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Incorporation du [~4C]formiate dans la pyrimidine de la 
thiamine par Saccharomyces cerevisiae 

Une publ ica t ion  de M . . l .  Pixy: ET R. (;I!THI,:IE 1, t r a i t an t  du m~ine probl6me dans  
le cas de Bacillus subtilis et dont  nous venons d ' avo i r  connaissance,  nous incite it 
r appor t e r  nos r6sul ta ts  avec la levure Saccharo,~vces cerevisiae dans leur ( ' tat  actuel  
d ' avancement .  

Une levure haute ,  apr6s plusieurs cul tures en milieu liquide ddfini, ne contenant  
inositol,  biot ine et pan to th6na te  comme vi tamines  ~-, produi t  1--2 big de th iamine 
par  g de poids humide.  On la transf6re au ddbut  de la fe rmenta t ion  vigoureuse dans 
un milieu ident ique  con tenan t  en plus du !~C!formiate  de sodium (83 mg/ml).  On 
recueille un poids double apr6s 44 h. L 'ac t iv i t6  du gaz de fermenta t ion  est n(~gligeable. 
Notre  m6thode  de concent ra t ion  s ' inspire  d 'un  dosage s t anda rd  a, et de la technique 
de VINCENT 4. Nous uti l isons en plus l '6changeur  IR-I2O (Tableau I), et te rminons  

TABLEAU I 

RI~PARTITION D1~ L'ACTIVITI~ 

(IO- a comptes /min)  

Total  in t rodui t  80oo 
Activit6 rdsiduelle du milieu 16oo 
£ x t r a i t  acide I-I=SO 4 o.i N des cellules 2700 
Frac t ion  " t h i a m i n e "  retenue sur  IB, C 5o au p H  6, 61u6e par  ItC1 z N 25 
Passage de cette fraction sur IR-I  2o (H) 
Elu6 pa r  HC1 i d%~ 3.b~ 

par  HC1 1-2 N 20 
par  HC1 3 N, (fraction thiamine) ,  calcul4 par  diffdrence 1.2 

I -Picra te  du f ragment  thiazole 
2-Acide m6thyl-2-amino-4-pyrimidine m6thylsulfonique-5, 

16re, 26me, et 36me recristall isations 
3-Acide m6thyl-2-hydroxy-4-pyrimidine m6thylsulfonique-5 
4-Sel de calcium, i6re et 26me recristall isations 

(autre compteur)  
Poids de diluant : lo  mg 
Activit6 lide 5 la pyr imidine:  l 17 

T A B L E A U  If  

ACTIVITG ]£NTRAINI~/E PAR LA THIAMINE 

Comptes/min/m~ 

0.2  

25, 20, 2[  

19 
(51, 63 

par  une chromatographie  sur papier  5. Apr6s di lut ion par  de la th iamine inactive,  
on fait  la coupure classique en thiazole (presque inactif) et acide aminopyr imid ine-  
sulfonique, qui est act if  et conserve soil ac t iv i t6  par  recr is ta l l isat ion et d6saminat ion 
hydro ly t ique .  Le sel de calcium de l 'ac ide d6samin6, d&ivd ne,tre, se compor te  de 
m6me (Tableau II) .  

Nous n 'avons  pas  voulu fonder nos conclusions sur un seul groupe de d&ivcs,  
car  la levure fabrique tz6s peu de thiamine,  dont  l ' ac t iv i t6  ne peut  ~.tre qu 'une faible 
fract ion de eelle du fond con taminan t .  Dans une aut re  exp6rience, nous purifions la 
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thiamine par 61ectrophoff'se sur papier (pH 3.9) et nous dfgradons la thiamine par 
oxydation en disulfure, puis hydrolyse acide. On obtient ainsi le amino-4 bichlor- 
hydrate de la m6thyl-2 aminom6thyl- 5 pyrimidine. Le taux d'incorporation, non 
modifi6 par recristallisation, est du m6me ordre que prfcfdemment.  L'activit6 de la 
pyrimidine repr6sentait 2 4 °/o de celle du concentr6 (Tableau III) .  

T A B L E A U  I I I  

ACTIVIT~ ENTRAIN~E PAR LA THIAMINE 

Comptes]min 

Apr6s c o n c e n t r a t i o n  pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  214o 
Apr~s c o n c e n t r a t i o n  pa r  61ectrophor6se 73 ° 
Act iv i t6  du b i c h l o r h y d r a t e  de la m 6 t h y l - 2 - a m i n o - 4 - a m i n o m 6 t h y l - 5 - p y r i m i d i n e ,  

pa r  mg,  (poids de d i luan t ,  25 rag) 11.3 
Act iv i t6  to ta le  li6e 5. la p y r i m i d i n e  de la t h i a m i n e  173 

Le taux d'incorporation mol6culaire du formiate est pros de 20 %. O1 le formiate 
est un pr6curseur du m6thyle en 5 de la thymine. Le formol est un pr6curseur de 
l'hydroxym6.thyle de l 'hydroxym6thyl- 5 cytosine des bact6riophages n, qui a une 
structure voisine de celle de la pyrimidine de la thiamine. Si l'essentiel de l'activit6 

m 

Fig.  f. C h r o m a t o g r a m m e  du concent r6  de th ia -  
mine .  Act iv i t6s  re la t ives .  La  t h i a m i n e  es t  d a n s  

la b a n d e  hachurde .  

N/% CH2OH 
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que nous avons trouv6e est port6e par le m6thyl4'ne en 5 de nos d6riv6s, il est possible 
que la pyrimidine de la thiamine se fasse comme les autres pyrimidines, et que 
l 'hydroxym6thyl-  5 cytosine soit un interm6diaire. Pour la m6thylation en C2, il 
faudrait alors un donneur nucl6ophile. Une condensation avec l 'acftylcoenzyme A 
donnerait l'acide (I) qui devrait fitre facilement d6carboxylable. 
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