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243. Action de la phieilline et de la streptomycine 
sur le eatabolisme de l’acide ribonucl6ique 

par F. Gros et B. Rybakl). 
(9 VI 48) 

H. S. Cohen a montrB2) que la streptomycine est susceptible de 
former des complexes insolubles axec les aeides nucleiques polymBrisBs, 
tandis que l’acide ddsoxyribonucldique dBpolymkrisB par sa nucl8odk- 
polym6rase spkcifique ne prBcipite plus en presence de streptomycine. 
C’ertains virus (T2F.), dont l’acide d6soxyribonucl6ique est le cons- 
tituant fondamental, donnent des prdcipites avec la streptomycine. 
D’aprBs le m6me auteur, l’acide ribonuclkique peut Bgalement former 
des complexes avec la streptomycine. Pour Massart et ses collabora- 
t e ~ ~ ~ ) ~ ) ~ )  : 

1 O les nuclBoprotkines formeraient des complexes Blectro-adsorp- 
tifs avec la streptomycine ou avee certains colorants cytologiques des 
acides nuclBiques, les acridines ; 

2O €a, p4nicilline dans les m6mes conditions serait incapable de 
former des complexes insolubles avec les ribonucl6oprotBines de le- 
vure, mais agirait sur le mktabolisme nuclbique en inhibant directe- 
ment l’activit6 ribonuclkasique. he  substrat utilisB dans ces exp6- 
rienees 6tait de la levure dBshydrat4e a chaud et fixBe par 1’6thanol h 
chaud. 

Nous avons Btudi6 A notre tour l’action de la pknicilline et de la 
streptomycine sur la dBpolym4risation de l’acide ribonuel6ique. 

Matkriel. 

Xous avons utilis6 un acide nucleique purifib (N: 15%; P: 7%), extrait de Ievure 
parfaitement soluble dans l’eau distillbe. La ribonucl6ase fut pr6par6e selon KunitzB) el, 
obtenue A 1’8tat cristallis6. 

La phicilline mise en ceuvre etait, suivant lea cas, de la penicilline G (thermostable) 
ou de la pknicilline Btalon (1650 unites Oxford/mgr.). Nous avons employ6 le monochlor- 
hydrate de streptomycine (type Bristol). 

1) Communication pr6rientBe B l’assemblee d’kt& de la Soci6t6 suisse de chirnie le 

3) J. Biol. Chem. 168, 511 (1947). 
3 )  Exper. 3, 288 (1947). 
& )  Exper. 3, 289 (1947). 
5 ,  Exper. 3, 494 (1947). 
6 )  Methode der Fermentforsch. 2, 1940 (1941). 

5 septsmbre 1948 i St-Gall et publiee avec I’autorisation du Comit6 de rkdaction. 
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L'activitk ribonuclkasique fut kvaluee en dosant, d'aprbs Dubos et  Thompson1), la 
quantite de phosphore organique provenant de la portion nuclbique depolymkrisec rendue 
soluble dans C1H 0,2-n. Lea dosages de phosphore furent effcctuks par la technique de 
Macheboeuf et  Delsa12). 

I. Action de la pCnicilline sur l'activith ribonurl6asique. 

Nous ne nous Btendrons pas sur cette partie de notre travail car, 
contrairement aux conclusions de Massart et collaborateurs, les r6sul- 
tats obtenus 8vec la pbnicilline ont toujours 6th ndgatifs. 

Nous donnons ci-contre le protocole que  nous avons adopt6 pour ces recherches: 
on met en presence 0,5 ml. d'une solution de rihonuckase renfermant 100 microgrammes 
de diastase par ml. e t  0,5 ml. d'une solution de pkiiicilline rrnfermant des qumtites va- 
riables d'antibiotique. Ces experiences sont realis6es 3 deux PH diffhrents, 7,O et 8,0 (par 
addition de 0,5 ml. de tampon borate 0,2-m.). 

Une s6rie t6moin est constituee, oil la penicilline est remplacee par do I'eau distillee. 
TOUS les echantillons sont abandonnks pendant 1 heure la temperature du labora- 

toire ct chaque tube repoit ensuite 1 ml. d'une solution d'acide ribonucl15que neutralis6, 
contenant 1 mgr. d'acide nucleique par ml. Les tubes sont ensuite places dans une Btuve 
3 400 C. pendant 30 minutes. Au sortir de l'ktuve, l'acide ribonuclkique non dhgrad.4 est 
precipitk Q basse temperature par addition d'acide chlorhydrique 2-n. (0,3 ml. ; concentra- 
tion finale: environ 0,2-n). Aprbs un repos de quelques heures a Oo C., le contenu des divers 
tubes est centrifuge dans un appareil refroidi Q O0 C. On prk18ve dans chaque cas 1 ml. du 
liquide sumageant pour y effectuer, aprhs destruction sulfonitrique, le dosage du phot.- 
phorc. 

Le tableau I r6sume une csphrience de ce type. Les resulttats y figurcnt en micrc- 
grammes d'acide ribonucl6ique dhpolymerisk. 

Tableau I 
Action de la pdnicilline ci dif fdrentes concenirations sur l'activite' ribonucldasique. 

pEI 7.0 j pH 8,0 p6nicilhe 1 pH 7.0 j pH 8,0 
j en f i g .  j I 

470 I 510 I 3600 j 460 1 446 
I j 1300 ' 440 I 490 
I j 900 I 470 
I 

I 
I 

*) Moyenne arithnietique de 3 dkterminations. 

On voit pue, dam les conditions oh n o u s  avons ope're', la pe'nicillim 
ne rnodi f ie p ra t i que rnen t  pas l'activite' r i bonuc ldas ique .  

Cette conclusion subsiste d'ailleurs si, au lieu d'abandonner la 
ribonucl6ase en presence de penicilline puis d'ajouter le substrat a ce 

l) J .  Biol. Chem. 124, 501 (1938). 
z, 131. Soc. Chitn. Biol. 25, 116 (1943). 
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melange, on rbpartit prbalablement la penicilline dans une solution 
d’acide ribonuclbique pour soumettre ensuite le mblange B l’action 
de la ribonucl6ase. On retrouve Bgalement les mBmes resultats en 
opdrant sans addition de tampon. 

11. Action de la streptomycine. 

Pormation de complexes insolubbs entre la streptomycine et l’acide 
ribonude’iique. 

Gohen a montre que, si l’on met en presence une solution d’acide 
desoxyribonuclhique et une solution de streptomycine, le melange 
s’opacifie progressivement ; pour dee concentrations suffisantes en 
reactif, on peut obtenir un veritable prbcipitb qui ne tarde pas B se 
deposer. L’intensith de ce phbnom4ne peut Btre estimbe en effectuant 
des mesures opacimbtriques. L’auteur a constat6 en outre que le com- 
plexe est plus important lorsqu’on s’adresse aux acides desoxy- 
ribonucleiques hautement polymerisbs, obtenus par des traitements 
suffisamment doux, que lorsqu’on s’adresse a des acides plus ou moins 
dbpolymkrisks, tels que les preparations commerciales obtenues par 
extraction alcaline. 

Mettant a profit ces observations, nous avons donc BtudiB, dam 
une premiere partie, l’influence de divers facteurs pouvant condition- 
ner la formation du complexe entre la streptomycine et un acide ri- 
bonucleique de levure. 

A) Concentration en streptomycine. 

On Apartit dans des tubes B hemolyse 3 ml. d’une solution d’acide ribonucleique 
neutralise (renfermant 1 mgr. d‘acide nucleique par ml.), puis on y ajoute le m6me volume 
de diverses solutions de streptomycine renfermant des concentrations variables d‘anti- 
biotique. A partir d’une certaine concentration en streptomycine, on observe immediate- 
ment l’apparition dans le melange d’un trouble homogene qui va s’intensifiant avec le 
temps. Apr8s 30 minutes B la temperature ambiante, on Bvalue l’opacite des differentis 
mhlanges, en utilisant un photometre de type Meunier, dans la lumibre rouge. 

Voici la courbe montrant comment varie l’importance du complexe en fonction de la 
concentration en streptomy cine. 

4 Quantites de streptomycine en pgr. 

B)  Influence du p ~ .  

Les expbriences furent rbalisees soit au  sein de tampons de differentes natures, soit 
en imposant aux solutions d‘acide nuclbique des PH determines par addition de quantitAs 
adequates d’acide ou d‘alcali. Les PH etaient mesures (potentiombtre de type J o m n )  avant 

117 
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l'ddition de streptomycine aux solutions dacide ribonuclhique, puis 30 minutes apds 
l'addition de cet antibiotique (de mani&re 8 vbrifier leur stabilitb), immbdiatement avant 
d'effectuer les mesures & l'opacim8tre. 

I )  Expdriences acunnplies b diffLrents p~ , sans addition de tampons. 

Tableau 11. 
(Streptomycine: 5 mgr. ; acide rihonuclbique: 3 mgr.). Les chiffres expriment les divisions 

du photomhtre. 

* Temoin: acide nucleique + eau distillbe: 17. 

On voit que l'optimum de PH pour la formation du complexe est situb aux environs 
immbdiats du pH 7,O. Au-dessus du PH 8,5, le complexe ne 88 forme plus. Pour des pH 
inferieurs A 4,0, les donnbes prbsentent une certaine incertitude du fait de la faible solubilitb 
de l'acide ribonuclbique au voisinage des pg  acides. 

11) Expdriences rdalisdes a p r b  incorporation de divers tampons. 

Dan8 le tableau ci-contre (No 111) nous avons reproduit, 8 cBt6 des donnbes du 
tableau No 11, celles que nous ont fournies les essais en prbsence de divers tampons de 
nature chimique diffkente. Toutes ces expbriences ont 6tb accomplies dans des conditions 
rigoureusement identiques, leurs donnbes sont donc directement comparable8 (tableau 111). 

Tableau 111. 
Inflv,enre du p B  sur la formation du complexe insoluble entre l'acide ribonucldique et la 

slreptom y cine. 
(Divisions lues au photombtre.) 
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Comme on le voit, le phenomitne est complexe, car l'intensitb de la formation de la 
combinaison insoluble ne depend pas seulement du pH,  mais elle varie considerablement, 
pour un p a  determine, avec la nature des sels pdsents dans le melange. On peut constater 
les faits suivants: 

1" Les borates exercent une action fortement activatrice sur la formation du com- 
plexe. En presence de tampon borate, l'optirnum du phknomitne est encore aux environs 
de 7,0, comme en absence de tampon. 

2" Au sein d'un tampon phosphate, le complexe n'apparait pas au-dessus de p= 6,3. 
S. Cohen ayant signale que le complexe streptomycine-acide nuclkique Btait soluble 

en presence de ClNa, nous avons recherche si les gros &carts obtenus dans nos essais avec 
diffbrents tampons n'ktaient pas imputable5 iL des solubilitks variables du complexe en 
presence de different5 sels neutres. 

I 

Xature des ~ Concentrations finales 
sels ajoutbs 1 M./500 1 M./50 1 M./25 
____--___A___ __ ______ - ______ 

TBmoin sans sel . I 120 

Acetates . . . . 125 90 51 
330 

Barbiturates. . . 1 128 I 85 

Chlorures . . . . 1 130 1 84 48 

Borates . . . . 1 162 1 200 
Citrates. . . . . 74 I 39 19 
Phosphates . . . 100 I 45 19 

46 
I 
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effet, qu’en micrographie sont utilises les bleus boraciques de Manson, de Sahli et  de 
Sdnevet, colorants de la chromatine, oh le borate de sodium sert it uccentuer l’action du 
colorant en l’amenant it l’6tat de suspension. 

On peut classer comme suit les sels dans lesquels le complexe se dissout de plus en 
plus difficilement : 

citrates-phosphates-chlorures et  barbiturates-acktates. Le complexe est Bgalement 
soluble dans un grand exch de borate. 

D) Action de la streptomycine sur I’activitd de la ribonucl~odkpolymdrase. Massart et ses 
collaborateursl) ont signal6 que les nuclBoprot6ines de levure, combin6es avec la strepto- 
mycine, ne sont plus attaquables par la nucl6ase. Le substrat utilise dans leurs exgriences 
ittait une simple suspension de levure dbsskch6e. 

En travaillant avec un substrat diffbreut et en dosant l’activite de I’enzyme par une 
technique tr& differente, nous avons pleinement confirm6 leurs rhsultats. Nous ne nous 
etendrons pas sup ce chapitre; nous essaierons seulement, en etudiant l’action de quelques 
facteurs pouvant r6gir l’inhibition par la streptomycine de la ribonuclbase, de montrer 
que ce phbnomike est dti it la propri6th dont jouit l’antibiotique de former des complexes 
insolubles avec l’acide nucl6ique. 

A) Concentration en streptomycine. 

Nous avons soumis des melanges renfermant une quantit6 identique d‘acide nu- 
cl6ique ( 2  milligrammes) e t  des quantit6s variables de streptomycine it l’action de la 
ribonucl6ase. La quantite d‘enzyme utilisee 6tait de 50 pgr., l’exphience dura 30 minutes 
b la tempbrature de 400 C et  b p~ 7,0 (sans tampon). Des temoins comportant de l’acide 
ribonuclbique sans streptomycine 6taient 6galenient soumis A, l’action diastasique, dans 
des conditions rigoureusement identiques. 

A la fin de I’incubation, on determina daprhs le procbd6 prhalablement dkcrit, les 
quantitbs d‘acide ribonuclkique dbpolym6ris6es. 

25000 50000 

QuantifPs de streptomycine 

F:g. 2. 

La courbe fig. 2 exprime le taux d’inhibition exercite par la streptomycine L diff6- 
rentes concentrations. 

L’inhibition exercbe par la streptomycine est totale lorsqu’on ajoute 20000 unites 
de cet antibiotique. Cette concentration eat 6galement optimum pour la formation du 
complexe insoluble avec l’acide nucl6ique (voir prhc6demment). D’ailleurs, l’allure g6nerale 
de la courbe est pratiquement la mbme que celle de la courbe I, qui retrace l’intensit6 de 
combinaison entre l’acide nucl6ique et  la streptomycine pour des concentrations variables 
d’antibiotique. 

l )  Exper. 3, 494, 1047. 
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B) Rdle du p ~ .  

Nous avons 6tudiB I’activitk ribonuclkasique A diffkrents p H (tampons boratks) 
parallklement en absence et  en presence de streptomycine. La quantit& d’acide nuclkique 
Btait de 2 mgr., celle de streptomycine de 5 mgr. On a utilisi? dans ces exphiences 50 micro- 
grammes de ribonuclease et l’incubation dura 1 h. b 40° C. 

Le tableau ci-contre indique le taux d’inhibition de l’activitk ribonuclkasique exercbe 
par la streptomycine B diffBrents pH. 

1861 

PH.  . , . . . . . . 6,7 7,O 7,5 8,l 8,7 
taux d’inhibition. . . 25 40 40 22 22 

L’inhibition atteint son maximum aux environs de pH 7,0, ce qui concorde avec les 
conclusions de l’ktude de la formation du complexe b diffkrents pH.  

Discussion. 
En ce qui concerne la penicilline, nous n’avons pas trouve de 

modifications apparentes de la depolymerisation de I’acide ribonucl6- 
ique de levure et nos experiences excluent toute action directe de la 
p6nicilline sur l’enzyme responsable de cette degradation. Ce resultat 
est en contradiction avec les conclusions de Massart et al., qui trouvent 
une inhibition tr&s intense de la ribonuclBoddpolym6rase et qui en 
deduisent un blocage direct de l’enzyme par l’antibiotique. I1 reste 
possible que ces divergences soient dues au fait que nos conditions 
experimentales different sensiblement de celles rdalisees par les au- 
teurs belges. Des degres vraisemblablement tres differents de poly- 
merisation entre les preparations utilisees dans ces d e n  cas, la p&- 
sence de proteines-supports dans les experiences de Massart, leur ab- 
sence dans nos propres experiences expliqueraient peut-&re les &arts 
dans les resultats. Nous avons remarque cependant que la pdnicilline 
(acide) ne se combine pas aux prothines basiques (histones) du thymus 
de veau pour donner des cornposes insolubles tout au moins. 

I1 faut rappeler que Panndalai et Georqel) ont indiqu6 que l’acide 
nuclbique inhibait I’action de la penicilline, en agissant en quelque 
sorte comme un ddtoxiquant pour la cellule soumise 8 l’action anti- 
biotique. Paguet 2, reprenant ces experiences au moyen de son appareil 
turbidimetrique, constate que l’action competitrice du nucleinate de 
sodium vis-8-vis de I’antibiotique n’est que tres Iegkre. Soulignons 
encore que dans la mesure oh il existerait une action antagoniste 
vdritable, ce fait ne concorderait pas selon nous avec l’hypothi?se 
suivant laquelle l’action de la penicilline serait liee avant tout h son 
activite anti-ribonuclkasique, car l’addition d’acide ribonuclBique 
dans ces conditions ne saurait lever l’action de l’antibiotique. D’ail- 
leurs, la specificit6 de la ribonuclease cristallisde dont nous nous 
sommes servis est suffisamment stricte pour que la presence possible 
de proteases (histonases, protaminases plus spkcialement) ne vienne 
changer du tout-au-tout le catabolisme de l’acide ribonucleique. 

I) Brit. med. J. (aoDt 1947), 210. 
2, Ann. Inst. Pasteur 74, 75 (1948). 
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Bien que la pdnicilline ne manifeste donc aucune action inhi- 
bitrice sur la ribonuclease in vi t ro vis-B-vis de l’acide ribonucldique 
purifie, elle inhibe cependant le catabolisme de l’acide ribonucleique 
chez les bacte‘riesl) ; dans le cadre de notre present travail nous pensons 
que cette inhibition n’est que la consequence d’une interfdrence anti- 
biotique avec le mdtabolisrne des mononucldotides. Krampitx et 
Werkman ont constat6, en effet, qu’en presence de penicilline le ca- 
tabolisme des mononucleotides pyrimidiques etait inhibe au m6me 
degre que le catabolisme des polynucl6otides. Or, fichmidt et a1.2) ont 
explicit6 recemment le mecanisme d’action de la ribonucldoddpoly- 
mdrase: c’est un clivage des polynucleotides en fragments plus 
simples, mais avec liberation de nucleotides pyrimidiques. On peut 
donc parfaitement penser que la penicilline, en bloquant dans la 
cellule l’utilisation des nucleotides pyrimidiques, ralentit conside- 
rablement par deplacement d’equilibre la depolymerisation des acides 
nucleiques. Cette hypothese est rendue encore plus vraisemblable par 
les experiences de ZittZe3), qui ont montre que les mononucleotides 
inhibaient l’action de la ribonucl6ase. En somme, l’accumulation de 
mononucleotides en presence de penicilline freinerait la degradation 
de l’acide ribonucleique. 

Nous avons par contre, dans le cas de la streptomycine, confirm6 
les rdsultats de 8. Cohen et de Mussart: la streptomycine donne lieu B 
des complexes insolubles en presence d’acide nucleique et l’acide 
nucleique ainsi combine Bchappe h l’action depolymerisante de la 
ribonucl6ase. I1 est donc possible que la streptomycine se fixe sur les 
fragments d’acide nucleique qui sont les points d’attaque de la ri- 
bonuclease. Rappelons une fois encore les travaux de Xchmidt et al. 
sur le mecanisme d’aetion de la ribonucleodepolymerase : l’enzyme 
d6tache outre des fragments depolymerises de polynucleotides, des 
mononucleotides pyrimidiques libres. 

On peut penser qu’en emp6chant l’acide nucleique d’etre resolu en 
mononueldotides, la streptomycine entraine des perturbations dans les 
systkmes oxydo-reducteurs de la cellule. D’apres v. Euler et fialodkow- 
&a4), les acides nucl6iques fonctionnent comme sources de mononucleo- 
tides agissant comme cof acteurs d’oxydo-reduction. La streptomycine, 
en emp6chant le reapprovisionnement de la cellule en mononucleotides 
cofacteurs de nombreuses ddshydrases, inhiberait indirectement les 
processus de reductions indispensables aux synthhses. On expliquerait 
ainsi les resultats de MzcZ.G5), qui constate chez lea cellules soumises B 
la streptomycine une augmentation du rH. 

I )  Arch. Bioch. 12, 67 (1947). 
z, J. Biol. Chem. 170, 759 (1947). 
3, J. Biol. Chem. 160, 527 (1945). 
4, H .  won Euler et W .  h’olodkowska, Bl. SOC. Chim. biol. 29, 382 (1947). 
5 ,  Exper. 4, 115 (1948). 
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Dans une certaine mesure, on serait amen6 admettre qu’il se 
produit une veritable substitution metabolique des proteines basiques 
(supports des acides nuclhiques dans les nucleoproteines) par la strep- 
tomycine ou des colorants du type trypaflavine; dans ces conditions, 
la nouvelle molecule n’ktant plus metabolisable enrayerait le mdta- 
bolisme des nucleoprot6ines. A cet Bgard, les resultats de McIZwainl) 
relatifs au r61e anti-acridine de l’acide ribonucleique nous paraissent 
conformes ; soulignons qu’ils excluent Bgalement l’hypothbse de com- 
plexes d’adsorption du type (NPx-) (xH ou acridine ou strepto- 
mycine+) (Massart) et justifient notre conception de la formation 
d’un se12). 

R&3UMg. 

Reprenant les etudes de 8. Gohen et  de Massart sur l’action de la 
streptomycine et de la phicilline sup les acides nucl6iques : 

lo nous n’avons pu confirmer sur l’acide ribonucleique purifie de 
levure, que la ribonuclhase cristallisBe soit inhibee par la penicilline; 

2O nous avons precise les conditions de formation des complexes 
insolubles entre la streptomycine et l’acide ribonucleique (concentra- 
tion en antibiotique, influence du pH et de la presence des sels). 

Institut Pastew, Paris. 

244. Di-tosylierung der Glucose 
v0n.E. Hardegger, R. M. Montavon und 0. Jueker. 

(10. IX. 48.) 

Vor einiger Zeit wurde gezeigt3), dass bei der Behandlung von 
wasserfreier a,  D- Glucose mit 1 Mol Tosylchlorid in Pyridin und 
nachfolgender Aeetylierung vorwiegend die primiire Oxy- Gruppe am 
C-Atom 6 des Glucose-Molekiils tosyliert wird. 

I n  Fortsetzung dieser Arbeiten fanden wir, dass die Umsetzung 
von Glucose mit 2 Mol Tosylchlorid, nach Acetylierung, in priiparativ 
ertra,glicher Ausbeute von ca. 20% der Theorie zu der noch un- 
bekannten, gut krystallisierten a - I ,  3,4-Triacetyl-2,6-ditosyl-glucose 
(I) fUhrt*). 

l) Bioch. J. 35, 1311 (1941). 
2, B. Rybak et F.  Bros, Exper. (sous presse). 
3, Vgl. E. Hardegger und R. M .  Mmtavon, Helv. 29, 1199 (1046). 
4) Vgl. J. Compfon, Am. 8oc. 60, 395 (1938). 




