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M]~TABOLISME D E  LA GUANINE-8-1~C CHEZ LA L E V U R E  

J. L A H O U * 

Laboratoire de Chimie Biologique, Facult~ des Sciences, 
Universit~ libre de Bruxelles (Belgique) 

INTRODUCTION 

L'ad6nine est un bon pr6curseur des deux purines des acides nucl6iques chez la le- 
vure 1, 2, s. Mais si l'ad6nine se transforme facilement en guanine, il semble bien que la 
transformation inverse ne se produise pas, car le 14 C fourni k la levure sous la forme de 
guanine-8-14C ne se retrouve pas dans l'ad6nine des acides nucl6iques; seule leur 
guanine en contient 1. 

Le pr6sent travail a pour but de pr6ciser les transformations subies par la gua- 
nine-8-14C chez la levure, en milieu glucos6 d~pourvu d'azote assimilable et d'6tablir, 
en particulier, le chemin de son incorporation dans les acides nucl6iques. 

MAT1~RIEL ET M]~THODES 

Levure: m u t a n t  "pet i tes  colonies" obtenu par  t r a i t ement  A l 'acriflavine d 'une souche diploi'de de 
"Yeas t  Foam"4,5, e. 

Culture: 24 heures A 3o°C en ana6robiose dans un milieu contenant  50 g de glucose, 3 g d 'ex- 
t ra i t  de levure Difco, 0. 5 g NaC1, 0.53 g CaClz.2H20, i g KH2PO 4, 1.43 g MgSO4.7H~O, 1.2 g 
(NH,)2SO ~, 0.o05 g FeC1 s par  litre. 

Milieu sans azote." 4 ° g de glucose, o.45 g de KH2PO4, 0.2 g MgSO4.7H20 par  litre. 
Dosage de la guanine des acides nucl~iques: selon LORING et al. 7. 

Isolement des composds puriques 
Des volumes connus de la suspension de levure sont  vers~s sur  de la glace; la levure est recueillie 
quan t i t a t ivement  par  centr i fugat ion et lav6e avec de l 'eau glac6e. Le liquide surnageant  et les 
eaux de lavage sont  congeMs et conserv6s pour  l '6tude des purines  libres du milieu. 

La levure lav~e est  extrai te  A o ° par  une solution d'acide perchlorique N (3 extract ions de 
IO minutes  chacune, avec 5 ml d'HC104 N pour  i g poids sec de levure). 

(a) Purines des acides nucl~iques. Le pr6cipit6 contient  les acides nucMiques; il est chauff6 
i heure ~ Ioo°C dans IO ml d'HC104 N. Les purines lib6r~es sont  pr6cipit6es A l 'argent  selon 
ABRAMS 8. 

(b) Fractionneme~t des compos~s puriques acido-solubles. A 15 ml d 'ext ra i t  perchlorique, on 
ajoute  environ 15o mg de charbon (Carbo ac t iva tus  purus  siccus Merck No. 2183) sur  lequel les 
compos~s pur iques  sont  adsorb6s quant i ta t ivement .  Le charbon,  lay6 g l 'eau, est remis en suspent  
sion dans IO ml du m61ange 6 thano l - eau -ammoniaque  concentr~e (73:24:3 en volumes). Cettc 
op6ration est  r6p6t~e cinq lois; dans ees conditions, les compos6s pur iques  sont  compl~tement  
61u6s. La solution alcoolique est 6vapor6e A sec au bain-marie et le r6sidu est redissous dans 5 ° ml 
d 'eau distill6e. La solution ainsi obtenue est  vers6e sur  une colonne d '6changeur d' anions (Dowex- 
I-C1-) de i cm × 6 cm. Les nucl6otides sont  fix6s par  la colonne, les nucl6osides et les purines 

libres ne sont  pas retenus.  La  colonne est lav~e avec ioo m l d  'eau ; cet te  eau de lavage est ajout~e 
la fraction nucMosides-purines. 

Les purines libres sont  pr~cipit6es A l 'a rgent  selon ABRAMS s. Le surnageant ,  qui contient les 
nucMosides, est acidifi6 (HC10, N) et chauff6 i heure A I oo o C ; apr~s ~vaporat ion les purines lib~r6es 
sont  pr~cipit6es A l 'a rgent  s. 

* Bours ie r  de l ' I n s t i t u t  In terunivers i ta i re  des Sciences Nucl6aires. 
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Les nucMotides sont 61u6s de la coIonne d'6changeur &anions ~ l'aide de ioo ml d'HCl 2 N 
la solution obtenue est chauff6e ~. ioo ° pendant une heure; les purines lib6r6es sont pr6cipit6es 
& l'argent s. 

(c) Purines libres du milieu. Le milieu ext~rieur contient des substances r6ductrices qui 
d6truisent les sels d'argent. On s~pare donc les purines par adsorption snr charbon par un proc~d~ 
semblable ~. celui qui est d6crit plus haut pour les compos~s puriques acidosolubles intracellulaires. 

Radioactivit~ sp~cifique de compos~s puriques 
Les pr6cipit6s argentiques de purines obtenus dans les diff6rentes fractions sont lav6s ~ l'eau, 
repris dans quelques gouttes d'HC1 N e t  les purines sont s6par6es l'une de l'autre par chromato- 
graphie sur papier A l'aide d'un m~lange N-butanol-eau-ammoniaque concentr6e (lOO:17:1.17) 
selon MAcNuTT g. I1 arrive que la guanine et la xanthine soient insuffisamment s~par~es; on les 
purifie alors par une nouvelle chromatographie dans un m61ange N-butanol-eau-acide formique 
(77:13:1o) selon MARKHAM ET SMITH 10. La radioactivit6 sp6cifique des purines isol6es est d~ter- 
min6 selon CHANTRENNE 2. 

Dosage des eomposds puriques acidosolubles 
Ce dosage est effectu6 par dilution isotopique. Une pattie de chacune des fractions sert/t la d6ter- 
ruination de la radioactivit6 sp6cifique des divers compos~s. A une autre partie de chaque fraction 
sont ajout~es des quantit~s connues d'ad~nine, de guanine, d'hypoxanthine et de xanthine avant la 
pr*cipitation des purines. La radioactivit6 sp6cifique des purines ainsi dilu6es est d~termin~e. I1 est 
facile d~s lors de calculer ]a quantit6 de chacune des purines dans chaque fraction par la relation: 

I 

(A~/A'A - -  1 

oh Q est la quantit6 ~ ealculer 
Y est la quantit~ d'entra~neur ajout~e 

A s l'activit~ sp6cifique de la substance non dilu6e 
A's l'activit~ sp~cifique de la substance dilu6e 

Substances marquees 
Guanine-8 -1~C: fournie par la '*Nuclear Corporation of America". 
Xanthine-8 -1¢ C: pr~par~e par d~samination de la guanine-8A~C selon la m6thode d~crite pour la 
pr~paratiqn d'hypoxanthine par CI~AI~TR~ ~ D~VR~X ~. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Incorporation de la guanine darts la levure au repos 

Exp&ience.  La levure r6colt6e et lav6e est remise en suspension k raison de Io  mg 

(poids sec) par  ml  dans le milieu glucos6 sans azote assimilable et la suspension est 

incub6e 60 minutes  ~ 3 °o sans a6ration. Apr~s 60 minutes,  on a joute  4 ° mg de glucose 
par  ml  et assez de guanine-8-14C pour  obtenir  une concentra t ion finale de o.14 micro- 

mole et 0.02 microcurie  par  ml. 
Des ~chantillons de I g (poids sec) de levure  sont pr61ev6s apr~s 5, IO, 2o, 30 et 60 

minutes  et les compos~s puriques en sont isol6s selon la technique indiqu6e plus haut.  

La  radioact ivi t~ sp~cifique de ces compos~s est d6termin6e et ils sont dos6s par 

di lut ion isotopique.  
Les d6riv6s de l 'ad6nine et de l ' hypoxanth ine  se sont toujours r6v616s compl~te- 

men t  inactifs dans de parei]les exp6riences. Au contraire,  les d6riv6s de la guanine et la 

xanth ine  fibre sont for tement  marqu i s .  La  Fig. I a  indique l '~volution de la radioact i-  
vit6 sp6cifique de ces substances au cours du temps. La  Fig. i b  mont re  comment  

var ien t  les quant i t6s  de ces substances dans les ceUules et  dans le milieu, La figure IC 
enfin indique la r~part i t ion du a4C entre  les divers compos~s puriques et permet  
d '6tabfir  un bilan, dont  il ressort que 95 % du 14C ont  ~t~ retrouv6s;  cet te  experience 
donne donc une description ~ peu pros complete  des produits  de t ransformat ion de la 

guanine. 
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Fig. i :  Incorporation de guanine-8-14C. Ia:  Radio- 
activit4 sp4cifique exprim6e en impulsions par 
minute  par micromole. Ib:  Quantit4 totale des 
diff6rentes substances exprim4e en micromoles. 
ic:  Distribution du I4C entre les diff6rentes sub- 
stances, exprim4e en nombre total  d ' impulsions par  
minute  pour chacune des substances 4tudides. • 
guanine extracellulaire; A xanth ine  extracellu- 
laire; O guanine intracellulaire ; /x xanth ine  intra- 
cellulaire; • nucl4otides guanyliques;  [] guanine 
des acides nucl4iques; + n o m b r e  total  d ' impul-  

sions retrouv4es. 

N.B. Dans la Fig. Ib la quanti t6 de guanine dans 
les acides nucl4iques n 'a  pas pu ~tre indiqu6e; elle 

4tait de 49.5 micromoles. 

L'examen de ces r6sultats r4v~le que la plus grande partie de la guanine n'est pas 
assimil6e par  la levure dans les conditions de l'exp4rience. Plus de la moiti4 de la 
guanine introduite est en effet transform4e en xanthine et rejet4e par  les cellules. Mais 
il reste darts le milieu ext4rieur une quantit4 consid4rab]e de guanine non modifi4e et 
tout  se passe comme s'il s'4tablissait rapidement un 6quilibre entre la guanine et la 
xanthine extracellulaires. 
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D'autre part, la radioactivit6 sp6cifique de la guanine intracellulaire apr~s s'~tre 
rapidement 61ev6e lots de l'addition de guanine-8-14C au milieu, diminue rapidement. 
I1 faut en conclure que de la guanine non radioactive est fortune dans la cellule ou 
lib6r6e par quelque substance pr~existante. L'activit6 sp6cifique de la xanthine subit 
des variations identiques, mais avec un certain retard, ainsi qu'on peut s'y attendre si 
la xanthine provient de la guanine. Les nucl6otides guanyliques ne subissent pas cet 
effet; il semble donc que la r6action qui permet l'incorporation de guanine dans les 
nucl6otides guanyliques soit pratiquement irr6versible, coinme le serait par exemple 
la r6action de la guanine avec le 5'-phosphoribosylpyrophosphate 11. 

Deux points restent ~ 6claircir : l'origine de la guanine non marqu6e qui dilue la 
guanine libre dans la ceUule et la raison pour laquelle la transformation de guanine en 
xanthine s'arr~te. C'est pour 6claircir ces deux points que les exp6riences suivantes ont 
~t6 faites. 

Origine de la guanine endog~ne 

La plus grande partie de la guanine de la levure est sous la forme d'acides nucl6i- 
ques. I1 est donc raisonnable de penser que la guanine qui est lib6r6e dans la cellule et 
qui dilue la guanine absorb6e pourrait provenir des acides nucl6iques. Afin de v6rifier 
exp6rimentalement ce point, nous avons marqu6 la guanine des acides nucl6iques de la 
levure et 6tudi6 l'effet de l'addition de guanine non radioactive. 

Experience. La levure est cultiv6e dans I litre de milieu de culture additionn6 de 0.8 mg 
de guanine-8-14C (environ 5-3 microcuries). Apr~s r6colte, la levure est transf6r6e dans 
un milieu de culture frais non radioactif, de fa~on ~ permettre la synth~se de compos6s 
puriques non marquis  et de r6duire ainsi la radioactivit6 du "pool" des substances 
acidosolubles. Apr~s centrifugation et lavage, la levure marqu6e est remise en suspen- 
sion (IO mg poids sec par ml) dans un milieu glucos6 exempt d'azote, et incub6e ~ 3 o°. 
Apr~s 60 minutes, de la guanine non marquee est ajout6e de fa~on £ obtenir une 
concentration finale de 0.034 micromole par ml. Des 6chantillons sont pr61ev6s o, 5, 
IO, 20, 30 et 60 minutes apr~s l'addition de la guanine non marqu6e. On d6termine la 
radioactivit6 sp6cifique de la guanine des acides nucl6iques et celle de l'ensemble des 
acidosolubles (l'extrait perchlorique non fractionn6 est donc hydrolys6 et la guanine 
lib6r6e est isol6e). 

Les r6sultats d'une telle exp6rience sont rassembl6s dans la Fig. 2. La Fig. 2a 
montre que l'addition de guanine non radioactive fait tomber de moiti6 la radio- 
activit6 sp6cifique de la guanine des acides nucl6iques en moins de 5 minutes, Un tel 
ph6nom~ne peut, en principe, s'expliquer de deux fa~ons: ou bien une quantit6 d'acides 
nucl6iques ~ peu pros 6gale ~. la quantit6 pr6sente au temps z6ro s'est brusquement 
synth6tis6e ~ partir de guanine non marqu6e lots de l'addition de ceUe-ci; ou bien une 
grande pattie de la guanine marqu6e qui se trouvalt dans l'acide nucl6ique a 6t6 tr~s 
rapidement remplac6e par la guanine libre exog~ne. 

La premiere alternative peut ~tre 6cart6e, car aucune synth~se notable d'acide 
nucl6ique n'a jamais 6t6 observ6e dans ces conditions. La Fig. 2c montre d'aiUeurs que 
la seconde interpr6tation est correcte, pnisque l'acide nucl6ique a perdu en moins de 
5 minutes la moiti6 de la guanine marqu6e qu'il contenait. Une pattie de ceUe-ci se 
retrouve, apr~s 5 minutes, parmi les substances acido-solubles intracellulaires, d'oh 
elle disparalt bient6t. Ceci se comprend ais6ment, car d'autres r6sultats (Fig. I) nous 
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Fig. 2: Effet de l'addition de guanine-8-1~C sur la 
guanine-8-1*C pr~alablement incorpor~e. 2a: Radio- 
activit6 sp6cifique exprim6e en impulsions par 
minute par micromole. 2b: Quantit6 totals des 
diff6rentes substances exprim6e en micromoles. 2c: 
Distribution du 14C entre les diff6rentes substances 
exprim6e en nombre d'impulsions par minute pour 
chacune des substances 6tudi6es. • guanine libre 
et combin6e dans les substances acidosolubles. O 
guanine des acides nucMiques. La guanine non radio- 

active est ajout6e au temps o. 

N.B. Dans la Fig. 2b la quantit~ de guanine dans 
les acides nucl6iques n'a pas pu 8tre indiqu6e; ells 

~tait de 21.6 micromoles. 

ant  appris que la guanine est largement transform6e en xanthine qui est rejet6e par  la 
levure dans le milieu. 

Nos r~sultats 6tablissent donc clairement qu 'une  fraction tr~s consid6rable de la 
guanine des acides nucl6iques de la levure au repos peut  6tre remplae6e tr~s rapide- 
ment  par  de la guanine exogSne sans qu'i l  y ait synth~se net te  d 'acide nucl~ique. 

L 'examen de la Fig. 2a r6v~le de plus que la radioactivit6 sp6cifique moyenne  des 
substances acidosolubles (compos6s guanyliques) en fin d'exp~rience est deux fois plus 
grande qu ' avan t  l 'addit ion de guanine et plusieurs fois sup6rieure &celle de l 'acide 
nucl6ique dont ces substances marqu6es doivent cependant  provenir. Ceci ne peut  
gu~re s 'expliquer que par  l'h6t6rog~n6it6 m6tabolique des acides nucl6iques. I1 faut  
bien admet t re  en effet que les substances qui ant  lib6r6 les d6riv~s guanyliques acido- 
solubles avaient une radioactivit6 sp6cifique au mains ~gale k celle de ces derniers, done 
au mains deux fois sup~rieure ~ la radioactivit6 sp6cifique moyenne des compos6s 
guanyliques pr6cipit6s par  l 'acide perchlorique. 

Trans]ormation de guanine en xanthine 

Nous avons vu plus haut  que la guanine libre est tr~s rapidelnent eonvertie en xan-  
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thine, mais que cette transformation n'est pas complete et qu'elle s'arrSte apr~s moins 
de IO minutes dans les conditions de nos exp6liences. 

Afin d'6tablir si l'arr6t de cette transformation est dfi k l'inactivation du syst~me 
qui le catalyse oh £ l'6tablissement d'un 6tat stationnaire, nous avons incub6 la levure 
en pr6sence de guanine non marqu6e. Apr~s 30 minutes, temps largement suffisant 
pour 6tablir l '6tat stationnaire, nous avons ajout6 de la guanine-8-14C ou de la xan- 
thine-8 -14 C et observ6 la distribution du 14 C entre la guanine et la xanthine 3o minutes 
apr~s l'addition des substances marqu6es. 

Experience. ioo mg de levure sont incub6s en milieu glucos6 en pr6sence de 37 t*g 
(0.245 micromole) de guanine non marqu6e. Apr~s 30 minutes, on ajoute 32/~g (o.21 
micromole) de guanine-8J~C. Le milieu est recueilli apr~s 30 minutes. On d6termine la 
distribution du 14C entre la guanine et la xanthine du milieu. 

30 minutes apr~s l'addition de la guanine-8-~C, on trouvait la distribution 
suivante: 

nombre total d'impulsions 45,7oo 
nombre total  d'impulsions dans le milieu 22,85o 
nombre total d'impulsions dans la guanine du milieu 3,i5o 
hombre total d'impulsions dans la xanthine du milieu 19,7oo 

On voit donc que la premiere addition de guanine (non marqu6e) n'entrave en lien 
la transformation de la guanine ajout6e ult6rieurement. Nous pouvons en conclure que 
l'arr~t de la transformation de guanine-8-1*C en xanthine-8-~*C dans l'exp6rience I 
n'est pas dfi ~ l 'inactivation du syst~me enzymatique qui l'assure, mais bien ~ l'6tablis- 
sement d'un 6tat stationnaire. 

Expdrience. IOO mg de levure sont incub6s en milieu glucos6 en pr6sence de 37 ~g 
(0.245 micromole) de guanine non marqu6e. Apr~s 30 minutes, on ajoute 27/~g (o.18 
micromole) de xanthine-8-14C et le surnageant est s6par6 3o minutes apr~s cette ad- 
dition. 

Nombre total d'impulsions 41,ooo 
nombre total d'impnlsions dans le milieu 4o,9oo 
nombre total d'impulsions dans la xanthine du milieu 35,400 
nombre total d'impulsions dans la guanine du milieu 5.5 °0 

On voit donc que si on aioute de la xanthine marqu6e lorsque la transformation 
de guanine a atteint l'6tat stationnaire, la xanthine marqu6e ajout*e au syst~me se 
transforme partieUement en guanine. Ce r6sultat montre que la transformation de 
guanine en xanthine est r6versible. L'arr6t de cette transformation correspond k 
l'6tablissement d'un 6quilibre dynamique. Des exl~riences de ce laboratoire ont 
d'ailleurs montr6 que la xanthine-8-14C peut servir de pr6curseur k la guanine des 
acides nucl6iques de levure (H. CHANTRENNE, non publi6). 

DISCUSSION ET CONCLOSlONS 

Nos experiences ~tablissent clairement que la plus grande partie de la guanine absorb~e 
par la levure est rapidement transform~e en xantkine et rejet~e sous cette forme dans 
]e milieu. La transformation n'est pas complete: elle se poursuit jusqu'k l'~tablissement 
d 'un ~quilibre dynamique entre la guanine et la xanthine du milieu. 

Une fraction au moins de la guanine des acides nucl~iques peut ~tre remplac~e par 
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de la guanine llbre sans qu'il y ait synth~se d'acide nucl6ique. La vitesse ~lev6e de ce 
renouveUement et la lib6ration de guanine (base fibre) par les acides nucl6iques indi- 
quent qu'il s'agit sans doute d'un 6change direct de la guanine des acides nucl6iques 
avec la guanine fibre, MATTHEWS ET SMITH TM 18 6tudiant le rn6tabolisme de l'azagua- 
nine chez B .  ce reus  out ~galement observ6 que la guanine peut remplacer l'azaguanine 
pr6alablement incorpor6e dans les acides nucl6iques k une vitesse sup6rieure ~ celle de 
la synth~se de ceux-ci. La guanine des acides nucl6iques, chez la levure et chez B. 
cereus ,  pourrait donc 8tre beaucoup moins inerte qu'on le supposait jusqu'ici. 

Nous ignorons si le cas de la guanine est unique ou si les autres bases des acides 
nucl6iques out un comportement analogue. Nos exp6riences ne permettent pas non 
plus de dire si toutes les mol6cules de guanine des acides nucl6iques sont faciiement 
6changeables, ni si tousles acides nucl~iques de la levure participent ~ cette r6action. 
De nouvelles exp6fiences seront n6cessaires pour r6pondre ~ces questions. 

Remarquons enfin que la substitution rapide de guanine-8-14C k la guanine non 
marqu6e des acides nucl6iques chez la levure au repos montre bien qu'on doit se 
garder de consid6rer la vitesse d'incorporation d'un pr6curseur dans une macromol6- 
cule comme une rnesure de la vitesse de synth~se de celle-ci. Des r6actions d'6change 
cornme celle que nous avons observ6e expliquent sans doute en pattie pourquoi les 
donn6es de la litt6rature concernant la vitesse de synth~se des acides nucl6iques sont 
souvent discordantes et d6pendent de la nature du pr6curseur choisi. 
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RI~SUMI~ 

La guanine fournie ~ des levures au repos p~n~tre dans les cellules et s'y transforme rapidement en 
x a n t h i n e .  Celle-ci es t  ensu i te  ~limin6e pa r  la cellule et  appara~t  dans  le milieu.  La  t r a n s f o r m a t i o n  se 
pou r su i t  j u s q u ' h  l ' 6 t ab l i s semen t  d ' u n  6quil ibre d y n a m i q u e  en t r e  la guan ine  e t  la xan th ine .  

La  guan ine  des acides  nucl6 iques  es t  pa r t i e l l emen t  remplac6e  pa r  la guan ine  libre exog~ne.  I1 
s ' ag i t  p r o b a b l e m e n t  d ' u n e  r6ac t ion  d '6change  direct .  

S U M M A R Y  

Guan ine  is t a k e n  up  by  res t ing  y e a s t  and  is ve ry  rap id ly  t r a n s f o r m e d  in to  x a n t h i n e .  The  x a n t h i n e  
t h e n  leaves  t h e  cells and  appea r s  in t he  m e d i u m .  This  t r a n s f o r m a t i o n  con t inues  unt i l  a d y n a m i c  
equ i l ib r ium is e s t ab l i shed  be t ween  guan i ne  a n d  x a n t h i n e .  

P a r t  of t h e  nucleic  acid guan i ne  is readi ly  replaced  by  exogeneous  free guanine ,  p robab ly  by  a 
d i rec t  e x c h a n g e  react ion.  
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