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SUMMARY

Comparative study of pervxydase activity of hemoglobin, methemogilobin
and hemoglobin—haptoglobin complex

Kinetic stndies of the peroxvdase activity of hemoglobin and methemoglobin have
been carried out with oxygenated water as oxidising substrate and with gaiacol
as electron donor. The values of kinetic constants have been determined and com-
pared with those previously obtained for the hemoglcbin--haptoglobin complex.

Contrary to what migiit be vresumed, the Ko, and ks of the reaction cataly=ed
by hemoglobin are not significantly different irom thuse catalysed by the hemoglobin-
haptoglobin complex .The character of the inhibition promoted by high concentra-
tions of gaiacol is, however, different in the two cases. An at.empt is made to ex
plain this difference in terms of structural changes of hemoglobin resulting from
the haptoglobin fixation

INTRODUCTION

Les recherches initiales de PoioNovskl ET Javiz!.® ont montré qu’'il existe dans
le sérum une protéine: 'naptoglobine, susceptible de s'unir 4 hémoglobine. La
formation du complexe Hb--Hp <’effectue Jdans des proportions bien définies®*.
D’autre part, le complexe ainsi forn¢ présente une activité peroxydasique tris
différente de celle de I'Hb scule. En suivant la décomiposition de l'irydroperoxvd.
d’éthyle en présence d'iodure de potassium jes auteurs ont montré quil y a modi-
fication de la cinétique e la réactions.

s récemment MORETYTI ET YON® ont effectué 1'étude cinétique de la réaction
catalysée par le complexe, en présence de galacol comme donneur d’électrons,
d'aprés la technique décrite par CONNELL ET SMITHIEs?. Utilisant deux substrats
différents, ’eau oxygénée et I'hydroperoxyde d’éthyle, ces auteurs ont déterming les
constantes de la réaction en fonction de concentrations variables en enzyme, en sub-

Abréviations: Hb, he noglobine; Hp, haptoglobine; Hb-Hp, complexe hémoglobine—
haptoglobine; MetHb. methém.oglobine.
" Attaché de Recherches A 1'Institut Natiunal d'Elygidne.
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strat et en donneur. De plus, ils ont confirmé l'action inhibitrice de fortes concentra-
tionxs de gaiacol, souligné le role de I’'haptoglobine comme activateur de 'hémoglobine
et proposé un schéma pour la partie initiale de la réaction.

Dans le but d’obtenir quelques précisions snr le mécanisme de 'activation par
I'haptoglobine, nous avons effectué l’étude cinétique de la réaction catalysée par
I'hémoglobine cu par la méthémoglobine seules, qui ne présentent qu’une faible
activité peroxydasique. Nous nous sommes placés dans les mémes conditions que les
auteurs précédents® en utilisant e galacol comme donneur d’électrors. La comparai-
son de l'activité enzymatique des hémoprotéines étudides avec celle du complexe
hémaoglobine-haptoglobine, permet quelques suggestions sur le rol: activateur de
I'haptoglobine.

TECHNIQUES EXPERIMINTALES

Le seul substrat utilisé dans ce travail est 'ean oxygénée. Celle-ci est préparéda toutes
lex 30 min, au cours de I'expérience & partit d'une solution 1g N type “"Llectro’”. La
solution mére conservée 3 3°, est retitrée toutes les trois semaines.

La solution de gaiacol est préparée comme il est dit précédemments®.

i.’hémoglobine de cheval est obtenue de la maniére suivante: aprés lavage a
I'cau physioclogique {NaCl 99%), les globules sont laqués par le toluéne. Par centn-
fugation 4 75 coo tours/min, on separ: le toluéne et les stromas de I'Hb. L’ensemble
des opérations s’effectv~ 3 3°,

On transforme I'hémoglobine en méthimoglicbine par addition de 25 mg de
[Fe(CN)'K; pon1 100 mg d’'Hb. On laisse reposer quelques heures, puis on dialyse
contre un tampon phosphate c.ox M (pH 7.0). La pureté des produits obtenus est
vérifiée par électrophorése sur gel d’amidon®. Le titrage des hémoprotéines s'effectue
par dosage spectrophotométrigue du fer héminique®.

Mode opératoire

Cn smit la réaction 4 1'aide d'un spectrophotométre enregistreur. On introduit
dans la cuve (1 em X 1 cm) une portion aliquote de la solution tamponnée de galacol,
puis une quantité déterminée d"Hb. On attend que l'équilibre de tempeiaturc sait
attcint, puis au temps zéro de la réaction, on introduit 0,050 mi de substrat A 'aide
d’une pipette & striction. L’ensemble est rapidement mélangé pendant que 'appareil
¢st mis en marche. La cuve du témoin ne regoit pas de substrat. On enregistre simul-
tanément I'auginentation de la densité optique A 470 my et le temps. La température
est maintenue constante a l'aide d'un thermostat: elle est vérifide i l'intérieur
mime de la cuve au début e a la fin de chanue expérience.

RESULTATS EXPERIMENTAUX

Variation de la vilesse de la réaction en fonction de la concentration d'Hb et de MetFb

Comme le montre la Fig. 1, pour une concentration donnée de substrat et de
gaiacol, la vitesse de la réaction augmente avec la concentration d'enzyme, mais il
n'y a pas proportionnalité entre ces deux valeurs. La relation ne devient linéaire qu'a
partir d’'une concentration d'enzyme voisine de 7.4:107* M et ceci se vérifie avec
I'Hb et avec la MetHb.
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Fig. 1. Lai d¢ vadation <Je la vitesse tnitiale de la réaction en fonction de la concentration ¢'en-
zyme. @—@, bémuoglobine; O-— 5, méthémoglobine. Gadacol: 2.85-10-2 M, H,0, o.01 M.

L'incurvativn initiale de la courbe se retrouve lorsqu’on observe 'évolution de
la réaction en fonction du temps. Ceci laisse supposer que I'état stationnaire n’est
pas atteint immédiatement ct qu’il s’établit d'autant plus rapidement que la con-
centration d’enzyme cst plus forte. MORETTI ET YON® avajent observé le méme
phénomeéne lorsque Ia réaction est catalysée par le complexe Hb-Hp®. Le retard &
I'établissement. de I'état stationnaire n’est donc pas imputable a la formation du
complexe Hb-Hp.
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Fig. 2. Détermination de K par la représ:ntation d'EADIE pour une concentration de gaiacol

de 2.85- 10" M. 1, cozyroe 1.2-10 7 M; 2, enzyme 0.25-10°° M. Les concentrations de substrat

varient entre 2.5-10°% M et 9.5-10-3 M. Température 35° et pH 4.5. @—@, hémoglobine; O— O,
méthémoglobine.
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Variation de la vitesse de la réaction en fonction de la concentration de substrat

Les expériences ont été effectudes avec I'Hb, et avec Iz MetHb.

Pour les concentrations d'enzyme étudides (1.z2-10-7M et 0.25:1077 M) la
cinétique suit la loi de Michaelis, par rapport A la concentration du substrat. Nous
avons pu déterminer une constante de Michaelis expérimentale K. Sil'on représente
graphiquemnent les variations de la vitesse v cu fonction de zfs (représentation
d'Eaniizl?), la pente de Iz droite obtenue donne la valeur de Ky ; elle est indépendante
de la concentration en enzvme (Fig. 2},

Cette détermination a été effectuée avec HyQy comme substrat en présence de
gaiacol 2.85-10 7 M.

Pour I'hémoglobine, la valeur de K est de 2.31-10°2 M alors que pour la

MectHb la réaction est pratiquement d'ordre un par rapport & la concentration de
substrat, la valeur de K est trés grande.

Variation de la vitesse de la réaction en fonction dc la concentration de gatacol

Allure générale du phénoméne: CONNELL ET SMITHIES? avaient déjd montré que
lorsyu’on augmente progressivement la concentration de galacoi, la vitesse passe
par un maximum au deld duquel on observe une inhibition de la réaction. Ces zuteurs
ont utilisé le complexe MetHb-Hp.

Le méme phénomeéne est observé aves le complexe Hb--Hp®, et le maximun se
situe dans les deux cas entre 0.010 et o.0i2 M de galacol. Nous avons rctrouvé cette
inhibition avec la MetlIb et 'Hb seulec, mais la vitesse maximun de la réaction
correspond & une concentration de gaiacol d’environ ¢.0016 M. Dans ce dernier cas
I'inhibition intervient donc pour des cuncentrations de gaiacol beaucoup plus faibles
(Fig. 3).
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Fig. 3. Variation de la vitesse de la réactiun ¢n fuaction de la concentration de gaiacul. Substrat:
§1,0,. 0.0u3 ¥; enzyme: hémaglobine, o.56-1c-7 M.

Etude deo la véaction caialysés par Hh et MetHb seules, posy de faibles concenira-
tions de gatacol: Cette étude est difficile, car elle impose de travailler 4 des concen-
trations de gaiacol inférieures 2 1.6 mM Dans ces conditions, les mesures cffectuées
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sont entachées d'une imprécision plus forte que celles qui permettent la détermina-
tion des autres constantes.

Dans la plupart des réactions catalysées par <des peroxydases, la rdaction <t
d’ordre un par rappori a i« concentiration du donncur d'électrons. Dars< la présente
réaction, le gafacol se comporte au point de vue cinétiane eomme un deuxiéme sub-
strat; la variation de la vitesse en fonction de la concentration de donneur pour une
concentration donnée d'enzvme et d'eau oxygénde obeit o 1a loi de Michaelis, On
se trouve en présence d'une réaction a deux substrats, le substrat oxvdant ot le
donneur d’électrons. La cinétique présente done la méme particularité que lorsque
la réaction est catalysée par le complexe HL Hpe.

Pour des concentrations d"Hb ¢t de MethHb de 0.5 1077 M, 4 deux concentra-
tions difiérentes de substrat (5-107 M et 2.5- 1073 M) ¢t powr des concentrations de
gaiacol variant entre 0.1 et 1.6 mM, noits avons tronvé Ky, la constante de Michaclis
se rapportant au gaiacol, ¢gale 4 0.43-10 3 M pour Hb ot 4 0.86-1072 M pour MctBh,
Ka est indépendante de la concentration de substrat oxvdant {Tableau I).

TABLEAL L

VARIATION DE LA VITESSE DFE LA REACTION EN FONCTION DE LA CONCRMNTRATION
IDE GATACOL

[0 NEF N m}!-,l H L. 7§ maf)

0.47 Q.56 .6 .75 €. 56 ©.03 liv
vy (A gzo/min) G - ) ——

©.34 0.45 .52 .54 0.50 o 85 MctHD

©.78 .51 ©.39 1.25 o.78 0.39 1L
[Ug(‘ﬂ % (O — e —— = P [

a.5z 040 0.32 0.9 w03 ©.53 Mcelib
a (mM) 0.6 (¥ 1.6 0.6 Tt 1.6

Ftude de la réaction catalyséc pour Hb et pour Meiill en prisence e fortes concen-
trations de gaiacol: La nature de linhibition observée aux fortes concentrations de
galacol s'est avérée du type non compétita aussi bien avec I'Hb qu’avec la MetHb
(Fig. 4 et 5). Nous avons utilis¢ la représentation graphique proposée par Dixox'!.
en portant l'inverse de la vitesse initiale 1j/» en fonction de la concentration de
I'inhibiteur {(a). Les druites obtenues convergent en un point de I'axe des abcisses
qui donne - Kgaa, Kaa ¢tant la constante d'inhibition par le gatacol. La valeur ainsi
obtenue est égale A 8- 103 M pour 'Hb et 3 1072 M pour MetHb. On doit noter que
dans le cas du complexe Hb-Hp, la nature de I'inhibition est différente; clle est du
type compétitif; toutefois la valeur de ia constante Kg, est la méme, mais elle semble
dépendre de 1'état de valence du fer.

Le fait que l'inhibition soit non compétitive dans le cas de 'Hb et de la MetHb
seules, a pour conséquence que Km ne varie pas, quelle que soit la concentration de
galacol. La valeur de K, déterminée expérimentalement dans les deux cas représente
bien la constante de Michaelis de la réaction.

Biochimn. tiiophys. Acle, Gy (1963} 417424
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Fig. 3. Inhibition non comp<étitive de la réaction par lc gelacol. Variation de l'inverse de la vitesse
en fonction e la concentratian de gaiacol (reprécentation de Dixon}. Concentration d’hémo-
globine, o.57 - 10" 7 M; concentrations de substrat 1.5-3 -5-7 mM.

DISCUSSION
Dans le fablecau 11, nnous avons groupé les valeurs des constantes cinétiques déter-
mindes dans ce tras ail et celles qui correspondent A la réaction catalysée par le
complexe Hb-Hp, d’aprés MoReTTI ET YONS L’analyse des résultats montre tout
d’abord que lorsque la réaction est catalysée par la MetHb, la constante de Michaels
est trés grande devant les ~oncentrations de substrat utilisées. L.a réaction est prati-
quement du premier ordre par rappaert i la concentration d’H,0,, alors que Km est
relativemant fainle avec Hb. Dans le cas des réactions catalysées par une perexydase,

TABLEAUII

COMPARAISON DES CONSTANTES CINETIQUES CORRUSPONDANT
AUIX DIFFERENTES REACTIONS

&, st exprimé ea valeur relative par la densité optique A 470 mye por seconde et par mole d’enzcyme.

nryme Kafra 3 M, Nesiin " M) Kmfro* ) Agfrat} ) Type de I'inkibation
Hémaglcbine .43 8 2.31 o.2" Non compéti*i-re
Méthémaglobiue .86 3 Trés grande Non compétitive
Complexe Hb Elp 1.3 5.2 1.75 0.4 Compdtitive

* Cette valcur a 6t¢ extrapolde; clic correspond A une valeur idéale en absence d'inhibition
par le galacol.
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Fig. 5. Tnhibition non compdétitive 1o la réaction par le paircol Concentration de mdéthémao-
globine, a.57 10> M. Méme reprisenzation et méme conventraiioos de cobstrat que pour la IFig. 4.0

on ne peut généraletnent pas assimiler Ay & 11 constante de dissociation du complexe
enzyme-substrat. La grande valeur de Ky neut traduirce, soit une faible affinité de
la MctHb pour le substrat lorsque e fer est sous la fuiine Fed, soit une valenr
Slevée de k,.

D'autre part, contrairement A ce que l'on pouviit penser il n'apparait pas de
différences significatives dans les valeurs des constantes cinétiques obtenues avec
Hb et avec le complexe Hbh--Hp. L'augmentation de la vitesse de la réaction observée
dans nos conditions d’expérience, lorsque Hp est fixéc sur Hb, ne résulte donc pas
d’une modification sensible des constantes cinétiques. La différence essentielle réside
dans le changement du iype d'inhibition par les fortes concentrations de gaiacol.
Alors que U'inhibitior. #st non compéticive dans Iz cas de U'Hb, elle devient compétitive
dans le cas du complexe Hb-Hp. La constante d inhibition n'étant pas modifiée, il
semble que 1" nhibiteur s’associe de la méme maniére a la molécule d'"Hb ¢t en un
méme point que I'Hp suit fixée ou non. Mais la fixation de I'Hp imprime vraisem-
blablement des déforraations dars la molécule d'Hb teiles que le type d’inhibition se
trouve modifié. On peut cancevoir que le site de fixation de la molécule de gaiacol
qui entraine l'inhibition se trouve rapproché de I'atome de fer, snpprimant ainsi
Ia possibilité d’approche du «itbstrat oxycant.

Le ramaniement de la structure de 1'Hb pourrait avoir pour effet d’entrainer
une répartition difiérente des électrors au voisinage de 'atome de fer lui conférant
une plus grande réactivité.
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RESUME

L’étude cinétique de l'activité peroxydasique -Je I'hémoglobine et de la méthémo-
globine a été effectuée avec l'eau oxygénée comme substrat et le gaiacol comme
donneur d’électrons. Les constantes des ces réactic 1s ont été déterminées et com-
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parées i celles obtenues dans un précédent travail pour le complexe hémoglobine-
haptoglobine.

Contiuirement & ce gue l'on pouvait penser, les constantes fvy i 4, ne difiérent
rns considérablement dans la réaction catalysée par I'hémoglobine ¢t dans celle
catalysée par le complexe hémoglobine-haptoglobine. Cependant, le type de l'in-
hibtion entrainée par les fortes concentrations de gaiacol est différent dans les deux
cas. Les auteurs cherclient A expliquer cette différence par une maodification de struc-
ture de I'hémoglobine résultant de la fixation de 'haptoglobine.
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