V. un aspect homog~ne 
(CASPERSSON et BRANDTll). 

* Ce t rava i l  a fai t  l ' ob je t  de notes prdliminaires,  J. M. WIAME, Compt .  rend. soc. biol., 
** et  1945; J. M. WIAME et  P. H. LEFEBVRE, Compt.  rend. soc. biol., 1945. 
I944Le terme Acide zymonucl~ique (A.Z.N.) est  employ6 pour ddsigner l 'acide r ibonu- 
cl~ique de la levure. I1 est  ~tabli que dans la p lupar t  des cas les acides ribonucl6iques sont  
identiques (DAVlDSON et WEY~tOU~H, Biockem.  J . ,  I943-44-45), GR~GOIEE, 1945) I 'A.R.N. 
du pancr6as fair seul exception (LEVENE et JORPES, i93o ). 
Bibliographie page 254. 
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En rue  d'obtenir des variations plus consid~rables de la basophilie, JEENER et 
BRACHET 18 ont repris le principe des cultures sans phosphate dfi ~ VAN HERWERDEN 14 
Dans ces conditions et en r61:6tant les cultures, la diminution de la basophilie est 
importante. L'addition de phosphate ~ la solution nutritive /air alors appara~tre une 
basophilie extr$mement/orte. Ces auteurs ont suivi le ph6nom~ne dans diff~rentes conditions, 
en lui appliquant leur m6thode de microdosage de la basophilie. Comme c'est ce travail 
qui nous a conduit k cette 6tude, nous en reprendrons quelques uns des points principaux. 

Les variations importantes de la basophilie obtenues sont interpr6t6es comme des 
variations de la teneur en acide nucl6ique. Ces variations sont consid6rables, de l'ordre 
de 500 ~ lOOO% pour des temps de culture en milieu phosphat6, de I ~ 2 h. La croissance 
pendant ce temps n'est que de 20 k 25%. Parall~lement ~ ce ph6nom~ne, il y a une 
augmentation de la respiration atteignant IOO~ de la valeur initiale au bout de 60 
minutes. Cette variation de la teneur en acide nucl6ique n'est pas modifi6e, si dans le 
milieu de culture on supprime le (NH4)2SO 4. Ce r6sultat est tr~s important, 6rant donn6 
le m6tabolisme azot6 intense qu'implique une telle synth~se d'acide nucl6ique. Le 
ph~nom~ne de synth~se ne se produit pas en l'absence de substrat catabolisable. En 
ana6robiose, ou en pr6sence d'un inhibiteur de la respiration (HCN), seul un substrat 
fermentescible comme le glucose permet la synth~se. En a6robiose, des substrats 
oxydables m~me non fermentescibles (alcool) la produisent 6galement. Les inhibiteurs 
qui touchent simultan6ment la fermentation et la respiration emp&hent la synth~se 
dans tous les cas. Tels sont : l'acide monoiodac6tique M/Ioo, la chloropicrine satur6e, 
l'ars6niate de Na M/Ioo, le fluorure de Na *. On remarque donc que la synth~se nucl6ique 
se comporte comme les phosphorylations qui out 6t6 d6crites r6cemment et dont on a 
d6montr~ qu'elles sont li6es k l'int6grit6 du m6tabolisme. Les arguments en faveur de 
cette analogie sont discut6s par JEENER et BRACHET 15. CeUe-ci ressort des t ravaux de 
LENNERSTRAND 15 sur  la synth~se de la cozymase, de LIPCHITZ, POTTER et ELVEHJEM 17, 
OCHOA 18, WESTENBRINK, WILLEBRANDS et KAMMINGA 19, WESTENBRINK et VAN DORP 2°, 
WESTENBRINK et VELDMAN 21 sur la synth~se de la cocarboxylase, de ADLER, ELLIOT et 
ELLIOT ~ sur celle de la cod6hydrase II, de KALCKAR ~ sur la phosphorylation de la 
glyc6rine, de PULVER et VERZAR ~ sur le ferment jaune et enfin de OSTERN, BARA- 
NOWSI(I et TERSZAKOWEC 25, 2s sur la synth~se de l'acide ad6nylique et de l'acide ~d6no- 
sine triphosphorique k partir  d'ad6nosine. 

JEENER et BRACHET ont suivi, parall~lement ~ la synth~se d'acide nucl6ique, les 
variations des constituants de cet acide. Malgr6 la forte augmentation d'acide nucl6ique, 
la quantit6 de pentose pr~sente dans les levures angmente ~ peine ; d 'autre part, il se 
fait une augmentation de la teneur en l=urines, mais les auteurs n'ont pas 6tabli si elle 
6tait proportionnelle k l 'augmentation de la basophilie. 

La basophilie cellulaire peut se manifester sous deux formes. La premiere consiste en 
granulations ou en plages sans 616ments figur6s ayant  une teinte semblable ou peu 
diff6rente de ceUe du colorant employ6, c'est la basophilie orthochromatique et c'est 
celle-ci que se rapportent la plupart des observations faites par les auteurs que nous 
avons cit6s. Cependant on sait que certains corpuscules cellulaires prennent avec des 
colorants tels que le bleu de toluidine, la thionine, etc . . . .  une teinte diff6rente de ceUe 
du colorant (en g6n6ral les bleus donnent une teinte rougeAtre). Ce ph6nom~ne est appel6 

* A condition qu'il suit introduit avant le substrat ; ceci est ais6ment explicable par les 
r6sultats de RUNNSTROM, GURNEZ et SPERBER, 1941. 
B~bliograpkie page 254. 
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mgtachromas ie  et  les  corpuscules qui  ont  cet te  proprid',~ ont  6t6 appeMs , ,corpuscules 
m6 t a ch r oma t iques "  (BABIES27). GUILLER~OND as m o n t r a  leur  pr6sence dans  les 
champignons ,  y compr is  les levures,  dans  les algues,  les bact6r ies  et  les mas tocy te s  
des  an imaux .  Depuis  les t r a v a u x  de LlSON 39 on sal t  qu ' i l  exis te  des  substances ,  
t ou te s  es ters  sulfur iques  d 'oses,  a y a n t  la propri6t6 de causer  des v i rages  m6tachro-  
m a t i q u e s  tr~s ne ts  (vraie m6tachromasie) .  J u s q u ' k  pr6sent  la  na tu r e  de la  subs tance  
m~tach roma t ique  de la  levure  est  inconnue (BRANDTI~). 

2. M~THODE DE DOSAGE 

a. M e s u r e  de la basophilie 

Les mesures ont  6t6 fai tes au moyen de ]a technique de BRACHET et  JEENER x° 
]6g~rement moclifi6e. Nous nous servons de lames de microscopie sur lesquelles on a 
f inement  d6po]i 3 cercles d 'envi ron  2 cm de diam~tre.  Les ]ames sont  net toy6es dans un 
m6Iange su]fochromique port6 k I8o °. Apr~s ne t toyage  g l ' eau courante,  puis g l ' eau 
distill6e et  s~chage, on t race  au moyen d 'un  crayon ordinaire  un cercle de 1. 5 cm de 
diam~tre  sur chaque surface d6po]ie. Dans chacun des cercles on r6par t i t  5 ° m l  d 'une  
suspension de levure de richesse connue (env. 1% de levure fralche). Les lames sont  pIac6es 
15 minutes  sur une plaque mdta]l ique couvrant  un bain-marie  g l '6bull i t ion.  Les frot t is  
sont  ensuite plongds io  rain dans ] 'alcool 6thylique k 95 ° et  ensuite dans une solution 
aqueuse satur6e de bleu de toluidine pendan t  20 minutes.  On rince avec un peu d'a]cool 
pour  enlever le gros du colorant  en exc~s et  on diU6rencie par  deux bains d 'alcool  ~ 95 ° 
respec t ivement  de IO et  5o minutes.  On appr6cie la quant i t6  de colorant  retenue par  les 

cellules en l avan t  la lame au moyen de HC1 N 
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Fig.  i .  Rela t ion entre  la quant i t6  d 'ac ide  
zymonucl6ique (en rg) et  la quant i t6  de 
bleu de toluidine ~x6e sur les frott is  (en 
ext inc t ion  au photom~tre  PULFRICH) 
abscisses : ac. zymonucl6ique ; ordon- 
n6es :  extincfhon du photom~tre.  
Bibliographie page 254. 

et  en recuei l lant  la solut ion chlorhydrique de 
b]eu de toluidine qui est  amen6e ensuite ~ 5 ml 
au moyen d 'HCI  N. La  solut ion chlorhydrique 
de colorant  est  colorim6tr6e au photom~tre  de 
PULFRICH (cuve Io ram, fi l tre S 6I). Dans le 
cas off l ' ex t inc t ion  ddpasse o.8, on dilue k un 
volume connu avec HC1 N. L 'e r reur  max ima  
des mesures est  de 4- 5%. 

Pour  pouvoi r  compare r  les valeurs  de la  
basophi l ie  dans  les diff6rentes exp6riences,  
nous avons  r appor t6  celle-ci p a r  le calcul  k 
la  quant i t6  cons tan te  de I mg  de levure  
s~che. Nous avons  expr im6 ce r6sul ta t  p a r  E 1. 
Si E est la  lec ture  exp6r imenta le  correspon-  
d a n t  ~ la  quant i t6  a m g  de l evure  s~che mise 
en oeuvre  pour  une l ame  (3 frot t is) ,  on au ra  : 

E 1 ~-~ E mesurd  • I .  On peu t  dgalement  ex- 
a 

pr imer  la  basophi l ie  en acide zymonucl6ique.  
Pour  cela il  suffi t  de  se r a p p o r t e r  ~ une 
courbe 6talon ob tenue  al l  moyen  de f rot t is  
pr6par6s p a r  m61ange d ' ac ide  zymonucldique 
et  de prot6ine (BRACHET et JEEI~ERX0). Une tel le  
courbe  6talon est  donn6e ~ la  Fig.  I .  Nous 
indiquons  6galement  sur  ce t te  figure les r6- 
su l ta t s  obtenus  au  moyen  de colorants  de  
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deux marques. La diffdrence de PH des deux solutions de colorants explique la 
diffdrence obtenue dans les deux essais. La Fig. I, montre en effet que le Prt des 
solutions de colorant a une grande importance dans le rdsultat obtenu. Le colorant 
R.A.L. dont les solutions ont un PH d'environ 6.5 a 6t6 choisi pour nos essais. 

Connaissant la quantit6 de bleu de toluidine fixde sur une quantitd ddterminde 
d'acide zymonucldique, il 6tait intdressant de connattre dans quel rapport se faisait la 
liaison bleu de toluidine - -  acide zymonucldique. Nous avons trouvd environ o.8 moldcule 
de colorant (commercial) fix6 par atome de phosphore. L'acide thylnonucldique donne 
des r~sultats semblables. Une phosphoprot~ine, la casdine, fixe 1.6 moldcule de colorant 
par atome de phosphore, soit une quantitd environ double de celle de l'acide nucldique. 
Ceci correspond approximativement aux fonctions acides libres dans le cas de l'acide 
nucldique et de l'acide sdrinephosphorique qui est le groupe prosthdtique de la casdine. 
La correspondance obtenue, sensiblement stoechiomdtrique, est un nouvel argument 
en faveur d'une liaison chimique entre les protdines ~ groupes prosthdtiques acides et 
les colorants basiques (bleu de toluidine, pyronine, e tc . . . ) .  Cette idde a d~jk dtd ddfendue 
par KELLEY 30, BRACHET 8 CASPERSSON et BRANDTn ; elle infirme la fa$on de voir de 
VON MSLLENDOm~F 81 qui attribuait les diffdrences de basophilie k des diffdrences de 
densitd des structures cellulaires. 

Notons imm6diatement que la quantit~ de phosphore contenue dans les phospho- 
protdines est trop faible pour pouvoir intervenir clans la basophilie de la levure qui 
contiendrait une phosphoprotdine, la zymocasdine de THOMAS = ;  l'existence de cette 
demi~re a d'allleurs dtd contest4e par SARCIRON ~ 

b. Dosage du pentose acido-soluble, du phosphore, de l'arginine a des purines. 

Le penlose soluble a 6td dos6 suivant BARRENSCHEEN et PEHAN ~ et le phosphore 
k l'6tat d'ion orthophosphorique par la micro-mdthode de BERENBLUM et CHAIN 35. 
Nous avons toutefois prdf6r6 nous servir de t ides du type ddcrit k la Fig. 2 pour les 
]avages prgvus darts cette mdthode. La couche infdrieure de 
liquide est recueillie darts le renflement au moyen d'une pipette 
effflde munie d'une poire en caoutchouc. Le col suffisamment 
haut permet une bonne agitation horizontale sans devoir bou- 
cher la fiole. L'ARGININE a 6td dosde suivant DUMAZE~T et 
POGGI 88 en employant une solution d'hypobromite deux lois 
plus dilude en brome (o. 9 ml/2oo ml NaOH lO%) et en intro- 
duisant l'alcool (k o°), qui stabilise la coloration, exactement 
IO secondes apr~s l'hypobromite. 

Pour le dosage des purines, nous avons mis au point une 
mdthode * basde sur une prdcipitation k l'argent ammoniacal 
(G. SCHmDT 8~, 3S) suivie d'une prdcipitation au sulfite de cuivre 
(RAEKALLIO 89). Dans cette mdthode nous avons recherch6 la 
possibilitd de faire des dosages ell s~ries (8 dosages simultands) 
sur des quantitds d'azote purique allant jusque o. 4 mg par 
essal. Cette mdthode n'est utilisable clue si la proportion des 
oxypurines est minime par rapport aux aminopurines, ces 
derni~res seules 6tant prdcipitdes quanfitativement. 

• El le  s e r a  pub l i 6e  p r o c h a i n e m e n t .  

Bibllogtaphie pags u54, 

Fig.  2. 
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3" EXPI~RIENCE FONDAMENTALE 

L'exp6rience qui a servi de base k notre travail est ceUe que JEENER et BRACHET 1 
ont d~crite en 1943. On pr6pare une suspension de levure de boulangerie * ~ I g % dans 
un milieu compos6 de (NH4)~SO 4 ~ 1.2 g O/o0, K~SO 4 IO/oo, Mg SO 4 • 7 H~O o.i0/o0, glucose 
l O %  et amen6 h FH 5.5 par le m61ange succinate - acide succinique (2.5o/o o d'ac'de 
succinique). Apr~s 8 k io heures d'a6ration vigoureuse, on centrifuge la levure et on 
recommence l'op6ration 2 ou 3 fois. Au cours des 3 ou 4 a6rations, la levure pr6sente une 
16g~re croissance. Celle-ci est limit~e par le manque de facteurs de croissance et d'ions 
PO 4. L'utilisation de l 'ammoniaque comme source d'azote entralne une forte acidification 
qui est neutralis6e par le tampon. La levure obtenue est nettement moins basophile 
que la levure initiale ; dans les cas les plus favorables seul le noyau apparait nettement 
basophile dans un cytoplasme bleu clair. Le r6sRltat est variable suivant l'6chantillon 
initial de levure employ6e. La levure ainsi d6charg6e en substance basophile (abr6v. 
levure d6chargde) replac6e dans le m6me milieu, mais en pr6sence d'ions phosphate 
M/6o ~ M/3o, synth6tise une quantit6 de substance basophile, bien sup~rieure ~ ceUe que 
contenait la levure primitive. C'est l'6tude de ce ph6nom~ne de synth~se que nous 
6tudions dans ce travail. 

En g6n6ral le ph6nom~ne de synth~se de substance basophile (abr6v. recharge) 
est plus sensible aux conditions ext6rieures que le m6tabolisme auquel il est cependant 
~troitement li6 (volt p. 3 et 22). Le Pu optimum est Pla 5. Pour les FH de 2.5, 6.3, 7.2, 
nous n'obtenons respectivement que 65, 82, 67~o de la recharge optimale ~ FH 5. Pour 
le PH 8.3 la synth~se est nulle. Nous pouvons rapprocher ces constatations de celles 
de SPERBER 4O qui signale une inhibition consid6rable de la phosphorylation de l'aneurine 
d~s que le PH d6passe 6 (optimum vers PH 3.5 ~ 4)- La tem#drature a 6galement une 
influence consid6rable. La recharge est nuUe h 12 ° et augmente de vitesse jusque 3 o°. 
Le Qlo, variable avec l'6chantillon, est toujours plus 61ev~ que celui du m6tabolisme, 
par ex. 3.6 au lieu de 2. 4 k 2.6 pour ce dernier. 

Le concentration en phosphate influence fortement la vitesse de recharge ; dans les 
conditions de concentration en levure d~crites pr~c6demment, le maximum est atteint 
pour line concentration M/6o, une concentration M/6 donne un r6sultat sensiblement 
identique. 

4. RECHARGE ET COMPOSITION DE LA LEVURE 

a. Phosphore total, pontose soluble, purine a arginine. 

Au cours de la recharge, l 'augmentation de la basophilie est consid6rable. En nous 
pla~ant darts les conditions optimales, nous obtenons les r6sultats consign6s dans la 
Fig. 3. 

La richesse en phosphore augmente parall61ement ~ la basophilie. Alors que la 
basophilie passe de E 1 = 0.23 ~ 2.60, le P total passe de 0.44 ~ 3.64~.  Si on suppose que 
cette augmentation est due ~ une variation de la teneur en acide zymonucl6ique (A.Z.N.) 
on est conduit ~ admettre lme teneur de 4 7 ~  d'acide nucl6ique (calcul6 sur subs. s6che). 
En se rapportant ~ la relation reliant la basophilie ~ la quantit6 d'A.Z.N, on obtient 
des valeurs moindres, mais cependant encore anormalement 61ev~es et ~ peine conce- 
vables. Rappelons qu'une levure normale k une teneur en A.Z.N. de 4 ~ 8 ~  (sur mat. 

* , ,Levu re  r o y a l e "  de la  N e 4 e r l a n d s c h e  Gis t -  en  S p i r i t u s - f a b r i e k .  

Bibliographic page z54. 
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s~che). La courbe de la Fig. 3 a une allure sigmoide. Cependant dans de nombreux cas la 
recharge ~tait parfaitement lin~aire. Au cours de la recharge, la teneur en pentose 
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Fig. 3. Recharge en substance basophile et teneur en phosphor. 

soluble (nucl~otides, nucl~osides, acide adenosine triphosphorique) n'augmente que de 
IO ~ 2o%. Dans le cas d'une recharge oh la basophilie passait de o.37 ~ 3.94, nous avons 
obtenu respectivement une teneur en purine passant de o.16 h 0.22% correspondant 
o.74 et o.97 % d'A.Z.N. (% sur poids frais). On voit que l 'augmentation de la teneur en 
purine (32%) est minirne par rapport ~ celle de la basophilie et, de plus, que la valeur 
absolue de la teneur en purine ne peut expliquer une teneur en A.Z.N. correspondant 

47"~ = x4% (% lev. fmlche). Darts une seconde experience semblable, raugmen- 

tation ~tait de 5o%, entmtnaut les m~mes conclusions. Nous avons ~alement  d~termin6 
que la teneur en arginine, un ~ventuel pr&urseur des purines, ne varie pas au cours de 
la recharge. La teneur en arginine de la levure reste 3.35% 4- o.I5 (% poids sec) au 

cou r s  de la recharge. 
Ces r6sultats permettent de rejeter l'id6e que la variation de la basophilie est due 

dans ce cas ~t une augmentation massive de la teneur en acide zymonucl6ique. Ceci ne 
signifie ~videmment pas qu'il en soit toujours de m~me, notamment daus les variations 
de la basophilie observ~es au cours des passages de l'6tat de repos ~ l'~tat de multiplication 
active (CAsPERSSON ~Z). Rappelons toutefois que dans ce dernier cas les variations sont de 

Bibliogmpki¢ page ~54. 
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l 'ordre de 1 0 0 % .  Le ph6nom~ne que nous &udions iciest  d 'une  tout  autre nature.  Comme 
nous pouvons d6j~t le pr6voir et comme cela sera confirm6 par  la suite, nous avons 
essentiellement ~t faire ~t une phosphorylat ion particuli~rement intense. 

b. Les di//drentes /ractions du phosphore. 

Au cours d 'une  recharge ayan t  fait passer la basophilie de E 1 = 0.22 & E 1 = 3.05 
nous avons dos6 les diffrrentes fractions du phosphore. Les rrsultats  sont donnrs  darts 
le Tableau I e t  la Fig. 4. 

T A B L E A U  I 

Fraction dos6e Avant  recharge Apras recharge 

Basophilie E ~ 
P inorganique 
P acido-soluble 
P total 

O.22 
0.049 % levure s~che 
o.135 % ibid. 
o.266 % ,, 

3.05 
o.zz6% levure s~che 
3.14% ibid. 
5.13% ,, 

~ 0  

2.0 

LO 

L 

L evure Le yore 
d~¢harg~e rechor94e 

Fig. 4. Les diffrrentes fractions du phosphore 
dans une levure drchargre et rechargre en 
substance basophile. 

P soluble signifie ici, P extractible 
par  l 'acide tr ichloracrt ique k lO% 
pendant  2o rain ~t la t empr ra tu re  du 
laboratoire, la levure apr~s centrifu- 
gation 6tant encore reprise par  l 'acide 
t r ichloracrt ique pendant  5 rain. Ce 
t ra i tement  suffit, comrne nous avons 
p u l e  remarquer  dans le cas des cellules 
norrnales; cependant,  dans le cas d 'une  
levure rechargre,  nous avons constat6 
que des lavages successifs continuaient  
k entratner  du  P. Dans le cas d 'une  
levure ayan t  a t te int  une recharge de 
E1 = 3.o4 nous avons obtenu les rrsul- 
tats  du  Tableau I I .  

T A B L E A U  I I  

Lavages ~ Durre  P extrait  en % de la 
l 'acide trichloracrtique (rain) levure (poids sec) 

n ° I 
n ° 2 
n°  3 
n° 4 

2O 

5 
90 
20 

1.66 
0.45 
0.72 
0.40 

3.23 
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Le P total de cette levure 6tait de 0.92 avant et de 5.4 apr~s la recharge. Ceci 
nous indique que dans la levure recharg6e le P acido-soluble n 'a pas la signification de 
cellui d'une levure normale. Le P continue a 6tre lib6r6 de fa~on continue, montrant ainsi 
que la substance basophile est, ou bien soluble dans l'acide trichlorac6tique ou bien 
d6compos6e par lui. 

5- ESSAIS D'ISOLEMENT ET COMPOSITION DE LA SUBSTANCE BASOPHILE 

La similitude de comportement de la substance basophile de la levure recharg6e 
et de I'A.Z.N. nous ont engag6 k essayer une m6thode d'extraction de i'acide zymonu- 
cl6ique. Nous avons employ6 celle de JOHNSON et HARKINS 42. 

5o g de levure recharg6e sont mis en suspension dans 2oo ml d'eau et maintenus 
o ° ; on y ajoute une solution de 16 g de NaOH dans 3 ° m l  d'eau 6galement ~ o °. Le 

volume est alors port~ £ 3oo ml et on laisse ]e m61ange I½ heUre ~ 0% Apr~s ce temps la 
suspension est neutralis6e au tournesol, par l'acide ac6tique. On centrifuge la suspension 
et on recueil]e un liquide 16g~rement orang6 et opalescent. Apr~s ajoute d'aIcool de fa~on 

obtenir une concentration finale de 4 %, on fi]tre sur filtre SEITZ K 5. Le liquide obtenu 
est parfaJtement clair. II contient de l'acide nucl6ique ~ l'6tat de nucl6ate. On ajoute ~ce 
liquide de I'HC1 concentr6 jusqu'g trouble net et persistant (ceci correspond ~, un virage 
franc vers Ie bleu, du papJer rouge congo). Sans tarder, on ajoute a]ors 4/5 du volume 
d'a]cool ~ 94 °. II se forme un trouble tr~s prononc6 qui se centrifuge g6n6ralement bien 
apr~s ½ heure ~ o °. Dans ]e cas oh ]e pr6cipit6 ne se d6pose pas convenablement par centri- 
fugation, cela provient d'une acidification d6fectueuse. Le pr6cipit6 obtenu est ]av6 trois 
lois ~ l'alcool et deux lois ~ l'6ther. I1 est ensuite s6ch6 dans le v~de et conserv6 sur acide 
sulfurique. Le produit final est une poudre blanche dont l'aspect ext6rieur est identique 

celui de l'acide zymonucl6ique. 

Nous avons obtenu 250 mg de produit sec. Le dosage du phosphore sur ce produit 
nous a donn6 une valeur de I5.6%, alors que la teneur th6orique en P de I'AZN egt de 
9.6%. 

Pour faire une premiere purification, on dissout le produit obtenu dans l'eau 
laquelle on ajoute de l'ac6tate de soude en quantit~ suffisante pour le dissoudre. La 
solution est de nouveau rendue acide par HC1 concentr~ jusqu'~ virage net du rouge congo ; 
on ajoute par apr~s 4/5 du volume d'alcool. Le pr~cipit6 est recueJlli, s6ch~ par l'alcool, 
pu~s par l'6ther. 

La teneur en phosphore de ee produit est alors de I7%. 
Dans une seconde experience nous avons obtenu 530 mg d 'un produit contenant 

15:t: 0.5% du P. Cette valeur n 'a  pas sensiblement chang~ par deux repr~ipitations 
successives, quoiqu'on en recueille finalement que I5o mg. 

On volt done que malgr~ une certaine solubilit~ du produit dans le m~lange 
HC1 + alcool, la teneur en P ne varie que dans de faibles limites. 

Signalons qu'un essai pr~liminaire nous a montr~ que le P de la substance se 
dissout en grande partie lorsqu'on le traite par  l'acide trichlorac~tique. Cette ~tude sera 
reprise par la suite. 

La substance ainsi isol6e a la composition indiqude au Tableau I I I .  

Nous avons 6galement dos6 le pentose, par comparaison avec l'acide zymonucl6ique, 
par la m6thode semi-quantitative de BAm~Nscm~EN et PEI~A~, Nous avons trouv6 
un chiffre qui atteint environ la moiti6 de celui de I'A.Z.N. 
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TABLEAU III  

VOL. 1 (1947) 

Groupement ou Substance basophile A.z.N. 
616ment dos6 de levure recharg6e % (th6orique) % 

P 
P e n  groupe phosphoryle 

N 
Purine 

N purique/N total 

15 k 17 
42 ~ 44 

8 
6 . 2  

4 ° 

9.6 
25.3 
16.3 
22 

66 

6. PROPRII~T~S CHIMIQUES 

L'6tude a principalement port6 sur les propri6t~s chimiques des groupes phos- 
phoryles de la substance isol6e. 

a. Hydrolyse standard suivant LOHMAN 48 clans t lCl N ~ IOO °. 

15. 5 mg de substance sont dissous dans IO ml d'eau et ajout6s dans 90 ml d'HC1 
i . i  N port6 au pr6alable tL ioo °. On suit la lib6ration d'acide orthophosphorique. Les 
r6sultats sont indiqu6s h la Fig. 5. Comme on le volt, apr~s 7 minutes, 75 ~ 77% sont 

100 • - -  ~ • - - .~ 

"~1 ' 

/ I  , 
~' I ~ , . . . . ~ ,  ~ . ~  .-* - e -  7 
l ~ .x~... - ~  • "" 

4 0  I !  ,=-~ 

2(~ I,~t 4~'I 

i i i t i i i 

7 50 100 
minutes 

Fig. 5. Hydrolyse compar6e 6ans HCl N 5, ioo ° de l'acide zymonucl~ique 
( . . . . . . . . .  ) (2 essais) eL de la substance basophile polyphosphor6e ( ) 

hydrolys6s. La vitesse d'hydrolyse est consid6rablement plus rapide que celle de I'A.Z.N.; 
de plus, rhydrolyse est complete tandis qu'un essai semblable fait avec I'A.Z.N. n'a 
donn~ que 61 h 64% d'hydrolyse apr~s un temps de 80 h 9 ° minutes. 

b. Hydrolyse darts HCl 3[/lO ~ IOO °. 

On op~re de fa~on identique avec HC1 N/io. Les r~sultats sont indiqu~s au Tableau 
IV et ~ la Fig. 6. 

Un essai semblable fait avec l'acide zymonucl6ique, voir Fig. 6, montre qu'apr~s 
300 min il n 'y  a que 57.5 % de phosphore total qui soit hydrolys& La constante d'h~- 
BiNiographie page ~54. 
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TABLEAU IV 

Temps % phosphore hydrolys6 i P. Total 
min phosphore total K = ~- log P. total - -  P. hydrol. 

O 

5 
IO 
26 
33 
47 
57 
86 

32.6 
52.0 
79.5 
86.0 
91.o 
94.0 

IOO.O 

m 

o.o34o 
O.O318 
o.o264 
0.0258 
0.0222 
O.O221 

drolyse 6tant dans ce cas, pour la portion moyenne de la courbe, de K = 2. 5 • 1o -s ,  soit 
environ IO lois plus faible que celle de la substance 6tudi~e dont la constante varie de 
3.4 ~ 2.2. io -2. II est int~ressant de constater que l'acide adenosine triphosphorique 
poss~te pour ces deux phosphores labiles une constante identique ~ celle de la substance 
basophile (moyenne de 2.57" IO-2). Nous avons ~galement indiqu~ dans la Fig. 6 la 

1oo 

~G 

f "  

< 

~ f 

0 10 50 I00 I~0 200 2,50 
minutes 

Fig. 6. Hydrolyse dans HC1 ---N k Ioo ° de l'acide zymonucMique (I), de 
IO 

l'acide ad6nosine triphosphorique (II x ~ x  (et de la substance 
basophile polyphosphor6e (II ~ ~) 
Rein. Pour l'ac. ad6nosine triphosphorique l'ordonn6e IOO signifie 
hydrolyse complete es 2 P. labiles. 

courbe d'hydrolyse de l 'acide adenosine triphosphorique suivant LOHMAN 44; on voit 
qu'eUe se superpose exactement h notre courbe d'hydrolyse. Remarquons toutefois que 
l 'acide adenosine triphosphorique ne s 'hydrolyse ais~ment que pour les 2/3 de son 
phosphore. 

7" PROPRII~TES CYTOCHIMIOUES 

Nous avons fait allusion ~ l 'existence dans les ceUules de levures normales, de 
corpuscules basophiles m~tachromatiques. Pour mettre  ces corpuscules en ~vidence, 
il suffit de les colorer par un colorant basique tel que le bleu de toluidine. Les corpuscules 
m~tachromatiques apparaissent rouge~tres sur un fond bleu-violet. La technique de 
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MEYER ~ permet de les distinguer avec plus de nettetd ; elle consiste k enlever la teinte 
bleu-violette (orthochromatique) par  une solution d'acide sulfurique dilu4. Dans ces 
conditions les corpuscules m4tachromatiques restent seuls color,s. Le bleu de mdthyl~ne 
employ4 par  MEYER et la plupart  des auteurs ne permet pas toujours de percevoir cette 
m4tachromasie. Elle varie fortement suivant les marques de bleu de m4thyl~ne. Mais ce 
que les auteurs constatent toujours, c'est l 'existence de corpuscules dont la coloration 
ne s'efface pas par  les acides dilu4s. 

Depuis les t ravaux  de LlSON auxquels nous avons fait allusion, nous pouvons 
facilement nous rendre compte de l 'apti tude plus ou moins grande qu'a un colorant de 
manifester le ph4nom~ne de la m4tachromasie. I1 suffira de s 'assurer que sa solution 
m41ang4e k une solution d 'agar-agar  pr4sente net tement  le ph4nom~ne. Parmi les colo- 
rants que nous avons essay4s, le bleu de toluidine nous a donn4 les meilleurs r4sultats. 

Combinant l 'action de ce colorant avec une diff4renciation par l'acide chlorhydri- 
que Nl Io  pendant I k 2 rain, nous avons toujours pu mettre clairement en 4vidence les 
corpuscules m4tachromatiques. Dans la levure de boulangerie dont nous nous servons 
habituellement, leur fr4quence est tr~s variable : en g4n4ral 1/3 des ceUules contient 
quelques-uns de ces corpuscules. La quantit4 de colorant retenue par ces corpuscules 
est extr6mement faible par  rapport  ~t la quantit4 de colorant fix4 par la simple mdthode 
de coloration au bleu de toluidine avec diff4renciation ~ l'alcool. Elle est indosable par 
la m4thode des frottis quantitatifs de BRACHET et JEENER, au moins dans les conditions 
off nous l 'employons. 

Nous avons constat4 que des corpuscules m6tachromatiques apparaissent dans les 
ceUules de levure chaque fois que nous raisons les recharges en substance basophile. 
Dans ces conditions, ils forment le gros de la basophilie totale de la levure ; aprSs d6colo- 
ration ~ I'HC1 N/IO I ~t 2 min, la cellule est encore intens6ment color6e, mais elle a perdu 
la teinte bleu-violette pr6sente darts le cas d 'une coloration ordinaire. Le ph6nom~ne 
est tr~s visible microscopiquement et les frottis quantitatifs eux-mSmes ont k l'oeil nu 
une teinte net tement  diff4rente de ceux pr4par6s avec de la levure normale. En possession 
de la substance polyphosphorde isolde de la levure purifi6e, nous primes r6aliser des frottis 
artificiels exactement comme nous l 'avions fait avec I'A.Z.N. Nous avons donc obtenu 
des frottis qui, sans exceptions, 4taient m6tachromatiques. 

Observations quantitatives. Pour pouvoir exprimer quant i ta t ivement  la m6tachromasie 
nous avons compar6 l 'absorption de lumi~re par  les frottis de levures normales et recharg~e 

F IO0 i 

Uj 50 

i , 
, 

~IX 5, :/Y L/ 
I I I I  I q 

.-iX"/' 1 1 
" Y l  , 1 ,  

I 1 q I ~1 , 
i / i  t 
, / i  r 
~ ' , 
f I I 

4340 4630 4900 5300 5 7 2 0  6 6 6 0  7 2 9 0  7 5 0 0  

Fig. 7. Extinctions compar6es 
de frottis de levures normales 
O O de levures m~- 
tachromatiques ¢ @ et 
d'une solution de bleu de 
toluidine dans KHIPO4, avec 
(+ +) et sans 
( x - - x )  agar. Les lon- 
gueurs d'ondes correspondent 
aux filtres employ6s dans le 
photom~tre de Pulfrich. 
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pour les diffdrents filtres du photom6tre de PULFRICrI. Pour rdaliser les mesures, les 
frottis ont 6td transformds en prdparation durable dans le baume de Canada : de cette 
fa$on, l 'absorption de lumi~re par la partie rodde de la lame diminue et elle n 'est  plus 
due qu'au colorant fixd sur les cellules. Les prdparations sont doric trSs transparentes. 
Nous avons placd 2 frottis superposds sur le trajet  du faisceau lumineux de l 'appareil. 
Le blanc dtait constitu6 par les m6mes prdparations faites sur des frottis non colords. 
Les rdsultats sont indiquds au Tableau V e t  ~ la Fig. 7. 

TABLEAU V 

N ° des filtres 

S. 75 
S. 72 
S. 66 
ft. 61 
S. 53 
S. 5 ° 
S. 47 
S. 43 

Long. d'onde la 
moins absorb6e 

en A. 

75oo 
7290 
666o 
5720 
53oo 
494o 
463 ° 
434 ° 

Extin, tion 

Levure normMe Levure recharg6e 

E E 

O 

0.05 
O.2I 

0.37 
0 .32  
0 .20  

o.13 
O.IO 

% de E max. 

O 

13 
5 6 

IOO 

85 
53 
35 
26 

0 .05  
o.o5 
0 .20  

o.45 
0.55 
o.38 
o.23 
o.13 

% de E max. 

I 0  

I 0  

36 
8I 

IO0 

69 
42 
23 

A titre de comparaison, nous avons 6galement donn6 ~ la Fig. 7 les r6sultats 
obtenus avec le bleu de toluidine en solution dans K H g p 0  4 M/6 additionn6 ou non 
&agar-agar (0.5%). Les r6sultats compar6s montrent  que le d6placement de l 'absorption 
est comparable dans les deux exp6riences. Nous avons 6galement voulu v6rifier si nous 
avions affaire ~ c e  que L l sos  appelle une v&itable m6tachromasie. Si eUe est telle,elle 
doit se produire m6me lorsque le PH du colorant est acide. C'est ce que nous avons pu 
observer en descendant k Pa I. La m6tachromasle est m6me encore plus nette dans ces 
conditions.. Ceci s'explique du fait que l 'orthochromasie est fortement att~nu~e par 
l 'acide (voir page 19). Un autre test clue LlSON propose est le chauffage des preparations. 
Comme pour la vraie m&achromasie,  nous avons obtenu la disparition de la m&a- 
chromasie par  chauffage de la pr6paration sur une plaque chauffante et sa r6apparition 
lors du refroidissement. 

Les solutions de la substance polyphosphor6e * darts l 'eau ne montrent  pas comme 
l 'agar le pMnom~ne net de m&achromasie. Jusqu 'k  pr6sent nous n 'avons p u l e  rdaliser 
que sur des frottis, soit en m61angeant le compos6 k des prot6ines, soit lorsqu'il est 
pr6sent dans des cellules de levure. 

R6le des groupements sul/uriques. Les recharges que nous avons effectu~es se 
faisaient toujours en pr6sence de KgSO 4. I1 n '&ait  donc pas exclu que les sulfates pren- 
nent par t  ~ la recharge et nous ne pouvions donc pas d6terminer si des groupements 
sulfuriques n'6taient pas prdsents dans la substance m6tachromatique comme clans les 
autres cas de vraJe m6tachromasie connue jusqu'h prdsent. Pour montrer  rapidement si 

* BANK et BUNGENBERG DE JONG he signalent que I'A.Z.N. et l'acide thymonucl6ique 
en solution donnent le ph~nom~ne de m6tachromasie. Nous avons pu constater que sans 
6tude spectrographique soign6e, on ne pouvait d6celer le ph6nom~ne, alors qu'il est frappant 
avec l'agar. 
Bibliographie page 254. 4 
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les ions SO 4 - -  intervenaient,  nous avons fait une recharge avec et sans sulfate. Dans 
l 'exp6rience avec sulfate, nous dtions en pr6sence de K2SO 4 I°/00 comme ~i 1'habitude. 
Les r6sultats obtenus sont les suivants : au bout d 'une  recharge de 2 heures le E 1 passe 
de 0.72 ~ 1.76 en l 'absence de sul fa te ,  en pr6sence de celui-ci, il passe de 0.72 ~ 1.88. 
La recharge peut donc se produire sans sulfate et microscopiquement le degrd de m6ta- 
chromasie apparai t  identique. La faible difference observ~e peut facilement ~tre a t t r ibute  
soit ~i l 'effet favorable du sulfate sur l 'dtat  gdn6ral de la levure, ou simplement aux 
erreurs exp6rimentales. 

Etude du complexe ]ormO avec le bleu de toluidine. 

Nous avons d6jk signal6 que le Pa  des solutions de bleu de toluidine avai t  une 
grande importance dans la d~termination quant i ta t ive de la basophilie lorsque celle-ci 

tO0 t ~I  

I\ 
X ~  X 

i 5o /x 

Fig. 8. Basophilie de la levure normale et 
recharg6e en fonction du pH de la solution 
de bleu de toluidine 
x x levure normale 

• levure rechargde 
en ordonn6e Basophilie (la Basopholie ~i pH 
5.8 est prise ioo dans les deux cas). 

6tait due ~ I 'A.Z.N. 
Nous avons dgalement montr6 

dans le paragraphe pr6c6dent que la 
liaison du bleu de toluidine avec la 
substance m6tachromat ique normale 
ou avec celle qui r6sulte de la recharge 
est beaucoup plus solide lors du traite- 
ment  par les acides que la liaison bleu 
toluidine-A.Z.N. 

I1 6tait int~ressant de chercher 
h donner  une expression quant i ta t ive 
de cette propridtC Nous avons pr6par6 
des frottis de levure recharg6e et nor- 
male ; ils ont  ~te color6s par des solu- 
tions de bleu de toluidine amendes 
diff6rents PH. Pour  pr6parer ces solu- 
tions, nous prenons 50 ml de solution 
de bleu de toluidine ~t 1% ; les diff6rents 
PH sont obtenus par ajoute de H2SO 4 
N/ io  ou pour les PH trSs bas, de HzSO 4 N. 
Les r6sultats sont donn6s au Tableau 
VI  et ~ la Fig. 8. 

T A B L E A U  VI 

Levure recharg6e Levure normale 
PH 

E 1 % du max. E i % du max. 

5.8 
3.5 
2.5 
1.9 
1.45 
1.3o 
0.85 

2.50 
2.06 
1.81 

1.89 
i .44 
i .80 
2.12 

IOO 

82 
73 
75 
73 
72 
85 

1 . 0 2  

o.84 
o.88 
o.65 
0.62 
0.52 
0.28 

I00 

82 
83 
64 
61 
51 
29 
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Les r6sultats montrent tr~s nettement la diff6rence de comportement entre les 
deux complexes A.Z.N.--B.T. et substance m6tachromatique--B.T. M6me pour des 
PH aussi b a s q u e  0.85 oh il ne subsiste plus que 29% de la coloration due ~ l'acide 
zymonucMique, il Ieste encore 85% de la coloration due ~t la substance m6tachromatique. 
Ceci explique donc clairement le comportement des corpuscules m6tachromatiques dans 
la technique de diffdrenciation par HC1 N/Io, que nous avons employde. Nous ne nous 
expliquons cependant pas l 'augmentation de la basophilie qui se produit en passant 
de PH 1.30 a 0.85. I1 y a peut-~tre une d~composition de la substance m~tachromatique 
lib~rant un certain nombre de fonctions acides capables de capter une molecule de bleu 
de toluidine. D'une fa~on g6n6rale, il est ais~ de comprendre le comportement du 
complexe substance m6tachromatique-B.T. En effet la substance polyphosphor6e est 
certainement un acide plus fort que I'A.Z.N. Le m6me ph6nom~ne se produit pour 
les d6riv6s de l'acide addnylique et on salt que certaines fonctions acides de l'acide 
ad6nosine triphosphorique sont plus puissantes que celles de l'acide phosphorique libre. 

Cette propri6t6 pourrait 6ventuellement servir non seulement ~ la mise en dvidence 
qualitative de la substance m6tachromatique, mais dgalement ~ son dosage approximatif. 
I1 suffirait de mesurer la quantit6 de bleu de toluidine qui reste fix~e apr~s action de 
HC1 N/Io, I k 2 min. Nous n'avons pas encore examin6 cette question quantitativement. 

Nous avons pu mettre en 6vidence la substance m6tachromatique dans la levure 
recharg6e parce qu'elle s 'y accumule en grande quantit~ et qu'on peut l'en extraire. 
Dans le cas oh ce compos6 serait pr6sent en petite quantit6, sa d6tection serait beaucoup 
plus d61icate. De toute fa~on pour pouvoir l 'extraire, il faudra toujours une quantitd 
relativement grande de levure. Par sa propri6td d'6tre m6tachromatique, sa pr6sence 
peut ~tre d~cel~e beaucoup plus facilement et sur quelques celulles par examen micros- 
copique. C'est ainsi que nous avons pu montrer que dans les cas de recharge de levure 
normale, non 6puis6e au pr6alable on avait dgalement formation de substance m6ta- 
chromatique malgr6 la faible augmentation de basophilie. I1 en est de m~me dans les 
recharges ex6cut~es apr~s 6puisement dans l 'eau distill6e. Nous ne pouvons pas affirmer 
cependant que toute l 'augmentation de la basophilie que l'on observe r6sulte de la 
formation de la substance mdtachromatique. 

Application aux bacilles de LSFI~LER, Corynebacterium diphteriae. 

C'est sur ces bact6ries que BABIES 27 a montr6 pour la premiere fois l'existence de 
corpuscules m6tachromatiques. La nature de ces corpuscules de m6me que celle des 
corpuscules de levure n'a jamais 6t6 6claircie. Nous avons r6alis6 des frottis de Coryne- 
bacterium diphteriae. Ceux-ci color6s par le bleu de toluidine et diff6renci6s dans HC1 
N/Io I ~ 2 min ~ temp6rature ordinaire montrent tr~s nettement les corpuscules m6ta- 
chromatiques. Nous pensons que cette technique tr~s simple pourrait 6tre appliqu6e 
d'une fagon courante ~ l'identification de ces bact6ries. On a d6crit un grand nombre 
de techniques destin6es ~ mettre en dvidence ces corpuscules ; elles sont en g6n6ral plus 
longues et surtout moins certaines. La simple coloration au bleu de toluidine perlr.et 
de distinguer les corpuscules m6tachromatiques, mais comme pour les levures, l 'o r t to-  
chromasie g6n~rale de la cellule emp~che de les distinguer tr~s ais6ment. 

Nous voyons que les corpuscules m6tachromatiques de ces bact6ries se comportent 
vis-a-vis des acides d'une fa~on identique h ceux des levures normales et ~ la m6ta- 
chromasie g6n6rale des levures recharg6es. Nous ne pouvons pas affirmer l'identit6 des 
substances mises en jeu dans ces trois cas, elle est cependant assez vraisemblable. 
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8. SIGNIFICATION PHYSIOLOGIQUE 

JEENER et BRACHET ont d6j/k montr6 l '6troite d6pendance existant entre le 
m6tabolisme et la recharge en substance basophile. Ils ont montr6 que celle-ci ne 
se produit qu'h la condition que le m6tabolisme oxydatif ou fermentatif  soit intact. 
Une exp6rience pr6alable nous a montr6 que l'alcool dthylique ou le glucose h des 
concentrations sup6rieures k 0.25% permettaient  de r6aliser des syntheses de sub- 
stance basophile ind6pendantes de la concentration en substrat.  Cependant, si la con- 
centration descend en dessous de cette valeur, le m6tabolisme varie 6galement de m~me 
que la vitesse de synth~se. C'est dans ces conditions que nous nous sommes plac6 pour 
6tablir la relation quanti tat ive liant la synth&se ~ la desmolyse. 

La levure d6charg~e est mise en suspension dans un milieu ne contenant que les 
sels min6raux habituels (on 61imine le succinate qui pourrait ~tre lgg~rement m6tabolis6) 
La suspension contient 0.5% de levure (exprim6 en levure s~che). 2 ml de cette suspen- 
sion sont introduits dans la chambre principale d'une s6rie de godets d 'appareil  de 
WARBURG. Dans le godet lat6ral on place 0.36 ml de phosphate M/6 ~t PH 6 et 0.25 ml 
de solution d'alcool ou d 'eau pure dans le cas du t6moin. Le m6tabolisme ne peut donc 
6tre qu 'oxydatif  et on peut le suivre par la mesure de l'oxyg~ne consomm6 en absorbant 
le CO 2 par  0.3 ml de KOH h 20% plac6 dans la cuvette centrale de chaque godet. Apr~s 
un temps d'exp6rience de 40 min, on bloque l'dvolution des recharges en plagant les 
godets ~ o ° et on mesure la basophilie. Les r6sultats obtenus sont donn6s dans le 
Tableau VII .  

TABLEAU VII 

Dose d'alcool 
Respiration 

D6nivellation manom6trique 
e n  m m  

E 1 E 1 finale - -  E 1 initiale 

Avant l'exp6rience 
Sans substrat 
o.o38 mg 
o.o76 mg 
o.152 mg 
1.52 mg 

51 
lO9 
132 
193 
246 

0.24 
0.28 
o.41 
o.49 
o.66 
0.90 

0.04 
O.1 7 
0.25 
0.42 
0.66 

Comme le montre ]a Fig. 9, la quantit6 de substance basophile synth6tis6e crolt 
lin6airement avec la respiration. Cette relation linMire montre la liaison 6troite existant 
entre la desmolyse et la synth~se. La respiration endog~ne (sans substrat) peut ~ peine 
~tre utilis6e pour la synth~se, elle est vraisemblablement d 'une autre nature. 

La synth~se se pr6sente donc comme le r6sultat d 'un couplage dont la r6action 
couplante serait une des r~actions de la desmolyse. I1 n'est donc pas exclu ~ priori 
d 'arr iver  ~ inhiber la synth~se sans bloquer la desmolyse, l 'inverse 6tant ~videmment 
impossible. Jusqu 'k prdsent nous n 'y  sommes pas parvenu. Les poisons que nous avons 
employds ~ diverses doses sont d'ailleurs reconnus comme des poisons de la desmolyse. 
C'est le cas de l'ars6niate, de l'acide monoiodacdtique e t c . . .  Dans le cas de l'acide 
monoiodac~tique nous avons r6alis~ un empoisonnement ~ dose croissante. La suspension 
de levure dans un tampon h PH 5 est additionn6e de diff6rentes doses d'acide monoioda- 
l~ibliograpl, ie page 254. 
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c6tique. On op~re en appareil de WARBURG sur I ml de suspension de levure plus I ml 
de poison. Dans la corne lat6rale on place o.3 ml de glucose ~ 20% dans KH2PO 4 M/3. 
Apr~s 70 min de fermentation /t 28 ° on arr6te la synth~se et on mesure la basophilie 
des levures. Les r6sultats sont indiquds ~t la Fig. IO. La phlorizine ne nous a donn6 
aucune inhibition, ni de la desmolyse ni de la synth+se. Ceci est vraisemblablement dft 
au manque de pdndtration de ce poison dans la cellule. L'acide barbiturique et le di6thly- 
barbiturate, employ6s ~t des Pu non inhibiteurs par eux-m6mes n'ont pas donn6 d'effet. 
L'acriflavine ~ 30/00 inhibe compl~tement la desmolyse. Signalons en passant qu'elle se 
fixe sur les cellules de fagon semblable au bleu de toluidine. Les cellules tr~s basophiles 
fixent des quantit6s d'acfiflavine beaucoup plus importantes que les cellules normales. 
Ceci nous indique que ce poison s'attache aux groupes phosphoriques. 

I1 est intdressant de constater que HOTCHKISS 47 dans un travail rdcent a pu, 
dans le cas de bact6fies sensibles ~ la gramicidine, inhiber la pdn6tration des phosphates 
par cet antibiote sans que le m6tabolisme ne soit atteint. 

9" DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

I °. Les cel!ules de levure du type Sacch. cerevisiae (levure de boulangefie) mises 
en suspension dans un milieu min6ral fiche en ions phosphate (M/6o) et en pr6sence d'un 
substrat oxydable ou fermentescible, peuvent synth6tiser une substance basophile. 
Ce ph6nom~ne peut se pr6senter sous une forme particuli~rement frappante lorsque les 
levures sont pr6alablement cultivdes sur un milieu sans phosphate et plac6es ensuite 
en pr6sence de cet ion (BRACHET et JEENER). Dans ces conditions la basophilie de la 
cellule peut augmenter de 500 k 1.5oo% en 121 ~t 2 h. 

2 °. L'id6e d'une liaison chimique entre le colorant et les constituants chimiques 
de la cellule r6sulte des t ravaux ddj{t cit6s (KELLEY 30, BRACHET 3). Le fait que des 
moldcules aussi diff~rentes que l'acide thymonucldique, l'acide zymonucl6ique, la cas~ine 
se combinent au bleu de toluidine dans un rapport sensiblement stoechiom6tfique 
apporte un nouvel argument en faveur de cette idde. Les variations de basophilie doivent 
donc ~tre interpr~t6es comme des variations de teneur en substance basophile. 

3 °. Dans la levure normale (commerciale de boulangefie) la basophilie est due 
l'acide zymonucl6ique, ce dont on peut s'apercevoir par action de la ribonucl6ase 

(BRAcHET 48). Apr~s l'action de cette enzyme, il ne subsiste que la basophilie nucMaire 
tr~s peu importante vis-a-vis de la basophilie cytoplasmique. 

Au cours de la synth~se en substance basophile que nous avons 6tudi6e dans ce 
travail, le phosphore total augmente dans des proportions consid6rables alors que la 
teneur en pufines, en pentoses et en pentoses acido-solubles ne varie que dans les propor- 
tions de la croissance. Ceci exclut la possibilit6 d'une synth~se consid6rable d'acide 
zymonucMique ou de nucldotide. I1 s'agit donc d'une transformation massive d'ortho- 
phosphate en un composd phosphoryl6 basophile. Cependant la teneur de la levure en 
acide ad6nylique est trop faible pour qu'on puisse attribuer cette phosphorylation k la 
fixation de deux orthophosphates donnant naissance ~ l'acide ad6nosine triphosphofique. 

L'extrait  trichlorac6tique de la levure enrichie en substance basophile contient 
une  grande partie du phosphore emmagasind dans la cellule. 

4 °. Nous avons pu isoler la substance basophile synth6tis6e par la levure en 
utilisant une technique employ6e pour la pr6paration de l'acide zymonucl6ique. Le 
produit obtenu contient de 15 ~t 17% de phosphore au lieu de 9.6% pour l'acide zymonu- 
Bibliographie page 254, 
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cldique. Plusieurs reprdcipitations ne font pas fortement varier cett e teneur en phosphore. 
Le phosphore de la substance ainsi obtenue se distingue de celui de l'acide zymonucldique, 
en ce qu'il est enti~rement hydrolysable et a une vitesse d'hydrolyse IO fois plus grande. 
Ceci exclut 6galement pour cette substance une nature addnosine triphosphorique. 
Cependant la vitesse d 'hydrolyse est identique k celle de l'acide pyrophosphorique. 

Nous devons signaler ici plusieurs t ravaux dont nous n 'avons pris connaissance 
qu'apr~s la fin de ces recherches. Tout d 'abord T. MANN 49 en dtudiant les diverses 
fractions du phosphore de l'Aspergillus niger a pu met t re  en dvidence dans l 'extrait  
trichloracdtique de cette moisissure de l'acide pyro-phosphorique et mdta-phosphorique. 
I1 est certain que cette observation est pleine d'intdr~t en ce qui concerne la substance 
basophile dont nous nous occupons. Nous devons a l 'amabilitd de T. MANN de nous 
avoir signal~ que KOSSEL 5O en 1893 et son dl~ve ASCOLI 51 en 1899, ainsi que MAC- 
FARLANE 52 en 1936, avaient isold de la levure un acide nucl6ique dont la richesse en 
phosphore dtait supdrieure ~t celle de l'acide zymonucldique. Ils montrSrent que ce phos- 
phore suppldmentaire dtait de nature mdtaphosphorique. I1 est k noter que l'acide 
mdtaphosphorique a une constante d'hydrolyse du mdme ordre de grandeur que celle 
de l'acide pyrophosphorique et de la substance basophile extraite des levures que nous 
dtudions. Les auteurs que nous venons de citer retirent leur ,,acide zymonucldique 
mdtaphosphord" ou ,,acide plasmique" * d 'une levure normale, donc tr+s diffdrente 
de la n6tre. I1 n 'est  pas exclu que nous assistions ~ un phenom~ne de mdme nature, mais 
dont l 'intensit6 est fortement accrue. Les quantitds que KOSSEL et ASCOLI retirent des 
levures sont en effet beaucoup moindres que celles que nous obtenons dans les levures 
rechargdes. Les rapports entre ces substances sont actuellement k l'dtude. 

5 °. Des frottis prdpards ~ part ir  de la substance polyphosphorde basophile mdlan- 
gde ~ des protdines manifestent vis-a-vis du bleu de toluidine le phdnom~ne de mdta- 
chromasie. Les levures rechargdes ont la m~me propridtd. La teinte des frottis apparal t  
net tement  rougefitre au lieu d'dtre bleu-violacde comme dans le cas de l'acide zymonu- 
cldique. On peut exprimer quanti tat ivement ce phdnom~ne en comparant le coefficient 
d'extinction pour diffdrentes longueurs d'ondes, des frottis rdalisds dans ces deux cas. 
Les modifications d 'absorption sont du mdme ordre de grandeur que celles obtenues 
avec une substance mdtachromatique telle que l'agar. Quoique des substances diverses 
manifestent de la mdtachromasie, celle-ci est particuli~rement prononcde pour les esters 
sulfuriques. Elle est discutde pour l'acide nucldique oh en tous cas elle est faible. Pour 
la substance basophile polyphosphorde, elle est indiscutable et ce fait apporte un argu- 
ment  en faveur de la thdorie de BANK et BUNGENBERG fOE JONG 53 qui attr ibuent la 
mdtachromasie ~ la prdsence sur une grosse moldcule de nombreuses charges n6gatives. 
Ceci cadre tr&s bien avec la grande richesse en groupes acides de ce ddrivd polyphosphord. 

6 °. Nous avons constatd que le complexe de la substance polyphosphorde avec 
le bleu de toluidine est beaucoup plus difficilement dissocid par les acides que le complexe 
A.Z.N.-bleu de toluidine. Cette propridtd nous permet  d'enlever des cellules, la plus 
grande pattie du bleu de toluidine lid ~ l'acide zymonucldique (coloration orthochroma- 
tique) laissant subsister presqu'enti~rement la basophilie mdtachromatique. Ce fait est 
en accord avec l 'ancienne technique de MEYER pour la mise en dvidence des corpuscules 
mdtachromatiques des levures normales. Ceux-ci sont quanti tat ivement peu importants 
et ne correspondent qu'~ une fraction infi~ne de la basophilie totale. Au contraire, dans 

* Terme employ6 par KOSSEL. 
Bibliographie page 254. 
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les levures ayant synth~tisd la substance polyphosphor~e, les agr~gats m~tachromatiques 
dont la cellule est v~ritablement bourr~e, correspondent ~ une fraction tr~s !mportante 
de la basophilie totale. La similitude de comportement de cette substance et des corpus- 
cules mdtachromatiques des cellules normales, nous permet d'dmettre l'hypoth~se de 
leur parent~. 

7 °. On peut assurer que les corpuscules mdtachromatiques ne sont pas simple- 
ment formds d'acide zymonucl~ique ordinaire, lequel est peu m6tachromatique. Ceci 
nous fait croire que les auteurs qui ont employ~ la technique de MEYER avec diff~rencia- 
tion k l'acide sulfurique 1%, (DELAPORTE ,~4, 55) n'ont vraisemblablement pas 6tudid 
l'acide zymonucl~ique, mais une autre substance. Ils ont pu montrer l 'importance du 
phosphore dans l 'apparition de ces  corpuscules, ce qui ne dolt pas nous surprendre. 
Cependant certains des r6sultats de DELAPORTE nous 6tonnent. L'auteur extrait l'acide 
zymonucl6ique en suspendant la levure dans une solution h 0.2% de bicarbonate de 
sodium pendant quelques heures, en agitant constamment. Les cellules, apr~s ce {raite- 
ment, sont encore vivantes et, selon l'auteur, l'acide zymonucl6ique passe en solution. 
Ceci nous semble invraisemblable, vu la grandeur de la moMcule. Nous avons fait des 
dosages du pentose sortant des cellules dans ces conditions et nous n'avons retrouv6 
que I/5OO de l'acide nucl~ique total. Ce r~sultat peut facilement ~tre dfi ~ quelques 
cellules 16s6es au cours des operations. La disparition des corpuscules m6tachromatiques 
signal6e par DELAPORTE, ne correspond donc nullement ~ la disparition de l'acide 
zymonucl6ique, mais simplement h la disparition de la petite quantit6 de substance 
m6tachromatique. VENDRELY et SARClROI~ 5e arrivent 6galement ~t la conclusion que la 
substance extraite par la m~thode de Delaporte ne contient pas de I urine, donc pas 
d'A.Z.N. La substance extraite serait l'hapt~ne de la levure. 

8 °. Nous avons v6rifi6 que les corpuscules m6tachromatiques des bacilles de la 
dipht6rie se comportent de fa~on semblable k ceux des levures normales et des levures 
charg~es de substance polyphosphor6e m6tachromatique. Rapprochons ce fait de celui 
observ6 par ARLOING et RICHARD 5~. Ils montrent que par culture dans un milieu riche 
en phosphore, on peut faire naltre des corpuscules m6tachromatiques dans des bact6ries 
qui normalement n'en forment pas (bacille pseudo-dipht6rique). Ceci est un argument 
de plus en faveur de l'id6e que chez les bact6ries 6galement les corpuscules m6tachroma- 
tiques sont des d6riv6s polyphosphor6s. 

9 °. La propri6t6 de m6tachromasie est pr6cieuse pour suivre la substance poly- 
phosphor6e dans les cellules. Ainsi, les cellules normales ou 6puis6es dans l'eau distill~e 
se rechargent faiblement en pr6sence de phosphate. Dans ce cas, il y a 6galement for- 
mation de compos6 m6tachromatique. La recharge est donc due au moins en partie 
la substance basophile polyphosphor6e. 

IO °. CASPERSSON, dans les t ravaux que nous avons signal,s dans l'introduction, 
mesure la teneur des cellules en purines et pyrimidines, par leur absorption sp6cifique 
de l'ultra-violet. De cette fa~on, il montre pour les levures, des variations pouvant 
atteindre lOO%. Nous ne rejetons pas l'id~e que des modifications de la teneur en acide 
zymonucl6ique puissent apparaltre au cours de la croissance active des levures. Dans 
nos experiences, nous nous sommes plac6s dans des conditions oh la croissance est 
faible (25%) et nous avons d'ailleurs observ~ des variations de la teneur en purines 
atteignant 50%. I1 ressort de notre travail que la mesure de la basophilie dans le cas 
des levures n'est pas toujours l'6quivalent de la mesure de la teneur en acide zymonu- 
cl~ique. La basophilie ne mesure en somme que les prot6ines ~ groupe prosth6tique 
B~bliographie page 254. 
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acide. En g6n6ral cependant, la technique de BRACHET et JEERER est applicable si on 
prend soin de s'assurer au pr6alable de l'absence de d6riv6 polyphosphor6, par la techni- 
que cytochimique clue nous proposons. 

I I  °. La synth~se de la substance basophile est li6e au m6tabolisme. En pr6sence 
d'acide monoi'odac6tique, il n 'y  a pas de recharge et le phosphore total de la levure 
n'augmente pas. De plus, la relation qui lie la synth6se de la substance basophile t~ la 
respiration est lin6aire. Cette' relation montre ~galement par extrapolation, que pour 
une valeur R ° de la respiration (Fig. 9) on n'a pas de synth6se. Ceci correspond au fait 
que la respiration endog~ne (sans substrat), quoique notable, est tr6s peu utilisable pour 
la synth6se, sans doute parce qu'elle est d 'autre nature que la respiration avec substrat. 
Dans un m~me ordre d'id6e, Bom~i 5a a distingu6 une respiration endog~ne stable d'une 
respiration endog6ne passag6re (qui ne dure que 2 tt 3 heures apr~s la fabrication de la 
levure). La respiration endog~ne dont nous parlons darts nos exp6riences est du type 
stable. 

L'emploi de poisons tels que l'acide monoiodac6tique, montre 6galement que l a  
synth6se et le m6tabolisme sont inhib6s de faqon fort semblable. I1 n'est cependant pas 
exclu de pouvoir trouver un inhibiteur de la synth~se qui n'agisse pas sur la respiration 
ou la fermentation. Les deux m~canismes sont li6s, mais c'est la desmolyse qui est la 
r~action primaire et limitante, la synth~se ~tant le r6sultat du couplage avec la pr~c6- 
dente et n 'ayant  pas n6cessairement sur elle une action r~ciproque. 

12 °. Le d6riv6 polyphosphor6 mis en 6vidence dans la levure recharg~e, se 
pr~sente comme une anomalie, au moins par la forte proportion qui peut y apparaitre. 
Cependant l'existence des corpuscules m6tachromatiques en tr~s petite quantit6 dans 
les levures normales, dans certains champignons, algnes et bact6ries, nous permet 
d'esp6rer qu'on trouvera une signification biologique g6n6rale ~ ce constituant cellulaire. 
Nous ne pouvons faire ~ ce sujet que des hypotheses. 

Vu les analogies que ce d6riv6 polyphosphor6 a avec l'acide ad6nosine triphos- 
phorique, on peut notamment songer ~ l'impliquer dans des mdcanismes de transport 
d'6nergie semblables ~ ceux qui font jouer ~ l'acide ad6nosine triphosphorique un rSle 
central dans le m~tabolisme cellulaire (LYNEN ~9, KALCKAR 60). 

R'~SUM~ 

i. On 6tudie les fortes variations de la basophilie qui apparaissent dans la levure, 
pr~alablement appauvr]e en phosphore et plac~e ensuite en pr6sence d'ions phosphate. 

2. Les variations de la basophilie sont compar~es aux variations de ]a composition 
de la ]evure en phosphore, purines et pentoses acidosolub]es. 

3. L'extraction d'une substance fiche en phosphore et basophile diffdrente de 
l'acide zyanonucMique permet d'expliquer ]es r~sultats obtenus. 

4- Les propri6t6s chilrdques et ]a composition de la substance basophile sont 
6tudi6es. 

5. Les ]evures fortement basophiles ainsi que la substance extraite manifestent k 
un haut degr6 le ph6nom~ne de m6tachromasie. Cec] permet la raise en 6vidence cytochimi- 
que de cette substance. 

6. L'~tude quantitative de la synth~se de la substance basophile et de la desmo]yse 
permet de saisir le couplage des deux r~actions. 

SUMMARY 

I. A study has been made of the considerable variations in basophfly which 
occur in phosphorus exhausted yeast  cells, afterwards brought again into the presence 
of phosphate ions. 
Bibl~ogra#~ie page ~54. 
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2. These changes in basophily have been compared with changes in the phosphorus, 
purine, and acido-soluble pentose content  of the yeast cells. 

3. The extraction of a phosphorus-rich basophilic substance, different from 
zymonucleic acid, explains the results obtained. 

4. The chemical properties and the composition of the basophilic substance have 
been studied. 

5. Strongly basophilic yeast cells, as well as the substance extracted, show an 
intense metachromasy. This property makes possible the cy~ochemical detection of the 
substance. 

6. A quant i ta t ive  s tudy of the synthesis and desmolysis of the basophilic sub- 
stance indicates tha t  the two reactions are coupled. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Die starken Basophilie-Ver/~nderungen, die in Hefe vorkommen, welche erst phos- 
phorarm gemacht und dann  in Berfihrung mit  Phosphat-Ionen gebracht worden ist, 
werden bier untersucht.  

2. Die Basophiliever/~nderungen werden mit  den Ver/~nderungen des Gehalts der 
Hele an Phosphor, Pur inen und s/~urel6slichen Pentosen verglichen. 

3. Die Ext rak t ion  einer phosphorreichen und basophilen Substanz, die von Zymo- 
nucleins/iure verschieden ist, erkl/~rt die erhaltenen Resultate. 

4. Die chemischen Eigenschatten und die Zusammensetzung der basophilen 
Substanz werden untersucht.  

5. Stark basophile Hefen sowie die extrahierte Substanz zeigen sehr starke Meta- 
chromasie. Diese Eigenschaft  erm6glicht den cytochemischen Nachweis dieser Substanz. 

6. Die quant i ta t ive  Untersuchung der Synthese der basophilen Substanz und der 
Desmolyse zeigt an, dass beide Reaktionen miteinander  gekoppelt sind. 
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