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SUMMARY

Effect of Zn-protoporphyrin accumulation by yeast cells on synthesis and activity of their
respiratory system

Yeast cells harvested from aerobic or anaerobic culture are able to synthesize
considerable amounts of Zn-protoporphyrin, by aeration of resting cells in phosphate
buffer (pH 8).

In yeast cells harvested from aerobic growth, Zn-protoporphyrin accumulation
inhibits respiratory activity and produces some letality. In yeast cells harvested from
anaerobic growth this accumulation produces both a strong inhibition of cytochrome
biosynthesis and of respiratory adaptation, accompanied by an important letality.

Zn-protoporphyrin is accumulated into the mitochondrial fraction and causes
a total inhibition of O, consumption by isolated mitochondria. The "¢z vitro” addition
of purified Zn-protoporphyrin to intact mitochondria induces a lost of respiratory
control.

INTRODUCTION

Dans un précédent travaill, nous avons mis en évidence que I'““adaptation
respiratoire”” des levures contenant de la Zn-protoporphyrine (c’est-a-dire ayant ¢té
cultivées en anaérobiose sur milieu synthétique additionné de Zn?* (2.5-107% M)**)
est moins rapide que I"‘adaptation respiratoire” des levures provenant d’une culture
faite dans les mémes conditions sur le méme milieu non additionné de Zn?*+, chez
lesquelles la Zn-protoporphyrine n’est pas décelable.

Les nouvelles expériences réalisées ont pour but de chercher si cette inhibition
de 1'“adaptation respiratoire” est directement liée ou non a I'accumulation de Zn-
protoporphyrine dans la cellule. On peut supposer, en effet, que la présence de Zn-
protoporphyrine est capable d’entrainer I'inhibition de la synthese et du fonctionne-
ment du systéme respiratoire. Cette inhibition pourrait étre liée soit a une compétition
entre la Zn-protoporphyrine et des précurseurs de la synthése des hémoprotéines,

" Département de Biologie, Taculté des Sciences, Université de Téhéran, Iran.

** Une telle concentration en Zn2+ n’est pas toxique mais au contraire stimulatrice de la
croissance des levures.
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soit a une désorganisation des membranes mitochondriales due au fait que la Zn-
protoporphyrine est une molécule lipophile susceptible de pénétrer dans les zones
phospholipidiques des membranes.

En vue de vérifier ces hypothéses:

(1) Nous avons mis au point un procédé d’enrichissement contrélé en Zn-proto-
porphyrine de cellules de levure provenant de cultures anaérobies ou aérobies.

(2) Nous avons étudié les effets de cet enrichissement en Zn-protoporphyrine:
(a) sur la cinétique de 1'“‘adaptation respiratoire” (appréciée d’aprés des mesures de
respiration et des déterminations spectrales) de cellules de levures provenant de cul-
tures anaérobies; (b) sur l'activité respiratoire de cellules de levures provenant de
cultures aérobies en recherchant si les inhibitions observées étaient corrélatives de la
mort des cellules; (c) sur I'activité respiratoire et sur les ‘“‘phosphorylations oxyda-
tives” de la fraction mitochondriale de cellules de levures provenant de cultures
aérobies.

(3) Nous avons enfin étudié I'effet de 'addition “in vitro”” de Zn-protoporphyrine
purifiée sur 'activité respiratoire de la fraction mitochondriale de cellules de levures
provenant de cultures aérobies et exemptes de Zn-protoporphyrine.

CONDITIONS EXPERIMENTALES ET TECHNIQUES

Cultures

La souche utilisée est Saccharomyces cerevisiae ‘‘yeast foam” diploide.

Les cultures anaérobies et leur récolte sont réalisées dans les conditions précé-
demment décrites'. Les cultures aérobies sont réalisées dans des ballons de 6 1 con-
tenant 2 | du milieu synthétique H; (réf. 2) additionné ou non de ZnSO, (2.6-107¢ M).
L’homogénéité et I'aération de la culture sont assurées par agitation magnétique et
injection d’air a raison de 2 1/min. Les levures sont toujours récoltées au méme point
de la phase exponentielle de croissance.

Nous appellerons: “levures A(4)Zn” les levures dont la croissance s’est effec-
tuée en aérobiose sur un milieu contenant Zn?*+ (2.6-107% M) et “levures N(+)Zn"”
les levures dont la croissance s’est effectuée en anaérobiose sur le méme milieu. D’aprés
une notation homologue, nous appellerons “levures A(—)Zn” et “levures N (—)Zn”
les levures cultivées respectivement en aérobiose et en anaérobiose sur un milieu non
additionné de Zn?*.

Enrichissement des cellules en Zn-protoporphyrine

Aprés récolte et lavage, les cellules sont mises en suspension non proliférante
{a raison de 3 mg de poids sec de levure par ml) dans du tampon phosphate (KH,PO,
0.067 M) ajusté a pH 4.5 oua pH 8, en absence de source de carbone. Cette suspension
est répartie par fractions de 200 ml dans des ballons 4 toxine d’une capacité de 2 1.
Les ballons, traversés par un courant d’air comprimé, sont agités pendant 3hou 6 h
a 25° sur un plateaun oscillant. Nous appellerons “préincubation” cette aération &
différents pH, en absence de source de carbone, permettant d’obtenir un enrichisse-

ment controlé des cellules en Zn-protoporphyrine.

Adaptation respivatoire des levures provenant de cultures anaérobies
Aussitot apres la récolte ou aprés un certain temps de ““‘préincubation”, les cel-
lules issues de cultures anaérobies sont aérées pendant 3 h, dans les mémes conditions
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que pour l'enrichissement en Zn-protoporphyrine, mais dans du tampon phosphate
a pH 4.5, additionné de glucose 1 %. Nous appellerons “adaptation” cette aération
en présence de glucose qui entraine la synthése du systéme respiratoire.

Spectres a basse température
Les spectres hématiniques des levures entieres et de la fraction mitochondriale
sont réalisés 4 la température de 'azote liquide par la technique de LABBE ET CHAIX?.

Détermination du taux de létalité des levures

Aprés comptage (avec un hématimétre) du nombre de cellules contenues dans
une fraction aliquote de la suspension de levures étudiée, des volumes connus de cette
suspension convenablement diluée, sont ensemencés par étalement dans 1o boites de
Pétri, sur un milieu gélosé contenant 3 %, de glucose. Les colonies sont comptées aprés
3 jours d’incubation 4 25° & 'obscurité. Le nombre de colonies apparues est donné
par la moyenne des comptages sur les 10 boites. Le taux de létalité des cellules pré-
sentes dans la suspension de levures étudiée, est égal au rapport:

nombre de colonies apparues

nombre de cellules ensemencées

Préparation des mitochondries

La lyse de la paroi des cellules de levure par le suc digestif d’Helix pomatia et
le fractionnement des protoplastes sont effectués d’aprés la technique d’OHNISHI
et al.*, modifiée par VoLLAND ET CHAIX®. Quand il s’agit de levures provenant de cul-
tures sur un milieu synthétique, il est nécessaire de procéder a une incubation pré-
alable des cellules en présence de mercaptoéthylamine8.

Vitesses de vespiration. Rapport P/O

(a) Cellules entiéres. Les vitesses de respiration des cellules entiéres ont été
mesurées par la technique manométrique de Warburg dans les conditions décrites
précédemment!.

(b) Mitochondries. les vitesses de consommation d’oxygéne et les valeurs de
P/O des mitochondries ont été déterminées par la méthode polarographique a l'aide
d'une électrode de Clark couplée a un Oxygraph Gilson. Le milieu utilisé pour ces
mesures est celui décrit par OHNISHI ef al.%, modifié par VOLLAND ET CHAIX?. Le sub-
strat de respiration des mitochondries est le succinate; ADP est ajouté de fagon &
obtenir une concentration finale de 125 M. Pour étudier I'effet de la Zn-protopor-
phyrine purifiée, celle-ci est ajoutée “in vitro” aux mitochondries, sous forme de
solution éthanolique, dans la cellule de mesure de I'Oxygraph; la consommation
d’oxygéne des mitochondries est mesurée avant et aprés cette introduction; ADP est
ajouté 5 min aprés la Zn-protoporphyrine, et le controle respiratoire est compard i
celui d'un témoin non additionné de Zn-protoporphyrine.

Préparation de la Zn-protoporphvrine en solution éthanolique

Ia Zn-protoporphyrine est extraite d’homogénats de levure incubés & 0—4°
pendant plusieurs jours, suivant la méthode de Cnaix T LABBE". Le dosage de la
Zn-protoporphyrine en solution dans I'éthanol est effectué par spectrophotométrie a
A = 417 nm (emm = 224).
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Dosage des protéines
Les protéines sont dosées par la méthode de Lowry ¢t al.8 en utilisant le lyso-
zyme comme protéine de référence.

RESULTATS

(1) Accumulation de Zn-protoporphyrine dans les cellules de levure et ses effets

(1) Envichissement en Zn-protoporphyrine des cellules de levure

La Zn-protoporphyrine en solution dans I’éthanol est caractérisée par un spectre
d’absorption & 3 bandes: o = 583.5 nm; # = 545 nm et y = 417 nm?; sa présence
dans les cellules de levures se manifeste essentiellement dans la zone visible par la
bande située a 4 = 583.5 nm.
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Fig. 1. Enrichissement en Zn-protoporphyrine (¢ = 583.5 et § = 545 nm) des cellules de levures
au cours de leur “préincubation” en présence d’air, a différents pH, en tampon phosphate
(0.067 M), sans source de carbone. (Spectres réalisés A basse température.) (a) Levures N (+)Zn.
{(b) Levures N(—)Zn. 1, au temps o de la préincubation; 2, aprés 3 h de préincubation 2 pH 4.5;
3, aprés 3 h de préincubation & pH 8. (c) Levures A(+)Zn. (d) Levures A(—)Zn. 1, au temps o
de la préincubation; 2, aprés 6 h de préincubation & pH 4.5; 3, aprés 6 h de préincubation 4 pH 8.

La Fig. 1 montre les spectres hématiniques des levures, avant et aprés leur pré-
incubation a différents pH en absence de glucose. Les levures N (+)Zn provenant de
cultures en anaérobiose dans un milieu additionné de Zn?+ (Fig. 1a) possédent au
moment de la récolte le cytochrome &,, absorbant a 552.5 et 558 nm (Spectre a-1)
ainsi qu'une treés faible quantité de Zn-protoporphyrine. Une préincubation de ces
levures pendant 3 h & pH 4.5 (Spectre a-2) entraine une légére accumulation de Zn-
protoporphyrine. En revanche, la préincubation pendant 3 h & pH 8 (Spectre a-3)
entraine une synthése si importante de Zn-protoporphyrine que la bande f = 545 nm
de son spectre masque les deux bandes d’absorption du cytochrome b,.

Dans le cas des levures N(—)Zn (Fig. 1b) qui ne contiennent & la récolte que
du cytochrome b, (Spectre b-1), une préincubation de 3 h soit a pH 4.5 (Spectre b-2),
soit a pH 8 {Spectre b-3) n’entraine aucune synthése de Zn-protoporphyrine.
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Les levures A (+)Zn provenant de cultures aérobies dans un milieu additionné
de Zn?** (Fig. 1c), possédent, au moment de la récolte, les cytochromes de la chaine
respiratoire (Spectre c-1) et des traces 4 peine décelables de Zn-protoporphyrine. La
préincubation de ces levures pendant 6 h a pH 4.5 n’entraine aucune formation
décelable de Zn-protoporphyrine (Spectre c-2). Mais la préincubation de ces levures
pendant 6 h a pH 8 a pour effet une synthése trés importante de Zn-protoporphyrine
(Spectre c-3).

Les Spectres 1, 2 et 3 de la Fig. 1d montrent que la préincubation 6 h a4 pH 4.5
ou a pH 8 des levures A{—)Zn n’entralne aucune modification notable du spectre
hématinique: ces levures restent dépourvues de Zn-protoporphyrine.

En conclusion, une accumulation de Zn-protoporphyrine peut étre obtenue
aussi bien chez les levures A(-+)Zn que chez les levures N(+)Zn par une aération
a pH 8 en absence de glucose. Ces mémes levures aérées 4 pH 4.5 en absence de glucose
n’accumulent pas de Zn-protoporphyrine. L'aération 4 pH 4.5 ou & pH 8 des levures
A(—)Zn et N(—)Zn n’entraine aucune synthése de Zn-protoporphyrine.

(2) Effet de lenrichissement en Zn-protoporphyrine sur la vitesse de respiration et
le taux de létalité des cellules de levure issues de cultures aérobies

Le Tableau I permet de comparer les valeurs de Qo, et les taux de létalité des
levures A (+)Zn et A(—)Zn aprés différentes durées de préincubation en absence de
glucose, soit a pH 4.5, soit a pH 8.

Aussi bien dans le cas des levures A () Zn que dans le cas des levures A (—) Zn,
on voit qu'une préincubation a pH 4.5 (ne provoquant aucune formation décelable
de Zn-protoporphyrine) n’entraine ni inhibition du Q¢,, ni augmentation du taux de
létalité. I1 y a méme, dans ces conditions, une augmentation du Q¢, due au phénoméne
d’entrainement a la respiration. Ce phénoméne est observé également dans le cas des
levures A (—)Zn préincubées 6 h a pH 4.5 ou pH 8, qui ne synthétisent pas non plus
de Zn-protoporphyrine.

En revanche, la diminution du Qo,, (42 % aprés 3 h; 70 9% aprés 6 h de pré-
incubation), des levures A (+)Zn préincubées & pH 8, est corrélative d’un enrichisse-
ment en Zn-protoporphyrine. Chez ces levures, le taux de 1étalité est également aug-
menté (15 % aprés 3 h; 309 aprés 6 h de préincubation). Toutefois, la diminution
observée du Qg, ne s’explique pas entiérement par ’élévation du taux de létalité,
et il apparait que des cellules de levure encore capables de se multiplier possédent
une activité respiratoire déficiente.

(3) Actrvité vespivatoire et phosphorylations oxydatives de la fraction mitochondriale
de levures plus ou moins enrichies en Zn-protoporphyrine

Nous avons cherché 4 savoir si la Zn-protoporphyrine décelée dans les cellules
de levure se retrouvait ou non dans la fraction mitochondriale, et quels étaient les
effets de 'accumulation de la Zn-protoporphyrine sur la respiration et la phospho-
rylation des mitochondries isolées.

Le spectre des mitochondries isolées de levures A(+)Zn préincubées 6 h a
PH 4.5 (Fig. 2, Spectre a), ne révéle pas d’accumulation de Zn-protoporphyrine. Celui
des mitochondries isolées des mémes levures préincubées 6 h 4 pH 8 (Fig. 2, Spectre b)
montre qu’au cours de la préincubation a pH 8, la Zn-protoporphyrine s’est accumulée
dans la fraction mitochondriale. Ce pigment n’est décelable dans aucune autre fraction
sub-cellulaire.

Nous pouvons en conclure que la Zn-protoporphyrine s’accumule en grande
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quantité dans les mitochondries. Comme dans le spectre des mitochondries chargées
en Zn-protoporphyrine (Fig. 2b), les bandes o des cytochromes n’apparaissent pas,
la question se posait de savoir si ceux-ci étaient présents ou s'ils avaient été détruits.
Il a été possible d’y répondre en détruisant “4n sifu’’ la Zn-protoporphyrine par
photolyse en présence d’oxygéne*. Les mitochondries chargées en Zn-protoporphyrine
et illuminées pendant 30 min, présentent le spectre donneé I'ig. zc ou 'on voit que les

(@

550 583.5 600
Longueur donde (nm)

[ig. 2. Spectres & basse température de la fraction mitochondriale de levures A () Zn préincubées:
(a) 6hapH 4.5. (b) 6 ha pH 8. {¢) Méme fraction qu’en (b} ayant subi une illumination de 30 min
en présence d’oxygenc.

bandes d’absorption dues a la Zn-protoporphyrine (545 et 583.5 nm) ont totalement
disparu, alors que les bandes d’absorption des cytochromes se détachent clairement.

La respiration des mitochondries chargées en Zn-protoporphyrine (provenant
de levures A (-)Zn préincubées a pH 8) est presque totalement inhibée (¢f. Tableau
I1): le Qo est a peine mesurable et ces mitochondries ne phosphorylent plus. Autre-
ment dit, 'accumulation de Zn-protoporphyrine dans les mitochondries entraine des
altérations trés importantes de leur systéme respiratoire.

TABLEAU 11

ACTIVITES RESPIRATOIRES, P/}, ET COEFFICIENT DE CONTROLE RESPIRATOIRE EN PRESENCE DE
SUCCINATE, DE MITOCHONDRIES ISOLEES A PARTIR DE LEVURES PLUS OU MOINS ENRICHIES EN
Zn-PROTOPORPHYRINE

o, -= natomes d’oxygéne par min par mg de protéines mitochondriales.

Levures Préincubation  Zn-protoporphyrine Qoy des Coefficient PjO

de 6 h dans les cellules mitochondries de contvile
entiéres vespivatiive
A(-)Zn pH 4.5 Non décelable 8o 3.0 1.6
pH 8 Traces 43 2.7 1.4
A(~)VZn pPH 4.5 Traces 39 2.2 —
pH 8 Grandes quantités 2 1 o

" Des essais préliminaires nous avaient en effet montré que le spectre de la Zn-protopor-
phyrine en solution éthanolique disparait a la lumiére blanche en présence d’oxygene.
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(4) Effet de Uenrichissement en Zn-protoporphyrine sur I adaptation vespirvatoive”
ot le taux de létalité de cellules de levure provenant de cultures anaérobies

Cette étude est réalisée sur des cellules de levures provenant de cultures an-
aérobies préincubées a pH 4.5 ou pH 8, en absence de glucose, aussitot aprés la récolte.
Aprés des temps plus ou moins longs de préincubation, elles sont centrifugées, puis
remises en suspension et aérées en tampon glucosé & pH 4.5%.

(@ (b)
0.01 4

550 583;.5 600 550 583.5 600
Longueur d’onde (nm >

Fig. 3. Spectres hématiniques de levures issues de cultures anaérobies, préincubées a pH 4.5 ou
a pH 8 et adaptées ensuite pendant 3 h. (a) Levures N(+)Zn. (b) Levures N(—)Zn. 1, levures
témoin non préincubées; 2, levures préincubées 3 h & pH 4.5; 3, levures préincubées 3 h a pH 8.

Les levures N(+)Zn (Fig. 3a) faiblement ou fortement chargées en Zn-proto-
porphyrine (par préincubation de 3 h a pH 4.5 ou & pH 8) présentent respectivement
aprés 3 h d’adaptation, les Spectres a-2 et a-3 qui révélent une nette inhibition de la
synthese des cytochromes quand on les compare au Spectre a-1 des mémes levures
adaptées 3 h sans avoir subi de préincubation.

Les Spectres b-z et b-3 de la Fig. 3 des levures N (—)Zn montrent que, quel

1%, @ do, )

50
<0
30

20

1 2 3
Temps dadaptation (heures)

Fig. 4. Accroissement du Qo, au cours de 'adaptation (en présence d’air et de glucose) de levures
issues de cultures anaérobies et ayant subi une préincubation a pH 4.5 ou a pH 8. (a) Levures
N(+)Zn. (b) Levures N(—)Zn. 1, levures témoin non préincubées, adaptées pendant 3 h;
2, levures préincubées 3 h a pH 4.5, adaptées ensuite pendant 3 h; 3, levures préincubées 3 h
a pH 8, adaptées ensuite pendant 3 h.

* Tous les essais ont montré que chez les levures N (-+)Zn aussi bien que chez les levures.
N(—)Zn, le pH du milieu d’*‘adaptation” est sans influence ni sur la synthése des cytochromes,
ni sur 'activité respiratoire.
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que soit le pH auquel s’est effectuée la préincubation, il n’y a aucune inhibition de
la synthése des cytochromes par rapport aux levures témoin non préincubées (Spectre
b-1).

Les résultats de 'étude cinétique de l'apparition de l'activité respiratoire au
cours de I'adaptation des levures N (4) Zn et N (—) Zn préincubées & pH 4.5 oua pH 8
sont présentés sur la Iig. 4. On voit, comme nous 'avions déja signalé!, que l'adap-
tation démarre beaucoup plus rapidement chez les levures N(—)Zn (Courbes b,
Fig. 4) que chez les levures N(-}Zn (Courbes a, Fig. 4). On voit de plus que les
levures N (+-) Zn enrichies en Zn-protoporphyrine par préincubation a pH 8 (Courbe
a-3) ont une activité respiratoire aprés 3 h d’adaptation fortement inhibée par rapport
a celle des levures N (—) Zn préincubées elles-aussi & pH 8 (Courbe b-3) mais exemptes
de Zn-protoporphyrine. En outre, dans le cas des levures N (+) Zn (Courbes a-2 et a-3),
la préincubation 3 h & pH 8 inhibe encore plus fortement 'apparition de l'activité
respiratoire que la préincubation a pH 4.5.

TABLEAU III

INFLUENCE DE L’ENRICHISSEMENT EN Zn-PROTOPORPHYRINE (PAR PREINCUBATION A pH 4.5 ou
A pH 8) SUR L’ADAPTABILITE DES LEVURES N{+)Zn ET LEUR TAUX DE LETALITE

L’adaptabilité des levures est représentée par la valeur de Qo, obtenue aprés 3 h d’adaptation.
Qo = pl d’oxygene par h par mg de poids sec de levure.

Duvrée de la pH 4.5 pPH S8

préincubation -
Taux de Adaptation 3 h Taux de Adaptation 3 h
{h) X
létalité — létalité —
(%) Qo, Inhibition (%) 02 Inhibition
d“ Q02 ’ du QOz
(%) (%)
° 5 54 o 5 39 o
1 10 49 10 18 29 25
3 13 45 20 60 8 8o

En comparant (¢f. Tableau I1I) les pourcentages d’inhibition de l'activité respi-
ratoire (mesurée aprés une adaptation de 3 h) et les pourcentages de 1étalité des levures
N{+4)Zn ayant subi des préincubations plus ou moins longues soit a pH 4.5, soit
a pH 8, on voit qu'une préincubation & pH 4.5 influence peu I'adaptabilité et le taux
de 1étalité. En revanche, une préincubation & pH 8 provoque une trés forte inhibition
de I'adaptabilité (Qo, aprés adaptation diminué de 80 %) et un accroissement du taux
de [étalité qui atteint 60 9. Il apparait donc (comme dans le cas des levures A (4)Zn
préincubées a pH 8), que I'inhibition des activités respiratoires ne s’explique pas com-
plétement par la mort des cellules.

(5) Etude des levures N (+)Zn ayant amorcé un début “‘d’adaptation respivatoive”
avant d’'étre enrichies en Zn-protoporphyrine

Comme le montrent les expériences résumées dans les Tableaux I et II, I'effet
létal corrélatif d’un enrichissement en Zn-protoporphyrine est moins prononcé chez
des levures possédant leur systéme respiratoire que chez celles qui en sont dépourvues.
Pour préciser cette observation, nous avons tout d’abord fait subir a4 des levures
N(+)Zn une amorce d’adaptation en présence de glucose, puis les cellules ainsi
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traitées ont été enrichies en Zn-protoporphyrine par aération a pH 8 en absence de
glucose.

Nous avons mesuré le taux de 1étalité a la fin de cette aération. Les résultats
obtenus montrent qu'une “adaptation” préalable de 30 min fait passer le taux de
létalité (mesuré aprés 3 h d’aération a pH 8) de 609, a 17 %. Il apparait donc bien
que leffet létal corrélatif de I’enrichissement en Zn-protoporphyrine est d’autant plus
faible que la synthése du systéme respiratoire de la levure est plus compléte.

(IT) Etude des effets exerces par la Zn-protoporphyrine ajoutée “‘in vitro” a des mito-
chondries exemptes de ce pigment

Il nous a paru intéressant d’examiner les effets de 'addition de Zn-protopor-
phyrine purifiée en solution éthanolique, a des mitochondries isolées a partir de levures
A (—)Zn exemptes de ce pigment, et chez lesquelles il existe un bon couplage entre
oxydation et phosphorylation: avec le succinate comme substrat, P/O = 1.8; controle
respiratoire = 3.4. Dans ces conditions, 1’addition de quantités croissantes de Zn-
protoporphyrine supprime progressivement le contréle respiratoire, qui disparait
totalement pour une concentration en Zn-protoporphyrine égale a 2.7-10~" M (Fig. 5).
Nous n’avons pas observé jusqu’ici d’effets significatifs de la Zn-protoporphyrine a
de telles concentrations sur la vitesse de consommation d’oxygéne des mitochondries
en absence d’ADP, (état 4).

Quoi qu’il en soit, les résultats concernant le contrdle respiratoire indiquent
que la Zn-protoporphyrine purifiée ajoutée aux mitochondries entraine une pertur-
bation extrémement rapide du processus des phosphorylations.

Coefficient
de contrdle
respiratoire

3 ®
2
»
1
0 7 2 3 -
(Zn-protoporphyring)
(M x1077)

IFig. 5. Contréle respiratoire des mitochondries aprés 5 min de contact avec la Zn-protoporphyrine
dans la cellule de mesure de 1'Oxygraph. Quantité de protéines dans les essais: 0.32 mg.

DISCUSSION

Il avait été précédemment montré!. ' que les cellules de Saccharomyces cerevisiae
(Yeast Foam) provenant de cultures anaérobies sur milieu synthétique additionné
de Zn?+ (2.5-10-¢ M) (levures N(+)Zn) contiennent de la Zn-protoporphyrine alors
que les levures provenant de cultures sur un milieu non additionné de Zn?+ (levures
N (—)Zn) n’en contiennent pratiquement pas.

Nous avons mis au point une méthode d’enrichissement en Zn-protoporphyrine
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chez les levures N(+)Zn et A(+4)Zn, par simple aération de cellesci & pH 8 en
absence de substrat carboné: la formation de Zn-protoporphyrine dans ces conditions
s’explique d'une part par le fait que le systéme enzymatique de synthése de la proto-
porphyrine, plus actif a pH 8 qu'a pH 4.5, est présent aussi bien dans la cellule de
levure cultivée en aérobiose que chez celle cultivée en anaérobiose?, d'autre part par
le fait que la ferrochélatase, enzyme lié a la membrane interne mitochondriale!®. 11, est
capable d’incorporer le zinc a la place du fer dans la protoporphyrine chez, la levure!2.

Nous avons montré que I'accumulation de la Zn-protoporphyrine par les cellules
de levure entraine des perturbations importantes:

(1) Au niveau du fonctionnement du systéme rvespiratoire. Chez la levure cultivée
en aérobiose, 'accumulation de Zn-protoporphyrine entraine une forte diminution de
I'activité respiratoire. La Zn-protoporphyrine accumulée est localisée intégralement
dans la fraction mitochondriale dont la respiration est pratiquement nulle. Le spectre
d’absorption de cette fraction mitochondriale ne présente que les bandes d’absorption
de la Zn-protoporphyrine; toutefois, la photolyse “‘in situ” de ce pigment démasque
la présence des cytochromes de la chaine respiratoire. L’addition “‘in vitro’’ de Zn-
protoporphyrine a des mitochondries couplées provoque une inhibition irréversible
du controéle respiratoire.

Etant donné le caractére lipophile du chélate Zn-protoporphyrine et I'inhibition
compléte de la respiration qu’entraine sa présence au sein des mitochondries, il est
probable que I'accumulation de Zn-protoporphyrine conduit & une désorganisation
de la structure mitochondriale, selon un mécanisme qui reste a élucider.

(2) A niveau de la synthése du systéme respiratoire. Chez la levure cultivée en
anaérobiose et enrichie en Zn-protoporphyrine, la synthése des enzymes respiratoires
est inhibée et 'activité respiratoire mesurée aprés 3 h d’adaptation reste trés faible.
Comme le protohéme et la Zn-protoporphyrine sont des molécules de structure trés
voisine, on peut supposer qu’il existe une compétition entre ces deux substances lors
de la formation des cytochromes au cours de I"*adaptation respiratoire”. Ceci expli-
querait a la fois I'inhibition observée chez les levures N (+)Zn préincubées & pH 8§,
et I'inhibition de I'‘adaptation respiratoire’ observée chez les levures N (-+)Zn non
préincubées, chez lesquelles on décele une faible quantité de Zn-protoporphyrinel.
Dans le cas de I'inhibition de I"‘adaptation respiratoire” des levures enrichies en Zn-
protoporphyrine, il est possible que cette molécule inhibe a la fois la synthése et le
fonctionnement du systéme respiratoire néoformé.

L’accumulation de Zn-protoporphyrine par la levure entraine aussi pour une
grande partie des cellules une incapacité a se multiplier. Nous avons décrit ce phéno-
méne sous le nom de “1étalité des cellules”. Mais le taux de létalité reste toujours
inférieur au taux d’inhibition du Qo, (Qo, mesuré aprés la préincubation des levures
A(=-)Zn ou aprés 3 h d’adaptation des levures N (=) Zn préincubées). De plus, I'écart
entre taux d’inhibition du Qo, et taux de létalité est plus grand chez les levures
A(+4)Zn, ou chez les levures N(+)Zn ayant subi un début d’adaptation, que chez
les levures N (+)Zn. Tout se passe comme si la présence du systéme respiratoire
rendait les cellules moins vulnérables aux effets de la Zn-protoporphyrine.

ELkIND ET SUTTON!? avaient montré que, dans des conditions de préincubation
analogues aux noétres, les cellules de levures accumulent un pigment dont la présence
entraine leur photolétalité; le spectre d’action ou le spectre d’absorption de ce pigment
{maxima a A = 545 et 583 nm) et le spectre d’absorption de la Zn-protoporphyrine
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coincident. Il s’avére donc que I'agent responsable de la photolétalité observée par
ces auteurs est la Zn-protoporphyrine. Nous avons vu d’ailleurs qu’en présence
d’oxygéne le spectre de cette molécule disparait a la lumiére. Toutefois, étant donné
les précautions prises pour éviter les effets de la lumiére au cours de nos expériences,
1l est difficile de mettre entierement sur le compte d'une photolyse de la Zn-proto-
porphyrine les pourcentages de 1étalité observés. La Zn-protoporphyrine pourrait donc
exercer un effet létal par un mécanisme autre que celui de sa photolyse.

Des études “in vivo” et “‘in vitro’ sont en cours pour préciser le role de différents
facteurs tels que concentration en Zn-protoporphyrine, oxygéne et lumiére, dans les
perturbations observées chez les cellules chargées en Zn-protoporphyrine.

RESUME

Les cellules de levure provenant de culture aérobie ou anaérobie sont capables
de synthétiser de grandes quantités de Zn-protoporphyrine par aération a 1’état non
proliférant dans du tampon phosphate a pH 8.

Chez les cellules provenant de culture aérobie, I’accumulation de Zn-proto-
porphyrine inhibe 1'activité respiratoire et provoque une certaine 1étalité. Chez les
levures provenant de culture anaérobie, cette accumulation entraine une trés forte
inhibition de la synthése des cytochromes et I'inhibition de I’adaptation respiratoire,
ainsi qu'une 1étalité importante des cellules.

La Zn-protoporphyrine s’accumule dans les mitochondries. Ces mitochondries
surchargées en Zn-protoporphyrine présentent une inhibition totale de leur activité
respiratoire. L’addition “in vitro”” de Zn-protoporphyrine purifiée & des mitochondries
non surchargées en Zn-protoporphyrine entraine 'abolition du contréle respiratoire.
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