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SUMMARY
Effects of cupric ions on veast
1. Action of Cu*t on the utilization of glucose, acetate and cell reserves

I. Studying the poisonous effect of Cu?+ on yeast (Saccharomyces cerevisiae and
Saccharomyces ellipsoideus), it has been observed that in phosphate buffer plus glucose
and 0.15-107% or 0.3-10~3 M Cu?+, the utilization of glucose by yeast cells is restricted
to the beginning of the contact with Cu?+; after this, the cells oxidize only their
reserves.

2. The oxidation of acetate and cellular reserves is but slightly influenced by Cu?+;
the enzymes of the Krebs cycle and the respiratory carriers are little affected by
cupric ions; either they do not react wjth Cu?* or they are located in regions of the
cell where Cu?+ cannot penetrate or pegletrates slowly.

INTRODUCTION

Les jons cuivriques inhibent la fermentation et 'oxydation du glucose chez Saccharo-
myces ellipsoideus en suspension dans du tampon de phosphate glucosé 0.3-10-3 M
en Cu?+ (see ref. 1). , :

Nous avons observé que la fermentation et la respiration de S. ellipsoidens et
S. cerevisiae, ““Yeast foam” ne sont pas Bgalement sensibles au cuivre. Lorsque ces
deux levures sont mises en présence d'ions Cu2+ 0.15-10-2 M dans du tampon de phos-
phate glucosé, la production anaérobique de CO, est bloquée en 10 min; par contre,
dans les mémes conditions, la respiraticn se poursuit presque linéairement pendant
plusieurs heures, aprés un ralentissement initial2.3.

Dans les expériences décrites ci-aprés, nous avons comparé les effets des ions
cuivriques sur 'oxydation des réserves cellulaires et de I'acétate de soude 3 ceux
qu'ils produisent sur I'oxydation et sur la fermentation du glucose.

* Chef de travaux, Chaire de Zootechnie; 'Iﬁstitut Agronomique de Gembloux (Belgique).
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MATERIEL ET METHODES
Levures utilisées

S. ellipsoidaus, souche A de MiNaGcawa! et S. cerevisiae, Yeast foam.
Les cellules sont obtenues par culture de 48 h, & 30°, en ballons agités, dans un
milieu de Henneberg a I'extrait de malt.

Composition et préparation du miliey

Saccharose, 66 g; peptone, 3.3 g; KH,PO,, 3.3 g; MgSO,-7H,0, 1.3 g; extrait
de malt (Difco), 40 g; eau, 800 ml. La solution est chauffée 10 min a 115°, refroidie,
filtrée et portée a 1 1, puis stérilisée 20 min & 120°.

Des cellules dont les réserves sont marquées sont produites par culture de 40 h
dans le milieu de Henneberg au malt renfermant 0.4 pC de [1%Cg glucose/ml, e saccha-
rose étant remplacé par 2 %, de glucose.

Aprés récolte, les cellules marquées sont lavées 5 fois 4 I'eau distillée, les cellules
non marquées sont lavées trois fois.

Mesures de la consommation d’oxygéne

Les mesures sont faites 4 'aide de manométres de Warburg. Les cupules centrales
contiennent 0.2 ml de KOH 4 307, et sont pourvues d'un petit papier filtre plissé;
il est tenu compte d’une absorption de 2 pl d'O,/h, par les réactifs®.

Du glucose radioactif est utilisé dans certaines expériences (12 ug et I uC par
cuvette de Warburg); il est placé avec la solution de CuSO, dans le compartiment
latéral dont le contenu est introduit dans le compartiment principal, aprés mise a 0
des manomeétres (temps o).

La potasse qui a absorbé le 1*CO, est reprise quantitativement dans 5 ml d’ean
et 0.5 ml de cette solution sont évaporés sur une plaquette. La radioactivité est
mesurée a I'aide d’un compteur a fenétre mince. L’auto-absorption due au léger dépot
de sels est appréciable, mais les chiffres obtenus sont directement comparables,
puisque tous les échantillons contiennent la méme quantité de sels.

RESULTATS EXPERIMENTAUX

Influence des ions Cu*+ sur la production aérobique de 1'CO, & partiy de [MC \glucose et
sur la consommation d'0,

Expérience: dans le compartiment principal d'une série de cuvettes de Warburg,
on introduit: 1 ml d’une suspension de 3-107 cellules de S. cerevisiae Yeast foam,
et 1 ml de KH,PO, M/7.5 contenant 1% de glucose; on place dans la corne latéralc
111 pl de 3-10-% M CuSO, et 100 pl de la solution de [14C)glucose (12 pg et 1 uC).
Ces réactifs sont versés dans le compartiment principal aprés 1 h d'incubation 4 30°
{temps 0); la concentratior. finale en Cu®* est 0.15-10~3 M. O, consomm¢ et 1CO,
produit sont mesurés aprés 10, 20, 40, 80, 120 et 240 min de contact avec les ions Cu®+.

La méme expérience a été exécutée avec 4- 107 cellules et 0.3-107* M Cu?+.

Les résultats rassemblés dans le Tableau I et la Fig. 1 montrent que les ions
cuivriques ne bloquent pas la respiration en 240 min, alors quc le dégagement de
1CQ, provenant du glucose exogeéne radioactif est fortement inhib:é aprés quelques
minutes, et pratiquement arrété aprés 8o min. Les ions Cu®* inhibent donc fortement
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I'utilisation du glucose exogéne dans des conditions ol la consommation d’oxygéne
est peu affectée. '

Oxydation des réserves

Influence des ions Cu?t sur 'oxydation des réserves cellulaires.

Expérience: on introduit dans des cuvettes de Warburg: 1 ml d’'une suspension
de 4-107 cellules de 5. cerevisiae, Yeast foam et 1 ml de KH,PO, M/7.5. Une solution
de CuSO, ou de I'eau pure sont placées dans le compartiment latéral, de facon a
obtenir des concentrations finales de 0, 0.3-10-3 et 0.6-10-3 M en Cu?*. Il n’y a pas de

TABLEAU I

HCO, RECUPERE DANS LA POTASSE APRES DIFFERENTS TEMPS DE CONTACT DE CELLULES DE
S. cerevisiae YEAST FOAM AVEC Cu?* DANS DU TAMPON PHOSPHATE GLUCOSE -+ [1C]GLUCOSE

Temps dz‘ contact Cut 0.15'107% M, 3107 cellules Cutt 0,3 1075 M, 410" cellules
avee Cudt
et /¢ lolucose Coupsimin Pour cent du ¥CO, Coupslinin Powr cent du ¥CO,
{(min) acns KOH total produit dans KOH total produi:
10 1435 55.6 1227 46.7
27.2 21.5
20 2139 82.8 1795 68.2
8.3 r3.8
40 2350 9I1.1 2156 82
7.1 12.2
8o 2535 98.2 2475 94.2
5.8
120 2515 1.8 2701 100
o
240 2581 100 20631 100
T
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Fig. 1. Consommation d’oxygéne par 3- 107 cellules de S. cerevisiae Yeast foam, dans du tampon
phosphate glucosé o.15-103 M en Cu?+ (A—A) et de 4-107 cellules dans le méme milieu
0.3:10-3 M en Cu?* (B—m). Les paliers A---A et §---@ donnent, pour les 2 séries, les pour-
centages, produits dans les périodes correspondantes, du 14CO, total obtenu.
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source de carbone dans le milieu, la levure ne dispcse que de ses réserves. A titre
de comparaison, on inclut dans la série une cuvette contenant du glucose & 1%
la concentration finale en Cu2+ y est de 0.3-1073 M. Les suspensions sont incubées
20 min 4 30° avant la mise & zéro des manomeétres et I'introduction du CuSO,.

La consommation d’oxygéne est donnée par la Fig. 2.

Nos résultats montrent que 'oxydation de substrats endogénes n’est pas affectée
par les ions cuivriques; en présence de glucose, on observe cependant une inhibition
partielle de I'oxydation des réserves.

a ,.ll de 02

,,, ——
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Fig. 2. Consommation d’'oxygéne par 4- 167 cellules de S. rzrevisiae Yeast foam, dans du tampon
phosphate seul sans Cu?* (@-—@), 0.3- 1073 M en Cu?" (A—A) et 0.6-10-% M en Cu?t (@—8);
dans le méme tampon glucosé 0.3-107* M en Cu?* (A—A).
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Fig. 3. Consommation d’oxygéne par 5- 107 cellules de S. cerevisiae Yeast foant, dans du tampen
phosphate additionné d’acétate et sans Cu?* (@—@®), 0.15-10-*M en Cult (A—A), 0.3-10°3 M
en Cu?* (— M), 0.6- 102 M en Cu®* (+—+); dans le méiae tampon glucosé sans Cu®* (©— - ©),
0.3:10~3M en Cu?* (U---m@); dans le méme tampen seul sans Cu** (0-—O0), 0.3 102M en
Cu?t (0—0).
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Oxydation de I’ acétale

Afin d’établir si les ions cuivriques inhibent les réactions du cycle de Krebs, nous
avons étudié leur action sur 'oxydation de I'acétate.

Expérience: on introduit dans des cuvettes de Warburg: I ml d’une suspension
a 5-107 cellules de S. cerevisiae Yeast foam par millilitre et 1 ml de KH,PO, M/7.5
contenant I % d’acétate de soude.

Du CuSO, ou de I'eau sont placés dans le compartiment latéral, de fagon a
obtenir les concentrations finales de 0, 0.15-1073, 0.3-10"3 et 0.6:10* M en Cu?t,

Des témoins avec et sans glucose, et contenant ou non des ions cuivriques
0.3-10-3 M sont inclus dans chaque expérience.

Les suspensions sont incubées 30 min 4 30° avant 'addition du CuSO,.

Les résultats sont représentés par la Fig. 3; des courbes trés semblables sont
obtenues avec S. ellipsoideus pour des concentrations en ions Cu?* de o, 0.11:1078,
0.22:107% et 0.44-10"3 M.

| 4/ i i ;
400 ViEREFS
R Va
BN
17 !
ir i 1
300 - 1
o
¢ T |
] | ' "
» ' S ; i
: —JA— —
200 s / i4 S
Y 4 AR . .
H [ L // R
; Y ARy Sy=w X —t '
YA o) \_‘ -
7 =80
S e — '85//
100 y [ P el —
"/‘ Ez“"’ﬁ/ ‘ ‘—:_' - -‘:j—w
/| : 3 2zl f'fé::’ -1
7 i he e
Y Do ‘
8 ! . i
- { ﬁ i !
HERR |
40 80 120 160 200 240 280 320
Minutes

Fig. 4. Consommation d’oxygéne par 6- 107 cellules marquées de S. cerevisiae Yerst foam, dans

du tampon phosphate additionné d’acétate et sans Cu®t (@ —@), 0.3- 103 M en Cu** (BR—N);

dans le méme tampon glucosé sans Cr:*' (©—-—@), 0.15:10°3M en Cu?t (A—-4), 0.3:1073 M

en Cu?* (I~ ~m), ¢.6: 10~3 M en Cu?* (+~-+—+); dans le méme tampon seul sans Cu®* (0—0),
0.3: 1073 M en Cu?*t (O—0).
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11 est clair que les ions cuivriques, aux concentrations utilisées, inhibent beaucoup
plus fortement I'oxydation du glucose que celle de I'acétate.

Oxydaticn de I acétate, du glucose et des réserves cellulaires chez une levure préalablement
marquiée

Expérience: des cellules (S. cerevisiae Yeast foam) marquées au 1C sont obtenues
comm:e indiqué plus haut.

Activité de 3+ 108 cellules étalées et séchées: 28 150 coups/20 min. Des échantillons
de 6-107 cellules marquées sont mis en suspension dans les solutions indiquées ci-
dessous et introduites dans des cuvettes de Warburg: (a) 2 ml de KH,PO, M/15
contenant 10 mg d’acétate de soude; CuSOy: 0 ou 0.3:1073 M. (b) 2 ml de KH,PO,
M/15 contenant 10 mg de glucose; CuSOy: 0, 0.15:107%, 0.3-1073 et 0.6-1073 M.
(c) 2 ml KH,PO, M/15; CuSO,: 0 et 0.3-1073 M.

Les cellules marquées sont incubées 15 min a 30°, avant la mise a zéro des mano-
meétres et I'introductions des ions Cu®+.

TABLEAU 11

FRODUCTION DE MCQ, PAR 6-107 CELLULES MARQUEFES DE S. cereviside YEAST FOAM
DONT L'ACTIVITE EST 28150 COUPS-COMPTEUR/min

Les No. 1 et 2 correspondent & O—O et 00— de la Fig. 4; les No. 4, 6, 8 et 10 correspondent

AQ——@©, A —A, B—~—§, +——+;les No. 11 et 12 correspondent 3 @ — @ ct f—E. Les No.

3, 5 et 7 sont des doubles de 4, 6 et 8, mais sont sortis du bain thermostatique apres 220 min,
100 min avant 4, 6 et 8.

Intervention

- Temps : " . Coupsimin  des réserres
Désignaticw ot milicu C'z’)zgrf:;temcb’:g:: d'ii;;z:ﬁ;z)tion z(i‘;’:zlf ;4."01;; 02[?’;:1)"””5 Iztzl;;’, :”’; z_s la p gzi,;itiou
de CO, /%)
1. Tampon scul o 1289 143.5 3.9 100
2. Tampon seul 0.3 1207 135.3 8.9 100
3. Tampon -+ glucose o 220 450 274 1.69 19
4. Tampon + glucose o 3z2c 695 402.5 1.73 19.5
5. Tampon - glucose 0.15 220 393 70 5.6 63
6. Tampon -+ glucose 0.15 320 637 938.5 6.47 72.7
7. Tampon -+ glucese 0.3 220 411 69 6 67
8. Tampon - glucose 0.3 320 53 85.3 6.5 73
10. Tampon + glucose 0.0 320 499 75.5 6.0 74.2
Différence entre 5 et 6 0.15 100 244 28.5 8.50 90.3
Différence entre 7 et 8 0.3 100 145 16.5 8.85 99.5
11. Tampon -+ acétate o 1313 590 2.2 25
12. Tampon 4 acétate 0.3 101; 334 3.23 36

Pour chaque concentration d’ions Cu?* de la série du glucose, la moitié des
cuvettes sont retiréss du bain thermostatique aprés 220 min de contact avec les
ions Cu?*, les autres 100 min plus tard.

La quantité de 24C dans le CO, dégagé est déterminée.

Les résultats sont exprimeés dans le Tableau II et la Fig. 4, aprés déduction du
14CO, produit durant la période d’incubation; ils confirment complétement les résul-
tats des expériences précédentes.
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Il est évident que 'action des ions cuivriques sur une cellule doit étre multiple puisque
le Cu2+ peut se fixer sur toute une série de substances et peut, par conséquent, altérer
le métabolisme normal en de trés nombreux points. Les ions Cu?* peuvent par exemple
réagir avec des protéines®® et des substances de la série nucléique’>® pour former
des complexes de stabilité fort variable. Nous avons montré que le milieu de Henne-
berg retient une partie du Cu?t ajouté qui peut méme se fixer sur la gélose3,

Certains enzymes sont trés sensibles au Cu?*; la déshydrogénase lactique, qui
réagit avec les ions Cu2+ (see ref. g), l'est particuliérement?®. 11, La lipase pancréatique
est inhibée a 9o % par le cuivre 2-10-5 M 12,

Nous avons observé une différence d’action des ions cuivriques sur les systémes
fermentaire et respiratoire de la levure. La fermentation anaérobique est totalement
inhibée aprés ro min de contact avec les ions Cu?t dans le tampon de phosphate
glucosé 0.15-107% M en Cu?*; dans les mémes conditions, la respiration est beaucoup
moins affectée, elle se poursuit & vitesse presque constante pendant plus de 4 h, aprés
un ralentissement initial.

Comme il faut trois fois plus de glucose pour produire un certain volume de CO,,
fermentaire que pour fixer le méme volume d’O,, la premlere hypothése 4 envisager
est que les ions cuivriques inhiberaient I'utilisation du glucose, tandis que le systéme
d’oxydation des réserves cellulaires serait peu sensible aux ions Cu?*,

Les expériences que nous rapportons dans le présent travail montrent qu’en effet
la production aérobique de MCO, a partir de [MClglucose, est rapidement inhibée
par les ions Cu®t 0.15-1072 et 0.3-10-3 M (Tableau I et Fig. 1). La moiti¢ du CO,
radioactif est produit dans les 10 premiéres minutes et 80 %, dans les 20 premiéres
minutes; aprés 80 min, la levure ne produit plus de CO, radioactit, alors que la con-
sommation d’oxygéne se poursuit presque inchangé: durant 3 h encore. En réalité,
la production de 1#CO_ provenant du [*4C’glucose est sans doute encore plus localisée
au début du contact avec les ions Cu?t que ne le montre la Fig. 1; il faut en effet
un certain temps pour que tout le ¥CO,, soit absorbé par la potasse; de plus, il est
vraisemblable quun peu de 1C s’incorpore rapidement dans la fraction la plus active
des réserves cellulaires, pour &tre oxydé progressivement par la suite.

I ressort clairement de ces premiers résultats qu’aprés un temps de contact
suifisant (80 min), la levure respire activement sans oxyder le glucose extérieur; elle
oxyde donc ses réserves.

La Fig. 2 confirme que Poxydation des réserves cellulaires n’est guére sensible
aux ions Cu?+, méme a la concentration la plus élevée (0.6-10°3 M).

L'oxydation de l'acétate de soude est également beaucoup moins sensible aux
ions Cu?+ que celle du glucose (Figs. 3 et 4).

Le cycle de Krebs doit étre considéré comme la voie principale d’oxydation chez
la levure®:. 4, bien que le systéme d’oxydation directe?s et le cycle du glyoxylatel6, 17
puissent y fonctionner; il apparait donc, dans les limites de nos expériences, que les
enzymes du cycle de Krebs ne sont affectés que relativement peu et lentement par
le Cu**. Les systémes transporteurs de la chaine respiratoire sont également peu
sensibles au Cu?*, puisque, lorsque la levure utilise 'acétate, ils permettent une con-
sommation intense d’oxygéne, méme en présence de Cu2+ (0.6-10-2 M). On peut en
conclure que les enzymes et transporteurs du systéme respiratoire réagissent peu avec
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le Cu®* ou bien qu'ils fonctionnent dans une région de la cellule qui est peu accessible
a ces ions.

L’emploi d'une levure marquée au “C et la mesure du 4CO, recueilli dans la
potasse (Tableau II) montrent qu'il existe un turnover important du carbone cellu-
laire quand les cellules sont incubées dans du tampon de phosphate additionné de
glucose ou d’acétate.

Selon INGRAM®, les ions Hg?+ inhibent 1'oxydation du glucose par la levurc et
sont sans effet sur l'oxydation des réserves; ces phénoménes, qui sont comparables
A ceux que nous avons cbservés avec les ions Cu?*, sont dus 4 l'inactivation de ’hexo-
kinase. D’autre part, ROTHSTEIN' a montré que les ions Cu?+ et Hg2+ inhibent rapide-
ment la pénétration du glucose dans les cellules musculaires, en agissant au niveau
de la membrane cellulaire. Le rapprochement de nos résultats «t de ceux des deux
auteurs cités méne a 'idée que les ions cuivriques bloquent 1'une des premiéres étapes
de l'utilisation du glucose par la levure et permet de penser que cet effet pourrait
résulter d’une inhibition de I'hexokinase ou du mécanisme de pénétration du glucose.

RESUME

1. L'utilisation du glucose par la levure (Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces
ellipsoideus) en tampon de phosphate est assez rapidement inhibée par les ions Cu2+
aux concentrations 0.15-107% M ou 0.30-10~% M. Dés lors, les cellules n’oxydent plus
que leurs réserves.

2. L'oxydation de l'acétate et des réserves intracellulaires n’est que trés peu
affectée par les ions Cu?*. Les enzymes du cycle de Krebs et la chaine respiratoire
ne sont guére inhibés par les ions Cu?t; ils y sont insensibles, ou bien ils se trouvent
dans des régions de la cellule ol les ions cuivre ne pénétrent pas ou ne pénétrent
que lentement.
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