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CONTRIBUTION
A L’ETUDE DU MECANISME DE L’ACTION
FONGISTATIQUE ET ANTIMELANIQUE
DE LA

THIO-UREE

PAR

Edmond PONGRATZ
(Avec 10 fig.)
(suite et fin)

CHAPITRE 11

INFLUENCE DE SUBSTANCES CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES
DIVERSES SUR LA NADI-REACTION CATALYTIQUE

Nous avons étudié 'influence exercée sur I’activité catalytique
des ions cuivre par toute une série de substances tant biologi-
ques que chimiques, susceptibles de réagir avec le catalyseur
ou d’influencer les processus d’oxydation d’une autre maniére.
Nous avons utilisé le mélange Nadi comme « révélateur » pour
« tester » 'activité du cuivre dans ces nouvelles conditions.

Mode opératoire :

10 cm3 de solution tampon phosphate (pH = 7,3) conte-
nant 50 y de Cu*? sont additionnés d’environ 1 & 10 mg de
substance & essayer (concentration environ 1 pour mille &
1 pour dix mille). Si le produit est gazeux, on le fait barboter
quelques instants dans la solution. Les substances peu ou
difficilement solubles dans I’eau sont additionnées sous forme
de solution alcoolique concentrée.

On teste I'activité du cuivre dans la solution obtenue au
moyen du mélange Nadi qu’on ajoute & raison de 5 gouttes
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332 MECANIQUE DE L’ACTION FONGISTATIQUE

pour 10 em3. On agite violemment pour bien oxygéner la solu-
tion. Chaque essai est comparé « visuellement» & un témoin
préparé de maniére identique et au méme instant, mais ne
contenant pas de substance étrangére. Pour obtenir des valeurs
numériques, les solutions sont soumises a un examen photo-
métrique.

I1 est important de procéder dans l'ordre indiqué pour
préparer les mélanges, sinon les résultats peuvent étre variables:
nous verrons plus loin les raisons dictant ces conditions.

Résultats :

Nous avons constaté que des substances (A) inhibent plus
ou moins fortement la Nadi-réaction, d’autres (B) au contraire
I'activent, enfin qu’'un grand nombre de substances sont
indifférentes c’est-a-dire n’affectent pas d’une maniére sensible
la catalyse.

Nous distinguerons parmi les premiéres substances quatre
groupes: classification toute arbitraire comme le montrera
I’examen de chacun des groupes, mais que nous garderons pour
la clarté de Pexposé.

1) Les corps précipitant le cuivre ou formant avec lui des sels
peu ionisés.

2) Les substances formant avec le cuivre des complexes.

3) Les corps facilement oxydables.

4) Divers (protéines, antioxygénes, inhibiteurs d’enzy-
mes, etc.).

A. Substances inhibitrices de la Nadi-réaction catalytique.

1. Les corps précipitantle cuivre ou formant avec lui des sels peu

LONLSES.

Nous savons que le cuivre doit ses propriétés catalytiques
(fongicides, germicides, etc.) & sa forme ionique: la préci-
pitation ayant pour conséquence une diminution des ions en
solution, allant souvent jusqu’a leur disparition quasi totale,
il est & prévoir donc que toute substance précipitant le cuivre
sera un poison de la catalyse due a ce métal.

La précipitation n’est pas la seule possibilité d’inhibition
directe: la formation de sels peu ionisés ou comme nous verrons
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plus loin la formation de eombinaisons complexes, méme
solubles, peut également faire régresser le nombre des ions Cu*?
de la solution. : ;o ;

Nous admettons que les substances suivantes, qui toutes
exercent un effet inhibiteur puissant sur la Nadi-réaction,
forment avec le cuivre des combinaisons données, bien que par
suite des faibles concentrations, aucun prédipité .ou produit
de réaction ne soit généralement visible dans la solution.

Le cuivre peut former des combinaisons dans lesquelles il
est monovalent; cette réduction est due soit a la substance
inhibitrice (qui présente souvent un caractére réducteur), soit
a la catalyse elle-méme. (On admet généralement qu’un cata-
lyseur d’oxydation vibre entre deux états d’oxydation [47];
Shibata [48] signale que le cobalt dans les complexes qu’il
étudia, ne change pas de valence au cours de la catalyse.)

L’hydrogéne sulfuré et les sulfures alcalins précipitent le
cuivre comme sulfure noir pratiquement insoluble:

produit ionique a4 10° du SCu = 3,2.10~*
» » a 18° du SCu, = 2,0 . 10~%,
L’anion éthylranthogénique (éthylranthogénate de potassium)
précipite le Cu*? comme éthylxanthogénate de cuivre (II)
brun ou de cuivre (I) de couleur jaune. On donne les deux
formules suivantes [49].

(S-—C<OC2 )Cu2 et (S__C<OC2 )

Ces combinaisons sont détruites peu a peu, surtout en milieu
alcalin et donnent alors des sulfures de cuivre.

L’anion thiocyanique (rhodanate de potassium) précipite le
cuivre comme thiocyanate de cuivre (II) noir et de cuivre (I)
blan rosé (surtout en présence d’un réducteur)

- produit ionique a 18° du NCSCu = 1,6 . 10~'%.
L’anion ozxalique donne l'oxalate de cuivre CuC,0, (pro-
duit ionique a 25° = 2,9 . 107%),
2. Substances formant avec le cuivre des complezes.

Les réactifs organiques caractéristiques du cuivre ont une
action inhibitrice particuliérement marquée sur la Nadi-
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réaction catalytique, mais beaucoup d’autres substances,

également capables de former des complexes avec le cuivre,

ont révélé (pour la plupart) une trés nette action anticatalytique.
Nous avons vérifié l'inhibition due aux corps suivants:

Acide rubéanique (dithioxamide) forme avec le cation Cu*?
un complexe interne vert foncé de formule:

H'N=(|]—(|]=N

Cette réaction est souvent utilisée en chimie analytique.
La salicylaldoxime forme avec le cuivre le complexe:

La benzoineoxime donne avec le cuivre un sel complexe vert
de structure suivante [50]:

IS H et
NN
f// & ” \_/

dans ce complexe ce sont les radicaux aromatiques qui parais-
sent posséder un pouvoir coordinatif.

Le « Kupferon » (nitrosophénylhydroxylamine) donne avec
le cuivre la combinaison [51]:

0—Cu/,

Oy =
Y
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L’hydroxy 8-quinoléine (oxine) et la §,7-dibromohydroxy
8-quinoléine donnent les combinaisons suivantes avec Cut?[49].

Br
7V
( | ] (\/\
AN 74 I
[ SN\
O Br J) ::
\\Cu/s \Cu/ .

La thio-urée et plusieurs de ses dérivés (méthylthiourée
allylthiourée, etc.) donnent avec le cuivre différentes com-
binaisons [52] entre autres le complexe suivant correspondant
a la forme pseudo-thio-urée:

S_Cu /2
H,N—C
NNH

La diphénylcarbazide et le diphénylthiocarbazide forment avec
le cuivre des complexes dans lesquels les liaisons de coordination
du métal vont de préférence a 'azote (plutét qu’au S. ou O.).

NH—NH—CH,

S=C Cu/,
N
\NH—N—C,Hj

La diphénylcarbazone et la diphénylthiocarbazone (dithizone)
forment facilement des complexes avec les métaux lourds et
avec le cuivre.

On ne sait pas d’une fagon certaine si dans ces combinaisons
le cuivre est coordonné au soufre ou a l'azote; on donne les
formules:

/N H_N_“CGH5 /N H_"N_‘Ca H5

S I“/z
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Le thiouracile et ses dérivés 1 (méthylthiouracile) forme avec
le Cu™? le complexe suivant [53]:

O /C \~ /R
é G/
Cﬂ:lz/ (|; “
H

Le diethyldithiocarbamate de sodium forme avec le cuivre une
combinaison complexe intensément colorée en jaune-brun uti-
lisée pour son dosage colorimétrique.

Beaucoup d’autres substances présentant un groupement
thiol (-SH) forment avec le cuivre des combinaisons complexes:

Citons I'acide thioglycolique HOOC-CH,SH, I’acide thio-
lactique, la thionalide CH,(SH)CONHC,,H, ... le thiosulfate.

Les actdes a-aminés d’une maniere générale sont susceptibles
de former avec le Cu*?® des complexes du type:

Q0

N MNewr,

-—(::—1'\T"H2
certains cependant — le glycocolle, 1'ax-alanine, la 3-sérine,
I'acide aspartique, l'asparagine, la méthionine, 'l-cystine,
I'acide ! (+4) glutamique exercent une action inhibitrice par-
ticulierement forte sur la Nadi-réaction catalytique.

Les peptides — produit de I’hydrolyse chimique ou enzy-
matique de substances protéiques — «complexent » aussi le
cuivre et le rendent inactif.

- Les a et 8 oxyacides forment facilement des combinaisons
avec le cuivre du type:

Qo
0 0 \C/ \Cu /s
Ne’ Ny, by, £
H—& Gl v

- I
exemple: citrate, tartrate (sel de seignette).

1 Mis gracieusemenf a notre disposition par la maison Hoffmann
la Roche (Baile).
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L’inhibition de la Nadi-réaction due a ces deux derniéres
substances est en général plutdt faible.

Les composés polyphénoliques tel que les acides galliques,
tanniques, protocatéchique, les tannins, etc., peuvent former
avec le cuivre des complexes variés, mais ces substances
possédent en plus de ces caractéres, des propriétés antioxygénes
qui font d’eux d’excellents inhibiteurs des réactions catalyti-
ques d’oxydation (elles sont utilisées comme stabilisants).

Il nous a paru intéressant de tester encore I’activité cataly-
tique du cuivre lorsqu’il est incorporé dans des édifices molé-
culaires plus compliqués mais ou il est lié également de fagon
complexe. '

La phtalocyanine ! (Linstead) est une combinaison complexe
du cuivre, extrémement stable, de couleur bleu foncé, qui dérive
de la tétraazoporphine. Ce corps présente une curieuse analogie
structurale avec les pigments du sang et de la chlorophylle.
Le cuivre dans cette combinaison ne présente pas la moindre
propriété catalytique sur 'oxydation du Nadi.

2N
Ll x
NN N N
T
'N/ \\Cn \N
" My

T
C"“‘-l\ N—~C

||) l

v
N
Cu-phtalocyanine
De méme que dans la combinaison précédente, le cuivre lié

de fagon complexe a la molécule de phéophytine est inactif en
tant que catalyseur d’oxydation.

1 Nous avons préparé ce corps selon les indicatios données dans
L. GATTERMANN, Manuel pratique de chim. org., 1946, p. 327.
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Formule selon H. Fischer:

HyCy GH=CH, HC.  GH,

I—\ H_ll

/ \“/ \

nsc—l__- (|:Ha
H H CH
CH
i do \C
co | |
| OCH, O
Phytol—O

Cette substance est préparée en chauffant une solution
alcoolique de phéophytine ! (= chlorophylle a privée de son
atome de magnésium) avec de I'acétate de cuivre. La solution
devient vert brillant sans fluorescence, coloration due & la
formation du complexe cuprique tres stable.

Conclusion :

Toutes ces observations nous conduisent & penser que le
cuivre lorsqu’il entre dans la constitution d’un complexe
interne, ne peut plus manifester son activité catalytique.

Fort de ces constatations nous pouvons généraliser et admet-
tre que tout corps organique susceptible de former avec le
cuivre un complexe interne stable, peut étre considéré comme
un poison de la catalyse due & ce métal et dans la mesure ou
ces corps organiques ont la méme réactivité in vivo, on peut les
assimiler & des inhibiteurs des enzymes cupriques.

1 Nous avons préparé la phéophytine selon R. WILLSTAETER et
A. StoLL, Chlorophyll, p. 251, 1918.
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Il faut ajouter aux substances inhibitrices déja mentionnées
encore 'oxyde de carbone et 1’acide cyanhydrique (cyanures)
qui, dans les recherches enzymologiques jouent un role pré-
pondérant. Ces deux poisons respiratoires annihilent presque
complétement le pouvoir catalytique du cuivre. Pour I'oxyde de
carbone, il faut incriminer la formation de divers complexes
d’addition du cuivre dont nous avons vérifié la photostabilité.

Le chlorure de cuivre (I) fixe en solution chlorhydrique ou
ammoniacale 'oxyde de carbone et forme des complexes tel
que [CuCl(CO)(H,0),]. Les solutions de cuivre (II) peuvent
aussi additionner dans certaines conditions de l'oxyde de
carbone: il se forme alors du CO, et des sels de cuivre I (Méller
und Leschewski, 1935) [54].

En ce qui concerne le cyanure de potassium, il doit son
pouvoir inhibiteur puissant a sa propriété de former avec le
cation cuivre diverses combinaisons, plus particulierement le
cyanure de cuivre (II) et cuivre (I) et 'anion complexe tétra-
cyanocuivrique (I) extrémement stable, selon le schéma de
réaction suivant:

2CN- + Cu+2 —* (CN),Cu
2(CN),Cu —» 2CNCu -+ (CN),
CNCu + 3CN- =— [Cu(CN)-?

L’action des cyanures alcalins qui permet de « masquer » les
réactions du cuivre est bien connue en chimie analytique.
Par ce procédé (formation de complexe), on diminue la concen-
tration du Cu®? dans la solution a tel point qu’il ne réagit
plus avec les réactifs courants. Mieux encore, la stabilité de ce
complexe est telle, qu’elle permet au KCN de redissoudre divers
précipités du cuivre ou de décolorer les solutions bleues de
cuivre-tétramine par exemple. Les applications de ces phéno-
meénes sont constantes en chimie analytique et surtout en
microchimie.

Nous désirons attirer une attention particuliére sur ’affinité
du cyanure pour le cuivre, car dans les phénomeénes biologiques
I'on envisageait jusqu’a présent surtout une action de bloquage
du cyanure s’exer¢ant sur le fer cellulaire (hématine, enzymes
ferrugineux, etc.).
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2. Généralités sur les substances capables de former avec le cuivre
des complexes internes et mécanisme de leur action inhibitrice.

Lorsqu’on considére les édifices moléculaires dans lesquels
le cuivre voit son activité catalytique bloquée, on s’apergoit
que le métal y est « doublement » lié. Ainsi, par exemple, dans
I'hydroxy-8-quinolinolate de cuivre (Cu-8-quinoléate), le cation
est fixé par électrovalence sur l'oxygéne (ayant remplacé
Ihydrogéne du groupe hydroxyle) et par valence de coordina-
tion sur I'azote: '

N TN
\:/ \\C‘l‘"-. \:/
/ \?\" s \0____/ \
N~ N7

Nous voyons que la molécule organique, pour pouvoir former
un complexe interne doit posséder & la fois un groupement
(salifiable) & fonction acide (dont I’hydrogéne est remplacable
par le métal comme le groupe carboxyle —COOH, le groupe
hydroxyle —OH, le groupe sulfhydrile -SH, etc.) et un atome
négatif capable de coordination (azote dans les groupes —NH,;
=NH; -C4H ,N; —N=N—; oxygéne dans les groupes —OH;
C=0; le soufre dans C=S; C-S--C, -S—S-, etc.). Les posi
tions relatives de ces groupements dans la molécule et leur
situation stérique ont une importance déterminante sur la
possibilité de formation de complexes. 1l se forme des cycles
en général de 5 4 6 atomes (noyaux chélatés) [55] qui seuls
sont stables ou l'atome de cuivre constitue I'un des maillons
(voir formule ci-dessus).

Les phénomeénes d’inhibition décrits précédemment suggerent
Iinterprétation suivante: des liaisons simultanées par électro-
valence et valence de coordination entre 'ion Cu™? et différents
atomes d’une seule et méme molécule organique, déterminent
un abaissement du pouvoir catalytique du métal par suite de
sa forte liaison; en effet des mesures de conductibilité électrique
montrent que ces complexes sont extrémement peu dissociés.
Théoriquement, lorsqu’un ion lie d’autres molécules pour former
un complexe, la concentration de I'ion primitif (Cu*?) diminue
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plus ou moins fortement mais ne disparait jamais totalement;
il se forme un équilibre par exemple: -

Cu+2 + 2(hydroxy 8-quinoléine) ——* Cu-8 quinoléate + 2H~+

La stabilité de ces complexes est cependant généralement

telle, que pratiquement il ne subsiste plus guére d’ions Cu*?
libres. L’équilibre des réactions étant fonction de la loi d’action
des masses, la « complexion » du cuivre sera donc encore favori-
sée par un exceés de substance « complexante ».
" Dans les expériences d’empoisonnement du catalyseur Cu*?,
le pouvoir inhibiteur des substances est encore fonction de leur
affinité pour le cuivre (en solution diluée) et de la vitesse de
formation des complexes cupriques.

3. Corps facilement oxydables.

A part les substances que nous venons de voir qui se combi-
nent a4 I'élément catalyseur et qui de ce fait I'inactivent (on
pourra grouper ces substances sous la dénomination générale
d’anticatalyseurs ou d’inhibiteurs directs), il existe toute une
série de corps plus ou moins facilement oxydables qui exercent
durant un certain temps un effet protecteur sur I'oxydation
du Nadi. Parmi ces inhibiteurs indirects, citons les substances,
I'intérét biologique: I'acide ascorbique, la cystéine, le gluta-
thion..., les polyphénols... et les substances inorganiques comme
I’hydrogeéne arsénié, le sulfite, bisulfite, les sels ferreux, etc.

Selon nous, il est probable que le cytochrome réduit entre de
la méme maniére en compétition avec les constituants du
réactif Nadi et inhibe leur oxydation. Pour plusieurs de ces
substances inhibitrices, il s’agit plus que d’une simple compéti-
tion: elles peuvent méme réduire a ’état de leucodérivé le bleu
d’indophénol déja formé. Nous pouvons prévoir I'influence per-
turbatrice qu’auront ces substances sur les résultats de la
Nadi-réaction utilisée comme test cytologique pour la localisa-
tion des oxydases. Plusieurs auteurs, Wyss Chodat et
F. Chodat [56], L. Kaufmann [57] et R. Stadelmann [58] en
particulier ont déja attiré 'attention sur I'influence inhibitrice
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qu’'exerce l'acide ascorbique sur la plupart des réactions
d’identité des oxydases.

L’hydroxylamine, réactif trés utilisé en enzymologie, n’a pas
d’action sur la Nadi-réaction catalytique malgré son caracteére -
réducteur. Dans certains cas cependant, s’il y a présence
simultanée d’une substance réductible par I’hydroxylamine
(Fe*? par ex.) le corps réduit formé peut entrer en concurrence
avec le mélange Nadi.

Les substances & groupement sulfhydrile (-SH) comme la
cystéine doivent leur effet inhibiteur probablement encore a
leur propriété de pouvoir fixer le cuivre sous forme com-
plexe [59]. Les produits d'oxydation de ces substances — les
formes disulfure (R-S-S-R) — n’exercent pratiquement plus
d’inhibition sur la Nadi-réaction.

4. Substances diverses.

Nous avons encore examiné l'influence sur la Nadi-réaction
catalytique de substances réputées inhibitrices de certaines
réactions enzymatiques: azide de sodium (NaN,), fluorure de
sodium, pyrophosphate: leur effet est négligeable (noter que ces
substances réagissent facilement avec le fer); I’azide de sodium
active méme légérement le cuivre. Les inhibiteurs des déhy-
drases, acide monoiodacétique, uréthanes, narcotiques... sont
également sans action appréciable.

Contrairement a l’affirmation de R. Meier [60] qui considére
les sulfanilamines comme des anticatalyseurs d’oxydation, nous
avons trouvés que ’acide sulfanilique, la sulfanilamide étaient
sans effet notoire sur I'oxydation catalytique du Nadi.

Autres substances plus ou moins indifférentes: pénicilline,
streptomycine, ac. anthranilique, quinique, amygdalique,
salicylique.

Les albumines d’ceufs, de sang, etc., la gélatine ont des effets
trées variables suivant leur provenance, le traitement subi,
le pH, etc. En présence de ces substances, on observe souvent
des effets inhibiteurs ou indifférents, parfois aussi stimulants.
Nous ne nous sommes pas occupés d’une maniere plus appro-
fondie de ces substances car les combinaisdns qu’elles donnent
avec le cuivre sont difficiles a connaitre: d’autres auteurs
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d’ailleurs étudient la question, citons P. Bouvet [61], E. Barbu,
J. Lesciau et M. Macheboeuf [62].

Les sels de mercure (Hg-Cl,) inhibent fortement la -Nadi-
réaction catalytique. En présence de ces substances, on observe
souvent une déviation des processus d’oxydation. L’action
inhibitrice du mercure s’exer¢ant probablement sur le cuivre
est intéressante & relever.

On cite [63] la pyridine comme inhibiteur possible de la
catalyse par le cuivre. Nous avons trouvé au contraire que ce
corps active fortement le cuivre en tant que catalyseur (voir
plus loin).

Il est vrai que lorsqu’il y a présence simultanée de pyridine
et de thiocyanate par exemple, il y a formation en milieu neutre
ou alcalin d’un précipité floconneux vert di au complexe
[Cu ... (Py),](CNS), trés peu soluble, et par suite inhibition.
Cette méthode de précipitation du cuivre est utilisée pour
son dosage gravimétrique ou colorimétrique (méthode de
Spacu).

Connaissant le mécanisme de I'inhibition de ’activité cataly-
tique du cuivre, il apparait évident maintenant que 1’on puisse
lever dans une certaine mesure I'inhibition primitive par une
adjonction d’une nouvelle quantité de cuivre (dans le cas des
inhibiteurs directs) ou par une addition d’un oxydant (dans le
cas des inhibiteurs indirects réducteurs) et cela suivant I'exces
de substance inhibitrice présente.

Comme paralléle biologique de ces phénomenes, la littérature
scientifique nous donne plus d’un exemple d’enzymes [64] ou
de cellules (bactéries, etc.) empoisonnées qui purent étre
désintoxiquées par un traitement cuprique ou oxydant appro-
prié.

Conclustions :

Il ressort des observations faites ci-dessus qu’un rapproche-
ment doit étre fait entre notre réaction catalytique et certaines
réactions enzymatiques de caractére oxydatif.
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Voici quelques arguments justifiant ce rapprochement:

a) Les inhibiteurs mentionnés ci-dessus sous 1, 2 et 3 sont
en général ceux des oxydases.

b) Les inhibiteurs directs (mentionnés sous 1 et 2) sont sou-
vent des substances trés toxiques déja a faible dose, ce qui
indique que ces substances agissent tn vivo sur des méca-
nismes délicats et importants, réglant les processus
vitaux.

¢) Les inhibiteurs des déshydrases et d’autres ferments
(uréthanes, narcotiques, acide monoiodacétique, acide
trichloracétique, azide de sodium, florure et pyrophosphate
de sodium, etc.) sont sans action sur 'oxydation cataly-
tique du Nadi.

De ces constations et d’autres observations faites in vivo
nous tirons les conclusions suivantes:

1. La Nadi-réaction ne constitue pas un test spécifique des
oxydases (cytochrome-oxydase, phénolases); cette réaction est
catalysée de fagon quasi spécifique par les ions Cut? L’effet
« indophénol-oxydasique » du cuivre se distingue de celui de
Penzyme de Warburg et Keilin (« Atmungsferment » de Warburg
ou cytochrome-oxydase) par le fait qu’il n’exige pas pour
parachever I’oxydation du Nadji, le concours du cytochrome.

2. Lorsque in vivo la Nadi-réaction est positive, il y a
présence d’'une oxydase (ou d’un catalyseur d’oxydation) mais
cela implique ’absence de systémes oxydo-réducteurs sous
forme réduite. D’une.fagon générale, on peut dire que s’il
y a présence sous forme réduite et en quantité importante d’un
systéme a potentiel redox inférieur a celui du mélange Nadi,
il n’y aura pas réaction colorée. Il faut encore tenir compte des
conditions du milieu (pH), car les potentiels redox du substrat
oxydable et du Nadi peuvent s’inverser.

D’une Nadi-réaction négative ir vivo on ne peut donc pas
tirer de conclusion quant & la présence ou absence d’oxydase.

Il est d’observation courante que I'on peut souvent mettre
en évidence in vivo un effet peroxydasique mais pas d’oxyda-
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ses [58]. Nous pensons par déduction de ce que nous avons dit
plus haut, que, dans certains cas du moins, le traitement a I’eau
oxygénée active I'oxydation des substances inhibitrices pré-
sentes (acide ascorbique, etc.) et permet la détection par la
suite des simples oxydases (pas peroxydases) au moyen des
réactifs usuels.

3. Etant donné la grande similitude de comportement
(vis-a-vis des inhibiteurs) de la Nadi-réaction catalytique
spécifique & base de cuivre avec certaines réactions enzymati-
ques oxydatives, ne doit-on pas incriminer plus souvent le
cuivre d’étre I’élément actif de ces systémes ? Nous pensons en
particulier & la cytochrome-oxydase. (On admet depuis les
travaux de Warburg [43] que le ferment spécifique catalysant
I'oxydation du cytochrome (a) réduit, est de nature hémique.)
Cette hypothése élargit singuliérement la conception de Keilin,
a savoir assimilation de I'indophénoloxydase & la cytochrome-
oxydase.

4. Vu la grande sensibilité et spécificité du réactif Nadi aux
ions Cu*? nous préconisons son utilisation & des fins analyti-
ques (dans certaines conditions on pourra méme faire appel a
des activateurs ou a H,0, (voir plus loin) pour augmenter
encore la sensibilité du Nadi vis-a-vis du Cu*?

Par ce procédé, il est possible de mettre en évidence 10>
a10™* v de Cu*? dans I’eau de conduite; pour cela il est néces-
saire de travailler en milieu tamponné et de comparer a un
témoin préparé avec de l'eau bidistillée absolument exempte
de Cu™>

B. — 1. Substances activatrices de la Nadi-réaction catalytique.

Au cours de nos investigations portant sur les substances
inhibitrices de la Nadi-réaction catalytique, nous avons observé
que de nombreux composés organiques azotés (contenant un
atome d’azote tertiaire ou quaternaire principalement) avaient
la propriété d’exalter le pouvoir oxydant du cuivre. Parmi les
corps actifs, il se trouve des composés aliphatiques, mais surtout
des composés hétérocycliques.
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Nos recherches primitivement basées sur ces quelques
observations empiriques nous ont permis de trouver un certain
nombre d’adjuvants du cuivre, dont les plus actifs sont:
I’ammoniaque, la pyridine, I'iminazole, le thiazole, la pyri-
midine, la quinoléine et nombre de leurs dérivés; nous citerons
comme exemple: la chloramine, la triméthylamine, la choline...
l'acide nicotinique, la nicotylamide, la nicotyldiéthylamide
(coramine), la piperidine, la pipérazine, I’aneurine (vitamine B,),
I'uracile, des barbituriques (luminal), des bases puriques:
xanthine, guanine, des alcaloides (nicotine, quinine, etc.), la
guanidine, des sulfamides, des bactéricides, des fongicides, etc.

Le catalyseur ionique Cu™® forme avec ces substances des
systéemes organo-métalliques qui sont principalement du type
complexe d’addition (syn. complexe de superposition) ou
du type complexe d’interposition (Werner [65]: An- und Ein-
lagerungsverbindungen).

Plusieurs de ces complexes sont bien connus en chimie
analytique et nous les choisirons comme type, car ils sont en
méme temps le plus représentatif de nos systémes actifs:
ce sont les complexes cuivre-tétramine et cuivre-dipyridine
(Y. et K. Shibata [48] ont déja signalé en 1928 la forte action
oxydante de ces deux corps sur la myricétine).

(NHy). - (NHy]** APy) ]
Cu Cu
(NHy)©  "(NH,y) “(Py.)

L’addition des substances azotées susmentionnées a une
solution cuivrique en modifie visiblement la teinte: de bleu
clair, elle devient verte, bleu azur plus ou moins foncé, bleu
indigo, violet. Ces virages font immédiatement présumer la
formation d’ions complexes et ’apparition d’importantes
modifications corrélatives: état ionique particulier du cuivre
et ses répercussions sur le spectre d’absorption.

2. Généralités sur les complexes actifs.

Dans la catégorie des complexes cuivriques qui montre une
activité catalytique supérieure a celle des ions simple Cu*?,
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nous avons cité le complexe cuivre-tétramine bien connu en
chimie analytique. Nous savons que I’ammoniac, 4 cause du
caractere dipolaire de sa molécule, montre une forte tendance a
la formation de complexes relativement stables, appelés ammo-
niacates ou combinaisons amminées. Dans ce type d’édifice
moléculaire I’atome de cuivre devient « atome central » (centre
de coordination). Le nombre des espéces d’ions ou de molécules
indépendantes qui peuvent étre liés par lui au moyen de ces
valences secondaires (valences de champs) est exprimé par le
nombre de coordinations (n). Celui-ci peut prendre différentes
valeurs pour le cuivre, mais généralement les valeurs 2, 4 et 6
pour Cu™? et les valeurs 1, 2 et 3 pour Cut!. Dans les complexes
cupro-aminés, c’est 'atome d’azote qui fixe les valences de
coordination. La constitution du sulfate de cuprotétramine
peut étre représentée par la formule:

(NH,). (NH) |*
Cu SO,2
(NHg)”  ™(NH,)

Les groupements coordonnés (ici les molécules d’ammoniac)
s’intercalent en quelque sorte entre le cation cuivrique et
I'anion du sel primitif d’ou le nom de complexe d’interposition
donné a ce type de combinaison.

Cette formule montre d’autre part que la molécule est
dissociable (elle se dissocie en solution aqueuse) et par suite
se comporte en électrolyte (différence avec les complexes
internes qui ne conduisent pas le courant). Notons encore que
dans ce type de combinaison complexe, le cuivre est encore
apres dissociation cation divalent [(Cu)]*2.

En solution (neutre ou alcaline) les molécules- coordonnées
(ici NH,) restent attachées au cuivre et conférent la coloration
bleu azur bien connue des cupramines (eau céleste). En solution
acide par contre, il y a décoloration par suite de la décom-
position du complexe.

Le caractére basique de I’ammoniac est trés marqué et bien
connu; nous le signalons car le caractére de basicité se retrouve

ARCHIVES DES ScIENcES. Vol. 3, fasc. 5, 1950, 23
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chez la plupart des substances activatrices du cuivre sous
forme plus ou moins atténuée (alcaloides, bases puriques, etec.).

On connait toute une série de sels du cation complexe
Cu-tétramine. On les obtient par simple addition d’ammoniaque
en exces aux sels ordinaires du cuivre bivalent; il précipite
d’abord I’hydroxyde cuivrique Cu(OH), qui se redissout dans
I'excés d’ammoniaque pour former une liqueur bleu intense,
appelée « eau céleste ». On connait entre autres:

[Cu(NHy),|Cl, ; [Cu(NHy)|(NOyj, ; [Cu(NHy),]SO,

Ihydroxyde correspondant a ces complexes est la base
[Cu (NH,),] (OH), qui en solution est également bleu foncé,
(liqueur de Schweizer). On prépare ce corps par dissolution
dans 'ammoniaque d’hydroxyde cuivrique précipité par un
alcali caustique. Remarquer que sous cette forme complexe, le
cuivre est soluble en milieu alcalin. Par dissolution dans
Iammoniaque de chromate de cuivre, on obtient une solution
d’un beau vert répondant probablement & la formule:

[Cu(NH,),] CrO,

De méme que 'ammoniac, certains de ses dérivés organiques
et inorganiques (CINH,) montrent également le pouvoir de
coordination de leur azote, mais ce sont surtout les dérivés
hétérocycliques qui montrent les propriétés semblables les plus
intéressantes pour nous. Ainsi les complexes [Cu (Py),]*?,
[Cu (Iminazole),]™* [Cu (Nicotine),]**, etc. se forment facile-
ment par simple mélange d’une solution d’acétate de cuivre
neutre et de la base correspondante.

Notons en passant que I’eau qui est une molécule dipolaire
(Debye) comme I’ammoniac peut également étre coordonné aux
ions cuivre. Dans ces cas, c’est sur I’atome d’oxygéne que se
fixent les valences secondaires. Dans nos expériences de
catalyse par les «lons» cuivre, nous avions déja affaire en
réalité a4 des ions cuivre complexes tétrahydratés [54]
[Cu (H,0),]"* (les sels de cuivre (II) perdent par déshydrata-
tion leur coloration bleue, ce qui montre que cette teinte est
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due a l'ion hydraté). Les analogues organiques de I’eau (sub-
stances de la série grasse possédant un groupe hydroxyle ou leur
dérivés, alcool, cétones, éther, etc.) montrent parfois des
propriétés semblables.

Les observations que nous avons faites concernant 1’accrois-
sement du pouvoir oxydant du cuivre di aux activateurs
mentionnés nous suggerent le mécanisme suivant: il y a aug-
mentation du potentiel redox lorsque I’ion métallique (Cu*?)
lie par valence secondaire des molécules organiques ou inor-
ganiques (H,0, NH;). Il y a cependant des exceptions a cette
«régle »: ', a’-dipyridyle et I’o-phénanthroline par exemple,
qui forment des complexes de ce type, exemple:

pE— +2

ne conférent pas au cuivre une activité catalytique supérieure.
Au contraire méme, ces substances sont inhibitrices de la
Nadi-réaction catalytique. Les complexes cupriques de ces
deux substances présentent certains caractéres des complexes
internes; leur stabilité aux divers pH par exemple les distingue
essentiellement des complexes actifs. Les expériences suivantes
nous permettront peut étre de tirer des conclusions d’ordre plus
général sur le mécanisme de 1’activation du cuivre.

3. Activation du cuivre par de faibles quantités de substances
réputées inhibitrices.

Au cours de notre étude sur les actions inhibitrices du
processus catalytique d’oxydation du Nadi, nous avons attiré
I'attention sur I'importance de 'ordre dans lequel on prépare
les mélanges:

1o solution tampon -+ catalyseur (50 y Cut?);
20 substance a essayer;
3° mélange Nadi.
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Inversons cet ordre et ajoutons la substance i essayer a
la fin, aprés avoir mélangé la solution tampon + catalyseur
et le réactif Nadi.

On observe une stimulation initiale de I'oxydation du Nadi
au moment méme de I’adjonction de la substance inhibitrice.
Nous avons observé ce phénomeéne avec le cyanure, le sul-
focyanure, ’hyposulfite de soude, I'iodure de potassium, la
thio-urée, le thiouracile, le méthyl-thiouracile, ’acide thio-
glycolique, le diphénylthiocarbazide, le ferrocyanure de potas-
sium, 'azide de sodium, etc. L’importance de 'oxydation est
fonction de la quantité de cuivre présente. Lorsque le mélange
de la substance inhibitrice est opéré, I'oxydation du Nadi
s'arréte: le catalyseur Cu™? étant bloqué. Ce phénomeéne est
‘assez général et s’observe souvent lorsque réagissent ensemble
le cuivre ! et la substance inhibitrice au contact méme du sub-
strat oxydable.

Nous formulons ’hypothése suivante a ce propos:

Le cuivre ionique (Cu*?) avant de s’incorporer dans un
édifice moléculaire stable (par ex. complexe interne) ou il est
inactif, passe par des états de réactivité accrue (complexes
d’addition ?).

Ces états transitoires ne peuvent pas étre isolés, mais peuvent
persister (existence statistique due & des équilibres) plus ou
moins en solution diluée.

A Tappui de cette thése nous signalons les faits suivants:
Lorsqu’on mélange deux solutions (relativement concentrées)
de cuivre (Cu™®) et de KCN, Na,S$,0,, etc., on observe la for-
mation de composés labiles signalés par une coloration trés
fugace, violette, bleue, verte suivant le cas. Nous avons vu
précédemment que la coloration était un critére de 'activité
des combinaisons cupriques actives.

D’autre part, la labilité des combinaisons transitoires du
cuivre, qui caractérise ici ses états «activés» en tant que
catalyseur, est un autre indice que nous avions déja relevé
précédemment comme étant essentiel & I'activité catalytique
(au contraire la stabilité caractérise les états inactifs du cuivre).

1 Avec d’autres métaux, en particulier le fer on observe un
phénoméne semblable comme déja signalé.
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A la suite de ces observations de stimulation initiale, nous
avons étudié I'influence de quantités croissantes de quelques
poisons de la catalyse sur la réaction de Nadi.

a) Action de faibles quantités de cyanure sur
la Nadi-réaction catalytique.

Nous avons étudié l'influence de faibles concentrations
de KCN sur Pactivité catalytique du cuivre en faisant encore

10 2030 40 50 6070 80 %0100 () KCN
Fig. 7.

Variation de la vitesse d’oxydation du Nadi catalysée par 50 y
de Cu+2 ionique en fonction de quantités croissantes de KCN.
En ordonnée, nous avons porté directement la densité optique (D)
lue au photometre). (Observation aprés 5 minutes, pH-7,3,
température constante = 18°, filtre jaune S 50, cuves de 1 cm.)

appel au réactif Nadi. Nous avons utilisé des mélanges pré-
formés de cuivre et de cyanure.

Interprétation du graphique (fig. 7): le cyanure, précédem-
ment signalé comme inhibiteur, fonctionne comme activateur
lorsque sa concentration est inférieure & 1,4 molécules environ
par atome de cuivre présent.

L’exaltation plus ou moins durable en solution trés diluée
des propriétés catalytiques du cuivre, par des quantités définies
de cyanure nous a fait considérer le systéeme formé par le
mélange de ces deux corps comme un « modéle d’oxydase » [66].



352 MECANISME DE L’ACTION FONGISTATIQUE

Le pouvoir activateur du cyanure en faible concentration
sur l'effet catalytique d’oxydation du cuivre est did a une
augmentation du potentiel redox ! du systéme cuivre-cyanure
par rapport & celui du couple Cu™?/Cu*’.

Cet artifice est exploité en microchimie analytique [67] pour
détecter la présence de traces d'ions CN~': un papier a filtrer,
imbibé d’une solution d’acétate de cuivre a 1%, et d’une solution
d’acétate de benzidine, bleuit au contact de vapeurs d’acide
cyanhydrique.

La benzidine est oxydée en un colorant mériquinoidique bleu
(bleu de benzidine). Le cuivre a lui seul étant incapable de
déclencher 'oxydation de la benzidine.

A N
H,N NH,

= =

En présence d’un exceés d’ions CN ' la coloration bleue ne se
forme pas ou si elle s’est formée se dissout et disparait (proba-
blement par réduction).

Cette réaction analytique n’est spécifique que lorsqu’on opére
dans certaines conditions (mais d’autres corps donnent la méme
réaction).

Nous pouvons utiliser ce procédé a la benzidine pour recher-
cher les substances conférant au cuivre un pouvoir oxydant
élevé.

Des essais nous ont montré que certaines substances (KCN,
KSCN, Tu) trouvées activatrices de la Nadi-réaction cata-
lytique a l'instant de leur adjoncticn, déclenchent également
Ioxydation de la benzidine par le Cu™?

Les phénomeénes d’activation du cuivre par de faibles quan-
tités de CNK et d’inhibition des propriétés catalytiques du
meétal par de plus fortes doses de cyanure, prennent toute leur

2H,N

1 Les systémes Cu+2 + CIO-!; Cu+~2 + BrO-! ont des potentiels
redox extrémement élevés permettant a ces mélanges d’oxyder par
exemple le Mn+2 en Mn+7 en milieu alcalin !67!.
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signification lorsqu’on les rapproche des phénoménes biologi-
ques de 'asphyxie cyanhydrique. En effet, I'inhibition des pro-
cessus vitaux par intoxication par CNK des catalyseurs bio-
logiques est bien connue, mais la littérature scientifique nous
donne encore plus d’un exemple de stimulation par des doses
homéopathiques de ce poison.

Ainsi Lindahl et Orstrom [68] ont constaté une augmentation
de la respiration des levures fermentatives, en présence de
CNK M.0,0015 alors qu’elle est inhibée par des concentrations
plus fortes de cyanure (0,005 M.). |

Une légeére stimulation de la respiration a été également
constatée par Emerson [69] lorsqu’il cultive 1’algue Chlorella
sur milieu synthétique, en présence de CNK M.107*;
O. Warburg [70] fit la méme constatation et montra que cette
stimulation était de 579,.

En 1931, Hanes et Baker[71] constatent, en présence de doses
modérées de cyanure, une augmentation initiale de la respira-
tion des cellules de la pomme de terre. Cette augmentation était
suivie aussitét d’une diminution paralléle de la respiration et
de la quantité de sucre.

En présence de faibles quantités de cyanure (2.107* M), la
photosynthése de Hormidium est stimulée (van de Paauw) [72].

E. Rabinowitch [73] rapporte plusieurs observations de
stimulation de la respiration et de la photosynthése chez des
algues vertes, due a de faibles doses de CNK.

Shoup et Boykin [74] ont constaté une légére augmentation
du taux respiratoire de la paramécie, sous l'influence de CNH
a des concentrations variant entre M.2.107% a M.10™*

Récemment P. Wolf [75] étudiant les répercussions de
I'asphyxie cyanhydrique chez Pseudomonas fluorescens, a
observé un phénoméne d’hyperchromie sous Yinfluence de
faibles quantités de CNK.

H. von Euler [59] a relevé que parfois le cyanure activait
I'oxydation de l'acide ascorbique par le cuivre; il I'attribuait
cependant a la formation d’une combinaison (cyanhydrine) du
cyanure et des groupements carbonyles de la vitamine C.

Chez ’homme, 1’asphyxie cyanhydrique se traduit au début
de 'empoisonnement par une respiration rapide, accélérée, par
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une élévation de la pression sanguine, par des tremblements
symptomatiques des muscles, etc. [76]; toutes ces manifesta-
tions sont la conséquence d’un effet stimulateur du CNK avant
son effet inhibiteur. Nous pensons que cette inversion d’action
correspond aux concentrations croissantes qui atteignent pro-
gressivement les cellules nerveuses principalement.

b) Action de faibles concentrations de thio-urée
sur Dactivité catalytique du cuivre.

Le graphique n° 8 montre qu’a l'instar du cyanure, la thio-
urée en treés faible concentration active le cuivre et luil confére

D

-— = ———— et o

|

12 3 4 5 6 7h(*%Y

Fig. 8.

Variation de la vitesse d’oxydation du Nadi catalysée par 50 v

de Cu+? ionique en fonction de quantités croissantes de thio-urée.

(En ordonnée: densité optique (D) mesurée au photométre apres
5 minutes; pH-7,3; température-18°, filtre S 50; cuves de 1 cm.)

des propriétés catalytiques d’oxydation particulieres. La
plupart des dérivés de la Tu se comportent de fagon semblable.

Ce phénomeéne d’exaltation des propriétés catalytiques du
cuivre est peut étre responsable de la légeére stimulation de
croissance d’A. n. cultivé en présence de faibles quantités de Tu
que nous avons observée (en premiére partie) et du pouvoir de
la Tu de rompre le sommeil des graines et tubercules.
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L’action inhibitrice de la Nadi-réaction par de plus fortes
concentrations de Tu s’exerce selon toute vraisemblance directe-
ment sur le catalyseur. Nous montrons sur un systéme simple
tn vitro le bloquage de I'activité catalytique du cuivre par la Tu.
L’action inhibitrice de la Tu s’exer¢ant sur le Cu™? constituait
notre hypothése de travail en premiére partie: nous en prouvons
1ci le bien-fondé. ,

Nous aurions pu multiplier les exemples de ces phénoménes
d’exaltation des propriétés catalytiques du cuivre par de faibles
quantités d’« inhibiteur », mais nous pensons que les deux cas
signalés suffisent & attirer I’attention sur cette possibilité de
mécanisme d’inversion d’action de certaines drogues dans des
conditions homéopathiques.

4. Influences divers sur UDactivité catalytique des complezes
cutvriques 1.

I.’activité des complexes cuivriques (comme d’ailleurs celle
des enzymes oxydants) est influencée par différents facteurs
externes; les principaux sont ’acidité (pH), la température et
certaines substances chimiques.

a) Influence du pH sur Uactivité des complexes cuivriques.

La vitesse d’oxydation du Nadi et des autres substrats par les
complexes cuivriques décroit trés rapidement lorsque le pH
diminue. Ce phénoméne trés général (également vrai pour les
réactions enzymatiques) peut étre facilement interprété par
la dissociation du complexe en milieu acide: le cuivre ainsi
plus ou moins libéré de son « support » organique (de caracteére
faiblement basique) perd en méme temps son état d’exaltation,
soit des propriétés catalytiques particuliéres que lui avait
conférées la molécule organique.

Au-dessus du pH 7,2 environ, on remarque une certaine
constance de vitesse d’oxydation du Nadi (II) lors de la catalyse
par les ions Cu*? seuls (courbe I). La réaction d’oxydation
catalysée par le complexe Cu-pyridine (courbe II) ne présente
pas cette constance dans cet intervalle de pH. Cette parti-

1 On sous-entend les complexes actifs.
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cularité est due a la dissociation plus ou moins forte du
complexe.

b) Influence de la température.

Nous avons étudié I'influence de la température sur la Nadi-
réaction et sur diverses réactions d’oxydation catalysées par
des complexes cupriques (dans des conditions standards de pH,
durée, etc.). On observe une accélération notable de la vitesse

A D
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Variation de 'intensité d’oxydation du Nadi (II), en fonction du pll
(température constante 18°).

Courbe I: catalyse par 50 y de Cu*2 ionique (obs. aprés 5 minutes).
Courbe II; catalyse par le complexe Cu-dipyridique (20 y Cu*2)
(obs. aprés 2 minutes).

En ordonnée, nous avons porté la densité optique lue au photometre
(cuves de 1 cm; filtre jaune S 50).

d’oxydation, atteignant son maximum & une température
de 80-90°. Au-dessus, la tres légere diminution de vitesse de
réaction doit étre attribuée & une moindre solubilité de I’oxygéne
nécessaire plutét qu’a une dissociation ou précipitation du
complexe.

c) Influence de substances chimiques.

Les substances inhibitrices de la catalyse par les ions Cu™*?
précédemment signalées, inhibent également ’activité cataly-
tique des complexes cuivrique.
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TROISIEME PARTIE

Modéles non protidiques d’oxydases,
de catalase et d’hydrokynases.

1. Activité catalytique des complexes cuivriques.

Poussant nos investigations plus loin, nous avons cherché
jusqu’a quel point il est permis d’assimiler I'activité de nos
complexes cuivriques a celles des oxydases et peroxydases,
ainsi que de la catalyse. '

Nous avons fait agir des complexes contenant 20 y de Cu™?
sur des substrats variés, a pH = 7,3, tantot en ’absence, tantét
en présence de peroxyde d’hydrogéne; nous avons observé les
effets suivants:

A. Effets oxydasigues.

Les effets oxydasiques dus au cuivre ionique sont amplifiés
par 'emploi des complexes organo-cupriques.

Le graphique n° 10 montre que la vitesse d’oxydation du Nadi
croit trés rapidement lorsqu’on utilise des complexes cuivriques
comme catalyseurs de la réaction.

L’importance de l'activation du cuivre par les différentes
substances (nicotine, pyridine, etc.) est fonction de la concen-
tration de ces derniéres dans la solution. L’augmentation de
vitesse d’oxydation par ’emploi des complexes cuivriques n’est
pas le seul effet que 'on observe: les combinaisons complexes,
du fait de leur potentiel redox élevé, sont capables de catalyser
des oxydations de substrats qui, en présence de cuivre ionique,
ne réagiraient pas. Parmi les complexes étudiés, le Cu-iminazole
s’est révélé comme étant I'un des plus actifs (I’activité varie
parfois légéerement avec le substrat et avec la concentration
de ce dernier: en présence de forte concentration de substrat,
le catalyseur est plus ou moins paralysé. Fleury a désigné ce
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type d’inactivation d’enzyme par un excédent de substrat
comme « inhibition paradoxale »). Il catalyse & I’air I'oxydation
des polyphénols et amines aromatiques principalement.
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Fig, 10.

Variation de la vitesse d’oxydation du Nadi II catalysée par des
complexes cupriques en fonction du temps (pH = 7,3; température
constante = 18°).

Courbe I: catalyse par 20 v de Cu*? ionique.
Courbe I1: catalyse par le complexe Cu-nicotine (20 v Cu?).
Courbe III: catalyse par le complexe Cu-pyridine (20 y Cu?).
Courbe IV: catalyse par le complexe Cu-iminazole (20 y Cu?).
En ordonnée, nous avons porté la densité optique (D) lue au
photomeétre (filtre jaune S 50), cuves de 1 cm).

Substrats Produits d’oxydation
Pyrogallol. . . . . . . . Color, brun-orange -~ précipité brun
Phloroglucine . . . . . . »  jaune - jaune-orange
Hydroquinone . . . . . »  jaune - jaune-orange
Catéchol . . . . . . . . »  jaune - gris-jaune
Résorcinol . . . . . . . »  jaunatre + jaune
Orcinol. . . . . . . .. »  TOse
Gaiacol . . . . . . . . »  Tose-mauve
Résine de gaiac . . . . . »  bleu-vert
p-amino-phénol . . . . . »  brun-jaune - précipité brun
Métol . . . . . . . . . brun-rose— précipité brun
Adrénaline . . . . »  rose - brun-rouge - brun-jaune

Dihydroxyphénylalanim;,
(Dopa) . . . . . . . . rosé— gris > brun-noir (mélanines)
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Substrats Produits d’oxydation
oa-naphtol . . . . . . . »  violet -~ précipité violet
a-naphtylamine . . . . . »  rose -~ précipité mauve
Diméthyl

p-phénylénediamine . . rose — violet
p-phénylénediamine . . . »  violet-gris -» brun-violet vineux
m- » .« - » violet-mauve - précipité brun
Réactif de Schiff (Fuchsine

sulfureuse) . . . . . . »  rose - rouge

Les monophénols (tyrosine, m-, o-, p-crésol) et le réactif de
Chodat (mélange de p-crésol et de glycocolle) ne sont pas oxydés
dans les conditions que nous nous sommes fixées.

Dans le tableau précédent, nous avons signalé quelques
substrats pouvant étre facilement oxydés catalytiquement par
le cuivre et (ou) ses complexes. Ces substrats ont été choisis
car ils donnent des produits d’oxydation immédiatement visi-
bles par leur coloration propre. Le cuivre et ses formes complexes
ont une action catalytique beaucoup plus générale. Voegtlin [76]
a montré que le cuivre catalyse I'oxydation du glutathion dans
des solutions de pH = 7,27. Le fer et le manganése par contre
n’ont pas d’effet. Sieffert [63], Bovay [78], Reisner, [79], von
Euler [80], Stadelmann [58] ont étudié ’action destructrice
sur la vitamine C de traces de cuivre. Cette action semble étre
spécifiquement due au cuivre; le manganeése et le fer rigoureu-
sement pur seraient inactifs (Barron [81], Sieffert [63]. L’oxyda-
tion de la Cystéine par le cuivre est également bien
connue [82], [83].

Des expériences dans lesquelles nous avons dosé ces subs-
trats ont montré que l'activité catalytique d’oxydation des
complexes cupriques est supérieure a celle du Cu*? ionique.

L’action catalytique des sels de cuivre sur I'oxydation du
fer divalent est aussi bien connue. J. Knop [84] la signale
comme pouvant fausser des dosages du fer; nous la mettons
facilement en évidence par une expérience simple: on verse
dans une éprouvette une solution diluée fraichement préparée
d’'un mélange de sulfate ferreux et d’acide salicylique (ou
d’acide sulfosalicylique); & I'une des éprouvettes, on ajoute
une goutte d’une solution de cuivre, I’autre éprouvette servant
de témoin. Aprés quelques minutes déja ou apres quelques
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secondes en chauffant, il apparait la coloration violette, carac-
téristique due a Fet® dans I’éprouvette ayant été additionnée
de catalyseur.

F. Chodat et H. Cano [85] (1939) ont montré que le complexe
ferrisalycilique violet constitue un systéme oxydant ou en
d’autres termes un accepteur d’hydrogéne trés sensible qui,
comme le bleu de méthyléne par exemple, passe par hydro-
génation a I'état incolore. Ainsi le complexe ferrique est réduit
spontanément par ’acide ascorbique, la cystéine, le ferment
jaune, le catéchol, I’hydroquinone, etc.: on peut le considérer
comme un modele de transporteur d’hydrogéne (modele de
cytochrome). Nous avons montré que le cuivre catalyse la
réoxydation par 'oxygéne atmosphérique du complexe ferro-
acide salycilique. Le systéeme «bimétallique» catalyseur
cuprique — complexe ferri-salycilique — substrat oxydable,
constitue selon nous un modele des métaux protides cellulaires
du Warburg Keilin systéeme (W. K. S.).

Une expérience semblable a la précédente peut étre faite
avec une solution diluée d’un mélange de sel ferreux et de
rhodanate de potassium. Si ’on fait tomber dans cette solution
une goutte de cuivre (Cu™?), il se forme immédiatement la
coloration rouge caractéristique du Fe™? (sulfocyanure ferrique).
Dans cette expérience, I’oxydation du fer est plus rapide car la
présence de sulfocyanure exalte initialement le pouvoir oxydant
du cuivre. Ce phénoméne de stimulation par le KSCN est
semblable & celui que nous avons observé précédemment avec
le cyanure en faible concentration entre autres. Ces deux
derniéres expériences nous paraissent intéressantes car elles
sont peut-étre en rapport avec les corrélations biologiques
fer-cuivre treés intimes que nous avons constatées ailleurs
(voir premieére partie) et qui ont été signalées par plusieurs
auteurs: L. Maquenne et E. Demoussy [86], a la suite de leurs
recherches dans un autre domaine (étude de la toxicité du
fer) ont été conduit a considérer le cuivre comme une véritable
diastase minérale, ne différant des diastases naturelles qu’en ce
qu’elle agit en ’absence de toute matiére organique et n’est pas
détruite a I’ébullition. Ces chercheurs ont observé que le cuivre,
a des doses infinitésimales, accélére 'oxydation du fer au
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minimum dans les solutions nutritives. Hart, Waddell, Steen-
bock, et Elvehjem [87] ont constaté que chez les animaux
anémiés et recevant du fer, 'addition de cuivre augmente la
teneur en hémoglobine du sang. Cette action favorable du
cuivre a encore été constatée sur la formation d’autres ferro-
porphyrines: sur le cytochrome a et la cytochrome-oxydase
(Elvehjem 1931-35) [88, 89], sur ’hémoglobine, sur le cyto-
chrome (Schultze 1939-1941) [90], et sur la formation de la
protohemine par I'organisme (McHargue [91]).

Autre phénoméne semblable: on a signalé un effet activateur
du cuivre sur un systeme ferreux-ferrique utilisé comme modéle
de catalase [77 a].

Tous ces faits et d’autres encore nous font penser qu’il doit
exister dans les phénomeénes biologiques des relations tres
étroites entre le fer et le cuivre, une espéce de synergie des
deux éléments ou le rdle du cuivre n’est pas moindre.

Des observations in vitro que nous avons faites, nous dédui-
sons que le cuivre (ou ses complexes actifs), grace a sa propriété
de vibrer rapidement entre sa forme réduite et oxydée, catalyse
les oxydo-réductions du fer, beaucoup plus inerte qu’'on ne le
pense souvent.

Le cuivre catalyse encore et d’une fagon générale la réoxyda-
tion des leucodérivés de substances colorantes. Ces derniers sont
préparés en réduisant les colorants correspondants par I’hydro-
sulfite qu’on ajoute en léger excés, ou encore suivant les cas,
en milieu acide ou alcalin, par le zinc. Il suffit pour la plupart
des leucobases de les soumettre a I’action de 'oxygéne atmo-
sphérique, par agitation, pour les transformer & nouveau en
colorant. Lorsqu’on ajoute une goutte de cuivre & la solution
contenant le leucodérivé, son oxydation est fortement accélérée
par rapport a un témoin ne renfermant pas de catalyseur. Nous
avons vérifié ces faits sur des colorants histologiques apparte-
nant & différents groupes suivant la nature de leur chromophore:

Colorants du groupe des

a) Thiazines: thionine, bleu de toluidine, bleu de méthyléne.
b) Oxazines: bleu de Nil, bleu de crésyl brillant, violet de
crésyl.
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c) Azines: rouge neutre, violet neutre, safranine T, phéno-
safranine, vert Janus B.

d) Colorants dérivés du triphénylméthane: rubine S, fuchsine
basique, fuchsine S, violet de méthyle, vert malachite,
vert lumiére, etc.

e) Colorants indophénoliques: phénol-indophénol.

f) Colorants naturels: tournesol, carmin d’indigo.

Le cuivre catalyse encore la réoxydation des différents pro-
duits de réduction de la riboflavine (verdo-, chloro-, rhodo-,
leuco-flavine).

On sait que la riboflavine entre dans la constitution du groupement
prosthétique de plusieurs ferments jaunes respiratoires (Warburg,
Christian, Ellinger, Karrer, Kuhn) et que ces derniers sont spon-

tanément oxydables par I'oxygéne tout comme la riboflavine elle-
meéme.

Nous pensons que ces faits n’excluent pas qu’in vivo et lors d’une
respiration normale, un catalyseur cuprique accompagne ces fer-
ments et accélére leur réoxydation (un argument en faveur de cette
thése nous est donné par I’expérience de culture d’Aspergillus niger
sur milieu carencé en cuivre: voir premiére partie). On sait d’ailleurs
que pour le ferment respiratoire jaune (ancien) de Warburg pour le
moins, la fréquence d’oxydo-réduction (sans catalyseur) est trop
faible pour lui permettre d’intervenir d’une maniére trés efficace dans
la respiration cellulaire et suffit & peine a expliquer les respirations
accessoires et résiduelies [43 a].

De méme que l'on distingue habituellement deux types de
diastases décomposant le peroxyde d’hydrogéne — l'un a
action peroxydasique vraie, qui effectue cette décomposition
avec libération d’oxygene trés actif comme oxydant, I'autre
décomposant I'H,0, avec libération d’oxygéne moléculaire
beaucoup moins actif — de méme nous distinguons deux effets
analogues des complexes cupriques.

B. Effets peroxydasiques.

Nos expériences montrent que l'effet peroxydasique des
complexes actifs chevauche en réalité & la fois sur Deffet
simplement oxydasique et sur I'effet catalasique. La présence
d’eau oxygénée ne fait généralement que renforcer le pouvoir
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oxydant du cuivre et de ses complexes, mais on observe souvent
accessoirement un dégagement d’oxygéne moléculaire non
consommeé dans l'oxydation (effet catalasique). Outre une plus
grande vitesse d’oxydation, la présence de H,0, permet de
déclencher I'oxydation de substrats qui, en présence d’oxygeéne
moléculaire, resteraient inattaqués.

Le complexe cuivre-iminazole en présence d’eau oxygénée
(une goutte de perhydrol par 10 cm3 de solution tampon)
catalyse 'oxydation d’un grand nombre de substrats, particu-
lierement des phénols et amines aromatiques. Beaucoup de ces
substances sont oxydées quasi instantanément:

Substrats Produits d’oxydation
Pyrogallol . . . . . . . Color. brun-orange — précipité brun-
rouge
Phloroglucine . . . . »  brun-jaune
Acide protocatechlque .. »  « thé » > rose-orange
Hydroquinone . . . . . »  orange — rouge-orange
Catéchol . . . . . . . . »  jaune - brun
Résorcinol . . . . . . . »  jaune-orange
Orcinol . . . . . . . .. »  rose - orange-rouge
Gaiacol . . . . . . .. »  trouble brun-rose
Résine de gaiac . . . . . »  Bleu-vert
Adrénaline . . . . .. »  rose - rouge - orange
Dlhvdromphenylalamne
(Dopa) . . . . . . .. »  rose - brun rosé -~ gris-brun
(mélanine)
a-naphtol . . . . . . . »  violet - précipité violet
a-naphtylamine . . . . . »  violet rose - précipité brun rosé
p-phényléne diamine . . . »  gris-brun foncé - précipité brun-
rouge
m-phénylénediamine . . . »  trouble brun-violet -~ gris-brun
Diméthyl
p-phénylénediamine . . »  rose, lie de vin -~ précipité bru-
natre
p-erésol. . . . L L L L. »  trouble blanc rosé
O Dy . s s o5 owmow s e » » vert olive
BEE D o4 @ 0% o8 oW ow § & » » beige
Benzidine . . . . . . . »  bleu-vert — olive -~ précipite
brun
Thymol. . . . TR »  trouble blanc
Mélange Nadi I £ 5 % B »  rose — violet
» T ) »  bleu a bleu-violet

Dans certains cas, ’action oxydante des complexes du cuivre
ne se manifeste qu’en présence d’H,0,; le cas suivant en est un

ARCHIVES DES ScIENCES. Vol. 3, fasc. 5, 1950. 24
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exemple: P. Thomas et G. Carpentier [77 ¢] signalent une
action catalytique du cuivre sur 'oxydation par ’eau oxygénée
du leucodérivé de la phénolphtaléine (réactif de Kastle-Meyer
pour la recherche du sang [77 b]). Nous avons observé que cer-
tains complexes du cuivre, particulierement le cation Cu-tétra-
mine, catalysent de fagon plus intense I’oxydation de ce réactif.

On prépare la phénolphtaléine incolore en faisant bouillir
Jusqu’a décoloration complete 1 gr de phénolphtaléine, 10 gr
de KOH pur, 50 ¢m? eau bidistillée, 5 gr zinc en poudre. On
acidifie par HCI, on filtre le précipité qu’on lave a I’eau acidulée.
Le précipité est ensuite mis en suspension dans de I’eau bidis-
tillée, on ajoute une solution de KOH a 109, jusqu’a dissolu-
tion du précipité et encore un exces de quelques gouttes.

Quelques gouttes de ce réactif sont versées dans une éprou-
vette avec 10 em3 d’eau distillée ainsi qu’une goutte d’eau
oxygénée diluée (perhydrol dilué au moins dix fois). Si 1'on
fait tomber dans ce mélange une goutte de catalyseur (com-
plexe cuprique) immédiatement une belle coloration rouge se
développe. Cette réaction, ou le cuivre tétramine joue le réle
de péroxydase, est encore donnée pour des teneurs en cuivre
inférieure a 10~2 gr/10 cm3.

Un autre trés bel effet peroxydasique est obtenu avec
Po-tolidine comme réactif. On ajoute quelques gouttes d’une
solution alcoolique d’o-tolidine & 10 cm? de solution tampon
puis une goutte d’eau oxygénée. Lorsqu'on fait tomber dans
cette solution une goutte d’un complexe cuprique (Cu-pyridine
ou Cu-iminazole) il se forme une belle coloration bleu-vert qui
passe rapidement au vert olive et brun. L’ion cuivre seul ne
donne pas cette réaction.

C. Effets catalasiques.

La décomposition du peroxyde d’hydrogéne en eau et oxy-
géene moléculaire, selon la réaction 2H,0, —~ 2H,0 + O,, est
accélérée par un grand nombre de substances, et ce surtout en
milieu alcalin.

Les métaux finement divisés, en mousse ou en solution
colloidale (Pt, Ag, Au), le charbon, sont trés actifs. Beaucoup
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d’oxydes et d’hydroxydes métalliques (Mn, Pb, Co, Ni, Fe) se
comportent de méme, notamment I’hydroxyde de cuivre [92].
La décomposition de I'eau oxygénée sous l'influence de ces
substances est cependant assez lente. Nous avons observé que
certains complexes du cuivre, notamment les sels (sulfate,
chromate) et 'hydroxyde de cuprotétramine, etc., avaient une
activité catalytique particuliére sur la décomposition de H,0,.
Lorsqu’on combine le pouvoir catalytique des complexes sus-
mentionnés avec un effet de surface, on obtient de bons modeéles
de catalase. Nous avons adsorbé les complexes sur divers
supports inertes de réaction neutre ou légérement basique. A
cet effet, la craie s’est révélée trés favorable. Ces systémes sont
quasi aussi actifs que les enzymes naturels et trés peu altérés
pendant la réaction. Le dégagement d’oxygeéne est encore
sensible dans les solutions tres diluées d’H, 0, (1% — 19/40)-

Le cuivre n’est pas le seul élément pouvant donner des com-
plexes ayant une activité catalasique. Le cobalt, le nickel, etc.
donnent des combinaisons aminées actives. Avee d’autres
activateurs, la nicotine par exemple, plusieurs métaux, le
manganése entre autres, donnent des systémes complexes qui,
adsorbés sur de la craie, décomposent fortement 'eau oxygénée
diluée.

2. Similitude d’action des complexes cupriques avec celle des
enzymes oxydants naturels.

Nous avons cité un certain nombre de substrats qui sont
oxydés catalytiquement en présence d’air ou d’eau oxygénée
par nos complexes cupriques. La littérature fournit un grand
nombre de réactions d’identité de ferments oxydants ou il est
fait emploi de ces mémes substrats. Citons: la recherche par de
nombreux auteurs de la cytochrome-oxydase et des phénolases
au moyen du réactif bien connu de Nadi (mélange de Koechlin
et Witt [93]), recherche de ’a-naphtol-oxydase parMolisch [94],
détection des peroxydases au moyen de la benzidine (réaction
de Madelung) selon les procédés de Graham [95], Prenant [96],
Romieu [97], etc., recherche des oxydases et peroxydases au
moyen de la résine de gaiac [98] et du gaiacol [99], recherche des
peroxydases par Gruss [98] au moyen du tartrate d’ursol
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(tartrate de p-phénylénediamine), détection des phénolases et
peroxydases par Bach [100] au moyen de la purpurogalline,
recherche des peroxydases par L. Lison [101] par I’emploi des
leucodérivés de rosanilines sulfonées, réaction d’identité du
sang par Kastle Meyer [77 d] au moyen de la leucophénolph-
taléine.

L’identité des substrats oxydables par les complexes cupri-
ques et par les enzymes naturels montre la grande similitude
d’activité de nos complexes avec celle des ferments cellulaires.
Nous avons montré précédemment leur similitude de comporte-
ment vis-a-vis des facteurs externes (pH, inhibiteurs).

Nous pensons que tous ces points communs nous autorisent
a considérer les complexes organo-cupriques par nous mis en
évidence, comme des modéles d’enzyme.

3. Conclustons.

Nous avons réalisé divers modeles de ferments oxydants et
de ferments décomposant le peroxyde d’hydrogéne, & base de
cuivre et dépourvus de protéine. Tous nos modéles sont actifs
in vitro; ce sont des systémes complexes organo-cupriques ou
le métal est la partie active (catalyseur) et ou les molécules
organiques fonctionnent comme groupes activants (co-cataly-
seur). On peut considérer cet ensemble comme un groupement
prosthétique. Nos modéles d’enzymes se distinguent les uns des
autres par leur propriété dominante qui peut servir a les classer
en trois catégories:

a) type oxydase (indophénol-oxydase, polyphénolase);
b) type peroxydase;
¢) type catalase.

Les expériences montrent cependant que les différences entre
ces trois types sont plutét d’ordre quantitatif. Les frontieres,
déja si fragiles établies par I'enzymologie classique, tendent
encore a s’effacer ici.

Nous avons encore montré la grande similitude de comporte-
ment et d’action des complexes cupriques avec celle des ferments
cellulaires.
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De toute notre étude, il ressort la non-spécificité d’action des
modéeles sur le substrat.

Au point de vue biochimique la présence de cuivre dans nos
modeles n’a rien d’exceptionnel; on connait plusieurs ferments
cellulaires contenant du cuivre: les polyphénolases sont des
ferments tres répandus surtout chez les végétaux et qui agissent,
sur de nombreux substratums de nature phénolique principale-
ment: ils ont été décrits pour cette raison sous diverses déno-
minations, laccase, catecholase, dopa-oxydase, etc. On attri-
buait anciennement leur activité a la présence de manganése
(G. Bertrand) [102] puis au fer [103], mais il a été reconnu depuis
que c’est au cuivre qu’est due l'activité de ces ferments. Ainsi
Kubowitz [104], isolant la laccase de la pomme de terre a
montré que son activité est proportionnelle & la teneur en
cuivre et qu’il s’agissait d’un protéide cuprique. Keilin et
Mann [105] ont & leur tour retiré et purifié des polyphénolases
provenant de champignons (Psalliota, lactarius) et du latex de
I’arbre a laque (Rhus vernicifera) et ont montré que ces enzymes
étaient également des cuproprotéides. D’autres auteurs [106,
107, 108, 109] on pu démontrer que le cuivre est une partie
intégrante du groupe prosthétique de I'ascorbinase et qu’il est
responsable de son caractere d’oxydase.

Tous ces faits ne laissent aucun doute sur le réle important,
capital méme, que joue le cuivre comme catalyseur bio-
chimique.

La fréquence dans l'organisme de certaines molécules activa-
trices que nous avons éprouvées nous suggére I’hypothése
suivante: ces molécules ou fragments de macromolécules (bases
puriques, pyridiques, pyrimidiques, etc.) ne jouent-ils pas le
role de lien entre le cuivre et la molécule protéinique des
enzymes naturels ?

Nous savons qu’une action médicamenteuse consiste essen-
tiellement en une modification du fonctionnement normal d’un
organe, dans le sens soit d’une stimulation, soit d’une inhibition,
c’est-a-dire d’une augmentation ou d’une diminution de
Pexcitabilité et des oxydations. Une importante littérature
traite de l'influence des substances médicamenteuses sur la
respiration cellulaire [110]. Les activateurs du cuivre éprouvés,
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comprenant précisément un nombre élevé de substances répu-
tées pharmacodynamiques, on peut se demander alors si
lactivité de ces médicaments n’est pas en partie, due 4 leur
fonction d’auxiliaire des oxydations biologiques. L’hypothése
de I'action physiologique de substances basées sur une activa-
tion ou inhibition de 'activité catalytique du cuivre cellulaire,
nous parait trés plausible; elle permet d’expliquer d’une fagon
trés élégante 'action stimulante et excitante exercée par de
faibles doses de certains poisons comme le cyanure, la thio-urée,
et I’action inhibitrice exercée a plus forte dose. On peut encore
expliquer de fagon simple le mécanisme de ’action cardiotonique
de la coramine et I'action plus ou moins toxique de la nico-
tine, etc., etc.

On n’oubliera pas que beaucoup de substances inactives telles
quelles in vitro peuvent devenir stimulantes dans ’organisme
par suite de leur fixation qui entraine la disparition de groupe-
ments inhibiteurs ou par suite de modifications ou dégradations
chimiques souvent légéres.

L’hypothese formulée plus haut gagne encore en importance
lorsqu’on connait la distribution générale du cuivre dans la
matiére organique. La littérature scientifique nous apprend a
ce sujet que le cuivre est un élément qui existe a I’état de traces
(oligoélément) dans la matiére vivante mais dont la présence
est générale dans tous les organes des animaux et chez les
plantes. On sait qu’il existe dans 'hémocyanine du sang des
mollusques, des crustacés et des arachnides ol il joue un réle de
catalyseur d’oxydation, pouvant remplacer le fer ou fonctionner
conjointement avec lui. La présence de cuivre a été signalée
chez de nombreux animaux depuis les plus simples (Ceelentérés)
jusqu’'au plus évolués en passant par les Echinodermes, les
Annelides, les Mollusques, les Crustacés, les Poissons, les Batra-
ciens, les Oiseaux (D. Bertrand); le cuivre se rencontre dans de
nombreuses cellules en méme temps que le fer (0. Warburg);
on le trouve aussi dans la levure, dans la bile, dans le sérum et
les globules sanguins (Flim) dans le lait de femme (G. Krausz),
dans le lait de vache.

Le foie contient normalement du cuivre; la dose est plus
élevée chez le foetus et diminue continuellement jusqu’a la
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naissance et ensuite jusqu'a I’age adulte (F. Haurowitz). Chez
le rat, le cuivre est surtout localisé dans les organes 4 métabo-
lisme intense: rein, foie, coeur, cerveau, testicule, etc. (Lindow,
Peterson et Steenbock).

Tous ces faits témoignent de 'important réle oligodynamique
du cuivre.

Plusieurs auteurs, dont G. A. Zentmyer [111] (1943-1944)
expliquent I'action fongicide et toxique de certaines substances
(hydroxy 8-quinoléine, quinone-dioxime, salicylaldoxime, di-
thiocarbamate, etc.) par le bloquage des métaux nécessaires
a la vie (Cu, Zn) que ces derniéres opérent. ‘

Nous pensons que le bloquage du cuivre n’est pas seul a avoir
des répercussions biologiques, mais que les phénoménes d’exal-
tation de l'activité catalytique du cuivre — élément si uni-
versellement répandu dans tout organisme — peuvent égale-
ment avoir des conséquences importantes. Certains de nos
modeles d’oxydase fonctionneraient iz ¢ivo comme de véritables
enzymes oxydants.

Notre hypothése permet d’expliquer un grand nombre de
phénomeénes biologiques, comme par exemple les phénomeénes
d’antagonisme (les incompatibilités d’action de la nicotine et
de ’hydroxy 8-quinoléine par exemple), les actions synergiques
de certaines drogues et leur spécificité; des variations de poten-
tiel redox par suite des actions de stimulation ou d’inhibition
des propriétés catalytiques du cuivre seraient & la base de
toutes ces manifestations.

Ces conceptions nouvelles, trop succinctement esquissées, font
cependant ressortir le role capital joué par le cuivre dans les
processus vitaux. Les constatations que nous avons faites sur
I'activité universelle du cuivre comme catalyseur d’oxydation
et le fait que le cuivre a été trouvé par Rivers et Macfarlane [112]
a 'exclusion de tout autre métal dans les formes les plus sim-
ples de la matiére vivante, soit dans des virus (virus vaccinal
Jennerien) font que nous nous demandons avec L. Sieffert si le
cuivre est un catalyseur d’oxydation parmi d’autres ou s’il ne
doit pas plutdt étre considéré comme « le » catalyseur des oxvda-
tions biologiques.



370 MECANIQUE DE L’ACTION FONGISTATIQUE
Addenda :

En relations étroites avec les observations que nous avons
faites in v¢itro, nous avons encore constaté que lorsqu’on traite
des tissus végétaux (tissus meéristématiques, poils absorbants,
algues, mycelia) par une solution de CuSO, a 1°,, durant
quelques minutes, on forme des systémes oxydasiques et
peroxydasiques au niveau de certains organites (mitochon-
dries ?) qui peuvent étre ensuite mis en évidence par les réactifs
usuels des oxydases: mélange Nadi avec ou sans H,0,, ben-
zidine 4 H,0,, réactif de Kastle Meyer, etc.

Ces granules d’oxydase sont formés de novo par le traitement
cuprique et se surajoutent i ceux existants déja dans les cel-
lules. Ces essais montrent que le cuivre n’est pas fixé de fagon
uniforme par tout le cytoplasme cellulaire, du moins pas sous
une forme active en tant que catalyseur. Le traitement cuprique
a encore pour effet de diminuer le pouvoir réducteur de la
cellule, probablement par oxydation catalytique de divers
substrats qu’elle renferme habituellement (acide ascorbique).

Tous ces faits nous suggérent une explication du mécanisme
de la toxicité différentielle des sels de cuivre utilisés comme
fongicides: les cryptogames, les moisissures et certaines algues
en particuler, sont précisément les espéces cellulaires les plus
sensibles a ’action toxique du cuivre et chez lesquelles on note
la plus intense formation de systémes oxydasiques.

Par les constatations énoncées, nous sommes amené a
formuler des critiques ef, réserves & la méthode de Sato [115]
pour la mise en évidence de granules de peroxydase dans les
leucocytes. 11 est possible que le traitement cuprique préalable
préconisé par la méthode crée de toute piéce ces « peroxydases ».
La réaction a la benzidine subséquente décéle alors aussi bien ces
arte factes que les diastases naturelles.

4. Effets hydrokinasiques du cuivre (Cu™?) et des complexes
cuprigues.

Au cours des recherches précédentes, nous avons observé
le réle que joue le cuivre en tant que catalyseur d’oxydation.
Sachant que les ferments qui accéléerent les oxydations bio-
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logiques ne provoquent pas une fixation d’oxygene, mais favori-
sent plutét une déshydrogénation du substratum, en rendant
Ihydrogéne «actif » (mobile), c¢’est-a-dire susceptible d’entrer
en réaction avec ’oxygéne moléculaire (théorie de Wieland),
il nous a paru intéressant d’expérimenter si nos complexes
cupriques favorisaient également les oxydations par déshydro-
génation. Nous avons entrepris quelques expériences dans ce
sens en substituant & I'oxygéne atmosphérique un accepteur
d’hydrogene tel que le bleu de méthyléne (rH = 13,5 — 15,5).

Mode opératotre :

On utilise une solution tampon phosphate (PH = 7,3)
bouillie pour chasser les gaz dissous et légérement teintée en
bleu ciel par du bleu de méthyléne. Les expériences d’oxydation
peuvent étre faites en tube de Thunberg, mais il nous a paru
préférable d’utiliser un cylindre a vide dans lequel on peut
mettre un certain nombre d’éprouvettes ordinaires; ainsi
lorsqu’on fait le vide dans le cylindre, tous les tubes d’'une méme
série sont soumis a la méme tension d’oxygene résiduelle, ce qui
exclut des erreurs de résultats dues & ce facteur trés important.

Résultats :

On observe que sous vide, le bleu de méthyléne est réduit a
I'état de leucodérivé par différentes substances, plus rapidement
en présence qu’en ’absence de catalyseur cuprique.

Ce type de réaction est particulierement net avec l'acide
ascorbique, la cystéine et le glutathion. On peut le représenter
schématiquement comme suit (page suivante):

On peut considérer cette réaction comme une oxydation
(déshydrogénation) du substrat (acide ascorbique) ou comme
une réduction (hydrogénation) du bleu de méthyleéne.

En fait, il s’agit d’une oxydo-réduction ou le colorant sert
d’accepteur aux deux hydrogeénes cédés par ’acide ascorbique,
qui, de ce fait, est oxydé en acide déhydroascorbique. Le cuivre
et surtout les complexes cupriques, principalement le cuivre-
tétramine, qui catalysent ce type de processus, activent donc
I'hydrogéne du substrat et le rendent apte & entrer en réaction
avec l'accepteur. Nos modéles « d’oxydases » doivent donc étre
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considérés plutét comme des modeéles de « déshydrases», au
sens de Wieland [113].

En général, le bleu de méthyléne est réduit spontanément,
sous vide, par les différents substrats facilement oxydables,
mais avec des vitesses bien moindres. Lorsqu’on rétablit la
pression d’oxygéne, le bleu de méthyléne réduit, se recolore
et cela généralement d’autant plus vite s’il y a présence de
catalyseur 1. Ce phénoméne dépend de plusieurs facteurs dont,
entre autres, la tension d’oxygéne (variable par agitation),
les vitesses relatives des diverses réactions (fonction du cataly-
seur), etc. Ainsi I'acide ascorbique, la cystéine, le glutathion,
en présence de catalyseur, réduisent le bleu de méthyléne a I'air
plus rapidement que ne se réoxyde le leucodérivé; mais une
légere agitation suffit & déplacer I’équilibre et alors la vitesse de
recoloration ’emporte.

D’autres substrats peuvent encore étre oxydés en présence
de bleu de méthylene, tel que le pyrogallol ou I'hydroquinone,

1 Nous avons signalé précédemment I’action catalytique du cuivre
sur la réoxydation des leuco-dérives.



ET ANTIMELANIQUE DE LA THIO-UREE 373

mais c’est surtout avec les accepteurs d’hydrogéne ayant un
potentiel redox plus élevé, qu’il est possible d’oxyder des
substrats variés: nous avons fait des essais entre autres avec
le dichlorophénol-indophénol (rH = 20-20,5). Cette substance
qui est utilisée pour le dosage de la vitamine C est encore
spontanément réduite a l'air (en ’absence de tout catalyseur)
par différents substrats comme le glutathion, la cystéine,
I’hydroquinone, le pyrogallol, la phloroglucine, le métol, etc.
Avec d’autres substrats, la décoloration du dichlorophénol-
indophénol est plus lente et peut nécessiter plusieurs jours. Cette
derniére substance oxyde par déshydrogénation des polyphénols
comme le catéchol, le résorcinol, la Dopa, I’adrénaline, etc.
mais encore d’importants métabolites comme le pyruvate, le
lactate, ’acide glutamic, etc.

Nous avons observé que, d’une fagon générale, le cuivre et
ses formes complexes actives, catalysent et accélérent tous ces
transferts d’hydrogene.

5. Conclusions.

Nous montrons que le cuivre ionique et ses combinaisons
complexes, catalysent I'oxydation de divers substrats en pré-
sence d’accepteurs d’hydrogene convenables. Dans ces cas
d’oxydation avec formation concomittante de leucodérivés, il
s’agit de réactions de déshydrogénation du substrat et d’hydro-
génation du colorant. Nous voyons que le cuivre catalyse en fait
les transferts d’hydrogene. A. Reid [114] signale déja I'action
déshydrasique du cuivre.

I1 est probable que dans tous les cas ou le cuivre intervient
comme catalyseur (cuivre ionique, complexe ou diastases
cupriques) il y a « activation » de I’hydrogeéne.

Dans les expériences précédentes en « aérobiose » 'oxygéne
élémentaire ou le peroxyde d’hydrogéne fonctionnaient donc
comme des accepteurs « passifs» de I’hydrogéne. On admet
(Wieland [113]) que lorsque 'hydrogéne est activé et transféré
sur I’'oxygene dlémentaire, la réaction conduit & la formation
d’H,0,. Nous n’avons cependant jamais pu mettre ce corps en
évidence au cours des processus oxybiotiques catalysés par le
cuivre. Ce fait ne nous étonne pas car comme nous ’avons
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montré, les complexes cuivriques décomposent rapidement
I'H,0, en H,O et oxygene (action catalasique) d’une part et
d’autre part nos modeles catalysent d’'une maniere générale les
oxyvdations par H,0,.

Par analogie avec nos modeles d’enzyme qui se comportent, en
« oxydase » en présence d’oxygene et en «déshydrase» en
I’absence d’0,, nous pensons que les oxydases cupriques
naturelles peuvent fonctionner de méme comme catalyseurs de
déshydrogénation anoxybiotique lorsque la tension d’oxygéne
est suffisamment faible (voir en premiere partie les faits bio-
logiques qui nous suggérent encore cette hypotheése). Cette
hypothése appelle plusieurs corollaires et parmi ceux-ci prin-
cipalement celui de la sensibilité aux inhibiteurs classiques
(KCN, etc.).

Plusieurs auteurs ont déja attiré I’attention sur le fait que
le systeme déshydrasique (W.W.S.) présente une certaine
sensibilité aux inhibiteurs habituels des oxydases (réactifs des
métaux lourds), bien que I'on admette encore souvent que le
Warburg-Wieland Systéme (W.W.S.) est cyano-insensible
(et par suite régi par des catalyseurs non métalliques).

Cook, Haldane et Mapson [116] entre autres admettent
d’ailleurs que certaines déshydrases naturelles renferment du
cuivre.

Nos observations infirment encore semble-t-il, 'hypothése de
Pactivation de I’oxygéne qui, par ailleurs, est déja sérieusement
ébranlée. En effet, nous avons montré d’une part que la Nadi-
réaction est catalysée par le cuivre et que celui-ci active
I’hydrogéne du substrat. On sait que la Nadi-réaction est donnée
par le ferment rouge respiratoire de Warburg qui selon son
auteur serait un ferment activant 'oxygene. Il suffirait mainte-
nant de montrer que '« Atmungsferment» ou cytochrome-
oxydase est un enzyme cuprique, pour anéantir I’hypothése
de Warburg.
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