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Sur le transport de I'inositol chez Schizosaccharomyces pombe 

La levure Schizosaccharomyccs pombe manifeste un besoin absolu en mvo-inositol 
comme facteur de croissance vitaminique. Dans certaines conditions, la croissanee 
est opt imum pour une concentrat ion initiale du milieu de i /zg/ml  (culture "normale") .  
Les cellules sont dites en hypovi taminose et en hypervi taminose lorsque les c~mcen- 
trat ions initiales sont respectivement inf6rieures ou sup6rieures i~ I/~g/ml (rdf. I). 

Des cellules de S. pombe aeeumulent,  essentiellement sous forme de phospho- 
inositides, des quantitds d'inositol jusqu '5 4 5 fois supOrieures i~ celles de cellules 
"normales"  en phase stationnaire : il s 'agit  de cultures en hypervitaminose,  de cultures 
inhib6es par diverses substances agissant ou non eomme antagonistes de l'inosit~l, 
et de jeunes cultures de I5--2I he n  phase logarithmique. En pr6sence d 'un  antagoniste 
compdtitif, le 2-C-m6thyl-myo-inositol ou isomytilitol, on observe, i~ c6t6 de quantitds 
normales de phosplminositides, une teneur importante  en phospholipides ~t isomvtilitol. 
D 'une  mani6re g6n6rale, la teneur des cellules en evelitol est plus grande lorsque leur 
nombre  est plus petit  1. 

L 'eau intracellulaire de cellules fralehes a 6t6 dosde aprbs 6quilibre en pr6senee 
d 'eau triti6e et de [14C]inuline de poids mol6culaire 5ooo 55oo. La r6partition des 
radioaetivit6s montre  qu 'une  quanti t6 de cellules fralehes eorrespondant it I m g  sec 
contient  1.61/~1 d 'eau intracellulaire. 

L'entr4e de l'inositol dans les cellules (Tableau I) comporte un pH opt imum 
net d 'environ 5.o auquel nous avons travailld syst6matiquement.  Na + est sans effet, 
eontrairement aux observations faites sur le tissu rdnal'~, a et les cellules d'ascite 
d 'Ehrl ic l? .  
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I N C O R P O R A T I O N  D E  L ' I N O S I T O L  D A N S  D E S  C E L L U L E S  D]?; .4 .  ]5ot~1bc 

L e s  ce l lu l e s  d e  c u l t u r e s  " n o r m a l e s "  de  40--44 h s o n t  c o n s e r v 6 e s  ~ o ° d a n s  u n  t a m p o n  a c d t a t e  
o . i  M d e  p H  5 .o  c o n t e n a n t  d u  d i t h i o t h r 6 i t o l  o.z m M  e t  o.2(}~ d e  g l u c o s e ;  d a n s  ces c o n d i t i o n s ,  
les  p r o p r i d t d s  de  t r a n s p o r t  d e m e u r e n t  i n M t 6 r d e s  d u r a n t  p l u s  d e  2 h.  P o u r  les e x p d r i e n c e s ,  les 
ce l l u l e s  s o n t  a g i t 6 e s  5 29 3 o°  a v e c  iOo fo is  l e u r  p o i d s  sec  de  t a m p o n  T r i s  m a l d a t e  0 .2  M d e  p H  5 .0  
c o n t e n a n t  p a r  m l  i o  p g  d e  I14C~]iuositol  e t ,  d a n s  c e r t a i n s  ca s ,  l o  m g  d e  g l u c o s e .  A u  b o u t  d e  
t e m p s  d o n n d s ,  o n  f i l t re  s u r  M i l l i p o r e  e t  l a v e  a v e c  NaC1 5 0. 9 ~'o ( d u r d e  t o t a l e  i n f d r i e u r e  ~ I r a in ) .  
l . a  r a d i o a c t i v i t d  d a r t s  les ce l lu les  e t  d a n s  le m i l i e u  e s t  m e s u r 4 e  p a r  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  (mi l i eu  
(lc B r a y  a v e e  3 °o d e  C a b - O - S i l ;  a p p a r e i l  P a c k a r d  T r i - C a r b  30o2) .  

Dt~r& s Inositol incor/~or~ ~ (/G,/mg xec) l~zosilol r~;siducl 
d'incorpora/ion . . . . . . .  davis le mil ieu (%)* 
(rain) En  prfs~ncc En l'abs(ncc (lots de l ' incorporalion 

de ,~l~tcosc de gh,mosc cn pr&ence de ,slucose) 

1 o . o ( )  o . o o  90  
3 o. l 0 o .oo  89. 5 
5 0 .25  o . o l  ~S 4 

i o  o .55  o .o  5 66 
] 5 o .  9-t 3 9  
3 ° I .  I o o .  I o 2~'-;. 5 

O 0  1 . 0 2  o . o  

* R a p p o r t d  ~ la  r a d i o a c t i v i t d  t o t a l e .  
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Une partie de l'inositol radioactif entr6 est expuls6 lorsque les cellules sont 
agit~es en presence d 'un nouveau milieu contenant de l'inositol non marqu& L'inositol 
expuls~ repr6sente probablement le cyclitol rest6 libre*. Sa proportion diminue con- 
sid6rablement avec la durde d'incorporation: au bout de 3o min, l'inositol non dd- 
plaqable, qui est sans doute combin~ dans des phosphoinositides, atteint 9 ° °o de 
l'inositol incorpor~**. 

Des eellules d'un poids sec de x mg ont un volume d'eau intracellulaire de 
1.61 #1. L'inositol incorpor6 par ces cellules durant 5 min est de o.25/~g (Tableaux 
I et II);  sa concentration est done de o.I55/~g//~l. Comme 4 ° % de cet inositol sont 
6changeables, la concentration interne de cyclitol libre est de o.o6 #g//21 alors que la 
concentration externe est de o.oi/2g/#l:  le cyclitol est donc incorpor~ contre un 
gradient de concentration, ce qui explique qu'une source d'~nergie telle que le glucose 
favorise l'entr~e (Tableau I). La presence d'agents d6couplant l 'oxvdation phos- 
phorylante ou d'inhibiteurs de la respiration entrave l'incorporation. Voici, entre 
parenthbses, les diminutions d'incorporation produites: KCN IO mM (67. 5 %); NaN a 
2 mM (8o °o), IO mM (IOO %); 2,4-dinitroph6nol 2 mM (17. 5 %), o.I }I (67. 5 %). Par  
contre, un inhibiteur antagoniste de l'inositol 1, l 'oxyde de 2-C-m6thyl+ne-myo-inositol, 
est sans effet , tune  concentration I.O mM qui produit en culture une inhibition de 
croissance de ioo %. 

T A B L E A U  I I  

I~TUDE EN FONCTION DU TEMPS DE L'EFFLUX DE L'INOSITOL 

A p r ~ s  i n c o r p o r a t i o n  d e  [14Cs] inos i to l ,  les ce l lu l e s  f i l t r6es  s u r  M i l l i p o r e  s o n t  a g i t d e s  ~ 29 3 °0  a v e c  
16o  fo is  l e u r  p o i d s  sec  d e  t a m p o n  T r i s  n l a l d a t e  0 .2  M d e  p H  5 .o  c o n t e n a n t  p a r  m l  i o  n l g  d e  g l u c o s e  
e t  i o  t , g  d ' i n o s i t o l  n o n  m a r q u e .  

Incorporation de 5 rain Incorporation de dur~es variables 

Durdes E[flux (%) Durdes Efftux apr~s 
de l'efflux de l'inositol d'incorporalion 3o rain (%) 
(rain) incorpord (rain) de l'inositol 

incorpord 

5 13 I 62 
IO 2o  5 4 ° 
15 28  IO 2 6  
2o 35 3 ° 9 .5  
3 ° 39 6o  o .o  

L'efflux n~cessite la pr6sence d'inositol dans le milieu externe (Tableau I I I ) .  
I1 s'agit probablement d'un exemple de diffusion d'6change ("exchange diffusion") 
impliquant un remplacement de l'inositol radioactif interne par l'inositol externe non 
marqu6. La pr6sence de glucose dans le milieu est d6favorable h l'efflux qui est con- 
sid6rablement augment6 par introduction additionnelle de 2,4-dinitroph6nol. La 
pr6sence d'une source d'6nergie favorise probablement la synth~se des phospho- 
inositides, ce qui diminue la concentration en inositol libre 6changeable. On peut 
calculer (Tableaux I e t  II)  qu'apr~s une incorporation de 5 3o min, la teneur, par mg 

* D e s  ce l l u l e s  " n o r m a l e s "  e n  p h a s e  s t a t i o n n a i r e  n e  c o n t i e n n e n t  q u ' u n e  q u a n t i t 6  n ~ g l i g e a b l e  
d ' i n o s i t o l  l i b r e .  

** L ' e x p u l s i o n  c o m p l e t e  d e  l ' i n o s i t o l  l i b r e  e x i g e  u n e  d u r 6 e  d ' e f f l u x  m i n i m a l e  d e  3 ° r a i n  
( T a b l e a u  I i ) .  
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TABLEAU I l l  

EFFETS  DE L ' INOSITOL E X T E R N E  ET D]'; SOURCES I ) ' E N E R G I E  SUR L'k,.FFLUX 

l)ur4e de I'iucorporation pr&dable du [14C6jinositol: 0 nxin. Milieu d'efltux: tampon Tris-nlal6ate 
sodique o.e M de pH 5.o contenant dventuellement, par ml, lo mg de glucose, IO/~g d'inositol 
non marqu4 et 184/gg de e,4-dinitrophdnol. Les cellules sont agitdes 3 ° rain 5~ -'9 3 o<' avec i(io 
fois leur poids sec de tampon. 

3l ilieu d'e/flux Effhtx (7"o) Milieu d'efflux Ef~I~" ({?(,) 
de/'inosito/ (h l'ilzosilol 
incorpon! incorporJ 

- - G l u c o s e ,  i n o s i t o l  5 - G l u c o s e ,  - i n o s i t o l  45 
{ G l u c o s e ,  i n o s i t o l  o G l u c o s e ,  - i n o s i t o l  7-' 

G l u c o s e ,  r i n o s i t o l ,  
2,4 d i n i t r o p h 6 n o l  80 

de cel lules s6ches, en inosi to l  6changeab le  res te  en t r e  o . I o  et o . I  4 ptg; il s ' 6 t ab l i r a i t  

ainsi un 6qui l ibre  i m p l i q u a n t  une  v i tesse  a p p a r e n t e  d ' en t r6e  a p p r o x i m a t i v e m e n t  6gale 

it la v i tesse  de f x a t i o n  dans  les phospho inos i t ides .  

L ' e n t r d e  de l ' inos i to l  obdi t  tt la c in6 t ique  de Michael is  Menten .  Pa r  la ind thode  

de L i n e w e a v e r  et  Burk ,  on a t r ouvd  un I(m a p p a r e n t  de 0.26 ± o.o 4 m M  (8)* et un  

Vmax** (nmole s /min  pa r  m g  sec) de o.6o ± o.o8 (4)*- Des cel lules en d ivers  6 ta ts  

v i t a m i n i q u e s  c o n s e r v e n t  le A'm indiqu6,  pa r  con t r e  le v,m~x en n lno le s /min  par  mg  sec 

var ie  (la c o n c e n t r a t i o n  in i t ia le  en inos i to l  du mi l ieu  de cu l tu re  est indiqu6e ,  en t r e  

paren thhses ,  en /~g/ml):  h y p e r v i t a m i n o s e  (5.o) o.o9;  " n o r m a l e "  (i .o) o.55; hypo-  

v i t a m i n o s e  (0.5) o .7I .  Les t eneu r s  en phospho inos i t i de s  de ces cel lules d i m i n u e n t  dans  

le m&me ordre~; en d ' a u t r e s  t e rmes ,  l ' en t r6e  est  d ' a u t a n t  plus r ap ide  que  la t e n e u r  

en phospho inos i t i de s  est plus faible.  Ces phospho l ip ides  qu i  sont  des c o m p o s a n t s  de 

m e m b r a n e s  r6glent  peu t -~ t re ,  pa r  un m 6 c a n i s m e  encore  inconnu ,  l ' en t rde  de l ' inosi tol .  

On c o n s t a t e  au  m o y e n  de 14C]isomytil i tol  que  l ' en t r6e  de ce de rn ie r  obdit  elle 

aussi ~ la c in6 t ique  de Michae l i s -Men ten .  Le Km a p p a r e n t  est  de o.41 ± o . i  m M  et 

le Vmax en n m o l e s / m i n  pa r  m g  sec est de o.73 ± 0.o 3 ; ces Km et  Vmax sont  tr6s proches  

de ceux  de l ' inos i to l .  La  r ep r6sen t a t i on  g r a p h i q u e  de L i n e w e a v e r  et B u r k  m o n t r e  

que  l ' en t rde  de l ' inos i to l  est inhib4e c o m p 6 t i t i v e m e n t  pa r  l ' i somyt i l i to l .  Le K~- de 

o.36 -c o.o6 m M  (3)* est  6gal au  Km d ' en t r6e  de l ' i somyt i l i to l .  I1 d e v i e n t  ainsi  p robab l e  

que  l ' inos i to l  et l ' i s omy t i l i t o l  se f ixent  sur  le m 6 m e  si te  du t r a n s p o r t e u r .  
Nous  r emerc ions  v i v e m e n t  le Fonds  N a t i o n a l  Suisse de la R e c h e r c h e  Sc ien t i f ique  

de son appui .  
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Req~u le 23 j a n v i e r  rq7o 

• Movcnnc ~ erreur type (hombre d'expdriences); cellules " normales". 
• * Par vieillissement les eellules conservent Ieur l£,n, mais leur Vmax s'abaisse. 
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