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RESUME : Un complexe organoméiallique hydrosoluble
EeqsqiSCHEEHEDHlEIE_ a @1é préparé. L'é1a1 d'owydation (2=} de ce complexe

peut-étre réduil aux éws {3-) et (4-). Les éats rédox (2~} et {3-) présentent une
similitde élecwonigue neite avec les états physiologiques de la feredoxine (Fdi)
de desulfobriogigas. Le cluster, préparé dans |"état d'oxydation (2} est stable en
salution aqueuse appropriée er dans des conditions strictement anaerobiques. Il peus
s¢ substituar, in viro, @ |a F.d.l de D. gigas, en tant qu accepteur final d'électrons
dans la chaine enzymatique -

Hq Hydrogénase Cytochrome C3 Fd. de D.gigas

l. - INTRODUCTION

Oe nombreuses études spectroscopiques, confirmées par une analyse cristallographique aux R-X
montrent que les complexes synthétiques du type FeyS4(SR]4 constituent de bans modéles électroniques des

sites actifs FeyS,(Cys) des proteines & 4Fe-4S et 8Fe-85(1).

Il serait donc trés intéressant de voir si cette analogie peut s'étendre & une similitude d'activité bielogique.
Une telle étude n'était pas possible avec les premiers clusters de Holm et Coll{2) 3 cause de leur insolubilité
én milieu aqueux ne touchant en rien les structures et ' activité des protéines. Dans une récente contribution(3),
Bruice apporte I'extension, & la solution agueuse de la chimie des modéles FE4S4ISH}4 développée essen-
tiellement en milieux organigues.

Dans la présente contribution nous apportons les premiéres tentatives de substitution de la Fdl de
D.gigas par le cluster préparé, dans un systéme biologique impligué dans la réduction du sulfite en sulfure
chez D.gigas :
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Les détails de catte substitution ainsi que quelques propriétés électroniques ctmparées du produit de synthése
et de I'espéce naturelle |Fdi) sont donnés dans cé texte.
Il. - PARTIE "EXPERMENTALE

1 - Préparation des produits

- Le cluster : FE‘S“{SEHEEHEDH}‘EIIEH 3]E|1. qu'on désigne dans tout ce qui va suivre par le symbo-
le hz-. est prépard comme il a &1é indigué par Holm et Coll(4).

- Les proteines : Hydrogenase (Hase), cytochrome (cyto0.Cq) et la ferrodoxine (Fdl) de D.gigas ont été
fournies par le laboratoire de chimie bacterienne (C.N.R.S. Marseille, FRANCE).

Z - Mesures Physiques

- Spectroscopie d'absorption Mossbauer

Le spectre du cluster AE_ (fig. 1-a) a &té relevé sur un échantillon en poudre 2 la température de |'azote
liquide avec un sepectrométre 3 accélération constante mettant en ceuvre un analyseur multicanaux travaillant
en temps de vol, sur 256 canaux.

- Résonance paramagnétigue électronique (R.P.E.)

Les spectres R.P.E du cluster ﬁz_ et de la Fdl (fig. 1-b.c) ont é1é enregistrés a I"aide d'un spéctrométre
travaillant en bande X 4 la fréquence fixe 9375 MHZ, dans les conditions expérimentales suivantes :

A Fdl
Puissance hyperfréquence 675 w 20 mw
Amplitude de la modulation 2.3 6 106
Température 5 K 18 K

Le cluster AL etla Fdl sant réduits par le dithienite, en solution aqueuse (Tampon tris Hel pH = 7.6).

- Sﬁetlmunia optigue

Un spectrophotométre Beckman, modéle 25, a &té utilisé avec des cuves de 1 cm de trajet optique. Les
spactres de la fig.(2) correspondent & :

a) une solution 8,610 "MenAL

b) unesolution 3.8.10 ME' en Fdl

3 - Activité biclogique
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Fig 1-a :splctre Mossbauer du
2- " o
cluster Fh“Su[ECHECHE-‘JH}u ia 77°K

Fig 1-b : spéctre RPE du cluster

d= . =3
F,S,(SCH,CH,OH), ;solution 10 "M

Fig lzc_ : Speetre RPE de la FdI

de D.gigas,solution 10™° M

2



(009 02 000 94 =3 ¢ wu Q¢ ! SOF = ))PPéxo 3939 ‘weB®+q oP TPd *1 *P (q)

(008 02 ¢ 006-Gb =3t Wu 00¢ ¢ GLC =) PRAX0 3WIp ‘¥ Ie3en0 np (9)
: 93TUOTYI TP o7 Iwd wojionpey ! Z Iy

M. RZAIGUI. 0. BENLIAN. N ARIGLIB

(wu)yy (wu)y

009 (afal ocy o 009 o0s oQv ooe
) T T T ~T =100
= ¥0
- 80

v
o et
unpas 7T
e

1 9'L

i



Journal de la Société Chimique de Tunisie

- Expérisnces suivies par spectroscopie optique

Toutes ces expériences ont été effectuées dans une cuve de 1 cm de trajet optique, en absence de toute
trace d’'oxypéne.

a) A 2,88 n. mole d'Hase on ajoute 0,688 n. mole de cytochrome Cq sous une atmosphére d'argon. Aprés
enregistrement du spectre on envoie de I'hydrogéne dans la cuve pendant 5 mn. On enregistre de nouveau le
spectre (fig. 3) sur lequel apparait la bande & 553 nm du cyto C, et un déplacement vers le rouge de sa bande
de soret. Cette variation spectrale indique que le cyto Gy @st réduit par |"Hase en présence de Hy gazeux.
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l:é On reprend |'expérience (a) avec 86 n.moles de Fdl en présence de 2,88 n.mole d'Hase et 0,68 n.mole
dE‘ l:'ftl:l. K

On constate que la coloration brune et le pic d'absorption & 405 nm, caractéristiques de ia Fdl oxydée, dimi-
nuent alors que la bande du cyto.C; apparait avec un déplacement vers le rouge du pic de soret (fig. 4-a).

e TEduit

i1 L I
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FPig 4 : Réduotion enzpymatique, en aolution agueuse i
-

() du cluster

{b) de 1a PAI de D.gigas
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Ceci indique la réduction du cyto Cq et de la Fdi.
¢) A 0,72 n.mole d'Hase on ajoute, sous un courant d'argon, 0,34 n.mole de cyto.Cq puis 180 n.moles
2- : . . .
de ciuster A” . On enregistre un spectre de |a solution, puis on refroidit cette dernidre dans un bain de glace
et on introduit dans la cuve une trés faible quantité d'H,. Ce dernier entraine une diminution évidente de la
coloration brune de la solution et un changement spectral net {fig. 4-b). Ceci s”interpréte comme le cas de la

Fdl. par une réduction du cyto.C3 et du cluster Az__

d) On reproduit les expériences (b) et {c) sans ryte.C5 on n'observe aucun changement de coloration

au de spectre, aussi bien avec la Fdl qu'avec le cluster &A™ . Ceci exclut toute réaction de ces deux derniéres
¢spéces en I'absence de cyto.Cq.

- Expérience suivie par la méthode de Warburg
Nous avons suivi la réduction du cluster .&2_ par la méthode manométrigue de Warburg en mesurant
Uhydrogéne consommé. Ces mesures, pour &tre significatives, nécessitent des gquantités appréciables d'ac-

. . 2-
cepteur final d'électrons, nous les avons effectuées seulement pour le cluster A~ .

La réaction se fait dans une coupe de Warburg, sous une atmosphére d'hydrogéne et & une température
de 37°C. Chague coupe de Warburg contient :

- dans le compartiment principal : 2,9 n.mole d'Hase : 1,72 n.mole de C3 et du tampon tris HCI 50 m,
SHCH,CH,0H 50 m H. gH = 7.6

dans le diverticule latéral 0,25 ml dune solution du cluster Az_ {la quantité correspondante a chague
sipe est indiguée au tableau 1).

Tableau | : Réduction de C3, Fdl et ﬁzn par I'Hz Hase

Hase" Cyto.C3 Fdl AL Réduction
x o= . | .
ESPECES < x -
EN x _ i . -
REACTION | = . . F
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Le volume total du mélange réactionnet est 3 ml. Aprés hamogéneisation et équilibration sous HE' on
met |e cluster en réaction et on suit la consommation de Hz au cours du temps.

lll. RESULTATS ET DISCUSSION

1 - Comparaison des propriétés électroniques

Le spectre Mossbauer {fig. 1-a) du clustarAEr est constitué d'un doublet quadripolaire unigue indi-
quant la présence d'un seul type de fer absorbant. Ceci montre gue, dans le complexe 4Fe 45, les atomes de fer
ont le méme environnament &lectronigue ol ils sont pratiguement indiscernables. On n'apporte pas ici le
spectra de la Fdl, car nos solutions ne sont pas suffisamment concentrées et nécessitent en conséquence un
enrichissement préalable.

Allure du spéctre et valeurs des paramétresMosshauer : déplacement isnmérique& =043 nm,-‘s.

séparation quadripolaireAE = 1,15 nm,/s du cluster AI_ sont en bon accord avec ceux d’autres protéines du
méme type dont les spéctres sont formés d'un seul doublet quadripolaire avec un déplacement isomérique
1,32 nmf< &< 0,46 nmfs et une séparation quadripolaire 1,0 nm s¢pE 1.3 nm s.

Cette similitude spectrale revéle une relation &lectronique étraite entre les sites actifs des proteines
et le cluster synthétique & |"état d'oxydation {2-). Nous mantrons par résonance paramagnétique électronique
que cette similitude s'étend également & |’ état réduit {3-).

Le spectre RPE {fip. 1-b) du cluster A.z- réduit correspond & un tenseur g axial de uﬂ‘lﬂ'f =196 (g=1,192
et g = 2,04), A I"état réduit la Fdl donne un spectre thombique fig. (1-c) de oy = 1.87 (g, =192 ; 8y = 1,94 ;
g, 2.07).

Les valeurs voisines (1,96 et 1,97) des g moyens indiguent de nouveau que les agrégats tetramerigues ont
probablement dans les deux espéces des structures semblables. Ceci est confirmé aussi par la spectroscopie
optigue.

Spéctres optiques (fig. 2} du cluster Az et de la Fdl de D.gigas : & I"état oxydé soni caractérises
par deux bandes d'absorption principales au voisinage de 300 et 400 nm. Le traitement des produits par une
quantité limitée de dithionite fait disparaitre, dans les deux cas et presque totalement, la bande basse fréquence.
Une oxydation douce par une quantité limitée d oxygéne restitue les spectres de départ. Les excitations de
transfert de charge qui sont & I'origine de ces bandes d'absorption sont donc les mémes et sant caractéristi-
ques de ces chromophores Fe-S. Ceci canfirme encore la similitude, déja signalée, des configurations électro-
niques des agrégats 4Fe-48 synthétiques et naturels aussi bien 3 |'état oxydé (2-) qu'a |"état réduit {3-). En

tant qu’analogues &lectrohiques, le cluster ﬂz_ et la Fdl pourraient donc jouer le méme réle de transportewr
d’électron en fonctionnant entre ces deux états redox (2-) et {3-). formant un couple réversible en solution
agueuse.

Z - Activité biologique

L'analyse des spectres électroniques des figures 3 et 4 montre que le donneur d’électrons formé par
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le systéme Hl Hase réduit :

- |e cytochrome C3

- la Fdl et le cluster AZ_ uniquement en présence de cyto.C3

Nous regroupons ces résultats dans le tableau |

Les quantités d’hydrogéne consommées par la réduction du cluster ﬁz" dans la coupe de Warburg ont
été mesurées. La fig. 5 donne |"évolution de la consommation avec le temps.
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Le tableau 1l rassemble la totalité de I'HE consommeé dans chague coupe.

-
Tableau Il : Quantité totale de I'hydrogéne consommeé par une réduction compléte du cluster A

Cluster nz' (enumole) Totalité de H, consommé
eny | | enp mole
Mm O eese=180 :
(2) 2,5 i 26 + 25 = b1 : 2.5
3 10 | wen=n | 0.3

On constate que :

- les quantités de &2- utilisées et de HI tonsommées sont comparables, ceci est compatible avec la

consommation d’une mole de H, par mole de A_i.

- |a réaction évolue avec le temps en changeant de cinétigue {deux pentes différentes).

- A chague phase correspond la moitié de |"hydrogéne consommeé.

" R -
Ces résultats peuvent suggérer une réduction biphasique du cluster A~ .

Oans une premiére &tape le cluster ﬂ.z_ est réduit en hg_, Dans une deuxiéme étape ce dernier est réduit en

A+
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De I"ensemble de ces expériences ressortent deux evidences :

, - -
- Le systéme H, Hase raconnait de la méme fagon et dans les mémes conditions Je cluster &~ et la
Fdl. comme accepteur %'é lactrons.

- Le cyto.C3 est indispensable pour cette réaction.
Celles-ci peuvent étre interprétées sous deux rubriques différentes

a) Analogie réactionnelle de Fdl et du cluster Az'

Dans les processus biologigues. les transporteurs d'électrons non hemiques tels que la Fdl. possédent
deux groupes de propriétés :

- Le premier groupe est lié absolument au centre actif et détermine la nature du travail exigé de la
proteine.

- Le second est lié & |'environnement du centre actif. Il limite le travail de la proteine a un domaine
donné des états d'oxydation bien déterminés.

En effet, on a constaté expérimentalement que le cluster AI“ libéré des effets stériques et stabilisant
d’une apoproteine, peut subir la méme réduction que Fdl & cause de leur analogie électronique ; mais en pré-

sence d'excés de réducteur, le cluster A~ passe @ un état super réduit (4) Cel etat n'a pas é1é constaté,
dans le méme milieu, avec la Fdi car I'apoproteine de celle-ci protége le centre actif d'une nouvelle réduction
et limite par conséquent son fonctionnement aux deux états d'oxydation {2-) et (3- : On peut dire donc, que le

cluster AZ" peut se substituer & la Fdl pour jouer son rGle, mais un réle privé de la spécificité imposée par la
chaine d'acides aminés.

Dans une prochaine contribution nous apporterons de nouveaux éléments sur les rdles distinets des
deux parties principales de la proteine et sur les possibilités de substitution de la Fdl par le cluster A N

- En tant que donneur d"&lectrons 4 d’autres enzymes.
En tant qu'accenteur et donneur d’électrons en méme temps dans une chaine de proteines plus com-

pliquéa.
b} Réle du cytochrome Cy
Nos expériences montrent que le cyto.C3 est indispensable pour la réduction enzymatique nL et de
la Fdl.

Le réle de cette hemoproteine est encore controversé.

0On pense qu'elle pourrait aveir soit un rile de médiateur, soit un réle non connu dans une association avec les
espéces en réaction :

(i) Le rile de médiateur au sens électronigue {entre H Hase et I'accepteur final) ne semble pas évident,
car I"écart important entre les potentiels rédox du cyto.C3 et de la Fdl{Z- 3-) ou cluster A(2- 3-) ne permet pas



1%

M. RZAIGUL, D. BENLIAN, N. ARIGUIB

-
de comprendre comment le cytochrome C peut donner facilement ses électrons & la Fdlou A~ .

E( nV)
-0
=235
Héme I
ox ,.red

-315 €3 /%3 ()

~235 Héme II
i -306
é

=455 FAI_ /Fd 4 (6)

-510 A% /8% (%)

{ii) L"association du cyto.C3 aver 1'Hase etfou avec I"accepteur d'électrons final (Fdl. AE_J pourrait

conduire 4 des complexes reconnus |'un par |"autre et compatibles pour des échanges &lectroniques. Ceci est
confirmé par les intéractions électrostatiques et rédox entre cyto.C3 et Fdl récemment mises en évidence par

Mourra et Call{7).

A présent, nous ne disposons pas de données suffisantes pour discuter ces associations. mais des
informations plus précises pourraient &tre apportées lorsque deux séries de mesures de potentiel sur les espe-

ces assocides (Hase C3, C3 Az_, Fdl} seront effectuées.
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