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M]~TABOLISME DE L'ACIDE RIBONUCLI~IQUE DANS L'(EUF 

D'AMPHIBIEN TRAIT~ AU DINITROPH]~NOL 

par 

M. STEINERT 

Laboratoire de Morphologie Animale, Universit~ libre de Bruxelles (Belgique) 

Des observations histologiques et histochimiques de BRACHET 1 ont montr6 que la 
r6partition des acides ribonucl6iques est fortement alt6r6e dans les embryons de batra- 
ciens soumis & l'action du dinitroph6nol (DNP) ou de l'usnate. BRACHET a fait un rappro- 
chement int6ressant entre l'aspect des o~ufs bloqu6s par ces inhibiteurs des phosphory- 
lations oxydatives et celui des hybrides 16taux et il a ~rnis l'hypoth~se que les noyaux 
interviendraient dans le couplage des oxydations et des phosphorylations de l'embryon. 

Le pr6sent travail a comme but de compl6ter les observations de BRACHET par une 
6rude quantitative du m6tabolisme des acides nucl6iques dans des embryons cultiv6s en 
pr6sence de dinitroph6nol ou d'usnate. 

MATI~RIEL 

Nos experiences ont port6 sur des ceufs des esp~ces suivantes: Rana ]usca, Rana 
esculenta, Triton waltlii (Pleurod~le), Ambystoma mexicanum. 

TECHNIQUES 

Le dinitroph~nol (Chemipharma) et l 'usnate sont dissous dans du liquide de Holtfreter et le 
p H e s t  soigneusement ramen6 ~ la neutralitY. Les solutions d 'usnate sont pr6par6es imm6diatement 
avant l'emploi, ~ partir  d 'un produit recristaUis6. Les ceufs sont d~barass6s de leurs enveloppes 
muqueuses pour facfliter la p~n~tration des poisons des phosphorylations; ils sont ensuite plong6s 
dans des solutions d 'usnate ou de dinitroph6nol pendant  des temps vari6s, le plus g6n~ralement 24 
ou 48 heures. Les oeufs sont ensuite lav6s avec du liquide de Holtfreter I]iO et gard6s dans des 
boites de Petri  contenant du Holtfreter i[Io. Les cultures sont maintenues ~ la temp6rature de 16 ° C, 
pendant  toute la dur6e de l'exp~rience. 

Dosage de l'acide ribonud~ique. Les dosages de l'acide nibonucl6ique sont rdalis6s par la technique 
spectrophotom6trique ddcrite prdc6demment (STEZNERT~). Chaque oeuf est extrait s6par6ment par 
o. 5 ml d'acide perchlorique 1%. L'extinction au maximum (26o m/~) de l 'extrait  est comprise entre 
o.3 et o.9, ce qui correspond aux meilleures conditions de travail avec le spectrophotom6tre de 
Beckman. 

Dosage des bases puriques libres. Des extraits ~ l'acide perchlorique i % sont obtenus ~ partir 
de 15 ceufs A la fo/s, dans les conditions d4jg d~crites (STEINERTS). La s4paration des bases par 
chromatographie sur papier se fair au moyen du solvant propanol]ammoniaque/eau, qui nous a donn4 
de bons r6sultats a. 

Mesures de la consommation d'oxyg@ne. Nous utilisons le proc4d6 classique de Warburg. On 
place, dans chaque r6cipient des manombtres, de ioo A 125 oeufs d4barass4s de leurs enveloppes 
muqueuses, dans le plus pet i t  volume possible de solution Holtfreter i ] io.  Le dinitroph6nol est 
d~pos6 en solution concentr4e dans la fiole lat~rale de fagon A obtenir, apr~s le m~lange, les concen- 
trations de 5" lO-8 M e t  de 5" lO-4 M, Le dinitroph6nol n 'est  m61ang6 aux ceufs qu'apr~s le temps 
n6cessaire A l'6quilibration thermique des manom~tres. Le thermostat  est maintenu A 220 C. Les 
lectures sont faites de I5 en I5 minutes, pendant  6 heures. 
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R E S U L T : k T S  

I1 ne semble pas y avoir de diff6rences importantes dans la sensibilit6 au dinitro- 
ph6nol des diff6rentes esp6ces 6tudi6es. Le dinitroph6nol bloque compl6tement le d6ve- 
loppement des ceufs k partir  de la concentration de 5" lO -6 M. L'effet est imm6diat et 
r6versible si les embryons sont lav6s et report6s dans du liquide de Holtfreter pur apr6s 
24 ou 48 heures. Cette r6versibilit6 s'observe m4me si la concentration en dinitroph6nol 
est dix lois sup6rieure (5"1 °-4 M). Le d6veloppement des embryons report6s bans le 
Holtfreter apr6s l 'action du toxique n'est cependant j amais normal: la gastrulation n'est 
pas complhte et il subsiste un bouchon vitellin plus ou moins important, comme l 'avait 
d6j~ d6crit DAWSON a. La microc6phalie et des d6formations de la r6gion caudale sont les 
alt6rations les plus fr6quentes que provoque le dinitroph6nol. 

L'usnate ne bloque pas aussi parfaitement le d6veloppement des embryons (chez le 
Pleurod61e) que le dinitroph6nol. A la dilution de 0.5 r/ml, il ne ralentit m4me pas la 
croissance de l 'embryon ; Iy k 2~,/ml sont n6cessaires pour obtenir un effet important. 
Le blastopore apparait cependant toujours chez les blastulas trait6es et une gastrulation 
partielle est fr6quente. M~me des blastulas trait6es par de l 'usnate k 4~,/ml, qui provoque 
la cytolyse totale en moins de 48 heures, pettvent former un blastopore. La r6versibilit6 
des troubles produits par l 'usnate n'est pas aussi compl6te que dans le cas du dinitro- 
ph6nol. 

Acide ribonucl~ique. Conform6ment aux observations histochimiques de BRACHET 1, 
nous avons observ6 que l 'usnate et le dinitroph6nol cansent des troubles consid6rables 
dans le m6tabofisme de l'acide ribonucl6ique. On note, chez les embryons trait6s au 
dinitroph6nol, an parall61isme 6troit entre le degr6 de d6veloppement atteint et la syn- 
th6se de l'acide ribonucl6ique. Celle-ci est totalement inhib6e par le dinitroph6nol 
2. IO -5 M. Lorsque des embryons trait6s au dinitroph6nol sont remis dans du liquide de 
Holtfreter pur, la synth~se de l'acide ribonucl6ique recommence au moment pr6cis off la 
croissance reprend. Nous avons aussi toujours pu constater que ce sont les embryons les 
plus riches en acide ribonucl6ique qui sont les moins anormaux et les mieux d6velopp6s 
(Tableau I). 

TABLEAU I 
BALSTULAS DE PLEURODI~LE, MIS:ES DANS LE DNP PENDANT 24  HEURES, 

REPORT]~ES F.~6UITE DANS DU HOLTFRETER PUR 

Au d2b*a de l'exp&ience Apr~s deuz jours Apr~s trois jours 

T 6 m o i n s  ~ 5.31 y A R N  ~ 6 . o 8 ~  s = 0 , 3 8  8 . 2 3 y  s = o . 4 9  

DNP 5' Io-5 iV/ i par embryon I 5.2oy s = o.22 6.i2 V s = o.61 
D N P  5 '  l o - 4 M  s ~ o . o 9  5 . 3 3 ~  s = o . 1 6  5 . 9 9 ~  s ~ o .18  

s ~ Standard deviation. 

Des observations analogues ont 6t6 faites sur des oeufs trait4s ~ l'usnate. A la dilu- 
tion de I-2y/ml, l 'usnate bloque la synthes6 de l'acide ribonucl6ique, quoiqu'il n'emp4che 
pas totalement la gastrulation comme le fait le dinitroph6nol (Tableau II). 

Bases puriques l ibms. Seule l 'action du dinitroph6nol a 6t6 6tudi6e chez R a n a  ]usca. 
L'angmentation de ta perm6abifit6 des membranes cellulaires, due ~ la pr6cytolyse des 
embryons, entraine la perte rapide des bases fibres. I1 faut donc prendre grand soin de 
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Au ddbut de l'expdrience Apr~s 24 heures Apr~s deux jours AprOs trois jours Apr~s qua2re jours 

T ~ m o i n s  ] 6 . 0 7 7  A R N  [ - -  7,24? s = 0.49 8 .487  s = 0.47 9 . 5 9 ?  s = 0.32 
U s n a t e  i ?/ml I p l r  e m b r y o n  / - -  6 , i 6 y  s = o.14 5 .85y  s = 0.59 6 .46  ? s = 1,28 
U s n a t e  2 ?/ml s = o.31 - -  5 , 7 I ?  s = o.18 - -  5 . 3 1 7  s = 0.36 
U s n a t e  4 ?[ml 5.95Y s = o,34 c y t o l y s e  t o t a l e  

s = S t a n d a r d  d e v i a t i o n ,  

n'utiliser pour le dosage des purines libres que des ceufs absolument intacts. Nous avons 
montr6 que, dans l'ceuf normal, les oxypurines libres disparaissant progressivement k 
partir de la gastrulation. Ce ph~nom~ne est fortement r~duit lorsque l'ceuf est soumis 
l'action du dinitroph6nol. 

Voici, ~ titre d'exemple, les r6sultats de 4 experiences faites dans des conditions 
identiques (s repr6sente la Standard deviation). Des gastrulas au stade 12 de SHUMWAY 5, 
dont la teneur en oxypurines est de 37.4" IO-3 micromoles (s = 0.8) sont places dans du 
dinitroph6nol 5" 1o -5 M. Apr~s 24 heures, les t~moins sont au stade du bourgeon caudal 
(SHuMWAY 17) et les embryons trait~s au stade de la plaque m6dullaire (SHuMWAY 13,14). 
Les premiers coutiennent 29.8-xo -3 micromoles (s ---- o.9) de bases libres, alors que les 
ceufs soumis au dinitroph~nol en ont encore 3.3.i. lO -3 micromole (s = o.7). 

Des observations semblables ont ~t~ faites sur des embryons ~t des stades plus 
avanc6s du d6veloppement et en employant d"autres concentrations de dinitroph~nol. 

Signalons encore une experience analogue, Oll avons mesur~ les changements de la 
teneur en bases libres de l 'hybride l~tal R'ana/usca~ × Rana esculenta $e t  des t~moins du 
m~me Age, Rana esculenta homozygote. Ces r6sultats sont r6unis dans le Tableau III.  

T A B L E A U  I I I  

TENEUR EN BASES P U R I ~ / E S  LIBRES. DES OEUFS DE L 'HYBRIDE L~TAL 

Rana [usca ~ × Rana esvulenta 

Stadv des tdmoins Tdmoins I~ybride~ 

F 6 c o n d a t i o n  12.5" lO .8  m i c r o M  - -  
G a s t r u l a  gtg6e i 1 . 8 .  i o  -3 m i c r o M  12.6- i o  -3 m i c r o M  
N e u r u l a  lO.1 • lO -a  m i c r o M  12.1 • lO73 m i c r o M  

Consommaiion d'oxygOne. Comme le dinitro-o-erbsot ( B o E L L ;  NEEDHAM E T  ROGERSS) ,  

le dinitrophSnol 5" ~o'4 M augmente consid~rablement la respiration de blastulas ou de 
j eunesgastrulas. 2 ou 3 heures apr~s avoir m61ang6 le dinitroph~nol aux ceufs, ceux-ci 
consomment plus de deux fois plus d'oxyg~ne que les t~moins (Fig. I). La respiration tend 
ensuite ~ diminuer et elle cesse totalement apr~s quelques heures. A une concentration 
dix fois plus faible, le dinitroph6nol augmente encore sensiblement la respiration d'une 
fa~on progressive et continue, pendant  au moins 7 heures. Les r~sultats varient d'ailleurs 
dans de tr~s fortes proportions d 'une ponte k l 'autre de Rana ]Usca. 

Notons encore que les oeufs dont le d6veloppement est bloqu~ par le dinitroph~nol 
sont moins sujets ~ la cytolyse lorsqu'ils sont cultiv~s dans des conditions favorables k 
une meilteure oxygenation du milieu. 
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Fig. I. Consommation d'oxyg~ne pour ioo embryons, normaux ou trait~s au dinitroph6nol (DNP) 
5' Io-* Met  5" IO-S M. En abscisse: le temps apr~s le m~lange du DNP aux embryons. 

DISCUSSION 

On remarquera tout  d 'abord que les blastulas trait~es tt l 'usnate sont capables 
d'amorcer la gastrulation bien que la synth~se de l'acide ribonucl~ique soit compl~te- 
ment bloqu~e. A ce point de vue, il semble d'ailleurs y avoir une nette diff6rence entre le 
mode d'action de chacun des deux poisons utilis6s: on peut cultiver des ceufs dans du 
dinitroph6nol ~ une concentration beaucoup plus 6levee que celle qui bloque le d6velop- 
pement sans produire de cytolyse de l'ceuf avant  deux ou trois jours; par contre, le 
bloquage r~versible sans cytolyse ne peut ~tre obtenu avec l 'usnate que dans des limites 
de concentration tr~s 6troites. 

La synth~se des nucl6otides et des nucl6osides requiert l ' intervention d'esters phos- 
phoriques (KALCKAR et coll3) ; on pouvait doric s 'attendre ~ trouver une inhibition de la 
synth~se de l'acide ribonucl~ique chez les embryons trait6s par ur  poison des phosphory- 
lations oxydatives. Selon KALCKAR, la synth~se du lien ribosidique ou d6soxyribosidique 
est r~alisde par la nucl~oside-phosphorylase suivant l'&tuation 

HX + ribose-I'-phosphate ~- ribose-I '-HX + phosphate. 

Le dinitroph6nol bloquerait la synth~se du ribose-I'-phosphate et, secondairement, 
l'utilisation de l 'hypoxanthine ou de la guanine. C'est effectivement ce que nous consta- 
tons dans le cas de l 'embryon de grenouille trait6 au dinitroph6nol: la disparition des 
bases libres est fortement inhib6e par le dinitroph6nol. Ce fait semble bien conffrmer 
l'id6e que ces bases interviendraient darts la synth~se des nucl6otides de l 'embryon 3. Une 
autre voie possible du m~tabolisme des bases puriques est leur d~gradation en acide 
urique, par le m~canisme de la xanthine-oxydase. On ignore encore si le dinitroph~nol 
inhibe l'activit6 de cet enzyme, mais il semble peu probable qu'il en soit ainsi ~ la con- 
centration de 5" IO-5 M. L'oxydation de l 'hypoxanthine en acide urique n'implique pas 
l ' intervention d'esters phosphoriques. I1 est d'aiUeurs peu vraisemblable clue l 'oxydation 
de l 'hypoxanthine soit bloqu~e dans un organisme dont la consommation d'oxyg~ne est 
fortement accrue par le dinitroph6nol. Enfin, il est ~ remarquer que l'effet toxique du 
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dini t roph6nol  sur  la synth~se de l 'acide r ibonucl6ique et sur le m6tabol isme des bases 
pur iques  s ' ob t i en t  ~ la concent ra t ion  qui inhibe  les phosphoryla t ions  ( L o o m s  ET 
LIPMANN, JUDAH E~ WILLIAMS AS~IMAS, TEPL'¢8), alors que ce n 'es t  qu '~  une  concen- 
t ra t ion  beaucoup plus 61ev6e que le d ini t roph6nol  b]oque les oxydat ions.  

Les dosages des purines libres dans les ceufs de l 'hybr ide  16tal R a n a  [usca ~ × R a n a  

esculenta ~_ m o n t r e n t  qu ' i l  s 'y  produi t  des ph6nom~nes semblables h ceux qui v i ennen t  
d 'e t re  d6crits dans le cas du dini troph6nol .  Les hybrides  bloqu6s gardent  in tactes  leurs 
bases pur iques  libres t a n t  qu ' i ls  ne se cyto lysent  pas, alors que les oeufs t6moins (R. 
esculenta homozygote) perdent  progressivement  leur r6serve d ' hypoxan th ine  et de gua- 
nine.  Nous savons, d ' au t re  part ,  que la synth~se de l 'acide r ibonucl6ique est for tement  
inhib6e chez l 'hybr ide  aussi (STEINERTI). Cette analogie entre  les effets de l ' hybr ida t ion  
et ceux de Fact ion du dini troph6nol ,  d6j~ signal6e par  BRACHET 1, apporte  un  nouvel  
appui  ~ l 'hypoth~se de c et au teu r  qui a t t r ibue  au noyau  un  r61e dans l '61aboration de 
coenzymes n6cessaires au couplage entre  les oxydat ions  et les phsphorylat ions.  

R~SUM~ 

I. Le DNP et l'usnate bloquent la synth~se de l'acide ribonucMique dans l'ceuf de Batracien. 
2. Darts les embryons trait6s au DNP, la disparition progressive des bases puriques libres est 

inhibde. 
3. La consummation d'O 2 des 0eufs tralt~s au DNP est accrue dans de fortes proportions par 

rapport A celle des t~moins. 
4. Ces observations appuient l'hypoth~se de BRACHET relative au r61e du noyau dans le couplage 

des oxydations et des phosphorylations. 

SUMMARY 

I. The synthesis of ribonucleic acid in the eggs of Batrachians is inhibited by DNP and usnate. 
2. The progressive decrease in the amount of free purine bases is not observed when the embryos 

are treated with DNP. 
3. The 0 2 consumption of DNP-treated eggs is much increased compared with that of normal eggs. 
4. These observations confirm BRACH~T'S hypothesis as to the role of the nucleus in the linkage 

of oxidations and oxidative phosphorylations. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Die Synthese der Ribonuldeins~ure in Froscheiern wird yon Dinitrophenol und Usnat ver- 
hindert. 

2. Das fortschreitende Verschwinden der freien Purinbasen ist in mit Dinitrophenol behandelten 
Embryonen gehemmt. 

3. Der Sauerstoffverbrauch yon mit Dinitrophenol behandelten Eiern hat im Vergleich mit 
den normalen Eiern stark zugenommen. 

4. Diese Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese yon BRACH~T beziiglich der Rolle des 
Kerns bei der Verkniipfung oxydierender und phosphorylierender VorgAnge. 
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