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SUMMARY
Oxidation of sulphite to sulphate in presence of protohematin. . General characteristics

Protohematin catalyzes the oxidation of sulphite. The optimum pH of the reaction is
approximately 7 in the presence of a 0.05 M phosphate buffer. The oxidation of sul-
phite is not coupled to the reduction of protohematin to protohaem. Reagents able to
form complexes with the iron of protohematin ate inhibitors of its catalytic function.

INTRODUCTION

L'¢tude de l'oxydation du sulfite en sulfate par les tissus végétaux, entreprise par
TAGER ET RAUTANEN!:2 et par notre laboratoire?®, permet de penser qu'en premicre
hypothese, la ou les enzymes responsables possédent un groupe prosthétique de nature
héminique. Il nous a donc paru utile, a titre de modéle, d’examiner le role catalytique
de la protohématine a I’égard de ’oxydation du sulfite en sulfate, role catalytique déja
signalé par SORBO*.

Conditions expérimentales

On mesure Poxydation du sulfite dans I'appareil de Warburg, en présence d’air, &
7° ou a 37°. La vitesse d’agitation est de 220 oscillations/min. Sauf indication con-
traire on utilise 10 umoles de sulfite par expérience, introduit sous forme de 0.2 ml de
sa solution aqueuse et 0.02 umole de protohématine. La solution de protohématine
employ¢e est préparée juste avant I'emploi, en dissolvant 6.5 mg d’hémine cristallisée
dans 0.7 ml de solution de soude 0.1 N, et en diluant & 100 ml avec du tampon phos-
phate 0.05 M (pH 6.8). Les solutions de deutérohématine et de deutéroporphyrine
sont obtenues de la méme facon. Aprés l'addition des substances dont 'effet sur
Poxydation du sulfite est étudié, le volume cst complété & 2 ml avec du tampon
phosphate 0.05 M (pH 7.0). Les temps sont connus & + 5 sec prés.

Inhibiteurs

Les mesures ont ¢té faites avec une concentration en protohématine 1-10-5 M,
L'influence de I’'oxyde de carbone a été étudiée & 25°, 4 1'obscurité et dans une atmos-
phére comportant CO-O, (95:5) par rapport 4 des témoins ol 'azote remplace
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320 P. FROMAGEOT, ¥. CHAPEVILLE

I'oxvide de carbone. On a aussi utilis¢ les substances ci-dessous dans les conditions
habituelles: sulfate de sodium, fluorure de sodium, cvanure de potassium, Verséne,
a,a’-dipyridyle, pyridine, acide rubéanique, alcool éthylique.

En outre, on a examiné I'influence sur 'oxydation du sulfite par la protohématine,
de composés sulfinés ainsi que de leurs analogues carboxyliques dont la liste ainst
que les concentrations utilisées figurent dans le Tableau IV,

RESULTATS

Pendant le temps utilisé (1o min) pour porter les cellules de Warburg a la température
de 37°, 15-20 Y, du sulfite s’oxydent spontanément dans 'ampoule latérale.

Deés le mélange des réactifs, la protohématine catalyse Poxydation du sulfite. La
vitesse initiale de la réaction est sensiblement proportionnelle & la concentration de la
protohématine (Tableau I) et & la concentration du sulfite (Tableau 11).

Silon réalise l'oxydation & 7°, la vitesse de Ia réaction est suffisamment diminuce
pour que l'on puisse faire varier la concentration en sulfite dans de plus larges pro-
portions. La consommation d'oxygéne aprés go sec d'oxydation & cette température
est donnée dans la FFig. 1, ot Pon a porté, & titre de comparaison, les résultats obtenus
dans les mémes conditions en présence de sulfate de cuivre 5-107% M comme catalyscur.

Le pH optimum de P'oxydation du sulfite en présence de protohématine est
voisin de 7 en tampon phosphate o0.05 M, (IFig. 2). A ce pH, le rapport des concentra-
tions des ions sulfite ct bisulfite est de 50.

TABLEAU 1

OXYGLENE CONSOMME PENDANT LES 2 PREMIERES MINUTES DE L'OXYDATION DU
SULFITE SOUS L'EFFET DE LA PROTOHEMATINE

Sulfite, 10 anoles; tampon phosphate, o.05 Al (pH 7.0); température, 37°.
Oxyedne consommé g}
Protohémaline e
Essat 1 Essai 11

0 6 7.2
1-10°% Af 19 19
2-10-8 AS 3b 33.5
4108 A7 05 53
0:10-8 Af 06

TABLEAU LY

INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SULFITE SUR LA VITESSE DE LA CONSOMMATION
D'OXYGENE EN PRESENCE DE PROTOHEMATINE

Protohématine, 2.5-107% A/, tampon phosphate, 0.05 M (pH 7.0); Verséne, 0.75- 1078 A7; tempé-
rature, 37°. Sulfite introduit: I, 5 gmoles; T/, 10 pmoles; I17, 20 pmoles.

Qrygene consommé (nl}
Temps (min)  —————en —

I 111

9 17 38
13 30 07
19 39 83
22 46 97

0 C e v
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OXYDATION DU SULFITE EN PRESENCE DE PROTOHEMATINE 327

Si I'on suit I'oxydation du sulfite en présence de quantités de protohématine de
'ordre de 1.25 & 7.25 106 M, on observe que la vitesse de 'oxydation décroit rapide-
ment. Le Tableau III montre qu’en présence d’une concentration 1.25-1076 M/ de
protohématine 'oxydation devient aprés quelques minutes extrémement lente bien
que la quantité de sulfite encore présent soit appréciable.
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Fig. 1. Intluence de la concentration en sulfite
sur la vitesse initiale de son oxydation. la
vitesse initiale est la quantité d'oxygéne, ex-
primcée en pl, utilisée pendant les 9o premitres
secondes. Tampon phosphate, 0.05 M (pH 7.0);
température, 7°. Courbes A ¢t B, protohématine
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Fig. 3. Spectre de la protohématine aprés oxy-
dation catalytique de sulfite en sulfate. A,
courbe d'absorption d'un mélange de proto-
hématine 1-107% M avee 10 pmoles de Na,SO,
ct 2 ml de tampon phosphate, 0.05 M (pH 7.0)
maintenu 15 min a 37°. B, courbe d’absorption
d'un mélange de protohématine 1- 1075 Al avec
10 semoles de Na,SOg et 2 ml de tampon phos-
phatc o.05 M {pH 7.0) maintenu 15 min & 37°.

L'oxydation du sulfite est alors totale.

sulfite en présence de protohématine. Proto-
hématine, 2.5-10°8 A/; sulfite, 10 gumoles, tam-
pon phosphate, o.05 M. température, 37°. En
ordonnée sont portés les ul O, consommés dans
les trois premiéres minutes pour chaque expé-
ricnce, aprés soustraction de l'oxygéne con-
somm¢ dans des conditions identiques en absen-
ce d’hématine.
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Fig. 4. Influence de I'e, a’-dipyridyle et du Ver-
séne sur I'oxydation du sulfite en rrésence de
protohématine. Protohématine, 1-10-5 M ; sul-
fite, 10 umoles; tampon phosphate, o0.05 M (pH
7.0); température, 37°. 1, Verséne, 2-1075 M ; 2,
o, e’-dipyridyle, 1- 1074 A4 ; 3, Verséne, 1+ 101 M.
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328 P. FROMAGEOQT, F. CHAPEVILLE

La Fig. 3 permet de comparer le spectre d’absorption de la protohématine entre
250 ¢t 400 mp, en présence de sulfate introduit directement (A) ou provenant de
I'oxvdation catalytique du sulfite (B).

Inhibiters

La catalyse de 'oxydation du sulfite par la protohématine & la concentration
1-107% M n'est pas modifice en présence de sulfate de sodium 2-10-2 M, de fluorure de
sodium 1-10-% M, de cyanure de potassium 1-10-* M. Dans les conditions indiquées
I'oxyde de carbone ne provoque aucune altération de la cinétique de 'oxydation du
sulfite. La Fig. 4 montre l'influence inhibitrice du Verscne et de Ue,o’-dipyridyle. La

) TABLEAU T
OXYDATION DU SULFITE EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN PROTOHEMATINE ET DU TEMPS

Sulfite, 1o gmoles: tampon phosphate, o.05 A (pll 7.0): température, 7°.
Protohématine: /7, 1.25-10-8 A/; [/, 5-1076 M.

Oxygénc consommé ( ul}
Temps (min) e e e e e e
1 11 ,

1 0.4 "25.8
3 58
4.3 9.9 006
1o 12.7 St.5
15 4.1 85.5
150 32 107
240 51 107
Sulfite restant, doscé
par l'iode 5.5 pmoles o
N x — 1
9 2
75 5

S0

25

0 10 20 30

min

Fig. 5. Oxydation catalytique du sulfite. Sulfite, 1o gmoles; tampon phosphate, 0.05 A/ (pH 7.0);

température, 37°; volume final, 2 ml. 1, Protohématine, 1-10°% A ou deutérohématine, 110733/ ;

2, protohématine, 1-107% A/ - sérum albumine, 0.7-10% Al; 3, deutérohématine, 1-10-5% A7 +

sérum albumine, 0.7- 10-% A/ ; 4, deutéroporphyrine; 5, protohématine, 1-10-5 M, sérum albumine,
0.7°1075 M 4 KCN 1-10~4 M,
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OXYDATION DU SULFITE EN PRESENCE DE PROTOHEMATINE 329

pyridine a la méme action et & la concentration 2-10~* M ralentit d’environ 50 Y, la
vitesse d’oxydation du sulfite en présence de protohématine 1-10~° M.

La substitution du tampon Tris au tampon phosphate supprime totalement les
propriétés catalvtiques de la protohématine (concentration: 1-107° M), et l'acide
rubéanique (dithio-oxamide) 1-10-1M arréte complétement toute consommation
d’oxygene. Dans les mémes conditions, I'addition de sérum albumine & la concen-
tration 0.7-107® M provoque une modification de la cinétique de I'oxydation du
sulfite se manifestant par un ralentissement trés marqué de 'oxydation pendant les
trois premi¢res minutes (Fig. 5). Cette inhibition est accruc en présence de cyanure
1-10~* M, qui scul cependant n’a pas d'influence sur 'activité catalytique de la proto-
hématine. A la concentration 2-10-% M, la sérum albumine inhibe completement
I'oxydation du sulfite.

En solution dans du tampon phosphate, la deutérohématine, qui posscde les
mémes caractéristiques a I'égard de Poxydation catalytique du sulfite, est cependant
plus inhibée par la sérum albumine & la concentration 0.7-10-3 M (Fig. 5), les solutions
de deutérohématine et de protohématine ayant été préparées en méme temps. En
effet, si I'on conserve unc solution de protohématine 1-107* M dans du tampon
phosphate 0.05 M (pH 7.0) pendant 4 jours & 0°, son aptitude a catalyser ’oxydation
du sulfite est diminuce et 'addition de sérum albumine & la concentration 0.7: 1073 M
conduit & une inhibition totale de la catalysc. Cette évolution de la protohématine en
solution & pH 7.0 est accélérée par la dilution : Une solution 5-10-% M de protohématine
dans du tampon phosphate 0.05 M (pH 7.0) perd environ la moiti¢ de son activité

05
i
] o'
= 2
o< 75}¢
g
a 3
o 4
®
e sot
g 03¢ \.\
»
g ‘_"....v—""""s.k'_. M
25} 3
4
s
0 10 20 n 90
) . . ) R Fig. 7. Influence du cyanure sur 'oxydation du
370 380 390 400 410 sulfite. Sulfite, 10 ymoles; tampon phosphate,
mu o.05 M (pH 7.0); température, 37°; volume
Fig. 6. Modification de la bande de Soret de la  final, 2 ml. 1, Protohématine, 5-107%M; 2,
protohématine en fonction du temps et influen-  protohématine + KCN, 1-1073M; 3, proto-
ce du Tris. Solution dec protohématine, 1-1073A/  hématine 4 KCN, 3-10-3M ; 4, KCN, 1- 1073 A{;
dans du tampon phosphate o.05 M (pH 7.0). I, 5, KCN, 3-107% M.

10 min aprés sa préparation; II, aprés 40 min;
III, aprés go min; 1V, aprés 15 h. M, solution de protohématine, 11075 A/ dans du tampon
Tris 0.05 M (pH 7.1) et mesuré 9o min aprés sa préparation; N, aprés 15 h. Température, 25°.
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catalvtique.en 12 h & 25°, et a la lumitre du jour; simultanément, 'intensité de la
bande de Soret diminue (Fig. 6). L'influence du cvanure sur la catalyse par la proto-
hématine de I'oxydation du sulfite est donnée par la Fig. 7.

Les spectres de la protohématine en présence de Tris et de «,a'-dipyridyle ou
de pyridine sont donnés par les Figs. 6 et 8.

Enfin en présence d'aleool éthylique 1.6-1072 M, T'oxvdation dn sulfite par la
protohématine, dans les mémes conditions que ci-dessus est complétement arrétée,
Le spectre de la protohématine en présence dalcool est donné par la Fig. o.
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Iig. 8. Modification de la bande de Sorct de la
protohématine par la pyridine et I'a, a'-dipyri-
dyle. Protohématine, 1-10-% 4/, en solution
dans du tampon phosphate c.05 M (pH 7.0).

02

.‘\', p'rot.()hc!natmc tcmo_n'?i B,\ en  présence 300 330 360 390 w20

d'a,a’~dipyridyle, 3.6-107% 4/; C, en présence mu

de pyridine, 3.0010°2.1/, Mesures faites aprés  Fig. 9. Modification de la bande de Soret de la
20 min a 25", protohématine en présence d’alcool éthvlique,

1, Solution de¢ protohématine, 1-10°% 4/ dans
du tampon phosphate, 0.05 M (pH 7.05). 2, Solution constituée par t ml de solution de proto-
hématine, 1-10 Y M dans du tampon phosphate, o.05 M (pH 7.0). 0.5 ml d’alcool éthylique & g5°
et par du tampon phosphate, o.05 3 (pll 7.0), jusqu’d un volume total de 10 ml, pll final 7.1,

Iuhibition par les dérivés sulfinés et par leurs analogues

Les dérivés sulfinés sont des inhibiteurs de 'oxydation du sulfite par la proto-
hiématine. Le Tableau IV montre qu’une concentration 5-10-® M d’hypotaurine
conduit & une vitesse initiale d’absorption d’oxygéne inféricure & celle du témoin sans
hypotaurine. La substitution de la taurine, puis de la glycine & hypotaurine, se
manifeste par une diminution de cette inhibition.

On retrouve cette décroissance de 'inhibition de I'oxydation du sulfite au fur et &
mesure que I'on remplace un dérivé sulfiné par son homologue sulfoné puis carboxyli-
que, dans Paction de Tacide cystéinesulfinique, de Vacide cystéique et de Tacide
aspartique (Tableau IV).

Le Tableau IV donne aussi 'effet d’autres dérivés sulfinés ou sulfonés sur la
catalyse hématinique de I'oxydation du sulfite ainsi que du thiosulfate.

Biochim. Biophys. Adcta, 50 (1001) 325333
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TABLEAU IV

INFLUENCE DE DIVERS COMPOSES SULFINES OU DE SUBSTANCES ANALOGUES
SUR LA VITESSE D'OXYDATION DU SULFITE EN PRESENCE DE PROTOHEMATINE

Protohématine, 1-10~% A7; sulfite, 10 gemoles: tampon phosphate, 0.05 M (pH 7.0); température,
377; volume total, 2 ml. Les résultats sont exprimés en pl O, absorbés pendant les 2 premicres
minutes, en pour cent par rapport au témoin,

Substance introduite C . tbsorbés (ul)
Témoin 100
Hypotaurine 5-10™3 A/ 57
Itypotaurine 10-10°3 A/ 4.5
Taurine 5- 1073 A 72
Taurine 10- 1073 A/ 38
Glycine 10-1073 M 04
Acide cystéinesulfinique 5- 103 M o
Acide cystéique 13-1073 A 22
Acide aspartique 15-1073 A 67
N-méthyltaurine 10+ 1073 A/ o
Ethanesulfonate de Na 5-10°3 A/ 9o
lithanesulfonate de Na 10-1073 .4/ 83
Iithancsulfonate de Na. 15-1073 M/ 70
Benzenesulfinate de Na 5-10 34/ o
Thiosulfate de Na 5-1073 A/ o
DISCUSSION

I. Les résultats obtenus montrent que le fer ferrique, sous forme de complexe
porphyrinique (protohématine, deutérohiématine), est a pH 7, un actif catalyseur de
I'oxydation du sulfite en sulfate. La deutéroporphyrine ne possc¢de pas cette aptitude
(Fig. 5). Les groupes vinyliques de la protohématine n’ont pas de role essentiel dans
cette analyse, puisque la deutérohématine posséde les mémes propriétés. On sait quc
le spectre et le poids moléculaire apparent de la protohématine se transforment en
solution aqueuse. Ces modifications, étudiées par voic spectroscopique par SHACK ET
CLARK?® et par BLYUMENFELDT® (voir aussi I'ig. 6) entrainent aussi une diminution de
lactivité catalytique de la protohématine & I'égard de I'oxydation du sulfite. Il est
possible que de telles modifications de la protohématine soient en partie responsables
de la diminution de son activité catalytique que 1'on observe au cours des expériences
qui mettent en ocuvre de trés petites quantités de ce catalyseur (Tableau IIT).

2. Le sulfite ne rédnit pas le fer trivalent de la protohématine, et en présence de
pyridine il n'est pas possible de déceler la formation d'un hémochrome, qui dans les
mémes conditions apparait immédiatement en présence de I'hydrosulfite. Ainsi, con-
trairement & ce que I'on observe pour la catalyse par les ions Cu?t, le role catalytique
de la protohématine n’est pas li¢ au changement de valence du fer. Ce résultat est en
accord avec le fait que I'oxyde de carbone n’est pas un inhibiteur; 'effct inhibiteur de
I'a,o’-dipyridyle ne peut alors s’expliquer par les proprié¢tés chélatrices du fer ferreux.
On est conduit & penser que le dipyridyle se comporte comme une base azotée formant
avec la protohématine un hémichrome. En effet, le spectre de la protohématine est
- modifi¢ au niveau de la bande de Soret par I'a,«’-dipyridyle comme il I’est par la
pyridine (Fig. 8). Ces données montrent incidemment que la substitution du carbone
en o par rapport a I'azoie n’exclut pas la formation d'un hémichrome, comme le pense
LANGENBECK'. SCHELER ET JUNG® étaicnt déja arrivés & une conclusion identique avec

Biochim. Biophys. Acta, 50 (1961) 325-333
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I'a-picoline et la quinoléine. Le Tris provoque aussi une modification de la bande de
Soret de la protohématine (Iig. 6), et il est bien démontr¢ que la sérum albumine forme
des combinaisons avec la protohématine.

L’inhibition de Ja catalyse hématinique de 'oxydation du sulfite provoquée par
la pyridine, V'a,a’-dipyridyle, le Tris, la sérum albumine peut donce s’expliquer par la
formation d’hémichromes, toutes ces substances ayant en commun la possession
d’atomes d’azote. Il est tres probable que l'inhibition observée en présence de dithio-
oxamide doive étre rapportée au méme phénomene. Toutefols, la forte absorption
entre 380 mp et 410 mpu de cette substance ne nous a pas permis d'en apporter une
preuve directe.

L’cffet inhibiteur de I'éthanol participe au méme phénomine: formation d'un
complexe avee le fer de la protohématine. L’existence d'un tel complexe est indiqué
par la modification de la bande de Soret, comme MAEKLY ET AKESONY I'ont montré
avee une concentration en ¢thanol de 50, et comme on peut encore le voir avec
des quantités d’alceol beaucoup plus petites (Fig. g). Il apparait ainsi que la formation
d’un complexe avec le fer retire & la protohématine ses aptitudes catalytiques &
I’égard de 'oxydation du sulfite.

On remarquera aussi que Iacide cystéinesulfinique, qui doit & son groupe sulfinyl
la propriété¢ de précipiter le fer ferrique de ses solutions!?, est un inhibiteur de l'action
catalytique de la protohématine. Lorsqu’on substitue a cet acide sulfinique, I'acide
sulfonique correspondant (acide cystéique) ou son analogue carboxylé (acide aspar-
tique), on observe un affaiblisscment de cette inhibition (Tableau 1V). Nous avons
rapporté des faits analogues cn ce qui concerne I'hypotaurine, la taurine et la glycine.
De plus l'acide benzénesulfinique, qui ne posstde pas de groupe aminé bloque com-
plétement 'action catalytique de la protohématine.

Ces données nous incitent & penser que les dérivés soufrés organiques utilisés
peuvent former avec le fer de la protohématine un complexe par leur groupe sul-
tinyle, et & nn moindre degré par leur groupe sulfonyle. Un tel complexe auquel peut
s’ajouter dans le cas des acides aminés ceux. qui impliquent le groupe carboxylique
ou le groupe aminé préviennent I’accés du substrat au fer de la protohématine et
rendent compte de I'effet inhibiteur observé.

En ce qui concerne le Verséne, il est trés probable que ce sont les groupes car-
boxyliques qui sont responsables de la dissimulation du fer de la protohématine, ct
non azoie, substitué par ces chaines encombrantes. On a montré I’existence de tels
complexes entre le fer hématinique et un groupe carboxylique avec I'acide benzoique
et la catalase!.

Le cyanure (Fig. 7) enfin n’inhibe le role catalytique de la protohématine que
lorsque le rapport des concentrations cyanure/protohématine est supérieur a 200.
Dans ces conditions, on observe le spectre de la dicyanoferriprotoporphyrine. Cepen-
dant, en présence de sérum albumine et de cyanure (rapport des concentrations
cyanure/protohématine 10), I'inhibition de l'oxydation du sulfite est supérieure
celle que provoque, seule, la méme quantité de sérum albumine (Fig. 5, courbe 5). Il
est possible que ce phénomeéne mette en évidence un hémichrome mixte cyanure-
sérum albumine, analogue & celui que SHACK ET CLARK® ont observé pour le systéme
cyanure-pyridine.

On est ainsi conduit & admettre que la catalyse de I'oxydation du sulfite par la
protohématine implique une combinaison avec les substrats, et en particulier, une
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OXYDATION DU SULFITE EN PRESENCE DE PROTOHEMATINE 333

combinaison hématine-sulfite. Que le sulfite forme des complexes avec le fer ferrique!2
ct que le thiosulfate, qui est aussi un agent complexant du fer!® mais non oxydable par
la protohématine, inhibe complétement I'oxydation du sulfite, sont des observations
en accord avec la précédente conclusion.
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RESUME

La protohématine posstde la propriété de catalyser 'oxydation du sulfite. Le pH
optimum da cette réaction est voisin de 7 en présence d’un tampon phosphate 0.05 M.
L’oxydation du sulfite n’est pas liée a la réduction de la protohématine en protohé¢me
et les substances susceptibles de former des complexes avec le fer de la protohématine
sont des inhibiteurs de son action catalytique.
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