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Résumé

La respiration cellulaire dépend d’un certain nombre de facteurs: métabolisme
intense d’un substrat, chaine respiratoire fonctionnelle, etc. Les processus métaboliques
comprenant un ¢change gazeux peuvent Etre mesurés manométriquement par la
méthode de Warburg. Pour tester l’influence de ces facteurs, la consommation
d’oxygene par la levure S.cereviciae sera mesurée en présence et en absence du glucose

(gle) et d’inhibiteurs de la chaine respiratoire.

La comparaison des consommations d’oxygene en présence et en absence du glc,
montre une différence significative (P < 0,01), donc on peut conclure que le glucose
stimule la consommation d’O; par les levures. Nous avons noté que le KCN (0.5mM)
inhibe fortement la consommation d’O, par la suspension de levure; que ce soit dans le
milieu phosphate balance salt (PBS) ou PBS-glucose (5%) (96.9% et 90.1%, p < 0.01),
et également on observe cette inhibition en présence du roténone (SmM) dans le milieu
PBS et PBS-glc (5%) (86.46%, 83.82%), alors que I’inhibition en présence de NaNj
(1mM) dans le milieu PBS et PBS-glc (5%) est a: 65.61% et 73.44% respectivement, en
présence des pesticides on a observé une inhibition de la consommation d’O; dans le
milieu PBS et PBS-glc (5 %) pour une période d’incubation de 60 minutes a 25°C en
présence de 2,4-D (5SmM) (93.54% et 94.43% , p < 0.01), et de 3-HCH (5mM) (91.3%
et 92.81%, P < 0.01), par contre on a observé une stimulation de la consommation d’O,
en présence du paraquat (SmM) (16.94%) dans le milieu PBS. On a noté aussi que les
flavonoides ont un effet inhibiteur sur la consommation d’O,, dont en présence de la
quercetine dans le milieu PBS et PBS-glc (5%) le taux d’inhibition est égale a 89.31%
et 86.71% respectivement (P < 0.01). Alors que ce taux est égal a 89.42% et 91.72% en
présence de la rutine (P < 0.01). Le taux du phosphate (Pi) dans la suspension de la
levure en présence de 2,4-D (5SmM) et azide de sodium (1mM) montre une différence

trés significative en présence du 2,4-D (SmM) (P < 0.001).

Mots clés: Saccharomyces cereviciae; Respiration, Flavonoides, Inhibiteurs;

Pesticides
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Abstract

Cellular respiration depends on a certain number of factors: intense metabolism of
a substrate, functional chains respiratory, etc. The metabolic processes including a
gaseous exchange can be measured by the manometric method of Warburg. To test the
influence of these factors, the oxygen uptake by Saccharomyces cereviciae yeast will be
measured in the absence and the presence of glucose and inhibitors of the respiratory

chain.

The comparison of the oxygen uptakes in the absence and in the presence of
glucose, shows a significant difference (p < 0.01), therefore one can conclude that
glucose supports the oxygen uptake by yeast. We noted that the KCN (0.5mM) inhibits
strongly the oxygen uptake by the yeast suspension, that’s in the phosphate balance salt
(PBS) medium or in the PBS-glucose (5%) medium for 60 minutes of incubation at
25°C (96.93 vs. 90.14%; p < 0.01), and also we observed this inhibition in the presence
of roténone (SmM) in PBS medium and PBS-glc (5%) (86.46%, 83.82%), so that the
inhibition in the presence of NaN; (1mM) in the medium PBS and PBS-glc (5%) was
65.61% and 73.44%, respectively In the presence of pesticides was observed an
inhibition of O, consumption in the medium PBS and PBS-glc (5%) for an incubation
period of 60 minutes at 25°C in the presence of 2,4-D (5mM) (93.54% and 94.43%, p <
0.01), and 6-HCH (5mM), (91.3% and 92.81%, p < 0.01). contrarily, we have observed
a stimulation of the oxygen uptake (29.9%; p < 0.05) in the presence of the paraquat
(5mM), for 60 minutes of incubation at 25°C in PBS medium. It was also noted that
flavonoids have an inhibitory effect on O, consumption, which in the presence of
quercetin in the PBS medium and PBS-glc (5%) the rate of inhibition is equal to
89.31% and 86.71% respectively (p < 0.01) while this rate is equal to 89.42% and
91.72% in the presence of rutin (P < 0.01). The rate of phosphate (Pi) in the suspension
yeast in the presence of 2,4-D (5SmM) and sodium azide (1mM) showed a highly
significant difference in the presence of 2,4-D (5SmM) (P <0.001).

Key words: Saccharomyces cereviciae; Respiration; Flavonoids; Inhibitors;

Pesticides
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Introduction

Le fonctionnement cellulaire nécessite un apport continu d’énergie. Cette
derniére, produite par les oxydations du métabolisme intermédiaire, est stockée sous
forme d’acide adénosine triphosphorique (ATP), et distribuée aux réactions utilisatrices

par exemple, les réactions en biosynthese.

La formation d’ATP est essentiellement localisée dans les organites cellulaires
importants: les mitochondries. Ces derni¢res sont souvent situées a proximité de
structures nécessitant un apport énergétique. Leur nombre est constant dans les cellules
d’un tissu donné. Elles possedent deux membranes: une externe lisse et élastique et une
interne se repliant vers l’intérieur pour former des crétes qui contient tous les
composants de la chaine respiratoire (Lardy and Ferguson, 1969). On a pu montrer que

ces deux membranes ont des propriétés différentes.

Les mitochondries sont le si¢ége d’un mécanisme couplant la respiration aérobie et
la genése de ’ATP a partir d’ADP et de Pi. Ce mécanisme est connu sous le nom de

phosphorylation oxydative.

Le catabolisme des substrats du cycle des acides tricarboxyliques (cycle de Krebs)
fournit des Coenzymes réduits tels que le Flavine et Nicotinamide adénosine
dinucléotide (FADH,) et le (NADH;). Ces coenzymes sont orientés vers la chailne
respiratoire ou ils cédent leur paire d’électrons. Ces derniers transitent par les différents

composants de la chalne respiratoire et réduisent 1I’oxygene (O,) moléculaire.

Ce mécanisme a fait I’objet de nombreux travaux principalement chez les
animaux et les plantes. Par contre on posséde peu d’information sur les champignons,
c’est pourquoi notre travail porte sur I’étude de la respiration chez un champignon
Saccharomyces cerevisiae. La respiration cellulaire dépend d’un certain nombre de
facteurs: métabolisme intense d’un substrat, chaine respiratoire fonctionnelle,...Pour
tester 1’influence de ces deux facteurs, la consommation d’oxygéne par les levures sera
mesurée en présence et en ’absence de glucose, d’inhibiteurs de la chaine respiratoire
(KCN, roténone et azide de sodium), trois herbicides, le paraquat (1,1°’—diméthyl-4,4’-
bipyridylium dichloride; méthyl viologen), 1’acide (dichloro-2,4-phenoxy) acétique
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(2,4-D) et d-hexachlorocyclohexane (6-HCH) et deux flavonoides, la rutine (3,3°,4°,5,7-

pentahedroxyflavone-3-rutinoside) et la quercetine (3,3 ,4 , 5,7-pentahydroxyflavone).

Le phosphore joue un réle important dans plusieurs aspects du métabolisme
cellulaires notamment la synthése d’ATP qui est la source d’énergie pour de
nombreuses réactions cellulaires, pour cela la modification du Pi sera mesurée dans une

suspension de levure en présence et en I’absence de 2,4-D et de ’azide de sodium.

Le but de ce travail est d’étudier 1’effet de certains pesticides et flavonoides sur la
respiration cellulaire et précisément sur la chaine respiratoire mitochondriale et la
phosphorylation oxydative (la synthése d’ATP), a ’aide d’un systéme expérimental

levurien Saccharomyces cereviciae.
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1. Les levures

Les levures peuvent étre définies comme étant des champignons unicellulaires se
reproduisant par bourgeonnement ou fission (Kreger-van Rij, 1984). Elles sont
ubiquistes dans ’environnement et peuvent donc adapter leur métabolisme a des
sources nutritives trés variées. Cette flexibilité métabolique est due en majeure partie a
une large gamme d’enzymes extra et intracellulaires (Van Den Brink et al., 1998;

Balzan et al., 1999; Lee et al., 2001; Rodriguez et al., 2004).

Figure 01: saccharomyces cereviciae (La levure de biere)

(Photo).

Actuellement, les levures sont probablement les organismes eucaryotiques dont la
biologie cellulaire est la mieux étudiée. Ceci tient a leurs activités biochimiques
exploitées sur le plan industriel, mais aussi a la simplicité de leur organisation
unicellulaire et a leur croissance rapide dans les conditions contrélées du laboratoire,
qui en font un modele expérimental particulicrement commode (Bocquet, 1993; Ohgiya

et al., 1997; Murray et Correia, 2001).

Ainsi, le développement spéctaculaire des techniques moléculaires chez les
levures, en particulier Saccharomyces cereviciae (la levure de boulangerie), fait que
cette levure est actuellement 1’organisme de référence en biologie cellulaire et

moléculaire des eucaryotes (Lacour ef al., 1996; Van Den Brink et al., 1998; Schiagger,
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2002; Ballatori et Villalobos, 2002; Fang et Beattie, 2003; Hiraga et al., 2005 ; Hwang
et al., 2005).

1.1. La classification des levures

Les levures appartiennent a 3 classes de champignons: les ascomycétes, les
basidiomycetes et une troisiéme classe les deutéromycétes regroupant les formes

imparfaites des levures (tab. 01).

Tableau 01: Classification des levures dans les Eumycétes (D’aprés Kreger Van

Rij, 1984).

Classe Sous classe Ordre Famille
Ascomycetes
Hémiascomycetes
Endomycétales | Spermophthoraceae
Saccharomycetaceae
Basidiomycétes
Ustilaginales Filobasidiaceae
Levure formant des teliospores
Tremellales Sirobasidiaceae
Tremeliaceae
Deutéromycetes

Blastomycetes | Cryptococcaceae

Sporobolomycetaceae

A Tintérieur de ces classes, les levures sont regroupées en ordre, famille, sous-

famille éventuellement genres et espéces. (Bouix et Leveau, 1993).
1.2. La paroi

En microscope électronique la paroi des ascomycetes appareil avec une couche
claire large et une couche sombre plus mince alors que la paroi des basidiomycétes est
composée d’un nombre variable de couches claires et sombres en alternance .cette
caractéristique est utilisée pour étudier les levures asporogénes et les rattacher a 'une

des classes de levure sporogénes (Bouix et Leveau, 1993).

La composition chimique de la paroi, en particulier les polysaccharides varie entre

les ascomycetes et les basidiomycétes dont:
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- Les ascomycetes contiennent essentiellement des glucanes et des mannanes et
un peu de chitine.
- Les basidiomycetes contiennent essentiellement des glucanes et de la chitine

(Bouix et Leveau, 1993).
1.3. Le cycle de croissance

La croissance d’un microorganisme est pratiquement synonyme de la

multiplication, elle correspond a I’augmentation du nombre d’individus.

Le cycle de croissance consiste en 3 phases principales: Il commence par une
phase de croissance exponentielle au cours de laquelle le temps de génération prend sa
valeur minimale et la population croit considérablement, suivie d’une phase quasi
stationnaire caractérisée par un taux nul de croissance, enfin une phase de déclin ayant
un taux de mortalité¢ élevé dii a I’épuisement du substrat et I’accumulation des
métabolites toxiques (Bocquet, 1993; Jackson, 1994). Une phase de latence peut
précéder ces 3 phases, il s’agit d’une période d’adaptation au cours de laquelle la cellule
synthétise certaines de ses enzymes (Bouix et Leveau, 1993; Jackson, 1994; Wright et

al., 1995).
1.4. La physiologie des levures

Plusieurs caractéristiques physiologiques des levures contribuent a leurs succés en

tant que microorganismes industriels.
1.4.1. Besoins nutritifs

Pour leur vie, pour leur développement et pour ’expression de leurs propriétés,
les microorganismes ont besoin d’énergie et d’¢léments nutritifs. Leur croissance est
considérée comme une série d’interactions entre la cellule et I’environnement, celui-ci
devant fournir les éléments nécessaires a la nutrition et de plus, sous forme utilisable par

ces microorganismes.
1.4.1.1. Nutrition carbonée

Le carbone est le composé majeur de la cellule, il constitue environ 50% du poids

sec (Bocquet, 1993). Les composés carbonés sont utilisés a la fois comme source
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d’énergie fournie par leur oxydation et de carbone exigé pour la biosynthese des

constituants cellulaires (Arnaud et Guiraud, 1993), et la plus utilisés les glucides.
1.4.1.2. Nutrition azotée

L’azote est quantitativement le substrat de deuxiéme importance pour la levure
(Bocquet, 1993), son rdle est capital car il est constitutif des molécules simples et des
macromolécules essentielles au fonctionnement cellulaire (Bouix et Leveau, 1993). La
plupart des levures sont capables d’utiliser les sources azotées minérales simples, mais
aussi des composés organiques divers tels que les acides aminés et les peptides (Botton,

1991).

Saccharomyces cereviciae est incapable d’utiliser les nitrates (Bouix et Leveau,
1993), et certaines substances sont nécessaires a des concentrations assez faibles:

phosphate, magnésium, soufre, potassium, calcium, zinc,...
1.4.2. Conditions physico-chimiques

Outre les exigences nutritives, le développement microbien est sous la
dépendance de paramétres environnementaux crées autour de lui par son milieu. Les
levures tolérent de larges gammes de pH (de 3 a 8), et la température courante de leur

culture se situe entre 25°C et 30°C.
1.4.2.1. Oxygene

Le développement de la levure et la fermentation ne sont pas possibles en
I’absence compléte d’oxygene; il n’y a pas de levures anaérobies strictes (Bouix et

Leveau, 1993).

Une anaérobiose partielle augmente 1’utilisation du glucose par la levure et
améliore sa production de biomasse et sa capacité¢ fermentaire, en permettant la
biosynthése des stérols et des acides gras insaturés a longues chaines constitutifs des

membranes (Charpentier, 1993; Venturin et al, 1994).

S. cerevisiae requiert de trés faibles quantités d’oxygeéne dissous pour la synthése

de ses enzymes respiratoires (Bouix et Leveau, 1993).
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1.4.2.2. Ethanol

Selon les souches et 1’état physiologique de la culture, 1’éthanol est toxique pour
des concentrations de 8 a 18% en volume et peut entrainer la mort des cellules
(Charpentier, 1993). Les molécules d’éthanol vont se substituer aux molécules d’eau a
I’intérieur de la membrane plasmique, réduisant ainsi sa fluidité et sa perméabilité et

entrainant une inhibition du transport de substrat (Delia-Dupuy et Strehaiano, 1996).

Toutes les levures ne présentent pas la méme sensibilit¢ a I’éthanol, les plus
résistantes sont les saccharomyces que 1’on utilise dans les procédés de fermentation
alcoolique pour I’¢laboration des boissons ou la production d’éthanol industriel (Bouix

et Leveau, 2003).
1.4.3. Régulation fermentation—respiration

L’oxygeéne seul ne suffit pas a faire basculer le métabolisme d’une voie
métabolique a une autre. Effectivement, dés I’instant ou le taux de substrat dépasse une
certaine valeur critique (de I’ordre de 1 4 5 g.L™") la levure produit de ’éthanol quelque

soit le niveau d’aération considéré (Delia-Dupuy et Strehaiano, 1996; Vasserot, 1996).

Chez S. cerevisiae, I’adaptation respiratoire est un programme génétique
complexe assurant la synthése de I’ATP dans un milieu pauvre en glucose (Wright et
al., 1995) aux contraires, a des concentrations ¢levées de glucose peuvent inhiber la
respiration cellulaire, ce phénoméne s’appelle effet Crabtree. Ainsi, en présence
d’oxygene et de forts taux de substrats on va avoir une saturation de la voie respiratoire
et I’excédent de pyruvate sera alors détourné vers la voie fermentaire qui va ainsi se
mettre a fonctionner parallélement a la voie respiratoire, c’est le métabolisme respiro-

fermentaire (Vasserot, 1996).
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1.5. Saccharomyces cereviciae

Elle appartient a la classe des Ascomycctes, a la famille des

Saccharomycetoideae, genre Saccharomyces (Bouix et Leveau, 1993 ; Kreger-van Rij,

1984).

Elle présente un métabolisme respiratoire de capacité limitée (Vasserot, 1996),
elle est du type fermentaire (Botton, 1991; Belin, 1996). Largement utilisée en
fermentation alcoolique industrielle ou elle s’est imposée, elle possede une forte
tolérance a 1’éthanol, aux concentrations élevées de sucre et une stabilité en anaérobiose
(Michel et al., 1990; Jackson, 1994; Panon, 1997). Elle est économiquement
avantageuse, elle croit et fermente rapidement aux faibles valeurs du pH spécifique du
mo(it (Jackson, 1994; Drilleau, 1996). Elle est capable de prédominer surtout pendant
les stades tardifs lorsque I’anaérobiose et le taux d’éthanol augmentent (Duedas et al.,

1994; Bizeau et al., 1992).

Par ailleurs, elle posséde de nombreux attributs qui s’ajoutent a ses
caractéristiques biochimiques et physiologiques, entre autres un génome entiérement
séquencé, relativement petit et compacte permettant des analyses globales au niveau du
génome en entier, et dont les génes sont facilement manipulés, effacés, remplacés, ce
qui les rend un modele génétique virtuellement idéal (Ballatori et Villalobos, 2002;

Dolinski et Botstein, 2006).
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2. La mitochondrie

La mitochondrie est un organite intracellulaire a double membrane qui intervient
dans la production énergétique de la cellule et qui posséde son propre génome, leur

nombre est trés variable en fonction du type cellulaire.

Selon les théories récentes, la cellule eucaryote proviendrait de la fusion d’une
archéobactérie (hote) anaérobie avec une protéobactérie (symbiote), ancétre de la
mitochondrie. Au cours de I’évolution, cette protéobactérie a transmis 1’essentiel de ses
génes & la cellule hote. A présent, la mitochondrie dépend de I’hdte qui fournit les
substrats et les protéines nécessaires a sa survie et la mitochondrie fournit I’ATP

nécessaire a la cellule (Neviere, 2008).

La mitochondrie est le si¢ge de la respiration, elle comporte une double membrane:
membrane externe et interne séparées par I’espace intermembranaire (Fig.02), a
I’intérieur de la membrane interne est un compartiment soluble appelé¢ matrice, les
enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale (C.R.M) sont situées dans la
membrane interne mitochondriale (M.ILM.) (Raisonnier, 2005). Elle forme un
compartiment cellulaire ou ont lieu des réseaux métaboliques comme par exemple le
cycle citrique, la f-oxydation des acides gras, la chaine de transporteurs des électrons, le
transport des métabolites a travers la membrane mitochondriale interne et la synthese

d’ATP (Vendelin et al., 2005).

Le schéma général de la C.R.M. (Fig.04) est expliqué sur un agrandissement de la

partie encadrée de cette mitochondrie.
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Figure 02: Morphologie et principaux composants de la mitochondrie.

(Raisonnier, 2005).
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2.1. La membrane interne mitochondriale (M.I.M.)

Elle forme des replis appelés crétes qui pénetrent a ’intérieur de la matrice afin
d’augmenter sa superficie (Fig.02), elle contient 30% de phospholipides, 70% de
protéines, dont des complexes protéiques de la chaine respiratoire et différents
transporteurs comme par exemple la TIM (Translocase of the Inner Membrane) qui
assurent le transport des protéines, et les transporteurs qui font partis de la famille de

transporteurs mitochondriaux (MCF: Mitochondria Carrier Family) composée de:

-symports: H-+/pyruvate translocase, H'/H,PO,: transporteur du phosphate
inorganique (H,POy).

- antiport ANT (Adenine Nucleotide Translocase) , Na'/Ca*" antiport.

- uniport de Ca*" et d’autres (Saks et Pison, 2009) (Fig.03).
2.2. La chaine respiratoire mitochondriale (C.R.M)

La chaine respiratoire est un ensemble de réactions catalysées par de gros
complexes enzymatiques de la membrane interne des mitochondries, dont I’effet est le
couplage de I’oxydation en présences d’oxygene avec les coenzymes transporteurs
d’hydrogeéne comme le NADH ou le coenzyme QH2, en a phosphorylation de ’ADP en
ATP (Raisonnier, 2005).

Elle est localisée dans la membrane interne mitochondriale et composer d’une
centaine de protéines différentes organisées en 5 complexes hétéropolymeriques
(Mitchell et Moyle, 1967) et de 2 transporteurs mobile d’électron: le coenzyme Q (ou
ubiquinone) et le cytochrome C (Moussard, 2002).

Cette voie métabolique nécessite la présence des cinq complexes enzymatiques
avec leurs cofacteurs liés, des coenzymes libres NAD, du coenzyme Q, du cytochrome
C , d’ADP, du phosphate, du protons, du magnésium, et enfin du substrats comme
I’oxygene, le succinate, le glycérophosphate ou les acyl-coenzymes A (Raisonnier,

2005).
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Figure 04: Le schéma général de la chaine respiratoire mitochondriale

(Raisonnier, 2005).

Les complexes I a IV assurent les réactions d’oxydoréductions en série qui
permettent en début de chaine de désoxyder les dérivés réduits produits par le
métabolisme intermédiaire (NADH, FADH,...) et en fin de chaine de réduire I’oxygene
moléculaire on eau. En parallele du transfert d’électrons, les complexes I, III et IV
expulsent des protons depuis la matrice mitochondriale vers 1’espace intermembranaire
ils génerent ainsi un gradient électrochimique dont 1’énergie est utilisée par le complexe
V pour la phosphorylation de ’ADP en ATP. Ce mécanisme couple la chaine
d’oxydoréductions et la phosphorylation de I’ATP (Mitchell et Moyle, 1967) d’ou le
non de chaine des oxydations phosphorylantes (OXPHOS).

La chaine des OXPHOS est unique par sa double origine génétique, la grande
majorité des sous-unités des complexes de la chaine des OXPHOS est codée par des
geénes nucléaires mais 13 protéines essentielles de la chaine sont codées par ’ADN
mitochondriale. Ces 13 protéines sont des sous-unités des complexes respiratoires I, 111,
IV et V. Parmi les cinq complexes de la chaine des OXPHOS, seul le complexe II est

donc totalement codé par I’ADN nucléaire (Brown et al., 1979).



http://www.abbyy.com/buy
http://www.abbyy.com/buy

2.3. Les complexes de la chaine respiratoire

2.3.1. Complexe I

La NADH-Coenzyme Q oxydoréductase est la premic¢re enzyme de cette voie
métabolique, ces enzymes sont situées dans la membrane interne de la mitochondrie,
cette membrane est représentée par sa face matricielle dans la partie haute de I’'image
(Fig.05) et au dessous de la coupe de cette membrane se situe 1’espace

intermembranaire.

Elle est constituée de sous-unités et de cofacteurs liés. Les sous-unités sont
marquées par des parallélépipeédes en jaune et les cofacteurs en vert: on apercoit une
flavine mononucléotide et des cofacteurs liés constitués d’atomes de fer et de soufre (on
les appelle centres Fer-Soufre) au nombre de 6. L’hydrogéne qui est le substrat de
I’enzyme est apporté par le coenzyme NADH, et transféré par I’enzyme vers le

coenzyme Q présent dans les lipides de la membrane (Fig.05) (Raisonnier, 2005).
2.3.2. Complexe IV

Le cytochrome oxydase est situé¢ dans la membrane interne et dépasse surtout sur
la face intermembranair, elle est constituée de 2 moitiés identiques contenant les mémes
coenzymes liés. On apercoit le cytochrome qui contient deux noyaux hémes appelés a et

a; chacun d’entre eux étant associé a un atome de cuivre (Fig.06).

Les ¢lectrons qui sont le substrat de I’enzyme sont apportés par le cytochrome C
de I’espace intermembranaire puis transférés par I’enzyme vers [’oxygeéne de la

respiration qui diffuse des vaisseaux vers la matrice des mitochondries.

Dans les cellules, le rapport des concentrations du cytochrome C réduit et oxyde
n’est pas égal a 'unité et I’Oxygene est beaucoup moins abondant que 1’eau, de sorte
que la réaction produit moins de chaleur que dans les conditions standard (Raisonnier,

2005).
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2.3.3. Complexe II1

La Coenzyme Q-cytochrome C oxydoréductase est située dans la membrane
interne et dépasse largement sur les deux faces. Elle est constituée de 2 moitiés

identiques contenant les mémes coenzymes liés (Fig.07).

Les atomes d’hydrogéne qui sont le substrat de I’enzyme sont apportés par le
coenzyme QH2, leurs électrons sont transférés par I’enzyme vers le cytochrome C qui

déplace dans I’espace intermembranaire (Raisonnier, 2005).
2.3.4. Complexe II

La succinate déshydrogénase est une enzyme de la membrane interne de la
mitochondrie faisant partie de deux voies métaboliques, le cycle de KREBS et la chaine

respiratoire mitochondriale.

Elle est constituée de quatre chaines d’acides aminés dont deux sont incluses dans
la membrane interne de la mitochondrie, deux autres étant seulement liées aux

premicres sur la face matricielle de la membrane (Fig.08).

Le succinate substrat de I’enzyme, est oxydé en fumarate par les sous-unités
internes, qui contiennent un coenzyme FAD li¢ et plusieurs centres Fer-Soufre

(Raisonnier, 2005).
2.3.5. Complexe V

L’ ATPase mitochondriale est la derniére enzyme de la chaine respiratoire
mitochondriale, elle est constituée d’une partie membranaire insérée dans la membrane
interne de la mitochondrie, et d’une téte (appelée corpuscule de GREEN) qui dépasse
fortement de la membrane vers la matrice mitochondriale et se voit trés nettement au
microscope électronique (Fig.09). Cette téte est formée de plusieurs sous-unités qui

produisent I’ATP dans la mitochondrie (Raisonnier, 2005).

L’ ATPase mitochondriale est une protéine complexe constituée de 11 sous-unités
différentes.Contrairement aux autres enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale,
elle pompe les protons de I’espace intermembranaire vers la matrice. Ce faisant, elle

récupere I’énergie que les autres enzymes de la chaine utilisent pour accumuler les
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protons dans I’espace intermembranaire, cette énergie est couplée a la réaction de
phosphorylation de I’ADP par un phosphate minéral (Pi) en présence de magnésium,

réaction endérgonique qui consomme 31 kJ/mol (Raisonnier, 2005).

ATPase

mitochondriale

A
LllLl,lI,

Figure 9: ATPase mitochondriale (complexe Fo-F)
(Raisonnier, 2005).

2.4. La respiration cellulaire

La respiration cellulaire est un mode de production de liaisons riches en énergie

(sous forme d’ATP) qui se caractérise par des oxydations phosphorylantes:
— Actives au sein d’une membrane riche en cytochromes.
— Dont I’accepteur final d’électrons est I’oxygene.

— Dont I’intermédiaire entre oxydation et phosphorylation (couplage) est un

gradient ionique doublé d’un potentiel de membrane.

Elle se distingue des fermentations, qui produisent aussi des liaisons riches en

énergie (sous forme d’ATP) par des oxydations phosphorylantes:
— Actives au sein d’un compartiment soluble (cytoplasme par exemple).

— Dont I’accepteur d’¢électrons n’est pas I’oxygeéne (par exemple le pyruvate).
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— Dont les intermédiaires entre oxydation et phosphorylation (couplage) sont des

molécules riches en énergie (par exemple 1,3 diphosphoglycérate) (Raisonnier, 2005).
2.5. La phosphorylation oxydative

En 1930, il a été émis I"’hypothése que la respiration aérobie doit étre couplée a
une phosphorylation de I’acide adénosine di-phosphorique (ADP). En 1948, il a montré
que la phosphorylation oxydative n’avait lieu que dans la fraction mitochondriale isolée
d’un homogénat de foie, par ultra-centrifugation différentielle. De toutes les espéces

étudiées jusqu’a présent, la mitochondrie est le siége des phosphorylations oxydatives.

Les réactions d’oxydations du catabolisme (glycolyse, f-oxydation des acides
gras, catabolisme des acides amings, cycle de 1’acide citrique) qui son pris en charge les

coenzymes NAD et FAD.

- D’une part, la réoxydation de ces coenzymes est indispensable a I’entretien du
catabolisme oxydatif.
- D’autre part, le pouvoir réducteur de ces coenzymes est utilis¢ a la synthése

d’ATP.

Le processus qui couple la réoxydation des NADH, H' et FADH, a la synthése
d’ATP par phosphorylation de I’ADP appelé¢ oxydation phosphorylante (Moussard,
2002).

2.6. La membrane externe mitochondriale (M.E.M.)

C’est une barric¢re sélective pour des métabolites, certaines protéines qui peuvent
passer via le transporteur de protéines TOM (translocase of the outer membrane), et
ions. Par I’intermédiaire du controle du flux des métabolites énergétiques via le VDAC
(voltage dependent anion channel), la M.E.M. participe a la régulation de la

phosphorylation oxydative (Colombini, 1979).
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3. Les pesticides

Couramment appelés produits phytosanitaires, les pesticides (du latin « pestis »
signifiant « fléau, calamité ») ont une dénomination qui provient du nom anglais
«pests», c’est-a-dire insectes ou plantes nuisibles. Ce sont des substances xéno-
biotiques utilisées en agriculture pour combattre les ravageurs, les maladies et les

mauvaises herbes (Fdil, 2004).

L'agence de protection de l'environnement des Etats-Unis (USEPA) définit un
pesticide comme étant n'importe quelle substance prévue pour empécher, détruire,
repousser, ou atténuer n'importe quel parasite. Ceci inclut les insecticides, les
herbicides, les fongicides, les fumigénes, les algicides, et d'autres substances (Landgraf
et al., 1998). La réglementation francaise et européenne ne reconnait pas 1’appellation
pesticide mais elle définit précisément les notions de produits phytopharmaceutiques et

de biocide (Vigouroux-Villard, 2006).

Le terme pesticide n'a été introduit que récemment, il s'est substitu¢ a "produit
antiparasitaire" et a "produit phytopharmaceutique", qui n'ont pas exactement la méme
signification. Il désigne de maniere plus générale une préparation ou substance capable
de lutter contre une espece nuisible. Selon le type d'espéce a laquelle il est destiné, le
pesticide sera dénommé insecticide, acaricide, nématicide, fongicide, rodenticide ou

herbicide (Fdil, 2004).
3.1. Classification

D’aprés leur cible, les pesticides sont divisés en: herbicides, insecticides,

fongicides, acaricides, molluscicides, nématoceres, rodenticides et corvicides.

Selon leur structure chimique, ils peuvent étre: organochlorés, organophosphorés,
organostaniques, carbamates, benzimidazoles, triazoles, pyréthrinoides de synthése,

pyrimidines et autres (Jawich, 2006).
3.2. Interaction pesticides-levures

La membrane plasmique des levures est le site d’action de nombreux

antifongiques qui vont soit se complexer aux stérols soit inhiber la syntheése de
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I’ergostérol et entrainer ainsi une désorganisation de la structure membranaire, et par la
suite, un déséquilibre dans les échanges de la levure avec le milieu environnant; suivi
par différentes perturbations tel qu une accumulation d’acides gras libres, une inhibition
de la respiration et de la synthése des acides nucléiques accompagnée par une
augmentation du poids sec et des déformations morphologiques notables (Buchenauer,
1987; Bonaly, 1991; Hargreaves et al., 1996). La toxicit¢ des pesticides pouvant
s’exercer directement envers des composants intracellulaires levuriers de différents
compartiments cellulaires, des actions cytotoxiques et génotoxiques diverses viennent
alors s’ajouter et se combiner (Ahlers et al., 1991; Goin et Mayer, 1995; Sohn et al.,
2004 ; Wang et al., 2002).

Pour conclure, on peut noter qu’en matiére d’interaction avec les pesticides, le
modele levurien se montre comme un systéme approprié¢ pour répondu a nombreuses
hypotheses de cytotoxicité et génotoxicité directe ou indirecte. Ainsi, perturbation des
systétmes membranaires, inhibitions enzymatiques, stress oxydatif, perte de
chromosome, métabolites réactionnels €lectrophiles, et autres actions cytotoxiques et/ou
génotoxiques sont relevés parallélement a la baisse de la viabilité et la diminution de la
croissance et de I’activité fermentaire des levures sous 1’effet des pesticides. Donc, les
levures peuvent étre passives et subir 1’action toxique, comme elles pourraient participer
a cette toxicité par bioactivation des pesticides en métabolites réactifs électrophiles
présentant une forte probabilité de liaison avec les macromolécules structurales et
résultantes en adduits, a I’exemple du métabolisme levurien de 1’aflatoxine B:. Donc, la
aussi le métabolisme peut jouer un rdle crucial qui peut étre nuisible, ou protecteur
lorsque les métabolites obtenus sont moins toxiques que le pesticide initial, mais, si les
pesticides exercent une action toxique envers les levures, ces dernieres peuvent a leur
tour diminuer les résidus de pesticides par adsorption et/ou métabolisation des

molécules toxiques (Jawich, 2006).

Cette vue d’ensemble ne peut que souligner I’efficacité du modele levurien pour

définir les bases cellulaires et moléculaires de la toxicité des pesticides (Jawich, 2006).
3.3. Les inhibiteurs de la chaine respiratoire mitochondriale

Les principeaux serons les suivants :

- Complexe I: Roténone, Barbiturique, Meperidine (Dolosal) (Fig.10).
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- Complexe II: Malonate, Thénoyltrifluoroacétone (TTFA).

- Complexe III: Antimycine A, Myxothiazol, Dimercaprol.

- Complexe I'V: Cyanure, Azide, Oxyde de carbone (Fig.10).

- Complexe FyF;: Oligomycine, Dicyclohexylcarbodiimide (DCCD).

- ATP translocase: Atractylate, Bongkrékate.

* Le complexe I peut étre inhibé par la roténone, extraite des racines de certaines
légumineuses et utilisée comme poison de péche par les indiens, certains médicaments
sédatifs comme les Barbituriques ou le Dolosal ont aussi cet effet.

* Le malonate est un petit diacide connu comme inhibiteur du complexe II,
compétitif vis-a-vis du succinate. Le TTFA est un chélateur de métaux lourds utilisé
pour le dosage de I’Uranium.

* Les inhibiteurs du complexe III sont I’antimycine A et le myxothiazol qui
agissent respectivement aux niveaux du cytochrome K et du centre Fer-Soufre.

* L’oxyde de carbone et les cyanures sont des inhibiteurs des enzymes ayant

I’Oxygene pour substrat comme le cytochrome oxydase (Raisonnier, 2005).

3.3.1. Le cyanure

Le terme cyanure désigne le radical anionique —C=N. Les composés capables de

libérer du cyanure peuvent étre de nature inorganique ou organique. Les composés
inorganiques peuvent étre simples (par exemple: AgCN, KCN) ou complexes (par
exemple A [CN]y, AIM]x[CN]y). Les composés organiques peuvent étre des glucosides
ou des nitriles (Dosselin et al., 1984), il peut s’accumuler dans les cellules en se fixant
aux métalloprotéines ou aux enzymes comme la catalase ou la cytochrome-c-oxydase

(Ellenhorn et Barceloux, 1988).

L’ion cyanure est le plus puissant des poisons de la chaine respiratoire, il inhibe la
cytochrome-c-oxydase (Fig.11) dans le transport des électrons (chaine respiratoire) de la
mitochondrie, entravant a la fois le métabolisme oxydative et la phosphorylation

oxydative qui y est associée (Dreisenbach et Robertson, 1987 ; Holland, 1983).
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3.3.2. La roténone

La roténone est le plus actif des composes roténoides a action insecticide dont la
digueline (extraite de deguelia d’Afrique), le toxicarol (Tephrosia toxicaria d’ Amerique
centrale), la tephrosine (Tephrosia verginiana) 1’elliptone, le malaccol, le sumatrol...,
qui ont été isolés de ces plantes. La roténone est particulierement attrayante car elle
n’agit pas sur le systéme nerveux mais sur les mécanismes de la respiration cellulaire, a
I’opposé de la nicotine et du pyréthre, elle est inoffensive pour les animaux a sang
chaud administrée per os, mais en revanche trés active sur les animaux a sang froid:
batraciens, poisson, reptiles. Elle inhibe les oxydations cellulaires en interrompant le
transfert dans la chaine respiratoire, portant atteinte au métabolisme énergétique

mitochondrial (Regnault-Roger et al., 2002).

La roténone inhibe le NADH-coenzyme Q oxydoréductase ou complexe I ou il
ralentit Iutilisation par ce complexe du NADH, donneur d’hydrogene, et du coenzyme
Q, receveur d’hydrogene. En somme, I’inhibition de ce complexe entraine 1’inhibition

de toute la chaine respiratoire mitochondriale (Fig.13) (Raisonnier, 2005).
3.3.3. L’azide de sodium

L’azide de sodium est un inhibiteur bien connu du cytochrome oxydase, bloque la
chaine respiratoire mitochondriale entre les cytochromes a et a3, de sorte que le
cytochrome a est réduit cependant le cytochrome a; est oxydé (Fig.14). En outre, 1'azide
inhibe l'activité mitochondriale F,Fo-ATPase dans la voie d’hydrolyse de I'ATP et
supprime l'activité des enzymes antioxydantes comme la catalase, la peroxydase et la

superoxyde dismutases (Rikhvanov et al., 2001).

L'oxyde de sodium, n'exerce aucune action toxique sur S. cereviciae a 30°C,
sependant, l'inhibition de la respiration sensiblement ralentit la croissance de la levure

(Parsell et Lindquist, 1993).

L’azide de sodium est un inhibiteur multifonctionnel. En somme, il est
responsable de l'inactivation du cytochrome oxydase, il supprime 1'activité des enzymes
antioxydantes. Entrainant la perturbation de la cellule de la réaction défensive (Wieser

et al., 2000).
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ROTENONE

Figurel2: La structure de la roténone

(Regnault-Roger et al., 2002).

Figure 13: le site d’action de roténone

(Raisonnier, 2005.).


http://www.abbyy.com/buy
http://www.abbyy.com/buy

Sous-unité Il

MEn?x’ Mlﬂ'.f.\.’

" Hi6l & Hi6l

(”.s.ﬂ Cuy M
“-‘l; F198 "5’4 F19%

H204 e H204 = Sous-

Mg .
02
Cuy Cug

1
4 you $ “ .,

K319 Ha13 K319

l)ﬂ{ 'T. J} Iw\] '{

channel

KCN - azide - CO

Figure 14: Séquences du complexe IV et sites d’inhibitions.

PARAQUAT
— 2Cl

Figure 15: Structure de paraquat

(Benijts-claus et Persoone, 1975).

Ll

—

290 <l { }ELHH“JUH
k-3

Figure 16: Structure de 2,4-D

(Benijts-claus et Persoone, 1975).



http://www.abbyy.com/buy
http://www.abbyy.com/buy

3.3.4. Le paraquat

Le paraquat est un composé¢ dipyridilium qui apparemment ne pénetre pas la
membrane mitochondriale, 1'action cytotoxique limitée qu’il présente chez les animaux
ne peut pas étre dérivée de la chaine du transport d’¢lectrons mitochondriale par un
mécanisme de NADH oxydase alternatif, conduisant a un appauvrissement d'ATP, le
paraquat ne produit que légere stimulation de la respiration chez les mitochondries du

foie intact de rat (Gage, 1968).
3.3.5. L’hexachlorocyclohexane (HCH)

L’hexachlorocyclohexane (HCH) est une substance synthétique qui existe sous
huit formes chimiques appelées isoméres. La désignation de ces isomeéres est fonction
de la position des atomes d’hydrogéne dans la structure chimique. Le lindane (6-HCH)
est un isomere gamma du HCH a 99,5% (gamma-HCH), et c’est le seul isomére actif du

HCH qui ait des propriétés pesticides.

Le lindane est un polluant organique persistant (POP) qui était toujours
homologué comme insecticide au Canada, au Mexique et aux Etats-Unis en mars 2002.
Parmi les polluants de I’environnement, particuli¢rement dans I’ Arctique, le lindane est

I’un des insecticides organochlorés les plus courants et les plus puissants.

Les organochlorés inhibent la Mg® ATPase du systéme nerveux central (SNC) et
la Na'/K"ATPase, enzymes respectivement associées aux phosphorylations oxydatives
et au maintien des concentrations cellulaires faibles en calcium, et au transport des
cations au travers des membranes cellulaires. Ce mécanisme d’action serait responsable

de leur neurotoxicité (Bonvallo et Dor, 2004).
3.3.6. L’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D)

L’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique appelé couramment 2,4-D est un herbicide

systémique de type chlorophénoxy largement utilisé¢ au Canada (Ottawa, 1987).

Le premier herbicide synthétique, I’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D),
fut congu en 1945 (EdelahiD, 2004; Perrin et Scharff, 1997). A partir de ce moment,
plusieurs substances chimiques ont été¢ développées telles que les triazines (1955) et les

chloroacétamides (1956) (EdelahiD, 2004).
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Le composé phenoxy avec la position chlorure 2 et 4 du 2,4-D, inhibe la
consommation d’oxygéne moins que le 2-CPA (2-chlorophenoxyacetic acide), mais
plus que le 4-CPA. (4-chlorophenoxyacetic acide). Le composé phenoxy avec les
trois groupes chlore a la position 2,4 et 5 (2,4,5-T) inhibe la consommation d’oxygéne

plus que les autres composés phenoxy a chlore (Robert et Hiltibran, 1972).
4. Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances naturelles issues des plantes, présentes dans
tout le régne végétal. Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des
fruits et des feuilles. Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans
les cellules épidermiques des feuilles, et sont susceptibles d’assurer la protection des

tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV (Hadi, 2004).

L’intérét nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la vitamine C,
a la suite des travaux de Szent Gyorgyi en 1938. Le scorbut expérimental cede a
I’ingestion de jus d’agrumes mais résiste a la seule administration d’acide ascorbique.
Plus pratiquement, les symptomes hémorragiques du scorbut liés a la fragilité des
vaisseaux sont guéris par des extraits de paprika et du jus de citron alors que ’acide
ascorbique seul est inefficace. Les analyses chimiques ont montré que la fraction active
était de nature flavonoique. Cette action des flavonoides sur la perméabilité vasculaire a
été appelée propriété vitaminique P (P étant la premicre lettre du mot perméabilité).
Cette notion de vitamine P n’existe plus a I’heure actuelle puisqu’elle ne correspond pas
a la définition classique des vitamines. par contre, les flavonoides sont considérés
comme des micronutriments importants puisqu’ ils peuvent jouer des roles antioxydants

ou posséder des propriétés biologiques diverses (Hadi, 2004).

4.1. La quercetine
La quercétine (3,3_,4_,5,7-pentahydroxyflavone) (Erlund, et a/, 2000) est un
flavonoide communément trouvées dans les fruits et légumes, il est facilement absorbé
apres l'ingestion.
Les plantes synthétisent les flavonoides sous forme de métabolites secondaires,
produit de la dégradation des acides aminés aromatiques, tels que la phénylalanine et de

tyrosine, comme une défense contre les dégats du stress oxydatif (Winkel-Shirley,

2002).



http://www.abbyy.com/buy
http://www.abbyy.com/buy

= _~OH
HO =y, O Y
— ~OH
OH O
Quercetin

Figure 17: La structure de la quercétine

(Nuengchamnong et al., 2004).

Figure 18: Effet de la quercétine sur la respiration mitochondriale

(Ortega et Garcia, 2009).
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La figure 18 montre deux traces représentatives de la respiration, sans la
quercétine (trace a) et avec S0uM quercétine (trace b). Dans les deux traces, 200uM
d'ADP ont été ajoutée pour stimuler la phosphorylation oxydative. Il a été constaté que
la quercétine diminué le contrdle de la respiration de 3,25 + 0,22 a 1,87 £ 0,20; soit une
inhibition de 42%. Cela indique que la quercétine découplée la phosphorylation
oxydative, selon les concentrations utilisées dans les dosages, qui étaient de 30uM,
40uM, 45uM et 50uM. A des concentrations plus faibles, cet effet n'a pas été observé
(Ortega et Garcia, 2009).

Il existe un certain nombre de travaux sur 1’effet des flavonoides sur la fonction
mitochondriale. Ces travaux indiquent que ces composés protégeant efficacement les
mitochondries du tissu cardiaque de subir les dégats lors de la perfusion liée a l'ischémie
(Brookes et al., 2002). En outre, les flavonoides éviter les dégats oxydatif induit par les
mercuriels dans les mitochondries du cerveau (Franco et al., 2007), et protégent contre
les découplants et les inhibiteurs de la synthése d'ATP mitochondrial (Trumbeckaite et
al., 2006; Dorta et al., 2005).

Action de la quercetine

La quercétine a un large spectre d'activités. Il a été montré in vitro qu’elle:

e agit comme un antioxydant (Filipe et al., 2004) ;

e inhibe l'oxydation du LDL (Low Density Lypo-polysaccharides). (Formica et
Regelson, 1995; Janisch et al., 2004, Yamamoto et al., 1999) ;

e inhibe la voie de I'oxyde nitrique (Chan, 2000; Mu et al., 2001) ;

¢ a une activité anti-inflammatoire (Formica et Regelson, 1995) ;

¢ aun potentiel comme agent anticancéreux (Shenouda, 2004) ;

¢ aune activé antihistaminique (Marozzi et al., 1970).
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4.2. L.a rutine

La rutine (3,3°,4’,5,7-pentahedroxyflavone-3-rutinoside) est le

quercetine (Youdim et al., 2003).

Rutin

Figure 19:Structure de la rutine

(Nuengchamnong et al., 2004).

rutinoside

La rutine est l'un des flavonoides primaires chez un certain nombre de plantes

(Kim et al., 2005). Le sarrasin est une source naturelle majeure de la rutine (Holasova et

al., 2002).

La rutine est utilisée par l'alimentation animale, les cosmétiques et les industries

chimiques comme un pigment naturel, un stabilisant, un conservateur des aliments, et

un absorbant des rayons UV (Gonnet, 1999; Palmer et al., 2002). La rutine a un diverses

activités biologiques qui sont bénéfiques pour la santé humaine, comme antioxydant

efficace (Gao et al, 2003; Ng et al., 2000).
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S. Le phosphate inorganique (Pi)

Le phosphore joue un role important dans plusieurs aspects du métabolisme
cellulaire, notamment la synthése d’adénosine-triphosphate (ATP) (Fig.20), qui est la
source d’énergie pour de nombreuses réactions cellulaires. Le phosphore est également
un composant important des phospholipides dans les membranes cellulaires, il est
présent dans les liquides intra- et extracellulaires et participe directement ou

indirectement a la plupart des processus métaboliques (Kuntz, 1996).

L’adénosine triphosphate est un nucléotide composé, sa structure comporte une
base azotée, I’adénine, liée par une liaison N-osidique au B-D-ribose, I’ensemble de ces

deux corps constitue I’adénosine qui est un nucléoside.

 L’acide adénylique ou 5’AMP est I’ester dérivé de [’adénosine par

phosphorylation du carbone 5’ du ribose.

* Une deuxieme molécule d’acide phosphorique li¢e a la précédente par une

liaison anhydride forme 1’adénosine diphosphate ou I’ADP.

* Une troisieme molécule d’acide phosphorique liée a la précédente par une autre

liaison anhydride forme 1’adénosine triphosphate ou I’ATP.

* Les enzymes utilisant ’ATP ou ’ADP comme coenzyme, nécessitent en méme

temps la présence du cation magnésium comme cofacteur (Raisonnier, 2005).
5.1. Les roles d’ATP

* Le coenzyme ATP joue toujours dans les réactions enzymatiques le role de

donneur d’énergie par hydrolyse d’une de ses liaisons riches en énergie.

* Cette énergie peut apparaitre sous de multiples formes: en énergie mécanique
comme dans les contractions musculaire, en énergie osmotique comme dans les
échanges Na'/K' au niveau des membranes cellulaires, en énergie chimique pour
effectuer des synthéses de molécules biologiques, en énergie calorique pour maintenir la
température de 37°C, en énergie électrique pour la propagation de I’influx nerveux et

enfin en énergie lumineuse chez le ver luisant par exemple.
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* En plus de I’énergie, les enzymes transférent souvent une partie de la structure

chimique de ’ATP. Ainsi, I’ATP peut étre:

— donneur de phosphate, avec la plupart des enzymes de phosphorylation ou
kinases;

— donneur de pyrophosphate, comme dans I’activation de la vitamine B1 ou
thiamine;

— donneur d’AMP, comme dans I’activation des acides gras ou des acides
aminés;

— donneur d’adénosine enfin comme dans la synthése des coenzymes Bi2 ou

adénosylméthionine (Raisonnier, 2005).
5.2. Le mécanisme de la synthese d’ATP (La théorie de Mitchell)

Les étapes sont les suivantes:

- En tout premier lieu, le transport des électrons a travers la chaine respiratoire est
nécessaire.

- La formation de I'ATP exige la création de gradient de densité de protons entre
la matrice et l'espace intermembranaire. c'est le potentiel électrochimique créé qui
fournit I’énergie nécessaire a la synthése d'ATP.

- Une fois le gradient créé, la syntheése de 'ATP est effectuée par une enzyme
contenue dans des protubérances sphériques situées sur le c6té matriciel de la M.I.M.
Ces spheres sont connues sous le nom de facteur de couplage 1 ou F;. Son rdle
physiologique est de catalyser la synthése de I'ATP. Il contient 'ATPase ou I'ATP

synthétase.

- A la base de F; et constituant son pédoncule membranaire, il existe une autre
unité protéique essentielle appelée F, ou canal protonique. La liaison entre F, et F; est
assurée par plusieurs autres protéines dont lI'ensemble est le complexe F,-F;. Le facteur
F, assure le reflux des protons de I’espace intermembranaire vers la matrice a travers la

membrane interne et permet la libération de 1’énergie nécessaire a la synthése de I'ATP.

Quant a la synthése de I'ATP on sait peu de choses. On ne pense que son initiation
débute grace a l'action directe du flux de protons a travers F, sur F;. Le Pi est activé et,

simultanément est attaqué par ' ADP pour donner I’ATP.



http://www.abbyy.com/buy
http://www.abbyy.com/buy

La vitesse de la phosphorylation oxydative est conditionnée par le besoin en ATP.
Dans les conditions physiologiques le transport des électrons est étroitement li¢ a la
synthése de I'ATP. Le facteur le plus important qui détermine la vitesse de la
phosphorylation est le taux d'ADP dans la cellule. Le transport des électrons, nécessaire
a la formation du gradient de densité de protons et la synthese de I'ATP sont deux

processus couplés (Raisonnier, 2005).
5.3. L’inhibition de la synthése d’ATP

La formation de I’ATP utilise I’énergiec mise en réserve par le potentiel
¢lectrochimique créé lors de la formation du gradient de densité de protons. Elle
entraine donc la dissipation de I’énergie. Par le reflux des protons vers la matrice elle

permet aussi la neutralisation du gradient électrique (relaxation) (Raisonnier, 2005).
5.3.1. L’Oligomycine

C’est un antibiotique. Elle se fixe sur le canal protonique (Fo) et le bloque,
empéchant ainsi le reflux des protons vers la matrice. La synthése d’ATP et la
relaxation de la membrane sont donc inhibées (Fig.21). Par voie de conséquence le
transport des ¢électrons dans la chaine respiratoire se trouve a son tour arrété. En résumé
I’Oligomycine bloque le transport des électrons et la phosphorylation de I’ADP d’ou
inhibition de la phosphorylation oxydative (Raisonnier, 2005).
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Figure 20: la structure d’ATP
(Raisonnier, 2005).

Succinate

Figure 21: le site d’action d’Oligomycine

(Raisonnier, 2005).
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1. Principe des mesures

Les processus de métabolisme comprenant un échange gazeux peuvent étre
mesurés manométriquement par la méthode Warburg. La technique Warburg est basée
sur les lois des gaz. Les mesures sont effectuées dans un systéme fermé, c’est-a-dire
I’enceinte de réaction, qui est reli¢é & un manometre. Toute absorption ou cession de gaz
a I’intérieur de I’enceinte de réaction conduit a une modification de la pression du gaz,
qui est proportionnelle a la quantité de gaz échangée. Entre la quantité de gaz échangée

x et la variation de pression mesurée aux manometres / il existe la relation:
x=h.K (D

La constante propre au récipient K est fonction du volume de I’enceinte de
réaction, de la température existante lors de la mesure, du volume du liquide dans
I’enceinte de réaction et du pouvoir de dissolution des gaz échangés dans ce liquide a la

température de I’expérience et est obtenue par:

K=V, .273/T + V. a @)
Py

ou
Vg = Volume de I’enceinte de gaz fermée (volume du récipient de réaction +

volume de la branche du manométre reliant le récipient jusqu’au repere 15,0 — V)), en

pl

Vr= Volume total de tous les liquides introduits en pl

T = Température de I’essai en K (0°K = - 273°C).

a = Coefficient d’absorption de Bunsen des gaz échangés.

Py = Pression normale (760mm d’Hg = 10000mm solution Brodie du liquide
manométrique).

2. Modalités Pratiques

-Le volume de la fiole est inscrit sur le bouchon purgeur. Veiller a la

correspondance entre les n® portés sur le bouchon et la fiole.

- Le volume de la branche manométrique conduisant du rodage ou s’adapte la

fiole jusqu’au repere 150 est inscrit sur la clef du robinet a trois voies.
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- Le volume (Vf) est égal au volume des réactifs introduits dans la fiole

additionné du volume du matériel vivant (la levure).

- Le volume Vg se calcule: Vg = (Vol. fiole + Vol. manométre) — V{.
3. Préparatifs

Les produits utilisés sont de qualité analytique (Merck, Biochem Chemopharma,
Acros Organics, Prolabo).

- Tampon phosphatique (PBS), pH 7.4 par mélange de 2 volumes de solution a
0.15M de potassium dihydrogénophosphate (KH,PO,), avec 8 volumes de solution a
0.15M de di-Sodium hydrogénophosphate (Na,HPOy).

- Suspension de levure de boulangerie (Saccharomyces cereviciae,
SAFLEVURE) a 2% dans PBS.

- Solution de glucose a 5% dans PBS (G-PBS).

- Solution KOH 45 %.

- Solution de KCN (0.5mM), d’azide de sodium (1mM), de paraquat (5SmM) dans
le PBS et de 2,4-D (5mM), de la roténone (5SmM), de 6-HCH (5mM), de la quercetine
(5mM) et la rutine (SmM) dans le diméthyl sulfoxide (DMSO) (volume final 4%).

4. Conditions expérimentales

Avant I’expérience, il faut remplir le bain-marie et les manomeétres, et graisser les
cols rodés du manometre et des récipients de réaction. Le bain-marie de 1’appareil

Warburg est a chauffer a 25°C.
4.1. Préparation des manométres

Vérifier que la quantité de liquide manométrique est suffisante dans chacune des
branches du manomeétre (le serrage de la vis P doit entrainer la montée du liquide dans
chacune des 2 branches). Veiller a ce qu’il n’y ait pas de bulbes d’air. Graisser
(vaseline) modérément mais soigneusement les rodages du robinet T, du bouchon G et
de la branche latérale du manometre. Noter le volume des fioles et des manometres

(Fig. 22).
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4.2. Préparation des fioles d’expérience

La consommation d’oxygene par la levure de boulangerie est mesurée dans des
conditions différentes: en ’absence et en présence du glucose (5%) et en I’absence et en
présence du cyanure de potassium (KCN) (0.5mM), azide de sodium (NaN3) (1mM),
roténone, paraquat, 6-HCH, 2,4-D, quercetine et rutine (5mM). Centrifuger la
suspension levure a 3000 rpm pendant 5 minutes, réaliser une pré-incubation a 37°C en
présence d’inhibiteur (roténone, 2,4-D, paraquat, 6-HCH, quercetine et rutine) dans le

DMSO (volume final 4%).

Dans 7 fioles, coincer verticalement dans la cuve centrale un morceau de papier
filtrant d’environ lem® (agrandissement de la surface d’absorption de CO,) et placer
dans cette cuve 200ul de KOH 45%. Attention la KOH ne doit pas tomber dans
I’enceinte principale. Lors de la dissimilation (respiration) des cellules de levure il y’a
d’une part, consommation d’oxygéne et d’autre part dégagement de gaz carbonique.
Pour mesurer la consommation d’oxygene, le gaz carbonique doit étre éliminé par
absorption dans I’hydroxyde de potassium dans I’enceinte de réaction. Dans 1’enceinte
principale, on introduit Iml d’une suspension de levure a 2%, 1.5ml tampon
phosphatique, pH 7.4, 0.2ml de glucose a 5%, 50ul (KCN ou azide de sodium ou
paraquat). On introduit dans I’enceinte principale d’un récipient de réaction le méme

volume, en eau distillée, que celui utilisé pour ’enceinte de réaction (thermobarométre).

Dans le cas des inhibiteurs hydrophobe (roténone, 2,4-D, 6-HCH, quercetine et
rutine), on introduit dans I’enceinte principale, 1.5ml tampon phosphatique, 0.2ml de

glucose a 5% et 1ml de la suspension levure-inhibiteur.
5. Mesure de la consommation d’oxygéne

Chaque récipient de réaction est reli¢ a un manométre, et suspendu dans le bain-
marie. Pour ce faire, il faut veiller a ce que les récipients de réaction soient immergés
dans I’eau jusqu’a la mi-hauteur du col rodé. Les allonges a ampoule doivent étre
obturées (veiller a la position respective du bouchon du capillaire). Pour assurer une
température uniforme, les récipients de réaction sont agités pendant 10 minutes et les

robinets des manomeétres étant ouverts.
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On regle ensuite, le dispositif d’agitation étant arrété, le liquide manométrique sur
le repére 15,0 sur les branches des manométres reliées avec les récipients de réaction.
Les robinets des manometres sont fermés, le niveau du liquide manométrique est relevé
dans la branche ouverte du manométre, ce niveau est noté et le dispositif d’agitation est

remis en marche (début de ’expérience).

A des intervalles réguliers de 10 minutes, le liquide manométrique est remis a
15,0 sur chacune des branches des manometres reliant les récipients de réaction (volume
maintenu constant dans 1’enceinte de réaction) et le niveau dans la branche ouverte du

manometre est relevé et noté. Aprés 60 minutes, I’expérience est arrétée.
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M — manomeétre.

R-réservoir  contenant le  liquide

manométrique.

P - pince a vis.

G - bouchon purgeur.

F - fiole détachable comprenant.
r- rodage normalis¢ s’adaptant au
manometre.
s - diverticule latéral.
c- cuve centrale pouvant recevoir la

potasse.

Figure 22: Détail d’un manometre de Warburg a volume constant.
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6. Calculs

Les valeurs de mesure relevées des récipients d’essai donnent la différence en mM
de liquide manométrique, provenant de la consommation d’oxygene des cellules de
levure. Les modifications éventuellement observées sur le thermobarométre indiquent
les variations de pression d’air et de température pendant la durée de I’expérience. Les
valeurs mesurées correspondants des récipients d’essai sont éventuellement a corriger
en conséquence. Ces valeurs dites corrigées (h), est la différence des valeurs algébriques
de h lue et du thermobarometre au méme temps (Tab.02). Le coefficient d’absorption
pour ’oxygene (007) suivant Bunsen est pour 25°C de 0.0283. On peut calculer a partir

de ces valeurs 1’oxygene consommeé par les cellules de levure en pl, selon la formule:
x=h.K

Tableau 02: Exemple d’une feuille de résultats et de correction de /4 lue par

référence au Thermobaromeétre.

Temps Thermobarométre Fiole N°...

(min.) lecture h lecture h lue h corrigé
0 151 0 150 0 0
10 152 +1 146 -4 -5
20 156 +5 140 -10 -15
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7. Dosage du phosphate inorganique(Pi)
Principe

C’est un dosage spectrophotometrique base sur le dosage de Scheneral (1956).

Réactifs
- Acide sulferique (H2SO4) (ON) coonviiniiiiii e Ivolume.
- Heptamolybdate d’amonium (NH4)s MOa4, 4H,0 (2,5%) ..................1volume.
- Acide ascorbique (10%) ...voviiniiii e Ivolume.
-EBaudistillée ... 2volume.

Le mélange doit étre fait extemporanément.

La gamme étalon

La gamme étalon est construite a partir d’'une solution mére de KH,PO4 a

0,1mg/ml de phosphate selon le tableau suivant:

Tableau 03: tableau de dilution de la gamme étalon du phosphate

P (pg/ml) 0 5 10 20
KH,PO, (1)) 0 50 100 200
A L0 () 1000 950 900 800

A Tissue de I’expérience de la consommation d’O; par la levure, prélever des
aliquotes de la suspension de levure a partir des cellules de réactions de I’appareil de
Warburg, incubées en présence et en I’absence de I’inhibiteur (Azide 1mM et 2,4-D
5mM), puis les mettent dans des tubes a centrifuger. Passé le délai de centrifugation
3000 rpm pendant 5 minutes, prélever 0,5ml du surnageant ainsi obtenu au 1/20
M dans I’eau distillée, mettre 0,5ml de la solution témoin (PBS) dans un tube a essai et
0,5ml de la solution test dans un autre tube. Puis a chaque prise d’essai, ajouter 4ml du
réactif dans tous les tubes simultanément (y compris de la gamme étalon) et agiter
immédiatement chaque tube. Placer le portoir contenant les tubes au bain-marie a 40°C
pendant 30 minutes. Passé le délai d’incubation, lire la densité optique de la coloration

bleue obtenue a 660 nm.
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8. Analyses statistiques

L’équation de la droite de régression est calculée, le coefficient de corrélation est
comparé a 0 avec le test de Student. Si r est significativement différent de zéro. Les
données ont été exprimées en moyennes et €cart types. Les comparaisons ont été

effectuées par le test de Student, la seuil de significativité a été fixé a 0.05.
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Resultats
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La mesure de la consommation d’oxygeéne est effectuée dans un milieu
physiologique PBS (phosphate balance salt) (0.15M, pH 7.4) et en présence du glucose
5%. L’effet du KCN, de NaNj3, de la roténone, du paraquat, de 5-HCH, de 2,4-D, de la
quercetine, et de la rutine sur la consommation d’oxygéne est testé en incubant la

suspension de levure (Saccharomyces cereviciae) pendant 60 minutes a 25°C.

1. La consommation d’oxygéne par les levures en absence et en présence du

glucose

Afin de s’assurer que la consommation d’oxygéne est sensiblement
proportionnelle a la durée d’incubation, une série de mesures de la consommation
d’oxygene est effectuée pendant le temps de 10 a 60 minutes. Les résultats montrent que
la relation de proportionnalité est vérifiée pour une période d’incubation de 60 minutes
(Fig. 23). Le coefficient de corrélation en 1’absence du glucose, est significativement
différent de 0 (r = 0.997; p < 0.001). Le test de Student appliqué sur le coefficient de
corrélation avec un degré de liberté d.d.1 = 10 (t = 40.73). La droite de

régression est donnée par 1’équation:
Qo2 =1.25t+1.025

Egalement, le coefficient de corrélation en présence du glucose est
significativement différent de 0 (r = 0.999; p < 0.001). La droite de régression est

donnée par 1’équation:
Qo2 = 1.78t +0.705

Le test de Student appliqué sur le coefficient de corrélation avec un degré de
libert¢ d.d.l1=10 (t = 70.65), montre que la liaison entre la consommation d’oxygene et
le temps d’incubation est hautement significative (p < 0.001). La linéarité de la droite
permet de conclure aux bonnes conditions d’incubation (quantités suffisantes de glucose
et d’oxygene). La vitesse de la consommation d’oxygene est donnée par la pente de la

droite de régression: 1.78 pl d’O»/min.

La comparaison des consommations d’oxygéne en absence et en présence de
glucose, montre une différence significative (p < 0.01). De ces résultats, on peut

conclure que le glucose favorise la consommation d’oxygene par les levures.
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Figure 23: La cinétique de la consommation d’oxygene par une suspension de

levures en absence (m) et en présence du glucose 5% (A).

2. La consommation d’oxygeéne par les levures en présence du KCN, de NaNj;

et de la roténone

La comparaison des consommations périodiques d’O; pendant le temps de 10 a 60
minutes en présence du KCN (5SmM), de la roténone (SmM) et de NaN3 (ImM) dans le
milieu PBS (Fig. 24) ou PBS-glc (Fig. 25), montre une différence significative (P <
0,05), nous avons noté que le KCN inhibe fortement la consommation d’O, par la
suspension de levure dans le milieu PBS (0,15mM) en absence et en présence du glc
(5%) pour une période d’incubation de 60 minutes, le taux d’inhibition est
respectivement égal a 96,9% (p < 0.003) et 90,1% (p < 0.005) (i =2,26+948,n=
12).

En présence de la roténone, ce taux d’inhibition est respectivement égal a 86,46%
(p < 0,009) et 83,82% (p < 0,013) (i = 8,60 = 6,36, n = 12). alors qu’en présence de
NaN3s ce taux est égal a 65,61% (p < 0,022) en absence de glc et 73,44% (p < 0,005)
en présence du glc (5%) (n = 12) (Tab.04).
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3. La consommation d’oxygéne par les levures en présence du 6-HCH, du 2,4-

D et du paraquat

L’effet d’inhibition des consommation périodique d’O, pendant le temps d’une
heure dans le milieu PBS ou PBS-glc (5%) comme nous 1’avons vu précédemment dans
le cas du KCN, la roténone et de NaNs, le test de student montre une différence
significative en présence du 6-HCH (5SmM) et de 2,4-D (5mM) par contre, il n y a pas
une différence significative en présence du paraquat, dont on a observé une stimulation

minime de la consommation d’O, en présence et en absence du glucose et qui est de

16,94% et 11,23% respectivement (i =177,61£10,60, n = 12) (Fig.26, 27).

En présence de 2,4-D (5mM) et du 0-HCH (5mM), le taux d’inhibition de la
consommation d’O; est de 93,54% (P < 0,003 ; X =91 1+£3.46) et 91,3% (P < 0,005 ;

X .= 9.35£10.24) en absence du glc respectivement, par contre en présence du glc, ce
taux est egal a 94,43% (P < 0,003) et 92,81% (P <0,006) respectivement (n = 12)
(Tab.04).
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Figure 24: La consommation d’oxygéne par une suspension de levure dans le

milieu PBS en présence du KCN (5mM), de I’azide de sodium (1mM) et de la roténone

(5mM).
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Figure 25: La consommation d’oxygéne par une suspension de levure dans le

milieu PBS-GLC (5%) en présence du KCN (5mM), de I’azide de sodium (1mM) et de

la roténone (SmM).
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Figure 26: La consommation d’oxygéne par une suspension de levure dans le

milieu PBS en présence de 2,4-D (5mM), du paraquat (SmM) et du 5-HCH (5mM).
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Figure 27: La consommation d’oxygéne par une suspension de levure dans le

milieu PBS-glc (5%) en présence de 2,4-D (5SmM), du paraquat (SmM) et du 6-HCH

(5SmM).
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4. La consommation d’oxygéne par les levures en présence de la quercetine et

de la rutine

La consommation d’O, est inhibée par la présence des flavonoides (quercetine,

rutine) dans le milieu PBS en absence et en présence du glc (5%), la rutine et la

quercetine ont presque le méme taux d’inhibition, qui est respectivement 89,42% (i =

17.47 +10.88) et 89,31% (X .= 15.06 +7.11) en absence du gle (5%) (Fig. 28) et en
présence du glc (5%) 91,72%, 86,71%, respectivement (n = 12) (Fig.29).

Le test de student montre une différence significative en présence de la rutine
(p <0,005) et la quercetine (p < 0,003) dans le milieu PBS et (p < 0,007) et (p < 0,008)
dans le milieu PBS-glc (Tab.04).

Tableau 04: Pourcentages d’inhibitions de la consommation d’oxygene par la

suspension de levure en présence et en 1’absence du glucose (5%) pour une période

d’incubation de 60 minutes.

Mili KCN NaN3; Roténone | Paraquat 2,4-D 0-HCH | Quercetine | Rutine
e 05mM) | mM) | GmM) | GmM) | GmM) | GmM) | GmM) | (5SmM)
PBS 96,9* | 65,61*% | 86,46* 16,94 | 93,54* | 913* 89,31* 89,42%

PBS-
90,1* | 7344* | 83,82% 11,23 | 94,43% | 92,81* 86,71* 91,72%

Glucose
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PBS Rutine PBS Quercetine

Figure 28: La consommation d’oxygéne par une suspension de levure dans le

milieu PBS en présence de la rutine (SmM) et de la quercetine (SmM).
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Figure 29: La consommation d’oxygene par une suspension de levure dans le

milieu PBS-glc (5%) en présence de la rutine (SmM) et de la quercetine (SmM).
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5. Dosage du phosphate inorganique
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Figure 30: Droite étalon du dosage du phosphate.

En vue de déterminer le phosphate inorganique dans la suspension de la levure a
partir des cellules de réaction de ’appareil de Warburg dans le milieu PBS (0,15M), en
absence et en présence d’azide de sodium (1mM) et de 2,4-D (5SmM), la gamme étalon a

¢été établie (Fig.30).
La droite de régression est donnée selon 1’équation suivante:
Y =1,7307 X + 0, 0009; r = 0,993.

La fiabilité de la technique du dosage de Pi a été donnée par le rendement (%) qui
est déterminée par le rapport de la valeur théorique sur la valeur expérimentale et qui est

¢gale 4 (7,5 7,66) x 100 = 97,9%.

Le phosphate consommé est déterminé a partir du phosphate restant dans les fioles
apres la réaction (la respiration a été arrétée dans les différentes fioles aprés 60 minutes
d’incubation). La détermination du phosphate inorganique a partir d’une aliquote de
50ul de suspension de la levure, mais a révélé une quantité assez faible, en présence

d’azide de sodium (1mM) est de ’ordre de 0,2uM/fiole, cette valeur est négligeable par
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apport a la quantité de phosphate apportée par le tampon. Par contre en présence de 2,4-

D (5mM), cette quantité est significativement différente (P < 0,001 ;i = 6,28+0,58;).
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S.cereviciae est un organisme anaérobie facultatif, qui est selon le type et la
concentration de la source de carbone dans le milieu, la levure obtient 1’énergie pour

leur croissance (respiration ou fermentation).

La mitochondrie assure principalement la respiration cellulaire qui est un
processus créateur d’ATP au cours duquel un composé inorganique (tel que 1’0O;) sert
d’accepteur ultime d’¢lectrons. Elle utilise I’énergie libérée par le catabolisme des
glucides, des protéines et des lipides pour produire, par I’'intermédiaire de la chaine
respiratoire et de 1’ATP-synthétase, I’ATP. La membrane interne est le site de la
phosphorylation oxydative et du transport d’électrons impliqués dans la production

d’ATP.

Les inhibiteurs spécifiques quand ils existent sont de bons outils. Ils ont été
largement employés pour étudier le contrdle des oxydations phosphorylantes. La
respiration mitochondriale peut étre inhibée par I’inhibition de la chaine respiratoire,
plusieurs inhibiteurs du transfert d’électrons spécifiques sont connus utilisés pour

déterminer 1’ordre des composants de la chaine respiratoire.

Dans notre travail, les mesures de la consommation d’oxygeéne a I’aide des
manometres de Warburg dans le milieu PBS ou PBS-glucose (5%) en présence du KCN
(0.5mM) montre une forte inhibition de la consommation d’oxygene par la suspension
de levures, ceci est confirmé par les travaux de Zimmer et al., (1997) qui ont utilisé le
KCN (0.25mM) comme un inhibiteur de la chaine respiratoire par son ion cyanure, il
inhibe la cytochrome oxydase ou complexe IV donc arréte 1’utilisation par ce complexe
de l'oxygene, accepteur d’hydrogene, et du cytochrome ¢, donneur d’électrons. Le
ralentissement de la réoxydation du cytochrome ¢ privera le complexe III de son
coenzyme accepteur d’électrons ce qui va entralner une inhibition de I’activité de cette
enzyme et par suite, de 1’utilisation du coenzyme QH,. Le manque de coenzyme Q
oxydé va priver les complexes I et III de leur coenzyme receveur d’hydrogene et par
suite, ces enzymes utiliseront moins de NADH et de succinate. Les complexes I, III et
IV étant moins actifs, le pompage des protons est ralenti, d’ou le ralentissement de la
respiration et I’inhibition de la synthése d’ATP a partir de ADP. La formation
d’adénosine triphosphate (ATP) étant bloquée, il y a déviation vers la glycolyse

anaérobie et production d’acide lactique. Par ailleurs, le cyanure est un inhibiteur non
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spécifique de nombreuses enzymes comme: les catalases, la glutathion peroxydase, la

glutathion réductase et la superoxydase dismutase (Boukhira et al., 2007).

Dixon et Elliott (1929) a publi¢ une communication sur l'effet du cyanure sur la
respiration des tissus animaux, et déclaré¢ que 1'inhibition maximale de la respiration des
tissus animaux (rein, foie, rate) par le cyanure était seulement 30-90%, William Edward
van Heyningen (1935) a montré que le taux d’inhibition par le cyanure augmente

rapidement avec I’augmentation de la concentration de cyanure, jusqu’a 10°M. A ce stade,

le taux d'inhibition varie de 75 a 85%, alors qu’a 102 M ce taux d’inhibition varie en fonction de différents tissus et
différents substrats de 80 a 90%. Une exception est vue dans le cas des reins du porc de guinée ou I’inhibition avec HCN 10

2 M, n’est seulement que de 46%.

L’azide de sodium, un inhibiteur bien connu du cytochrome oxydase, bloque la
chaine respiratoire mitochondriale entre les cytochromes a et a3, de sorte que le
cytochrome a est réduit alors que le cytochrome a; est oxydé (Rikhvanov et al., 2001),
Rikhvanov et al., 2002, ont été montré que 15mM de NaNj3 inhibe complétement la respiration chez S. cereviciae
et a exercé diverses actions sur la thermotolérance de la levure selon que le métabolisme a été oxydatif ou fermentatif, €1l
effet, le sodium azide (ImM) inhibe la consommation d’oxygéne par la levure
Saccharomyces cereviciae, ceci est confirmé par les travaux de Burcham et al., (1984),
qui ont montré que le NaN3; (2mM) bloque la consommation d’oxygene par les tissus

chez Modiolus demissus.

La roténone et ’amytal inhibent le transport d’électrons au niveau d’une NADH
déshydrogénase et empéchent une oxydation du NADH, mais oxydation du FADH,
peut encore se dérouler, puisque celle-ci fournit ses électrons qui sont transportés dans

la chaine au CoQ (Hames et al., 2002).

La consommation d’oxygene est inhibée en présence de la roténone SmM dans le
milieu PBS ou PBS-glc par une suspension de levure Saccharomyces cereviciae, notre
résultat a été confirmé par Lindahl et Oberg, (1961) dont ces derniers ont montré que la
roténone inhibe I’absorption de I’oxygéne en présence du pyruvate et du glutamate,
mais pas en présence du succinate comme substrat, des résultats similaires ont été

signalés par Fukami (1954); et Fukami et Tomizawa (1956).

la roténone inhibe la NADH-coenzyme Q oxidoréductase ou complexe I, ralentit
’utilisation par ce complexe du NADH, donneur d’hydrogéne, et du coenzyme O,

receveur d’hydrogene, le ralentissement de la réduction du coenzyme Q privera le
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complexe III de son coenzyme donneur d’hydrogene, ce qui va entrainer une inhibition
de la réduction du cytochrome c¢ ferrique en cytochrome c¢ ferreux. Les hydrogenes
apportés par le complexe II seront les seuls a parvenir au complexe IIl dans cette
circonstance, le manque de cytochrome ¢ réduit va priver la cytochrome oxydase de son
coenzyme donneur d’électrons, et par suite cette enzyme utilisera moins d’oxygéne,
d’ou le ralentissement de la respiration, les complexes I, III et IV étant moins actifs, le
pompage des protons est ralenti, puisque ce transport est couplé aux réactions
d’oxydation. En conséquence, le complexe Fy-F; qui trouve 1’énergie de son activité
dans ce gradient de protons transmembranaire, ne pourra plus effectuer la synthése de

I’ATP a partir de I’ADP et du phosphate inorganique (Raisonnier, 2005.).

L’ilicicolin inhibe la respiration mitochondriale par inhibition du complexe
cytochrome bcl et I’activité de 1’'ubiquinol-cytochrome C réductase du complexe bcl de
la levure (Gutierrez-Cirlos et al., 2004). L’oligomycine inhibe I’ATPase ou complexe
Fo-Fj, arréte la phosphorylation par ce complexe de I’ADP, grace a I’énergie fournie par
le gradient de protons transmembranaire, 1’atractylate inhibe la translocase qui permet la
sortie de I’ATP vers I’espace intermembranaire entraine une accumulation d’ATP dans
la matrice et I’augmentation de I’ATP dans la matrice inhibe I’activité de I’ATPase, et
diminue 1’utilisation de I’énergie fournie par le gradient de protons transmembranaire

(Raisonnier, 2005.).

Il n’est pas étonnant, si, comme on s’y attend, le paraquat (SmM) inhibe la
consommation d’oxygene par les levures, que la stimulation de la respiration observée
dans le milieu PBS en I’absence et en présence du glucose. Gage (1968) a montré que le
paraquat n’affecte pas Dactivité déshydrogénase mitochondriale & moins que la
membrane mitochondriale est endommagé, bien que le paraquat est un stimulant de la
consommation d’oxygene par la NADPH oxydase microsomale (Bus ef al., 1974). Le
paraquat accepte un ¢électron du NADPH par I’intermédiaire de la NADPH cytochrome
P450 réductase, cet électron est ensuite transféré a 1’oxygeéne moléculaire pour
engendrer le radical superoxyde, le paraquat réoxydé¢ est alors capable d’accepter un
nouvel é¢lectron pour le transférer & [’oxygene moléculaire. Donc, les transferts

d’¢électrons se traduisent par la consommation d’oxygene.

Lorsque la capacité des fragments mitochondriaux de respirer en présence de

NADH ou B- hydroxybutirate est inhibée par I’antimycine A, I’ajout de paraquat stimule
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fortement la consommation d’oxygeéne, mais aucun effet n’est observé avec le succinate
comme substrat (Gage, 1968). Comme on peut expliquer cette stimulation de la
consommation d’O; peut etre prise en évidence par la présence de 1’effet découplant de

ce pesticide.

Le 2,4-D et le 5-HCH sont des molécules hydrophobes, insoluble dans le milieu
aqueux (PBS), s’ils doivent traverser une membrane, il faut tenir compte de sa
répartition de part et d’autre de la membrane. Cet effet nécessite cependant, pour étre
percu, un prétraitement des levures en présence de 2,4-D ou de 6-HCH dissous dans un
solvant organique (DMSO a 5%) avant ’exploration de la respiration, on a réalisé ce
traitement et observé une forte inhibition de la consommation d’O, en présence de 2,4-
D et de 6-HCH dans le milieu PBS en I’absence et en présence du glc (5% ). Les
travaux de Hiltibran (1969) montrent une modification dans la consommation

d’oxygene par les mitochondries et par conséquent son inhibition.

Les flavonoides sont aussi capable d’empécher une large gamme d'enzymes, y
compris phosphodiestirases (Havsteen, 1983), ATP ase (.Middleton, 1984; Stenlid,
1970) succinoxidase mitochondrial et des activités NADH-oxydase (William et al.
1985). Les flavonoides comme la quercetine et la rutine sont des molécules
hydrophobes, insolubles dans le milieu aqueux (PBS), préalablement, on réalise un
prétraitement des levures en présence de la quercetine ou de la rutine dissoutes dans un

solvant organique (DMSO a 5%) avant I’exploration de la respiration.

Les résultats de cette étude indiquent que la quercétine (SmM) et la rutine (SmM)
peut induire I'inhibition de la consommation d'oxygene par la suspension de levure dans
le milieu PBS en absence et en présence du glc (5%) et ce résultat a été confirmé par
Ortega et Garcia (2009) qui ont montré que la quercetine peut stimuler 1’inhibition de la
respiration a des concentrations supérieures a 30uM. Le taux d’inhibition de I'activité de

I’adénine translocase est de 46% en présence de la quercétine a SOuM.

Le processus de la phosphorylation est intimement corrélé avec la consommation
d’O; selon le taux d’inhibition. (Raa and Goks@yr, 1965).cependant, il parait que I’effet
primaire de 2,4-D sur la phosphorylation oxydative des mitochondries affecte le
métabolisme de 1’0O,. En conséquence, le 2,4-D agit comme un poison découplant

typique, en provoquant I’inhibition spécifique de la phosphorylation oxydative.
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L’azide de sodium et le cyanure de sodium inhibent le flux d’électrons du substrat
vers I'oxygene et, le taux du phosphate par conséquent augmente dans le milieu, en
indiquant que le phosphate inorganique se libere du phosphate tissulaire. Ceci peut étre
expliqué par I’effet du 2,4-D sur I’inhibition de la consommation d’O, avec un effet
minime de la présence du phosphate inorganique dans le milieu réactionnel (Hiltibrane,

1969).
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Conclusion

La levure saccharomyces cereviciae est un organisme de référence dans la
biologie cellulaire et moléculaire pour sa grande utilisation sur le plan industriel et a sa

croissance rapide dans les conditions controlées du laboratoire.

Le fonctionnement cellulaire nécessite un apport continu d’énergie, cette derniére
produite par les oxydations du métabolisme intermédiaire, est stockée sous forme
d’acide adénosine triphosphorique (ATP) et distribuée aux réactions utilisatrices, par
exemple les réactions en biosynthése. Ce mécanisme a fait I’objet de nombreux travaux
principalement chez les animaux et les plantes, par contre on posséde peu d’information

sur les champignons.

Lorsque nous sommes dans le cadre d’amélioration des ressources végétales, il
faut estimer des produits qui n’affectent pas les plantes dans tous les systémes:
respiration, nutrition, photosynthéses,... et pour distinguer quelques produits concernant
la mitochondrie et la chaine respiratoire, on a choisi les pesticides et les flavonoides et

on les a examiné sur un systéme expérimental levurien, saccharomyces cereviciae.

L’utilisation des pesticides comme le 2,4-D et le 3-HCH, les flavonoides comme
la quercetine et la rutine montrent une grande inhibition de la chaine respiratoire, alors
que le paraquat favorise la consommation d’oxygene, donc on peut conclure que le 2,4-
D, le 3-HCH et les flavonoides ne peuvent pas étre utiliser dans le cadre phytosanitaire
contrairement aux paraquat. Par conséquent, pour améliorer le rendement agricole en

sélectionnant les produits qui n’affectent pas les plantes.

Notre étude est réalisée sur les inhibiteurs de transfert d’électrons ou des
découplants de la phosphorylation oxydative, s’accordent en général sur les faits

suivants:

- L’inhibition est intensifiée lorsqu’il s’agit du: KCN, la roténone, le 2,4-D, la

quercetine, du 6-HCH et la rutine.
- L’inhibition est atténuée lorsqu’il s’agit du NaNG.

Par contre le paraquat a un léger effet stimulant apparemment sur la respiration,

qui peut étre expliqué par I’activité résiduelle dans les conditions anaérobies due a la
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glycolyse, comme on peut expliquer que cette stimulation de la consommation d’O;
provoqué par le paraquat peut étre prise en évidence par la présence de 1’effet

découplant de ce pesticide.

Finalement, nous souhaitons approfondir notre étude en ayant recours a d’autres
méthodes techniques plus fiables que la méthode de Warburg comme 1’électrode de
Clark ou on utilise des cellules de ’oxygraphe, ou utiliser d’autres systémes comme la
photosynthése pour agrandir les catégories des pesticides utilisables dans 1’agriculture et

donc améliorer les ressources végétales.
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Tableau 01: Effet du KCN, de la roténone et de I’azide de sodium

sur la

consommation périodique (10 minutes) d’oxygene en pl par les levures dans le milieu

PBS (0.15M) a 25°C (moyennes = S.D ; n = 12).

Temps

Tampon phosphate 0.15 M (PBS)

(min.) PBS KCN PBS NaN; PBS Roténone
(0.5 mM) (1mM) (5mM)

0 0,00£0,00  0,00+0,00  0,000,00 0,00::0,00 0,00 0,00 0,00::0,00
10 11,74+4,53  1,89+3,93  19,97£18,12  8,24+4,02 12,7624,57 3,5742,72
20 27,8845,60 2294599  42,07+32,15  16,71%6,32 22,75+6,35 5,30 + 4,56
30 39.83£6,36 1,62+46,95  65,10£43,13  14,05+8,34 33,9349,45 6,43+5,15
40 53,9549,56 0,33+7,18  81,08£54,67  25,06+£7,59 44,42+12,85  7,48+5,82
50 64,2911,12 1254534  89,49+59,15  27,96+7,33 55,25+1521  9,77+7,19
60 73,75+11,17 2,26£9,48  98,89+20,65  34,00+10,16  63,54+18,45  8,60+6,36

Tableau 02: Effet du KCN, de la roténone et de 1’azide de sodium sur la

consommation périodique (10 minutes) d’oxygene en pl par les levures dans le milieu

PBS-Glucose (5%) a 25°C (moyennes + S.D ; n = 12).

Temps

Tampon phosphate 0.15 M (PBS) + Glucose 5%

(min.) PBS KCN PBS NaN; PBS Roténone
(0.5 mM) (1mM) (5mM)

0 0,00::0,00 0,00+0,00  0,00+0,00 0,00::0,00 0.00::0.00 0.00::0.00
10 19,97+4,82 2,29+3,36  44,52+11,61  6,86+3,25 8,21+3,67 3.91+2.85
20 36,82+6,66 1,2545,75  81,25+20,30  13,90+2,95 18,38+7,84 6.48+ 5.11
30 53,36+8,65 2,13£7,00  102,13+21,49  22,2243.93 28,19+14,67  6.84 +4.62
40 70,01£11,62  3,64+7,20  116,39+18,81  27,06+5,21 37,05+13,84  6.60+3.60
50 90,39+13,57  6,54+6,67  132,60+20,97 31,67+8,13 43,65£16,51  7.22+3.99
60 108,07+17,25  10,66+6,91 145,49+21,17  38,63+12,64  52,75+20,79  8.53 +4.58
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Tableau 03: Effet du paraquat, du 6-HCH et de 2,4-D sur la consommation

périodique (10 minutes) d’oxygéne en pl par les levures dans le milieu PBS (0.15M) a
25°C (moyennes = S.D ; n = 12).

Tampon phosphate 0.15 M (PBS)
Temps PBS Paraquat PBS 2,4-D PBS o0-HCH
(min.) (5 Mm) (5mM) (5SmM)
0 0,00£0,00  0,00+0,00  0.00:0.00  0.00£0.00  0.00£0.00  0.00 % 0.00
10 30,72415,85  39,7744,96 26.89+3.75 5.05:1.72  20.574847  4.42+1.96
20 63,63+23,33  783147,64 58324536  6.53+2.92 40.83:17.63 4.74 +3.64
30 94,70£29,44 112,8246,24 88.51+6.97  8.60+3.09  66.68 +33.58 11.70 +15.68
40 117,39434,60 137,06£9,98 109.51£9.18  8.41+3.13  78.94 43574  7.09+7.70
50 136,75:40,22 158,39+11,11 125.13+8.22  8.16£3.06 93.40+37.89  7.46+7.50
60 151,88+41,50 177,61+10,60 141.22+10.83 9.11+3.46 107.59+43.78 9.35+10.24

Tableau 04: Effet du paraquat, du 6-HCH et de 2,4-D sur la consommation

périodique (10 minutes) d’oxygene en pl par les levures dans le milieu PBS-Glucose

(5%) a 25°C (moyennes + S.D ; n = 12).

Tampon phosphate 0.15 M (PBS) + Glucose 5%
Temps PBS Paraquat PBS 24-D PBS 0-HCH
(min.) (5 mM) (5 mM) (5mM)
0 0,00-0,00 0,00-0,00 0.00-0.00 0.00 = 0.00 0.00+0.00 0.00-0.00
10 37,94+5,88  43,61+7,31  31.49 +5.70 6.20+2.74 24.73+£5.79 6.29 £4.25
20 67,64+5,19  76,29+18,12  60.75+5.78 8.93+3.47  56.01+10.28  10.16+5.88
30 107,96+10,84 124,69+20,70 86.68+12.12 8.15 +3.68 85.74+10.67 10.96 +£5.95
40 145,49+13,75 165,41+25,44 110.43+12.00 7.09 +4.32  112.90+10.19 10.89+6.41
50 176,52+8,83 196,51+25,25 128.83+13.37 7.45+4.86 135.59+14.47 10.71 £6.79
60 200,25+13,81 222,74+21,95 138.67+15.57  7.7245.37 153.12+14.71 11.00+6.91
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Tableau 05: Effets de la rutine et de la quercetine sur la consommation

périodique (10 minutes) d’oxygene en pl par les levures dans le milieu PBS (0.15 M) a

25°C (moyennes = S.D ; n= 12).

Tampon phosphate 0.15 M (PBS)

Temps PBS Rutine PBS Quercetine

(min.) (5 mM) (5 mM)
0 0,000,00 0,000,00 0,00+0,00 0.000.00
10 32,67+4,00 7.41 £4.57 36,04+15,73 6.64+5.14
20 64,06+5,19 9.65+6.22 67,76+16,77 12.60+4.71
30 98 477,61 11.23 £6.65 93,46+12,42 14.6625.13
40 126,3248,55 11.53+6.35 112,62+14,22 13.2746.30
S0 147,68+10,40 16.35+9.62 128,70+15,05 14.42 £7.76
60 165,15+8,89 17.47 £10.88 140,90+17,11 15.06 £7.11

Tableau 06: Effet de la rutine et de la quercetine sur la consommation périodique

(10 minutes) d’oxygene en pl par les levures dans le milieu PBS-Glucose (5%) a 25°C

(moyennes = S.D ; n= 12).

Temps Tampon phosphate 0.15 M (PBS) + Glucose 5%
(min.) PBS Rutine PBS Quercetine
(5 mM) (5 mM)
0 0,00:£0,00 0,00:£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
10 31,49+7,19 6,41+3,32 18,15+10,88 6,25+5,32
20 61,88+5,49 10,35+3,37 35,38+20,34 9,79+6,56
30 97,66+8,74 12,60+5,91 55,40+30,11 9,17+7,64
40 129,41+7,85 14,04+6,38 74,54+38,82 11,81+8,73
50 162,83+9,81 14,58+7,52 87,45+42,65 13,16+8,13
60 195,16+10,33 16,14+7,76 95,94+43,41 12,75+6,88
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Tableau 07: Evaluation du phosphate inorganique en présence de 2,4-D (5SmM) et
d’azide de sodium (1mM) en milieu PBS (moyennes £ S.D ; n = 12).

P (mM)
PBS (0,15M) 2.4-D (SmM) Azide (1mM)

7,38+0,57 6,28+0,58; (P =<0,001) 7,59+1,02
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Résumé

La respiration cellulaire dépend d’un certain nombre de facteurs: métabolisme
intense d’un substrat, chaine respiratoire fonctionnelle, etc. Les processus métaboliques
comprenant un ¢change gazeux peuvent Etre mesurés manométriquement par la
méthode de Warburg. Pour tester l’influence de ces facteurs, la consommation
d’oxygene par la levure S.cereviciae sera mesurée en présence et en absence du glucose
(gle) et d’inhibiteurs de la chaine respiratoire.

La comparaison des consommations d’oxygene en présence et en absence du glc,
montre une différence significative (P < 0,01), donc on peut conclure que le glucose
stimule la consommation d’O; par les levures. Nous avons noté que le KCN (0.5mM)
inhibe fortement la consommation d’O; par la suspension de levure; que ce soit dans le
milieu phosphate balance salt (PBS) ou PBS-glucose (5%) (96.9% et 90.1%, p < 0.01),
et également on observe cette inhibition en présence du roténone (SmM) dans le milieu PBS et PBS-glc
(5%) (86.46%, 83.82%), alors que I’inhibition en présence de NaN; (1mM) dans le milieu PBS et PBS-
glc (5%) est a: 65.61% et 73.44% respectivement, en présence des pesticides on a observé une inhibition
de la consommation d’O, dans le milieu PBS et PBS-glc (5 %) pour une période d’incubation de 60
minutes a 25°C en présence de 2,4-D (SmM) (93.54% et 94.43% , p < 0.01), et de 5-HCH (5mM) (91.3%
et 92.81%, P < 0.01), par contre on a observé une stimulation de la consommation d’O, en présence du
paraquat (5SmM) (16.94%) dans le milieu PBS. On a noté aussi que les flavonoides ont un effet inhibiteur
sur la consommation d’O,, dont en présence de la quercetine dans le milieu PBS et PBS-glc (5%) le taux
d’inhibition est égale a 89.31% et 86.71% respectivement (P < 0.01). Alors que ce taux est égal a 89.42%
et 91.72% en présence de la rutine (P < 0.01). Le taux du phosphate (Pi) dans la suspension de la levure
en présence de 2,4-D (SmM) et azide de sodium (ImM) montre une différence trés significative en
présence du 2,4-D (SmM) (P < 0.001).

Mots clés: Saccharomyces cereviciae; Respiration; Flavonoides,; Inhibiteurs; Pesticides

Abstract

Cellular respiration depends on a certain number of factors: intense metabolism of a substrate,
functional chains respiratory, etc. The metabolic processes including a gaseous exchange can be measured
by the manometric method of Warburg. To test the influence of these factors, the oxygen uptake by
Saccharomyces cerevisiae yeast will be measured in the absence and the presence of glucose and
inhibitors of the respiratory chain.

The comparison of the oxygen uptakes in the absence and in the presence of glucose, shows a
significant difference (p < 0.01), therefore one can conclude that glucose supports the oxygen uptake by
yeast. We noted that the KCN (0.5mM) inhibits strongly the oxygen uptake by the yeast suspension,
that’s in the phosphate balance salt (PBS) medium or in the PBS-glucose (5%) medium for 60 minutes of
incubation at 25°C (96.93 vs. 90.14%; p < 0.01), and also we observed this inhibition in the presence of
roténone (SmM) in PBS medium and PBS-glc (5%) (86.46%, 83.82%), so that the inhibition in the
presence of NaN3 (1mM) in the medium PBS and PBS-glc (5%) was 65.61% and 73.44%, respectively In
the presence of pesticides was observed an inhibition of O, consumption in the medium PBS and PBS-glc
(5%) for an incubation period of 60 minutes at 25°C in the presence of 2,4-D (5mM) (93.54% and
(94.43%, p < 0.01), and 3-HCH (5mM), (91.3% and 92.81%, p < 0.01). contrarily, we have observed a
stimulation of the oxygen uptake (29.9%; p < 0.05) in the presence of the paraquat (SmM), for 60 minutes
of incubation at 25°C in PBS medium. It was also noted that flavonoids have an inhibitory effect on O,
consumption, which in the presence of quercetin in the PBS medium and PBS-glc (5%) the rate of
inhibition is equal to 89.31% and 86.71% respectively (p < 0.01) while this rate is equal to 89.42% and
91.72% in the presence of rutin (P < 0.01). The rate of phosphate (Pi) in the suspension yeast in the
presence of 2,4-D (5mM) and azide (ImM) showed a highly significant difference in the presence of 2,4-
D (5mM) (P <0.001).

Key words: Saccharomyces cereviciae; Respiration, Flavonoids; Inhibitors, Pesticides
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