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PEROXYI)ASES INI)UITES PAR L'OXY(ifCNE CHF~Z LA I .EVt 'RE 

par  

H.  ( ; t t , \ N ' I ' I I I g N  N I'; 

Laboraloire de Chimie hiologique de la l"aeult? des 5,'cieue~'s 

l~i~ersih; dc t~ruxelh's (lCelgiquei 

Nous avons signal6 dans une note br6vO clue des peroxydases, et notamment la 
cytochrome peroxydase,  apparaissent chez la levure sous l'action de l'air dans les m('mes 
conditions que les syst6me des cytochromes 2, a et la catalasO. La prdsente communication 
donne le d~tail des exp6riences. 

MATERIEL ET M[;;THODES 

Souckes de levures 

l . evure  no rma le  : .S'acc]laromyces cere*!isiae isolde d' t l l le levure de boulanger ie  ( i )nnnerciale  
(Levure Roya l e  Nede r l andse  Gist  Fabr iek) .  

M u t a n t  "Petites colot~ies ''5 diploYde p r o v e n a n t  du labora to i rc  du Prof. B. ["-PHRUSSl. 
Cullure, adratiou, pr{/~aralioJz des extraits el dosage des prot/iues: voir  pub l i ca t ion  antdr ieure  4. 
Prdparalion des aulolysats, l .a levure rdcoltde pa r  cen t r i fuga t ion  est  lavde deux  fois avec de 

l ' eau  disti l lde, puis  dtalde sur une feuille de pap ie r  filtre et  laissde 24 heures  "2t la t empdra t u r e  du 
labora to i re .  La levure  ainsi  sg~chde est  f inement  broyde dans  un pe t i t  mor t ie r  et  raise en suspension 
dans  t rois  fois son vo lume  d 'eau dist i l lde;  aprbs add i t ion  de quelques  gou t t e s  de tolu6ne, la suspension 
est  m i se / t  incuber  24 heures  5~ 25 . I ,a  suspension est  ensui te  centr i fugde et  le su rnugean t  clair  dialys6 
/t 4 ~' p e n d a n t  4 heures  cont re  de l 'eau distillde. 

Rgductio~z du cylochrome c 

Nous avons  cons ta td  qu ' i l  est  facile de rdduire le cy toch rome  c i~ l 'a ide d 'une  r6sine rdductrice.  
Cet te  nouvel le  mdthode  prdsente  le g rand  a v a n t a g e  de n ' i n t rodu i r e  aucune  subs tance  pa ras i t e  dans  
la solut ion de cy toch rome ;  elle es t  aussi  t rbs s imple  et  rapide,  l .es solut ions  de cy toch rome  c rddui t  
de ce t t e  fagon ne con t i e nne n t  pas  d 'eau  oxygdnde ni de pe roxydes  capables  d ' o x w i e r  le cy tochrome  e 
en prdsence de la cy toch rome  p e r o x y d a s e  de la levure.  

Procd&:. Quelques  g r a m m e s  de la rdsine Duol i te-S lo (( 'heroical l ' rocess Company,  Redwood 
City, California) sont  lavds a b o n d a m m e n t / t  l 'eau et  ddbarrassds  de route  subs tance  soluble. La rdsine 
est  alors rddui te  ~ l ' a ide  d 'une  so lu t ion  ~ Io ° '  o d 'hydrosu l f i t e  Na2S2() 4 dans  lu soude caus t ique  i~ 
2.5 %, puis  lavde r a p i d e m e n t  g l 'eau dist i l lde et  t ransf~rde dans  un tube  de i cm de diambtre ,  de 
fagon it former  une colonne de rdsine de 6 cm de haut .  Celle-ci est lavde a b o n d a m m e l l t  avec de l 'eau 
dis t i l lde bouill ie,  j u squ 'h  ~ l imina t ion  comple te  de l 'hydrosul f i te ,  l .a r6sine rddui te  est  brun-rouge,  
elle se conserve  p e n d a n t  des mois  "g l ' 6 ta t  rddui t  si la cohmne est  complb t emen t  rempl ie  d 'eau  et 
bouchde aux  deux  extrdmit~Ss. 

25 mg  de cy toch rome  c de coeur de cheval  sont  dissous dans  ro ml de t a m p o n  de phospha t e  
o.o2 ;ll p H  7.2 et  la so lu t ion  est  versde sur la colonne de rdsine: la vi tesse  d 'dcou lement  es t  rdgl6e 
h 2o gou t t e s  pa r  m i n u t e  environ.  Le cy toch rome  qui  sor t  de la colonne est  rddui t  /t 0o-95 %. I.a 
solut ion de c y t o c h r o m e  rddui t  se conserve g l ' d t a t  congeld sans se rdoxyder,  p e n d a n t  plus ieurs  tools. 
I ,a  colonne p e u t  ~tre ut i l isde de nombreuses  lois sans qu ' i l  soit  ndcessaire de la rdduire. 

l .e cy toch rome  uti l is6 dans  nos expdr iences  d ta i t  un p r o d u i t  commerc ia l  " S i g m a " .  

Dosage de la cylochrome peroxydase 
Dans les au to lysa t s ,  qui  ne c on t i e nne n t  pas  de cy tochrome  oxydase ,  la pe roxydase  du cyto  

chrome a 6td dos~e selon ABma.~is el al. 6 ~ l 'a ide d 'un  spec t ropho tom~t re  B e c k m a n  muni  d ' un  dia- 
p h r a g m e  p e r m e t t e n t  d 'ef fectuer  les mesures  sur  ~ ml de solut ion.  La temp( , ra ture  du c o m p a r t i m e n t  
des cuve t t e s  d ta i t  m a i n t e n u e  "5 ~5 ° pa r  c i rcu la t ion  de l 'eau d 'un  t he rmos t a t .  
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La solution de cytochrome c r6duit selon la m6thode d6crite plus ha u t  ne contient pas de 
peroxydes, et aucune oxydation du cytochrome c n 'es t  observ~e en prdsence de peroxydase avant  
l 'addit ion d 'eau oxyg6n6e ou d 'un  hydroperoxyde. La r6action est donc ddclanch6e par raddi t ion 
au m6lange de cytochrome r6duit et d 'enzyme, d'assez d'eau oxyg6n6e pour atteindre une concen- 
tration finale de 5" IO-e M; cela repr6sente un grand exc~s par rapport  au cytochrome c, mais aucune 
oxydation de ce dernier ne se produit  en l 'absence d 'enzyme. 

Dans les extraits, qui peuvent  contenir de la cytochrome oxydase, on ajoute de l 'azoture de 
sodium (concentration finale 5" 1°-3 M) au m61ange d 'enzyme et de cytochrome r~duit. A cette 
concentration, la cytochrome oxydase est compl~tement inhib6e, tandis que l 'activit6 de la cyto- 
chrome peroxydase n 'es t  r6duite que de 15 % environ. De l 'hydroperoxyde d'dthyle (concentration 
finale 2' IO 4 M) est utilis6 comme oxydant  h la place de l 'eau oxyg6n6e. En pr6sence d 'une mSme 
concentration d 'enzyme, la vitesse d 'oxydation du cytochrome c par l 'hydroperoxyde d'6thyle 
n 'a t te in t  gu~re que 25 % de celle que l'on observe avec l 'eau oxyg6n6e. 

Soulignons enfin qu'il est indispensable de rechercher au pr6alable si l 'autolysat  ou l 'extrait  
r6duisent le cytochrome oxyd6. Lorsque cette r6duction est tr~s lente, le chiffre de l 'activit6 de la 
cytochrome oxydase ou de la peroxydase peut  6tre corrig6 en tenant  compte de la vitesse de r6duction 
du cytochrome par la pr6paration enzymatique. Si la r6duction est trop rapide, l 'enzyme dolt ~tre 
soumis ~ une dialyse prolongde. 

L 'hydroperoxyde d'~thyle a ~t6 pr~par~ selon BAYER E T  V I L L I G E R  7 et la concentration des 
solutions d6termin6e par des mesures photomdtriques ~t 225 et 25o m/z, en uti l isant  les  donn6es 
num~riques de RIEC~IE s. 

Dosage de la cytochrome oxydase 
Le proc6d6 est le m6me que pour le dosage de la peroxydase du cytochrome,  ~ cel~ pros qu 'on 

n 'a joute  pas de peroxyde; l 'oxyg~ne dissous suffit/~ oxyder tout  le cytochrome pr6sent. Pour mesurer 
la vitesse de r6duction du cytochrome par la pr6paration enzymatique,  on inhibe la cytochrome 
oxydase par l 'azoture de sodium 5" IO-a M. 

D~tection de peroxydases par la benzidine 
A la preparation d 'enzymes on ajoute de l 'eau oxyg~n6e (concentration finale io-4 M), puis 1/5o 

du volume d 'une solution ~ 5 % de benzidine dans l'acide ac6tique concentr6. En presence de 
peroxydase, une coloration bleue se d6veloppe en quelques minutes.  

RI~SULTATS EXP]~RIMENTAUX 

Les extraits de levure de boulangerie contiennent une peroxydase capable de 
catalyser l'oxydation de la benzidine par l'eau oxyg6n6e. Cet enzyme est li6 ~ des 
particules qui s'isolent facilement des extraits par centrifugation de ceux-ci h grande 
vitesse 9. 

Les particules isol6es d'une levure normale cultiv6e pendant 24 heures en ana6ro- 
biose sont presque totalement d6pourvues de peroxydase, mais celle-ci apparalt rapide- 
ment au cours de l'a6ration: les particules d'une levure a~r6e 15 minutes manifestent 
d6j~. une r~action peroxydasique nette, qui devient tr~s intense dans la levure a6r6e une, 
deux ou trois heures. 

Toutefois, si la r6action peroxydasique est effectu6e sur la suspension de levure et 
non sur les granules isol6s, elle est d'abord n6gative, devient tr~s franche dans la levure 
a6r6e 3 ° minutes, atteint son intensit6 maximale pour une a6ration de 45 a 60 minutes, 
et s'affaiblit rapidement pour disparaitre compl~tement dans la levure a6r6e 2 heures et 
plus. I1 est done vraisemblable que, dans les cellules intactes, la r6action peut 6tre 
facilement masqu6e par la r6duction du bleu de benzidine; il est en effet souvent difficile 
de mettre en 6vidence les peroxydases des levures intactes, surtout si les cellules sont 
charg6es de glucides. 

L'a6ration fait donc apparaitre dans la levure normale une peroxydase de la benzi- 
dine, en m6me temps que route une s~rie d'enzymes respiratoires, de transporteurs 
d'61ectrons, et que la catalase. 
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Dans les particules isoldes du nlutant "petites colonies" d ' E P I I R U S S I ,  n ( ) u s  n'av()ns 
pas pu mettre en dvidence de propridtds peroxydasiques, m~me h)rs(lue <cs levures 
avaient 6t6 a6r6es pendant plusieurs heures. I1 seml)le done (lUc It, mutant  "petites 
colonies" soit incapable de former les peroxydases t[ui st. tronvenI associdcs it des 
particules s6dimentables dans les extraits de levure normalc. 

Formation de eytochrome peroxydase pendant l' a&ation 

La levure cultivde pendant 24 heures tt 3 °° en ana6robiose est tr6s pauvre on 
cytochrome peroxydase, mais il suflit de l'adrer pendant quehlues hcures en milieu 
glucos6 pour provoquer la formation de quanti t(s  consid6rables de cet enzyme. Ces fairs 

TAB1LE 1 

L'ACTIVI'rI~ EST EXPRIM~'E EN IJNIT]~S (,\BRAMS 
el el. 6) PAR Illg DE PROTIS.INFS DES AUTOLYSATS 

DI ALYSI;;S 

Cvh)chromc pemaydase 

Levure 
Avanl adralion Apr~s 6 heurcs 

d'adration 

N o r m a l e  3 ° .  re  a 9 5 5 ' I O  a 

5 395 

P e t i t e s  co lon ies  ~o t 030 
2 33 ° 
5 50o 

peuvent ~tre constat(,s facilernent ell ob- 
servant ~t l'aide d 'un spectroscope ~t faible. 
dispersion la disparition de la bande de 
55 ° m/. du cytochrome rdduit, lorsqu'(m 
ajoute quelques gouttes d'un autolysat de 
levure "a une solution de cytochromc 
r6duit contenant de l 'eau oxyg6nde Io 6,1I. 
Nous evens effectu6 de nombreuses lois 
eette experience rant avee une souchc 
normale de levure qu'avec le nmtant  
"petites colonies". Dans tous les  cas sans 
exception, nous evens pu el)server ([tl'aprbs 
4 ou 6 heures d'a6ration, l 'aetivit6 de la 

cytochrome peroxydase 6tait multipli6e par un facteur de l 'ordre de 5 ° 5 leo. 
La d6termination pr6cise de l 'activit6 de la cytochrome peroxydase, telle qu'on 

peut l 'effectuer k l 'aide d 'un spectrophotom~tre, est rendue difficile par la pr('sence dens 
les autolysats de levure de syst6mes qui r(.duisent le cytochrome c; en g6n&al, l 'activit6 
de ceux-ci peut ~tre diminude dans une large mesure par une dialyse prolong6e qui 
n'affecte gu~re la peroxydase du cytochrome; dens plusieurs cas cependant, l 'activit6 
%ductrice est rest6e trop grande pour que des mesures pr6cises de l'activitd de la per- 
oxydase pussent ~tre effectu6es. Les chiffres rassembl6s dans la Tal)le i, (lui ont 6td 
obtenus dans d'excellentes conditions, montrent  clairement que la peroxydase du cyto- 
chrome augmente massivement au cours de l'adration, rant chez le mutant  "petites 
colonies" que chez la levure normale. 

Etat de la cytochrome peroxydase dans les extraits 

Nous evens not6 plus haut Rue la peroxydase qui eatalyse l 'oxydation de la ben- 
zidine est associfie ~ des particules s6dimentables dens une centrifugeuse rapide. La 
peroxydase du cytoehrome au contraire se trouve en solution dens les extraits: en 
effet, une centrifugation de 15 minutes ~ IOO.OOO g 61imine compl6tement la cytochrome 
oxydase et la peroxydase de la benzidine, sans r6duire l 'activit6 de la eytochrome 
peroxydase. Les particules lav6es sent d6pourvues de cytochrome peroxydase (Table I I). 

DISCUSSION E T  CONCLUSIONS 

La peroxydase du cytochrome c et une peroxydase de la benzidine sent induites 
par l 'oxyg6ne chez la levure dans les mfimes conditions que les enzymes du syst6me 
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TABLE I I  

ETAT DE LA CYTOCHROME OXYDASE ET DE LA CYTOCHROME PI~ROXYDASE DANG LEG I~XTRAITG 

Les chiffres repr6sentent  la valeur, multipli6e par  iooo de la constante  de vitesse k = I / t  lOgl0 
(Cyt++)0/(Cyt++)t de l 'oxydat ion du cytochrome c, le t emps  6tant  exprim6 en minutes.  M6thode 
d6crite plus haut .  Conditions exp6rimentales:  Tampon  de phosphate  de K 0.02 M, p H  7.0. Cytochrome 
¢ r6duit donnan t  au temps  O une extinction voisine de l 'unit6 ~, 55 ° m/z. o.i ml d 'ext ra i t  enzymatique.  

Volume total  I ml. 

Pourcentage 
Extra~ total Surnageant de l'activitd 

dialysd dialysd totale dam le 
surnageant 

Levure press6e commerciale Cyt. Oxydase i5oo 31 2 % 
Cyt. Peroxydase 85 80 94 

Cyt. Oxydase lO75 36 3 
Cyt. Peroxydase 205 19o 93 

Levure normale  
cultiv6e en ana6robiose Cyt. Oxydase 21o o o 
puis a6r6e 15 h Cyt. Peroxydase 116 12o lO 3 

Levure "Pet i tes  colonies" 
cultiv6e en ana6robiose Cyt. Oxydase o o - -  
puis a6r6e 6 h Cyt. Peroxydase 24o 260 lO8 

Levure press~e commerciale 

Particules largest Surnageant dialysd 

Cyt. Oxydase 41o o 
Cyt. Peroxydase o 94 ° 

* Les particules ont  6t6 remises en suspension dans un  volume de t ampon  6gal au volume d 'ext ra i t  
dont  elles provenaient ,  le chiffre indique l 'activit6 de cette suspension. 

terminal des oxydations 2, 3. Ces deux peroxydases peuvent ~tre sfpar6es l'une de l 'autre 
par centrifugation: l'une d'eUes est associ6e k des particules s6dimentables, l 'autre est 
en solution dans les extraits. I1 est frappant que la cytochrome peroxydase qui est en 
solution se forme aussi bien dans le mutant "petites colonies" que dans la levure normale, 
tandis que l 'autre peroxydase, qui est associ~e aux particules s6dimentables n'apparait  
pas chez le mutant.  Cette constatation v6rifie la r~gle 3 selon laquelle les enzymes qui font 
d6faut dans le mutant "petites colonies" sont tous associ6s ~ des particules dont la 
perte ou la modification serait l'expression la plus simple de cette mutation cytoplas- 
mique. 

SI.ONIMSKP a discut6 en d~tails les m~canismes possibles de l'induction des enzymes 
respiratoires chez la levure. On peut la consid6rer comme un bel exemple, en peu parti- 
culier sans doute, d'inductions successives : on imaginerait volontiers en effet clue l 'oxy- 
g~ne induirait la cytochrome oxydase, qui induirait le cytochrome c; celui-ci induirait k 
son tour les cytochrome r6ductases, e t c . . .  Toutefois--SLoNIVlSKI l 'a tr6s justement 
soulign6--cette interpr6tation ne peut expliquer l 'apparition de cytochrome c chez 
le mutant  "petites colonies" incapable de former la cytochrome oxydase, que s'il existe 
ou que s'il apparait chez celui-ci un autre enzyme capable d'oxyder le cytochrome c. 
Nous venons pr6cis6ment d'6tablir que le mutant  forme la cytochrome peroxydase 
sous l'action de l'oxyg~ne; il est donc permis d'imaginer que la formation du cytochrome 
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c d a n s  le m u t a n t  es t  l ' a b o u t i s s e n l e n t  d ' u n e  c h a i n e  d ' i n d u c t i o n s .  Ce t t c  hyt)<)thbs(, t) t)urrait  

fitre d p r o u v 6 e  s ' i l  ~ t a i t  poss ib le  d ' i n d u i r e  la  c y t o c h r o m e  p e r o x y d a s e  p a r  un  a u t r e  a g e n t  

q u e  l ' o x y g ~ n e .  N o n s  a v o n s  t en t ( '  de  le fa i re  ~l l ' a i de  d ' h y d r o p e r o x y d c  d 'd thyl ( , .  ( ' e t t e  

TABLE 11I 

ACTION DE L'HYI)ROPEROX'~'DE I)'ETHYLE 

Avant  incubation 
Agit6 h l 'air pendant  4 heures 
Incubd 4 heures sans a6ration 
Incub(. 4 heures sans a6ration, 

avec hydroperoxyde 
2.IO a31 
2"10 4 M  
2 . IO a : l l  

C),tochro~ne 
pero~ydase OCO~ 

4 280 
500 300 

31 

14 278 
J7 258 
65 72 

s u b s t a n c e  s e m b l e  ca t )abh ,  d ' i n d u i r e  la 

f o r m a t i o n  de  c y t o c h r o m e  t ) e r o x y d a s e ;  

m a l h e u r e u s e m e n t ,  t i l e  i n h i b e  f o r t e m e n t  

la f e r m e n t a t i o n  at tx c o n c e n t r a t i o n s  

a u x q u e l l e s  son  p o u v o i r  i n d u c t e u r  se 

m a n i f e s t e  (Tab le  I l l ) .  D a n s  la l e v u r e  

m a i n t e n u e  au  c o n t a c t  d ' h y d r o p e r o x y d e  

d ' 6 t h y l e  e t  en  a n a d r o b i o s e ,  il a p p a r a i t  

d u  c y t o c h r o m e  c; n o u s  ne  p o u v o n s  

c e p e n d a n t  p a s  a f f i rmer  q u ' i l  s ' en  f o r m e  

b e a u c o u p  p lu s  que  la p e t i t e  q u a n t i t d  

t o u j o u r s  i n d n i t e  p a r  l 'oxygt ,  ne  p e n d a n t  

les c e n t r i f u g a t i o n s  des  s u s p e n s i o n s  de  

l evu re .  Ces m a n i p u l a t i o n s ,  q u i  se f o n t  a u  c o n t a c t  de l ' a i r ,  suf f i sen t  en effet  "h p r o v o q u e r  

u n e  s y n t h b s e  de  c a t a l a s e  q u i  p e u t  se p r o l o n g e r ,  chez  le m u t a n t  " p e t i t e s  c o l o n i e s " ,  

p e n d a n t  les d e u x  p r e m i t ' r e s  h e u r e s  d ' a n a ~ r o b i o s e .  

RESUMF 

i. La cytochrome peroxydase et une peroxydase qui catalyse l 'oxydation (le la benzidine sont 
induites par  l 'oxyg~ne chez la levure. 

2. Le m u t a n t  "peti tes cohmies" fornle la cytochrome peroxydase, mais pas l 'autre peroxydase. 
3. Une m6thode de %duction du cytochrome c h l 'aide d 'une rdsine rdductrice est ddcrite. 

SUMMARY 

~. Cytochrome c peroxidase and a peroxidase able to catalyse the oxidation of benzidine are 
induced by oxygen in resting yeast. 

2. The m u t a n t  "peti tes colonies" CaB form cytochrome peroxidase, but  not the other peroxidase. 
3. A method is described for reducing cytochrome c on a resin. 

ZUSAMMENFASSUN(;  

t. Das Erscheinen der Cytochromperoxydase, und einer l 'eroxydase welchc (lie Oxydation yon 
Benzidin catalysiert, wird bei der Hefe durch Sauerstoff induziert. 

2. Der durch die Bildung yon "kteinen Kolonien" charakterisierte Mutant  formt Cytochronl- 
peroxydase, jedoch nicht  die andere Peroxydase. 

3. Es wird eine Reduktionsmethode yon Cytochrom c durch reduzierendes Kunstharz  be- 
schrieben. 
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