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147. Recherches sur la biochimie des cyclitols VI. 
Incorporation d’une substance anti-inositol dam les phospholipides 

d’un Schizosaccharomyces 1) 
par Th. Posternak, W. H. Schopfer c t  J. Deshusses 

D8di6 i M. le Professeur P. KARRER k I’occasion de son 70e anniversaire 

(24 IV 59) 

Au cours de recherches systCmatiques sur les antivitamines du ms-inositol (I) 
(MI), nous avions montrC que divers produits de substitution en position 2 de ce 
cyclitol (11, 111, IV, V et VI) agissent comme des inhibiteurs compCtitifs sur Neuro- 
spora crassa inositolless2). A partir de cultures inhibCes par l’isomytilitol (11) (IM), 
nous avons extrait des phospholipides dans lesquels le mCthyl-cyclitol est incorporC 
sous forme d’ester pho~phorique~). 

R 
11 R = CH, V R = H  

I11 R = CH,Rr VI R = CH2-CH, 
IV  R = CHRr-CH,-CH3 

N. crassa inositolless, mutant obtenu par irradiation UV. (souche 9683 de I’ATCC, 
Washington, No. 37.401, sexe a, de BEADLE), prCsente des inconvknients: cette 
souche n’est pas toujours tr&s stable. Nous avions donc cherchC un microorganisme 
unicellulaire exigeant de l’inositol comme facteur exog&ne de croissance, moins 
sujet aux variations, et sensible aux anti-inositols dont nous disposons. Nous avions 
fini par trouver 4, une levure particuli&rement favorable : Schizosaccharomyces Pombe 
(LINDNER), souche liquefaciens (OSTERWALDER) DEKKER. Ce micro-organisme 
manifeste B 1’Cgard des anti-inositols une spCcificitC beaucoup plus Ctroite que 
N.  crassa inositolless. Pour divers mutants de ce dernicr, nous avions trow6 une 
vingtainc d’inhibiteurs, alors que 4 seulement de ces substances agissent sur S. Pombe, 
celles qui sont de beaucoup les plus actives Ctant l’isomytilitol (11) et 1’Cpoxyde V. 
Dans le cas de l’isomytilitol, nous avions constat6 qu’il s’agit probablement d’un 
antagonisme compCtitif avec l’inositol 4, : les indices d’inhibition et de dksinhibition 
sont tr&s voisins. 

Nous avons entrcpris au moyen de S. Pombe une Ctude analogue A celle effectudc 
sur N.  crassa ino~itolless~). Des phospholipides ont CtC obtenus A partir de cultures 
inhibCes par l’isomytilitol et non inhibCes, et leurs compositions ont CtC comparCes. 

l) Communication V: Helv. 41, 235 (1958). 
z, W. H. SCHOPFER & TIi. POSTERNAK, Chimia 7, 90 (19.53); Helv. physiol. pharmacol. 

Acta 12, C 30-C 32 (1954); Arch. Sc. 8, 316 (1955). 
TH. POSTERNAK & W. H. SCHOPFER, Bull. SOC. Chim. biol. 39, 1037 (1957). 

4, W. H. SCHOPFER & TH. POSTERNAK, Rev. suisse Pathol. BactBriol. 19, 647 (1956). 
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Cultuves dcs nzicruovganismcs. E l k s  ont 6t6 effectuees durant 48 h 2 29” en erlenmeyers de 
50 ml contenant 10 ml de milieu liquide dc PENNINCTON~) additionnCs de 10 y de ms-inositol 
(20 y dans certaines cultures). Dnns Ics expCriences d’inhibition, le ineme milieu contcnait encore 
180 011 200 y d’isomytilitol. T,cs cultures inhihCes orit toujours C t C  eIIectuCes parall?lcmcnt H dcs 
cultures no11 inhibCes. 

l h s a g e s  de ms-inositol. 11s ont d t d  cffcctuCs d’aprcs les techniques dCcrites prdcCdcmment3) 
siir clu matBricl trait6 40 h B I’Chullition H reflux avec 10-20 parties dc HCI 6-n. 

Exlrnctzon des phospho1ipidt:s. Dans une communication prCliminairc prCcCdcntc4) nous 
avions indiquC que la fraction lipidiquc de S. Pombc nc conticnt clue fort peu de hI1 (env. lo:, du 
hI I total des cellulcs) ; clans ccs cxpCriences, les cellules avaient d’ahord C t C  dessdchkes par lyo- 
philisation. i%oiis avons constat6 que clans ces conditions, i I  sc prodiiit unc rCtention Ctonnante 
tles phospholipitles dont l’extraction devient incomparahlcmcnt plus difficile que si l’on s’ad- 
resse 1 rlu matCriel frais. Par  Ics techniques ci-dcssous, nous arrivons i extraire. au moyen de 
dissolvants c k  lipides, 30-500,a du M I  total. 

Ixs ccllulcs rccucillirs par centrifugation sont la\+rs 3 fois B l’cau. 1.c mntCricl humide 
( 3 4  g par litrc dc culture non inhitihe) est iInInCdiatement suspcndu d a n s  5 partics d’un mClangc 
d’alcool ethylique et  d’Cther fraicheinciit distill6 ( 3 : l  cn vol.). On agitc tie tcmps en temps et  
essore au bout rle 48 h.  On r6pi:te l’extraction encorc dcux fois en laissant seulement 24 h en 
coutact avec le dissrilvant. La poudre est dcssdchCr r t  mClangCc intimCment avec 2,.5 parties 
d’aluminc Alcoa No. 301 dCgraisske; on hroic soigneusemrnt clans urn morticr. On agite 6 h B la 
machine avec 10 parties rl’un mClauge chloroformc-alcool methylique (1 : 1 en vol.). puis on 
essore, seche d a m  lc vidc et  hroie de noiiveau clans 1111 mortier. Cette suite d’opdrations cst rCpCt6e 
encorc 3 4  fois. TOUS les cxtrnits sont rdunis ct  C\-aporCs B sec clans le vidc dans un courant de 
LO2. O n  reprend par du chloroformc B raison de 0.5 ml par mg cle P extrait e t  prCc,ipitc Ics phos- 
p h o l i p i d ~ ~  par arlditirin Icntc (I[% 10 vol. tl’acCtonc. Xprks 1111 sCjour dc 24 h la glacikr,  Ic prCcipitC: 
sCparC par ccntrifujiation ct  sCchC clans lc vidc cst repris par clu chloroformc e t  la prCcipitation 
par I’acCtonc cst rCpCt6c. 

Les phospholipidcs fraichement prbcipitds sont CmulsicinnCs dans une clizaine de vol. de HC1 
1-11. glacd. A p r k  uii sdjour dc 1 h B O’, on tlialpse la cliarnbre Iroide h 4” dam unc ~tsaucisscir 
tournante ( \ ’ ISKIN(:  C h . ,  Chicago) contre rle l’eau d is t i l l~e ,  durnnt 6-9 jours, cn changcant lc 
liquidc cxtdrirur toutcs lrs 24 h Le conteuu tle la risaucisse,) est CvaporC B sec dnns Ic vidc sul- 
furiquc B hnssc trmperature ; le rCsidu represente les phospholipides purifids. 

Hydvolyse nzc’nagc‘e et  chromatugraphie.  L’hydrolyse acide mCnag6c dcs phospholipidcs (20 min. 
nu bnin-marie houillant avcc 10 partics HC1 6-n.) suivic clc prbcipitation des  produits phospho- 
organiqucs au moycn rl’acCtatc: nclitre de plomb, a C t C  eIIectuCe commc indiqud autrcfois3). I1 cn 
est dc memc dc In separation tle ces produits d’hydrolyse par chromatographic sur papier clans le 
svstkme n-propanol-SH3 conc.-H?O (6: 3 : 1 c11 vol.) sur pnpicr W H A T M A N  4. On obtient ainsi 
3 barides; par orrlre de T l f  ct aussi d’importance croissants: ;I, B, C. Alms que le Rf de C est 
idcntiquc i celui tlcs KlycCrophosphates, les Rf dc  X ct R sont resp. 2,6 et  1,b. fois plus faibles. 
Lris handcs 4 ,  R, C, ddcoupCcs c-t fragmentCes, sont extraitcs h 5 reprises B l’eau. T,es 3 cxtraits 
rnnticnncnt au total 02-959;, du 1’ soumis B la chromatofraphie. Les substances de la bande R, 
qui est particuliCrcnirnt interessante. sont sournises i line deuxiimc chromatographic sur  papicr 
dans les memes contlitiuns ; cctte nouvelle opCrntion nc modific d’ailleurs par notahlement la 
composition de la [raction U. 

1.a formation de 3 h n c l e s  an;tlogucs aux prCc6tlentes a e t B  obscrvCc d a m  les m h i e s  conditions 
H pnrtir dcs phospholipidcs d r  -\’. CYUSSU ino~i to l less~)  et  aussi de foie cle Rat .  Dam tous ces cas, on 
roiistatr quc la baiidr (~ cunsistc cssentiellcment en glycBrophnsphatcs nlors que  la hande Bes t  riche 
rn inositol. L x  hand(. :I fournit a p r k  tlCI)Ii(ispI-’h0r~latiori et  dCionisatiun csscntiellcmcnt d u  glycCrol 

7’vaztemcnt p a v  la ph.osphatnw s ~ z i ’ i  tlc c h v ( ~ m n l o g m / ~ h i e  sur papzw3). 011 ajustc B 5,s Ic pH 
d r s  solutions ohtcnues par Cluticm des bandes A, T3 c t  C, e t  trnite a. 32’ ,  en prCscsncc3 tic: t o lu~ne .  
par de la phosptintasc prostatique rlialpsCc: p r  ml, les mClarigc*s contienneut 611-90 y I’ et GO 
Y E .  6 ) .  Au bout dc 40 h ,  la minCralisation du phosphnrc cst gdndralcrnent quantitative. On fait 

5, D. PENNTNGTON, C.  H. S A W Y ~ K  Rr J .  SCHAIII)T, J .  Hacteriol. 62, 677 (1951). 
”) I’. E. = T’hosl)ti:~t:isc-Einlieit. I’our la tlGfinition tle 1’. E., voir H. XLRF.RS c t  E. ;\LBERS, 

2. physiol. Chcm. 232, 179 (1935). 
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alors passer successivement sur des colonnes de D o w ~ x  50 (forme H) et  de DOWEX 2 (forme OH). 
Apr& concentration convenable dans le vide, on analyse par chromatographie sur papier (WHAT- 
MAN No. 1) dans le systkme acCtone-H,O (78:22 en vol.). RBvBlation au moycn du reactif de 
TOLLENS’). Dans le cas de cultures non inhibees, on observe ainsi essentiellement les taches 
suivantes: bande A: glyc6rol (fort) ; ms-inositol (faible) ; bande B: ms-inositol (intense) ; bande C: 
glycerol (intense) ; ms-inositol (faible). Dans le cas dc cultures inhibees, il vient s’ajouter en A ct  
C une tache faible et en B (fig. 1) une tache intensc d’isomytilitol. 

Fig. 1 Chromatographie (ac6tone-eau 78: 22, WHATMAN No 1 ; 16 h)  
Rdvdation par le rCactif dc TOLLENS’) 

M I  = ms-inositol; IM = isomytilitol; X = produits de la hande R (aprks action de la phospha- 
tase prostatique) provenant d’une culture (a inh.) de S. Pombe inhibee par l’isomytilitol 

Discussion 
Un travail concernant l’utilisation du ms-inositol par S. Pombe a ktk effectuC 

rCcemment par YARBROLTGH Sr  CLARK^) qui extraient S0-S5°/0 de l’inositol cellulairc 
par le mClange CHCl,-mCthanol (2: l  en vol.) ce qui rendrait probable, pour cette 
fraction extractible, une liaison sous forme d’inosito-phospholipides qui ne furent 
d’ailleurs pas caractkrisCs. OpCrant il est vrai avec une souche diffCrente de celle 
de ces auteurs, nous n’arrivons pas A extraire, au moyen de dissolvants de lipides, 
plus de 50% de l’inositol prCscnt. Dans un travail ult6rieur, nous indiquerons la 
nature et la rCpartition de l’inositol non extractible. 

Par chromatographie sur papier, nous sCparons les produits d’hydrolyse acide 
mCnagCe dcs phospholipides purifiCs en 3 fractions A, B et C. Signalons que des 
fractions analogues s’obticnnent dans les mCmes conditions, i partir des phos- 
pholipides de A’. crassa inositolless2) et de foie de Kat. 

-4prb dCphosphorylation enzymatique, les substances de la bande B provenant 
de cultures inhibCes de S. Pombe fournissent des quantitCs considCrables d’isomy- 
tilitol dCcelable par chromatographie sur papicr (fig.), Dans notre travail analogue 
effectuC sur N .  crassa inositolless3) nous avions montrC qu’en raison des techniques 
employ6es (purification des phospholipides par dialyse prolongkc, chromatographic 
sur papier, nCcessitC d’action prCalable de la phosphatase) un tel rCsultat n’est pas 

’) TH. POSTERNAR, D. REYMOND & W. HAERDI, Helx-. 38, 191 (1955) 
H, H. F. YARBROUGH J R .  & F. M. CLARK, J .  Bacteriol. 73, 318 (1957). 
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dii k un entrainement de l’isomytilitol du milieu au cours des opbrations, mais bien 
i une incorporation de l’inhibiteur sous formc d’cster phosphorique dans les phos- 

C i t l t i t r c s  z n I n l l .  
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J,a fraction R est particulih-ement intkressante car c’est elle qui contient Cgale- 
mcnt la majeure partie de l’inositol (tableau: 15). Sacomposition cst ici plus simple 
et plus Claire que dans le cas de N. crassa inositollcss: 

Lorsque les cultures n’ont pas CtC inhibees (tableau: 12, a, b, c), le rapport mol. 
P org./NI de la fraction I3 est voisin de 1, ce qui indique la prPsence essentiellement 
d’acides nis-inositol-monop~~osphoriques, commc lc fait d’ailleurs supposer l’analogie 
clu Rf de B avcc cclui de l’acide ins-inositol-2-phospliorique. Dans le cas de cultures 
inhibees, on constatc que la fraction I3 est devenue 3 4  fois plus importante: resp. 
1G,2 ct 36,7yo du P org. total rCcup6i-6 a p r k  chromatographie (tableau: 9, a inh., 
11 irih.) au lieu de 3,8 et 5,4% (z6id. a,  h). Le rapport mol. P org./MI est devenu 
d’autre part beaucoup plus ClevC: 3,GZ et 3,24 (tableau: 12, a inh., b inh.). Cornme les 
bandes B provenant de cultures inhibees contiennent, outre l’inositol, des quantitCs 

!I)  l’oids dcs ccllules traitdes par le mi:langc alcool: Cther (3 :  1 ) .  
l”) Ccttc fraction avait Cti:  souiiiise 2i line clouble chromatographie sur papier 
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considCrables d’isomytilitol, les rapports P org./MI indiquCs ne peuvent s’expliquer 
que par la prCsence, h cbtC d’acides ms-inositol-monophosphoriques, d’acides iso- 
rnytilitol-phosphoriques en quantitC resp. 2,6 et 2,2 fois plus ClevCe. Ceci est en accord 
avec les intensitCs relatives des taches des deux cyclitols (v. fig.) obtenues a p r b  
dkphosphorylation de la fraction B (culture a inh.) : la tache de l’isomytilitol apparait 
en effet comme env. 3 fois plus intense que celle de l’inositol. En raison de leur Rf, ces 
dCrivCs phosphorylks de l’isomytilitol sont probablement desesters monophosphoriques. 

Nous avions montrC autrefois4) que, dans nos conditions opCratoires et dans une 
cxpCrience particuliere, l’inositol disparait compltdement du milieu de culture non 
inhibe. Lorsque par contre il y a inhibition, on constate que plus la dose d’anta- 
goniste augmentc, plus est ClevCe la quantitC de vitamine restant dans le milicu. 
Pour une inhibition dc 50% environ, la moitiC de l’inositol offert disparait, ce qui 
indique la meme utilisation de la vitamine par unit6 de poids de ccllulcs sechcs, 
indkpendamment de l’inhibition des cultures. 

I1 est en outre inthressant de relever que les tcneurs des cellules scches en inositol 
phospholipidiquc ne sont pas trhs diffkrentes, que les cultures aicnt Ctd inhibkes 
ou non (tableau: 7, a, b, b inh. et c). D’autre part, nous constatons que pour 1 rng 
de P org. total rCcupCrC aprks chromatographie, on trouve des quantitCs trcs voisines 
de MI clans les fractions B provenant d’une culture inhibee ct de la culture non inhibCe 
corrcspondante effectuCes en prCsence de mCmes conccntrations initiales en vitamine 
(1 mg par litre de milieu) (tableau: 15, a et a inh., b et b inh.). La fraction €3 de la 
culture c (2 mg M I  par litre de milieu) contient par contre env. 2 fois plus d’inositol 
que les prCcCdentes. 

Nous en concluons quc l’inhibition n’entravc pas la biosynthkse des phospholi- 
pides % inositol, mais provoque la formation additionnelle de phospholipides h iso- 
mytilitol. 

Les incorporations, observCes jusqu’h prCsent, d’inhibiteurs dans des molCcules 
biologiques complexes concement des analogues structuraux de bases puriques OLI 

pyrimidiques et d’acidcs aminCs qui peuvcnt Ctre utilisCs pour des b iosynthhs  
resp. d’acides nuclkiques, de nuclCotides ct de matihes protCiquesll). ConformCment 
aux reprCsentations classiques, on avait constate un remplacement du composant nor- 
mal par son antagoniste. I1 rCsulte de notre Ctude un tableau diffkrent. Dans les 
phospholipides dc S. Pombe,  l’incorporation de l’inhibiteur ne s’accompagnc pas d’une 
diminution correspondante de l’inositol phospholipidique. Les phospholipides % iso- 
mytilitol synthCtisCs en quantitCs abondantes dans les cultures inhibCes sont prCsents 
n o n  pas d la place, mais d cdte‘ des phospholipides normaus 5 inositol. Comrne dans 
le cas de AT. crassa inosit~lless~),  c’est l’accumulation de ces phospholipidcs anor- 
maux % isornytilitol, incapables sans doute de remplir certaines fonctions physio- 
logiques, qui provoque l’inhibition de croissance. 

Les rCsultats exposCs rendent peu probable, dans lc cas de S. Pombe,  le mCcanismc 
classique d’une compktition, entre le mCtabolite et l’anti-mhtabolite, pour les memcs 
emplacements d’un s y s t h e  enzymatique natif normal. On pourrait penser h la 
formation, dans les cultures inhibees, d’enzymes d’adaptation synthktisant lcs phos- 
pholipides h isomytilitol, enzymes qui ne pourraient effectuer l’incorporation du 

chemistry 27, 643 (1958). 

.~ 

11) La 1ittCraturc rdccntc est indiquCe par \V. SHIVE & C:. G. SKIHNRR, ;\nnual. Rcv. Hio- 
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ms-inositol, mais qui seraient inhibCs d’une manicre compCtitive par ce dernier. C’est 
ainsi que s’expliquerait la rCversibilitC de l’effet de l’antagoniste par adjonction 
d’inositol. A l’appui de cette conception, on peut invoquer le fait que l’isomytilitol 
n’cxcrce son action que s’il est prCsent au moment de l’inoculation; l’inhibition ne 
se produit par contre pas si on introduit l’isomytilitol durant la croissance, c’est-A- 
dire dans des conditions dkfavorables pour la production des enzymes d’adaptation 
supposCs (expbricnces faites au biophotomhtre enregistreur). 

Cc travail a CtC effectu6 avec l’aide du Fonds National Suisse de la Recherche Scientafiquc 
auqucl nous arlressnns nos rcnicrcicments. Sous remcrcions Bgalement Mlles A. F. LUDER e t  
I?. RERGER, lahorantines, dr leur collahoration technique. 

RESIJMG 

Les compositions des phospholipidcs provenant de cultures de Schizosaccharo- 
myces Ponzbe inhibhes ou non par un anti-inosjtol, l’isomytilitol, ont C t C  comparCes. 
Ixs teneurs cn phospholipides i inositol restent approximativcment les m&mes. 
Dans ics cultures inhibCes, se produit la synthkse en quantitC considCrable de phos- 
pholipides i isomytilitol non pas i la place, mais i cBtC de celle des phospholipides 
normaux i nis-inositol. Unc cxplication de ces phCnomhes a CtC proposCe. 

(;eneve, Laboratoircs cle Chimie biologique 
et organique spCciale de 1’UniversitC 

Reme, Institut de Botanique dc 1’UnivcrsitC 

148. Die Alkylierung von Formylbernsteinsaureester 
von P.  H. Payot 

(<I. 111. 59) 

Im Rahmen syntlictischcr Versuche, in wclchcn aus Ausgangsmaterial Forrnyl- 
bcrnsteinsaure-athylester (Ia)’) vcrwendet wurde, stcllte sich das Problem der pra- 
parativen Darstcllung von Alkylierungsprodukten dieses B-Aldehycloesters, bzw. 
scincr Enolforni IIa. Es ist bckannt, dass Verbindungcn mit Keto-Enol-Tautomerie 
prinzipiell am I<ohlenstoff oder am Sauerstoff alkyliert werden konnen. Dies ist fur 
eine Anzahl von P-l)ikctoncn und B-Ketocarbonsauren mehrfach studicrt worden”. 
Vom Formyll-,crnstcins~iiurrester war aus der Literatur 3, und auf Grund eigener Er- 
fahrungcn4) bekannt, dass scin Natriumenolat von a-Halogenfettsaureester nicht 
a m  Kohlenstoff, sonclern am Saucrstoff alkyliert wird. 

l’rinzipiell kann bei Alkylierung cincr B-IXcarbonylverbindung, wie sie der 
Formyl~~eriisteinsaui-eester ( la) darstellt, die Hildung von Derivaten erwartet werdcn, 
welche am Kohlcnstoffatom sc der Carbonylform Ia  und am Kohlenstoff a‘ sowic am 
Sauerstolfatom dcr Enolforni IIa substituiert sind. Ausserdem ist auch Acetal- 

1) \V.  \VISI .TCENI.S ,  1‘. I<ijKr.i;h- k I;. REITTHE, 1.iebigs Ann.  CheIn. 363, 340 (1908). 
? )  H. HEHECK.\, (’lirmic dcl- t k t a - l  )icarllon?.l\-er~iIidurlgeri, Berlin 1950, S. 29. 
3, XI. S .  SCTITSCIIL~KIX~~ tk S.  .\. I’RI’OIIRASHRNSXY, Bei. deutsch. chem. Ges. 68, 1991 (1935). 
1) 1)isserlntiun I ’ I E H R E  I’AYOT, Basel 1053. 




