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CONTRIBUTION
A L'fiTUDE DU MfiCANISME DE L'ACTION

FONGISTATIQUE ET ANTIMfiLANIQUE
DE LA

THIO-UREE
PAR

Edmond PONGRATZ
(Avec 10 flg.)

(suite et fin)

CHAPITRE II

Influence de substances chimiques et biologiques
DIVERSES SUR LA NADI-REACTION CATALYTIQUE

Nous avons etudie l'influence exercee sur l'activite catalytique
des ions cuivre par toute une serie de substances tant biologiques

que chimiques, susceptibles de reagir avec le catalyseur
ou d'influencer les processus d'oxydation d'une autre maniere.
Nous avons utilise le melange Nadi comme «revelateur » pour
«tester » l'activite du cuivre dans ces nouvelles conditions.

Mode operatoire:

10 cm3 de solution tampon phosphate (pH 7,3) conte-
nant 50 y de Cu+2 sont additionnes d'environ 1 ä 10 mg de

substance ä essayer (concentration environ 1 pour mille ä

1 pour dix mille). Si le produit est gazeux, on le fait barboter
quelques instants dans la solution. Les substances peu ou
dilficilement solubles dans l'eau sont additionnees sous forme
de solution alcoolique concentree.

On teste l'activite du cuivre dans la solution obtenue au

moyen du melange Nadi qu'on ajoute ä raison de 5 gouttes
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332 MECANIQUE DE INACTION FONGISTATIQUE

pour 10 cm3. On agite violemment pour bien oxygener la solution.

Chaque essai est compare «visuellement» ä un t6moin

prepare de maniere identique et au meme instant, mais ne

contenant pas de substance etrangere. Pour obtenir des valeurs

numeriques, les solutions sont soumises ä un examen photo-
metrique.

II est important de proceder dans l'ordre indique pour
preparer les melanges, sinon les resultats peuvent etre variables:

nous verrons plus loin les raisons dictant ces conditions.

Resultats:
Nous avons constate que des substances (A) inhibent plus

ou moins fortement la Nadi-reaction, d'autres (B) au contraire
l'activent, enfin qu'un grand nombre de substances sont
indifferentes c'est-ä-dire n'affectent pas d'une maniere sensible
la catalyse.

Nous distinguerons parmi les premieres substances quatre
groupes: classification toute arbitraire comme le montrera
l'examen de chacun des groupes, mais que nous garderons pour
la clarte de l'expose.

1) Les corps precipitant le cuivre ou formant avec lui des sels

peu ionises.

2) Les substances formant avec le cuivre des complexes.
3) Les corps facilement oxydables.
4) Divers (proteines, antioxygenes, inhibiteurs d'enzy-

mes, etc.).

A. Substances inhibitrices de la Nadi-reaction catalytique.

1. Les corps precipitant le cuivre ou formant avec lui des sels peu
ionises.

Nous savons que le cuivre doit ses proprietes catalytiques
(fongicides, germicides, etc.) ä sa forme ionique: la
precipitation ayant pour consequence une diminution des ions en
solution, allant souvent jusqu'ä leur disparition quasi totale,
il est ä prevoir done que toute substance precipitant le cuivre
sera un poison de la catalyse due ä ce metal.

La precipitation n'est pas la seule possibility d'inhibition
directe: la formation de sels peu ionises ou comme nous verrons
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plus loin la formation de eombinaisons complexes, meme
solubles, peut egalement faire regresser le nombre des ions Cu+2

de la solution.
Nous admettons que les substances suivantes, qui toutes

exercent un effet inhibiteur puissant sur la Nadi-reaction,
forment avec le cuivre des eombinaisons donnees, bien que par
suite des faibles concentrations, aueun precipite ou produit
de reaction ne soit generalement visible dans la solution.

Le cuivre peut former des eombinaisons dans lesquelles il
est monovalent; cette reduction est due soit ä la substance
inhibitrice (qui presente souvent un caractere reducteur), soit
ä la catalyse elle-meme. (On admet generalement qu'un cata-
lyseur d'oxydation vibre entre deux etats d'oxydation [47];
Shibata [48] signale que le cobalt dans les complexes qu'il
etudia, ne change pas de valence au cours de la catalyse.)

L'hydrogene sulfure et les sulfures alcalins precipitent le

cuivre comme sulfure noir pratiquement insoluble:

produit ionique ä 10° du SCu 3,2 10~42

» »» ä 18° du SCu2 - 2,0 10~47.

Uanion ethylxanthogenique (ethylxanthogenate de potassium)
precipite le Cu+2 comme ethylxanthogenate de cuivre (II)
brun ou de cuivre (I) de couleur jaune. On donne les deux
formules suivantes [49].

Ces eombinaisons sont detruites peu ä peu, surtout en milieu
alcalin et donnent alors des sulfures de cuivre.

Uanion thiocyanique (rhodanate de potassium) precipite le

cuivre comme thiocyanate de cuivre (II) noir et de cuivre (I)
blan rose (surtout en presence d'un reducteur)

produit ionique ä 18° du NCSCu 1,6 10~u.

L'anion oxalique donne l'oxalate de cuivre CuC204 (produit

ionique ä 25° 2,9 10-8).

2. Substances formant avec le cuivre des complexes.

Les reactifs organiques caracteristiques du cuivre ont une
action inhibitrice particulierement marquee sur la Nadi-

et
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reaction catalytique, mais beaucoup d'autres substances,

egalement capables de former des complexes avec le cuivre,
ont revele (pour la plupart) une tres nette action anticatalytique.

Nous avons vörifie 1'inhibition due aux corps suivants:

Acide rubeanique (dithioxamide) forme avec le cation Cu+2

un complexe interne vert fonce de formule:

HN=C—C=NH

Cette reaction est souvent utilisee en chimie analytique.
La salicylaldoxime forme avec le cuivre le complexe:

'c=N-OH
I 1

Cu/\/\0/Lul2

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

Cu/2 :

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

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

O—Cu/2

N=0
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L'hydroxy 8-quinoleine (oxine) et la 5,7-dibromohydroxy
8-quinoleine donnent les combinaisons suivantes avec Cu+2 [49].

Br

CC\ mI II I

O Br I '
XCu/3 '

Cu/2

La thio-uree et plusieurs de ses derives (methylthiouree
allylthiouree, etc.) donnent avec le cuivre differentes
combinaisons [52] entre autres le complexe suivant correspondant
ä la forme pseudo-thio-uree:

yS—Cu/2
H2N—G /

XNH

La diphenylcarbazide et le diphenylthiocarbazide forment avec
le cuivre des complexes dans lesquels les liaisons de coordination
du metal vont de preference ä l'azote (plutöt qu'au S. ou 0.).

S=C Cu/2\ |

\nh—N—C,H5

La diphenylcarbazone et la diphenylth.iocarba.zone (dithizone)
forment facilement des complexes avec les metaux lourds et
avec le cuivre.

On ne sait pas d'une fa?on certaine si dans ces combinaisons
le cuivre est coordonne au soufre ou ä l'azote; on donne les

formules:

NH-N-C,H5 .NH-N-QH,
X X 1

C=S Cu/2 et C=S Cu/2\ \\n=n-c6h5 xn=n—c6h5
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Le thiouracile et ses derives 1 (methylthiouracile) forme avec
le Cu+S le complexe suivant [53]:

/0_7C\ /R
/ N VL, \ ii

Cu vc Gv

"S^\N/ R'
II

Le diethyldithiocarbamate de sodium forme avec le cuivre une
combinaison complexe intensement coloree en jaune-brun uti-
lisee pour son dosage colorimetrique.

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

Citons l'acide thioglycolique HOOC-CH2SH, l'acide thio-
lactique, la thionalide CH2(SH)CONHC10H7, le thiosulfate.

Les acides ^.-amines d'une maniere generale sont susceptibles
de former avec le Cu+2 des complexes du type:

0 O
^Cu/,

I

—C—NHS
I

certains cependant — le glycocolle, l'a-alanine, la S-serine,
l'acide aspartique, l'asparagine, la methionine, l'Z-cystine,
l'acide I (+) glutamique exercent une action inhibitrice par-
ticulierement forte sur la Nadi-reaction catalytique.

Les peptides — produit de l'hydrolyse chimique ou enzy-
matique de substances proteiques — «complexent» aussi le

cuivre et le rendent inactif.
Les a et ß oxyacides forment facilement des combinaisons

avec le cuivre du type:
0 (X

o n \y/ \Cu/2

ch2 /^c/0\cu/2
H-i -OH —C—OH

exemple: citrate, tartrate (sei de seignette).

1 Mis gracieusement ä notre disposition par la maison Hoffmann
la Roche (Bale).
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L'inhibition de la Nadi-reaction due ä ces deux dernieres
substances est en general plutöt faible.

Les composes polyphenoliques tel que les acides galliques,
tanniques, protocatechique, les tannins, etc., peuvent former
avec le cuivre des complexes varies, mais ces substances

possedent en plus de ces caracteres, des proprietes antioxygenes
qui font d'eux d'excellents inbibiteurs des reactions catalyti-
ques d'oxydation (elles sont utilisees comme stabilisants).

II nous a paru interessant de tester encore l'activite cataly-
tique du cuivre Iorsqu'il est incorpore dans des edifices mole-
culaires plus compliques mais oü il est lie egalement de fa$on

complexe.
La phtalocyanine 1 (Linstead) est une combinaison complexe

du cuivre, extremement stable, de couleur bleu fonce, qui derive
de la tetraazoporphine. Ce corps present.e une curieuse analogie
structurale avec les pigments du sang et de la chlorophylle.
Le cuivre dans cette combinaison ne presente pas la moindre

propriete catalytique sur l'oxydation du Nadi.

Cu-phtalocyanine

De meme que dans la combinaison precedente, le cuivre lie
de fa§on complexe ä la molecule de pheophytine est inactif en

tant que catalyseur d'oxydation.

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

Phyto!—Ö

Cette substance est preparee en chauffant une solution

alcoolique de pheophytine 1 chlorophylle a privee de son

atome de magnesium) avec de l'acetate de cuivre. La solution
devient vert brillant sans fluorescence, coloration due ä la
formation du complexe cuprique tres stable.

Conclusion:
Toutes ces observations nous conduisent ä penser que le

cuivre lorsqu'il entre dans la constitution d'un complexe
interne, ne peut plus manifester son activite catalytique.

Fort de ces constatations nous pouvons generaliser et admet-

tre que tout corps organique susceptible de former avec le

cuivre un complexe interne stable, peut etre considere comme

un poison de la catalyse due ä ce metal et dans la mesure oü

ces corps organiques ont la meme reactivite in vivo, on peut les

assimiler ä des inhibiteurs des enzymes cupriques.

1 Nous avons prepare la pheophytine selon R. Willstaeter et
A. Stoll, Chlorophyll, p. 251, 1918.
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II faut ajouter aux substances inhibitrices dejä mentionnees

encore l'oxyde de carbone et l'acide cyanhydrique (cyanures)
qui, dans les recherches enzymologiques jouent un role

preponderant. Ces deux poisons respiratoires annihilent presque
completement le pouvoir catalytique du cuivre. Pour Yoxyde de

carbone, il faut incriminer la formation de divers complexes
d'addition du cuivre dont nous avons verifie la photostabilite.

Le chlorure de cuivre (I) fixe en solution chlorhydrique ou
ammoniacale l'oxyde de carbone et forme des complexes tel

que [CuC1(C0)(H20)2]. Les solutions de cuivre (II) peuvent
aussi additionner dans certaines conditions de l'oxyde de

carbone: il se forme alors du C02 et des sels de cuivre I (Möller
und Leschewski, 1935) [54],

En ce qui concerne le cyanure de potassium, il doit son

pouvoir inhibiteur puissant ä sa propriete de former avec le

cation cuivre diverses combinaisons, plus particulierement le

cyanure de cuivre (II) et cuivre (I) et l'anion complexe tetra-
cyanocuivrique (I) extremement stable, selon le schema de

reaction suivant:

2CN- + On 2 ^=± (CN)jCu
2(CN)2Cu > 2CNCu + (CN)2
CNCu + 3CN- ;—- [Cu(CN)4]-3

L'action des cyanures alcalins qui permet de «masquer »les
reactions du cuivre est bien connue en chimie analytique.
Par ce procede (formation de complexe), on diminue la concentration

du Cu+2 dans la solution ä tel point qu'il ne reagit
plus avec les reactifs courants. Mieux encore, la stabilite de ce

complexe est telle, qu'elle permet au KCN de redissoudre divers

precipites du cuivre ou de decolorer les solutions bleues de

cuivre-tetramine par exemple. Les applications de ces pheno-
menes sont constantes en chimie analytique et surtout en
microchimie.

Nous desirons attirer une attention particuliere sur l'affinite
du cyanure pour le cuivre, car dans les phenomenes biologiques
Ton envisageait jusqu'ä present surtout une action de bloquage
du cyanure s'exergant sur le fer cellulaire (hematine, enzymes
ferrugineux, etc.).
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2. Generalites sur les substances capables de former avec le cuivre
des complexes internes et mecanisme de leur action inhibitrice.

Lorsqu'on considere les edifices moleculaires dans lesquels
le cuivre voit son activite catalytique bloquee, on s'aperQoit

que le metal y est « doublement» lie. Ainsi, par exemple, dans

l'hydroxy-8-quinolinolate de cuivre (Cu-8-quinoleate), le cation
est fixe par electrovalence sur l'oxygene (ayant remplace
l'hydrogene du groupe hydroxyle) et par valence de coordination

sur l'azote:

* V_0 ^\ / Cu-
-

• /xo-<—^>% ^ #
Nous voyons que la molecule organique, pour pouvoir former

un complexe interne doit posseder ä la fois un groupement
(salifiable) ä fonction acide (dont l'hydrogene est remplagable

par le metal comme le groupe carboxyle —COOH, le groupe
hydroxyle —OH, le groupe sulfhydrile -SH, etc.) et un atome

negatif capable de coordination (azote dans les groupes —NH2;
=NH; -C6H5N; -N=N—; oxygene 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 molecule et leur
situation sterique ont une importance determinante sur la

possibilite de formation de complexes. II se forme des cycles
en general de 5 ä 6 atomes (noyaux chelates) [55] qui seuls

sont stables oü l'atome de cuivre constitue l'un des maillons

(voir formule ci-dessus).
Les phenomenes d'inhibition decrits precedemment suggerent

^interpretation suivante: des liaisons simultanees par electrovalence

et valence de coordination entre l'ion Cu+2 et difförents
atomes d'une seule et meme molecule organique, determinent
un abaissement du pouvoir catalytique du metal par suite de

sa forte liaison; en effet des mesures de conductibilite electrique
montrent que ces complexes sont extremement peu dissocies.

Theoriquement, lorsqu'un ion lie d'autres molecules pour former
un complexe, la concentration de l'ion primitif (Cu+2) diminue
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plus ou moins fortement mais ne disparait jamais totalement;
il se forme un equilibre par exemple:

Cu+2 + 2(hydroxy 8-quinoleine) " Cu-8 quinoleate + 2H *

La stabilite de ces complexes est cependant generalement
telle, que pratiquement il ne subsiste plus guere d'ions Cu+2

libres. L'equilibre des reactions etant fonction de la loi d'action
des masses, la « complexion » du cuivre sera done encore favori-
säe par un exces de substance « complexante ».

Dans les experiences d'empoisonnement du catalyseur Cu+2,

le pouvoir inhibiteur des substances est encore fonction de leur
affinite pour le cuivre (en solution diluee) 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 ä l'element catalyseur et qui de ce fait l'inactivent (on

pourra grouper ces substances sous la denomination generale

d'anticatalyseurs ou d'inhibiteurs directs), il existe toute une
serie de corps plus ou moins facilement oxydables qui exercent
durant un certain temps un effet protecteur sur l'oxydation
du Nadi. Parmi ces inhibiteurs indirects, citons les substances,
l'interet biologique: l'acide ascorbique, la cysteine, le

glutathione., les polyphenols... et les substances inorganiques comme
l'hydrogene arsenie, le sulfite, bisulfite, les sels ferreux, etc.

Selon nous, il est probable que le cytochrome reduit entre de

la meme maniere en competition avec les constituants du
reactif Nadi et inhibe leur oxydation. Pour plusieurs de ces

substances inhibitrices, il s'agit plus que d'une simple competition:

elles peuvent meme reduire ä l'etat de leucoderive le bleu

d'indophenol dejä forme. Nous pouvons prevoir l'influence per-
turbatrice qu'auront ces substances sur les resultats de la
Nadi-reaction utilisee comme test cytologique pour la localisation

des oxydases. Plusieurs auteurs, Wvss Chodat et
F. Chodat [56], L. Kaufmann [57] et R. Stadelmann [58] en

particulier ont dejä attire l'attention sur l'influence inhibitrice
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qu'exerce l'acide ascorbique sur la plupart des reactions
d'identite des oxydases.

L'hydroxylamine, reactif tres utilise en enzymologie, n'a pas
d'action sur la Nadi-reaction catalytique malgre son caractere
reducteur. Dans certains cas cependant, s'il y a presence
simultanee d'une substance reductible par l'hydroxylamine
(Fe+3 par ex.) le corps reduit forme peut entrer en concurrence
avec le melange Nadi.

Les substances ä groupement sulfhydrile (-SH) comme la
cysteine doivent leur effet inhibiteur probablement encore ä

leur propriete 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-reaction.

4. Substances diverses.

Nous avons encore examine l'influence sur la Nadi-reaction
catalytique de substances reputees inhibitrices de certaines
reactions enzymatiques: azide de sodium (NaN3), fluorure de

sodium, pyrophosphate: leur effet est negligeable (noter que ces

substances reagissent facilement avec le fer); l'azide de sodium
active meme legferement le cuivre. Les inhibiteurs des dehy-
drases, acide monoiodacetique, urethanes, narcotiques... sont
egalement sans action appreciable.

Contrairement ä raffirmation de R. Meier [60] qui considere
les sulfanilamines comme des anticatalyseurs d'oxydation, nous
avons trouves que l'acide sulfanilique, la sulfanilamide etaient
sans effet notoire sur l'oxydation catalytique du Nadi.

Autres substances plus ou moins indifferentes: penicilline,
streptomycine, ac. anthranilique, quinique, amygdalique,
salicylique.

Les albumines d'oeufs, de sang, etc., la gelatine ont des effets
tres variables suivant leur provenance, le traitement subi,
le pH, etc. En presence de ces substances, on observe souvent
des effets inhibiteurs ou indifferente, parfois aussi stimulants.
Nous ne nous sommes pas occupes d'une maniere plus appro-
fondie de ces substances car les combinaisSns qu'elles donnent
avec le cuivre sont difficiles ä connaitre: d'autres auteurs
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d'ailleurs etudient la question, citons P. Bouvet [61], E. Barbu,
J. Lesciau et M. Machebceuf [62].

Les sels de mercure (Hg-Cl2) inhibent fortement la Nadi-
reaction catalytique. En presence de ces substances, on observe

souvent une deviation des processus d'oxydation. L'action
inhibitrice du mercure s'exerfant probablement sur le cuivre
est interessante ä relever.

On cite [63] la pyridine comme inhibiteur possible de la
catalyse par le cuivre. Nous avons trouve au contraire que ce

corps active fortement le cuivre en tant que catalyseur (voir
plus loin).

II est vrai que lorsqu'il y a presence simultanee de pyridine
et de thiocyanate par exemple, il y a formation en milieu neutre
ou alcalin d'un precipite floconneux vert du au complexe
[Cu (Py)2](CNS)2 tres peu soluble, et par suite inhibition.
Cette methode de precipitation du cuivre est utilisee pour
son dosage gravimetrique ou colorimetrique (methode de

Spacu).

Connaissant le mecanisme de l'inhibition de l'activite catalytique

du cuivre, il apparait evident maintenant que Ton puisse
lever dans une certaine mesure l'inhibition primitive par une

adjonction d'une nouvelle quantite de cuivre (dans le cas des

inhibiteurs directs) ou par une addition d'un oxydant (dans le

cas des inhibiteurs indirects reducteurs) et cela suivant l'exces
de substance inhibitrice presente.

Comme parallele biologique de ces phenomenes, la litterature
scientifique nous donne plus d'un exemple d'enzymes [64] ou
de cellules (bacteries, etc.) empoisonnees qui purent etre

desintoxiquees par un traitement cuprique'ou oxydant appro-
prie.

Conclusions :

II ressort des observations faites ci-dessus qu'un rapprochement

doit etre fait entre notre reaction catalytique et certaines
reactions enzymatiques de caractere oxydatif.
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Voici quelques arguments justifiant ce rapprochement:

a) Les inhibiteurs mentionnes ci-dessus sous 1, 2 et 3 sont

en general ceux des oxydases.

b) Les inhibiteurs directs (mentionnes sous 1 et 2) sont sou-

vent des substances tres toxiques dejä ä faible dose, ce qui
indique que ces substances agissent in vivo sur des meca-
nismes delicats et importants, reglant les processus
vitaux.

c) Les inhibiteurs des deshydrases et d'autres ferments

(urethanes, narcotiques, acide monoiodacetique, acide

trichloracetique, azide de sodium, florure et pyrophosphate
de sodium, etc.) sont sans action sur l'oxydation cataly-
tique du Nadi.

De ces constations et d'autres observations faites in vivo

nous tirons les conclusions suivantes:

1. La Nadi-reaction ne constitue pas un test specifique des

oxydases (cytochrome-oxydase, phenolases); cette reaction est

catalysee de fa?on quasi specifique par les ions Cu+2. L'effet
«indophenol-oxydasique » du cuivre se distingue de celui de

l'enzyme de Warburg et Keilin («Atmungsferment » de Warburg
ou cytochrome-oxydase) par ie fait qu'il n'exige pas pour
parachever l'oxydation du Nadi, le concours du cytochrome.

2. Lorsque in vivo la Nadi-reaction est positive, il y a

presence d'une oxydase (ou d'un catalyseur d'oxydation) mais
cela implique l'absence de systemes oxydo-reducteurs sous
forme reduite. D'une • fa<jon generale, on peut dire que s'il

y a presence sous forme reduite et en quantite importante d'un
Systeme ä potentiel redox inferieur ä celui du melange Nadi,
il n'y aura pas reaction colorde. II 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-reaction negative in vivo on ne peut done pas
tirer de conclusion quant a la presence ou absence d'oxydase.

II est d'observation courante que l'on peut souvent mettre
en evidence in vivo un effet peroxydasique mais p.as d'oxyda-
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ses [58], Nous pensons par deduction de ce que nous avons dit
plus haut, que, dans certains cas du moins, le traitement ä l'eau

oxygenee active l'oxydation des substances inhibitrices
präsentes (acide ascorbique, etc.) et permet la detection par la
suite des simples oxydases (pas peroxydases) au moyen des

reactifs usuels.

3. Etant donne la grande similitude de comportement
(vis-ä-vis des inhibiteurs) de la Nadi-reaction catalytique
specifique ä base de cuivre avec certaines reactions enzymati-
ques oxydatives, ne doit-on pas incriminer plus souvent le

cuivre d'etre l'element actif de ces systemes Nous pensons en

particulier ä la cytochrome-oxydase. (On admet depuis les

travaux de Warburg [43] que le ferment specifique catalysant
l'oxydation du cytochrome (a) reduit, est de nature hemique.)
Cette hypothese elargit singulierement la conception de Keilin,
ä savoir assimilation de l'indophenoloxydase ä la cytochrome-
oxydase.

4. Vu la grande sensibilite et specificite du reactif Nadi aux
ions Cu+2, nous preconisons son utilisation & des fins analyti-
ques (dans certaines conditions on pourra meme faire appel ä

des activateurs ou ä H202 (voir plus loin) pour augmenter
encore la sensibilite du Nadi vis-ä-vis du Cu+2.

Par ce procede, il est possible de mettre en evidence 10—2

ä 10-4 y de Cu+2 dans l'eau de conduite; pour cela il est neces-
saire de travailler en milieu tamponne et de comparer ä un
temoin prepare avec de l'eau bidistillee absolument exempte
de Cu+2.

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

Au cours de nos investigations portant sur les substances

inhibitrices de la Nadi-reaction catalytique, nous avons observe

que de nombreux composes organiques azotes (contenant un
atome d'azote tertiaire ou quaternaire principalement) avaient
la propriete d'exalter le pouvoir oxydant du cuivre. Parmi les

corps actifs, il se trouve des composes aliphatiques, mais surtout
des composes heterocycliques.
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Nos recherches primitivement basees sur ces quelques
observations empiriques nous ont permis de trouver un certain
nombre d'adjuvants du cuivre, dont les plus actifs sont:
l'ammoniaque, la pyridine, l'iminazole, le thiazole, la pyri-
midine, la quinoleine et nombre de leurs derives; nous citerons

comme exemple: la chloramine, la trimethylamine, la choline...
l'acide nicotinique, la nicotylamide, la nicotyldiethylamide
(coramine), la piperidine, la piperazine, l'aneurine (vitamine Bj),
l'uracile, des barbituriques (luminal), des bases puriques:
xanthine, guanine, des alcaloides (nicotine, quinine, etc.), la

guanidine, des sulfamides, des bactericides, des fongicides, etc.
Le catalyseur ionique Cu+2 forme avec ces substances des

systemes organo-metalliques qui sont principalement du type
complexe d'addition (syn. complexe de superposition) ou

du type complexe d'interposition (Werner [65]: An- und

Einlagerungsverbindungen).
Plusieurs de ces complexes sont bien connus en chimie

analytique et nous les choisirons comme type, car ils sont en

meme temps le plus representatif de nos systemes actifs:
ce sont les complexes cuivre-tetramine et cuivre-dipyridine
(Y. et K. Shibata [48] ont dejä signale en 1928 la forte action

oxydante de ces deux corps sur la myricetine).

(NH3) (NH3f - 2 (Py-f
Cu Cu

(nh3) (YH3) (Py.)

L'addition des substances azotees susmentionnees ä une
solution cuivrique en modifie visiblement la teinte: de bleu

clair, eile devient verte, bleu azur plus ou moins fonce, bleu

indigo, violet. Ces virages font immediatement presumer la
formation d'ions complexes et l'apparition d'importantes
modifications correlatives: etat ionique particulier du cuivre
et ses repercussions sur le spectre d'absorption.

2. Generalites sur les complexes actifs.

Dans la categorie des complexes cuivriques qui montre une
activite catalytique superieure ä celle des ions simple Cu+2,
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nous avons cite le complexe cuivre-tetramine bien connu en

chimie analytique. Nous savons que l'ammoniac, ä cause du

caractere dipolaire de sa molecule, montre une forte tendance ä

la formation de complexes relativement stables, appeles ammo-
niacates ou combinaisons amminees. Dans ce type d'edifice
moleculaire l'atome de cuivre devient «atome central» (centre
de coordination). Le nombre des especes d'ions ou de molecules

independantes qui peuvent etre lies par lui au moyen de ces

valences secondaires (valences de champs) est exprime par le

nombre de coordinations (n). Celui-ci peut prendre differentes
valeurs pour le cuivre, mais generalement les valeurs 2, 4 et 6

pour Cu+2 et les valeurs 1, 2 et 3 pour Cu+1. Dans les complexes
cupro-amines, c'est l'atome d'azote qui fixe les valences de

coordination. La constitution du sulfate de cuprotetramine
peut etre representee par la formule:

(NH3). (NH3)

Cu

(NH3)
'

""(NHS)

+ 2

Les groupements coordonnes (ici les molecules d'ammoniac)
s'intercalent en quelque sorte entre le cation cuivrique et
l'anion du sei primitif d'oü le nom de complexe d'interposition
donne ä ce type de combinaison.

Cette formule montre d'autre part que la molecule est

dissociable (eile se dissocie en solution aqueuse) et par suite
se comporte en electrolyte (difference 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 molecules coordonnees

(ici NH3) restent attachees au cuivre et conferent la coloration
bleu azur bien connue des cupramines (eau celeste). En solution
acide par contre, il y a decoloration par suite de la
decomposition du complexe.

Le caractere basique de 1'ammoniac est tres marque et bien

connu; nous le signalons car le caractere de basicite se retrouve

Archives des Sciences. Vol. 3, fasc. 5, 1950. 23



348 MECANISME DE L'ÄCTION FONGISTATIQUE

chez la plupart des substances activatrices du cuivre sous
forme plus ou moins attenuee (alcaloides, bases puriques, etc.).

On connait toute une serie de sels du cation complexe
Cu-tetramine. On les obtient par simple addition d'ammoniaque
en exces aux sels ordinaires du cuivre bivalent; il precipite
d'abord l'hydroxyde cuivrique Cu(OH)2 qui se redissout dans
l'exces d'ammoniaque pour former une liqueur bleu intense,
appelee « eau celeste ». On connait entre autres:

[CufXHjJCJ, ; [Cu(NH3)4](.\03)2 ; LrCu(NH3)4]S04

l'hydroxyde correspondant ä ces complexes est la base

[Cu (NH3)4] (OH)2 qui en solution est egalement bleu fonce,

(liqueur de Schweizer). On prepare ce corps par dissolution
dans l'ammoniaque d'hydroxyde cuivrique precipite par un
alcali caustique. Remarquer que sous cette forme complexe, le
cuivre est soluble en milieu alcalin. Par dissolution dans

l'ammoniaque de Chromate de cuivre, on obtient une solution
d'un beau vert repondant probablement ä la formule:

[Cu(NH3)4] Cr04

De meme que l'ammoniac, certains de ses derives organiques
et inorganiques (C1NH2) montrent egalement le pouvoir de

coordination de leur azote, mais ce sont surtout les derives

heterocycliques qui montrent les proprietes semblables les plus
interessantes pour nous. Ainsi les complexes [Cu (Py)2]+2?

[Cu (Iminazole)2]+2 [Cu (Nicotine)2]+2, etc. se forment facile-
ment par simple melange d'une solution d'acetate de cuivre
neutre et de la base correspondante.

Notons en passant que l'eau qui est une molecule dipolaire
(Debye) comme l'ammoniac peut egalement etre coordonne aux
ions cuivre. Dans ces cas, c'est sur l'atome d'oxygene que se

fixent les valences secondares. Dans nos experiences de

catalyse par les «ions» cuivre, nous avions dejä affaire en
realite ä des ions cuivre complexes tetrahydrates [54]
[Cu (H20)4]+2 (les sels de cuivre (II) perdent par deshydrata-
tion leur coloration bleue, ce qui montre que cette teinte est
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due ä l'ion hydrate). Les analogues organiques de l'eau
(substances de la serie grasse possedant un groupe hydroxyle ou leur
derives, alcool, cetones, ether, etc.) montrent parfois des

proprietes semblables.
Les observations que nous avons faites concernant l'accrois-

sement du pouvoir oxydant du cuivre du aux activateurs
mentionnes nous suggerent le mecanisme suivant: il y a
augmentation du potentiel redox lorsque l'ion metallique (Cu+2)

lie par valence secondaire des molecules organiques ou inor-
ganiques (H20, NHS). II y a cependant des exceptions ä cette
«regle »: 1'oc, a'-dipyridyle et l'o-phenanthroline par exemple,
qui forment des complexes de ce type, exemple:

ne conferent pas au cuivre une activite catalytique superieure.
Au contraire meme, ces substances sont inhibitrices de la
Nadi-reaction catalytique. Les complexes cupriques de ces

deux substances presentent certains caracteres des complexes
internes; leur stabilite aux divers pH par exemple les distingue
essentiellement des complexes actifs. Les experiences suivantes

nous permettront peut etre de tirer des conclusions d'ordre plus
general sur le mecanisme de l'activation du cuivre.

3. Activation du cuivre par de faibles quantites de substances

reputees inhibitrices.

Au cours de notre etude sur les actions inhibitrices du

processus catalytique d'oxydation du Nadi, nous avons attire
l'attention sur l'importance de l'ordre dans lequel on prepare
les melanges:

1° solution tampon + catalyseur (50 y Cu+2);

2° substance ä essayer;
3° melange Nadi.
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Inversons cet ordre et ajoutons la substance ä essayer &

la fin, apres avoir melange la solution tampon + catalyseur
et le reactif Nadi.

On observe une stimulation initiale de l'oxydation du Nadi
au moment meme de l'adjonction de la substance inhibitrice.
Nous avons observe ce phenomene avec le cyanure, le sul-

focyanure, l'hyposulfite de soude, l'iodure de potassium, la

thio-uree, le thiouracile, le methyl-thiouracile, l'acide thio-
glycolique, le diphenylthiocarbazide, le ferrocyanure de potassium,

l'azide de sodium, etc. L'importance de l'oxydation est

fonction de la quantite de cuivre presente. Lorsque le melange
de la substance inhibitrice est opere, l'oxydation du Nadi
s'arrete: le catalyseur Cu+2 etant bloque. Ce phenomene est

assez general et s'observe souvent lorsque reagissent ensemble
le cuivre 1 et la substance inhibitrice au contact meme du
Substrat oxydable.

Nous formulons l'hypothese suivante ä ce propos:
Le cuivre ionique (Cu+2) avant de s'incorporer dans un

edifice moleculaire stable (par ex. complexe interne) oü il est

inactif, passe par des etats de reactivite accrue (complexes
d'addition

Ces etats transitoires ne peuvent pas etre isoles, mais peuvent
persister (existence statistique due ä des equilibres) plus ou
moins en solution diluee.

A l'appui de cette these nous signalons les faits suivants:
Lorsqu'on melange deux solutions (relativement concentrees)
de cuivre (Cu+2) et de KCN, Na2S203, etc., on observe la
formation de composes labiles signales par une coloration tres

fugace, violette, bleue, verte suivant le cas. Nous avons vu
precedemment que la coloration etait un critere de l'activite
des combinaisons cupriques actives.

D'autre part, la labilite des combinaisons transitoires du

cuivre, qui caracterise ici ses etats «actives» en tant que
catalyseur, est un autre indice que nous avions döjä releve

precedemment comme etant essentiel a l'activite catalytique
(au contraire la stabilite caracterise les etats inactifs du cuivre).

1 Avec d'autres metaux, en particulier le fer on observe un
phenomene semblable comme dejä signal^.
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A la suite de ces observations de stimulation initiale, nous

avons etudie l'influence de quantites croissantes de quelques

poisons de la catalyse sur la reaction de Nadi.

a) Action de faibles quantites de cyanure sur
la Nadi-reaction catalytique.

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

Variation de la vitesse d'oxydation du Nadi catalysee par 50 y
de Cu+2 ionique en fonction de quantity croissantes de KCN.

En ordonnee, nous avons porte directement la densite optique (D)
lue au photometre). (Observation aprfes 5 minutes, pH-7,3,

temperature constante 18°, filtre jaune S 50, cuves de 1 cm.)

appel au reactif Nadi. Nous avons utilise des melanges pre-
formes de cuivre et de cyanure.

Interpretation du graphique (fig. 7): le cyanure, precedem-
ment signale comme inhibiteur, fonctionne comme activateur
lorsque sa concentration est inferieure ä 1,4 molecules environ

par atome de cuivre present.
L'exaltation plus ou moins durable en solution tres diluee

des proprietes catalytiques du cuivre, par des quantites definies
de cyanure nous a fait considerer le Systeme forme par le

melange de ces deux corps comme un « modele d'oxydase »[66].
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Le pouvoir activateur du cyanure en faible concentration
sur l'effet catalytique d'oxydation du cuivre est du ä une

augmentation du potentiel redox 1 du Systeme cuivre-cyanure

par rapport ä celui du couple Cu+2/Cu+1.
Cet artifice est exploite en microchimie analytique [67] pour

detecter la presence de traces d'ions CN-1: un papier ä filtrer,
imbibe d'une solution d'acetate de cuivre ä 1 % et d'une solution
d'acetate de benzidine, bleuit au contact de vapeurs d'acide

cyanhydrique.
La benzidine est oxydee en un colorant meriquinoldique bleu

(bleu de benzidine). Le cuivre ä lui seul etant incapable de

declencher l'oxydation de la benzidine.

En presence d'un exces d'ions CN-1 la coloration bleue ne se

forme pas ou si eile s'est formee se dissout et disparait (proba-
blement par reduction).

Cette reaction analytique n'est specifique que lorsqu'on opere
dans certaines conditions (mais d'autres corps donnent la meme

reaction).
Nous pouvons utiliser ce procede ä la benzidine pour rechercher

les substances eonferant au cuivre un pouvoir oxydant
eleve.

Des essais nous ont montre que certaines substances (KCN,
KSCN, Tu) trouvees activatrices de la Nadi-reaction
catalytique ä l'instant de leur adjonction, declenchent egalement

l'oxydation de la benzidine par le Cu+2.

Les phenomenes d'activation du cuivre par de faibles quan-
tites de CNK et d'inhibition des proprietes catalytiques du
metal par de plus fortes doses de cyanure, prennent toute leur

ox. (CHjCOC

1 Les systemes Cu~2 -1- CIO-1; Cu ~2 + BrO-1 ont des potentiels
redox extremement eleves permettant ä ces melanges d'oxyder par
exemple le MniJ en MnT? en milieu alcalin !67!.
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signification lorsqu'on les rapproche des phenomenes biologi-

ques de l'asphyxie cyanhydrique. En effet, l'inhibition des

processus vitaux par intoxication par CNK des catalyseurs bio-

logiques est bien connue, mais la litterature scientifique nous
donne encore plus d'un exemple de stimulation par des doses

homeopathiques de ce poison.
Ainsi Lindahl et Orström [68] ont constate une augmentation

de la respiration des levures fermentatives, en presence de

CNK M.0,0015 alors qu'elle est inhibee par des concentrations

plus fortes de cyanure (0,005 M.).
Une legere stimulation de la respiration a ete egalement

constatee par Emerson [69] lorsqu'il cultive l'algue Chlorella

sur milieu synthetique, en presence de CNKM.10-4;
O. Warburg [70] fit la meme constatation et montra que cette
Stimulation etait de 57%.

En 1931, Hanes et Baker [71] constatent, en presence de doses

moderees de cyanure, une augmentation initiale de la respiration

des cellules de la pomme de terre. Cette augmentation etait
suivie aussitot d'une diminution parallele de la respiration et
de la quantite de sucre.

En presence de faibles quantites de cyanure (2.10_4M), la

photosynthese de Hormidium est stimulee (van de Paauw) [72].
E. Rabinowitch [73] rapporte plusieurs observations de

stimulation de la respiration et de la photosynthese chez des

algues vertes, due ä de faibles doses de CNK.
Shoup et Boykin [74] ont constate une legere augmentation

du taux respiratoire de la paramecie, sous l'influence de CNH
ä des concentrations variant entre M.2.10-2 ä M.10"4.

Recemment P. Wolf [75] etudiant les repercussions de

l'asphyxie cyanhydrique chez Pseudomonas fluorescens, a

observe un phenomene d'hyperchromie sous l'influence de

faibles quantites de CNK.
H. von Euler [59] a releve que parfois le cyanure activait

l'oxydation de l'acide ascorbique par le cuivre; il l'attribuait
cependant ä la formation d'une combinaison (cyanhydrine) du

cyanure et des groupements carbonyles de la vitamine C.

Chez l'homme, l'asphyxie cyanhydrique se traduit au debut
de l'empoisonnement par une respiration rapide, acceleree, par
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une elevation de la pression sanguine, par des tremblements

symptomatiques des muscles, etc. [76]; toutes ces manifestations

sont la consequence 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-uree

sur Vactivite catalytique du cuivre.

Le graphique n° 8 montre qu'ä l'instar du cyanure, la thio-
uree en tres faible concentration active le cuivre et lui confere

Variation de la vitesse d'oxydation du Nadi catalysee par 50 y
de Cu+2 ionique en fonction de quantites croissantes de thio-uree.
(En ordonnee: densite optique (D) mesuree au photometre apres

5 minutes; pH-7,3; temp6rature-18°, filtre S 50; cuves de 1 cm.)

des proprietes catalytiques d'oxydation particulieres. La

plupart des derives de la Tu se comportent de fafon semblable.
Ce phenomene d'exaltation des proprietes catalytiques du

cuivre est peut etre responsable de la legere stimulation de

croissance d'A. n. cultive en presence de faibles quantites de Tu
que nous avons observee (en premiere partie) et du pouvoir de

la Tu de romp re le sommeil des graines et tubercules.
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L'action inhibitrice de la Nadi-reaction par de plus fortes
concentrations de Tu s'exerce selon toute vraisemblance directe-
ment sur le catalyseur. Nous montrons sur un Systeme simple
in vitro le bloquage de l'activite catalytique du cuivre par la Tu.
L'action inhibitrice de la Tu s'exergant sur le Cu+2 constituait
notre hypothese de travail en premiere partie: nous en prouvons
ici le bien-fonde.

Nous aurions pu multiplier les exemples de ces phenomenes
d'exaltation des proprietes catalytiques du cuivre par de faibles

quantites d'« inhibiteur », mais nous pensons que les deux cas

signales suffisent ä attirer l'attention sur cette possibility de

mecanisme d'inversion d'action de certaines drogues dans des

conditions homeopathiques.

4. Influences divers sur Vactivite catalytique des complexes

cuivriques 1.

L'activite des complexes cuivriques (comme d'ailleurs celle
des enzymes oxydants) est influencee par dilferents facteurs

externes; les principaux sont l'acidite (pH), la temperature et
certaines substances chimiques.

a) Influence du pH sur Vactivite des complexes cuivriques.

La vitesse d'oxydation du Nadi et des autres substrats par les

complexes cuivriques decroit tres rapidement lorsque le pH
diminue. Ce phenomene tres general (egalement vrai pour les

reactions enzymatiques) peut etre facilement interprets par
la dissociation du complexe en milieu acide: le cuivre ainsi

plus ou moins libere de son « support» organique (de caractere
faiblement basique) perd en meme temps son etat d'exaltation,
soit des proprietes catalytiques particulieres que lui avait
conferees la molecule 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+2 seuls (courbe I). La reaction d'oxydation
catalysee par le complexe Cu-pyridine (courbe II) ne präsente

pas cette Constance dans cet intervalle de pH. Cette parti-

1 On sous-entend les complexes actifs.
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cularite est due ä la dissociation plus ou moins forte du

complexe.
b) Influence de la temperature.

Nous avons etudie l'influence de la temperature sur la Nadi-
reaction et sur diverses reactions d'oxydation catalysees par
des complexes cupriques (dans des conditions standards de pH,
duree, etc.). On observe une acceleration notable de la vitesse

Variation de l'intensite d'oxydation du Nadi (II), en fonction du pH
(temperature constante 18°).

Courbe I: catalyse par 50 y de Cui2 ionique (obs. apres 5 minutes).
Courbe II; catalyse par le complexe Cu-dipyridique (20 y CujJ)

(obs. aprös 2 minutes).
En ordonnee, nous avons porte la densite optique lue au photometre

(cuves de 1 cm; filtre jaune S 50).

d'oxydation, atteignant son maximum ä une temperature
de 80-90°. Au-dessus, la tres legere diminution de vitesse de

reaction doit etre attribuee ä une moindre solubilite de l'oxygene
necessaire plutot qu'ä une dissociation ou precipitation du

complexe.
c) Influence de substances chimiques.

Les substances inhibitrices de la catalyse par les ions Cu+2

precedemment signalees, inhibent egalement l'activite cataly-
tique des complexes cuivrique.
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TROISIEME PARTIE

Modeies non protidiques d'oxydases,
de catalase et d'hydrokynases.

1. Activite catalylique des complexes cuivriques.

Poussant nos investigations plus loin, nous avons cherche

jusqu'ä quel point il est permis d'assimiler l'activite de nos

complexes cuivriques ä Celles des oxydases et peroxydases,
ainsi que de la catalyse.

Nous avons fait agir des complexes contenant 20 y de Cu+2

sur des Substrats varies, ä pH 7,3, tantöt en l'absence, tantöt
en presence de peroxyde d'hydrogene; nous avons observe les

effets suivants:

A. Effets oxydasiques.

Les effets oxydasiques dus au cuivre ionique sont amplifies

par l'emploi des complexes organo-cupriques.
Le graphique n° 10 montre que la vitesse d'oxydation du Nadi

croit tres rapidement lorsqu'on utilise des complexes cuivriques
comme catalyseurs de la reaction.

L'importance de l'activation du cuivre par les differentes
substances (nicotine, pyridine, etc.) est fonction de la concentration

de ces dernieres dans la solution. L'augmentation de

vitesse d'oxydation par l'emploi des complexes cuivriques n'est

pas le seul effet que l'on observe: les combinaisons complexes,
du fait de leur potentiel redox eleve, sont capables de catalyser
des oxydations de substrats qui, en presence de cuivre ionique,
ne reagiraient pas. Parmi les complexes etudies, le Cu-iminazole
s'est revele comme etant l'un des plus actifs (l'activite varie

parfois legerement avec le substrat et avec la concentration
de ce dernier: en presence de forte concentration de substrat,
le catalyseur est plus ou moins paralyse. Fleury a designe ce
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type d'inactivation d'enzyme par un excedent de substrat

comme « inhibition paradoxale »). II catalyse ä l'air l'oxydation
des polyphenols et amines aromatiques principalement.

0 5 10 15(minules)T

Fis. 10.

Variation de la vitesse d'oxydation du Nadi II catalysee par des

complexes cupriques en fonction du temps (pH 7,3; temperature
constante 18°).

Courbe I: catalyse par 20 y de Cu ionique.
Courbe II: catalyse par le complexe Cu-nicotine (20 y Cu2).
Courbe III: catalyse par le complexe Cu-pyridine (20 y Cu2).
Courbe IV: catalyse par le complexe Cu-iminazole (20 y Cu2).

En ordonnee, nous avons porte la densite optique (D) lue au

photometre (filtre jaune S50), cuves de 1 cm).

Substrats Produits d'oxydation

Pyrogallol Color, brun-orange -> precipite brun
Phloroglucine » jaune jaune-orange
Hydroquinone » jaune jaune-orange
Catechol » jaune -* gris-jaune
Resorcinol » jaunätre -+ jaune
Orcinol » rose
Gai'acol » rose-mauve
Resine de ga'iac » bleu-vert
p-amino-phenol » brun-jaune -» precipite brun
Metol brun-rose -> precipite brun
Adrenaline » rose brun-rouge -* brun-jaune
Dihydroxyphenylalanine

(Dopa) rose -» gris -+ brun-noir (melanines)
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Substrats

a-naphtol »

a-naphtylamine »

Dimethyl
p-phenylenediamine rose

p-phenylenediamine »

m- » ...»Reactif de Schiff (Fuchsine
sulfureuse) »

Produits d'Oxydation

violet -« precipite violet
rose -* precipite mauve

-> violet
violet-gris -* brun-violet vineux
violet-mauve ->• precipite brun

rose -» rouge

Les monophenols (tyrosine, m-, o-, p-cresol) et le reactif de

Chodat (melange de p-cresol et de glycocolle) ne sont pas oxydes
dans les conditions que nous nous sommes fixees.

Dans le tableau precedent, nous avons Signale quelques
substrats pouvant etre facilement oxydes catalytiquement par
le cuivre et (ou) ses complexes. Ces substrats ont ete choisis

car ils donnent des produits d'oxydation immediatement visi-
bles par leur coloration propre. Le cuivre et ses formes complexes
ont une action catalytique beaucoup plus generale. Voegtlin [76J

a montre que le cuivre catalyse l'oxydation du glutathion dans
des solutions de pH 7,27. Le fer et le manganese par contre
n'ont pas d'effet. Sieffert [63], Bovay [78], Reisner, [79], von
Euler [80], Stadelmann [58] ont etudie Taction destructrice

sur la vitamine C de traces de cuivre. Cette action semble etre

specifiquement due au cuivre; le manganese et le fer rigoureu-
sement pur seraient inactifs (Barron [81], Sieffert [63]. L'oxydation

de la Cysteine par le cuivre est egalement bien

connue [82], [83],
Des experiences dans lesquelles nous avons dose ces substrats

ont montre que l'activite catalytique d'oxydation des

complexes cupriques est superieure ä celle du Cu+2 ionique.
L'action catalytique des sels de cuivre sur l'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 evidence par une experience simple: on verse
dans une eprouvette une solution diluee fraichement preparee
d'un melange de sulfate ferreux et d'acide salicylique (ou
d'acide sulfosalicylique); ä l'une des eprouvettes, on ajoute
une goutte d'une solution de cuivre, l'autre eprouvette servant
de temoin. Apres quelques minutes dejä ou apres quelques
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secondes en chauffant, il apparait la coloration violette, carac-

teristique due ä Fe+S dans l'eprouvette ayant ete additionnee
de catalyseur.

F. Chodat et H. Cano [85] (1939) ont montre que le complexe
ferrisalycilique violet constitue un Systeme oxydant ou en
d'autres termes un accepteur d'hydrogene tres sensible qui,
comme le bleu de methylene par exemple, passe par hydro-
genation ä l'etat incolore. Ainsi le complexe ferrique est reduit
spontanement par l'acide ascorbique, la cysteine, le ferment
jaune, le catechol, l'hydroquinone, etc.: on peut le considerer

comme un modele de transporteur d'hydrogene (modele de

cytochrome). Nous avons montre que le cuivre catalyse la

reoxydation par l'oxygene atmospherique du complexe ferro-
acide salycilique. Le Systeme «bimetallique» catalyseur
cuprique — complexe ferri-salycilique — Substrat oxydable,
constitue selon nous un modele des metaux protides cellulaires
du Warburg Keilin Systeme (W. K. S.).

Une experience semblable ä la precedente peut etre faite
avec une solution diluee d'un melange de sei ferreux et de

rhodanate de potassium. Si Ton fait tomber dans cette solution
une goutte de cuivre (Cu+2), il se forme immediatement la
coloration rouge caracteristique du Fe+3 (sulfocyanure ferrique).
Dans cette experience, l'oxvdation du fer est plus rapide car la

presence de sulfocyanure exalte initialement le pouvoir oxydant
du cuivre. Ce phenomene de stimulation par le KSCN est
semblable ä celui que nous avons observe precedemment avec
le cyanure en faible concentration entre autres. Ces deux
dernieres experiences nous paraissent interessantes car elles

sont peut-etre en rapport avec les correlations biologiques
fer-cuivre tres intimes que nous avons constatees ailleurs

(voir premiere partie) et qui ont ete signalees par plusieurs
auteurs: L. Maquenne et E. Demoussy [86], ä la suite de leurs
recherches dans un autre domaine (etude de la toxicite du

fer) ont ete conduit ä considerer le cuivre comme une veritable
diastase minerale, ne differant des diastases naturelles qu'en ce

qu'elle agit en l'absence de toute matiere organique et n'est pas
detruite ä l'ebullition. Ces chercheurs ont observe que le cuivre,
ä des doses infinitesimales, accelere l'oxydation du fer au
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minimum dans les solutions nutritives. Hart, Waddell, Steen-

bock, et Elvehjem [87] ont constate que chez les animaux
anemies et recevant du fer, 1'addition de cuivre augmente la
teneur en hemoglobine du sang. Cette action favorable du
cuivre a encore ete constatee sur la formation d'autres ferro-

porphyrines: sur le cytochrome a et la cytochrome-oxydase
(Elvehjem 1931-35) [88, 89], sur Themoglobine, sur le
cytochrome (Schultze 1939-1941) [90], et sur la formation de la

protohemine par l'organisme (McHargue [91]).
Autre phenomene semblable: on a Signale un effet activateur

du cuivre sur un Systeme ferreux-ferrique utilise comme modele
de catalase [77 a],

Tous ces faits et d'autres encore nous font penser qu'il doit
exister dans les phenomenes biologiques des relations tres
etroites entre le fer et le cuivre, une espece de synergie des

deux elements oü le röle du cuivre n'est pas moindre.

Des observations in vitro que nous avons faites, nous dedui-

sons que le cuivre (ou ses complexes actifs), grace ä sa propriete
de vibrer rapidement entre sa forme reduite et oxydee, catalyse
les oxydo-reductions du fer, beaucoup plus inerte qu'on ne le

pense souvent.
Le cuivre catalyse encore et d'une fa$on generale la reoxyda-

tion des leucoderives de substances colorantes. Ces derniers sont

prepares en reduisant les colorants correspondants par l'hydro-
sulfite qu'on ajoute en leger exces, ou encore suivant les cas,

en milieu acide ou alcalin, par le zinc. II suffit pour la plupart
des leucobases de les soumettre ä Taction de l'oxygene atmo-
spherique, par agitation, pour les transformer ä nouveau en

colorant. Lorsqu'on ajoute une goutte de cuivre ä la solution
contenant le leucoderive, son oxydation est fortement acceleree

par rapport ä un temoin ne renfermant pas de catalyseur. Nous

avons verifie ces faits sur des colorants histologiques apparte-
nant ä differents groupes suivant la nature de leur chromophore:

Colorants du groupe des

a) Thiazines: thionine, bleu de toluidine, bleu de methylene.
b) Oxazines: bleu de Nil, bleu de cresyl brillant, violet de

cresyl.
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c) Azines: rouge neutre, violet neutre, safranine T, pheno-
safranine, vert Janus B.

d) Colorants derives du triphenylmethane: rubine S, fuchsine

basique, fuchsine S, violet de methyle, vert malachite,
vert lumiere, etc.

e) Colorants indophenoliques: phenol-indophenol.
/) Colorants naturels: tournesol, carmin d'indigo.

Le cuivre catalyse encore la reoxydation des differents pro-
duits de reduction de la riboflavine (verdo-, chloro-, rhodo-,
leuco-flavine).

On sait que la riboflavine entre dans la constitution du groupement
prosthetique de plusieurs ferments jaunes respiratoires (Warburg,
Christian, Ellinger, Karrer, Kuhn) et que ces demiers sont spon-
tanement oxydables par l'oxygöne tout comme la riboflavine elle-
meme.

Nous pensons que ces faits n'excluent pas qu'i/i vivo et lors d'une
respiration normale, un catalyseur cuprique accompagne ces
ferments et accelere leur reoxydation (un argument en faveur de cette
th£se nous est donne par l'experience de culture d'Aspergillus niger
sur milieu carence en cuivre: voir premiere partie). On sait d'ailleurs
que pour le ferment respiratoire jaune (ancien) de Warburg pour le
moins, la frequence d'oxydo-reduction (sans catalyseur) est trop
faible pour lui permettre d'intervenir d'une manure tres efflcace dans
la respiration cellulaire et suflit ä peine ä expliquer les respirations
accessoires et residuelies [43 a].

De meme que Ton distingue habituellement deux types de

diastases decomposant le peroxyde d'hydrogene — l'un ä

action peroxydasique vraie, qui effectue cette decomposition
avec liberation d'oxygene tres actif comme oxydant, l'autre
decomposant l'H202 avec liberation d'oxygene moleculaire

beaucoup moins actif — de meme nous distinguons deux effets

analogues des complexes cupriques.

B. Effets peroxydasiques.

Nos experiences montrent que l'effet peroxydasique des

complexes actifs chevauche en realite ä la fois sur l'effet
simplement oxydasique et sur l'effet catalasique. La presence
d'eau oxygenee ne fait generalement que renforcer le pouvoir
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oxydant du cuivre et de ses complexes, mais on observe souvent
accessoirement un degagement d'oxygene moleculaire non
consomme dans l'oxydation (effet catalasique). Outre une plus
grande vitesse d'oxydation, la presence de H202 permet de

declencher l'oxydation de Substrats qui, en presence d'oxygene
moleculaire, resteraient inattaques.

Le complexe cuivre-iminazole en presence d'eau oxygenee
(une goutte de perhydrol par 10 cm3 de solution tampon)
catalyse l'oxydation d'un grand nombre de substrats, particu-
lierement des phenols et amines aromatiques. Beaucoup de ces

substances sont oxydees quasi instantanement:

Substrats Produits d'oxydation

Pvrogallol Color, brun-orange -» precipite brun-
rouge

Phloroglucine » brun-jaune
Acide protocatechique » « the » -* rose-orange
Hvdroquinone » orange -» rouge-orange
Catechol » jaune -> brun
Resorcinol » jaune-orange
Orcinol » rose -> orange-rouge
Gai'acol » trouble brun-rose
Resine de gaiac » Bleu-vert
Adrenaline » rose ->• rouge -»- orange
Dihydroxiphenylalanine

(Dopa) » rose -> brun rose -» gris-brun
(melanine)

a-naphtol » violet -» precipite violet
a-naphtylamine » violet rose - precipite brun rose
p-phenylene diamine » gris-brun fonce -»• precipite brun-

rouge
«t-phenylenediamine » trouble brun-violet -» gris-brun
Dimethyl

p-phenylenediamine » rose, lie de vin -> precipite bru-
natre

p-cresol » trouble blanc rose
o- » » # vert olive
in- » )i » beige
Benzidine » bleu-vert -> olive ->- precipite

brun
Thymol » trouble blanc
Melange Nadi I » rose -» violet

» » II » bleu ä bleu-violet

Dans certains cas, Taction oxydante des complexes du cuivre
ne se manifeste qu'en presence d'H202; 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 c] signalent une
action catalytique du cuivre sur l'oxydation par l'eau oxygenee
du leucoderive de la phenolphtaleine (reactif de Kastle-Meyer
pour la recherche du sang [77 i]). Nous avons observe que
certains complexes du cuivre, particulierement le cation Cu-tetra-
mine, catalysent de fa<;on plus intense l'oxydation de ce reactif.

On prepare la phenolphtaleine incolore en faisant bouillir
jusqu'a decoloration complete 1 gr de phenolphtaleine, 10 gr
de KOH pur, 50 cm3 eau bidistillee, 5 gr zinc en poudre. On

acidifie par HCl, on filtre le precipite qu'on lave ä l'eau acidulee.
Le precipite est ensuite mis en suspension dans de l'eau bidistillee,

on ajoute une solution de KOH ä 10% jusqu'ä dissolution

du precipite et encore un exces de quelques gouttes.
Quelques gouttes de ce reactif sont versees dans une eprou-

vette avec 10 cm3 d'eau distillee ainsi qu'une goutte d'eau

oxygenee diluee (perhydrol dilue au moins dix fois). Si l'on
fait tomber dans ce melange une goutte de catalyseur (com-
plexe cuprique) immediatement une belle coloration rouge se

developpe. Cette reaction, oil le cuivre tetramine joue le role
de peroxydase, est encore donnee pour des teneurs en cuivre
inferieure ä 10~8 gr/10 cm3.

Un autre tres bei effet peroxydasique est obtenu avec
l'o-tolidine comme reactif. On ajoute quelques gouttes d'une
solution alcoolique d'o-tolidine ä 10 cm3 de solution tampon
puis une goutte d'eau oxygenee. 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 reaction.

C. Effets catalasiques.

La decomposition du peroxyde d'hydrogene en eau et oxv-
gene moleculaire, selon la reaction 2H202 —>- 2HaO + 02, est
acceleree par un grand nombre de substances, et ce surtout en

milieu alcalin.
Les metaux finement divises. en mousse ou en solution

colloidale (Pt, Ag, Au), le charbon, sont tres actifs. Beaucoup
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d'oxydes et d'hydroxydes metalliques (Mn, Pb, Co, Ni, Fe) se

comportent de meme, notamment l'hydroxyde de cuivre [92],
La decomposition de l'eau oxygenee sous l'influence de ces

substances est cependant assez lente. Nous avons observe que
certains complexes du cuivre, notamment les sels (sulfate,
Chromate) et l'hydroxyde de cuprotetramine, etc., avaient une
activite catalytique particuliere sur la decomposition de H202.
Lorsqu'on combine le pouvoir catalytique des complexes sus-

mentionnes avec un effet de surface, on obtient de bons modeles

de catalase. Nous avons adsorbe les complexes sur divers

supports inertes de reaction neutre ou legerement basique. A
cet effet, la craie s'est revelee tres favorable. Ces systemes sont

quasi aussi actifs que les enzymes naturels et tres peu älteres

pendant la reaction. Le degagement d'oxygene est encore
sensible dans les solutions tres diluees d'H202 (1%—10/00)-

Le cuivre n'est pas le seul element pouvant donner des

complexes ayant une activite catalasique. Le cobalt, le nickel, etc.

donnent des combinaisons aminees actives. Avec d'autres

activateurs, la nicotine par exemple, plusieurs metaux, le

manganese entre autres, donnent des systemes complexes qui,
adsorbes sur de la craie, decomposent fortement l'eau oxygenee
diluee.

2. Similitude d'action des complexes cupriques avec Celle des

enzymes oxydants naturels.

Nous avons cite un certain nombre de Substrats qui sont

oxydes catalytiquement en presence d'air ou d'eau oxygenee

par nos complexes cupriques. La litterature fournit un grand
nombre de reactions d'identite de ferments oxydants oü il est

fait emploi de ces memes substrats. Citons: la recherche par de

nombreux auteurs de la cytochrome-oxydase et des phönolases

au moyen du reactif bien connu de Nadi (melange de Koechlin
et Witt [93]), recherche de l'a-naphtol-oxydase parMolisch [94],
detection des peroxydases au moyen de la benzidine (reaction
de Madelung) selon les precedes de Graham [95], Prenant [96],
Romieu [97], etc., recherche des oxydases et peroxydases au

moyen de la resine de gaiac [98] et du galacol [99], recherche des

peroxydases par Grüss [98] au moyen du tartrate d'ursol
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(tartrate de p-phenylenediamine), detection des phenolases et

peroxydases par Bach [100] au moyen de la purpurogalline,
recherche des peroxydases par L. Lison [101] par l'emploi des

leucoderives de rosanilines sulfonees, reaction d'identite du

sang par Kastle Meyer [77 d] au moyen de la leucophenolph-
taleine.

L'identite des Substrats oxydables par les complexes cupri-
ques et par les enzymes naturels montre la grande similitude
d'activite de nos complexes avec celle des ferments cellulaires.
Nous avons montre precedemment leur similitude de comporte-
ment vis-ä-vis des facteurs externes (pH, inhibiteurs).

Nous pensons que tous ces points communs nous autorisent
ä considerer les complexes organo-cupriques par nous mis en

evidence, comme des modeles d'enzyme.

3. Conclusions.

Nous avons realise divers modeles de ferments oxydants et
de ferments decomposant le peroxyde d'hydrogene, ä base de

cuivre et depourvus de proteine. Tous nos modeles sont actifs
in vitro; ce sont des systemes complexes organo-cupriques oil
le metal est la partie active (catalyseur) et oü les molecules

organiques fonctionnent comme groupes activants (co-cataly-
seur). On peut considerer cet ensemble comme un groupement
prosthetique. Nos modeles d'enzymes se distinguent les uns des

autres par leur propriete dominante qui peut servir ä les classer

en trois categories:

a) type oxydase (indophenol-oxydase, polyphenolase);
b) type Peroxydase;
c) type catalase.

Les experiences montrent cependant que les differences entre
ces trois types sont plutot d'ordre quantitatif. Les frontieres,
dejä si fragiles etablies par 1'enzymologie classique, tendent
encore ä s'effacer ici.

Nous avons encore montre la grande similitude de comporte-
ment et d'action des complexes cupriques avec celle des ferments
cellulaires.



ET ANTIMELANIQUE DE LA THIO-UREE 367

De toute notre etude, il ressort la non-specificite d'action des

modeles sur le Substrat.
Au point de vue biochimique la presence de cuivre dans nos

modeles n'a rien d'exceptionnel; on connait plusieurs ferments
cellulaires contenant du cuivre: les polyphenolases sont des

ferments tres repandus surtout chez les v'egetaux et qui agissent,

sur de nombreux substratums de nature phenolique principale-
ment: ils ont ete decrits pour cette raison sous diverses

denominations, laccase, catecholase, dopa-oxydase, etc. -On attri-
buait anciennement leur activite ä la presence de manganese
(G. Bertrand) [102] puis au fer[103], mais il a ete reconnu depuis

que c'est au cuivre qu'est due l'activite de ces ferments. Ainsi
Kubowitz [104], isolant la laccase de la pomme de terre a

montre que son activite est proportionnelle ä la teneur en

cuivre et qu'il s'agissait d'un proteide cuprique. Keilin et
Mann [105] ont ä leur tour retire et purifie des polyphenolases

provenant de champignons (Psalliota, lactarius) et du latex de

l'arbre ä laque (Rhus vernicifera) et ont montre que ces enzymes
etaient egalement des cuproproteides. D'autres auteurs [106,
107, 108, 109] on pu demontrer que le cuivre est une partie
integrante du groupe prosthetique de l'ascorbinase et qu'il est

responsable de son caractere d'oxydase.
Tous ces faits ne laissent aucun doute sur le role important,

capital meme, que joue le cuivre comme catalyseur
biochimique.

La frequence dans l'organisme de certaines molecules activa-
trices que nous avons eprouvees nous suggere l'hypothese
suivante: ces molecules ou fragments de. macromolecules (bases

puriques, pyridiques, pyrimidiques, etc.) ne jouent-ils pas le

röle de lien entre le cuivre et la molecule proteinique des

enzymes naturels
Nous savons qu'une action medicamenteuse 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-ä-dire d'une augmentation ou d'une diminution de

l'excitabilite et des oxydations. Une importante litterature
traite de l'influence des substances medicamenteuses sur la

respiration cellulaire [110]. Les activateurs du cuivre eprouves,
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comprenant precisement un nombre eleve de substances repu-
tees pharmacodynamiques, on peut se demander alors si

l'activite de ces medicaments n'est pas en partie, due a leur
fonction d'auxiliaire des oxydations biologiques. L'hypothese
de Taction physiologique de substances basees sur une activation

ou inhibition de l'activite catalytique du cuivre cellulaire,
nous parait tres plausible; elle permet d'expliquer d'une fagon
tres Elegante Taction stimulante et excitante exercee par de

faibles doses de certains poisons comme le cyanure, la thio-uree,
et Taction inhibitrice exercee ä plus forte dose. On peut encore

expliquer de fatjon simple le mecanisme de Taction cardiotonique
de la coramine et Taction plus ou moins toxique de la nicotine,

etc., etc.
On n'oubliera pas que beaucoup de substances inactives telles

quelles in vitro peuvent devenir stimulantes dans l'organisme

par suite de leur fixation qui entraine la disparition de groupe-
ments inhibiteurs ou par suite de modifications ou degradations
chimiques souvent legeres.

L'hypothese formulee plus haut gagne encode en importance
lorsqu'on connait la distribution generale du cuivre dans la
matiere organique. La litterature scientifique nous apprend ä

ce sujet que le cuivre est un element qui existe ä l'etat de traces

(oligoelement) dans la matiere vivante mais dont la presence
est generale dans tous les organes des animaux et chez les

plantes. On sait qu'il existe dans Themocyanine du sang des

mollusques, des crustaces et des arachnides oil il joue un role de

catalyseur d'oxydation, pouvant remplacer le fer ou fonctionner
conjointement avec lui. La presence de cuivre a ete signalee
chez de nombreux animaux depuis les plus simples (Coelenteres)

jusqu'au plus evolues en passant par les Echinodermes, les

Annelides, les Mollusques, les Crustaces, les Poissons, les Batra-
ciens, les Oiseaux (D. Bertrand); le cuivre se rencontre dans de

nombreuses cellules en meme temps que le fer (0. Warburg);
on le trouve aussi dans la levure, dans la bile, dans le serum 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
elevee chez le foetus et diminue continuellement jusqu'ä la
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naissance et ensuite jusqu'ä Tage adulte (F. Haurowitz). Chez

le rat, le cuivre est surtout localise dans les organes ä metabo-
lisme intense: rein, foie, cceur, cerveau, testicule, etc. (Lindow,
Peterson et Steenbock).

Tous ces faits temoignent de l'important röle oligodvnamique
du cuivre.

Plusieurs auteurs, dont G. A. Zentmyer [111J (1943-1944)

expliquent Taction fongicide et toxique de certaines substances

(hydroxy 8-quinoleine, quinone-dioxime, salicylaldoxime, di-

thiocarbamate, etc.) par le bloquage des metaux necessaires

ä la vie (Cu, Zn) que ces dernieres operent.
Nous pensons que le bloquage du cuivre n'est pas seul ä avoir

des repercussions biologiques, mais que les phenomenes d'exal-
tation de l'activite catalytique du cuivre — element si uni-
versellement repandu dans tout organisme — peuvent egale-

ment avoir des consequences importantes. Certains de nos
modeles d'oxvdase fonctionneraient in vivo comme de veritables

enzymes oxydants.
Notre hypothese permet d'expliquer un grand nombre de

phenomenes biologiques, comme par exemple les phenomenes

d'antagonisme (les incompatibilites d'action de la nicotine et
de l'hydroxy 8-quinoleine par exemple), les actions synergiques
de certaines drogues et leur specificite; des variations de poten-
tiel redox par suite des actions de stimulation ou d'inhibition
des proprietes catalytiques du cuivre seraient ä la base de

toutes ces manifestations.
Ces conceptions nouvelles, trop succinctement esquissees, font

cependant ressortir le röle capital joue par le cuivre dans les

processus vitaux. Les constatations que nous avons faites sur
l'activite universelle du cuivre comme catalvseur d'oxydation
et le fait que le cuivre a ete trouve par Rivers et Macfarlane[112]
a Texclusion de tout autre metal dans les formes les plus simples

de la matiere vivante, soit dans des virus (virus vaccinal

Jennerien) font que nous nous demandons avec L. Sieffert si le

cuivre est un catalvseur d'oxydation parmi d'autres ou s'il ne

doit pas plutöt etre considere comme «le » catalvseur des oxvda-
tions biologiques.
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.4 ddenda :

En relations etroites avec les observations que nous avons
faites in vitro, nous avons encore constate que lorsqu'on traite
des tissus vegetaux (tissus meristematiques, poils absorbants,

algues, mycelia) par une solution de CuS04 ä 1 °/00 durant
quelques minutes, on forme des systemes oxydasiques et

peroxydasiques au niveau de certains organites (mitochon-
dries qui peuvent etre ensuite mis en evidence par les reactifs
usuels des oxydases: melange Nadi avec ou sans H202,
benzidine + H202, reactif de Kastle Meyer, etc.

Ces granules d'oxydase sont formes de novo par le traitement
cuprique et se surajoutent ä ceux existants deja dans les

cellules. Ces essais montrent que le cuivre n'est pas fixe de fa$on
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 reducteur de la
cellule, probablement par Oxydation catalytique de divers
Substrats qu'elle renferme habituellement (acide ascorbique).

Tous ces faits nous suggerent une explication du mecanisme
de la toxicite differentielle des sels de cuivre utilises comme
fongicides: les cryptogames, les moisissures et certaines algues

en particuler, sont precisement les especes cellulaires les plus
sensibles ä Taction toxique du cuivre et chez lesquelles on note
la plus intense formation de systemes oxydasiques.

Par les constatations enoncees, nous sommes amene a

formaler des critiques et reserves k la methode de Sato [115]

pour la mise en evidence de granules de peroxydase dans les

leucocytes. II est possible que le traitement cuprique prealable
preconise par la methode cree de toute piece ces « peroxydases ».

La reaction ä la benzidine subsequente decele alors aussi bien ces

arte faetes que les diastases naturelles.

4. Effets hydrokinasiques du cuivre (Cu+2) et des complexes

cupriques.

Au cours des recherches precedentes, nous avons observe
le role que joue le cuivre en tant que catalyseur d'oxydation.
Sachant que les ferments qui accelerent les oxydations bio-
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logiques ne provoquent pas une fixation d'oxygene, mais favori-
sent plutöt une deshydrogenation du substratum, en rendant
l'hydrogene « actif » (mobile), c'est-ä-dire susceptible d'entrer
en reaction avec l'oxygene moleculaire (theorie de Wieland),
il nous a paru interessant d'experimenter si nos complexes
cupriques favorisaient egalement les oxydations par deshydrogenation.

Nous avons entrepris quelques experiences dans ce

sens en substituant ä l'oxygene atmospherique un accepteur
d'hydrogene tel que le bleu de methylene (rH 13,5 — 15,5).

Mode operatoire:

On utilise une solution tampon phosphate (PH 7,3)
bouillie pour chasser les gaz dissous et legerement teintee en
bleu ciel par du bleu de methylene. Les experiences d'oxydation
peuvent etre faites en tube de Thunberg, mais il nous a paru
preferable d'utiliser un cylindre ä vide dans lequel on peut
mettre un certain nombre d'eprouvettes ordinaires; ainsi

lorsqu'on fait le vide dans le cylindre, tous les tubes d'une meme
serie sont soumis ä la meme tension d'oxygene residuelle, ce qui
exclut des erreurs de resultats dues k ce facteur tres important.

Resultats:

On observe que sous vide, le bleu de methylene est reduit k
l'etat de leucoderive par differentes substances, plus rapidement
en presence qu'en l'absence de catalyseur cuprique.

Ce type de reaction est particulierement net avec l'acide
ascorbique, la cysteine et le glutathion. On peut le representer
schematiquement comme suit (page suivante):

On peut considerer cette reaction comme une oxydation
(deshydrogenation) du Substrat (acide ascorbique) ou comme
une reduction (hydrogenation) du bleu de methylene.

En fait, il s'agit d'une oxydo-reduction oü le colorant sert

d'accepteur aux deux hydrogenes cedes par l'acide ascorbique,

qui, de ce fait, est oxyde en acide dehydroascorbique. Le cuivre
et surtout les complexes cupriques, principalement le cuivre-

tetramine, qui catalysent ce type de processus, activent done

l'hydrogene du Substrat et le rendent apte ä entrer en reaction

avec l'accepteur. Nos modeles « d'oxvdases» doivent done etre
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consideres plutot comme des modeles de « deshydrases », au

sens de Wieland [113].
En general, le bleu de methylene est reduit spontanement,

sous vide, par les differents substrats facilement oxydables,
mais avec des vitesses bien moindres. Lorsqu'on retablit la

pression d'oxygene, le bleu de methylene reduit, se recolore

et cela generalement d'autant plus vite s'il y a presence de

catalyseur h Ce phenomene depend de plusieurs facteurs dont.
entre autres, la tension d'oxygene (variable par agitation),
les vitesses relatives des diverses reactions (fonction du catalyseur),

etc. Ainsi l'acide ascorbique, la cysteine, le glutathion,
en presence de catalyseur, reduisent le bleu de methylene ä Fair
plus rapidement que ne se reoxyde le leucoderive; mais une

legere agitation suflit ä deplacer l'equilibre et alors la vitesse de

recoloration l'emporte.
D'autres substrats peuvent encore etre oxydes en presence

de bleu de methylene, tel que le pyrogallol ou l'hydroquinone,

1 Nous avons signale precedemment Faction catalvtique du cuivre
sur la reoxydation des leuco-derives.
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mais c'est surtout avec les accepteurs d'hydrogene ayant un

potentiel redox plus eleve, qu'il est possible d'oxyder des

substrats varies: nous avons fait des essais entre autres avec
le dichlorophenol-indophenol (rH 20-20,5). Gette substance

qui est utilisee pour le dosage de la vitamine C est encore

spontanement reduite ä l'air (en l'absence de tout catalyseur)

par differents substrats comme le glutathion, la cysteine,

l'hydroquirione, le pyrogallol, la phloroglucine, le metol, etc.

Avec d'autres substrats, la decoloration du dichlorophenol-
indophenol est plus lente et peut necessiter plusieurs jours. Cette

derniere substance oxyde par deshydrogenation des polyphenols
comme le catechol, le resorcinol, la Dopa, Tadrenaline, etc.
mais encore d'importants metabolites comme le pyruvate, le

lactate, l'acide glutamic, etc.

Nous avons observe que, d'une fa^on generale, le cuivre et
ses formes complexes actives, catalysent et accelerent tous ces

transferts d'hydrogene.

5. Conclusions.

Nous montrons que le cuivre ionique et ses combinaisons

complexes, catalysent l'oxydation de divers substrats en

presence d'accepteurs d'hydrogene convenables. Dans ces cas

d'Oxydation avec formation concomittante de leucoderives, il
s'agit de reactions de deshydrogenation du substrat et d'hydro-
genation du colorant. Nous voyons que le cuivre catalyse en fait
les transferts d'hydrogene. A. Reid [114] Signale dejä Taction

deshydrasique du cuivre.
II est probable que dans tous les cas oil le cuivre intervient

comme catalyseur (cuivre ionique, complexe ou diastases

cupriques) il y a « activation » de Thydrogene.
Dans les experiences precedentes en «aerobiose» Toxygene

elementaire ou le peroxyde d'hydrogene fonctionnaient done

comme des accepteurs «passifs» de Thydrogene. On admet

(Wieland [113]) que lorsque Thydrogene est active et transfere

sur Toxygene elementaire, la reaction conduit ä la formation
d'H202. Nous n'avons cependant jamais pu mettre ce corps en

evidence au cours des processus oxybiotiques catalyses par le

cuivre. Ce fait ne nous etonne pas car comme nous l'avons
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montre, les complexes cuivriques decomposent rapidement
l'H202 en H20 et oxygene (action catalasique) d'une part et

d'autre part nos modeles catalysent d'une maniere generale les

oxydations par H202.
Par analogie avec nos modeles d'enzyme qui se comportent en

« oxydase» en presence d'oxygene et en «deshydrase» en
1'absence d'02, nous pensons que les oxydases cupriques
naturelles peuvent fonctionner de meme comme catalyseurs de

deshydrogenation anoxybiotique lorsque la tension d'oxygene
est suffisamment faible (voir en premiere partie les faits bio-

logiques qui nous suggerent encore cette hypothese). Cette

hypothese appelle plusieurs corollaires et. parmi ceux-ci prin-
cipalement celui de la sensibilite aux inhibiteurs classiques

(KCN, etc.).
Plusieurs auteurs ont dejä attire l'attention sur le fait que

le Systeme deshydrasique (W. W. S.) presente une certaine
sensibilite aux inhibiteurs habituels des oxydases (reactifs des

metaux lourds), bien que l'on admette encore souvent que le

Warburg-Wieland Systeme (W. W. S.) est cyano-insensible
(et par suite regi par des catalyseurs non metalliques).

Cook, Haidane et Mapson [116] entre autres admettent
d'ailleurs que certaines deshvdrases naturelles renferment du

cuivre.
Nos observations infirment encore semble-t-il, l'hypothese de

l'activation de l'oxygene qui, par ailleurs, est dejä serieusement
ebranlee. En effet, nous avons montre d'une part que la Nadi-
reaction est catalysee par le cuivre et que celui-ci active
l'hydrogene du substrat. On sait que la Nadi-reaction est donnee

par le ferment rouge respiratoire de Warburg qui selon son
auteur serait un ferment activant l'oxygene. II sufTirait mainte-
nant de montrer que 1'« Atmungsferment» ou cytochrome-
oxydase est un enzyme cuprique, pour aneantir l'hypothese
de Warburg.



ET ANTIMELANIQUE DE LA THIO-UREE 375

BIBLIOGRAPHIE

[1] Fleury, C. These n° 1121, Geneve, a) p. 88, b) p. 97, c) p. 89.
[2] Thompson, R. C. and Kosar, W. F. Science, 87, 218, 1938.
[3] Denny, F. E. Contribution of Boyce Thompson inst., 7, 55 1935;

ib. 12, 309, 1942.
[4] Chodat, F. et Duparc, G. Helv. Chim. acta, 27, 1, 334 (1944).
[5] Astwood, E. B. J. Amer. med. Ass., 122, 78, 81, 1943.

[6] Schindler, O., Schär, M., Stachelin, D. Pharmaceutica Acta
Helvetia«, 23, 117-128, 1948.

[7] Bernhart, G. Praxis, Revue Suisse de medecine, n°48, nov. 1947.
[8] Astwood, E. B. J. Pharmacol. 78, 79, 1943, Rawson, R. W.

c.s., Endocrinology 34, 245, 1944; Clin, J. Endocrinology 4,
201, 1944; Amer, J. Med. ass. 127, 69, 1945. Paschkis, K. E.
C.S., Proc. Soc. Exp. Riol. a. Med. 60, 148, 1945.

[9] Bernheim, F., et Bernheim, M. L. C., Biol, J. Chem. 145, 213
1942. Paschkis, C. S. Proc. Soc. Exp. Riol. a. Med. 57, 37,
(1944). du Chaliot, C. Boll. Soc. ital. Biol. aper. 23, 945, 1947.

[10] Dubois, K. P., et Erway, W. F. J. Biol. Chem., 165, 711, 1946.
[11] Richter, G. P., et Clisby, K. Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med., 48,

684, 1941.
[12] Dicke, S. H. Endocrinology, 40, 123, 1947.
[13] Jaques, R. Experientia, 6, 148, 1950.
[14] Green, McCarthy and King. J. Biol. Chem., 128, 447, 1949.
[15] Stadelmann, R. These, n° 1133, Geneve.
[16] Charlot, G. et Bezier, D. Meth. modernes d'analyse quanti¬

tative minerale, p. 89 et p. 278.
[17] Bertrand, G. Analytica Chimica acta, 2, 1948.
[18] Ber, A. Experientia, vol. 5, 2, 455 (1949);
[19] Morrison, S. L., et Harriet. Ind. Eng. Chem. Anal. Ed., 18,

211-13, 1946.

— A. 40, 1, 1946, 2410.
[20] Piper, C. S. J. Agric., Sei., 32, 143-78, 1942.

Soil and Plant Analysis Adelaide.
[21] Mulder, E. G. These Wageningen, 1938.

Analytica chimica acta, 2, 793, 1948.
[22] Rochat, J. Helv. Chim. Acta 4, 819-30, 1946.
[23] Nicloux. Bull. Soc. Chim., 35, 330, 1906.
[24] Fleury, Gl. Bull, de la Soc. vaudoise des Sciences Naturelles,

63, 1948.
[25] Fleury, Cl. Bull, de la Soc. botanique suisse, 58, 1948.
[26] Horsfall, J. G. Fungicides and their Actions, 116, 1945.
[27] Shibata, K., et Tamiya, H. Acta Phytochimica, 5, 34, 1928-31.



376 MECANISME DE L'ACTION FONGISTATIQUE

[28] Waltre, G., und Storfer, E. Monathefte fur Chemie, 65, 21,
1935.

[29] Quarterly, J. of Pharm, and Pharmacol, 19, 64, 1946.
[30] Pongratz, E. Helvetica Chimica Acta, 33, 410, 1950.
[31] Feigl. S., 383.
[32] Tamiya, H. Advances in enzymology, 2, 218.
[33] Lichtenthaeler, Ch. Le cytochrome et la respiration eellulaire

65, 1944.
[34] Banga, J., und Szent-Gyorgyi, A., Hoppe-Seyl, Z. 255,

57-60, 1938.

[35] Szent-Cyorgyi, A. Acta Univ. Szeged {e), 9, (1), 98, 1937.
[36] Bull. Soc. Chim. biol., Paris, 20, 846-858, 1938.
[37] Woods, J. T., Mellon, M. G. Thiocyanate methode for iron

A spectrophotome-tric Study. Ind. Eng. ehem. Anal. Ed., 13,
551, 1941.

[38] Fortum, W. D. et Mellon, M. G. Determination of iron O-
phenanthroline. A spectrophotometric study. Ind. Eng. Chem.,
Anal. Ed., 10, 60, 1938.

[39] Ehrlich, P. Das Sauerstoff bed. Organismus Berlin, 1885.
[40] Rohmann, P., and Spitzer, W. Ber. d. deutsch, chem. Ges., 28,

567, 1995, Spitzer, W., Pflugers. Arch. f.d. ges. Physiol.
60, 322, 1895.

[41] Pohl, J. J. Archiv, exp. Pathol., Bd., 38, cite par Czapek, bio-
chemie, 2, 469.

[42] Czapek, cite dans H. Molisch Mikrochemie der Pflanze, 2e ed.,
317.

[43] Lichtenthaeler, Ch. Le cytochrome et la respiration eellu¬
laire. Librairie medicale F. Roth & Cle, Lausanne, 1944,
p. 202.

[44] Bradfield, J. R. G. Biological Beviews, 25, 113, 1950.
[45] Oppenheimer, Of. C. Die Fermente und ihre Wirkungen 2,

1759, 1926.
[46] Florkin, Cf. introduction ä la chimie generale, 3e ed., 153,

1944.
[47] Polonovski, M. Elements de biochimie medicale, 318, 1942.
[48] Shibata, Y. & K. Acta phylochimica, 4-5, 369, 1928-29.
[49] Treadwell, W. D. Manuel de Chimie analytique, p. 227,

1943.

[50] Feigl, B. Mikrochemie, 56, 2083, 1923.
[51] J. pharm. Chim., 2, 531, 1925.
[52] Fleury, Cl. Bull. soc. vaudoise des Sc. nal., 53,1948, 1942.
[53] Libermann, D. Bull. Soc. Chim. Biol. 31, 1325, 1949.
[54] Riesenfeld, E. H. Lehrbuch der anorganischen Chemie,

612, 1943.
[55] Morgan, G. Ch. Soc. 117, 1457, 1920.
[56] Wyss-Chodat, F., et Chodat, F. Comple rendu des seances de

la Ste de physique et d'histoire naturelle de Geneve. 56, 210,
1939.

[57] Kaufmann, L. Diss. EPE, 1943.
[58] Stadelmann, R. These n° 1133. Geneve.



ET ANTIMELANIQUE DE LA THIO-UREE 377

[59] von Euler, H. Ergebnisse der Enzymforschung, vol. 3, p. 158.
[60] Meier, R. Schweiz. Ztsch. für Pathologie und Bakteriologie,

9, 341, 1946.
[61] Bouvet, P. Bull. Soc. Chim. biol. 31, 1307, 1949.
[62] Barbu, E., Lessiau, J., et Machebceuf, M. Bull. Soc. Chim.

biol. XXXI, 1254 (1949).
[63] Siffert, L. J. M. These n° 1075, Geneve.
[641 Tenenbaum, L. E. and Jensen, H. J. Biol. Chem., 147, 27,

1943.

[65] Werner, A. und Pfeiffer. Nähere Anschauungen auf. d.
Gebiet der anorg. Chemie (5e ed. 1923) Braunschweig.
Weinland, R. Einführung in die Chemie der Komplex
Verbindungen (2e 6d. 1924) Stuttgart.

[66] Pongratz, E. Archives des Sciences, vol. 3, 84, 1950.
[67] Wenger, P. et Duckert, R. Traite de Chimie analytique qua¬

litative minerale, 1946.
[68] Lindahl, E. und Örström, A. Naturwissenschaften, 24, 142,

1936.

[69] Emerson, R. Journ. gen. physiol., 10, 469, 1927.
[70] Warburg, O. Biochem. Ztschr. 100, 230, 1919.
[71] Hanes, Gh., Baker, J. Proceed Boy. Soc. London (B), 108,

95, 1931.

[72] van de Paauw. Bec. trav. botan. neerl., 29, 497, 1932.
[73] Rabinowitch, E. Photosynthesis, 1, 301, 1945.
[74] Shoup, C. S. et Boykin, J. T. Journ. gen. physiol., 15,

107, 1931.
[75] Wolf, P. These n° 1157, Geneve.

[76] Reuter, L. Traite de Chimie pharmaceutique, p. 276, 1939.
[77] Thomas, P. Manuel de Biochimie, 1946: pp. a) 185, b) 557,

c) 105, d) 623.

[78] Bovay, E. Thfese, Lausanne, 1944.
[79] Reisner, W. Thöse, Munich, 1940.

[80] Euler, MyrbAck u. Larsson, Z. Physiol. Ch. 1, 217, 1933.
[81] Barron and Klemperer. J. Biol. chem. 116, 563, 1936.
[82] von Euler, H. Ergebnise der Gnzymforschnug Vol. 3, 0. 157.
[83] Bersin, Th. Advances in Enzymology, 10, 276.
[84] Knop, J., Amer, J. Chem. Soc. 46, 265, 1924.

[85] Chodat, F., Gano, H. Compte rendu des seances de la Soc. de

Physique et d'Histoire Naturelle de Geneve, 56, 315, 1939.
[86] Maquenne, L. et Demoussy, E. C.B. Acad. sc. 170, 1542,

1920,. 151, 210, 1920.

Leraux, D. Cf. Thäse: Contr. ä Vetude agronom. de divers
oligo-elements, p. 52, Paris, 1924.

[87] Hart, E. B., Steenbock, H., Waddell, J. and Elvehjem,
C. A. (1928), J. Biol. Chem. 77, 797-812.

[88] Elvehjem, C. A. Journ. Biol. Chem. 90, 111, 1931.
[89] Elvehjem, C. A., Physiol. Bev. 15, 471-507, 1935.
[90] Schultze, M. O. Journ. Biol. Chem. 129, 729, 1939, 130, 219,

1941.



378 MECANISME DE L'ÄCTION FONGISTATIQEE

[91] McHargue, J. S., Healy, D. J. and Hill, E. S. J. Biol.
Chem. 70, 637-41, 1928.

[92] Tian, A. und Roche. J. Cf. Precis de Chimie, p. 252, 1942.
[93] Langeron, M. Precis de Microscopie, p. 1033, 1934.
[94] Molisch, H. Studien über den Milchsaft und Schleimsaft der

Pflanzen Jena, 1901.
Mikrochemie der Pflanze, ?.e öd

[95] Graham. Journ. of med. research 39, 15-24, 1918. Journ. of
exper. med. 31, 209, 1920.

[96] Prenant. Bull. Soc. zool. de France 46, 140-143, 1922.
[97] Romieu, G. R. Acad. des Sc., 201. 455, 1922.
[98] Tunmann-Rosenthaler. Pflanzenmikrochemie, 2e ed, 1931.
[99] Bach u. Zubkowa. Biochem. Ztsch., 125, 288.

[100] Bach, A. Ber. deutsch, chem. Ges. 47, 2125, 1914. Ber.
deutsch, chem. Ges. 47, 3151, 1913.

[101] Lison, L. C. B. Soc. de biologie, 106, 1266-1268, 1931.
[102] Bertrand, G. C. B. Ac. Sc. 124. Idem, 124, 1897, 1032. Bull.

Soc. Chim. Biol. 15, 791, 1896.
[103] Fleury et Campora. Bull. Soc. Chim. Biol., 16, 1589, 1934,
[104] Kubowitz. Biochem. Zeitschr. 292, 221, 1937.
[105] Keilin and Mann. Nature, 143, 25, 1939. Proced. Boy. Soc.

London B, 125, 187, 1938.
[106] Lampitt, L. H. and Clayson, D. H. F. Biochem, J. 15-16,

39, (1945). Stotz, Harrer and King. J. biol. Chem. 119,
611, 1937.

[107] Ramasarma, G. B., Daha, V. R. et Doctor, N. S. Enzymologia
8, 108, 1940.

[108] Powers, W. H., Lewis, S. et Dawson, C. R. J. Gen. Physiol.,
27, 167, 1944.

[109] Loveh, Janison, Nelson. Cite d'apres Powers et Coli (63).
[110] Levy, J. Cf. Pull. Soc. Chim, biol. 28, 1946.
[111] Zentmyer, G. A. Phytopath. 83, 1121, 1943, Science 100, 294,

1944.
[112] Boivin, A. et Delaunay, A. L'organisme en lutte contre les

microbes.
[113] Wieland, H. Handbuch der Biochemie, 2, 252-272, Jena 1923.

u. Franke, W. Lieb, Ann. 464, 101, 1928.
[114] Bertho, Alfred. Cf. Ergebnisse der Enzymforschung B, 11,

p. 212.
[115] « Ciba ». Les principaux modes d'emploi des colorants pour la

microscopie, p. 39.

[116] Cook, Haldam u. Mapson. Biochem. J., 25, 534, 1931.


	Contribution à l'étude du mécanisme de l'action fongistatique et antimélanique de la thio-urée [suite et fin]

