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SUMMARY 

The determination of the active sites of certain enzymes 
V. Reaction of Roussin salt with chelates 

Roussin  sa l t  (KEFeaS3(NO)vJ) reac ts  wi th  chela tes  wi thou t  des t ro)dng them,  a t  p H  
values  corresponding to the  ac t ive  range of  mos t  enzymes.  Inh ib i t ion  of  th is  ac t iv i ty ,  
which this  complex  provokes  in all the  enzymes  s tud ied  t i l l  now, cannot  be  a t t r i b u t e d  
to the  d i sp lacement  of  the  me ta l  b y  the  Rouss in  salt .  

The  basic  n i t rogen groups  react  wi th  Rouss in  sa l t  in the  free s ta te ,  as  well  
as in the  chela te  form. In  bo th  cases, the  reac t ion  p roduc t s  a re  poor ly  soluble. 
This poor  so lubi l i ty  indica tes  t h a t  i f  these groups  are found in the  ac t ive  cent re  
of an enzyme,  the  Rouss in  sa l t  would  b lock  this  centre,  i r respect ive  of  the  s t a t e  in 
which these groups  were found. 

INTRODUCTION 

Dans  le deuxi~me m6moire  de cet te  serie 1, j ' a i  mont r6  que l ' ac t ion  inhib i t r ice  du  
sel de Roussin  ou ni t rososulfure  de fer* sur  une s6rie d ' enzymes ,  pouva i t  s ' exp l iquer  
pa r  sa f ixat ion sur  plusieurs  groupes  basiques  du  centre  actif ,  groupes  tr~s rap-  
proch6s les uns des autres .  

P a r m i  les d ivers  modes  d ' inh ib i t ion ,  a t t r i buab le s  /t ce t te  f ixat ion (et var iab les  
d ' u n  enzyme A l ' au t re) ,  tels que:  changement  de la s t ruc ture  secondaire  ou ter t ia i re ,  
comp6t i t ion  pour  la f ixat ion avec un des subs t r a t s  etc. ,  on peu t  aussi  envisager ,  
dans  cer ta ins  cas, la possibil i t6 d ' une  des t ruc t ion  du  centre  actif .  E n  effet, si le 
centre  est const i tu6 p a r  un chdlate,  don t  les l igants  sont  des groupes  basiques,  
li6s ~ un m6ta l  indispensable  tt r a c t i v i t d  enzymat ique ,  le N S F K "  peu t  en t re r  en 

Abr~viations: Im, imidazole; En, ~thyl~nediamine. 
* J 'ai utilisd dans les mdmoires pr~cddents l'abr6viation NSF pour d~signer le sel de Roussin 

K[Fe4Sa(NO)~ ]. Pour ~viter toute confusion, j'emploierai dor~navant le symbole NSF-  pour le 
radical complexe et le symbole NSFK pour d~signer la moMcule non dissoci6e (sel de potassium). 
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2 A. D O B R Y - D U C L A U X  

compdt i t ion  avec ce m6tal,  le chasser m6me du centre actif,  pour  former lui-m~me 
des combinaisons peu dissoci6es avec les l igants  correspondants .  Quoique les con- 
s tan tes  de dissociat ion des ch61ates soient souvent  tr~s pet i tes ,  on ne peut  pas  6carter  
cet te  possibili t~ ~t priori ,  car  la d is tance  entre  les l igants  dans  un chelate  est tr~s 
pe t i te  et l 'affinit6 pour  le N S F K  est de ce fai t  tr~s grande.  

P a r m i  les enzymes que j ' a i  essay6s jusqu 'h  pr~sent,  ce mode d ' ac t ion  pour ra i t  
~tre envisag~* pour :  (a) l 'a lcool ~ et la g lu t ama te  a deshydrog6nases  qui cont iennent  
le zinc for tement  lid et qui est indispensable  5 leur act ivi t6,  et  (b) l 'hexokinase  4, 
la carboxylase  5 et l ' i soc i t ra te  deshydrog~nase 6 chez lesquelles, au contraire ,  le 
m~tal  d iva len t  Me ~+ est si fa ib lement  lid qu ' i l  est n~cessaire d ' en  a jou te r  au m~lange 
r~actionnel.  

Le bu t  de ce t r ava i l  est d 'd tud ie r  l ' ac t ion  du N S F K  sur les chelates. Comme 
mdta l  nous avons choisi le zinc; plusieurs essais ont  6t6 faits  avec des ch61ates de 
cobal t ,  sans que les r6sul ta ts  a ient  ~t6 diff~rents. Comme donneurs  avec des l igants  
basiques,  nous avons employ6 l ' imidazole ,  l '~ thyl~nediamine et la po lyvinylamine .  
A t i t re  de comparaison,  Fact ion du N S F K  a ~t6 figalement 6tudi6e sur un complexe 
bas ique de zinc, Zn(NH3)4(OH)2. 

Cette ~tude a dt~ facilit6e d 'une  par t ,  et compliqude d ' au t r e  par t ,  pa r  le fait  
que tous  les ch61ates essay6s donnent  avec le N S F K  un pr6cipitfi insoluble. Cette 
propri6t6 facili te l ' i solement  des produi t s  de r6action, mais  laisse des doutes  sur leur 
nature .  En effet, les donneurs  employ6s seuls rdagissent  aussi avec le N S F K ,  en 
fo rman t  des prdcipit6s insolubles. I1 s 'agissai t  donc de savoir  si le prdcipit~ form6 
est un sel de N S F -  et d ' amine  ou d ' imidazole ,  ou bien un compos6 form~ pa r  le 
ch6late cor respondant  et le N S F K .  Au t r emen t  dit ,  il s 'agissai t  de savoir  si le N S F K  
provoque  une des t ruc t ion  du chdlate, en r6agissant  avec les l igants  et en chassant  
le mdtal ,  ou s'il  rdagit  avec le ch61ate comme tel, sans p rovoquer  sa destruct ion.  

Dans  la derni~re a l te rna t ive ,  deux modes  de r~action sont  possibles:  ou le 
N S F K  r~agit avec le ch61ate pa r  double  dficomposition, selon le sch6ma 

I Zn2+ X4] Y 2 -  + 2 N S F K  - -  [ Z n  ~+ X4] ( N S F ) 2  + 2 K Y  

ou il forme des sels doubles,  pa r  associat ion d 'une  mol6cule de ch61ate avec un 
nombre  ddfini de mol6eules de N S F K .  

Les analyses  des prdcipit6s obtenus  ont  confirmfi la seconde a l te rna t ive  et le 
p remier  mode de r6action. L 'exp6r ienee d~crite ci-dessous, avec un complexe am- 
moniaca l  de zinc, mont re  d i rec tement  que de tels compos6s triples,  form6s pa r  le 
zinc, les donneurs  et  le N S F -  sont possibles. 

P A R T I E  E X P ] ~ R I M E N T A L E  

Prdcipitation des chdlates par le N S F K  

Pour  voir  si le c h d a t e  est pr6cipit6 sans d6composi t ion par  le N S F K ,  il aura i t  
fallu opdrer dans  des condi t ions  telles que seul le ch61ate soit pr6sent  en solution, 
sans exc&s de donneurs  libres. I1 serai t  n6cessaire, en outre  que, dans  ces condi t ions  
le ch61ate soit soluble et  que le p H  de la solut ion corresponde & la zone d ' ac t iv i t6  
des enzymes employees  auparaven t .  Th~oriquement ,  plus le p H e s t  ~lev~, moins  il 

* P u i s q u ' o n  n e  c o n n a i t  p a s  le m o d e  d e  l i a i son  m ~ t a l - e n z y m e ,  o n  n e  p e u t  p a s  d c a r t e r  5~ 
p r i o r i  la  p o s s i b i l i t d  d ' u n e  c h d l a t i o n .  
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DI~TERMINATION DES SITES ACTIFS D'ENZYMES 3 

y a des ligants libres en solution. Le pH le plus proche, en moyenne, des essais 
enzymatiques se placerait vers 7-5. Mais nous n'avons pas pu effectuer nos exp6riences 
Ace pH, car le ch61ate de zinc et d'imidazole pr6cipite A des pH > 6.8, tendis que 
celui d'~thyl~nediamine se d6compose ~ des pH > 7.0, en lib6rant l 'hydroxyde de 
zinc qui pr6cipite. Nous 6tions donc oblig6es de nous limiter aux pH les plus grands, 
compatibles avec la stabilit6 des ch61ates. 

Dans ces conditions, tous les ligants des donneurs ne sont pas engag6s dans les 
ch61ates. Par addition du NSFK, l'6quilibre entre le ch61ate et le donneur est force- 
ment d@lac6. Le sens de ce d@lacement d@end de la substance avec laquelle le 
NSFK se combine de pr6fdrence. S'il se combine d'abord avec le ch61ate, il se forme 
spontandment de nouvelles molecules de ch61ate; inversement, la combinaison pr~- 
f6rentielle avec les moldcules de donneur conduit A une d6composition progressive 
du ch61ate. On peut imm6diatement reconnaitre la substance avec laquelle r~agit 
le NSFK par le sens de la variation du pH au moment de la pr6cipitation. En effet, 
dans le premier cas, il dolt diminuer par formation forcde de nouvelles mol6cules de 
ch61ate; dans le second cas, par contre, il dolt augmenter. 

Au moment de la pr6cipitation, nous avons toujours observ6 d'abord un palier 
constant du pH, suivi d'une chute notable. Aux pH voisins de la neutralit6, l'affinit6 
du NSFK pour les chdlates est donc sup6rieure A l'affinit6 pour les donneurs libres 
(6thyl~nediamine, imidazole). 

Si l'on ne prend pas de pr6caution de maintenir le pH constant au cours de la 
precipitation par le NSFK, on obtient des produits mal d6finis. 

Prdparation des chdlates 

Tousles ch6lates sont pr@ar6s par addition de soude, jusqu'au pH ddsir6, aux 
solutions de donneurs et de sulfate de zinc dans la proportion de 4 ligants pour 
I atome de zinc. Ces solutions, de concentration 4" lO-2 M en ch61ate, sont directe- 
ment employ6es pour les essais. 

Lors de la ch61atation de la polyvinylamine par le zinc, il pourrait se produire 
6ventuellement un emp~chement st6rique; et il en r~sulterait une non-saturation des 
quatre valences de coordination de zinc par les ligants. Si Yon n'ajoute A la solution 
de polyvinylamine que la quantit6 calcul~e de sulfate de zinc, en comptant 4 restes 
de ligants pour I atome de zinc, il pourrait rester en solution des groupes NH 2 libres. 
Pour 6viter la pr6sence 6ventuelle des ligants fibres, nous avons ajout6 d~s le d6but 
un exc&s de sulfate de zinc et nous avons 61imin6 ensuite le zinc non ch61at6. Exemple: 

une solution de chlorhydrate de polyvinylamine ~ 2 mg par ml, additionn6e de 
sulfate de zinc o.Io M, en proportion de 2 groupes NH 2 pour I atome de zinc, on 
ajoute de la soude jusqu'A pH 8.5. On la dialyse trois lois contre dix lois son volume 
d'eau. L'exc~s de zinc pr~cipite comme hydroxyde de zinc et est 61imin6 par cen- 
trifugation. Le pH final de la solution est environ 7.o. 

Purification des prdcipitds 

La recristallisation des pr~cipit6s obtenus par action du NSFK sur les ch61ates 
est impossible; rue leur tr~s faible solubilit6, il est n6cessaire d'employer un tr~s 
grand volume d'eau bouillante et ils se d6composent. Le pr6cipit6 obtenu avec le 
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4 A. DOBRY-DUCLAUX 

complexe ammoniacal de zinc est beaucoup plus soluble dans l'eau, mais la rdaction 
fortement alcaline de la solution provoque ~ chaud la ddcomposition du NSF-. 
Aucun de ces prdcipitds ne cristallise ~ partir des solvants organiques. Ils laissent, 
par dvaporation, une laque noire. Nous les avons purifids par dissolution dans la 
mdthyldthylcdtone. L'impuretd entrainde lors de la prdcipitation pourrait ~tre soit 
l 'hydroxyde, soit le sulfate de zinc. Les deux substances n'dtant pas solubles dans ce 
solvant, nous n'avons employd pour les analyses que la partie soluble. I1 ne reste 
d'ailleurs que trbs peu de rdsidu insoluble apr~s ce traitement (sauf avec le prdcipitd 
provenant du complexe ammoniacal de zinc). 

A nalyses 

Feet Zn: Apr~s une destruction par l'acide sulfurique et une calcination, on 
sdpare le fer et le zinc par l 'ammoniaque; le prdcipitd d 'hydroxyde de fer, centrifugal, 
est redissous et prdcipitd de nouveau. Cette opdration est rdpdtde 3 fois. On dose le 
zinc dans les surnageants rdunis par titrage avec le eomplexon I I I  (EDTA) ~t pH IO, 
en prdsence de noir driochrome T comme indicateur 7, et le fer par le mSme rdactif 
sur le prdcipitd redissous et amend ~ pH 2. 5, en prdsence de Tirone comme indica- 
teur 8. 

NH3, (En), (Ira): Par dosage d'azote d'aprbs Kjeldahl. L'azote du groupe 
NO du NSF ne se rdduit pas et dchappe au dosage. 

K: d'Apr~s la mdthode de WITTIG ET R A F F  11, par pr6cipitation sous forme de 
tdtraborate de potassium, apr~s une destruction par l'acide sulfurique et une cal- 
cination soit des prdcipitds, soit du liquide dvapord apr~s la prdcipitation par leNSFK. 

S042-: Dosage par titrage conductimdtrique darts le liquide surnageant aprbs la 
prdcipitation de la presque totalitd du chdlate. On arrSte la prdcipitation d~s que 
la solution surnageante commence ~ se colorer, pour dviter la prdsence gdnante 
d 'un exc6s de NSFK. 
Le potassium et le SO4 z- se retrouvent intdgralement dans la solution aprbs la prd- 
cipitation des chdlates par le NSFK. 

[Zn (En)~] [Fe4S,(NO)7 ! 

T rouv6  (%) 
Calcul6 (%) 

[Zn(Im)4] [Fe4Sa(NO)~]o. 

Trouv6  (%) 

Calcul6 (%) 

[Zn(NH3)4] [Fe4S3(NO)7]o. 

Trouvd (%) 

Calcul~ (%) 

Z n  Fe  N 

f 4-75 34.8 4.14 
/ 5"25 35.8 4.5 ° 

Z n  Fe  N 

4.85 29.4 8.27 
4.80 29.6 8.17 
4.69 29.6" 8.04 

Z n  Fe N 

[ 5.35 36-7 4-39 
5.4 ° 37 .o 4.45 
5.4 ° 37.7 4-7 ° 

* Le N S F K  qui  a servi  ~t ce t te  pr6cip i ta t ion  con tena i t  a p p a r e m m e n t  d ' a u t r e s  complexes  
de la sdrie des  sels de Rouss in ,  de sorte  qu ' i l  ne con tena i t  que  36 .8% de Fe au lieu de 39.4%- 
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RESULTATS 

Rdaction du N S F K  avec le complexe ammoniacal de zinc 

Le N S F K  ne donne aucun prdcipit6 ni avec l ' ammoniaque  dilute, ni avec un 
sel de zinc. Mais si 1'on forme au pr6alable un complexe ammoniacal  de zinc, en 
m61angeant une solution de sulfate de zinc avec un 16ger excSs d 'ammoniaque ,  il 
se forme, par  addition d 'une  solution de N S F K  un pr~cipit6 microcristallin, de 
composi t ion:  [Zn(NH3)4! [Fe4S3(NO)712. I1 est d6compos6 en partie par  les solvants 
organiques (alcool, m6thyl~thylc6tone) en laissant comme r6sidu insoluble un com- 
pos~ de zinc, le nitrososulfure de fer passant en solution organique. 

Rdaction du N S F K  avec le chdlate de zinc et d'dthylOnediamine 

Le chelate pr6cipit6 A pH 7.o par  addition du NSFK,  est cristallin et il est 
soluble sans d6composition dans l 'alcool ou la m6thyl6thylc~tone. I1 a pour  formule:  
[Zn(En)4] [FeaS3(NO)712. 

Contrairement au compos~ obtenu avec le chlorhydrate  d '6thyl~nediamine seule, 
ofa chaque groupe NH3+ est salifid par le radical NSF- ,  le pr6cipit~ obtenu avec le 
ch61ate correspondant  ne contient  q 'un  radical N S F -  par  deux groupes amines. 

Rdaction du N S F K  avec le chdlate de zinc et d'imidazole 

Le ch61ate form~ en solution, contenant  l ' imidazole et le sulfate de zinc en 
propor t ion 4 mol6cule d ' imidazole pour I a tome de zinc, est pr~cipit6 ~t pH 6.8 par  
le N S F K ;  le pr6cipit~ cristallin, soluble sans d~composition dans l 'alcool ou la 
m6thyl6thylc6tone,  a pour formule [Zn(Im)4 ] [Fe4S3(NO)712. 

Si la solution contient  moins d ' imidazole par  rappor t  au zinc que dans le cas 
pr~c6dent (par exemple 2 Im :  x Zn), le ch6late form~ ne contient  que 2 mol6cules 
de donneur  pour x a tome de zinc 11. I1 pr6cipite aux pH > 6. 5. Si l 'on ajoute de 
N S F K  ~ cette solution & pH 6. 5, la composition du pr6cipit~ form6 avec N S F -  
correspond n6anmoins ~ la formule pr6c~dente. L'exc~s de zinc se retrouve dans la 
solution surnageante.  Le N S F K  d6place donc l'6quilibre en faveur de la formation 
d ' un  ch61ate, dans lequel toutes les valences de coordination sont satur6es par  les 
donneurs. 

Rdaction du N S F K  avec le chdlate de zinc et de polyvinylamine 

Le ch6late de la polyvinylamine pr~cipite d~s qu 'un  faible pourcentage de ses 
groupes (environ 15%) sont combin6s au NSF ; mais le prdcipit~ continue ~ absorber 
le N S F K  de la solution jusqu '~ ce que presque la totalit6 de ses groupes fonctionnels 
soient combin6s avec le complexe (comme le fait la polyvinylamine elle m6me en 
pr6sence de NSFK).  Le pr6cipit6 amorphe dtant  insoluble dans l 'eau et d6composable 
par  les solvants organiques, nous avons 6tabli sa formule d'apr~s la composit ion du 
liquide surnageant .  La  diff6rence entre la quantit~ mise et retrouv6e dans ce liquide 
nous donne le rappor t  entre le nombre  de groupes ch61at6s et le nombre de N S F -  
fix6s. I1 n ' y  a pas de lib6ration de zinc pendant  la pr6cipitation. Ceci nous permet  
de supposer que le N S F K  se fixe sur le ch6late de la polyvinylamine,  sans chasser le 
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6 A. DOBRY-DUCLAUX 

zinc, comme sur les au t res  chf la tes .  I1 se fixe au m a x i m u m  une mol6cule de N S F K  
pour  deux groupes amin6s. Par  contre,  avec le ch lo rhydra te  de po lyv iny lamine  
seule, chaque groupe  amin6 est salifi6 pa r  le radical  N S F - .  Le ch61ate de la po lyv iny l -  
amine  forme donc avec le N S F K  un sel dans  les m~mes propor t ions  que le chdlate 
d '6 thyl6nediamine .  

Les ch61ates de zinc et  des donneurs  non azot6s, tels que l ' a ld6hyde  sal icylique,  
ne forment  aucune combinaison insoluble avec le N S F K .  

De m~me, le ch61ate de cobal t  et d 'h i s t id ine  ne se combine pas  avec le N S F K .  
Le groupe n6gat i f  carboxyle ,  situ6 au voisinage imm6dia t  des l igants  azot6s, repousse 
a p p a r e m m e n t  le groupe n6gat i f  N S F - ,  ou occupe d6s le d6but  l ' emplacemen t  off 
devra i t  se p lacer  le N S F  . 

RESUM]~ 

Nous cons ta tons  que (a) le N S F K  est capable  de s ' add i t ionner  aux ch61ates, sans 
p rovoquer  leur des t ruct ion,  & des p H  cor respondants  ~ la zone d ' ac t iv i t6  de Ia 
p lupa r t  des enzymes.  L ' inh ib i t ion  de cet te  act ivi t6,  que provoque  ce complexe 
chez tous  les enzymes  essayds jusqu '~  pr6sent,  ne peu t  ~tre a t t r ibude  ~ la des t ruc t ion  
du centre  ac t i f  pa r  sui te  du d@lacemen t  du mdta l  pa r  le N S F K ;  (b) les fonct ions 
azotdes basiques  rdagissent  avec le N S F K  aussi bien ~ l '4 ta t  l ibre qu'~t l ' 6 ta t  chdlat6. 
Dans  les deux cas, les p rodui t s  de la rdact ion sont peu solubles. Cette insolubil i t6 
nous laisse prdvoir  que si ces fonct ions se t r ouven t  dans  le centre  ac t i f  d 'une  enzyme,  
le N S F K  provoque  un blocage de ce centre,  i n d @ e n d e m m e n t  de l '6 ta t  dans  lequel 
s ' y  t r ouven t  ces fonctions. 
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