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LA SYNTHI~SE A D A P T A T I V E  DES  C Y TO CH RO MES  C H E Z  

LA L E V U R E  D E  B O U L A N G E R I E  
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Institut de G~n~tique du C.N.R.S. et 
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On sait que les diverses microorganismes pr~sentent des capacit~s respiratoires tr~s 
vari~es. L'arsenal d'enzymes respiratoires dont ils disposent varie ~galement d'une 
esp~ce, race ou souche, k l'autre. D'une fagon g~n~rale, les organismes a~robies poss~dent 
le syst~me WARBURG-KEILIN complet, les organismes ana~robies n'en poss~dent pas I. 

Mais le ph~notype d'un organisme est toujours le r~sultat des interactions entre 
g~notype et milieu. Or, si, comme nous venons de le rappeler, les variations de l'~quipe- 
ment en enzymes respiratoires selon le g~notype sont indiscutablement ~tablies, les 
variations de ces constituants cellulaires en fonction du milieu n 'ont  re~u que tr~s peu 
d'attention. Elles sont cependant fort dignes de remarque. Comme il sera montr~ dans 
les pages qui suivent, la capacit~ respiratoire de la levure, la nature et la quantit6 des 
cytochromes qu'eUe contient, subissent des modifications extr~mement importantes sous 
l'influence des conditions d'a~ration*. L'ampleur de ces modifications, dont les limites 
sont fix~es par le g~notype, ainsi que leur vitesse et la nature des conditions par lesqueUes 
elles sont induites, permettent  de les assimiler aux ph6nom~nes de l 'adaptation enzyma- 
tique. 

Les probl~mes que pose la synth~se des enzymes au cours de l 'adaptation enzyma- 
tique se posent d~s lots k propos de la synth~se, sous l'influence de l'oxyg~ne, des 
ferments respiratoires de la levure. Pour leur solution, l'~tude de la synth~se adaptative 
des cytochromes pr~sente l 'avantage exceptionnel de pouvoir reposer non seulement sur 
les tests habituels d'activit~ mais encore sur l 'observation spectroscopique directe. 

Quelques-uns des faits qui seront d~crits dans le present mdmoire ont dt~ entrevus 
par certains auteurs. Parmi ceux-ci, nous ne citerons que WARBURG a qui constata que 
les levures cultiv~es au laboratoire respirent moins intensdment que la levure de boulan- 
gerie du commerce, fortement adrde pendant la fabrication, et BERAUD 4 qui compara 
des le.vures de vin cultiv~es sur des milieux solides avec ceUes cultiv~es dans des milieux 
liquides et observa que, chez les premibres, la respiration est plus active et le spectre 
des cytochromes plus net. Ces auteurs ne sont pas a11~s au delk des constatations mention- 
n~es. FINK 5, EULER et ses collaborateurs 6, BOREI ET SJ~DEN ~ ont attribu~ k la pression 
d'oxyg~ne all cours de la croissance les differences qu'ils ont observ~ entre diverses 
levures quant k l'intensit~ de la respiration et ~ la structure des spectres des cytochromes 

* N o u s  a v o n s  fai r  6 ta t  de nos  r~su l t a t s  d a n s  u n e  no te  pr61iminaire  z. 
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d e n t  c e r t a i n s  s e n t  s e m b l a b l e s  k c e u x  q u e  n o u s  d~c r i rons .  M a l h e u r e u s e m e n t ,  les  l e v u r e s  

u t i l i s~es  p a r  ces  c h e r c h e u r s  ( l e v u r e s  d e  b r a s s e r i e  h a u t e s  e t  basses ,  l e v u r e s  d e  b o u l a n g e r i e )  

r e p . r 6 s e n t e n t  le p l u s  ~ o u v e n t  de s  r aces ,  s i n o n  des  esp~ces  d i f f~ r en t e s  e t  i l  e s t  di t f ici le  d e  

d ~ p a r t a g e r ,  d a n s  les  r ~ s u l t a t s  de s  a u t e u r s  c i tes ,  ce q u i  r e v i e n t  a u x  d i f f e r ences  h ~ r ~ d i t a i r e s  

e t  a u x  d i f f e r ences  de  c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e .  FINK ET BERWALD s o n t  d ~ c r i t  la  t r a n s f o r -  

m a t i o n  de  l a  l e v u r e  de  b r a s s e r i e  b a s s e  en  l e v u r e  de  b o u l a n g e r i e  p a r  la  c u l t u r e  p r o l o n g ~ e  

e n  a~rob iose .  Les  c o n d i t i o n s  d e  l eu r s  e x p e r i e n c e s  ~ t a i e n t  c e p e n d a n t  e x t r ~ m e m e n t  

f a v o r a b l e s  k la  s~ lec t ion  de  m u t a n t s  s p o n t a n ~ s  e t  on  es t  e n  d r o i t  de  p e n s e r  q u e  la  t r a n s -  

f o r m a t i o n  o b s e r v ~ e  ~ t a i t  d u e  k ce m ~ c a n i s m e ,  c ' e s t -k -d i r e ,  e n  d e r n i ~ r e  a n a l y s e ,  a u  

c h a n g e m e n t  d u  g ~ n o t y p e  p r 6 d o m i n a n t  d a n s  la  c u l t u r e .  

I1 n ' e x i s t e  k n o t r e  c o n n a i s s a n c e  a u c u n  t r a v a i l  o h  les  v a r i a t i o n s  q u e  p e u t  s u b i r  le 

s y s t ~ m e  de s  c y t o c h r o m e s  d ' u n e  l e v u r e  o n t  ~t~ ~ tud i~es  d a n s  de s  c o n d i t i o n s  q u i  e x c l u e n t  

les  m o d i f i c a t i o n s  g ~ n o t y p i q u e s  de  cel le-c i  e t  q u i  n e  d i f f e r e n t  q u e  p a r  le degr~ d ' a ~ r a t i o n .  

C ' e s t  ce q u e  n o u s  n o u s  s o r m n e s  p r o p o s ~  de  r~a l i se r  d a n s  ce t r a v a i l .  

MATI~RIEL ET TECHNIQUES 

Souche de l~vure. Nous avons utilis~ dans co t ravai l  notre souche 59 R 9- C'est  une souche haplotde 
monosporique, isol6e ~ par t i r  do "Boulangerie I I "  (S~charomyces cerevisiae) que nous tenons du 
laboratoire des Fermentat ions de l ' Ins t i tu t  Pasteur de Paris. 

C o ~ i t i o ~  de culture. Ce travai l  dem~ndaut  des quanti t6s re la t ivement  grandes de levure, la 
culture est effectu6e dane un  milieu ren/orc6, dent  la composition est:  

Yeast  extract  Difco Io g 
MgSO 4 0.7 g 
CaCI~ 0. 4 g 
NaCl 0. 5 g 
FeCI~ ~. I ~o 0.5 ml 
KHzPO 4 1.0  g 
(NH4)~SO 4 I.~ g 
Glucose 54 g 
Eau distill6e qs Iooo ml 

Aria d 'obteni r  le rendement  maximum ea adrobiose, nous av0ns zecours ~ un dispositif constitud 
essentiellement par  une bouteille Pyrex de fo litres tournan t  horizontalement  autour  de son axe 
avec une vitesse de I5O tours par  minute  et  contenaat  i l i tre de milieu. Cette disposition assure un 
brassage continu du milieu et  une tr~s bonne a6ration de la culture, den t  une part ie  se t rouve con- 
t inuel lemeat  en couche mince ~ la surface intdrieure de la bouteille. L'atmosph&re de celle-ci est 
continuellement renouvellde par  injection d 'air  comprimd filtrd et humidifid, cet te  injection se faisant 
par  un  tube  qui l~n~tre par  le goulot de la bouteille. Le rendemeat  obteau darts ces conditions est 
d 'environ 20 g (poids sec) par  litre. 

Pour la culture des levures en anadrobiose, hens nous servoas du m~me dispositif ldg~rement 
modifid. La bouteille est bouchde par un bouchon de caoutchouc qui laisse passer deux tubes. Un de 
ceux-ci est placd darts un trou excentrique du bouchon et est coudd de fa~on ~ pouvoir  plonger 
darts le l iquide:  il sort ~ l ' in t reduct ion du gaz et  aux prdl~vements d '6chanti l lons de la culture qui 
peuvent  se faire sans aucune introduction d'air.  Le deuxi~me tube est placd au centre du bouchon, 
se trouve continuellement dans l'atmosph&re de la bouteil le et sert ~ l 'dvacuat ion du gaz. L'extrdmit~ 
ext6rieure de ce tube  porte une rallonge flexible qui plonge dans du mercure. 

Pour rdaliser la culture anadrobie, on remplace l 'a i r  de la bouteiUe, aussi t6t  apr&s l 'ensemence- 
meat, par  de l 'azote purifi6e par  passage dans uffe colonne d'hydrosulfite de Na en milieu alcalin, 
puis on ferme le tube d'arrivde. Darts ces expdriences, la quanti td de liquide est de 3 lit~es par  bouteille. 

Traiteraent des suspensions non proli/drantes. Pour soumettre la levure aon-pro l i f~an te  ~ divemes 
conditions d'a6ration, nous op6rons de la fa~oa suivante. La culture est  recueillie dans des tubes 

centrifuger et  est lavde 3 lois par  centrifugation ~ 0 ° C darts du tampon phosphat6 M/I  5 ~ PH ~ 4.6. 
Le culot est suspendu dans le m~me tampon additionnd ou non de glucose et  placd dane des colonnes 
en Pyrex (8 cm × 8o cm) don~ le fond est constitud par  un  filtre on verre frit~. Le tube  de ce ffltre 
permet  l ' inject ion de gaz, den t  le passage assure, en outre, le brassage de la suspension. Les colonnes 
sent  plac6es dane une 6tuve ~ 28 ° C. On utilise comme antimousse quelques ml d 'hui le  additionn6e 
de 5~/o d'acide ol6ique. 
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Precautions d'asepsie. Toutes les opd~ations ddcrites sont effectudes stdrilement et l'absence de 
contamination est vdrifide par les tests bactdriologiques habitnels. 

Dlnombremvnt des cellules. Celui-ci est fait  ~t l 'hdmatim~tre sur des suspensions additionndes 
de bleu de mdthyl&ne, ce qui permet en outre d'dvaluer la irdquence des cellules mortes. Le nombre 
de celles-ci n 'a  jamais ddpassd i %.  

Poids sec. Le poids sec des suspensions est infdrd ~t partir  des mesures de densitd effectudes 
l 'aide de l 'dlectrophotom~tre de M~UNIER, une courbe de correspondance ayant  dt6 6tablie au 

prdalable. 
A~ote cellulaire. L'azote total est ddtermind par le micro-Kjeldahl. 
Mesuves manom~tviques. La  respiration et la fermentation adrobie sont ddtermindes ~t ~8 ° C par 

la mdthode directe de WAEnuR~ dans le tampon phosphatd mentionnd plus haut. 
Techniques spectroscopiques. Saul mention spdciale, toutes les observations et mesures sont 

effectudes sur des suspensions ~t 50% (volume cellulaire/volume total) dans du tampon, rdduites par 
l 'hydrosulfite de Na et contenues dans des cures en plexiglas d'dpaisseur variable (x ~ 8 ram). Les 
positions des bandes sont ddtermindes au spectroscope de rdversion de HA~TmD~E montd sur un 
microscope. Le dosage du cytochrome c rdduit est effectud selon la mdthode de ELLIOT ET K~ILIN TM 

l 'aide du microspectroscope LEITZ, par compensation de l 'intensitd de la bande ac. La solution 
dtalon est standardisde au spectrophotom~tre BECKMAN, en admettant  ~mM ~ 28.~ I1. 

L'hdmochromog~ne pyridinique est dosd dans le mdlange: 

suspension de levure ~ 50% i ml 
pyridine o.33 
KOH o.I N o.33 

apr&s rdduction par l 'hydrosulfite de Na, contre un dtalon standardis~ au spectrophotom~tre BECKMAN, 
en admet tant  emM ---- 3~ (el. LEMBERG ET L~GGEX~). Vu la prdsenee d'une forte bande c dans les 
spectres de quelques-unes de nos prdparations d'hdmochromogfine pyridinique, nous avons, pour le 
dosage de ce dernier, apportd la modification suivante dans la m~thode de ELLIOT KT KEILIN. Le 
cytochrome c e s t  dosd sur une partie aliquote chauiide de la m~me levure. La cure du cytochrome c 
dtalon est laiss~e en place (et dans une position correspondant ~ la teneur de la preparation en cyto- 
chrome c) pendant  la compensation de l 'intensitd de la bande a de l'h~mochromog&ne pyridinique. 

Rappelons en passant que la mdthode de ELLIOT ET KEILIN pr~sente l 'avantage d'etre applicable 
l 'dtude des preparations opaques et ne ndcessite donc pas l 'extraction des pigments qui sont dosds 

in situ. Son ddfaut est la prdcision relativement petite des mesures. Dans les conditions de nos 
d~terminations, le dosage du cytochrome c est prdcis ~ IO% pr~s. 

Nous ne parlerons ci-dessous que des bandes a des cytochromes. Les positions des bandes/3 sont 
perfois difliciles ~ prdciser, car ces bandes sont g~ndralement faibles et mass~es les unes dans le 
voisinage des autres. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

I. Evolution des cellules proli]~rantes et non-proti]~rantes en ana~robiose 

Nous ne ferons que rappeler bri~vement les caract~res bien connus d'une levure 
de boulangerie cultiv6e en a~robiose x3 que nous retrouvons chez la souehe 6tudi6e iei 
(Fig. I, AE). A l'6tat r6duit, elle pr~sente un spectre qui eomporte trois fortes bandes a 
dont les positions sont: c. 55o-551 mt~, b. 563-564 mt~ et a. 6o3--6o 4 m~ et dont les 
intensit6s se rangent dans l'ordre de a c > a b > o a .  Lorsque la prdparation est eongel6e 

l'air liquide, on volt les m~mes bandes intensifi6es et ddeal~es ~ 547, 559--56o et 
599-6oo mt~ respectivement, et k 553 m~ la mince et tr~s faible bande du cytoehrome e 
r~eemment d6crit par KEILm ET HARTREE x~. Si on chauffe la suspension cellulaire 
pendant 2o minutes k 8o ° C et rexamine ensuite k la temp6rature ordinaire, on ne volt 
que la bande du eytoehrome e qui est thermostable; tous les autres eytochromes ont 
~t6 d6truits. Une faible et large bande peut ~tre observ~e ~ ca 58o mr*; elle correspond 
probablement k un h6mochromog~ne artificiel r6sultant de runion du groupement 
prosth~tique du cytoehrome a et d'une prot6ine d6natur~e par la ehaleur. L'observation 

Pair liquide de la preparation chauff6e, eonfirme la destruction des eytochromes b et a. 
La quantit6 de eytochrome c est de o.o6-o.o7 7Fe/mg N, et eelle de l'h~mochromog~ne 
pyridinique de l'ordre de o.17 7Fe/mg N. L'activit6 mdtabolique en prdsence de glucose 
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Fig. I. Evolution du spectre de la levure cultiv6e en ana6robiose et a~r~e duns du tampon gluco~. 
Epaisseur des preparations: 4 ram. I. Spectres observes A i8 ° C; II. Spectres de la levure chauff~e 

80 ° C pendant 20 minutes et observ~o ~ 18 ° C; III. Id. observ6 ~. - -  I7 °0 C. 

4% de la levure ayant  prolif6r~ en a~robiose est caract~ris~e par  les valeurs suivantes: 
Qo~(N) = 7Io;  Qco~(N)/ermentation = IOOO. 

Lorsque cette levure est plac6e duns un milieu nutritif  ~t l 'abri  de l'oxyg~ne, il suffit 
qu'elle y produise 6 g6n6rations cellulaires (ce qui correspond h 24 heures environ) pour 
que ses caract6ristiques soient radicalement modifi~es. L 'examen spectroscopique 
montre  que les bandes des cytochromes b e t  c sont remplac~es par une large et forte 
bande occupant une position interm6diaire (557-559 mt~) et que la bande du cytochrome 
a est remplac6e par  une faible bande (al) aux environs de 580 mtz. La bande h 557 m/~ 
que nous allons provisoirement assimiler ~t abl  ne r~sulte pus d 'une fusion des bandes 
des cytochromes b e t  c, mais correspond bien ~t un nouveau compos6. Dans Fair liquide, 
eUe reste unique et se d~place ~t 554 mt~. Apr~s chauffage de la levure, l 'observation 
~t la temperature  normale ne permet  pus de la voir. L'observation ~t - -  17 °0 C montre 
l 'absence de la bande ~c. On voit apparaltre ~ cette temp6rature, une nouveUe et forte 
bande thermostable situ6e ~ 555-556 m/~ qui n 'est  pus d6celable duns la culture a6robie. 
Nous discuterons plus bus la signification de ces trois bandes. 

La quantit~ de cytochrome cest ,  d'apr~s ces observations, inf6rieure h 0.002 ~Fe/mg N 
et il est possible qu'elle soit nuUe. Le dosage de l 'h6mochromog~ne pyridinique fournit 
la valeur 0.08 ~,Fe/mg N. 

Les caract~res m~taboliques de cette levure sont donn6s par  les chiffTes suivants: 

Qo2 (N) -- 9 Qco2 (N) ferm. = 2.600 

Les images spectroscopiques qu'on vient de d6crire sont repr6sent6es duns la Fig. I ,  
AN. Elles font ressortir la profonde modification de la constitution enzyrnatique de la 
levure ayant  prolif6r6 en ana6robiose. 

Des modifications analogues peuvent-eUes ~tre introduites par l 'ana~robiose en 
absence de multiplication cellulaire ? L'exp6rience suivante permet  de r6pondre ~t cette 
question. De la levure ayant  prolif~r6 en a6robiose est plac6e duns deux colonnes, dont 
l 'une contient du tampon glucos~ ~ 5.4% et l 'autre du tampon seul. L'ana6robiose est 
assur~e par  passage d'azote purifi6. De temps en temps des 6chantiUons soot pr~lev~s 
destines k l 'examen spectroscopique et aux tests d'activit6. L'observation spectro- 
scopique ne permet  de d6celer aucun changement m~me au bout de 22 heures, temps 
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suffisant, on se souvient, pour changer compl6tement le spectre des cellules prolif~rantes. 
Les r6sultats des autres mesures sont donn6s par  le Tableau I qui permet  de constater 
que la capacit6 respiratoire et les teneurs en cytochrome c et en protoh~mines restent 
sensiblement constantes et que seule la fermentation a6robie diminue graduellement 
pour tomber k environ 40% de sa valeur initiale, au bout de 22 heures. 

TABLEAU I 
EVOLUTION, EN ABSENCE D'OXYG~NE, D'UNE LEVURE AYANT PROLIF~R~ EN A~ROBIOSE 

~lucose 
+ 

~ m p o n  

tampon 

Heuros 

0 

4,5 
I3 
22 

2 2  

Poids sec 
(rag. I o-S) 

o.8 4 
I.O 
I.O 
1.3 

iXl 
(mg. I o -~) 

0.88 
0.75 
o.6 i  
0.60 

qo2 

4 ,  O • I O  ~ 7  

3"7 
3.9 
4'3 

qcos 
fermentation 

I6" 1 0  - 7  

9-7 
6.5 
5.9 

cytochrome c protoh6me 
(mg Fe. IO -13) 

0.46 
0.48 
0.39 
0-39 

I 0.90 0.92 3-7 I7 0.45 

1.6 

1.2 
1. 4 

Toutes los valeurs sont calcul6es pour une cellule de levure. Les coefficients manom6triques 
exprimont le nombre de/~l de gaz absorb6 ou d6gag6 pendant les premi6res 60 minutes de contact 
avec le glucose ~ 4%- Toml~rature: 28° C. 

Le Tableau I permet  de constater 6galement qu 'an cours de l'exp6rience, le nombre 
de ceUules s 'accrott 16g6rement, tandis qu'il  reste stationnaire dans le t6moin (tampon 
seul). Cette multiplication a pour effet une diminution de l 'azote par cellule, qui est 
peut-~tre responsable de la diminution de l'intensit6 fermentaire (comparer DE LEYls). 
Le poids sec d 'une ceUule individuelle augmente progressivement: de 0.837" IO -s nag, il 
passe k 1.25" IO -s rag. Cette augmentation peut  ~tre attribu6e k l 'accumulation des 
r~serves endog6nes, non utilisables en ana6robiosO 6, 1~ 

2. Effet de l'oxyg~ne sur la levure ayant proli/~r~ en ana~robiose 

Dans les exp6riences dont nous dolmerons maintenant  les r6sultats, une levure 
ayant  prolif6r6 en ana6robiose est plac~e dans une colonne k a~ration dans du tampon 
glucos6, c'est-k-dire dans un milieu qui ne permet pas la croissance. Les changements 
qu'elle subit dans ces conditions sont le mieux illustr6s par  les modifications de son 
spectre. On les suivra facilement sur la Fig. I ,  dont la premiere ligne horizontale repr6- 
sente le spectre de la levure au d6part. Les lignes horizontales suivantes d6crivent 
l '6volution du spectre avec le temps. 

D6jk, au bout  d 'une heure et demie, on volt l 'apparit ion du cytochrome c, dont la 
quantit6 va  s'accroitre progressivement. Les cytochromes b x et a x disparaissent au fur 
et h mesure que les cytochromes c, b e t  a sont form6s. La bande thermostable situ~e 
k 555 m/z, t r ~  forte au d6but, s 'estompe progressivement pour disparaltre presque 
compl~tement k la fin de l'exp6rience. Apr~s io heures d'a6ration, la levure poss~de le 
m~me spectre que la levure cultiv6e en a6robiose (derni~re ligne de la figure, AE). 

Les r6sultats des diverses mesures effectu6es sur des 6chantillons de cette levure 
sont donn6s par le Tableau I I .  On y voit l 'accroissement rapide de la teneur en cyto- 

Bibliograpkie p. 267. 



VOL. 6 (195o) SXrNTHI~SE ADAPTATIVE DES cY'rOCHROMES ~61 

chrome c et l 'augmentation parall~le de la capacit~ respiratoire. Les h6mines totales 
augmentent rapidement au cours des premieres 2 heures; leur augmentation ult~rieure 
est dans les limites des erreurs exp6rimentales. La fermentation a6robie diminue graduel- 
lement pour tomber au bout de IO heures ~ environ 2o% de la valeur initiale. 

TABLEAU II 
EVOLUTION, EN PP,~SENCE D'OXYG~NE, D'UNE LEVURE AYANT PROLIlr~P~ EN ANA~ROBIOSE 

Glucose 
+ 

tampon 

Heures 

O 

I. 5 

3 
6.5 

I 0  

Poids sec 
(rag. IO -s) 

N 
(rag. IO -s) qot qco.z 

fermentation 
cytochrome e protoh~m¢ 

(mg Fo. IO -l~) 

I.O 
I.I 
I.I 
l.I 
I.O 

1.2 
I.I 

0.95 
o.91 
0.70 

O.I " IO -7 

2.3 
3-5 
5-3 
4.2 

31 • iO-7 

27 
18 
9.4 
4.9 

< 0.03 
0 . 4 2  

0.65 
0.75 
0.83 

0-94 
1.9 
2 . 0  

1 . 6  

1 . 6  

Tampon 11 x.o 1.2 2. 7 22 0.7o 1.3 

Voir ldgende du Tableau I. 

Le nombre de cellules augmente 16g~rement, d'une fa~on lin~aire, au cours de l'ex- 
p~rience, e t a  pour effet une diminution de la teneur des cellules en prot~ines. On 
constate, au bout de IO heures qu'~ peu pros la moiti~ des cellules se sont divis~es une 
lois. L'accroissement du rapport poids sec/azote est paraU~le ~ cette croissance r~siduelle 
d'oh il r~sulte que chaque cellule p~se autant  qu'au ddbut de l'exp~rience. Ceci 6tait 

prdvoir puisque les r6serves endog~nes peuvent ~tre m6tabolis6es par respiration. 
La suspension a~r6e pendant I I  heures dans le tampon, sans source d'6nergie 

exog~ne, 6volue aussi, mais plus lentement. I1 n 'y  a pas de divisions cellulaires, ni de 
changement du rapport poids sec/azote. La respiration, la fermentation, les teneurs en 
h6moprot6ines et l'image spectroscopique ressemblent k celles qu'on obtient par a~ration 
en pr6sence de glucose d6j~ au bout de 2 k 3 heures. 

Les conclusions qui se ddgagent des exp6riences que nous venons de d6crire sont 
les suivantes. La levure qui a prolif6rd pendant un temps relativement court en absence 
d'oxyg~ne, perd compl~tement le pouvoir d 'oxyder le sucre, mais conserve son pouvoir 
fermentaire. Elle perd en m6me temps plusieurs constituants de la chalne respiratoire, 
comme les cytochromes c, b, a, mais contient des constituants nouveaux, les cyto- 
chromes b 1 et a x. Des tests in vitro, dans des syst~mes reconstitu~s, montrent que ces 
modifications sont accompagn6es de la perte des activit6s enzymatiques de la cyto- 
chrome oxydase, de la succino-d6hydrase et de la lactico-d~hydrase. Le m6canisme de 
cette perte semble requ6rir une multiplication cellulaire active, puisque, en absence de 
prolifdration, la capacitd respiratoire et la quantit6 de cytochrome c restent constantes 
en ana6robiose. Les enzymes d6jk existants ne seraient donc pas d6truits, mais "dilu6s" 
dans la masse cellulaire qui a cess6 de les synth6tiser (c/. WAINWRIGHT ET POLLOCKlS). 

La formation des enzymes respiratoires peut ~tre induite par l'oxyg~ne dans des 
conditions oh le bilan de la synth~se des prot~ines cellulaires est n~gatif; elle est accom- 
pagn6e d'une disparition progressive des cytochromes bl et a x. Une source exog~ne de 
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glucose acc~l~re leur formation, rnais la source endog~ne est qualitativement suffisante. 
Le fait que la levure peut synth~tiser une certaine quantit~ de cytochromes en absence 
d'une source ~nerg~tique exog~ne indique indiscutablement que cette synth~se peut 
s'effectuer aux d~pens des r6serves endog~nes. La vitesse de la synth~se du cytochrome 
c chez une levure cultiv6e en ana~robiose et raise en presence d'oxyg~ne, est, au d~but, 
sensiblement ~gale k la vitesse de synth~se de ce m6me cytochrome pendant la croissance 
exponentieUe d'une levure en a6robiose. (2.4" IO -5 mg Fe/mg N ceUulaire/heure duns le 
tampon glucos~ et 2.8 ~t 3.5" xo-5 nag Fe/mg N cellulaire/heure darts le milieu complet). La 
formation du syst~me WARBURG-KEILIN en absence de divisions cellulaires passe par 
plusieurs 6tats interm~diaires caract6ris~s par la constitution des cytochromes et par 
les activit~s m~taboliques. Les m~mes ~tapes interm~diaires ne peuvent 6tre obtenues 
dans le passage de l'oxyg~ne vers l'absence d'oxyg~ne, que s'il y a croissance active 
de la levure. 

Lorsqu'on fait prolif~rer en ana~robiose lbartielle une levure poss~dant an d~part 
le syst~me complet des cytochromes, on n'observe jamais la transformation totale du 
spectre et on n'aboutit  jamais k l'image donn~e par la Fig. x, AN. La bande bl, qui 
semble 6tre identique ~t celle de la levure ayant  prolif~r~ en ana~robiose totale, se scinde 

- -  x7 o° C, ce qui fait apparattre la bande a du cytochrome c k 547 mt~. I1 n 'y  a donc 
pus eu disparition totale du cytochrome c et ceci est confirm~ par les caract~res m~ta- 
boliques qui sent 6galement interm~diaires. 

La levure prolif6rante pr~sente le m~me 6tat interm~diaire si elle est examinee peu 
de temps apr~s l'~tablissement de l'ana~robiose totale. 

En ana6robiose complete, l '6tat extreme est at teint  g6n6ralement pendant la phase 
de croissance exponentieUe et persiste apr~s l'arr6t de la culture. I1 ne d~pend done pas 
de rage physiologique de la culture. 

Enfin, il est 6vident que la perte des cytochromes qui requielt une multiplication 
cellulaire ne repose pas sur la s61ection de mutants,  car, s'il en 6taitainsi,  on ne devrait 
pas observer la reconstitution du syst~me WAI~URG-KEILI~ normal en absence de 
prolif6ration. 

Plusieurs experiences ont ~t~ r~alis~es pour montrer quo c'est r~ellement le manque d'oxyg~ne 
qui est responsable de la perte des enzymes respiratoires en ana~robiose. 

Nature du milieu de culture. Nous averts observ~ le m~me ph~nom~ne sur des milieux solides et  
liquides ~t base d'eau de touraillons, dans uu milieu synth~tique liquide (sels q- fl-alanine q- biotine 
q- sucre) et dans un milieu liquide complet eontenant d i ~ r e n t e s  concentrations de sucre (de ~ ~ xo%). 

In[luen~e du CO,. A la fin de la croissance anaerobic, la phase gazeuse de la bouteille est constitute 
presque uniquement par du CO, et on pourrait penser que ce gaz a une influence inhibitrice sur la 
synth&se des enzymes respiratoires. Ceci n 'est  pus le cas, comme le montre l'exp~rieuce suivante. 
Deux fioles de x litre sent soud~es aux extr~mit& d 'un large tube. Dans l 'une on place la culture; 
l 'autre contient une quantit~ de KOH concentr~ dix lois SUl~rieure h la quantit~ de CO~ qui peut 
~tre d~gagc~e th~oriquement. L'ana~robiose est r~alis~e de la fagon habituelle, les fioles sent bouch~es 
herm~tiquement et agitc~es ~ l'~tuve. La respiration et le spectre de la levure qui se d6veloppe duns 
ees conditions sent identiques ~ celles de la levure qui a prolif&~ en pr&ence de CO,. 

In/luen~e du PH. On pouvait penser que l'acidit~ plus grande en ana~robiose ~tait responsable 
de la perte des enzymes. Or, la mesure du PH au coups de l'~volution de nos cultures en a~robiose et 
en ana~robiose montre qu'il n'existe pas de correlation entre le Pit du milieu et  la constitution des 
cytochromes de la levure. En ana~robiose la disparition des bandes normales se produit, selon lss 
conditions d'ensemencement, ~ des PH varies. La synth~se des cytochromes en a~robiose peut se 
produire ~ ces m~mes PH. 
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DISCUSSION 

Les variations de la constitution enzymatique de la levure qui viennent d'6tre 
d~crites sont, on vient de le voir, le r&ultat  de l'action de l'oxyg~ne mol6culaire, facteur 
externe, et s'effectuent ~ g6notype constant. Des ph~nom~nes de ce type sont ~ la base 
de l 'adaptation enzymatique, qui a fait l 'objet de nombreux t ravaux de MONOD, 
SPIEGEL~fAN, POLLOCK et leurs coUaborateurs etc, au cours de ces derni~res ann6es. La 
d6finition de l 'adaptation enzymatique est la suivante: une population de cellules plac6e 
en contact avec un substrat acquiert, au bout d'un certain temps, les enzymes n~ces- 
saires pour le m6taboliser 19. D'apr~s MONOD 2° l'essentiel du ph6nom~ne est l 'induction 
de la formation d'un apo-enzyme par le substrat sp6cifique. Est-ce que la synth~se des 
cytochromes appartient k la cat6gorie des syntheses adaptatives? Nous aUons essayer 
de r6pondre k cette question en comparant la synth~se du syst~me WAXBURG-KEILIN 
avec les adaptations enzymatiques connues. 

I. Nous pouvons 6carter facilement les deux objections souvent faites contre la 
presence d'un processus d'adaptation enzymatique, ~ savoir: la s61ection de mutants 
poss6dant les enzymes en question et l 'augmentation de la perm~abilit6 vis-a-vis du 
substrat. Nous sommes k l'abri de la premiere objection du fait que la synth~se des 
cytochromes peut ~tre observ~e dans des cellules non-prolif6rantes. D'un autre c5t6, 
le fait clue nous mesurons directement la quantit~ d'enzymes nous met k l'abri de la 
deuxi~me critique. 

2. Comme cela est exig6 par la d6finition cit~e de l 'adaptation enzymatique, c'est, 
dans le casque  nous avons ~tudi6, le substrat (O~) qui induit la synth~se des enzymes 
qui d6terminent la vitesse de son m6tabohsme. En effet, 6tant donn6 que le " turnover  
number"  du cytochrome c k 28 ° C reste sensiblement constant an cours de l'exp6rience 
(Iooo -4- IOO une heure et demie apr~s le commencement de l'a6ration, IOOO 4- IOO, 
I2oo 4- IOO, 900 4- IOO apr~s 3, 6.5 et IO heures respectivement), il faut admettre soit 
clue c'est ce constituant qui est le facteur limitant la vitesse de respiration, soit que le 
vrai facteur limitant (par exemple la cytochrome-oxydase) est synth6tis~ avec la m~me 
vitesse que le cytochrome c. I1 est int~ressant de rappeler que, d'apr~s WARBURG, 
l 'oxydation du ferrocytochrome c par la ferri-oxydase repr6sente le chainon le plus lent 
de toute la chatne respiratoire. 

3. On admet que l'action du substrat dans l 'adaptation enzymatique est sp6citique. 
Cette notion est pourtant  un peu vague, car il est quelquefois difficile de distinguer la 
sp6cificit6 du facteur induisant la formation d'un enzyme de la sp6cificit6 de celui-ci. 
On connaR en tous cas plusieurs exemples oh plusieurs substrats induisent la m~me 
synth~se enzymatique. 

Dans quelques exp6riences pr61iminaires, nous avons essay6 d'induire la synth~se 
des cytochromes par quelques accepteurs d'H~ autres que l'oxyg~ne: le bleu de m~thyl~ne 
M/3oo (E'o ~ pH 5.6 = + 66 mv), i-naphtol-2-sulfonate-sodium-indo-z.5-dichloro- 
phenol M/3oo (E' e ~ pn 5.6 = + 223 mv), ferricyanure de K M/3o et M/3oo (E' 0 £ 
pa  5.6 --- -~ 43 ° my) et nitrate de K M/3o et M/3oo. Aucune de ces substances ne nous 
a donn~ le r~sultat cherch~, et, avec toutes les r~serves qui sont de rigueur lorsqu'il 
s'agit d 'un r~sultat n~gatif, il semble que l'on puisse admettre que le r61e de l'oxyg~ne 
est sp~cifique. 

4. Dans les ph~nom~nes que nous avons d~crits, s'agit-il de la synth~se des enzymes 
proprement dits ou de la formation de cofacteurs ? En ce qui concerne les cytochromes, 
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on 6vite d 'habitude de les classer dans une cat6gorie ou dans l 'autre.  C'est l~t une question 
de d6finition. Parmi  les constituants du syst~me dont l 'oxyg~ne induit la formation, 
nous avons au moins un enzyme typique: la cytochrome-oxydase. Que cet enzyme est 
r6ellement synth6tis6 au cours de l 'adaptat ion d6crite, r6sulte non seulement des con- 
sid6rations pr6c6dentes, mais aussi des dosages directs. Les extraits obtenus k part ir  
de levures cultiv6es en ana~robiose et test6s in vitro en pr6sence d 'un exc~s de cytochrome 
c pur et d 'hydroquinone ne montrent  aucune activit6. Les m~mes pr6parations extraites 
des cellules ayant  prolif6r6 en a6robiose contiennent une cytochrome-oxydase tr&s active. 

On peut donc, k notre avis, consid6rer la formation des enzymes respiratoires 
comme une synth~se adaptative.  Elle diff~re toutefois, des adaptations pr6c6demment 
d6crites par  une caract6ristique importante.  

Toutes les courbes exp6rimentales des ad- 
aptations enzymatiques connues indiquent que 
ces ph~nom~nes pr6sentent la cin6tique des 
r~actions autocatalytiques oh la vitesse s 'ac- 
croft pendant  un certain temps (c/. MoNo9=°). 
Cette constatation 6tait el1 particulier ~ la base 
du rejet par  SPIEGELMAN x9 de l 'hypoth~se de 
YtlDXlI~ =1 selon laquelle le substrat  d~place 
l'~quilibre entre l 'enzyme et son pr~curseur 
suivant la loi de l 'action des masses. 

Or cette hypoth~se ou des hypotheses a- 
nalogues, oh le substrat  stabilise l 'enzyme, con- 
duisent, comme l 'a montr6 SPIEGELMAN (l.c.) 
~t une cin6tique du type des r6actions chimiques 
du premier ordre, oh la vitesse diminue avec 
le temps. La Fig. 2 donne la courbe de l 'aug- 
mentat ion avec le temps du cytochrome c chez 
une levure cultiv6e en ana~robiose et a6r~e en 
presence de glucose. La courbe qui d6crit l 'ac- 
croissement de la capacit6 respiratoire a une 
forme tout  ~ fait analogue. Ces courbes affectent 
la forrne d'hyperboles ~ asymptotes  horizon- 
tales plutbt  que celle des courbes autocataly-  
tiques en S. Sur la Fig. 2, est trac~e en pointill~s, 
la courbe th~orique (en admet tant  la formule 
correspondant k l 'hypoth~se de YUDKn~ E = 

15 

t0 f ! 

p 

0 5 10 

Fig. 2. Acc ro i s semen t  de l a  t eneu r  en  cy to-  
ch rome  c p e n d a n t  l ' a6 ra t ion  d ' u n e  l evu re  
cul t iv~e en ana6robiose.  E n  ordonn6e:  
a t o m e s - g r a m m e s  de Fe du  c y t o c h r o m e  
c.io -19 par cellule. En abcisse: heures. 
Courbe exp6rimentale en trait plein; 

courbe th6orique en pointill~ 

(I - -  e -kt) ou k = o.45). On voit que les courbes exp6rimentale et th~orique sont en 
tr~s bon accord. Rien dans nos experiences ne s 'oppose donc ~ ce que Pon con~oive la 
synth~se du cytochrome c comme s'effectuant selon le m~canisme propos~ par  YUDXlN. 

M. MONOD vient de nous communiquer les r~sultats d 'une ~tude non encore publi~e* 
sur la ciu~tique de la formation adaptat ive de la lactase chez B. coll. Ces r~sultats 
l 'am~nent ~t une conclusion similaire k la nbtre. 

I1 es t  cu r i eux  de cons t a t e r  que  l 'on  s ' a t t e n d a i t  & ce que  les synth&ses a d a p t a t i v e s  s u i v e n t  u n e  
loi  logis t ique  parce  que  l ' on  a d m e t t a i t  l ' a cc ro i s sement  a u t o c a t a l y t i q u e  de i ' e n z y m e  i n t 6 r e s ~  e t  clue 
nous  t r o u v o n s  une  a u g m e n t a t i o n  s u i v a n t  une  c in6 t ique  des  r6ac t ions  du  p r emie r  ordre  pou r  u n e  

* MONOD, TORRIANI ET DOUDOROFF, Ann.  Inst. Pasteur, sous  presse.  
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synth~se dont le dSterminisme comporte pr~cis~ment l'intervention de particules autoreproductibles. 
II a ~t$ montr~ en effet que la cytochrome-oxydase ne se forme qu'en presence d'un facteur cyto- 
plasmique autoreproductible ~.  

Que ce fait n'affecte pas Failure de l'adaptation ~ l'oxyg~ne doit ~tre attribu$ & ce que celle-ci 
se produit dans des cellules qui possSdent d~j~ le facteur cytoplasmique en question. I1 en ressort 
que les faits sur lesquels cet argument est fond$ renforcent la th&se de la uon-identit$ de la cyto- 
chrome-oxydase et du facteur autoreproductible, 

5. Envisageons enfin bri~vement ce que l '~tude ci-dessus apporte ~ la connaissance 
de la synth~se des cytochromes du point de vue chimique. 

Le blocage de la synth~se des cytochromes normaux par  le manque d'oxyg~ne 
semble devoir porter  sur un (ou plusieurs) des derniers chatnons de cette synth~se, car 
les ceUules ayant  prolif~r~ en ana~robiose poss~dent une r~serve suffisante de protoh~me 
sous forme non-diff~renci~e (20. IO -1~ mol~cules-grammes de Fe par  cellule) pour en faire 
les  deux cytochromes principaux c et b ( I I .  IO -x° et environ 7" Io-19 molecules-grammes 
de Fe par  cellule chez la levure form~e en a~robiose). I1 est g~n~ralement admis TM 2s 
clue le cytochrome b poss~de comme groupement prosth~tique, le protoh~me. S'il en 
est ainsi, le manque d'oxyg~ne a pour effet la suppression de la synth~se de la prot~ine 
sp~cifique du cytochrome b ou la suppression de la possibilit~ de liaison entre la prot~ine 
sp~cifique b e t  le groupement 'prosth~tique qui, comme on vient de le voir, est synth~tis~ 
en ana~robiose. Pour le cytochrome c, la situation est plus complexe, car son groupement 
prosth~tique est ancr~ dans la prot~ine d'une fa~on tr~s particuli~re, par  des liaisons 
du type thioether, entre la cyst~ine de la prot~ine et les chatnes vinyle du protoh~me. 
I1 est cependant vraisemblable que la synth~se du groupement prosth~tique c s'effectue 

part ir  du protoh~mO ~. Si nous admettons ce point de vue, l 'ana~robiose aurait  le 
m~me effet que pour le cytochrome b: la suppression de la synth~se de la prot~ine ou 
la suppression de la liaison protoh~me-prot~ine c. 

La classification et la nomenclature des h~mochromog~nes natifs dont la bande a 
l '~tat r~duit est situ~e dans la r~gion entre 550 et 563 mtz sont un peu confuses. On 

a pris l 'habitude de d~signer une large bande se t rouvant  dans cette r~gion par  le terme 
cytochrome ba. Or, le terme b~ peut  correspondre ~ des constituants qui sont diff~rents 
m~me au point de vue spectroscopique. Pour ne citer que quelques exemples: chez 
certaines levures de bi~re ou chez des levures de boulangerie ayant  prolif~r~ en anatro-  
biose partielle, la large b a n d e a u x  environs de 558 mtz se d~compose aux basses tempe- 
ratures en deux bandes dont une est la bande thermostable ac typique. Chez E.  coli ~a 
la bande situ~e k 550 m/z se scinde ~ - -  I7 o° en donnant deux bandes d'intensit~ inSgale 

551 et 559 m/z. Chez Cecrot~ia une bande analogue (milieu ~t 557 m/z) ne se scinde pas 
~t la temperature de l 'air liquide, mais se d6place ~t 554 mt ~5- 

La large bande ~ 557-559 mt~ de la levure eultiv6e en ana6robiose ne se scinde pas 
- -  17 o° et se d6place ~ 554 m~. Elle ne comporte pas le consti tuant  ac, est thermolabfle 

et correspond vraisemblablement ~ un eompos6 dont le groupement prosth6tique est  

le protoh~me. E tan t  donn~ qu'elle disparalt au fur et ~ mesure de la formation des cyto- 
chromes b et c, il est tentant  de consid6rer eette bande eomme pr6curseur de b e t  c. 
La relation peut  6tre en r~alit6 plus complexe. Par  exemple, ils peuvent  d6river d 'un 
pr6curseur commun. La situation est peut-~tre analogue pour les eytochromes a~ e t a .  

La bande visible ~ - - 1 7  o° et situ6e ~ 555 mt z pourrai t  6tre due au pr6curseur 
imm6diat du cytochrome e, s ' interealant entre b~ et le c, ear eUe disparait au fur et 

mesure de la synth~se du eytochrome e, est thermostable (earact~re reneontr~ jusqu'~ 
pr6sent uniquement dans le cas du eytoehrome e) et, dans certaines conditions, on peut  
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voir  son appar i t ion avan t  le d~but  de la formation du cytochrome c. I1 est par  ailleurs 
possible clue cette bande  soit ident ique  au cytochrome e r~cemment  d~crit par  K~-IUN 
~T HARTI~E~ ~ qui  occupe k z ou ~ m ~  pros la m~me posi t ion;  ou bien qu'el le  est due 

u n  h~mochromog~ne artificiel r~sul tant  de l 'un ion  d 'une  prot~ine d~natur~e pa r  la 
chaleur avec l 'h~me b~. La seule donn~e que nous avons pour  l ' i n s t an t  concernant  cette 
nouvelle bande  est qu'elle ne correspond p a s a u  cytochrome b~ de BACH, DIXON ET 
Z~-RFAS ~~ qui  occupe lui  aussi une  posit ion proche, car l 'act ivi t~ de la lactico-d~hydrase 
est absente  chez la levure ayan t  prolif~r~ en ana~robiose. 

ADDENDUM 

Au m o m e n t  de la r~daction de ce m~moire, est parue une  note  pr~liminaire de 
C. H. CHIN 27 qui relate des r~sultats sur la p lupar t  des poin ts  simflaires k ceux que nous  
avons d~crits plus haut .  La seule difference essentieUe entre  les r~sultats qu ' i l  a ob tenu  
sur une  levure de brasserie et les nStres, r~side dans le fait  que la bande  b 1 observ~e 
par  lui  se scinde k ~ I7 o° en d o n n a n t  en part icul ier  la bande  ac. 

I1 nous  para i t  probable que cette difference dans  les r~sultats  est due k ce clue 
M. CHIN n ' a  pus pris de precaut ions  sp~ciales afin d 'asshrer  l 'ana~robiose stricte des 
cul tures pendan t  leur proliferation. E n  effet, les propri~t~s de la bande  b 1 qu ' i l  t rouve  
correspondent  k celles que nous t rouvons  chez des levures prol i i~rant  en ana~robiose 
partieUe ou bien  chez des levures ayan t  prolif~r~ en ana~robiose stricte et a~r~es pe nda n t  
2 heures. La justesse de cette in te rpre ta t ion  est rendue  vraisemblable  par  le fait  que 
le Qc~ des levures de M. CHIN est ~lev~ d~s le d~but  des experiences d 'a~rat ion.  

R]~SUM]~ 

I. La levure de boulangerie qui a prolif4r6 pendant un temps relativement court en absence 
d'oxyg~ne perd le pouvoir de respirer le sucre, mais conserve le pouvoir fermentaire. Elle perd en 
mSme temps les cytochrome a, b e t  c, et acquiert des constituants nouveaux, analogues aux cyto- 
chromes a 1 et b,. 

2. Chez une telle levure, la synth~se des cytochromes normaux peut ~tre induite par l'oxyg&ne. 
Elle peut s'effectuer sans multiplication cellulaire et est aceompagu6e par la disparitien des consti- 
tuants a, et b,. Elle conduit au r6tablissement de la capacit6 respiratoire de la levure. 

3. Lo m6canisme de la synth~se adaptative des cytochromes est discut6. 

SUMMARY 

I. Baker's yeast, grown for a relatively short time in the absence of oxygen, cannot utilize 
glucose by respiratory mechanisms, but keeps its fermentative ability intact. At the same time it 
looses the cytochromes a, b and c, and acquires two new components analogous to cytochromes a, 
and b 1. 

2. The synthesis of the normal cytochromes can be induced in such a yeast by oxygen in the 
absence of cell multiplication. Synthesis is accompanied by the disappearance of the new cytochrome 
components and results in the reestablishment of the ability to respire. 

3- The mechanism of the adaptive synthesis of the cytochromes is discussed. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. BAckerhefe die einiger Zeit unter Ausschluss von Sauerstoff gewachsen ist, verliert die F~i/lig- 
keit Zucker fiir ihre Atmung zu verwerten, nicht aber ihn zu vergAhren. Gleichzeitig verschwinden 
Cytochrom a, b undc  uad zwci neue Bestandteile, analog dem Cytochrom a 1 und b 1, treten auf. 
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2. Bei e iner  solchen Hefe k a n n  die  normale  Cytochromsynthese  durch Sauerstoff  in  Gang ge- 
Joracht werden.  Sie kann  ohne Zell tei lung geschehen und is t  yon  dem Verschwinden  der  Bestandte i le  
a 1 und  b 1 begleitet .  Hierbei  wi rd  die  Atmungsf~higkei t  der  Hefe  wiederhergestel l t .  

3. Der Mechanismus  der  Anpassung  der  Cytochromsynfhese  wird  er6rtert .  
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