
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 

BBA 65765 

I~TUDE DE L'ACTIVITI~ FERROCHI~LATASE DES MITOCHONDRIES 
DE L E V U R E  

527 

P I E R R E  LABBE,  C H R I S T I A N E  V O L L A N D  ~T P A U L E T T E  C H A I X  

Laboratoire de Chimie Biologique de la Facultd des Sciences de Paris, Paris (France) 
(Regu le 2i fevrier, 1968) 

SUMMARY 

The ferrochelatase activity of yeast mitochondria 
Yeast mitochondrial ferrochelatase activity, measured by using a modified test 

related to this defined by  PORRA AND JONES, is 5 times more important than previously 
reported. Only one pH maximum has been found at pH 7.6. Km values related to Fe e+ 
or protoporphyrin are in the order of lO -5 M. Mitoehondrial particles depleted oflipids 
have a slight ferrochelatase activity, which can mostly be restored by  addition of 
phospholipids. Glutathion added to the reaction mixture seems to have a protective 
role against phospholipids peroxidation. With high Zn e+ concentrations (lO -3 M), 
ferrochelatase catalyses zinc insertion into protoporphyrin. Zn e+ and Co 2+, at concen- 
trations similar to Fe e+ (lO -4 M), inhibit protoheme formation. 

INTRODUCTION 

La plupart des h6moprotdines ont comme groupement prosthdtique, le proto- 
h6me, qui est un chdlate fer-protoporphyrine IX.  SHEMIN a montr6 que la biosynth&se 
de la protoporphyrine IX  s'effectuait ~ partir  du succinate et de la glycine et l 'on 
connait maintenant  la plupart des enzymes soit particulaires, soit solubles qui cata- 
lysent les diffdrentes 6tapes de cette synth6se. L'6tape terminale de formation du proto- 
h6me, c'est-~-dire l 'ineorporation du fer darts la protoporphyrine est rdalisde par la 
ferrochdlatase, enzyme associd aux structures mitochondriales 1. Cet enzyme requiert 
in vitro la prdsence d 'un rdducteur (tel que le glutathion) et n'est pleinement actif qu'en 
absence d'oxyggneX, e. 

Ayant  mis en dvidence la prdsence de zinc-protoporphyrine in situ dans les 
cellules de levures cultivdes dans certaines conditions 3 nous avons pensd que la ferro- 
ch61atase de mitochondries de levures devait poss6der comme celle des chromatophores 
de Rhodopseudomonas spheroides la propridt6 d'incorporer le zinc dans la protopor- 
phyrine. Des essais pr61iminaires nous ayant  montrd qu'il en 6tait bien ainsi, en vue de 
pr6ciser de quelle mani&re le fer et le zinc entraient en comp6tition en ce qui concerne 
leur incorporation dans la protoporphyrine, nous avons jug6 indispensable de faire en 
premier lieu une 6tude cindtique aussi complete que possible de la ferroch61atase de 
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mitochondries de levure. Des 6tudes de ce genre ont d6j~ 6t6 effectufes par de nom- 
breux auteurs 4-12 sur des mitochondries d'origines varifies, mais les r6sultats obtenus 
sont assez divergents et un certain nombre de points restent obscurs. Nous avons done 
entrepris cette 6tude en nous attachant A d~finir des conditions exp6rimentales rigou- 
reuses aussi proches que possible des conditions physiologiques. 

TECHNIQUES 

Pr@aration de la fraction mitochondriale 
Nous avons pr@ar6 la fraction mitochondriale ~ partir de la levure de boulangerie 

commerciale (Saccharomyces cerevisiae) provenant des Etablissements Fould Springer. 
Toutes les opfrations sont effectu6es ~ 0-4 ° et rfalisdes avec du tampon Tris 

o.I M (pH 7.6). 
IOO g de levure de boulangerie pressfe sont lav6s 2 lois avec de l'eau distill~e par 

centrifugation. 
Des lots de 20 g de levure lav6e sont mis en suspension dans 20 ml de tampon, 

additionnfs de IOO g de microbilles de verre (diam&tre = 0.45 ram) et broyfs I rain 
4000 pfriodes/min ~ l'aide du Zell Homogenisator Braun. Apr+s broyage, on laisse 
dfcanter les billes de verre puis on centrifuge 20 rain ~ 2500 × g; le surnageant ainsi 
dfbarrass~ des gros dfbris cellulaires, constitue l 'homogfnat. Le culot est mis en sus- 
pension dans du tampon, centrifug6 dans les m~mes conditions et le surnageant de ce 
lavage est additionn6 ~ l'homog~nat prfc~demment obtenu. L'ensemble 'H '  est alors 
centrifugf 30 min ~ 78 ooo × g (Rotor 30 Spinco) ; le surnageant est 61iminf, et le culot, 
constituf principalement de mitochondries plus ou moins ~clatfes, est remis en sus- 
pension, avec un broyeur Potter Elvehjem, dans du tampon, puis s6diment6 ~ nouveau; 
le lavage du culot mitochondrial est r6p~tf une nouvelle fois. La fraction mitochondriale 
lav6e ainsi obtenue est remise en suspension dans 80 ml de tampon. Cette suspension 
est dialys6e une nuit/~ 0-4 ° contre 20 vol. de tampon, afin d'fliminer les ions mftalli- 
ques (Fe 2+, gn 2+, etc...) fventuellement prfsents ~ l'6tat libre. Apr&s dialyse, le volume 
est amen6 ~ ioo ml. Cette pr@aration mitochondriale contient 8 ~ IO mg prot6ines/ml. 

Pr@aration de la pseudosolution de protoporphyrine 
La protoporphyrine est obtenue par hydrolyse chlorhydrique de protoporphy- 

rine-dim~thylester pr@ar~e ~ partir d'une poudre ac6tonique de sang de pore selon la 
technique d~crite par FALK 13. Elle est pseudosolubilis6e/t l'aide de Tween 80 (I °/o final) 
dans du Tris o.I M (pH 7.6) (bibl. I). 

Test d'activitd enzymatique de la ferrochdlatase 
Le test que nous avons utilis~ est fond6 sur le mfime principe que celui de PORRA 

ET JONES1: l'incorporation du fer dans la protoporphyrine est suivie spectrophoto- 
m~triquement en mesurant l'intensit6 de l'absorption de la bande a de l'h6mochrome 
de pyridine du protoh~me r6duit. 

Des essais pr61iminaires nous ont conduits ~ op6rer de la fa~on suivante: dans 
la eavit6 principale A des tubes repr6sent6s dans la Fig. I, on introduit au total 4.4 ml 
dans l'ordre: glutathion (40 #moles); tampon Tris o.I M, (pH 7.6), contenant 5/lOOO 
d'antimousse SISS et pr@aration mitochondriale (0.5 ml). Dans l'ampoule lat6rale B, 
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Fig. I. Sch6ma des r6cipients  uti l is6s pour  le t e s t  d 'ac t iv i t~  ferroch61atase. 

on introduit au total o.6 ml: 4oo re#moles de FeSO 4 et 28o m#moles de protoporphyrine. 
Tous les  essais sont pr6par~s en double. 
Les r6cipients 6tant maintenus dans la glace et agit6s, on fait barboter de l 'azote 

(moins de 5 ppm d'Oz) pendant IO rain puis les robinets C et D sont ferm~s et les rfci- 
pients agit~s sont mis en 6quilibre de temp6rature IO min ~ 3 o°. 

A un instant donn6, le contenu de l 'ampoule lat6rale B est renvers6 dans la 
cavit6 principale A et l ' incubation 5 3 °o est poursuivie durant 20 min. Puis les tubes 
ayant  6t6 rapidement retir6s du bain marie sont ouverts k l'air, plong6s dans la glace, 
et, additionn6s chacun de 0.5 ml de NaOH I M et de 0.5 ml de pyridine. Les 6 ml de 
la solution contenue dans chaque rfcipient sont vid6s par moiti6 dans 2 cuves de 
spectrophotom6trie (e = IO ram), l 'une des cuves (rfffrence) contient la prfparat ion 
oxyd6e par I goutte de ferricyanure 3 mM ; l 'autre cuve eontient la pr@aration rfduite 
par quelques cristaux de dithionite. 

Le spectre de difffrence est enregistr6, ~ l'aide d 'un spectrophotom~tre enre- 
gistreur L6r&s Spila, de 500 m# 5 58o m#. La difference AE de densit6 optique entre 
541 m# (minimum d'absorption) et 557 m# (maximum d'absorption) du protoh6mo- 
chrome de pyridine, permet de caleuler la quantit~ de protoh&me form6, dans un essai, 
d'apr+s la relation: 

IOaV zJE 
p ro toh~me  (mktmoles) (I) 

A~rnM 

oh v = volume total de la solution dans un essai (6 ml), AemM ~ 541-557 m# ~ 20.7 
(biN. x). 

La complexit6 de ce test et l'instabilit6 ehimique du protoh+me 2 expliquent 
q ue, pour 2 essais r6alis6s rigoureusement dans les retirees conditions, les 6carts puissent 
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a t te indre  IO ~ 20%;  nous n ' avons  re tenu que la valeur  moyenne  d ' au  moins deux 
mesures. 

Nous avons v6rifi6 que dans  ces condit ions exp6r imentales ,  la format ion  de pro-  
toh6me en fonction du temps  est lin6aire au moins du ran t  les 30 premi6res minutes  
d ' incubat ion .  

Dosage des protdines 
Le dosage des prot6ines est effectu6 selon FOLIN-LowRY en ut i l i sant  le lysozyme 

comme prot6ine de r6fdrence 22. 

RI~SULTATS ET DISCUSSIONS 

A ctivitdferrochdlatase en fonction du pH  
La courbe de l ' ac t iv i t6  ferroch61atase en fonction du p H  (Fig. 2) mont re  que 

l ' ac t iv i t6  m a x i m u m  est observ6e vers p H  7.6. 
C'est  ~ ce p H  que nous nous sommes donc toujours  plac6s. Les valeurs  de p H  op- 

t i m u m  trouv6es pa r  les diff6rents au teurs  var ient  no tab lement .  En effet, NISHIDA ET 
LABBE 7 dans  le cas d 'une  pr6para t ion  de ferroch61atase solubilis6e pa r  le Tween 20 
pa r t i r  de mi tochondr ies  de foie de mammif6re,  YONEYAMA et al. s dans le cas d 'une  
pr6para t ion  de ferroch61atase ex t ra i te  du m~me mat6riel  pa r  le cholate  ont  obtenu 
comme nous-m4mes des courbes d ' ac t iv i t6  en fonction du p H  ~t un seul max imum,  mais  
situ6 pour  les uns vers p H  7-5, pour  les aut res  vers p H  8.5. En revanche,  PORRA ET 
JONES 1 avec une pr6para t ion  de ferroch61atase ex t ra i t e  de mi tochondr ies  de foie de 
mammif~re  avec le Tween 20, ont  montr6  que la courbe d 'ac t iv i t6  en fonction du p H  
pr6sen ta i t  2 m a x i m a  dans  le cas d ' incorpora t ion  du fer dans  la p ro toporphyr ine  et 
un m a x i m u m  dans le cas d ' incorpora t ion  du fer dans la m4soporphyrine.  D ' a u t r e  par t ,  

60 

~o or 

o_ -,30 

~ 2 0  
> 

5.5 ~ 6.~ 7 z~ a 8.5 9 9.s pH ~ 

Fig. 2. Activit6 ferroch~latase (exprim0e en m/zmoles protoh6me form~es /mg prot~ines par  h) 
en fonction du pH.  Ent re  p H  5.5 et p H  8.5 , t ampon Tris o,i M; entre pH 8.5 et pH io , t ampon 
glyeinate o.I M. Le p H  des essais a 6t~ v~rifi6 5~ la fin des incubations. Le pouvoir  t ampon  pour  
les p H  < 7 aurai t  6t6 meilleur avec du t am pon  phosphate  mais celui-ci s 'est  r~v61~ inad6quat :  
chute brutale  d'activit~ rdsul tant  vraisemblablement  de la format ion de complexes entre les ions 
Fe 2+ et les ions phosphate,  
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RIETHMULLER ET TUPPY ~, avec une pr@aration de ferroch61atase obtenue par action 
du Triton X IOO sur des mitochondries de levure ont observ6 deux maxima d'activit6 
en fonction du pH : Fun ~ pH 7.5, l 'autre ~ pH 9. 

Ces divergences s'expliquent du fait que le test enzymatique est tr~s eomplexe : 
il fair intervenir un syst&me enzymatique de nature lipoprot6ique, un substrat  
insoluble (la protoporphyrine portant  2 groupements ionisables propionyl), un substrat  
ais6ment oxydable Fe ~+ et le glutathion (agent r6ducteur). Elles s'expliquent aussi 
par le fait que ces d6terminations de pH optimum ont 6t6 effectu6es sur des pr6pa- 
rations enzymatiques d'origine tr~s diverse, extraites de pr@arations particulaires 
avec des d6tergents divers (tels que le Tween 20, le cholate ou le Triton X IOO) et en 
utilisant dans certains cas la m6soporphyrine & la place de la protoporphyrine. 

Nos conditions exp6rimentales (utilisation d'une pr@aration mitochondriale 
non trait6e par un d6tergent et de protoporphyrine comme substrat) paraissent plus 
proches des conditions physiologiques que celles utilis6es par les autres auteurs. 

A ctivitdferrochdlatase en fonction de la quantitd de suspension m#ochondriale 
L'aetivit6 est proportionnelle ~ la quantit6 de suspension mitochondriale ex- 

prim6e en mg de prot6ines/essai du moins entre o et 5 mg de prot6ines. 
Dans les conditions que nous avons utilis6es, l 'activit6 sp6cifique est de 7 ° 

re#moles protoh~me form6es/mg prot6ines par h, c'est-~-dire environ 5 fois plus 
61ev6e que celle mesur6e par RIETHMULLER ET TUPPY 4 sur les mitochondries de levure 
et beaucoup plus 61ev6e 6galement que celle qui a 6t6 mesur6e par PORRA ET JONES 5 

sur le m~me matfiriel en utilisant la m6soporphyrine comme substrat. L'6cart impor- 
tant  de la valeur d'activit6 sp6cifique d6termin~e par ces auteurs d'une part  et par 
nous-mfime d 'autre part,  pourrait  s'expliquer par le fait que ces auteurs utilisent du 
tampon phosphate, alors que nous utilisons le tampon Tris (cf. Fig. 2). 

Influence de la concentration en protoporphyrine 
Dans nos conditions exp6rimentales, la vitesse de synth~se du protoh~me est 

maximum pour une quantit6 de protoporphyrine de 400 re#moles par essai. Ces r6sul- 
tats  exprim6s suivant la repr6sentation de LINEWEAVER ET BURK (Fig. 3) permet tent  

\ 

o,o: 

o.o~ 

KM = 6.6.10"SM 

Fig. 3. Variat ion de l 'activit6 ferrochdlatase (d6termin~e dans les conditions d6crites dans TECH- 
NIQUES) en fonction de la concentrat ion en protoporphyr ine .  (Repr6sentation de LINEWEAVER 
ET BURI<.) 
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de d6terminer un Km par rapport A la protoporphyrine de l'ordre de 2. lO .5 M c'est- 
A-dire voisin du Km mesur~ par YONEYAMA et al. ~, avec une pr@aration de ferroch61a- 
tase extraite d'6rythrocytes de canard, (8-lO -5 M). 

Avec 280 m/~moles de protoporphyrine/essai (condition utilis~e dans le test, cf. 
TECHNIQUES), la saturation en substrat n'est pas r6alis6e. Toutefois, nous nous en 
sommes tenus dans toutes nos expfriences A utiliser cette concentration en protopor- 
phyrine car il s'est av6r6 que pour des quantit6s sup6rieures A 280 m#moles/essai, il 
devenait tr~s difficile de mesurer, par le test spectrophotom6trique, le protoh~me 
form6 en raison de la forte densit6 optique de la pr@aration. 

Influence de la concentration en fer 
La vitesse de synth+se du protoh~me augmente en fonction de la quantit6 de fer 

ferreux pr6sent dans le milieu d'incubation jusqu'A 400 m/~moles de fer et diminue 
ensuite. Nous avons v6rifi6 que ce dernier ph6nombne n'est pas dfi A une variation du 
pH du milieu d'incubation. 

L'excbs de fer pourrait agir soit en inhibant la ferrochflatase par exc+s de sub- 
strat, soit en permettant la peroxydation par des traces d'oxyg+ne des lipides mito- 

0.03 

E 0.01 

KM 

= 0.035 

KM=3.q0-SM 

o.'os o5 

Fig. 4. Variation de l 'activit6 ferroch61atase (d6termin~e dans les conditions ddcrites dans TECH- 
NIQUES) en fonction de la concentrat ion en fer. (Repr6sentation de LINEWEAVER Er BURK.) 

chondriaux 14,15 n6cessaires, comme nous le montrerons plus loin, A l'activit6 enzy- 
matique. La courbe (Fig. 4) i /v ~ f(i/[Fe]) permet de d6terminer, pour Km relatif au 
fer, une valeur de l'ordre de 2-IO -5 M c'est-A-dire voisine de celle donn6e par YONE- 
YAMA et alA de 7" IO-S M. 

Ddnaturation thermique 
Le Tableau I montre qu'un chauffage A 56o pendant IO min inactive totalement 

l'enzyme. Si le chauffage a lieu en pr~sence de protoporphyrine, l'activit6 enzymatique 
est conserv6e. En revanche le fer n'a pas d'effet protecteur. 

Nature du rdducteur 
De m~me que certains auteurs, nous avons constat6 que l'activit6 ferroch61atase 

n'est maximum qu'en absence d ' Q  (bibl. I, 2) et en pr6sence d'un r6ducteur. 
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T A B L E A U  I 

DI~NATURATION THERMIQUE 

L e s  e s sa i s  d e  d ~ n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  d e  l a  f e r r o c h 6 1 a t a s e  m i t o c h o n d r i a l e  s o n t  r6a l i s~s  e n  a j o u t a n t  
2 m l  d e  s u s p e n s i o n  d e  m i t o c h o n d r i e s  o . i  m l  d e  t a m p o n  Tr i s  o . i  M ( p H  7.6) o u  o . i  m l  d e  p r o t o -  

p o r p h y r i n e  ( i o o  m/zmoles )  o u  o . I  m l  d e  F e S O  4 ( i o o  m/*moles ) .  L e  m ~ l a n g e  e s t  m a i n t e n u  i o  r a i n  
/~ 56°,  p u i s  r e f r o i d i .  L ' a c t i v i t ~  e s t  e n s u i t e  d 6 t e r m i n 6 e  s u r  0. 5 m l  d e  s u s p e n s i o n  m i t o c h o n d r i a l e  
d a n s  les c o n d i t i o n s  d 6 c r i t e s  d a n s  TECHNIQUES. 

Suspension mitochondriale Protohkme 
formd par 
l'essai 
( mlzmoles ) 

N o n  c h a u f f 6 e  84 
P r 6 i n c u b 6 e  i o  m i n  ~ 560 o 
P r ~ i n c u b 6 e  Io  m i n  & 560 e n  p r 6 s e n c e  

d e  p r o t o p o r p h y r i n e  91 
P r 6 i n c u b 6 e  i o  m i n  ~ 560 e n  p r 6 s e n c e  

d e  F e  2+ o 

Nous avons test6 l 'activit6 ferroch61atase en atmosphhre d'azote et en pr6sence 
de diff6rents r6ducteurs (cf. Tableau II). 

Le glutathion, la cyst6ine, NADH sont des r6ducteurs efficaces; le fl-mercapto- 
6thanol 4galement, mais il est inutilisable du fair de sa forte tension de vapeur. Au 
contraire, l 'ascorbate entraine une inactivation compl6te de la ferroch61atase. 

En cons6quence, nos essais ont 6t6 r6alis6s en atmosph6re d'azote et en pr6sence 
de glutathion de pr6f6rence ~ la cyst6ine qui est d 'un emploi d61icat. La courbe de la 
Fig. 5 montre que la quantit6 optimale de glutathion est de 4 °/ ,moles par essai. 

On peut supposer que le glutathion s'oppose/~ des r6actions d 'oxydation par les 
traces d'O2 : (I) en maintenant  le fer ~ l '6tat ferreux car le fer ferrique n'est pas substrat  
de l 'enzymO; (2) en 6vitant une d6gradation du protoh6me form62; (3) en emp6chant 
la peroxydation par le fer et l 'oxyg6ne des phospholipides n6cessaires ~ l 'activit6 
enzymatiquO4'as; (4) en activant 6ventuellement la ferrochdlatase si cet enzyme 
poss6de des groupements -SH actifs. 

T A B L E A U  I I  

INFLUENCE DE LA NATURE DU R£DUCTEUR 

L e s  c o n d i t i o n s  d ' i n c u b a t i o n  o n t  6 t6  d 4 c r i t e s  d a n s  TECHNIQUES. 

Atmos- Nature du rdductear Protohkme 
ph~re (40 I, moles dans formd p~r 

l'essai) l'essai 
(m,umoles) 

Azote G l u t a t h i o n  71 
c y s t ~ i n e  lO 3 
a s c o r b a t e  o 
N A D H  42 
s a n s  r 6 d u c t e u r  17 

A i r  g l u t a t h i o n  21 
s a n s  r ~ d u c t e u r  o 
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~ moles glu~al'h/on 

Fig. 5. Var ia t ion  de l ' ac t iv i t~  ferroch~latase (d6termin6e dans  les condi t ions  d~crites dans  TECH- 
NIQOES) en fonct ion de la  concen t r a t ion  en g lu ta th ion .  La  l~g~re per te  d ' ac t iv i t6  pour  de for tes  
concen t ra t ions  en g l u t a t h i o n  est  due ~ un aba i s semen t  du pH du mil ieu d ' incuba t ion .  

Pour 6prouver cette derni~re hypoth~se, nous avons examin6 l'action d'agents 
alkylants (ICHe-COOH et ICH2-CONH2). L'inhibiteur (lO _3 M final) est mis dans la 
cavit~ principale A, le glutathion dans l'ampoule lat6rale B. Le passage d'azote ayant 
fit6 r6alis6, les essais sont incubds 2o min ~ 3 °0 puis le m61ange de A et de Best  effectu6 
et l'incubation est poursuivie 2o min. Le dosage est ensuite effectu6 normalement. 
Dans de telles conditions op6ratoires, nous n'avons constat6 aucune inactivation par 
ces agents. Cette absence d'inhibition conduit ~ penser que la ferroch6latase de mito- 
chondries de levures ne doit pas poss6der de groupements -SH actifs. 

Des exp6riences analogues r6alis6es par LABBE ET HUBBARD 9 sur une pr@aration 
de ferroch6latase extraite de mitochondries de foie de rat par le Tween 20 avaient 
donn6 des r6sultats assez peu concluants. Le fait que NADH puisse remplacer le glu- 
tathion (Tableau II) comme cela avait d6j~ 6t6 observ67, n'est pas non plus en faveur 
de la pr6sence de groupements -SH actifs. 

R6le des phospholipides 
Consid6rant que la ferroch61atase 6tait un enzyme particulaire dont le substrat 

(la protoporphyrine) 6tait liposoluble nous avons suppos6 que les phospholipides 6taient 
n6cessaires A l'activit6 de cet enzyme. 

Une pr@aration mitochondriale trait6e par l'ac6tone aqueuse selon la technique 
de I~'LEISCHER et al. 16, ne subit aucune perte d'activit~. 

En revanche, une pr@aration mitochondriale trait6e par le butanol selon la 
m6thode de MORTON 21 nous a permis d'6liminer les phospholipides et de eonstater une 
perte d'activit6 ferroch61atase. 

Une suspension dialys6e de mitochondries provenant de ioo g de levures (cf. 
TECHNIQUES) est centrifug6e 3 ° rain A 78 ooo × g. Les eulots de mitochondries placds 
dans un broyeur de Potter X piston de verre sont homog6n6isds dans 30 ml de n-butanol 
(refroidi ~t --20 °) pendant 5 rain ~ l'aide d'un moteur. L'homog6nat ainsi obtenu est 
ensuite centrifug6 5 rain ~ 25 ooo × g. Le butanol (jaune) est 61imin6 et le culot est 
soumis dans les mSmes conditions ~ une 2~me extraction suivie d'une centrifugation. 
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T A B L E A U  I l i  

INFLUENCE DE L'~2LIMINATION DES PHOSPHOLIPIDES SUR ~ 'ACTIVITI~ FERROCHI~LATASE 

Les condi t ions  expdr imen ta l e s  sont  d6cri tes dans  le texte .  Un essai t6moin  r6alis6 avec  les phos-  
phol ip ides  seuls n ' a  donn6 aucune  fo rma t ion  de protoh6me.  

Nature du Volume rot, moles re#moles 
syst~me total des protoh~me protoh~me 
enzymatique fractions formdes/h formdes/h 
testd (ml) par ml au total 

~V[[ IOO 487 48 7 °0 

MD 5 ° 87 ,_ 4 35 ° 
S 5 ° ioo  5 ooo 

MD + P 5 ° 421 21 050 

S + P 5 ° 259 13 ooo 

MI, suspens ion  mi tochondr i a l e  ini t ia le .  
MD, suspens ion  mi tochondr i a l e  d61ipidifide. 
S, f rac t ion  solubilis6e apr6s t r a i t e m e n t  pa r  le bu tanol .  
P, phosphol ip ides .  

Le culot est alors soumis, 2 lois de suite, au traitement suivant : homog6n6isation dans 
25 ml de tampon Tris o.I M (pH 7.6), avec un broyeur Potter muni d'un piston de t6flon 
puis centrifugation de la suspension ainsi obtenue 30 rain A 7 8 ooo × g. Les 2 sur- 
nageants sont r6unis (S) et conserv6s alors que le culot final repr6sentant les mitochon- 
dries d61ipidifi4es est rnis en suspension dans 50 ml de tampon Tris o.I M (pH 7.6). 

Cette pr@aration mitoehondriale ainsi d61ipidifi6e MD ne conserve que lO% 
de l'activit6 ferroch61atase initiale (Tableau III). Une partie de l'activit6 ferroch61atase 
(lO%) se retrouve dans la fraction S. 

I1 6tait int6ressant de voir si 1'addition de phospholipides ~ l'une ou l 'autre de 
ces 2 fractions permettait de restaurer l'activit6 ferroch61atase. 

Pour extraire les phospholipides mitochondriaux nous avons utilis6 une tech- 
nique de FLEISCHER et al. 16 en prenant la pr6caution de s6cher le r6sidu obtenu sous 
jet d'Azote U. Ces phospholipides mitochondriaux (correspondant g IOO g de levures) 
sont dissous dans 1. 5 ml de butanol puis additionn6s de 8 ml de Tris o.I M (pH 7.6). 
Apr6s 6vaporation du butanol par passage d'Azote U pendant 3 h ~ 25 °, la pr6paration 
est amen6e ~ un volume de IO ml avec du tampon Tris et homog6n6isde au Virtis pen- 
dant 15 rain A la vitesse maximum (pr@aration P). 

Les essais tendant A restaurer l'activit6 ferroch61atase des mitochondries d61ipi- 
difi6es ou du surnageant S sont effectu6s de la mani6re suivante: ~ 5 ml de Sou  de la 
suspension mitochondriale sont ajout6s 0.5 ml de la suspension de phospholipides; le 
m61ange est incub6 h 3 o°, 30 min avec agitation et l'on teste l'activit6 ferroch61atase 
sur 0. 5 ml de ce m61ange. 

Le Tableau IV montre que l'addition de phospholipides P de mitochondries de 
levures aux pr6parations d41ipidifi6es MD et g la fraction S solubilis6e permet de r6- 
cup6rer au total environ 70% de l'activit6 ferroch61atase. 

L'importance du rSle des phospholipides dans l'activit6 ferroch61atase a d6jg 
6t6 raise en 6vidence par MAZANOWSKA, NEUBERGER ET TAIT 11, ~ propos des activitds 
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T A B L E A U  I V  

INCORPORATION DE F e  2+ DANS LA PROTOPORPHYRINE EN PR]~SENCE D'AUTRES IONS MI~TALLIQUES 

T o u s  les e s sa i s  c o n t i e n n e n t  4 o 0  m/~moles  F e S O  4. L e  m 6 t a l  i n h i b i t e u r  e s t  i n t r o d u i t  d ~ n s  l ' a m p o u l e  
l a t 6 r a l e  c o n t e n a n t  le f e r  e t  l a  p r o t o p o r p h y r i n e .  L e  p r o t o h ~ m e  f o r m ~  e s t  dos~  d a n s  les c o n d i t i o n s  
d 6 c r i t e s  d a n s  TECHNIQUES. 

Nature Mdtal ajoutd Protohbme 
du mdtal darts l'essai synthdtisd 
ajoutd (mlzmoles) par l'essai 

( mumoles ) 

81 

N i  200  78 

4 ° 0  77 
800  71 

4 ° 0 0  65 

Z n  200  67 
4 0 0  46  
800  16 

40o0  o 

Co 200  54 
4 ° 0  39  
800  32 

4000  6 

fer-et zinc-protoporphyrine ch61atase des chromatophores de R. spheroides: l'61imina- 
tion des lipides entraine une perte d'activit6 fer et zinc ch61atase, l'activit6 initiale est 
restaur6e quand on ajoute des lipides extraits des chromatophores ou de l'acide phos- 
phatidique. 

D'une fa~on g~n~rale, le r61e des phospholipides dans le m6tabolisme de la mito- 
chondrie et de tous les  syst+mes particulaires est tr&s important mais encore real 
6clairci. Les phospholipides agiraient soit dans le maintien m~me de la structure 
enzymatique soit en favorisant l'approche du site actif de l'enzyme par un substrat 
liposoluble. 

Dans le cas de la ferroch61atase, on peut supposer que le r61e des phospholipides 
serait de solubiliser la protoporphyrine et de maintenir ainsi une concentration 61ev6e 
en substrat au niveau de l'enzyme. L'61imination des phospholipides aurait donc pour 
cons6quence d'abaisser la concentration locale en protoporphyrine qui serait alors 
limitante pour la r6action enzymatique. Signalons que SUGITA 17 ~t propos de la ferro- 
ch61atase d'drythrocytes de canard, a montr6 que la protoporphyrine fix6e sur les 
particules 6tait utilis6e pr6f6rentiellement ~ la protoporphyrine libre. 

E f f  ets des ions mdtalliques sur la f errochdlatase 
La pr6sence de la protoporphyrine zinc, dans les cellules de levure 3 nous a conduit 

A rechercher si la ferroch6latase de levure pouvait, in vitro, incorporer le zinc A la place 
du fer dans la protoporphyrine et si le zinc, ou d'autres ions m6talliques, avait des 
effets inhibiteurs sur l'incorporation du fer. 

Incorporation du zinc clans la protoporphyrine. La cin6tique de la formation de la 
protoporphyrine zinc est estim6e spectrophotom~triquement en suivant l'augmen- 
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tation de densit6 optique X ). = 585 m/* (longueur d'onde du maximum d'absorption 
de la bande a de la protoporphyrine zinc 3. 

Des essais pr61iminaires nous ont montr6 que l'incorporation du zinc 6tait favo- 
ris6e par la pr6sence d'un r6ducteur tel que le glutathion (4 °/*moles/essai) sans que 
des conditions ana6robies soient n6cessaires. Chaque cuve contient dans un volume 
total de 3 ml: 40/,moles de glutathion, 28o re#moles de protoporphyrine, I ml de 
suspension mitochondriale, Tris o.i M (pH 7.6). La cuve mesure contient de plus 400 
m/*moles de ZnSO 4 ajout~ au temps z6ro, apr&s Io rain de pr6incubation ~ 3 o°. 

La vitesse d'incorporation du zinc dans la protoporphyrine est constante pen- 
dant au moins 20 rain. La quantit6 de protoporphyrine zinc form6e est mesur6e en 

~2o 
2 ? 
0 -  

8 
"6 
E 
¢ 

2obo ~obo ~obo ~o 
rn~rnoles Z nSO4~essa i 

Fig. 6. Variat ion de l 'activit6 Zn-cb6latase en fonction de la quant i tg  de ZnSO4 (les conditions 
expdrimentales sont  d6crites dans le texte). Pour  de fortes concentrat ions en ZnSO¢, on observe 
une baisse du pH qui peut  ~tre l& ca, use de la baisse d'activit6. 

prenant CmM ~ 585 m/* = I4. 7 (bibl. 3). On voit sur la courbe de la Fig. 6 que l 'optimum 
d'activit6 d'incorporation du zinc est obtenu pour une quantit6 de 4000 m/*moles de 
zinc dans ressai, alors que la quantit6 optima de fer est de 400 m/*moles. 

La quantit~ optima de protoporphyrine est la m~me que celle trouv~e pour 
l'incorporation du fer (560 m/*moles). L'activit6 spficifique de la ferrochfilatase pour 
l'incorporation du zinc est environ 4 lois inf6rieure & celle trouv6e pour l'incorporation 
du fer. Nous avons constat~, comme dans le cas du fer, que l'activit6 zincch6latase 
est dfitruite par un chauffage de io rain & 56°, et que cette activit6 est conserv6e si le 
chauffage est effectu6 en pr6sence de protoporphyrine. L'incorporation enzymatique 
du zinc dans la protoporphyrine a dfj~ 6t6 signal6e par diff6rents auteursl°,lS, 10 mais 
les rfsultats obtenus, suivant l'origine de l'enzyme, la nature du substrat porphyrini- 
que, la pr6sence ou non d'un r6ducteur et sa nature, sont tr~s variables. 

Inhibition de l'incorporation du fer dans la protoporphyrine par Zn 2+, Co 2+ et N i  2+. 
Certains auteurs ont observ6 que ces ions m6talliques divalents 6taient inhibiteurs de 
l'incorporation du fer par la ferroch61atasel0,12. Nous avons d'abord v6rifi6 que, dans 
des essais ne contenant pas de fer mais contenant des quantit6s de nickel ou de cobalt 
inf6rieures ou 6gales ~ 4000 re#moles par essai, il n 'y  a pas formation mesurable de 
nickel- ou cobalt-protoporphyrine. 
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Dans des essais contenant ~t la fois Fe 2+ et Zn 2+ ou Fe 2+ et Co 2+, ~ concentrations 
6gales (400 m#moles/essai) il y a une inhibition de l'incorporation du fer d'environ 
50 ~o par rapport aux essais homologues sans Zn 2+ ou Co 2+. Si, la quantit6 de fer restant 
fix6e ~ 400 m/zmoles/essai, on fait varier la quantit6 de zinc ou de cobalt darts l'essai, 
de ioo ~ 4000 re#moles, il y a inhibition progressive de 1'incorporation du fer jusqu'~t 
inhibition presque totale pour 4000 m/,moles de zinc ou de cobalt par essai (Tableau 
IV). Dans les m4mes conditions, en revanche, le nickel (jusqu'/t 4000 re#moles par 
essai) semble sans effet. 

I1 est difficile pour le moment, de dire si l'inhibition de l'incorporation du fer 
par le zinc ou le cobalt est comp6titive ou non, parce que les ions m6talliques ajout6s 
peuvent avoir des effets tr6s complexes sur les particules Initochondriales. D'apr6s 
NEUBERGER ET TAIT 1° l'inhibition par le zinc serait non comp6titive dans le cas de la 
ferroch61atase de chromatophores de R. spheroides. 

Ces faits sont /t rapprocher des expdriences D'OHANIANCE ET CHAIX 20 qui out 
montr6 que les levures cultiv6es en ana6robiose sur milieu d6ficient en zinc et a6r6es 
/~ l'6tat non prolif6rant en pr6sence de glucose synth6tisent les cytochromes de la chaine 
respiratoire ~ une vitesse bien plus 61ev6e que les m~mes levures cultiv6es sur un milieu 
additionn6 de zinc; d'apr6s nos r6sultats, in vitro, on peut supposer que dans ce dernier 
cas, le zinc se trouve ~ l'int6rieur de la cellule ~ une concentration suffisante pour 
inhiber partiellement l'incorporation du fer dans la protoporphyrine, et ralentir la 
synth6se des cytochromes. 

CONCLUSION 

Les mitochondries de levure de boulangerie contiennent une ferroch61atase dont 
l'activit6 sp6cifique est 5 fois sup6rieure ~t celle pr6c6demment d6termin6e. 

Le pH optimum d'activit6 de la ferroch61atase est situ6 vers pH 7.6 et les valeurs 
de Km sont ~t peu pr6s identiques (_~ lO -5 M) pour la protoporphyrine et le fer, ce qui 
permet de penser que la ferroch61atase est un enzyme poss6dant une assez grande 
sp6cificit6 vis-~t-vis de ses deux substrats. 

La n6cessit6 de l'addition dans le milieu d'incubation d'un r6ducteur comme le 
glutathion ne peut pas s'expliquer par la pr6sence de groupements -SH actifs dans la 
ferroch61atase. Beaucoup plus vraisemblablement le glutathion permet le Inaintien du 
fer ~t l'6tat ferreux et surtout empSche les r6actions de d6gradation du protoh6me d'une 
part, des phospholipides d'autre part en prdsence de traces d'oxyg6ne. 

Les phospholipides j ouent un r61e essentiel dans l'activit6 ferroch61atase puisque 
la d61ipidification entralne une perte d'activitd de l'ordre de 800/0 . L'addition de 
phospholipides mitochondriaux restaure l'activit6 ~t 70 %. La n6cessit6 des phospholi- 
pides pour l'activit6 ferroch61atase pourrait s'expliquer par le caract6re lipophile de 
la protoporphyrine. 

En pr6sence d'assez fortes quantit6s de zinc (4000 m/zmoles/essai) et en absence 
de fer, la ferrochdlatase incorpore le zinc dans la protoporphyrine; pour des quantitds 
plus faibles en zinc (400 m#moles/essai), il n 'y  a pas de formation de zinc-protopor- 
phyrine. 

Nous avons constat6 une inhibition d'environ 50% en pr6sence de quantit6s 
de cobalt ou de zinc 6gales ~t celle du fer (400 m/zmoles/essai), mais pratiquement aucune 
inhibition en pr6sence d'une quantit6 6quivalente de nickel. 
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Pour effectuer une 6tude plus pr6cise des propri6t6s de la ferroch61atase des 
mitochondries de levure, il serait n6cessaire de r6aliser une raise en solution de l'enzyme 
et une purification ult6rieure. 
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RI~SUM]~ 

L'activit6 ferroch61atase des mitochondries de levure mesur6e ~ l'aide d'un test 
modifi6 par rapport ~ celui propos6 par PORRA ET JONES est 5 fois plus forte que celle 
dftermin6e ant6rieurement. Un seul pH optimum est trouv6 pour pH 7.6. Les Km 
relatifs ~t Fe z+ ou ~ la protoporphyrine sont de l'ordre de lO -5 M. Les particules mito- 
chondriales d61ipidifi6es pr6sentent une activit6 ferroeh61atase tr6s abaiss6e, suscep- 
tible d'fitre en grande partie restaur6e par addition de phospholipides. I1 semble que 
le glutathion, ajout4 dans le test ait un r61e de protection vis-a-vis de la peroxydation 
des phospholipides. En pr6sence de concentrations 61ev6es en zinc (lO -3 M), la ferro- 
ch61atase catalyse l'incorporation de Zn 2+ dans la protoporphyrine. Zn 2+ et Co 2+, 
des concentrations voisines de celle de Fe 2+ (lO -4 M) inhibent l'incorporation de Fe z+ 
dans la protoporphyrine. 
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