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SUMMARY 

Effect of Zn-protoporphyrin accumulation by yeast cells on synthesis and activi~, 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 accunmlation 
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 letalitv. 

Zn-protoporphyrin is accumulated into the mitochondrial fraction and causes 
a total inhibition of O2 consumption by isolated mitochondria. The "in vitro" addition 
of purified Zn-protoporphyrin to intact mitochondria induces a lost of respiratory 
control. 

INTRODUCTION 

Dans un prfic~dent travaiP, nous avons mis en fividence que l ' "adaptat ion 
respiratoire" des levures contenant de la Zn-protoporphyrine (c'est-h-dire ayant  6t~ 
cultiv~es en ana~robiose sur milieu synth~tique additionn~ de Zn 2+ (2.5" IO -6 M)**) 
est moins rapide que l ' "adaptat ion respiratoire" des levures provenant d'une culture 
faite dans les m~mes conditions sur le mSme milieu non additionnfi de Zn 2+, chez 
lesquelles la Zn-protoporphyrine n'est pas d~celable. 

Les nouvelles experiences r~alisfies ont pour but de chercher si cette inhibition 
de l ' "adaptat ion respiratoire" est directement like ou non h l 'accumulation de Zn- 
protoporphyrine dans la cellule. On peut supposer, en effet, que la presence de Zn- 
protoporphyrine est capable d'entralner l'inhibition de la synth~se et du fonctionne- 
ment du syst~me respiratoire. Cette inhibition pourrait ~tre lifie soit ~ une compfitition 
entre la Zn-protoporphyrine et des pr~curseurs de la synthgse des hfimoprot6ines, 

" Ddpa r t emen t  de Biologie, Facul t~  des Sciences, Universi t~ de Tdh~ran, l r an .  
** Une tel le  concen t ra t ion  en Zn 2. n ' es t  pas  t ox i que  mais  au con t ra i re  s t imu la t r i c e  de la 

croissance des levures.  
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soit h une d6sorganisation des membranes mitochondriales due au fait que la Zn- 
protoporphyrine est une mol6cule lipophile susceptible de p6n6trer dans les zones 
phospholipidiques des membranes. 

En vue de v6rifier ces hypotheses: 
(I) Nous avons mis au point un proc6d6 d'enrichissement contr616 en Zn-proto- 

porphyrine de cellules de levure provenant de cultures ana6robies ou a~robies. 
(2) Nous avons 6tudi6 les effets de cet enrichissement en Zn-protoporphyrine: 

(a) sur la cin6tique de l" 'adaptation respiratoire" (appr6ci6e d'apr+s des mesures de 
respiration et des d6terminations spectrales) de cellules de levures provenant de cul- 
tures ana6robies; (b) sur l'activit6 respiratoire de cellules de levures provenant de 
cultures a6robies en recherchant si les inhibitions observ6es 6taient corr61atives de la 
mort des cellules; (c) sur l'activit6 respiratoire et sur les "phosphorylations oxyda- 
tives" de la fraction mitochondriale de cellules de levures provenant de cultures 
a6robies. 

(3) Nous avons enfin 6tudi6 l'effet de l'addition "in vitro" de Zn-protoporphyrine 
purifi6e sur l'activit6 respiratoire de la fraction mitochondriale de cellules de levures 
provenant de cultures a6robies et exemptes de Zn-protoporphyrine. 

CONDITIONS EXPERIMENTALES ET TECHNIQUES 

Cultures 
La souche utilis6e est Saccharomyces cerevisiae "yeast foam" diploide. 
Les cultures ana6robies et leur r6colte sont r6alis~es dans les conditions pr6c6- 

demment d6crites 1. Les cultures a6robies sont r6alis6es dans des ballons de 6 1 con- 
tenant 2 1 du milieu synth6tique H 3 (r6f. 2) additionn6 ou non de ZnSO 4 (2.6. IO -e M). 
L'homog6n6it6 et l'a6ration de la culture sont assur6es par agitation magn6tique et 
injection d'air ~ raison de 2 1/min. Les levures sont toujours r~colt6es au mSme point 
de la phase exponentielle de croissance. 

Nous appellerons: "levures A (+ )Zn"  les levures dont la croissance s'est effec- 
tu6e en a6robiose sur un milieu contenant Zn 2+ (2.6. IO -n M) et "levures N ( + ) Z n "  
les levures dont la croissance s'est effectu6e en ana6robiose sur le mSme milieu. D'apr~s 
une notation homologue, nous appellerons "levures A (- - )Zn" et "levures N (- - )Zn" 
les levures cultiv6es respectivement en a6robiose et en ana6robiose sur un milieu non 
additionn6 de Zn 2+. 

Enrichissement des cellules en Zn-protoporphyrine 
AprSs r6colte et lavage, les cellules sont mises en suspension non prolif6rante 

(~ raison de 3 mg de poids sec de levure par ml) dans du tampon phosphate (KH2PO 4 
o.067 M) aiust6 ~ pH 4.5 ou ~t pH 8, en absence de source de carbone. Cette suspension 
est r6partie par fractions de 200 ml dans des ballons ~ toxine d'une capacit6 de 2 1. 
Les ballons, travers6s par un courant d'air comprim6, sont agit6s pendant 3 h ou 6 h 

25 ° sur un plateau oscillant. Nous appellerons "pr6incubation" cette a6ration 
diff6rents pH, en absence de source de carbone, permettant d'obtenir un enrichisse- 
ment contr616 des cellules en Zn-protoporphyrine. 

Adaptation respiratoire des levures provenant de cultures anadrobies 
Aussit6t apr&s la r6colte ou apr+s un certain temps de "pr6incubation", les cel- 

lules issues de cultures ana6robies sont a6r6es pendant 3 h, dans les m~mes conditions 
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que pour l 'enrichissement en Zn-protoporphyrine,  mais dans du tampon phosphate 
it pH 4.5, additionn6 de glucose 1%.  Nous appellerons "adap ta t ion"  cette a6ration 
en pr6sence de glucose qui entraine la synth~se du syst~me respiratoire. 

Spectres ~ basse tempdrature 
Les speetres h6matiniques des levures enti~res et de la fraction mitochondriale 

sont r6alis~s 5 la temperature de l 'azote liquide par la technique de LABBE ET CHAIX 3. 

Ddtermination du taux de ldtalitd des levures 
Apr~s comptage (avec un h6matim~tre) du nombre de cellules contenues dans 

une fraction aliquote de la suspension de levures 6tudi6e, des volumes connus de cette 
suspension convenablement dilu6e, sont ensemenc6s par 6talement dans I0 boites de 
P~tri, sur un milieu g~los~ contenant  3 % de glucose. Les colonies sont compt(~es apr~s 
3 jours d ' incubat ion ~t 25 ° ~ l'obscurit~. Le nombre de colonies apparues est donnd 
par la moyenne des comptages sur les {o boites. Le taux de ldtalit~ des cellules prd- 
sentes dans la suspension de levures ~tudi~e, est ~gal au rappor t :  

nombre de colonies apparues 
hombre de cellules ensemenc~es 

Pr@aratio~z des mitochondries 
La lyse de la paroi des cellules de levure par le suc digestif d'Helix pomatia et 

le fract ionnement des protoplastes sont effectufs d'apr~s la technique d'OHNISHI 
et alA, modifi6e par VOLLAND ET CHAIX 5. Quand il s 'agit de levures provenant  de cul- 
tures sur un milieu synth6tique, il est n6cessaire de proc6der ~ une incubation p%- 
alable des cellules en pr~sence de mercapto~thylamine 6. 

Vitesses de respiration. Rapport P/O 
(a) Cellules enti~res. Les vitesses de respiration des cellules enti~res ont (~t6 

mesur6es par la technique manom6tr ique de Warburg  dans les conditions d6crites 
pr6c6demment 1. 

(b) Mitochondries. Les vitesses de consommation d 'oxyg~ne et les valeurs de 
P/O des mitochondries ont 6t6 d6termin6es par la m~thode polarographique ~ l 'aide 
d 'une iqectrode de Clark coupl~e ~ un Oxygraph Gilson. Le milieu utilis6 pour ces 
mesures est celui d~crit par OHXISHI et al. 4, modifi~ par VOLLAND ET CHAIX '5. ke sub- 
strat  de respiration des mitochondries est le succinate; ADP est ajout6 de faqon ~t 
obtenir une concentration finale de 125/,M. Pour  6,tudier l'effet de la Zn-protopor-  
phyrine purifife, celle-ci est ajout6e "in vitro" aux mitochondries, sous forme de 
solution 6thanolique, dans la cellule de mesure de l 'Oxygraph;  la consommation 
d'oxyg~ne des mitochondries est nlesur~e avant  et apr~s cette introduction; AI)P  est 
ajou% 5 rain apr6s la Zn-protoporphyrine,  et le contr61e respiratoire est compard it 
celui d 'un t~moin non additionn6 de Zn-protoporphyrine.  

Prdparation de la zn-protoporpl~,rine en solution dthanolique 
La Zn-protoporphyrine est extraite d 'homog6nats  de levure incub6s "~ o-4 ° 

pendant  plusieurs jours, suivant la m6thode de CHAIX ET LABBEE Le dosage de la 
Zn-protoporphyrine en solution dans l '6thanol est effectu6 par spectrophotom6trie 5 
), = 417 nm (emit = 224). 
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Dosage des protdines 

Les prot6ines sont dos6es par la m6thode de LowRY et al. s en utilisant le lyso- 
zyme comme prot6ine de r6f~rence. 

RESULTATS 

(I) Accumulation de zn-protoporphvrine dam les cellules de levure et ses e#ets 
(I) Enrichissement en Zn-protoporphyrine des cellules de levure 
La Zn-protoporphyrine en solution dans l '6thanol est caract6ris6e par un spectre 

d 'absorpt ion h 3 bandes:  ~ = 583.5 nm;  /3 = 545 nm et Y = 417 nmV; sa pr6sence 
dans les cellules de levures se manifeste essentiellement dans la zone visible par la 
bande situ~e ~ 2 = 583.5 nm. 

I 

2 k ' - ' ' /  , (o) 2 ~ ~ - - ' ~  ('b) 

1 1 

kongueur dbnde (nm) f l  

(c) (d) 

2 

I 

~o  s83.s 600 sg0 ssJ.s 660 "~ 

Fig. I. Enr ich i s sement  en Zn-pro toporphyr ine  (~ = 583.5 et  t5 = 545 nm) des cellules de levures  
au cours de leur "prdincubation" en prdsence &air,  5. diffdrents pH,  en t a m p o n  phospha te  
(o.o67 M), sans source de carbone.  (Spectres rdalisds 5. basse tempdra ture . )  (a) Levures  N ( + ) Z n .  
(b) Levures  N ( - - ) Z n .  i, au t emps  o de la p rd incuba t ion ;  2, apr@s 3 h de p rd incuba t ion  5. pH 4.5; 
3, apr&s 3 h de p rd incuba t ion  5. p H  8. (c) Levures  A ( + ) Z n .  (d) Levures  A ( - - ) Z n .  i, au t emps  o 
de la p rd incuba t ion ;  2, apr~s 6 it de pr~ incuba t ion  5. p i t  4.5; 3, apr~s 6 it de p r6 incuba t ion  ~ pH 8. 

La Fig. I montre  les spectres h6matiniques des levures, avant  et apr~s leur pr& 
incubation ~ diff6rents pH en absence de glucose. Les levures N ( + ) Z n  provenant  de 
cultures en ana~robiose dans un milieu additionn6 de Zn 2+ (Fig. Ia) poss~dent au 
moment  de la r6colte le cytochrome ha, absorbant  ~ 552.5 et 558 nm (Spectre a-I) 
ainsi qu 'une  tr&s faible quanti t6 de Zn-protoporphyrine.  Une pr6incubation de ces 
levures pendant  3 h k pH 4.5 (Spectre a-2) entraine une 16g~re accumulat ion de Zn- 
protoporphyrine.  En revanche, la pr@incubation pendant  3 h h pH 8 (Spectre a-3) 
entraine une synth+se si importante  de Zn-protoporphyrine que la bande t3 --  545 nm 
de son spectre masque les deux bandes d 'absorpt ion du cytochrome b 1. 

Dans le cas des levures N ( - - )Zn  (Fig. Ib) qui ne contiennent ~t la r@colte que 
du cytochrome b 1 (Spectre b-I), une pr6incubation de 3 h soit k pH 4.5 (Spectre b-2), 
soit & pH 8 (Spectre b-3) n 'entratne aucune synth&se de Zn-protoporphyrine.  

Biochim. Biophys. Acta, 234 (197 I) 446-457 
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L'ACCUMULATION DE Zn-PROTOPORPHYRINE 451 

Les levures A ( + ) Z n  provenant de cultures a6robies dans un milieu additionn6 
de Zn 2+ (Fig. IC), poss~dent, au moment  de la r6colte, les cytochromes de la chaine 
respiratoire (Spectre C-l) et des traces ~ peine d~celables de Zn-protoporphyrine. La 
pr~incubation de ces levures pendant 6 h ~ pH 4.5 n'entralne aucune formation 
d&elable de Zn-protoporphyrine (Spectre c-2). Mais la pr6incubation de ces levures 
pendant 6 h ~ pH 8 a pour effet une synth~se tr~s importante de Zn-protoporphyrine 
(Spectre c-3). 

Les Spectres I, 2 et 3 de la Fig. id  montrent  que la pr6incubation 6 h ~ pH 4.5 
on ~ pH 8 des levures A( - - )Zn  n'entralne aucune modification notable du spectre 
h6matinique: ces levures restent d@ourvues de Zn-protoporphyrine. 

En conclusion, une accumulation de Zn-protoporphyrine peut ~tre obtenue 
aussi bien chez les levures A ( + ) Z n  que chez les levures N ( + ) Z n  par une a6ration 
/~ pH 8 en absence de glucose. Ces m~mes levures a6r6es/~ pH 4.5 en absence de glucose 
n 'accumulent pas de Zn-protoporphyrine. L'a6ration ~ pH 4.5 ou ~ pH 8 des levures 
A ( - - )Zn et N ( - - )Zn n'entralne aucune synthSse de Zn-protoporphyrine. 

(2) E~et de l'enrichissement en Zn-protoporphyrine sur la vitesse de respiration et 
le taux de ldtalitd des cellules de levure issues de cultures a#obies 

Le Tableau I permet de comparer les valeurs de Qo2 et les taux de 16talit6 des 
levures A ( + ) Z n  et A (- - )Zn aprSs diff6rentes dur6es de pr6incubation en absence de 
glucose, soit ~ pH 4.5, soit ~ pH 8. 

Aussi bien dans le cas des levures A ( + ) Z n  que dans le cas des levures A (--)Zn,  
on voit qu'une pr6incubation ~ pH 4.5 (ne provoquant aucune formation d6celable 
de Zn-protoporphyrine) n'entraine ni inhibition du Qo2, ni augmentation du taux de 
16talit6. I1 y a m~me, dans ces conditions, une augmentation du Qo2 due au ph6nom~ne 
d'entrainement ~ la respiration. Ce ph6nom~ne est observ6 6galement dans le cas des 
levures A ( - - )Zn pr6incub6es 6 h ~ pH 4-5 ou pH 8, qui ne synth6tisent pas non plus 
de Zn-protoporphyrine. 

En revanche, la diminution du Qo2, (42 % apr~s 3 h; 7 ° % apr~s 6 h de pr6- 
incubation), des levures A ( + ) Z n  pr6incub6es ~ pH 8, est corr61ative d'un enrichisse- 
ment en Zn-protoporphyrine. Chez ces levures, le taux de 16talit6 est 6galement aug- 
ment6 (15 % apr~s 3 h; 30 % aprSs 6 h de pr6incubation). Toutefois, la diminution 
observ6e du Qo2 ne s'explique pas enti~rement par l'616vation du taux de 16talit6, 
et il apparalt  que des cellules de levure encore capables de se multiplier poss~dent 
une activit6 respiratoire d6ficiente. 

(3) A ctivitd respiratoire et phosphorylations oxydatives de la fraction mitochondriale 
de levures plus ou moins enrichies en Zn-protoporphyrine 

Nous avons cherch6 ~ savoir si la Zn-protoporphyrine d6cel6e dans les cellules 
de levure se retrouvait  ou non dans la fraction mitochondriale, et quels ~taient les 
effets de l 'accumulation de la Zn-protoporphyrine sur la respiration et la phospho- 
rylation des mitochondries isol6es. 

Le spectre des mitochondries isol~es de levures A ( + ) Z n  pr~incub~es 6 h 
pH 4-5 (Fig. 2, Spectre a), ne r6v~le pas d'accumulation de Zn-protoporphyrine. Celui 
des mitochondries isol6es des m6mes levures pr6incub6es 6 h h pH 8 (Fig. 2, Spectre b) 
montre qu'au cours de la pr6incubation ~ pH 8, la Zn-protoporphyrine s'est accumul6e 
dans la fraction mitochondriale. Ce pigment n'est d6celable dans aucune autre fraction 
sub-cellulaire. 

Nous pouvons en conclure que la Zn-protoporphyrine s'accumule en grande 

Biochim. Biophys. Acta, 234 (1971) 446-457 



452 A. GILARDE et al. 

quantit6 dans les mitochondries. Comme dans le spectre des mitochondries charg6es 
en Zn-protoporphyrine (Fig. zb), les bandes ~ des cytochromes n'apparaissent pas, 
la question se posait de savoir si ceux-ci 6taient pr6sents ou s'ils avaient 6t6 d6truits. 
I1 a 6% possible d 'y  r@ondre en d6truisant "in situ" la Zn-protoporphyrine par 
photolyse en presence d'oxyg~ne ~. Les mitochondries charg~es en Zn-protoporphyrine 
et illumin6es pendant 3o min, pr6sentent le spectre donn6 Fig. zc o/1 l'on wilt que les 

I 0 . 0 ~  A / ~  ', 

Lb~" / ~ ~  

550 583.5 600 
kongueur" donde (nm) 

Fig. 2. Spectres k ba~se tempe2rature de la fraction mitochondriale de levures A ( k ) Zn prdincub~es : 
(a) 6 h ~t p H  4.5. (b) 6 h k pH 8. (c) M~me fraction qu 'en  (b) ayant  subi une il lumination de 3 ° min 
en pr6sence d'oxyg~ne. 

bandes d'absorption dues ~t la Zn-protoporphyrine (545 et 583.5 nm) ont totalement 
disparu, alors que les bandes d'absorption des cytochromes se d6tachent clairement. 

La respiration des mitochondries charg6es en Zn-protoporphyrine (provenant 
de ievures A (--')Zn pr6incub6es b, pH 8) est presque totalement inhib6e (cf. Tableau 
II): le Qo2 est fl peine mesurable et ces mitochondries ne phosphorylent plus. Autre- 
ment dit, l 'accumulation de Zn-protoporphyrine dans les mitochondries entraine des 
alt6rations tr6s importantes de leur syst6me respiratoire. 

TABLE:kU [I 

ACTIVITIES  R E S P I R A T O I R E S ,  P / O ,  E T  C O E F F I C I E N T  D E  C O N T R O L E  R E S P I R A T O I R E  E N  P R E 2 S E N C E  D E  

S U C C I N A T E ,  D E  M I T O C H O N D R I E S  ISOLI~;ES )k P A R T I R  D E  L E V U R E S  P L U S  O U  M O I N S  E N R I C H I E S  E N  

Z I ] - P R O T O P O R P H Y R I N E  

Qo2 - natomes d'oxyg6ne par  rain par  mg de prot6ines mitochondrialcs.  

Levures Prdincubation Zn-protoporphyrine Qo2 des Coefficient P/O 
de 6 h dans les cellules milochondries de conlrdle 

entiOres respiraloire 

A ( -) Zn p H  4.5 Non d6eelable 8o 3.o 1.6 
p H  8 Traces 43 2-7 1.4 

A (--) Zn pH 4.5 "['races 39 2.2 - -  
pFI 8 Grandes quantit~s 2 t o 

" Des essais pr61iminaires nous avaient  en effet montr~ que le spectre de la Zn-protopor-  
phyrinc en solution Othanolique disparait  ~ la lumihre blanche en prdsence d'oxyg6ne. 

Biochim. Biophys. Acta. 234 (i97 l) 446 457 



L'ACCUMULATION DE Zn-PROTOPORPHYRINE 453 

(4) E~et de l'enrichissement en Z~,-protoporphyrine sur l"'adaptation respiratoire" 
el le taux de ldtalitd de cellules de levure provenant de cultures ana&obies 

Cette 6tude est r6alis6e sur des eellules de levures provenant de cultures an- 
a6robies pr6incubfies h pH 4-5 ou pH 8, en absence de glucose, aussit6t apr~s la r6colte. 
Apr~s des temps plus ou moins longs de pr~incubation, elles sont centrifug~es, puis 
remises en suspension et a6r6es en tampon glucos6 ~t pH 4.5"- 

[a] [ b ]  

I O.Ol A ~~ 
3 

I 

550 583.5 600 550 583.5 600 
Longueur d'onde (nm) 

Fig. 3. Spectres  h~ma t in iques  de levures  issues de cul tures  ana6robies ,  pr6incub6es 5. p H  4.5 ou 
5, p H  8 et  adap t6es  ensui te  p e n d a n t  3 h. (a) Levures  N ( + ) Z n .  (b) Levures  N(  )Zn.  I, l evures  
t 6moin  non  pr6incub~es;  2, l evures  pr6incub6es 3 h 5. p H  4.5; 3, l evures  pr6incub~es 3 h 5. p H  S. 

Les levures N (+ )Zn  (Fig. 3a) faiblement ou fortement charg6es en Zn-proto- 
porphyrine (par pr6incubation de 3 h ~ pH 4.5 ou ~ pH 8) pr6sentent respeetivement 
apr~s 3 h d'adaptation, les Spectres a-2 et a-3 qui r6v61ent une nette inhibition de la 
synth~se des cytochromes quand on les compare au Spectre a-i des m~mes levures 
adapt6es 3 h sans avoir subi de pr6incubation. 

Les Spectres b-2 et b-3 de la Fig. 3 des levures N(- - )Zn  montrent que, quel 
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Fig. 4. Accro i s sement  du  Qo~ au cours  de l ' a d a p t a t i o n  (en pr6sence d 'a i r  et de glucose) de l evu re s  
issues de cu l tures  ana6robies  et  a y a n t  subi  une  pr6 incuba t ion  5. p H  4.5 ou k p H  8. (a) Levures  
N ( + ) Z n .  (b) Levures  N ( - - ) Z n .  i, levures  t dmoin  non  pr~incub6es,  adapt6es  p e n d a n t  3 h ;  
2, levures  pr6incub6es 3 it 5. p H  4.5, adapt6es  ensui te  p e n d a n t  3 h;  3, levures  pr6incub6es 3 h 
5. p H  8, adapt6es  ensui te  p e n d a n t  3 h. 

* T o u s l e s  essais  on t  m o n t r 6  que  chez les levures  N ( + ) Z n  auss i  bien que  chez les l e v u r e s  
N ( - - ) Z n ,  le p H  du milieu d ' "  a d a p t a t i o n "  es t  s ans  influence ni sur  la syn th~se  des cy tochromes ,  
ni sur  l 'act ivi t6  respiratoire .  
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que soit le pH auquel s'est effectu6e la pr6incubation, il n 'y a aucune inhibition de 
la synth6se des cytochromes par rapport aux levures tdmoin non pr6incub6es (Spectre 
b-I). 

Les r6sultats de l'~tude cin6tique de l'apparition de l'activitd respiratoire au 
cours de l 'adaptation des levures N (+)  Zn et N (--) Zn pr6incub6es ~ pH 4-5 ou/t pH 8 
sont prfisentds sur la Fig. 4. On voit, comme nous l'avions d6j~ signalO, que l'adap- 
tation d~marre beaucoup plus rapidement chez les levures N(- - )Zn  (Courbes b, 
Fig. 4) que ehez les levures N ( + ) Z n  (Courbes a, Fig. 4). On voit de plus que les 
levures N (+ )Zn  enrichies en Zn-protoporphyrine par prfiincubation "X pH 8 (Courbe 
a-3) ont une activit~ respiratoire apr~s 3 h d'adaptation fortement inhib6e par rapport 

celle des levures N (--) Zn pr6incub~es elles-aussi ~ pH 8 (Courbe b-3) mais exemptes 
de Zn-protoporphyrine. En outre, dans le eas des levures N (+) Zn (Courbes a-2 et a-3), 
la pr6ineubation 3 h ~ pH 8 inhibe encore plus fortement l'apparition de l'activit~ 
respiratoire que la pr6incubation ~ pH 4-5. 

T A B L E A U  I I I  

INFLUENCE DE L'ENRICHISSEMENT EN Zn-PROTOPORPHYRINE (PAR PRI~;INCUBATION A p H  4 . 5 0 U  
3, p H  8) SUR L'ADAPTABILIT(~ DES LEVURES N ( + ) Z n  ET LEUR TAUX DE L~TALIT~ 

L ' a d a p t a b i l i t d  des  l e v u r e s  e s t  r e p r d s e n t ~ e  p a r  la  v a l e u r  de  Qo2 o b t e n u e  aprSs  3 11 d ' a d a p t a t i o n .  
Qo2 = / t l  d ' o x y g ~ n e  p a r  h p a r  m g  de  p o i d s  sec de  l evu re .  

Dur~e de la 
pr~incubation 
(h) 

pH 4.5 pH 8 

Taux de Adaptation 3 h Taux de Adaptation 3 h 
Idtalitd Idtalitd 
(%) Qo,,. Inhibition (%) Qo2 Inhibition 

du Qo2 du Qo,, 
(%) (%) 

o 5 54 o 5 39 o 
I i o  49 IO IS 29 25 
3 r3 45 2o 6o 8 8o 

En comparant (cf. Tableau III) les pourcentages d'inhibition de l'activit6 respi- 
ratoire (mesur6e apr6s une adaptation de 3 h) et les pourcentages de 16talit6 des levures 
N ( + ) Z n  ayant subi des pr6incubations plus ou moins longues soit k pH 4-5, soit 
h pH 8, on voit qu'une pr6incubation ~ pH 4.5 influence peu l'adaptabilit6 et le taux 
de 16talit6. En revanche, une prfincubation k pH 8 provoque une tr6s forte inhibition 
de l'adaptabilit6 (Qo2 apr6s adaptation diminu6 de 8o %) et un accroissement du taux 
de 16talit6 qui atteint 6o %. Ii apparait donc (comme dans le cas des levures A (+ )Zn  
pr6incub6es k pH 8), que l'inhibition des activit6s respiratoires ne s'explique pas com- 
pl6tement par la mort des cellules. 

(5) Etude des levures N (+ )Zn  ayant amorcd un ddbut "d'adaptation respiratoire" 
avant d'etre enrichies en Zn-protoporphyrine 

Comme le montrent les exp6riences r6sum6es dans les Tableaux I e t  II, l'effet 
ldtal corr61atif d'un enrichissement en Zn-protoporphyrine est moins prononc6 chez 
des levures poss6dant leur syst6me respiratoire que chez celles qui en sont d6pourvues. 
Pour pr6ciser cette observation, nous avons tout d'abord fait subir ~ des levures 
N ( + ) Z n  une amorce d'adaptation en pr6sence de glucose, puis les cellules ainsi 
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trait6es ont 6t6 enrichies en Zn-protoporphyrine par a6ration ~ pH 8 en absence de 
glucose. 

Nous avons mesur6 le taux de l~talit6 ~ la fin de cette a6ration. Les r6sultats 
obtenus montrent qu'une "adaptation" pr6alable de 30 rain fait passer le taux de 
16talit6 (mesur6 apr~s 3 h d'a6ration h pH 8) de 60 % ~ 17 0/o. I1 apparait donc bien 
que l'effet 16tal corr61atif de l'enrichissement en Zn-protoporphyrine est d 'autant plus 
faible que la synth~se du syst~me respiratoire de la levure est plus complete. 

(II) Etude des e~ets exerces par la Zn-protoporphyrine ajoutde "in vitro" ~ des mito- 
chondries exemptes de ce pigment 

I1 nous a paru intfressant d'examiner les effets de l'addition de Zn-protopor- 
phyrine purifi6e en solution 6thanolique, h des mitochondries isol6es ~ 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 ; contr61e 
respiratoire = 3.4- Dans ces conditions, l'addition de quantitfis croissantes de Zn- 
protoporphyrine supprime progressivement le contr61e respiratoire, qui disparait 
totalement pour une concentration en Zn-protoporphyrine 6gale h 2. 7 • IO 7 M (Fig. 5). 
Nous n'avons pas observ6 jusqu'ici d'effets significatifs de la Zn-protoporphyrine 
de telles concentrations sur la vitesse de consommation d'oxyg~ne des mitochondries 
en absence d'ADP, (6tat 4)- 

Quoi qu'il en soit, les r6sultats coneernant le contr61e respiratoire indiquent 
que la Zn-protoporphyrine purifi6e ajout6e aux mitochondries entralne une pertur- 
bation extrfimement rapide du processus des phosphorylations. 

~ Coef'ficient 
|de cont r61e 

Jresp{ratoire 

2 

I 

(Zn- protoporphyeine) 
( M × 1 0  - r  ) 

Fig. 5" Contr61e respira toire  des mi tochondr ie s  apr6s 5 min  de con t ac t  avec la Zn -p ro topo rphy r ine  
dans  la cellule de mesu re  de l 'Oxygraph .  Quant i t~  de prot~ines  dans  les essais : o.32 mg.  

DISCUSSION 

I1 avait 6t6 pr6c6demment montr61,14 que les cellules de Saccharomyces cerevisiae 
(Yeast Foam) provenant de cultures ana6robies sur milieu synth6tique additionn~ 
de Zn 2+ (2.5" 10 -6 M) (levures N (+)Zn) contiennent de la Zn-protoporphyrine alors 
que les levures provenant de cultures sur un milieu non additionn6 de Zn 2+ (levures 
N (--)Zn) n'en contiennent pratiquement pas. 

Nous avons mis au point une m~thode d'enrichissement en Zn-protoporphyrine 
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chez les levures N ( + ) Z n  et A(+)Zn ,  par simple a~ration de celles-ci "k pH 8 en 
absence de substrat carbon~: la formation de Zn-protoporphyrine dans ces conditions 
s'explique d'une part par le fait que le syst~me enzymatique de synth~se de la proto- 
porphyrine, plus actif k pH 8 qu"~ pH 4.5, est prfisent aussi bien dans la cellule de 
levure cultiv6e en a6robiose que chez celle cultiv~e en ana~robiose 9, d'autre part par 
le fait que la ferroch~latase, enzyme lift "~ la membrane interne mitochondriale TM, 11, est 
capable d'incorporer le zinc k la place du fer dans la protoporphyrine chez, la levurO 2. 

Nous avons montr~ que l'accumulation de la Zn-protoporphyrine par les cellules 
de levure entraine des perturbations importantes: 

(I) A.u uiveau du fonctionnement du svst~me respiratoire. Chez ta levure cultiv~e 
en a6robiose, l'accumulation de Zn-protoporphyrine entraine une forte diminution de 
l'activit6 respiratoire. La Zn-protoporphyrine accumul6e est localis6e int6gralement 
darts la fraction mitochondriale dont la respiration est pratiquement nulle. Le spectre 
d'absorption de cette fraction mitochondriale ne pr6sente que les bandes d'absorption 
de la Zn-protoporphyrine; toutefois, la photolyse "in situ" de ee pigment d6masque 
la pr6senee des cytochromes de la chaine respiratoire. L'addition "in vitro" de Zn- 
protoporphyrine h des mitochondries eoupl6es provoque une inhibition irr6versible 
du contr61e respiratoire. 

Etant donn6 le caract~re lipophile du ch61ate Zn-protoporphyrine et l'inhibition 
complete de la respiration qu'entraine sa pr6sence au sein des nlitochondries, il est 
probable que l'accumulation de Zn-protoporphyrine conduit "k une d6sorganisation 
de la structure mitochondriale, selon un m6canisme qui reste ~ 61ucider. 

(2) Au niveau de la svnth~se dl~ svst~me respiratoire. Chez la levure cultiv6e en 
ana~robiose et enrichie en Zn-protoporphyrine, la synth~se des enzymes respiratoires 
est inhib6e et l'activit6 respiratoire mesur6e apr~s 3 h d'adaptation reste tr~s faible. 
Comme le protoh~me et la Zn-protoporphyrine sont des mol6cules de structure tr~s 
voisine, on peut supposer qu'il existe une comp6tition entre ces deux substances lots 
de la formation des cytochromes au cours de l '"adaptation respiratoire". Ceci expli- 
querait b. la fois l'inhibition observfe ehez les levures N (+)Zn  pr6incub6es h pH 8, 
et l'inhibition de l" 'adaptation respiratoire" observ6e chez les levures N ( + ) Z n  non 
pr6incub6es, chez lesquelles on d6c~le une faible quantit6 de Zn-protoporphyrine a. 
Dans le cas de l'inhibition de l '"adaptation respiratoire" des levures enrichies en Zn- 
protoporphyrine, il est possible que cette mol6cule inhibe h la fois la synthbse et le 
fonctionnement du syst~me respiratoire n6oform~. 

L'accnmulation de Zn-protoporphyrine par la levure entraine aussi pour une 
grande partie des cellules une incapacitd 5~ se multiplier. Nous avons d6crit ce ph6no- 
m~ne sous le nom de "16talit6 des cellules". Mais le taux de ldtalit6 reste toujours 
infdrieur au taux d'inhibition du Qo., (Qo2 mesurd apr~s la pr6incubation des levures 
A (+)Zn  ou aprbs 3 h d'adaptation des levures N (~)Zn  pr~incnb6es). De plus, l'bcart 
entre taux d'inhibition du Qo2 et taux de ldtalitd est plus grand chez les levures 
A(+)Zn ,  ou chez les levures N ( + ) Z n  ayant subi un d6but d'adaptation, que chez 
les levures N(+)Zn .  Tout se passe comme si la pr6sence du syst~me respiratoire 
rendait les cellules moins vuln6rables aux effets de la Zn-protoporphyrine. 

ELKIND ET SUTTON la avaient montr6 que, darts des conditions de pr6incubation 
analogues aux n6tres, les cellules de levures accumulent un pigment dont la presence 
entralne leur photol~talit6 ; le spectre d'action ou le spectre &absorption de ce pigment 
(maxima k 2 = 545 et 583 nm) et le spectre d'absorption de la Zn-protoporphyrine 
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coincident. I1 s'av6re donc que l 'agent responsable de la photoldtalitd observ6e par 
ces auteurs est la Zn-protoporphyrine. Nous avons vu d'ailleurs qu'en prfsence 
d'oxyg6ne le spectre de cette mol6cule disparalt h la lumi6re. Toutefois, dtant donn6 
les pr6cautions prises pour 6viter les effets de la lumi6re au cours de nos exp6riences, 
il est difficile de mettre enti6rement sur le compte d'une photolyse de la Zn-proto- 
porphyrine les pourcentages de 16talit6 observ6s. La Zn-protoporphyrine pourrait donc 
exercer un effet 16tal par un mfcanisme autre que celui de sa photolyse. 

Des ~tudes "in vivo" et "in vitro" sont en cours pour pr6ciser le r61e de diff6rents 
facteurs tels que concentration en Zn-protoporphyrine, oxyg6ne et lumi6re, dans les 
perturbations observ6es chez les cellules charg6es en Zn-protoporphyrine. 

R~su~i~ 

Les cellules de levure provenant de culture a6robie ou ana~robie sont capables 
de synth6tiser de grandes quantit6s de Zn-protoporphyrine par a6ration ~ l '6tat non 
prolifdrant dans du tampon phosphate k pH 8. 

Chez les cellnles provenant de culture adrobie, l 'accumulation de Zn-proto- 
porphyrine inhibe l'activit6 respiratoire et provoque une certaine 16talit6. Chez les 
levures provenant de culture ana6robie, cette accumulation entralne une tr~s forte 
inhibition de la synth+se des cytochromes et l'inhibition de l 'adaptation respiratoire, 
amsi qu'une 16talit6 importante des cellules. 

La Zn-protoporphyrine s'accumule dans les mitoehondries. Ces mitochondries 
surcharg6es en Zn-protoporphyrine pr6sentent une inhibition totale de leur activit6 
respiratoire. L'addition "in vitro" de Zn-protoporphyrine purifi6e h des mitochondries 
non surcharg6es eu Zn-protoporphyrine entralne l'abolition du contr61e respiratoire. 
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