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We studied the thermal inactivation of yeast cytochrome 57, the native flavohaemoprotein (FHP,) and its deriva-
tives, the haemoprotein (HP) obtained by dissociation of FMN from FHP}, and the reconstituted flavohaemoprotein
(FHP;) (haemoprotein + FMN). The initial velocity of inactivation is faster in the presence of FMN. The substrate (L-
lactate) or the competitive inhibitor (oxalate) protects only the flavohaemoproteins (FHPy; and FHP;) from thermal
inactivation by decreasing this velocity. In each case, the “protection constant™, K p is determined.

Several interpretations can be proposed to explain the lack of protection of the haemoprotein by its substrate:

1) the structure of the substrate-binding site depends on the presence of the 'MN; 2) the substrate binding site exists,
but the affinity is too small to be detected; 3) a hypothetical scheme is proposed, suggesting that the protein can
exist under different thermally sensitive forms following whether FMN or substrate is present.

1. Introduction

La L-lactate déshydrogénase de la levure (L-LDH)
(L-lactate cytochrome ¢ accepteur, oxydo réductase,
E.C.1.1.2.3) identifiée au cytochrome &, [1] est une
flavohémoprotéine (FHP) qui contient en quantité
équimoléculaire un protohéme et une flavine mononu-
cléotide [2].

La possibilité d’obtenir une hémoprotéine, apo-
enzyme inactif par dissociation réversible de la seule
flavine prosthétique, ’héme restant fixé a la protéine,
a permis 4 Baudras [3] de montrer la nécessité du
FMN dans la fonction catalytique de 'enzyme : I'ab-
sence du FMN entraine d’une part I'impossibilité du
transfert des électrons du L-lactate au ferricyanure,
donc I'absence d’activité enzymatique et d’autre part
I'impossibilité de réduire ’héme prosthétique par le
L-lactate.

Dans ce laboratoire, Baudras [4] et [watsubo et al.
[5] ont mis en évidence 'existence d’interactions
coopératives réciproques entre le substrat et le groupe
prosthétique flavinique en étudient, d’une part la re-
combinaison du FMN a I’hémoprotéine en présence ou
en absence de substrat, et d’autre part les variations
de la constante de Michaelis (pour le substrat) avec le
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taux variable de recombinaison de I’hémoprotéine au
FMN.

Pour apporter des informations complémentaires
sur 'importance de la coopérativité entre les sites de
fixation du substrat et de la flavine, par une méthode
indépendante des méthodes cinétiques, nous avons
étudié le role du L-lactate et de I'oxalate en tant que
protecteur de 'enzyme vis a vis de son inactivation
thermique. Dans ces expériences nous avons comparé
le comportement de ’hémoprotéine avec celui de la
flavohémoprotéine native et celui d’un flavohémo-
protéine reconstituée obtenue par saturation de
I’hémoprotéine avec la flavine [3]. Nous avons con-
staté que ces trois formes se comportent différem-
ment au cours d’une incubation a température élevée
et que le substrat (L-lactate) protége les flavohémo-
protéines native ou reconstituée contre la perte d’ac-
tivité alors qu’il ne protége pas I’hémoprotéine.

2. Matériels et techniques

La L-LDH “native” flavohémoprotéine notée ici
FHP, est préparée a partir de la levure de boulangerie
(Springer) par la méthode d’Appleby et Morton [2]

311



Volume 4, number 4

modifiée selon Spyridakis [6] : les cristaux réduits
ainsi obtenus sont dissous et traités selon la méthode
de Morton et Shepley [7] qui permet d’obtenir I'en-
zyme recristallisé sous forme oxydée. Les cristaux
sont dissous dans un tampon phosphate 0,1 M pH 7,2;
cette solution (150 uM) gardée & 0°C est utilisée le
jour méme.

L’hémoprotéine (HP) dérivé sans flavine, est pré-
parée a partir de cristaux réduits de FHP, par précipi-
tation en milieu acide avec le sulfate d’ammonium
[3]. Le culot obtenu aprés centrifugation est ensuite
dissous dans un tampon 0,1 M phosphate, pH 7,2. La
teneur en FMN résiduel, mesurée fluorométrique-
ment aprés addition de PCMS est généralement com-
prise entre 7 et 12%.

La flavohémoprotéine “reconstituée” (FHP,) est
obtenue par saturation de ’hémoprotéine HP avec
le FMN. L’inactivation thermique des trois solutions
enzymatiques, FHP,, HP et FHP s’opére en ajoutant
une aliquote de solution stock (concentration
finale 5 uM) 4 0,3 ml de tampon phosphate 0,1 M,
EDTA 0,33 mM, pH 7,2, préalablement équilibré a
50°C. Une aliquote de ce mélange est prélevé au
bout d’un temps d’incubation ¢, et son activité est
mesurée 4 30°C.

L’activité enzymatique “‘a” native et résiduelle
(aprés traitement thermique) est mesurée avec un
spectrophotométre Jobin et Yvon, dans des conditions
standard 4 30°C; le mélange réactionnel contenu dans
les cuves spectrophotométriques équilibrées 3 30°C
(trajet optique 1 cm, volume de la solution 2 ml)
se compose de tampon phosphate 66 mM, EDTA
0,33 mM, DL-lactate 66 mM, ferricyanure de potas-
sium, 0,83 mM (pH 7,2) sans FMN, ou avec FMN
(50 uM) pour mesurer I’activité “reconstituable” de
I’hémoprotéine. “a” est exprimée en *“‘activité
molaire” c’est A dire en nombre d’électrons équivalents
transférés en une seconde a ’accepteur par une
quantité d’enzyme contenant une mole d’héme
(8lect. sec™!, mole.heme—1) [2] .

Les concentrations des flavohémoprotéines sont
mesurées spectrophotométriquement en prenant pour
€4231ed 12 valeur nouvellement déterminée de
183 mM~—1 cm—1 [8].

3. Résultats expérimentaux
Lorsqu’on étudie l'inactivation thermique de FHP,,
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Fig. 1. Comparaison des comportements de FHPy, FHPy, et
HP. Incubation préalable a 50°C d’une solution de phosphate
0.1 M, pH 7,2, EDTA 0,33 mM puis addition, au temps

zéro d’une aliquote de la solution enzymatique étudiée (con-
centration finale de 5 uM), ¢n présence de S mM de 'MN
pour obtenir FHP,. Au temps ¢, on préleve unc aliquote

dont on mesure 1"activité (en présence de FMN 50 uM pour la
scule hémoprotéine), voir Méthodes. ¥V, la vitesse initiale
d’inactivation représente la variation dc "activité molaire par
minute (a.min— 1).

-

on constate qu’elle perd son activité “a’ trés rapide-
ment selon un processus d’ordre 2 (fig. 1 et 2). La re-
présentation graphique %0— = f(2) est linéaire: la

vitesse initiale d’inactivation est donnée par le produit
de la pente de la droie, par Pactivité molaire initiale
a, et s’exprime par la variation de I'activité molaire
par minute (2.min—1) on obtient ici, Vpy P, =

360 a.min~!. Lorsque le mélange d’incubation con-
tient du L-lactate ou de I'oxalate, les vitesses d’inacti-
vation deviennent notablement plus faibles (fig. 2)
atteignant, par exemple, 6 a.min~! pour 100 mM de
L-lactate. Le graphe des variations de la vitesse initiale
d’inactivation avec la concentration de ces effecteurs
(fig. 3) a un aspect hyperbolique; la concentration
donnant le demi-effet de protection, théoriquement
égal a la constante de dissociation du complexe
enzyme-effecteur, est ici a 5¢° C, de l'ordre de

500 uM pour le lactate et de 30 mM pour Poxalate.
Notons que ces valeurs sont trés supérieures a celles
obtenues & 20°C dans des expériences fluorométriques
de protection de la L-LDH vis a vis de la dénatura-
tion par I'urée ou elles deviennent respectivement de
30 uM et de 750 uM pour le L-lactate et ’oxalate [9].
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Fig. 2. Cinétiques d’inactivation de la flavohémoprotéine na-
tive (FHPy) en présence ou non d’effecteurs (L-lactate ou
oxalate) a concentrations variables: représentation d’ordre 2:
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Fig. 3. Protection de FHPy, par addition de L-lactate ou

d’oxalate. En ordonnées: vitesse initiale d’inactivation V; en

abscisses: concentrations de L-lactatc ou d’oxalate ajoutés
a enzyme pendant lincubation.
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Si P'on fait une étude paraliéle sur ’hémoprotéine
(HP) c’est a dire sur 'enzyme privé de sa flavine pros-
thétique, on constate que lorsqu’on suit les variations
de son activité “reconstituable” obtenue aprés lui
avoir rajouté la flavine prosthétique, en fonction de la
durée d’incubation, la réaction d’inactivation est du
premier ordre dans le temps (fig. 1—4) la représenta-
tion graphique Ln %2 = f(2) est linéaire; sa pente multi-
pliée par I'activité molaire initiale a, donne la vitesse
initiale d’inactivation. Celle<ci ¥jyp = 11 a.min—! est
beaucoup plus faible que celle correspondant
Ienzyme natif.

La présence d’effecteurs dans le mélange d’incuba-
tion (fig. 5a) n’affecte alors pratiquement pas la
vitesse d’inactivation, la légére protection observée
peut s’interpréter si 'on tient compte de la présence
de 12% de FMN résiduel dans la solution d’hémo-
protéine utilisée. Si 'on compare les expériences
faites sur la flavohémoprotéine native et I’hémopro-
téine on constate que la présence de flavine d’une part
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Fig. 4. Cinétiques d’inactivation de 'hémoprotéine (HP) et de
la flavohémoprotéine (FHP;) reconstituée en présence ou en
absence d’effecteurs (L-lactate 140 mM et oxalate 120 mM).

Représentation d’ordre 1 : Ln ‘_29.=f(t).
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Fig. 5. Protection de HP ¢t de FHP; par addition de L-lactate

ou d’oxalate. En ordonnées: vitesse initiale d’inactivation V;

cn abscisses: concentrations de L-lactate ou d’oxalate ajoutés
a I'enzyme pendant Iincubation.

semble provoquer une plus grande vitesse d’inactiva-
tion et d’autre part semble nécessaire a I'action du
substrat comme protecteur.

Pour préciser cette interprétation du role de la
flavine, il nous faut voir si les propriétés manifestées
par ’hémoprotéine sont bien dues a la perte de la
flavine et non a d’autres modifications provoquées
par le traitement acide subi lors de la préparation.

Pour cela nous avons étudié de la méme fagon le
comportement de la flavohémoprotéine reconstituée
(FHP,) obtenue par addition de flavine (5 mM)
saturante 3 HP.

Les variations de P'activité de FHP, avec la durée
de Pincubation s’établissent selon un processus
d’ordre un (fig. 1 et 4). Nous calculons la vitesse d’in-
activation de la méme fagon que dans le cas de
Papoenzyme. En absence d’effecteurs (L-lactate ou
oxalate), elle est de 'ordre de 30 amin~1, alors
que leur présence la diminue fortement jusqu’a I'ob-
tention d’une protection quasi totale pour le L-lac-
tate (fig. 4—5b). On peut définir les demi-effets de
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protection de 17 et de 200 mM respectivement pour
le L-lactate et ’'oxalate.

4. Conclusion

Le fait que Phémoprotéine (Vyp = 11 amin—1)
résiste mieux 4 une incubation 4 S0°C que les flavo-
hémoprotéines native (Vpyp, = 360 a.min~1) ou re-
constituée (Vryp, = 30 a.min—1) semble indiquer
Peffet sensibilisant induit par la présence du FMN.
Nous connaissons le role essentiel de la flavine dans
Pactivité catalytique mais ce comportement particu-
lier, qui correspond & une sensibilisation de I'hémo-
protéine a la chaleur, est contraire a toute idée de sta-
bilisation de structure par association protéine-
groupement prosthétique. Tout se passe comme si la
flavine favorisait le passage de 'hémoprotéine d’une
forme B “résistante” i une forme A ““sensible” 4 la
chaleur.

Cependant, le comportement de FHP, étant
légérement différent de celui de FHP,, les forces de
liaison participant a I'association FMN-hémoprotéine
ne doivent donc pas étre tout a fait les mémes.

Malgré ces différences, les flavohémoprotéines
reconstituée et native sont sensibles a la protection
par le L-lactate ou I’oxalate alors que ’hémopro-
téine ne I'est pas. Le fait que Foxalate apporte le
méme genre de protection que le substrat, suggére
que 'effet protecteur est di  la grande stabilité du
complexe substrat-flavohémoprotéine, non parce
que les groupes prosthétiques se trouvent & I’état ré-
duit mais plutdt parce que la fixation du substrat
(ou de 'inhibiteur compétitif) induit un remaniement
conformationnel stabilisant le complexe ternaire.

L’absence d’effet protecteur sur I’hémoprotéine
peut s’interpréter de plusieurs fagons:

1) I1 n’y a pas de site de fixation car sa configura-
tion est dépendante de la fixation préalable de la
flavine: nous aurions affaire, en quelque sorte, 2 une
enzyme a deux substrats dont la fixation est néces-
sairement ordonnée.

2) Le site existe d’un point de vue structural, mais
Iaffinité de 'hémoprotéine pour le substrat est trés
abaissée en absence de FMN, ce qui fait que I'on ne
détecte pas d’effet protecteur. Ces deux interpréta-
tions sont en accord avec les phénoménes de coopé-
rativité observés par Baudras [4] et Iwatsubo [5].
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3) En reprenant le modéle précédemment élaboré,
qui comporte le passage de I'hémoprotéine de la forme
“résistante”” B a la forme “sensible” A sous I'influence
du FMN, l'effet protecteur que le substrat apporte a
la flavohémoprotéine native (forme A) peut s’expli-
quer par le retour de la protéine a la forme B “résis-
tante’. Dans ces conditions si I'on ajoute du L-lactate
a ’hémoprotéine sous la forme B “résistante”, on ne
peut observer d’effet de protection puisque la configu-
ration stable est déja atteinte.

FMN
wr.., B=A
résistante” “sensible”

substrat

Ce modéle pourrait expliquer une fixation de substrat
sur ’hémoprotéine sans manifestation apparente
d’effet protecteur.

Une étude plus directe du probléme de la fixation
du substrat en présence de FMN est en cours; elle
s’appuie sur des expériences de filtration sur gel
de 'hémoprotéine et des flavohémoprotéines native
et reconstituée en présence d’oxalate radioactif.
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