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INTRODUCTION

Astbury a défini la biologie moléculaire comme consistant dans la
recherche, sous les aspects biologiques appréhendés a [I'échelle des
organismes, des correspondances de ces aspects qu'on peut saisir a
I'échelle moléculaire. Pour lui, la biologie moléculaire est essentiellement
tridimensionnelle et structurale, ce qui ne signifie pas qu’elle soit pure-
ment de l'ordre de la morphologie macromoléculaire. Elle doit aussi
s'intéresser aux propriétés et a la genese des macromolécules. Cette
derniére préoccupation souligne combien il est malaisé de tracer la
ligne de démarcation qui sépare la biologie moléculaire de la biochimie,
comme aussi d'ailleurs de la cytochimie et de la génétique chimique. Les
aspects de structure des macromolécules sont venus ajouter une dimen-
sion nouvelle aux aspects biochimiques, en fournissant d’autres relations,
a l'échelle cellulaire, entre les aspects microscopiques et les structures
macromoléculaires, comme aussi entre ces structures et le fonctionne-
ment. Dans le présent exposé, ces aspects sont considérés sur le plan
le plus général, c’est-a-dire sur celui de la vie cellulaire, et surtout dans
les aspects de cette derniére qui, a I'échelle moléculaire, sont communs
aux organismes ou qui conditionnent I'existence et le maintien de la
biosphere.

Cette démarche, si elle laisse en dehors de son champ le probleme
majeur de I'évolution des étres vivants, permet néanmoins de définir le
schéma commun sur lequel est construite la diversité des organismes.
Elle enrichit donc les bases physico-chimiques qui sous-tendent toutes les
manifestations de cette diversité, et ouvre des voies nouvelles de son
étude par la conjonction des aspects organismiques, les seuls qui déter-
minent les effets de la sélection naturelle, et des aspects moléculaires, qui
sont les cibles des mécanismes d’information et par conséquent les seuls
qui commandent la genése des structures et des fonctions ainsi que I'appa-
rition de nouvelles structures et de nouvelles fonctions.

Est-ce dire qu'au carrefour des études de biochimie, de biophysique
et de biologie moléculaire, poursuivies a I'échelle moléculaire, nous trou-
vions cette définition de la vie que de si nombreux auteurs ont tenté de
formuler? Au moins pouvons-nous déja constater que les cellules sont
formées d’organites, constitués eux-mémes de macromolécules spécifiques
dont les structures tridimensionnelles, résultant de la réunion de mono-
meéres assemblés dans un certain ordre, sont elles-mémes dans un certain
ordre assemblées. Les cellules font la synthése de ces macromolécules et
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de leurs constituants selon des voies commandées par un systéeme d'infor-
mation résultant a la fois d'une transmission par la voie héréditaire et d’une
série de relations avec le milieu de la cellule.

Pour accomplir ces biosynthéses comme pour alimenter les autres
processus consommateurs d'énergie, les cellules recourent dans la plupart
des cas & une catégorie particuliere de « liaison riche », celle de l'acide
adénosinetriphosphorique dont elles rétablissent constamment la concentra-
tion par l'intermédiaire de mécanismes trés complexes utilisant des quanta
d'énergie électronique. Ces mécanismes sont alimentés, soit par I'énergie
solaire, grace a laquelle une série d'organismes édifient leurs macro-
molécules spécifiques, soit par I'énergie chimique des monomeres libérés
a partir de macromolécules d’autres organismes.

Essentiellement, les mécanismes de l'utilisation des quanta d’énergie
pour la synthése d’ATP et pour celle des matériaux a potentiel chimique
élevé, aussi bien que la biosynthese des macromolécules selon une infor-
mation spécifique, sont commandés par la mise en jeu de macromolécules,
de sorte que si de nombreux aspects chimiques constituent des traits du
tableau tracé ci-dessus, le déroulement des événements, comme la direc-
tion de ces derniers sont commandés par des structures macromolécu-
laires. Dans ce sens, il est bien vrai que la caractéristique la plus générale
des cellules est d'étre formées par l'association de macromolécules de
structure définie. Nutrition, croissance, réponse aux actions extérieures et
reproduction sont autant de caractéres classiquement reconnus des étres
vivants. Tous ces caractéres sont sous-tendus par des structures macro-
moléculaires aujourd’hui identifiées. Jusqu’a l'avénement de la mise a
I'avant-plan des considérations relatives a la structure tridimensionnelle
des macromolécules, et a l'ordre d’assemblage de leurs monomeres, la
biochimie a ignoré l'aspect le plus caractéristique de la nature des orga-
nismes et ce n'est nullement exagérer que d'admettre que la considéra-
tion de cet aspect, c'est-a-dire le développement de la biologie molécu-
laire a fait faire a la biologie un bond en avant analogue a celui qui a
suivi la publication du grand livre de Charles Darwin sur lorigine des
espéces.
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CHAPITRE 1

La Biosphére et le continuum biochimique

I. Atmospheére, hydrospheére, lithosphére et biospheére.........cccoooiiiieiiiieieenne 1

Il. Les écosystemes et le continuum biochimique.............ccocoiiiiiiiiiiiiiiiiene. 5

. ATMOSPHERE, HYDROSPHERE, LITHOSPHERE ET BIOSPHERE

Le globe terrestre est entouré par une atmosphére constituée en
majeure partie d'azote, d’oxygéne et d’argon, mais contenant aussi d’autres
éléments ou des composés tels que I'anhydride carbonique.

La distribution des molécules dans l'atmosphére présente un intérét
biochimique considérable. Rappelons qu’aux altitudes inférieures a 20 000
métres, la composition moyenne indiquée dans le tableau 1-1 reste assurée
par l'action des courants de convection, mais que si on s'éléeve a des
altitudes plus grandes, on constate des séparations par sédimentation,
dues aux poids moléculaires différents des gaz composant I'atmosphere.
A partir de 150 000 metres, cette séparation devient trés marquée et pro-
gressivement l'atmosphére devient moins dense pour se confondre enfin
avec le vide des espaces interplanétaires. La portion la plus voisine de
la terre, la troposphére, dans laquelle les courants de convection assurent
une composition moyenne a peu prés constante, indiqguée dans le tableau
1-1, est épaisse de 10 a 15000 metres suivant les saisons et suivant les
latitudes. Au-dessus d’elle régne la stratosphére ainsi nommée parce gque,
faute de courants de convection, on y observe une stratification des dif-
férents gaz selon leur poids moléculaire et parce qu’l n'y a pas de
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circulation importante des molécules dans le sens vertical, entre les
couches ainsi formées. Alors que, dans la troposphére, la température
diminue avec l'altitude, elle est indépendante de cette derniere dans la
stratosphere.

Tableau 1-1
COMPOSITION MOYENNE DE LA TROPOSPHERE
(d'apres Paneth, complété par Mason, 1952)

o e
(p. million) (p. million) (100 g) (mm Hg)
N, 780 900 755 100 38.648 593.02
A 209 500 231 500 11.841 159.52
A 9300 12 800 0.655 7.144
co, 300 460 0.0233 0.228
Ne 18 125 0.000636
He 5.2 0.72 0.000037
CH, 2.2 12 0.000062
Kr 1.0 29 0.000146
n2o 1.0 15 0.000077
H? 0.5 0.03 0.000002
Xe 0.08 0.36 0.000018
03 « 001 0.36 0.000031

760.00

0) Variable, croissant avec Ialtitude.

Aux environs de 80 000 metres, commence l'ionosphére, ainsi nommée
parce qu'elle est rendue conductrice par l'effet des phénoménes d’ionisa-
tion dus aux radiations ultraviolettes venant du soleil. La présence
d’anhydride carbonique dans la troposphére est, comme nous le verrons,
trés importante, malgré la faible concentration de ce gaz. Et la présence,
dans la stratosphére, d’'une couche diffuse d'ozone, l'ozonosphére, n’est
pas moins importante, car elle empéche la majeure partie des rayons
ultraviolets d’atteindre la surface de la terre, ou ils mettraient fin a
I'existence de la vie.

La terre est aussi entourée par une hydrosphére, couche discontinue
d'eau, sous des formes physiques différentes, qui sépare la lithosphére
de lI'atmosphére et se prolonge au sein de cette derniere sous sa forme
la moins dense, la vapeur d’eau.

L’hydrosphére est composée par les océans, les lacs, les fleuves, les
rivieres, les ruisseaux et I'eau qui imbibe plus ou moins les roches, comme
aussi par les neiges et les glaces. Les océans recouvrent 70 % de la
surface du globe, et leur profondeur moyenne est de 3800 métres, de
sorte que la masse d'eau de mer représente approximativement 98 %
de celle de I'hydrosphére. La composition de I'ensemble des substances
dissoutes dans l'eau de mer est donnée dans le tableau 1-2.

Certains géochimistes pensent que I'hydrosphére resta peu profonde
jusqu’a la fin du Paléozoique, ce qui donnerait a I'océan tel que nous le
connaissons aujourd’hui une histoire située dans des temps relativement
récents. D’autres pensent que le volume des océans ne s’est pas beaucoup
modifié depuis le Précambrien. Quoi qu'il en soit on s’accorde générale-
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ment aujourd’hui pour considérer que les océans n'ont pas sensiblement
changé de composition depuis I'Archéen.

On peut avec Conway (1943) considérer quatre hypothéses au sujet
de révolution chimique des océans :

1. L'eau résulte de la condensation de la vapeur d’eau de I'atmosphére
primitive tandis que les chlorures se sont ajoutés progressivement au cours
des époques géologiques (volume constant, chlorures volcaniques).2 3 4

Tableau 1-2
COMPOSITION DE L'EAU DE MER
mM p. litre (d'aprés Conway, 1943)

Na 478
K 10
Ca 11
Mg 55
Cl 559
so, 29
hco3 2
PO, traces

GAZ DISSOUS DANS L'EAU DE MER (mi/l)
(d'aprés Mason, 1952)

Oxygéne 0 -9
Azote 84 - 145
CO2 total 34 - 56
Argon 02 - 04

2. Eau et chlorures résultant de la condensation initiale (volume
constant, chlorures constants).

3. Eau et chlorures progressivement accumulés (océans d’origine vol-
canique, comme les chlorures).

4. Chlorures présents a l'origine (chlorures métalliques a la surface
de la terre), eau ajoutée progressivement par suite de l'activité volcanique
(océans volcaniques, chlorures constants).

C’est la troisieme hypothése qui jouit a I'heure actuelle de la faveur
des géochimistes. Selon cette vue, la masse des substances dissoutes
dans la mer résulte de I'érosion de la crolte terrestre. Cette masse de
substances dissoutes est énorme. Elle formerait, si toute I'eau des océans
était évaporée, une couche de sel épaisse de 153 m couvrant la surface
totale des continents. Goldschmidt calcule que pour chaque litre d’eau de
I'océan, 600 g de roches ignées ont été dissous. En d'autres termes, pour
chaque cm? de la crolte terrestre, I'érosion génératrice des océans a
soustrait 160 kilos de roches ignées. La plus grande partie de cette
substance se retrouve dans les roches sédimentaires.

La biosphére est chronologiquement postérieure a la lithosphére, a
I’hydrosphéere et a I'atmosphére. Si elle occupe des portions de ces trois
régions, elle y est discontinue et constituée par la masse globale des
organismes. Cette définition, proposée par Lamarck, associe a la prise en
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considération de la nature vivante de la biosphére, celle de sa localisation
et de son caractéere discontinu. La masse de la biosphére est beaucoup
moindre que celles de I'hydrosphére et de Il'atmosphéere. Selon Rankama
et Sahama (1950), les poids relatifs se chiffrent approximativement comme
suit

Hydrosphére 69100
Atmosphére 300
Biosphére 1

Mais si la biosphére est quantitativement insignifiante, elle est le siége
d’une activité chimique considérable et on peut calculer quelle a, au cours
des derniers 500 millions d'années, c'est-a-dire depuis I'apparition des
Trilobites, «métabolisé» une masse comparable a la masse totale du
globe terrestre.

On peut se faire une idée de la masse de la biosphére en calculant la
production annuelle de carbone organique par km2 Riley arrive a environ
160 tonnes/km2 en moyenne pour les milieux terrestres et a 340 tonnes
par km2 pour les océans. La production annuelle totale des continents est
de 20 = 5 X 109 tonnes et celle des océans, de 126 + 82 X 109 tonnes,
soit pour I'ensemble de la terre, 146 £ 83 X 109 tonnes.

Les éléments chimiques prédominants de la biosphére sont I’hydrogéne,
le carbone, l'azote, l'oxygéne et le phosphore. En outre les éléments
toujours présents a une concentration de 0.05 a | % sont le sodium, le
magnésium, le calcium et le potassium, le chlore, le soufre et le fer.
D’autres encore, bien qu’en quantités moindres, sont cependant aussi tou-
jours présents a des concentrations mesurables : bore, aluminium, cuivre,
zinc, silicium, gallium, molybdéne, manganése, cobalt et iode. De maniére
inconstante, on trouve aussi d’autres éléments.

Les éléments constants de la biosphére sont situés, sauf I'iode, dans
les quatre premieres périodes du systéeme périodique. Ce sont des éléments
légers. Or, la biosphére est constituée d'eau pour une forte proportion.
Il est naturel que ce soient les éléments les plus communs a la surface de
la terre et ceux dont les dérivés sont les plus solubles qui soient présents
dans les organismes.

On peut dire, pour caractériser les relations quantitatives des divers
éléments entrant dans la composition des étres vivants, que si on addi-
tionne les onze métaux et métalloides suivants :

Carbone Soufre Calcium
Hydrogene Phosphore Magnésium
Oxygene Chlore Potassium
Azote Sodium

on obtient la presque totalité de la masse de l'organisme : 99.9 % chez
I’homme. C’est une facon de dire qu’un organisme est pour sa plus grande
masse, constitué par de l'eau, des lipides, des glucides et des protides et
par des chlorures, bicarbonates, phosphates et sulfates de sodium, de
potassium, de calcium et de magnésium. Les éléments constituant ces
substances sont des éléments légers et, comme nous l'avons dit, les plus
communs a la surface de la lithosphére et de I'hydrosphere.
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En ce qui concerne les éléments de la minorité, on doit étre prudent
lorsqu’il s'agit de limiter leur liste. Il suffit d’admettre la présence d’un
atome par cellule pour assigner une éventuelle activité a un oligoélément.
Au fur et a mesure du perfectionnement des méthodes, le nombre des
oligoéléments s’accroit. Au fur et a mesure que notre connaissance de la
biochimie s’étend, le nombre des oligoéléments auxquels on reconnait une
fonction déterminée augmente aussi. C’est une raison pour professer a
I'égard de la notion restrictive d’élément biogénique une prudente défiance.

Lithosphére, hydrosphére et biosphére sont constitués, qualitativement,
par les mémes éléments et ne different que par les proportions relatives
de ces derniers.

ll. LES ECOSYSTEMES ET LE CONTINUUM BIOCHIMIQUE

Le terme de biosphére que nous avons adopté, aprés Lamarck, comme
définissant la somme globale de la matiére des étres vivants, signifie sou-
vent, dans le langage courant, non seulement I'ensemble des étres vivants,
mais en outre les portions de I'écorce terrestre, de son hydrosphére et de
son atmosphére servant de milieu a la vie. Le concept, de biologique, est
devenu géochimique et désigne alors ce que nous préférons nommer
« I'ensemble des écosystemes ». Dans une perspective a la fois écologique
et biochimique, on peut aussi considérer ce que nous conviendrons d’appe-
ler le continuum biochimique, formé par la masse des étres vivants (bio-
sphére) et par les extensions métaboliques de cette biosphéere. L'oxygéne
de I'atmosphére résulte de l'activité métabolique des végétaux. Les molé-
cules organiques tapissant la surface des grains de boue ou de sable
déposés dans les sédiments, sont reliées a la surface des océans par un
nuage de molécules et de macromolécules organiques de densité variable
en ses différents points. La méme notion de continuum biochimique
s'applique aux sols, aux eaux douces et méme aux roches sédimentaires.
L'ensemble du continuum biochimique englobant la biosphére qui en
représente une région particuliere, constitue une population moléculaire
dont les membres sont rapprochés dans certaines régions et plus écartés
dans d'autres régions. Au sein de la portion du continuum biochimique
correspondant a la biosphére, les groupements moléculaires sont archi-
tecturés sous la forme de cellules au sein desquelles la population molé-
culaire est maintenue dans un état éloigné de I'état d’'équilibre physico-
chimique par la réalisation d’'un systéme ouvert, et au sein descfuelles régne
un mécanisme de reproduction et de transfert héréditaire d’information.

Des organismes pluricellulaires résultant de [I'association de telles
cellules, et des organismes unicellulaires, se groupent d'autre part en
communautés dont les populations se maintiennent et forment, en associa-
tion avec divers composants du milieu, des écosystemes entre lesquels
s'operent des courants de matiére et d'énergie. Sans vouloir nullement
prétendre que I'écologie soit uniquement dominée par des actions chi-
miques, on peut dire que ces derniéres y exercent un r6le souvent impor-
tant. Certains phénoménes écologiques apparaissent comme soumis a
I'influence exercée sur des organismes déterminés, par des facteurs molé-
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culaires libérés au sein du milieu par d'autres organismes déterminés.
Certains phénomenes éthologiques sont également régis par des facteurs
de cette nature, comme aussi par des molécules maintenues au sein de
leur organisme formateur et relevant des systémes de biosynthéses qu’on
appelle souvent « secondaires ». La nature et I'économie d'un écosysteme
dépendent d’une série d’informations controlant le métabolisme et la per-
sistance dans un milieu déterminé, d’'une communauté biotique déterminée.
Certaines de ces informations viennent des aspects physiques du milieu.
Toutefois, dans le réseau du continuum biochimique s’opére une circula-
tion de molécules spécifiques ou de macromolécules porteuses d’une
certaine quantité d’informations.

De nombreuses observations ont par exemple montré la nécessité,
pour le développement normal du phytoplancton marin, de la présence de
molécules organiques dissoutes dans l'eau de mer et libérées a partir
d’autres organismes. L’'un des facteurs contrlant le développement des
algues apparait comme étant la vitamine B12 Les algues, comme aussi les
dinoflagellés planctoniques et les diatomées, libérent d'autre part des
substances pourvues de propriétés inhibitrices de la croissance des bacté-
ries, lesquelles constituent une portion non négligeable de la nourriture
des invertébrés marins (1 a 10 p. 100 de I'exigence en azote de la faune des
sédiments par exemple). Le zooplancton marin, de son co6té, s'accumule
dans les zones au niveau desquelles la «floraison » du phytoplancton
décline aprés avoir atteint un développement maximum. Au niveau de ces
zones, la libération de molécules organiques d’antibiotiques par le phyto-
plancton diminue, le résultat étant une multiplication des bactéries consom-
meées par le zooplancton, ce qui lui fournit un surplus d'aliments et de
vitamines.

Les molécules organiques libérées par des organismes peuvent exercer
un effet sur les individus de la méme espece (phéromones). La substance
sécrétée par la reine des abeilles, et que les ouvriéres viennent lécher a la
surface de son corps, appartient a cette catégorie. Sa nature chimique a
été déterminée ;. c’est un céto-acide non saturé ayant la formule suivante :

0] o
Il I
CHa—C — (CH2)5—CH = CH—C—OH

Acide 9-cétodec-2 énoique

L'information que cette molécule porte au niveau de la colonie est celle de
la présence de la reine. Elle produit I'atrophie des ovaires des ouvriéres et
les maintient dans leur condition au sein de la société des abeilles.

A CONSULTER

CONWAY, E. J. The chemical evolution of the Ocean. Proc. Roy. Irish Acad. (B), 1943, 48, 161.
FLORKIN, M. Aspects moléculaires de I'adaptation et de la phylogénie. Masson, Paris, 1966.
MASON, B. Principles of geochemistry. Wiley, New York, 1952.



CHAPITRE 2

Les méthodes de la Biochimie moderne

|. Etude de l'organisme entier et normal

Il. Méthodes recourant a la chirurgie expérimentale

lll. Organes isolés

IV. Préparations réalisées a partir de tissus : de la coupe mince a I'enzyme
cristallisé

V. L'expérimentation au moyen des isotopes

VI. Génétiqgue et métabolisme intermédiaire

VII. Distinction entre précurseur possible et précurseur obligatoire

I. ETUDE DE L’ORGANISME ENTIER ET NORMAL

Beaucoup de recherches métaboliques ont porté sur I'organisme
entier, avec un minimum de lésion. C'est par exemple le cas lorsqu'on
ajoute I'un ou l'autre composé a la nourriture d’un organisme et lorsqu’on
fait la recherche, dans les excreta, de cette substance ou de ses produits de
transformation.

Un exemple d’information importante recueillie par cette méthode non
destructive est la démonstration, chez I'animal adulte, de I'équilibre azoté,
dans les classiques expériences de Bischoff et Voit sur le chien. Si on
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donne a un chien adulte de la viande en quantités connues pendant un
certain nombre de jours et si on mesure pendant la méme période I'excré-
tion d’azote, on constate que l'organisme ne retient pas l'azote. L’azote
excrété correspond a l'azote ingéré : on dit que I'animal est en équilibre
azoté.

Si au cours de son passage dans l'organisme, une substance introduite
finit par fournir un terme défini du catabolisme, ce terme pourra étre
identifié parmi les excreta. Si on fait ingérer a un mammiféere de la
méthionine, par exemple, on observe un accroissement de I'excrétion de
soufre par l'urine. On en conclut que la méthionine a été, en partie au
moins, dégradée, et que le soufre a été oxydé pour donner du sulfate.
Au début du siécle dernier, Wohler avait exprimé I'opinion selon laquelle
I'acide benzoique introduit dans I'organisme se retrouvait dans I'urine.
Cependant la description qu’il donnait de I'acide isolé de [I'urine fut
reconnue comme correspondant a I'acide hippurique quand cet acide fut
distingué de Il'acide benzoique par Liebig en 1829. Chez I'homme, l'acide
phénylacétique ingéré est excrété sous la forme de phénylacétylglutamine.

Toutefois, si la méthode en question a été beaucoup utilisée dans
I'étude des phénomeénes de détoxication, elle est peu utile dans le grand
nombre de processus métaboliques au cours desquels une molécule
organique fournit du CO?2 et de l'eau. Plusieurs procédés ont été utilisés
pour identifier les termes intermédiaires par I'expérimentation sur l'orga-
nisme entier. On peut évidemment introduire les substances considérées
comme susceptibles d'étre des intermédiaires et vérifier si elles fournissent
le méme produit final dans les excreta. Mais on peut tenter aussi d’identifier,
dans l'organisme étudié, des termes intermédiaires du catabolisme d’un
composé introduit. Ouand Harden et Young étudiérent en 1905 le mode
d action d’un jus de levure sur le glucose, ils observérent, comme Buchner
| avait fait avant eux, que si on ajoute du phosphate a du jus de levure, en
présence de glucose, la production du CO02 était accrue. Aprés une augmen-
tation temporaire, I'effet s’atténue pour reprendre si on ajoute de nouveau
du phosphate. Les additions successives de phosphate ont pour consé-
guence une production d'une mole de CO02 par mole de phosphate ajoutée.
D'autre part, recherchant le phosphate qu’ils avaient ajouté, Harden et
Young virent qu'il n'était plus sous la forme libre, mais qu'il était combiné
sous la forme d’esters phosphoriques. lls isolérent le fructofurannose-1,6-PP
(ester de Harden et Young). Un autre exemple, dans le cas du méme méta-
bolisme intermédiaire, est fourni par I'observation de Neuberg qui montra,
en 1918, que si on ajoute du bisulfite sodique (NaHSO03) & un jus fermen-
tant, on précipite du bisulfite d’acétaldéhyde, ce qui suggéra que l'acétal-
déhyde est un précurseur de I'éthanol dans la fermentation alcoolique. Par
I'addition de diverses substances agissant comme des inhibiteurs, on peut
provoquer l'accumulation d'un terme intermédiaire. Si par exemple, on
ajoute du fluorure a un jus fermentant, on observe une accumulation
d’acide 3-phosphoglycérique, reconnu ainsi comme un intermédiaire dans
la glycolyse. Dans le domaine de I'anabolisme, on peut recourir a I'analyse
d'un organe aprés introduction du précurseur envisagé. Si on veut déter-
miner la possibilité de la synthése de glycogéne a partir de tel ou tel
précurseur, on peut mettre au jeGne deux lots de rats jusqua ce qu'ils
aient dégarni leurs réserves de glycogéne et administrer aux animaux de
I'un des lots le précurseur envisagé. Sacrifiant ensuite les deux lots et
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déterminant chez les animaux la teneur en glycogéne du foie et des
muscles, on peut reconnaitre la synthése du glycogene.

Toutes ces formes d’approche du métabolisme sont cependant sujettes
a des erreurs. Si un corps considéré comme le terme d’un catabolisme est
isolé de l'urine ou des feces, il peut y étre le résultat d’'une action bacté-
rienne. Si d'autre part un précurseur donne plusieurs produits de dégrada-
tion et si 'un d’entre eux seulement est excrété sans modification, les autres
resteront ignorés. Méme si on va prélever le terme d’une biosynthése au
lieu de son accumulation dans l'organisme, on peut se méprendre sur la
nature de I'anabolisme. Un exemple frappant peut étre tiré du domaine de
la biosynthése des acides biliaires. On pourrait croire que si on préléve la
bile dans la vésicule biliaire d’un vertébré, on saisit le terme des biosyn-
théses accomplies au niveau des cellules du parenchyme hépatique a
partir du cholestérol, évitant ainsi les modifications dont les acides biliaires
sont le siege au cours de leur passage dans le tube digestif. Dans un certain
nombre de cas, on se leurre néanmoins. C'est ainsi que l'acide désoxycho-
lique qu'on trouve dans la bile du lapin et de 'homme n’est pas un terme
de biosynthése hépatique, mais un produit de transformation de I'acide
choligue, au niveau de [Il'intestin, sous [I'action des bactéries. L’acide
désoxycholique ainsi formé est réabsorbé et excrété dans la bile.

. METHODES RECOURANT A LA CHIRURGIE EXPERIMENTALE

L'organisme d'un mammifére peut étre soumis a une intervention expé-
rimentale, comme, par exemple, I'ablation d'un organe. Alors que le mam-
mifére normal convertit en urée l'azote des acides aminés, ce n’est plus le
cas chez l'animal privé de foie. Chez lui, les acides aminés et I'ammo-
niaque s’accumulent dans le sang. D’autre part, l'urée formée lorsque le
foie est présent est éliminée par le rein et c’est elle qui s’accumulera dans
le sang si on a enlevé le rein.

De la méme technique relévent les procédés dans lesquels une sub-
stance est injectée dans l'artére qui améne le sang a un organe, le sang
afférent de ce dernier étant ponctionné en vue des analyses.

. ORGANES ISOLES

La technique des organes isolés est apparentée a celle qui vient d'étre
mentionnée, avec une nuance, le sang étant remplacé parfois par le liquide
de perfusion.

On a élevé diverses objections contre cette méthode. On lui a reproché
d'exposer les cellules de l'organe a une anoxémie qui peut les modifier.
D’'autre part, si la perfusion se fait au moyen d'une solution saline, I'organe
est soustrait aux actions nerveuses hormonales et autres auxquelles il est
soumis in situ. Certaines parties de I'organe peuvent ne pas étre irriguées,
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et par conséquent étre dans un état pathologique entrainant des modifica-
tions du métabolisme. Néanmoins la méthode a fourni d’importants résultats.

L’introduction d’ammoniaque dans le liquide de perfusion d'un foie
isolé de chien a, par exemple, pour conséquence, I'apparition d’urée dans
le liquide efférent. La méme expérience accomplie avec un foie isolé d'oie
montre I'apparition d'acide urique. La méthode a trouvé, chez d’habiles
expérimentateurs, une nouvelle vogue dans le cas des études sur le méta-
bolisme des acides aminés et des stéroides, parce qu'elle permet de définir
les modifications qui interviennent au niveau du foie et de les distinguer
de celles qui ont pour siége le rein ou d’autres organes.

C'est grace aux études accomplies sur la peau de grenouille gu’une
définition non ambigué du transport actif a pu étre formulée. Si une peau
de grenouille sépare deux solutions salines de composition identique, on
peut mettre en évidence, a l'aide de sodium radioactif, I'existence d’un flux
net de Na, de la solution en contact avec la face externe (épithéliale) a la
solution en contact avec la face interne (tissu conjonctif). Ce déplacement
s’accomplit non seulement en I'absence de tout gradient de potentiel chi-
mique, puisque les solutions ont la méme composition ionique, mais aussi
a l'encontre d'un gradient de potentiel électrique puisque la solution
baignant la face interne de la peau est électropositive par rapport a la
solution baignant la face externe. Conformément a la deuxiéme loi de la
thermodynamique, I'énergie métabolique doit étre fournie a un systeme
biochimique particulier directement responsable du transfert ionique
observé. Le concept de transport actif ainsi défini a été appliqué avec
succeés a l'étude des déplacements de nombreuses substances a travers
les membranes cellulaires. Il a permis de préciser, dans la plupart des cas
considérés, la nature des déplacements.

Un autre aspect important des études métaboliques sur les organes
isolés est fourni par la considération des relations énergétiques du trans-
port actif. L'axone géant du calmar s’est révélé, dans les mains d'Hodgkin
et de ses collaborateurs, comme un matériel de choix.

Des études de I'école de Cambridge s’est dégagée la notion de spécifi-
cités de certains composés phosphorylés en tant que sources d’énergie du
transport actif, ces résultats ont été complétés par les travaux de Skou
démontrant la présence d’une activité adénosine-triphosphatasique spéci-
figue dans la plupart des organes qui sont le siege d'un transport actif.

IV. PREPARATIONS REALISEES A PARTIR DE TISSUS :
DE LA COUPE MINCE A L'ENZYME CRISTALLISE

Plus destructrice encore que I'isolement d'un organe est le fait de le
débiter en coupes minces qui, préparées dans des conditions convenables
et maintenues dans un liquide adéquat, peuvent survivre pendant plusieurs
heures, leurs cellules continuant @ mener une vie normale. La pression
d’'oxygéne doit étre suffisante pour alimenter les cellules. Si le milieu est
tamponné et si la coupe est assez mince (0.3 mm env.) le procédé peut étre
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utilisé avec profit. Grace a la méthode manométrique mise au point par
Warburg, les coupes de tissus ont fourni beaucoup de données importantes.
La méthode est surtout employée pour mesurer le métabolisme global,
mais elle a été aussi a maintes reprises utilisée dans I'étude des métabo-
lismes intermédiaires. On peut, au moyen de cette méthode, étudier la
désamination des acides aminés en présence de coupes de tissu hépatique,
et la formation de I'urée. On peut aussi étudier le métabolisme des acides
cétoniques résultant de la désamination des acides aminés, etc.

Les études réalisées sur les cellules isolées ou sur leurs prolonge-
ments (nerfs, axones, etc.) s’apparentent a la technique des coupes minces.
La méthode généralement utilisée consiste a saisir par une technique adé-
qguate I'évolution d’un paramétre reflétant un aspect particulier du métabo-
lisme : production de chaleur au cours de I'activité électrique du nerf, flux
ioniques et potentiels électriques de I'électroplaque isolée d’Electrophorus

electricus L., (gymnote), etc.

L'étape suivante dans l'ordre des destructions croissantes est I'emploi
de pates, de broyats ou d’homogénats de tissus. Les cellules, ici, sont
détruites mais leurs organites sont plus ou moins préservés. On peut méme
éventuellement les isoler. Les homogénats et ces organites isolés ont été
utilisés dans les recherches relatives aux séquences métaboliques, dans des
systémes multienzymatiques. On a surtout étudié au moyen d’homogénats
I'existence de tel ou tel enzyme spécifique, et les facteurs régulateurs
déterminant quelle séquence se déroule quand plusieurs doivent étre
considérées comme possibles.

Quant aux recherches portant sur des organites intracellulaires, les
résultats obtenus, en particulier par les écoles de Chance, de Green ou de
Slater, ont permis de mettre expérimentalement en évidence l'organisation
spatiale des systémes plurienzymatiques en suivant a l'aide de techniques
appropriées I'évolution de la concentration d’'un substrat ou d’'un coenzyme
dans diverses conditions expérimentales.

Toutefois, si utiles et si instructives qu’aient pu étre toutes les méthodes
destructives mentionnées ci-dessus, seules les données recueillies au
moyen d’enzymes purifiés ont pu fournir des précisions sur le cours du
métabolisme. Si les informations ainsi obtenues sont nettes et précises, elles
sont toutefois aussi a la limite extréme du caractére destructeur des
méthodes, et la reconstitution des séquences complexes du catabolisme
et de I'anabolisme a partir de pareilles données pourrait apparaitre, et est
en fait apparue a certains esprits, comme une entreprise hasardeuse.
Alors que I'enzymologie se développait, la biochimie se dégagait progres-
sivement des entraves que lui imposaient les vues des chimistes d’une part,
et celles des physiologistes d’autre part. Prenant librement conscience de
son probleme propre, la biochimie s’engageait dans tous les chemins de
nature a mener a sa solution, faisant éclater les compartiments dans
lesquels aurait pu la confiner une désuéte classification des sciences.
Recourant aux découvertes de la physique et de la génétique, les biochi-
mistes, associant aux certitudes apportées par I'usage des enzymes purifiés,
les indications fournies par le recours aux isotopes, aux études relatives
aux déviations génétigues du métabolisme et aux formes mutantes de
microorganismes, joignaient de nouvelles méthodes non destructives aux

méthodes destructives extrémes de I'enzymologie. C'est grace a cette
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conjonction d’ingéniosité et de patience que de nombreux problémes
métaboliques ont pu étre résolus.

V. LEXPERIMENTATION AU MOYEN DES ISOTOPES

Grace aux isotopes, il est possible de marquer une molécule en un
point ou en des points précis et de suivre la destinée des éléments marqués.
Dés qu'on a pu disposer d’isotopes des éléments les plus répandus dans
les organismes : Itydrogéne, carbone, azote, oxygéne, phosphore, soufre,
métaux alcalins et alcalino-terreux, la méthode est devenue trés féconde.

La plupart des éléments ont plusieurs isotopes. Tous les isotopes d’un
méme élément ont les mémes propriétés chimiques mais des poids ato-
miques différents. Le poids atomique d'un élément est approximativement
égal a la somme des neutrons plus le nombre des protons du noyau
(nombre de masse). Par contre, les propriétés chimiques sont déterminées
par le nombre de protons, c’'est-a-dire le nombre atomique, dont dépend
le nombre d'électrons.

Comme le nombre atomique de tous les isotopes d’'un méme élément
ne varie pas, trés souvent on ne désigne un isotope particulier qu'a l'aide
de son nombre de masse.

Par exemple, un isotope du carbone posséde six protons et huit
neutrons. Le proton posséde une masse égale a l'unité et une charge
électrique positive. Le neutron a une masse égale a l'unité et sa charge
électrique est nulle. Puisqu’il y a six protons dans le noyau on trouve six
électrons qui sont responsables des propriétés chimiques de [I'élément
considéré. On dira que l'isotope est le carbone 14 (nombre de masse : six
protons 4- huit neutrons) et on écrira 14Ce.

Les autres isotopes du carbone possedent cing, six ou sept neutrons ;
on parlera donc de carbone 11, 12 ou 13 respectivement.

Puisque dans le cas des isotopes d’un élément le nombre de protons
ne varie pas, il est clair que tous les isotopes d’'un méme élément ont des
propriétés chimiques identiques. Toutefois s'il existe des différences impor-
tantes dans les nombres de masse, on peut observer certaines différences
dans les vitesses de réaction (effet isotopique).

C’est ainsi que dans le cas de I'’hydrogéne on distingue trois isotopes,
protium (’Hi), deutérium (2Hi), et tritium (3Hi).

Il est clair que le poids atomique du tritium est trois fois plus élevé
qgue celui du protium, I'hydrogéne ordinaire, alors que dans le cas du
sodium 24, son nombre de masse est trés voisin de celui du mélange
isotopique rencontré dans la nature (22.997). L'effet isotopique sera donc
négligeable dans le cas du sodium 24, alors qu'il devra, dans certaines
circonstances particulieres, étre pris en considération si on utilise le tritium
par exemple.

Certains isotopes sont présents dans la nature. On peut donc les
concentrer a partir de sources naturelles. Les plus importants, en ce qui

concerne les études relatives aux métabolismes intermédiaires sont 2Hi,
13C6, 15N7 et 180s.
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Dans la nature, ces isotopes existent, par rapport a la plus grande
masse de I'élément correspondant, dans les proportions suivantes :

1H2H = 99.98/0.02
14N/15N = 99.63/0.37
12C/13C = 98.9/1.1
160/180 = 99.8/0.2

Ces isotopes sont dits stables. D’'autres isotopes naturels sont radio-
actifs, c’'est-a-dire qu’ils subissent, aprés une durée variable, une transmu-
tation accompagnée d’une émission de particules. Il s’agit soit d’une parti-
cule a (un noyau d’hélium), soit de particules B négatives ou positives.
De plus certains isotopes radioactifs naturels émettent également des
rayons y, de nature électromagnétique et hautement énergétique (photons).
Les isotopes radioactifs naturels les plus généralement utilisés en biologie
sont le tritum 3H et le carbone 14.

On peut aussi préparer des isotopes artificiels lors du bombardement
d’'un élément au moyen de protons, de neutrons, de deuterons, de parti-
cules a ou de rayons y. Les isotopes obtenus sont radioactifs. lls émettent
trés souvent des particules  positives ou négatives ainsi que des rayons .

Les éléments radioactifs subissent une continuelle désintégration. La
probabilité pour qu’un atome donné subisse la transmutation est une
affaire de hasard . c’est un phénomene statistique.

Le nombre de désintégrations par unité de temps est proportionnel au
nombre d’atomes radioactifs présents. On peut donc écrire

dN

= -XN 2-1
dt (2-1)

ou N est le nombre d'atomes présents, t le temps et X une constante
caractéristique de I'isotope.

En intégrant on obtient
N = N,e-M (2-2)

ou N, est le nombre d’atomes radioactifs présents au temps 0.

Selon lisotope considéré une fraction constante de la population
d’atomes subit, au cours d'un temps donné, la dégradation. L'éq. (2-2)
peut par exemple étre résolue pour un temps « au cours duquel la valeur
de N passe d'une valeur a une valeur moiti€ moindre. Dans ces conditions :

Le temps « est appelé la période ou demi-vie de I'isotope et tout comme
la constante radioactive X, le type de rayonnement émis, etc., il s’agit d'une
caractéristique importante de [I'isotope.

Pour qu’un isotope soit utilisable, il faut que la valeur de « soit située
dans des limites raisonnables. Si elle est de l'ordre de la seconde, il est
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évident que l'isotope sera inutilisable en biologie. Par contre, si elle est
trop élevée le nombre de désintégrations par seconde deviendra trop
faible pour pouvoir étre mis en évidence par les moyens de détection dont
nous disposons actuellement. Dans le cas du carbone 14 la demi-vie est
de 5700 ans ; elle est proche de la limite supérieure utile.

La mise en évidence d'un isotope repose sur l'identification de cer-
taines de ses caractéristiques. Dans le cas des isotopes stables (¢ infiniment
grand) seule la différence existant entre les nombres de masse peut étre
mise a profit. Dans ces conditions, on utilise un appareil, le spectrométre
de masse, qui permet de mesurer lI'abondance relative d’une espéce
isotopique.

Dans ce genre d'analyse, le matériel est transformé en gaz. Il est
admis sous faible pression dans une région ou il est bombardé a l'aide
d'électrons. Le résultat est la formation d’ions positifs par enlévement d’'un
électron de valence. Les ions positifs sont alors accélérés dans un champ
électrique. Comme la vitesse acquise est différente pour chaque isotope,
on sépare les différents ions positifs d’'aprés leur vitesse en déformant leur
trajectoire dans un champ magnétique.

Dans le cas des isotopes radioactifs, on les détecte grace aux parti-
cules ou au rayonnement qu’ils émettent.

Dans le compteur de Geiger-Mueller on met a profit le fait que les par-
ticules sont ionisantes. Il s’agit d’'un tube fermé comprenant un fil central et
un cylindre externe entre lesquels on produit une différence de potentiel.
La particule ionisante en pénétrant dans le volume sensible produit une
chaine d’ionisation dans le gaz remplissant le tube avec pour conséquence
la formation d'une impulsion électrique résultant de la chute de potentiel
électrique. Un systéme électronique adéquat permet d’enregistrer les
impulsions électriques dont le nombre est évidemment proportionnel a la
radioactivité de la source étudiée.

Un autre type de détecteur est basé sur le fait que les radiations
ionisantes produisent un phénoméne de luminescence lorsquelles frappent
certains cristaux ou certaines substances en solution. La scintillation est
proportionnelle a I'énergie perdue par la particule, et elle est détectée a
l'aide de photomultiplicateurs. Les compteurs a scintillation permettent
d'établir le spectre du rayonnement y émis ou dans le cas d’un émetteur r

de déterminer I'énergie maximum qui est caractéristique d’un isotope donné.

L'activité d’'un échantillon de matériel radioactif est généralement
exprimée en nombre de coups ou désintégrations par seconde. Toutefois
comme le rayonnement émis est selon sa nature et son énergie plus ou
moins absorbé par la matiére séparant la source du détecteur, on doit
déterminer I'efficience du systéme de comptage si on désire connaitre en
yaleur absolue la radioactivité présente. En pratique courante, cette cor-
rection n'est pas nécessaire et on utilise les valeurs relatives.

Dans le cas du radium, on sait qu'un gramme de matériel produit en
valeur absolue 3.7 1010 désintégrations par seconde. C’est l'unité fonda-
mentale de mesure. On I'appelle le curie (C). Ses sous-multiples sont le
millicurie (mC) et le microcurie (uC).

Le nombre d’atomes radioactifs présents dans un curie est évidemment
en rapport avec la période comme l'indiquent les équations (2-2) et (2-3).



METHODES DE LA BIOCHIMIE 15

Dans un curie on a:

In 2
dd'\: =37 1010 = e (2-4)

qui peut s'écrire :

——eee — 3.7 1010 atomes. (2-5)
In 2

Le recours a la méthode des traceurs isotopiques, et en particulier les
procédés mettant en jeu les isotopes radioactifs reposent sur une série de
principes généraux relatifs au métabolisme de I'organisme. Les substances
organiques entrant dans la composition de ce dernier sont constamment
dégradées et reconstituées, la reconstitution s’alimentant a un « pool
métabolique » au sein duquel se mélent les précurseurs venant de l'alimen-
tation et ceux que fournit la dégradation continue. Si on introduit sous la
forme d’une molécule marquée en un point défini par un isotope radioactif,
par exemple, un composé utilisé dans une synthése, cette molécule sera
insérée dans le pool métabolique alimentant cette synthése. Les composés
synthétisés seront eux-mémes marqués et on pourra déterminer, dans le
cas d'un composé résultant d’'une biosynthése, aprés avoir isolé et purifié
ce composé, le rapport de la forme radioactive a la forme stable. C’est ce
gu'on appelle l'activité spécifique.

Les mesures étant accomplies au moyen d’'un systéeme de détection
adéquat, l'activité spécifique sera exprimée en valeur relative, c’'est-a-dire
en coups ou en désintégrations par minute par millimole (ou par milli-
gramme du composé). L’activité spécifique pourra aussi étre exprimée en
valeur absolue, l'unité de radioactivité employée étant alors le curie ou
ses sous-multiples.

Un exemple de I'emploi de la méthode des isotopes stables est fourni
par |'étude réalisée par Schoenheimer et Rittenberg de certains aspects de
la synthése du cholestérol a partir de I'eau lourde. Cette étude est parti-
culierement importante puisque, historiquement, elle constitue la premiére
utilisation d'un isotope d’un élément présent dans les organismes.

Un autre exemple de I'emploi de la méthode des isotopes stables est
fourni par I'étude de la synthése de la créatine.

Source : Glycocolle

Source : NH?
Arginine
[@R— —N CH. COOH
NH | CHa
Source :
Méthionine

L'école de du Vigneaud a montré que si on donne a un rat de l'arginine
contenant 15N dans son groupement amidine, la créatine formée est mar-
guée au niveau du groupe amidine seulement, tandis que I'administration
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de glycocolle marqué au moyen de 15N donne de la créatine marquée au
niveau du groupe sarcosine. D'autre part, I'administration de méthionine
marquée au moyen de deutérium au niveau de son groupe méthyle fournit
de la créatine marquée au niveau du méthyle. Les sources de la biosynthése
sont indiquées dans le schéma ci-dessus.

VI. GENETIQUE ET METABOLISME INTERMEDIAIRE

L'existence des enzymes catalysant les diverses étapes d'un métabo-
lisme intermédiaire est commandée par celle des génes contrélant leur
biosynthése. A la suite d'une mutation, il peut se faire qu’'une étape méta-
boligue ne s’accomplisse pas ; c'est le résultat de la perte du catalyseur
correspondant. Le métabolite précédant I'enzyme perdu s’accumulera dans
ces conditions, qu'on désigne, chez I'homme, par la dénomination de
troubles métaboliques héréditaires.

Considérons par exemple l'alcaptonurie. Ce trouble est caractérisé par
I'émission d'une urine brunissant au contact de I'air. Cette coloration débute
a la surface en contact avec l'air et elle résulte de I'oxydation de I'acide
homogentisique, un corps qui n'est pas normalement présent dans l'urine
humaine.Si

OH

OH

Acide homogentisique

Si on donne a un alcaptonurique de la phénylalanine ou de la tyrosine,
I'excrétion d’acide homogentisique est accrue. Si on donne les acides
cétoniques correspondant a la phénylalanine et a la tyrosine on observe
également une excrétion accrue d’acide homogentisique. Cela indique que
I'acide homogentisique est un intermédiaire dans le catabolisme de la
phénylalanine et de la tyrosine.

Les études relatives aux troubles métaboliques héréditaires ont conduit
aux études de génétique biochimique qui ont pris une grande extension.
On donne le nom d’auxotrophes d’'un microorganisme a ses formes
mutantes, requérant la fourniture d’un facteur déterminé, non exigé par la
forme sauvage. On connait a I'heure actuelle un grand nombre de mutants
caractérisés par le déficit d’enzymes définis, c’est-a-dire chez lesquels le
métabolisme est bloqué au niveau d’une réaction définie. Pour déterminer
guelle est cette réaction, on recourt a deux ordres d’informations : les
données relatives aux composés qui s'accumulent dans la cellule du
mutant, et celles qui concernent les composés qui peuvent rétablir la
croissance. Si un composé est accumulé par un mutant d’une série et s’il
est utilisé comme facteur de croissance par un autre mutant de la méme
série, on peut conclure que le composé représente une étape du métabo-

lisme intermédiaire.
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VIl. DISTINCTION ENTRE PRECURSEUR POSSIBLE
ET PRECURSEUR OBLIGATOIRE

Démontrer qu’un composé peut servir de précurseur a un autre com-
posé est une chose. Démontrer qu’il est, dans I'organisme, I'intermédiaire
normal en est une autre. Prenons le cas d’un microorganisme sauvage au
sujet duquel il est démontré, par la méthode isotopique et par le recours
aux enzymes purifiés, qu’il est capable de convertir en X le composé A
aussi bien que le composé B. Un enzyme unique, isolé du microorganisme,
catalyse la conversion de A en B. Supposons qu’on observe qu’un mutant
du microorganisme ne soit plus capable de convertir A en B et que ce
mutant soit auxotrophe pour X. On aboutit & une conclusion résultant de la
combinaison de méthodes destructives et de méthodes non destructives :
c'est que le microorganisme sauvage est le siege de la séquence
A -> B — X. On a donc dans un cas l'accumulation de A chez un mutant,
alors que A est utilisé par le microorganisme sauvage. Supposons main-
tenant que l'on observe qu’un extrait du microorganisme sauvage soit
capable de produire B a partir d’'un autre précurseur A', alors que le
mutant ne le fait pas. D’autre part, isolant des enzymes purifiés a partir du
microorganisme sauvage, on a, comme nous l'avons déja dit, montré qu’un
enzyme est capable de transformer A en B. On observe aussi que pour
obtenir B a partir de A, il faut mettre en jeu l'action de deux enzymes.
Outre I'enzyme catalysant la réaction A-»B, il faut mettre en jeu I'enzyme
catalysant la réaction A'—>A. Dans ces conditions, on devra conclure que
la séquence métabolique n’est pas

A—->A"—>B—>X

mais est de la forme
A—>B—»X
it
A

C’est la une illustration de l'importance des études sur les enzymes
purifiés, & c6té des expériences relevant de méthodes non destructives.
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. ANABOLISME ET CATABOLISME

Les organismes vivants, qu’ils soient monocellulaires ou pluricellu-
laires, sont capables d’activités multiples (croissance, mouvement, produc-
tion d'électricité, de lumiére, etc.). Actuellement on peut ramener ces acti-
vités a un ensemble de réactions chimiques auquel on donne le nom de
métabolisme. On considére généralement que le métabolisme d’'une cellule
ou d'un organisme est formé de deux groupes principaux de réactions
chimiques :

I'anabolisme : groupe les réactions chimiques dont le réle consiste a éla-
borer des molécules complexes a partir d’éléments ou de molécules
simples ;

le catabolisme : groupe I'ensemble des réactions aboutissant a la dégra-
dation chimique de molécules complexes en produits plus simples.

Dans une cellule les réactions anaboliques et cataboliques ont lieu
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simultanément. Cette constatation souléve de nombreux problémes lors-
gu'on considére I'énergétique du systéme. Les réactions anaboliques néces-
sitent la fourniture d'énergie alors que les réactions cataboliques en pro-
duisent. La premiére question qui se pose est donc de connaitre le bilan
énergétique d’une cellule ou d’un organisme, afin de savoir s’il est possible
d’appliquer les lois de la thermodynamique a un tel systéeme.

Bien que les progres les plus spectaculaires dans le domaine de
I'énergétique biologique aient été réalisés récemment, les expériences
fondamentales ont été accomplies a la fin du siécle dernier par Rubner en
Allemagne et Atwater, Rosa et Benedict aux Etats-Unis. Ces auteurs ont
construit des calorimétres capables de contenir un animal et congus de
telle sorte que les mesures suivantes pouvaient étre faites simultanément :

a) production totale d’'énergie mesurée sous forme de chaleur ;
b) consommation totale d’oxygéne ;

c) production totale de CO? ;

d) excrétion totale d’'azote.

A partir des mesures b), c) et d) il est possible de calculer la quantité
de glucides, de lipides et de protéines utilisée par l'organisme au cours
d’une expérience et la production totale d'énergie dérivée des transforma-
tions par ces substances. En effet, au préalable, on effectue une détermina-
tion de la valeur calorique de ces substances par combustion dans une
bombe calorimétrique. Que les sujets soient au repos ou actifs, les valeurs
observées et les valeurs calculées quant a la production de chaleur,
concordent dans les limites des erreurs expérimentales (Tableau 3-1). Ceci
démontre qu’'un organisme ne peut créer de I'énergie. Les organismes
vivants, comme n’importe quelle autre machine, obéissent a la loi de la
conservation de la masse et de I'énergie, c’est-a-dire a la premiéere loi de la
thermodynamique.

Tableau 3-1

PRODUCTION DE CHALEUR CHEZ LE CHIEN
Comparaison des valeurs calculées et des résultats expérimentaux. Résultats exprimés en Kcal.m-224 h-1

Production de chaleur

Ay Durée de I'expér. Différences
Régime Jours °lo
cale. exp.
Jelne 5 1296.3 1305.2 —0.7
Graisse 5 1510.1 1498.3 +0.79
Viande 7 4780.8 4769.3 +0.24

Ces résultats montrent que I'énergie utilisée pour I'anabolisme doit
étre tirée de processus cataboliques. Il doit donc y avoir un couplage
entre catabolisme et anabolisme, c’est-a-dire un mécanisme permettant le
transfert d’énergie d’'une réaction a l'autre. Le probleme est de savoir
comment la cellule capte I'énergie d’une réaction catabolique pour I'utiliser
dans une réaction anabolique. Nous pouvons préciser ce probléeme en le
posant sous forme de trois questions :

a) Quelle est la source biologique d’énergie ?
b) Comment cette énergie est-elle captée par la cellule ?
c) Comment cette énergie est-elle utilisée pour effectuer un travail ?
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Il. ENERGIE LIBRE ET L’ENTROPIE : LA DEUXIEME LOI
DE LA THERMODYNAMIQUE

Avant de pénétrer plus avant dans notre exposé, il est nécessaire de
connaitre les conditions qui déterminent si oui ou non une réaction chi-
mique peut avoir lieu. Pour analyser ces conditions, il n'est pas nécessaire
d’entrer dans le détail de longues considérations thermodynamiques. Exa-
minons plutdt I'analogie mécanique suivante.

Il s’agit d’'un corps parfaitement lisse qui se trouve sur un plan
horizontal parfaitement lisse. Ce corps a une certaine énergie potentielle.
Elle est pourtant inutilisable aussi longtemps que le plan reste horizontal.
Inclinons le plan. Le corps glisse vers le bas parce que son énergie poten-
tielle devient utilisable. Lorsque le corps se déplace, il peut effectuer un
travail et la quantité de travail produite sera égale a la quantité d’énergie
potentielle perdue par le corps. La quantité de travail fournie dépendra
évidemment du systéme. Théoriquement, il est possible d’imaginer un corps
glissant sur un plan de longueur infinie jusqu’a ce que toute I'énergie poten-
tielle ait été convertie en travail, ceci n'est pourtant pas un cas d’intérét
pratique. Généralement, seule une partie de I'énergie potentielle totale
est utilisable pour effectuer un travail. Une plus ou moins grande partie de
cette énergie totale est toujours inutilisable, excepté théoriquement. Nous
devons donc distinguer entre énergie totale du systéme et énergie immé-
diatement disponible pour effectuer un travail. Cette derniére quantité est
appelée énergie libre.

Nous savons par expérience qu’'un corps ne s'éléeve jamais spontané-
ment le long d’un plan incliné : ce mouvement ne peut s'effectuer que si
on apporte de I'énergie au systéme a partir d’'une source extérieure. Laissé
a lui-méme, le corps glissera toujours le long du plan incliné, a condition
que les forces de frictions ne soient pas trop grandes. Si ces forces sont
réduites a 0, le corps glissera et le systéeme pourra effectuer un travail.
Il est en effet vrai que dans un tel systeme I'énergie libre tend toujours a
décroitre et I'énergie libre perdue peut étre convertie en travail.

Nous pouvons préciser ces notions en examinant une machine ther-
mique a laquelle nous fournissons une quantité d’'énergie égale a Q. Cette
énergie est fournie a la température Tx et amenée a une température T2
La quantité de travail fournie par cette machine est

w=oq (3-1)

qui peut s’écrire

3-2)

Donc le maximum de travail pouvant étre accompli sera toujours inférieur

i

également qu’une telle machine ne pourra produire un travail que si la
chaleur est amenée d’'une température élevée a une température basse,
car si Ti = T2 W = 0. Cette constatation est importante puisqu'on sait
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gu'un systeme biochimique fonctionne a température constante. De plus
une machine de ce type ne peut convertir son énergie totale en travail

T
que si Q %= 0, c'est-a-dire si T2 = 0. C'est le 0 absolu. Pour T2 > 0

une partie de I'énergie totale ne sera pas disponible. Cette quantité
d’énergie non disponible a une température T est donc déterminée par le

: . Q .
produit de cette température et le facteur = = S. C'est I'entropie du
i

systeme. L'entropie mesure donc cette partie de I'énergie totale qui est
inutilisable pour effectuer un travail.

Nous pouvons appliquer le raisonnement ci-dessus a tout systeme
autre qu’une machine thermique et nous pouvons écrire plus généralement
pour un systeme fonctionnant a la température T :

F=H - TS (33
ol F est I'énergie libre

H, I'énergie calorique totale (enthalpie ou contenu thermique) et

S, I'entropie.

Il est impossible de déterminer les valeurs absolues de ces variables,
excepté T, puisqu’il faudrait pour cela connaitre I'énergie libre et I'entropie
de l'univers | Nous pouvons toutefois observer les variations subies par le

systeme lorsqu'il passe de I'état initial a un nouvel état représenté par
F=H - TS (3-4)

En soustrayant (3-4) de (3-3) on obtient
AF = AH - TAS (3-5)

Dans un systéme chimique comme dans tout autre systeme, lorsqu’un
changement a lieu c’est toujours dans le sens d’'une diminution de I'énergie
libre. Un changement dans un systéme chimique peut intervenir spontané-
ment si le résultat est une diminution de I'énergie libre. D’autre part une
réaction impliquant un accroissement d’'énergie libre ne peut avoir lieu
que si cette réaction dispose d’une source adéquate d’énergie.

Les réactions chimiques s’accompagnent soit d'une production de
chaleur (exothermique) soit d’une absorption de chaleur (endothermique).
La variation thermique ne correspond toutefois pas a la modification de
I’énergie libre, puisqu’il faut également connaitre le changement d’entropie.
C’est donc la connaissance de la variation d'énergie libre qui nous per-
mettra de dire si une réaction chimique est possible ou non.

Une réaction chimique sera dite endergonique si la variation d’énergie
libre est positive, c'est-a-dire s'il faut fournir de I'énergie pour que cette
réaction ait lieu. Elle sera dite exergonique si la variation d'énergie libre
est négative, c'est-a-dire si de I'énergie est libérée au cours de la réaction.
Une facon de fournir de I'énergie a une réaction endergonique est de la
coupler a une réaction exergonique. La seule nécessité thermodynamique
pour qu’une réaction exergonique puisse faire fonctionner une réaction
endergonique est que la réaction exergonique fournisse plus d’énergie libre
que celle nécessaire a la réaction endergonique. Il faut donc que la
réaction totale soit exergonique.
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lll. RELATION ENTRE ENERGIE LIBRE
ET CONSTANTE D’EQUILIBRE

Dans une réaction chimique ce que nous pouvons mesurer directe-
ment c’est AH, la variation d'énergie calorique totale. Quant a AF, il est
possible de démontrer que

AF° = — RTInK (3-6)

ou K est la constante d'équilibre définie pour la réaction

A+B*?C + D (3-7)
[C] (D] 9)
[A] [B]

R est la constante des gaz (1), T la température absolue, In le loga-
rithme de base e (2), et AF° est la variation standard d’énergie libre, c’est-
a-dire la variation d'énergie libre d'une réaction dans laquelle tous les
réactifs sont a I'état standard ou normal et réagissent pour former des
produits également a I'état standard ou normal.

L'état standard est une condition de référence trés commode dans
laquelle les activités (voir p. 27) sont arbitrairement définies comme étant
égales a l'unité (sans dimension) pour les solides ou les liquides, ! atmo-
sphére pour les gaz, et pour les substances en solution a la concentration
1 M a la température de 25° (3). En conséquence AF° est constant pour
une réaction donnée.

La variation d’énergie libre standard AF° ne doit pas étre confondue
avec la variation d'énergie libre AF. Dans le cas d’une réaction ou les
réactifs et les produits ne sont pas a I'état standard, on a la relation

C] D
AF = AF° + RTIn _[cl b1

3-9
[Al [B] &)

dans le cas ou
A+ B*™C + D

et ou [A] et [B] représentent les concentrations initiales des réactifs et
[C] et [D] les concentrations finales des produits obtenus.

C’est donc AF et non AF° qui détermine si oui ou non une réaction
pourra se faire spontanément. Cette distinction n’est pas toujours faite
dans la littérature.

(x) Les différentes valeurs numériques de R sont données au chapitre 8, p. 197.

(2) Le logarithme de base e, loge ou In, est aussi appelé logarithme naturel ou népérien. Il est lié
par la relation suivante au logarithme décimal :

In x = 2.303 logll x

(3) Strictement parlant I'état standard pour un soluté est égal a I'unité d’activité (voir p. 27),
I’échelle des activités étant choisie de telle sorte que le rapport de l'activité a la concentration
molaire ou molale tende vers l'unité quand la concentration approche de zéro. Donc une solution
d’activité unitaire ne sera pas en général exactement une fois molaire (ou molale). En thermo-
dynamique la concentration est habituellement exprimée en molalité parce qu’ainsi elle est indé-
pendante de la température. En biochimie lorsqu’il s’agit de solutions aqueuses, I'utilisation de
la molarité n'introduit pas d'erreur appréciable. Une solution molale contient 1 mole de substance
par litre de solution alors qu’une solution molale contient 1 mole de substance par 1000 grammes
de solvant.
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AF° est la valeur qui est toujours indiquée dans les tables pour une
réaction donnée, parce que c'est une quantité bien définie pour un type
de réaction alors que AF varie selon les quantités de réactifs effective-
ment mises en ceuvre comme l'indique I'équation (3-9).

Nous avons vu plus haut gqu’une réaction chimique est thermodyna-
miquement possible si elle est exergonique. Le fait d’avoir lieu ou non est
une autre affaire. Un corps ne glissera pas sur un plan incliné rugueux,
la force de friction étant trop grande. Il en est de méme d’une réaction
chimique, les molécules doivent étre dans un état réactionnel. Par exemple
une solution de saccharose ne s’hydrolysera pas spontanément en milieu
neutre alors qu’une telle réaction est thermodynamiquement possible. Les
molécules ne sont pas réactionnelles. Si nous ajoutons un enzyme spé-
cifique ou un acide, le sucre sera hydrolysé. Il y a eu activation des
molécules. Il en résulte qu'un catalyseur ne peut mettre en train ou
accélérer une réaction que si elle est possible sur une base énergétique.
Tout ce qu’un catalyseur peut faire, c’est d'influencer la vitesse a laquelle
une réaction possible thermodynamiquement a lieu.

Nous reviendrons sur ce point a propos des enzymes (énergie d'acti-
vation : chapitre 7).

IV. PRECISION SUR LA SIGNIFICATION DE L’ENTROPIE
NATURE STATISTIQUE DE LA DEUXIEME LOI
DE LA THERMODYNAMIQUE

La deuxieme loi considérée du point de vue de la théorie cinétique
est une loi statistique. Elle exprime la tendance au désordre d'un systeme
constitué d'un grand nombre de particules. Considérons I'exemple sui-
vant. il s’agit d’'une solution colorée séparée par une paroi imperméable
d'une enceinte contenant le solvant pur. Si nous enlevons le diaphragme,
aprés un temps plus ou moins long la solution apparaitra uniformément
colorée. Il y a une diffusion des molécules du colorant et uniformisation
de la concentration. La diffusion ne provient pas nécessairement du fait
gue les molécules de colorant sont forcées de quitter un endroit a concen-
tration élevée pour un endroit a concentration basse par suite d’une inter-
action des molécules entre elles. Imaginons que le systeme soit divisé
en tranches. Au moment ou le diaphragme est enlevé, il y a une concen-
tration élevée en colorant dans la tranche immédiatement en contact avec
le solvant pur. La probabilité que les molécules de colorant formant la
séparation entre solution et solvant pur, se déplacent dans l'une ou l'autre
direction est la méme. Mais puisqu’il y a plus de molécules du coté de
la solution que du cété du solvant pur, la probabilité que les molécules se
déplacent vers le solvant est plus grande que dans le sens inverse.
Le processus continuera jusqu’a homogénéisation compléte de la solution.

La deuxieme loi appliguée a une molécule n’a donc pas de sens,
puisque la distinction entre énergie associée au désordre, c’est-a-dire
chaleur et énergie associée a lordre, c'est-a-dire travail, disparait. La
deuxiéeme loi signifie donc qu’un systéme laissé a lui-méme tend a aller
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d'un état organisé vers un état désorganisé jusqu'a ce que I'équilibre soit
atteint ce qui correspond a la valeur maximum de I'entropie.

Tous les phénomenes naturels montrent une augmentation inexorable
de l'entropie. La vie se distingue par le fait que I'état caractérisé par une
entropie maximum, c'est-a-dire la mort, est retardé, mais non aboli, par
une consommation d'entropie négative a partir du milieu.

L’entropie donne une mesure du chaos, de I'état de désordre. Comme
le désordre est plus probable que l'ordre, il y a une relation entre
entropie et probabilité. C'est pourquoi Boltzman a défini la probabilité
thermodynamique d’un systéme comme étant le rapport de la probabilité
d’'un état actuel a celui d'un état ayant la méme énergie et le méme
volume, mais dans lequel les molécules sont parfaitement ordonnées.

Si S est I'entropie et W la probabilité d'un systéeme on peut écrire
S = f(W).

Pour définir cette fonction, considérons deux systemes ayant des
entropies Sj et s., et les probabilités correspondantes et w2 L'entropie

est une propriété extensive, alors que la probabilité est w = \NI W2 d’ou
s =S5 +s, =f(Ww

Comme
= f(Wj) et S2 = f(Wo) il s’ensuit que
f(W,W2) = f(Wj) + f(W2).

Pour satisfaire cette condition il faut que la fonction soit logarithmique
et on peut écrire

S = kInW + Cte ou D
k est la constante de Boltzman. Elle est définie par le rapport — dans

lequel R est la constante des gaz et N le nombre d'Avogadro.

V. LES FORMES DE L’ENERGIE

L’énergie est habituellement définie comme ce qui a la capacité de
produire un travail. Cette définition n'est pas précise puisque toutes les
formes d'énergie ne peuvent pas étre converties en travail avec une
efficacité égale, méme dans les conditions idéales. Les concepts d'énergie
et de travail trouvent leur origine dans la longue expérience humaine des
sociétés soumises aux lois de la mécanique. C’est pourquoi, trés géné-
ralement, le concept de travail éveille en nous une représentation méca-
nique et suggére l'action qui consiste a déplacer un objet d’'un endroit
a un autre ou d'un niveau a un niveau plus élevé. L'énergie est alors ce
qui est dépensé pour effectuer cette action. La vie quotidienne nous
donne également des exemples de mise en réserve de ['énergie. Par
exemple, si nous portons un rocher au sommet d’une colline, nous savons
par expérience que le rocher roulera vers la vallée, spontanément, c’est-
a-dire sans une dépense supplémentaire d'énergie de notre part. L'énergie
qgue nous avons dépensée pour amener le rocher au sommet de la colline
a donc été emmagasinée. Nous savons également qu’une cellule ou un
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organisme peut aussi constituer des réserves d'énergie. Quelles sont
les formes de I'énergie ?

Nous sommes familiarisés avec I'énergie potentielle et I'énergie ciné-
tigue d’un systéme mécanique. Il y a également I'énergie pression-volume
associée avec la compression et la décompression d'un gaz. L'énergie de
surface est I'énergie introduite ou libérée par une surface possédant
une tension de surface. L'énergie électrique provient de la circulation
d'un courant électrique entre une différence de potentiel. L'énergie chi-
mique est I'énergie accumulée dans une molécule (propriété constitutive)
alors que I'énergie potentielle chimique est en rapport avec le nombre de
molécules ou d’ions présents dans le systeme (propriété colligative). Il y a
enfin I'énergie radiante qui est associée au rayonnement électroma-
gnétique.

L'énergie est composée d'un facteur capacité et d'un facteur
intensité, I'énergie étant le produit de ces deux quantités. Si on double
les dimensions d'un systeme, le contenu énergétique sera doublé
parce que le facteur capacité est doublé. Dans [I'énergie pression-
volume, le volume est le facteur capacité alors que la pression est l'inten-
sité. Dans I'énergie électrique, la quantité de charge (c’est-a-dire le nombre
de coulombs) est le facteur capacité, la différence de potentiel est le
facteur d'intensité. Dans le cas de [I'énergie potentielle chimique, le
nombre total de moles de la substance représente le facteur capacité,
alors que c’est le potentiel chimique (en premiere approximation la concen-
tration) qui représente le facteur intensité. Il est facile de voir que c’est
donc le facteur intensité qui déterminera la direction du mouvement de
I'’énergie et nous pouvons en effet dire que I'énergie se déplace d’'un
endroit & intensité élevée vers un endroit & intensité basse. Ce mouve-
ment continuera jusqu’a égalisation des intensités.

VI. LE TRAVAIL

De méme que nous avons défini différents types d'énergie, nous
pouvons définir différents types de travail :

a) Travail mécanique : distance (cm) X force (dyne) = travail (erg).

b) Travail électrique : W (joule) = nF (coulomb) AE (Volt) ol n est la
valence ou le nombre d’électrons transférés, F, I'unité de quantité d'élec-
tricité et AE, la différence de potentiel.

. . P \ |
c) Travail pression-volume W = nRTIn — = nRTIh — o0 n est le
*2 n2

nombre de moles transférées.

d) Travail osmotique = W = n (™ — ™).

H est le potentiel chimique, c’est-a-dire le type d’énergie associée avec
chaque composant d'une solution ou d'un gaz (propriété colligative).
Cétte énergie peut étre représentée par la tendance d’une substance a
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s'échapper d’'une phase vers une autre, p peut s’exprimer en termes de
concentration

p = p° + RTInfc
fc = a = activité
f = coefficient d'activité

= concentration

o
|

[x* = potentiel chimique pour fc = 1 c’est-a-dire le potentiel chimique standard.

En remplacant p par sa valeur dans I'expression du travail osmotique
il vient :

W = nRTIn —
a2

ou n est égal au nombre d’ion-grammes ou de moles transférés.

e) Travail photochimique : c’est la production d'énergie radiante au cours
d'une réaction chimique. Certains organismes sont pourvus des systémes
chimiques adéquats leur permettant d'effectuer ce travail, c'est la bio-
luminescence. Réciproquement I'énergie radiante peut s’accumuler dans
certains composés, c'est la photosynthese.

f) Travail chimigue.

L’hydrolyse d’une protéine s’accompagne de la libération d’énergie :
protéine + nH20 -> (n + 1) acides aminés + Q calories.

Pour que la réaction se fasse de droite a gauche on doit donc apporter
Q calories au systeme. C'est le travail chimique.

VIl. LA NOTION DE COUPLAGE

Considérons, dans un systeme biologique, un processus catabolique
caractérisé par la réaction suivante :

A->L -+ M+ N AF° — — @ Kcal IVT1

Si nous postulons la présence d'un systéeme approprié, Q Kcal d’énergie
libre par mole sont disponibles pour I'activité anabolique ou pour tout
autre processus endergonique. Dans une réaction chimique in vitro ou
il 'y a pas de transformateur adéquat pour convertir I'énergie libre en
une forme appropriée pour le travail cellulaire, I'énergie libre est dissipée
sous forme de chaleur en quantité donnée par

AH = AF + TAS.

En principe pour que la réaction se fasse de droite a gauche, c'est-a-
dire pour synthétiser A, Q Kcal doivent étre fournies au systeme. La
deuxiéme loi de la thermodynamique montre que pour que la chaleur soit
convertie en travail il faut qu'elle passe d’un endroit a température élevée
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vers un endroit a température basse. Comme dans les systémes biologiques
la température est essentiellement constante, la réversibilité de la réaction
ci-dessus ne peut se faire par la simple adjonction d’énergie calorique.
Le principal mécanisme pour reformer les réactifs est de modifier favo-
rablement I'énergie libre d'un des produits.

Cette situation est réalisée en couplant la réaction endergonique a
une réaction exergonique par I'intermédiaire d'un réactif commun aux deux
réactions. Cette notion importante de couplage sera examinée en détails
dans le chapitre 8.

VIll. LA THERMODYNAMIQUE DES PROCESSUS IRREVERSIBLES
L’EQUILIBRE ET L’ETAT STATIONNAIRE DES FLUX

Un systéeme laissé a lui-méme finit par atteindre un état d’équilibre.
Lorsque toutes les réactions antagonistes sont opposées, lorsque les
gradients de concentration, de pression, de chaleur, etc. sont annulés, le
systeme reste fixe dans le temps. Cet état indépendant du temps est
appelé équilibre.

Les principes de thermodynamique classique qui viennent d'étre
brievement définis sont applicables a de tels systéemes fermés et en
équilibre, c’est-a-dire ceux qui n’échangent ni matiére ni énergie avec
I'environnement. Nous savons toutefois que cette situation idéalisée est
loin de pouvoir s’appliquer a une cellule ou a un organisme vivant.
II existe en effet un autre type d'état, également indépendant du temps,
mais qui est toutefois tres différent de I'état d'équilibre qui vient d'étre
défini. Supposons que de I'énergie et de la matiére entrent dans un
systeme, y réagissent et quittent le systeme, a une vitesse telle que toute
entrée de matiére et d’'énergie soit exactement balancée par une sortie
d'énergie et de matiére, nous aurons défini un autre état indépendant du
temps. Ce état est trés voisin de ce qui se passe dans une cellule
vivante.

Il s’agit, en effet, dans ce dernier cas de systémes ouverts qui échangent
continuellement de la matiere et de I'énergie avec le milieu extérieur.
Toutes les substances entrant dans la composition d’une cellule semblent
avoir une concentration constante. Pourtant elles ne sont jamais en état
d’équilibre thermodynamique vrai mais plutdt dans un état stationnaire de
flux (équilibre dynamique ou « steady state ») caractérisé par le fait que
la vitesse de formation d’une substance est exactement équilibrée par sa
vitesse de destruction.

Une autre caractéristigue des systémes vivants réside dans le fait
gu’ils augmentent I'entropie de I'univers : il s’agit donc de systémes ouverts,
irréversibles (:) qui se trouvent dans un état d'équilibre dynamique et pour
lesquels le temps et la vitesse sont des éléments importants.

il) On dit qu'une réaction est réversible lorsqu’elle est a I’équilibre. Un phénomeéne irréversible
par contre est un phénoméne dans lequel il est impossible de ramener les systemes en jeu a
leur état original sans un apport d’énergie externe. Tous les systémes ne sont pas également
réversibles. La mesure de lirréversibilité est donnée par I'augmentation d’entropie.
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Une autre caractéristique de la cellule, et qui limite I'application de
la thermodynamique classique a son étude, est sa petitesse. La thermo-
dynamique classique a pour objet I'étude de populations de molécules, et
ses prévisions sont d'autant plus précises que le nombre de molécules
considéré est grand. Cet aspect statistique du probléeme a été considéré
précédemment. Or il est possible de démontrer que dans certaines
cellules il n'y a qu’'une trentaine d’ions hydrogéne par exemple. On sait
aussi que dans le cas des bactéries, I'acide désoxyribonucléique n'y est
représenté que par une ou deux molécules. Il en est de méme de certains
enzymes. On doit observer une prudente méfiance dans I'application de
lois établies pour des populations importantes de molécules.

La thermodynamique classique est en outre essentiellement une théorie
décrivant des systemes a I'équilibre ou encore la variation énergétique
observée lorsqu'on passe d'un état d'équilibre a un autre état d'équilibre.
La notion de temps et de vitesse n'est donc pas considérée, pas plus
d’ailleurs que celle de frottement. Or nous savons que dans les systémes
réels, les changements sont toujours accompagnés de frottements qui sont
eux-mémes une fonction du temps.

La thermodynamique classique est donc inadéquate pour décrire
I'ensemble des réactions chimiques dont une cellule est le siege. Lorsqu’on
utilise les lois de la thermodynamique classique dans le cas d'un phé-
nomene irréversible, on obtient une inégalité décrivant seulement la direc-
tion du changement. C’est pourquoi les phénomeénes biologiques tels la
contraction musculaire, le transport actif, la production du potentiel d’ac-
tion, etc. ne peuvent étre l'objet d’une description quantitative que s’ils
sont analysés a la lumiere d’équations basées sur un modele cinétique
ou statistique.

La subordination de I'étude d’'un phénomene biologique complexe a
I'emploi d’'un modele, limite automatiquement I'utilité d'une analyse mathé-
matique détaillée puisqu’'une méme série de résultats peut se représenter
a laide de fonctions mathématiques diverses correspondant chacune a
des modéles cinétiques ou statistiques différents.

Il est donc avantageux de disposer d’'une méthode permettant de
rechercher d'une facon plus formelle les corrélations existant entre divers
phénomeénes indépendamment de tout modéle préconcu et qui en méme
temps offre I'avantage d’ouvrir des perspectives nouvelles d’interprétation.
Un pas important dans la solution de ce probléeme a été fait en appliquant
a l'étude des phénomeénes biologiques, le formalisme de la thermodyna-
mique des processus irréversibles.

On pourrait arguer qu’il est sans intérét de soumettre certains phé-
nomeénes biologiques a I'analyse en se basant sur les lois de la thermo-
dynamique classique. |l faut cependant signaler qu’il est indispensable de
définir les éléments les plus simples d’un systéme complexe avant d'espérer
pouvoir comprendre le fonctionnement du systtme dans son ensemble.
Les variations énergétiques d’une réaction chimique simple sont facilement
analysables a l'aide de la théorie classique. Ce n’est que lorsqu’on
s’adresse a une séquence métabolique en équilibre dynamique que l'analyse
thermodynamique devient difficile.
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. STRUCTURE ELECTRONIQUE DES ELEMENTS

Les atomes formant les molécules polyatomiques sont solidement
unis par un type de liaison trés important ; la liaison par paire d'électrons
ou liaison covalente. C'est cette liaison que l'on représente par un trait
dans les formules chimiques de valence.

L'exemple le plus simple d’une liaison covalente est la molécule
d’hydrogéne. L'électron de chaque atome d'hydrogéne est mis en commun
pour constituer une paire entre les deux atomes, formant ainsi la liaison
qui les unit. Cette structure correspond a la liaison de valence H—H.
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II faut une grande quantité d'énergie pour rompre cette liaison
(103.4 Kcal M ]). Cette quantité d'énergie est libérée lorsque se forme
I’hnydrogéne moléculaire a partir des atomes :

2 H-» H, + 103.4 Kcal M"

En ce qui concerne les atomes contenant plusieurs électrons, on possede,
depuis plusieurs années et grace surtout a I'étude des spectres de raies,
une connaissance détaillée de leur structure. Cette connaissance étant
nécessaire pour comprendre non seulement la notion de valence mais
aussi la structure des molécules, nous définirons rapidement quelques
notions indispensables a la compréhension des caractéres particuliers
propres aux molécules dont dépendent les propriétés de la matiére vivante.

Considérons la structure électronique des gaz rares. Autour du noyau
de l'atome gravitent un certain nombre d’électrons disposés en couches
concentriques. L'atome d’hélium contient deux électrons, celui du néon
dix, etc.

Les électrons se disposent au niveau de couches concentriques suc-
cessives qui, en allant du noyau vers la périphérie, sont représentées par les
lettres K, L, M, etc. On voit (Tableau 4-1) que les nombres 2, 8, 18, 32 qui
représentent les nombres maxima d’électrons pouvant occuper les couches
successives sont égaux a 2 nl ou n peut prendre les valeurs 1, 2, 3 ou 4.
Une couche donnée peut étre occupée par un nombre quelconque d'élec-
trons inférieur ou égal a sa capacité maximum.

Tableau 4-1
COUCHES ELECTRONIQUES DES GAZ NOBLES

1 2 3 4 5 6
K M N (0] P

He 2

Ne 2 8

A 2 8 8

Kr 2 8 18 8

Xe 2 8 18 18 8

Rn 2 8 18 32 18 8

Les configurations comportant 2 ou 8, 18 et 32 électrons par couche
(correspondant ainsi a 8 électrons dans la couche la plus superficielle) sont
particuliéerement stables. La stabilité correspondant a ces nombres d'élec-
trons résulte du fait que chaque couche, excepté la couche K, est constituée
de deux ou plusieurs sous-couches de stabilité variable. On utilise les
lettres s, p, d et f (*) pour représenter les sous-couches, la couche a laquelle
appartient la sous-couche considérée est alors indiquée en faisant précéder
la lettre minuscule du chiffre arabe correspondant a la couche (Tableau 4-2).

(1) Les lettres s, p, d et f utilisées pour caractériser les sous-couches successives proviennent de la
nomenclature introduite par les spectroscopistes avant le développement de la théorie de la
structure atomique. Elles sont les premiéres lettres des mots anglais sharp, principal, diffuse et
fundamental, caractérisant certaines raies de spectres atomiques. Les sous-couches suivantes
sont désignées par les lettres g, h, i, k, m, puis selon Il'ordre alphabétique, en omettant toutefois
les lettres s et p.
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Le nombre maximum d’électrons que I'on peut rencontrer dans les
4 sous-couches est de

2 pour la sous-couche s
6 » » » p
10 » » » d
14 » » » f

Tableau 4-2
CONFIGURATION ELECTRONIQUE DE CERTAINS ELEMENTS

Cc 1s2 2s? 2p=

N 1s2 2s? 2p»

0 1s2 2 2p*

P 1s2 2s? 2p° 3s? 3p3

S 1sa 2s? 2p» 3s? 3pt

F 1s2 2s? 2pR

Cl 1s2 2s2 2pn 3s2 3p*

Br 1s2 2s? 2p” 3s2 3p" 3d10 4s)

| 1s2 2s? 2p° 3s? 3pb 3d10 4s) 4d* 5s2 5p6*123
Fe 1s2 2s? 2p" 3sa 3p° 3d« 45"

Ainsi la structure électronique du Krypton s’écrira dans cette nomen-
clature :
K L M N
1s! 2s) 2p" 3sa 3p’ 3dW 4s! 4p
Nombre d'élec-
trons par couche 2 8 18 8
Les structures électroniques des gaz nobles correspondant a 2, 10,
18, 36, 54 ou 86 électrons disposés autour du noyau ont une trés grande
stabilité. On le démontre par le fait que I'énergie d'ionisation est plus
grande pour les atomes des gaz nobles que pour ceux des autres éléments.
Cette énergie représente celle qu’il faut dépenser pour expulser un électron
de l'atome, c’est-a-dire I'énergie absorbée par la réaction

X + énergie -» X* 4- e

De méme l'affinité électronique, c'est-a-dire I'énergie libérée lorsque I'atome
capte un électron supplémentaire suivant la réaction

X + e~ -» X~ + énergie

est nulle pour les gaz nobles qui ne peuvent s’adjoindre un électron
supplémentaire.

Les électrons disposés autour du noyau dans les couches et les
sous-couches qui viennent d'étre définies gravitent au niveau d’orbitales.
Généralement les électrons occupent les orbitales selon les quatre régles
suivantes :

1) le nombre maximum d’électrons par orbitale est de deux ;
2) les orbitales les plus stables sont complétées avant les moins stables ;

3) le principe d’exclusion de Pauli exige que les deux électrons d’une
méme orbitale aient des spins j1) opposés, qu’ils soient appariés (2) ;

fl) En raison de sa charge négative, la rotation (spin) de I'électron autour de son axe lui confere
un moment magnétique. La théorie quantique exige que le spin de I'électron s’oriente dans un
champ magnétique soit parallelement, soit antiparallelement. Dans le mouvement de I'électron
autour du noyau, I'orbite correspond a un circuit électrique qui produit un champ magnétique
dans lequel s’oriente celui du spin de I'électron.

(2) Les électrons non appariés sont dits célibataires.
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4) deux électrons ne peuvent occuper la méme orbitale avant que toutes
les orbitales de méme stabilité possedent un électron (Réegle de Hund).
L’état le plus stable apparaitra lorsque les électrons auront des spins iden-
tiques, le principe d’exclusion de Pauli étant toutefois respecté.

Les orbitales de méme stabilité, c’est-a-dire celles dont le niveau éner-
gétigue est identique peuvent appartenir a des sous-couches différentes.
Dans le cas d'une configuration saturée on peut donner l'ordre suivant
pour les niveaux énergétiques des orbitales successives :

1s, 2s, 2p, 3s, 3p, 4s, 3d, 4p, 5s, 4d, 5p, 6s, 4f, 5d, 6p, etc.

Quand les orbitales de stabilité équivalente contiennent un électron
seulement, les électrons auront le méme spin. Dans le cas de I'oxygéne,
élément a huit électrons (Tableau 4-2), les 4 électrons de la sous-couche p
peuvent se distribuer sur 3 orbitales 2p. Ces orbitales ayant une stabilité
identigue accepteront donc un électron avant que l'une dentre elles
accepte un deuxiéme électron (Tableau 4-3).

Tableau 4-3
DISTRIBUTION DES ELECTRONS DANS LES 3 ORBITALES 2p DE L'OXYGENE

Espece Orbitales Electrons non appariés
2PX 2P.

° t T T ;

o il il T :

o Tl U il ’

La direction de la fleche indique I'orientation du spin de I'électron.

Les atomes O, O" ou le radical OH- contenant des électrons célibataires
sont hautement réactionnels. Par contre O" ou H20, n’en possédant pas,
sont extrémement stables. Un électron non apparié donne lieu au phéno-
meéne de paramagnétisme (voir p. 190).

Tableau 4-4

DISTRIBUTION SCHEMATIQUE DES ELECTRONS DANS LES ORBITALES SUPERFICIELLES
DE CERTAINS ELEMENTS

ns np
¢ il 1 1
N, P il 1 1 1
0,8 il il 1 1
F, Cl, Br. | 1 1 U T

Le tableau 4-4 donne la distribution schématique des électrons dans
les orbitales superficielles de certains éléments.
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Liaison de coordination ou semi-polaire.

C’est une variété de liaison par covalence dans laquelle les deux
électrons formant la paire proviennent du méme atome. Ainsi dans la forma-
tion d’'un oxyde d’amine

R R

0 H

R -n:t -0 R :N o
R R

la liaison entre l'oxygéne et I'azote de I'amine tertiaire est formée par une
paire d'électrons provenant de l'azote.

Comme l'azote et I'oxygéne sont au départ électriquement neutres, le
transfert d’'une paire d’électrons sur I'oxygéne rend ce dernier négatif alors
que l'azote devient positif. D’'ou le nom de semi-polaire donné a ce type
de liaison puisqu’il participe a la fois de la covalence et de I'attraction
électrostatique entre deux ions (voir p. 43).

II. LA RESONANCE ET LA DELOCALISATION ELECTRONIQUE

L'atome d'oxygene posseéde 8 électrons et sa structure électronique
se représente de la fagon suivante ;

1s2 2s2 2p4.

L’'oxygéne moléculaire est formé de molécules diatomiques d’une structure
électronique particuliere. On pourrait s'attendre a ce que ces molécules
contiennent une double liaison, c’est-a-dire que les atomes mettent en
commun deux paires d’électrons pour compléter l'octet de chaque atome

0::0 0=0

Au lieu de cette configuration, il se forme une seule paire commune d'élec-
trons et il reste deux électrons non appariés qui sont responsables du
paramagnétisme de I'oxygéne moléculaire.

0:0
L'ozone, forme triatomique de l'oxygéne, a la structure électronique

suivante :
n n* (-1

Un des atomes terminaux de la molécule compléte son octet en prenant
une paire d’électrons & son voisin, il peut étre considéré comme un ion
négatif formant une liaison covalente. L’atome central d’oxygéne ressemble
a l'atome d’'azote (voir plus loin) et peut étre considéré comme un ion
positif qui forme trois liaisons covalentes (une double liaison et une simple
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liaison). L’angle formé entre ces liaisons est de 120°. Toutefois lorsqu’on
analyse en détail les caractéres des liaisons unissant les atomes d'oxygene
dans l'ozone, on constate que les deux types de liaison sont équivalents et
qu’il s’agit d’'un hybride entre une liaison simple et une liaison double. On
dit que la double liaison est en résonance entre les deux positions. Il est
parfois difficile d’attribuer a une molécule une seule structure électronique
de liaison valentielle qui représente ses propriétés de fagon satisfaisante.
Deux ou plusieurs structures électroniques semblent étre également
valables. On dit alors que la molécule résonne entre ces structures et on
écrit alors les différentes structures possibles entre accolades. Ces diffé-
rentes structures ne correspondent toutefois pas a diverses espéces de
molécules : il n'y a qu’une sorte de molécule dont la structure électronique
est une structure hybride de deux ou plusieurs structures de valence.

ll. INDICES ENERGETIQUES ET STRUCTURAUX ASSOCIES
AUX SYSTEMES MOLECULAIRES D’ELECTRONS pi

A I'échelle atomique, la notion de forme telle que nous la concevons a
partir du monde macroscopique qui nous entoure n'a pas de sens. L'élec-
tron n'est pas un corpuscule punctiforme dont la position et la vitesse
peuvent étre précisées. Il n'est représentable qu’en termes statistiques
définissant la probabilité de présence d’un électron dans certaines régions
de l'espace a un instant donné. A cette notion de la représentation de la
distribution des électrons s’ajoute une autre conception dominant la repré-
sentation de la structure des atomes et des molécules. Il s’agit de la quan-
tification de I'énergie par laquelle on démontre gque les énergies des atomes
et des molécules ne peuvent prendre que des valeurs bien définies.

L'électron est un nuage €électrique dont la répartition dans I'espace
est déterminée par une fonction mathématique appelée fonction d’onde ou
orbitale. La détermination des valeurs des niveaux d’énergie permis pour
les électrons d'un systeme et la détermination de la forme mathématique
des orbitales se fait par la résolution de I'équation de Schrodinger qui n’est
autre que la forme moderne de I'équation de la conservation de I'énergie.
L'équation prend une forme différente dans chaque cas particulier . sa
complexité grandit parallelement a celle de Il'architecture moléculaire a
laquelle on I'applique. Quoi qu’il en soit pour un systeme polyélectronique
déterminé, a partir des données fondamentales que I'on peut ainsi recueillir
on définit une série d’indices énergétiques et structuraux auxquels on
rattache alors différentes propriétés physico-chimiques ou biochimiques.

Les électrons d’une architecture moléculaire n'ont pas tous la méme
importance. Si une molécule a plusieurs liaisons doubles, c’est-a-dire si
on a affaire a une molécule résonnant entre deux structures (molécule
conjuguée) on distingue deux catégories d’électrons ;. les électrons de
liaison simple ou électrons sigma et les électrons des liaisons doubles ou
électrons pi (électrons délocalisés). Les électrons sigma forment le sque-
lette rigide de la molécule et sont localisés par paires couplées alors que
les électrons pi forment un nuage vague distribué de facon statistique et
éventuellement polycentrique.

Toutes les propriétés chimiques et physico-chimiques de la molécule



ORBITALES MOLECULAIRES 37

sont déterminées par les électrons pi. Il est intéressant de remarquer que
les molécules jouant un role prépondérant en biochimie et qui, de ce fait,
constituent le substratum nous permettant d’expliquer les caractéres fon-
damentaux de la vie, sont des molécules conjuguées riches en électrons pi
délocalisés. La grande mobilité, la fluidité, la polarisabilité du nuage élec-
tronique des molécules conjuguées conferent a ces derniéres un trés grand
nombre de caractéristiques les rendant particulierement propres a la trans-
mission rapide de perturbations. Ces systémes sont donc particulierement
aptes par leurs propriétés a réaliser les opérations qui sont a l'origine de
l'activité de la matiére vivante.

Les indices énergétiques et structuraux associés aux systemes molé-
culaires d’électrons pi sont les suivants ;

A. INDICES ENERGETIQUES

1. Energie des orbitales moléculaires

Dans la description que nous avons donnée plus haut de la structure
électronique des éléments, nous avons énoncé les principes fondamentaux
qui régissent la disposition des orbitales électroniques. L'application de ces
regles a des systemes polyélectroniques non saturés permet ainsi de définir
non seulement la plus haute orbitale occupée (phoo) mais aussi la plus
basse orbitale libre (pbol).

L’énergie d’ionisation, nous l'avons vu plus haut, représente I'énergie
nécessaire a l'arrachement d’un électron a un atome ou & une molécule.
Cette énergie est égale et de signe contraire a I'énergie de l'orbitale sur
laquelle I'électron est placé. La connaissance de ce parameétre nous permet
de définir le pouvoir donneur d'électrons d’une molécule. Réciproquement
I'affinité électronique, puisqu'elle représente I'énergie libérée lorsqu’un
atome capte un électron supplémentaire, détermine I'énergie de la plus
basse orbitale libre et partant le pouvoir accepteur d’électron de I'élément
considéré.

2. Energie de résonance

La propriété la plus apparente et la plus importante que la délocalisa-
tion électronique confére aux molécules qui en sont l'objet, est I'accroisse-
ment de stabilité. Quantitativement, cet accroissement de stabilité est
défini par la notion d'énergie de résonance. C'est un indice de structure
d’une importance fondamentale en chimie quantique et qui représente le
gain de stabilité acquis par une molécule résonnante par rapport a la
structure théorique.

Ainsi dans le cas du benzéne, la structure théorique

serait moins stable de 40 Kcal M'l que la forme résonnante

Cet accroissement de stabilité est particulierement marqué dans les cycles
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pentagonaux ou hexagonaux et dans les molécules de ce type d’'importance
biologique, I'énergie de résonance varie entre 30-45 Kcal M-1 dans les
pyrimidines, 50-80 Kcal M' dans les purines et est de l'ordre de
200 Kcal M-1 dans les porphyrines.

De toute évidence ceci représente un gain important dans les dépenses
énergétiques des processus anaboliques. Nous reviendrons sur ce point
lorsque nous considérerons la biosynthése des hétérocycliques. Signalons
aussi que cette stabilisation thermodynamique a certainement joué un rdle
important dans la sélection de ces molécules au cours de [I'évolution
prébiologique.

3. Energies de localisation

Tous les électrons d’'une molécule a I'état stable ou fondamental sont
distribués par paires de spins opposés sur les orbitales les plus basses,
laissant ainsi une série d'orbitales d’énergie plus élevée non occupées.

L'état de transition correspondant a la molécule excitée est caractérisé
par le déplacement d'un électron sur une autre orbitale. L'état excité le
plus bas correspond au saut d'un électron de la phoo a la pbol et la
variation énergétique entre I'état final (f) et I'état initial () du systeme
définit la longueur d'onde 1 ou la fréquence v des bandes d'absorption,
selon I'équation :

ou h est la constante de Planck et ¢ la vitesse de la lumiére.

Dans le but de prévoir I'ordre de réactivité relatif de composés inter-
venant dans une séquence de réactions chimiques, on doit pouvoir estimer
les grandeurs caractéristiques des états de transition (complexes activés),
en particulier I'énergie d’activation (voir p. 154). Dans ce but, on caractérise
les énergies correspondant aux différents types de réactions chimiques.

B. INDICES STRUCTURAUX

1. Charge électrique des atomes

La distribution des charges électriques entre les atomes constituant
une molécule est particulierement importante a connaitre pour résoudre les
problémes en rapport avec le mécanisme des réactions chimiques.

La détermination du moment des dipoles est basée sur la distribution
des électrons pi et sur la polarisation des liaisons sigma.

Dans le cas des électrons pi, les atomes constituant un systeme
conjugué contribuent par un ou deux électrons au pool des électrons pi
de la molécule. Le carbone fournit toujours un seul électron pi. En ce qui
concerne l'azote et l'oxygéne, ces éléments contribuent au pool commun
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par un électron pi s’ils interviennent dans une double liaison (comme dans
le cas de la pyridine ou de la benzoquinone).

0

0

Pyridine Benzoquinone

Par contre si la liaison est simple, ces deux éléments fournissent deux
électrons pi (pyrrole, phénol, etc.).

OH

H

Pyrrole Phénol

On définit alors la charge électrique d’'un atome dans une molécule comme
étant égale au nombre d'électrons pi que l'atome porte dans la molécule.
La charge nette est égale a la différence entre la charge électrique et le
nombre d’électrons pi que I'atome a fournis au pool d'électrons pi.

2. Indice de liaison mobile

Cet indice définit le caractére « double liaison » d’une liaison. Il dépend
de la force de couplage des électrons pi entre atomes adjacents, ce qui
détermine certaines propriétés de la liaison telles que la longueur de la
liaison, I'énergie de la liaison, la constante de force et les fréquences de
vibration. Cet indice a la valeur 0 dans le cas d'une liaison simple. On lui
attribue la valeur | dans le cas de la liaison double. Une liaison entre deux
atomes est d’autant plus courte et réactive que son indice de liaison mobile
est voisin de 1.

3. Indice de valence libre

La détermination de cet indice permet d'évaluer le taux d’insaturation
d’un atome, sa capacité de liaison pi qui n’est pas utilisée a l'intérieur de
la molécule. Il correspond a la polarisabilité de I'atome en question vis-a-vis
d’autres atomes ou groupes d’atomes et joue donc un role trés important
dans la théorie des réactions chimiques, il est une mesure de I'aptitude
d’un atome a réagir avec des radicaux libres.

IV. LES VALENCES SECONDAIRES

On a cru tres longtemps que la liaison covalente représentait le seul
type d’association des atomes. S'il est vrai que les atomes formant les
petites molécules ou les monoméres des architectures moléculaires des
cellules, sont unis par covalence, il est toutefois certain que ce type de
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liaison ne permet pas d'expliquer toutes les propriétés d’une cellule. La
distribution des molécules au sein du volume déterminé par la cellule ne
se fait pas au hasard et un probléeme important a résoudre est celui de
déterminer les lois qui régissent cette distribution. La liaison par covalence
ne peut étre invoquée puisque les atomes unis par ce type de liaison
appartiennent, par définition, a la méme molécule. C’est pourquoi, on pense
actuellement que I'arrangement des molécules dans la cellule est controlé
par des forces interatomiques faibles, parfois appelées valences secon-
daires. Elles interviennent non seulement entre les atomes appartenant a
des molécules différentes mais également entre certains atomes d’une
méme molécule. Les valences secondaires permettent ainsi d’expliquer
pourquoi certaines molécules sont groupées les unes a co6té des autres.
Elles permettent également d’expliquer la structure tridimensionnelle d'une
molécule flexible. La caractéristique la plus importante d’une liaison est sa
force. La liaison covalente est dite forte parce que la variation d'énergie
libre standard accompagnant sa rupture est positive et de l'ordre de 50 a
110 Kcal M-1 L'application de I'équation (3-6) montre que la constante
d'équilibre de la réaction aboutissant a la formation d’une liaison covalente
aura une valeur élevée. Pour un AF° voisin de 100 Kcal M'l un seul atome
sur 1040 restera libre lorsque I'équilibre sera atteint. Au contraire les liai-
sons secondaires sont dites faibles parce que la variation d’énergie libre
observée au cours de leur rupture est positive et de l'ordre de 1 a
7 Kcal M-1

En définissant les principales valences secondaires nous allons mon-
trer comment leur caractére « faible » est une condition essentielle a
I'existence de la cellule.

A. LES PRINCIPAUX TYPES DE LIAISONS FAIBLES

1. Les forces de Van der Waals

Toutes les molécules s’attirent I'une l'autre par suite de I'interaction
mutuelle des électrons et des noyaux des atomes formant ces molécules
(attraction électronique de Van der Waals).

Ce phénoméne trouve son origine dans lattraction électrostatique
prenant naissance entre les noyaux des atomes d’une molécule et les
électrons d'une autre molécule. Pour qu’il se manifeste, il faut évidemment
que les molécules soient trés prés les unes des autres. Dans le cas d’une
molécule monoatomique (gaz rares par exemple) la force d'attraction est
inversement proportionnelle a la septieme puissance de la distance
(Fig. 4-1). Aux faibles distances, la force d’attraction est contrebalancée
par la force de répulsion due a l'interpénétration des couches électroniques
extérieures des molécules : c'est ce qu'on appelle le rayon de Van der
Waals (Tableau 4-5).

La détermination du point d’ébullition fournit une indication sur la
grandeur des forces de Van der Waals. Il est en effet une mesure de I'agi-
tation moléculaire nécessaire pour vaincre les forces d’attraction. En géné-
ral l'attraction électronique de Van der Waals s’accroit avec le poids
moléculaire ; par conséquent les substances dont le poids moléculaire est
élevé, auront un point d’ébullition élevé, et réciproquement. Cette générali-
sation est confirmée par I'expérience.
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La variation d’énergie libre accompagnant la rupture d’'une association
moléculaire sous l'influence des forces de Van der Waals est voisine de
1 a 2 Kcal M'L. Elle est donc a peine supérieure a I'énergie thermique
moyenne des molécules a la température ordinaire (0.6 Kcal M ’) ce qui
signifie que l'attraction électronique de Van der Waals ne deviendra une

Faible attraction de Van der Waals

Trés forte attraction de Van der Waals

environ 4 A

Attraction de Van der Waals équilibrée par les
forces de répulsion dues a l'interpénétration des
couches électroniques extérieures.

FIG. 4-1. Schéma montrant l'attraction de Van der Waals et la répulsion provenant de la
distribution électronique dans les molécules monoatomiques d'argon (d'apres Pauling,
1956, 1960).
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force de liaison effective que dans le cas ou plusieurs atomes d’'une méme
molécule seront liés a plusieurs atomes d’une autre molécule. Dans ce cas
seulement I'énergie d’interaction sera supérieure aux forces de répulsion
résultant de I'agitation thermique.

Tableau 4-5

RAYON DE VAN DER WAALS CES ATOMES INTERVENANT DANS LES MOLECULES
D’IMPORTANCE BIOLOGIQUE

Id'aprés Watson, 1965)

Atome Rayon, en A
H 1.2

N 15

0 14

P 1.9

S 1.85
groupe CH3 2.0
demi-épaisseur d’une

molécule aromatique 17

Toutefois pour que plusieurs atomes puissent former une liaison par
attraction de Van der Waals, les molécules doivent avoir une configuration
telle qu’elle permette un rapprochement des atomes intéressés, voisin de
la somme de leur rayon de Van der Waals.

Une molécule possédant une cavité, complémentaire d’un groupe
d’atomes en saillie sur une autre molécule, formera avec cette derniére un
complexe dont I'énergie de liaison pourra étre voisin de 10 Kcal M_1 Le
complexe aura donc une trés grande stabilité.

2. La liaison hydrogéne

La stabilité de certaines associations moléculaires est assurée grace
a l'existence d’un type particulier de liaison, la liaison hydrogéne, qui est
plus faible que les liaisons ioniques ou covalentes mais plus forte que les
forces d’attraction de Van der Waals.

Tableau 4-6
LONGUEUR APPROXIMATIVE DE CERTAINES LIAISONS HYDROGENE
(d’aprés Watson, 1965)

Liaison Longueur, A
o — 2.70 = 0.10
o — 2.63 = 0.10
o — 2.88 + 0.13
N — 3.04 = 0.13
N* — 293 = 0.10
N — 3.10 = 0.13

Ce type de liaison prend naissance entre un atome d’hydrogéne
chargé positivement, fixé par covalence a la molécule a laquelle iI appar-
tient et un atome accepteur, chargé négativement, qui est également fixé
par covalence a une autre molécule. C'est ainsi que I'atome d’hydrogéene
du groupe imino (N — H) forme une liaison avec I'oxygéne de la fonction

cétonique (C = 0).
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Ce type de liaison peut également exister entre les fonctions portant
des charges unitaires : NH3t et COO par exemple.

Dans les systemes biologiques, la liaison hydrogéne fait souvent inter-
venir des atomes d’hydrogeéne qui sont unis par covalence a l'oxygéne
(O —H) ; l'atome accepteur est alors soit I'azote, soit I'oxygéne. L’énergie
de la liaison varie entre 3 et 7 Kcal M-1 ce qui indique que la liaison hydro-
géne sera plus courte que la liaison de Van der Waals, mais plus longue
que la liaison covalente (Tableau 4-6).

Voici quelques exemples de liaisons hydrogéne fréquemment rencon-
trées dans les systemes biologiques.

H
R—C— C=0
= O--m-memm H—N entre groupes peptidiques
H—N —C—-H
| |
R
H
O H—O =C—H entre deux groupes hydroxyles
H—C—
R—O —H-------- CT
entre un groupe carboxyle chargé néga-
C— tivement et le groupe hydroxyle de la
|| tyrosine
—Cr
entre un groupe aminé et un groupe car-
boxyle chargés
H
\
H —C—R
\ \ entre un groupe hydroxyle de la sérine et
— C—0O —Hmmeeeeee 0= un groupe peptidique
| \
H N —H3

3. La liaison ionique

Les composés chimiques qui contiennent des ions doivent leur sta-

bilité a la tendance de certains atomes a perdre des électrons et celle
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d’autres atomes a en capter. Il se produit alors une forte attraction élec-
trostatique entre les ions de signe opposé (liaison ionique) et une répulsion
entre ions de méme signe.

L'électron étant pris comme unité, la grandeur de la charge portée
par un ion, est appelée sa valence ionique. Dans le chlorure de sodium,
le sodium a une valence ionique + 1 et il est dit uni-positif; le chlore
a une valence ionique — 1 et il est dit uni-négatif.

Dans la formule du composé, la somme des valences ioniques doit
étre nulle.

Beaucoup de molécules organiques possédent des groupes ioniques.
Ces groupes sont neutralisés par des charges de signe opposé et la
force d'attraction électrostatique détermine la formation d’'une liaison dont
I'énergie, en solution aqueuse, est voisine de 5 Kcal M'L

Les charges des molécules organiques sont souvent neutralisées par
des ions inorganiques. Comme ces derniers sont toujours hydratés, c'est-
a-dire entourés d'une ou de plusieurs couches de molécules deau, ils ne
forment pas de liaison avec les charges de signe opposé. C’est pourquoi
on considére qu’en solution aqueuse, l'attraction électrostatique prenant
naissance entre des ions inorganiques et les charges d’une molécule orga-
nique, ne joue pas un rble important dans la détermination de la forme
de la molécule organique.

B. IMPORTANCE BIOLOGIQUE DES VALENCES SECONDAIRES

Comme dans le cas de la liaison par covalence, la formation des
valences secondaires obéit aux lois de la thermodynamique. En consé-
guence une liaison ne se formera que si sa création a pour conséquence
une libération d'énergie. Comme la formation d’'une liaison covalente
libere beaucoup d’énergie, sa rupture ne se fera pas spontanément. Au
contraire les liaisons faibles sont constamment brisées et reformées a
la température ordinaire (énergie cinétique = 0.6 Kcal M [ a 25 °C). La
vie moyenne d’'une liaison faible est d’ailleurs trés courte et de [l'ordre
de la seconde, ce qui explique le fait que ce type de réaction ne néces-
site pas de catalyseur (enzyme) pour s'effectuer a une vitesse appréciable.

La structure des solutions en général et du contenu cellulaire en par-
ticulier est largement déterminée par l'existence des valences secondaires.

L'eau est un solvant polaire c’est-a-dire que les molécules d'eau pos-
sedent une structure électronique telle que les atomes d’hydrogéne ont
une charge électrique positive alors que I'atome d'oxygéne a une charge
négative.

Les atomes H et O forment d'autre part des liaisons hydrogéne avec
les atomes H et O dautres molécules d'eau. Chaque molécule d’eau
s'entoure ainsi de quatre autres molécules d'eau qui lui sont fixées par
des liaisons hydrogene. Il en résulte la formation d’'un réseau de tétraédres
qui confére une structure trés particuliere a l'eau (quelle soit a I'état
liquide ou a I'état solide) et explique la plupart de ses propriétés. La
proportion des arrangements moléculaires, associés par des valences
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secondaires, est donnée par I'équation 3-6. Pour un AF° de 2 a 3 Kcal M“\
on peut calculer qu'a température ordinaire, la plupart des molécules sont
associées par des liaisons faibles.

La perte d'énergie libre associée a la formation d’une liaison hydro-
géne est plus grande que dans le cas d'une liaison de Van der Waals.
En conséquence la liaison hydrogene se fera de préférence a la liaison
de Van der Waals. C'est ce qui explique le fait que seules les molécules
pouvant établir des liaisons hydrogene avec les molécules d'eau sont
solubles dans ce solvant.

Les molécules dites hydrophobes (benzéne, chaines aliphatiques, etc.)
sont insolubles dans l'eau parce que les molécules d'eau forment entre
elles des liaisons hydrogene, alors que les molécules hydrophobes sont
associées par des liaisons de Van der Waals. Comme il n'y a pas de
liaisons hydrogéne établies entre les molécules d'eau et les molécules
hydrophobes, il est impossible d’insérer ces dernieres dans le réseau
formé par les molécules d'eau et les deux espéces moléculaires restent
ainsi séparées en deux phases homogenes.

Par contre les molécules dites hydrophiles sont capables de former
des liaisons hydrogéne avec l'eau. En conséquence en rompant la liaison
existant entre deux molécules d'eau, elles sont capables de s’insérer dans
le réseau de molécules d'eau et de réorganiser la structure du solvant
par la formation de nouvelles liaisons hydrogéene. Toutefois comme du
point de vue énergétique ce nouvel arrangement est moins favorable que
celui du solvant pur, la « solubilité » des molécules hydrophiles est limitée.

La structure spécifique d’une solution dépendra évidemment du soluté
(forme des molécules, surfaces complémentaires, types de liaisons secon-
daires pouvant étre formées, etc.). La formation de liaisons faibles entre

les molécules d’une solution confere a cette derniére une structure. Il ne
s'agit toutefois pas d’un systeme statique.

L'agitation thermique change continuellement la configuration de la
solution qui passe ainsi d'un type d’arrangement a un autre ayant approxi-
mativement le méme contenu énergétique. Dans un systéme biologique
un autre facteur important doit étre pris en considération et c'est le
métabolisme qui, changeant continuellement la nature des molécules en
solution, modifie automatiquement la nature des liaisons secondaires qui
peuvent étre formées.

La formation de liaisons secondaires entre des molécules en solu-
tion exige la présence de surfaces complémentaires, selon le principe de
la clé et de la serrure : on doit avoir sur une molécule, une cavité com-
plémentaire a un groupe se trouvant en saillie sur une autre molécule.
Outre la complémentarité des surfaces, il faut également considérer le fait
qgue la formation d’une liaison faible entre deux molécules doit aussi per-
mettre la formation de liaisons hydrogene avec les molécules du solvant.
Ces considérations permettent d'expliquer pourquoi les formes L des
acides aminés sont sélectionnées de préférence aux formes D, dans de
nombreux processus biologiques et notamment la synthése des protéines.

La formation du complexe enzyme-substrat, la spécificité des réactions
enzymatiques et la configuration des macromolécules trouvent également
leur interprétation dans [I'existence de liaisons secondaires spécifiques
établies entre molécules en solution et molécules du solvant.
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B. DINUCIEOLIAES. ..ottt 72

1. Nicotinamide-adénine-dinucléotide (NAD) et nicotinamide-

adénine-dinucléotide-phosphate  (NADP).......cccccooiiiiiiiiiieeceee 72

2. Flavine-adénine-dinucléotide (FAD)....ccccoiiiiiiiiiiiie e 73

XV. COEBNZYME A (COA). ittt ettt et h ettt et e e e st e e bee e eabee e sabee e steeeanes 74
XVI. Cyanocobalamine (VItamine Bi2) ........ccooiiiiiiieeiiie ettt 75

Comme nous l'avons déja signalé, toutes les molécules d’intérét bio-
chimigue présentent le phénoméne de délocalisation électronique. Parmi
les plus représentatives on peut citer les acides nucléiques, les coenzymes,
les protéines et les phosphates « riches en énergie ». Ces différentes caté-
gories seront examinées en détail dans des chapitres ultérieurs. Ce ne
sont toutefois pas les seuls représentants conjugués importants des cel-
lules. Les ptéridines, les porphyrines, les pigments biliaires, les quinones,
les caroténoides, les rétinénes, les mélanines, etc. sont des constituants
importants des biomolécules et qui appartiennent également a la méme
catégorie des molécules conjuguées. Dans les pages qui suivent nous
examinerons les hétérocycliques naturels en mettant l'accent sur les
caracteres que leur confére la délocalisation électronique dont ils sont
le siége.
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|. DERIVES DU PYRROLE

Parmi les corps hétérocycliques de la chimie organique, ceux qui
appartiennent au groupe du pyrrole présentent un intérét particulier
pour le biochimiste. Le pyrrole lui-méme, C4H4NH, est depuis un siecle
connu comme un des produits de la distillation seche de la matiere
vivante. Son importance biologique est trés grande. Il suffira de dire que
de l'indole ou phénopyrrole dérivent I'indoxyle et I'indigo, qu’on trouve
en abondance dans les plantes des bases pyrroliques et que le tryptophane
contient un noyau indole. Une catégorie particuliéere de dérivés du pyrrole,
les porphyrines, présentent un grand intérét par leur large distribution
dans la biosphére, sous des formes libres ou sous des formes combinées.
Les porphyrines cristallisent facilement, ont un point de fusion trés élevé
et présentent une vive fluorescence sous l'action des rayons ultra-violets.

Pyrrole Porphlne

Leur pouvoir colorant étant extrémement grand, l'analyse spectro-
scopique permet de déceler des quantités trés faibles de porphyrines.
Ce sont des molécules contenant quatre noyaux pyrrole et on peut sché-
matiser leur structure en partant d’un tétrapyrrole hypothétique, la porphine,
que complique, dans les cas particuliers, I'adjonction de radicaux divers.
La position des doubles liaisons ne peut étre qu'arbitrairement fixée dans
une structure de cette nature.

Les quatre noyaux pyrrole de la porphine et des porphyrines sont
reliés par des groupes méthéne (=CH—) qui sont désignés par les
lettres grecques a, », y et 6. Les carbones occupant les bases des noyaux
pyrrole sont numérotés de 1 a 8.

La position relative des groupements substituants peut donner lieu a
I'existence de plusieurs isoméres. Pour les coproporphyrines, dont le noyau
porphine porte quatre groupes méthyle et quatre groupes propioniques, il
peut exister quatre isoméres correspondant a une position différente des
quatre groupements méthyle : 1: 1, 3,5 7; 1.1 4,5 8;1l:1 3 5 8;
IV:1 4,86 7
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Ces quatre isomeéres sont les suivants :

COOH
CH2

HOOC-H2C-H2Cv

NH (P)(" ?

HjC
ch2 chs
ch?

COOH
COOH
CH2
H3C CH2
%.
H3C
NH (g) N
HOOC-H2C-H2C H
(l:hz chs
ch2
COOH
COOH
ch2
h3cn ,ch2
NH
HOOC- H2C-H2C H
/7 \
ch2 chs
ch?

COOH

,CHs

chi—chl-cooh

ch2-ch?-cooh

chs

*CHs

ch2—ch2-cooh
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COCH
CH2
H,C CH2

HOOC-H2C-H=C. ,CH2-CH2-COOH

"NH (g) N

HiC' H chi

CH3 CH2
ch2
COOH

La coproporphyrine | se trouve dans la levure, et les coproporphyrines
| et Il ont été isolées des matiéres fécales, d’ou leur nom.

ch2
HjC___ .CH H.C.
chs H3C
NH N NH N/
' H
hooc—h2c—h2c N ch = ch2 hooc—h2c-h2c H
ch2z chs G% chs
chz chl
COOH COOH
Protoporphyrine Deutéroporphyrine I

Dans les protoporphyrines, les huit atomes de carbone de la por-
phine portent deux groupes vinyle, quatre groupes méthyle et deux
groupes propioniques. L'un des quinze isoméres de cette structure est
la protoporphyrine IX ou acide porphine-1, 3,5, 8-tétraméthyl-2, 4-divinyl-6,
7-dipropionique, communément nommée protoporphyrine. C'est la por-
phyrine la plus répandue chez les étres vivants.

Au cours de la putréfaction, la protoporphyrine perd ses chaines
latérales non saturées et est transformée en deutéroporphyrine lIl.

Dans la nature, on ne trouve que de trés petites quantités de por-
phyrines a l'état libre. La plupart dentre elles se trouvent sous forme
de complexes meétalliques, dans lesquels I'atome de métal remplace les
deux atomes centraux d’hydrogéne et est également lié aux quatre atomes
d’azote. Le complexe porphyrine-fer constitue le groupe prosthétique d’une
série d’hémoprotéines comprenant en particulier :
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a) I'némoglobine ;
b) les cytochromes ;
c) certains enzymes (catalase, peroxydase).

Dans ces différents cas, c’est la protoporphyrine X qui est utilisée.
Le complexe porphyrine-magnésium constitue la chlorophylle, le pigment
vert des plantes responsable de la photosynthése. Dans le cas de la
vitamine B12, la porphyrine se trouve sous forme de complexe avec le
cobalt.

Les caractéristiques électroniques essentielles du noyau porphine sont
les suivantes :

a) énergie de résonance élevée (160 Kcal IVT]) soit environ 6 Kcal par
électron pi ;

b) capacité de recevoir ou de donner des électrons ;

c) présence de charges électroniques nettes positives et négatives a la
périphérie de la molécule : les carbones r des noyaux pyrrole, c’est-a-
dire les carbones pairs de la porphine, portent un excés d’électrons
pi, alors que le carbone des ponts méthéne est appauvri en électrons ;

d) la valence libre maximum est localisée au carbone des ponts méthene.

Certaines de ces caractéristiques peuvent étre dans une certaine
mesure modifiées dans les dérivés naturels substitués. Les indices éner-
gétiques et structuraux n'ont pas encore été calculés pour toutes les
espéces moléculaires intéressant le biochimiste.

Dans le cas des complexes avec les ions métalliques, il est inté-
ressant de rechercher les indices en question afin de déterminer les
orbitales moléculaires qui peuvent s'établir entre les orbitales électro-
nigues du noyau porphyrine et celle du métal.

En général, les complexes de coordination d’importance biochimique
sont du type dans lequel I'atome métallique est entouré du ligand (*) en
formant un complexe carré ou octaédrique. Le complexe fer-porphyrine est
essentiellement de ce dernier type. La coordination se fait non seule-
ment avec les quatre atomes d'azote occupant le centre de la molécule
de porphyrine mais aussi implique deux groupes localisés de part et
d'autre du plan du complexe. Ces groupes supplémentaires peuvent étre
d’'autres substances azotées (pyridine, imidazole). L'étude de la structure
électronique de ces complexes permet de définir deux types fondamentaux :

1) les complexes ioniques caractérisés par la présence d’'un grand nombre
d’électrons non appariés (quatre dans les complexes ferreux et cinq
dans les complexes ferriques). A cette catégorie appartiennent [I'hé-
moglobine et la myoglobine ;

2) les complexes covalents, qui n'ont pas d'électrons célibataires (cyto-
chrome c ferreux) ou n’en ont qu'un (cytochrome c ferrique).

(*) Ce terme désigne tout ion ou molécule directement fixé a un atome métallique.
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Dans le cas des complexes ioniques, le métal cationique joue le réle
d’accepteur d’électrons dans son interaction avec le ligand, alors que dans
le cas des complexes covalents, il est un donneur d'électrons (électrons
pi). Dans les complexes covalents ferreux, la distribution des orbitales
(phoo et pboi) est bien différente de celle des complexes ioniques et les
caractéristiques de cette distribution sont telles que ces complexes ont
des propriétés de donneur d’électrons particulierement marquées (phoo
tres élevée). Dans le cas des complexes covalents ferriques, la situation
est a premiére vue la méme. Il y a toutefois une différence essentielle :
une ferriporphyrine covalente posséde seulement trois électrons occupant
les deux phoo. Une de ces orbitales est donc a moitié remplie et comme
elle peut accepter un électron elle doit étre considérée comme repré-
sentant une pboi. Cette orbitale confére a la molécule un pouvoir accepteur
d’électrons trés prononcé.

La signification biochimique de ces résultats deviendra plus claire
lorsque nous discuterons le role des cytochromes dans la chaine respi-
ratoire. Qu'il nous suffise simplement de signaler que la structure élec-
troniqgue des porphyrines et de ses complexes métalliques est telle que
nous avons affaire a des molécules trés stables. La multiplicité des pro-
priétés de ces molécules provient de l'adjonction a un squelette stable
(le noyau porphine) de groupes d’atomes avec, pour conséguence, une
réorganisation de la structure électronique conférant ainsi a I'ensemble
de nouvelles propriétés. La sélection de ce squelette stable pour réaliser
des molécules ayant des propriétés tres différentes et trés largement
répandues dans la nature, semble indiquer une formation précoce.

On sait, en ce qui concerne la chlorophylle, que d'autres pigments
auraient pu étre utilisés, avec la méme efficacité que les porphyrines.
Si les porphyrines occupent cette situation prépondérante, c’est en raison
méme de leur stabilité.

Il. DERIVES DE LA PYRROLIDINE

La pyrrolidine est le noyau saturé correspondant au pyrrole.

Pyrrolidine

On la trouve dans des molécules universellement répandues dans la
biosphére, comme la proline, la vitamine Ba2, dans la nicotine et d’autres
alcaloides, etc.
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IIl. DERIVES DE L’INDOLE

L'indole est le noyau dont est dérivé le tryptophane.

Indole

De nombreuses substances ayant une action pharmacodynamique tres
prononcée, comme [l'iproniazide, la réserpine, la chlorpromazine, la die-
thylamide de l'acide lysergique sont, en général, considérées comme
étant les antimétabolites interférant avec le métabolisme normal du tryp-
tophane (ou de certains dérivés ;. acide nicotinique, sérotonine, etc.). Ces
antimétabolites, qui tous contiennent le noyau indole, sont supposés agir
en occupant les récepteurs dévolus aux métabolites normaux. L’action
pharmacologique pourrait étre expliquée sur la base de I'hypothése suivant
laquelle ils participeraient a la formation de complexes, avec les récep-
teurs appropriés impliguant des transferts de charges. Le puissant tran-
quillisant qu'est la chlorpromazine est en effet un excellent donneur
d'électrons ayant une phoo située exceptionnellement haut.

H

Sérotonine

La sérotonine, trouvée normalement dans le cerveau des mammiféres
est nécessaire au maintien du métabolisme de la cellule nerveuse. On
attribue l'origine de certaines maladies mentales (la schizophrénie par
exemple) a un trouble du métabolisme de cette substance. Le calcul de
I'énergie de la phoo montre que cette molécule est un meilleur donneur
d’électrons que le tryptophane.

ch2—cooh

H

Hétérauxine

Un autre dérivé important du noyau indole, produit au cours du
métabolisme du tryptophane, est I'acide a-indolacétique. Il s’agit de I'hété-
rauxine, substance retirée de la levure, existant aussi dans l'urine humaine
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et possédant une activit¢é d’auxine en ce qui concerne la croissance
des végétaux.

Beaucoup d’autres molécules ayant les mémes propriétés sont connues
et sont rangées sous la dénomination de phytohormones ou auxines. Bien
guon n'ait pas encore effectué des recherches en ce qui concerne la
structure électronique des auxines dérivées de I'acide indolacétique, on a
pourtant proposé certaines corrélations entre la structure électronique et
l'activité sur la croissance des végétaux de certains dérivés de I'acide
benzoique et de I'acide naphtoique.

IV. DERIVES DE L’'IMIDAZOLE

Le noyau pentagonal de I'imidazole, qui contient deux atomes d’azote,
se trouve dans un acide aminé naturel, I'histidine.

Imidazole

Une des propriétés importantes du noyau imidazole est la présence
d’'un azote tertiaire (pyrimidique) et d'un azote secondaire (pyrrolique).
Le premier de ces deux azotes qui contribue avec un électron pi au pool
des électrons mobiles du systeme porte dans la molécule une charge
négative. Il constitue donc un centre important d'attaque électrophilique :
combinaison avec un proton, complexe avec un métal (en particulier dans
I'histidine en relation avec la fonction NH* et déterminant la formation
d’une liaison puissante), formation de pont hydrogene et de complexe
ammonium quaternaire transitoire. Le deuxiéeme de ces azotes aura comme
propriété de pouvoir remplacer son proton par d’autres groupes tels que
I'acétyle ou le phosphoryle.

Gréce a cette propriété consistant en la possibilité d’une interconver-
sion mutuelle de ces deux azotes, on peut comprendre les propriétés
biochimiques du noyau imidazole et plus particulierement la formation de
dérivés hautement énergétiques et le réle de site actif dans la fonction
catalytique des enzymes de I'hydrolyse. En effet en milieu acide, I'azote
tertiaire est protoné, la possibilité de la délocalisation €électronique est
accrue et les deux azotes deviennent indistinguibles.

L'imidazole peut aussi réagir comme une base au niveau de l'azote
« pyrimidique », réaction suivie d'une dissociation du proton a partir de
I'azote « pyrrolique » ainsi labilisé. Ces propriétés seront discutées plus en
détail dans les chapitres appropriés.
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V. DERIVES DU THIAZOLE

Ce noyau pentagonal azoté et sulfuré fait partie, associé au noyau
pyrimidine, du pyrophosphate de thiamine, qui est un important coenzyme.

Thiazole

L'importance de I'atome de soufre dans la détermination de la struc-
ture électronique du noyau, en relation avec I'action catalytique des molé-
cules dans lesquelles il intervient, sera discutée au chapitre des coenzymes.

VI. ACIDE THIOCTIQUE

Un autre noyau hétérocyclique sulfuré important est celui de I'acide
6,8-dithio-n-octanoique qu’on appelle aussi acide thioctigue ou acide
a-lipoique.

(ch,)4- cooh
S——-S

Acide thioctique (lipoique)

Ce corps, important coenzyme de la décarboxylation oxydative (voir
chapitres 12 et 14) agit par l'ouverture et la fermeture de son cycle a
deux atomes de soufre.

VIl. DERIVES DE NOYAUX HETEROCYCLIQUES HEXAGONAUX
OXYGENES

Les principaux noyaux de cette série sont ceux du pyran, du chroman

Pyran

et du flavan. Le noyau pyran est le noyau de base des oses sous leurs
formes stables.
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Les dérivés du chroman qui portent le nom de tocophérols sont tres

Chroman Flavan

largement répandus dans la biosphére. lls ont la structure générale
suivante :

Tocophérols

Le dérivé non substitué dans lequel R = R' = R" H, porte le nom
de tocol. Les tocophérols naturels sont des dérivés mono-, di- ou tri-
méthylés du tocol (Tableau 5-1).

Le dérivé a est celui qui est le plus abondant dans les tissus animaux,
c’'est pourquoi il est considéré comme le prototype de la vitamine E.
Sa déficience s’accompagne, chez le mammifére, de dystrophie musculaire
et de stérilité.

Tableau 5-1
NOMENCLATURE DES TOCOPHEROLS

a-tocophérol 5, 7, 8-triméthyltocol
3-tocophérol 5, 8-diméthyltocol
y-tocophérol 7, 8-diméthyltocol
6-tocophérol 8-méthyltocol
E-tocophérol 5-méthyltocol
C-tocophérol 7-méthyltocol
n-tocophérol 5, 7-diméthyltocol

Bien que le rdle métabolique de la vitamine E ne soit pas encore bien
précisé, on considére en général qu'elle exerce une action a deux niveaux :

a) un rble possible d'agent antioxydant, protégeant a I'intérieur de la cel-

lule, les graisses et autres substances sensibles a I'oxygéne ;
b) un role possible dans la chaine respiratoire et peut-étre aussi dans les

phosphorylations associées aux transferts d’électrons.

L’'action antioxydante a été mise en rapport avec le potentiel d’oxyda-
tion de ces substances. Ceci implique la migration d’un électron du phénol
a l'oxydant suivie de la migration d’un proton. Cette situation permet de
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supposer qu’il doit y avoir une relation entre pouvoir antioxydant et niveau
de phoo, ce qui a été confirmé expérimentalement.

Il existe chez les végétaux, une série de pigments jaunes, les
anthoxanthines, issus de noyaux dérivés du flavan, la flavone, le flavonol
et la flavanone.

Flavone

Flavanone

Flavonol

Ces dérivés sont généralement, dans la nature, hydroxylés sur dif-
férents cycles pour donner des dérivés comme la quercétine, dérivé de
flavonol qu’on trouve, en combinaison avec du glucose (quercitrine) dans
de nombreux végétaux, et I'hespérétine, dérivé de flavanone, qu’on trouve
dans le citron sous la forme d’un glucoside, I'’hespéridine.

Les dérivés de cette nature interviennent comme substances fonction-
nelles dans un type du transfert de I'hydrogene métabolique chez les
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végétaux. Dans ce systeme, le peroxyde d’hydrogéne formé par la com-
binaison de I'hydrogéne avec l'oxygéne, oxyde en présence de peroxydase
le dérivé flavonique. Ce dernier oxyde a son tour une molécule d’acide
ascorbique.

Cette fonction n'est exercée que par les dérivés ayant deux hydroxyles
en 3 et 4 dans le cycle 3, comme c’est le cas pour la quercétine et la
quercitrine, dans laquelle le glucose est combiné aux groupements OH
du cycle 1. L'hespérétine est inactive, mais dans le citron, lors de la matu-
ration, il s’opére une déméthylation de I'hespérétine, donnant naissance a
I'ériodictyol, et c'est le glucoside de cette derniére substance qu'on trouve
surtout dans le citron mdr.

OH O

Eriodictyol

Les anthocyanes, pigments bleus, rouges ou violets de certaines
fleurs, sont des glucosides dérivés de noyaux hétérocycliques hexago-
naux oxygénés. Leurs aglucones (portions non glucidiques) ou anthocya-
nidines sont des dérivés hydroxylés du noyau benzopyrilium ;

Benzopyrllium

dans lequel l'oxygéne est I'atome central d’'un ion complexe monovalent
au sein duquel son indice de coordination est égal a trois. Certaines
anthocyanidines ont une constitution voisine de celle de la flavone.

Chlorure d’cenine

C'est par exemple le cas pour I'cenine, anthocyanidine de la pelure dg
raisin noir. B
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VIIl. DERIVES DE LA PYRIDINE

Le plus simple des hétérocycliques hexagonaux azotés est la pyridine
Elle prend naissance par cyclisation de ['éthylallylamine, suivie de
déshydrogénation

ch2=ch—ch2—nh—ch2—ch3

Sa formule est la suivante :

Pyridine

On la trouve dans les produits de la distillation des os et de la
houille. Elle se comporte comme le noyau benzénique vis-a-vis de I'’halo-
génation, de la nitration et de la sulfonation, mais les réactions sont
beaucoup plus lentes. C'est le noyau d'un groupe important d’alcaloides,
parmi lesquels la nicotine qui est, dans la feuille de tabac, combinée
aux acides malique et citrique, et qui, par oxydation, donne [Iacide
nicotinique

Nicotine
(méthyl-pyrrolidine-pyridine)

conh?

Acide nicotinique Amide de l'acide nicotinique
(nicotinamide)

L’amide de I'acide nicotinique, ou nicotinamide, est une substance
de trés haute importance biologique, car elle est le groupement qui conféere
leur activité a une série de coenzymes d’utilisation générale.

C'est un des produits terminaux possibles du métabolisme du
tryptophane. Bien que l'atome d'azote contribue par un électron pi
au pool des électrons mobiles, il porte toutefois dans la molécule
un excés de ces électrons. Il est donc négatif et la charge électrique
nette est donnée par la différence existant entre le nombre d'électrons
pi qu’il a regus et I'électron pi qu’il a donné. En conséquence, cet atome
d'azote représente le centre principal de réactivité vis-a-vis des agents
électrophiliques. Les réactions les plus importantes seront donc celles de
protonation et d'alkylation.
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Un groupe d’'autres dérivés importants de la pyridine est celui de
la pyridoxine (connue aussi sous le nom de vitamine B(i parce qu'elle
est un facteur de croissance pour le rat et pour certaines bactéries) et
de ses parents le pyridoxal et la pyridoxamine. Ces substances sont trés
répandues dans la biosphére

Pyridoxine Pyridoxal Pyridoxamine
(vitamine B0)

Le pyridoxal-3-phosphate et le pyridoxamine-3-phosphate sont d’impor-
tants coenzymes. Le premier intervient dans la décarboxylation des acides
aminés, dans les transaminations, dans les désaminations d’hydroxyami-
noacides et dans la désulfuration des acides aminés.

Pyridoxal-3-phosphate Pyridoxamine-3-phosphate

Les réactions catalysées par le pyridoxal-phosphate sont donc extré-
mement variées. Elles sont toutefois caractérisées par des transformations
électroniques d’'une relative simplicité et analogues dans tous les cas.
Nous les examinerons en détail dans le chapitre des coenzymes.

IX. DERIVES DE LA PYRIMIDINE

La pyrimidine est un noyau hétérocyclique a deux atomes d'azote.
C’est une des trois diamines isomeres :

I |

Pyridazine Pyrimidine Pyrazine

Les dérivés pyrimidiques sont, pour le chimiste organicien (mais non
pour le biochimiste), des produits de la condensation de I'urée avec des
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acides. L’acide barbiturique ou cyclomalonylurée est un corps de cette

famille. On le prépare en faisant agir de I'acide malonique sur l'urée en
présence de CI30P.

COCH

Urée Acide malonique Acide barbiturique

A. PYRIMIDINES

Parmi les oxypyrimidines (x) on trouve une série de constituants
importants des acides nucléiques, la cytosine, l'uracile et la thymine.

H H H
Pyrimidine Uracile Thymine Cytosine
(2,4-dioxy-pyrimidine) (2,4-dioxy-5-méthyl- (2-oxy-4-amino-

pyrimidine) pyrimidine)

B. THIAMINE

C'est le chlorhydrate d’'une molécule dérivée de pyrimidine et d’un

noyau thiazole. Son ester phosphorique est un important coenzyme d'uti-
lisation générale

nh?

Thiamine

?g #_eurs Loranules, comme aussi d'ailleurs celles des oxypurines, peuvent également s'écrire sous
orme hydroxy-.
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X. DERIVES DE LA PURINE

Le noyau de la purine résulte de la condensation d'un noyau pyri-
midine avec un autre noyau hétérocyclique, l'imidazole.

Pyrimidine Imidazole Purine

La purine cristallise en aiguilles blanches fondant a 217°, solubles
dans l'eau et dans l'alcool. Elle donne des sels avec les acides et des
dérivés métalliques avec les bases. Elle se comporte donc comme une
base et comme un acide.

Plusieurs dérivés de la purine sont d'utilisation générale dans la
biosphére

H
Adénine Guanine
(4-aminopurine) (2-amino-4-oxypurine)
0 0
H H H
Hypoxanthine Xanthine
(4-oxypurine) (2,4-dioxypurine)

La synthése de novo des purines a partir de constituants simples
(voir p. 438) représente la formation de liaisons C-N dépendant de la
fourniture d'énergie par des composés phosphorylés. Huit liaisons de ce
type sont établies au cours de la formation de I’hypoxanthine, le pre-
mier anneau purine a étre formé par cette voie synthétique. Sept de ces
liaisons sont formées grace a I'hydrolyse d'une « liaison riche » (ATP, par
exemple), ce qui représente une dépense de 56 Kcal M'l environ.

Le gain d'énergie de résonance associé a cette synthése, calculé
par Pullman et Pullman par la méthode des orbitales moléculaires, est de
3.4 R, ce qui représente pour une valeur approximative de B = 16 Kcal M_t
environ 54 Kcal M"l compensant la perte d’énergie utilisée pour la synthése.

Les tableaux 5-2 et 5-3 donnent d’autre part les valeurs de certains
indices énergétiques des purines et pyrimidines d’importance biologique.



64 CHAPITRE 5

Une corrélation intéressante parait pouvoir étre établie entre la valeur de
I'énergie de résonance par électron pi et la stabilité des molécues con-
sidérées lorsqu'on les soumet a l'action des radiations ionisantes ou ultra-
violettes. L’ordre expérimental de résistance a ces différentes radiations est

adénine > guanine > cytosine > thymine

ordre qui correspond a celui trouvé lorsqu'on considére l'incrément de
stabilité que confére I'énergie de résonance. Cette stabilisation thermo-
dynamique a certainement joué un rdle non négligeable au cours de

révolution aboutissant ainsi a la sélection de ces types moléculaires dans
les processus biochimiques.

Tableau 5-2

ENERGIES DE RESONANCE DES PURINES ET PYRIMIDINES D'IMPORTANCE BIOLOGIQUE (en
unités B ; en premiére approximation on peut considérer qu'une unité B est égale a 16 Kcal M-l

(d'apres Pullman et Pullman, 1963)

4 Energie de Nombre d’électrons Energie de résonance
Composé résogance pi pgr électron pi
Adénine 3.89 12 0.32
Guanine 3.84 14 0.27
Hypoxanthine 3.39 12 0.28
Xanthine 3.48 14 0.25
Acide urique 3.37 16 0.21
Cytosine 2.28 10 0.23
Uracile 1.92 10 0.19
Thymine 2.05 12 0.17
5-méthylcytosine 241 12 0.20
Acide orotique 2.35 14 0.17
Acide barbiturique 174 12 0.15

En ce qui concerne I'énergie des orbitales moléculaires, les résultats
théoriques du tableau 5-3 indiquent que le pouvoir donneur d'électrons
des purines est supérieur a celui des pyrimidines puisque les phoo des
purines sont placées plus haut que celles des pyrimidines. Les purines,

Tableau 5-3
INDICES ENERGETIQUES DES ACIDES NUCLEIQUES (en unités R)
(d'aprés Pullman et Pullman, 1963)

Composé Energie phoo Energie pbol
Adénine 0.486 — 0.865
Guanine 0.307 — 1.050
Thymine 0.510 — 0.958
Cytosine 0.595 —0.795
paire A-T 0.424 —0.874
paire G-C 0.308 - 0.781

contrairement aux pyrimidines, manifestent effectivement une tendance a
former des complexes de transfert de charges avec différents accepteurs
d'électrons. Quant a I'énergie de la pbol, les calculs montrent que le
pouvoir accepteur d’électrons de la cytosine et de I'adénine doit étre
supérieur a celui de la guanine et de la thymine, ce que confirme
I'expérience.
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Ces résultats, associés a ceux obtenus en considérant les valeurs
des indices structuraux des bases hétérocycliques des acides nucléiques,
permettent de lier les propriétés chimiques essentielles de ces macro-
molécules aux indices électroniques de leur structure. Une telle analyse
permet donc une meilleure compréhension du mécanisme des réactions
mettant en jeu les acides nucléiques et qui sont examinées dans le
chapitre 16.

X|. DERIVES DE L'ALLOXAZINE

Le noyau double hétérocyclique appelé lumazine,
0

Lumazine

condensé avec un noyau benzéne, donne naissance au noyau de Iallo-
xazine : N

Alloxazine

qu'on connait depuis un demi-siécle et qu'on sait depuis longtemps syn-
thétiser par la condensation d’une o -diamine aromatique avec I'alloxane
(synthése de Kihling).

Ce fut le grand mérite de Richard Kuhn et de ses collaborateurs, et

Isoalloxazine ou flavine (instable)

ensuite de Karrer et de ses collaborateurs, de montrer qu’il existe une série
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de dérivés naturels trés importants d’'une forme tautomére de l'alloxazine :
I'isoalloxazine ou flavine.

Instable a I'état libre, ce noyau existe dans les dérivés dans lesquels
le H porté par le N en position 9 est remplacé par un radical quelconque.
L'ensemble de ces dérivés constitue le groupe des flavines. Un exemple
est la lumiflavine (photodérivé de la lactoflavine).

0

6,7-diméthyl-9-méthyl-isoalloxazine ou lumiflavine

Xll. DERIVES DE LA PTERIDINE

Ce noyau hétérocyclique hexagonal résulte de la condensation des
noyaux pyrimidine et pyrazine.

Ptéridine

Cette structure differe donc de celles des purines par le remplacement
du noyau imidazole par un noyau pyrazine.

Les ptéridines sont peu solubles dans I'eau et sont insolubles dans les
solvants organiques volatils. Elles présentent une vive fluorescence.

Le noyau ptéridine est partout présent dans la biosphére sous la
forme de plusieurs dérivés. Certaines ptéridines sont supposées jouer un
réle important dans la vision des insectes et dans les phénoménes de biolu-
minescence, leur structure est inconnue. D’autres sont mieux connues par
leurs produits de dégradation ; leucoptérine, xanthoptérine, érythropté-
rine, etc. On trouve ces ptérines notamment dans les ailes des papillons.
La fluorescence des tissus est souvent le résultat de leur présence.

Nous nous intéresserons plus particulierement a deux groupes de
ptéridines dont la structure est bien connue et dont les propriétés biochi-
miques sont importantes. Ces deux groupes sont représentés par l'acide
folique et la riboflavine.
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A. Acide folique

L'acide ptéroylglutamique est aussi appelé acide folique par suite de
son abondance dans les feuilles des plantes. Il apparait comme le coenzyme
universel des transferts de fragments C2 et de ce fait indispensable a la
synthése des purines et a celle des acides nucléiques. C’est un facteur de
croissance important pour les organismes.

2-amino-4 hydroxy Acide Acide
-6 méthylptérine paraminobenzoique glutamique
r
0 GOOH
%b- ch?- nh CO—NH—?H
H2N'
CHi.
____________ (A— COOH
Acide ptérolque _
v J

Acide ptéroylglutamique (acide folique)
B. Riboflavine

La riboflavine ou lactoflavine est un coenzyme essentiel dans les phé-
noménes d'oxydo-réduction. C’est un dérivé d’isoalloxazine (flavine) donc
une benzoptéridine substituée.

choh
HO-?- H
HO-C-H
HO—P—H

chl

0

6,7-diméthyl-9-D-ribityl-isoalloxaz!ne ou vitamine B:

Cest la 6,7-diméthyl-9-D-riboflavine. On la trouve a [I'état combiné
dans un grande nombre de tissus animaux ou végétaux. Comme le sont en
général les flavines, la riboflavine est soluble dans l'eau. C’'est un colorant
jaune, dont les solutions ont une fluorescence jaune verdatre. Elle donne
avec les métaux lourds des sels peu solubles. Chauffée, elle se décompose
a 274°. Elle est stable vis-a-vis des agents oxydants. Sous I'influence de la
lumiére, on peut la transformer suivant les conditions, soit en lumilactofla-
vine ou lumiflavine (dérivé d’isoalloxazine, p. 65), soit en lumichrome
(dérivé d’alloxazine). La riboflavine, qu’'on appelle encore vitamine B2 n’est
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pas en réalité un vrai nucléoside, car I'isoalloxazine est combinée chez elle,
non au ribose, mais a l'alcool correspondant, qui est le ribitol.

A I'encontre de ce qu’on observe dans le cas des purines, les ptéridines
sont plus des accepteurs d'électrons que des donneurs. Le pouvoir accep-
teur est toutefois modéré et décroit avec la substitution de radicaux
hydroxy- ou amino-.

L'addition d'un noyau benzéne a une ptéridine substituée diminue de
facon sensible I'énergie de pboi et en conséquence la riboflavine est un
bon accepteur d'électrons.

XIll. NUCLEOSIDES

On appelle nucléosides, par extension de la dénomination de certains
dérivés d’acides nucléiques, le résultat de la combinaison d’'une base (le
plus souvent purique ou pyrimidique) avec un ose (D-ribose ou désoxy-
ribose), par l'intermédiaire d'une liaison osidique.

Dans ces composeés, la liaison est de nature R-glucosidique ;

nh?

OH OH

Adénosine
(nucléoside d'adénine)

Le nucléoside de I'adénine et du ribose est I'adénosine, celui de la guanine
est la guanosine, celui de la cytosine est la cytidine, celui de [l'uracile,
I'uridine et celui de I'hypoxanthine, I'inosine. La thymine n’apparaissant pas
dans les acides ribonucléiques, on ne trouve donc pas de riboside de cette
base.
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Les nucléosides formés avec le désoxyribose sont appelés des désoxy-
ribonucléosides 1 on parlera donc de désoxyadénosine, de désoxyguanosine

0
OH OH
Guanosine

(nucléoside de guanine)

et de désoxycytidine. Toutefois le désoxyribonucléoside de la thymine est
appelé thymidine.

XIV. NUCLEOTIDES

Ce sont les esters phosphoriques des nucléosides. Il s’agit d’acides
forts qui sont appelés acide adénylique, acide guanylique, acide thymidy-
lique, acide cytidylique et acide uridylique. Le phosphate est toujours esté-
rifieé sur la portion osidique de la molécule. Dans le cas des nucléotides
contenant du désoxyribose, la phosphorylation de lI'ose se fait en C—3' ou
en C-5' puisque les carbones 1' et 4' sont impliqués dans l'anneau furan-
nose et que le carbone 2' ne porte pas de —OH. Par contre dans le cas du
ribose, seules les positions 1' et 4' ne sont pas accessibles a I'estérification.
Les esters monophosphorés des nucléosides sont des produits de I’hydro-
lyse alcaline des acides nucléiques. On les trouve aussi a I'état libre dans
de nombreuses cellules, notamment sous forme de dérivés polyphospho-
rylés. Ces derniers jouent un réle important dans le métabolisme cellulaire
(cfr chapitre 8) mais n’entrent jamais dans la constitution des acides
nucléiques. D’autres enfin sont des coenzymes dont le rble sera discuté
dans le chapitre 7.

Les propriétés des nucléotides seront mises en rapport avec leur
structure électronique dans les chapitres 7 et 8.

A. MONONUCLEOTIDES

1. Monophosphate et polyphosphates d’adénosine

lls interviennent comme coenzymes dans le transport des groupements
phosphate, dans la généralité des cellules.
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L'adénosine-triphosphate (ATP) a été isolé en 1928 par Lohmann a
partir du tissu musculaire. Les trois phosphates terminaux de I'ATP sont
liées par deux liaisons anhydrides. La libération du dernier phosphate

ATP
X
ADP
AMP
X
Adénosine
Adénine
x
NH,
K O
A
i
?"&,-O - P—O- F’-O 7 P-OH
OH OH OH
OH OH
HN > Uraclle
o=
0 0 0
I I Il -
HO-P-0-P-0 - P-O—CHzO
OH OH OH HH K'
OH OH
S VA
Uridine
_V_
UMP
.
UDP
—\V—
UTP

fournit de I'adénosine-diphosphate (ADP), et celle du suivant, de I'adéno
sine-monophosphate (AMP), ou adénylate.

Les phosphates d’adénosine (AMP, ADP, ATP) sont relativement instables
en solution. A 100° dans les acides dilués, les deux liaisons anhydride de
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'’ATP sont hydrolysées, mais la liaison ester résiste. L'estérification de
I'adénosine en AMP se situe sur le carbone 5' de l'ose, tandis que dans
d’autres nucléotides (coenzyme A, nicotinamide-adénine-dinucléotide-phos-
phate), elle se situe au niveau d’autres atomes de carbone.

Dans la molécule des polyphosphates d’adénosine, une des molécules
d’acide phosphorique est en liaison ester avec le nucléoside, mais la liaison
des acides phosphoriques entre eux est une liaison anhydride, beaucoup
moins stable que la liaison ester. D’autre part, I’hydrolyse de ces liaisons
anhydride joue, comme nous le verrons, un rble important dans I'énergé-
tique biochimique, du fait de son caractéere fortement exergonique.

2. Uridine-phosphates

Ces mononucléotides ont été mis en évidence aussi bien dans la
levure que dans le foie des animaux. lls sont les coenzymes de nombreuses
réactions. Comme dans le cas des adénosine-phosphates, il existe une
uridine-5'-triphosphate (UTP), une uridine-5'-diphosphate (UDP) et une uri-
dine-6'-monophosphate (UMP).

3. Uridine-diphosphate-glucose (UDPG)

Ce nucléotide est le coenzyme intervenant dans la transformation du
galactose-1-P en glucose-1-P (UDP glucose épimérase, E. N. 5. 1. 3. 2)0
Découvert par Leloir, il a été isolé aussi bien de la levure que des tissus
animaux, et il apparait donc comme d’importance générale. Il existe toute
une série de structures biochimiques voisines de i'UDPG, dans lesquelles
le glucose est remplacé par d'autres corps, par exemple l'acétylglucosa-
mine, le xylose, Il'arabinose, le rhamnose, l'acide glucuronique, I'acide
muramique, l'acide galacturonique, etc.

OH OH
UDPG

4. Flavine-mononucléotide (flavine-monophosphate)

C’est improprement qu’on I'appelle d’habitude flavine-mononucléotide
(FMN), car il résulte de la phosphorylation de la riboflavine qui n’est pas un

tl) E. N. signifie Enzyme Nomenclature ; voir ia liste des ouvrages & consulter et le chapitre 7.
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nucléoside vrai. Le phosphate est fixé en 5' sur le résidu ribityle. Le flavine-
mononucléotide est le coenzyme de la L-aminoxydase (E. N. 1,4, 3, 2).

0
CH2-O-P-OH
HO-C-H  OH
HO-C-H
HO-C-H

5. Mononucléotide de nicotinamide (MNN)

OH OH
MNN
On l'a isolé de la levure.
B. DINUCLEOTIDES1
0 nh?
sIAPx|/'CNH. |
o vV
H-C-- : H-C------
H-C-OH J) H-C-OH
H-C-OH ~ H-C-OH
H-C —-| H-C------

f

ch2—0 — P — O-——P — 0 — ch?
OH OH
NAD+

1. Nicotinamide-adénine-dinucléotide (NAD) et nicotinamide-adénine-dinu-
cléotide-phosphate (NADP)

Le nicotinamide-adénine-dinucléotide (autrefois DPN, coenzyme 1,
codéshydrogénase 1, cozymase), important coenzyme d'utilisation générale,
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contient la nicotinamide et I'adénine comme bases hétérocycliques, et deux
molécules de D-ribose. Les deux nucléotides sont liés par un pont pyro-
phosphate. Une substance voisine, elle aussi répandue universellement
dans la biosphére, ne differe de la précédente que par un phosphate de
plus, estérifiant le carbone 2' du ribose attaché a I'adénine. C’est le nicoti-
namide-adénine-dinucléotide-phosphate (autrefois TPN, coenzyme I, Co |l

CH-0 — P — 0 — P — o0 — chl
OH OH
NADP*

ou codéshydrogénase Il). Ces nucléotides et leurs sels de baryum sont trés
solubles dans l'eau. Les formes oxydées sont désignées par les symboles
NAD{ ou NADP4. NAD! possede deux phosphoryles dissociables a fonctions
acides primaires, et n'a pas de secondaire, tandis que dans NADP4 a
deux fonctions primaires s'ajoute une secondaire.

La réduction réversible du noyau de pyridine transforme NAD4 en dinu-
cléotide réduit, NADH + H* (NADH2, NADred), et c’est de la méme maniére
que le NADP{ est réversiblement réduit.

»I* "\ WCONH*
AH2 + — A+

|
R R

NAD* NADH + H*

Un transfert stoechiométrique d’hydrogéne s’opére du substrat au
coenzyme avec libération d'un équivalent acide. En effet, un azote quater-
naire trés basique est transformé en un atome ternaire faiblement basique.
La réduction s’opére comme on le voit, en position para dans le noyau
pyridine.

2. Flavine-adénine-dinucléotide (FAD)

Comme le FMN, le FAD est un pseudonucléotide contenant de I'acide
adénylique en liaison pyrophosphorique avec le FMN. C'est le coenzyme de
la xanthine-oxydase (E. N. 1, 2, 3, 2), de I'aldéhyde-oxydase (E. N. 1, 2, 3, 1) et
d'autres transdéshydrogénases aérobies. Comme la riboflavine et le FMN, le
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FAD est universellement répandu dans la biosphére. Sa couleur est d'un
jaune rougeétre, tandis que les solutions de FMN, comme celles de ribofla-
vine, sont d’'un jaune verdatre.

0
I I
ch2-o—p — 0 R— o— ch?

HO-C-H  OH OH--- ¢-H

HO-C-H (;HO'C'H
HO-C-H | HO-C- H
CH? C- H
hic\J L_ji° A nh
0 NH?2

FAD

La formule ci-dessus est celle du dinucléotide oxydé. Sa réduction
s'opere au niveau du noyau isoalloxazine selon le mode suivant

FADH,

XV. COENZYME A (CoA)

Ce corps essentiel et universellement répandu résulte de I'association
de l'adénosine-3'-phosphate-5'-pyrophosphate, de I'acide pantothénique et
de la thioéthanolamine (3-mercapto6thylamine).

SH Adénosine-3-phosphate-5’-pyrophosphate
CH? |t-mercaptoélhylamine nh?
ch?
NH L >
e P Ac. pantothénique
ch? 0 chl

OH

Coenzyme A (CoA)

Si on substitue a l'atome d’hydrogene du —SH de I'extrémité thio-
éthanolamine du coenzyme A un résidu acétyle on obtient I'« acétate actif »,
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ou acétyl-CoA, dont le réle métabolique est primordial. C'est le thioester de
I'acide acétique et du CoA, qui joue un réle universel de donneur d’acétyles
et qui contient une liaison acylmercaptan dans laquelle un groupement car-
boxyle et un groupement sulfhydryle sont condensés en anhydride
d'acide avec perte d'eau. C'est une liaison dite « riche » parce que son
hydrolyse libére environ 6000 calories par mole (Chap. 8, p. 205).
Malgré cette hydrolyse fortement exergonique, la liaison acylmercaptan de
CoA—S—CO—CH3 est trés stable en solution aqueuse aux pH physiolo-
giques. C’est seulement en présence des catalyseurs que sont les enzymes
spécifiques que cette liaison est hydrolysée.

XVI. CYANOCOBALAMINE (VITAMINE B12)

La cyanocobalamine est trés répandue chez les étres vivants . on l'a
trouvée chez des bactéries, des algues et des tissus animaux. Elle ne parait
pas étre un constituant des feuilles vertes des végétaux. C'est chez I'homme,

CHjOH

CONH;

OH OH

Cyanocobalamine

une vitamine importante, et I'un des « facteurs extrinseques » de I'hémato-
poiese. Elle a été cristallisée en 1948. Ses cristaux, d'un rouge foncé,
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fondent a 320° et ses solutions présentent des bandes d’absorption bien
marquées a 278, a 361 et a 550 mp. Elle contient du cobalt et du phosphore
et son poids moléculaire est voisin de 1500. L’hydrolyse acide de la
cyanocobalamine fournit du 5, 6-diméthylbenzimidazol, du ribofurannose, de
I'acide phosphorique, du 1-amino-2-propanol et un complexe de cobalt
dans lequel ce métal est entouré par un acide hexacarboxylique constitué
par l'association de quatre noyaux de pyrrolidine modifiés par une suite
de doubles liaisons conjuguées. La molécule contient six fonctions amides
primaires et une secondaire, joignant le résidu aminopropanol au groupe-
ment propionique du cycle pyrrolidine supérieur gauche.

Le cobalt occupe la méme situation que celle du fer dans les molécules
hémiques ; il est biyalent et toutes ses liaisons, sauf deux, sont du type de
coordination jl). L'une de celles-ci I'unit @ un des atomes d’azote de la molé-
cule de 5, 6-diméthylbenzimidazole. Ce dernier est associé par une liaison
glucosidique au ribose-3-phosphate, lui-méme estérifié par I'aminoisopro-
panol.

Le role biologique de cette molécule est intimement dépendant de son
association avec un métal et peut étre mis en relation avec les orbitales
moléculaires qui s’établissent entre les orbitales électroniques de la molé-
cule et celle du métal. Les caractéristiques générales des complexes de ce
genre ont été présentées a propos des dérivés du pyrrole.

A CONSULTER
PULLMAN, B. et PULLMAN, A., Quantum biochemistry. Interscience Publishers, New York, 1963.

Comprehensive biochemistry (Publié sous la direction de M. Florkin et E. H. Stotz). Vol. 9.
Elsevier Publishing Co., Amsterdam, 1963.

fl) Les métaux de transition peuvent former des complexes dits de coordination dans lesquels les
ligands sont arrangés autour de l'atome central aux quatre coins soit d'un tétraedre, soit d’un
carré.
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Les préoccupations de la biologie moléculaire dérivent d’un courant
d'idées qui a son origine dans lindividualisation de la notion de haut-
polymére ou de macromolécule. La notion selon laquelle les protéines,
la cellulose, l'amidon, etc. sont des polymeéres, c'est-a-dire des asso-
ciations d’unités plus petites par I'intermédiaire de covalences est ancienne.
Elle remonte au moins a 1871, date de la publication d'un travail de
Hlaziewetz et Habermann, dans lequel le concept est clairement défini.
Malheureusement, Graham devait ranger les mémes composés chimiques
parmi ses « colloides », conception qui amena entre les macromolécules
et les particules colloidales vraies, dans lesquelles les molécules sont
associées par l'intermédiaire de valences résiduelles, une confusion long-
temps stérilisante. C'est & Staudinger que revient le mérite d'avoir
ramené la biochimie dans le droit chemin, en montrant que les propriétés
« colloidales » des solutions de macromolécules existent quel que soit le
solvant contrairement a ce qu'on observe dans le cas des micelles résul-
tant de l'association de petites molécules par des valences secondaires.

En insistant sur le niveau d’organisation nouveau qui correspond a
la formation de macromolécules, et a I'apparition de la spécificité accom-
pagnant cette formation, les pionniers de la chimie macromolécuiaire
faisaient, comme Monsieur Jourdain de la prose, de la biologie molé-
culaire sans le savoir.
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On qualifie de macromoléculaires les composés chimiques dont le
poids moléculaire dépasse 10000 et au sein desquels I'armature des
covalences s'étend dans l'ensemble de la structure tridimensionnelle, ce
qui n'exclut pas la mise en jeu d'autres formes de liaison a différents
points de cette structure. Cette frontiére plus ou moins arbitraire, définie
par un poids moléculaire, correspond approximativement aux grandeurs
moléculaires a partir desquelles la présence de grosses particules confere
aux solutions les propriétés dites « colloidales ». Les hauts-polyméres ou
macromolécules sont constitués par des résidus de monomeéres associés
en chaine dans un ordre déterminé, par le jeu de la covalence. Ces
chaines peuvent étre associées par des liaisons latérales, covalentes elles
aussi, de sorte que la structure résultante est un réseau a trois dimensions.

I. METHODES D’ISOLEMENT ET DE PURIFICATION
DES MACROMOLECULES

L'une des difficultés que rencontre l'analyste dans [lisolement des
macromolécules qui entrent dans la constitution des structures cellulaires
est le fait qu'elles sont souvent sensibles a une élévation de tempé-
rature. C'est pour cette raison que la chambre froide est I'une des instal-
lations essentielles des laboratoires de biochimie. La nécessité du travail
a basse température peut cependant étre allégée par I'emploi de
centrifugeuses réfrigérées, de manchons refroidissants entourant les
colonnes de chromatographie, etc. Le recours, pour la concentration de
macromolécules labiles, aux méthodes de lyophilisation a favorisé le
progrés de leur étude. Quand Il'analyste part d’'un matériel solide, il doit
d'abord le broyer, et le mettre en solution, ce qui n'altére pas les
macromolécules si les opérations sont conduites a basse température et
parfois, pour éviter les oxydations, dans un milieu de gaz inerte, comme
I’hélium ou l'azote.

Quand le matériel est homogénéisé, on peut, pour séparer ses consti-
tuants, utiliser la centrifugation. Pour provoquer la sédimentation des
macromolécules de dimensions moyennes, on doit recourir a des vitesses
de 30000 & 40 000 tours par minute et une séparation de différents consti-
tuants ne peut étre accomplie que si les caractéristiques des diverses
particules sont nettement différentes.

Si une solution contenant des macromolécules est introduite dans
un tube de cellophane qu'on immerge ensuite, par exemple, dans un
baquet d'eau, les particules les plus petites traversent la membrane et
sont éliminées dans l'eau. Le processus de purification sera accéléré par
I'agitation du boyau dialyseur et par le renouvellement de l'eau dans
laquelle il baigne. Le processus qui vient d'étre décrit, et qu’on nomme
dialyse, est souvent utilisé pour débarrasser une solution de macromo-
lécules des ions inorganiques ou des petites molécules organiques qu’elle
contient. Si on fait passer un courant continu a travers la solution située
dans le dialyseur, le processus est accéléré (électrodialyse). On peut sépa-
rer par extraction, soit la substance a purifier, soit les impuretés dont
elle est accompagnée dans sa solution.
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Aprés centrifugation et filtration, suivies de dialyse, il reste le plus
souvent un mélange de macromolécules qui peut étre résolu au moyen
de précipitations fractionnées. Une série de redissolutions et de repré-
cipitations accroit le degré de pureté de la macromolécule précipitée.
Parmi les méthodes modernes d'isolement et de purification des macro-
molécules figurent les méthodes chromatographiques préparatoires. La
chromatographie de partage tire profit de la solubilité différente des com-
posés dans deux solvants non miscibles.

La méthode dans laquelle cette répartition entre les solvants est
effectuée de maniére répétée porte le nom de distribution a contre-courant.
La chromatographie d’adsorption tire parti du fait que certains adsorbants
(solides pulvérisés) ont des affinités différentes pour diverses substances.
Quand plusieurs substances en solution traversent, par exemple, une
colonne de ladsorbant, les substances ayant pour ce dernier I'affinité
la plus grande se fixent sur les particules et occupent donc la partie
supérieure de la colonne. La substance venant ensuite dans ['ordre
décroissant des affinités occupera la zone suivante, etc. Si on fait passer
a travers la colonne un solvant qu'on introduit a la portion supérieure
du tube, les substances solubles dans ce solvant et qui ont l'affinité la
plus faible pour l'adsorbant seront éluées en premier lieu et on pourra
les recueillir en fractions successives. A I'heure actuelle, on peut dire
que la méthode la plus utile pour l'isolement et la purification des macro-
molécules est la séparation par la mise en jeu des surfaces de différents
solides ionisés. Dans cette méthode, on utilise des échangeurs d’ions qui
sont de longues chaines macromoléculaires, principalement des résines de
polystyrénes synthétiques (Dowex, Amberlite, etc.). Ces chaines, présen-
tant des liaisons transversales forment un réseau portant des groupes
dissociables tels que —SO03H, —COOH ou NH2 Ces résines sont de
caractere plus ou moins acide (échangeurs de cations) ou basique
(échangeurs d’anions). L'un des échangeurs d'ions les plus utilisés dans
la chromatographie mettant en jeu les caractéres de ces polymeéres est
le Dowex 50 (polystyréene sulfoné a liaisons transversales de divinyl-
benzéne). La plupart des macromolécules organiques sont des anions
multivalents de grande taille et par conséquent ce sont les réactions
d’échange d’anions qui sont utilisées le plus souvent.

R.NHgOH + An" = R.NH3An + OH'
R.N(CH3)2(CH2CH20H)OH + An = R.N(CH3)2(CH2CH20H)An + OH-

On peut neutraliser d’abord la résine alcaline avant de I'utiliser pour
I'échange.
R.NH3CI + An- = R.NH3An + CI*

La combinaison et [I'élution dépendront de [l'acidité des solutions
utilisées, soit pour la traversée de la colonne, soit pour I'élution. L'élec-
trophorése est un autre procédé de séparation des macromolécules.
Quand une macromolécule est électriquement chargée, comme c'est le
cas pour les protéines, les acides nucléiques, certains polysaccharides,
etc., elle migre dans un champ électrique. La mobilité électrique d’une
particule chargée s’exprime par la relation n = V/E, dans laquelle V est
la vitesse en cm/sec et E le champ électrique en volts par centimétre.
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En milieu liquide, la détermination de la mobilité électrique se fait par
la méthode des déplacements de frontiere. L'électrophorése en zones
s‘accomplit sur un support inerte tel que le papier, I'amidon, la cellulose,
etc. Pour I'électrophorése préparative, on dispose d’appareils dans les-
quels les solutions sont soumises au courant électrique au niveau d’un
support de papier, la feuille de papier étant fixée verticalement. La solu-
tion contenant les constituants devant étre séparés est versée sur la por-
tion supérieure de la feuille de papier, laquelle est reliée par ses bords
latéraux a des électrodes. Les particules chargées électriquement migrent
latéralement dans le champ électrique, tandis que les macromolécules
électriquement neutres se déplacent avec le solvant (). Un dispositif
adéquat permet de recueillir les fractions apparaissant au bord inférieur
de la feuille de papier. D'autres méthodes tirent parti de l'usage de
colonnes d’amidon, de cellulose, etc. Le point essentiel est d'éviter
I'élévation de la température.

II. POLYSACCHARIDES

Les polysaccharides, trés répandus dans la biosphére, y remplissent
les fonctions de matériel de soutien (cellulose, xylane, chitine, etc.) et
celles d’accumulateurs de réserve de leurs monomeéres (amidon, glyco-
gene, inuline, galactogéne, etc.).

La macromolécule d’'un polysaccharide résulte de I'association par
des liaisons osidiques, d'un grand nombre (n) de molécules d’oses.

Exemple :

n (CjjHjoOg) — (n-1) (H,0) = (C6H1005)n

D-glucose Cellulose

Les oses peuvent étre associés sous la forme d'osides, de poids
moléculaires moindres que 10000, et ils sont nommés holosides si les
produits de leur hydrolyse sont uniquement des oses. On distingue les
diholosides (saccharose, lactose, maltose, cellobiose), triholosides ou
tétraholosides selon le nombre de molécules d’oses que fournit I'’hydrolyse
d’'une de leurs molécules. Les hétérosides, dont I'hydrolyse libére non
seulement des oses, mais aussi des substances autres que les oses,
sont trés abondants dans le régne végétal.

Parmi les macromolécules des polysaccharides, on distingue les poly-
meéres dont I'hydrolyse libére uniquement des oses de ceux libérant lors de
I'hydrolyse des substances autres que les oses.

H La migration observée est la composante du déplacement du solvant dans le sens vertical et
du champ électrique horizontal. Toutefois le support peut étre porteur de charges électriques
fixes, ce qui détermine un phénomene d’électro-osmose. En conséquence le déplacement du
solvant ne sera pas strictement vertical mais subira une légere déviation en rapport avec l'orienta-
tion du champ électrique.
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A. LES OSES

lls sont caractérisés par la présence du groupement « 0se » :

L'ose le plus simple est l'ose a deux atomes de carbone, ou
biose, l'aldéhyde glycolique, terme le plus simple de la série des aldé-
hydes-alcools et qu'on obtient par oxydation du glycol .

H_-C=0
|
CH,OH H-C-H
|
CHoOH OH
Glycol Aldéhyde glycolique

1. Aldoses et cétoses

On distingue parmi les oses, des aldoses et des cétoses. Parmi les
oses a trois atomes de carbone ou trioses, par exemple, on trouve un
cétose, la dihydroxyacétone, et un aldose, le glycéraldéhyde. Ce dernier
contenant un atome de carbone asymétrique peut exister sous deux

variétés optiques.

CH20H H-C=0 <. == o
LiD '
c=0 H-C-OH HO-C-H
| @
ch2oh CH20H ch2oh
(©)
Dihydroxyacétone D(+ )-glycéraldéhyde L(—)-glycéraldéhyde

De ces deux formes D et L, dont le signe indiqué entre parenthéses
désigne le sens du pouvoir rotatoire, on peut, par synthése selon le pro-
cédé de Kiliani (*), faire dériver les aldoses plus élevés en introduisant,
au niveau situé entre C-1 et C-2,

soit un groupement HO-C-H, Soit un groupement H-c-OH.

H HCN donne avec les oses un nitrile-alcool qui, par hydrolyse, fournit un acide possédant un
atome de carbone de plus que I'ose initial. Par réduction de l'acide on obtient donc un ose
ayant un carbone de plus.
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Structure des aldoses

H—C=0 L-Glycéraldéhyde
HOCH
CHoOH
H—C=0 L-Erythrose H-C=0 L-Thréose
HOéH HCOH
HOéH HOCH
cr¢20H CH.,OH
L-Ribose L-Xylose L-Lyxose
H—C=0 H—C=0 H—C=0 H—C=0
HOCH HCOH HOCH HéOH
HOCH HOCH H(‘:OH HCOH
HOCH HOCH HOCH HOCH
ch2oh CHoOH CHoOH (‘_‘,HOOH
I I 3J L ‘
: A r J r
o =< '0=o - o= o m—=0 H—C=0 > o=o H—C=0 H—C=
HCOH HOCH H(‘:OH HOCH H(‘:OH HOCH H(‘_‘,OH
HOCH HCOH HCOH HOCH HOCH HCOH HCOH
HO(‘:H HOCH HOCH HCOH HCOH HCOH HCOH
HOCH HOCH HOCH HOCH HOCH HOCH HOCH
,OH CHoOH CHgOH CHoOH CHoOH CHoOH CH20H ch
8 4 0
o 0
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H—C=0 D-Glycéraldéhyde

HCOH
|
CHOOH
H—C=0 D-Thréose H—C=0 D-Erythrose
|
HOCH HCOH
HCOH HCOH
| |
CHOOH CHOOH
D-Lyxose D-Xylose D-Arabinose D-Ribose
H—C=0 H—C=0 H—-C=0
| \
HOCH HCOH HOCH
| |
HOCH HOCH HCOH HCOH
\
HCOH HCOH HCOH
|
CHOOH CHOOH CHOOH
—c= o=0 ——<==o0 =0 o= 0 H—C=0 H—C=0
| | | 1 | |
iOCH HCOH HOCH HCOH HOCH HCOH HOCH HCOH
! ! | !
| |
HOCH HOCH HCOH HCOH HOCH HOCH HCOH HCOH
! ! ! !
|
10CH HOCH HOCH HOCH HCOH HCOH HCOH
! 1 !
| |
HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH
! ! ! !
| |
CHOOH CHOOH CHoOH CHoOH ch2oh CHoOh CHoOH CHOOH

IANNCE
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On pourra ainsi obtenir les quatre tétroses, ou oses en Ci

H—C=0 H— (‘: =0
|
HO-C-H H-C-OH
H-C-OH H-C-OH
i \
ch2oh CHoOH
D-thréose D-érythrose
H—C=0 H-C=0
HO-C-H H—é—OH
HO-C-H HO-C-H
CHoOH CHoOH
L-érythrose L-thréose

La lettre D— ou L— précédant le nom de ces oses, indique leur
filiation avec un des aldéhydes glycériques. C'est la une regle générale
dans la terminologie des oses.

R R
H-C-OH HO-C-H
CHoOH ch2oh
D— L

Le sens du pouvoir rotatoire est indiqué par (+) ou (—), comme
c'est le cas dans les exemples suivants: D (—) ribose, D (+) glucose,
L (—) glucose, D (—) arabinose.

A partir des quatre tétroses, on peut, par de nouvelles synthéses,
obtenir huit pentoses, qui seront des aldopentoses, et a partir de ces
derniers, seize aldohexoses (Tableau 6-1). La configuration des cétoses
se déduit comme celle des aldoses, de la position du groupe OH sur
le dernier carbone asymétrique. Le tableau 6-2 montre une série de
cétoses connus, naturels ou synthétiques.

2. Formules cycliques

Dans ce qui précede, les oses sont considérés comme des molécules
en chaines droites, mais il est établi que dans les cristaux des oses



CHoOH
|

cC=0
ch2oh

Dihydroxy-
acétone

ch2oh

c=o
|
H— C—OH

H—C—OH

CH20H

D-Ribocétose
D-Ribulose

CH20H

C=0
|
H—C—OH

HO—C—H

H—C—OH

\
ch2oh

D-Sorbose

ch2oh

c=0
\
HO—C—H

\
H—C—OH

|
H—C—OH
H—C—OH

CHoOH

D-Sédoheptose
D-Sédoheptulose

Cétoses connus (naturels ou synthétiques)

CHoOH
CH20H C=0
|
0=0 HO—C—H
HO—C—H H—C—OH
|
ch2oh CH20H
L-Erythrulose D-Xylocétose
D-Xylulose
ch2oh
CH20H |
| c=0
0=0
[ HO—C—H
HO—C—H
H—C—OH
HO—C—H
H—C—OH
CH20H
L-RIbocétose CH20H
L-Ribulose D-Fructose
CH20H CH,OH
| \
cC=0 0=0
HO—C—H HO—C—H
H—C—OH HO—C—H
HO—C—H H—C—O0H
\
ch2oh CH20H
L-Sorbose D-Tagatose
O><0 OH CH20H CH20H
' \
?=O c=o0 c=o0
HO —(F—H HO—C—H H—C—OH
' |
HO _(1:_ H H—C—OH  HO—C—H
| \
H—C—OH H—C—OH H—C—OH
H—C—OH HO—C—H H—C—OH
CHoOH CH20H CH20H
D-Manno- L-Perseulose D-Gluco-
cétoheptose L-Galacto- cétoheptose
D-Manno- heptulose

heptulose

CH20H
C=0
H—C—OH
\
HO—C—H
CHoOH
L-Xylocétose
L-Xylulose
ch2oh
cC=0
\
H—C—OH
HO—C—H
HO—C—H
CHoOH
L-Fructose
ch2oh
cC=0
HO—C—H
HO—C—H
HO—C—H
CH2CH
L-Pslcose
CH20H
C=0
HO—C—H
|
H—C—OH
\
HO—C—H
|
HO—C—H
|
ch2oh
L-Gluco-
cétoheptosa
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dont le nombre d’atomes de C est plus grand que 4, il existe des formes
tautomeres cycliques. Dans leurs solutions, ces oses sont presque entiére-
ment sous la forme de ces molécules cycliques, en équilibre avec de
petites quantités de molécules en chaines droites.

C'est pourquoi les aldoses, lorsqu’ils ont un nombre de carbones
supérieur a 4, ne présentent pas certaines réactions des aldéhydes.
D’autre part, lorsqu'on prépare une solution de glucose, le pouvoir rota-
toire de cette solution varie progressivement pour se stabiliser a une
valeur qui reste alors constante (mutarotation). Ceci est di au fait que
le glucose existe sous la forme de deux isomeres de la forme cyclique,
et qu'un équilibre s’établit entre ces deux isomeres et de faibles quantités
de la forme en chaine droite :

H OH
H—C =0
HO—C H—C
H—C—OH
H—C—OH H—C—OH
HO—C—H
HO—C—H 0 7= HO—C—H 0
H—C—OH
H—C—OH H—C—OH
H—C—OH
H—C H—C
CHoOH
ch2oh CH20H
D-glucose 0 D-glucose D-glucose a
molécules en chaire droite
(traces)

Dans ces formules, le cycle est constitué par cinqg atomes de C et
un atome d'O, mais on a démontré en outre la présence, dans des
solutions d’oses, de molécules dont le cycle est formé par quatre atomes
de C et un atome d'O, et on a préparé des dérivés de ces corps.
Comme ces cycles correspondent respectivement a ceux du furan et du
pyran, Haworth a proposé une terminologie dans laquelle les oses sont
considérés comme des dérivés de ces noyaux.

Pyran Furan

Les formules pyrannosiques et furannosiques sont représentées en
perspective dans un plan, chacune de leurs pointes correspond a un
atome de carbone.

Les atomes dont les symboles sont écrits au-dessus se trouvent
au-dessus du plan de I'hnétérocycle et ceux dont les symboles sont écrits
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au-dessous se trouvent au-dessous du plan. Ces formules contiennent un
carbone asymeétriqgue de plus que les formules linéaires, celui qui, dans
le D-glucopyrannose par exemple correspond a la position 1.

Forme a Forme 0

D-glucopyrannose

Bien qu’elles soient toutes deux dextrogyres, les pouvoirs rotatoires
spécifiques des deux formes du D-glucopyrannose sont différents. La
forme instable du glucose est le glucofurannose. Ce dernier existe éga-
lement sous les deux formes a et R.

H OH H OH

Forme a Forme 0

D-glucofurannose

On peut préparer des cristaux de la forme a ou de la forme R du
D-glucopyrannose. On obtiendra la premiére si on fait cristalliser une
solution aqueuse, et la seconde si on fait la cristallisation dans la
pyridine. Les deux formes se distinguent par une série de caracteres,
comme par exemple leur point de fusion et leur pouvoir rotatoire en
solution fraichement préparée. En solution, il se produit une transfor-
mation d’une forme dans l'autre d'ou il résulte une variation du pouvoir
rotatoire jusqu’a ce que soit atteint un équilibre (équilibre de mutarotation).
Dans les formules de Haworth, on ne retrouve pas la fonction cétonique
ou aldéhydique que montre la formule linéaire. Elle est remplacée par
une fonction pseudoaldéhydique ou pseudocétonique.

— Oh —gdﬁoh —w)QH
J IChZoh
Fonction pseudoaldéhydique Fonction pseudocétonique

Les oses sont en effet réducteurs comme les aldéhydes et les
cétones, mais ils ne recolorent pas la fuchsine décolorée par S02
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Les formules de Haworth sont maintenant généralement acceptées.
Elles donnent une idée beaucoup plus nette de la situation relative des
différents éléments que les formules cycliques du modéle ci-dessous.

OH OH

| |
[ R o S —— [ I o S ——
H—C—OH H—C—OH

|
HO—C—H o} HO—C—H o}

H—C—OH H—C
H—C H—C—OH

CH20H ch2oh

D-glucopyrannose a D-glucofurannose a

Elles rendent compte de certaines propriétés que n’incluent pas ces
derniéres formules. On sait, par exemple, que le D-glucopyrannose a,

chauffé, donne un anhydride, le glucosane résultant d’'une élimination d’eau
entre OH de C-1 et OH de C-2:

D-glucopyrannose a Glucosane

tandis que le D-glucopyrannose R, chauffé, donne un autre anhydride,
le lévoglucosane, résultant d’une élimination d'eau entre OH de C-1 et

OH de C-6, ce qui s'explique par le voisinage de ces deux C dans la
formule de Haworth.

6 b
ch2oh Ch2-mmmmeee 0
H OH
D-glucopyrannose Lévoglucosane

3. Propriétés des oses

Sous leur forme stable, ce sont des solides blancs, cristallisés, trés
solubles dans I'eau, insolubles dans I'éther, l'acétone et la plupart des
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solvants organiques. lls contiennent un groupement réducteur, celui qui
correspond a C-1 dans la formule du glucose selon Haworth.

Cette propriété réductrice ne se marque en général qu'a chaud et
en milieu alcalin. Le pouvoir réducteur est donc faible (certains oses,
cependant, sont réducteurs a froid). On emploie surtout, pour mettre en
évidence la propriété réductrice des oses, des solutions de sulfate de
cuivre en milieu alcalin et on ajoute des substances maintenant en solu-
tion I'hydroxyde cuivrique ainsi préparé (on peut remplacer le cuivre par
le bismuth, le mercure, etc.). En chauffant la solution d'ose en présence
du réactif, on obtient un mélange de corps qui n‘ont pas encore été
identifiés et qui résultent de l'attaque du groupement réducteur.

Une oxydation douce, comme celle produite par le brome en solu-
tion aqueuse oxydera le groupement constituant la chaine latérale et
il 'y aura formation d'un acide-alcool (I'acide glucuronique dans le cas
du glucose).

Avec la phénylhydrazine, les oses donnent des composés d’addition,
les hydrazones. Ces derniéres sont solubles dans I'eau, mais en pré-
sence d'un exces de phénylhydrazine, a 100° il y a formation d'osazones
insolubles.

Exemples :

C6H12°6 + NH2 — NH — C6H5 -» C6H1205 (N — NH — C6H5) + H20

glucose phénylhydrazine hydrazone

hydrazone + C6H5 — NH — NH2 —» C6H1005 (N — NH — C6H5) + COHSNH2 + NH3

phénylhydrazine aniline

C6H1005 (N — NH — C8H5) + C6H5 — NH — NH2 -» CGH1004 (N — NH — C6HS)2 + H20

phénylhydrazine phénylglucosazone

Traités par l'acide chlorhydrique ou l'acide sulfurique, les oses sont
transformés en furfural

Mis en contact avec la levure de biére, a une température de 15 a
20°, les oses a trois, six ou douze carbones sont transformés en CO?
et alcool : ils sont fermentescibles.

Les oses sont optiguement actifs. La lettre D— ou la lettre L—
précédant le nom d’un ose n'est pas nécessairement, comme nous l'avons
dit, une indication du sens de son pouvoir rotatoire, c’'est une indication
relative aux liens de parenté chimique qui unissent les différents oses.
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Les propriétés qui viennent d'étre énumérées sont celles des oses
vrais (a partir de cing carbones).

4. Les oses naturels

On trouve dans la biosphére une sélection définie de la collection
des oses, soit sous forme libre, soit sous forme combinée. Les homo-
logues inférieurs présents dans cet échantillonnage sont un diose, l'aldé-
hyde glycolique ; deux trioses, le glycéraldéhyde et la dihydroxyacétone,
et un tétrose, le D-érythrose. Les pentoses de la biosphére identifiés
jusqu’a présent sont le D-xylose, le D-ribose, le D-ribulose, le D-arabinose
et le L-arabinose. Parmi les hexoses, le plus courant est le D-glucose.
D’autres aldohexoses de la biosphére sont le D-mannose, le D-galactose
et le L-galactose. Le cétohexose D-fructose est aussi trés répandu. Deux
oses a sept carbones, le sédoheptulose et le D-mannoheptulose com-
pletent la liste des oses naturels a présent identifiés. On voit qu'ils appar-
tiennent a la série D.

5. Oses aminés

Deux d'entre eux, parmi la nombreuse série des corps synthétisés,
sont des produits naturels

HO—C—-H H—C=0
H—C —NH2 H— C— NH,
\ \
HO—C—H (6] HO —C—H (6}
| |
H—C—OH HO—C—H
| |
H—C H—C
| |
ch2oh ch2oh
Glucosamine Galactosamine
(2-désoxy-2-amlno-|3-D-glucose) (2-désoxy-2-amlno-fS-D-galactose)

Ce sont des aldohexoses aminés en position 2.

La glucosamine est un constituant de beaucoup de polysaccharides
et mucopolysaccharides, et de la chitine. La galactosamine ou chondro-
samine est un constituant du cartilage.

6. Désoses

lls résultent de I'enléevement d’un atome d’oxygene d’un oxhydryle.
Il existe un certain nombre de désoses naturels. Les principaux sont le
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L-rhamnose, le L-fucose et 2-désoxy-D-ribose ou ribodésose. Les désoses
donnent la plupart des réactions des oses. lls sont instables.

H—c=0 H—0=0
\
HCOH HOCH H—C=0
HCOH HCOH HCH
\
HOCH HCOH HCOH
\ \
HOCH HOCH HCOH
| r |
chs chs ch2oh
L-rhamnose L-fucose 2-Désoxy-D-ribose
(6-désoxy-L-mannose) (6-désoxy-L-galactose)

7. Polyalcools apparentés aux oses

La réduction des aldoses et des cétoses produit les alcools corres-
pondants. La réduction du glycéraldéhyde donne naissance au glycérol,
celle du ribose au ribitol et celle du glucose au sorbitol, par exemple.

ch2oh
1

1CHZOH H _1C_OH

H —F—OH HO_?_H
(‘:HOOH H—IC—OH H—C—OH
C‘iHOH H—F—OH H—?—OH
CHoOH CHoOH CHoOH

Glycérol Ribitol D-sorbitol

Les alcools carbocycliques du type de l'inositol sont voisins de ces
polyalcools.

OH

OH

Inositol

8. Produits d'oxydation des aldoses (polyalcools monoacides ou polyacides)

Dans des conditions déterminées, l'oxydation des aldoses donne
naissance soit a des acides aldoniques résultant de I'oxydation de la
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fonction aldéhyde en fonction carboxyle, soit a des acides uroniques dans
lesquels, le groupement aldéhydique étant conservé, c'est I'hydroxyle pri-
maire qui est oxydé en carboxyle et enfin a des acides dicarboxyliques,

avec un carboxyle a chaque bout. Dans le cas du glucose, les molécules
résultantes sont les suivantes :

CHO COOCOH CHO COOH
(CHOH)4 (CHOH)4 (CHOH)4 (CHOH)4
| |
ch2oh ch2oh COOH COOH
Glucose Acide gluconique Acide Acide saccharique
(aldose) (acide hexonique) glucuronique (acide
(acide uronique) dicarboxylique)

De nombreux dérivés hexoniques, uroniques ou dicarboxyliques des
aldoses existent dans la nature.

B. OLIGOSACCHARIDES : DIHOLOSIDES ET TRIHOLOSIDES

Ces composés sont représentés par des holosides donnant par hydro-
lyse deux ou trois molécules d'oses. Les dénominations de diholosides et
trinolosides sont synonymes de disaccharides et trisaccharides (groupes
des oligosaccharides).

La condensation des oses peut s'effectuer par lintermédiaire de
leurs deux groupes réducteurs, du groupe réducteur de l'un avec un
groupe alcoolique de l'autre ou encore de deux groupes alcooliques.
Ce dernier mode de liaison n'est connu que dans des sucres thiols ou
I'union se fait par un atome de soufre.l

1. Diholosides non réducteurs

a) saccharose

C'est le sucre du commerce. Il est extrait de la canne a sucre ou
de la betterave. On le trouve également dans le navet, la carotte, etc.
C’est un diholoside non réducteur donnant par hydrolyse une molécule
de D (+) glucose et une molécule de D (—) fructose. Les deux oses
sont réunis par les deux groupements réducteurs, ce qui rend compte
de l'absence de pouvoir réducteur du saccharose.

Le saccharose est un a-glucoside dont la structure est celle d'un
a-glucopyrannose-R-fructofurannose. C'est une substance a pouvoir sucrant
plus marqué que celui du glucose, cristallisant facilement, trés soluble dans
I'’eau, moins soluble dans l'alcool. Chauffé a 160°, le saccharose donne
le sucre d’orge, substance vitreuse. Chauffé a 200° il donne une mixture
brunatre, le caramel. Son hydrolyse donne un mélange de quantités
égales de glucose et de fructose. Le saccharose est dextrorotatoire.

Quand il est hydrolysé, il est transformé en glucose et fructose, et comme
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la Iévorotation du fructose I'emporte sur la dextrorotation du glucose (1),
le mélange est lévogyre (sucre interverti). L’invertase du suc intestinal pro-
duit cette hydrolyse, aussi bien que [I'ébullition avec les acides. Le
saccharose n'est pas réducteur. Il ne donne pas d'osazone. Il fermente
cependant sous l'influence de la levure de biere, parce que cette der-
niere contient une invertase (E.N. 3.2.1.26).

CH,OH
a-Glucopyrannose
0
HO H
Saccharose

Dans la molécule de saccharose, le glucose existe sous forme
d'a-glucopyrannose et le fructose sous forme de R-fructofurannose.

b) Tréhalose

Ce diholoside non réducteur donne, par hydrolyse, du glucose. On le
trouve dans le seigle ergoté (d’'ou son nom primitif de mycose), dans de
nombreux champignons, des algues marines, la levure de boulanger et les
coques de tréhala de la Perse. Il existe également dans le bacille tubercu-
leux et c’est un constituant important de I'hémolymphe des insectes.

Tréhalose

Le tréhalose est un a.a'-glucopyrannosido-glucopyrannoside qui, carac-
tere habituel des formes « pyrannose », est relativement résistant a
I'hydrolyse.

(X) En solution, le glucose se trouve sous ses deux formes pyranniques a et B et le pouvoir rota-
toire du mélange correspondant a I'’équilibre de mutarotation est exprimé par [a]D = + 52.2°. Le
fructose est aussi sous ses deux formes a et R dans ses solutions et I'équilibre de mutarotation
correspond a [a]D = —92°. Le saccharose est dextrogyre ([a]D = -f 66,67°) et le sucre interverti est
lévogyre ([a]D = — 19,84°).



96 CHAPITRE 6

2. Diholosides réducteurs

a) Maltose

Il est préparé par hydrolyse de I'amidon. C'est le 4-D-glucopyrannose-
a-D-glucopyrannoside.

Maltose (forme R)

Il n'est pas aussi sucré que le saccharose, est réducteur, donne une
osazone caractéristique et fermente sous l'influence de la levure de biére
pure. La maltase du suc intestinal et I'hydrolyse par les acides le décom-
posent en deux molécules de glucose. Le maltose est dextrogyre. Il existe
sous une forme a et une forme R suivant la nature du groupement pseudo-
aldéhydique resté libre. (Forme B : = [a]D + 118° ; forme a : [a]D = + 168° ;
équilibre de mutarotation ; [a]D = + 136°)

b) Cellobiose

Le cellobiose est le 4-D-glucopyrannose-R3-D-glucopyrannoside.
II s’obtient par hydrolyse de la cellulose.

CH20H ch2oh
H OH H OH
B-Glucopyrannose R-Glucopyrannose

Cellobiose (forme R)

Comme le lactose et le maltose, il existe sous la forme a et la forme R
et présente le phénoméne de mutarotation.

C) Lactose

Le lactose, ou sucre de lait, est le 4-D-glucopyrannose-R-D-galacto-
pyrannoside. On le trouve dans les laits des différents mammiféeres (4 %
dans le lait de vache, 5-7 % dans le lait de femme). Quand on concentre le
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petit-lait, on obtient des cristaux de lactose. Le lactose n'a pas une saveur
trés sucrée. Il est réducteur et donne une osazone. |l n'est pas fermen-
tescible sous l'influence de la levure de biére pure. Son hydrolyse fournit
du glucose et du galactose.

Le lactose est dextrogyre. Le pouvoir rotatoire correspondant a la
forme R est exprimé par [a]D = +35° ; celui de la forme a [a]D = +90°.
L'équilibre de mutarotation correspond a [a]D = + 55,3°.

ch2oh ch2oh
H OH H OH
R-Galactopyrannose R-Glucopyrannose

Lactose (forme R)

3. Triholosides naturels

Le gentianose, extrait de la racine de gentiane, et le raffinose, accomp-
pagnant le saccharose dans la betterave, sont des triholosides non réduc-
teurs. Leur structure, ainsi que celle des diholosides qui en dérivent, est
représentée en page 98.

C. POLYSACCHARIDES

Sous les dénominations de polyosides, polyholosides, polysaccharides
et glucanes on range des composés, naturels pour la plupart, dont I’hydro-
lyse fournit presque exclusivement des oses ou des produits dérivés.

1. Polyglucoses
a) Cellulose

On donne le nom de celluloses a des mélanges de polyméres homo-
logues qui fournissent quantitativement du D-glucopyrannose lorsqu’ils
sont hydrolysés par des acides forts. La cellulose est le matériel de soutien
le plus abondant chez les végétaux. Elle se trouve aussi chez beaucoup de
bactéries et méme chez certains animaux, comme les Tuniciers.

La cellulose existe sous la forme pure dans les poils de la graine du
coton. L’hydrolyse acide compléte de la cellulose en présence d'acides
minéraux forts et trés concentrés fournit quantitativement le D-glucopyran-
nose. L’hydrolyse partielle ménagée, en présence d’anhydride acétique et
d'acide sulfurique (acétolyse) fournit des molécules de celiobiose
(4-D-glucopyrannose-3-D-glucopyrannoside) et des trisaccharides que
I'’émulsine (*) hydrolyse. Il apparait donc clairement que la cellulose ne
contient que des liaisons glucosidiques B 1-4. L’hydrolyse de la cellulose

(x) L’émulsine des amandes contient a coté des RB-glucosidase (E. N. 3.2.1.21) et R-galactosidase
E. N. 3.2.1.23), une a-galactosidase (E. N. 3.2.1.22), une ot-mannosidase (E. N. 321.24) et une
B-glucuronidase (E. N. 3.2.1.31). Cette liste est d'ailleurs incompléte.
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u-Galactopyrannose a-Glucopyrannose
Méliblose
Raffinose
R-Glucopyrannose a-Glucopyrannose

Gentiobiose (forme a)

Gentianose

CHAPITRE 6



LES MACROMOLECULES 99

méthylée fournit du 2,3,4,6-tétraméthylglucopyrannose et du 2,3,6-triméthyl-
glucopyrannose. La méthylation suivie d’hydrolyse ne fournit jamais de
diméthylglucose, donc la chaine est droite. Cette chaine est de longueur
différente selon la source de la cellulose, et les valeurs qui ont été obtenues
s'échelonnent entre 1 400 et 10 000 unités de glucose. La disposition des
atomes est telle que chaque résidu de cellobiose a les dimensions mon-

trées dans la figure 6-3.

Les chaines de cellobiose, disposées selon le réseau représenté dans
la figure 6-3, sont groupées en faisceaux, les micelles de cellulose, qui

FIG. 6-3. Configuration spatiale des molécules de cellobiose dans le réseau cristallin de
cellulose, a = 82 A, b = 103 A, ¢ = 79 A et B = 83° (d’aprés Meyer et Misch),
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ont environ 50 A d’épaisseur et au moins 600 A de longueur. Le groupement
de ces micelles est représenté dans la figure 6-4, tel qu'il existe dans des
structures ou les cristallites sont paralleles.

-0-00-0’

FIG. 6-4. Orientation des micelles dans un bloc de cellulose (d’aprés Seifriz).

Dans certains cas, les micelles sont orientées au hasard, comme par
exemple dans la cellophane (Fig. 6-5).

FIG. 6-5. Orientation des micelles de cellulose dans la cellophane (d'aprés Mark),

b) Amidon

La plus abondante réserve glucidique des végétaux et des micro-
organismes est I'amidon qui, a I'hydrolyse, se transforme quantitativement
en D-glucose. Les molécules de glucose sont, dans la macromolécule
d’amidon, associées par des liaisons glucosidiques o 1-4. On isole de la
plupart des amidons deux constituants :

— un polysaccharide en chaine droite, I'amylose, que l'iode colore en
bleu. Il est composé de chaines droites de longueurs variables, dans les-
quelles des unités de glucose, dont le nombre varie selon les chaines
entre 100 et 2 000, sont unies par des liaisons a 1-4 (maltose) ;

— un polysaccharide ramifié fortement, I'amylopectine, que l'iode colore
en violet. Ses rameaux latéraux s'attachent a ses branches principales par
des liaisons « 1-6 (isomaltose). Quant aux chaines latérales elles-mémes,
elles sont, comme la chaine principale, construites sur le type de la liaison
glucosidique a 1-4.

Certains amidons, cependant, ne contiennent que de I'amylopectine.
C’est le cas pour ceux que fournissent le mais et le riz.

Quand I'amidon est formé d’amylopectine et d’amylose, la proportion
de cette derniere, comme la longueur de ses chaines, varie selon la
source.
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FIG. 6-6. Divers types de grains d'amidon : A, de la graine de blé; B, les mémes en
lumiére polarisée ; C, du tubercule de la pomme de terre ; D, les mémes en lumiére
polarisée ; E, du tubercule du lys royal ; F, de la graine de mais.

En A, C, E et F, notez la présence de stries concentriques autour d’un point initial, le
hile. X 235 (d'apres Sandstedt).
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c) Glycogéne

Le glycogéne, réserve majeure de glucides chez les animaux, est un
polysaccharide ramifié voisin de I'amylopectine, et dont I'unité est le
D-glucose. Il se colore en brun par l'iode et il est soluble dans I'eau

—o--i —0--J

Amylose

H OH H OH

Ramification par liaison a 1-6 dans Il'amylopectine

FIG. 6-7. Structure de l'amylopectine.
o = résidu de glucose. A = groupe réducteur.

La ligne pointillée montre la limite de I'hydrolyse accomplie par la R-amylase (E. N. 3.2.1.2)
attaquant la macromolécule a la surface (d'aprés Meyer et Bernfeld).
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(15 a 20 %). Le glycogéne est plus ramifié que I'amylopectine et il contient
par conséquent une plus forte proportion de liaisons glucosidiques a 1-6.

FIG. 6-8. Structure du glycogene (d’apres K. H. Meyer).

d) Autres polyglucoses

On en trouve une grande variété dans la biosphére. En voici quelques
exemples :
Lichénine des lichens (chaine droite ; 30 % de 8 1-3; 70 % de B 1-4).

Laminarine des laminaires (chaine droite; 8 1-3; en moyenne 20
résidus).

Polyglucoses de Betabacterium vermiforme (a 1-6 ; 25 résidus),

Polyglucoses de Phytomonas tumefaciens (B 1-2; 22 unités),

Polyglucoses du squelette cellulaire de la levure (36 unités),

POlyg'UCOSES de Leuconostoc mesenteroiides (3-24 unités),

PO|yg|UCOS€S de Leuconostoc dextranicum (ChaTne droite ca 1-6 ; 200-500
unités).

2. Polymeres d’autres aldoses et cétoses

a) Galactanes

Fréquents chez les végétaux (bois, graines, etc.). Le galactane de
lupin en est un exemple. Il est construit sur le type de la liaison R 1-4 et
il est formé d’environ 120 unités de galactose.

b) Mannanes

lIs sont souvent présents dans le bois, par exemple dans celui des
coniferes dont il n'est pas facile de les séparer. Les mannanes du bois
de I'épicéa et du bois de pin sont composés de résidus de mannose
associés en chaines droites d'environ 200 résidus. Le mannane de la
levure est, au contraire, trés ramifié, et il n'est pas homogéne. Le nombre
des molécules de mannose composant ses chaines varie entre 90 et 830.

C) Fructosanes et levanes

L'inuline des tubercules de nombreuses compositacées est constituée
par une macromolécule linéaire, formée d’environ 35 résidus de D-fructose,
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comportant a l'extrémité réductrice un résidu de D-glucose. Un grand
nombre de fructosanes (asparagosine, graminine, triticine, etc.) ont été
isolés a partir des végétaux. lls sont, comme l'inuline, des macromolécules
linéaires, tandis que chez les bactéries, les polysaccharides du fructose,
également trés nombreux, sont des macromolécules fortement ramifiées
appelées lévanes.

d) xylanes

Trés répandus chez les végétaux. Un exemple est fourni par les
composants des membranes lignifiées. Ce sont des macromolécules rami-
fiées, formées de résidus de D-xylose associés en 1-4'. L’hydrolyse de cer-
tains xylanes fournit aussi de I'arabinose.

3. Polyuronides

lls se distinguent des polyoses parce que leurs monomeéres sont des
produits d'oxydation des oses, les acides uroniques, dans lesquels le
groupement aldéhydique est conservé, I'hydroxyle primaire étant oxydé
avec formation d’un carboxyle.

Exemple :
CHO CHO
(CHOH) (CHOH)
H—C—OH (‘3 =0
H OH
Glucose Acide glucuronique

(un acide uronique)

Le groupe le plus nombreux, parmi les polyuronides, est celui des
« substances pectiques » ou de la « pectine », dont le constituant principal

Acide pectique (acide polygalacturonique)

est I'acide pectique, constitué par une chaine droite de molécules d’acide
D-galacturonique, unies principalement par l'intermédiaire de liaisons a-1:4.
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4. Polyglucosamines

Dans cette catégorie, on range les polyméres d’osamines.

La chitine, constituant des squelettes d'arthropodes, des champi-
gnons, etc., appartient a cette catégorie.

L'hydrolyse par les acides bouillants fournit de la glucosamine et de
l'acide acétique en proportions équivalentes. Une hydrolyse plus ménagée,
accomplie au moyen de chitinase, fournit uniquement de la N-acétylgluco-
samine, c'est-a-dire la glucosamine acétylée au niveau de son groupe
aminé.

On a pu retirer des produits de I'hydrolyse ménagée un disaccharide,
le chitobiose, identique au cellobiose (a part le fait que le carbone 2 de
chaque unité glucose du chitobiose porte un groupe acétylamine).

chloh choh

H NHCOCHj H NHCOCH3

Chitobiose

5. Polyméres mixtes
Il s’agit de polymeéres mixtes formés d'oses et d’acides uroniques.

a) Gommes et mucilages

Il est malaisé d’établir entre ces deux catégories de macromolécules
une distinction nette. Les gommes que laissent exsuder les écorces sous la
forme de « gomme arabique » sont des sels d’hétéropolyuronides. Toute-
fois, comme dans le cas de mucilages qui gonflent dans I'eau comme celui
de la graine de lin, il s’agit de molécules ramifiées trés complexes, dans
lesquelles entrent divers oses. On trouve par exemple dans la gomme
arabique l'arabinose, le galactose, le rhamnose, l'acide glucuronique, etc.,
tandis que dans le mucilage de la graine de plantain on a pu déceler la
présence d’'acide galacturonique, de rhamnose, de galactose, d'arabinose,
de xylose, etc.

b) Mucopolysaccharides

Ces polyméres d’acides uroniques et d’osamines sont toujours associés
a des quantités de protides qui, si elles sont toujours faibles, sont constam-
ment présentes, et ne sont pas négligeables.

i) Acide hyaluronique

Ce polysaccharide est trés répandu, soit sous sa forme libre, soit en
combinaison saline avec des protéines. Il est la substance de base du tissu
conjonctif des animaux.
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L'acide hyaluronique est un polysaccharide complexe contenant des
proportions équivalentes de D-glucosamine, d’acide D-glucuronique et
d’acide acétigue combiné a la glucosamine sous la forme de N-acétyl-
D-glucosamine.

II) Héparine

L’héparine est un ester sulfurigue d'un polysaccharide contenant de
I'acide D-glucuronique et de la D-glucosamine.

III) Acide chondroilinesulfurique

C'est un ester sulfurique d'un polysaccharide dont les constituants
principaux sont l'acide D-glucuronique et la N-acétylchondrosamine. Le
cartilage hyalin des vertébrés est la combinaison de I'acide chondroitine-
sulfurique avec une protéine, la liaison intéressant les groupes —COOH
et —SO3H de l'acide chondroitinesulfurique et les groupes —NH2 de la
protéine.

iV) Acide mucoitinesulfurique

Il est semblable au précédent, avec cette différence que la chondro-
samine est remplacée par la D-glucosamine. On le trouve dans beaucoup
de tissus animaux.6

6. Polysaccharides des bactéries

a) Pneumocoques

Ces polysaccharides commandent le type spécifique immunologique
par leur présence dans les capsules de pneumocoques. Leurs constituants
sont le D-glucose, l'acide D-glucuronique, des acides aldobiuroniques et
des sucres aminés. Les proportions varient d’'un type a un autre et certains
des constituants peuvent manquer.

Exemples de constituants mis en évidence :
Type |.  Acide galacturonique, une acétylhexosamine.
Type Il. D-glucose, acide D-glucuronique, L-rhamnose.
Type lll. D-glucose et acide D-glucuronique.

Type IV. N-acétylhexosamine, galactose.

b) Autres microorganismes

De nombreux mucopolysaccharides de microorganismes ont été
récemment étudiés. Le lutéose du penicilum luteum, par exemple, est un
poly-D-glucose dans lequel les liaisons glucosidiques sont du type B 1-6.
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L’antigéne complexe de la bactérie typhique, everthella typhosa, isolé de
la bactérie, est une chaine complexe de soixante unités hexoses, avec
50 % de D-glucose, 25 % de D-mannose et 25 % de D-galactose. La tuber-
culine, ou milieu de culture concentré de Mycobacterium tuberculosis,
contient un polysaccharide contenant du D-arabinose, du D-mannose et du
D-galactose et en outre un peu de D-glucosamine. Dans le mucopoly-
saccharide de corynebacterium diphteriae, 0N trouve le D-galactose, le
D-mannose et le D-arabinose.

Plusieurs mucopolysaccharides ont été isolés a partir du pPenicillum
charlesii, CUltivé sur D-glucose. Le mannocarolose, I'un de ces produits,
est un mannane en chaine droite a liaisons 1-6, tandis que le galactocaro-

lose, tiré de la méme source, est un galactane a chaines droites de
liaisons 1-5.

7. Polysaccharides des groupes sanguins

La spécificité des groupes sanguins est déterminée par I'existence de
macromolécules constituées en grande partie de polysaccharides et d'autres
espéces moléculaires, par exemple des acides aminés.

lll. PROTEINES

Les protéines sont des macromolécules dont I’hydrolyse fournit un
mélange d’acides aminés. Quelle que soit leur origine biologique, elles sont
toujours construites au moyen d’une série de 20 acides a-aminés de confi-
guration L-, principalement réunis par l'intermédiaire de liaisons pepti-
diques.

A. ACIDES AMINES
1. Définition

Les acides aminés sont définis par la présence, dans la méme molé-
cule, d’'un carboxyle et d’une fonction amine. Le nombre des substances
que le chimiste organicien peut synthétiser dans cette catégorie est trés
grand, mais la biosphére n’en connait qu’un échantillonnage réduit. Les
acides aminés ont généralement le groupe aminé en position a (x) par rap-
port au carboxyle, et leur formule générale est donc

NH2
R—CH—COOH

(x) En plus du carboxyle en position a (par rapport au carbone qui porte le groupe NH2 et qu’on
appelle le carbone'central), deux acides aminés possédent un carboxyle supplémentaire au bout
de leur chaine carbonée. Ce carboxyle est en position R (par rapport au carbone central) dans le
cas de l'acide aspartique et en position y dans le cas de Il'acide glutamique.
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2. Acides aminés universellement présents dans la biosphére

Chez tous les étres vivants qui ont été étudiés sous ce rapport, on
trouve les vingt acides aminés énumérés dans le tableau 6-1. Les acides
aminés naturels peuvent étre considérés comme des dérivés de la L-sérine,
apparentée au L-glycéraldéhyde.

nh2 OH
|
CH20H—C—COOH CHoOH—C—COH
| ) |
H H
L-sérine L-glycéraldéhyde

3. Acides aminés occasionnels

Outre les vingt acides aminés, tous L-a aminés, universellement pré-
sents dans les cellules vivantes, on trouve ici ou la tel ou tel autre acide
aminé particulier. Parmi ces acides aminés occasionnels, on trouve les
suivants :

nh?

h2n—ch2—choh—ch2—ch2—CH—COOH
Hydroxylysine (acide a,e-diamino-8-hydrocaproique)

NH2

\
H2N —CH2—CH2—CH2—CH—COOH

Ornithine (acide u,5-diamino-valérique)

CH2—CH2—COOH

NHo
li-Alanine (acide R-amlno-propionlque)

NH,
|

H2N—C—NH—CH2—CHjj—CHS—C—COOH
O H

Citrulline (acide a-amino-carbamidovalérique)

et beaucoup d’autres : octopine, acide a-aminobutyrique, acide djenkolique,
R-thiolvaline, canavanine, etc.

On trouve aussi de nombreux iminoacides, tels que I'acide pipécolique,
la baikiaine, la guvacine, etc.

Acide pipécolique Baikiaine Guvacine
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4. Stéréoisomérie

Alors que les oses naturels sont le plus souvent de la série D, les
acides aminés naturels, quel que soit le sens de leur activité optique, appar-
tiennent généralement a la série L.

COCH COCH
H2N — C—H H—C—NH2
R R
Forme L, naturelle Forme D
Toutefois, il existe des acides aminés universels ou occasionnels,

contenant, outre le carbone a, un second carbone asymétrique (thréonine,
hydroxyproline, isoleucine, hydroxylysine). Ces acides aminés peuvent donc
théoriqguement exister sous quatre formes isomeres.

Considérons, par exemple, le cas de la thréonine.
Les quatre stéréoisoméres auront les formules suivantes :

COOH COOH CiEOOH (EOOH
h2nch H?NHO thj:h h(lznhz
HCOH HOCH HOCH HCOH
CH, CH, CH, CH,
L-thréonine D-thréonine L-allothréonine D-allothréonine

On réserve la dénomination L- & la forme qu’on trouve dans les pro-
téines. Son isomere optigue quant aux atomes de carbone a et R sera
désigné par le préfixe D-. Quant aux autres isomeéres, qui forment égale-
ment un couple d'isoméres optiques, mais qui sont, par rapport aux autres,
des diastéréoisomeres, on les dénote par le préfixe allo, comme il est
Indiqué ci-dessus dans le cas de la thréonine (¥).

S'il est vrai que, d’'une maniere générale, les acides aminés naturels
sont des acides a-aminés de la série L-, il arrive qu'on trouve exception-
nellement dans des organismes, le stéréoisomere de la série D-, la
D-R-thiolvaline, la D-leucine, la D-alanine, etc.

5. Propriétés chimiques des acides aminés

lls possedent les propriétés conférées par le carboxyle et par le grou-
pement aminé.

() Dans le cas de la cystine, il y a aussi deux atomes de C asymétriques, mais comme la cystine
est formée par la réunion de deux molécules de cystéine, on n’a, comme dans le cas de l'acide
tartrique, que trois isomeéres : LL, DD et méso, la forme méso étant optiquement inactive.
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a) Propriétés résultant de la présence du carboxyle

Elle permet la formation d’'esters avec des alcools, et d’amides avec
I'ammoniac ou les amines.

NH, NH,
R — CH — NH2 — COOH + HO ~ C2H5 -» R — CH — COOC2H5 + H20

Acide aminé Alcool Ester

RCHNH2-COOH + NHg -» rchnh2—co—nh2+ h,o

Acide aminé Ammoniac Amide Eau

Le groupement carboxyle est généralement décarboxylé si on chauffe
prudemment dans un solvant inerte, et on obtient I'amine ayant un atome
de carbone en moins.

b) Propriétés résultant de la présence du groupement aminé

Comme I'ammoniaque, il donne des sels. De méme que le carboxyle
peut, avec I'ammoniac et les amines, former des amides, le groupement
aminé peut former des amides avec les acides :

C6H,,COOH + H2N — CH2 — COOH COHNCO - NH — CH2 — COOH + H,0

Acide benzoique  Glycocolle Acide hippurique

Traités par HNO2 les acides aminés donnent des acides-alcools avec
élimination d’azote

nh?

| + HNO, I<
R-CH-COOH - » r—choh—cooh + n2 + h2o

Avec le formol, les acides aminés réagissent comme suit :

NH, NH—CH20H N(CH20H)2
+ HCOH | + HCOH
R—CH—COOH <=* R—CH—COOH -~ R—CH—COOH
— HCOH — HCOH

C’est sur cette réaction que repose la formol-titration des acides
aminés. On ajuste d’abord la réaction a une alcalinité définie. L'addition
du formol supprimant l'influence des groupes aminés, la réaction est
déplacée vers l'acidité. On titre avec une solution alcaline, jusqu’a retour
a l'alcalinité initiale.
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C) Propriétés résultant de la présence des deux groupements

La présence d'un carboxyle et d'un groupement aminé permet la for-
mation d’une liaison amide entre deux acides aminés, liaison a laquelle on
donne plus spécialement le nom de liaison peptidique.

R—CH—COOH R'—CH—COOH

| + |
nh2 nh,
n
R—CH—CO—NH—CH—R"+ H,0
nh2 COOH
Liaison
peptidique

d) Autres propriétés

Outre les propriétés que lui conferent la présence du groupement
aminé et celle du carboxyle portés par I'atome de carbone a, chaque acide
aminé présente les propriétés particulieres de son radical propre (R dans
le tableau 6-1).

6. lonisation des acides aminés

a) lonisation des acides et des bases faibles

Selon la conception de Bronsted, un acide HA se dissocie en une
base A" et un ou plusieurs protons

HA Gi H* + A"

La constante de dissociation Ka est la constante d'équilibre :

= [H][A] _ [H] [sel]
[HA]

Ka [acide]

Ka est égal a [HY] lors de la demi-neutralisation puisque, a ce moment

[A]
[HA] 1

La force d'un acide est proportionnelle a la valeur de Ka. Ce dernier
peut avoir une valeur si grande qu’il n’est pas possible de la mesurer. C'est
le cas pour les acides forts comme HCl ou H2S04 qui, pratiguement, sont
totalement dissociés.

L'eau pure et neutre est pour une part tres minime dissociée en
ions H+ et OH"

H,0 H+ + OH-

[H+] [OH-]
...................... K (constante de dissociation)

(les symboles entre crochets représentent des concentrations, en molé-
cules-g ou en atomes-g/l).
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H20 est si grand par rapport au produit Ht X OI-T qu'on peut consi-
dérer ce dernier comme une constante et écrire

[H#] [OH] = K =1 X 10"4
Dans l'eau pure et neutre, par conséquent
[H¥] = [OH] =1 X 107

La concentration des ions HT dans l'eau pure correspond donc a
1 X 10"7 ion-g/l et le pH=7.

Une solution aqueuse dont le pH est plus grand que 7.0 est une
solution dans laquelle la concentration en ions OH" I'emporte sur celle
des ions Ht+ (puisque H+X OH = 10"14), c’est-a-dire une solution alcaline.
Une solution aqueuse dont le pH est moindre que 7.0 est une solution dans
lagquelle la concentration des ions Ht est plus élevée que celle des ions OH',
c’est-a-dire une solution acide. Ajoutons a un litre d'eau 1/10 de molécule-g
de HCI (3.6 g). L'acide chlorhydrique, acide fort, est totalement dissocié.
On a ajouté 0.1 g d’ions H* ou 0.1 ion-g. Ces ions H* seront en partie pris
par des ions OH" pour former de I'eau mais, comme nous l'avons dit, la
concentration des ions OH" est tres faible et les ions Ht fixés ne changeront
que faiblement la valeur des ions H* restant libres parmi les H* introduits
tandis que la valeur des OH sera nettement modifiée

H+ = 0,1 = 10"

10-14

OH" =-eer— = 10-13
10 1

Le pH sera approximativement égal a 1.0, c'est-a-dire que I'addition de
I'acide aura modifié le pH a concurrence de 6 unités, ce qui signifie que la
concentration en ions H+ sera devenue ! million de fois plus forte.

Si on ajoute a de l'eau seulement 1/100 000 de molécule-g de HCI
(0.36 mg), le pH passera de la valeur 7 a la valeur 5, c’est-a-dire que la
concentration en ions H* aura été, a la suite de cette addition de moins
d’un demi-mg de HCI, multipliée par 100.

10 11

FIG. 6-9. Cette figure montre comment le pH de 50 ml d'une solution d'acide acétique
0.1 N se modifie lors de l'addition de NaOH normal. La résistance au changement de pH
est maximum dans une région au milieu de laquelle se situe la valeur du pK' (4.7). Quand
le pH devient plus alcalin que 8.0, de nouvelles additions de NaOH provoquent les mémes
modifications que lors de Il'addition a l'eau pure. Au lieu de titrer l'acide acétique par
la soude, on peut titrer l'acétate (base) par HCI, par exemple. Dans ce cas la courbe se
déroulera en sens inverse et lorsque le pH 2.0 sera atteint, de nouvelles additions de HCI
provoqueront les mémes modifications que lors de leur addition a de l'eau pure.
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Supposons qu'au lieu d'avoir affaire a de I'eau, nous ayons une solu-
tion décinormale d'acide acétique. L’acide acétique est un acide faible,
c'est-a-dire un acide qui est non pas complétement dissocié, mais plus ou
moins dissocié. Bronsted appelle I'ion acétate une base, c’est-a-dire, dans
sa terminologie, une substance qui se combine avec H* alors qu’il donne
le nom d'acide faible a I'acide acétique, qui peut libérer des ions H*

0 0

Il
CHg—C-OH O- + H*
Acide acétique Acétate
(acide faible) (base)

L'acide acétique décinormal a un pH égal non a 1, comme serait celui de
I'acide chlorhydrique décinormal ([H*] = 0.1 = ICT1), mais un pH de 3 envi-
ron ([H"] =0.001 = 10~3) : c'est le résultat du fait que I'acide acétique est
beaucoup moins dissocié (seulement une molécule sur 100 dans la solution
décinormale). De cette solution décinormale, prélevons 50 ml que nous
placerons dans un becher, et au moyen d’une burette, introduisons de la
soude normale en suivant au moyen d'un pH-meétre la variation du pH et
en nous arrétant chaque fois que nous avons fait varier le pH d’une unité.
Nous constaterons (Fig. 6-9) que pour faire passer le pH de 4 a 5, nous
devons ajouter plus de soude que pour le faire passer de 3 a 4. Mais nous
devons ajouter moins de soude pour passer du pH 5 au pH 6 que du
pH 4 au pH 5, moins encore pour passer de 6 a 7 et moins encore de 7 a 8
Une goutte (0.05 ml) de NaOH, dans le cas de la burette utilisée, introdui-
sant 0.05 mEq de OH- dans 50 ml, soit 0.001 Eqg/l, fera passer alors le pH
a la valeur de 11.0.

En effet, avant I'addition de cette goutte

10 1
[H*] = 10-8 (pH 8.0) et [OH-] = = 10

L’addition de la goutte de NaOH fera passer la concentration de [OH]
a 10 3 ce qui correspond a une concentration en [H*] — 10"u/10"3 = 10"
(pH 11.0). Dés que nous sommes arrivés au pH 8.0, correspondant a la
neutralisation des 50 ml d'acide acétique 0.1 N (contenant 0.005 Eq) par
les 5 ml de NaOH N (contenant aussi 0.005 Eq), I'addition de la soude a
la solution a le méme effet que son addition a I'eau pure. En effet, a partir
de ce moment l'acide acétique est complétement neutralisé et nous avons
une solution d'acétate sodique.

Pourquoi, dans la région des pH situés entre 3 et 8 avons-nous di
ajouter des quantités relativement grandes de soude pour faire varier
le pH d'une unité ? C'est parce que, dans cette région, les OH' étaient pris
par l'acide acétique selon I'équation

HA + OH- -» A- + H20.

Toutefois, pour comprendre la forme en S symétrique de la figure 6-9,
nous devons entrer dans un peu plus de détails.

Un acide faible est plus ou moins faible, c’'est-a-dire plus ou moins
dissocié avec libération de H* Moins il en libére et plus il est faible.
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Pour définir la force d’un de ces acides, on recourt a la réaction de
dissociation

HAFiH* + A".

H* et A sont libérés a partir de I'acide faible HA jusqu’a ce que leurs con-
centrations soient assez élevées pour que la réaction de combinaison
de A et H* se déroule a la méme vitesse que la réaction de dissociation.
L'équilibre est défini, selon la loi d’action de masse, par la constante K

H1A] _

[HA] ©-D

Plus I'acide se dissociera avant que la vitesse de combinaison ne devienne
€gaie a la vitesse de dissociation, plus K sera grand et plus l'acide sera fort.

De (6-1) nous tirons

[HA]
[H1 = K (6-2)
ou, en langage logarithmique :
log [H] = log K + | A 6-3
+] = + -
og [H+] = log °9 A (6-3)
changeant de signes, nous obtenons
[HA]
—log[H] = —-1logK —-1log ~ -. (6-4)

Puisque —Ilog [H*] = pH, nous pouvons aussi remplacer —log K par pK
et écrire (plus l'acide sera fort et moins pK sera grand)

[HA]
pH = pK — logr — ™. (6-5)

FIG. 6-10. Valeurs du pH calculées, pour différents degrés de neutralisation d'un acide
faible, selon la loi d'action de masse. La forme sigmoide, qui s'observe dans I'expérimen-
tation, correspond a la courbe calculée en partant de la loi d’action de masse. La courbe
a la méme forme pour tous les acides faibles. Elle sera située d'autant plus a droite dans
le graphique que la valeur du pK sera élevée.
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Comme

[HA] | [Al
— log (A] og [HA]

I'’équation (6-5) peut aussi s’écrire

[Al

pH = pK + log [HA]

(6-6)

Lorsqu’on ajoute NaOH a une solution d’acide acétique on modifie les
proportions relatives de A" et de HA

HA + OH- -» A" + H20

et c’est de cette proportion relative que dépend le pH.

Si nous considérons, par exemple (Fig. 6-10), un acide faible HA dont
le pK = 5.0, et si nous ajoutons assez de NaOH pour convertir 50 % de
cet acide en A", le pH sera égal a : 5.0 4- log 50/50 = 5.0 + 0.0 = 5.00. Le pK
correspond en effet a la valeur du pH observée lors de la demi-saturation
de l'acide.

Dans le cas d’un acide dont le pK est 5.0, quelle sera la valeur du pH
correspondant a la neutralisation de 80 % de HA, c'est-a-dire a la trans-
formation de 80 % de HA en A" ? La réponse est

5.0 + log 80/20 = 5.0 + 0.60 = 5.60.

Si nous calculons le pH correspondant a la transformation de 20 %
de HA en A", nous obtenons

5.0 + log 20/80 = 5.0 — log 80/20 =4.40.

De la méme maniére, nous pouvons calculer les pH correspondant respec-
tivement a 90 et a 100 % de la neutralisation

5.0 + log 90/10 = 5.0 + 0.95 = 5.95
5.0 + log 10/90 = 5.0 — log 90/10 = 5.0 — 0.95 = 4.05.

Comme aussi les pH correspondant a 99 et a | % de la neutralisation :

50+ log99/1 =50+ 20=17.0
5.0 + log 1/99 = 5.0 — log 99/1 = 5.0 — 2.0 = 3.0.

La forme sigmoide de la courbe de dissociation d’un acide faible est donc
une conséquence directe de la loi d’'action de masse et la courbe sera la
méme pour tous les acides faibles avec toutefois cette différence : la
position du point de demi-saturation (correspondant au pH égal au pK),

particuliéere a chacun d’eux.

Voici une table de valeurs du pK pour une série d’acides faibles.
Les pK sont énumérés dans l'ordre des forces d'acidité décroissantes
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(c’est-a-dire des K de plus en plus petits, ou encore des pK de plus en
plus grands) :

1 2 3 4

pK
h3pol H* + HL,PO4- 2.0
HAc H* + Ac" 4.7
h2co3 H+ + hco3- 6.1
h2poé- H+ + hpo4- 6.6
nh4* H+ + nh3 9.3
HCOg- H* + CO03= 9.8
hpo4: <=* Ht + pod= 12.0

Dans la colonne 3, nous voyons I'’énumération d’'une série de bases, selon
la terminologie de Bronsted, c’est-a-dire de substances qui ont une ten-
dance a se combiner avec H*. La force de ces bases croit, dans le tableau,
de haut en bas.

Le lecteur pourrait s’étonner de voir figurer dans la colonne 1, c’est-a-
dire dans la colonne des acides faibles, des molécules neutres, des anions
et des cations. Il faut garder a I'esprit que nous considérons ici ces diffé-
rentes substances sous I'angle du pouvoir qu'elles ont d’abandonner des HL

L'ammoniac NH3, par exemple, peut fixer un proton pour former I'ion
ammonium NH4+, La dissociation de cet ion ressemble a celle de l'acide
acétique ou de tout autre acide faible. Dans le cas particulier de NH4\ il

s'agit d’un acide trés faible, comme I'enseigne la valeur de K
NH4+ piH*+ NHg

[NHg] [H]

55 x 10-10 = K
[NH4+4]

pK =10 - 0.7 = 9.3.

Une solution d’un acide faible et d'un sel de cet acide faible, contenant
HA et A" amortira au maximum [l'influence d’'une addition de H+ lorsque
cette solution contiendra approximativement en proportions égales HA
et A". On dira que le pouvoir-tampon est maximum parce que lorsqu’on
ajoute des ions H+, ces derniers ne restent pas en solution mais se com-
binent avec A pour former des molécules de HA. C'est ce que montre la
figure 6-9 si on la considére, non de bas en haut, mais de haut en bas.
A mi-hauteur de l'ordonnée, si au lieu d’ajouter plus de NaOH, on ajoute
HCI, on ajoute des H+ et la courbe considérée dans son décours vers le bas
montre que l'addition de H* aura une influence beaucoup moins marquée
sur le pH que dans le cas de l'eau pure.

Le pH d’un tampon dépend donc du rapport AVHA. L'ion bicarbonate
HCCV est, dans la terminologie que nous avons adoptée, une base, car |l
se combine avec H* et par surcroit il est une base relativement forte
(pK = 6.1). Si, dans une solution d'acide carbonique et de bicarbonate,
nous doublons la concentration en H2CO03 sans modifier la concentration
de HCCV nous doublons H* (c’est-a-dire que nous abaissons de 0.3 la
valeur du pH). Si, d’autre part, nous doublons la concentration de HCCV
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sans modifier H2C03, nous diminuons de moitié la concentration de H+ ou,
en d’autres termes, nous augmentons le pH d’une valeur de 0.3.

Les systémes aciF*>>que , sont des systémes-tampons,

c'est-a-dire que l'addition a ces mélanges d’'une certaine quantité de H\
par exemple sous la forme de HCI, ne produit pas un changement aussi
important du pH que si la méme quantité de HCl avait été ajoutée a de
l'eau pure.

D’autres mélanges-tampons sont, par exemple, les systemes

H2P04- hpo4= pod=
h3po4 '’ H2PO04- hpo4=

Partons d’une solution 0.1 M de H3PO4 Si nous la titrons par NaOH, nous
mettons d’abord en évidence une premiére courbe sigmoide dont le
pK =2.0 et qui correspond a la dissociation H3PO04 <=* H2PO0O4- + H+ Au
pH 4.5 cette courbe sigmoide atteint son sommet, mais si nous continuons
le tirage, nous voyons s’en dessiner une deuxieme, de pK = 6.6, corres-
pondant a la dissociation H2PO04- ?=* HPO4= + HL Au pH 9.0, cette courbe
fait place a une région non tamponnée, dans laquelle I'addition de NaOH
agit comme dans I'eau pure, mais on retrouve ensuite une troisieme zone
de tamponnement dont le pK = 12.0 et correspondant a la dissociation
HPO4- ~ PO45 + H+ Il va sans dire que si nous partons d’'un mélange en
quantités équivalentes de PO4E et de HPO4 au pH 12.0 et que si nous
ajoutons du HCI, la courbe de dissociation se déroulera, en sens inverse de
celui que nous avons décrit, en traversant les trois régions de dissociation,
pour conduire, au pH 2.0 a un mélange en quantités équivalentes de H3PO4
et de H2POAL

Qu'arrivera-t-il si la solution a laquelle nous ajoutons, par exemple
HCI, et par conséquent H+t contient plusieurs accepteurs de HL tels que
HCO03~ et HPO4L Les ions Ht se distribuent selon leurs affinités relatives
pour les accepteurs mais le résultat est tel que chacun des couples-tam-
pons peut nous servir d'indicateur du pH. Dans un mélange contenant
HCO3L H2CO3, HPO4 et H2PO4L dont le pH = 7.1, on peut calculer que

[HCO03]
71 =6.1 + log
[H2C03]
[HCOo31 _ [HCO3-]
comme [h2co3] 1* [h2co3]
On calcule aussi que
[HPCyi
7.1 = 6.8 + log [h2pod-]
[HPO4s] ~ [HPO4]
Cc'est-a-dire que log - 03 et que ™~OIT ~2

Nous pouvons dériver la valeur du pH aussi bien de |la
détermination du rapport [HCO3]/[H2CO3] que de celle du rapport

[HPO4:] / [H2PO4~], comme d’ailleurs tout aussi bien du rapport acidias”Nib|-
d’un indicateur coloré dont la base a une couleur et l'acide une autre
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couleur, comme par exemple le rouge de phénol dont la base est rouge et
I'acide jaune, les différentes proportions relatives des deux formes étant
traduites par une échelle de nuances différentes (Fig. 6-11).
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FIG. 6-11. Chaque indicateur (acide faible) a une couleur particuliere a I'état non dissocié
(HA) et une autre couleur a I'état complétement dissocié (A-). Le passage d'une couleur a
l'autre s’opére donc dans une région de pH dont les valeurs correspondent a différentes
proportions des deux formes HA et A-

b) Courbe de titration d'un acide aminé

Un acide aminé neutre existe sous la forme d'un dipole (Zwitterion) :

nh3t
|
RCH—COCT

Si a une solution neutre de l'acide aminé on ajoute par exemple de l'acide

0]

) | ! Il
chlorhydrique, cest-a-dire des H+, les groupements—C—O0Q" fonctionneront
comme des bases et se combineront avec des H* pour former des
0
Il
—C—O0H jusgu'a ce que le tamponnement soit épuisé.
NH3+ nh3*
| + Ht 7= |
RCH—COO" RCH—COOH

D’autre part, si a la solution ayant atteint ce point, nous ajoutons
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du NaOH, c'est-a-dire des ions OI-T, ces derniers réagiront avec l'acide
o

faible —C—OH comme nous l'avons signalé
HA + OH- -* A- + H20

o] o]
Il Il
et des —C —O* seront formés jusqu’a ce que tout le —C —OH soit ainsi utilisé
comme tampon. Dans I'une comme dans l'autre de ces opérations inverses
les additions de H* ou OH" auront un effet beaucoup moins considérable
sur le pH que si on avait ajouté ces ions a I'eau pure. On voit que l'acide
o}

faible représenté par le groupement—C—OH d’'un acide aminé constitue
(6}

avec son anion —Cc—o- un couple-tampon, la dissociation de moitié,
comme le maximum du pouvoir-tampon, étant repérés par le pK parti-
culier du carboxyle en cause. D’autre part, si a la solution de I'acide
aminé neutre nous ajoutons non plus du HCIl, mais du NaOH, OH fonc-
tionnant comme une base enleve a —NH*i des ions H* pour former de
'eau, et laisse le groupement —NH2. Dans ce cas (comme NH4+ p. 119),

—NH3+ fonctionne comme un acide faible donnant des H* a la base OH",

NHS+ nh2
[ + OH- <=* \ + H,0.
RCH—COO* RCH—COO'

Pour illustrer ces données au moyen de la considération d’acides aminés

— COOH

FIG. 6-12. Courbe de titrage du glycocolle (pKaj = 2.3 ; p«a2 = 9.8). Si nous partons de
I'extrémité inférieure de l'ordonnée et si nous ajoutons des OH" (sous forme de NaOH
par exemple), la base OH- prend des H+ au groupement dissociable dans cette région
des pH (—HCOOH devenant —HCOO-) pour former de I'eau. Lorsque —HCOOH est
complétement dissocié en —HCOO", de nouvelles additions de OH- modifieront fortement
le pH, comme si on les ajoutait a I'eau pure. Dés qu'on arrive dans la région de dissocia-
tion de —NH3+ cet acide faible abandonne a son tour des H+ qui, se combinant avec une
partie des OH-, atténuent la modification du pH résultant de leur addition, jusqu'a ce que
les NH,+ soient complétement transformés en NH2.
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particuliers, partons d’une solution de l'acide aminé le plus simple, le
NH,

glycocolle.H—c—COOH au pH correspondant a sa présence complétement

H
Nhv
|

sous la forme de HCH—COOH. Les étapes du titrage lors de I'addition de OPT
(sous forme de NaOH par exemple) seront les suivantes :

NH, 1 = *. NH,,
pKaj 2.3 NH* pKa2 = 9.8
HCH-COOH HCH-COO" HCH-COO”
Charge nette = -+ 1 Charge nette = 0 Charge nette = — 1

Le point isoélectrique (P.l) est défini par le point correspondant a la
charge 0. La forme symétrique de la courbe de titrage (deux courbes
sigmoides successives correspondant a deux acides faibles de pK respec-
tivement égaux a 2.3 et 9.8) du glycocolle montre que la forme isoélectrique
de cet acide aminé est & son maximum de concentration & mi-chemin
entre lionisation du carboxyle (pK = 2.3) et l'ionisation du groupement
aminé (pK = 9.8). Le point isoélectrique correspond a la moyenne des pK :

P, =t s =
2 2

Considérons le cas d'un acide aminé dicarboxylique, I'acide aspartique
HOOC —CHo—CH—COOH

NH2

Les étapes du titrage seront les suivantes (Fig. 6-13).
H O H O

*HN—C—C—OH

pKa, = 2.1 pKa2 = 3.9
H—C—C—OH H—C—C—OH
H H
Charge nette = Charge nette — 0
H O H O
pKa, = 9.8
H—C—C—o0O" H—C—C—oO-
H H

Charge nette — — 1 Charge nette — — 2
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Le maximum de concentration de I'espéce de charge nette égale a 0 (P. |
est situé entre les pH correspondant aux pKai et pKal

2.1 + 3.9
| = - = 3.0
2
ot-NH*
COOH DISTAL
a-COOH

PH
FIG. 6-13. Courbe de titrage de l'acide aspartique.

Quant a la lysine, acide diaminé monocarboxylique, ses espéces ioniques
seront successivement, au cours du titrage (Fig. 6-14), les suivantes :

H o H O
| H pKai = 2.2 pKa2 = 9.0
"HgN—C—C—OH <> *H3N—C—C—0"
H—C—H H—C—H
H—C—H H—C—H
H—C—H H—C—H
H—C— NHj* H—C—NH3*
H H
Charge nette = + 2 Charge nette = + 1
H O pKas = 10.5 H O
H2N — C—c—o- h2n—c—c—O0-
H—C—H H—C—H
H—C—H H—C—H
H—C—H H—C—H
H—C—NHj* H—C—NH2
H H

Charge nette = 0 Charge nette = — 1
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L’espéce isoélectrique est concentrée au maximum entre les pK 9,0 et 10,5
et le point isoélectrique correspond a la moyenne entre ces deux valeurs :

9.0 + 10.5

Les groupements —COOH et —NH2 restant libres au bout des chaines
polypeptidiques des protéines et les groupements —COOH, —NH, —NH2,
situés au bout des chaines latérales de ces derniéres interviennent dans
le tamponnement sous la forme d'une série de couples-tampons
—COOQO'/—COOH, —NH/—NH2*, —NH2/—NH3\ chacun caractérisé par
un pK particulier.

— NH*
DISTAL

cr
LU

2 4 6 8 10 12
pH

FIG. 6-14. Courbe de titrage de la lysine.

On concoit que la courbe de titrage de la protéine globale sera trés
complexe. A plus forte raison la définition du pouvoir-tampon de I'ensemble
des protéines du plasma.

Les protéines plasmatiques ne constituent pas le seul systeme-tam-
pon du plasma qui contient en outre les systtmes HCO037H2CO3 et
HPO4VH2PO.f. Comme nous l'avons vu (p. 120) dans une solution conte-
nant plusieurs couples-tampons, chacun peut servir d'indicateur du pH.
Dans le plasma sanguin, le systeme HCO03~/H2CO03 est le plus utilisé pour
la détermination du pH

(6-7)

C'est I'équation d'Henderson-Hasselbalch.

B. LIAISON PEPTIDIQUE ET PEPTIDES

La liaison peptidique est une liaison amide résultant de la fusion, avec
élimination d'eau, d'un groupe a-aminé et d'un groupe carboxyle. Les
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peptides sont le résultat de la réunion de deux ou plusieurs acides aminés
par des liaisons peptidiques.

Exemple :

2 CH3 - CH - COOH CH3 — CH — COOH + H20

NH2 NH-CO-CH-CHg
nh?2
Alanine Alanylalanine

(un dipeptlde)

Lorsque des molécules contenant des liaisons peptidiques sont traitées
par le sulfate de cuivre en milieu alcalin, il apparait une coloration variant
du rouge au violet foncé.

La réaction est dite « du biuret », parce qu’elle est aussi donnée par le
biuret, dérivé de I'urée, et dont voici la formule :

nh?2
/
O0=C
\
NH
/
0o=cC
\
nh?
Bluret

1. Peptides de synthése

La synthése des peptides présente un grand intérét car, ainsi que
nous le verrons, la synthése d’un important polypeptide naturel a confirmé
la structure qui lui était attribuée.

La méthode de synthése la plus importante a I'heure actuelle est celle
de Bergmann et Zervas, reposant sur le fait que les dérivés carbobenzoxy-
(C6H5CH20CO—) des acides aminés peuvent étre scindés par hydrogéno-
lyse catalytique.

Parmi d’autres méthodes récentes citons la conversion des acides
aminés en anhydrides d’acide carbonique qui, réagissant avec un groupe
aminé forment une liaison peptidique, et I'utilisation d’anhydrides de carbo-
benzoxyaminoacides, qui réagissent facilement avec d'autres aminoacides.
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2. Peptides naturels

a) Glutathion, ansérine, carnosine

h2c—sh
c
31 HC—CO—NH
V. HN CH2

M CO COOH

H,C

h2c

v ©

HC—NH2

COOH

Forme réduite du glutathion

H2C —S— S----- CH2
NH—OC—(|IH HC—CO—NH
CH2 HI\‘I NH CH2
COOH CcOo Cco COOH

hZ(‘: (\:h‘Z

Ho(l) ch?

HC —NH2 NHo—CH

COOH COOH

Forme oxydée du glutathion

On connait depuis longtemps un tripeptide répandu dans les cellules
animales et végétales, le glutathion.

Le glutathion est un tripeptide de cystéine, d'acide glutamique et de
glycocolle. Il existe sous deux formes, la forme réduite (ou forme thioi) et
la forme oxydée, ou déshydrogénée (forme disulfure).

La carnosine ou R-alanyl-L-histidine est un autre peptide naturel, qu’on
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a trouvé dans les muscles de vertébrés, ou elle est accompagnée par son
dérivé méthylé, I'ansérine.

COCH
nh2-ch?-ch?-co—-nh—ch-chl
HN™N
Carnosine
?OOH
NH2- CH2- CH2-CO-NH-CH-CH2 | 1 1
HsC-N™N
Ansérine

La R-alanine, qu’'on trouve dans la carnosine et l'ansérine n’est pas
un constituant des protéines, mais on la trouve encore dans d’autres
substances naturelles telles que, par exemple, l'acide pantothénique

CH3 oh

HO—CH2—C-—-——- CH—CO—NH—CH2—CH2—COOH

\
ch3

Acide pantothénique

qui est une dihydroxy-diméthybutyrylalanine R.

L'intérét porté aux peptides naturels s’est encore accru au cours des
derniéres années, du fait que de nombreux antibiotiques sont des poly-
peptides.

b) Antibiotiques

Certains antibiotiques sont des peptides produits par des microorga-
nismes et possédant des propriétés antibactériennes a I'égard d'autres
organismes.

Les gramicidines produites par Bacillus brevis sont, par exemple, des
cyclopeptides de poids moléculaire voisin de 400, et contenant surtout du
L-tryptophane et de la D-leucine a cbété de quantités moindres de D-valine,
L-valine, L-alanine, glycocolle et éthanolamine. L’un des traits de la chimie
des peptides naturels antibiotiques est le fait qu'on reléve dans leur compo-
sition la présence d'acides aminés qui ne sont jamais présents dans les
protéines, ou de stéréoisoméres D des formes naturelles L des acides
aminés protéiques.

Les tyrocidines sont des peptides antibiotiques produits en méme
temps que les gramicidines. Parmi leurs acides aminés, on trouve la
L-ornithine et la D-phénylalanine. Les pénicillines, produites par les moisis-
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sures du genre Pénicilium sont des dérivés d’un dipeptide, I'a-formylglycyl-
D-pénicillamine

CH3 CH3
|
H3C—C—SH CHO H3C—C—SH
H2N—CH —COOH H2N —CH —CO------ NH—CH—COOH
Pénicillamine a-formylglycyl-D-pénicillamine

Dans la pénicilline G, par exemple, I'a-formylglycyl-D-pénicillamine est
cyclisée en anneau thiazolidine par réaction de la fonction aldéhyde (for-
myle) avec le thiol et le NH de I'amide.

/SN CH,
CHI-CO-NH-CH-CH NcC
\ | CH3
OoC—N—CH
COOH

Pénicilline G

Dans d’autres pénicillines, le noyau benzéne de la pénicilline G est
remplacé par d’autres groupes.

¢) Phalloidine

Le poison du champignon le plus couramment responsable des empoi-
sonnements, Amanita phalloides, est un peptide, la phalloidine, fournissant
a I'hydrolyse, non seulement de la cystine et de Il'alanine, mais encore
I'allohydroxy-L-proline, diastéréoisomeéere de la forme de la proline qui est
présente dans les protéines.

d) Hormones peptidiques

Fréquemment, la structure peptidique est utilisée pour la transmission
de messages chimiques par l'intermédiaire d’hormones. Un exemple est
fourni par deux hormones de I'hypophyse postérieure des vertébrés, I'ocyto-
cine et la vasopressine. Ces deux polypeptides ont été extraits de la glande
ou ils sont associés a une protéine, la neurophysine, dont le poids molé-
culaire est voisin de 30000. Les hormones sont synthétisées dans les
noyaux supraoptiques et paraventriculaires et migrent en association avec
la neurophysine jusqu’au lobe postérieur de I'hypophyse, le long des fibres
nerveuses.

L'ocytocine et la vasopressine sont des octapeptides dont la structure
chez la plupart des mammiféres est la suivante :

Cys.Tyr.Phe.GIn.Asn.Cys.Pro.Arg.Gly.NH2

Arginine-vasopressine

Cys.Tyr.lleu.GIn.Asn.Cys.Pro.Leu.Gly.NHj

Ocytocine
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La structure de la vasopressine peut varier selon I'espéce qui la pro-
duit. La variation porte généralement sur I'acide aminé en position 8, parfois
également sur celui en position 3. Le nom de la vasopressine est alors
défini par la nature de I'acide aminé en position 8.

C. PROTEINES

Les protéines sont des macromolécules dont I'hydrolyse fournit un
mélange d'acides aminés. Quelle que soit leur origine, elles sont toujours
construites au moyen d’une série des 20 acides a-aminés cités plus haut
de configuration L-, réunis principalement par des liaisons peptidiques.
La grande diversité des propriétés des protéines dépend du nombre de
résidus de L-acides aminés, formant la chaine peptidique, de la nature de
ces acides aminés, de l'ordre dans lequel ils sont assemblés, des ramifica-
tions de leurs chaines et de la configuration résultant des plis qui, dans
les chaines ou feuillets peptidiques, permettent la rotation libre autour de
la charniére de certaines liaisons.

1. Classification

On répartit les protéines en deux catégories principales : les protéines
fibreuses et les protéines globulaires (l). La plupart des protéines fibreuses
sont insolubles dans les solvants aqueux. Bien que ne cristallisant pas,
elles présentent cependant des zones cristallines. Elle sont formées de
longues molécules plus ou moins rectilignes et plus ou moins paralléles a
I'axe de la fibre. A cette catégorie appartiennent les macromolécules pro-
téigues de structure. Leurs poids moléculaires sont a la fois trés élevés et
peu définissables puisqu’elles sont en général insolubles.

Par contre, les poids moléculaires des macromolécules protéiques
globulaires sont définis (entre 10 000 et plusieurs millions) et leurs molé-
cules sont plus ou moins sphériques. Elles sont le plus souvent cristalli-
sables et elles sont solubles dans les solvants aqueux (eau ou solutions
aqueuses de sels, d'acides, de bases ou d'alcool suivant les cas). Elles
sont dénaturables. Les molécules constituant les substances actives telles
que les enzymes, hormones, etc., appartiennent a cette catégorie.

Les protéines fibreuses ont beaucoup de similitude avec les polypep-
tides de synthése. Ces derniers sont peu solubles, fournissent des dia-
grammes d’absorption infrarouge et de diffraction des rayons X trés sem-
blables a ceux des protéines fibreuses. Mais les protéines globulaires ne
ressemblent pas aux polypeptides de synthése. Cependant, la dénaturation
compléte les transforme en substances ressemblant aux polypeptides.

a) Protéines fibreuses

Les organismes utilisent souvent comme matériel de soutien des
protéines fibreuses. C'est surtout le cas chez les animaux, les végétaux
assurant les mémes fonctions de préférence au moyen de macromolécules

H On les appelle parfois aussi corpusculaires. Globulaire signifiant en forme de globe, tandis que
corpugculaire signifie relatif aux corpuscules, la premiere appellation doit étre préférée a la
cecondg.
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de polysaccharides. Parmi les protéines fibreuses sont le collagene du tissu
conjonctif, la myosine des muscles, la fibrine du caillot sanguin, la kératine
et I'épidermine de la peau des vertébrés, les gorgonines des coraux, les
conchiolines des coquilles de mollusques, les sclérotines des téguments
d’arthropodes, etc.

Les protéines fibreuses, outre la détermination de leurs acides aminés,
ont surtout été étudiées au moyen de la méthode de diffraction des
rayons X. Astbury, partant des données fournies par cette méthode, classe
les protéines fibreuses en deux catégories : le groupe k-m-e-f (kératine-
myosine-épidermine-fibrine) et le groupe collagéne.

Les spectres de diffraction des rayons X montrent que les fibres
étirées de kératine (P-kératine) sont formées par la répétition d'unités
longues de 3.3 A, chiffre voisin de la longueur calculée (3.6 A) d’une
distance —NHCHCO—. Les chaines latérales se projettent alternativement
d’un c6té ou de l'autre par rapport a la chaine peptidique. Les chaines
peptidiques sont séparées dans la P-kératine par une distance de 9.7 A
environ. Cette distance est voisine de celle qu’on peut calculer pour la
plus longue chaine latérale d’'un acide aminé tel que larginine (8.4 A).

Quand la kératine n'est pas étirée (a-kératine) elle présente un autre
diagramme de rayons X. Les protéines fibreuses du groupe k-m-e-f ont
un diagramme analogue a celui de l'a-kératine ou de la p-kératine, sui-
vant les cas, tandis que les protéines fibreuses du groupe collagéne pré-
sentent des diagrammes d’'un autre type.

La vue la plus généralement (mais non unanimement) acceptée est
que la forme P du groupe k-m-e-f correspond a une structure en zigzag
(Fig. 6-15 et 6-16), tandis que la forme a du groupe k-m-e-f et la forme col-
lagéne présentent un enroulement en hélice, I'axe de cet enroulement
correspondant & l'axe de la fibre. La structure en hélice la plus générale-
ment acceptée est celle qui présente 3.69 résidus d’amino-acides par tour
(Fig. 6-17). Dans certaines protéines fibreuses, les chaines polypeptidiques
de structure en hélice sont disposées parallélement les unes aux autres.
Dans d’'autres cas, elles sont elles-mémes associées en cables dans
lesquels les chaines polypeptidiques sont tordues ensemble comme les
fils d’une corde (Fig. 6-18).

b) Protéines globulaires

i) Classification

Bien que cette classification n’ait qu'une valeur trés relative, on
a I'habitude de classer empirigquement comme il suit, les protéines
globulaires :

Protamines

Solubles dans I'eau : donnent une solution alcaline. Protéines basiques
de poids moléculaire faible. Riches en arginine, elles sont dépourvues des
acides aminés aromatiques tels que la tyrosine et le tryptophane. Leur
basicité résulte de la prédominance d’un ou plusieurs des acides aminés
arginine, histidine, lysine. Les protéines de cette catégorie sont complexes
et formées d’assemblages de chaines polypeptidiques de structures
variables. Incoagulables par la chaleur, elles donnent (a réaction du
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biuret sans addition d'alcali. Les réactions d’Adamkievicz (tryptophane) et
celle de Millon (tyrosine) sont négatives.

Exemples : certaines protéines de la laitance des poissons : salmine
(du saumon), clupéine (du hareng), sturine (de [I'esturgeon).

Histones

Moins basiques que les protamines, et contenant une plus faible
proportion (15 %) d'acides diaminés. Elles ont des poids moléculaires

R

FIG. 6-15. Ruban polypeptidique en zigzag (forme (3) (d'aprés Springall).

FIG. G-16. Feuille de rubans polypeptidiques en zigzag (forme (3) (d’aprés Springall).
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FIG. 6-18. Formes sous lesquelles peuvent
étre tordues ensemble les chaines poly-
peptidigues a enroulement en hélice a.
Cable AB, (six chaines enroulées autour
d'une septieme : c'est la structure de la
kératine du cheveu ou de longle) ou
corde D3 (trois chaines enroulées (d'aprés
Pauling et Corey).

133

FIG. 6-17. Portion d’enroulement en hélice a.
N = atome d'azote ; R = chaine laté-
rale ; points noirs = atomes d'hydro-
gene ; cercles clairs = atomes de car-
bone ; cercles pointilés = atomes
d'oxygene ; lignes pointillées = liaisons
hydrogéne (d'apres Pauling, Corey, Bran-
son).
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plus élevés que ceux des protamines. Solubles dans I'eau et coagulables
par la chaleur.

Exemples : certaines protéines des globules rouges des oiseaux, des
leucocytes du thymus, et en général des noyaux cellulaires.

Gliadines ou prolamines

Solubles dans l'alcool a 70-80°. Riches en proline et en acide glu-
tamique. Pas de lysine et peu de glycocolle.

Exemples : certaines protéines des céréales, comme la zéine (mais)
et la gliadine du blé.

Glutélines

Solubles dans les acides et les alcalis dilués. Ce sont des protéines
complexes, constituées de chaines d’architectures diverses.

Exemple : la gluténine du blé.

Albumines

Solubles dans l'eau et dans les solutions salines diluées. La chaleur
les coagule en présence de sels neutres. Insolubles dans les solutions
saturées de (NH4)2S04. Notablement solubles dans les solutions demi-
saturées du méme sel. Les albumines contiennent une faible proportion
d’acides diaminés (10 %) et une proportion relativement forte de soufre.
Contiennent peu ou pas de glycocolle.

Exemples : ovalbumine du blanc d'ceuf, sérumalbumine du sérum san-
guin, lactalbumine du lait.

Globulines

Insolubles dans I'eau, solubles dans les solutions salines diluées. Peu
solubles dans (NH4)2S04 a demi-saturation. Contiennent du glycocolle.

Exemples : sérumglobuline du sérum sanguin, lactoglobuline du lait,
ovoglobuline du blanc d’ceuf.

ii) Constitution

Une étude tres approfondie de nombreuses protéines globulaires a
été poursuivie au cours des dernieres années au moyen des techniques
d'étude de la pression osmotique, de la diffusion, de la viscosité, de la
sédimentation, de [I'électrophorése, de la diffraction de la lumiére, de la
biréfringence d'écoulement, des propriétés diélectriques, de I'absorption
infrarouge, de la diffraction des rayons X et de la microscopie électro-
nique. Cette imposante mobilisation de techniques a enseigné un nombre
immense de détails, dont la systématisation reste impossible. Quelques
vues générales peuvent cependant sortir de cette enquéte étendue.

Poids moléculaire

Les poids moléculaires des protéines globulaires sont situés entre
10 000 et plusieurs millions. Plusieurs tentatives de systématisation de ces
poids moléculaires (Svedberg ; Bergmann et Neumann) n’ont pas sup-
porté I'épreuve du temps.
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Forme

Elle est parfois visible au microscope électronique. C'est le cas
pour I'hémocyanine. Dans d'autres cas, I'examen des constantes physiques
permet de mesurer approximativement les dimensions de la molécule
protéique. C'est ainsi que [linsuline de bceuf (M X I1CT3 = 12) est un
prisme droit long de 44 A, large de 26 A et épais de 20 A, tandis que le
virus de la mosaique du tabac (M X 10'3 = 40 000) est un baton long de
2980 A et large et épais de 150 A.

Structure

L'ensemble des informations fait admettre que les protéines globu-
laires ont une structure similaire a la forme a des protéines fibreuses du
groupe k-m-e-f, c’est-a-dire celle de I'enroulement hélicoidal a 3.6 résidus
par tour de spire, c'est-a-dire a 18 résidus pour 5 tours. Cela ne donne
cependant pas l'explication de la nature compacte des protéines globu-
laires. Il est admis que les rubans polypeptidiques y sont pelotés en glo-
bules compacts, serrés par des liaisons latérales entre rubans.

La flexibilité que suppose I'état pelotonné peut étre, comme Neurath
I'a suggéré, le fait de la présence d'un acide aminé tel que le glycocolle,
dépourvu de chaines latérales qui pourraient empécher le plissage a la
charniére. Ou encore, selon l'opinion de Pauling, la présence de la pro-
line, lieu de flexibilité puisque, ne portant pas de NH quand elle est dans
une structure peptidique, elle ne contracte pas de liaison hydrogéne
N—H-++ -0, et garde une grande liberté de flexion.

R

Diagramme montrant la possibilité de changement de direction
d'une chaine peptidiqgue au niveau d’un résidu de proline.

Dénaturation

Les protéines globulaires peuvent subir la dénaturation, processus
souvent irréversible, assez mal défini, résultant de I'action des agents
les plus divers (urée, alcool, détergents, ultrasons, etc.) et traduit par
une diminution de solubilité, un accroissement de viscosité, I'apparition
de groupes —SH libres, etc. La dénaturation est caractérisée par un
coefficient de température trés élevé, ce qui implique un ordre de degré
élevé dans la macromolécule native.

D'autre part, I'enthalpie (—AH, chaleur libérée a pression constante)
est faible, indice de peu de modifications dans le domaine des covalences.
La dénaturation est donc vraisemblablement une sorte d’affaissement d'un
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arrangement trés ordonné et spécifigue. Le résultat est un mélange fai-
blement ordonné de polypeptides.

R 0 H R 0 H R
| N ! | moH |
NV " H 171\ ZC\ 7/
c | N c c N c c N
oH [ I H [ I |
0 H R 0 H R O H H
HHO R H 0 R H 0
| I I H 1 H [ | Hool
/NN Cc\ ZC\M/N\/Cx ZTn Z/N\L1/Cv
c N c c N | c c
\ \ \ | [ H I
R H 0 R H 0 R

L'ensemble des observations conduit donc a considérer une pro-
téine globulaire comme une architecture tridimensionnelle hautement
ordonnée de feuillets polypeptidiques de configuration a—k-m-e-f (vrai-
semblablement enroulement 3.6) pelotonnés en masses globuleuses main-
tenues par des liaisons de chaines latérales et par des liaisons hydrogéne
relativement faibles. Au niveau d’'un groupement polaire ayant un atome
d’hydrogéne superficiel, il existe une attraction pour les charges négatives
des molécules voisines. Dans deux chaines polypeptidiques voisines, un
hydrogéne peptidique peut constituer un pont avec une paire d'électrons
portée par un oxygeéne d’une chaine polypeptidique voisine.

C'est la une expression de la tendance qu’ont les atomes d’hydro-
géne a partager les électrons d’un atome d'oxygene.

/C::Q: i mmmemmees -,XC:.:.OI:h_:.b'
Il peut aussi s’établir des liaisons hydrogéne entre atomes d’azote

et atomes d'oxygéne, entre —OH de la tyrosine et —COOH libres, et
aussi entre amides

\
N-H H 0=C
7/ | \
0=C O0—-H N N-H
h—c—ch?-ch2-c \ C— CHZ—C{H
/ \
H-N N——-H 0] C=0
\ \
H H-N
\
Glutamine Asparagine

D’'autres ponts entre polypeptides sont de nature disulfure (covalente),
de nature saline (non covalente, électrostatique), etc. (voir p. 40).
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Nous avons admis que la forme des protéines globulaires dépend de
liaisons secondaires relativement faibles. Lorsqu’on éléve la température,
l'agitation thermique des molécules peut étre suffisante pour rompre ces
liaisons secondaires. Les sels minéraux et l'urée, en polarisant des molé-
cules d'eau autour de leurs ions ou de leurs molécules, déshydratent la
macromolécule globulaire, ce qui modifie le champ électrique dans cette
derniére, et entraine des changements de forme. Les acides et les bases,
en modifiant I'ionisation des groupes basiques et des groupes acides,
modifient aussi le champ électrique et la forme. Les métaux lourds, qui
forment avec certaines fonctions des complexes de coordination, agissent
dans le méme sens. Dans ces divers cas, il y a dénaturation et la modi-
fication de forme s’accompagne généralement d’'une tendance au passage
a létat fibreux, en méme temps que des fonctions qui se trouvaient
cachées a lintérieur du globule se trouvent révélées. La révélation de
ces fonctions joue certainement un role dans la tendance a la formation
d’agrégats, que montrent les protéines globulaires dénaturées. La for-
mation de ces agrégats, et la diminution de solubilité qui I'accompagne,
sont facilitées au point isoélectrique, ou rien ne s'oppose a la confluence
des molécules.

La dénaturation peut étre irréversible. C'est le cas lors de modifi-
cations importantes de la structure, altérant la géométrie du champ
électrique de la macromolécule globulaire.

0= \c =0
C- ch2 S ] chl—chN
H-N -
\C= O - C/N H
R—C—/H H\_C_R
\

N-H H—N

/

g\/ \
o= C=0

/

H”"C —CHj-CHj- CO0"— NB,- C = NH - CH2-CH2-CH2- C - H

HN NH NH
\—O 7/

~ Ac. glutamique Arginine

La dénaturation irréversible peut s'accompagner d’une polymérisation
et d'une diminution de solubilité. L'apparition d'un précipité est appelée
floculation. Si le précipité est pratiguement insoluble, on [I'appelle
coagulum.

La dénaturation peut étre réversible, lorsque les modifications de
structure sont faibles. Si on la replace dans les conditions initiales,
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le champ électrique rétablit la forme premiére de la macromolécule
globulaire.

C) Protéines conjuguées

Les protéines conjuguées sont celles qui sont associées a des
substances autres que des acides aminés. La portion non protéique de
la molécule, souvent qualifiée de groupement prosthétique (voir p. 158),
est de nature lipidique comme dans les lipoprotéines ou glucidique,
comme dans les glucoprotéines. Dans le premier cas, il s'agit de l'asso-
ciation d'une protéine et de lécithine, de cholestérol, de céphaline, etc.
(Si la teneur en lipides est telle que le complexe est insoluble dans
I'eau, on parlera de protéolipides.) Dans le second cas il s’agit de pro-
téines contenant moins de 4 % de glucides (mesurés sous forme d’hexo-
samine) comme dans l'albumine de I'ceuf de poule, certaines albumines
et globulines sériques. Si la teneur en glucides dépasse 4 % on a affaire
aux mucoprotéines.

Les nucléoprotéines résultent de la combinaison de protéines et
d'acides nucléiques (Chap. 16). Enfin les protéines conjuguées com-
prennent également les hémoprotéines, les flavoprotéines, les métallo-
protéines, les phosphoprotéines, etc.

2. Caracteéres généraux des solutions de protéines

a) Réactions de coloration

Les solutions de protéines donnent certaines réactions de coloration
dues a la présence, dans leurs molécules, de certains acides aminés.

1) Réaction xanthoprotéique. — Si on chauffe une protéine aprés avoir ajouté
a sa solution 20 % environ d'acide nitrique, il apparait un précipité blanc qui
devient jaune. Si on refroidit et alcalinise, cette coloration vire a l'orangé.

Le précipité blanc résultant de I'addition d’acide nitrique est un précipité de
protéines (action des acides forts). La caractéristique de la réaction est l'appa-
rition de la couleur jaune lors de I'ébullition en présence d’acide nitrique, et I'inten-
sification de cette coloration en milieu alcalin. La réaction dépend de la présence
d’acides aminés benzéniques, comme la tyrosine, le tryptophane, la phénylalanine.
La coloration est due a la formation d'un dérivé benzénique nitré.

2) Réaction de Millon. — Si on ajoute a une solution de protéine quelques
gouttes de réactif de Millon, il se forme un précipité blanc. Si on chauffe le
tube avec précaution, le précipité devient rouge briqgue ou bien il se dissout en
donnant une solution rouge. Le réactif est préparé en dissolvant du mercure dans
deux fois son poids d’acide nitrique concentré. On ajoute deux volumes d'eau
et on filtre. Le réactif contient du nitrate mercureux (NO3)2 Hg2, du nitrate
mercuriqgue, (NO3)2 Hg, de l'acide nitrigue, HNO3 et de l'acide nitreux, HNO2

Le précipité blanc qui résulte de I'addition du réactif est un précipité de
protéines (précipitation par les sels de métaux lourds).

La caractéristique de la réaction est I'apparition de la couleur rouge lorsqu’on
chauffe. C’est une réaction des substances contenant un groupement OH attaché

a un noyau benzénique. Elle est due, dans le cas des protéines, a la présence de
tyrosine.
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3) Réaction du biuret. — Si & une solution de protéine alcalinisée par de la
soude, on ajoute une goutte de solution diluée de sulfate de cuivre, il apparait
une coloration variant du rouge au violet plus ou moins foncé.

La couleur rouge est due a la présence de liaisons peptidiques (au moins deux,
portées par deux carbones différents). Cette couleur rouge est modifiée plus ou
moins selon les conditions, par une coloration bleue due a la formation, au niveau
des groupes aminés libres, d'aminocomplexes cuivriques bleus. Lorsque les deux
espéces de composés cuivriques sont réalisés, la coloration est violette.

La réaction est également donnée par le biuret (d'ot son nom) de méme que
par I'oxamide :

CONHo

CONH2

et par la malonamide :
CONH2

ch?

conh?

Il est important de ne pas ajouter trop de sulfate cuivrique. La couleur bleue
ainsi produite empécherait d'apprécier la coloration violette.

4) Réaction d’Adamkiewicz. En présence d'acide acétique (contenant de
l'acide glyoxyligue comme impureté) et d’acide sulfurique a concentration conve-
nable, les protéines contenant du tryptophane donnent une coloration violette.
L'acide acétiqgue n’intervient pas dans la réaction. C'est l'acide glyoxylique que
contient l'acide acétique (impureté) qui intervient. L’acide glyoxylique

0 O
[
c—cC
|
H OH

réagit avec le tryptophane pour donner des produits colorés.

La réaction est encore appelée réaction glyoxylique ou, lorsque l'acide acétique
est remplacé par un réactif contenant de I'acide oxalique et de l'acide glyoxy-
lique, réaction de Hopkins et Cole. La réaction n'est positive qu'avec les protéines
contenant du tryptophane. La gélatine, la globine, la fibroine de la soie, I'élastine,
qui ne contiennent pas cet acide aminé, ne donnent pas la réaction.

5) Réaction du soufre. — Si on fait bouillir une solution alcaline de protéine,
puis si on ajoute une ou deux gouttes de solution d’acétate de plomb, la solution
devient d'un noir dense et on voit s'y déposer un précipité noir.

Cette réaction est la réaction du soufre, une des réactions de coloration des
protéines. Son caractére est I'apparition de la couleur noire. Lors de [I'ébullition
en présence de soude, du soufre est libéré (provenant en grande partie de la
cystine et de la cystéine), sous forme de sulfure de sodium Na2S qui, avec
I'acétate de plomb, donne un précipité noir de sulfure de plomb, PbS.

Le caséinogéne, protéine du lait contenant trés peu de soufre, ne donne pas
la réaction, pas plus que les peptones.
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b) Réactions de précipitation

Les protéines sont précipitées par les sels des métaux lourds (acé-
tate de Pb, chlorure mercurique, nitrate mercurique, chlorure ferrique,
etc.), surtout en milieu alcalin.

Elles sont aussi précipitées, surtout en milieu acide, par les réactifs
des alcaloides (acide phosphomolybdique, acide phosphotungstique, acide
picrique, acide sulfosalicylique, tannin). Les acides forts (H2S04, HNO3,
acide trichloracétique, etc.) les précipitent aussi de leurs solutions.

Les albumines et les globulines, a la température de — 5°, sont pré-
cipitées par l'alcool: ce précipité se redissout dans l'eau ou les solutions
salines diluées, ce qui démontre que la protéine a été précipitée sans
étre irréversiblement dénaturée. A la température du laboratoire, I'alcool
précipite les albumines et les globulines, mais sous des formes modifiées.

3. Nature et situation des acides aminés constituant les protéines

a) Teneur en azote et en soufre

Une des taches actuelles de la biochimie est la détermination de
'ordre dans lequel sont assemblés les acides aminés dans les chaines
polypeptidiques d’une protéine, et la définition de Il'architecture de cette
protéine. On doit d'abord connaitre l'azote protéique total (autour de
16 %) et le soufre total (autour de 2 %), ce qui permet, aprés la déter-
mination des divers acides aminés, de vérifier si leur total rend compte
de la composition totale de la protéine.

b) Titration

Les groupes réactifs de la protéine native peuvent étre déterminés
par titration, au moyen d’'acides et d'alcalis dilués quand il s’agit des
groupes acides ou basiques, et au moyen de nitrate d'argent, d’iode, etc.,
quand il s'agit des groupes thiol.

La titration potentiométrique d’une protéine en solution aqueuse au
moyen d’'un acide ou d'un alcali dilué s'opére, comme dans le cas des
acides aminés (voir p. 121), par la mesure du changement de pH résul-
tant de [l'addition, a la protéine isoionique, d’une quantité connue de
'acide ou de la base. L'état isoionique existe quand le nombre de pro-
tons attachés aux groupements basiques (ex.: —NH2 + H* -» —NH3*) est
égal au nombre de protons enlevés aux groupements acides (ex.
—COOH-»—COO-HT). S'il n'y a pas d’ions autres que des protons fixés
a la protéine, l'état isoionique se superpose a l'état isoélectrique, défini
par la charge 0. Les résultats de la titration s'énoncent en termes de
pH/acide ajouté et pH/base ajoutée. La figure 6-19 montre une courbe
de dissociation de protéine. Une telle courbe s’interpréte selon le méme
mode de raisonnement que celui appliqué précédemment a la titration des
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acides aminés. Toutefois, la situation est beaucoup plus complexe. Les
groupements ionisables des protéines sont nombreux :

a—COOH terminal libre des chaines polypeptidiques

R—COOH ou y—COOH de l'acide aspartique ou de I'acide glutamique

de lhistidine

a—NH3* terminal libre des chaines polypeptidiques

E—NH3t de la lysine

de la tyrosine

—— SH de la cystéine

— NH
\
C = NH2* de larginine.

7/
H2N

Quand le pH est trées acide, voisin de 1.0 par exemple, tous ces
groupements sont a I'état non dissocié. Au pH 14.0, ils sont tous com-
pletement dissociés. Au cours du passage progressif du pH 1.0 au pH
14.0, chaque groupement ionisable se dissociera en un domaine parti-
culier des valeurs du pH, correspondant a son pK particulier. La
figure 6-20 repére ces divers domaines. Dans la figure 6-19, trois régions
correspondant a une forte modification du nombre de protons combinés
a la protéine, au cours d'une faible variation de pH, apparaissent et sont
marqués par les lettres a, b et c. Se reportant a la figure 6-20, on peut
reconnaitre que la région a correspond a la dissociation des carboxyles
libres terminaux et des carboxyles des acides aspartique et glutamique,
tandis que la région b correspond a celle des groupes dissociables de
I'histidine et des groupements a-aminés terminaux. La région ¢ corres-
pond a la dissociation des groupements portés par la lysine, la tyrosine,
la cystéine et I'arginine. Pour serrer la question de plus prés et dissocier
les domaines complexes de b et c, on peut mettre hors jeu l'un des
groupes, par exemple en faisant agir le formol sur les groupements
aminés libres, en accomplissant une désamination enzymatique, etc. L'ana-
lyse compléte, et parfois trés ardue, de la courbe de titration d’'une pro-
téine nous renseigne sur la teneur de cette protéine en arginine, en
histidine et en lysine, et elle nous donne le nombre total des groupe-
ments a-aminés libres et des carboxyles libres. Connaissant la teneur
en amides primaires, par opposition aux peptides, qui sont des amides
secondaires (par la teneur en ammoniaque du produit d’hydrolyse de la
protéine : voir plus loin), et la teneur en acide aspartique et en acide
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glutamique, on peut calculer la teneur en carboxyles non engagés dans
des liaisons peptidiques. Si on connait la teneur en carboxyles libres et
en groupements aminés libres, on peut avoir une idée du nombre de
chaines polypeptidiques associées dans la macromolécule protéique.

4 7 10 13
PH -*

FIG. 6-19. Courbe de titration d'une protéine. En abscisses, les valeurs du pH. En ordonnées,
le nombre h de protons qui sont ajoutés ou retranchés a partir de ['état isoionique
pour obtenir les valeurs du pH en solution aqueuse. On obtient les valeurs de h en
retranchant du nombre d'équivalents d’acide nécessaires pour amener le pH a une valeur
déterminée, le nombre d'équivalents nécessaires pour amener le solvant a ce méme pH
(d'apres Springall).

PH-»
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
[—R-H]n* [—F(<n-1)+ + H
—CO2H (a, B, vy, -co?-
N
-*NHS3 (a) —NH2 (a)
— #NH, (e)
—NH

FIG. 6-20. Constantes de dissociation des différents groupes ---R—H. La région hachurée
indique la région des valeurs de pH dans laquelle la dissociation [---R—H]n+-»[---R](“"1)+4-I-r
s'accomplit quand augmente la valeur du pH.
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€) Composition de I'hydrolysat

La titration accomplie sur la protéine native, on détermine sa com-
position en acides aminés. L’hydrolyse fournit un mélange d’acides aminés
et d'ammoniaque. Cette derniére provient des groupements amidés de la
glutamine et de Il'asparagine, mais elle peut aussi étre un artefact résul-
tant de la décomposition de certains acides aminés au cours de I'hydro-
lyse. Etant donné que le poids moléculaire moyen des acides aminés
correspond a 110, I'hydrolyse compléte d’une protéine dont le poids molé-
culaire est égal a 36 000, produira environ 300 molécules d’acides aminés
appartenant a 20 espéces différentes. Le probléme analytique que pose
cet hydrolysat est évidemment formidable. Sa solution est un succés notable.
Les méthodes utilisées sont nombreuses : précipitation spécifique de tel
ou tel groupe d’acides aminés (par exemple par I'acide phosphotungstique
pour la cystine, l'arginine, I'histidine et la lysine), précipitation de tel ou
tel acide aminé (par exemple celle de la proline par le rhodanilate
d’ammonium) ; méthodes colorimétriques ; méthode de dilution des iso-
topes ; méthodes enzymatiques (par exemple dosage du CO2 libéré par
une décarboxylase spécifique) ; méthodes microbiologiques (dépendant du
fait que, pour une souche déterminée, un acide aminé est indispensable
a la croissance, et que cette derniére, mesurée par exemple par la pro-
duction d’'acide chez les bactéries lactiques, est proportionnelle a la
concentration de l'acide aminé), méthodes chromatographiques, etc.

Le tableau 6-2 montre la composition en acides aminés d’une série
de protéines dont on a fait l'analyse compléte ou presque compléte.
Comme on le voit, un tel tableau ne permet aucune conclusion compa-
rative qui ait de l'intérét. Aussi l'attention se porte-t-elle principalement
sur la séquence des acides aminés dans les chaines polypeptidiques
des protéines.

d) Détermination des séquences d'acides aminés

Quand on peut établir, pour une protéine définie, un relevé de la
teneur en acides aminés de l'espéce qu'on trouve dans le tableau 6-2,
on peut calculer le poids moléculaire minimum, dont le poids molécu-
laire réel sera un multiple. Si on prend par exemple le cas d'un acide
aminé qui ne constitue pas une portion quantitativement trés importante
de la protéine, on doit admettre que si I'acide aminé n'est présent que
sous la forme d’une seule unité dans la mole de la protéine il y aura
100 000/M moles de l'acide aminé pour 100000 g de protéine de poids
moléculaire M. S’il y en a deux, il y aura 2 X 100 000/M et d’'une maniére
générale, si chaque macromolécule protéique contient n unités de I'acide
aminé, le nombre y d'unités de l'acide aminé pour 100000 g de pro-
téine, nombre qu’on peut exactement déterminer, donnera

y 100 000 n/M
ou M/n = 100 000/y

Puisqu’on peut déterminer le nombre y, on peut calculer le poids molé-
culaire minimum M/n. Quant a M, il sera déterminé par diverses méthodes
(ultracentrifugation, pression osmotique, etc.). Une protéine est formée par
I'association d’une série de polypeptides, chacun portant a une extrémité
un groupe a-aminé libre, et un groupe a-carboxyle libre a l'autre bout.
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On peut déterminer le nombre de groupes a-aminés par exemple en utili-
sant un réactif au dinitrophénol (DNP), lequel se combine aux groupe-
ments a-aminés, et par conséquent déterminer le nombre de chaines
polypeptidiques formant une macromolécule protéique. Toutefois des
chaines polypeptidiques peuvent étre associées par des liaisons disulfure
trés solides et il faut rompre ces dernieres par I'oxydation au moyen de
I'acide performique.

Les polypeptides résultant du fractionnement peuvent étre analysés
et la composition en acides aminés de chacun d'eux peut étre déterminée.
On peut aussi définir le résidu portant le NH2 terminal (par la méthode
au DNP). Dans le cas de chaines courtes d'acides aminés, ces données
peuvent déja fournir la séquence. Prenons par exemple le cas d'un penta-
peptide A, B, C, D, E dans lequel on reconnait que D est l'acide aminé
NHo-terminal. Supposons qu’on accomplisse une hydrolyse partielle four-
nissant par exemple les dipeptides D-A, A-C, B-E et C-B et les tripep-
tides dont on peut identifier le résidu NH2-terminal et qui, par suite,
peuvent s'écrire D-(A, C) et A-(B, C).

Connaissant I'acide aminé terminal D, et puisqu’on a isolé le dipep-
tide D-A, les deux acides aminés voisins de I'extrémité NH2-terminal sont
définis. L'isolement du dipeptide A-C et du tripeptide D-(A, C) permet
d’écrire le pentapeptide comme ceci

D—A—C (B, E)
Enfin, ayant isolé un dipeptide C-B, on connait donc toute la séquence :
D—A—C—B—E

Le cas qui vient d'étre décrit est particulierement favorable du fait
que chaque acide aminé de la séquence ne s'y trouve qu’une fois et
que par conséquent l'isolement d’un dipeptide nous enseigne la position
relative de ses deux acides aminés constituants.

Ouant a la détermination de la localisation des ponts —S—S dans
la protéine, elle s’accomplit de la maniére suivante. On hydrolyse la
protéine, sans l'oxyder, en fragments. On sépare les fragments contenant
des ponts —S—S et on oxyde ces derniers pour transformer les —S—S
en —SH HS— et on détermine la séquence des peptides ainsi formés
ce qui permet de localiser les ponts —S—S dans la séquence générale
de la protéine.

Pour connaitre cette derniere, il faut mettre en évidence la position
relative d’'une série de polypeptides séparés de la protéine et la séquence
des acides aminés au sein de ces polypeptides. Pour obtenir ces der-
niers, on recourt a des enzymes protéolytiques, et plus particulierement
a la trypsine qui est spécifique de liaisons peptidiques déterminées. La
séparation des peptides se fait surtout par chromatographie sur
colonnes de résines échangeuses d'ions, les fractions étant recueillies
lors de la séparation de la solution résultant de I'élution. La composition
des peptides étant connue, on peut déterminer pour chacun, par les
méthodes au DNP et au PTC (phénylisothiocyanate) la nature du résidu
NH2-terminal.
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4. Structures secondaire, tertiaire et quaternaire

Les polypeptides constituant les protéines existent en tout ou en
partie sous la forme de I'enroulement en hélice a décrit par Pauling et
Corey (Fig. 6-18 et 6-21).

La configuration des chaines polypeptidiques (structure secondaire)
représente une étape de l'analyse faisant suite a celle de la détermi-
nation de la simple séquence des acides aminés (structure primaire).

FIG. 6-21. Configuration schématique d'une protéine globulaire dont diverses portions se
trouvent sous forme hélicoidale (d'apres Steiner).

Les formes d'organisation spatiale des protéines, autres que la forme
en hélice-a, sont habituellement groupées sous la dénomination de struc-
ture tertiaire, laquelle impliqgue des interactions entre chaines latérales des
polypeptides. Les forces intervenant dans [I'établissement de la structure
tertiaire des protéines sont représentées dans la figure 6-22.

FIG. 6-22. Les différents types d’interaction entre les chaines latérales d’une protéine
globulaire a) interaction électrostatique ; b) liaison hydrogene (tyrosil-carboxyl) ; c) con-
tact entre deux portions hydrophobes ; d) interaction dipdle-dipole (d'aprés Steiner).
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Une méme protéine peut, d’autre part, former une superarchitecture
par I'association d’un certain nombre de ses molécules. De la structure
guaternaire ainsi définie peuvent dépendre des propriétés que ne pos-
sedent pas les macromolécules isolées.

La déshydrogénase du glutamate est un enzyme dont le poids molé-
culaire est voisin de 1 10° Il est formé de I'association de quatre mono-
meres (PM 2.5 105 qui, pris isolément, n'ont aucune activité catalytique
vis-a-vis du glutamate. C'est leur association en tétramére qui est res-
ponsable de cette propriété.

D. NUCLEOPROTEfNES

Les nucléoprotéines sont des macromolécules formées par la réunion
de protéines et d'acides nucléiques. Les acides nucléiques sont eux-
mémes des hauts polyméres de nucléotides. L’hydrolyse compléete des
acides nucléiques séparés des nucléoprotéines fournit de I'acide phospho-
rique, des purines, des pyrimidines et des oses furanniques. Ces derniers
sont soit le D-ribose (acides ribonucléiques) soit le 2-désoxy-D-ribose
(acides désoxyribonucléiques). Ils ont soit trois, soit deux —OH disponibles
pour l'estérification. Le nombre des nucléotides possibles, pouvant entrer
dans la composition des acides nucléiques est donc tres élevé.

Deux purines, l'adénine et la guanine, entrent dans la constitution de
tous les acides nucléiques. Il en est de méme pour une pyrimidine, la
cytosine. Outre ces purines et cette pyrimidine constamment présentes, on
trouve dans les acides ribonucléiques de l'uracile et, dans les acides
désoxyribonucléiques de la thymine et de la 5-méthylcytosine.

1. Propriétés des deux catégories d’acides nucléiques

a) Acides ribonucléiques (RNA)

Ces mélanges complexes ne contiennent que quatre bases : adénine,
guanine, cytosine et uracile. Les proportions relatives de ces bases ne
different pas beaucoup de I'unité, ce qui, étant donné qu’il n’en est pas
ainsi pour les chaines polynucléotidiques isolées a partir des acides ribo-
nucléiques, est un indice de la complexit¢é de ce qu'on a accoutumé
d’appeler un « acide ribonucléique ». Les nucléosides qui entrent dans la
composition de l'acide ribonucléique de levure sont des R-D-ribofuran-
nosides dans lesquels l'adénine et la guanine sont lices en 9-N et la
cytosine et l'uracile en 3-N. Il apparait que le ribose est toujours le glu-
cide des substances qu'on appelait autrefois les acides pentoses-
nucléiques, et on peut donc les nommer ribonucléiques.

La liaison internucléotidique qui prédomine dans les acides ribonu-
cléigues est le pont d'ester phosphoriqgue C-3', C-5' entre deux nucléotides
adjacents :
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Dans un tel schéma, C-2', C-3', C-5', représente un résidu de nuclé-
otide. La présence d'un —OH sur C-2' explique, par analogie avec les
connaissances acquises au sujet des esters de mononucléotides, que la
dégradation alcaline procéde par I'intermédiaire d’une structure cyclique

\| \

fournissant des nucléosides-2', 3'-phosphates cycliques par scission de la
liaison C-5'—0—P, comme indiqué dans le schéma ci-dessus.

L'isolement des acides ribonucléiques est difficile, ce qui complique
la détermination de leur structure et de leur composition. Toutefois, on
a pu montrer que l'acide ribonucléique des animaux differe de celui de
la levure, et que les acides ribonucléiques des divers organes d’'une méme
espéce sont plus différents les uns des autres que ceux d’un organe déter-
miné prélevé chez diverses espéces. Contrairement aux acides désoxyri-
bonucléiques, les acides ribonucléiques different donc, non seulement
d'espéce a espece, mais aussi de tissu a tissu dans la méme espéce.
En outre, I'acide ribonucléique des noyaux differe de celui du cytoplasme,
et les conditions de milieu le font aussi varier.

b) Acides désoxyribonucléiques (DNA)

Les acides désoxyribonucléiques qui n'ont pas de fonction OH en C-2,
difféerent des ribonucléiques par une liaison internucléotidique plus stable.
En effet, bien que la liaison soit aussi établie entre les C-3' et C-5' des
molécules adjacentes d’'oses, la cyclisation décrite plus haut dans le cas
des acides ribonucléiques est impossible, ce qui conféere aux acides déso-
xyribonucléiques une plus grande stabilité. Leur structure générale est
la suivante :

Base Base Base Base

\

AN

C5 C5.

La notion de la structure hélicoidale des acides désoxyribonucléiques
a d’'abord été suggérée par Pauling et Corey (1953), a la suite de recherches
au moyen de la méthode de diffraction des rayons X. Une autre structure
hélicoidale tenant compte d’un plus grand nombre de faits a été proposée
par Watson et Crick (1953) (Fig. 6-23). Elle comporte deux chaines héli-
coidales enroulées autour d'un méme axe. Les deux chalnes ont un
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enroulement paralléle, mais la suite des atomes est inverse. Les pyrimi-
dines et les purines sont dirigées vers l'intérieur, et les phosphates vers
I'extérieur. Le long de I'enroulement, un nucléotide occupe une longueur
de 3.4 A, et l'unité qui se répéte est constituée par une suite de dix nucléo-
tides, suite qui a une longueur de 34 A. L'angle entre deux nucléotides
adjacents dans la méme chaine est de 36°. Les bases puriques et pyrimi-
diques, étant dirigées vers lintérieur, sont perpendiculaires a l'axe de
I’enroulement, et associées deux a deux en paires appartenant aux deux
chaines, elles sont jointes par des liaisons hydrogene. Comme il ny a
pas la place nécessaire pour mettre deux purines bout a bout, et comme
deux pyrimidines formeraient un pont trop court, les seules associations
possibles sont les paires adénine-thymine et guanine-cytosine (1). La forme
de ces liaisons est représentée dans la figure 6-24.

T
34A

FIG. 6-23. Structure hélicoidale de
I'acide désoxyribonucléique
(d'aprés Watson et Crick).

t) Il n'y a pas de liaison hydrogene possible entre adénine et cytosine alors que dans le cas de
la guanine et de la thymine, seule une liaison peut s'établir. Les configurations (a) et (b) de la
figure 6-24 sont donc les plus stables.
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Les acides désoxyribonucléiques sont plus stables que les ribonu-
cléiques et par conséquent un plus grand nombre de résultats ont été
acquis au sujet de leur poids moléculaire, atteignant six millions.

La composition des acides désoxyribonucléiques varie d’'une espéce
a une autre, mais elle apparait comme étant la méme dans les différents
organes et comme n'étant pas influencée par les variations du milieu.

FIG. 6-24. Liaisons hydrogene compatibles avec I'hypothése de Watson et Crick. En (a)
la paire adénine-thymine ; en (b) la paire guanine-cytosine. Les doubles liaisons ne sont
pas indiquées.
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|. DEFINITION

Pour qu’une réaction puisse s’accomplir spontanément, il faut que
son A F soit négatif. Mais ce n'est pas une condition suffisante pour que
la réaction se déroule. S'il est vrai que l'essence d'automobile a un AF
d’oxydation trés négatif, elle reste stable en présence d’air, comme restent
aussi stables, dans un magasin d’alimentation, au contact de l'oxygene de
I'air, ces aliments destinés a fournir de I'énergie au cours des oxydations
s'accomplissant, en présence d'oxygene, dans l'organisme humain. Pour
réagir, la plupart des molécules doivent étre activées : le fait d’approcher
une allumette enflammée de la surface de I'essence apporte I'activation.

Pour gqu’une réaction s'effectue, on considére généralement qu’il doit
y avoir collision entre les réactifs. Pourtant dans la réaction

A + BC -* AB + C

si on détermine le nombre de collisions intervenant par unité de temps
entre les espéces moléculaires A et BC, on constate qu'il excede large-
ment le nombre de molécules réagissant pour donner les produits AB et C.

On est donc amené a conclure que toutes les collisions ne sont pas
également efficaces.

Conformément au concept de l'activation introduit par Arrhenius, le
contenu énergétique des molécules n'est pas constant mais subit de
continuelles variations. En outre, on peut décomposer I'énergie d’une
molécule en trois composantes principales : il s’agit des énergies de trans-
lation, de rotation et de vibration. L’énergie totale de la molécule se répartit
entre les trois formes possibles et cette distribution varie de fagon
statistique.

Les trois formes possibles de I'énergie ne sont pas également impor-
tantes pour que la réaction ait lieu : c'est I'énergie de vibration qui, a ce
point de vue, déterminera s’il y a réaction ou non, c'est-a-dire s'il y a
réorganisation des édifices moléculaires.
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Ceci expliqgue pourquoi les collisions entre réactifs ne sont pas toutes
également efficaces. Certaines molécules, les molécules dites activées, ont
un niveau énergétique plus élevé que les autres et cette différence, princi-
palement localisée dans I'énergie de vibration, leur permet d’entrer en
réaction.

ABC
;
g
*<D
z
AB + C
Réaction

FIG. 7-1. Niveaux énergétiques en fonction du déroulement de la réaction.

On peut représenter schématiquement cette situation par la figure 7-1
qui montre que le niveau énergétique de certaines molécules, les molécules
dites activées, est plus élevé que le niveau énergétigue moyen de la popu-
lation de molécules considérées. X

On peut définir a I'aide d’une constante d’équilibre K+, la relation exis-
tant entre les molécules activées M' et les molécules M possédant le niveau
énergétique moyen. Dans ces conditions, on peut écrire

k. M
. . - 7-1
M 2= M od K i v (7-1)
L'équation de van't Hoff concernant l'effet de la température sur la
constante d'équilibre d’une réaction chimique peut s’'écrire
dn K AH (7-2)
dT RT?

dont l'intégration donne
(7-3)

ou K est la constante d’'équilibre, B une constante d'intégration, AH la
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variation d’enthalpie (en cal M*l) accompagnant la transformation d’une
mole de réactifs en une mole de produits, R la constante des gaz
(1.98 cal M-1 deg'l) et T la température absolue. En coordonnées logarith-

migues, la valeur de K exprimée en fonction de—, doit donner une droite

dont la pente est égale a —— . Arrhenius a proposé d'utiliser cette

relation pour déterminer [I'énergie d'activation. En effet, puisqu’un
accroissement de la température augmentera la vitesse d’une réaction
chimique, l'effet de la température sur I'équilibre défini en (7-1) peut étre
considéré comme affectant la vitesse de formation des molécules actives
et une relation identiqgue a (7-3) peut donc étre utilisée. Dans ces condi-
tions, on a

E
K (7-4)

ou A est une constante en relation avec la fréquence des collisions et
I'orientation des molécules entrant en contact, E est I'énergie d'activation.
(7-4) peut s’écrire
In K* = InA — E
RT (7-5)
En comparant les équations (7-4) et (7-5) avec I'équation de van 't Hoff,
il est clair que E est en relation avec I'enthalpie et on peut démontrer que

E = AH + RT (7-6)

En pratique, et dans les limites des températures physiologiques, on consi-
déere que E=AH (RT est en effet voisin de 600 cal M-1). La constante

d'équilibre K+ pour la réaction (7-1) conduisant a la formation du com-
plexe activé, peut s’exprimer en fonction de la variation d’énergie libre et

(-7

ou le symbole * indique que les fonctions envisagées sont associées avec
le complexe active.
La relation (7-5) montre que le facteur de fréquence A de I'équation
d’Arrhenius est contrélé par la valeur de I'entropie d’activation, et que)E la
+

guantité A H+ est associée a I'énergie d'activation E. Le facteur e' Hrt

est I'expression de Boltzmann pour cette fraction du systeme ayant
I'énergie E en excés sur la valeur moyenne de I'énergie thermique du
systeme. Il s’agit des molécules qui ont suffisamment d'énergie pour entrer
en réaction.

Il est apparent que dans le cas d’une énergie d'activation élevée
(20 Kcal M"l par exemple), pour obtenir une vitesse de réaction appréciable,
nous devrons augmenter la température. Dans une solution de saccharose,
par exemple, le nombre des molécules activées est extrémement faible,
mais si on augmente la température de 10°, leur concentration est multipliée
par deux ou par trois. Les molécules activées ont une plus grande vitesse
et une plus grande labilité.

Quand les molécules ont absorbé une certaine quantité d'énergie
(E dans la figure 7-1), les réactifs réagissent et fournissent les produits de la
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réaction. Toutefois, la nécessité de I'activation peut étre réduite, a des
degrés variables, par la présence de catalyseurs qui, en somme, abaissent
la barriere énergétique de [Iactivation. Ceci est bien montré dans le
tableau 7-1, ou I'énergie d’activation de certaines réactions a été calculée
dans différentes conditions expérimentales.

temp. °C

35 25 15 5

FIG. 7-2. Hydrolyse de I'ATP par la myosine en fonction de la température, selon I’équation
d'Arrhenius.

Tableau 7-1

ENERGIE D'ACTIVATION DE QUELQUES REACTIONS CATALYSEES

Réaction Catalyseur E Kcal M
Décomposition de H202 aucun 18.0
platine colloidal 117
catalase <20
Hydrolyse de la caséine H+ 206
trypsine 120
Hydrolyse du saccharose H+ 25.7
invertase 11.0

(levure)
Hydrolyse de I’hydantoine hydantoinase 53

(foie)
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Dans la biosphére, les réactions ne s’accomplissent pas a des tempé-
ratures trés élevées et la plupart d'entre elles s’accomplissent grace a la
présence de catalyseurs organiques qu’on nomme enzymes. On peut consi-
dérer que les enzymes ont pour rble d'accélérer des réactions qui sont
thermodynamiquement possibles, en abaissant leur énergie d’activation.

Il. CARACTERES GENERAUX DES ENZYMES : ENZYMES,
COENZYMES ET ACTIVATEURS

C'est en 1926 qu'un enzyme, l'uréase, a été pour la premiére fois
cristallisé par Sumner. Depuis lors, de nombreux autres enzymes ont été
cristallisés, et leur liste va constamment en augmentant. Tous ces enzymes
purifiés sont de nature protéique, c'est-a-dire qu’ils sont des macromolé-
cules (donc PM élevé) formées par l'association de chaines d’acides
aminés liés entre eux par des liaisons peptidiqgues. En outre les enzymes
sont thermolabiles et doués d’une spécificité trés grande quant aux
réactions qu’ils catalysent.

Il est rapidement apparu que certains enzymes étaient de la nature des
hétéroprotéines, c'est-a-dire contenaient un groupement prosthétique fer-
mement attaché a la protéine (apoenzyme). C'est le cas pour Théme de la
catalase par exemple. Toutefois, il existe aussi un certain nombre de cofac-
teurs en l'absence desquels la biocatalyse ne s’accomplit pas. Dés 1897,
Gabriel Bertrand introduisait la dénomination de coenzyme ou coferment
pour désigner les ions métalliques dont la présence est indispensable a
I'action de certains enzymes.

On désigne couramment sous le nom de coenzymes (*) des molécules
organiques de petite taille qui sont indispensables au déroulement de la
biocatalyse mais qui ne sont pas incluses dans la molécule de I'enzyme tel
gu'on peut lisoler. Il existe donc des enzymes qui sont inactifs en I'absence
d’un coenzyme.

D'autre part, lorsqu’'un ion attaché fermement ou non a la protéine
est indispensable a son action biocatalytique, on I'appelle activateur.
L'étude du mécanisme d’action des enzymes, des coenzymes et des activa-
teurs est actuellement en plein développement. Aussi nous contenterons-
nous provisoirement de la terminologie sommaire qui vient d'étre énoncée
et dans le cadre de laquelle prennent place des mécanismes trés divers
dont les pages qui suivent donneront des exemples tirés des mécanismes
biochimiques généraux de la biosphére.

(x) La distinction entre coenzyme et groupement prosthétique repose essentiellement sur la plus ou
moins grande labilit¢é du complexe. Comme nous le verrons plus loin les nucléotides flaviniques
sont fermement liés & la protéine contrairement a ce qu’on observe avec les nucléotides de la
pyridine. En conséquence, on pourrait considérer les nucléotides flaviniques comme étant des
groupements prosthétiques.
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Ill. CINETIQUE
A. MESURE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE

La vitesse d’une réaction enzymatique peut s’exprimer en mesurant
soit la disparition du substrat (S), soit I'apparition du produit de la réac-
tion (P). Dans le cas de la réaction

S » P
la vitesse sera donnée par

V= - st- sq_ pt—- Pg ds dp

7-8

t t "dT dt (78)

ou les indices o et t indiquent les concentrations présentes au temps o

et au temps t.

Considérons, par exemple, I'hydrolyse des groupements amides de

I'urée ou carbamide, CO(NH2)2, hydrolyse catalysée par un enzyme spéci-
figue ('amidase appelée uréase) :

CO(NH2)2 + H20 C02 + 2 NHg
Les conditions (pH, température, concentration de I'urée, concentration
de l'uréase) étant fixées, nous pouvons, a des intervalles de temps définis,

prélever des échantillons de la solution aqueuse d’urée et d’uréase, inacti-
ver aussitot I'enzyme et doser, par exemple, I'ammoniaque.

Minutes
FIG. 7-3. Production d’ammoniaque dans I’hydrolyse de l'urée en présence d’uréase.
Si on porte sur un graphique la quantité¢ d'azote ammoniacal appa-

raissant dans le milieu d’incubation en fonction du temps, on obtient la
courbe de la figure 7-3. On doit se demander pourquoi les résultats obtenus



160 CHAPITRE 7

se situent sur une courbe et non sur une droite. Ce fait complique en effet
considérablement I'expression des résultats puisqu’il indique que la réaction
ne se produit pas & vitesse constante pendant toute la durée de I'expé-
rience. Ce phénomeéne s’expligue parce que la composition du milieu ne
reste pas constante. Il est donc nécessaire de tenir compte des change-
ments modifiant I'allure du phénoméne. Pour remédier a cet inconvénient,
on peut, soit déterminer le temps nécessaire pour produire un certain
changement chimique, soit estimer le changement intervenant dans un

temps trés court. Ceci implique [I'utilisation de microméthodes.

En pratigue on utilise toutefois un procédé graphique qui permet de
déterminer la vitesse initiale Vj de la réaction en tracant la tangente a
l'origine de la courbe obtenue expérimentalement. Dans ces conditions,
et a partir de la droite obtenue, on peut calculer la vitesse initiale de la
réaction.

B. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

Si on considere I'équation établie par Arrhenius, il apparait que la
température influence la vitesse d’une réaction catalysée. Dans le cas des
enzymes, ce fait se vérifie, mais se complique en raison de la nature
chimique du biocatalyseur. Nous avons signalé plus haut qu’il s’agit de
protéines, donc de constituants thermolabiles. En conséquence, une éléva-
tion de température se traduira par un accroissement de la vitesse, qui
passera par un maximum puis décroitra en fonction de l'effet dénaturant
de la chaleur sur la protéine enzymatique.

C. INFLUENCE DU pH

Si on fait varier le pH, on observe en général que la vitesse initiale
passe par un maximum correspondant a ce qu'on appelle le pH optimum
(Fig. 7-4). Ceci est une conséquence de la nature protéique de I'enzyme.
On explique le phénoméne en admettant que la partie active de I'enzyme
(le ou les sites actifs) consiste en un groupe dont la dissociation varie
avec le pH. Seule une forme du groupe serait active. Les variations du pH
modifient par conséquent la concentration en enzyme actif de la solution.

EHo ~~ EH + H* fa E- + H*

Enzyme Enzyme Enzyme
inactif actif inactif

D. INFLUENCE DES AGENTS PRECIPITANT LES PROTEINES

Tous les agents dénaturant les protéines (agitation violente, rayons UV
et X, etc.) inhibent I'activité enzymatique. Parmi ces agents, il est intéressant
de considérer plus en détail les substances qui forment des sels insolubles
avec les protéines. Il s'agit des ions métalligues lourds et d’une catégorie
particuliére d’anions organiques fortement chargés négativement.

L'ionisation et la charge électrique nette d’une protéine dépendent
du pH de la solution.
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La figure 7-5 montre I'influence des ions Agt+ sur I'activité de l'invertase
a différents pH. Les courbes ont été obtenues avec des concentrations
croissantes d'ions Agt (1=5 107 M, 8 = 104 M). Elles montrent que pour
obtenir le méme degré d’inhibition a des valeurs différentes du pH, il faut

P-Fructosidase Trypsine

9 10 11 PH

FIG. 7-4. Activité de la R-fructosidase (invertase) et de la trypsine a différentes valeurs du pH
(d'aprés Michaelis et Davidsohn).

augmenter la concentration en ions Agt+ lorsque le pH diminue. D’autre
part, la concentration en ions Ag* nécessaire pour obtenir une inhibition
compléte de linvertase est inférieure a celle requise pour précipiter la
protéine : on doit donc s’attendre a ce que leffet inhibiteur de certains
ions varie avec le pH. C'est en effet ce qu'on observe.

100

FIG. 7-5. Influence des ions Ag+ en fonction du pH sur l'activité de I'invertase de la levure
(d'apres Myrback).
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L’inactivation de I'enzyme apparaitra également bien avant la neutrali-
sation de toutes les charges. On est donc amené a conclure que seul un
nombre limité de charges jouent un réle dans le phénoméne de la catalyse.

L'activité enzymatique n’est donc pas le résultat d’'une propriété de la
protéine prise dans son ensemble, mais est associée a l'existence de
centres ou sites actifs.

E. LE COMPLEXE ENZYME-SUBSTRAT

Il est difficile d’imaginer dans I'état actuel de nos connaissances
comment un catalyseur pourrait agir s’il ne s’unissait pas avec le substrat.
On est donc amené a conclure, comme l'a proposé Victor Henri, que dans
le cas des enzymes, il y a formation d’'un complexe intermédiaire enzyme-
substrat et on écrit

[E] + [S] i [E.S] [Pl + [E] (7-9)
-i

ou E représente lI'enzyme, S le substrat, E.S le complexe enzyme-substrat
et P les produits de la réaction.

Il'y a d'ailleurs de nombreux arguments en faveur de la formation du
complexe E.S. La réduction du peroxyde d’hydrogéne par le pyrogallol
(donneur d’hydrogéne) en présence de peroxydase s’accompagne de la
formation d’'un complexe enzyme-peroxyde. La peroxydase est une por-
phyrine ferrique présentant un spectre & quatre maximums (654, 583, 548 et
498 mp). En présence de peroxyde, le spectre ne présente plus que deux
maximums (561 et 530 mp). La quantité de H202 nécessaire pour transfor-
mer la totalité des molécules enzymatiques est dans la relation stoechio-
métrique d’'une molécule de H202 pour chaque atome de fer de la por-
phyrine.

Un autre exemple démontrant la formation d'un complexe comme
étape intermédiaire dans la réaction catalysée, est donné par la considé-
ration des variations de la fluorescence de certains coenzymes, lorsqu’ils
s’unissent a la protéine enzymatique.

F. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DE L’ENZYME ET DU SUBSTRAT

La vitesse de catalyse dépend, toutes choses étant égales, de la
concentration de I'enzyme et du substrat. On trouve que, dans la majorité
¢les cas, la vitesse initiale augmente avec l'accroissement de la concen-
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vm

Km

FIG. 7-6. Vitesse initiale de la réaction enzymatique en fonction de la concentration en
substrat. La courbe illustre I'équation (7-17) et permet de déterminer Km.

tration en substrat jusqu’a atteindre un maximum (Fig. 7-6). La vitesse
maximum limite (Vm) atteinte dépend de la concentration en enzyme et
est en fait directement proportionnelle a cette concentration. Il est possible
d’exprimer ces observations sous forme quantitative. Considérons la relation

E + [ (710

Km

FIG. 7-7. Réciproque de la vitesse initiale en fonction de la réciproque de la concentration
en substrat. Equation (7-19).
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les k représentent les constantes de vitesse. Il est clair que la vitesse de la
réaction peut s'écrire

v = k#2 [E.S] (7-11)

D’autre part, il est possible de définir une constante Km (la constante de
Michaelis) caractérisant I'équilibre

E] [s i -
[El 1S] ki € k2 7-12)
[E.S] K+

La quantité totale d’enzyme présente dans le systeme est par unité
de volume

[E"] = [E] + [ES] (7-13)
D’aprés (7-12)
E K [ES] (7-14)
= m -
[E] [s]

En remplagant dans (7-13), il vient :

(7-15)

D’ou on tire

[E.S] (7-16)

En multipliant par k#2 on a I'expression de la vitesse en fonction de la
concentration en enzyme [E°] et de la concentration en substrat [S].

- k+2 [E°]
v = k+2 [E.S§] . (7-17)
. N Km
Si [S] est trés grand IST tend vers 0 et
v — ke2 [E°] = Vm (7-18)

C’est I'expression de la vitesse maximum qui, ainsi que l'indique I'équa-
tion (7-18), est directement proportionnelle a la concentration en enzyme.
Si donc on exprime la vitesse de la réaction en fonction de la concentra-
tion en substrat, on obtient la courbe de la figure 7-6.
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Il est intéressant de remarquer que si dans I'équation (7-17)

[S] = Km
Vm

Ce qui signifie qu'a partir de la figure 7-6, on peut déterminer la valeur
de Km. Il s’agit de la constante de Michaelis qui a pour dimensions celles
d’une concentration. D'aprés (7-12) on peut voir que Km est la réciproque
de la constante d’'équilibre K.

Une fagon plus précise de déterminer Km consiste a exprimer la réci-

proque de la vitesse — en fonction de la réciproque de la concentration

en substrat- ! (Fig. 7-7).

[S]
Dans ces conditions
o s B Km 1

v Vm + Vm [S] (7-19)

Pour — = 0, on a

11

Y vm
Dans le cas ou

1

T = o

1 — 1 N . . . . Yo
on a;: — c'est-a-dire que l'intersection de la droite expérimen-
. . o . 1 .

taie avec la portion négative de l'abscisse donnera — ce qui permet

de déterminer graphiquement la valeur de Km.

G. INHIBITION COMPETITIVE ET NON COMPETITIVE

De nombreuses substances (inhibiteurs) interférent avec l'activité d’un
enzyme. Comment l'inhibition observée peut-elle étre expliquée ? On peut
considérer que l'inhibiteur se combine avec I'enzyme pour former un com-
plexe [El] inactif ou encore que [linhibiteur se combine avec le com-
plexe [ES] pour donner un autre complexe [ESI] également inactif. Dans le
premier cas, il y aura compétition entre le substrat et I'inhibiteur pour les
sites actifs de I'’enzyme alors que dans le deuxiéme cas I'inhibiteur se
fixera sur d'autres sites que ceux normalement occupés par le substrat,
mais empéchera toutefois la réaction de se dérouler normalement (inhibi-
tion non compétitive).

Par un raisonnement analogue a celui qui nous a permis de définir
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la relation existant entre la vitesse de la réaction et les concentrations en
enzyme et en substrat, on peut montrer qu’'en présence d’un inhibiteur

1 m_\ Km 1 2.20
v K7 Vm fsT (7-20)

[E] 1

uK [EN

et

[E.S] 1]

[ESI]
On peut voir qu'en l'absence d’inhibiteur, c’est-a-dire si | = 0, (7-20) est

identique a (7-19).

Si Ki, prend une valeur infiniment grande, c’'est-a-dire s’il n'y a pas de
formation du complexe [ESI], on a une inhibition compétitive indiquant
que | se fixe aux mémes points que S sur I'enzyme. Dans ce cas les deux
droites expérimentales obtenues en exprimant la réciproque de la vitesse
en fonction de la réciproque de la concentration en substrat en présence
et en absence d’inhibiteur auront la méme ordonnée a l'origine.

Par contre si Ki est infiniment grand (c’est-a-dire s’il n'a pas forma-
tion du complexe [El], les deux droites expérimentales auront des ordon-
nées a l'origine qui seront différentes.

Dans les cas ou la réaction catalysée enzymatiquement fait intervenir

FIG. 7-8. Réciprogue de la vitesse initiale en fonction de la réciproque de la concentration
en substrat en l'absence (A) et en présence d'un inhibiteur (B et C).

B = inhibition compétitive

C = inhibition non compétitive.

plusieurs substrats, on peut a partir des principes développés ci-dessus,
rechercher I'expression de la vitesse qui prend une forme plus compliquée

que celle que nous avons établie pour le cas d'un seul substrat (voir
par ex. Reiner).
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IV. MECANISME DE LA CATALYSE ENZYMATIQUE

A. ROLE DES ENZYMES

Les enzymes sont des catalyseurs extrémement spécifiques, c’est-a-dire
gu'a une réaction déterminée correspond un enzyme particulier. La spéci-
ficité ainsi observée peut étre analysée en termes de complémentarité
moléculaire, c’est-a-dire qu’a certaines fonctions chimiques du substrat
doivent correspondre sur I'enzyme des fonctions complémentaires (principe
de la clé et de la serrure de Fischer). La spécificité est donc obtenue en
mettant en relation correcte les différents types de liaisons chimiques qui
nous sont connus. Nous avons signalé dans un chapitre antérieur qu’il
s’agissait de liaisons ioniques, de liaisons par covalence et de liaisons dites
secondaires (forces de Van der Waals, etc.).

Parmi les enzymes identifiés, il y en a peu qui ne nécessitent pas la
présence d’un activateur ou d'un coenzyme. Dans cette catégorie on trouve
surtout les enzymes d’hydrolyse dont le mécanisme est peu connu. Barnard
et Laidlaw ont par exemple tenté d’expliquer le mode d’action des hydro-
lases par un effet « bifonctionnel ». On peut discuter ce type de catalyse a
propos des groupements aminés et des groupements carboxyles sans que
cela implique que ces groupements soient nécessairement ceux qui entrent
en jeu.

La macromolécule d’enzyme porte des groupements — NH3+ et — COQO".
Les premiers peuvent abandonner un proton, tandis que les seconds
peuvent accepter un proton. On peut admettre que, lorsqu’un ester est
hydrolysé par une estérase, le groupement — NH3t s’approche de I'oxygéne
alcoolique de l'ester et lui donne un proton. En méme temps, le — COO"
s'approche du carbone du carbonyle. Sans doute doit-on admettre aussi
gu’une molécule d'eau reste intercalée entre le — COQ" et I'atome de C,
et que le — COOQ" tend a attirer un proton de la molécule d'eau, en aidant
en méme temps un ion OH" a s’approcher du carbone du carbonyle. Le
schéma est le suivant :

0 0"
|
R—C—O0—FR’ R—C——O*—R
|
H—oO HO* |
|
H H i=i H H-
O_
|
0=C N o=Cc N

o

Enzyme Enzyme
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Le complexe enzyme-substrat ainsi formé peut ensuite se scinder

comme Ssuit

0

Il
R—C

|

OH +

H

0
O=C N

bW

Enzyme

En ce qui concerne [I'hydrolyse

suivant :

O H
R—C—N—R'
H—O

!

H H
0O=C N+

HI
Enzyme

0

I
R—C +

OH

H

0

l
O0=C N

Enzyme

H—O—R'

‘un peptide,

le schéma serait

HO*
H- H-
]
0=C N*
| I
Enzyme

R'NH2

le
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Dans l'explication de I'action hydrolasique proposée plus haut, I'enzyme
est considéré comme un conducteur d'électrons a travers lequel s’opere
un flux modifiant la disposition des électrons, ce qui a pour conséquence
une rupture de certaines liaisons.

Le mécanisme proposé releve de la conception selon laquelle une
protéine est un semi-conducteur, dans lequel, comme dans un métal,
certains électrons, les électrons pi, ne sont pas strictement localisés en
un point défini de la macromolécule, mais sont libres, jusqu’a un certain
degré, de se mouvoir dans l'espace de cette macromolécule. L’'élément
fondamental de la structure d'une chaine protéique, le groupement pepti-
dique, est une unité résonnante possédant 4 électrons pi (deux en prove-
nance de la liaison C =0 et la paire libre de I'azote). Selon cette concep-
tion, les électrons pi des groupements peptidiques ne restent pas localisés
mais sont versés dans un « pool » macromoléculaire, dont les voies sont
les liaisons hydrogénes entre les chaines polypeptidiques. Un enzyme
serait, dans cette conception, un semi-conducteur plus efficace qu’une
protéine non enzymatique.

Bien que cette importante question de la nature de la semi-conductivité
des protéines fasse encore l'objet de nombreuses discussions, sinon de
controverses, un résultat dont la signification peut apporter un argument
en faveur de I'hypothése que nous venons d’examiner, a été mis en évi-
dence par les calculs auxquels se sont livrés différents auteurs. Il est en
effet apparu que l'association de peptides en polypeptides s’accompagne
d'une diminution du potentiel d’ionisation et d'une augmentation de l'affinité
électronique, ce qui correspond a un accroissement du pouvoir donneur et
accepteur d’électrons d’un polypeptide par rapport a un monopeptide, et
par le fait méme de son pouvoir catalytique.

D’'autres recherches ont été consacrées a I'étude des propriétés élec-
troniques de certains acides aminés intervenant dans la structure des
protéines jouant un rdle catalytique. Contrairement a I'hypothése qui vient
d'étre développée, ces études ont abouti a une conception différente du
mécanisme de la catalyse, mettant en jeu les seules caractéristiques élec-
troniques locales des centres actifs de la protéine.

Dans le cas de l'acétylcholinestérase, les études tres détaillées que

Wilson a faites a ce sujet permettent d'illustrer trés élégamment cette
notion.

En voici I'essentiel. L'acétylcholine est une molécule simple dont les
caractéristiqgues principales sont les suivantes :
1 charge positive sur l'azote

3 méthyles formant une structure tétraédrique avec l'azote qui les porte
1 carbone a fonction carbonyle de nature polaire telle que le carbone est
positif et I'oxygéne négatif.

C’est un carbone électrophile (accepteur d'électrons) qui, mis en pré-
sence d'une fonction nucléophile (donneur d’électrons) formera avec cette
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derniére une liaison par covalence. Les sites actifs de I'enzyme doivent
étre complémentaires des différentes caractéristiques que nous venons
d’énumérer.

L'étude détaillée du mécanisme d’hydrolyse de I'acétylcholine a permis
a Wilson de présenter le schéma de la figure 7-9 concernant la nature des
sites actifs de I'enzyme.

Correspondant a l'azote quaternaire du substrat, il y a sur I'enzyme
un site anionique qui fixe le substrat sur I'enzyme par liaison électrostatique
(forces de Coulomb). Les trois méthyles jouent également un réle important
dans cette fixation (forces de Van der Waals). Le site estérasique est carac-
térisé par la présence d'une fonction nucléophile G qui formera une liaison
par covalence avec le carbone du groupe carbonyle du substrat. Il porte
également une fonction acide qui ne joue aucun rdle dans la fixation du
substrat sur I'enzyme, mais qui intervient de facon critique dans une étape
ultérieure. Les facteurs qui viennent d'étre examinés permettent donc de
comprendre la formation du complexe et expliquent comment leur combi-

Site anionique Site estérasique

FIG. 7-9. Représentation schématique de [linteraction entre les sites actifs de l'acétyl-
cholinestérase et de son substrat.

naison permet d'aboutir a la stabilisation du complexe et a l'orientation
favorable du carbone du groupe carbonyle en face du site estérasique.
C'est de cette orientation favorable que dépend ['étape ultérieure de la
catalyse : I'hydrolyse de la liaison ester.

Ce mécanisme correspond a un processus qui s'accomplit en deux
étapes : l'acylation de I'enzyme avec élimination d'une petite molécule,
suivie de la désacylation de I'enzyme. Le mécanisme proposé postule que
la structure symbolisée par G transmet des électrons de la méme facon
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gu'un systéme conjugué, ce qui conduit a envisager la séquence de réac-
tions suivante :

i
G-H+ R-C-OR' 5+ C-O + R'OH
\

R
B

) ©

(A) représente le complexe enzyme-substrat, (B) est la forme résonnante de
I'enzyme acylé et (C) est un complexe enzyme-acide analogue au complexe
enzyme-substrat. Le complexe (A) impliqgue la formation d'un cycle ou
intervient la fonction acide du site estérasique. Un transfert d'électrons,
selon le sens indiqué par les fleches, a pour résultat la libération d’un
alcool (choline) et la formation de I'enzyme acétylé (B).

L'acyl-enzyme réagit alors avec l'eau en quelques microsecondes
(complexe C) aboutissant a la régénération de I'enzyme et a la formation
de l'acide acétique.

Le mécanisme décrit postule que I'enzyme devrait catalyser un échange
d’oxygéne entre l'eau et I'acide, ce qui a été confirmé par la technique des
isotopes. D’autre part, l'utilisation de différents inhibiteurs a permis de
confirmer la validité du schéma qui vient d'étre exposé.

B. ROLE DES COENZYMES

Mis a part les enzymes d’hydrolyse, la plupart des enzymes néces-
sitent pour leur fonctionnement un coenzyme qui est généralement une
molécule organique plus ou moins complexe. Le mécanisme intime de la
catalyse a alors son siége principal au niveau de ce coenzyme. Le rble de
la protéine, I'apoenzyme, consiste a assurer l'orientation du substrat, et
détermine ainsi non seulement la grande efficacité de la réaction mais aussi
en assure la spécificitt. On a en effet identifi€ a ce jour environ
1000 enzymes alors qu’il n'y a guere qu’une vingtaine de coenzymes. Les
coenzymes sont presque toujours formés de molécules organiques conju-
guées et c'est dans ce domaine que la biochimie quantigue a apporté
jusqu’ici sa majeure contribution.
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Dans I'étude des coenzymes, nous envisagerons successivement les
coenzymes de transfert d’électrons (ou d'hydrogéne) et les coenzymes de
transfert de groupes.

1. Coenzymes de transfert d’électrons (ou d’hydrogéne)

Nous avons signalé que les étapes de l'oxydation des métabolites
constituent les réactions biochimiques essentielles aboutissant a la syn-
thése de composés a énergie chimique élevée. Dans ces réactions, il n'y
a pas union direcfe du métabolite avec lI'oxygéne mais les électrons du
substrat, par l'intermediaire d’'une série de transporteurs d’électrons (chaine
d’oxydo-réduction ou respiratoire), sont amenés a I'oxygéne qui représente
I'accepteur final.

Dans la chaine respiratoire, chacun des transporteurs fonctionne
alternativement comme un accepteur d’électrons par rapport au substrat
ou au donneur d'électrons précédent puis comme un donneur d’électrons

par rapport au transporteur suivant ou a I'accepteur final I'oxygéne.

Nous avons déja considéré la structure des nucléotides de pyridine
(NAD et NADP) et des dérivés de la riboflavine (FMN et FAD), qui sont les
principaux enzymes d’oxydo-réduction. Ce sont des molécules complexes
mais la capacité qu’elles ont d’'étre alternativement réduites et oxydées
n'intéresse directement que certains fragments de ces coenzymes: le
résidu nicotinamide dans les nucléotides de pyridine et le noyau d’isoallo-
xazine dans les coenzymes flaviniques.

FMNH,, FMN
ou ou
FADHi FAD
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Les ferro-porphyrines des cytochromes représentent d’autres coenzymes
importants de la chaine respiratoire. Les différents cytochromes se distin-
guent entre eux par la structure non seulement du groupement prosthétique,
mais aussi de la protéine. lls sont désignés par les lettres a, b, c affectées
d’'un indice numérique (ai, a2 etc.). Le mieux connu de ces cytochromes
est le cytochrome c (cyt c) dont la structure du groupe porphyrine et son
mode d'attachement a la protéine sont indiqués dans la formule rationnelle
ci-dessous

Val-GIn-Lys-Cys — Ala — Gin— Cys_His-Thr-Val-Glu-Lys-
S S
CH-CH, CH3

CH Fe CH

CH? (EH;
(i:h2 ch?
COOH COOH

La caractéristique principale des cytochromes est qu’ils transférent
seulement des électrons a I'exclusion des ions hydrogéene.

Les oxydations biologiques impliquent, comme nous I'avons déja
signalé, l'existence de systémes qui nécessairement s’oxydent et se
réduisent I'un et l'autre. Dans le chapitre 8 nous montrons que pour qu’un
systéme A soit capable d'oxyder un systeme B, il faut que le potentiel
d’oxydo-réduction standard E, de A soit plus positif que celui de B.

La distribution des transporteurs d'électrons dans la chaine respira-
toire, la possibilité pour un substrat d’oxyder un coenzyme, ou pour un
coenzyme d'oxyder un autre substrat, dépendra des valeurs relatives des
différents potentiels d’oxydo-réduction standards. Il est donc important de
considérer ces valeurs qui sont données dans le tableau (8-2) du cha-
pitre 8.

En ce qui concerne I'aspect électronique de ces réactions, nous avons
déja eu lI'occasion de mentionner la relation entre les pouvoirs donneur et
accepteur d’électrons des molécules, et les énergies de leurs plus hautes
orbitales occupées (phoo) et de leurs plus basses orbitales libres (pboi)-
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Appliguée au cas des coenzymes d’oxydo-réduction, la méthode conduit
aux résultats qui sont résumés dans le tableau 7-2.

Tableau 7-2

ENERGIE DES ORBITALES MOLECULAIRES DES COENZYMES D'OXYDOREDUCTION (UNITES P)

(d'apres Pullman et Pullman, 1963)

coenzyme phoo pbol
NAD 1.032 — 0.356
NADH (H+) 0.298 — 0.915
FMN 0.496 —0.343
FMNH, —0.105 — 0.949

On peut voir que dans le cas du NAD et du FMN la pbol est située
relativement bas ce qui signifie que ces molécules possédent une affinité
électronique élevée. Par conséquent, ces formes oxydées des coenzymes
sont d'excellents accepteurs d’électrons. Leurs phoo sont situées €égale-
ment bas ce qui signifie que ces formes moléculaires sont d’assez pauvres
donneurs d'électrons. La situation inverse s’observe en ce qui concerne les
formes réduites des coenzymes.

Si on considéere les couples NAD-NADH (H+) et FMN-FMNH2, I'oxydo-
réduction s’accompagne d’une redistribution instantanée des orbitales molé-
culaires, en particulier de celles de la phoo et de la pbol, de telle sorte
qu’un niveau bas de la pbol est associé avec la forme oxydée et un niveau
élevé de la phoo est associé avec la forme réduite. La forme oxydée a donc
tendance a accepter des électrons et la forme réduite a en donner. Il est
intéressant de signaler que dans le cas de FMNH2, sa phoo est une orbitale
antiliante dont le signe négatif est associé avec les orbitales qui ne sont
occupées que dans |'état activé. L'occupation de cette orbitale dans I'état
fondamental de la molécule représente donc une configuration trés instable
ce qui explique la tendance que posséde cette molécule a expulser les
électrons localisés sur cette orbitale. Ceci explique non seulement le
pouvoir donneur d'électrons qui est élevé au niveau de cette molécule,
mais aussi le fait qu’il s’agit d’'une molécule autooxydable, a la différence
de NADH (H+#) qui nécessite un systéme a potentiel plus élevé pour sa
réoxydation. Cet aspect du probléme sera examiné en détail lorsque nous
considérerons le fonctionnement de la chaine respiratoire.
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Signalons enfin que le fonctionnement des cytochromes s’apparente
au mécanisme qui vient d'étre décrit.

a) Réactions catalysées par les coenzymes pyridiniques

Le NAD et le NADP sont associés a des déshydrogénases qui cata-
lysent des réactions essentiellement identiques. Toutes ces réactions sont
réversibles mais la position de I'équilibre dépendra non seulement de la
différence existant entre les potentiels d’oxydo-réduction standards mais
aussi des concentrations relatives des réactifs et des produits mis en jeu.

Les principales réactions catalysées par ces enzymes sont de trois

types :

i) transformation d'un alcool primaire ou secondaire en cétone

R R

CHOH + NAD+ C =0+ NADH + H*

R R

Parmi les enzymes appartenant a ce groupe, mentionnons les déshydro-
génases alcooliques, les déshydrogénases de l'acide L-lactique et de
I'acide L-malique, la déshydrogénase du glucose, etc.

ii) transformation d'un aldéhyde en acide carboxylique

R-CHO + NAD* R-COOH + NADH + H*

ou plus exactement

H

R — C — NAD* i=* R-COOH + NADH + H*

OH

puisque l'aldéhyde existe probablement sous forme hydratée. Les déshydro-
génases de l'acétaldéhyde et du 3-phosphoglycéraldéhyde appartiennent a
ce groupe.

iii) transformation d'une amine en cétone

ou plus exactement la premieére étape de cette transformation, qui résulte
dans la formation d’une imine.
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La déshydrogénase de I'acide-L-glutamique est le représentant le plus
important de la catégorie.

R R

CHNH2 + NAD+ 1=* ¢ = nh + nadh + ht

R' R'
U hZo
R
C =0+ NH3
|
R

b) Réactions catalysées par les flavoprotéines

Les flavoprotéines peuvent étre divisées en deux groupes fondamen-
taux selon la nature des substrats impliqués dans la réaction.

i) flavoprotéines sans activité diaphorasique

Dans cette catégorie, on classe les enzymes qui n'acceptent pas
le NAD ou le NADP comme substrats. Il s’agit d’enzymes de la série des
oxydases, qui sont capables de transférer I'hydrogéne d’un substrat orga-
nique sur l'oxygéne. Parmi les substrats, on trouve des alcools qui sont
transformés en acides (par exemple glucose oxydase) et des amines qui
sont transformées en cétones (glycocolle oxydase). On trouve également des
flavoprotéines a caractére déshydrogénasique capables d’accepter I’hydro-
géne provenant de différents substrats mais n'opérant pas le transfert sur
I'oxygéne. Ces enzymes nécessitent des intermédiaires (cytochromes) et
se distinguent par leur capacité a réduire de nombreux colorants synthé-
tiques. Parmi les substrats de cette classe on trouve des alcools qui sont
transformés en cétones (déshydrogénase de I'a-glycérophosphate) et des
substances a liaisons — CH2 — CH2 — saturées qui sont alors déshydro-
génées en liaisons éthyléniques — CH = CH — (déshydrogénases de I'acide
succinique et du complexe acylé acide gras-CoA).

ii) flavoprotéines a activité diaphorasique

Ac. dihydroorotique

Ces enzymes sont réduits par le NADH (H+) et le NADPH (H*. On dis-
tingue les enzymes dont l'activité ne s’exerce que sur un type de substrat
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ou sur plusieurs types de substrats. Dans la premiere catégorie, on trouve
la diaphorase de Straub et diverses réductases des nucléotides de pyridine
(oxydases et peroxydases) qui sont des flavoprotéines capables d'oxyder
le NADPH (H*) ou le NADH (H*) en transférant I'hydrogéne sur les cyto-
chromes, l'oxygene ou le peroxyde d’hydrogéne.

Dans la deuxiéme catégorie, on classe des catalyseurs a activité com-
plexe, qui peut étre illustrée par le role de la déshydrogénase de l'acide
dihydroorotique.

C) Réactions catalysées par les cytochromes

On ne posséde pas actuellement d’interprétation concernant le détail
du fonctionnement des cytochromes dans la chaine respiratoire. Les
aspects connus seront examinés dans un autre chapitre (chapitre 12).
Rappelons simplement qu’ils constituent les principaux intermédiaires
placés dans la chaine respiratoire entre la forme réduite des flavoprotéines
et I'oxygéne moléculaire.

2. Les coenzymes de transfert de groupes

Il s’agit de coenzymes jouant un réle primordial dans les transforma-
tions métaboliques, tant de synthése que de dégradation, par le fait qu’ils
catalysent les réactions mettant en jeu des transferts de groupes.

a) Phosphate de pyridoxal

Le réle du pyridoxalphosphate comme coenzyme de la décarboxyla-
tion des acides aminés peut, selon Mandeles, Koppelman et Hanke (1954)
s’expliquer selon le schéma suivant :

coct
H-C=0 . H- C=N- C- H H-C=N-C-H
HO-rAjj- cHoPosH, €00 _ o
HN-C-H
I—?’C—k. J | g + HjO

Une autre réaction typique est la transamination dans laquelle le phos-
phate de pyridoxal catalyse la transformation d’'un acide a-aminé en un
acide a-cétonique. Le mécanisme de cette réaction est en principe ana-
logue a celui décrit plus haut. Il comporte également comme étape essen-
tielle la formation d’une base de Schiff (une imine), par condensation de la
fonction amine de I'acide a-aminé avec la fonction aldéhyde du coenzyme.
Il'y a ensuite formation d’une base de Schiff transitionnelle, constituant un
systeme conjugué plus grand que celui de la base de Schiff initiale, ce qui
se traduit par un gain d'énergie de résonance. C'est ce gain qui constitue
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la cause principale de l'activation des acides a-aminés dans les réactions
catalysées par le phosphate de pyridoxal.

b) Pyrophosphate de thiamine

C’est un coenzyme fondamental pour les réactions mettant en jeu les
acides a-cétoniques ; il catalyse la décarboxylation oxydative de ces acides.

A I'échelle électronique, I'action catalytique de la thiamine s’explique
d’une maniére analogue a celle mise en évidence dans le cas des réactions
catalysées par le pyridoxalphosphate.

P

R=- P-O- P-OH
OH OH

Pyrophosphate de thiamine
C) Acide folique

L'acide folique est une molécule complexe dont les dérivés polygluta-
miques représentent une classe importante de vitamines B. lls sont trans-
formés enzymatiquement en homologues 5, 6, 7, 8-tétrahydro qui repré-
sentent les coenzymes dérivés des vitamines.

L'acide 5, 6, 7, 8-tétrahydrofolique, dérivé monoglutamique, en connec-
tion avec une catégorie d'enzymes, les ptéroprotéines, est un coenzyme
essentiel pour le métabolisme des unités a un carbone (Ci), tel le groupe
CHO ou CH = NH. Son importance métabolique est trés grande, puisque
c’'est a partir de ces unités que sont construites in vivo les molécules com-
plexes, comme par exemple les purines. Les facteurs électroniques respon-
sables du transfert d’une unité Ci d'un porteur a un accepteur relévent de
la distribution électronique des fragments moléculaires impliqués dans la
réaction.

L’aptitude a céder I'unité Ci doit étre mise en relation avec la bipositi-
vité (déficience électronique) de la liaison qui doit étre rompue.

d) Coenzyme A (CoA)

Un autre coenzyme dont l'action est clairement élucidée est le
coenzyme A, coenzyme des transferts d’acétyles par son groupement sulf-
hydryle capable d'étre alternativement acétylé et désacétylé tout comme
le NAD peut étre alternativement réduit et oxydé

0] 0

R —C-OH + HS-CoA R— C~S — CoA + H20
Acyle Acyl-CoA

C’est l'existence d'une charge positive nette sur le carbone du groupe
carbonyle et d’une charge négative nette sur le carbone du groupe méthyle
qui détermine les deux principaux types de réaction auxquels I'acétyl-CoA
participe : l'acétylation et la condensation.

Un exemple illustrant I'intervention de I'acétyl-CoA dans une réaction
d’acylation est donné par la synthése de I'acétylcholine (Chap. 8) alors que
le transfert du résidu acétique de l'acétyl-CoA sur l'acide oxaloacétique
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pour donner de I'acide citrique démontre le r6le du CoA dans une réaction
de condensation. Ce dernier exemple est particulierement important puis-
gu’il constitue le départ d'un cycle métabolique connu sous le nom de
cycle de Krebs (ou de l'acide citrique, ou des acides tricarboxyliques) dont
le rble majeur dans I'économie de la cellule sera démontré ultérieurement
(Chap. 12).

Les quelques exemples qui précédent donnent une idée de la variété
de mécanisme des actions coenzymatiques, conjuguées a I'activation par
la macromolécule enzymatique elle-méme, activation dont le mécanisme
est I'un des probléemes les plus importants parmi ceux que se pose la
biochimie moderne.

V. CLASSIFICATION ET NOMENCLATURE DES ENZYMES

A. REGLES GENERALES DE CLASSIFICATION

Le développement rapide de I'enzymologie et l'augmentation progres-
sive du nombre d'enzymes connus créent de nombreux probléemes de ter-
minologie et de classification. Jusqu’'a ces dernieres années, I'attribution
d’un nom a un enzyme nouveau se faisait selon une pratique couramment
admise et qui consiste a ajouter euphoniquement le suffixe -ase au nom
du substrat. Ainsi I'enzyme catalysant la réaction impliquant I'urée comme
substrat est I'uréase, celui faisant intervenir I'arginine est l'arginase et ainsi
de suite. Une autre méthode généralement utilisée consistait a nommer les
enzymes selon la nature de la réaction chimique catalysée (racémases, oxy-
dases, etc.). Enfin a coté de cette nomenclature persistaient des dénomina-
tions anciennes telles que trypsine, pepsine, etc.

Il est aisé de comprendre pourquoi en I'absence de regles strictes, la
situation est devenue trés rapidement confuse au point qu'un méme enzyme
ait été connu sous des noms différents et que le méme nom ait été appliqué
a des enzymes différents. Dans le but d’éclaircir ce probléme, une commis-
sion internationale (la Commission des Enzymes de I’'Union Internationale
de Biochimie) a mis au point un systéme de classification et une nomen-
clature précise dont l'usage, depuis son entrée en vigueur en 1961, s’est
largement répandu. Dans la nomenclature qui a été suggérée, un enzyme
comporte un numéro d'ordre, un nom systématique et un nom commun
recommandé. Les auteurs restent libres d'utiliser les noms communs de
leur choix, mais il est suggéré qu’au début de leurs travaux ils mentionnent
le nom systématique de I'enzyme étudié, ()

a) Le numéro d’'ordre comprend quatre chiffres séparés par des points.
Le premier chiffre indique, parmi les six catégories définies, celle a laquelle
appartient I'enzyme en question. Les six catégories sont

1. les oxydoréductases 4. les lyases
2. les transférases 5. les isomérases
3. les hydrolases 6. les ligases (synthétases).(*)

(*) Nous utilisons, dans le présent ouvrage, l'abréviation E. N. suivie du numéro d’ordre, pour
nous référer au livre « Enzyme Nomenclature » (1964). Ce dernier a été précédé par la publication
d’un rapport de la Commission des Enzymes (Report of the Enzyme Commission, 1961) ; lorsqu’on
s'y référe, il nous parait préférable d'employer I'abréviation E. C.
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b) Le deuxieme chiffre représente la sous-classe. Il indique pour les
oxydoréductases la nature du groupe du donneur qui est I'objet de l'oxyda-
tion ; pour les transférases la nature du groupe transféré ; pour les hydro-
lases la nature de la liaison qui est hydrolysée ; pour les lyases le type de
liaison qui est brisée ; pour les isomérases la nature de lisomérisation et
pour les ligases la nature de la liaison qui est formée.

c) Le troisieme chiffre indique la sous-sous-classe. Il s’agit dans le cas
des oxydoréductases du type d’accepteur correspondant aux différents
donneurs. Pour les transférases, il représente une subdivision des groupes
transférés. Il précise dans le cas des hydrolases, la nature de la liaison
hydrolysée ; dans celui des lyases, la nature du groupe déplacé ; dans le
cas des isomérases, la nature de la transformation et pour les ligases, la
nature de la substance formée.

d) Le dernier chiffre représente le numéro d’ordre de I'enzyme dans la
sous-sous-classe considérée.

Par exemple I'enzyme portant le numéro d'ordre 2.6.1.4 s'appelle la
glycocolle:a-cétoglutarate aminotransférase (nom systématique), encore
appelé glycocolle aminotransférase (nom commun recommandé). Ce
numéro indique qu’il s’agit d’'une transférase (2) appartenant a la sous-
classe des enzymes catalysant le transfert d’un groupe contenant de
I'azote (6) et plus particulierement d’'un azote aminé (1). Il est le qua-
trieme (4) de la sous-sous-classe 1. L’enzyme portant le numéro 2.7.1.1 est
I'ATP ;. D-hexose 6-phosphotransférase (nom systématique) encore appelé
hexokinase (hom commun). Il s’agit d’'une transférase (2) catalysant le trans-
fert d’un groupe contenant du phosphore (7) sur une fonction alcoolique (1).
Il est le premier (1) de la sous-sous-classe 1.

Cette classification repose sur la connaissance détaillée du mécanisme
de la réaction catalysée. Quant a la nomenclature, elle permet a la seule
lecture du nom systématique de connaitre avec précision le type de
réaction faisant I'objet de la catalyse enzymatique. Les exemples ci-dessous
illustrent ces différents points.

B. QUELQUES EXEMPLES DE LA LISTE DES ENZYMES

1. Les oxydoréductases

Il s’agit d’enzymes transférant des électrons accompagnés de protons,
ou des électrons seuls, d’'un donneur a un accepteur. La classification
repose d’une part sur la nature chimique du groupe donneur (sous-classe)
et d’autre part sur la nature de l'accepteur (sous-sous-classe) qui peut étre
'oxygéne ou une autre molécule.

Le donneur peut étre le groupe CH—OH (sous-classe 1), CH—CH (sous-
classe 3), CH—NH? (sous-classe 4), etc., et I'accepteur outre l'oxygene
(sous-sous-classe 3), le NAD ou le NADP (sous-sous-classe 1), un cyto-
chrome (sous-sous-classe 2), le lipoate (sous-sous-classe 4), etc.

Voici quelques exemples :
1.1.1.27 L-lactate : NAD oxydoréductase (déshydrogénase du lactate) qui

catalyse la réaction

L-lactate + NAD = pyruvate + NADH (+ H¥)
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1.1.2.3 L-lactate : cytochrome c oxydoréductase (déshydrogénase du lac-
tate) qui catalyse la réaction

L-lactate + 2 ferricyt ¢ = pyruvate 4- 2 ferrocyt c

1.1.3.2. L-lactate : oxygéne oxydoréductase (oxydase du lactate), qui cata-
lyse la réaction

L-lactate + O2 = acétate + C0O2 + H20?

1.2.4.1 pyruvate: lipoate oxydoréductase (déshydrogénase du pyruvate),
qui catalyse la réaction

pyruvate + lipoate oxydé = 6-S-acétylhydrolipoate + CO?2

1.4.1.2 L-glutamate : NAD oxydoréductase (déshydrogénase du L-glutamate)
qui catalyse la réaction

L-glutamate + H20 + NAD = a-cétoglutarate + NH3 + NADH (+ HT)

2. Les transférases

Il existe de nombreux enzymes qui catalysent le transfert d’'un groupe
d une molécule a une autre molécule. La nature du groupe sur lequel
I'activité de I'enzyme s’exerce, est trés variable puisqu’il peut s’agir d’une
unité a un carbone (sous-classe) : méthyle, hydroxyméthyle, carboxyle, ami-
dino, etc. (sous-sous-classe), d'un résidu aldéhydique ou cétonique, d’un
radical acyle, aminocyle, alkyle, ou glycosylé, d'un groupe contenant de
| azote, du phosphore ou du soufre. Les exemples suivants illustrent les
principaux types de réactions catalysées par les transférases.

2.1.2.1 L-sérine ;. tétrahydrofolate 5,10-hydroxy-méthyltransférase (hydroxy-
méthyltransférase de la sérine), qui catalyse la réaction

L-sérine + tétrahydrofolate = glycocolle -f 5,10-méthylénetétrahydrofolate

2.1.3.3 carbamyl-phosphate : L-ornithine carbamyltransférase (carbamyl-
transférase de l'ornithine), qui catalyse la réaction

carbamyl-phosphate + L-ornithine = orthophosphate + citrulline

2.3.1.6 acétyl-CoA : choline O-acétyltransférase (acétyltransférase de la
choline), qui catalyse la réaction

acétyl-CoA + choline = CoA + O-acétylcholine

2.4.1.12 UDPglucose : B-1,4-glucan |3-4-glucosyltransférase (glucosyltransfé-
rase de I'UDPglucose-cellulose), qui catalyse la synthése de cellulose
a partir d’'UDPglucose :

UDPglucose + (3-1,4-glucosyl)n = UDP + (3-1,4-glucosyl),n

2.6.1.1 L-aspartate : a-cétoglutarate aminotransférase (aminotransférase de
I'aspartate), qui catalyse le transfert de la fonction amine de I'aspartate
sur l'acide a-cétoglutarique

L-aspartate + a-cétoglutarate = oxaloacétate + L-glutamate

2.7.1.2 ATP : D-glucose 6-phosphotransférase (glucokinase), qui catalyse
la réaction

ATP + D-glucose = ADP + D-glucose-6-phosphate
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27.2.2 ATP : carbamate phosphotransférase (kinase du carbamate), qui
catalyse la réaction

ATP + NH3 + CO02 = ADP + carbamyl-phosphate

2.8.1.1 thiosulfate : cyanure sulfurtransférase (sulfurtransférase du thiosul-
fate), qui catalyse la réaction

thiosulfate + cyanure = sulfite + thiocyanate

2.8.3.2 succinyl-CoA : oxalate CoA-transférase (transférase de I'oxalyl-CoA),
qui catalyse la réaction

succinyl-CoA + oxalate = succinate + oxalyl-CoA

3. Les hydrolases

Les enzymes hydrolytiques agissent en catalysant l'introduction des
éléments de I'eau au niveau d'une liaison spécifique du substrat. Il s’agit de
réactions qui sont trés souvent réversibles. Les liaisons qui peuvent faire
I'objet d’'une hydrolyse enzymatique comprennent les liaisons ester (sous-
classe), éther et peptidique. En outre, les liaisons C-N (autre que pepti-
dique), C-C et P-N ainsi que les composés glucosylés, la fonction anhydride
et les halogénures, sont également hydrolysés enzymatiquement.

En voici quelques exemples.

3.1.17 acétylcholine hydrolase (acétylcholinestérase), qui catalyse la
réaction

acétylcholine + H20 = choline + acétate

3.1.4.3 phosphatidylcholine cholinephosphohydrolase (phospholipase C), qui
catalyse la réaction

phosphatidylcholine + H20 = 1,2-diglycéride + phosphate de choline
cet enzyme agit également sur les sphingomyélines.
3.2.1.1 a-1,4-glucan 4-glucanohydrolase (a-amylase).
Cet enzyme hydrolyse I'amidon, le glycogéne et d'autres polysaccha-
rides qui contiennent au moins trois unités glucose réunies en a-1,4.
3.2.1.35 hyaluronate glucanohydrolase (hyaluronidase).
L’hydrolyse porte sur la liaison située entre les résidus 2-acétamido-
2-déoxy-D-glucose et D-glucuronate de i’hyaluronate. Il agit également
sur les sulfates de chondroitine et de mucaoitine.
3.4.1.1 L-leucyl-peptide hydrolase (aminopeptidase de la leucine).

Cet enzyme hydrolyse de nombreux L-peptides portant en position
terminale un résidu avec un groupe aminé libre qui n’est pas nécessai-
rement celui de la leucine

L-leucyl-peptide + H20 = L-leucine + peptide

3.4.2.1 peptidyl-L-aminoacide hydrolase (carboxypeptidase A).

Cet enzyme agit sur de nombreux peptides a l'exclusion de ceux dont
le C terminal appartient a un acide aminé basique ou a la proline

peptidyl-L-aminoacide + H20 = peptide + L-aminoacide
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3.4.4.1 pepsine.

Cet enzyme a pour précurseur le pepsinogéne. Il hydrolyse les peptides
y compris ceux dont les liaisons sont adjacentes a des résidus aroma-
tiques ou dicarboxyliques.

3.4.4.15 rénine.

Cet enzyme transforme, par hydrolyse, I'hypertensinogene en hyper-
tensine.

3.5.1.2 L-glutamine amidohydrolase (glutaminase), qui catalyse la réaction
L-glutamine + H20 = L-glutamate + NH3,
une des sources principales de I'ammoniaque urinaire.

3.5.1.5 urée amidohydrolase (uréase), qui catalyse la réaction
urée + H20 = C0O2 + 2 NH3

3.6.1.5 ATP diphosphohydrolase (apyrase), qui catalyse la réaction
ATP + HoO = ADP + orthophosphate

3.8.2.1 di-isopropylphosphorofluoridate fluorohydrolase (DFPase).

Cet enzyme hydrolyse les dérivés organophosphorés, dont certains
sont utilisés comme insecticide ou comme gaz de combat. Dans le cas
du di-isopropylphosphofluoridate (DFP) on a

DFP + HoO = di-isopropylphosphate + HF

4. Les lyases

Les lyases sont des enzymes qui catalysent le déplacement d’'un groupe
a partir d'un substrat avec pour résultat la création sur le substrat d'une
double liaison. La double liaison ainsi formée s'établira selon le cas entre
un atome de carbone et un autre atome de carbone (sous-classe), ou entre
un atome de carbone et un atome d’oxygéne, d’azote, de soufre ou d’halo-
gene. Voici quelques exemples :

4.1.1.1 acide a-cétonique carboxy-lyase (décarboxylase du pyruvate), qui
catalyse la réaction

acide a-cétonique = aldéhyde + CO?

4.1.1.3 oxaloacétate carboxy-lyase (décarboxylase de I'oxaloacétate), qui
catalyse la réaction

oxaloacétate = pyruvate + CO02

4212 L-malate hydro-lyase (hydratase du fumarate), qui catalyse la
réaction
L-malate = fumarate + H20

43.1.1 L-aspartate ammonia-lyase (ammonia-lyase de I'aspartate), qui cata-
lyse la réaction

L-aspartate = fumarate + NH3

4.41.1 L-cystéine sulfure d’hydrogéne-lyase (désulthydrase de la cystéine),
qui catalyse la réaction

L-cystéine + H20 = pyruvate + NH3 + H2S
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45.1.1 1,1,1-trichloro-2,2-bis-(p-chlorophényl) - éthane acide chlorhydrique-
lyase (déhydrochlorinase du DDT).

Cet enzyme inactive le DDT et est responsable de la résistance de cer-
tains insectes aux pulvérisations d’insecticides a base de ce produit.
Il catalyse la réaction

DDT = 1,1-dichloro-2,2-bis-(p-chlorophényl)-éthylene + HCI

5. Les isomérases

Le terme isomérase est utilisé pour désigner les enzymes qui catalysent
des réarrangements intramoléculaires. Il s’agit de modifications structurelles
aboutissant a la transformation d’une forme L en forme D, ou d’une forme
c/s en forme trans (sous-classe). Le résultat de [lactivité des enzymes
appartenant a cette classe se traduit également par la conversion, suite a
une oxydo-réduction intramoléculaire, d'un aldéhyde en cétone, ou d’une
cétone en la forme énol. L'activité des isomérases porte également sur
des transferts de groupes (acyle ou phosphoryle par exemple) d'un point
a l'autre de la molécule. Enfin, le déplacement d’'un groupe au sein de la
molécule, peut aboutir a la formation d’'une double liaison, comme dans
le cas des lyases.

5.1.1.1 alanine racémase (racémase de l'alanine),
qui catalyse la transformation de la L-alanine en D-alanine
qui catalyse la réaction
5.2.1.1 maléate cis-trans- isomérase (isomérase du maléate),
maléate = fumarate
5.3.1.1 D-glycéraldéhyde-3-phosphate cétol-isomérase (isomérase du triose-
phosphate),
qui catalyse la réaction

D-glycéraldéhyde-3-phosphate = dihydroxyacétone phosphate

5.4.2.1 D-phosphoglycérate 2,3-phosphomutase (phosphomutase du phos-
phoglycérate),
qui catalyse la réaction

2-phospho-D-glycérate = 3-phospho-D-glycérate

6. Les ligases

Les ligases catalysent des réactions de synthése en utilisant I'ATP
comme source d'énergie. La réaction s’accompagne de la formation d’une
liaison entre un atome de carbone et un atome d'oxygene, de soufre,
d’'azote ou d'un autre atome de carbone.
6.1.1.1 L-tyrosine : sRNA ligase (AMP) (synthétase du tyrosyl-sRNA)

qui catalyse la formation d’une liaison C-O dans la réaction

ATP + L-tyrosine + sRNA = AMP + pyrophosphate + L-tyrosyl-sRNA
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6.2.1.1 acétate : CoA ligase (AMP) (synthétase de l'acétyl-CoA),
qui catalyse la formation d’une liaison C-S avec pour résultat I' « acti-
vation » de l'acétate, étape importante conduisant notamment a I'entrée
de l'acétate dans le cycle de Krebs (Chap. 12)
ATP + acétate T- CoA = AMP + pyrophosphate + acétyl-CoA

6-3.1.2 L-glutamate : ammonia ligase (ADP) (synthétase de la glutamine).
Cet enzyme joue un rdle important dans le métabolisme de l'azote
et catalyse la réaction de synthése de la glutamine a partir de gluta-
mate et de NH3 avec formation d’une liaison C-N

ATP T- L-glutamate + NH3 = ADP T- orthophosphate + L-glutamine

6.4.1.1 pyruvate : anhydride carbonique ligase (ADP) (carboxylase du
pyruvate),
qui catalyse la réaction

ATP + pyruvate + C0O2 + H20 = ADP + orthophosphate + oxaloacétate
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l. LES OXYDO-REDUCTIONS

A. GENERALISATION DU TERME OXYDATION

Dans une cellule vivante, les phénoménes d’oxydation servent essen-
tiellement a fournir I'énergie nécessaire aux réactions endergoniques et a
transformer les aliments en matériaux cellulaires. Bien qu’a l'origine I'oxy-
dation ait été considérée comme le résultat de la combinaison d’'un élément
ou d'une molécule avec l'oxygéne, on peut démontrer que tous les phéno-
meénes d’oxydation sont caractérisés par un transfert d'électrons. L’oxyda-
tion est une désélectronation et le phénomene inverse, la réduction, est
une électronation. Toute oxydation est obligatoirement associée a une
réduction. On pourrait supposer qu'en disposant d’'un condensateur élec-
trique d'ou l'on sortirait des électrons ou dans lequel on pourrait les y
accumuler, la réduction ou l'oxydation d’une substance pourrait s'effectuer
sans qu'il y ait simultanément oxydation ou réduction d’une autre substance.
On ne dispose pas d'un tel réservoir d'électrons et le plus grand conden-
sateur électrique connu, chargé a son potentiel maximum, renferme si peu
d'électrons, qu’il ne pourrait servir a effectuer qu’une trés faible partie
d'une réaction chimique. Par conséquent, dans toute réaction d’oxydation,
il apparait un processus équivalent de réduction.

Chaque réaction de transfert d’électrons met en jeu un oxydant et un
réducteur ;: c’est pourquoi on parle de paire d’oxydation-réduction ou de
couple oxydo-réducteur.

2 Br Br2 + 2e"
Fe** .=* Fe** + g"
Na <=* Na* + e

Br2, Fe*** et Na* sont des agents oxydants alors que Br", Fe* et Na sont
des agents réducteurs.
Dans le cas de I'oxydation de I’hydrogene
h2 + Va 02 ¢ca h2o

il peut étre moins clair qu'une oxydation est synonyme de perte d’électrons.



LES OXYDO-REDUCTIONS 189

Dans ce cas la liaison O—H est en effet covalente, c'est-a-dire qu’une
paire d’électrons est mise en commun entre les atomes d'oxygéene et
d’hydrogene. Cependant, comme la paire d’électrons est plus proche du
noyau de I'oxygéne que de celui de I'hydrogéne, on peut dire que I'hydro-
géne est oxydé puisqu’il a partiellement perdu un électron alors que
I'oxygéne est réduit puisqu’il a gagné, partiellement tout au moins, deux
électrons.

H(+)

Que l'oxydation de I’hydrogéne par l'oxygéne constitue un transfert
d'électrons est bien démontré par la polarité de l'eau et son hydrolyse
sous l'influence d’'un courant électrique.

B. CAS DES MOLECULES ORGANIQUES

La situation est plus complexe dans le cas des molécules organiques
pour lesquelles une oxydation est généralement synonyme de déshydro-
génation. Prenons par exemple le cas de l'oxydation de I'éthanol en
acétaldéhyde :

H o
CHg—C—OH + 'h O,  CH3—C—H + H20

H

On peut aussi écrire
H H* o]

CHJ—C—OH -> 2e- + CH3—C—OH -> CH3—C—H + 2H*

H H*
c’est-a-dire, que dans une premiére étape, il y a perte de deux électrons

puis dissociation de deux protons, comme dans le cas d’un acide.

On pourrait remplacer I'oxygéne par un oxydant ne pouvant accepter
gu’'un électron, I'ion ferrigue par exemple. Dans ce cas, on devrait avoir:

H o]
CH3—C—OH + 2Fe”*+ -* CHJ—C—H + 2Fet+ + 2HT
H
Ceci impliquerait toutefois une collision ternaire (2 Fe, 1 éthanol) dont

I'improbabilité est telle qu’'on ne peut la considérer en pratique. Ce méca-
nisme est donc inadéquat et la considération de I'exemple ci-dessus nous
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permet de conclure que dans le cas d'un oxydant ne pouvant accepter
gu'un électron, situation généralement rencontrée dans le cas des oxydants
biochimiques, le transfert de deux électrons ne peut se faire que par
étapes simples n’impliquant qu’un électron.

C. LES RADICAUX LIBRES

Considérons I'oxydation d’une hydroquinone

OH O* 0

Comme dans le cas précédent, on peut considérer qu'il s’agit de la disso-
ciation d’'un acide accompagnée de la perte de deux électrons. Il apparait
donc que si l'oxydant ne peut accepter qu'un électron, nous devrons
considérer un mécanisme n’impliquant que le transfert d'un électron a la
fois. On a alors :

OH 0 0
OH OH 0
Semiquinone Quinone

L'étape intermédiaire est constituée par la formation d’'une semiquinone
qui résulte de la perte d’un proton et d'un électron. C’est un radical libre,
ce qui signifie que quelque part dans la molécule il y a un électron non
apparié. La stabilité des radicaux libres est trés variable. Certains, par
exemple CH3, ont une vie éphémeére, de l'ordre de la millimicroseconde ;
d’autres, par contre, lorsqu’ils sont associés a des structures résonnantes,
sont relativement stables et peuvent alors étre détectés a l'aide d'une
technique adéquate. L'électron non apparié ne confére pas une charge
négative nette a la molécule, il représente plutdt une liaison non saturée.
Il donne pourtant a la molécule d'autres propriétés importantes. Les deux
partenaires d’une paire d'électrons ont des spins opposés de telle sorte
que leur moment magnétique s’annule. Comme le spin d’un électron céliba-
taire n'est pas opposé au spin d'un autre électron, la molécule acquiert
un moment magnétique net. Ce moment magnétique n'est pas toujours
égal a celui de I'électron impair, il en représente généralement 10 a 11 %.
La molécule est dite paramagnétique, alors qu’une molécule sans moment
magnétique est dite diamagnétique.

Certains radicaux libres sont colorés. On peut observer leur formation
par spectrophotométrie et c’est ainsi que les semi-quinones ont été mises
en évidence au cours de l'oxydation des hydroquinones. On peut aussi
détecter les radicaux libres a l'aide de la technique de la résonance
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électronique paramagnétique. Cette derniére est plus sensible que la
méthode colorimétrique.

Tableau 8-1
SERIE DES FORCES ELECTROMOTRICES DES ELEMENTS

E° E°
Cs — Cs+-fo 3.02 Co = Co++ + 2e- 0.28
Li = Lit - e- 3.02 Ni = Ni++ -f 2e~ 0.25
Rb = Rb+ -fe- 2.99 Sn = Sn++ + 2e- 0.14
K = K*+ e- 2.92 Pb = Pb++ + 2e- 0.13
Ba = Ba*+ + 2e- 290 h2 = 2H+ -f 2e- 0.00
Sr = Sr++ + 2e- 2.89 Cu = Cu+* + 2e- —0.34
Ca = Cat+ + 2e- 2.87 21- = |, + 2e- -0.53
Na = Nat -f e- 2.71 Ag = Ag* + e- —0.80
La = La+++ + 3e- 2.37 Pd = Pd++ + 2e- -0.83
Mg = Mg+t -f 2e~ 2.34 Hg = Hg++ + 2e- —0.85
Be = Bett + 2e- 1.70 2Br- = Br, + 2e- — 1.06
Al = Al+++ + 3e- 1.67 Pt = Pt++ + 2e- —1.20
Mn = Mn++ + 2e- 1.05 2H,0 = 02 + 2H+ + 4e- —1.23
Zn = Zn++ + 2e~ 0.76 2Cl- = CI2 + 2e- — 1.36
Cr = Cr++ + 3e- 0.71 Au = Au* + e- — 1.68
Fe = Fet+ + 2e_ 0.44 2F- = F2+ 2e- -2.85
Cd = Cd++ -f 2e- 0.40

L'électrode de référence est I'électrode d’hydrogene normale dont le potentiel est considéré
comme étant égal a 0.

ll. ASPECTS QUANTITATIFS DES REACTIONS
D’OXYDO-REDUCTION

A. LA FORCE ELECTROMOTRICE DES ELEMENTS

Les atomes et les molécules difféerent quant a leur affinité pour les
électrons. C'est ainsi que le brome est un oxydant assez puissant pour
libérer l'iode d'un ion iodure

Br2 + 2e- -> 2 Br
21- -* 12 + 2e-

Br2 + 2I- = 2Br + 12

Si on plonge un morceau de métal dans une solution contenant des ions
d’'un autre métal, le premier peut se dissoudre en méme temps qu’il se
dépose du second métal a partir de ses ions. Ainsi une lame de zinc
plongée dans une solution d'un sel de cuivre se recouvre d'une couche
de cuivre métallique tandis que le zinc passe en solution. Par contre une
lame de cuivre plongée dans une solution d’un sel de zinc ne se recouvre

d’aucun dépoét de zinc métallique.

Si, dans une solution contenant a la fois des ions Zn et Cu, on place
une barre de zinc et une barre de cuivre, une différence de potentiel élec-
trique se développera entre les deux barres métalliques (électrodes). La
pile ainsi constituée a une force éiectromotrice d'environ 1.1 volt.
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Les différences d’affinité électronique des éléments trouvent leur
expression quantitative dans la série bien connue des forces électro-
motrices des éléments (Tableau 8-1). Dans cette série, I'électrode de réfé-
rence est I'électrode d’hydrogene, constituée par une électrode de platine
sur laquelle on envoie un courant d’hydrogéne sous pression d’une atmo-
sphére, et qui plonge dans une solution normale d’acide.

B. LE POTENTIEL D'OXYDO-REDUCTION DES SYSTEMES MOLECU-
LAIRES D’IMPORTANCE BIOLOGIQUE

Considérons maintenant la dissociation de I'hydrogéne moléculaire.
Il s’agit évidemment d’une oxydation puisque

Ht + e 8-

et on peut définir la constante de dissociation K comme étant égale a

ou [e"] représente la pression des électrons a I'endroit ou se produit
I'ionisation. Cette pression d’électrons est évidemment directement en
rapport avec le potentiel d'électrode.

Si nous considérons ce qui se passe au niveau de I'électrode d’hydro-
géne, nous voyons que la dissociation réversible de I'hydrogéne molécu-
laire s'y réalise selon I'équation (8-2) et le potentiel d’électrode sera
fonction du rapport

On peut déterminer le potentiel en question en le comparant au potentiel
de I'électrode normale a hydrogéne, pris comme référence et considéré
arbitrairement comme égal a 0.

Considérons alors un systeme comprenant deux électrodes d’hydro-
géne A et B, l'une, l'électrode A, étant I'électrode de référence. Si a
I'électrode B la pression partielle de H2 est inférieure a une atmosphére,
la différence de potentiel EA—EB sera

RT
Ea — E, = — In [Ho]*? (8-3)

Si a I'électrode B la pression partielle de H2 est égale a une atmosphére
mais si la concentration en ion H' est plus petite que 1 N, la différence de
potentiel entre les deux électrodes sera

T
m [Ht]b (8-4)

Le signe + est introduit parce que le courant électrique parcourt le circuit
dans le sens inverse du précédent.

En combinant les deux expressions (8-3) et (8-4) on obtient une rela-
tion décrivant la différence de potentiel prenant naissance entre une
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électrode d’hydrogéne normale et une électrode d’hydrogeéne placée dans
n’importe quel type de solution aqueuse. Il vient alors

RT RT
(Ea — Eb) — (Ea + EJ = — In [H2]b2— — In [H+]B (8-5)
RT RT
ER T" Eb p In [H¥b In [PClb 8-6)
ou Eb + représente le potentiel de I'électrode d’hydrogéne B. Comme

'oxydation d’une molécule organique est souvent une déshydrogénation,
un tel systeme peut étre considéré comme exercant une certaine pression
d’hydrogéne. Par exemple

X + H, (6-7)

8-8

on a alors

Dans une solution de cette espéce, une électrode de platine peut étre
utilisée pour déterminer la pression partielle d’hydrogéne définie dans la
relation (8-9). Cette pression dépend du rapport de la forme réduite a la
forme oxydée. Le potentiel d’une électrode de platine plongée dans un tel
systéme est celui d’'une électrode a hydrogene a la pression en question et
varie avec le pH comme le fait n'importe quelle autre électrode a hydrogéne.
Ceci devient évident si nous remplagons dans (8-6) H2 par la valeur définie
en (8-9). Il vient:

qui peut s'écrire
(8-11)

ou E est le potentiel de I'électrode opposée a I'électrode d’hydrogéne
normale.
X . RT o .
Pour un systéme donné > In K est constant et dans un milieu bien
. RT .
tamponné In [PT] est également constant: on les remplace par une

constante unique E</ (potentiel d’oxydo-réduction standard). Comme le
nombre d'électrons n transférés par mole peut varier avec le systéme consi-
déré, on écrit (8-11) sous la forme générale

RT Ox
—T In — 8-12

ou E est le potentiel développé par une solution quelconque au niveau
d’'une électrode inerte (platine par exemple) ; il représente la « pression
d’électrons » que la solution exerce au niveau de I'électrode. Il est égal au
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potentiel d’oxydo-réduction standard E0' du systéme considéré et au rap-
port des concentrations de la forme oxydée (Ox) a la forme réduite (Red),
selon I'expression définie en (8-12). Le potentiel d’oxydo-réduction standard
E0" représente le potentiel développé au niveau de I'électrode inerte dans
une solution contenant, a un pH donné, des quantités équimolaires des
formes oxydée et réduite. Le tableau 8-2 donne quelques exemples inté-

ressant le biochimiste.

Tableau 8-2
POTENTIELS D'OXYDO-REDUCTION STANDARDS DE SYSTEMES INTERESSANT LE BIOCHIMISTE

Systéme EQ' volts pH
HaO/V: o2 0.82 7.0
Cytochrome a3z Fet+t/Fe+++ 0.55 7.0
NO2-/N03- 0.42 7.0
Phénylalanine/dihydroxyphénylalanine 0.37 7.0
Ferrocyanure/ferricyanure 0.36 0.0
H3Os/2 0., + H,0 0.30 7.0
Cytochrome a Fe++/Fet+++ 0.29 7.0
Cytochrome c Fe++/Fet++ 0.22 7.0
2,6-Dichlorophénolindophénol red/ox 0.22 7.0
Butyryl CoA/crotonyl CoA 0.19 7.0
Hémoglobine/méthémoglobine 0.17 7.0
Cytochrome b2 Fe++/Fet+++ 0.12 7.4
Ubiquinone red/ox 0.10 74
Acide ascorbique/acide déhydroascorbique 0.08 6.4
Cytochrome b Fe++/Fe+++ 0.07 7.4
Acide succinique/acide fumarique 0.03 7.0
Bleu de méthylene red/ox 001 7.0
NADH — cyto c réductase 0.0 7.0
Vitamine K, — 0.06 7.0
fmnh2/fmn —o0.12 7.0
Alanine/acide pyruvique + NH4+ —0.13 7.0
Acide glutamique/acide a-cétoglutarique -f NH4+ — 0.106 7.0
Acide malique/acide oxaloacétique —0.17 7.0
Riboflavine/leucoriboflavine —0.186 7.0
Acide lactique/acide pyruvique —0.19 7.0
Ethanol/acétaldéhyde —o0.20 7.0
Peroxydase —0.25 7.0
Acide R-hydroxybutyrique/acide acétoacétique —0.27 7.0
NADH./NAD + 2H —0.28 7.0
NADPHO/NADP + 2H —0.28 7.0
3-phosphoglycéraldéhyde + P,/acide 1,3-diphosphoglycérique —0.29 7.0
a-lipoate —0.29 7.0
Acide malique/acide pyruvique-f CO: —0.33 7.0
Glutathion red/ox —0.34 7.0
Xanthine/acide urique —0.36 7.0
Acétaldéhyde + CoA/acétyl-CoA — 041 7.0
V2 H./H+ —0.42 7.0
Acéfaldéhyde/acide acétique — 0.60 7.0
Acide a-cétoglutarique/acide succinique -f CO2 — 0.67 7.0
Acide pyruvique/acide acétique -f CO2 —0.70 7.0

En se rappelant que In x = 2.3 log x, I'équation (8-12) peut s'écrire pour
un systeme placé a la température de 30 °C:

Ox
E E' + 0.03 log (8-12a)
Red
si n=1, ou encore

Ox
E = E + 0.03 log (8-12b)
Red
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Il est intéressant de remarquer que dans ce tableau la valeur de E0'
est donnée en terme de potentiel d'électrode alors que dans le cas du
tableau 8-1, nous avons donné la pression d’électrons développée par un
systeme d’oxydo-réduction en terme de force électromotrice de I'électrode.
Cette derniére convention est utilisée dans le cas des électrodes métal-
ligues. Comme le potentiel d’électrode est égal a la valeur négative de la
force électromotrice, le signe est donc inversé.

Dans le tableau 8-2 et en considérant I'équation (8-12) on peut voir
gue de deux systemes au méme pH, c’est celui qui a le potentiel le plus
négatif qui sera le plus réducteur puisqu’il est en équilibre avec une pres-
sion d’hydrogéne plus grande.

En conséquence, le partenaire oxydé d’une paire sera réduit par le
partenaire réduit d’'un systeme possédant une valeur de E,/ plus négative.

Considérons par exemple le systéme

cytochrome c Fe** cytochrome c¢ Fe*** -F e-
cytochrome a3 Fe** + e- cytochrome a3 Fe”

cytochrome ¢ Fe** + cytochrome a3 Fe*** cytochrome ¢ Fe*** + cytochrome a3 Fe**

La constante d’équilibre de la réaction est donnée par I'expression :

[cyto a3 Fe*] [cyto ¢ Fe*¥]
K [cyto a3 Fe***] [cyto c Fe*]

A pH 7 et dans les conditions standards E = E0' puisque le rapport

E0" pour le systéme cytochrome a3 est 0.55 V. Dans les mémes condi-
tions, il est de 0.22 V pour le systtme cytochrome c. En mélangeant des
solutions équimolaires des deux systémes, nous allons obtenir une réaction
d’oxydo-réduction qui se déroulera jusqu'a égalité des potentiels. A I'équi-
libre on aura alors

) [cyto a3 Fe**] [cyto ¢ Fe**]
E) (cyto a3) + 0.06 log = (cyto ¢) + 0.06 log = AEj
[cyto a3 Fe**] [cyto ¢ Fe**]

cyto a3 Fe**] [cyto c Fe***
AE' = 0.06 log [ey I oyt ]
[cyto a3 Fe***] [cyto ¢ Fe**|

et en remplacant :
055V — 0.22 V = 0.06 log K.

En d'autres termes, la différence de potentiel entre les solutions origi-
nales détermine la quantité relative de chaque composant du systeme a
I'équilibre.

Tout comme dans le cas de la titration d’un acide par une base on
peut suivre I'évolution de la réaction en utilisant soit un indicateur dont la
couleur dépend du degré d’oxydation, soit une mesure de potentiel élec-
trique. La figure 8-1 montre l'allure des courbes de titration potentiomé-
trique obtenues lorsque le nombre d’électrons transférés est n =1 ou n =2

Il est intéressant de remarquer la similitude des courbes obtenues au
cours d’'une titration acidimétrique avec celles de la figure 8-1, similitude
prévue par l'identité de forme de I'équation (8-2) et de I'équation d’Hender-
son-Hasselbalch (voir p. 125).
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(a) Forme réduite en % (b) Forme réduite en %
0 50 100
n=1 n=2
0 50 100
Forme oxydée en % Forme oxydée en %

FIG. 8-1. Titration potentiométrique. Evolution du potentiel en fonction du pourcentage des
formes réduite et oxydée dans le cas du transfert d’'un ou de deux électrons.

C. LES RELATIONS ENERGETIQUES DANS LES SYSTEMES D’OXYDO-
REDUCTION

L'intérét que le biologiste porte aux phénomenes d’oxydo-réduction
réside essentiellement dans le fait qu’il s'agit de processus fournissant de
I'’énergie. Comme nous venons de le montrer, lorsque deux systéemes, pos-
sédant des potentiels d'oxydo-réduction standards différents, sont mélangés,
le partenaire oxydé de la paire possédant le potentiel le moins négatif (ou
le plus positif) est réduit par le partenaire réduit de la paire possédant le
potentiel le plus négatif (ou le moins positif).

Donc .= RT m [XHo] [¥]

(8-13)
nF [X] [YH2]

ou E,' du systétme YH? est plus négatif que E,' du systtme XH2. La cons-
tante d’équilibre de cette réaction est alors

[XH2] [Y]
(8-14)
X [YHZ]
et _RT
AE, = ——= In K (8-15)
qui peut s’écrire
nFAE) = RT In K (8-16)

Nous avons établi plus haut une relation entre la constante d’équilibre
et la variation d'énergie libre standard d’une réaction :
AF° = — RT In K (8-17)
On peut donc écrire
AF° = — nFAE' (8-18)

Ce qui signifie que la variation d’énergie libre standard accompagnant la
réaction entre deux systemes d'oxydo-réduction peut étre calculée a
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partir des valeurs de potentiel E'0. En se rappelant que les dimensions
de I'équation (8-18) sont des coulombs-volts ou joules, pour obtenir la
valeur de la variation d'énergie libre dans les unités habituelles, c’est-
a-dire en calories, il faut donc diviser par 4.18 ().

Considérons a titre d’exemple la variation d’énergie libre qui accom-
pagne la synthése de glutamate a partir d’'a-cétoglutarate au cours de
I'oxydation du NAD red (2). Les conditions sont telles que les réactifs sont
a I'état standard, le pH des solutions est égal a 7.

Le tableau 8-2 indique que E', pour le glutamate est de —0.106 V et
de —0.28 V pour le systeme NAD red/NAD. Dans la réaction considérée

n =2
AF® = — nFAE;
AE,A = — 0106 — (- 0.28) = 0.18 V
2 X 96500 x 0.18
AF° — calories = — 8300 calories

4.18

La valeur de AF0 ainsi obtenue représente donc la variation d’énergie
libre qui accompagne [I'oxydation d'une mole de réducteur. Il s’agit
d’une quantité d'énergie qui, dans des circonstances que nous allons
définir plus loin, pourra étre captée par la cellule et utilisée pour I'accom-
plissement de réactions endergoniques.

II faut remarquer que dans un systéme biologique la connaissance
du potentiel d’oxydo-réduction standard, si elle est importante, peut par-
fois conduire a des interprétations erronées.

En effet, la premiére question a résoudre est de savoir comment le
potentiel d'oxydo-réduction d'un systeme biologique en solution peut
s'appliquer au méme systeme in situ. Cette remarque s’applique parti-
culierement aux systémes enzymatiques dont I'état physique ou chimique
dans la cellule peut différer radicalement de celui qu’ils ont en solu-
tion vraie.

La pertinence et le bien-fondé de cette mise en garde sont apparents
dans I'étude des pigments respiratoires de la mitochondrie (p. 314), mais
ceci est également vrai des systémes enzymatiques du cytoplasme puisque

(*) L'équation des gaz parfaits est donnée par la relation
PV = RT.

La valeur de R dépend évidemment des unités employées pour exprimer V et P.
Si P est exprimé en atmosphéres et V en litres on a, a température et pression normales :

R=-X224=0.082 L. atm M-1 deg-1
273

Si P est donné en dynes cm~2 et V. en ml :
P =76 X 13.59 (densité Hg) X 981 dynes cm-2
R = 76 X 13,59 ©™81 x 22400 = 8.314 10" ergs M! deg-’= 8.314 joules M-l deg->.

Comme 4.184 X 107 ergs = 4.184 joules =1 calorie-gramme

p __JL134_ — 1 gQ7 calories M-l deg-1
4.184
Si P est donné en cm d’eau (au lieu de cm de Hg comme plus haut) on a :
R = 76 X 13.59 X 22400 = 10< ml cm HO M_, d
273 2 M

() Saul dans le cas ol nous désirons mettre en évidence le changement d'ionisation, nous repré-
senterons les formes réduite et oxydée des nucléotides de l'adénine par les symboles : NAD red
et NAD.
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le nombre des arguments en faveur de l'organisation de ces systémes
augmente chaque jour au détriment de ces théories qui postulent I'existence
d’enzymes « en solution » dans le liquide intracellulaire.

Enfin il est important de rappeler que tout calcul thermodynamique
n'a de sens que si on connait la valeur du rapport des concentrations
des produits et des réactifs des systemes considérés.

Dans le cas de la chaine respiratoire (p. 314), on a généralement
soit ignoré cette difficulté soit spéculé quant a la valeur possible des
rapports considérés. Les travaux de Chance et de ses collaborateurs
ont toutefois permis d’apporter quelques précisions a ce sujet, en mesu-
rant, par spectrophotométrie dans la mitochondrie intacte, le rapport de
la forme oxydée a la forme réduite pour divers composants de la
chaine respiratoire. Le tableau 8-3 résume les résultats obtenus et montre
comment, a partir de I'équation (8-12) on peut calculer le potentiel
d’oxydo-réduction réel d’'un systtme donné in situ a partir de la con-
naissance de son potentiel d’oxydo-réduction standard et du rapport des
formes oxydée et réduite.

Dans le cas des éléments de la chaine respiratoire le rapport de la
forme oxydée a la forme réduite est généralement voisin de | donc le
potentiel d'oxydo-réduction standard s'appligue assez bien. Dans le cas
du cytochrome a3, au contraire, le rapport est trées grand et difficile a
estimer. Toutefois le résultat est un déplacement du potentiel du cyto-
chrome a3 vers celui de l'oxygeéne.

Tableau 8-3
LE POTENTIEL D’OXYDO-REDUCTION DES COMPOSANTS DE LA CHAINE RESPIRATOIRE

Le rapport Ox/Red est calculé pour les éléments de la chaine respiratoire d’une mitochondrie en
équilibre dynamique

(d'apres Chance et Williams, 1956)

Ox

E0 red E
NADH —0.28 113 —0.318
FP — 0.060 4.0 — 0.030
Cyto b — 0.040 5o 0.0
Cyto b 0 + 0.040
Cyto ¢ + 0.260 16 + 0.330
Cyto a + 0.290 19 + 0.370
Cyto a, trés grand déplacé vers 0?2
3 + 0.815 pO2 =1 atm + 0.800

lll. LE POTENTIEL DE GROUPE
A. ROLE DES PHOSPHATES A POTENTIEL ENERGETIQUE ELEVE

Un corollaire important du fait qu’'un systéme vivant obéit a la pre-
miére loi de la thermodynamique est que I'énergie nécessaire pour
'activité anabolique provient des réactions cataboliques. Cette consta-
tation conduit évidemment a la notion de couplage, qui permet d’expli-
qgquer comment I'énergie catabolique est utilisée pour les synthéses et
pour les autres activités cellulaires.
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Pour approfondir cette notion, discutons d’abord le concept de
réversibilité en termes de réactions biologiques. Toutesles réactions
chimiques tendent vers un équilibre si elles sont laissées a elles-mémes,
par exemple

A+B+C+.. <FL+M+N +..

La thermodynamique ne dit rien & propos de lavitessed’atteinte de
I'équilibre. Si un catalyseur adéquat est présent, I'équilibre est rapide-
ment établi. Dans les systemes  biologiques, ces catalyseurs sont les
enzymes. La composition du systeme a I'équilibre est déterminée par la
variation d’énergie libre du systéme et par l'activité des réactifs et des
produits de la réaction. Lorsque nous disons qu'une réaction est irré-
versible, par exemple

AFfi FC—oL-FA-FW-F..

nous voulons dire que I'énergie libre des produits est beaucoup plus
petite que I'énergie libre des réactifs. La réaction de gauche a droite
domine la réaction en sens inverse. L'ensemble de la réaction est donc
considéré comme irréversible dans la direction droite gauche.

Considérons par exemple l'oxydation compléte du glucose :
CeHiz°6 + 60, 6CO, + 6H,0 + Q Kcal

Cette réaction s’accompagne d'une libération d’énergie libre, — AF = Q Kcal,
dissipée sous forme de chaleur et dont la quantité est donnée par la
relation

AH = AF F TAS

Elle représente la différence existant entre la chaleur de formation des
produits et la chaleur de formation des réactifs. Dans les conditions stan-
dard, cette différence est de — 673 Kcal. En principe, pour que la réaction
se fasse de droite a gauche, c’est-a-dire pour synthétiser le glucose,
Q Kcal doivent étre fournies au systeme. La deuxiéme loi de la thermo-
dynamique indique que la chaleur, pour étre convertie en travail, doit cir-
culer le long d'un gradient de température (machine a vapeur par
exemple). Comme dans les systémes biologiques, la température est essen-
tiellement constante, la réversibilité des réactions exergoniques ne pourra
étre obtenue par simple adjonction d’énergie calorique.

II est clair que le travail cellulaire n’est pas accompli en utilisant la
chaleur libérée au cours des oxydations. L'énergie libérée dans ces
processus est, au contraire, employée pour synthétiser, selon un processus
que nous allons définir, des molécules dont I'énergie chimique servira a
alimenter I'activité cellulaire. Quelle que soit la nature chimique du maté-
riel oxydé (lipides, glucides, acides aminés, etc.), I'énergie libre rendue
disponible aux différentes étapes des processus oxydatifs est immédia-
tement employée pour synthétiser une classe spéciale de composés qui
constituent la monnaie énergétique la plus couramment utilisée dans les
processus cellulaires endergoniques.

Cette synthese s’effectue par incorporation d'un radical R & un des
réactifs (amorcage). Au cours de I'évolution, il s'est opéré une sélection
trés particuliéere quant au choix non seulement du radical intervenant
dans la réaction d’amorcage, mais aussi dans la nature des molécules
capables de réaliser ces réactions.
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Le radical R le plus généralement utilisé est le résidu phosphorylé

OH

\
—P—0OH

[
0

qui, au pH voisin de la neutralit¢ du liquide intracellulaire, existe sous la
forme anionique

o-
— P—O-
(0]

Le donneur principal de ce radical est le triphosphate d’adénosine (sym-
bole ATP).

Avec d'autres composés phosphorylés que nous allons examiner,
il constitue la catégorie des phosphates a potentiel énergétique élevé.

OH OH

ATP

Cette dénomination indique que les phosphates appartenant a ce
groupe possédent une énergie libre d’hydrolyse exceptionnellement grande.
Alors que cette énergie est, dans la majorité des phosphates ordinaires,
de l'ordre de 3 Kcal M‘\ elle atteint une valeur voisine de 8 Kcal M |
dans les composés dits « riches en énergie ».

Dans le cas de I'ATP, I'hydrolyse du phosphate terminal donne un
diphosphate d’adénosine (ADP) et du phosphate inorganique (Pi)

ATP + H20 -» ADP +Pj

réaction qui s’'accompagne de la libération de — 8 Kcal M'lL. L'ADP peut
a son tour étre hydrolysé

ADP + H,0 -> AMP + Pj

et fournir du monophosphate d’adénosine et du phosphate inorganique
avec production de — 8 Kcal M"L

Par contre I'hydrolyse de LAMP s’effectue avec une variation d’'énergie
libre qui, bien que négative, n'est que de 3 Kcal M'L

Ces exemples montrent qu’il existe des différences importantes dans
les caractéristiques des résidus phosphates. Elles dépendent de la struc-
ture du substrat auquel ils sont attachés.
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B. CLASSIFICATION DES PHOSPHATES A POTENTIEL ENERGETIQUE
ELEVE

L'ATP et I'ADP sont les phosphates «riches en énergie » les plus
importants. lls ne sont pas les seuls. Le groupe des phosphates a
potentiel énergétique €élevé comporte en outre :

1. Les phosphates de guanidine, par exemple les phosphates de créatine
et d'arginine

NH
Il
NH H HN—C—NH ~P
CH3—N—C—NH ~ P NH,—C— (CH2)3
| |
COOH —CHI. COOH
Phosphate de créatine Phosphate d'arginine
ou le symbole ~ P représente un résidu phosphorylé dont I'énergie

libre d’hydrolyse a une valeur élevée. Ces molécules sont essentielle-
ment des pools locaux d'énergie. lls sont formés a partir de I’hydrolyse
de I'ATP (voir plus bas) et représentent le principal réservoir dénergie
qui, a la demande, régénére I'ATP a partir d’ADP. Cette réaction réver-
sible (réaction de Lohmann) sera discutée plus en détail dans la section
suivante.

Les cellules ont besoin d'un apport constant d’ATP. Toutefois, la
quantité d’ATP présente dans les cellules est faible. Quand I'activité cel-
lulaire est telle qu’elle nécessite un apport abondant d’ATP, cette molé-
cule est synthétisée par l'intermédiaire de la réaction de Lohmann.

D’autre part, si le jeu des oxydations cellulaires est tel qu’l y a
production importante d’ATP, I'énergie ainsi produite est mise en réserve
dans les phosphagénes, si I'ATP n'est pas utilisé immédiatement.

2. Les acyl-phosphates de formule générale

0

R—C—O0 ~ P

Les représentants importants de ce groupe sont l'acide 1,3-diphosphoglycé-
rique et l'acétyl-phosphate

0
Il
cC—0~p
H—C—OH
l
CH2—O—P

Acide 1,3-diphosphoglycérique Acétyl-phosphate
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Le premier de ces composés transfere le phosphate riche en position 1,
a I'ADP, pour former de I'ATP.

0 0
"
S, 0—p C—OH
+ ADP <=+ + ATP
H—C—OH H—C—OH
CHo—O—pP CH2—O—P
Acide 1,3-diphosphoglycérique Acide 3-phosphoglycérique

Le second joue le rble de réservoir pour la formation d’ADP et est un
précurseur de l'acétyl-coenzyme A qui est la forme active de I'acétate
dans les réactions métaboliques et plus particulierement de l'entrée de
cette molécule dans le cycle de Krebs.

Il est intéressant de noter que le rdle dévolu aux guanidinophosphates
chez les animaux revient aux carboxyl- (ou acyl-) phosphates chez les
plantes, les algues, les champignons et les bactéries.

3. Les énol-phosphates

Un composé important appartenant a ce groupe est l'acide 2-phos-
phoénolpyruvique
0 CHo
[
HO—C—C—O0 ~ P

Acide 2-phosphoénolpyruvique

La transphosphorylation sur les nucléotides a partir de phosphoénolpyru-
vate se fait selon la réaction

O CH: HO—C—C—OH -~ HO—C—0=0
I
HO—C—C—O—P + ADP ATP O CH, O CHo
Acide phosphoénolpyruvique Acide Acide pyruvique
énolpyruvique (forme céto)

et est une étape importante de la glycolyse (voir p. 279). Les phényl-
phosphates appartiennent également a ce groupe.

En considérant les formules des différents composés qui viennent
d'étre examinés, il est apparent que les phosphates « riches en énergie »
appartiennent a la catégorie des molécules conjuguées. Les électrons pi
du résidu phosphoryle se conjuguent soit avec un autre résidu phos-
phoryle soit avec d'autres molécules qui en possédent, ce qui suggére

que la «richesse énergétique » doit étre liee a I'existence de cette
délocalisation électronique.

La variation d'énergie libre élevée obtenue lors de I'hydrolyse traduit
le fait que les produits d’hydroiyse des phosphates riches présentent des
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incréments de stabilité supérieurs a ceux de I'hydrolyse d’une liaison ester
ordinaire. La richesse énergétique (plus correctement le potentiel chi-
mique, voir plus loin) provient de plusieurs contributions distinctes dont
les principales sont :

a) L'opposition de résonance

qui signifie que la somme des énergies de résonance des produits
d’hydrolyse est supérieure a I'énergie de résonance de la molécule de
phosphate « riche ».

b) L'énergie d’interaction électrostatique

La distribution des charges électroniques nettes, résultant du déplace-
ment des électrons mobiles, produit dans certains cas de fortes répulsions
électrostatiques.

On observe en effet, dans toutes les molécules a liaisons « phosphates
riches », l'existence d’une chaine centrale d’au moins trois atomes portant
des charges nettes positives et entourés par un certain nombre d’atomes
portant des charges nettes de signe opposé. La figure 8-2 donne la distri-
bution des charges nettes dans les molécules intervenant dans la consti-
tution des phosphates riches en énergie. Cette distribution particuliére des
charges produit au sein de la molécule des répulsions électrostatiques
supérieures a celles qui existent dans les produits d’hydrolyse.

C) L'énergie de tautomérisation

Lors de I'hydrolyse du phosphoénolpyruvate, il y a transformation
de I'énolpyruvate formé, en sa forme tautomére cétonique. On a montré
que I'énergie libre d’hydrolyse provient essentiellement de la transfor-
mation tautomérique observée. L'énergie de cette transformation n’est pas
connue avec exactitude mais est estimée a 5.5-9 Kcal IVTL

d) L’énergie libre d'ionisation

Dans le cas des carboxyl-phosphates, I'hydrolyse s’accompagne de
la formation d’un radical carboxyle, dont lionisation a pH 7 représente
une diminution d’énergie libre de l'ordre de 3 Kcal IVT1. Dans le cas des
guanidinophosphates, la neutralisation de la base formée au cours de
I'hydrolyse s’accompagne également d’une diminution d’énergie libre dont
la valeur exacte n'a toutefois pas encore été établie.

Les différentes contributions a I'énergie libre des phosphates « riches
en énergie » sont résumées dans le tableau 8-4, qui présente les résultats
théoriques et les compare aux valeurs trouvées expérimentalement. On peut
voir que l'accord est satisfaisant.

Il est intéressant de remarquer qu'a cette instabilité thermodynamique
des phosphates riches correspond une grande stabilité cinétique en solu-
tion aqueuse. Nous avons déja signalé plus haut a propos de la variation
d'énergie libre accompagnant une réaction chimique, que dans certains
cas, en dépit du fait que la réaction est thermodynamiquement possible
(AF —), il est nécessaire d’introduire un catalyseur, pour que la réaction
se déroule a une vitesse appréciable. Dans le cas des « phosphates riches »,
I’hydrolyse, bien que thermodynamiquement possible, ne se produit qu’en
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présence d'un enzyme (catalyseur) approprié. C'est évidemment une cir-
constance particulierement favorable qui, jointe au fait qu'ils sont « riches
en énergie » rend cette classe de composés particulierement aptes a

remplir le r6le de source princip

-0.005

ale d'énergie libre cellulaire.
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FIG. 8-2. Distribution des charges électriques nettes dans les molécules intervenant dans la
constitution des phosphates a potentiel énergétique élevé (d'aprés Pullman et Pullman, 1963).
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Tableau 8-4

LE POTENTIEL CHIMIQUE DES PHOSPHATES EN Kcal-M-1
(d'apres Pullman et Pullman, 1963)

Contributions évaluées

Valeur
Composé expérimen- Fonda- Opposi- Répulsion Energie
tale mentale tiop de électro- Tautomé- libre Total
. réso- statique  risation d’ionisa-
) nance © tion
ATP 7-8 3 26 +20 — — 76
ADP 78 3 26 +14 — — 7
Carboxyl-phosphate 10-12 3 46 —07 — 3.2 101
Phosphoénolpyruvate 11.5-12.5 3 | -0.5 9 — 125
Guanidinophosphate 9-10 3 12 -0.7 - ? 2

P) [-'énergie libre d'hydrolyse d'un ester phosphoré ordinaire est voisine de 3 Kcal M-1
() Le signe + signifie répulsion, le signe — attraction.

C. AUTRES COMPOSES A POTENTIEL ENERGETIQUE ELEVE

1. Acyl-thioesters

Le principal représentant de ce groupe est l'acétyl-coenzyme A qui
constitue la forme d’introduction de l'acétate activé dans le cycle de
Krebs. Comme nous le verrons plus loin ce cycle joue un rble essentiel
dans la production d'ATP, qui est formé au cours de chaines respiratoires
amorceées lors des différentes étapes de I'oxydation des membres du cycle.

0

CoA—S—C—R

HC-OH

\ ? 0
HC— 0 — P — OH

OH

[N —

9 e oD ? 7
hlc-o—p-o—p-o—ch2-¢—ch- c—nh-ch2-ch2-c—nh-ch2-chl-s—c-ch}

OH OH CH3
Acétyl-CoA

L'acétate est un produit d'oxydation non seulement des acides gras
mais aussi des glucides, le cycle de Krebs représente donc une voie
métabolique commune a ces deux classes de substances.
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L'énergie libre d’hydrolyse de l'acétyl-CoA est de 6.3 Kcal M1 et
provient vraisemblablement du caractére positif de la liaison C-S qui est
soumise a I'hydrolyse.

2. Acyl-imidazoles

Il s'agit d’'une catégorie récemment découverte, de composés « riches
en énergie ». L'énergie libre d’hydrolyse de l'acétyl-imidazole est de I'ordre
de 13 Kcal M"L C'est une molécule dont I'opposition de résonance a
une valeur élevée, ce qui implique Il'existence de répulsions électrosta-
tiques importantes.

Acétyl-imidazole

Le role de ces composés parait étre celui de transmettre |'énergie
dans certaines réactions enzymatiques.

3. Enfin les composés onium constituent une autre classe importante
de molécules « riches en énergie ».

a) Les dérivés sulfonium (S-adénosylméthionine par exemple) jouent un
role important comme donneurs de groupes méthyle.

b) Les dérivés aliphatiques de I'ammonium quaternaire, la choline et ses
esters (acétylcholine par exemple), sont impliqués dans la génération des
potentiels bioélectriques.

c) Les dérivés onium hétérocycliqgues comprennent des composés qui
sont des coenzymes importants dont la structure et les propriétés ont été
discutées en détail (Chap. 5 et 7). A cette catégorie, appartiennent
les dérivés du thiazolium (la thiamine et son ester phosphorique, par
exemple) et les dérivés du pyridinium (NAD et NADP, N'-méthyl-nicotinamide
par exemple).

Thiamine N'-méthyl-nicotinamide

La caractéristique générale des dérivés onium « riches en énergie »
est qu'ils présentent tous une charge positive nette importante aux deux
extrémités de la liaison dissociable. Ce caractére, qu’ils ont en commun
avec les esters phosphorés riches, joint aux autres caractéristiques en
rapport avec leur structure résonnante, rend compte de leur r6le important
comme source d’énergie métabolique.
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IV. LE CONCEPT DE COUPLAGE D’ENERGIE

Nous avons déja signalé qu'en vertu de la premiére loi de la thermo-
dynamique, il est évident que I'énergie des réactions cataboliques doit
étre utilisée pour lactivité anaboligue de la cellule. Le fondement de
I'énergétique biochimique repose sur cet important concept de couplage
d’énergie. La seule exigence thermodynamique devant étre satisfaite pour
gu’une réaction exergonique puisse étre utilisée dans la réalisation d’une
réaction endergonique est que la réaction exergonique libére plus d’'énergie
gue n'en consomme la réaction endergonique, de sorte que le systeme pris
dans son ensemble fonctionne de fagon exergonique.

Du point de vue chimique, la réalisation du couplage implique que le
transfert d’énergie d’une réaction a l'autre se fasse par I'intermédiaire
d’'un réactif commun aux deux réactions.

Les composés «riches en énergie » que nous venons d’examiner
constituent en fait ce réactif commun. Quelques exemples de couplage
feront mieux comprendre I'importance de ce concept.

Le premier exemple que nous allons considérer est donné par la
réaction dite de Lohmann, au cours de laquelle un groupe phosphate
est transféré réversiblement sur la créatine avec formation d’ADP et de
phosphocréatine (CrP). Cette réaction est catalysée par la créatine-kinase
(EN. 2.7.3.2). La fixation du phosphate sur la créatine ne peut se faire
directement puisqu’elle est associée a une valeur positive de AF°. Si,
d’autre part, la réaction est couplée a I'hydrolyse de I'ATP, la transfor-
mation globale s'effectuera avec une valeur de AF voisine de zéro jl).

II s'agit d’'un systéme réversible qu'on peut schématiser de la fagon
suivante

Créatine

Phosphocréatine

Le deuxieme exemple est donné par la synthése du glycogéne a partir
de glucose.

() Cfr p. 193 pour la distinction & faire entre le potentiel d'oxydo-réduction standard et le potentiel
d’oxydo-réduction. Cette distinction d’importance pratique s'appligue également au cas de la
variation d’énergie libre (voir p. 23).
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Le glycogéne est un polymeére composé d’unités glucose, reliées entre
elles par des ponts 1,4-glucosidiques (Chap. 6). Le glucose doit étre
phosphorylé avant d'étre mis en réserve sous forme de glycogéne. Comme
le AF° pour la phosphorylation du glucose est positif, une introduction
directe du phosphate est impossible. Néanmoins, en présence d'ATP et
d’'un enzyme approprié, I'hexokinase (E.N.2.7.1.1 ), la réaction se fait
aisément. Le bilan énergétique est alors le suivant :

ATP + H20 -> ADP + P, AF° — 8 Kcal M“l
Glucose + Pj -» glucose-6-phosphate + [-LO AF° 3 Kcal M_1
ATP -F glucose -» ADP + glucose-6-phosphate AF° — 5 Kcal M“l

Le bilan se solde par une variation d’énergie de — 5 Kcal M', ce qui
indique que la réaction se fera spontanément en présence d’hexokinase ;
elle sera unidirectionnelle et irréversible.

Les deux exemples qui viennent d'étre cités montrent qu’en fait,
on ne peut pas considérer AF° comme représentant un paquet d’'énergie
qui peut étre pris a une molécule et transféré a une autre en méme
temps que s’'accomplit le transfert d'un groupe phosphoryle.

Cette situation indique clairement combien [I'expression « riche en
énergie » peut préter a confusion. Il est en effet évident que la notion de
liaison chimique est en réalité associée a la notion de libération d'énergie
au cours de sa formation et que de I'énergie est toujours nécessaire pour
briser une liaison (voir chapitre 4).

Dans la section précédente, nous avons analysé a la lumiére des
progres récents de la biochimie électronique, les facteurs permettant
d’expliquer la haute teneur en énergie de certaines molécules privilégiées.
Nous avons ainsi montré que cette haute teneur en énergie n'est pas liée
a un type particulier de liaison, phosphate terminal par exemple, mais
résulte de la conjonction de caractéres particuliers dépendant des pos-
sibilités de délocalisation électronique du porteur du radical phosphoryle.
S’il n’en était pas ainsi le glucose-6-phosphate ne serait pas un composé
« pauvre » en énergie (or il I'est puisque son AF° est de 3 Kcal M“).

Il est préférable d'utiliser, comme le propose Lipmann, le terme de
potentiel de groupe plutbét que celui de composés «riches en énergie ».
On compare alors la variation d’énergie apportée a un composé lorsqu’il
passe de l'état stable (ou de composé libre) a I'état activé.

Dans le cas particulier qui nous occupe, l'état stable du groupe
phosphoryle correspond au niveau énergétique du phosphate inorganique.
Une mesure de I'activation du groupe est donnée par la détermination de
son énergie d’hydrolyse, c’est-a-dire celle qui concerne I'énergie libérée
lors de la conversion du phosphate terminal de I'ATP en phosphate
inorganique au cours de I'hydrolyse. Plus le potentiel du groupe est élevé
et plus la quantité d'énergie libérée est importante. Enfin il est utile de
signaler que les variations énergétiques qui ont été considérées dans
ce qui précede, ont trait a AF°, c'est-a-dire a la variation dénergie libre

obtenue lorsque les réactifs sont a I'état standard. En fait la variation
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d'énergie libre d'une réaction est, comme nous l'avons signalé plus haut
(Chap. 3), définie par

AF = — RTInk RrrTn &P
[Al [B]

AF = AF® + RT In [C1 [P

[Al [B]

Si donc, dans un systeme biologique, les réactifs sont maintenus a
des concentrations éloignées de la position d'équilibre, la valeur de AF
pourra étre significativement plus grande ou plus petite que AF°. Clest
ce qui explique la possibilité d’accomplissement de la réaction de Lohmann
dans une cellule vivante.

Comme les lignes qui précedent le démontrent, il est clair que I'hydro-
lyse de I'ATP est la source immédiate d'énergie libre de nombreux pro-
cessus endergoniques. Nous pouvons clore cette section en présentant un
dernier exemple illustrant le mécanisme intime par lequel une réaction
endergonique capture I'énergie libérée par un processus exergonique.

Considérons la synthése de l'acétylcholine

Acétate + choline + acétylcholine AF° = + 3 Kcal M-i

II s’agit de la formation d'un ester s’accompagnant d’une variation
d'énergie libre positive, réaction qui ne peut se faire spontanément dans
le sens considéré.

Comme nous |avons dit, I'hydrolyse de FI'ATP est une réaction
exergonique et

ATP H.,0 AMP PP AF° = 8 Kcal M |

est une réaction thermodynamiquement possible.

La synthése de l'acétylcholine est réalisée au cours des réactions
suivantes, qui illustrent le réle important de I'intermédiaire commun aux
deux réactions exergonique et endergonique

E
Acétate + ATP -> acétyllAMP + PP AF° « 0
E
AcetyllAMP + CoA — acétyl-CoA + AMP AF° « 0
Acétyl-CoA + choline -» acétylcholine + CoA AF° — 5 Kcal M"

Acétate -F choline -F ATP —> acétylcholine AMP -F PP
AF° — 8 Kcal M1 -F 3 Kcal M'l
AF° « — 5 Kcal M-i

Dans cette séquence métabolique, la premiére réaction a un AF°
voisin de 0 ce qui signifie qu’l s’agit d’'un systéeme pouvant fournir de
'ATP a partir de pyrophosphate et d'acétyl-AMP. Dans la cellule, cette
réaction se fait toutefois dans le sens d'une hydrolyse de I'ATP, parce
gue la concentration en pyrophosphate est maintenue tres basse gréce
a l'existence d'un enzyme, la pyrophosphatase (E.N. 3.6.1.1), qui hydro-
lyse le pyrophosphate :

PP -F H9O -> P -F p AF0 = — 7 Kcal M“
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Cette réaction, s’accomplissant avec une variation importante d'énergie
libre, est pratiquement irréversible. En I'absence de pyrophosphatase, le
pyrophosphate s’accumulant, forcerait la réaction dans le sens de la
synthése d’ATP, au détriment de celle de I'acétylcholine. Cet exemple nous
permet de montrer pourquoi I'ATP et non I'ADP est le donneur principal
d'énergie dans de nombreux processus biosynthétiques irréversibles qui
seront examinés en détail dans la suite.

A partir des faits qui viennent d’étre exposés, une notion fondamen-
tale émerge : puisque I'énergie requise par une réaction endergonique est
fournie par une classe privilégiée de composés dits « riches en énergie »,
il est évident que la synthése de ces composés doit étre en relation avec
les différentes étapes aboutissant a I'oxydation plus ou moins compléte
de certains substrats. Cet aspect du probleme est abordé dans les
chapitres 11, 12 et 13.
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l. LA THEORIE CELLULAIRE

On estime généralement que la vie a fait son apparition sur la terre
il 'y a environ trois milliards d’'années. Pendant quelque temps elle s’est
manifestée par des formes dont la nature nous reste inconnue et vraisem-
blablement peu différenciées puis elle s’est, comme on dit parfois, « phylé-
tisée » a l'aurore des temps Cambriens, il y a 500 millions d'années et
s'est diversifiée selon les rameaux de la descendance avec modifications.
Les vertébrés sont apparus, comme la paléontologie nous I'apprend, a
la fin de la période silurienne. Cest en 1797 qu’Etienne Geoffroy Saint-
Hilaire a reconnu I'existence d'une unité de plan des animaux. Il homo-
logua les anneaux des articulés aux verteébres des vertébrés : les premiers
vivant & l'intérieur de leur colonne vertébrale, les seconds & I'extérieur.

Cette vue d’Etienne Geoffroy Saint-Hilaire s’insére dans une conception
d'un monde ou tout est donné simultanément et ou ne se posent pas
de problemes d'origines. La doctrine de I'évolution est essentiellement
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celle de la descendance avec maodification, pour reprendre les termes de
Darwin. Sans doute les organismes qui peuvent étre observés a la surface
de la terre se sont-ils tous modifiés depuis qu’ils sont apparus, mais au
cours de la descendance d’un ancétre déterminé, certaines formes se sont
moins modifiées que d’autres sous le rapport de certains caracteres qui,
si on les compare avec ceux d'autres organismes situés dans la méme
lignée, apparaissent comme plus primitifs. L'ensemble des connaissances
relatives aux organismes, accumulées a la suite des efforts des natura-
listes, permet, dans cette perspective, de sérier les étres vivants selon
des caractéres plus ou moins primitifs ou plus ou moins spécialisés, et
de reconstituer de cette maniere les degrés de spécialisation qui cor-
respondent souvent avec des changements survenus au cours de la
descendance.

On s'est ainsi ingénié a reconstituer le développement de I'évolution
et on rattache par exemple les vertébrés aux échinodermes. Un arbre
généalogique en forme d'Y donne une image de [l'histoire des animaux.
Le long de la tige de I'Y se situe un événement capital : l'association
cellulaire qui donne naissance aux ccelentérés, dont font partie les ané-
mones de mer, les méduses et les coraux. La bifurcation de I'Y corres-
pond a l'état ccelomate, c'est-a-dire a la formation d’une cavité intestinale
autonome. L'évolution du regne animal selon l'une des branches de I'Y
comporte a sa base les échinodermes, tels que les oursins et les étoiles
de mer, et conduit aux vertébrés, tandis que l'autre branche de I'Y traverse
la grande diversité des invertébrés pour aboutir aux arthropodes et a leurs
formes les plus évoluées, les insectes. Les deux branches de I'Y conduisent
respectivement aux vertébrés et aux insectes, deux groupes complétement
adaptés a la vie aérienne et dont les formes d’activité psychique culminent
dans l'intelligence des vertébrés et dans linstinct des insectes.

La tige de I'Y que nous venons de considérer s’enracine au milieu d'un
buisson de rameaux parmi lesquels on trouve des rameaux courts comme
ceux des protozoaires ou des éponges, mais aussi ceux des bactéries et
des algues unicellulaires. Parmi les algues unicellulaires, un groupe, celui
des chlorophytes, c'est-a-dire des algues vertes, donne le point de départ
pour I'évolution d'un autre rameau beaucoup plus long et important, celui
des plantes vertes.

Dans la considération de cet ensemble du buisson phylogénique, avec
sa grande diversité de formes, régne un principe d’unité : tous les orga-
nismes sont constitués de cellules. La théorie cellulaire, I'une des induc-
tions les plus fécondes de I'histoire de la biologie, a été formulée en 1839
par Théodore Schwann (1810-1882). Dans sa forme actuelle on peut formu-
ler la théorie cellulaire, qui domine la biologie de notre temps, en sept
propositions :

— Les organismes vivants sont formés d'un nombre variable d'unités
microscopiques qu'on appelle des « cellules », et qui, dans leurs formes
les moins spécialisées sont polyédriques ou approximativement sphériques.

— Les cellules ont des caracteres définis. Elles sont toutes essentielle-
ment de la méme nature et elles sont des unités de structure, aussi bien
gue de fonction.

— Les cellules trouvent leur origine dans une cellule préexistante, par
division.
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FIG. 9-1. Fibroblaste de I'hypophyse de rat. Réticulum endoplasmique de type granulaire.
La coupe passe a travers le réticulum de telle sorte que l'on peut voir a la fois la cavité et,
en profil, la face externe des parois, celles-ci portant de nombreuses formations en chai-
nettes : les polysomes. A I'intérieur du réticulum on trouve des protéines (globulaires) desti-
nées a étre transportées dans d’autres territoires de la cellule, ou servir a I'excrétion.

Dans le cytoplasme proprement dit (espaces plus clairs dans la micrographie) se trouvent
des fibrilles, certaines associées a des polysomes libres (non attachés a la membrane) ;
ces fibrilles sont donc synthétisées in situ et interviennent dans I'élaboration de structures
cellulaires, ou a utilisation locale (d'apres A. Claude) X 60.800.
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FIG. 9-2. Foie de cobaye. Parties de deux cellules dont le cytoplasme est presque entiere-
ment occupé par des éléments du réticulum endoplasmique lisse. Quelques flots de réticulum
granulaire, notamment a proximité du noyau (coin supérieur gauche). Les corps denses sont
les mitochondries (I'opacité est due a la fixation particuliere utilisée, et a I'épaisseur de la
coupe). La structure horizontale est constituée par l'apposition de deux membranes cellu-
laires. A droite, un capillaire biliaire, et villosités (d’aprées A. Claude) approximativement

X 12.000.
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— Les cellules peuvent étre transformées en structures qui ne pos-
sédent plus tous les caractéres des cellules, I'organisme étant constitué
par des cellules, des cellules modifiées et des produits de I'activité des
cellules.

— Les cellules jouissent d’un certain degré de vie individuelle et il
y a, au sein d'un organisme, deux niveaux d’individualité ; celui des cellules
et celui de l'organisme.

— Chaque cellule entrant dans la composition d’un organisme pluri-
cellulaire correspond sous certains rapports a I'organisme entier d’'un étre
monocellulaire.

— Les organismes pluricellulaires tels que les animaux et les plantes
dérivent historiquement de l'assemblage de produits de la division d'orga-
nismes unicellulaires.

Au sein d'un organisme, qu’il soit pluricellulaire ou monocellulaire, on
peut s'attacher au niveau d’individualité de la cellule et atteindre ainsi au
plus grand commun diviseur des organismes. Chaque cellule est un trans-
formateur d’énergie utilisant notamment I'énergie d’'une série de molé-
cules de glucides, dépendant des couches électroniques externes de
leurs atomes constitutifs, lesquels subissent des modifications de poten-
tiel énergétique au cours de réarrangements moléculaires. Cette source
d’énergie libre provenant de la glycolyse est présente au niveau des
membranes cellulaires de la maniéere la plus étendue. Elle représente une
forme trés ancienne et trés générale de source d’énergie libre, mais son
apport énergétique est faible. Une autre source d’énergie libre réside dans
les changements de potentiel énergétique d’électrons transférés sur les
composants d’une chaine de transmetteurs. De telles oxydo-réductions se
déroulent au sein des mitochondries qui constituent, dans le cytoplasme,
autant de moteurs générateurs, a c6té du mécanisme signalé plus haut, de
molécules d’ATP, la monnaie la plus courante des payements énergétiques
des cellules.

Il existe une autre source d'énergie libre que certaines cellules, celles
qui sont pourvues de chlorophylle, sont capables d'’utiliser: c’est I'énergie
d'origine solaire arrivant a la surface terrestre sous la forme de lumiere.

I. ORGANISATION DE LA CELLULE

La cellule des métazoaires, entourée par la membrane cellulaire,
contient une série d’organites : le noyau limité par une membrane nucléaire;
le nucléole, les mitochondries : un ensemble structuré de lamelles et de
vésicules formant le réticulum endoplasmique auquel sont attachées des
particules ; les ribosomes ; I'appareil de Golgi et divers types d’inclusions
et de résultats de la différenciation cytoplasmique variant d’'une forme
cellulaire a une autre. Les cellules parenchymateuses des plantes supé-
rieures sont en outre entourées par une paroi cellulaire, de nature poly-
saccharidique (cellulose). Dans leur état de compléte maturité, les cellules
végétales présentent un cytoplasme distribué en une couche peu épaisse
le long de la membrane cellulaire, la plus grande partie de la cellule étant
occupée par une vacuole, remplie d’'une solution aqueuse. Le cytoplasme
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FIG. 9-3. Cellule du parenchyme chlorophyllien d’une feuille de Perilla. Notez la présence
d’une épaisse paroi intercellulaire p (de nature polysaccharidique), de vacuoles v et de
chloroplastes ¢ avec disques granaires. Comme dans la cellule animale, on trouve le noyau n
(riche en chromatine), des mitochondries m, I'appareil de Golgi g et de nombreux ribosomes
(aspect granulaire du cytoplasme). Les deux cellules occupent la partie centrale de la pho-
tographie viennent de se diviser ce qui explique la faible épaisseur de la paroi cellulosique
mitoyenne pm. X 20000 (d'aprés Bronchart).
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entoure le noyau. On trouve au sein du cytoplasme des mitochondries,
sieges des processus respiratoires et des chloroplastes, sieges de la
photosynthése (Fig. 9-3). Comme les cellules végétales en général, les
bactéries sont limitées par une membrane cellulaire et par une paroi rigide,
elle-méme souvent entourée par une capsule formée de polysaccharides et
de polypeptides. Une région centrale, plus claire, et contenant I'acide
désoxyribonucléique, peut étre considérée comme constituant une région
nucléaire, sans membrane limitante. Entre la région nucléaire et la mem-
brane cellulaire régne le cytoplasme dans lequel sont disséminés des
ribosomes (env. 100 A de diamétre). Ces derniers ne sont pas attachés a
un réticulum comme c’est le cas dans les cellules animales ou végétales.
Les cellules bactériennes ne présentent pas non plus de mitochondries et
le systeme des enzymes respiratoires est situé au niveau de la membrane
cellulaire. Une bactérie est a peu prés de la dimension d’'une mitochondrie
et les deux structures ont beaucoup de traits communs, y compris la pré-
sence de DNA. Ces similitudes ont conduit certains auteurs a admettre que
les mitochondries sont des descendants de microorganismes en relation
symbiotique avec les cellules. C'est dans la membrane cellulaire que réside
le mécanisme des phosphorylations de la chaine respiratoire chez les
bactéries et on peut imaginer qu'a partir de cellules présentant la structure
de ces bactéries se soient développées des cellules plus volumineuses
auxquelles les phosphorylations de la chaine respiratoire au niveau de la
membrane cellulaire n’auraient plus suffi. D’autres bactéries auraient pu
assurer ce développement par leur relation symbiotique avec la cellule,
relation traduite notamment par la perte de la pathogénicité et par la
livraison a la cellule de I'ATP synthétisé au sein des symbiotes devenus
mitochondries.

lll. EQUILIBRE ET L’ETAT STATIONNAIRE
AU SEIN DES CELLULES

Un organisme réclame une fourniture d’énergie en excés sur ce qui est
exigé par le travail qu’impose le milieu (mouvements, etc.). Cette constata-
tion s’applique méme par exemple a un animal adulte conservant un poids
constant et une composition chimique fixe dans un milieu isothermique.
Cet exceés d’énergie est employé au maintien du corps dans un état éloigné
de I'équilibre. Une cellule contient, par exemple, des quantités importantes
de polysaccharides, de protéines, de lipides et d'acides nucléiques en
présence de quantités relativement petites de leurs monomeéres ;. monoses,
acides aminés, etc. Dans ['état d'équilibre, en présence des enzymes
appropriés, la situation serait toute différente.

La composition ionique des liquides extracellulaires est différente de
celle des liquides intracellulaires, en dépit de la perméabilité des mem-
branes cellulaires aux especes ioniques considérées. L’énergie libre
libérée au sein de la cellule est en partie utilisée pour la synthése des
protéines, des polysaccharides, des lipides, etc., a une vitesse égale a celle
de leur dégradation. De I'énergie est aussi utilisée pour maintenir les gra-
dients de concentrations ioniques. Si les grosses molécules (polymeéres)
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étaient hydrolysées ou si les ions diffusaient selon le sens commandé par
les gradients de concentration, I'énergie qui en résulterait serait perdue
par suite du changement d’entropie et du défaut de moyen adéquat pour
l'utilisation de I'énergie libérée. Comme les vitesses des réactions sont les
mémes dans le sens de la libération d'énergie libre et dans celui de son
utilisation, I'énergie transformée apparait finalement sous forme de chaleur,
et le systeme est maintenu dans un état qui s’écarte de I'équilibre. Si la
fourniture d’énergie ou d'oxygéne s’arréte, la tendance a I'équilibre n’est
pas contrebalancée et I'équilibre s’établit, se traduisant par l'autolyse
post mortem.

Mitochondrie en contact avec un pore
de la membrane nucléaire (échange ATP-NAD)

Invaginations Mitochondrie

du glucose de I'extérieur
\de la cellule au noyau

Aooareil ~"endoplasmique
d RE granulaire (R E)

de la glycolyse (siege de la synthése
de sécrétion protéique)

Pore dans la membrane nucléaire
(nucléole libérant le RNA dans le cytoplasme)

FIG. 9-4. Représentation schématique d’une cellule mettant en évidence la répartition des
activités entre organites cellulaires (d’aprés Bourne).

IV. REPARTITION DES ACTIVITES ENTRE
ORGANITES CELLULAIRES

Dans une cellule en état de résistance a I'établissement de I'équilibre,
la portion constituant le noyau est surtout composée par la chromatine
formant un réseau dans les espaces duquel est situé le suc nucléaire. Le
noyau contient deux especes d’acides nucléiques (DNA et RNA), des pro-
téines basiques (histones), d’autres protéines et notamment des enzymes,
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des phospholipides, divers dérivés de phosphates et des constituants
inorganiques. Parmi les enzymes du noyau (Tableau 9-1), on trouve la série
du systéeme de la glycolyse et celle du métabolisme des nucléotides. Le
cycle de Krebs est incomplet : certains de ses enzymes manquent totale-
ment bien que d’autres, telle I'aconitase, soient en concentration importante,
de méme que le cytochrome c. Cet inventaire représente le noyau comme
inapte a synthétiser les ATP, fonction dans laquelle les mitochondries
jouent le réle dominant. Il montre que le noyau est essentiellement le siege
de la dégradation et de la synthése des nucléotides, avec une dominance
trés marquée de la synthése du DNA.

Tableau 9-1

ENZYMES DU NOYAU DES CELLULES HEPATIQUES DE RAT
Les chiffres exprimés en % indiquent I'activité localisée au noyau
par rapport a celle de I’homogénat total
(d'aprés Bourne)

Glycolyse Cycle de Krebs et systeme
des phosphorylations
de la chaine respiratoire

aldolase 5-31
fructose-6-phosphatase 2 aconitase 8-14
glucose-1-phosphatase (0) aconitase (cortex cérébral) 225
glycéraldéhyde ) déshydrogénase isocitrique 2-3
dlesh'ydror?enase (faible) id. (cortex cérébral) 14.1
*Wetyarogénase jusqua 223 cytochrome c 263
hexose diphosphatase 0) cytochrome oxydase co(rj]?:efr?tlgalggns
pyruvate oxydase jusqu'a 154 a 165
NAD cytochrome ¢ réductase 12
Métabolisme nucléotidique NAD synthétase 69-92
fumarase jusqu'a 9.3
adénosine désaminase 2.08 oxydase a-cétoglutarique trace
adénosine-3-phosphatase traces déshydrogénase malique trace
adénosine-5-phosphatase déshydrogénase succinique trace
(5 nucléotidase) 48 NADP cytochrome ¢ réductase jusqu'a 12
ATPase 10-34
B":‘Iﬁzzg (thymus) 279 Métabolisme protéique
nucléoside phosphorylase présente aminoxydase 20-30
ribonucléase 13.8-49 D-aminoacide oxydase (présente)
arginase 36
Métabolisme lipidique cathepsine 31.2
glutaminase 145
octanoate oxydase 2.8 leucine amidase 14.0
oxaloacétate oxydase jusqu'a 10.5 déshydrogénase glutamique 28

Le nucléole apparait comme le siége d’une active synthése de RNA
qgu’il déverse dans le cytoplasme.

Pendant le processus de la mitose, le réticulum de chromatine du
noyau s'individualise en chromosomes, dont les diverses régions corres-
pondent aux genes, formés de DNA. Les génes ont pu étre reconnus au
niveau du réticulum de chromatine dans les périodes séparant celles de
I'individualisation des chromosomes.
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La synthese protéique au niveau des ribosomes apparait, ainsi que nous
le verrons, comme régie par des molécules de RNA provenant du noyau et
amenées dans le cytoplasme. Il est certain que des molécules synthétisées
sous le controle du DNA des génes jouent un réle trés important dans le
développement embryonnaire et dans la différenciation cellulaire. Il est
possible que les ribosomes fixés sur le réticulum endoplasmique soient
d’origine nucléaire (nucléole) et que le noyau exerce en outre une régula-
tion au niveau du réticulum cytoplasmique et sur ses fonctions par I'envoi
dans le cytoplasme de formes diverses de RNA. Les mitochondries et les
chloroplastes échappent a ce contrle et possedent leurs propres DNA.

D’'autre part, on sait que les mitochondries, au cours de leurs lents
déplacements au sein du cytoplasme, viennent aborder la paroi nucléaire
et peut-étre y déversent des ATP, recevant en échange des molécules
de NAD. La cellule apparait dans cette perspective comme formée d’une
équipe d’organites cellulaires aux fonctions définies et dont la mise en jeu
coordonnée conditionne la vie cellulaire, laquelle peut étre définie par une
série d’attributs :

1) Comme n’importe quelle autre machine, la cellule obéit aux lois
de la thermodynamique.

2) Il 'y a couplage entre réactions anaboliques et cataboliques grace
a I'existence de substances, les phosphates « riches en énergie », jouant le
role d’intermédiaires et capables de capter I'énergie d’une réaction exer-
gonique, énergie qui autrement se serait dissipée sous forme de chaleur.

3) Les réactions chimiques qui sont a l'origine de l'activité de la cellule
sont catalysées par des enzymes.

4) Les especes moléculaires entrant dans la composition des cellules
ont des propriétés particuliéeres dépendant de leur structure électronique
et qui sont examinées dans les chapitres suivants.

5) Le maintien de la vie de la cellule dépend du maintien d'un état
écarté de I'état d’équilibre, avec pour conséquence une fourniture cons-

tante d’entropie a l'univers.

6) La vie cellulaire résulte de relations d'échanges entre une série
d'organites qui peuvent étre individualisés au sein de la cellule.

A CONSULTER

BOURNE, G. H., Division of labor in cells. 2¢ édit. Academie Press, New York, 1963.
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La membrane cellulaire et le réticulum endoplasmique
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L'existence d’'une barriere fonctionnelle, différenciée limitant le cyto-
plasme, a longtemps fait I'objet de controverses. Les mesures électriques de
résistance, d’'impédance, de capacitance, de potentiel, de méme que I'étude
des phénoménes de diffusion et de surface, démontrent que le milieu
extracellulaire est séparé de l'intérieur de la cellule par une barriere qui
oppose au déplacement de l'eau, des ions et des molécules, une résis-
tance plus élevée que celle des liquides intra- et extracellulaires.

Les propriétés électriqgues des nerfs montrent d’ailleurs que nous avons
affaire a une structure formée d’un noyau central de faible résistance
électrigue entouré d’'un élément se comportant comme une capacité mal
isolée. Les progrés récents de la microscopie, tant photonique qu’électro-
nique, sont également en faveur de l'existence a la surface de la cellule
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d’une entité morphologique distincte et clairement différenciée qui envoie
a l'intérieur de la cellule un riche réseau de membranes : le réticulum
endoplasmique.

L'étude de la composition chimique des membranes cellulaires montre
gu'elles sont constituées par une association de lipides et de protéines a
laquelle d’importantes fonctions sont dévolues. Outre les phénomenes
électriques et de transport actif, les membranes cellulaires sont le siége
de séquences métaboliques variées dont la glycolyse, la biosynthése des
lipides et celle des protéines sont les plus importantes. Dans les pages
qui suivent nous allons résumer I'essentiel des connaissances actuelles en
matiére de biologie moléculaire des membranes vivantes, ce qui nhous
permettra d’établir certaines relations entre la structure et la fonction de
cet important organe cellulaire.

Ce progrés a été rendu possible grace aux développements récents
des méthodes permettant de déterminer l'ultrastructure des espéces macro-
moléculaires jouant un réle important dans le fonctionnement de la cellule.
En associant ces résultats a ceux de la biochimie classique, le fossé sépa-
rant la réaction réalisée dans un tube a essai de la fonction cellulaire, s'est
progressivement comblé, par la mise en évidence de l'organisation spatiale
des séquences enzymatiques au niveau des structures subcellulaires. Les
exemples les plus démonstratifs sont fournis par la considération de la
glycolyse, de l'oxydation des acides gras, de la chaine respiratoire, etc.

Dans le cas de la membrane cellulaire, la situation est un peu différente.

L'étude de sa structure a été abordée il y a de nombreuses années.
C'est en effet Overton qui le premier a eu l'idée, en 1895, d’établir une
corrélation entre les propriétés physico-chimiques d’une molécule, et plus
particulierement sa solubilité dans les lipides, et la structure de la mem-
brane cellulaire (2).

C’est pourquoi on a suggéré tres tét que la membrane cellulaire devait
étre composée de lipides.

L'étude des films monomoléculaires d'acide gras, de lipides, etc., a
alors permis de proposer avant la deuxieme guerre mondiale un modeéle de
la membrane cellulaire qui est encore a la base de nos conceptions
actuelles en matiére d'organisation et d’ultrastructure de cet important
organe cellulaire.

Les concepts sur lesquels repose I'appellation toute récente de biologie
moléculaire étaient donc déja largement appliqués a I'étude des relations
existant entre la structure et la fonction d’'une membrane vivante.

I. LES LIPIDES ET LEURS CONSTITUANTS

A. ACIDES ALIPHATIQUES

Les acides organiques aliphatiques sont trés répandus dans la bio-
sphére, et en particulier dans les substances grasses, c’est pourquoi on
les appelle « acides gras ».

(w) A ce titre il doit donc étre considéré comme le fondateur de la biologie moléculaire.
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Leur premier terme dans la série forménique est l'acide formique
0
i
H—C—OH
correspondant au méthane CH4, et leur premier terme dans la série éthy-

Iénique est l'acide acrylique, correspondant au propene, a I'alcool ally-
ligue et & l'acraldéhyde (acroléine).

ch? ch?
1
clh
ch? CH
CH c=0 C=0
|
ch2oh OH H
Alcool Acide Acraldéhyde
allylique acrylique (Acroléine)

1. Série forménique (acides gras saturés)

lls constituent une série homologue de formule générale RCO-H, dans
laquelle R représente une chaine aliphatique de la forme CH3(CH2)X ou
C,H2n+i- Les premiers termes sont des liquides volatils. Ceux ayant de six
a neuf atomes de carbone sont des liquides huileux. Quand le nombre
d'atomes de carbone égale ou dépasse dix, la substance est solide.

Les premiers termes sont trés solubles dans I'eau, en se dissociant
faiblement. La solubilité diminue quand augmente le nombre d’atomes de
carbone.

Outre l'acide formique et l'acide propionique, on trouve dans les
organismes tous les acides gras saturés a nombre pair de carbones allant
de 2 a 38. On trouvera dans le tableau 10-1 leurs noms scientifiques, leurs
noms vulgaires, leurs formules brutes et leurs poids moléculaires.

2. Acides gras non saturés

S'il est vrai que les acides gras saturés non ramifiés constituent une
série homologue parfaite représentée dans la biosphére par ses membres
a nombre pair de carbones compris entre 2 et 18 (outre I'acide formique et
I'acide propionique), les acides gras non saturés offrent la complexité
gu’introduit la présence d’une ou de plusieurs liaisons doubles, ajoutant
diverses formes de réactions . halogénation, hydrogénation, etc.

On classe généralement les acides gras non saturés, selon le nombre
de leurs liaisons doubles, en monoéthyléniques, diéthyléniques, triéthylé-
niques et polyéthyléniques.

a) Monoéthyléniques

Ce sont les acides aliphatiques de la série éthylénique. Comme les
hydrocarbures, ils sont nommés d'aprés le nombre de carbones et le
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carbone du carboxyle porte le numéro un. La présence de la liaison double
est indiquée par le suffixe -éne, tandis que sa position se traduit par un
préfixe chiffré, dont les deux chiffres désignent les deux carbones liés

Tableau 10-1
ACIDES GRAS SATURES CnH2n02 (NATURELS ET NON NATURELS)

Nom systématique vu’\llggqire Formule P. M.
n-Méthanoique, méthoique Formique HCOOH 46.03
n-Ethanoique, éthoique Acétique CHgCOOH 60.05
n-Propanoique, propoique Propionique C..H-COOH 74.08
n-Butanoique, butoique Butyrique C3H-COOH 88.10
n-Pentanoique, pentoique Valérique cdh,cooh 102.13
n-Hexanoique, hexoique Caproique CgH11COOH 116.15
n-Heptanoique, heptoique Heptylique c,hl3cooh 130.18
n-Octanoique, octoique Caprylique c.hl3cooh 144.21
n-Nonanoique, nonoique Nonylique cshlicooh 158.23
n-Décanoique, décoique Caprique C,H,,COOH 172.26
n-Undécanoique, undécoigue Undécylique C,,H,COOH 186.29
n-Dodécanoique, dodécoique Laurique CjjH"COOH 200.31
n-Tridécanoique, tridécoique Tridécylique c,,,mcooH 214.34
n-Tétradécanoique, tétradécoique Myristique c,,h2.cooh 228.36
n-Pentadécanoique, pentadécoique Pentadécylique ~ ChH",COOH 242.39
n-Hexadécanoique, hexadécoique Palmitique CA-HACOOH 256.42
/7-Heptadécanoique, heptadécoique, Margarique CIIIH33COOH 270.44
n-Octadécanoique, octadécoique Stéarique C,,H,COOH 284.47
n-Nonadécanoique, nonadécoique Nonadécylique  cikh,7cooh 298.49
n-Eicosanoique, eicosoique Arachidique C,,H3:COOH 312.52
n-Henéicosanoique, henéicosoique C,,H,,COOH 326.55
n-Docosanoique, docosoique Béhénique C,.H,.,COOH 340.57
n-Tricosanoique, tricosoique C,H«COOH 354.60
n-Tétracosanoique, tétracosoique Lignocérique c23h,,cooh 368.62
n-Pentacosanoique, pentacosoique C»H4,COOH 382.65
/7-Hexacosanoique, hexacosoique Cérotique CAHACOOH 396.68
n-Heptacosanoique, heptacosoique C,0H..,COOH 410.70
n-Octacosanoique, octacosoique Montanique CAHMCOOH 42473
n-Nonacosanoique, nonacosoique C,H,,COOH 438.75
n-Triacontanoique, triacontoique Mélissique C"H~"COOH 452.78
n-Hentriacontanoique, hentriacontoique C80H81COOH 466.80
n-Dotriacontanoique, dotriacontoique C,Ha,COOH 480.83
n-Tritriacontanoique, tritriacontoique C32H,2.CO0H 494.86
n-Tétratriacontanoique, tétratriacontoique C.)3H3iCOOH 508.88
n-Pentatriacontanoique, pentatriacontoique C31Hs,COOH 522.91
n-Hexatriacontanoique, hexatriacontoique C,.H,COOH 536.94
n-Heptatriacontanoique, heptatriacontoique C30H73COOH 550.96
n-Octatriacontanoique, octatriacontoique C3tH73COOH 564.99

par la liaison double. Ainsi, I'acide dont le nom vulgaire est acide oléique,
CI18H3402, porte le nom scientifique de 9,10-octadécénoique ou encore, en
abrégé, 9-octadécénoique. C'est le plus généralement répandu des acides
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aliphatiques monoéthénoides de la biosphére, qui en contient toutefois
beaucoup d’autres, tous a nombre pair de carbones. La présence de la
double liaison permet I'existence d'une forme cis et d'une forme trans.
Toutefois, comme la biosphére ne contient que des formes cis des acides
aliphatiques, on peut tenir, dans le domaine biochimique, le préfixe cis
comme sous-entendu, et I'omettre.

b) Diéthyléniques, triéthyléniques, polyéthyléniques

Les exemples d’acides gras a deux, trois, quatre, cinqg ou six liaisons
doubles ne sont pas rares dans la biosphére. Deux d'entre eux sont parti-
culierement répandus. Ce sont: un acide diénoique, I'acide linoléique,
CisH:i20-, ou 9,10,12,13-octadécadiénoique et un acide triénoique, I'acide
linolénique, Ci8H3002, ou 9,10,12,13,15,16-octadécatriénoique.

3. Acides aliphatiques ramifiés

Quelques acides gras saturés peuvent ne pas avoir une chaine
linéaire. Un exemple est l'acide isovalérique ou 3-méthyl-butanoique
CH31 CH(CH2)+ CH2: COOH, le seul acide aliphatique naturel (outre I'acide
formique et l'acide propionique), qui ait un nombre impair de carbones.
Toutefois, la chaine principale est a nombre pair. Dans les séries non
saturées, les exemples de ramification sont plus nombreux dans la
biosphere.

4. Acides bibasiques ou poiybasiques

lls jouent un réle trés important dans la chimie de la biosphére. Peu
concentrés dans les tissus animaux ou dans les bactéries, on les trouve
en guantités notables dans les tissus des végétaux. Dans un cas comme
dans l'autre, leurs fonctions sont trés importantes. Le chimiste organicien
crée séparément ou simultanément les deux fonctions acides d un acide
bibasique en transformant, par exemple, en fonction acide une fonction
alcool ou une fonction aldéhyde. C'est ainsi qu’il prépare l'acide oxalique
COOH COOH, par oxydation du glycol CH2OH-CHZ20H, de l'aldéhyde glyco-
lique CHO CHZ20H ou du glyoxal CHO-CHO.

Les diacides et les polyacides sont des solides, solubles dans l'eau et
dans l'alcool, et qui peuvent fournir des anhydrides internes.

0
h2o + (6]
CH2- COOH
0
Acide succinique Anhydride succinique

Il n'existe qu’un diacide 1,2: c'est I'acide oxalique COOH COOH. Le
permanganate I'oxyde en CO02 et H20. Le plus simple des diacides 1,3 est
l'acide malonigue COOH CH2-COOH, qui se décompose, a 100 déja, en
acide acétique et C02 Le type des diacides 1,4 est |acide succinique
COOH CH?2 CH2-COOH. La chaleur le déshydrate en un anhydride interne.
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L’'acide fumarique COOH—CH=CH—COOH, chauffé a 140° en vase
clos avec un peu d’eau, fournit son isomeére I'acide maléique.

H—C—COOH H—C —COOH
1

H—C—COOH HOOC—C—H

Acide maléique Acide fumarique

5. Acides-alcools et polyacides-alcools

L'acide lactigue CH3-CHOH-COOH est l'un des plus communs dans
la biosphere. Quand on chauffe un acide-alcool, il perd facilement de I'eau,
mais les modalités de la réaction sont différentes, selon la position relative
du carboxyle et de I'oxhydryle alcoolique. Quand ils sont en position 1-2
comme dans l'acide lactique, il se forme un hétérocyclique oxygéné
nommé lactide :

R R

CH | OH H|OOC -» H,0 + CH—O—CO
“+ ! |

COO| h Tiolhc CO—o—-ch

Quand les carboxyle et oxhydryle alcoolique sont en position 1-3, le
chauffage produit un acide éthylénique :

CH,OH—CH,—COOH -> CH, = CH—COOH + H,0

Quand les deux fonctions sont en 1-4 ou 1-5, il se forme un ester
interne ou lactone

CH,—CH,—CH,—CH, CH,—CH,—CH2—CH,
= | * + H0

OH COOH o S —— co

Lactone
a) Monoalcools monoacides

lls apparaissent fréquemment au cours des processus de dégradation
des aliments cellulaires.

Le plus simple est l'acide glycolique CH,OH-COOH.

L'acide lactique peut exister sous les formes de deux isoméres de
position, Il'acide lactique primaire ou R-lactigue CH,OH-CH,-COOH et
I'acide lactigue secondaire ou a-lactique CH3-CHOHCOOH. Ce dernier
contenant un carbone asymétrique, il existe sous la forme d'un isomére
droit et d’'un isomére gauche.

La biosphere ne contient, en fait de dérivés alcooliques de I'acide buty-
rique, que l'acide R-oxybutyrigue CH3-CHOH CH,-COOH. Un intéressant
monoalcool monoacide est I'un des acides entrant dans la composition des
cérébrosides, I'acide hydroxylignocérique C,,H43-CHOH COOH.
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b) Polyalcools monoacides

Le plus simple est l'acide glycérigue CH20H-CHOH-COOH. On peut,
par oxydation des glucides, préparer autant de polyalcools monoacides,
en particulier a partir des aldoses, dont la fonction aldéhydique est beau-
coup plus facilement oxydable que la fonction cétonique des cétoses.

Cc) Monoalcools polyacides

Le plus simple est I'acide tartronique COOH-CHOH-COOH, qui est un
produit d’'oxydation du glycérol CH2OHCHOH-CH20H, de l'acide malo-
nigue COOH ' CI-L.-COOH et de I'acide tartrique.

Deux autres représentants de cette catégorie jouent un roéle important
dans la chimie de la biosphére. Ce sont I'acide maligue COOH-CHOH-CH2-
COOH, qui fournit par oxydation de I'acide malonique et qui se transforme
par perte deau en acides maléique et fumarique, et I'acide citrique
COOH ' CHo' C(OH)(COOH): CH2: COOH, qui est un monoalcool triacide.
II se déshydrate a 175° en acide aconitigue COOH-CH:C(COOH)CH2
COOH.

d) Polyalcools polyacides

Il existe dans la biosphere une série de polyalcools polyacides dérivés
des glucides par oxydation.

6. Acides-aldéhydes

Le plus simple, COOH-CHO, est l'acide glyoxylique, que le chimiste
prépare par réduction de I'acide oxaligue COOH-COOH ou par oxydation
du glycol CH2OHCH20H.

Les acides uroniques sont des dérivés des aldoses par oxydation en
carboxyle de la fonction alcool primaire.

L'acide glucuronique, trés répandu dans la biosphére, est I'acide uro-
nique dérivant du glucose.

HOCH Acide D-glucuronique
HCOH
HCOH

COOH

7. Acides-cétones

On distingue les acides monocétoniques par la mention a, B, y, 0, etc.
selon la position de la fonction cétone par rapport a la fonction acide.
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Le chimiste organicien les prépare en oxydant les acides-alcools corres-
pondants, ou en hydratant les nitriles cétoniques correspondants. |l prépare,
par exemple, I'acide pyruviqgue CH;cCO-COOH en hydratant CH:i-CO-CNL
Les plus importants des acides a-cétoniques des cellules sont les suivants .
pyruvique, oxaloacétique, a-cétoglutarique et oxalosuccinique et leur décar-
boxylation est le source majeure du CO2 libéré par les phénoménes de
respiration.

0 o]
0} C—COOH C—COOH
! I
(0] C—COOH CHo HC—COOH
1 1
C—COOH CH2 ch? ch?
|
CHi COOH COOH COOH
Acic}e Acide Acide Acide
pyruvique oxaloacétique a-cétoglutarique oxalosuccinique

Aux différents acides gras correspondent des acides R-cOtoniques
selon la formule générale :

R a 0
R—CH.,—CH,—COOH -> R—C—CH, — COOH

Il
0

Le plus simple des acides R-cotoniques est I'acide acétoacétique
0

CH3—C—CHO—C—OH

Il
0

Acide acétoacétique

Une propriété générale des acides cétoniques est la fixation de I’hydro-
géne naissant sur la fonction cétone, avec formation d’'acides-alcools
secondaires. D'autre part l'action de la chaleur differe chez les acides
a-cétoniques et chez les R-cotoniques. Chez les premiers le C02 est perdu
avec formation d un aldéhyde, tandis que chez les seconds, c’est une cétone
qui se forme.

Exemples :
C8H5—CO—COOH -> C6H5—CHO + CO02

Acide benzoylformique Benzaldéhyde

CH3—CO—CH,—COOH -> CH:l—CO—CH3 + CO02

Acide acétoacétique Acétone
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Les acides cétoniques peuvent exister sous la forme cétonique et sous
la forme énolique :

R—C—CH.,—COOH R—C = CH—COOCH
[ |
0] OH
Forme cétonique Forme énolique

B. LIPIDES TERNAIRES

Les lipides sont des esters constituants des matiéres grasses et esters
analogues. On distingue les lipides ternaires, contenant seulement du
carbone, de I'hydrogene et de I'oxygene, des lipides complexes, contenant
en outre du phosphore et de l'azote.

On répartit les lipides ternaires en plusieurs catégories, parmi les-
quelles :

1. Les glycérides, esters du glycérol.
2. Les cérides, esters d’alcools supérieurs.
3. Les stérides, esters de stérols.

1. Glycérides
a) Exemples de glycérides
CHo—O—OC—C15H31 CHo—O—O0C—CI17H33
CH —O—OC—CI15H31 CH —O0—O0C—CI17H35
CHo—O—O0OC—C15H31 CHo—O—OC—C17H3S
Tripalmitine Tristéarine
(1 molécule de glycérol + 3 molécules (1 molécule de glycérol + 3 molécules
d’acide palmitique, acide saturé) fond d’acide stéarique, acide saturé) fond a
vers 65° et est par conséquent solide 71°, donc solide a la température
a la température ordinaire. ordinaire.

CHo—O0—0OC——Ci7Hss
CH —O—OC—C17H33

CHo—O—OC—C1tH33
Trioléine

(1 molécule de glycérol + 3 molé-
cules d’acide oléique, acide non satu-
ré) fond a —6°, donc liquide a la
température ordinaire.

Ces trois glycérides sont des glycérides simples, c’est-a-dire des gly-
cérides dans lesquels les trois molécules d’acide, qui prennent la place
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de I'atome H de chacun des groupements OH du glycérol, sont identiques.
La formule générale des glycérides simples est donc la suivante :

CH,—O—O0OC—R

CH —O0—O0C—R

CH.—O0—O0C—R

Dans certains autres glycérides, les glycérides mixtes, les trois molé-
cules d’acides gras ne sont pas identiques, par exemple, dans la distéaro-
palmitine :

ch2—0—0C—-c17h35
CH —O0—O0C—CI15H31

ch2—o—oc—-c]7h35
Distéaropalmitine

(I molécule de glycérol + 2 molé-
cules d'acide stéarique + 1 molécule
d'acide palmitique).

b) Propriétés des glycérides

Les glycérides sont insolubles dans I'eau. lls sont solubles dans I'éther,
le benzéne, le chloroforme, I'alcool chaud, le sulfure de carbone, etc.
lls sont en général insolubles dans l'alcool froid. Les glycérides ne sont
pas volatils. Quand on les chauffe, ils se décomposent, vers 300°, avec
formation d’une série de produits, parmi lesquels des hydrocarbures volatils
et de l'acroléine dérivée du glycérol. Cette derniére est surtout abondante
si on chauffe le glycéride en présence d’un déshydratant.

Les glycérides sont des substances neutres. Si on fait agir sur un
glycéride une base, il se décompose (comme tout ester) en régénérant ses
constituants, glycérol et acide gras (sous forme d’un sel ou savon). Cette
opération porte le nom de saponification.

Exemple :
C3R,03 — (OC - C17H35)3 + 3 KOH = C (C17H35COOK) + C3H5 (OH);i
Tristéarine Stéarate de potassium Glycérol
(un savon)

On donne aussi, par extension, le nom de saponification a la décom-
position, sous l'influence de l'eau surchauffée, ou, a la température ordi-
naire, sous l'influence d’une lipase, du glycéride en glycérol et acides gras.

C3HBO3 — (OC — C17H35)3 + 3 HI,0 = 3 (C17H35COOH) + C3H5 (OH)3

Acide stéarique Glycérol

Les glycérides, dans la constitution desquels entrent des acides gras
non saturés, ont, comme ces derniers, la proprité de donner des dérivés
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halogénés par fixation de deux atomes d’élément halogene (p. ex. l'iode)
sur chaque liaison double.

C) Graisses ou corps gras

Les corps gras sont des mélanges de glycérides. Exemples : beurre,
graisse de porc, graisse de boeuf, graisse humaine, huile de foie de morue,
huile d'olive, huile de lin, etc.

La graisse humaine, matiere de réserve accumulée dans les cellules
de certains tissus, est un mélange de trois glycérides simples : trioléine,
tristéarine, tripalmitine, et de plusieurs glycérides mixtes : dioléopalmitine,
distéaropalmitine, distéarooléine, etc. Sa constitution varie avec I'age, le
climat et aussi, a l'intérieur d’'un méme individu, d'un organe a lautre.
La trioéline domine chez les individus vivant dans les climats froids et dans
les parties du corps exposées au refroidissement. La graisse de I’'homme
fond entre 15 et 27°, suivant les organes. Elle est donc liquide a la tempé-

rature du corps : elle coule sous le scalpel du chirurgien.

Les corps gras étant des mélanges, leurs propriétés sont des résul-
tantes ; elles dépendent de la nature des glycérides constituants et aussi
des proportions relatives de ces derniers.

i) Point de fusion

La graisse d'oie fond a une température plus basse que la graisse de
boeuf ; et cette derniére a un point de fusion plus bas que celle du mouton.
Plus un corps gras contient de trioléine, plus bas est son point de fusion.
L’huile d'olive est de la trioléine presque pure. Elle est liquide & la tempéra-
ture ordinaire.

i) Indice d’iode

Nous avons vu que sur les doubles liaisons des acides gras non
saturés et des glycérides qui en contiennent, on peut fixer des atomes
d’iode. La trioléine, par exemple, fixera six atomes d’iode sur sa molécule,
et la dioléopalmitine en fixera quatre. Par contre, la tripalmitine ne fixe pas
d’iode. La quantité d’iode absorbée par une quantité donnée d'un corps
gras sera par conséquent une caractéristique de sa composition, et en
quelque sorte la mesure de son « insaturation ».

L'indice d’iode d'un corps gras est le nombre de grammes d’iode que
fixent 100 g de ce corps gras.

iii) Indice de saponification

Comme on I'a vu plus haut, I'action d’une base sur un glycéride décom-
pose ce dernier en glycérol et sels d’acides gras ou savons (un seul savon
dans le cas d’un glycéride simple, deux ou trois dans le cas d'un glycéride
mixte). La transformation requiert trois molécules de base par molécule de
glycéride. Pour une quantité donnée de corps gras (mélange de glycérides),
la quantité de KOH nécessaire pour accomplir la saponification sera
d’autant plus grande que les molécules des glycérides constituants seront
plus petites. L’indice de saponification d’une graisse est le nombre de mg
de KOH nécessaire pour accomplir la saponification d'un gramme de
graisse. Le beurre a un indice de saponification relativement élevé : |l
contient une forte proportion d'acides gras inférieurs. Celui de Il'huile de
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coco est encore plus grand. Le lard, la graisse de mouton, I'huile de foie
de morue ont, par contre, des indices de saponification relativement
faibles . ils contiennent une forte proportion d’acides gras supérieurs.

Pour fixer les idées, voici un tableau donnant le point de fusion,
I'indice d’iode et I'indice de saponification de quelques échantillons de
corps gras :

Tableau 10-2
Point Indice Indice de
de fusion d’iode saponification

Be-urre ....................... 26-38 220-230
Graisse de porc . . 50-70 195-197
» de bpeuf ................... 36-48 193-200

» humalne L 57-66 193-199
Huile de foie de morue . . oL 0-10 144-168 175-193
» d‘ollv_e - - - 78-91 185-194
» de M. 173-202 190-195

iV) Rancissement des corps gras

Sous l'action de certaines bactéries et des enzymes qu’elles sécretent,
les glycérides qui entrent dans la composition des matieres grasses sont
transformés en glycérol et acides gras. Certains de ces derniers ont déja
par eux-mémes une odeur désagréable (I'acide butyrique, par exemple).
Par oxydation et rupture de la double liaison d’acides gras non saturés, il
y a formation d’aldéhydes et d'acides gras volatils qui donnent aux corps
gras rancis leur mauvaise odeur. Ce début de dégradation peut aussi
fournir des acides R-cdtoniques qui, aprés décarboxylation, donneront des
méthyl-cétones :

—co,

R— CH2—CH2—COOH R—CO—CH2—COOH R—CO—CH.)

Les méthyl-cétones renferment de huit a dix atomes de carbone ; elles
ont une odeur et un godt tout a fait caractéristiques (fromages).

2. Cérides

Ce sont des esters d'acides gras de poids moléculaire élevé et
d’alcools supérieurs monovalents.

Exemple ;. le palmitate de cétyle, constituant principal du blanc de
baleine (alcool cétylique = C16H340).

3. Stérides

Les stérides sont des esters d'acides gras et de stérols.

La lanoline ou graisse de la laine de mouton, est un mélange d'oléate,
de palmitate et de stéarate de cholestérol.
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C. LIPIDES COMPLEXES

La plupart des lipides complexes sont des diesters d’acide orthophos-
phorigue. Ceux qui n’appartiennent pas a cette catégorie seront ici
décrits en méme temps que les autres. Le fait que ces lipides complexes
sont trés répandus dans la biosphere doit leur faire donner le rang de
constituants fondamentaux des cellules.

1. Glycérophosphatides

a) Lécithines ou phosphatidylcholines

Les lécithines sont des esters de phosphorylcholine et de glycérol
estérifié deux fois par des acides gras (*). Selon la position de la liaison
ester par rapport au carbone a et au carbone (5 du glycérol, deux isoméres
sont possibles

Ac. phosphatidique

H..COOCR

R'COOCH
o CHj

H.,.C—O—P—O0O—CH.,—CH2—NT—CHs3
| ' ‘
OH CHgj
L-lécithine a
h2coocr

|
(¢] CH:i

HC—O—P—0O—CH2—CH2—N+—CH3
OH CH3

HoCOOCR'

L-lécithine 3

La biosphére ne synthétise que des lécithines a, trés répandues dans
toutes les cellules. La pluralité des lécithines a résulte de la diversité des
radicaux R, saturés ou non. La base de la lécithine, la choline

(CH3)aN—CH2—ch2oh

est aussi trés répandue dans la biosphere.

Les lécithines sont insolubles dans I'eau, dans laquelle elles gonflent.
Elles sont solubles dans l'alcool et I'éther, et insolubles dans | acétone.

(i) L’hydrolyse partielle d’une lécithine s'accompagne du déplacement d un seul acide gras ,
on obtient alors une lysolécithine. L’acide lysophosphatidique résulte de la phosphorylation d un
monoglycéride ; comme dans le cas de la lysolécithine, il ne contient donc qu un seul acide gras.
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b) Céphalines ou phosphatidyléthanolamines

Les céphalines sont des diacylglycérylphosphoryléthanolamines et elles
different donc des lécithines par la substitution de la choline par une autre
base, I'aminoéthanol (ou colamine) :

nh2—ch2—ch2oh

A l'état pur, les céphalines sont solubles dans le méthanol, I'éthanol,
I'éther, I'éther de pétrole, le chloroforme, l'acide acétique glacial, et inso-
lubles dans l'acétone. Mélangées a d'autres glycérophosphatides (phos-
phatidylsérine, plasmalogene, etc.) elles sont insolubles dans [Ialcool.
Il est vraisemblable que les céphalines naturelles sont du type a, mais la
démonstration de ce fait n'est pas encore compléte.

c) Phosphatidylsérines

Solubles dans le chloroforme, ces glycérophosphatides sont moins
solubles dans I'éthanol ou le méthanol, ce qui permet de les isoler. La
sérine est la base qui tient ici la place de la choline dans les lécithines.
Les phosphatidylsérines ont donc la structure suivante :

HXOOCR
RCOOCH

‘ 0 0
\ Il
H2C—O0—P—0—CH2—CH—C—O0H

OH NH2

L-phosphatidylsérine

d) Plasmalogénes

Les plasmalogénes sont solubles dans l'alcool, I'acide acétique glacial
et le chloroforme, légérement solubles dans le benzéne, insolubles dans
I'acétone et I'éther.

On propose deux structures, soit la forme hemiacétal, soit un éther &,
' non saturé.

OH

CH,—O—CH—Rj CH2—OCOR;j

\ |

RCOOCH RCH = CHOCH

0- o-

CH2—O—P—0—CH2—CH,— N*H3 CHO—O—P—0—CH2—CH>—NL

Il
0 0
Phosphatidal déthanolamine Lysophosphatidal d éthanolamine

(forme hémiacétal) (forme éther)
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La choline et la sérine peuvent remplacer I'éthanolamine dans les deux
formules représentées.

e) Phosphoinositides

Ces lipides complexes contenant de I'inositol, sont nhombreux et encore
mal connus.

2. Sphingolipides

Dans ces lipides complexes l'alcool est, non le glycérol, mais la sphin-
gosine, aminoalcool en Ci8.

CH3— (CH2)j2— CH = CH— CH(OH) — CH(NH2) — CH20H

Sphingosine

a) Sphingomyélines ou phosphosphingosides

Les sphingomyélines pures et cristallisées sont insolubles dans I'éther
et dans l'acétone. Elles sont solubles dans le benzéne, I'éthanol a chaud et
I'acétate d’éthyle a chaud. Elles sont émulsionnables dans I'eau.

CH,
(CH.)

CH Sphingosine

Acide gras

Phosphorylcholine

Formule générale des sphingomyélines

b) Cérébrosides

Leur hydrolyse fournit la sphingosine, des acides gras et du galactose.
Ce sont des constituants essentiels de toutes les cellules (animaux, végé-
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taux, champignons) et les seuls lipides complexes ne contenant pas de
groupe phosphate.

(CH)12
CH
Il
CH > Sphingosine
Hoo O
OH H H
HC—O C—C—C—C—C—CH..OH
H H H OH OHH
v J
Galactose

Formule générale des cérébrosides

. COMPOSITION CHIMIQUE DES MEMBRANES CELLULAIRES

Depuis les travaux d’Overton, réalisés a la fin du siécle dernier, on
considéere que les lipides représentent un constituant important de toutes
les membranes cellulaires. Comme ces derniéres jouent un réle fonda-
mental dans le métabolisme de la cellule, on a essayé d'établir une corré-
lation entre la composition en lipides et le type de différenciation cellulaire.
Les études les plus récentes portent non seulement sur les membranes
cellulaires mais aussi sur les membranes d’organites intracellulaires comme
la mitochondrie.

Dans le cas des globules rouges, les analyses réalisées sur les
« ghosts » (') provenant de différentes espéces, montrent que les lipides
représentent entre 20 et 30 % du poids total de la préparation. Comme des
chiffres assez voisins de ces derniers ont été trouvés pour d'autres mem-
branes cellulaires, on estime que la quantité de matériel lipidique est assez
constante d’'une espéce animale & l'autre. Ceci est aussi vrai dans le cas
des phosphatides puisqu’on trouve qu’ils varient de 50 a 60 % du poids
total des lipides (Tableau 10-3).

La proportion des divers phosphatides varie d’'une espéce a l'autre et
on a pu montrer que la concentration en lécithine variait en proportion

0) Lorsque le globule rouge est soumis a I’hémolyse on obtient une cellule dépourvue de son
contenu et constituée essentiellement d’un riche réseau de membranes : «le ghost »
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inverse de celle en sphingomyéline (Tableau 10-4), la somme des deux
constituants étant pratiquement constante.

Tableau 10-3

COMPOSITION EN LIPIDES DES MEMBRANES DES GLOBULES ROUGES

Les analyses ont été faites sur les « ghosts » et les résultats sont exprimés en pour cent
des lipides totaux

Différents échantillons ont été utilisés pour la détermination des constituants indiqués ci-dessous,
ce qui explique que la somme des pourcentages n'est pas exactement égale a 100

(d'aprés De Gier et Van Deenen)

Acides gras

Espéce des glycérides Cholestérol Phosphatides
28 27 60
33 315 56
27 215 53
29 23 58
33 21 58
28 28 61

On a pu établir une relation intéressante entre la teneur en lécithine
et certains caractéres de perméabilité des globules rouges. La figure 10-1
montre la relation qu'il y a entre le temps d’hémolyse et la concentration en
[écithine. On peut voir que la concordance est bonne et I'analyse statistique
des résultats démontre dailleurs quelle est significative.

Tableau 10-4
COMPOSITION EN PHOSPHATIDES DES GLOBULES ROUGES DE DIVERSES ESPECES

Les analyses ont été faites sur les « ghosts » et les résultats sont exprimés en pour cent
de la teneur totale en phosphatides

(d'apres De Gier et Van Deenen)

Sphingomyélines

Espece Lécithines + Céphalines
lysophosphatides
1 63 36
T 61 32
29 36 35
39 37 24
44 29
56 26 18

Comme les phénoménes de perméabilité sont extrémement complexes,
il est difficile de tirer une conclusion définitive, mais la corrélation observée
suggere toutefois que les proportions respectives des différents types de
phosphatides de la membrane pourraient étre a l'origine de certains carac-
teres de perméabilité.

En ce qui concerne les acides gras des glycérides et des phospha-
tides, I'étude comparative de leur distribution dans les tissus des différents
animaux permet de tirer des conclusions intéressantes.
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Le tableau 10-5 donne la composition en acides gras des glycérides
des tissus provenant de trois espéces animales alors que le tableau 10-6
donne la composition en acides gras des phosphatides des tissus de sept
espéces animales.

mouton boeuf homme

FIG. 10-1. Relation entre la concentration en lécithine (]j) des globules rouges de diverses
espéces et le temps d hémolyse (O). L'hémolyse est obtenue dans une solution isotonique
de glycol (d'aprés De Gier et Van Deenen).

Ces résultats peuvent étre exprimés graphiquement (Fig. 10-2 et 10-3).
On voit alors que les glycérides des différents tissus d’'un méme animal,
ont la méme composition relative en acides gras contrairement a ce qui
est observé avec les phosphatides dont les proportions relatives sont plutét
en relation avec le type de différenciation cellulaire considéré. Il y a
toutefois certaines différences et dans la série souris, rat, lapin, porc,
cheval, boeuf et mouton, il y a une diminution progressive de la concentra-
tion en palmitate et oléate dans les phosphatides du poumon et du cerveau.

Les membranes des différents organites intracellulaires ont une com-
position en acides gras presque identique (Fig. 10-4), ce qui semble
indiquer qu’a ce niveau les acides gras n’interviendraient pas directement
dans la détermination de la spécificité des fonctions dévolues aux différents
types de membranes.
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TRIGLYCERIDES PHOSPHATIDES
12+ 12+
+ 16"16118"18'18- 18! 20' + 16" 16" 18" 18' 18" 18" 20’

14"
Y/ V\I\I\\H

L O B R e

12“ 12..
+ 16" 16' 18"18' 18" 18" 20’ L6 1618" 18" 18718" 20
14" 14

FIG. 10-2. Composition en acides gras des triglycérides et des phosphatides extraits des
tissus normaux et pathologiques de trois espéces animales. Le pourcentage en poids est
exprimé en ordonnée et l'intervalle séparant deux lignes horizontales représente une varia-
tion de 10 %. En abscisse, les acides gras sont représentés par un chiffre donnant le
nombre d’atomes de carbone de la chaine et I'exposant indique le nombre de doubles

liaisons (d'apres Veerkamp, Mulder et Van Deenen).
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12- 12--
16" 16' 18° 18 18-18" 20* 4- ieP161 18"18" 182183 20%
W W
re 11111 rrr 11111

PHOSPHATIDES

POUMON

souris CERVEAU
cochon cochon
cheval cheval
beeuf boeuf
mouton mouton
souris souris

12°
+ 16" 161 18" 18' 182 183 20* TUMEURS

14

souris : t. Ehrlich
t.benzopyréne

hépatome

lapin :  t.Brown-Pearce

4

FIG. 10-3. Composition en acides gras des phosphatides extraits de tissus normaux et
pathologiques (d'aprés Veerkamp, Mulder et Van Deenen). (Explications : légende de la
figure 10-2).
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TRIGLYCERIDES PHOSPHATIDES
12° 12
—+ 16" 16’ 18° 18’ 18" 18 20' + 16"16' 18" 18' 18-' 18" 20'
14 14"
[ T O A N A
FOIE FOIE
noyau noyau

mitochondrie

surnageant surnageant
HEPATOME HEPATOME
noyau noyau
mitochondrie mitochondrie
surnageant surnageant
+ 16" 16’ 18" 18’ 18" 18" 20' + 16" 16' 18" 18' 18" 18" 20'
14" 14"

FIG. 10-4. Composition en acides gras des triglycérides et des phosphatides de différentes
fractions cellulaires du foie de rat (explications : lIégende de la figure 10-2) (d'aprés Veer-
kamp, Mulder et Van Deenen).

lll. ULTRASTRUCTURE DES FILMS LIPIDIQUES

Les constituants des membranes cellulaires pondéralement les plus
importants sont les lipides et les protéines.

Les problemes en relation avec la composition et la structure des
protéines sont examinés dans les chapitres 6 et 16.

Quant aux lipides, on sait que leur caractéristigue essentielle réside
dans le fait qu’ils possédent une partie hydrophobe consistant en une ou
plusieurs chaines hydrocarbonées ou encore en une portion cyclique
comme dans le cas des stéroides.

La figure 10-5 donne la structure et I'encombrement stérique approxi-
matif des lipides qui sont les plus importants pour le probléme qui nous
intéresse. Toutes ces molécules ont tendance a former des couches dans
lesquelles les portions hydrophobes des molécules sont opposées. Dans
le cas d’'une couche monomoléculaire d’acides gras a chaine longue, com-
primée a une interface eau-air, les groupes polaires des molécules sont
insérés dans l'eau alors que les parties hydrophobes restent dans la phase
gazeuse (Fig. 10-6).



LA MEMBRANE CELLULAIRE

V. ukK
1 M-V
@
8
2
©
e
=
o
(%)
r
YV-y-vS'-tf37,
o.rf
YYY—"O.yyyy-

n...-'0}
3
=
=
S
g =V =ITTWLLY VTV )
) K, TNV HK7VWSYOI

(_..>.r,\.t..v,\.v,\.<" ry (>>

ALy N/ ety ML~ Op)

‘mm.... \J./J., , AX..T~i.. [J-...€O;

rY " rf YN '<=---rAJf(

k- STEA P AT NPy -
yt'O'Y'Y'O'Y'y'Y'Y'(\)'YY’\
W\®;

p7

,-0-U-y-i-«}

o

o

o

(@ >N

FIG. 10-5.

Encombrement stérique approximatif de quelques lipides entrant dans la com-

position des membranes vivantes (d'aprés Finean).
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Les films monomoléculaires ont été I'objet de nombreuses études
dans le but d'éclaircir non seulement des problemes d’ultrastructure tels
que distances interatomiques, forme de la molécule, surface de section, etc.

27m?7I

o000

C

FIG. 10-6. Arrangement des molécules d'acide gras.

A : en une couche monomoléculaire

B : en couches superposées dans du matériel a I'état cristallin
C : a une interface eau-huile.

Remarquez la position du groupe polaire schématisé par un cercle (d'aprés Schoffeniels)

mais aussi de définir aussi précisément que possible les forces impliquées
dans la stabilisation des couches de lipides. Dans ce genre d’étude on
considere la relation existant entre la pression développée et la surface
occupée par la couche monomoléculaire (courbe tension-surface). Dans
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le cas des acides gras, une modification portant sur le groupe polaire a trés
peu d’influence sur la courbe, contrairement & celle portant sur la longueur
de la chaine hydrocarbonée ou sur son degré de saturation.

On a ainsi pu montrer que les facteurs responsables de la stabilité
d’un film de phosphatides sont non seulement les forces électrostatiques
entre les zwitterions de la méme classe (P* et Nt} mais aussi les inter-
actions de Van der Waals entre les chaines hydrocarbonées et les forces
de répulsion entre ces chaines et les molécules d'eau.

FIG. 10-7. Ovolécithine traitée par les ultrasons et une solution de phosphotungstate de
potassium a 2 %. X 145000 (d'aprés Bangham et Horne).
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Les films monomoléculaires formés a partir de mélanges de lipides
ont permis de réaliser des associations lipidiques particulierement stables.
On a montré par exemple que le cholestérol modifie la structure d’un film
de lécithine en formant un systeme plus étroitement associé. Cette obser-
vation apporte un élément important dans l'interprétation de l'ultrastructure
de la myéline (p. 251).

D’'autres informations concernant la structure des couches lipidiques
ont été obtenues par la méthode de la diffraction des rayons X. A l'état
solide les molécules lipidiques polarisées sont organisées en couches
successives formées de films bimoléculaires mettant en contact d une part
les surfaces ioniques et d’autres part les portions hydrophobes des molé-
cules. On a pu préserver l'organisation des molécules lipidiques en
couches superposées et ainsi permettre leur observation au microscope
électronique. Les couches sont épaisses de 40 a 50 A et bien qu’il y ait
encore pas mal d’incertitudes quant au détail de | arrangement des molé-
cules, il est certain que les images observées traduisent I'organisation en
couches bimoléculaires.

IV. PHENOMENES ELECTRIQUES AUX INTERFACES

II'y a généralement une accumulation de charges électriques a la
limite existant entre deux phases. A ce niveau, se forment deux couches
d’ions de signes opposés : c'est ce que l'on convient d'appeler la double
couche. L'existence de ces charges peut parfois donner naissance a une
différence de potentiel. Il est toutefois trés difficile, si pas impossible, de
mesurer en valeur absolue cette différence de potentiel puisqu’il faut intro-
duire au moins une autre interface pour compléter le circuit électrique.

Plusieurs théories ont été proposées pour calculer la différence de
potentiel prenant naissance au niveau de la double couche. La plus
ancienne remonte a Helmoltz qui dés 1879 proposait d’assimiler le systeme
a un condensateur formé de deux couches monomoléculaires portant des
charges de signe opposé. Dans cette théorie, on postule que la variation de
potentiel entre les deux couches est linéaire, ce que nous savons étre faux
dans la plupart des cas. Assimiler la double couche a un condensateur est
donc une approximation qui peut conduire a une évaluation fausse tant de
la grandeur que du sens de la différence de potentiel. En effet, il est trés
difficile d’obtenir une valeur exacte de la constante diélectrique de I'espace
séparant les charges électriques. De plus, on sait que dans la plupart des
systemes physico-chimiques d’intérét pour le biologiste, une des couches
au moins est diffuse, ce qui permet de supposer que le champ électrique
ne varie pas de facon uniforme entre les couches.

On peut démontrer I'existence de la double couche en réalisant une
expérience simple. Considérons une interface placée dans un champ
électrique. Si le champ électrique a une composante parallele a l'interface
et si les deux phases sont mobiles, elles se déplaceront en sens opposé
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et selon l'orientation du champ électrique. Dans le cas d’un solide finement
pulvérisé dans l'eau, on peut observer le déplacement des particules dans
un champ électrique (électrophorése). S’il s’agit par contre d’un systéme
constitué d’'une phase solide fixe (sable, membrane de terre cuite, tube
capillaire, etc.) I'eau se déplacera relativement au solide ; c'est ce qu’on
appelle I'électroendosmose. D’autre part, I'application d’une pression hydro-
statique forcant I'eau a se déplacer a travers la membrane de terre poreuse
ou le tube capillaire, produira une différence de potentiel, appelée potentiel
d'écoulement, qui s’établira dans I'épaisseur de la membrane de terre
poreuse ou entre les extrémités du capillaire. Donc dans le systéme consi-
déré, une force électromotrice produira un mouvement relatif des deux
phases, et réciproquement un mouvement relatif des deux phases engen-
drera une force électromotrice.

A l'interface, il y a donc des couches porteuses de charges électriques,
de signe opposé, expliqguant la différence de potentiel (potentiel électro-
cinétique ou potentiel C).

On peut aussi expliquer la différence de potentiel prenant naissance a
une interface par le fait qu’une seule espéce ionique peut passer facilement
d’une phase a l'autre. L'exemple le plus simple est donné par le potentiel
d'électrode qui résulte, dans le cas d'une électrode métallique (argent par
exemple) de la solubilisation du métal. Il peut aussi s’agir d’une phase qui
n'est pas un métal, mais qui peut néanmoins donner ou accepter facile-
ment un ion (résine échangeuse d'ions).

Une extension de ce cas est fournie par la considération d’'une mem-
brane séparant deux solutions, I'une contenant une macromolécule chargée
électriquement et ne pouvant franchir la membrane, l'autre, une solution
saline (équilibre de Donnan, potentiel de Donnan).

Enfin les mobilités dans la membrane de l'anion et du cation étant
différentes, on observera une différence de potentiel entre les deux phases
liquides séparées par la membrane (potentiel de diffusion).

V. ULTRASTRUCTURE DES MEMBRANES CELLULAIRES

A. RESULTATS DE L'ANALYSE DIRECTE

Des études réalisées sur la perméabilité des membranes vivantes a
| aide de substance hydro- et liposolubles, on peut conclure que la barriére
fonctionnelle est de nature lipidique. Les arguments qui viennent d'étre
présentés concernant le comportement des molécules de lipides, permettent
de supposer que cette barriere est représentée par une seule couche
bimoléculaire de lipides.

Les caractéristiques électrigues de la membrane vivante sont en effet
tres proches de celles d'une couche bimoléculaire d'acides gras. Les
valeurs du tableau 10-7 illustrent cette proposition.
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Une couche d'acides gras n’explique toutefois pas certaines caracté-
ristiques physiques de la membrane vivante. On a par exemple mesuré
la tension de surface de différentes cellules. La valeur trouvée est voisine
de 0.1 dyne cm'l C'est une valeur beaucoup plus basse que celle trouvée
avec un film d'acide gras. C’est pourquoi on doit postuler que dans le
cas de la membrane vivante les lipides sont associés a des protéines.

Tableau 10-7

CARACTERISTIQUES COMPAREES D’UNE MEMBRANE VIVANTE ET D'UNE COUCHE
BIMOLECULAIRE DE PHOSPHOLIPIDES

(d'aprés Thompson)

Membrane Couche bimoléculaire
Caractéristiques cellulaire de phospholipides

20-25 °C 80 o
Epaisseur A 60 -80 A 61 * 10
Résistance électrique O cm- 102-1or 0.25 -4 10a
Capacitance nF cm-2 0.5-1.3 0.75
Tension de surface dynes cm-1 0.03-3.0 0.5
Perméabilité a I'eau \i\ min-1 atm-1 0.1-3.0 0.16
Voltage de rupture mV 100-300 200 = 20

Des considérations qui ont été présentées plus haut, on peut
s’attendre a ce que I'épaisseur de la couche bimoléculaires de lipides soit
voisine de 40 & 65 A alors que les couches de protéines recouvrant les
deux faces du film lipidique devraient avoir une épaisseur d'environ 10 A
chacune.

Aprés lintroduction du permanganate de potasse en microscopie
électronique, Robertson a pu mettre en évidence une structure, épaisse
de 75 A localisée & la surface de la cellule ou dans les gaines de myéline,
consistant en deux bandes apparaissant en noir sur les clichés et
séparées par une zone claire. Cette structure a été retrouvée au niveau
de toutes les cellules et des organites intracellulaires. L’utilisation d’autres
fixateurs (acide osmique par exemple) a permis d'établir plus en détail
les particularités de cette structure qui, étant donné sa généralité, a été
appelée par Robertson la membrane unitaire. A la lumiére des nombreuses
études qui ont été consacrées a la membrane unitaire, il apparait que
cette structure est riche en lipides et en protéines et qu elle doit étre
associée a la barriere fonctionnelle généralement appelée la membrane
cellulaire.

Les études faites par la méthode de la diffraction des rayons X per-
mettent de montrer qu'au niveau de la membrane unitaire I'eau est orga-
nisée et se trouve dans un état voisin de celui quon observe a Iétat
solide (glace). D'autre part, il apparait que I'épaisseur totale de la mem-
brane est voisine de 100 A, comme [I'épaisseur de la couche lipidique
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n'excéde pas 65 a 70 A, les 30 A restants doivent étre attribués aux
deux couches de protéines (Fig. 10-8).

Dans ces conditions, il apparait que les lipides présents dans la
myéline doivent se trouver dans un état d’'organisation qui diminue

I'encombrement stérique de ces molécules a I'état libre.

FIG. 10-8. Représentation schématique de l'ultrastructure de la myéline (d'aprés Schoffeniels).
A = phosphatidylsérine ; B = cholestérol ; C — cérébroside ; A' = sphyngomyéline.

Nous avons signalé plus haut l'action stabilisante du cholestérol.
Nous savons d’autre part que dans la myéline les phospholipides, le
cholestérol et les cérébrosides sont présents dans le rapport 2:2:1.
Comme tout le cholestérol est pratiquement non estérifi€, on pense que

son groupe hydroxyle participe a l'organisation de la couche lipidique.

A la lumiére de ces considérations, on peut proposer le schéma de
la figure 10-8 qui illustre l'ultrastructure de la myéline.
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La mitochondrie a également été étudiée sous cet angle et les pre-
miéres études ont permis de mettre en évidence une structure des
membranes mitochondriales voisine de celle de la myéline. L'analyse
chimique de la mitochondrie a également révélé que cet organite possede
des membranes riches en lipides mais, contrairement a ce qui a été
trouvé avec la myéline ou le globule rouge, la quantité de cholestérol
est faible. Il y a toutefois beaucoup de phospholipides (Tableau 10-8).

Tableau 10-8

COMPOSITION EN PHOSPHOLIPIDES DES MICROSOMES ET DES MITOCHONDRIES
D'ORIGINES DIVERSES

Les résultats sont exprimés en pour cent du phosphore des phospholipides totaux

Phosphatidyl-
- . . Sphingo- Autres phos-
choline sérine éthanolamine nqyéli%e pholip%es
Rat
microsomes
muscle strié 69.0 45 15.5 7.0 4.0
ovaire 53.0 8.0 11.0 12.0 16.0
foie 37.0 11.0 16.0 8.0 28.0
rein 44.0 115 14.0 19.0 11.5
mitochondrie
foie 725 75 15.0 5.0 —
Beeuf
mitochondrie
coeur 37.0 — 31.0 _ 32.0
Porc
mitochondrie
ceeur 36.0 3.0 25.0 5.5 27.0

L'utilisation de meilleures techniques de fixation et d’enrobement a
permis a certains auteurs de mettre en évidence, au niveau de la membrane
des crétes mitochondriales, I'existence de structures globulaires ayant un

diameétre de 80 a 100 A. Cette unité macromoléculaire est appelée la
particule élémentaire. Elle est présente également dans les chloroplastes.

La particule élémentaire serait selon certains un systéeme organisé formé
par l'arrangement précis des enzymes constituant certaines séquences
métaboliques importantes de la mitochondrie (p. 347).

Sa relation avec la membrane unitaire n'est pas encore bien
précisée puisque, selon d’autres auteurs encore, les membranes de la
mitochondrie et des cellules en général seraient constituées d’unités
globulaires placées cb6te a cote.
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Selon le concept de la membrane unitaire, les couches non lipidiques
sont supposées étre formées de protéines allongées plutét que de protéines
globulaires. Cette conclusion est proposée a la suite des observations
faites par la méthode de la diffraction des rayons X qui indique qu’il n'y a
pas assez de place, dans la myéline par exemple, pour une protéine
globulaire.

Cette opinion devra sans doute étre modifi€ée, tout au moins dans le
cas des membranes des organites intracellulaires, puisque les résultats
obtenus récemment dans ce domaine semblent indiquer la présence de
protéines globulaires.

En tout état de cause, en dépit des limitations des méthodes utilisées
pour la mise en évidence des ultrastructures, on peut conclure que I'essen-
tiel des relations existant entre la structure et la fonction des membranes
a été défini.

L'organisation submicroscopique de la membrane doit étre consi-
dérée comme étant le résultat de I'existence d’un réseau dont la composi-
tion chimique est celle d'un mélange complexe de lipides associés a des
protéines.

B. RESULTATS DE L’ETUDE FONCTIONNELLE

La conclusion d'Overton concernant la nature lipidique de la mem-
brane cellulaire a été largement confirmée. C'est pourquoi sa méthode
expérimentale, consistant a déduire les caractéristiques structurelles d’une
membrane a partir de ses propriétés fonctionnelles, a été beaucoup utilisée.
Si les études concernant I'action de nombreuses substances sur les carac-
teres de perméabilité des membranes vivantes ont permis de préciser la
notion de site actif, il est toutefois difficile d’obtenir, a partir des résultats
une image cohérente et détaillée de I'ultrastructure du site responsable
d’un caractére de perméabilité.

Par contre I'étude du mouvement de l'eau et de certaines substances
hydrosolubles a permis a certains auteurs de tirer des conclusions quant a
I'ultrastructure de la membrane vivante.

L’'opinion classique, proposée par Starling et Landis, et défendue par
Ussing, est que le flux osmotique d'eau est la résultante d’un déplacement
en masse de molécules a travers les pores de la membrane. Ce déplace-
ment a lieu lorsque par suite de la présence d’une substance incapable de
franchir la membrane il y a une différence dans les fractions molaires du
solvant. L’'autre opinion, plus récente, proposée par Chinard, est que le
flux osmotique d'eau est essentiellement diffusionnel, c'est-a-dire qu'il
s'agit d’'un déplacement de molécules au hasard.

De nombreuses difficultés tant pratiques que théoriques s’opposent a
la résolution du probléme. Il est pourtant évident que la connaissance du
mécanisme expliquant le passage de l'eau a travers une membrane vivante
nous permettrait de tirer des conclusions importantes quant a l'ultrastruc-
ture de la membrane.

Le comportement de l'eau au niveau de la peau des amphibiens
illustre les propositions ci-dessus.
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Si la peau de la face ventrale d’'un amphibien est placée entre deux
chambres de telle sorte qu’une solution soit en contact avec la face
externe (e) de la peau et une autre solution en contact avec la face
interne (i), on peut mesurer simultanément le flux net d’eau Aw prenant
naissance sous l'influence d'un gradient osmotique et le flux entrant Jei a
l'aide d'eau tritiée.

Connaissant le flux entrant et la concentration en eau du compartiment
externe (55.5 M/litre pour I'eau pure), on peut calculer le coefficient de
perméabilité de la membrane a I'eau, puisque

Jel — PICM (10-1)

ou P, est le coefficient de perméabilité (LT1) et C(e) la concentration de
l'eau dans le compartiment externe.

Dans le cas de la peau de crapaud Jei est égal a 8.2 10"3 pM cm 2 sec-1,
ce qui donne une valeur de Pi égale a 1.48 10-4 cm sec-1. On peut également
utiliser la valeur du flux net pour calculer le coefficient de perméabilité
puisque :

Aw = Jei — Jie = P2C(p) — P2C(i) = P2(C,e) —C(1p> (10-2)

Dans cette équation Jie est le flux sortant.

Les résultats expérimentaux montrent que Aw est égal a 4.6 104 pM
cm-2 sec'l lorsque la solution baignant la face externe de la peau est une
solution saline de Ringer diluée 10 fois.

Connaissant la concentration de l'eau dans la solution de Ringer
(55.3 M par litre) et postulant que la solution diluée est de I'eau pure
(55.5 M par litre) il est possible a partir de la relation (10-2) de calculer PD.
On obtient une valeur voisine de 2.3 103 cm sec-l qui est donc 16 fois
plus grande que celle obtenue pour Pi.

Si la méme expérience est réalisée avec une membrane artificielle, on
obtient des différences importantes selon que le coefficient de perméabilité
est déterminé par la mesure d’un flux net (c'est-a-dire un changement de
volume) ou a l'aide d’'un isotope. Dans le cas d’une membrane de collo-

1
dion, la composante du flux d'eau attribuable a la diffusion est la “*

partie du flux osmotique.

On est donc amené a conclure qu’une pression osmotique ou hydro-
statique, appliquée au niveau d’'une membrane perméable a I'eau, donne
naissance a un transfert d'eau qui dans sa presque totalité n'a pas les
caracteres d'un phénomene de diffusion.

On a proposé diverses explications pour justifier la différence observée
dans les valeurs de Pt et P2 Aucune n'est satisfaisante et le probleme
reste posé dans son entiéreté.

On a suggéré que la détermination du coefficient de perméabilité a
l'aide d’eau tritiée ou d'eau lourde serait entachée d’une erreur par suite
de l'existence d'un effet isotopique ; I'eau marquée ne se comporterait pas
comme l'eau ordinaire. Cette interprétation peut toutefois étre rejetée car
on sait que le flux osmotique a la méme valeur, qu’il soit déterminé a I'aide
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d’eau ordinaire ou d’eau lourde par exemple. Si I'eau franchit la membrane
au niveau de sites disposés dans I'épaisseur de la membrane ou s’il existe
au contact immédiat de la membrane une couche d’eau ne se mélangeant
pas parfaitement avec la solution immédiatement adjacente, I'activité spé-
cifique de l'eau a ces niveaux pourrait étre trés différente de celle mesurée
dans la solution. Enfin la membrane pourrait étre percée de pores au niveau
desquels l'eau se déplacerait en masse selon la loi du flot laminaire.

C’est cette derniére interprétation qui est la plus généralement accep-
tée, notamment dans le cas des membranes vivantes.

En insérant la valeur du fiux net d'eau, dans une équation appropriée,
il est possible de calculer non seulement le diaméetre moyen des « pores »
de la membrane, mais aussi la fraction de la surface totale de la membrane
occupée par les pores (densité). Les chiffres obtenus avec diverses cellules
sont tous voisins de 10 A pour le diamétre du « pore », et la surface des
« pores » représenterait une fraction de pourcent de la surface totale de
la membrane.

Si la différence existant entre le flux osmotique d’eau et la diffusion de
cette molécule peut étre attribuée a I'existence de pores dans la membrane
vivante, on doit s’attendre a ce que le flux osmotique d’eau exerce un effet
d’entrainement sur les substances en solution. C'est en fait ce qui est
observé avec certaines molécules. Par contre d’autres molécules ayant des
dimensions ou des fonctions chimiques voisines se comportent différem-
ment, ce qui suggére que le mécanisme responsable du passage de l'eau
et des molécules a travers une membrane vivante est trés spécifique et de
toutes facons plus complexe que ce qui est postulé dans la théorie simple
et naive de la membrane poreuse.

VI. UTILISATION DE L’ENERGIE LIBRE DANS
LES MEMBRANES CELLULAIRES

A. BIOSYNTHESE DES ACIDES GRAS

La synthése des acides gras fait intervenir le malonyl-CoA qui est
synthétisé selon la réaction suivante.

Mn+t
CH3CO—S——CoA + CO2 + ATP-----> ADP + P(+ COOH—CH2—C—S—CoA

0]

Malonyl-CoA

L'enzyme qui catalyse la réaction (carboxylase de [I'acétyl-CoA
E. N. 6.4.1.2) contient de la biotine qui, avec I'ion Mn*t est indispensable
au déroulement de la réaction.

Le malonyl-CoA est rapidement utilisé & la synthése d'acides gras a
chaine longue. Dans le cas de l'acide palmitique on a: 1 acétyl-CoA +
7 malonyl-CoA -I- 14 NADH + 14 Ht -> | palmitate + 7 CO-, + 8 CoA +
14 NAD + 6 H20.
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Le systeme nécessite donc la présence d’'acétyl-CoA et de NADred.
Il est intéressant de remarquer que le CO2 produit dans la réaction est
celui qui a été fixé au cours de la carboxylation de I'acétyl-CoA en malonyl-
CoA. Les deux derniers carbones du palmitate (CJ5 et Cio) proviennent de
I'acétyl-CoA alors que tous les autres carbones sont fournis par le
malonyl-CoA.

Puisque le glucose est une source importante d'acétyl-CoA, cette
molécule constitue un point important de convergence entre les voies
métaboliques des oses et des acides gras. Plus particulierement, a partir
de Il'acétyl-CoA provenant du catabolisme du glucose, on peut obtenir un
acide gras et dans le cas de l'acide palmitique par exemple, il est facile de
montrer que quatre moles de glucose sont indispensables a la synthese
d’'une mole de cet acide gras.

On peut ainsi calculer l'efficience théorique des voies métaboliques
aboutissant a la synthése d’'une mole de palmitate a partir de quatre moles
de glucose. L'oxydation compléte de quatre moles de glucose s'accom-
pagne de la libération de 2 720 Kcal alors que l'oxydation compléte d'une
mole de palmitate libére 2400 Kcal. II est donc certain que la mise en
réserve par la lipogenése, de I'énergie chimique des oses, est un processus
extrémement efficient.

B. BIOSYNTHESE DES TRIGLYCERIDES

On trouve trées peu d’acides gras a I'état libre dans la cellule. lls sont
en effet transformés, au cours d’une réaction d'activation, en dérivés du
coenzyme A et incorporés a l'acide re-glycérophosphorique.

Cette réaction, préliminaire a la synthese des triglycérides, aboutit a
la formation d’acide L-a-phosphatidique, qui est également le précurseur
des phosphatides.

H.,COH H..COOCR
2 RCO——CoA + H—COH -> RCOOCH + 2 CoA
h2copo3h? h2copo8h?
Acyl-CoA Ac. L-a-glycérophos- Ac. L-a-phospha-
phorique tidique

Cette réaction a une spécificité absolue pour I'a-glycérophosphate et
requiert préférentiellement des acides gras a 16 ou a 18 carbones.

L'acide phosphatidique est hydrolysé au cours d’une étape ultérieure
en diglycéride qui réagit alors avec un acyl-CoA pour former un triglycéride.
+ h2o

Ac. L-a-phosphatidique-------- > D-1,2-diglycéride + P[
D-1,2-diglycéride + acyl-CoA  triglycéride

La premiére réaction est catalysée par la phosphatidate phosphatase
(E. N. 3.1.3.4) et la deuxieéme par la diglycéride acyltransférase (E. N. 2.3.1.20).
La premiéere réaction ne s’accompagne pas d'un changement de confi-
guration : le phosphatidate est qualifié L- par suite de ses relations struc-
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turelles avec le L-glycérophosphate, alors que le diglycéride est D- a cause
des rapports stéréochimiques qu’il a avec le D-glycéraldéhyde.

Si le foie est le siége principal de la synthése des triglycérides, la
fraction microsomique de toutes les cellules posséde toutefois I'arsenal
des enzymes capable de réaliser cette biosynthése. On trouve aussi dans
les microsomes de [I'épithélium intestinal de rat et de lapin un systéme
enzymatique qui catalyse la formation de diglycéride a partir de mono-
glycéride et d'acyl-CoA. Ce systéme n’est pas présent dans la cellule
hépatique.

C. BIOSYNTHESE DES PHOSPHATIDES

Le phosphatidate est le précurseur des phosphatides. Outre la
séquence métabolique décrite en B., il peut étre formé au cours d'une
réaction kinasique faisant intervenir un diglycéride et I'ATP :

D-1,2-diglycéride + ATP -» ac. L-a-phosphatidique + ADP.

D’autre part a partir d’'un monoglycéride (a ou R) on a, en présence d'ATP,
formation d’'un acide L-a-lysophosphatidique qui se combine alors avec un
acyl-CoA pour donner un phosphatidate.

RCOCOA
Monoglycéride + ATP —- ADP + H2COOC—R-------- > ac. L-a-phosphatidique

HOCH

HX—0P03—H2
Ac. L-a-lysophosphatidique

1. Phosphatidylsérines

La premiere étape de la biosynthése des phosphatidylsérines est la
formation d'un intermédiaire dérivé de Il'acide phosphatidique et du tri-
phosphate de cytidine (TPC)

Ac. L-a-phosphatidique + TPC

HZC‘IOOCR,
r2cooch o 0
| I Il
HC—O—P —0—P—
| |

OH OH

OH OH
Cytidine-diphosphate-diglycéride
L intermédiaire réagit alors avec la L-sérine pour former la phosphatidyl-
sérine
DPC-diglycéride + L-sérine phosphatidylsérine + MPC
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La phosphatidylsérine peut également étre formée au cours de la réaction
suivante :

Phosphatidyléthanolamine + L-sérine -» phosphatidylsérine + éthanolamine

Glycérol Acide gras
s- ATP ATP + CoA
g — » ADP » AMP + PP;
\'

L-a-glycérophosphate

acyl-CoA <- acétyl-CoA
»COoA

ac. L-a-phosphatidique choline

 ATP
"—» ADP

phosphorylcholine

D-a-p-diglycéride
MPC-phosphorylcholine

L-a-lécithine

FIG. 10-9. Biosynthese des lécithines (d’aprés Kennedy).

2. Phosphatidylinositols

La formation de ces phosphatides a lieu selon un schéma analogue a
celui qui vient d'étre décrit :

Mn++
DPC-diglycéride + inositol-----> phosphatidylinositol + MPC

3. Phosphatidyléthanolamines (céphalines)

Les expériences réalisées a l'aide d’isotopes radioactifs indiquent que
les phosphatidyléthanolamines sont produites par décarboxylation des
phosphatidylsérines. L'enzyme catalysant la réaction nécessite la présence
de phosphate de pyridoxal.
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4. Phosphatidylcholines (lécithines)

La biosynthése des lécithines se fait selon deux voies principales. L’'une
fait intervenir la phosphorylcholine.

TPC + phosphorylcholine —» MPC-phosphorylcholine + PPj

MPC-phosphorylcholine + diglycéride” L-a-lécithine + MPC

Acide palmitique

CATP + CoA
u» AMP + PPi
y
palmityl-CoA <- acétyl-CoA

NADPH + H*
\V-» NADP + CoA

aldéhyde palmitique

dihydrosphingosine
s- FAD

fadh?
T
sphingosine

acyl-CoA
C» CoA
N-acyl-sphingosine
(céramide)
MPC-phosphorylcholine
C» MPC
sphingomyéline

FIG. 10-10. Biosynthése des sphingomyélines.

Le schéma de la figure 10-9 résume I'ensemble des réactions qui abou-

tissent a la synthése des lécithines a partir de glycérol et d'acides gras.

Une autre voie métabolique fait intervenir la méthylation de phospha-
tidyléthanolamine a partir de S-adénosylméthionine. La méthylation se fait
par étapes successives et aboutit a la formation d’intermédiaires mono- et
diméthylés.
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5. Plasmalogénes

On ne connait pas grand-chose de la biosynthése des plasmalogénes.
On sait toutefois qu’a partir de MPC-phosphorylcholine et d’un diglycéride,
un extrait de foie de rat catalyse la synthése d’un plasmalogéne ayant pour
base la choline. La méme réaction a lieu avec les dérivés de I|'éthanolamine.

6. Sphingomyélines

Comme le démontrent les études effectuées a l'aide d’isotopes, les
carbones | et 2 de la sphingosine et de la dihydrosphingosine proviennent
des carbones 2 et 3 de la sérine.

2 3
CH3— (CH2)19—CH = CH—CH—CH—CH,, HOOC —CH—CH2
| I B \
OH NHo OH NH2 OH
Sphingosine Sérine

Le groupe aminé dérive également de la sérine et durant le transfert il
reste attaché au carbone 2. Par contre la fonction carboxyle de la sérine
est perdue au cours d’une réaction de décarboxylation.

A partir d’enzymes extraits du cerveau de rat on a pu reconstituer la
ségquence métabolique aboutissant a la synthése des sphingomyélines. Cette
séquence est résumée dans le schéma de la figure 10-10.

7. Cérébrosides

Dans le réticulum endoplasmique des cellules du cerveau de cobaye
et de rat on a mis en évidence la présence d’'un enzyme catalysant la forma-
tion de psychosine ou galactosylsphingosine a partir de sphingosine et de
UDP-galactose.

Sphingosine + UDP-galactose-» psychosine + UDP
La fonction amine de la psychosine est alors acétylée par le stéaryl-
CoA pour donner un cérébroside ou galactolipide

Stéaryl-CoA + psychosine -> cérébroside + CoA

D. CATABOLISME DES PHOSPHATIDES

On a mis en évidence l'existence d’hydrolases agissant sur les liaisons
esters des phosphatides. Ces enzymes sont présents dans les venins de
serpent, le pancréas, certains végétaux (carotte, choux), la toxine a du
Clostridium weichii, etc.
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Ces hydrolases agissent sur les liaisons marquées des lettres A, B, C
et D (dans la formule générale des lécithines).

a' B
H..CO---—-- OCRj
[

A
R.,CO---—---OCH

o
D C
H.CO—P—OR3

|
a O-

La phospholipase A (E. N. 3.1.1.4) catalyse I'hydrolyse des lécithines
au niveau de la liaison A avec comme conséquence la production d’une
lysolécithine et d’'un résidu d'acide gras. Cet enzyme est également actif
sur la méme liaison des céphalines, de la phosphatidyléthanolamine et des
plasmalogénes dont la base est la choline ou I'éthanolamine. La phospho-
lipase B agit sur la liaison B des lysolécithines ou de la lysophosphatidyl-
éthanolamine. On a également mis en évidence I'existence d'enzymes
capables d’hydrolyser les phosphatides au niveau des liaisons marquées
C et D dans la formule générale ci-dessus.

E. ROLE DES MEMBRANES CELLULAIRES DANS LA SYNTHESE DES
PROTEINES

Voir chapitre 16.

F. LES MEMBRANES CELLULAIRES ET LES METABOLISMES PRIMAIRE
ET SECONDAIRE

Voir chapitre 15.

G. LE TRANSPORT ACTIF
1. Définition

Les membranes cellulaires ont la propriété d'établir des différences de
composition ou de concentration entre les liquides qu’elles séparent. Cette
situation résulte de ce que nous sommes convenus d’appeler des caracteres
de perméabilité.

Si on en est encore au stade de la formulation d’hypothéses en ce qui
concerne la relation exacte existant entre la structure de la membrane et
les phénomenes de perméabilité, nous avons actuellement le moyen de
définir la nature des forces responsables des déplacements de matiére
observeés.
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Si nous convenons de dire que le flux d’'une substance est la quantité
de matiére traversant l'unité de surface de membrane dans Il'unité de temps
(ML~2T~1) on peut écrire dans le cas d'une molécule franchissant une
membrane séparant deux compartiments 1 et 2 que

J2 = CK (10-3)

ou J12 est le flux du compartiment 1 au compartiment 2, C] la concentration
de la substance dans le compartiment | et K le coefficient de perméabilité.
L'équation montre que K a pour dimensions LTL

Si on considére le flux en direction opposée, on écrira

J21 = CbK (10-4)

La détermination de la valeur numérique de K, chose aisée depuis la
généralisation de I'emploi des isotopes, ne permet toutefois pas de tirer
une conclusion quant a la signification physique de cette constante. En
d’autres termes, la connaissance du coefficient de perméabilité n’apporte
rien quant a l'identification de la force responsable du mouvement observé.

Par contre, si nous considérons le rapport des flux, il est clair que dans
le cas d'une substance se déplacant en vertu de la deuxiéme loi de la
thermodynamique, ce rapport devra étre égal au rapport des concentra-
tions. En effet

i C.K

Pour étre rigoureux on devrait utiliser I'activité, a, au lieu de la concentra-
tion. Comme, en pratique, on a rarement la possibilité de connaitre le
coefficient d'activité, on utilise en premiére approximation la concentration.

Dans le cas d'un ion, le probléeme se complique du fait que la plupart
des membranes vivantes sont le siege d’une différence de potentiel élec-
trigue. Il faut donc, dans l'interprétation des résultats, tenir compte de cette
force supplémentaire.

Dans le cas d'un ion, on aura donc :

J2 & RT <€ E*

J.,j _C. e a0-6

ou z est la valence ionique, F le nombre de Faraday (96 500 coulombs),
R la constante des gaz (8.3 joules internat, par degré et par mole), T la
température absolue et E|-EL la différence de potentiel existant entre les
solutions 1 et 2 séparées par la membrane.

L'utilisation pratique de I'équation (10-6) est illustrée par les résultats
du tableau 10-9.

Il s'agit des valeurs des flux unidirectionnels de Na obtenues a l'aide
d’isotopes radioactifs. Le matériel biologique utilisé est la peau isolée de
grenouille qui sépare deux compartiments. Celui qui est en contact avec la
face externe de la peau contient une solution saline dont la concentration
en Na est de 11.5 pE/ml (compartiment 1). Le compartiment 2, en contact
avec la face interne de la peau est rempli d'une solution contenant
115 [xE/ml de Na. Le flux entrant Ji2, le flux sortant J2i et la différence de
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potentiel électrique (Ei-E2 = AE) sont mesurés au cours d’'une période
contrdle et dans les conditions d’inhibition des phosphorylations de la
chaine respiratoire par I'emploi de 2,4-dinitrophénol.

Tableau 10-9

LES FLUX ENTRANT ET SORTANT DE SODIUM AU NIVEAU DE LA PEAU
ISOLEE DE GRENOUILLE

Chague période contrdle est suivie de I'application d’un inhibiteur des phosphorylations
de la chaine respiratoire (DNP)

(d'apres Schoffeniels)

. AE Rapport des flux ~—
J=i mV

exp. cale.

Contréle.... 0.34 0.093 62 3.66 0.011

DNP . 0.25 157 —1 0.16 0.15

Controle . 0.445 0.145 82 3.07 0.025
DNP. 0.049 0.56 — 6 0.087 0.126
Contréle. 0.228 0.008 72 285 0.017
DNP.. 0.032 0.216 -7 0.148 0.132

Au cours de la période contrle, le rapport des flux trouvés expérimen-
talement est trés différent de la valeur calculée a partir de I'équation (10-6).
Ce résultat indique clairement que le flux net de Na ne peut pas s’expliquer
par l'existence des gradients de potentiel électrique ou chimique.

Tableau 10-10

QUELQUES EXEMPLES D’IONS ET DE MOLECULES QUI SONT L’OBJET
D’UN TRANSPORT ACTIF

Transport actif type cellulaire

ions inorganiques

Na+ — K* la plupart des cellules

Cl- épithélium gastrique (vertébrés) ; branchie des

poissons ;| plantes carnivores ; etc.

%
H épithélium gastrique (vertébrés) ; plantes carni-

vores ; etc.
Catt la plupart des cellules
ions organiques
certains acides aminés rein, muscle, nerf et épithélium intestinal (ver-
(basiques, glycocolle, alanine, etc.) tébrés, arthropodes) ; monocellulaires ; cellules
tumorales ; etc.
Certains acides gras épithélium intestinal (vertébrés)
molécules
D-glucose épithélium intestinal, muscle (vertébrés)
D-galactose levure ; etc.

Les ions Na sont donc transportés activement a travers la peau de
grenouille de la solution baignant la face externe de la peau vers la solu-
tion en contact avec la face interne, et de I'énergie dérivée du métabolisme
doit étre fournie pour expliquer le flux net observé.
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En présence de 2,4-dinitrophénol, on voit au contraire qu’il y a une
bonne relation entre la valeur du rapport des flux calculée et celle trouvée
expérimentalement. Ce résultat indigue donc que lorsque la source d'éner-
gie métabolique est supprimée, les déplacements du sodium se font en
vertu de la deuxieme loi de la thermodynamique. Cette méthode d’analyse
a été appliquée avec succés a de nombreux systemes biologiques, ce qui a
permis de mettre en évidence non seulement la généralité du phénomeéne
du transport actif du Na et du K au niveau des membranes cellulaires, mais
aussi de démontrer que d’autres ions organiques ou inorganiques, et cer-
taines molécules, sont I'objet d'un transport actif.

Le tableau 10-10 donne quelques exemples caractéristiques.

2. La source directe d’énergie dans le transport actif

Nous avons défini le transport actif comme étant un mécanisme con-
sommant de I'énergie, il est donc évident que de I'énergie chimique doit
étre introduite dans le systeme afin que la deuxiéme loi de la thermodyna-
mique soit respectée.

La premiére question qui se pose est donc de connaitre la nature de
la source d'énergie cellulaire utilisée dans le transport actif. De nombreux
travaux ont été consacrés a ce sujet et la conclusion des recherches
effectuées a l'aide d’inhibiteurs du métabolisme est en faveur de I'hypo-
these selon laquelle I'ATP serait la source d'énergie dans les phénomeénes
de transport actif.

Une démonstration directe de la participation de I'ATP est fournie par
les expériences réalisées sur les globules rouges et l'axone géant de
calmar. Dans le cas des hématies, I'’ATP est introduit dans le « ghost » en
hémolysant les cellules dans une solution d'ATP ; on constate alors que le
ghost est capable de transporter activement Na.

Des microinjections d’ATP, d’arginine-phosphate ou de phosphoénol-
pyruvate, dans un axone géant de calmar, dont le métabolisme est inhibé,
restaurent le transport actif de Na. On peut donc conclure qu’en I'absence
d’une production métabolique d'ATP, le transport actif des cations est
aboli et peut étre rétabli par l'introduction d’ATP dans le systeme.

3. Relation entre I'hydrolyse de I'ATP et le transport actif des cations

Si 'ATP est la source directe d’énergie dans le transport actif on peut
postuler qu'un chainon important du systéme doit étre un enzyme capable
d’hydrolyser I'ATP. Un tel enzyme a été mis en évidence dans la plupart
des cellules et plus particulierement dans les tissus dont la fonction princi-
pale est la régulation ionique de l'organisme entier. Cet enzyme qui est
localisé dans les membranes cellulaires hydrolyse I'ATP en ADP et Pj et
son activité est intimement liée a la présence de Mg, Na et K.

Une observation intéressante est que cet enzyme est inhibé, comme
le transport actif des cations, par les glucosides cardiaques.

La plupart des cellules ont un transport actif qui est maximum en pré-
sence d’oxygéne. On sait toutefois que la production d’ATP a partir du



LA MEMBRANE CELLULAIRE 265

métabolisme anaérobie est, dans beaucoup de cellules, suffisante pour
assurer le fonctionnement partiel des phénoménes de transport actif.

On a recherché la relation stoechiométrique existant entre le nombre
d’ions Na transportés et la consommation d’oxygene. Cette relation n’est
pas toujours facile a déterminer puisque la part de la consommation d’oxy-
géne, indépendante du transport actif, n'est pas aisément mesurable.

Certains résultats obtenus avec la peau d'amphibiens sont donnés
dans le tableau 10-11.

Tableau 10-11

RELATION ENTRE CONSOMMATION D'OXYGENE ET TRANSPORT ACTIF DE Na
DANS LA PEAU ISOLEE DE DEUX AMPHIBIENS

(d'apres Zerahn)

02 consommé

Na transporté .
Genre liE hPl [iE h-1 en % Na transporté
total net total net
Rana 8.94 6.25 1.94 74 225
Bufo 9.1 7.00 1.65 79 18.9

La consommation nette en oxygéne, c'est-a-dire celle qui est supposée
résulter du transport actif de Na, est obtenue en soustrayant la consomma-
tion mesurée en I'absence d'un transport actif de celle observée lorsque le
sodium est transporté activement.

On peut voir qu'un équivalent d’oxygene est consommé pour quatre a
cing équivalents de Na transportés. Des chiffres trés voisins ont été obtenus
avec d’autres types cellulaires.

Au cours de l'oxydation de certains métabolites, I'ATP est synthétisé a
partir d’ADP et de Pj (voir p. 331).

La réaction globale peut étre écrite :

SH2 + V202 + nADP + nP,— S + nATP + (n + 1)H20

Tableau 10-12

VALEURS DU RAPPORT P : O POUR DIFFERENTS SUBSTRATS
(d'apres Slater)

sh? S P:0O ()
a-cétoglutarate Succinate + C0?2 4
Succinate Fumarate 2
Malate Oxaloacétate 3
Pyruvate Acétyl-CoA -f CO,, 3
Isocitrate a-cétoglutarate -f- CO2 3

ou SHb représente le substrat réduit. La valeur de n, appelée le rapport
P : O varie de 2 a 4 selon le substrat (Tableau 10-12). Une valeur moyenne,
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voisine de 3 est généralement acceptée, ce qui signifie donc que pour
chaque atome d’oxygene, trois molécules d'ATP sont synthétisées.

En considérant les résultats du tableau 10-11 concernant la consom-
mation d’oxygéne au cours du transport actif de Na, on voit que huit a
dix ions Na sont transportés par atome d’oxygéene soit donc trois ions Na
par molécule d’ATP hydrolysée.

Plusieurs hypothéses sont actuellement proposées pour définir le role
exact de I'enzyme hydrolysant I'ATP, dans le mécanisme assurant le dépla-
cement du Na. Aucune n’a recu de confirmation expérimentale.

H. ORIGINE DES POTENTIELS BIOELECTRIQUES

L'existence d’'un mécanisme de transport actif des cations localisé a la
membrane cellulaire, a pour conséquence la création de gradients de
concentration en ce qui concerne Na et K notamment.

C’est ainsi que dans le cas de la plupart des cellules, la concentration
intracellulaire en Na est plus basse que celle du milieu extracellulaire. On
observe la relation inverse dans le cas du K (Tableau 10-13).

Si la membrane cellulaire était perméable au seul cation K, on obser-
verait une différence de potentiel électrique liée au gradient de concentra-
tion selon la relation bien connue de Nernst :

RT  [K],
Ei_E°“ zF In [K] (10-7)

ou (Ei—E,) est la différence de potentiel existant entre le liquide intracel-
lulaire et le milieu extracellulaire, [K]j est la concentration intracellulaire
en K et [K], la concentration extracellulaire.

Tableau 10-13

CONCENTRATION EN Na ET K DANS LE LIQUIDE EXTRACELLULAIRE ET DANS
DIFFERENTS TYPES DE CELLULES CONDUCTRICES (¥

Cellule Milieu extracellulaire
K Na K Na
Muscle

128 44 18 64
Sauterelle ... 9 P B et
114 54 16 350
169 170 10 450
85 24 3 104
113 21 6 150
158 18 4.6 138
158 168 10 450
375 72 16 350
48 62 3 104

Electroplaque
Gymnote (mM/L d'eau) . . . 152 20 5.8 185

(*) Concentration en mM par kg de poids frais sauf dans le cas du gymnote.

En premiére approximation, cette relation est applicable a la plupart
des membranes vivantes et on a pu mettre en évidence I'existence d'une
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relation logarithmique simple entre la différence de potentiel et la concen-
tration extracellulaire en K (Fig. 10-11).

log [K]a

FIG. 10-11. Axone géant de calmar - Relation entre le potentiel de repos et le logarithme de
la concentration en potassium du milieu extracellulaire (d’aprés Hodgkin et Keynes).

Dans les conditions normales la différence de potentiel est voisine
de 80 mV, lintérieur de la cellule étant négatif par rapport au liquide
extracellulaire.

L'utilisation d’isotopes radioactifs a montré que la membrane des cel-
lules est en réalité perméable a plusieurs espéces ioniques et plus particu-
lierement au Na et au Cl.

Dans ces conditions, il est important de tenir compte des gradients de
concentration ainsi que de la perméabilité relative de la membrane vis-a-vis
de ces ions.

Une équation du type suivant est alors plus appropriée pour décrire le
phénoméne observé :

E__E =£L . px,[Na], +PK [K], + Pc, [Cl]e
‘ e zF ° PNa[Nale+ PK[K]e+ PcfClI], (10°8)

ou PNa PK et P<i représentent les coefficients de perméabilité relative.

Dans le cas de | axone géant de calmar, on a pu montrer que les
valeurs des P s’établissaient selon la série; PK: PCl: pNa = 1 : 0.5: 0.02,
ce qui signifie que dans les conditions de repos, l'axone est tres peu
perméable au Na.

Une partie de I'énergie dépensée dans le transport actif est évidemment
accumulée sous forme de gradients ioniques. Certaines cellules, les cellules
dites conductrices, ont acquis au cours de I'évolution un mécanisme leur
permettant d’utiliser I'énergie des gradients ioniques.
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On sait en effet qu'un stimulus approprié (électrique, mécanique,
chimique) appliqué a la surface d’une membrane conductrice a pour effet
de créer une perturbation électrique locale qui se traduit par I'inversion
temporaire, de l'ordre de la msec., du potentiel ; c’est le potentiel d action

(Tableau 10-14). Au cours de cette activité électrique, l'intérieur de la

Tableau 10-14

POTENTIELS BIOELECTRIQUES MESURES AU NIVEAU DE QUELQUES
MEMBRANES CONDUCTRICES

Le signe se rapporte au liquide intracellulaire

Différence de Potentiel (mV)

repos activité
Loligo forbesi -50 4 9
Loligo pealii —51 4 104
Sepia officinalis -62 4 120
Homarus vulgaris — 62 4 106
Carcinus maenas —71 a—9 4 116 a 4153
Electrophorus electricus (électroplagque) —80 a -90 4-125 a 4 144
Rana esculenta —71 4 116
Rana temporaria (muscle) — 88 4 119
Rana pipiens (myocarde) —50 a —90 4 65 a 4115
Canis familiaris (cellule de Purkinje) -90 412
Capra hircus (cellule de Purkinje) — 94 4 135

cellule est donc positif par rapport au milieu extracellulaire et la variation
totale du potentiel est voisine de 140 mV (Fig. 10-12).

La variation de potentiel s’accompagne de la production d'un courant
électrique, le courant d’action. Ce courant électrique est produit par le
déplacement du Na et du K. La phase ascendante du potentiel d'action
s'explique par un accroissement du flux entrant de Na, alors que la
phase descendante s’'explique et par la diminution du flux entrant de Na
et par un accroissement du flux sortant de K (Tableau 10-15).

Tableau 10-15Si
LE FLUX NET DES CATIONS AU COURS DE L'ACTIVITE ELECTRIQUE DE LA FIBRE NERVEUSE
DE DIFFERENTES ESPECES ET DE L'ELECTROPLAQUE DU GYMNOTE

Le flux est exprimé en ppM cm-2 et correspond & la variation observée
au cours d’un potentiel d’action

Perte en Gain en
K Na
Carcinus maenas 17 —
Sepia officinalis 4.3 3.7
Loligo forbesi 3.0 35
Loligo pealii — 4.5

Electrophorus electricus

Si on applique I'équation (10-8) au potentiel d’action, on constate que
les coefficients de perméabilité prennent les valeurs relatives suivantes :
Pk : Pci: Pn» = 1: 05 20.
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L’activité électrique de la membrane conductrice est donc le résultat
d’une augmentation temporaire de la perméabilité au Na, ce qui se traduit
par une variation d’'impédance (Fig. 10-13).

| msec.

FIG. 10-12. Electroplague du gymnote — Potentiel d'action enregistré a l'aide d’une élec-
trode intracellulaire, (d’aprés Schoffeniels).

a : potentiel de repos
b : variation maximum de potentiel au cours de I'activité

c : seuil d'activation.

Plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliquer le changement
de perméabilité au Na a l'origine du potentiel d’action. Aucune n’est réel-
lement satisfaisante. Nous résumerons toutefois celle qui a le mérite de
prendre en considération l'aspect biochimique du probléme (Fig. 10-14).

Le stimulus appliqué a une membrane conductrice a pour conséquence
de libérer l'acétylcholine qui se trouve associée a une molécule dite de
mise en réserve. L'ester libéré se fixe alors sur les sites actifs de la
membrane avec pour conséquence un changement de configuration de la
protéine portant les sites en question. C'est ce changement de configura-

tion qui est a l'origine de l'augmentation de la perméabilité au Na.

Par suite de la présence de l'acétylcholinestérase (Fig. 10-14 : Ach-
estérase), l'ester libre en équilibre dynamique avec le complexe ester-
récepteur, est hydrolysé ce qui déplace I'équilibre dans le sens de la
rupture du complexe acétylcholine-récepteur, permettant ainsi a la mem-
brane de reprendre sa configuration premiére. La perméabilité au Na
caractéristique de I'état de repos est de ce fait rétablie avec pour consé-
guence le retour du potentiel a sa valeur de repos.
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Dans cette hypothése, la dépense d'énergie nécessitée par le chan-
gement de perméabilité n'est effectuée au’au moment de la synthése de
I'acétylcholine.
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libération de I'énergie emmagasinée dans la molécule de glucose. Cette
énergie est mise a la disposition de la cellule sous forme d’ATP qui sera
alors utilisé comme source directe d'énergie libre dans les processus
endergoniques.
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L’énergie d’oxydation du glucose est obtenue au cours de deux étapes
se déroulant & des endroits différents de la cellule. L'étape cytoplasmique
aboutit a la formation d’acide pyruvique et constitue un moyen de n’utiliser
gu'une fraction limitée de I'énergie disponible. On donne le nom de
glycolyse a cette séquence de réactions enzymatiques (schéma d’Embden-
Meyerhof) au cours de laquelle s’opere la fragmentation des glucides par
une voie qui ne met pas en jeu lintervention de molécules d’oxygene.

L'étape mitochondriale est caractérisée par I'oxydation de I'acide
pyruvigue en CO” via le cycle de Krebs et sera examinée dans le cha-
pitre suivant.

On considere généralement que les enzymes de la glycolyse sont
solubles dans le liquide intracellulaire et ce en dépit de certaines obser-
vations tendant & démontrer le contraire. Sur la base de considérations
thermodynamiques simples, il est pourtant évident qu'une séquence méta-
bolique, telle la glycolyse, résultant d'un complexe polyenzymatique ne
peut fonctionner adéquatement que si elle est organisée spatialement au
niveau d’ultrastructures intracellulaires. Green a d’ailleurs proposé récem-
ment une hypothese suivant laquelle toutes les séquences métaboliques
principales seraient organisées au niveau du riche réseau de membranes
dont sont formés la cellule et les organites.

Bien gu’elle repose sur un ensemble d’observations encore incomplet,
cette hypothése est néanmoins trés fructueuse, puisqu’elle permet d’entre-

voir la possibilité¢ de I'intégration de la somme des observations réalisées
in vitro et sur la cellule intacte.

. LA GLYCOLYSE

Le systeme enzymatique de la glycolyse est universel, du moins dans
ses grandes lignes, bien qu’il en existe de nombreuses variantes dans
le détail.

Le systeme le plus complétement connu est celui de la fermentation
alcoolique du glucose en présence de levure.

A. LA FERMENTATION ALCOOLIQUE

1. Historique

La fermentation du jus de raisin (pH voisin de 5.0) sous | influence
des levures croissant & la surface des grains (surtout Saccharomyces
cerevisiae) et transportées d'une grappe a une autre par les insectes
(en particulier les guépes) est de connaissance trés ancienne. La fabri-
cation de la biére et celle du pain sont aussi des exemples bien connus
de fermentation alcoolique, c’est-a-dire de dégradation anaérobie du glu-
cose avec production déthanol et de CO2 C’est Théodore Schwann qui
montra le premier, en 1837, que la fermentation alcoolique du jus de
raisin, phénoméne mystérieux a I'’époque, dépendait de | introduction de
cellules vivantes dans la solution sucrée. La levure fut décrite par lui et
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simultanément par Cagniard-Latour. Cette grande découverte rencontra
aussitdt I'opposition déclarée des chimistes. Pour eux, la fermentation
alcoolique était une opération chimique simple, exprimée par I'équation

CeH1206 2 C,H30H + > CO:

Liebig alla jusqu a rédiger avec Wéhler et jusqu’a publier anonymement
un écrit facétieux ridiculisant les vues de Schwann et présentant la levure
comme un infusoire mangeant un sucre, excrétant de I'alcool par son tube
digestif et du COL par sa vessie en forme de bouteille de champagne.
Vingt ans aprés, en 1860, Pasteur confirmait les vues de Schwann, et la
théorie « vitaliste » de la fermentation triomphait.

140 -t

20 -

minutes

FIG. 11-1. Production de CO2 en fonction du temps dans un jus de levure additionné de
glucose (A), dans le méme mélange (25 cc. de jus de levure + 25 cc. d’eau dans laquelle
sont dissous 5 g de glucose) plus 5 cc. d’'un mélange 0.3 M de phosphates primaire et
secondaire (B) et plus une nouvelle addition de la méme quantité de phosphates apres
70 minutes (C) (d'aprés Harden et Young).

En 1897, Buchner, préparant des extraits de levure en vue d’une
utilisation thérapeutique, voulut assurer leur conservation par une addition
de sucre et fit une observation importante : le mélange moussait et
s'enrichissait en alcool. La fermentation alcoolique sans cellules était
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découverte. Notre connaissance actuelle du phénomeéne représente I'éla-
boration des résultats d’'une expérience accomplie en 1906 par Harden et
Young. Blchner avait observé que si on ajoutait du phosphate a du jus
de levure, la production de CO?2 était augmentée : pour lui il y avait la
une conséquence de la modification d’acidité.

Harden et Young observerent qu’'aprés une augmentation temporaire
de production de CO2 consécutive a I'addition de phosphate, ['effet
s'atténue, pour reprendre si on ajoute de nouveau du phosphate ; les
additions successives amenent une production d’'une mole de CO02 par
mole de phosphate ajoutée et I'augmentation de production d'alcool cor-
respond, mole pour mole, a celle de la production de CO02 (Fig. 11-1).

D’autre part, recherchant le phosphate qu’ils avaient ajouté, Harden
et Young virent qu’il n'était pas sous la forme libre, mais était combiné
sous forme d’esters phosphoriques. lIs isolérent le fructofurannose-1,6-PP
(ester de Harden et Young) et dans la suite d'autres esters furent isolés
de la liqueur fermentante: fructofurannose-6-P (ester de Neuberg) ; glu-
cose-6-P (ester de Robison) et glucose-1-P (ester de Cori).

En 1905, une nouvelle découverte fondamentale fut annoncée simul-
tanément par Bichner et par Harden et Young. Quand on dialyse un jus
fermentant, la fermentation cesse dans le dialysat (appelé cozymase) et
dans le résidu (appelé apoenzyme). Dans la « cozymase » ou « coenzyme »
(nom d’abord donné au dialysat), on trouva des substances de la nature
de nos «coenzymes», ATP, NAD, PPT.

glucose
1 4 T2
glucose-6-phosphate

A

I
fructose-6-phosphate

1 4 T 5
fructose-1,6-diphosphate
IT6 7 IT 6
3-phosphoglycéraldéhyde ?=* phosphodihydroxyacétone
78 716
2 1,3-diphosphoglycérate L-a-glycérophosphate
IT 9 317
2 3-phosphoglycérate glycérol + Pt
I 1°
2 2-phosphoglycérate
~
2 phosphoénolpyruvate
(VAR
2 pyruvate <=* L-lactate
I 14
2 acétaldéhyde
T 15
2 éthanol

FIG. 11-2. Schéma de la glycolyse. On a figuré I'entrée du glucose. Pour les autres entrées
voir figure 11-3. Deux dénouements sont représentés . celui de la fermentation alcoolique
et celui de la fermentation lactique. Les chiffres placés a co6té des fleches se rapportent aux
enzymes catalysant les réactions.
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L’action réductrice de la levure prit ensuite le premier rang de l'intérét.

Neuberg accomplit une nouvelle expérience importante en ajoutant
du bisulfite au mélange fermentant. Il observe une précipitation de bisulfite
d’'acétaldéhyde et une accumulation de glycérol (une mole par mole de
bisulfite d'acétaldéhyde formé). Neuberg conclut que la fermentation
s’accomplit par une décarboxylation de l'acide pyruvique avec formation
d’acétaldéhyde, et que le glycérol contient I'hydrogene qui, dans la fer-
mentation, réduit I'acétaldéhyde en alcool. Mais quelle était la substance
qui, par hydrogénation, fournissait le glycérol ? Ce ne pouvait étre qu’un
triose. On a cru longtemps que c'était le méthylgiyoxal, mais nous savons
aujourd’hui que c’est un mélange en équilibre, de phosphoglycéraldéhyde
et de phosphodihydroxyacétone.

2. Les étapes de la glycolyse.

Les résultats accumulés, notamment au cours des trois derniéres
décennies ont démontré que la fermentation alcoolique passe par les
étapes indiquées dans la figure 11-2.

En voici le détail. Le chiffre placé entre parenthéses aprés le nom
de lI'enzyme se rapporte au chiffre identique de la figure 11-2 et indique
donc que cet enzyme catalyse la réaction considérée.

a) En présence d’hexokinase (1), une molécule d'ATP, réagissant avec
le glucose, forme du G-6-P. Cette réaction est une transphosphorylation
a AF fortement négatif. Son équilibre s’établit comme suit:
Mg+t
ATP -F glucose ------ > ADP + G-6-P

avec une valeur de K voisine de 6.3 102

C'est donc une réaction pratiguement irréversible, et dans laquelle
est perdue presque complétement I'énergie de la « liaison riche » d’ATP.
Comme la conséquence principale de la glycolyse est la synthése
d’ATP, la production de cette molécule doit donc, au cours des étapes
ultérieures, dépasser la quantité investie dans cette réaction initiale.

b) En présence de Iisomérase du glucose-phosphate (3), le G-6-P se
transforme rapidement en F-6-P et I'équilibre de cette réaction réversible

s'écrit comme suit :
F-S-P

c) La phosphofructokinase (4) catalyse en présence de Mgt, et trés spé-
cifiquement, le transfert du groupe terminal d'un ATP sur le F-6-P avec
formation de F-1.6-PP. Ici encore, comme en a), il s'agit d’'un systeme
transphosphorylasique a AF fortement négatif, de sorte que I'énergie de
la liaison riche d’ATP n’'est pas conservée, et que la réaction est
irréversible.
F-6-P + ATP -> F-1.6-PP + ADP
Cette réaction est inhibée par I'oxygéne.

d) La préparation du phosphotriose, substrat de la glycoiyse, s’'acheve
par la scission entre C-3 et C-4 et en présence de laldolase du
fructose-diphosphate (6), du F-1.6-PP en un mélange de deux triose-
phosphates. L’équilibre entre I’hexose-phosphate et le mélange de triose-
phosphates est réalisé dans la cellule.
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L'enzyme du muscle est inhibé par les métaux lourds alors que
celui de la levure est inhibé par la cystéine.

phosphodihydroxyacétone co » 96 %
\
aldolase E:I—j"OH
F-1.6-PP + I
HCO 1
3-phosphoglycéraldéhyde HCOH 4 °lo
|
CH20OPO(OH)2
-3 V. Y
89 % 11 %

e) La méme relation de structure que l'on trouve entre le fructose et
le glucose-6-phosphate, existe entre la phosphodihydroxyacétone et le
3-phosphoglycéraldéhyde. Comme dans le cas des hexose-phosphates, les
deux triose-phosphates sont facilement transformés I'un dans ['autre.
Cette réaction est catalysée par I'isomérase du triose-phosphate (7). L'équi-
libre de la réaction s'établit comme suit

(phosphodihydroxyacétone)

22 10l = —shpsphoglyceraldenyde)

f) La molécule de glucose ayant été, au cours des opérations a) a e)
transformée en un mélange de F-1,6-PP et de deux triose-phosphates,
intervient la premiére oxydo-réduction anaérobie dans laquelle, en
présence de la déshydrogénase du phosphoglycéraldéhyde (8), de NAD
qui est son coenzyme, et de phosphate inorganique, il s’opére une oxydo-
réduction interne dans laquelle est produite une molécule contenant une
liaison riche acyl-phosphate, I'acide 1,3-diphosphoglycérique.

O ~ PO(CH).,
cC=0
cC=0
+ NAD* + H3PO4 + NADH + Ht
HCOH HCOH
CH20PO(OH)2 CH20PO(OH)?
3-phosphoglycéraldéhyde Ac. 1,3-diphosphoglycérique

La constante d'équilibre de la réaction est voisine de 1.

g) Cette méme réaction fait progresser la dissociation de F-1.6-PP en
triose-P, puisqu’elle utilise un des produits de la réaction. Elle est
poussée complétement vers la droite (bien qu’étant une réaction réver-
sible) par le fait que, en présence d’'un enzyme trés spécifique, la kinase
du 3-phosphoglycérate (9), le composé a liaison riche qu'est l'acide
1,3-diphosphoglycérique transfere sa liaison riche sur 'ADP pour former
de I'ATP et de l'acide 3-phosphoglycérique.
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La constante d'équilibre de la réaction dans le sens de la synthése de
'ATP est de 3.1 103
h) En présence de phosphoglycéromutase (10) et en présence d’acide
2,3-diphosphoglycérique comme coenzyme, il s'opére ensuite une iso-
Hlérisgtég? de | acide 3-phosphoglycérique en acide 2-phosphoglycérique
On posséde actuellement des résultats indiquant que, dans les
tissus animaux, une phosphoglycéromutase catalyse la transformation de
| acide 3-phosphoglycérique en acide 2-phosphoglycérique en I'absence
d’acide 2,3-diphosphoglycérique.
i) Cest au niveau de l'acide 2-phosphoglycérique que s’opére la deuxieme
oxydo-réduction interne. En présence de [I'hydratase du phosphopyru-
vate (11), et de Mg+, une molécule d’'eau est enlevée avec un remaniement
moléculaire générateur d’une liaison riche.

CH20H ch,,
| I
HC — OPO(OH)2 C— O — PO(OH)., + H,0
|
COOH COOH
Ac. 2-phosphoglycérique Ac. phosphoénolpyruvique

L’'addition de fluorure au systéme a pour conséquence l'abolition de cette
réaction avec accumulation d’acide phosphoglycérique. Il y a vraisem-
blablement formation d’un fluorophosphate de magnésium, ce qui expli-
querait l'inhibition observée.

L'équilibre de la réaction dans le sens gauche-droite est voisin de 1.4,
ce qui indique qu'elle est associée a une variation d'énergie libre voi-
sine de 0.

j) Le produit de la réaction précédente est I'ester phosphoré de la forme
énol de l'acide pyruviqgue. A pH 7, I'équilibre entre les tautoméres de
I'acide pyruvique est largement en faveur de la forme céto. La variation
d’énergie libre associée a I'hydrolyse de I'ester phosphoré de I'énol est
particulierement élevée (environ —12 Kcal Ml) et suffisante pour réaliser
la synthéese d’ATP a partir d’ADP.

COOH COOH

: Mg+ |

COPO(OH)., + ADP ?7=* COH + ATP

il Il

CH2 chl,
Ac. phosphoénolpyruvique Ac. énolpyruvique
1J
COOH
Cco
|
CH,

Ac. pyruvique

L acide phosphoénolpyruvique est ainsi I'acteur du deuxiéme trans-
fert de phosphate, en présence de la kinase du pyruvate (12) sur I'ADP.
La constante d’équilibre de la réaction considérée dans le sens de la
synthése de I'ATP est de 2 103
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Comme toutes les kinases, la kinase du pyruvate nécessite la présence
de Mg+ (les substrats ADP et ATP sont en fait sous la forme de complexes
avec le magnésium). Il est important de remarquer que, a ce stade de la
glycolyse, deux moles d’ATP sont formées par mole de glucose. Cette
réaction représente donc le gain net d’ATP apparaissant au cours de la
glycolyse.

k) L’acide pyruvique, en présence de décarboxylase pyruvique (14) (dont
le groupement prosthétique est le pyrophosphate de thiamine, PPT) et de
Mgtt est décarboxylé en acétaldéhyde.

Mg++
CH3—CO—COQOH--—--> CH3—CHO + C02
PPT
Acétaldéhyde
La premiére étape de cette réaction est la formation d’un pyrophos-
phate d’hydroxyéthylthiamine, comme dans le cas de I'oxydation de l'acide
pyruvique (p. 301). Ici toutefois, il n'y a pas transfert de la portion acétal-
déhyde et le complexe se décompose en acétaldéhyde libre avec restau-
ration du coenzyme. L’acétaldéhyde inhibe fortement la décarboxylation
du pyruvate.

I) L'acétaldéhyde formé est réduit par le NADH(H+# en présence de la
déshydrogénase alcoolique (15).

CH3CHO + NADH + H~”#f CH3CH20H + NAD*

B. AUTRES DENOUEMENTS DE LA GLYCOLYSE

L'acide pyruvique formé au cours de la réaction décrite en j), cons-
titue I'étape ultime des réactions glycolytiques susceptibles de produire
de I'ATP. A partir de ce stade, aucune liaison riche ne peut plus
étre formée.

En conditions aérobies, l'acide pyruvique est décarboxylé oxydati-
vement avec formation d’acétyl-CoA qui entre alors dans le cycle des
acides tricarboxyliques (voir p. 300).

En anaérobiose, I'acide pyruvique ne s’accumule toutefois pas. Si on
se souvient que la transformation du 3-phosphoglycéraldéhyde en acide
3-phosphoglycérique s’accompagne de la réduction du NAD, il apparait
gu'en présence d'oxygéne, le NADH(H*) ainsi formé sera oxydé via la
chaine respiratoire mitochondriale (p. 314).

Comme la concentration intracellulaire en NAD est faible, si le
NADH(H*) formé par l'oxydation du 3-phosphoglycéraldéhyde n’était pas
oxydé, la glycolyse anaérobie s’arréterait dés que tout le NAD disponible
serait réduit. Nous avons vu que dans la fermentation alcoolique cette
situation est évitée par la réduction a partir de NADH(H*) de l'acétaldé-
hyde formé.

COOH COOH

C =0 + NADH + H* ¢* HCOH + NAD*

CHg CHg

Dans le muscle et en l'absence d'oxygéne, l'acide pyruvique est
réduit par le NADH(hT) avec pour résultat la production d’acide lactique
[déhydrogénase lactique (13)].
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La relation entre cette réaction et celle décrite en f) s'établit donc
comme suit :
acide lactique
(ou alcool éthylique)

NADH(H+) / acide pyruvigue
(ou acétaldéhyde)

L équilibre des réactions catalysées par les déshydrogénases lactique
ou alcoolique est en faveur de la formation d’acide lactique ou d’éthanol
(K voisin de 10°). En conséquence la glycolyse se poursuit avec accumu-
lation nette de deux moles de lactate ou d’alcool par mole de glucose.

La formation d'acide lactique représente une étape terminale du
catabolisme du glucose : la seule utilisation possible du lactate est sa
reconversion en pyruvate, ce qui peut se réaliser en présence d’oxygene.
In vivo, le pyruvate et le lactate formés au cours de la glycolyse ne
s accumulent pas dans la cellule ou ils ont été produits. Au cours du
travail musculaire avec dette d'oxygéne, l'acide lactique quitte le muscle
et est repris dans la circulation.

C. AUTRES ENZYMES DE LA GLYCOLYSE

a) La réaction catalysée par la phosphatase du glucose-6-phosphate
((jenzyme 2 de la figure 11-2) aboutit a la formation de glucose a partir
e G-6-P.

G-6-P -» glucose + P;

Cette réaction qui est essentiellement irréversible n'est pas linverse de
la réaction hexokinasique : le bilan de ces deux réactions est en effet
| hydrolyse de | ATP en ADP et P|. La glucose-6-phosphatase est présente
dans les cellules du foie, de lintestion et du rein. Le résultat de son
activité est donc la production de glucose. On a suggéré que cet enzyme
jouerait un role dans le diabéte. Son activité est en effet accrue au cours
de la maladie ; aprées administration d'insuline elle reprend sa valeur
normale. L'orinase [il s’agit du 1-butyl-3-(p-tolyl-sulfonyl)-urée], un anti-
diabétique administré par voie orale, inhibe in vitro l'activité de I'enzyme
extrait du foie du rat.

b) L hexose-diphosphatase (enzyme 5 de la figure 11-2) est présente dans
le foie et le rein. Sa spécificité pour le fructose-1,6-diphosphate est trés
grande et son activité se traduit par la production de fructose-6-phosphate.
fII:IIe nécessite la présence de Mg* ou de Mn" et est inhibée par le
uorure.

c) Lors de la formation de I'acide 1,3-diphosphoglycérique, en f), du
NAD est réduit. Le NADH(hT) qui en résulte est d'abord déshydrogéné
par la phosphodihydroxyacétone pour produire du 3-phosphoglycérol
(déshydrogénase du 3-phosphoglycérol, enzyme 16) qu’une phosphatase
hydrolyse avec production de glycérol (enzyme 17 de la figure 11-2).
C est | explication de la production, déja notée par Pasteur, de petites
guantités de glycérol dans la fermentation alcoolique. Mais I'acétaldéhyde
est un réducteur plus fort que la phosphodihydroxyacétone. Dés qu’il est
présent, il prend I'hydrogéne du NADH(H*) pour former de I'éthanal.
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La réaction qui vient d'étre décrite est la source normale de glycérol
dans la synthése des lipides ; elle représente aussi la méthode de l'oxyda-
tion du NADH(H*) cytoplasmique par la mitochondrie.

D. PRELUDES A LA GLYCOLYSE

La glycolyse est essentiellement le passage du F-1.6-PP a l'acide
pyruvique par l'intermédiaire d’une scission en deux triose-phosphates,
de deux oxydo-réductions et de deux transferts de phosphates. C'est
essentiellement une oxydo-réduction anaérobie de trioses, au niveau des
substrats, avec formation de deux liaisons riches par molécules de triose.

Glycogéne (ou amidon)
il
+P Galactose
phosphorylase

galactowaldénase

G—1—P
UDPG
Mg G—1,6—PP
glucose-6-phosphatase
G G—6—P
|
glucokinase
Shunt des
hexose-monophosphates
ATP ADP

fructokinase

Fructose F—6—P

Phosphodihydroxyacétone

FIG. 11-3. Préludes a la glycolyse.

La glycolyse, définie comme ci-dessus, est trés répandue dans les
organismes constituant la biosphére. Elle présente des variantes nom-
breuses quant a son début. L'entrée differe d'un glucide a un autre,
comme lillustre suffisamment la figure 11-3.
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E. RENVERSEMENT DE LA GLYCOLYSE

Dans les cellules, de trés nombreuses substances peuvent étre
converties en glycogéne. Le fructose, le mannose, le galactose et le
glycérol sont parmi les principaux précurseurs. A cette liste on peut
ajouter des intermédiaires qui ne dérivent pas des glucides mais peuvent
toutefois s engager dans la voie de la synthése du glycogéne (gluco-
néogenése). Citons les acides gras, les acides aminés et méme le CO2
Toute molécule pouvant étre a l'origine d’acétate, de pyruvate ou d’un
des intermédiaires du cycle de Krebs est une source potentielle de
glucides.

A partir de pyruvate (ou de lactate) la synthése des glucides s'effectue
selon la séquence suivante :

Lactate -> pyruvate
NADPH(H')

Pyruvate + C022-------------- » malate
Malate fumarate
NAD
Malate-— » oxaloacétate
ITP
Oxaloacétate—-» phosphoénolpyruvate

Comme on le voit, il s'agit d'une voie différente de celle empruntée
par la glycolyse. Il serait théoriqguement possible d'obtenir du glucose-
6-phosphate par un renversement des réactions impliquant la kinase du
pyruvate et la kinase du phosphoglycérate. Il apparait toutefois que dans
la réalité I'étape catalysée par la kinase du pyruvate et qui requiert du
potassium, est limitante. Cette difficulté est surmontée par ['utilisation
de la voie métabolique définie ci-dessus. Il s'agit d’un exemple illustrant
un principe fondamental du métabolisme cellulaire et selon lequel la
transformation d un substrat A en produit B se fait le long des voies
métaboliques différentes de celles empruntées lors de la transformation
en sens inverse (Chap. 18).

F. FACTEURS INFLUENCANT LA GLYCOLYSE

Le catabolisme des glucides représente la source principale d’énergie
a partir de laquelle I'ATP, la monnaie courante du métabolisme, est
synthétisé. La facon dont la cellule établit le contrble de la glycolyse
en fonction de ses besoins énergétiques est loin d'étre comprise. C’est
en fait un des problemes les plus fascinants posés par I'évolution récente
de la biologie moléculaire.

1. Réle des phosphorylases

Puisque la forme principale de mise en réserve des glucides est le
glycogene, l'attention des chercheurs s’est tout naturellement tournée vers
les réactions de phosphorylation, I'hypothése étant qu’il pourrait s'agir la
des étapes décisives (voir p. 523) dans la séquence de réactions enzyma-
tiques au cours de laquelle s'opére la fragmentation des glucides. Les
phosphorylases sont en effet des enzymes qui peuvent étre I'objet d’une
inactivation réversible, catalysée par des enzymes présents dans les mémes
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cellules. C’est ainsi que dans le cas du muscle du lapin, on a isolé une
phosphorylase du glycogene, enzyme actif, formé de deux monoméres
inactifs.

L'association des deux monomeres en dimére est catalysée en pré-
sence d'ATP par la kinase de la phosphorylase (ATP : phosphorylase phos-
photransférase, E. N. 2.7.1.38). Cette derniére réaction kinasique est elle-
méme contrblée par diverses substances dont les plus significatives du point
de vue qui nous intéresse sont I'épinéphrine, le glucagon, les hormones
adrénocorticotropes, etc. L'action de ces substances pourrait s expliquer,
selon certains auteurs, par la formation d'un intermédiaire, le 3'5-AMP
ou AMP cyclique. Dans cette théorie, ce serait 'AMP cyclique qui, en
derniére analyse, stimulerait la phosphorylase kinase.

En tout état de cause le probléme est loin d'étre résolu et I'hypothese
qui vient d'étre exposée ouvre des perspectives nouvelles en ce qui
concerne l'interprétation des actions hormonales.

NH,

OH O
—C—C—chn?

Acide 3',5’-adénylique cyclique

Rappelons également que les concentrations intracellulaires en Na,
K, Pi et H peuvent aussi constituer des moyens efficaces du controle
de la vitesse des réactions intervenant dans le schéma de la glycolyse.

2. Effet Pasteur

Les cellules qui possédent les enzymes de la glycolyse, utilisent, en
présence d'oxygene, beaucoup moins de glucose. Cette observation a été
faite pour la premiere fois par Pasteur sur des cellules de levure. On inter-
préte actuellement ce phénoméne en considérant qu'il s’agit d’'une compé-
tition entre la voie de la glycolyse et celle des oxydations mitochondriales
pour des substrats communs aux deux voies métaboliques (ADP, ATP et
Pi principalement).

Apparemment, dans les conditions normales, le systeme aérobie des
mitochondries aurait une plus grande affinité ou une accessibilité plus
grande aux nucléotides (voir chapitre 18).

L'effet Crabtree, réciproque de [I'effet Pasteur, s’observe lorsqu’on
fournit un exces de glucose a des cellules. Dans ces conditions, les
oxydations mitochondriales diminuent.

Les déterminations spectrophotométriques de Britton Chance sont en
faveur de I'hypothése selon laquelle, dans les conditions d'aérobiose, le
systéme glycolytigue est appauvri en ADP et offrent ainsi un argument
d'ordre expérimental en accord avec linterprétation que nous venons de
présenter pour expliquer I'effet Pasteur.
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G. LOCALISATION INTRACELLULAIRE DES ENZYMES DE LA GLYCOLYSE

Les expériences de Green et de ses collaborateurs entreprises sur
des hématies de boeuf et sur des cellules de la levure saccharomyces
cerevisiae permettent de proposer I'hypothése selon laquelle les enzymes
de la glycolyse, tout comme ceux des autres séquences métaboliques
importantes, seraient localisées au niveau d’ultrastructures. Dans le cas qui
nous occupe, il s’agirait du réseau de membranes intracellulaires. Au
cours du fractionnement de ces cellules par divers procédés, on a pu
obtenir une fraction riche en membranes et contenant la séquence com-
plete de la glycolyse. Les résultats obtenus montrent que les liaisons
impliquées dans I'association des différents enzymes formant la séquence
ont une stabilité variable. Néanmoins dans des conditions bien définies
d’extraction, il est possible d'obtenir une fraction capable de réaliser
toutes les étapes de la glycolyse sans enrichissement préalable a l'aide
d’un ou de plusieurs enzymes de la séquence.

Le tableau 11-1 donne l'activité glycolytique comparée des membranes
et de I'hnémolysat de globules rouges de bceuf. L'activité de la séquence
est mesurée en utilisant le fructose comme substrat. Elle est estimée en
mesurant la quantité de Pi estérifié.

Tableau 11-1

ETUDE COMPAREE DE L'ACTIVITE GLYCOLYTIQUE DES MEMBRANES ET DE L’HEMOLYSAT
DE GLOBULES ROUGES
(d'aprés Green et al., 1965)

. P, estérifié
Fraction (mnM/10 mg protéine)
0-60 min 60-120 min
Membrane 446 325
Hémolysat 19 21

H. CONCLUSIONS

La séquence de réactions enzymatiques au cours de laquelle s'opére
la fragmentation des glucides, par une voie qui ne met pas en jeu de
molécules d’oxygene, s’accompagne toutefois de deux réactions d’oxydo-
réduction : l'oxydation du 3-phosphoglycéraldéhyde et la réduction du
pyruvate. Grace a la participation du NAD les réactions se font en circuit
fermé et ne s’accompagnent donc pas d'une oxydation ou d'une réduc-
tion nettes.

Au cours des deux réactions kinasiques | et 4 (Fig. 11-2) deux moles
d'ATP sont consommées par mole de glucose. D’autre part I'ensemble
de la séquence de réactions fournit quatre moles (deux en 9 et deux
en 12, figure 11-2). Le bilan est donc la production de deux moles d’ATP.

Comme on sait que la transformation d’'une mole de glucose en une
mole d’'acide lactique libére 56 Kcal, on peut calculer I'efficience théorique
du systeme. En effet, la formation d’ATP a partir d’ADP nécessite la four-
niture de 8 Kcal, en conséquence lefficience théorique du systeme est
voisine de 30 %.
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L'expérience de Harden et Young résumée dans la figure 11-1 indique
que le phosphate inorganique est nécessaire au cours de la fermentation
alcoolique. L'examen détaillé des réactions impliquées dans la séquence
des transformations montre que le phosphate n’intervient qu'au niveau
de la réaction 8 de la figure 11-2 (cfr paragraphe A, f, p. 278).

Dans une cellule intacte, la concentration en nucléotides de I'adénine
est relativement faible en comparaison de la quantité de glucose disponible.
Lorsque tout I'ADP est transformé en ATP, la glycolyse s’arréte aux stades
de lacide 1,3-diphosphoglycérique et de l'acide phosphoénolpyruvique.
Cette situation n’est toutefois jamais réalisée puisque les réactions ender-
gonigues consomment continuellement de FP'ATP. Dans ces conditions,
'ADP et le phosphate inorganique sont continuellement régénérés.

Ceci n’est évidemment pas le cas lorsqu’on utilise un extrait cellulaire
et expligue pourquoi I'adjonction de phosphate inorganique a un tel
systéme est nécessaire pour obtenir la transformation du glucose en
alcool (Fig. 11-1).

II. LE CYCLE DES PENTOSES

S'il est vrai que le schéma d’Embden-Meyerhof retrace la forme la
plus générale du début du catabolisme glucidique, il existe une autre route,
de nature oxydative, constituant, avec un fragment de la chaine glycolytique,
un cycle résultant de lattache d’un shunt, & un bout sur le G-6-P, a
'autre sur le F-6-P et les triose-phosphates. Ce systéme multienzymatique
du shunt des hexose-monophosphates, encore appelé cycle des pentoses
parce qu'il montre des mécanismes de formation des pentoses, soit par
décarboxylation des hexoses, soit a partir du phosphoglycéraldéhyde,
apparait comme généralement répandu dans la biosphére, mais son
importance relative vis-a-vis de la glycolyse est trés variable. Les diffé-
rents tissus d’un organisme peuvent se distinguer sous cet aspect. Chez
les mammiferes, par exemple, la glycolyse I'emporte dans les muscles, et
le shunt des hexose-monophosphates dans le foie.

La connaissance des diverses réactions accomplies in vitro au moyen
d’enzymes purifiés, réunies dans le schéma de la figure 11-4, donne a
la conception que résume ce schéma une confirmation expérimentale,
laquelle n'exclut pas toutefois I'existence d’autres voies encore inconnues.

Le cycle comporte deux oxydations, chacune couplée avec le NADP
(et non le NAD qui est en général le coenzyme requis pour la glycolyse).

La glycolyse est inhibée par le fluorure et liodoacétate ou le bro-
macétate, le premier touchant I'hydratase du phosphopyruvate et les seconds
la déshydrogénase du phosphoglycéraldéhyde. En 1936, Lipmann observait
gu’'un extrait de levure continuait a respirer en présence de bromacétate,
alors que la fermentation était bloquée par cette substance. Ceci contre-
disait la notion selon laquelle la respiration est nécessairement un appen-
dice fixé a la glycolyse préalable, conduisant au pyruvate. L'année pré-
cédente, Warburg (1935) avait décrit, en méme temps qu'il découvrait le
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NADP, la transformation oxydative du G-6-P en acide 6-phosphogluconique
dans la levure et les hématies, la déshydrogénase étant appelée par lui
Zwischenferment. L'étude de ces phénoménes par Warburg et par Dickens
montra qu il s agissait d'une décarboxylation oxydative avec formation de
pentose-phosphate. A partir de 1950, les travaux de S. Cohen et Scott
d'une part, et de Horecker et Smyrniotis d’autre part, vinrent apporter de
nouvelles informations qui permirent l'identification des pentoses formés.
Le ribulose-5-phosphate est le premier formé, dans I'oxydation suivie de

NADP 6-Phosphogluconate
Glycolyse
D-Ribulose-5-P
D-glucono-6-lactone-6-P
NADP
D-Xylulose-5-P
D-sédoheptulose-'
D-érythrose-4-P
D-Ribulose-1,5-PP
phosphodi-
hydroxyacétone
phosphoglycéraldéhyde

3 -P- glycérate

FIG. 11-4. Les diverses réactions du cycle des pentoses. Les chiffres représentent les
enzymes catalysant les réactions considérées: 1. Déshydrogénase du glucose-6-phosphate.
2. Gluconolactonase. 3. Déshydrogénase du phosphogluconate. 4. Isomérase du ribose-
phosphate. 5. 3-Epimérase du ribulose-phosphate. 6. Transcétolase. 7. Transaldolase. 8 Trans-
cétolase. 9. Phosphoribulokinase.
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CH.,OH

c=0

HCOH
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Le ribulose-5-phosphate est ensuite transformé par I'isomérase du ribose-
phosphate en un mélange en équilibre de deux pentose-phosphates :
ribose-P et ribulose-P.

ch2oh ch2oh C‘:HO
I I
c=0 c=0 HCOH
I I |
HOCH H(‘:OH <=* HCOH
|
HCOH HCOH HCOH
H2COPO;,H2 H2COPO;jH2 h2copo3h?
D-xylulose-5-P D-ribulose-5-P D-ribose-5-P

Le ribulose-5-P donne aussi naissance & un autre pentose isomeére, le

xylulose-5-P, grace a l'activité de la 3-épimérase du ribulose-phosphate.

La chalne allant de I'hexose aux pentoses est théoriquement réversible,
mais elle ne peut avoir d'importance biologique que dans des circonstances
trés particulieres.

Il n'est pas moins vrai que dans beaucoup de cas, un pentose-
phosphate donne un hexose. Mais ce n'est pas par le renversement de
la chaine oxydative des hexose-monophosphates. Le phénoméne qui entre
en jeu est une action non oxydative de la transcétolase et de la trans-
aldolase sur les pentose-phosphates. Si le ribose-5-phosphate est présent
pour jouer le réle d'aldéhyde accepteur, le ribulose-5-phosphate est rapi-
dement transformé par un enzyme de la levure, en triose-phosphate.
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Sous l'influence de la transcétolase, s’accomplit la réaction suivante

ch2oh CH20H
; |
co co
|
I FJ—
HOCH HOCH
HCOH HCOH
|
H2COPO(OH)2 HCOH
D-xylulose-5-P PPT
«* HCOH
+ |
CHO H2COPO(OH)2
HCOH D-sédoheptulose-7-P
! +
HCOH CHO
i
HCOH HCOH
H2COPO(OH)2 H2COPO(OH)2
D-ribose-5-P 3-Phosphoglycéraldéhyde

L'enzyme (transcétolase) a été purifié. Son coenzyme est le pyro

phosphate de thiamine (PPT). L'enzyme a été trouvé dans la levure, les
tissus animaux, les feuilles, et il est donc sans doute trés important dans

le métabolisme. C est un transporteur de Co qu'il peut fixer sur le C-1
des aldoses (ribose-5-P, par exemple). On peut se représenter comme
suit I'action du complexe enzyme-coenzyme : acceptation d’un résidu de
glycolaldéhyde activé (pyrophosphate de a.R-dihydroxy6thylthiamine) et
transfert de ce résidu a un autre aldéhyde.

CH20H—COH + COH—R  CH20H—CO—CHOH—R

Par ce cycle est élucidée la formation du sédoheptulose-7-P (ainsi
appelé par suite de son accumulation dans les feuilles de sedum, dans
lesquelles manque le systeme enzymatique des transformations ultérieures).

Ensuite intervient une transaldolase qui transfére le groupement
dihydroxyacétone du sédoheptulose a un aldéhyde accepteur (3-phospho-
glycéraldéhyde) formant le fructose-6-P et laissant un phosphotétrose-P,
le D-érythrose-4-P.
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c=0
HOéH
_HC(;;i -------- CHO HCOH (‘IHO
HCOH + HCOH ~ HCOH + HC‘IOH
HCOH h2copo3h? h2copo3h? HCOH
H2COPO:iH2 h2copo3h?
sédoheptulose-7-P  3-Phosphoglycéraldéhyde F-6-P D-érythrose-4-P

Une autre molécule de xylulose-5-P livrant un « glycolaldéhyde actif »
au tétrose, fournit une nouvelle molécule de F-6-P (réaction 8, Fig. 11-4).

Les enzymes catalysant le cycle de la figure 11-4 se trouvent dans
le cytoplasme et leur importance biologique réside dans le fait qu’il s agit
d’'un systéeme permettant la transformation d’'une molécule de glucose en
CO02 sans passer par le cycle de Krebs. Ce systétme est en outre un
producteur important de NADP red, utilisé dans la synthése des acides gras
et dans de nombreux systéemes d’oxydo-réduction. Comme [I'indique la
figure 11-5 le cycle des pentoses ne peut pas étre considéré comme une
séquence de réactions aboutissant, a partir de G-6-P a la production de
six molécules de CO02 En fait, on doit considérer le passage de six
molécules d’hexoses a travers le cycle pour expliquer la conversion nette
d’'un hexose-phosphate en six molécules de CO02 Le schéma de la
figure 11-5 indique le sort de chaque atome de carbone des six molé-
cules d’hexose s’engageant dans le cycle.

Signalons enfin que la partie du cycle des pentoses qui ne comprend
pas les réactions de déshydrogénation représente une séquence de réactions
jouant un réle important dans l'entrée du carbone dans la biosphére par
la voie de la photosynthése (Chap. 13).

lll. LA VOIE METABOLIQUE DE L’ACIDE GLUCURONIQUE

Au cours des derniéres années on a proposé une nouvelle voie méta-
bolique suivie par le glucose et aboutissant selon I'espece animale consi-
dérée au L-xylulose et a l'acide L-ascorbique (Fig. 11-6).

Selon le schéma proposé l'acide gulonique sert de précurseur au
L-xylulose et a l'acide L-ascorbique. Tous les animaux sont capables de
métaboliser I'acide gulonique via le L-xylulose. Les primates et le cobaye
sont les seuls a ne pouvoir transformer Il'acide L-gulonique en acide
ascorbique.
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FIG. 11-5. Représentation schématique du passage de 6 molécules d'hexose-monophosphate
dans le cycle des pentoses. Les chiffres se rapportent a la position des atomes de carbone
dans la molécule d’hexose (d'aprés B. Axelrod).
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riG. 11-6. La voie métabolique de l'acide glucuronique. L’astérisque permet de suivre le sort
lu C-1 du glucose (d’aprés Burns).
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La voie métaboligue de Il'acide glucuronique représente donc une
voie oxydative du glucose différente du shunt des hexose-monophosphates
en ce que le glucose est oxydé en C-6 pour former de l'acide D-glucu-
ronique au lieu d'étre oxydé en C-1 pour former de l'acide D-gluconique.
L'oxydation du glucose en C-6 ou en C-1 aboutit néanmoins au cycle
des pentoses.

On sait que l'acide ascorbique trouve son origine dans le glucose et
réciproquement, cet acide peut constituer un intermédiaire d’une voie
métabolique aboutissant au glucose (Fig. 11-7).

D-glucose -> ac. D-glucuronique ©™ ac. L-gulonique

. L-gulonolactone
L-xylose ac. L-lyxonique 9

\'
ac. L-ascorbique

ac. L-dicétogulonique «- ac. L-déhydro-
ascorbique

FIG. 11-7. Réle de l'acide L-ascorbique dans le métabolisme du glucose (d’aprés Burns).

On peut donc considérer que I'acide L-ascorbique est un inter-
médiaire dans le métabolisme des oses. Le fait que les primates et le
cobaye sont incapables de transformer la L-gulonolactone en acide
L-ascorbique est vraisemblablement le résultat de I'absence du géene
contrélant la synthése de I'enzyme catalysant la réaction. Chez ces espéces,
le scorbut, c'est-a-dire la maladie résultant de la carence d’acide L-ascor-
bigue (ou vitamine C) dans le régime, doit donc étre considéré comme
étant le résultat d’'un trouble du métabolisme des oses.

Signalons enfin que le L-xylulose présent dans I'urine des patients

incapables de métaboliser cette molécule (pentosurie) trouve son origine
dans la voie métabolique de I'acide glucuronique.
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L'énergie contenue dans les substances nutritives est libérée au cours
d’'une série de transformations qui peuvent étre schématiquement classées
en trois catégories.

Dans une premiére phase les osides sont convertis en hexoses, les
protéines en acides aminés et les lipides en glycérol et acides gras.
L'énergie libérée au cours de cette premiére phase est peu importante.
Elle est libérée sous forme de chaleur.

Dans une deuxiéme phase, les hexoses, les acides aminés, les acides
gras et le glycérol sont transformés en acétyl-CoA, en a-cétoglutarate et
en oxaloacétate. Ces trois substances intermédiaires sont alors, au cours
d’une troisieme phase, oxydées en CO?2 et en H>0. C'est au cours des deux
derniéres phases que la libération d'énergie est la plus importante et plus
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articulierement lorsque, a partir du substrat réduit (SH,) et de l'oxygéne,
'eau est formée :

SH, + Va Oo H.,0 (12-1)

La variation d’énergie libre standard dans les réactions d’oxydation
des phases Il et Il est comprise entre -35 et -70 Kcal par mole de
substrat.

Dans de nombreux cas, le substrat est oxydé par les dinucléotides de
| adénine, nicotinamide-adénine dinucléotide (NAD) ou nicotinamide-adénine
dinucléotide phosphate (NADP). On a alors :

SH, + NAD+ S + NADH + H¢ 12-2)

Ainsi, au cours de la glycolyse, I'oxydation du phosphoglycéraldéhyde, du
lactate et du pyruvate aboutit a la formation de dinucléotide réduit. Il en
est de méme lors de I'oxydation du glycérol, des thioesters des acides gras
3-hydroxy, du malate, de I'isocitrate et de I'a-cétoglutarate. Dans d’autres
cas l'agent oxydant est une flavoprotéine (FAD par ex.)

SH2 + FAD -> S + FADH, (12-3)

L oxydation du succinate, des thioesters des acides gras et la désamination
oxydative des acides aminés sont des exemples illustrant la réaction (12-3).

La variation d'énergie libre standard dans les réactions du type (12-2)
et (12-3) est de I'ordre de — 10 a + 10 Kcal par mole. Par contre la variation
d’énergie libre accompagnant une réaction du type (12-1) est trés impor-
tante mais provient en fait de I'oxydation par I'oxygéne du coenzyme réduit
selon I'équation générale :

NADH H- H+ + V2 Or, — NAD: (12-4)

Au cours de cette réaction, le A F° est voisin de — 52 Kcal M'l Cette
guantité importante d'énergie est rendue disponible pour I'activité cellu-
laire grace a la formation de dérivés phosphorylés « riches en énergie » au
cours des transferts d’électrons du coenzyme réduit & I'oxygéne moléculaire.
Cette quantité d'énergie est libérée progressivement a chaque étape du
transport d’électrons le long de la chaine des cytochromes et est récupérée
a des niveaux bien définis dans les réactions de synthése de I'ATP. Ce
mécanisme constitue ce qu’on appelle généralement les phosphorylations
oxydatives. C est évidemment un terme impropre, malheureusement consa-
cré par | usage. Nous savons en effet qu'au cours des réactions de la
glycolyse, quatre moles d’ATP sont formées, ce qui constitue un gain net
de deux moles puisque deux moles d'ATP ont été consommées au cours
des réactions kinasiques.

D'autre part, une des étapes du cycle de Krebs (voir p. 305), celle qui
aboutit & la formation de succinate, produit également au cours d’une
réaction d’oxydo-réduction, une mole d'ATP.

Il est donc plus logique de qualifier d’oxydatives toutes les réactions
de phosphorylation liées a une réaction d'oxydation, et de réserver I'expres-
sion « phosphorylations de la chaine respiratoire », a celles qui sont direc-
tement dépendantes de la présence d’'oxygéne dans le milieu. Les réactions
principales de la phase Il décrite plus haut, sont accomplies a I'interven-
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tion d'un groupe d'enzymes localisés dans un organite intracellulaire, hau-
tement différencié, la mitochondrie, qui recoit du cytoplasme les substrats
qui seront I'objet de transformations aboutissant a leur dégradation en
CO02 et H20.

Ces transformations comprennent des réactions de déshydrogénation
et les électrons enlevés au substrat se déplacent le long d’'une chaine de
transporteurs d’électrons pour aboutir a I'accepteur final, | oxygéne.

L’énergie libérée par ces réactions successives est emmagasinée sous
forme d'ATP. Ainsi donc les substrats, I'oxygéne, I'ADP et le phosphate
inorganique pénétrent dans la mitochondrie alors que I'ATP, le CO02 et
I'eau formée quittent cette structure.

Les transferts d’'énergie dont la mitochondrie est responsable ne
peuvent se concevoir qu’au niveau de structures possédant un haut degré
de complexité. Pour comprendre le fonctionnement de cette machine bio-
chimique qu’est la mitochondrie, il est nécessaire de savoir de quoi elle
est faite et comment ses différentes piéces sont assemblées.

. LE CYCLE DE L'ACIDE CITRIQUE

Les mitochondries, quelle que soit leur origine (animale, végétale ou
microorganismes) couplent I'oxydation du pyruvate a la synthese de I'ATP
a partir d’ADP et Pi par I'intermédiaire du cycle de l'acide citrique, dit aussi
cycle de Krebs ou encore cycle des acides tricarboxyliques. Cette série de
réactions fournit les électrons au systeme qui accomplit la réduction de
I'oxygéne alors que I'ATP est formé.

La connaissance de ce cycle a son point de départ dans des expé-
riences faites par Szent-Gydrgyi sur une pate de muscle pectoral de pigeon.
Cette pate respire d'abord activement sans produire d’acide lactique. La
respiration, d’abord intense, diminue avec le temps. Parallélement a la
chute de I'activité respiratoire, la teneur en succinate de la pate de muscle
diminue, mais I'addition de faibles quantités de succinate (ou de fumarate)
permet d’augmenter l'intensité de la respiration. Comme le quotient respira-
toire est égal a 1, on peut en conclure que la respiration est alimentée par
des glucides. Il résulte de ces observations que I'oxydation des glucides est
catalysée par le succinate et le fumarate et que la succinodéshydrogénase
doit y jouer un r6le important, puisque le malonate bloque l'effet stimulant
du succinate.

Dans la suite, les travaux de Krebs, de Martius, de Knoop et d’Ochoa
ont permis de préciser et d'étendre les découvertes fondamentales de
Szent-Gyorgyi et ont abouti a la formulation du cycle de la figure 12-1 dans
laquelle les principaux intermédiaires du cycle de l'acide citrique sont
représenteés.

Le cycle commence par la condensation de I'acétyl-CoA avec l'oxalo-
acétate ce qui fournit un acide tricarboxylique a six carbones, l'acide
citrique.

La perte et le gain successifs d’'une molécule d’eau aménent un réarran-
gement de la molécule en acide isocitrique, lequel est alors oxydé en acide
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oxalosuccinique. Par décarboxylation, on obtient alors de I'a-cétoglutarate
qui, aprés une décarboxylation oxydative, produit du succinate. L’oxydation
de cette molécule aboutit a I'acide fumarique qui, hydraté, puis oxydé,
donne de nouveau une molécule d’acide oxaloacétique.

0 H,C—COOH
Il
CH3—C—SCoA HOC —COOH
Acétyl-CoA
+ + H2C—COOH
1 Ac. citrique
0 = C—COOH
2 - Hfi
H2C —COOH H.C — COOH
Ac. oxaloacétique |
C—COOH
I
H HC—COOH

| Ac. cis-aconitique
HO—C—COOH

| 3 +Hfi
H2C—COOH H2C —COOH
Ac. L-malique
HC—COOH
+HFi 8 |
HOC—COOH
H—C—COOH
H
HOOC—C—H

Ac. isocitrique
Ac. fumarique

4 —2H
_oH 7 HX—COOH H2C—COOH
H2C —COOH H,C HC—COOH
| —— VN
H2C —COOH —+h'o 0O =C—COOH — co 0 =C—COOH
Ac. succinique —2H Ac. a-cétoglutarique Ac. oxalosuccinique

FIG. 12-1. Principaux intermédiaires du cycle de Krebs.

Pour chaque tour du cycle une mole d'acétyle est utilisée et deux moles
de CO0? sont produites. L'acide oxaloacétique qui est utilisé dans la réaction
initiale de condensation est régénéré, ce qui assure le fonctionnement
répétitif du cycle pour autant que lI'acétyl-CoA continue a étre fourni et que
les atomes d’hydrogéne et le CCL soient déplacés (Fig. 12-2).

Le résultat net d’un tour du cycle peut donc se représenter comme sulit :
CHg-COOH + 2 H20 -> 2 CO, + 8 H

Il'y a cing étapes oxydatives dans le cycle (formation d'acétyl-CoA et
réactions 4, 6, 7, 9, Fig. 12-1) qui, a I'exception de la réaction 7, ayant pour



CHAPITRE 12
300

coenzyme une flavoprotéine, aboutissent a la réduction des dinucléotides
de Il'adénine.

FIG. 12-2. Schéma illustrant le caractére répétitif du cycle des acides tricarboxyliques.
1 = acétyl-CoA ; 2 = oxaloacétate.

A. LES ETAPES DU CYCLE DES ACIDES TRICARBOXYLIQUES

Les mitochondries isolées a partir du foie, du rein ou du muscle
d’animaux supérieurs, de méme que celles isolées a partir d'organismes
monocellulaires, possédent I'équipement complet nécessaire a | oxydation
du pyruvate ou des acides gras via le cycle de Krebs. Le milieu de suspen-
sion doit contenir, outre les substrats, pyruvate ou acides gras, du Mg"\
de I'ADP et du phosphate inorganique (Pi). On ajoute parfois du malate ou
de I'oxaloacétate, comme amorce du cycle, bien que ces molécules puissent
étre formées a partir de précurseurs plus simples.

On trouve donc dans la mitochondrie isolée les enzymes, les coenzymes
et les métaux essentiels aux différentes réactions que nous allons mainte-
nant examiner plus en détail.

1. Origine de Pacétyl-CoA

La premiére réaction du cycle de Krebs fait intervenir Il'acétyl-CoA.
Cette molécule est formée grace a l'activité d'un systeme complexe com-
prenant trois ou quatre enzymes et qui porte le nom de systeme de la
déshydrogénase pyruvique. Le systéme nécessite la participation de | acide
a-lipoique et du pyrophosphate de thiamine.

La réaction générale peut s’écrire

Pyruvate + NAD* + CoA —» acétyl-CoA +CO02 + NADH + H* (12-5)

Le NADH formé entre dans la chaine respiratoire (p. 314) alors que
I'acétyl-CoA peut entrer dans le cycle en se condensant avec I'oxaloacétate
pour donner du citrate. Cette réaction est beaucoup plus complexe qu’il
n'apparait & la considération de I'équation (12-5). Beaucoup de travaux ont
été consacrés a I'étude du role précis de I'acide a-lipoique et du pyrophos-
phate de thiamine dans le mécanisme de la décarboxylation oxydative du
pyruvate.

On considére actuellement que le pyruvate se combine au pyrophos-
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phate de thiamine de la carboxylase pyruvique pour former le pyruvate
activé ou pyrophosphate de I'a-lactyl-2-thiamine

Pyruvate + thiamine-PP a-lactyl-2-thiamine-PP (12-6)

Cet intermédiaire, fixé & I'enzyme, est peu stable et devient par décarboxy-
lation, I'acétaldéhyde activé ou pyrophosphate de la 2-hydroxyéthylthiamine

Cet intermédiaire serait alors oxydé au niveau de la fonction hydroxy-
éthyle pour former un dérivé acétylé de la thiamine, réaction possible grace
a la participation du cycle disulfure du groupe a-lipoyle de I'enzyme en
qualité d'accepteur d’électrons (p. 56) :

/1 SH

Hydroxyéthylthiamine-PP + R 2-acétylthiamine-PP + R<
SH
(12-7)

Le groupe acétyle est alors transféré de la thiamine sur la fonction a-lipoyle
réduite pour former un thioester qui devient un donneur d’'acétyle dans une
réaction faisant intervenir le CoA comme accepteur

SH SH
2-Acétylthiamine-PP + R —» thiamine-PP + R
\
SH S-CO-CHg  (12-8)
SH SH
V4
R H- CoA acétyl-CoA + R
\
S — CO ~ CHg SH (12-9)

Les électrons passent alors sur le NAD et la chaine respiratoire via la flavo-
protéine a-lipoyle déshydrogénase

SH S

R + FAD -> R | + FADH,
SH S (12-10)
FADH + NAD+ —»FAD + NADH + H* (12-11)

Les enzymes catalysant ces réactions forment un complexe de poids
moléculaire voisin de 4000000 qui peut étre scindé en deux fragments,
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I'un catalysant les réactions (12-6) a (12-9), l'autre catalysant les réactions
(12-10) et (12-11).

Comme on peut le voir, le groupe a-lipoyle est impliqué dans quatre
réactions distinctes : une oxydation, deux transferts de groupe acyle et une
réduction de flavoprotéine. A ce stade la réaction est complete, le pyruvate
a été oxydé en acétyl-CoA + CO02, le pyrophosphate de thiamine a complété
son cycle catalytiqgue et le groupe a-lipoyle, a l'origine une lipoamide sous
forme disulfure, retourne & cet état au cours de la réaction (12-10).

2. Acétyl-CoA + oxaloacétate

I s’agit de la premiere étape du cycle de Krebs proprement dit. Au
cours de cette réaction de condensation, le citrate est formé

H20 FCH3 -C-S-CoA + O=C - coorl H2C — COOH
\
0 H2C — COOH HOC - COOH + HS — CoA
H2C - COOH
Acétyl-CoA Ac. oxaloacétique Ac. citrique
CH..COOH

plan de symétrie

—\/ CH.,COOH

COOH

surface de I'enzyme

FIG. 12-3. Mode de fixation de l'acide citrique a la surface de l'enzyme mettant en evidence
I'asymétrie des deux groupes -CHM"COOH par suite de l'existence de 3 points d attache

(Ogston).

L’'équilibre de la réaction est déplacé vers la droite et la variation d’énergie
libre standard est voisine de —8 Kcal M1 (K = 5 10;).

Dans la mitochondrie, une autre réaction impliquant I'acétyl-CoA et
I'oxaloacétate, aboutit a la formation de malonyl-CoA, un précurseur de la
synthése des lipides. D’autres réactions, importantes dans I'activité biosyn-
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thétique de la mitochondrie, et faisant intervenir le cycle de Krebs, sont
décrites ailleurs.

L'acide citrigue, n‘ayant pas de carbone asymétrique substitué, n’a
pas d’activité optique. On pourrait donc croire que lintroduction d'acé-
tyl-1-,4C-CoA dans le cycle devrait aboutir a un marquage égal des deux
carboxyles de l'acide a-cétoglutarique. Or il n'en est rien et le produit
recueilli est en fait essentiellement marqué sur le carbone du carboxyle y.

CHil4COOH
+ H2C (y)-14COOH
0=C-COOH ----------- ) H2C (B)
H2C - COOH 0 =C (a) - COOH

Cette observation s’explique facilement si on postule que les deux
groupes —CK.COOH de I'acide citrique ne sont pas géométriquement équi-
valents. Ce fait est apparent a la considération de la figure 12-3 qui montre,
outre I'asymétrie géométrique des deux groupes —CH.COOH, la fagcon dont
le substrat se fixe par trois points sur I'enzyme.

3. Citrate, cis-aconitate et isocitrate

L'aconitase est un enzyme facilement extrait de la mitochondrie et qui
catalyse réversiblement I'interconversion du citrate, du cis-aconitate et de
I'isocitrate au cours de réactions d’hydratation et de déshydratation. Des
expériences réalisées a l'aide d’isotopes ont mis en évidence I'existence
:j’un intermédiaire commun, probablement un ion carbonium, attaché a
‘enzyme.

H2C — COOH H2C - COCH
"
HOC - COOH h2(|: - C0o0 HC* - COO- ~ HC - COOH
H2C - COOH ™ *(\: - coo HC - coo N HOC - COOH
_ h2c - coo h2c - COO- H
Citrate lons carbonium isocitrate
1

H2C — COOH

C — COOH

HC — COCH

cis-aconitate

Pour son activité maximum I'enzyme réclame la présence de glutathion réduit
et d’ions Fe*. A I'équilibre, on trouve approximativement 90 % de citrate,
7 % d’isocitrate et 3 % de cis-aconitate. En se basant sur les considérations
stériques décrites dans la figure 12-3, il est raisonnable de postuler que le
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citrate se fixe sur I'aconitase par trois points d’attache avant d’'étre déshy-
draté pour donner du cis-aconitate. On sait aussi que le citrate peut fournir
de lisocitrate sans production de cis-aconitate comme intermédiaire libre.

4. u-cétoglutarate

Bien que I'équilibre de la réaction précédente s’'établisse en faveur de
la formation de citrate, la séquence des réactions s'accomplit dans le sens
de la production d’isocitrate, grace a la présence de la déshydrogénase de
I'acide isocitrique qui oxyde ce dernier substrat en a-cétoglutarate et CO2
Le A F° de cette derniére réaction est de —5 Kcal M"L Les électrons sont
transférés aux dinucléotides de I'adénine et on a décrit deux enzymes, I'un
spécifique pour le NAD, l'autre pour le NADP.

La déshydrogénase isocitrique liée au NADP catalyse réversiblement
la réaction et peut donc fixer du CO2

H2C — COOH — H2C — COOH- H2C — COOH
: Mn++
HC — COOH + NADP* ;=¢ NADPH + H* + HC — COOH —~ HCH + CO

| | |

HOC - COOH O =C — COOH O =C - COOH
|
H

Ac. isocitrique Ac. oxaiosuccinique Ac. u-cétoglutarique

L'acide p-cétonique formé aprés la déshydrogénation ne quitte pas la
surface de I'’enzyme ; I'étape suivante, la décarboxylation, s’accomplit immé-
diatement. En I'absence de Mnt#t cette réaction est lente et devient limitante.

Si on ajoute au systeme un acide p-cétonique, de I'oxalosuccinate par
exemple, on observe une production de CO02 pour autant que Mn" soit
présent.

On considére que la décarboxylation est catalysée par la formation
d’un complexe de chélation instable entre I'enzyme, l'acide p-cétonique et
le Mn**,

L'enzyme lié au NAD nécessite la présence d’acide adénylique. Il ne
catalyse la réaction que dans le sens de la formation d'a-cétoglutarate et
en outre, il ne peut catalyser la décarboxylation de l'oxalosuccinate ajouté
au milieu d’incubation.

On pense généralement que la réaction catalysée par I'enzyme lié au
NADP est la voie principale suivie dans la mitochondrie.

Le NADP réduit formé dans cette réaction n’intervient pas immédiate-
ment dans la chaine respiratoire. Au contraire, au cours d’'une réaction de
transhydrogénation, il y a réduction du NAD :

NADPH + H" + NAD* — NADH + H* + NADP*

L'a-cétoglutarate est un point de convergence important dans le méta-
bolisme des oses, des lipides et des acides aminés. Par transamination, le
glutamate donne de l'a-cétoglutarate et tous les acides aminés qui, au
cours de leur métabolisme, peuvent donner du glutamate sont des précur-
seurs possibles de I'a-cétoglutarate. C’est le cas de l'ornithine, de la proline,
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de I'histidine et de I'amide glutamine (Chap. 14). Inversement, I'a-céto-
glutarate produit dans le cycle de Krebs est a l'origine du glutamate et
de ses dérivés.

5. Succinate

L'oxydation de l'a-cétoglutarate suit le méme cours que celle du
pyruvate. Il s’agit d’'une série de réactions complexes dans lesquelles inter-
viennent le pyrophosphate de thiamine, le CoA et le groupe a-lipoyle. NAD
est l'accepteur final d'électrons. L’enzyme responsable fait partie d’un
complexe de poids moléculaire élevé et la réaction catalytigue a un AF°
voisin de — 8 Kcal M'l

L'a-cétoglutarate, comme dans le cas du pyruvate, se fixe sur I'enzyme
avec le pyrophosphate de thiamine et forme un semi-aldéhyde succinique
activé. L’intermédiaire formé au cours de la décarboxylation est le pyro-
phosphate du 2-hydroxy-4-carboxypropylthiamine

Hq,OH S
ch?
ch?
COOH

La chaine a quatre carbones est alors transférée sur l'acide lipoique fixé
a l'enzyme pour former un complexe succinyl-a-lipoyl-enzyme. Le groupe
succinyle est transféré sur le CoA avec formation de succinyl-CoA. La
déacylation se fait suivant deux voies. La plus habituelle est celle qui
implique un clivage phosphorolytique dont le mécanisme est trés complexe :

Succinyl-CoA + P, + GDP - succinate + GTP + CoA
ou GDP et GTP représentent le di- et le triphosphate de guanosine. Cette
réaction constitue ce qu'on appelle une phosphorylation au niveau du
substrat. Elle n'est pas inhibée par le 2,4-dinitrophénol et est catalysée

par la thiokinase de I'acide succinique. En présence de la kinase du nucléo-
side-diphosphate, de I'ATP est formé selon le schéma :

GTP + ADP -~ GDP + ATP
Alternativement le CoA du succinyl-CoA peut étre transféré sur l'acéto-
acétate, particulierement dans les mitochondries du rein et du muscle :

Succinyl-CoA + acétoacétate - succinate + acétoacétyl-CoA

Cette réaction est un point de convergence entre le cycle de Krebs et
I'oxydation des corps cétoniques (p. 314).
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6. Fumarate

La déshydrogénase de [I'acide succinique catalyse I'oxydation du
succinate en fumarate. C’est une réaction dont le coenzyme est une
flavoprotéine.

H - C — COOH
FAD + HOOC — CH, — CH2 — COOH [ + FADH?
HOOC - C - H

Ac. succinique Ac. fumarique

L’enzyme a un poids moléculaire de 200 000. Il contient quatre atomes de
fer et une mole de flavine par mole de protéine.

La réaction catalysée est spécifique pour la forme trans; l'acide
maléique, l'isomére cis, n'est pas produit par I'enzyme. L’'acide malonigue
est un inhibiteur spécifique, en conséquence il interrompt le déroulement
du cycle a ce point avec accumulation de succinate. L'oxaloacétate, le
dernier intermédiaire du cycle, inhibe également I'enzyme par compétition,
ce qui permet d’entrevoir un moyen de contréle de la vitesse du cycle par
un mécanisme de feedback.

7. L-malate

L’hydratation du fumarate avec production de malate est catalysée
par la fumarase.

H - C - COOH H.,C — COOH
Il + h2o |

HOOC - C — H HOC - COOH
H

Ac. fumarique Ac. L-malique

La constante d’équilibre de la réaction dans le sens gauche - droite est
voisine de 4. Il s'agit donc d’'une réaction réversible ; toutefois le pH
optimum est différent selon le sens envisagé. Les ions inorganiques et plus
particulierement le phosphate, influencent la vitesse de la réaction.

8. Oxaloacétate

La déshydrogénase de l'acide L-malique catalyse en présence de NAD
'oxydation du L-malate en oxaloacétate.

HI,C — COOH HoC - COOH
+ NAD+ ™ | + NADH + H*
HOC — COOH 0 =C - COOH
H

Le potentiel d’oxydo-réduction du couple malate-oxaloacétate est de
— 01 V (pH 7.0) alors que celui du systeme NADred - NADox est voisin
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de - 0.32 V. L'oxaloacétate représente donc un accepteur d’électrons
vis-a-vis du NAD ou vis-a-vis d’autres substrats liés a NAD. La position de
I'équilibre en faveur de la réaction dans le sens droite-gauche assure
le contréle de la concentration intramitochondriale en oxaloacétate.

La formation d oxaloacétate compléte le cycle et permet ainsi la
condensation avec une nouvelle molécule d'acétyl-CoA et la répétition de
tout le processus.

La mitochondrie contient des enzymes dont les substrats sont des
membres du cycle de Krebs, fournissant ainsi un moyen de contrble
adéquat de la vitesse du cycle. Il s'agit de la glutamate-oxaloacétate
aminotransférase, de la glutamate-pyruvate aminotransférase, de la déshy-
drogénase de l'acide L-glutamique et des carboxylases pyruvique et
phosphopyruvique.

Le schéma de la figure 12-4 montre l'organisation du cycle de Krebs
et les points de convergence essentiels avec d’autres voies métaboliques
qui sont étudiées dans d’autres chapitres de ce livre.

B. SORT DES DEUX CARBONES DE L'ACETATE AU COURS D’UN TOUR
DU CYCLE

Si on marque a l'aide d’isotopes du carbone, le méthyle et le carboxyle
de l'acétate, le sort des deux carbones de cette molécule peut étre suivi
au cours de son passage dans les intermédiaires du cycle de Krebs. La
figure 12-5 résume les résultats obtenus. Par suite de la fixation asymétrique
du citrate sur I'aconitase, il n'y a pas de distribution symétrique de ces
carbones dans | a-cétoglutarate. Cette derniére n’apparait qu'a partir de
I'étape conduisant a la formation de succinate.

Il est aussi apparent que les deux moles de CO2 produites par mole
d’'acétate entrant dans le cycle, ne proviennent pas, au premier tour, de
cet acétate. Ce n'est qu'au cours de cycles ultérieurs, avec la réutilisation
de I'oxaloacétate formé qu’apparaitront sous forme de CO02 les carbones
de l'acétate.

II. LE CYCLE OXYDATIF DES ACIDES GRAS

L'hydrolyse des graisses neutres en présence des lipases aboutit a
la production de glyceérol et d’acides gras. Le glycérol des graisses et des
phosphatides est activé en présence d'ATP et de kinase du glycérol en
a-glycérophosphate et est ainsi introduit dans la séquence de réactions
de la glycolyse.
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Les acides gras pénétrent dans la mitochondrie qui posseéde I'arsenal
enzymatique indispensable a I'oxydation compléte de ces substrats en
CO2 et H20. Comme dans le cas du cycle de Krebs, l'oxydation des acides

a a
H,C—COOH H?C—COOH
m A \
CHgCOOH HOC —COOH C—COOCH
HC—COOH

Ac. acétique

Ac. citrique

Ac. cis-aconitique

A B A
H2C—COOH H2C —COOH H.,C—COOH
- CO, =
HC—COOH Hc—cooH %) ( CO’)
HOC—COOH 0= C—COOH 0 =C—COOH

|
H

Ac. isocitrique

Ac. oxalosuccinique

Ac. u-cétoglutarique

A COOH COOH A COOH COOH
m ch? ch? m CH CH
\
ch? bc‘:hz CH m CH
COOH A COOH COOH A COOH

Ac. succlnique

Ac. fumarlque

* COOH COOH A COOH COOH <<A COOH COOH —
I |
B C=0 CHOH BC=0 C=0 mC=0 cC=0
|
ch? bch? CO02 mCH, ch3 m ch3
\ \ | + +
COOH A COOH COOH A COOH co? aco?

L

Ac. malique Ac. oxaloacétique Ac. pyruvique

FIG. 12-5. Sort des deux carbones de l'acétate au cours d’'un tour du cycle.

gras par la mitochondrie est trés autonome puisqu’il suffit d’ajouter au
milieu de suspension, du phosphate inorganique, de I'ADP, Mg+ et un
acide dicarboxylique pour I'obtenir.
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La dégradation s’effectue alors par enlévement successif d'unités a
deux carbones a partir de I'extrémité portant la fonction carboxyle. Ce
mécanisme, proposé par Knoop en 1904 et appelé la R-oxydation, a recu
sa pleine confirmation a la suite des travaux de Lynen, Green, Ochoa,
Lardy et Lehninger et constitue actuellement une des voies métaboliques
les mieux établies.

La caractéristique principale de cette séquence de réactions est qu'a
chaque tour du cycle, la chaine de l'acide gras est raccourcie d’une
unité de deux carbones libérée sous forme d'acétyl-CoA, c’est pourquoi
on parle parfois de spirale de I'oxydation des acides gras.

Comme le montre la figure 12-6 on doit considérer cinq étapes
principales dont la répétition aboutit a la dégradation compléte en acétyl-
CoA d’un acide gras possédant un nombre pair d'atomes de carbone. Dans
le cas ou on a affaire a un acide gras formé d’un nombre impair d’atomes
de carbone, le produit obtenu au dernier tour du cycle est le propionyl-CoA.

La figure 12-6 indique également que les dérivés acylés sont liés au
groupe thiol du CoA.

Acide gras
ATP

| HS-CoA
R-CH .,,-CO-S-CoA

(-2H)

u I I u u u r-CH = CH-CO-S-CoA

C, G, c2cCjG, N
chaine
respiratoire

R-CHOH-CHj-CO-S-CoA

4 <—2H)
(HS-CoA) — NADH + H* —
R-C-CH.,-CO-S-CoA

CH-.-CO-S-CoA

FIG. 12-6. La spirale de l'oxydation des acides gras.

A. LES ETAPES DU CYCLE

1. Activation de l'acide gras

Le soufre du CoA joue le méme rble d’introducteur des acides gras
dans le métabolisme que le phosphate inorganique vis-a-vis des molécules
d'oses. L’'activation de l'acide gras peut se faire selon deux schémas. Le
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premier nécessite la présence d’ATP et de Mg** et aprés formation d’un
intermédiaire acyl-AMP (voir p. 209) l'acyl-CoA est obtenu :

R-COOH + ATP + CoA R-CO-CoA + AMP + PP

Les enzymes catalysant cette réaction portent le nom général de synthétase
de l'acyl-CoA. On en connait deux qui sont spécifiques pour les acides
gras a chaine courte et longue.

Un deuxieme mécanisme implique la participation de transférases
catalysant la réaction générale :

Succinyl-CoA + R-COOH “™ ac. succinique + R-CO-S-CoA

Cette réaction est surtout importante chez les microorganismes.

2. Premiére déshydrogénation

Cette étape est catalysée par des flavoprotéines portant le nom
général de déshydrogénases de I'acyl-CoA. Ces enzymes sont spécifiques
pour les acides gras a chaine courte, moyenne ou longue et contiennent du
FAD. Ces enzymes sont également associés a Cu ou Fe.

3 2 1 3 2 1
R-CH2-CH2-CH2-CO-S-CoA + FAD ™ R-CH2-CH = CH-CO-S-CoA + FADH2
Acyl-CoA (saturé) Acyl-CoA (2,3 non saturé)

3. Hydratation

L'étape suivante est I'hydratation de l'acyl-CoA non saturé (2,3) par
I’hydratase de énoyl-CoA :

3 2
R-CH2-CH = CH-CO-S-CoA + H20 ™ R-CH2-CHOH-CH2-CO-S-CoA
Acyl-CoA (non saturé, 2,3) 3-Hydroxyacyl-CoA

L'acide 3-hydroxy formé a la configuration L (+) et I'enzyme agit sur les
esters non saturés en 2,3 ou en 3,4 de forme cis ou trans.

C’est un enzyme sulfhydrylé qui ne contient pas de groupe prosthétique
et ne nécessite pas de cofacteur.

4. Deuxieme déshydrogénation

La deuxieme déshydrogénation est catalysée par un enzyme qui est
spécifigue des formes L- des stéréoisomeres des esters 3-hydroxyacyl-CoA
et nécessite le NAD. Le NADred formé est alors disponible pour son entrée
dans la chaine respiratoire

R-CH2-CHOH-CH2-CO-S-CoA + NAD* “~ R-CH2-CO-CH2-CO-S-CoA + NADH + H*
L-3-hydroxyacyl-CoA 3-Cétoacyl-CoA

On trouve dans la mitochondrie une épimérase qui transforme réversible-
ment la forme D- de l'ester 3-hydroxybutyryl-CoA en la forme L-.
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I est intéressant de remarquer que l'oxydation des acides gras
implique la forme L- du 3-hydroxyacyl-CoA comme intermédiaire alors que
la synthése des acides gras implique la forme D-.

5. Clivage thiolytique

Le 3-cétoacyl-CoA formé est l'objet d'un clivage thiolytique qui a
pour résultat de libérer de l'acétyl-CoA et un acyl-CoA possédant deux
carbones en moins.

C(n) -3-cétoacétyl-CoA + CoA “~ qn_2)-acyl-CoA + acétyl-CoA

L’'acétyl-CoA formé peut suivre diverses voies métaboliques dont la plus
importante est le cycle de Krebs. Quant a I'acyl-CoA, il rentre dans le
cycle qui vient d'étre décrit ou il subira le raccourcissement d’'une nouvelle
unité acétyle. Les recyclages successifs d'une chaine acyl-CoA graduelle-
ment raccourcie de deux carbones constituent ce qu'on appelle la spirale
de l'oxydation des acides gras.

Dans la mitochondrie du foie, I'oxydation des acides gras peut se faire
selon deux schémas.

En l'absence d’intermédiaires du cycle de Krebs, on doit ajouter de
I’ATP pour amorcer la spirale, vraisemblablement au niveau de la premiéere
réaction d’activation. Dans ces conditions, on obtient exclusivement de
I'acétoacétate puisqu’il n'y a pas d'acide dicarboxylique en C4 permettant
I'entrée de l'acétyl-CoA dans le cycle de Krebs.

Deux molécules d’acétyl-CoA se condensent pour donner de l'acé-
toacétyl-CoA qui est alors désacylé (voir p. 314) .

Acétyl-CoA + acétyl-CoA ™ acétoacétyl-CoA + CoA
Acétoacétyl-CoA -» acétoacétate + CoA

Si un intermédiaire du cycle de Krebs est présent, il y a moins d’acétoacétate
formé : I'acétyl-CoA se condense avec I'oxaloacétate et est oxydé compléte-
ment par la voie du cycle de Krebs. C'est le mécanisme rencontré le plus
couramment dans la mitochondrie du rein, du muscle et des tissus autres
que le foie.

Notons aussi que c’est la mitochondrie du cerveau qui est la moins
active en ce qui concerne l'oxydation des acides gras.

La carnitine est un facteur de croissance qui a été récemment impliqué
dans le métabolisme des acides gras. L'ester de carnitine d’un acide gras
est oxydé plus rapidement par la mitochondrie que l'acide gras libre ce
qui suggere que l'ester de carnitine pourrait étre la forme sous laquelle
I'acide gras est transporté au sein de la mitochondrie.

(CH3)3 N" — CH2 — CH — CH2 — COCH

OH

Carnitine

B. SORT DU PROPIONYL-CoA

Si l'acide gras entrant dans la spirale de lI'oxydation des acides gras
posséde un nombre impair de carbones, les produits terminaux obtenus
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sont I'acétyl-CoA et le propionyl-CoA. Le pool du propionyl-CoA peut égale-
ment étre alimenté par d’autres voies métaboliques et notamment par
celle de l'oxydation des acides aminés aliphatiques a chaine latérale.
L’acide propionique formé est alors activé au cours d’une réaction impli-
guant soit une synthétase soit une transférase (p. 179).

La voie métabolique suivie est la transformation en méthylmalonyl-CoA :
COOH

ATP + propionyl-CoA + CO,, + H.,O -~ ADP + P, + CHCH3

CO - S — CoA

Méthylmalonyl-CoA

Cette réaction est catalysée par la carboxylase du propionyl-CoA
(E. N. 6.4.1.3). Elle implique la formation d’un complexe enzyme-C02-biotine.
La biotine est un coenzyme fixé par une liaison covalente aux groupes
E-aminés (liaison amide) des résidus lysine de l'apoenzyme. L'étape ulté-
rieure est la transformation du méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA.

COOH
COOH
| c*h?
C*HCH3 5=1 \
(@24
CO - S - CoA | :
co-s-¢C
Méthylmalonyl-CoA Succinyl-CoA

L'enzyme de cette réaction, la mutase du méthylmalonyl-CoA (E.N.
5.4.99.2), a pour coenzyme la cyanocobalamine (vit. B12). Il catalyse le
transfert du groupe thioester, — CO—S—CoA, de telle sorte que le carbone
occupant la position 2 dans le méthylmalonyl-CoA se trouve en position 3
dans le succinyl-CoA. Ce réarrangement intramoléculaire a été mis en
évidence par l'utilisation de 2-Cl4-méthylmalonyl-CoA et est précédé d’une
isomérisation portant sur le méthylmalonyl-CoA. La configuration des deux
isoméres obtenus n'est pas connue. On sait toutefois que la transformation
en succinyl-CoA ne porte que sur un des isoméres. Le mécanisme par
lequel la cyanocobalamine transfére le groupe thioester n’est pas élucidé.
Il est intéressant de remarquer qu’une isomeérisation analogue du méthylas-
partate en glutamate fait également intervenir la vitamine BJ2,

Le résultat de la séquence des réactions qui vient d'étre envisagée
est donc la formation du succinyl-CoA, un intermédiaire du cycle des
acides tricarboxyliques.

C. 0=-OXYDATION

Dans certains cas, le groupe méthyle terminal d'un acide gras peut
étre oxydé en groupe carboxyle. La réaction parait se dérouler en plusieurs
étapes dont les principales seraient la formation d’intermédiaires ce-hydroxy-
et co-carbonyl-.
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D. FORMATION ET OXYDATION DES CORPS CETONIQUES

La mitochondrie isolée a partir des tissus autres que le foie (rein et
coeur par exemple) oxyde le D-B-hydroxybutyrate et | acétoacétate en COp et
H20 au cours des réactions suivantes faisant intervenir des intermédiaires
du cycle de Krebs :

D-B-hydroxybutyrate + NAD+ acétoacétate + NADH + H+
Acétoacétate + ATP + CoA ™ acétoacétyl-CoA + AMP + PP
Acétoacétate + succinyl-CoA acétoacétyl-CoA + succinate

Acétoacétyl-CoA + CoA “ 2 acétyl-CoA

Dans le foie, au contraire, le D-B-hydroxybutyrate est oxydé en acéto-
acétate selon la premiere réaction ci-dessus, et I'acétoacétate s’accumule
parce que la mitochondrie hépatique n’est pas pourvue des systemes enzy-
matiques responsables de I'activation en acétoacétyl-CoA. D autre part,
I'oxydation des acides gras par la mitochondrie hépatique s’accompagne
également d’'une accumulation d’acétoacétate (voir plus haut p. 307). Il est
vraisemblable que I'acétoacétyl-CoA formé est désacylé rapidement, échap-
pant ainsi a la possibilité du clivage thiolytique. On sait que la désacylation
ne se fait pas par hydrolyse directe mais implique au contraire un méca-
nisme cyclique faisant intervenir I'acétyl-CoA et I’hydroxyméthylglutaryl-CoA
selon ce schéma:

Acétoacétyl-CoA + acétyl-CoA + H20 -~ hydroxyméthylglutaryl-CoA + CoA

Hydroxyméthylglutaryl-CoA - acétoacétate + acétyl-CoA

L'acétyl-CoA régénéré réagit alors avec d’autres molécules d’acétoacétyl-
CoA.

lIl. LA CHAINE RESPIRATOIRE

La mitochondrie intacte posséde un systeme plurienzymatique qui
accepte les électrons résultant des déshydrogénations accomplies au cours
du cycle de Krebs et du cycle de l'oxydation des acides gras dont les
coenzymes sont le NAD, le NADP ou une flavoprotéine. Le systéme trans-
porteur d'électrons est disposé de telle sorte qu'il forme une chaine dont
le potentiel d’'oxydo-réduction va en augmentant. Les électrons se déplacent
donc d’un potentiel d’oxydo-réduction négatif (substrat) vers un potentiel
d’oxydo-réduction positif (02) par lintermédiaire de trois catégories
principales de substances.

1) les déshydrogénases nécessitant la présence des nucléotides de
I’adénine

2) les flavoprotéines

3) les cytochromes

L'importance de ce systeme réside en ce qu’il comporte des mécanismes
permettant de récupérer I'énergie libérée au cours des transferts d électrons
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et de | accumuler sous forme de composés phosphorylés a potentiel éner-
gétique élevé (ATP principalement), au cours de ce que nous sommes
convenus d’appeler les phosphorylations de la chaine respiratoire.

C est grace aux travaux de Chance et de ses collaborateurs que nous
possédons une description détaillée de la composition et de l'organisation
de la chaine respiratoire. Ces recherches ont été précisées dans d'autres
laboratoires et notamment dans ceux de Green, Okunuki, Slater, Singer,
Lehninger, Klingenberg, etc.

Le spectre des différents éléments de la chaine respiratoire étant
connu, tant pour les formes oxydées que pour les formes réduites
(Fig. 12-9 a 12-12 et Tableau 12-3), Chance a mis au point une technique
élégante permettant de distinguer les pics d'absorption des composants
de cette chaine dans une suspension trouble de mitochondries. Le principe

consiste a enregistrer a différentes longueurs d'onde les variations de

NADH

Densité Optique

— 04 -

FIG. 12-7. Les enzymes de la chaine respiratoire détectables par spectrophotométrie.

Spectre différentiel obtenu par réduction des pigments oxydés lorsqu'on ajoute un substrat
CO{ndIIaO.nS anaérobies (trait é:)lein) ou en présgnge d'antimycine A (trait interrompu)

(d apres Chance et Williams, 1956). r
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densités optiques qui apparaissent lorsque la suspension passe d'un état
aérobie a un état anaérobie.

Le spectre obtenu, appelé spectre différentiel, est représenté dans la
figure 12-7. Les courbes montrent la variation de densité optique d’une
suspension de mitochondries de foie de porc lorsque les pigments oxydés
sont réduits par suite de l'addition de substrat en conditions anaérobies
(trait plein) ou aprés addition d’antimycine A (courbe en pointillé). Cette
derniére substance inhibe la chaine respiratoire entre le cytochrome b
et le cytochrome Ci (Fig. 12-8).

Les tracés montrent les caractéristiques spectrales des nucléotides
de l'adénine, des flavoprotéines et des cytochromes a, b et c. L utilisa-
tion de cyanure ou d'oxyde de carbone a également permis d identifier
dans ce spectre complexe, les variations correspondant aux cytochromes
a et a3

Si la chaine respiratoire est réduite enzymatiquement, l'adjonction d un
agent réducteur (par exemple : Na2S304 ;. hydrosulfite de Na) ne modifie
pas le spectre ce qui signifie que tous les éléments de la chaine détectables
dans le spectre sont normalement réduits par les substrats de la respiration
et qu'il n'y a pas, dans la mitochondrie, de transporteur d’électrons qui ne
soit en rapport direct avec les autres éléments de la chaine.

Tableau 12-1

CONCENTRATION DES ELEMENTS DE LA CHAINE RESPIRATOIRE DANS LA MITOCHONDRIE
DU FOIE DE RAT
(d'apres Chance et Hess)

NAD FP cyto b cyto ¢ + c, cyto a cyto a3
Concentration mjiM/mg
Protéine 3.8 0.72 0.18 0.34 0.20 0.22
Concentration relative
(cyto a=1) 19 3.6 0.9 17 1.0 11

A partir des données de la spectroscopie, on peut également calculer
non seulement la concentration de chaque élément de la chaine dans la
mitochondrie intacte (Tableau 12-1) mais aussi la proportion relative des
différents éléments se trouvant a I'état réduit dans une situation déterminée
(Tableau 12-2).

Tableau 12-2

PROPORTION RELATIVE DES ELEMENTS DE LA CHAINE RESPIRATOIRE SE TROUVANT A
L'ETAT REDUIT EN CONDITIONS AEROBIES D'EQUILIBRE DYNAMIQUE

(d'apres Chance et Williams)

NAD + NADP FP cyto b cyto ¢ cyto a

Pourcentage 53 20 16 6 <4

Ces informations, jointes a celles obtenues lorsqu'on inhibe la
respiration par différentes substances (cyanure, amytal, etc.), lorsqu’on
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recherche la séquence d'apparition de I'état oxydé a partir d’'une chaine
complétement réduite ont permis de proposer la séquence fonctionnelle

Substrat -> NAD -» FP -> cyt b -» cyt ¢ (¢ -> cyt a -» cyt a3 -> O2

A la lumiére de ce schéma, la question qui se pose est de savoir si
le méme type de chaine est utilisé pour I'oxydation de différents substrats
(succinate, acide gras, NADH, etc.).

Bien que cette question ne soit pas encore entierement résolue, les
résultats dont nous disposons actuellement semblent indiquer que la chaine
des cytochromes est commune a tous les substrats alors que les éléments
responsables de l'introduction des électrons dans cette chaine a partir de
différents substrats varieraient selon le substrat considéré.

On peut donc résumer par le schéma de la figure 12-8 I'essentiel de
nos connaissances concernant la séquence fonctionnelle. Dans ce schéma
nous indiquons également le lieu d’action des inhibiteurs les plus com-
munément utilisés dans I'étude de la respiration ainsi que les niveaux du
couplage avec les réactions de phosphorylation.

A. LES ELEMENTS DE LA CHAINE RESPIRATOIRE

Les éléments de la chaine respiratoire constituent non seulement le
systéeme catalysant la synthése de I'eau a partir d'un substrat réduit et de
I'oxygéne moléculaire mais aussi les éléments structuraux de la mitochon-
drie puisqu’ils représentent environ 25 % des protéines de sa membrane.
On doit donc s’attendre a ce qu’une connaissance détaillée de la structure
et des propriétés de chaque élément de la chaine accroisse la compré-
hension de la biologie moléculaire de la mitochondrie et plus généralement
des relations existant entre ultrastructure et fonction.

1. Les nucléotides de l'adénine

Les principales propriétés de ces coenzymes sont discutées dans les
chapitres 5 et 7.

Les mitochondries contiennent NAD et NADP : la somme des deux
coenzymes correspond a une concentration 10 a 40 fois supérieure a celle
du cytochrome a. La concentration en NAD est assez constante, alors
que la concentration de NADP varie selon l'origine de la mitochondrie.
Une fraction du NAD est directement accessible a I'action de la déshy-
drogénase de l'acide D-R-hydroxybutyrigue sans toutefois étre réduite par
d’autres déshydrogénases. Une autre fraction du NAD peut étre réduite
par le succinate au cours du renversement du sens de déplacement des
électrons (voir p. 331). Ces observations indiquent I'existence d’une
compartimentation du pool du NAD mitochondrial.

2. Les flavoprotéines

Depuis les travaux de Warburg, Straub, etc. montrant que le NADH
peut étre oxydé par le bleu de méthylene en présence d'une flavoprotéine
(diaphorase, NADred : lipoamide oxydoréductase E.N.1.6.4.3) largement
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distribuée chez les animaux, on a postulé I'existence de flavoprotéines spéci-
fiques formant un intermédiaire entre le NADH et la chaine des cytochromes.
De nombreux travaux ont été consacrés a cette importante question et bien
gu'un accord unanime ne soit pas encore établi, on considére généralement
que les différentes flavoprotéines qui ont été isolées de la mitochondrie
peuvent se classer dans les catégories suivantes :

a) une flavoprotéine est associée a la voie de l'oxydation du succinate ;

b) une autre flavoprotéine, qui oxyde le NAD, est intimement couplée au
cytochrome c.

Ces deux flavoprotéines sont rapidement réduites dés I'addition de
substrat.

c) une troisieme catégorie de flavoprotéines comprend celles qui ne sont
réduites ni par le NAD ni par les intermédiaires du cycle de Krebs.
Il s'agit de deux ou plusieurs flavoprotéines qui interviendraient dans la
premiére étape de déshydrogénation dans le cycle oxydatif des acides
gras. Ces flavoprotéines ne réagissent pas directement avec les cyto-
chromes.

d) la réduction des cytochromes est catalysée par une autre flavoprotéine,
la flavoprotéine transporteuse d’électrons, isolée par Beinert.

Tableau 12-3
LES CARACTERISTIQUES SPECTROPHOTOMETRIQUES DES PRINCIPAUX CYTOCHROMES

(d'aprés Chance et Williams)

absorbance maximum de la forme réduite

cytochrome (mu)
a R Y
a* 600 — 445
a 605 517 414
550 521 416
Cl 554 523 418
b 563 530 430
557 527 423

3. L’'ubiquinone ou coenzyme Q (Q pour quinone)

Dans la fraction lipidique de la mitochondrie du cceur de bceuf, Green
et ses collaborateurs ont mis en évidence la présence d’une quinone inso-
luble dans I'eau. A la suite de travaux réalisés indépendamment dans diffé-
ren|t§ I{laboratoires, la structure générale suivante a été attribuée a cette
molécule

Ubiquinone

La chaine latérale est formée d'un nombre variable, n, d’unités isoprénoides
et les quinones extraites des mitochondries d’origines diverses varient quant
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a la valeur de n. On trouve cing dérivés naturels pour lesquels n prend les
valeurs de 6 a 10. Le type de coenzyme Q rencontré chez les mammiféres
est le type QIi0, c'est-a-dire celui pour lequel n = 10. Chez le rat on trouve
toutefois un dérivé Q0. Chez Saccharomyces cerevisiae, le coenzyme Q est
de la forme Q6.

Le r6le du coenzyme Q dans la chaine respiratoire est bien mis en
évidence par les expériences au cours desquelles on a démontré qu’aprés
extraction de la quinone par l'iso-octane, la mitochondrie est incapable de
catalyser I'oxydation du succinate ou du NADH. L'addition de coenzyme Q
restaure cette possibilité. Il apparait ainsi que la réaction d’oxydation du
succinate par le cytochrome c nécessite le coenzyme Q. Comme d'autre
part, le cytochrome c est nécessaire pour I'oxydation de la quinone, cette
derniére doit donc précéder le cytochrome ¢ dans la séquence fonction-
nelle et on en conclut que la réduction du cytochrome ¢ par le succinate
comprend une étape intermédiaire nécessitant le coenzyme Q.

Une autre observation intéressante faite au cours de ces études montre
qu’il y a une relation directe entre le type de métabolisme et la concentration
en coenzyme Q. Si des levures croissant en conditions anaérobies, sont
ensuite oxygénées, on observe une augmentation de la concentration en
coenzyme Q pouvant atteindre 10 fois la valeur obtenue chez les témoins
en anaérobiose. Ce résultat est évidemment en accord avec la fonction
attribuée au coenzyme Q dans la chaine respiratoire.

Avant la découverte du coenzyme Q, on attribuait aux vitamines E et K
un rble important dans la chaine respiratoire. La similitude de structure
de ces vitamines avec le coenzyme Q et plus particulierement avec le
chroménol du coenzyme est apparente quand on considére les formules
rationnelles :

Ubichroménol

Signalons aussi que I'hydroquinone du coenzyme Q peut s’isomériser en
la forme cycligue hydroxychroman ou ubichromanol

Ubichromanol

Le coenzyme Q oxydé présente un maximum d’absorption a 275 mp. Ce
maximum est déplacé a 290 mp lorsqu’il est réduit.
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La vitamine E a été isolée a partir d’huile de germes de blé en 1936
et a recu le nom de tocophérol en rapport avec le fait que sa carence

a-Tocophérol

entraine chez le rat la stérilité (toxoe, Naissance ; qpeqQEiv, porter). On connait
actuellement six dérivés naturels substitués en positions 5, 7 et 8.

Tocophérol substitution

d 5.7.8- triméthyltocol
5.8- diméthyltocol
7.8- diméthyltocol

Y

0 8-méthyltocol

8 5-méthyltocol

¢ 7-méthyltocol

1 5,7-diméthyltocol

La vitamine K (Koagulazionvitamin) dont la carence entraine chez le
mammifere un état hémorrhagique, a été isolée et synthétisée des 1939.
La vitamine extraite de l'alfalfa est désignée par K,, celle du muscle de
poisson par K2. Il y a de nombreux analogues de la vitamine K2 qui différent
entre eux par la longueur de la chaine latérale. Celle du muscle de poisson
a 30 carbones (K2(30)).

Vitamine Kt
(2-méthyl-3-phytyl-1,4-naphtoquinone)

Vitamine Ks (30)
(2-méthyl-3-difarnésyl-1,4-naphtoquinone)
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1.00 —

FIG. 12-9. Spectre d'absorption du cytochrome b. Trait plein : forme réduite (Na2S204) ;
trait interrompu : forme oxydée (d'aprés Bomstein et al.).

4. Les cytochromes

a) Cytochrome b

Le cytochrome b est fermement fixé a la mitochondrie. La protéine a
pu toutefois étre purifiée en 1956, ce qui a permis de définir ses propriétés.
Le poids moléculaire est de 28 000 et les bandes a, § et y du spectre de
I'enzyme réduit sont situées a 562.5, 532.5 et 429 mjr (Fig. 12-9). L’héme peut
étre facilement détaché par I'acétone et a été identifié a la protoporphyrine
ferriqgue IX (Fig. 12-10).

Le cytochrome b purifié a une tendance a se polymériser et les parti-
cules obtenues peuvent avoir un poids moléculaire de 410°. Le potentiel
d’oxydo-réduction dépend de I'état d’agrégation : il est de — 0.340 V pour
le mpnpmeére et voisin de 00 V pour la forme polymérisée.
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Le caractére principal de ce cytochrome est d'étre inactivé par I'anti-
mycine A, l'uréthane, le BAL (British Anti Lewisite), la naphtoquinone et
I'oxane de la N-hydroxyquinoline, substances qui bloquent donc le transfert
d’électrons dans la mitochondrie intacte. On sait aussi que le cytochrome b
est nécessaire dans les réactions conservatrices d’énergie situées entre les
dinucléotides de l'adénine et le cytochrome c.

CH,
CH=CH-
HC Nr=CH f vy=cH sR
ch™T ch3
chl
COOH COOH
KC-OH
HOOC- HjC-H;jC 'CH=CH-R’
HC—F V=CH
COOH

FIG. 12-10. Formules de structure des groupes prosthétiques (1) du cytochrome b (protopor-
phyrine IX) ; (2) du cytochrome c (mésoporphyrine substituée) ; (3) cytochrome a (cytodeu-
téroporphyrine).

b) Cytochrome Ci (Fig. 12-11)

Ce cytochrome a été décrit pour la premiére fois en 1940, mais son
identité en tant que cytochrome indépendant a fait I'objet de nombreuses
controverses. Chance a pu l'identifier spectroscopiquement dans la mito-
chondrie intacte. On sait actuellement que ce cytochrome est fixé plus
fermement a la mitochondrie que le cytochrome c. En effet, sa solubilisation
nécessite la présence de désoxycholate ou de tout autre détergent alors
que le cytochrome c est facilement extrait en solution saline.
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Le poids moléculaire du cytochrome Ci est voisin de 40 000. Il n’a pas
d’'inhibiteur connu. Il est réduit par les cytochromes b et ¢, I'acide ascor-
bique et les quinols (J). Sa forme réduite est oxydée par le cytochrome c.

3.00 -

FIG. 12-11. Spectre d’absorption du cytochrome Ci. Trait plein : forme réduite (Na2S»Ot),
trait interrompu : forme oxydée (d'aprés Green et al.,, 1959 b).

¢) Cytochrome c (Fig. 12-12)

Ce cytochrome différe des autres membres de la série par le fait qu’il
est aisément extrait de la mitochondrie sous forme soluble dans une solution
saline neutre ou légérement acide. Depuis la premiére purification réalisée
par Keilin en 1930, les recherches se sont succédé activement et ont abouti
a sa cristallisation en 1956.

0) A la frontiere commune des composés cycloniques (type cyclohexane) et des composés aroma-
tiques (type benzéne) existe une classe de cétones-alcools cycliques non saturés désignés sous
le nom générique de quinols.
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Le poids moléculaire est de 12 000 et la molécule peut s'associer en
di-, tri- ou tétrameres. Ces polymeéres réagissent avec 02 et CO mais pas
avec la cytochrome oxydase. La forme liée du cytochrome ¢ ne se com-
bine pas a CN, contrairement a la forme soluble.

- 05

FIG. 12-12. Spectre d'absorption du cytochrome c. Trait plein : forme réduite (Na2S204) ;
trait interrompu : forme oxydée (d'aprés Green et Fleischer).

La spécificité vis-a-vis de son oxydase est trés grande et seuls les
cytochromes a et a3 peuvent jouer le role d'accepteurs d'électrons. Par
contre, le cytochrome c accepte les électrons de nombreux donneurs. Son
potentiel d’oxydo-réduction est de + 0.24 V.

La structure tertiaire de la molécule fait I'objet de recherches tres
actives et les premiers résultats indiquent qu’il s’agit d’'une molécule en
forme de prisme dont la plus grande dimension ne dépasse pas 40 A.
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Le cytochrome c¢ se combine facilement avec les lipides au niveau
des groupes E-aminés. Cette observation pourra éventuellement nous aider
a mieux saisir la signification fonctionnelle de I'association lipide-protéine
dans la mitochondrie et dans les membranes vivantes en général.

d) Cytochromes a et a3

On considére actuellement que ces composants terminaux de la chaine
respiratoire réagissent sous forme réduite avec I'oxygéne moléculaire.

mu

FIG. 12-13. Spectre d'absorption du cytochrome a. Trait plein : forme réduite (Na2S204) ;
trait interrompu : forme oxydée (d'aprés Ambe et Venkataraman).

Chance a montré, au cours d’études spectrophotométriques tres
détaillées, qu’il s’agit de deux espéces moléculaires distinctes ayant des
propriétés permettant de les différencier.

C'est ainsi que le cytochrome a possede une bande a importante a
605 mp et une bande faible a 450 mp (Fig. 12-13). Le cytochrome a ne
réagit pas avec CN et CO, contrairement au cytochrome a3,

Ce dernier a un spectre qui se caractérise par une bande a étroite
a 600 mjl et il est possible de démontrer qu’il existe une compétition entre
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CO et 02 ce qui permet de conclure qu’il s'agit de I'étape terminale du
transfert des électrons.

Le cytochrome a peut étre obtenu sous forme d’'un monomeére inactif
de poids moléculaire voisin de 70 000 et contenant un héme. Ce monomeére
ne constitue pas lI'enzyme tel qu’il existe a I'état natif et on pense que
la cytochrome oxydase serait un hexamére comprenant quatre unités
hémigques a et deux unités hémiques a3 associées a six atomes de cuivre.

5. Autres constituants de la chaine respiratoire

La catalase du foie se trouve dans la mitochondrie et dans cet
organite, on a montré la présence en concentration élevée d’'un donneur
de H2 de structure inconnue et qui réagit avec la catalase au cours des
phosphorylations de la chaine respiratoire. L'état de la catalase et sa
fonction précise dans la chaine respiratoire sont obscures.

On a également mis en évidence l'existence de cytochromes b5 et
b2 dont la fonction exacte reste a préciser. On sait toutefois que dans le
cas du cytochrome b5, il ne se trouve pas associé a la chaine principale
du transfert des électrons dans la mitochondrie du foie, puisque sa réduction
n'a pas lieu lorsque tous les autres éléments de la chaine sont réduits en
anaérobiose, par exemple. Ceci est vraisemblablement di au fait que le

cytochrome b5 n’a pas accés au pool du NADred intramitochondrial.

Il existe enfin dans la mitochondrie un agent découplant les phos-
phorylations de la chaine respiratoire. Il a recu le nom de mitochrome
et les études spectroscopiques ont montré qu’il n'est pas réduit dans les
conditions anaérobies. Sa participation dans les phénoménes de phos-
phorylation couplée a la chaine respiratoire a été proposée et fait actuelle-
ment l'objet de nombreuses recherches.

Tableau 12-4
CONSTITUANTS PRINCIPAUX DE LA CHAINE RESPIRATOIRE

Constituant P. M. Groupe prosthétique
NADH déshydrogénase 1 000 000 1 mole de FAD
16 atomes de Fe non hémique
succinodéshydrogénase 200 000 1 mole de FAD

N

ou 4 atomes de Fe non hémique
coenzyme Q

w

a 15 moles par mole de
cytochrome b

cyto b (monomere) 28 000 1 mole de protoheme
cyto ca (monomere) 40 000 1 mole d’héme c
cyto ¢ (monomere) 12 000 1 mole d’heme c
cyto a + a3 (hexamere) <« 400 000 4 moles d'heme a

2 moles d’héme a3
1 & 2 atomes de Cu

Certaines caractéristiques des constituants principaux de la chaine
respiratoire sont mentionnées dans le tableau 12-4.
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B. RECONSTITUTION DE LA CHAINE RESPIRATOIRE

La séquence fonctionnelle de la chaine respiratoire proposée dans
la figure 12-8 a été établie principalement sur la base d'études cinétiques
et spectroscopiques. Le but ultime de ces travaux est de reconstituer a
partir des composés purifiés une chaine respiratoire compléte fonction-
nant comme dans la mitochondrie intacte.

Cet objectif n'a pas encore été atteint, ce qui signifie qu'il existe
encore des lacunes dans la compréhension que nous avons de la chaine
respiratoire.

Plusieurs laboratoires s’attachent actuellement a la résolution de ce
probléeme et les résultats les plus prometteurs ont été obtenus dans le
laboratoire de Green. A partir de mitochondries isolées, il a en effet été
possible d'obtenir différents complexes : les particules transportant des
électrons (ETP), formées de plusieurs constituants de la chaine respiratoire.

Associées a une étude de [I'ultrastructure des complexes par la
microscopie électronique, ces recherches ouvrent une voie nouvelle dans
I'étude des relations entre structure et fonction. Leur degré de développe-
ment ne permet toutefois pas de reconstituer avec certitude I'ensemble de
la chaine respiratoire, telle qu'elle existe dans la mitochondrie intacte.

C. LES PHOSPHORYLATIONS DE LA CHAINE RESPIRATOIRE

Lorsqu’un systéeme d’oxydo-réduction tel que NADred-NADox réduit le
systeme H2 — V2 O2 I'énergie libre libérée est donnée par

AF = — nF AE

ou n est le nombre d’électrons transférés, F le nombre de Faraday et A E
la différence entre les potentiels d’oxydo-réduction des deux systémes.
Dans le cas qui nous occupe

AE = 082V + 032V = 114 V
et AF = — 2 X 23000 X1.14
= 52 Kcal M"

Cette énergie n'est pas, comme le montre I'agencement de la chaine
respiratoire, libérée en une étape et les électrons ne passent pas directe-
ment du NADred & O2

Le transfert des électrons est couplé a trois niveaux, représentés par
des chiffres romains dans la figure 12-8, a des réactions qui permettent
de récupérer, sous forme de composés phosphorylés une partie de I'énergie
libérée. En d'autres termes le transfert des électrons le long de la chaine
respiratoire s’accompagne d’une libération d’énergie libre qui a certains
endroits est récupérée dans des réactions de synthése de I'ATP.

La respiration peut néanmoins s'effectuer sans phosphorylations et
nous avons a notre disposition des moyens permettant de découpler ces
deux mécanismes. La congélation des mitochondries, leur homogénéisation,
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I'action de solutions hypo- ou hypertoniques ou encore la présence de
certaines substances (Fig. 12-14) sont les méthodes les plus généralement
employées pour dissocier la synthése de I'ATP de la chaine respiratoire.

Elles mettent en évidence un fait important : les phosphorylations, dont
la mitochondrie est le siége, représentent une fonction trés labile de cet
organite qui nécessite pour s'accomplir l'intégrité structurelle des mem-
branes mitochondriales.

OH

2,4-dinitrophénol Dicoumaro!

l‘\lHZ

CH2- (E — COOH
H

Thyroxine

FIG. 12-14. Molécules découplant les phosphorylations de la chaine respiratoire.

Du point de vue chimique, la réaction générale définissant une
phosphorylation de la chaine respiratoire peut se représenter par le bilan :

Ared + Box + ADP + P, -> Aox + Bred + ATP

ou A et B représentent deux -constituants successifs de la chaine
respiratoire.

Il s’agit donc de coupler une réaction exergonique

Ared + Box -» Aox + Bred

dont le A E° est voisin de — 0.25 V (c'est-a-dire la valeur moyenne trouvée
pour les constituants de la chaine associés aux phosphorylations) a une
réaction endergonique

ADP + P[-» ATP + HoO

dont le A F0 est voisin de + 8 Kcal M“L. Comme le A F° correspondant a
— 0.25 V représente environ —11 Kcal M'l, le couplage est donc possible
et le probléeme est de trouver, comme dans tous les cas de réactions cou-
plées, l'intermédiaire. Les modéles proposés peuvent se ramener a deux
types principaux. Le type | est basé sur I'hypothése d’une phosphorylation
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du composant (C) de la chaine respiratoire suivie d’'un transfert du
phosphate sur I'ADP.

C+ Pj-»C— Pj
C—~ P, + ADP -> C + ATP

Le type Il impliqgue l'existence d’'un intermédiaire X encore inconnu :

C+X->C~X
C~X + PinC + X~P

X — P + ADP -» X + ATP

Dans les deux schémas proposés, le découplage des phosphorylations
peut s’expliquer par une hydrolyse soit de C ~ P aoti de X ~ P sans synthése
subséquente d’ATP.

L'étude du mécanisme intime du couplage fait I'objet d’actives recher-
ches. Le probléme le plus important a résoudre est celui de savoir si les
phosphorylations de la chaine respiratoire impliquent I'existence d’un ou
de plusieurs systemes de couplages selon I'endroit de la chaine respira-
toire ou elles ont lieu. Ensuite la nature du ou des intermédiaires ainsi que
les systémes enzymatiques impliqués restent a préciser. On a pu récemment
fragmenter la mitochondrie en fractions qui sont incapables, lorsqu’elles
sont prises séparément, de catalyser les phosphorylations. Par contre, en
association, on restaure cette capacité. Parmi les fractions obtenues,
on a pu mettre en évidence des systémes enzymatiques hydrolysant I'ATP
(ATPase) ou catalysant le transfert de phosphate de I'ATP a I'ADP et des
facteurs de couplages dont la structure est inconnue mais qui restaurent
la possibilité de synthétiser de I'ATP & partir de I'énergie fournie par la
chaine respiratoire. A l'aide de ces informations on a proposé différents
mécanismes dont la réalité est pourtant loin d'étre démontrée.

Signalons enfin que Mitchell a proposé une hypothése hardie selon
laquelle les phosphorylations de la chaine respiratoire résulteraient essen-
tiellement de I'existence de mécanismes de transport vectoriel a travers
la membrane mitochondriale plutdt que de l'action d’un systeme multien-
zymatique scalaire sans polarité structurale.

D. RENVERSEMENT DES PHOSPHORYLATIONS DE LA CHAINE RES-
PIRATOIRE

En présence de succinate, on observe une réduction accrue du NAD
de la mitochondrie. C'est une observation surprenante puisque le potentiel
d’oxydo-réduction standard du systeme NAD est voisin de —0.32V alors
que celui du systeme succinate est de 0.03 V. La réduction du NAD par
le succinate est donc thermodynamiquement impossible sans fourniture
d’énergie.

Les recherches poursuivies dans cette direction ont permis de montrer
que l'énergie provient du renversement des phosphorylations de la chaine
respiratoire et que I'ATP ou les intermédiaires a contenu énergétique élevé
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(normalement précurseurs de I'ATP) sont responsables de la situation
observée :

Succinate + NAD+ + — X  fumarate + NADH + H* + X

ou ~ X est l'intermédiaire a contenu énergétique élevé,

Succinate + NAD+ + ATP  fumarate + NADH + H+ + ADP + P;

Dans les deux cas, la voie suivie par les électrons serait représentée par
la séquence

Succinate -» FP2 -> cyt b -> FP, -> NAD

L'énergie nécessaire au renversement de la chaine respiratoire peut
également provenir des réactions Il et Ill (Fig. 12-8).

E. CONVERSION DE L’ENERGIE D’OXYDO-REDUCTION EN ATP

1. Aspect thermodynamique du probléme

a) L oxydation d une mole de pyruvate en CO2 et HoO s’accompagne de
la libération de 280 Kcal

CH3 — CO — COOH + 2Va 02 — 3 CO2 + 2 H20 AF° = — 280 Kcal M“1Si

Tableau 12-5

FORMATION D'ATP AU COURS DE L'OXYDATION DU PYRUVATE PAR L'INTERMEDIAIRE
DU CYCLE DE KREBS

(d'apres Lehninger)

Etapes Coenzymes ATP formé
1. pyruvate -» acétyl-CoA lipoyl -» NAD 3
2. isocitrate -* a-cétoglutarate NADP -> NAD 3
3. a-cétoglutarate -> succinyl-CoA lipoyl -> NAD 3
GDP
4. succinyl-CoA------- * succinate 1
5. succinate -> fumarate FAD 2
6. malate oxaloacétate NAD 3

15

Si cette oxydation se fait par la voie du cycle de Krebs, elle est couplée,
comme l'indiquent les résultats du tableau 12-5, a la synthése de 15 moles
d'ATP a partir d'/ADP et de Pi

15 ADP + 15 P; —> 15 ATP + 15 H20
ce qui représente un A F° de + 120 Kcal. 14 moles d’ATP sont synthétisées

au cours des phosphorylations de la chaine respiratoire alors qu’une mole
seulement est formée a I'étape de I'a-cétoglutarate par phosphorylation au
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niveau du substrat. L'efficience du systeme est de I'ordre de 43 % puisque
des 280 Kcal libérées, 120 sont conservées sous forme de « liaisons riches ».

b) Dans le cas du glucose, I'oxydation d’'une mole de ce substrat par la

voie de la glycolyse et de celle du cycle de Krebs s’accompagne de la
formation de 38 moles d’ATP (Tableau 12-6).

Tableau 12-6

FORMATION D'ATP AU COURS DE L'OXYDATION DU GLUCOSE PAR LA VOIE
DE LA GLYCOLYSE ET DE CELLE DU CYCLE DE KREBS

(d'apres Lehninger)

ATP formé

Etape ou utilisé

1. ATP + glucose -» G-6-P + ADP
2. ATP + G-6-P -» F-1-6-PP + ADP 1
3. 2 phosphoglycéraldéhyde + 2 ADP + 2 P, -* 2 phosphoglycérate + 2 ATP

1
—

+ 2
2 NAD -> 2 NADred -» 2 NAD +  6("
4. 2 phosphopyruvate + 2 ADP -» 2pyruvate + 2ATP + 2
5. cycle de Krebs :
2 CH3—CO—COOH + 502 + 30 ADP + 30 P, 6 CO02 + 30 ATP + 34 H20 + 30

38

(') Cette étape extramitochondriale fournira quatre ou six ATP selon la voie métabolique suivie
pour introduire les équivalents de réducteur dans la mitochondrie (voir p. 317).

Une mole d’ATP est utilisée a chacune des deux étapes kinasiques
aboutissant a la phosphorylation du glucose et du fructose-phosphate.
L'oxydation de deux trioses-phosphates en phosphoglycérate s’accompagne
de la production de deux ATP et deux moles supplémentaires d’ATP sont
régénérées au cours de la formation du pyruvate. Les deux moles de
NADred produites par I'oxydation du 3-phosphoglycéraldéhyde ne peuvent
pénétrer dans la mitochondrie, la membrane mitochondriale est en effet
imperméable a cette molécule sauf dans certaines conditions particuliéres.
Par exemple si la mitochondrie est isolée dans de mauvaires conditions,
ou si elle est soumise a l'action d’une solution hypotonique, elle devient
perméable au NADred mais est alors incapable de coupler la respiration a
la génération d’ATP.

La cellule posséde toutefois deux moyens lui permettant d’utiliser
I'’énergie du NADred d’origine cytoplasmique. On trouve en dehors de la
mitochondrie un enzyme, la déshydrogénase du 3-phosphoglycérol
(E.N. 1.1.1.8) qui catalyse la réduction de la phosphodihydroxyacétone en
3-phosphoglycérol

NADH + H+ + P-dihydroxyacétone -» NAD+ + 3-P-glycérol

Ce dernier substrat pénétre dans la mitochondrie ou il est oxydé par
une flavoprotéine

3-P-glycérol + FAD -> P-dihydroxyacétone + FADH2

Une autre possibilité d’utilisation du NADred cytoplasmique est offerte par
I'existence dans la membrane de la mitochondrie d'un enzyme, la déshy-
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drogénase de l'acide 3-hydroxybutyrique (E.N. 1.1.1.30) qui catalyse la
réduction extramitochondriale de l'acétoacétate en 3-hydroxybutyrate.

Acétoacétate + NADH + H+ -> 3-hydroxybutyrate + NAD+

Le 3-hydroxybutyrate pénétre dans la mitochondrie ou le méme enzyme
catalyse la réduction du NAD intramitochondrial selon la réaction

3-Hydroxybutyrate + NAD+ (intramitochondrial) —» acétoacétate + NADH + H*

L'acétoacétate formé retourne dans le cytoplasme et le cycle recommence.

Grace a l'intervention de ces deux mécanismes, le NADred d’origine
cytoplasmique fournit la méme quantité d’ATP que s’il entrait directement
dans la chaine respiratoire.

Comme le montre le tableau 12-6, le nombre de moles d’ATP formées
est donc de 38 ce qui correspond a 304 Kcal M~' soit a une efficience de
45 % puisque la combustion compléte du glucose dans une bombe calori-
métrique fournit 686 Kcal ML

c) L'oxydation des acides gras fournira une quantité d’ATP en relation
directe avec le nombre de carbones de la chaine. La formation d’une unité
acétyl-CoA se fait selon deux étapes oxydatives principales. La premiéere
catalysée par des flavoprotéines s’effectue avec un rapport P:0 voisin de 2
alors que la deuxiéme, liée au NAD, a un rapport P:0 voisin de 3. Donc la
formation d’'une mole d’acétyl-CoA au cours d’un tour du cycle est respon-
sable de la formation de cing moles d’ATP dans la chaine respiratoire.

D’autre part une mole d’acétyl-CoA produit, par la voie du cycle de
Krebs, douze moles d’ATP. Le tableau 12-7 expose le bilan obtenu dans le
cas de l'oxydation du palmitate.

Tableau 12-7

PRODUCTION D'ATP AU COURS DE L’'OXYDATION D'UNE MOLE DE PALMITATE
(d'aprés Lehninger)

ATP formé
Etape ou utilisé
1. palmitate -» palmityl-CoA — 1
2. palmityl-CoA -> 8 acétyl-CoA
a. FADH2 : 7 X 2 + 14
b. NADred : 7 X 3 + 21
3. cycle de Krebs
8 acétyl-CoA -» 16 C0O2 + 8 H20 + 8 CoA + 8 (12 ATP) + 96
net 130

L'efficience de cette séquence est voisine de 45 % puisque la variation
d’énergie libre accompagnant I'oxydation compléte d’'une mole de palmitate
est de 2 340 Kcal.

d) Efficience de la chaine respiratoire

Le tableau 8-2 donne la valeur du potentiel d’oxydo-réduction standard
de différents systémes d’'importance biologique. Connaissant la relation
existant entre travail électrique et différence de potentiel (Chap. 3), on peut
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calculer la variation d'énergie libre qui accompagne le transfert de deux
électrons du NADred a l'oxygeéne :

AF° = nF AE'0
AE'0 - 032V - (+082V) =-114V
AF° = — 2 x 23062 (équivalent du Faraday en calories) x 1.14

52.0 Kcal par paire d’électrons

Puisque trois moles d’ATP sont produites au cours de ce processus, l'effi-
cience est donc de

24 x 100

= 46 %
52 0

Un calcul analogue réalisé en considérant le succinate comme donneur
d’électrons permet de montrer que la variation d'énergie libre A F0 est
voisine de —36.8 Kcal par paire d'électrons. Puisque deux moles d'ATP
sont produites (P : 0 =2) l'efficience du systeme est donc de

16 x 100

Comme l'indiquent les deux exemples précédents, il apparait que plus de la
moitié de I'énergie disponible n'est pas utilisée pour la synthése d’ATP.

Ce résultat indique que le transfert d’électrons a I'oxygene moléculaire,
couplé a la phosphorylation de I'ATP, est un processus essentiellement
irréversible.

Il reste toutefois possible qu’une partie de I'énergie non utilisée au
cours des phosphorylations le soit pour effectuer I'établissement des gra-
dients ioniques ou les changements de configuration dont la mitochondrie
est le siege (voir p. 341).

Tableau 12-8

VARIATION D’ENERGIE LIBRE ET NIVEAU DE PHOSPHORYLATION DANS
LA CHAINE RESPIRATOIRE

(d'apres Lehninger)

., . o phospho-
E'0 (Volts) AE'0 (Volts) AF° Kcal rylation
NAD — 032 |
0.27 125 +
FP — 005 \
- 004 | 0.09 4.15
cyto b :
. 0.22 10.1 +
cyto ¢ -f026 j
0.03 1.38
cyto a + 029 )
oa +08 ) 0.53 245 +

Le tableau 12-8 indique la variation d’énergie libre qui caractérise les
étapes principales de la chaine respiratoire. Elle est calculée a partir des
potentiels d’oxydo-réduction standards des substrats de cette chaine.
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A partir des données on peut prédire a quels niveaux de la chaine respi-
ratoire, I'énergie libre libérée est couplée a la synthése d’ATP. Les segments
de la chaine au niveau desquels la variation d’énergie libre est suffisante
sont marqués d’'une croix dans le tableau 12-8.

La localisation des niveaux de phosphorylations déterminée a partir de
considérations thermodynamiques, a été confirmée par I'expérimentation
directe.

2. Nombre d’électrons transférés

Dans le fonctionnement de la chaine respiratoire, le passage de la
flavoprotéine au cytochrome b constitue une transition entre un systéme
a deux électrons et un systéme a un électron (le fer des cytochromes passe
en effet d’'un stade trivalent a un stade divalent).

S ~ NAD " PP —b-»c->Cj-»a-»al— 02

2 électrons 1 électron

Bien que classiquement la chaine respiratoire soit représentée comme
ci-dessus, on ne peut exclure d'autres possibilités. La chaine respiratoire
pourrait étre dans sa totalité, un systeme a deux électrons ce qui serait
possible en dédoublant par exemple les cytochromes :

S -* NAD ->FP-=pb->c. -»a_ -* 0f

-» -» b-> Cj-> a3 -»
Ou bien la chaine respiratoire pourrait étre un systéeme a un électron. Les
mesures spectrophotométriques et de résonance magnétique indiquent que
les flavoprotéines ne sont pas nécessairement complétement réduites au
cours de leur activité mais peuvent osciller entre la forme oxydée et la
forme semiquinone, ce qui apporte un argument d'ordre expérimental en
faveur de la derniére possibilité.

IV. CONTROLE DE L’ACTIVITE DE LA MITOCHONDRIE

Pour qu’un systeme multienzymatique ait une signification métabolique,
il faut non seulement qu’il soit organisé dans I'espace mais aussi que cer-
taines étapes soient I'objet d'un contréle. A l'occasion de I'étude de la
glycolyse, nous avons déja signalé comment on peut entrevoir certains
mécanismes régulateurs de cette séquence métabolique. Dans la présente
section nous allons considérer quelques aspects bien compris du contrdle
et de l'intégration de l'activité de la mitochondrie (voir aussi chapitre 18).

A. CONTROLE DE LA RESPIRATION

1. Réle de I'ADP

Il est évident que la pression partielle d'oxygene et la concentration
en substrats de la respiration sont les premiers éléments du controle de
la chaine respiratoire. Il s’agit toutefois d’un contrble assez grossier et qui
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ne permet pas d'expliquer toutes les observations concernant le métabo-
lisme de la mitochondrie.

On sait maintenant que la respiration est contrblée par la concentra-
tion en ADP, en ATP et en Pi.

La respiration maximum est observée en présence d’ATP. Cette obser-
vation de Lardy a fait I'objet d’importantes recherches dans le laboratoire
de Chance. Il a ainsi été possible d'établir une relation entre la vitesse de
la respiration et le niveau d'oxydation des différents constituants de la
chaine respiratoire. Le tableau 12-9 résume les observations principales
relatives a ce sujet. L'état | correspond a la situation de la chaine respi-
ratoire en l'absence de substrat et d’ADP, alors que I'état 2 est celui qui
correspond & l'absence de substrat uniquement. L'état 3 est le stade de la
respiration active : tous les éléments de la chalne sont présents et c’est la
chaine elle-méme qui est le facteur limitant. En I'absence d’ADP, I'état 4,
la chaine respiratoire est a I'état dit controlé ou de repos. L'état 5 corres-
pond a la situation de la chaine respiratoire lorsque I'oxygéne fait défaut.
A ces différents états correspond un degré de réduction variable des
constituants de la chaine, comme l'indiquent les résultats du tableau 12-9.

Tableau 12-9

ACTIVITE METABOLIQUE DE LA MITOCHONDRIE DANS DIFFERENTES
CONDITIONS EXPERIMENTALES

(d'aprés Chance et Williams)

Conditions Caractéristiques % sous forme réduite
L Fact

Etat [0J [ADP] [Substrat]  Respiration “;ﬁtgﬂg a c b FP*  NAD
1 >0 basse basse faible ADP 0 7 1w A 90

>0  élevée 0 faible substrat 0 0 0 0 0

3 >0 élevée élevée rapide chaine <4 6 18 2 53

respiratoire
4 >0  basse élevée faible ADP 0 14 35 40 =09
5 0 élevée élevée 0 o 100 1200 100 150 100

* Ces valeurs sont calculées a partir de la quantité de FP réduite aprés addition d’antimycine A
a des mitochondries au stade 2. Elle correspond a 2/3 de la valeur a I'état 5.

Les transporteurs d'électrons sont oxydés au maximum quand le
substrat est le facteur limitant et quand les autres constituants sont en
exces. Par contre, en I'absence d'oxygéne, la réduction des transporteurs
est compléte.

Entre ces deux états extrémes, on trouve évidemment des degrés
intermédiaires de réduction avec un gradient d’oxydation croissante lors-
qu'on passe du NAD a l'oxygéne. Les résultats indiquent qu’il existe une
relation étroite entre la vitesse de la respiration, le taux de réduction des
transporteurs et la concentration en substrat, O2 et ADP.

Les résultats de Chance indiquent également que c’est I'ADP qui est
le facteur essentiel dans la détermination du taux de la respiration, aussi
bien dans la mitochondrie isolée que dans la cellule intacte : I'addition
d’ADP a une suspension de mitochondries augmente la consommation
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d’'oxygéne jusqu'a ce que I'ADP ajouté soit phosphorylé en ATP. Cette
observation a été faite sur des mitochondries d’origines diverses. Il est donc
vraisemblable, comme le suggére Mitchell, que la respiration et tous les
processus nécessitant la fourniture d’ATP, sont intimement couplés et que
le contréle s’opére grace a I'ADP. Ainsi donc tous les phénomenes ender-
goniques (transport actif, biosynthése, contraction, bioluminescence, etc.)
producteurs d'ADP stimuleraient la respiration par I'ADP qu’ils forment
contrairement a l'opinion classiqgue qui admet un contrdle des réactions
endergoniques par la respiration.

2. Role de 'ATP

Nous avons signalé que le NAD de la mitochondrie peut étre réduit a
partir de succinate, et que I'énergie nécessaire au déroulement de cette
séquence de réactions peut provenir de I'ATP. Il s’agit du renversement de
la premiére phosphorylation de la chaine respiratoire. On a également
montré que la réduction peut s'effectuer a partir du cytochrome c et que le
degré d’oxydo-réduction des constituants de la chaine respiratoire est une
fonction du rapport

[ATP]
[ADP] [P,]

La respiration de la mitochondrie est donc inhibée par I'ATP et on a pu
montrer qu’une inhibition de 50 % de la valeur maximale est obtenue avec
une concentration en ATP variant entre 50 et 100 pM. Ces concentrations
sont inférieures a celles trouvées normalement dans la cellule, ce qui permet
de conclure que dans la cellule intacte, la respiration est non seulement
controlée par I'ADP mais également par 'ATP et Pi.

3. Role du systeme D~-hydroxybutyrate-acétoacétate

Lorsqu’on ajoute de l'acétoacétate a une suspension de mitochondries
on observe une réduction de ce substrat en D-R-hydroxybutyrate si le
succinate est également présent dans le milieu. On ne peut envisager une
réduction directe de l'acétoacétate par le succinate puisque le potentiel
d’'oxydo-réduction du couple D-P-hydroxybutyrate-acétoacétate (—0.27 V)
est beaucoup plus négatif que celui du systeme succinate-fumarate (0.03 V).

Il est donc clair que de I'énergie doit étre fournie au systeme. Ceci est
bien démontré par le fait qu’en I'absence d'oxygéne, la réduction en ques-
tion ne se fait que si I'ATP est ajouté au milieu. On sait actuellement que
la réduction se fait par un renversement de réactions constituant certaines
étapes de la phosphorylation de la chaine respiratoire et qu'en derniére
analyse, la réduction de l'acétoacétate se fait a partir du NAD, réduit lui-
méme par le succinate.

L’enzyme catalysant cette réaction (la déshydrogénase du D-3-hydroxy-
butyrate, E. N. 1.1.1.30) est présent uniqguement dans la mitochondrie.
Comme le rapport [D-3-hydroxybutyrate] : [acétoacétate] est directement
proportionnel au rapport [NADred] : [NAD] qui est lui-méme une mesure du
rapport [ATP] : [ADP] [P,], on a proposé que le couple D-3-hydroxybutyrate-
acétoacétate jouerait, chez les mammiféres, le réle de messager chimique
entre la mitochondrie hépatique ou il serait produit et la mitochondrie des
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organes périphériques. A ce dernier niveau, le couple oxydo-réducteur
pourrait exercer un contrble sur la chaine respiratoire en influencant son
état d’'oxydo-réduction ou le rapport [ATP] : [ADP] [Pi]. Il s’agirait donc d’un
contrble en principe identique a celui qu'exerce le systeme lactate-pyruvate
sur la séquence glycolytique.

B. CONTROLE DU CYCLE DE KREBS

Comme dans le cas de n’'importe quelle autre séquence métabolique,
le cycle de Krebs peut étre contrélé au niveau de la concentration des
différents substrats ou des enzymes catalysant les diverses étapes du cycle.

La figure 12-4 résume les principaux points de convergence du cycle
avec d'autres voies métaboliques et montre comment la concentration en
substrat peut étre controlée. Certains intermédiaires du cycle peuvent
exercer un rble intégrateur important par mécanisme de feedback.

L'exemple classique est celui de I'oxaloacétate qui inhibe la déshydro-
génase succinique (E. N. 1.3.99.1). L'ATP contréle lui-méme cette inhibition.
D’autre part, la concentration en oxaloacétate est controlée par de nom-
breuses réactions qui sont résumées dans la figure 12-15.

Formation Catabolisme
malate (oxydation) COO- + acétyl-CoA -» citrate
carboxylation du pyruvate c=0 malate (réduction)

- transamination
CH, décarboxylation
transamination de l'aspartate | transcarboxylation avec
COO- I'acétyl-CoA
Fonctions

Cycle de Krebs (oxydation de l'acétyl-CoA, du glutamate et de l'isocitrate).
Biosynthése des acides gras.

Précurseur du phosphopyruvate (synthése du glycogene).

Inhibition de l'oxydation du malate et du succinate.

s> w b

FIG. 12-15. Contréle et fonction du pool intramitochondrial de I'oxaloacétate (d'aprés
Lehninger).

Le bilan de I'ensemble de ces réactions (les unes tendant a augmenter
la concentration en oxaloacétate, les autres tendant a la diminuer) ainsi
que le niveau de I'ATP sont responsables de la vitesse de I'oxydation du
succinate et de la formation du citrate dans le cycle de Krebs.

C. LES COMPARTIMENTS DE LA MITOCHONDRIE

La mitochondrie in situ, ou isolée dans de bonnes conditions, est
imperméable a de nombreux substrats des séquences métaboliques qui se
déroulent a son niveau. Nous avons déja signalé le cas du NADred et
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montré comment le NADred d'origine cytoplasmique pouvait néanmoins
fournir des équivalents de réducteur a la chaine respiratoire par le cycle
de l'a-glycérophosphate. La mitochondrie est aussi imperméable a la plu-
part des substrats du cycle de Krebs et seul un traitement aux ultrasons,
ou a l'aide de solutions hyper- ou hypotoniques permet d'augmenter la
perméabilité de la mitochondrie a différents substrats auxquels elle est
normalement inaccessible (Tableau 12-10).

Tableau 12-10

EFFET DES ULTRASONS SUR LA PERMEABILITE DE LA MITOCHONDRIE
(d'aprés Van den Bergh et Slater)

Substrat QO* mitochondrie
intacte apres ultrasons

a-glycérophosphate 634 464
pyruvate -f malate 263 244
NADred o 31 381
glutamate . . . . 23 53
Cycle de Krebs :

|sot’:|trate S 21 298

a-cétoglutarate 25 131

succinate . . . 36 257

malate . . . . 24

Les observations les plus intéressantes sont celles concernant le com-
partimentage du pool intramitochondrial de différents substrats. Le cas le
mieux étudié est celui du NAD, qui est distribué en deux ou plusieurs pools
indépendants, comme le démontre le fait que seule une partie du NAD est
accessible a la réduction par le succinate ou le D-3-hydroxybutyrate. Ces
points indiquent un niveau élevé d’organisation a I'échelle de l'ultrastructure
de l'organite.

D. INTEGRATION DE LA GLYCOLYSE ET DE LA RESPIRATION

Lorsqgu’une cellule respire, la fermentation ou la formation de lactate
est inhibée : c'est l'effet Pasteur. Le phénoméne inverse, l'inhibition de la
respiration par le glucose, est appelé I'effet Crabtree (p. 284). On a long-
temps recherché un mécanisme susceptible d’expliquer la nature des rela-
tions existant entre la glycolyse et la mitochondrie. On a attribué un réle
important au phosphate inorganique en se basant sur le fait que la vitesse
de la glycolyse est directement en rapport avec la concentration en Pi.
L’ADP est considéré par d’autres comme étant I'élément intégrateur prin-
cipal : il y aurait compétition entre glycolyse et chaine respiratoire pour
cette molécule.

Enfin le NADred pourrait également jouer un rdle important dans le
contréle des vitesses relatives des deux séquences métaboliques.

Le NADred d'origine extramitochondriale est formé par I'étape oxy-
dative de la glycolyse : il est réoxydé soit sous l'influence de la déshydro-
génase lactique (pyruvate —» lactate) soit par la chaine respiratoire a I'inter-
vention du cycle du 3-glycérophosphate (p. 332) et en présence de la
déshydrogénase spécifique (E. N. 1.1.1.8).
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Cet enzyme fait défaut ou existe en faible concentration dans les cel-
lules cancéreuses, ce qui permet d’expliquer la formation aérobie de lactate :
le NADred cytoplasmique ne peut, en I'absence de cette déshydrogénase,
étre oxydé par la chaine respiratoire et doit donc I'étre par le pyruvate.

Il est actuellement difficile de décider si I'effet Pasteur peut s’expliquer
par I'une des trois théories ci-dessus. Il est vraisemblable que plusieurs
facteurs interviennent. La glycolyse et la chaine respiratoire sont des
séquences métaboliques réversibles contrélant et étant contrblées par le
rapport [ATP] : [ADP] [PJ. Il parait donc logique d'attribuer aux espéces
NAD, NADred, ATP, ADP et Pi un rble important, mais variable selon les
circonstances, dans I'établissement des relations de réciprocité unissant la
glycolyse et la chaine respiratoire.

V. UTILISATION DE L’ENERGIE LIBRE DANS LA MITOCHONDRIE

L’énergie provenant du catabolisme des molécules qui entrent dans
les séquences métaboliques décrites dans les pages précédentes est par-
tiellement récupérée sous forme de composés a liaisons dites riches, dont
'ATP est le principal représentant.

Les composés phosphorylés constituent la source principale d'énergie
libre utilisée par la cellule pour alimenter les processus endergoniques tels
les biosynthéses, les déplacements d’ions, de molécules et d'eau, la géné-
ration de potentiel et de courant électriques, la bioluminescence, le travail
mécanique, etc.

Par son rble générateur d’ATP la mitochondrie participe donc, indirec-
tement il est vrai, a toutes ces activités cellulaires.

Mais la mitochondrie est elle-méme le siege de la plupart de ces
activités et, comme dans le cas de la cellule, le probléme se pose de savoir
comment s’opére la conversion de I'’énergie chimique.

A. TRANSPORT ACTIF ET TRAVAIL MECANIQUE

La mitochondrie isolée est capable de maintenir un gradient de con-
centration ionique entre son liquide intérieur et le milieu qui la baigne.
Cette situation est obtenue grace a I'existence d’'un mécanisme de transport
actif des cations localisé dans la membrane. Comme dans le cas de la
membrane cellulaire, on pense généralement que c’est I'ATP qui est la
source immédiate d’'énergie et qu'une ATPase (E N. 3.6.1.3) jouerait un
réle important dans le mécanisme intime du couplage transfert d'énergie-
transfert de matiére. D’autres auteurs pensent que cette partie de I'énergie
libérée dans la chaine respiratoire, et qui n'est pas employée a la synthése
d’ATP, serait directement utilisée pour établir les gradients ioniques.

L’énergie libérée au cours de la respiration est également utilisée pour
effectuer un travail mécanique. On sait en effet que dans une cellule intacte,
des fibroblastes en culture par exemple, la mitochondrie est I'objet de
changements de forme et de volume. On sait que ces changements sont
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directement liés a l'activité de la chaine respiratoire et a la présence de
protéines contractiles dans la mitochondrie.

Le systeme transformant I'énergie chimique en énergie mécanique dans
la mitochondrie, a beaucoup d’'analogies avec le systeme de la myofibrille,
ou encore avec celui mis en évidence dans les globules rouges. C'est pour-
quoi on pense généralement qu’il s’agit, fondamentalement, d’un systéeme
biochimique commun (p. 510).

Ces diverses destinées de I'énergie libre dans la mitochondrie seront
examinées plus en détail a I'occasion de notre étude du transport actif et
de la contraction musculaire.

En ce qui concerne les biosynthéses, il est bien démontré que la
mitochondrie posséde les systémes enzymatiques capables de mener a
bien la synthése de ses constituants principaux, les lipides et les protéines.

B. BIOSYNTHESE DES ACIDES GRAS DANS LA MITOCHONDRIE

On admet généralement que la synthése des acides gras suit une voie

différente de celle de leur oxydation et fait intervenir une série d’enzymes
différents.

II est d’opinion courante que cette voie biosynthétique est extramito-
chondriale et qu’elle représente la voie la plus importante responsable de la
synthése de ces molécules. Cette voie extramitochondriale fait intervenir
le malonyl-CoA qui est synthétisé a partir d’acétyl-CoA et de C02 (p. 255).

En se basant sur le fait que la mitochondrie ne posséde pas d'enzyme
catalysant la carboxylation de l'acétyl-CoA, on a postulé que cet organite
ne pourrait pas opérer la syntheése d'acides gras, de novo, bien qu’il soit le
siege de réactions aboutissant a I'allongement de la chaine hydrocarbonée
des acides gras.

Le détail de ces réactions n'est pas connu mais on admet que I'allon-
gement de la chaine se fait selon les quatre étapes suivantes :

CH3-CO-S-CoA + R-CHo0-CO-S-CoA ™ R-CH2-CO-CH2-CO-S-CoA + CoA

Cette réaction est catalysée par I'acyltransférase de I'acétyl-CoA (E.N.2.3.1.16)
R-CH2-CO-CH2-CO-S-CoA + NADH + H* “~ R-CH2-CHOH-CH2-CO-S-CoA + NAD+
Cette réaction est catalysée par la L-3-hydroxyacyl-CoA : NAD oxydoré-

ductase

R-CH2-CHOH-CH2-CO-S-CoA R-CH2-CH = CH-CO-S-CoA + H20
Cette réaction est catalysée par I'’hydro-lyase du L-3-hydroxyacyl-CoA
(hydratase de I'énoyl-CoA, E. N. 4.2.1.17)
R-CHo-CH = CH-CO-S-CoA-NADPH + H* > R-CH2-CH2-CH-CO-S-CoA + NADP*
Cette réaction est catalysée par la déshydrogénase de I'acyl-CoA
(E. N. 1.3.99.3)

Le systeme qui vient d'étre décrit fonctionne avec des acides gras a
chaine saturée ou non, et I'allongement s’opére par I'adjonction d’'une unité
a deux carbones.
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Indépendamment de la séquence qui vient d’étre décrite, on sait que
la mitochondrie est capable de synthétiser le malonyl-CoA, sans carboxy-
lation de I'acétyl-CoA, selon le schéma

Acétyl-CoA + oxaloacétate ©> malonyl-CoA + pyruvate

A partir du malonyl-CoA ainsi formé, la synthése des acides gras est possible
et s'opére en fait dans la mitochondrie, a une vitesse telle que certains
auteurs pensent que la mitochondrie est la source principale des acides
gras cellulaires.

On a également montré que la mitochondrie est le siége de la synthése
de phospholipides. L’incorporation de phosphate inorganique dans la
Iécithine ou le phosphate d’inositol a été bien démontrée et dépend de
I'intégrité de la respiration.

D’autres molécules telles les acides gras, la sérine, la phosphorylcho-
line, l'acide phosphatidique, le glycérophosphate et le glycérol sont égale-
ment utilisées par la mitochondrie intacte pour la synthése de lipides com-
plexes. Notons toutefois qu’en dépit du fait qu’on n’a pas encore terminé
I'inventaire des enzymes d'origine mitochondriale intervenant dans la syn-
thése des lipides complexes, on sait déja que certains enzymes intervenant
dans les étapes terminales de ces synthéses sont localisés au niveau du
réticulum endoplasmique. C'est le cas de I'enzyme catalysant la derniere
étape de la synthese de la phosphatidylcholine.

C. BIOSYNTHESE DES PROTEINES DANS LA MITOCHONDRIE

Les ribosomes libres ou fixés sur le réticulum endoplasmique jouent un
réle important dans la synthése des protéines. Comme jusqu’a présent, on
n'a pu mettre en évidence I'existence de ribosomes dans la mitochondrie,
on a conclu que cet organite est incapable de synthétiser les protéines.

L'observation selon laquelle I'administration d’acides aminés radio-
actifs a un animal est suivie d’un marquage des protéines de la mitochon-
drie était donc interprétée comme étant le résultat d’'une synthése extra-
mitochondriale.

Pourtant, on a pu démontrer que la mitochondrie intacte incorpore les
acides aminés dans les protéines des membranes mitochondriales. D’autre
part, dans la fraction dite soluble des protéines de la mitochondrie, on a
mis en évidence un enzyme activateur des acides aminés capable de cata-
lyser la formation d'un dérivé aminoacyle de sRNA. La question de savoir
si la mitochondrie contient du sRNA est loin d'étre résolue et le probléme
reste donc posé de déterminer si la synthése des protéines est possible
sans la participation de cette espece moléculaire.

En tout état de cause, il est actuellement bien démontré que la mito-
chondrie est capable de synthétiser des protéines. Les travaux de Chevre-
mont et de ses collaborateurs, mettant en évidence la présence de DNA
dans la mitochondrie, ouvrent des perspectives nouvelles quant a l'inter-
prétation des mécanismes responsables de la synthése des protéines dans
cet organite, ainsi que de l'origine biologique de la mitochondrie et des
divisions dont elle est le siége.
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FIG. 12-16. Représentation schématique de la structure et de [I'ultrastructure de la mito-
chondrie (d’aprés Wilkie).
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FIG. 12-16a. Mitochondrie du rein de souris (tube proximal). Les membranes sont formées
d’unités globulaires. X 320 000 (d'aprés Sjostrand).
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FIG. 12-16b. Agrandissement d’une partie de la figure 12-16a mettant en évidence la structure
des unités globulaires. X 1 000 000 (d'apres Sjostrand).
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VI. ULTRASTRUCTURE DE LA MITOCHONDRIE

La mitochondrie se présente comme un organite intracellulaire de forme
allongée et dont les dimensions sont de l'ordre du ji.

La lumiére de la mitochondrie est entourée d’'un systéme complexe de
membranes organisé de telle sorte qu'on peut considérer qu’il s’agit d’un
sac contenu dans un autre sac (Fig. 12-16). L'espace compris entre les deux
sacs n'est pas en communication avec la lumiére de la mitochondrie ou avec
I'espace extramitochondrial. La membrane interne envoie, vers la lumiére
de l'organite une série de prolongements, les crétes mitochondriales, dont
la forme et la structure varient considérablement selon I'origine de la mito-
chondrie. Les membranes formant la paroi des enveloppes externe et interne
ont une épaisseur relativement constante qui varie entre 60 et 70 A. La
distance entre les enveloppes est voisine de 70 A.

La lumiére de la mitochondrie est remplie d'une matrice semi-rigide,
riche en protéines et en lipides et qui contient des granules de 250 A de
diamétre en moyenne. Leur nombre, leur forme et leurs dimensions varient
avec I'état métabolique de la mitochondrie.

Observées dans de bonnes conditions de fixation, les enveloppes de
la mitochondrie se réveélent comme possédant une ultrastructure qui est
actuellement loin d'étre complétement élucidée. Nous avons déja signalé
I'impérieuse nécessité de l'organisation spatiale des éléments constituant
une séquence métabolique et nous avons présenté, a I'occasion de I'étude
de la chaine respiratoire, les arguments démontrant I'ordre dans lequel les
transporteurs d’'électrons doivent étre disposés pour assurer le transfert des
électrons jusqu'a I'oxygéne moléculaire.

On pense que c’est au niveau de I'enveloppe interne de la mitochondrie
que les constituants de la chaine respiratoire sont organisés en complexes
polyenzymatiques.

Les avis sont partagés en ce qui concerne le type d'organisation et
I'ultrastructure des enveloppes de la mitochondrie. Les enveloppes interne
et externe ont d'abord été décrites comme étant formées d’une couche
bimoléculaire de lipides recouverte de part et d'autre par un réseau de
protéines. C'est le concept de la membrane unitaire de Robertson et ce
type d'organisation serait caractéristique de toutes les structures membra-
naires de la cellule (Chap. 10).

D’autres auteurs considérent que la membrane unitaire est un artéfact
de préparation et qu’'en fait la membrane est constituée par la disposition
de structures globulaires en série (Fig. 12-16).

Enfin, on a décrit au niveau des crétes mitochondriales une structure
en forme de bouton, la particule élémentaire (Fig. 12-17). Cette structure
pourrait étre obtenue par fractionnement de la mitochondrie et comme le
montrent les travaux de Green, Fernandez-Moran et de leurs collaborateurs,
chaque particule élémentaire contiendrait tous les éléments de la chaine
respiratoire, y compris les éléments permettant le couplage de la respiration
a la synthése d’ATP. Le « pied » de la particule élémentaire contiendrait les
protéines contractiles qui serviraient a assurer I'organisation des particules
pour former la superstructure qu'est I'enveloppe interne de la mitochondrie
(Fig. 12-18 a 12-20).
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Si I'accord est loin d'étre établi en ce qui concerne le détail de I'ultra-
structure des enveloppes de la mitochondrie, il est bien démontré que les
enzymes des séquences métaboliques de la mitochondrie sont spatialement
organisés dans le systeme complexe des membranes dont ils constituent
une partie importante en tant qu’'éléments structuraux.

Transporteurs d'électrons
vsA  Protéine de couplage

| | Protéine contractile

FIG. 12-18. Le complexe plurienzymatique de la particule élémentaire (d'apres Green).

115A -

FIG. 12-19. Dimensions de la particule élémentaire. Poids moléculaire 1.35X10" (d'apres
Green).
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vil. FORMATION ET ORIGINE DE LA MITOCHONDRIE

Dés la découverte de la mitochondrie, le probléeme de sa formation
dans la cellule s’est posé. La premiére théorie proposée a ce sujet a été
celle de la formation de novo a partir des molécules du cytoplasme. Les
arguments présentés en faveur de cette théorie sont assez peu convaincants.

C'est pourquoi elle est aujourd’hui presque abandonnée.

FIG. 12-20. Schéma illustrant la disposition des particules élémentaires dans les crétes
mitochondriales (d’aprés Green).

FIG. 12-21. Formation de la mitochondrie selon la théorie de I'invagination de la membrane
cellulaire (d'aprés Robertson).
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Sur la base d'observations faites au microscope électronique sur des
cellules en croissance et en division, Robertson a suggéré que la mito-

chondrie serait formée a partir de la membrane cytoplasmique selon le
mécanisme illustré par la figure 12-21

Enfin d’autres auteurs considérent que la mitochondrie se divise et croit
au sein du cytoplasme selon un rythme en relation avec la division et la
croissance cellulaire. La mitochondrie proviendrait ainsi d’une mitochondrie
préexistante provenant en derniere analyse de I'ceuf ou du spermatozoide
(Fig. 12-22).



LA MITOCHONDRIE 51

Dans cette conception il reste a expliquer l'origine de la mitochondrie
dans I'évolution. La mitochondrie est un organite intracellulaire trés géné-
ralement répandu et qui est présent méme chez les monocellulaires. Tou-
tefois, les bactéries et certaines algues monocellulaires en sont dépourvues.
Les dimensions de ces microorganismes sont d'ailleurs voisines de la plus
petite mitochondrie que nous connaissons, ce qui exclut la possibilité de
concevoir la présence d'une mitochondrie dans une bactérie. On sait, depuis
les travaux de Mitchell, que la membrane bactérienne posséde la plupart
des caractéristiqgues biochimiques de celles de la mitochondrie. C’'est pour-
quoi on considére que l'association cellule-mitochondrie représenterait un
type particulier de relation entre I'h6éte et le parasite, ayant évolué vers la
symbiose que nous connaissons aujourd’hui (voir chapitre 9).
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I. SOURCE D’ENERGIE LIBRE DE LA BIOSPHERE

Un organisme vivant a besoin d'une source constante d'énergie. En
termes de thermodynamique nous pouvons dire que nous devons disposer
d’un mécanisme pour capturer de I'énergie libre et la convertir en un
combustible utilisable par la cellule. La source d’énergie libre de la bio-



254 CHAPITRE 13

sphére provient de la réaction nucléaire qui a lieu dans le soleil. Cette
réaction peut étre résumée dans I'équation

4jHL  2Hed4 + 2 je0 + hv

L’hydrogéne ordinaire a un noyau fait d'un unique proton, autour
duquel gravite un unique électron. L’atome d’hélium ordinaire a deux
protons et deux neutrons dans le noyau, et deux électrons externes. Si
nous déterminons exactement la masse d’un proton et celle d’'un neutron,
et si nous ajoutons ces deux valeurs et multiplions par deux, nous obtien-
drons 4.03304 unités. Mais si nous mesurons la masse du noyau d’hélium,
nous obtenons 4.00279. Il y a entre le calcul et la mesure une différence de
0.03025 unités, soit en énergie I'équivalent de 28.2 MeV (millions d’électron
volts) (D).

C'est I'énergie de liaison, masse perdue pour maintenir assemblées
des particules telles que les protons qui, du fait de leurs dimensions extré-
mement petites, développent des forces de répulsion considérables.

Comme cette énergie de liaison est égale a 0 dans I'atome d’hydro-
géne, et est égale a 28.2 MeV dans I'atome d’hélium, il suffit de transformer
un atome d’hydrogéne en un atome d’hélium pour libérer 28 MeV. C’est
ce qui se passe au sein de la masse du soleil auquel son diamétre considé-
rable (1 392 000 km ou 109 fois le diameétre de la terre) confére un champ
de gravitation assez fort pour maintenir I’hydrogene, lequel forme 99 %
de sa masse. Comme le centre du soleil a une température de 20 000 000 °C,
et comme il y régne une pression de plusieurs dizaines de milliers d'atmos-
pheres, I'énergie cinétique des atomes d’hydrogéene est suffisante pour que
leurs collisions produisent des transformations nucléaires. Le soleil trans-
forme des atomes d’hydrogéne en atomes d’hélium au cours d’un processus
cycligue dans lequel le carbone intervient comme catalyseur. C'est cette
énergie nucléaire qui atteint la biosphére sous la forme de chaleur et de
radiations diverses, en particulier celles qu'utilisent les cellules pourvues
de chloroplastes.

ll. ACCUMULATION D’ENERGIE LIBRE
PAR LES AUTOTROPHES

Il existe des organismes capables, par la mise en jeu de mécanismes
chimiques qui leur sont propres, d’introduire en certains points de leur
métabolisme un apport d’énergie extérieure, énergie chimique ou énergie
électromagnétique.

C'est par lintermédiaire de ces organismes, dits autotrophes, que
I'énergie et le carbone pénétrent dans la biospheére.

Les organismes capables d'utiliser directement I'énergie libre produite
par le soleil sont appelés autotrophes photosynthétiques, alors que ceux

0) 1 électron-volt = I'énergie cinétigue qu’une particule portant une charge électronique acquiert
en subissant une chute de potentiel d'un volt. L'unité la plus commode est un million de fois plus
grande que la précédente (MeV). L’énergie correspondant a un électron-volt est égale a
(1.60207 = 0.00007) X 10-12 ergs. L’énergie en calories par mole correspondant a un électron-volt
par molécule = 23.05285 + 3.2 ¢a|/mole.



LA PHOTOSYNTHESE 355

qui mettent en jeu I'énergie résultant d'une oxydation par I'oxygéne
moléculaire, d’un constituant inorganique du milieu extérieur, sont dits
autotrophes chimiosynthétiques (voir chapitre 19).

Les autotrophes utilisent le CO2 comme source de carbone et I'énergie
capturée est emmagasinée sous forme d’énergie chimique dans des glu-
cides. Elle est alors libérée au cours de réactions chimiques exergoniques
et utilisée pour les activités caractéristiques de la vie. Une autre catégorie
d’'organismes, les hétérotrophes, groupe ceux qui sont incapables de
capturer I'énergie radiante ou I'énergie de molécules inorganiques simples :
ils dépendent donc, a ce point de vue de la fourniture des glucides syn-
thétisés par les autotrophes.

. LA PHOTOSYNTHESE

On donne traditionnellement a la synthése de glucides a partir
d'anhydride carbonique et d'énergie libérée par une réaction chimique
exergonique, le nom de chimiosynthése (voir chapitre 19).

D’autres organismes sont capables d'opérer la photosynthése, c’est-a-
dire la synthése de glucides avec utilisation de I'énergie électromagnétique
fournie par la capture de I'énergie libre des photons de la lumiére solaire.
Par chimiosynthése et par photosynthése, nous entendrons donc des
synthéses de glucides. Le terme de photométabolisme désigne les autres
formes d'effets métaboliques de la lumiére.

L'équation générale de la photosynthése peut se formuler comme suit :

6 CO2-+6 HO+nhv  C6H120e + 6 O, (13-1)

Dans cette équation, hv représente un photon de lumiére visible et n
le nombre de photons nécessaires. Contrairement a ce qu'on a pensé
autrefois, le nombre n n'est nullement une constante. L'équation (13-1)
est une représentation trées sommaire du phénoméne, lequel, considéré a
I’échelle moléculaire, se révele d’'une complexité qui, malgré les travaux de
nombreux biochimistes et biophysiciens poursuivis au cours du dernier
quart de siécle, n'est pas encore totalement élucidée.

A. LE THYLAKOIDE

Dans I'état actuel des recherches, on peut dire que la photosynthése
se déroule au niveau d'un systéme lamellaire pigmenté. Une lamelle
pourvue de pigments porte le nom de thylakoide. Le systéme plurienzy-
matique élémentaire, capable de réaliser la photosynthése porte le nom
de quantasome. Par analogie avec l'organisation de la mitochondrie, on
considere que le thylakoide est formé d’'un ensemble de quantasomes. Les
thylakoides des plantes vertes et des algues vertes sont groupés dans
un organite intracellulaire aplati et de forme plus ou moins circulaire, le
chloroplaste. Ses dimensions sont voisines de 5 [t en longueur et de
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2 a 3 |ji d’épaisseur. Le chloroplaste est capable de croitre et de se mul-
tiplier. Chez les plantes supérieures, il se développe a partir d’'une particule
intracellulaire peu colorée : le proplastide. Le développement et la crois-
sance s'effectuent selon les phases qui sont résumées dans le schéma
de la figure 13-1.

Dans le chloroplaste des plantes supérieures, on observe un arran-
gement particulier des lamelles. Certaines lamelles s’organisent en disques
granaires qui se présentent en coupe sous la forme d’une vésicule aplatie.
Le centre de la vésicule s’appelle le lumen.

FIG. 13-1. Le développement et la croissance du chloroplaste. MC : membrane du chloro-
plaste - V : vésicule - VA : vésicule aplatie - G : granum (d'aprés Wettstein).
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Les disques granaires sont empilés comme des piéces de monnaie
par groupes variant de 10 & 100 et forment alors ce qu’il est convenu
d’appeler le granum.

Chez les algues bleues, on ne trouve pas de chloroplastes. Le systéme
lamellaire pigmenté existe néanmoins et les thylakoides sont distribués
dans tout le cytoplasme.

La microscopie électronique a permis de mettre en évidence certains
aspects particuliers de [l'ultrastructure des systemes lamellaires. Il est
apparu que le thylakoide se présente comme étant formé d’unités globu-
laires. La membrane du chloroplaste, par contre, serait une membrane
unitaire typique (p. 347).

Portion
marginale
Partition
Lamelle

40 % intergranaire
19A*
40 A* 40 A*
194¢ 198+
40A* 40A*

FIG. 13-2. Organisation du systeme lamellaire d’'un granum (d’apres Weier et al.). Explica-
tions dans le texte.

Le schéma de la figure 13-2 montre I'organisation du systeme
lamellaire d’'un disque granaire telle qu'elle peut étre déduite des images
obtenues au microscope électronique. La lamelle intergranaire est formée
d'une seule rangée d'unités globulaires. La partition est formée de la
juxtaposition de deux membranes globulaires. La portion marginale
représente la jonction entre les deux faces du disque granaire.

La figure 13-3 montre une interprétation détaillée de I'organisation
des systemes moléculaires intervenant dans la structure du thylakoide.
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chlorophylle
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Partition Lumen

FIG. 13-3. Organisation des systemes moléculaires intervenant dans la structure du thyla-
koide (d'aprés Weier et al.).
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B. LES CONSTITUANTS DU THYLAKOIDE INTERVENANT DANS LA
PHOTOSYNTHESE

Les étapes du processus de la photosynthése sont les suivantes :

a) une photoréaction s’accomplissant dans les quantasomes. Au cours de
cette réaction, des quanta de lumiére sont absorbés par le systeme
pigmentaire et des équivalents oxydants et réducteurs sont libérés ;

b) une phosphorylation de I'ADP en ATP (phosphorylation photosynthé-
tique) ;

¢) une conversion de CO02 en glucide (réduction du CO0?2).

Un certain nombre de constituants des chloroplastes jouent un réle
dans le processus de transformation de I'énergie électromagnétique en
énergie thermochimique, c’est-a-dire dans les étapes a) et b) de la photo-
synthése.

1. Pigments

La chlorophylle existe dans les quantasomes sous la forme d’'un com-
plexe lipoprotéique associé avec divers pigments, I'ensemble de cette
structure macromoléculaire accomplissant la transformation de ['énergie
électromagnétique en énergie thermochimique. Toutes les chlorophylles
contiennent un noyau porphyrinique semblable a celui des hémes mais
c'est le magnésium qu’on trouve dans la chlorophylle et non le fer.

Dans la chlorophylle, une longue chaine hydrocarbonée, attachée a
la structure porphyrinique, rend la molécule soluble dans les graisses.

CH,

\

H H
\h/ N\ ZA\nh/m\hsh\hsB\hsh\ hsh\ 7oh

C CCCCoCCCoCCCC oo s
H | H \ H | H /7 \
ch3 ch3 ch3 £ h

FIG. 13-4. Structure de la chlorophylle a. La chlorophylle b en differe par le remplacement
du —CHS* par —CHO.
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Les végétaux posseédent tous la chlorophylle a et certains ont en outre
de la chlorophylle b qui ne difféere de l'autre que par un groupe aldéhydique
a la place d'un méthyle (voir figure 13-4).

A cOté des chlorophylles on trouve des pigments caroténoides et
éventuellement des phycobilines. Ces pigments étendent a la région cen-
trale du spectre solaire I'absorption de la lumiére par les chloroplastes,
absorption que la chlorophylle réalise au niveau des extrémités du spectre
visible. En outre caroténoides et phycobilines protégent le systeme photo-
chimique contre la photo-oxydation en milieu aérobie.

La combinaison de la mise en jeu de la chlorophylle et des caroté-
noides assure la capture de photons dans toute I'étendue du spectre
solaire. Ni les caroténoides, ni les phycobilines n’interviennent dans le sys-
teme de phosphorylation photosynthétique.

2. Cofacteurs a faible poids moléculaire

Un certain nombre de quinones ont été mises en évidence dans les
chloroplastes. Elles font partie du systtme de la phosphorylation photo-
synthétique. Le FAD et une série de flavones sont également utilisés dans
ce systeme.

3. Protéines

Un enzyme catalysant la réduction de NADP en présence de chloro-
plastes illuminés a été appelé réductase photosynthétigue des nucléotides
de pyridine (PPNR) ou ferrédoxine.
D’autre part, la réduction photochimique de NAD en présence de quan-
tasomes réclame la présence de NADP, PPNR et d’une transhydrogénase
des nucléotides de pyridine.
Les chloroplastes contiennent aussi
a) une NADP (et NAD) : cytochrome c - réductase catalysant la réduction
du cytochrome c¢ par NADPred (ou NADred) en présence de FMN ou
de FAD :

b) une succinodéshydrogénase, des cytochromes (et divers dérivés pro-
téiques d’héemes) ;

¢) une hydrogénase capable de réduire le cytochrome ¢ au moyen de

I’hydrogéne moléculaire, etc.

d) le systeme enzymatique de la réduction du CO2 lequel est une variante
du systeme enzymatique du cycle des pentoses décrit dans le cha-
pitre 11.

C. ETAPES DE LA PHOTOSYNTHESE

1. Etape photochimique

L'événement capital dans le processus de la photosynthése est la
capture de I'énergie lumineuse.
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L'énergie quantique peut s'exprimer en calories par mole (calories
par einstein). La lumiére bleue posseéde 70 Kcal par einstein, la lumiére
rouge 40 Kcal par einstein.

Une molécule, capable d'absorber I'énergie lumineuse, n'est sensible
gu’a une longueur d’onde déterminée. L’absorption d'énergie se caractérise
par une redistribution de certains électrons du systéme n. La molécule est
alors dite excitée.

Le retour a I'état fondamental se caractérise par une émission de
I'énergie absorbée sous forme de chaleur ou de lumiéere (fluorescence).

Un autre état excité se caractérise par le fait qu’'un électron est non
seulement placé a un niveau énergétique plus élevé mais son spin est
inversé. Un quantum supplémentaire peut alors étre absorbé ce qui place
la molécule a un stade d’activation plus élevé.

Les informations dont on dispose actuellement indiquent que la chlo-
rophylle doit se trouver a ce stade superactivé pour étre effective dans la
photosynthése.

On concoit actuellement I'étape photochimique comme suit

hv
NAD+ (ou NADP+) + H20 -> NADH (ou NADPH) + H+ + Va 02 (13-2)

Des photons sont absorbés avec pour conséquence I'éjection d'un
électron de la chlorophylle :

hv
Chlorophylle -» chlorophylle* + e~ (13-3)

On peut calculer que certains électrons doivent étre & un potentiel tel
gu’ils soient capables de réduire NAD (E'0 = - 0.28 V) alors que les radi-
caux libres de la chlorophylle formés au cours de la réaction (13-3) doivent
avoir un potentiel suffisant pour oxyder I'eau ou les ions OH avec produc-
tion de 02 (E'0 = + 0.8 V).

Ces deux processus peuvent étre séparés. Dans le chloroplaste isolé
et lavé, on peut faire se dérouler la réaction (13-2) en I'absence de CO2
mais en présence d'un accepteur d'électrons (quinone, 2,6-dichlorphénol
ou Fe*t),

Dans ces conditions, on peut formuler la réaction (réaction de Hill)
selon I'équation :

chloroplastes
H20 + quinone + Nv------mmmmem » hydroquinone 4- Va 02 (13-4)

L'oxygéne libéré par la photosynthése provient bien de I'eau, comme
I'ont confirmé les expériences accomplies au moyen d’eau marquée par
des isotopes de l'oxygene.

2. Phosphorylation photosynthétique

Elle differe de la phosphorylation de la chaine respiratoire par le fait
qu'elle ne met pas en jeu I'oxygéne moléculaire. Toutefois elle implique
une série d'oxydants et de réducteurs contenus dans le quantasome.

En effet, si I'électron provenant de I'excitation de la chlorophylle se
recombinait au radical libre de cette derniére, I'énergie lumineuse absorbée
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serait perdue sous forme de chaleur. Ceci équivaudrait, dans la mitochon-
drie, a oxyder directement le NADred par I'oxygéne moléculaire.

Selon un schéma proposé pour la bactérie sulfureuse pourpre (Chro-
matium) I'électron retourne a la chlorophylle le long d’'une chaine de trans-
porteurs dont tous les intermédiaires, pas plus que l'ordre dans lequel ils
sont disposés, ne sont entierement connus.

On sait pourtant que la séquence implique une flavoprotéine, une
quinone et au moins deux cytochromes dont l'un est trés voisin du cyto-
chrome c.

Il n'y a pas de substrat, dans le sens habituel, impliqué dans ce systéeme
puisque I'électron émis par la chlorophylle est repris par cette derniére
qui joue donc le role d'oxydant terminal (Fig. 13-5). C’est pourquoi on parle
a propos de ce processus de phosphorylation cyclique.

chlorophylle
J

hv

chlorophylle* -F e~

protéine hémique flavoprotéine

cytochrome c¢ <- quinone

FIG. 13-5. Schéma de la phosphorylation cyclique.

L’endroit du cycle au niveau duquel I'énergie est récupérée sous forme
d’ATP n’est pas connu. Il en est de méme de la valeur du rapport P :2e'.

Il s’agit peut-étre d'un type trés primitif de photosynthése puisqu'il
permet la production d’ATP par un organisme dans des conditions anaé-
robies. Comme le transfert d'électrons est cyclique il est toutefois nécessaire
gue l'organisme dérive des équivalents de réducteur a partir de substrats
exogenes.

Un autre systéme, mis en évidence dans la bactérie Rhodospirillum rubrum,
illustre la notion de phosphorylation non cyclique dans laquelle I'électron
de la chlorophylle est accepté par la ferrédoxine (réductase du NADP) et
une flavoprotéine et sert a réduire NADP.

Le radical libre de la chlorophylle excitée accepte alors un électron
provenant d'un substrat, qui dans le cas considéré peut étre I'acide succi-
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nique. Le transfert d’électrons du succinate a la chlorophylle activée s’'ac-
compagne d’'une synthése d'ATP (Fig. 13-6).

Chlorophylle

Chlorophylle* + e~
_* i

« cytochrome ¢ ferrédoxine
t 1
quinone flavoprotéine
t 1
« cytochrome b NADP
t
flavoprotéine
t
succinate

FIG. 13-6. Schéma de la phosphorylation non cyclique.

Au total I'énergie provenant de l'oxydation du succinate et I'énergie
dérivée de I'absorption des photons permet la synthése de NADPred et
d’ATP nécessaire a la fixation du CO2 Le bilan des deux séquences
peut donc s’'écrire :

hv
MH2 + NADP* + ADP + P, —» M + NADPH + H* + ATP

Dans le cas des plantes supérieures la production d’ATP et la réduc-
tion du NADP s’accomplissent en utilisant I'eau ou les ions OH a la place
d’'un substrat réducteur exogéne. Le phénoméne s’accompagne en outre
de la libération d'oxygeéne. |l parait aussi indispensable que les chlo-
roplastes soient irradiés d’une lumiére de deux longueurs d’onde différentes.
La lumiére rouge expulse un électron de la chlorophylle b. Cet électron
est accepté par une quinone qui par l'intermédiaire de cytochromes est
accepté par la chlorophylle a excitée par la lumiére bleue. Au cours de ce
transfert de I'ATP est synthétisé. D’autre part, le radical libre de la chloro-
phylle b accepte un électron des ions hydroxyles. En conséquence de
I'oxygéne est produit et de I'ATP est synthétisé.

L'électron éjecté par la chlorophylle a excitée est accepté par la ferré-
doxine et est utilisé a la réduction du NADP (Fig. 13-7). Le NADPred peut
alors réduire l'acide 3-phosphoglycérique.

3. Conversion de CO02 en glucide (réduction du CO2)

Les expériences accomplies au moyen de CO2 marqué par un isotope
du carbone ont montré que le carbone du CO2? utilisé dans la photosynthése
apparait d'abord au niveau de l'acide 3-phosphoglycérique (APG).

C'est le ribulose-diphosphate (Ru-PP) qui est le précurseur immédiat
de l'acide 3-phosphoglycérique. Le cycle de la photosynthése commence
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donc par une carboxylation du Ru-PP avec formation (C5 + C = 2 C3) de
deux molécules d’acide phosphoglycérique (APG). A partir de I'APG, toutes
les opérations du cycle de la photosynthése ont pu étre reproduites in vitro
au moyen d’enzymes purifiés.

lumiere
(rouge)
chlorophylle
b+t b
---OH-/o., OH* Ou lumiere
+ 0.8 - (bleue)
chlorophylle
+ 0.6
+ 04
----- Cytochrome f
£+ 02
v0
LU
----- Cytochrome b0
0.0 n

----- Quinones

————— NADP red-ox

----- Ferredoxine

FIG. 13-7. Schéma de la phosphorylation photosynthétique dans les quantasomes des végé-
taux et des algues vertes. Les intermédiaires des séquences sont placés aux niveaux corres-
pondants a leur potentiel d’oxydo-réduction standard (E'0).

L'aldolase (E. N. 4.1.2.7) catalyse la formation de sédoheptulose-diphos-
phate a partir d’'une molécule de tétrose-P et d'une molécule de triose-P
(C4 4- C3 = C7). L'hexosediphosphatase (E. N. 3.1.3.11) transforme le sédo-
heptulose-PP en sédoheptulose-P qui, avec une nouvelle molécule de
triose-P, donne en présence de transcétolase (E. N. 2.2.1.1) une molécule
de xylulose-P (C7 + C3 = 2 C5). L’'isomérase des pentose-phosphates pousse
ce mélange vers le ribulose-P (Ru-P) qui, en présence d’ATP et de phos-
phoribulokinase (E. N. 2.7.1.19) fournit le ribulose-PP (Ru-PP).

On a pu isoler a partir des feuilles d'épinard et des ultrasonats de
I'algue verte Chlorella un enzyme soluble qui, en présence de bicarbonate,
transforme le Ru-PP en 2 molécules d’APG. On lui donne le nom de carbo-
xylase du ribulose-diphosphate (E. N. 4.1.1.39).
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Le fait d’avoir isolé tous les instruments enzymatiques ne démontre pas
que le cycle puisse fonctionner. Il exige en effet pour la réduction de 'APG
en triose une molécule d’ATP et une molécule de NADPH. Arrivés au Ru-P,
nous devons fournir une nouvelle molécule d’ATP pour former le Ru-PP.

Le cycle a été reconstitué complétement in vitro par Racker (1955), qui
a donc opéré la synthése réductive d’'un ose a partir de CO2 et d’extraits
enzymatiques de végétaux. Le bilan de I'expérience de Racker s'écrit
comme suit :

(1) 3 pentose-P + 3 ATP -> 3 Ru-PP + 3 ADP

(20 3Ru-PP + 3 CO2 + 3 H20 6 APG

(3) 6APG + 6 ATP -» 6 APPG + 6 ADP

(4) 6 APPG + 6 NADPH + 6 H* -» 6 triose-P + 6 NADP + 6 P
(5) 4 triose-P -> 2 HPP

(6) 2HPP +2 H20 > 2 HMP + 2 P

(7) 1 HMP + 1 triose-P -> 1 pentose-P + 1 tétrose-P

(8) 1 HMP + 1 tétrose-P -> 1 heptulose-P + 1 triose-P

(

9

=

1 heptulose-P + 1 triose-P -> 2 pentose-P

somme (1-9) 3 CO02 + 9 ATP +5 H20 + 6 NADHP + 6 H*
1 triose-P + 9 ADP + 6 NADP + 8 P
(10) 9 H20 + 9 NADP -» 9 NADPH + 9 H*+9 O

(11) 3 NADPH + 9 ADP + 9P + 3H+ + 30
-* 3 NADP + 9 ATP + 12 H20

somme (1-11) 3 CO2 + 2 H20 + P -» 1 triose-P + 60

Laissons pour I'instant de coté les équations (10) et (11). Nous voyons
dans la somme (1-9) que pour introduire une molécule de CO2 dans un
triose-phosphate il faut trois molécules d’ATP et quatre équivalents de
réduction (4 électrons). Dans la nature, les quatre équivalents de réduction
(2 NADPH) et les trois molécules d’ATP sont fournis au cours de la conver-
sion de I'énergie électromagnétique.

Les étapes principales de la réduction du COZ2 sont résumées dans la
figure 13-8.

Dans l'étape de la photosynthése qui consiste dans la réduction du
CO02, le cycle des pentoses (p. 286) est partiellement inversé et lié a une
étape réductrice catalysée par la déshydrogénase des triose-phosphates,
étape qui remplace lI'oxydation catalysée par la déshydrogénase du G-6-P.
D'autre part, la décarboxylation de I'acide 6-phosphogluconique est rem-
placée, dans le végétal en photosynthese, par la carboxylation du Ru-PP.

IV. LA PHOTOSYNTHESE CHEZ LES BACTERIES POURPRES,
BRUNES OU VERTES

Les Rhodobactéries constituent une collection étendue de bactéries
communes dans les sols et on peut, avec Van Niel, les subdiviser en trois
groupes :
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FIG. 13-8. Quelques-unes des étapes de la réduction du CO02 dans la photosynthése (d’apres
Bassham et Calvin).

Les chiffres arabes placés au niveau des fléches correspondent aux enzymes suivants :

1. carboxylase du ribulose-diphosphate (E. N. 4.1.1.39)
. déshydrogénase du triose-phosphate (E. N. 1.2.1.9)
3. isomérase du triose-phosphate (E. N. 5.3.1.1.)

4-5. aldolase du cétose-1l-phosphate (E. N. 4.1.2.7)

6-7. hexosediphosphatase (E. N. 3.1.3.11)

8. 3-épimérase du ribulose-phosphate (E. N. 5.1.3.1)
9. isomérase du ribose-phosphate (E. N. 5.3.1.6)

10. phosphoribulokinase (E. N. 2.7.1.19).
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1. Chlorobactériacées. Bactéries sulfureuses vertes ne requérant pas de
facteurs de croissance organique.

2. Thiorhodacées. Bactéries sulfureuses pourpres ne requérant pas de
facteurs de croissance organiques mais capables d'utiliser comme donneurs
d’hydrogéne différents composés inorganiques de soufre ou des acides
organiques, et dans certains cas I'hydrogeéne.

3. Athiorhodacées. Bactéries non sulfureuses pourpres, rouges ou brunes,
exigeant divers facteurs de croissance.

1. Chlorobactériacées

Elles sont anaérobies et H2S est la substance qui réduit le radical
oxydant libéré par la photolyse.

Le soufre s’accumule dans la culture sous la forme de globules réfrin-
gents.

2. Thiorhodacées

S'il est vrai gu’elles contiennent, comme les plantes et les algues vertes,
de la chlorophylle et des caroténoides, il ne s'agit pas des mémes especes
de ces composés organiques. D’autre part, ces pigments sont organisés
en un systéme lamellaire trés voisin de celui observé chez les algues vertes.
lls peuvent aussi étre fixés dans des vésicules, limitées par une membrane,
et qui portent le nom de chromatophores.

Chez les bactéries pourpres, des composés organiques ou des dérivés
réduits du soufre sont nécessaires en tant que donateurs d’hydrogene au
cours de la réduction du CO2

La photoréaction apparait comme étant la méme que chez les plantes,
et amenant comme chez elles le déroulement de la phosphorylation cyclique.
Quant a la phosphorylation non cyclique, elle differe en ce que le cyto-
chrome prend son électron non aux (OH-) de l'eau, mais a H2S, au thio-
sulfate, a l'alcool, au butyrate, etc. L'électron est transféré, en méme temps
que I'hydrogéne réduit le NAD* en NADH + H* Si H2S est le donneur
d’hydrogéne, il est décomposé en 2 Ht et S" et ce dernier, donnant 2 élec-
trons au cytochrome, devient S.

3. Athiorhodacées

Elles assimilent le C0O2 en présence de lumiére, mais exigent pour cela
certains composés organiques ou inorganiques. Les acides gras sont de
bons substrats pour leur croissance. Une série de faits expérimentaux
montrent qu’ils servent dans ce cas de donateurs d’hydrogéne. Toutefois
cette notion reste discutée. La situation est plus claire dans le cas de
I'utilisation de l'alcool isopropylique. Ici le composé organique sert incon-
testablement de donateur d’hydrogéne pour réduire le radical [OH] et laisse
'acétone dans le milieu.
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L'équation globale du phénoméne est la suivante ;

lumiére

C02 + 2 CH3-CHOH-CH3------- > (CH20) + H20 + 2 CH3-CO-CH3
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Métabolisme des acides aminés et entrée de |'azote
dans les composés organiques
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Les acides aminés qui sont libérés au cours des différentes phases
de I'hydrolyse enzymatique des protéines pénétrent par des mécanismes
divers dans le liquide intracellulaire.

Dans le cas des mammiferes, le premier probléeme qui se pose est
de savoir comment les acides aminés présents dans la lumiére de I'intestin
franchissent les barriéres cellulaires pour atteindre le réseau vasculaire.
Certains sont I'objet d’un transport actif (Chap. 10), d’autres pénétrent dans
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la cellule par un mécanisme qui ne semble pas exiger la fourniture d’énergie
métabolique. Tous, néanmoins, sont l'objet de transformations plus ou
moins importantes et le deuxiéme probléme posé est celui des voies méta-
boliques empruntées par les acides aminés exogenes. Signalons tout de
suite qu’il s’agit d’'une étude intimement liée a celle plus vaste de [I'utili-
sation par la cellule de I'azote inorganique et des mécanismes biosynthé-
tiques dont dispose cette derniere pour produire de novo certains acides
aminés.

La capacité de synthétiser le squelette hydrocarboné de certains acides
a-cétoniques est en effet trés diversement distribuée parmi les organismes.
En conséquence, les acides a-aminés correspondants ne peuvent étre
formés par la voie des transaminations. Ces acides aminés, puisqu’ils
doivent étre fournis dans le régime comme tels ou sous forme de protéines,
sont appelés essentiels. (Tableau 14-1). Cette définition est toutefois actuel-
lement élargie et inclut également les acides aminés qui ne sont pas syn-
thétisés a une vitesse suffisante pour répondre aux besoins métaboliques
de l'animal. Il est important de signaler que la notion d’essentiel ou de
non essentiel ne s'appliqgue qu'aux seuls besoins nutritifs de I'organisme
et ne préjuge en rien de l'importance que les acides aminés peuvent avoir
dans le métabolisme. L'acide glutamique, qui est un acide aminé dit non
essentiel, joue, comme nous le verrons plus loin, un réle important dans
le métabolisme. Ce r6le est tel qu’'une perte instantanée, par un organisme,
de sa capacité de synthése s’accompagnerait de troubles importants du
métabolisme cellulaire, résultant du fait que I'animal ne pourrait attendre le
repas suivant pour reconstituer sa réserve d'acide glutamique, chose pos-
sible en ce qui concerne les acides aminés dits essentiels.

Tableau 14-1

CLASSIFICATION DES ACIDES AMINES SELON LEUR EFFET SUR
LA CROISSANCE DU RAT BLANC

Id'aprés Rose, 1938)

Essentiels Non essentiels
Argipir]e (a) Alanine
Hlst|d|qe Acide aspartique
Isoleucine Acide glutamique
Leucine Cystine
Ly'sin.e ) Glycocolle
Méthionine Hydroxyproline
Phénylalanine Proline
Thréonine Sérine
Tryptophane Tyrosine

Valine

P) L'arginine n’est pas synthétisée a une vitesse suffisante pour satisfaire les besoins d’une
croissance normale.

Dans les pages ci-dessous nous allons donc envisager a) les aspects
généraux du métabolisme des acides aminés, b) I'étude de leur dégradation
compléete, c¢) les différentes voies métaboliques aboutissant chez les mam-
miféres a la synthése des acides aminés dits non essentiels, d) la biosyn-
thése de ces acides aminés, appelés essentiels, chez les végétaux et les
microorganismes et qui chez les mammiféeres ne sont pas synthétisés et
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qui doivent donc étre fournis par le régime alimentaire. Enfin nous exami-
nerons le role des acides aminés en tant que précurseurs de certains com-
posés azotés ainsi que la biosynthése des polyamines.

I. PROCESSUS GENERAUX

A. DESAMINATION

La désamination des acides aminés se fait selon deux schémas princi-
paux, I'un impliquant une oxydation de I'acide aminé, I'autre une déshydra-
tation de ce dernier.

1. Désamination oxydative

La désamination oxydative des acides aminés s'effectue grace a I'in-
tervention de nombreux systemes enzymatiques catalysant la réaction
générale suivante :

\
R—C—COOH + V2 Oo-> R—C—COOH + NH3
NHo
(14-1)

Selon le type de réaction on considére :
a) les oxydases des acides L-aminés,
b) les oxydases des acides D-aminés,

c) les oxydases d'un acide aminé spécifique.

Les groupes définis en a et b indiquent que la spécificité des enzymes
considérés est assez large.

Les oxydases des acides aminés sont classées, selon la nature de
I'accepteur d’hydrogéne, en deux catégories, aérobies et anaérobies. La
premiére catégorie comprend les enzymes catalysant une réaction de
désamination dans laquelle I'oxygéne intervient comme accepteur final
d’hydrogéne, alors que la deuxiéme catégorie groupe les enzymes cataly-
sant les réactions de désamination faisant intervenir un coenzyme accep-
teur d’hydrogéne, couplé au systeme des cytochromes.

La commission des enzymes de I’'Union Internationale de Biochimie
recommande la terminologie suivante :

Oxygéne-oxydoréductase des acides L- ou D-aminés ou plus spécifiquement
d'un acide aminé.
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NAD(P) - oxydoréductase des acides L- ou D-aminés ou plus spécifiquement
d’'un acide aminé :

Cette nomenclature a l'avantage d’indiquer sans ambiguité la nature de
I'accepteur final d’hydrogéne et, lorsque son usage sera général, elle facili-

tera grandement la compréhension des travaux consacrés a cette matiére.

La réaction 14-1 peut étre considérée comme se déroulant en deux
étapes ;

R—CH—COOH R—C—COOH + 2H (14-2)
NHR]j NR,
+ H,0
R—C—COOH — R—CO—COOH + NH,R, (14-3)
-H,0
NRj

La premiere étape est donc une déshydrogénation, d'ou le nom de déshy-
drogénase appliqué, dans I'ancienne nomenclature, aux enzymes condui-
sant a la formation d'un acide iminé qui est a son tour hydrolysé non
enzymatiquement pour donner I'acide cétonique correspondant et I'ammo-
niaque ou un de ses dérivés. Dans les équations (14-2) et (14-3) repré-
sente un atome d’hydrogene ou un substituant, un groupe alkyle par
exemple. Dans ce dernier cas une alkylamine est formée.

Les oxydases aérobies sont toutes des flavoprotéines utilisant I'oxygene
comme accepteur final d’hydrogene. Le mécanisme de la réaction peut se
représenter comme suit :

(14-4)

le bilan de la réaction 14-4 est évidemment

2H + 02 -» H202

Ainsi donc, le résultat de l'activité des oxydases aérobies est la formation
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de peroxyde d’hydrogéne qui, en I'absence de catalase, peut réagir avec
I'acide cétonique formé :

R — CO — COOH + H202 -> R — COOH + CO, + H,0 (14-5)

Le bilan de la désamination oxydative en I'absence de catalase s'établit
donc comme suit :

R - CH — COOH + 02 -> R — COOH + NH,RX + CO, (14-6)

NHRX

En présence de catalase qui décompose le peroxyde d’hydrogeéne,
on a:

R - CH — COOH + Va O, -> R — CO — COOH + NH,RX (14-7)
NHRX

Keilin et Hartree ont montré que I'oxygéne-oxydoréductase des acides
D-aminés en présence d’alcool éthylique et de catalase, conduit a I'oxyda-
tion de l'alcool en acétaldéhyde plutdét qu'a I'oxydation de Il'acide a-céto-
nique. L'ensemble du systeme peut donc se représenter de la fagon sui-
vante :

CH — COOH + O, + CH3CH,0OH -> R — CO — COOH + NH,Rj + CH3CHO + H,0 (14-8)
|
NHR]

ou il est apparent que la quantité d'oxygene consommé correspond a la
valeur théorique prévue en 14-6 sans toutefois s’accompagner de la destruc-
tion de I'acide cétonique résultant de la désamination de I'acide aminé.
Les mécanismes qui viennent d'étre brievement rappelés trouvent
un support expérimental dans les résultats des nombreux auteurs qui se
sont attachés a déterminer la nature des différents produits des réactions
catalysées au cours de la désamination oxydative des acides aminés.

a) Oxydases non spécifiques

Des oxydases non spécifiques pour les acides L-aminés ont été mises en
évidence dans le venin de nombreux serpents, dans le rein du rat, le foie de
dinde et dans de nombreux microorganismes. Chez les mammiféres, la dis-
tribution limitée et I'activité faible de cette catégorie d’oxydases permet de
conclure qu’elles ne jouent pas un réle important dans le métabolisme des
acides aminés.

On a également mis en évidence dans le foie et le rein des vertébrés,
dans I’hépatopancréas des invertébrés et dans certains microorganismes, la
présence d'une oxydase des acides D-aminés dont le mécanisme d'action et
le role biologique font actuellement I'objet de recherches détaillées.

b) Oxydases spécifiques
I) Oxygeéne oxydoréductase de l'acide D-glutamique

L’hépatopancréas des céphalopodes ne contient pas seulement une
oxydase non spécifique des acides D-aminés, mais également une oxydase
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de l'acide D-glutamique distincte de la précédente. La spécificité de cet
enzyme n’est pas parfaite puisque l'acide D-aspartique est également oxydé.
L'enzyme a été partiellement purifié et son Km pour I'acide D-glutamique est
de 8 1CT3 M alors qu’il est de 4.5 10-3 M pour I'acide D-aspartique. Le groupe-
ment prosthétique est le FAD.

II) Oxygéne oxydoréductase du glycocolle

A partir du rein de porc, on a isolé un apoenzyme qui, aprés addition
de FAD, oxyde en présence de catalase le glycocolle ou la sarcosine selon
le schéma de I'équation (14-7).

III) Oxygéne oxydoréductase de l'acide D-aspartique

On trouve dans le rein et le foie de lapin un enzyme soluble dont le
groupe prosthétique est le FAD et qui catalyse Il'oxydation de l'acide
D-aspartique. L'activité de I'enzyme est supérieure a celle de I'oxydase des
acides D-aminés chez le lapin, alors que, dans le cas du rein de porc, les
deux enzymes ont pratiquement la méme activité. Cet enzyme manque dans
le foie de rat.

iV) NAD(P)-oxydoréductase de l'acide L-glutamique

La déshydrogénase de l'acide L-glutamique est un enzyme largement
répandu dans la nature. On le trouve dans les bactéries, les levures, les
plantes et les tissus animaux. La déshydrogénase glutamique de la levure
OU &'Escherichia coli €St active en présence de NADP alors que I'enzyme des
tissus végétaux ou animaux utilise le NAD. Le foie fait toutefois exception
a cet égard puisque le NADP peut aussi étre utilisé comme coenzyme.
L'enzyme a été cristallisé a partir d'un extrait de foie de boeuf. Le poids
moléculaire de I'enzyme est voisin de 1 000 000. C'est un enzyme qui est
facilement dissociable en unités dont le poids moléculaire est voisin de
250 000. La dissociation s’accompagne d’une perte de l'activité catalytique
vis-a-vis du glutamate, alors qu’apparait une activité déshydrogénasique
vis-a-vis de la L-alanine. L'unité de poids moléculaire de 250 000 est la
forme la plus active de la déshydrogénase de l'alanine et peut étre décom-
posée en unités plus petites dont le poids moléculaire est compris entre
17 000 et 21 000. L'activité enzymatique de ces petites unités est inconnue.
La dissociation de I'enzyme est produite notamment par les stéroides, la
dilution, certains tampons, etc. alors que I'association des unités en poly-
meére actif est favorisée par I'ADP, certains acides aminés (L-leucine et
acides aminés essentiels). Il apparait donc que l'activité catalytique spéci-
fique est liée a la structure quaternaire de I'enzyme, structure qui peut étre
modifiée dans différentes conditions expérimentales ayant peut-étre une
incidence biologique. Il est aussi intéressant de remarquer que I'activité
enzymatiqgue dépend étroitement de la composition ionique du milieu
d’incubation. L’anion et le cation jouent un rdéle important dans ce phéno-
meéne et les anions sont inhibiteurs alors que les cations sont activateurs
de la réaction enzymatique. Cette observation se vérifie sur des extraits
bruts de rein de mammiféere, de muscle et de branchies décrevisse, de
homard, de langouste, de poulpe, etc. et sur une préparation d'enzyme
cristallisé d’origine commerciale.

La déshydrogénase glutamique est un métallo-enzyme qui contient de
deux a quatre atomes-grammes de zinc par mole d’enzyme. Toutes les
substances complexant le zinc seront donc des inhibiteurs de cet enzyme.
Le fait que les substances réagissant avec les groupes -SH inhibent I'activité
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enzymatique suggére que l'enzyme posséde des fonctions SH indispen-
sables a l'activité catalytique.

L'enzyme extrait du foie de boeuf contient trois équivalents de fonction
sulthydryle par unité élémentaire correspondant a 24 500 g de protéines. Un
seul équivalent est indispensable a l'activité enzymatique. La réaction cata-
lysée par la déshydrogénase glutamique est évidemment réversible, toute-
fois c'est dans le sens de la formation du glutamate que la variation d'éner-
gie libre est négative.

Il est vraisemblable que cet enzyme contréle I'entrée de I'ammoniaque
dans le pool des acides aminés plutét que la désamination du glutamate.
Cet enzyme occupe une position unique dans le métabolisme cellulaire
puisqu'il constitue un lien important entre métabolisme des glucides et
métabolisme des acides aminés. Récemment, diverses hypothéses de tra-
vail ont été émises ; elles attribuent a cet enzyme un réle important dans
la régulation du pool intracellulaire des acides aminés libres ainsi que dans
les échanges entre ions ammonium et sodium au niveau des structures
spécialisées dans le transport actif des cations.

2. Désamination non oxydative

La désamination non oxydative se caractérise par une déshydratation
du substrat suivie d’'une hydrolyse du produit intermédiaire avec pour
résultat la formation de I'acide a-cétonique correspondant et d’ammoniaque.
Les enzymes qui catalysent cette réaction sont appelés des déshydratases
et nécessitent la présence de pyridoxal-5-phosphate. On a décrit des déshy-
dratases pour la sérine (hydro-lyase de la L- ou D-sérine, E. N. 4.2.1.13 et
4.2.1.14) pour la L-homosérine (hydro-lyase de la L-homosérine, E. N. 4.2.1.15)
et pour la L-thréonine (hydro-lyase de la L-thréonine, E. N. 4.2.1.16). Dans le
cas de la sérine, la désamination se fait selon les étapes suivantes :

-Hto
HO — CH., — CH — COOH-—- » CHz2 = C — COOH ™
NHo NHo
+ Hp
CHz — C — COOH------- » CH, — CO — COOH + NHs (14-9)

[
NH

Ces déshydratases sont présentes dans les bactéries, Neurospora crassa
et le foie. Dans le cas des bactéries et de la moisissure on a de bonnes
raisons de croire qu'il y a des enzymes spécifiques pour les formes L- et D-
des acides aminés considérés.

La déshydratase de la L-thréonine est un enzyme inductible dans le
foie de souris ou de rat: I'injection intra-péritonéale du substrat s’accom-
pagne d’'un accroissement de l'activité enzymatique jusqu’a quatre fois la
valeur contréle. L'activité de la déshydratase de la L-sérine ne subit aucune
modification ce qui est un argument supplémentaire en faveur de I'existence
d'enzymes distincts pour les deux substrats.
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3. Les aminoxydases

Les aminoxydases catalysent la désamination oxydative des amines
selon I'équation générale :

R — CH2 — NH2 + 02 + H20 -» R — CHO + NHJ + H20|, (14-10)

Une molécule d’oxygene est donc absorbée pour chaque molécule de
substrat oxydée. Les enzymes appartenant a ce groupe sont généralement
classés selon la nature du substrat qu'ils oxydent. Les monoamines sont
désaminées par la monoaminoxydase (monoamineoxygene oxydoréductase,
E. N. 1.4.3.4), les diamines par la diaminoxydase (diamine : oxygéne oxydo-
réductase, E. N. 1.4.3.6) et la spermine par l'oxydase de la spermine (sper-
mine . oxygéne oxydoréductase, E. N. 1.5.3.3).

Cette classification repose non seulement sur la spécificité du substrat
mais aussi sur l'effet de certains inhibiteurs. Toutefois elle est loin d'étre
absolue puisque certaines diamines sont le substrat de la monoaminoxydase
alors que de nombreuses monoamines sont oxydées par la diaminoxydase.
La limite entre les trois classes d’enzymes est donc imprécise et beaucoup
moins bien définie qu'on ne I'a cru précédemment. De plus, il y a encore
de nombreuses controverses sur le point de savoir si un seul ou plusieurs
enzymes sont impliqués dans l'oxydation des amines qui ont été étudiées.

a) La monoaminoxydase

Une étude de la distribution de la monoaminoxydase dans le régne
animal montre que cet enzyme est présent dans les tissus de tous les ver-
tébrés et chez la plupart des invertébrés. Le foie, le rein et l'intestin ont
I'activité la plus élevée, mais on trouve des concentrations appréciables en
enzyme également dans le pancréas, le cceur, les poumons, la rate, le cer-
veau, la thyroide, les testicules, I'utérus, la médullaire surrénale, le thymus,
le placenta, la prostate et les vésicules séminales. Par contre les globules
rouges et les plasmas sanguin et séminal en sont dépourvus. Dans la plu-
part des tissus, I'enzyme est associé a la fraction mitochondriale, on trouve
toutefois un enzyme soluble dans le foie et le rein de cobaye.

L'enzyme est inhibé par l'iproniazide (phosphate de 1-isonicotinyl-2-
isopropylhydrazine), substance qui est sans effet sur la diaminoxydase.
La monoaminoxydase contient vraisemblablement des groupes -SH puis-
gu’'elle est inhibée par les substances qui oxydent cette fonction ou qui se
combinent avec elle.

b) La diaminoxydase

La diaminoxydase est identique a I'histaminase comme le démontrent
les travaux de Zeller et Davison. Cet enzyme est largement répandu dans la
nature et est trouvé chez les animaux, les plantes et les microorganismes.

Dans le muscle et le plasma sanguin, l'activité est trés basse. Toutefois,
au cours de la grossesse, il y a une augmentation importante de la concen-
tration plasmatique qui diminue rapidement des I'expulsion du foetus. Cette
activité accrue est expliquée par la teneur élevée du placenta en cet
enzyme. Dans le foie, toute I'activité est localisée dans la fraction mitochon-
driale, alors que dans le rein de porc, elle se trouve dans la fraction cyto-
plasmique.
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La diaminoxydase est largement répandue dans les végétaux. Les
graines n’en contiennent toutefois pas mais l'activité apparait au cours de
la germination. Chez les bactéries, I'enzyme parait étre adaptatif.

L'enzyme est inhibé par I'isoniazide (hydrazide de I'acide isonicotinique)
qui est sans effet sur la monoaminoxydase. Le cyanure, le bisulfite, I’hydro-
xylamine, les guanidines, la thiamine, la pipérazine, sont également des
inhibiteurs puissants. La streptomycine et la dihydrostreptomycine sont des
inhibiteurs de I'enzyme d’origine bactérienne.

C) L'oxydase de la spermine

Cet enzyme se trouve dans le sérum de mouton, de bovidés, de cheval,
de porc, de chévre, des ruminants en général, mais pas dans celui de
I’'homme, du cobaye ou du lapin. Il désamine la spermine et la spermidine
mais est sans action sur I'histamine ou le 1,4-diaminobutane qui sont des
substrats typiques de la diaminoxydase. Il oxyde également d'autres
amines (monoamines aliphatiques et phénylalkylamines).

L'enzyme est inhibé par le cyanure, I'’hydroxylamine, la semicarbazide,
etc. Sa présence chez les mammiferes semble étre paralléle a I'apparition
du rumen.

Le role physiologique des aminoxydases n’est pas encore bien précisé.
Le fait que les tissus conducteurs contiennent des quantités importantes
d’acétylcholinestérase mais peu d’aminoxydase alors que la relation inverse
existe dans I'intestin constitue pour certains une indication importante quant
au role possible des aminoxydases (Tableau 14-2).

Tableau 14-2

COMPARAISON DE _L‘ACTIVITE DE LA MONOAMINOXYDASE (MO)
ET DE L'ACETYLCHOLINESTERASE (CHASE) DANS DIFFERENTS TISSUS HUMAINS

(d’aprés Davison, 1958)

MO Chase

Tissu lil Oj/g/h Ml CO2g/h

Cerveau

noyau caudé 296 31 900

putamen 246 41 900

cortex 158 1120
Ceeur 590 394
Poumon 281 1587
Muscle 146 2 965
Foie 1 080 712
Rein

cortex 561 597

medulla 246 693

Puisque la cholinestérase controle la génération des potentiels bioélec-
triques sous la dépendance de l'acétylcholine, on a suggéré un role ana-
logue pour certaines aminoxydases qui contrOleraient le taux de noradré-
naline ou de dopamine par exemple. Les deux enzymes auraient ainsi une
action complémentaire, notamment au niveau de certains neurones dont
l'activité électrique est sous la dépendance de certaines amines.
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A ce sujet il est intéressant de remarquer que Bogdanski et Udenfriend
ont montré que la sérotonine et la monoaminoxydase présentent une dis-
tribution paralléle dans le cerveau de chien et de chat.

B. DESAMIDATION

La production d'ammoniaque a partir d’amide est limitée principalement
aux deux amides naturelles glutamine et asparagine.

La réaction, dans le de la glutamine, est
(‘?OOH COOH
HC —NH2 HC —NH2
H,O

ch? > ch? + NH3 (14-11)
| |

<‘:h2 CH,

\
CONH., COOH

et s'accompagne d’une variation d'énergie libre de — 3.4 Kcal M'L
Dans le cas de l'asparagine on a

COOH COOH
HC—NH?2 HC —NH2
‘ H,0
ch? CH. 4- Mg (14-12)
| |
conh? COOH

Un second type de désamidation, impliquant une transamination de la
glutamine et de I'asparagine, a également été mis en évidence. On a en effet
montré que les acides a-cétoniques activent les amidases hépatiques. Cette
activation s’explique par une réaction de transamination entre I'amide et
I'acide cx-cétonique, suivie d’une hydrolyse de I'acide cx-cétoglutaramique ou
a-cétosuccinamique avec libération d’ammoniaque.

Les enzymes catalysant les réactions (14-11) et (14-12) sont appelés
glutaminase | (amidohydrolase de la L-glutamine, E. N. 3.5.1.2) et aspara-
ginase | (amidohydrolase de la L-asparagine, E. N. 3.5.1.1) et sont donc
distincts des enzymes activés par les acides a-cétoniques qui sont
appelés glutaminase Il (L-glutamine-acide 2-cétonique aminotransférase,
E. N. 2.6.1.15) et asparaginase Il (L-asparagine acide 2-cétoniqgue amino-
transférase, E. N. 2.6.1.14). Les appellations de glutaminase Il et d'aspara-
ginase |l doivent étre abandonnées, au profit du nom systématique recom-
mandé par la Commission des Enzymes. Glutaminase et asparaginase, noms
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recommandés, remplacent désormais les dénominations de glutaminase |
et asparaginase |.

a) La glutaminase

La glutaminase est présente dans les tissus animaux. Le placenta
humain a une activité voisine de celle du rein. L’activité est associée a la
fraction mitochondriale du foie et du rein. La purification de cet enzyme a
été entreprise et le pH optimum trouvé est voisin de 8. L’activité de I'enzyme
décroit rapidement et irréversiblement pour des valeurs du pH inférieures
a 7 ou supérieures a 85. Le Km de la glutaminase est de 5 1CT3 M. Une
glutaminase d'origine bactérienne a été partiellement purifiée a partir de
cultures de Clostridium welchii et de E. coli. La glutaminase d’origine bacté-
rienne a un pH voisin de 5, ce qui la distingue de I'enzyme extrait des tissus
de mammiféres.

La spécificité de cet enzyme est trés grande et son activité est consi-
dérablement accrue dans les tissus de mammiféres en présence d’anions
divalents tels le phosphate, le sulfate et I'arséniate. Ces résultats ont été
confirmés sur une préparation enzymatique purifi€ée provenant du rein. Les
anions monovalents sont sans effet sur la glutaminase d’origine rénale et
sont, par contre, inhibiteurs en présence de phosphate.

En considérant les effets des ions inorganiques sur l'activité, non seu-
lement de la glutaminase, mais aussi de la déshydrogénase de I'acide
L-glutamique, on peut supposer que le pool intracellulaire des acides aminés
et des ions ammonium est directement en rapport avec la composition
ionique du liquide intracellulaire.

b) L'asparaginase

Cet enzyme est largement répandu dans les micro-organismes, les
plantes et les tissus animaux. Tout comme la glutaminase il est trés spéci-
fique. L'enzyme présent dans les extraits de tissus de rat n'est pas stimulé
par I'anion phosphate.

De I'exposé qui précede, il ressort qu'un grand nombre d’enzymes
catalysent la désamination et la désamidation d’'acides aminés, d’amines et
d’amides. En conséquence, ces substances sont débarrassées de leur azote
sous forme d’ammoniaque, qui entre alors dans le pool intracellulaire de
cette espéce moléculaire. On a suggéré que la désamination oxydative des
acides aminés constituait I'étape initiale du catabolisme des acides
L-aminés intracellulaires.

Il faut toutefois remarquer que les oxydases non spécifiques des acides
L-aminés n'ont pas une activité suffisante pour justifier le bien-fondé de
cette hypothése. D’autre part, mis a part le cas unique de la déshydrogénase
glutamique, on ne connait pas d'enzyme existant en concentration suffi-
sante dans les cellules et qui soit hautement spécifique d’autres acides
aminés. C’est pourquoi Braunstein a proposé un schéma dans lequel le
catabolisme des acides aminés se fait par une transamination préalable
sur l'a-cétoglutarate (voir p. 381) avec formation de glutamate qui serait
alors oxydé en présence de NAD en a-cétoglutarate avec production d’am-
moniaque. Nous avons signalé plus haut que du point de vue thermodyna-
mique, cette derniére réaction est favorable dans le sens de la synthése
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de glutamate. Le probléme est donc de savoir si les schémas suivants ne
devraient pas étre considérés comme plus probables pour expliquer la
production de NH3,

transamination

Acide amine + a-cetoglutarate--------------------- glutamate 4- acide a-cétonique
(14-13)
. glutamine synthétase .
ATP + Glutamate + NH3 ----------mmememmmm e » glutamine (14-14)
X glutaminase
Glutamine ----------------- > glutamate + NH3 (14-15)
. Gin-acide cétonique-aminotransterase i , i
Glutamine acide a-cétoglutaramique + NH3
(14-16)
R . , .. a-amidase . , .
Acide a-cetoglutaramique----------------- » acide a-cétoglutarique 4 NH3 (14-17)
oxygene-oxydoréductase
Glycocolle > glyoxylate + NH3 (14-18)

Les organes qui sont spécialisés dans la production et I'excrétion
d’ammoniaque (branchie de certains poissons, rein, etc.) contiennent les
enzymes intervenant dans les réactions (14-13) a (14-18). Il est donc raison-
nable de supposer que I'ammoniaque produite est le résultat de I'activité
des enzymes responsables des désaminations et désamidations décrites
ci-dessus.

C. TRANSAMINATION

1. Définition

La réaction de transamination peut se caractériser par une équation
du type
NTH., in-la
I !
RjCO — COO' + R2CH — COO- ™ RjCH - COO' + R2CO - COCT

(14-19)1l

Il s’agit donc du transfert d’un groupe aminé d’un acide aminé, sur un acide
cétonique sans formation intermédiaire d’ammoniac. Les ions métalliques
catalysent la réaction en solution aqueuse, mais ils ne sont toutefois pas
absolument indispensables. Cette catalyse non-enzymatique a été étudiée
trés en détail et a permis de proposer un mécanisme qui est actuellement
considéré comme applicable a la réaction catalysée enzymatiquement. Les
enzymes catalysant cette réaction sont appelés transaminases ou amino-
transférases et ont été décrits pour la premiére fois par Braunstein et
Kritzmann (1937). Le mécanisme de la catalyse enzymatique est relativement
bien connu. Il attribue a la vitamine B( le réle de coenzyme. C’est Schlenk
et Snell (1945) qui trouverent chez des rats déficients en vitamine B6 une
diminution importante de la transamination du glutamate sur I'oxaloacétate.
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Dans ces expériences, l'activité transaminasique reprend la valeur normale
par addition au régime, de pyridoxal et d’ATP. Ces résultats, associés au
fait que le pyridoxal et la pyridoxamine sont des substances naturelles,
ont amené Snell & envisager leur participation directe dans la transamina-
tion enzymatique. Le schéma de I'’équation (14-20) a été proposé sur la base
de ces résultats et en considérant les observations démontrant la présence
de pyridoxal et de pyridoxamine dans les hydrolysats de transaminases
purifiées
Acide aminé | + pyridoxal pyridoxamine + acide cétonique |

Acide cétonique Il + pyridoxamine < pyridoxal + acide aminé [I* 2

Acide aminé | + acide cétonique Il “> acide cétonique | + acide aminé ||
(14-20)

2. Spécificité

De trés nombreuses réactions de transamination ont été décrites.
Pourtant, le nombre d’aminotransférases purifi€ées reste limité. C'est pour-
quoi il n'est pas toujours facile d’émettre une opinion quant a la spécificité
d’un systéme enzymatique pour un substrat donné.

Dans des extraits bruts de cellules non soumis a la dialyse, on observe
le couplage de différentes réactions de transamination. Ces réactions com-
plexes peuvent d'ailleurs induire en erreur et laisser a penser qu’une amino-
transférase spécifique existe. Considérons par exemple les trois réactions
suivantes :

Acide aminé + pyruvate acide cétonique + alanine (14-21)
Acide aminé + a-cétoglutarate ”~=; acide cétonique + glutamate (14-22)
a
Glutamate + pyruvate “ a-cétoglutarate + alanine (14-23)
b

En présence d’a-cétoglutarate ou de glutamate en concentration catalytique,
I'équation (14-22) peut étre couplée a I'équation (14-23 a) dont le résultat net
est identique a celui de I'équation (14-21), donnant ainsi a tort I'impression
de l'existence d’une transaminase pyruvigque.

Dans les extraits de cceur de porc, la transamination de I'aspartate au
pyruvate procéde par un couplage analogue a celui des équations (14-22)
et (14-23).

En présence de traces de pyruvate ou d’alanine, I'équation (14-21) peut
étre couplée a I'équation (14-23b) pour donner une transamination dont le

résultat net est identique & I'équation (14-22).

Dans tous les cas ou les aminotransférases ont été purifiées, on a
en effet observé une spécificité trés grande vis-a-vis d’'un substrat donné.
C'est le cas notamment pour la glutamate-oxaloacétate-aminotransférase,
la glutamate-pyruvate-aminotransférase et la tyrosine-a-cétoglutarate-amino-
transférase. Des résultats obtenus au cours des premiéres études effectuées
sur les aminotransférases, on a conclu que seuls les acides L-a-aminés et
les acides a-cétoniques pouvaient étre utilisés comme substrats, les travaux
plus récents ont permis de démontrer qu’il n'en est rien et que les
amines, de méme que les aldéhydes interviennent dans les transaminations.
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Les formes D- de certains acides a-aminés, tels la phénylalanine, I'iso-
leucine et la méthionine, sont inactifs comme donneurs de NH3 dans les
transaminations impliquant le pyruvate ou I'a-cétoglutarate, lorsqu’on utilise
des extraits de foie ou de rein de rat. Par contre, certains microorganismes
possédent des enzymes catalysant le transfert du groupe NH3 provenant
d’acides D-aminés.

3. Distribution

Les aminotransférases sont présentes dans tous les systéemes biolo-
giques étudiés et dans les cellules animales, chaque enzyme parait étre trés
spécifique pour un substrat donné. En outre, chaque cellule ou tissu semble
avoir une concentration propre en un enzyme donné (Tableaux 14-3 et 14-4).

Tableau 14-3
GLUTAMATE-OXALOACETATE TRANSAMINASE

Activité des différents tissus et microorganismes exprimée en pM
de substrat transaminé par mg N de préparation enzymatique
et par heure

(d'apres Cohen, 1955)

E. coli 39,7
A. vinelandii 70,5
Cl. welchii 52,3
germe d’avoine

(de 96 h) 252,0
pomme de terre

racine 146,0

tige 102,0

feuille 29,0
Rat

cerveau 125,0

foie 98,2

rein 78,2

ceeur 148,5

Tableau 14-4

VITESSE DE TRANSAMINATION SUR LE PYRUVATE DANS DES EXTRAITS DE FOIE
COMPARAISON ENTRE DIFFERENTES ESPECES ANIMALES

Résultats exprimés en pM d’alanine formées par g de poids frais et par heure
(d'aprés Rowsell, 1962)

Donrllﬁ_‘t.l{r de Souris Taupe Hamster Rat
L-leucine 128 15 27 16
L-phénylalanine 136 37 37 21
L-méthionine — 43 38 13
DL-norleucine 120 22 29 15
L-histidine 62 6 16 8,5
L-tyrosine 23 8 8 1,7

La transamination sur l'a-cétoglutarate s'effectue plus généralement a
partir de divers acides a-aminés et semble constituer un systéme biochi-
mique fondamental commun a la plupart des cellules. Il a été mis en évi-
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dence dans le foie, le rein, le cceur, le cerveau et le muscle strié de divers
vertébrés et invertébrés. Si l'a-cétoglutarate est l'acide cétonique consti-
tuant I'accepteur d’ammoniaque le plus généralement répandu, la glutamate-
oxaloacétate-aminotransférase est I'enzyme qui parait faire partie de I'arse-
nal biochimique de nombreux types cellulaires (Tableau 14-3'.

4. Role des amides

llya quelques années, Greenstein et Carter ont montré que le pyruvate
constituait un excellent activateur de la désamination de la glutamine mise
en présence d’extrait de foie de rat. Ce phénomene, qui a retenu l'attention
de plusieurs chercheurs, résulte de I'existence d’'une aminotransférase asso-
ciée a la désamination de la glutamine avec transfert du groupe NH2 sur
le pyruvate. L'étude détaillée de la réaction a permis de montrer que ce
transfert de groupe n'est pas la conséquence d’une hydrolyse préalable de
la glutamine en glutamate et NH1 La réaction asparagine-acide a-cétonique-
aminotransférase a également été mise en évidence dans le foie et dans le
rein. Cette réaction étant réversible, un nombre considérable d’acides
aminés peuvent donc étre a l'origine de la synthése d’'asparagine.

5. Réle biologique

Des quelques résultats qui viennent d'étre rappelés, il apparait que
selon le type de cellule considéré, les aminotransférases mises en évidence
peuvent varier non seulement quant a la nature de la réaction chimique
catalysée mais aussi quant a la concentration. Il s’agit donc de caractéres
biochimiques qui sont spécifiques des différenciations zoologique et cellu-
laire. Ces caractéres sont le reflet d’'aspects particuliers du métabolisme
cellulaire qui ne sont pas encore élucidés mais dont la compréhension nous
permettra d’aborder sur le plan moléculaire, I'étude de nombreuses fonc-
tions dont les principales sont I'osmorégulation et le transport actif des
ions inorganiques.

Les réactions de transamination sont en effet intimement associées au
métabolisme des acides aminés tant dans la phase anabolique que dans la
phase catabolique. En association avec d’autres systéemes enzymatiques
elles contrélent non seulement le pool des acides aminés libres intracellu-
laires mais aussi jouent un réle central dans le métabolisme de l'azote.

En ce qui concerne la synthése des acides aminés, on admet généra-
lement que l'entrée de I'azote dans ce cycle métabolique se fait presque
exclusivement par la voie de la synthése des acides aminés correspondant
aux trois acides cétoniques intervenant dans le cycle de Krebs. Ces acides
cétoniques représentent donc les principaux métabolites de liaison inter-
venant au sein des cellules dans les transformations réversibles de molé-
cules non azotées et de divers composés aminés. lls représentent le sque-
lette hydrocarboné des trois acides aminés, glutamate, aspartate et alanine,
dont la synthése s’effectue en premier lieu a partir d’azote inorganique. La
vitesse de synthése est dailleurs différente pour les trois acides aminés
considérés et c’est en général le glutamate qui est synthétisé en premier
lieu. Par le jeu successif de différentes aminotransférases spécifiques, on
aboutit, a partir de glutamate, a la synthése des autres acides aminés. Chez
certaines bactéries, c’est a I'aspartate ou a l'alanine qu’est dévolu ce role.
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L'entrée de l'azote dans le pool des acides aminés peut donc étre
schématisé de la facon suivante :

GDH
a-Cétoglutarate + NH3 + H+ + NADH” glutamate + NAD+ (14-24)

transaminase

Glutamate + acide cétonique |l ~ acide aminé |l + a-cétoglutarate
(14-25)

NH3 + H+ + NADH + acide cétonique |l acide aminé Il + NAD+ + H,0O
b (14-26)

La réaction (14-26a) est une transréamination alors que (14-26b) est une
transdésamination.

Ce schéma s’applique également a la synthése des acides aminés dits
essentiels comme le montrent les expériences de Wood et Cooley réalisées
sur des rats en croissance. En I'absence de leucine, isoleucine, valine, phé-
nylalanine et méthionine dans un régime contenant d’'une part les acides
cétoniques correspondant aux acides aminés déficients et d’autre part une
guantité équivalente d'azote sous forme de glycocolle et 0.2 % d’'aspartate,
ces auteurs n'ont pas pu mettre en évidence une modification de la courbe
de croissance. Ces résultats semblent donc indiquer la présence d’amino-
transférases spécifiques conduisant a la synthése des acides aminés dits
essentiels. Des observations analogues ont été faites dans le cas des micro-
organismes.

Outre la désamination oxydative qui parait ne jouer qu'un role peu
important, dans le foie des mammiféres tout au moins, le catabolisme des
acides aminés s'opére par la voie des transaminations pour aboutir a la
glutamine qui est alors hydrolysée en glutamate et ammoniaque. On sait
depuis longtemps que le foie des mammiféres posséde des systemes enzy-
matiques capables de synthétiser l'urée a partir de I'ammoniaque et
d'acides aminés. En ce qui concerne les acides aminés, on a toujours
postulé la nécessité d’une désamination préalable. C’est pourquoi on a
considéré qu’en derniére analyse c’est I'ammoniaque qui constitue la source
unique d'azote dans l'uréogenese.

On sait aujourd’hui que si I'ammoniaque est utilisée pour la transfor-
mation de l'ornithine en citrulline, la source du deuxiéeme atome d’azote
est I'aspartate dont la transamination aboutit a la synthése d’arginine.

Un nombre considérable de L- et D-aminoacides sont des donneurs
effectifs d'azote pour la conversion de la citrulline en arginine. Toutefois
les acides aminés intervenant comme donneurs de NH:i sont inclus dans
des réactions de transamination sur l'oxaloacétate, avec formation d’acide
aspartiqgue qui intervient donc seul dans la formation d’'urée a partir de
citrulline.

Comme nous venons de le montrer, les réactions de transamination
jouent un réle important dans le métabolisme cellulaire. Elles sont intime-
ment associées au catabolisme et a I'anabolisme des acides aminés et
constituent ainsi le lien entre le métabolisme des glucides et celui des
protéines.
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Le role central que les aminotransférases assument dans le métabo-
lisme de l'azote en général et plus particulierement dans la synthése de
I'urée, nous amene a conclure que de nombreuses fonctions cellulaires,
encore trés peu explorées sous cet angle, trouveront leur explication bio-
chimique a I'échelle des transferts de groupes catalysés par les amino-
transférases.

Couplé a l'activité de la déshydrogénase de l'acide L-glutamique, il est
apparent que le systéme des transaminases joue un réle essentiel dans le
contr6le du pool des acides aminés libres qui non seulement alimente la
synthése des protéines mais intervient dans la régulation du volume cellu-
laire.

Indirectement, les réactions de transaminations sont aussi impliquées
dans la biogenése des bases puriques et pyrimidiques des porphyrines, des
flavines, des ptéridines et des cobalamines.

Signalons enfin que la réaction de transamination trouve une applica-
tion pratique dans les méthodes de diagnostic. Cette derniére application
est née de I'observation selon laquelle la concentration du sérum humain
en glutamate-oxaloacétate-aminotransférase est augmentée significative-
ment dans certaines maladies du foie et dans l'infarcissement du myocarde.

D. LA DECARBOXYLATION DES ACIDES AMINES

En présence de décarboxylases, les acides aminés peuvent fournir du
CO™ et une amine selon la réaction générale :

R R

|
NH, - éH - COO' + H* -* NH2 - CH3 + CO2

qui porte le nom de décarboxylation.

L'équilibre de la réaction est trés en faveur de la formation de I'amine,
mais néanmoins, dans le cas de la décarboxylase de l'acide L-glutamique, la
réversibilité de la réaction a été démontrée. Il a de plus été établi que le
proton intervenant dans la réaction de décarboxylation est celui qui est
restitué au milieu dans la réaction de carboxylation de I'amine.

Les décarboxylases ont comme coenzyme le phosphate de pyridoxal
qui agit selon le mécanisme décrit p. 177. On connait une série de décarbo-
xylases spécifiques, chacune pour la forme L- d’'un acide aminé déterminé.
Certaines ont été isolées de tissus animaux, comme le foie et le rein, mais
la plupart ont été préparées a partir de microorganismes, dans lesquels
elles se forment si le substrat de leur spécificité est présent dans le milieu
de culture. Chez les microorganismes, ces décarboxylases sont donc des
enzymes adaptatifs. Les amines produites par la décarboxylation des acides
aminés (Tableau 14-5) sont souvent douées de propriétés particuliéres leur
conférant un roéle important dans le métabolisme cellulaire. Il s’agit de
substances, parfois appelées amines biogénes (Guggenheim) qui sont
capables de modifier certaines fonctions cellulaires ou qui interviennent
comme précurseurs de certaines hormones ou encore comme constituants
de coenzymes.
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Voici quelques exemples illustrant en outre les voies métaboliques
suivies par certains produits de I'activité des décarboxylases.

a) La décarboxylase de Il'acide L-glutamique (L-glutamate 1-carboxylase)
est un enzyme présent dans le cerveau et dont I'activité, conduisant a la
formation d’acide y-aminobutyrique,

HOOC - CH2 — CH2 — CHNH2 — COOH -> HOOC - CH2 — CH2 — CH2NH2 + CO02

Acide glutamique Acide y-aminobutyrique

semble indispensable au métabolisme normal de certains neurones dits
inhibiteurs. C’est un enzyme nécessitant du phosphate de pyridoxal. La
carence de ce coenzyme ou l'administration d’isonicotinylhydrazide (1), qui
forme un complexe inactif (hydrazone) avec le pyridoxal ou son ester
phosphoré, conduit a une réduction de l'activité¢ de la décarboxylase de
'acide L-glutamique avec pour conséquence un état convulsif. On peut
remédier a cet état en administrant de la vitamine B,. L'acide y-aminobuty-
rique ne parait pas toujours étre efficace, peut-étre en raison de sa faible
pénétration dans les cellules du systéeme nerveux central. L'enzyme est
également présent chez les bactéries, mais son rble dans le métabolisme
est obscur.

b) La décarboxylase de I'histidine (L-histidine carboxy-lyase) catalyse, en
présence de phosphate de pyridoxal, la formation d’histamine a partir de
L-histidine. On la trouve dans de nombreux tissus riches en histamine
(poumons, foie, muscle, épithélium gastrique) ainsi que dans les mastocytes.

Tableau 14-5
AMINES RESULTANT DE LA DECARBOXYLATION DES DIFFERENTS ACIDES AMINES

acide aminé amine acide aminé amine
L-lysine cadavérine L-cystéine cystéamine
L-arginine agmatine ac. L-glutamique ac. y-amino-butyrique
L-histidine histamine ac. L-aspartique L-alanine
L-ornithine putrescine R-alanine
L-tyrosine tyramine L-tryptophane P-indoléthylamine
L-phénylalanine phényléthylamine ac. L-cystéique taurine
L-thréonine propanolamine 5-hydroxytryptophane sérotonine

L’histamine est un vasodilatateur puissant, qui stimule la sécrétion
d’acide chlorhydrique et de pepsine par la mugueuse gastrique.

c) Une décarboxylase de la L-tyrosine (L-tyrosine carboxy-lyase) est pré-
sente dans le foie et dans de nombreux microorganismes. Son activité a
pour résultat la formation de tyramine dont le r6le n’est pas connu (contrac-
tion de l'utérus ?). L’hydroxylation de la tyrosine (catalysée par l'oxydase
de I'o-diphénol : oxygéne oxydoréductase) conduit a la formation de(*)

(*) Cette substance appartient & la catégorie des bactériostatiques antituberculeux (isoniazide).
Son administration en médecine humaine doit toujours étre accompagnée de la prise de
vitamines du groupe B.
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3,4-dihydroxy-L-phénylalanine (Dopa), qui en présence de la décarboxylase
de la Dopa (3,4-dihydroxy-L-phénylalanine carboxy-lyase) donne de la dihy-
droxyphényléthylamine ou o-hydroxytyramine, un intermédiaire dans la
formation de la mélanine. La décarboxylase de la Dopa est présente dans
le rein, la médullaire surrénale, les ganglions sympathiques et les nerfs.

L’administration d’hydroxytyramine a I’lhomme ou au rat s'accompagne
de l'excrétion dans les urines d'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique, de 3,4-
dihydroxyphényléthanol et de leurs dérivés méthylés, I'acide homovanillique
et le 3-méthoxy-4-hydroxy-phényléthanol.

La Dopa est un précurseur de la norépinéphrine, de I'épinéphrine et
de la mélanine.

d) La décarboxylation de Il'acide L-aspartique peut porter sur l'une des
deux fonctions carboxyles, 1 ou 4, avec comme conséquence la production
soit de B-alanine (L-aspartate 1-carboxy-lyase) soit de L-alanine (L-aspartate
4-carboxy-lyase). La présence des enzymes responsables de ces décar-
boxylations a été signalée chez les bactéries. Tout récemment néanmoins,
on les a mis en évidence dans le muscle de crustacé (Gilles et Schoffeniels).

La R-alanine, que l'on trouve dans les tissus et dans le plasma, est
un constituant de la carnosine et de I'ansérine des muscles, ainsi que de
I'acide pantothénique intervenant dans la structure du CoA. Outre la pos-
sibilité, chez les organismes pluricellulaires, d’une distribution plus large
(la décarboxylase-1 de I'acide aspartique, pouvant expliquer sa biosynthése)
la R-alanine est aussi un produit de la dégradation des pyrimidines. Elle
intervient dans des réactions de transamination avec production de
semialdéhyde malonique.

e) La décarboxylation du L-tryptophane a pour résultat la formation de
tryptamine dont le role biologique n’est pas connu. Toutefois en présence
d’aminoxydase, on obtient un aldéhyde qui est alors oxydé enzymatique-
ment par une aldéhydoxydase en acide indolacétique. C’est un constituant
normal de l'urine. Une autre voie aboutissant a la formation du méme
produit est celle de la décarboxylation oxydative de l'acide indolpyruvique,
résultat de la transamination du tryptophane.

L'intérét de [I'acide indolacétique est qu'il s'agit d'une hormone
végétale (auxine).

f) Le 5-hydroxy-L-tryptophane résultant de I'hydroxylation du L-tryptophane,
est I'objet d’'une décarboxylation catalysée enzymatiquement (5-hydroxy-L-
tryptophane carboxy-lyase) aboutissant a la formation de 5-hydroxytryp-
tamine (sérotonine). Celle-ci est un vasoconstricteur que l'on trouve dans le
cerveau, lintestin, les plaquettes et les mastocytes. C’est également un
constituant des venins d’hyménoptéres (guépes, abeilles, etc.) et de batra-
ciens (crapauds). Les dérivés N-méthylés de la sérotonine, par exemple
la bufoténine, se rencontrent chez les batraciens. Ces dérivés méthylés
agissent sur le systeme nerveux central des mammiféres.

g) La décarboxylation de Il'ornithine et de la lysine a pour résultat la
formation de putrescine et de cadavérine. La putrescine et la cadavérine
existent dans les ribosomes. C'est pourquoi I'étude de ces amines trouve
actuellement un regain d’intérét. Leur rble est toutefois inconnu.
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h) La décarboxylation de la cystéine en cystéamine ne semble pas
s'effectuer sur la molécule a I'état libre. Dans la synthése du coenzyme A,
'acide pantothénique forme, avec la cystéine, une amide qui est alors
décarboxylée pour donner la pantéthéine et du CO2

i) II est en de méme, dans le cas de la sérine, qui n'est décarboxylée que
lorsqu'elle est estérifiée comme dans le cas de la phosphatidylsérine. Le
résultat est la formation de phosphatidyléthanolamine.

j) La propanolamine intervenant dans la structure de la vitamine Bl2
provient de la décarboxylation de la thréonine.

E. DECARBOXYLATION DES ACIDES CETONIQUES FORMES PAR LA
DESAMINATION DES ACIDES AMINES.

Les acides cétoniques formés par l'enlevement de la fonction NH2
suivent des voies métaboliques diverses. Une des premiéres phases impor-
tantes de I'entrée des acides cétoniques dans le métabolisme est la
décarboxylation. Cette réaction est catalysée par des carboxy-lyases des
acides a-cétoniques et aboutit a la formation de I'aldéhyde correspondant et
dhe CO02. Ces enzymes ne sont actifs qu'en présence de pyrophosphate de
thiamine.

Les acides cétoniques correspondant a I'alanine, I'isoleucine, la leucine
et la valine peuvent aussi étre l'objet d’'une oxydation s’accompagnant
d’'une décarboxylation.

Dans ces conditions, l'accepteur peut étre, soit le cytochrome b,,
I'oxygéne ou le lipoate, et le coenzyme le phosphate ou le pyrophosphate
de thiamine. Nous pouvons illustrer ces notions en prenant comme exemple
le cas de l'alanine. Aprés perte du groupement NH2 par transamination
ou désamination, I'acide a-cétonique formé, en l'occurrence l'acide pyru-
vique, peut étre décarboxylé selon les schémas suivants :

Pyruvate + ferrocyto b4 = acétate + ferricyto bl + CO2

Cette réaction est catalysée par la déshydrogénase pyruvique (pyruvate :
ferrocytochrome b4 oxydo-réductase) et nécessite la présence de pyro-
phosphate de thiamine.

Pyruvate + P04 + O2 = acétyl-phosphate + CO02 4. H20

L'enzyme catalysant cette réaction est |'oxydase pyruvique (pyruvate
oxygene oxydoréductase) et le coenzyme, le phosphate de thiamine.

Pyruvate + lipoate oxydé = 6-S-acétyl-hydrolypoate + CO2 (14-27)

Cette réaction nécessite du pyrophosphate de thiamine et est catalysée
par une déshydrogénase pyruvique (pyruvate : lipoate oxydoréductase).

Une réaction analogue a (14-27) se fait a partir d’a-cétoglutarate comme
substrat. Elle est catalysée par la déshydrogénase de l'acide a-cétogluta-
rique (2-cétoglutarate : lipoate oxydoréductase) et aboutit a la production
de 6-S-succinyl-hydrolipoate et de CO02
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L'oxaloacétate est décarboxylé en pyruvate en présence de la
décarboxylase de l'acide oxaloacétique (oxaloacétate carboxy-lyase) et le
pyruvate formé peut alors emprunter diverses voies métaboliques.

COOH COOH

|

c=0 - 0=o0 + CO.
|

CH. 63-

COOH

L'oxydation d’un RB-hydroxyacide avec décarboxylation de I'acide
3-cOtonique formé a déja été décrite plus haut dans le cas du passage
de l'acide isocitrique a l'acide oxalosuccinique puis a l'acide a-cétoglu-
tarique dans le cycle des acides tricarboxyliques.

Un autre enzyme du méme genre a été découvert par Ochoa dans les
tissus animaux : c'est ce qu'on appelle « I'enzyme malique » catalysant
I'oxydation de l'acide maliqgue en acide pyruvique et CO? (L-malate : NADP
oxydoréductase)

COOH — COOH — COOH
| |
NADP+ + HCOH -» NADPH cC=0 > C=0 +cCo0
‘ |
CHa CH. ch3
\
COOH _ COOH __
Acide Acide Acide
malique oxaloacétique pyruvique

La constante déquilibre est en faveur de la production de pyruvate,
mais la réaction inverse se déroule si le NADP formé est constamment
éliminé. L’acide oxaloacétique est représenté entre crochets parce qu'il
n’apparait pas sous forme libre dans la réaction. Toutefois il est décarboxylé
si on le soumet a l'action de I'enzyme, lequel doit étre distingué de deux
autres malicodéshydrogénases ayant pour coenzyme le NAD, dont I'une
décarboxylé et dont l'autre ne décarboxylé pas I'acide oxaloacétique
(L-malate: NAD oxydoréductase, 1.1.1.38 et 1.1.1.39 respectivement).

L'intérét des réactions de décarboxylation qui viennent d'étre décrites
réside dans le fait qu'elles représentent I'étape préliminaire dans la pro-
duction d’'acides gras dits activés et constituent ainsi une des plaques
tournantes vers laquelle convergent les voies métaboliques suivies par les
acides aminés, les glucides et les acides gras.

Il. VOIES METABOLIQUES SUIVIES PAR LES ACIDES
AMINES ET LEURS DERIVES

A l'origine, le sort métabolique des acides aminés a été surtout étudié
au cours d'expériences effectuées sur des microorganismes et des mammi-
feres normaux ou rendus diabétiques. Ces études ont fourni un nombre
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considérable d’informations quant aux transformations subies par les acides
aminés et ont permis non seulement de définir les voies métaboliques prin-
cipales suivies par les acides aminés et leurs dérivés, mais aussi de mettre
en évidence ceux qui ne peuvent étre synthétisés par certaines catégories
d’organismes.

Les observations réalisées sur des animaux diabétigues ont montré
que l'administration de certains acides aminés s’accompagne d’une excré-
tion urinaire accrue de glucose ou de corps cétoniques, démontrant ainsi
la transformation de ces acides aminés en glucose ou en cétones.

Ces résultats ont été confirmés & l'aide d'acides aminés radioactifs
et par la mise en évidence dans des extraits cellulaires plus ou moins
purifiés, des enzymes responsables des transformations observées.

En général, si la voie métabolique suivie par un acide aminé conduit
a l'acide pyruvigue, on obtiendra une synthése de glucose et I'acide aminé
en question sera dit glucogénique. Par contre, si la séquence des trans-
formations aboutit a l'acétyl-CoA ou a l'acétoacétate, le résultat sera la
formation de corps cétoniques. Selon la nature du produit final de leur
métabolisme, on peut donc classer les acides aminés en glucogéniques
et en cétogéniques. Le Tableau 14-6 résume les résultats obtenus.

Tableau 14-6

CLASSIFICATION DES ACIDES AMINES SELON LA NATURE DU PRODUIT
FINAL DE LEUR METABOLISME

Appartenant aux deux
catégories

Glucogéniques Cétogéniques
Alanine Leucine Isoleucine
Acide aspartique Tyrosine
Acide glutamique Phénylalanine
Glycocolle Lysine
Valine
Arginine
Cystine
Histidine
Proline
Hydroxyproline
Sérine
Méthionine
Tryptophane
Thréonine

Les réactions caractéristiques de la premiére transformation subie
par les acides aminés ont été décrites dans la section précédente, c’est
pourquoi, dans les pages qui suivent nous nous intéresserons plus directe-
ment & décrire pour chaque acide aminé le sort métabolique des produits
résultant de I'enlevement de la fonction amine de l'acide aminé.

A) ACIDE GLUTAMIQUE, ACIDE ASPARTIQUE ET ALANINE

L'enléevement de la fonction amine a chacun de ces trois acides
aminés conduit a la formation d’acides a-cétoniques qui sont des intermé-
diaires du cycle des acides tricarboxyliques. L’acide glutamique peut étre
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I'objet d'une transamination sur de nombreux acides cétoniques. Son
oxydation dans la mitochondrie par la déshydrogénase de l'acide L-gluta-
mique, ne semble pas représenter une voie métabolique importante dans
la dégradation de cet acide aminé.

La transamination de l'aspartate et de l'alanine sur I'a-cétoglutarate

constitue la premiere étape la plus importante dans le catabolisme de
ces acides aminés.

B) VALINE, LEUCINE ET ISOLEUCINE.

Ces acides aminés n'ont pas de rble particulier dans le métabolisme
des mammiferes. Leur fonction principale est celle de fournir aux protéines,
des résidus a portion hydrophobe dont I'influence est déterminante dans
la structure tertiaire de la protéine.

Le sort métabolique de ces trois acides aminés est trés voisin. Aprés
transamination, les acides cétoniques correspondants sont I'objet d'une
décarboxylation oxydative avec formation d’un dérivé acyl-CoA possédant
un atome de carbone en moins. A ce stade les voies métaboliques suivies
ne sont pas tres différentes de celles empruntées lors de I'oxydation des
acides gras.

L’oxydation de la valine conduit a la production de succinyl-CoA qui
est complétement oxydé ou qui fournit trois carbones dans la gluco-
néogenese.

nh2
trans- WAD*
amination CoASH
CH.,—CH—CH —COOH CH.J—CH—C—COOH CHS—CH—C—S—CoA
— CO
CHS O
Valine Ac. a-cétoisovalérique Isobutyryl-CoA
-2H
— CoASH + H,0
CH.,—CH—COOH <¢------- CH,—CH—C—S—COA ¢-----—---- CH2 = C—C—S—CoA
OH CH3 OH CH3 O ch3o
Ac. B-hydroxyisobutyrique R-Hydroxyisobutyryl-CoA Méthylacrylyl-CoA
H
CoASH
O = C—CH—COOCH CoA—S—C—CH—COOH-» CoA —S—C—CH.,—CH2—COOH
NAD
O ch3 (0]
Méthylmalonate Méthylmalonyl-CoA Succinyl-CoA

semialdéhyde

L'oxydation de la leucine aboutit a la production d’une molécule d'acide
acétoacétique et d'une molécule d’acétyl-CoA. Ceci est en accord avec
I'observation qu’une mole de leucine aboutit a la formation d’'une mole et
demie d’acide acétoacétique chez l'animal diabétique.



ACIDES AMINES 303

Il est également intéressant de signaler que dans cette voie métabo-
lique apparait le R-hydroxy-B-mbthylglutaryl-CoA qui est un métabolite
intermédiaire important dans la synthése des stéroides a partir d'acétyl-CoA.

trans- NAD+
amination CoASH
CH3-CH-CH2-CH-COOH CH,-CH-CH.,-C-COOH------------ » CH,-CH-CH.,-C-S-CoA
\ \ I ~C0* C Il
CHi CH, 0] CH3 0]
Leucine Ac. a-cétoisocaproique Isovaléryl-CoA
OH — 24
H.0 + co, i
HOOC'CH-V'?'CH-,‘C'S'COA — HOOC-CH2-C=CH-C-S-CoA ¢-------- CH3-C=CH-C-S-CoA
CH, O ch3 O CH3 O
(J-Hydroxy-fi-méthylglutaryl-CoA (t-Méthylglutaconyl-CoA li-Méthylcrotonyl-CoA

I
CH3-C-CH,-COOH+CH,-C-S-CoA
Il Sl

0 0

Ac. acétoacétique Acétyl-CoA

L'oxydation de [lisoleucine a pour résultat la production d’'une mole
d’acétyl-CoA et d'une mole de propionyl-CoA, ce qui explique le fait que
cet acide aminé est faiblement cétogéne et glucogéne.

On a récemment mis en évidence une maladie héréditaire portant sur
le métabolisme de ces trois acides aminés. Elle est caractérisée par le
fait que l'urine contient les trois acides cétoniques correspondants, qui
lui donnent une odeur particuliere (sirop d’érable). Les enfants porteurs de
cette maladie peuvent survivre quelques années mais sont toujours atteints
de troubles mentaux graves associés a des troubles de la myélinisation.

CH3NH2 vans. CH, NAD' CH,
r r amination CoASH I
CH.,-CH,-CH-CH-COOH =* ch,-ch,-ch-c-cooh co CHi-CH.-CH-C-S-Co
I N I
0 0
Isoleucine Ac. a-céto-|t-méthylvalérique a-Méthylbutyryl-CoA
—2Hi
CH, CH3 CH,
NAD* [ Hjo I
CH3-C-CH-C-S-CoA -------- CH.,-CH-CH-C-S-CoA ¢------- CH,-CH=C-C-S-CoA
ool 'l | I
0] O OH (o] 0
tt-Méthylacétoacétyl-CcA  a-Méthyl-p-hydroxybutyryl-CoA Tiglyl-CoA
COASH |

CH3-C-S-CoA+CHo-CH,-C-S-CoA
Il “l
0 0

Acétyl-CoA Propionyl-CoA

Le fait que les trois acides cétoniques s’accumulent dans les urines indique
que la décarboxylation oxydative avec formation d’acyl-CoA ne se fait pas
et quil n'y a pas d'autre voie métabolique importante disponible pour la
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dégradation des acides cétoniques obtenus par transamination. Cette
observation plaide également en faveur de I'existence d'un seul enzyme
responsable pour I'oxydation des trois acides aminés.

C) SERINE ET GLYCOCOLLE

La sérine est déshydratée en présence de L-sérine hydro-lyase avec
formation d’acide pyruvique et de NH" Cette réaction nécessite du phos-
phate de pyridoxal et constitue la voie métabolique principale de cet
acide aminé.

Le glycocolle peut connaitre des destinées multiples, et étre trans-
formé, dans le métabolisme, en substances diverses : formiate, acétate,
éthanolamine, sérine, acide aspartique, acides gras, purines, pyrimidines,
ribose, protoporphyrine. Sa dégradation compléete peut s’accomplir, comme
celle de la sérine ou de I'éthanolamine, en lesquelles il peut se trans-
former facilement, jusqu'au stade de l'acide pyruvique, entrant dans la
glycolyse ou le cycle des acides tricarboxyliques.

h2coh H2COH ch? C)><a CH,
h2cnh? hcnh?2 _Hto C-NHA C=NH +H0 co 4+ NH*
\ ¢ |
4- C0O2 COOH_ COOH COOH COOH
Ethanolamine Sérine Acide pyruvique

Mais ce n’est pas la seule entrée du glycocolle dans les réactions
d’amorcage. Le glycocolle peut étre en effet converti en CO2 et H-.0 au
cours du cycle de Shemin, dont le catalyseur n'est pas |'oxaloacétate
comme c'est le cas pour le cycle de Krebs, mais le succinate, dont
la forme active, le succinyl-CoA se condense avec le glycocolle. On peut
donc loger le cycle de Shemin dans le cycle de Krebs dont il constitue
en somme un shunt (Fig. 14-1).

Le succinyl-CoA se condense avec le glycocolle, au niveau du car-
bone a de ce dernier, pour former l'acide a-amino-R-cttoadipique qui
est ensuite décarboxylé en acide fi-aminolévulinique. Ce dernier est désa-
miné en a-cétoglutaraldéhyde, qui est oxydé en acide n-cétoglutarique.
Celui-ci entre dans le cycle des acides tricarboxyliques ou il est décarbo-
xylé pour donner l'acide succinique. Au cours de ce cycle, une molécule
de glycocolle est complétement oxydée en CO2 et H20.

D) ARGININE, ORNITHINE, PROLINE, HYDROXYPROLINE

L'acide glutamique est le précurseur direct, dans la biosynthése de
la proline, de I'hydroxyproline, de I'arginine et de I'ornithine (p. 405). En
conséquence, ces acides aminés peuvent étre oxydés par la voie de l'acide
L-glutamique et suivre le chemin métabolique de ce dernier.

C’est ainsi que, a l'intervention d’une L-proline : NAD(P) 2 ou 5-oxydo-
réductase présente dans les mitochondries, la proline est oxydée en
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acide A'-pyrroline-2 ou 5-carboxyligue qui, aprés hydrolyse, donne du
semialdéhyde glutamique. Ce dernier composé est également obtenu par
transamination de I'ornithine. L’hydroxyproline, par une réaction analogue a
celle décrite pour la proline donne de l'acide A’-pyrroline-3-hydroxy-5-car-

Cycle des
acides Ac. a-cétoglutarique
tricarboxyliques

Succinyl-CoA

Ac. succinique

Cj (formaldéhyde ou formiate) HOOC — CH2—CH0— C— C—COOH
venant du C-a du glycocolle,
et utilisé pour la synthése des O NH2

purines, etc. . .
Ac. a-amino-R3-cOtoadipique

HooC—ch2—ch2—C—CHO HOOC —CH2—CH2—C—CH2NH|,
Cétoglutaraldéhyde Ac. 6-aminolévulinique
— NH.
+ 120, )
Porphyrines

FIG. 14-1. Le cycle succinate-glycocolle (d’aprés Shemin).

boxylique, puis de l'acide L-y-hydroxyglutamique. Par transamination, on
obtient de l'acide a-céto-y-hydroxyglutarique qui donne alors une molécule
des acides pyruvique et glyoxylique.

E) GLUTAMINE

La giutaminase catalyse la transformation de la glutamine en acide
glutamique et NH:i. D'autre part, comme nous I'avons indiqué plus haut, la
glutamine intervient également dans des réactions de transamination avec
formation d’acide a-cétoglutaramique, dont I'hydrolyse produit de I'acide
a-cétoglutarique et de I'ammoniaque. L'intérét particulier qui s’attache au
métabolisme de la glutamine provient du fait qu’il s’agit d’'une molécule
constituant la source principale d’ammoniaque dans le rein. Elle contribue
ainsi au métabolisme des cations alcalins et au maintien de la constante du
pH du liquide extracellulaire. En outre, puisque I'a-méthylaspartate, un
inhibiteur puissant de la L-citrulline : L-aspartate ligase, n’interfére pas
avec la synthése de l'urée chez le rat, on doit supposer qu’il existe une
autre source d'ammoniaque que l'aspartate dans la synthése de I'urée
(pp. 385, 527). Ce rble pourrait étre dévolu a la glutamine.
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En tout état de cause, comme la constante d'équilibre de la réaction
catalysée par la déshydrogénase de l'acide L-glutamique est en faveur de

la synthése du glutamate, il apparait qu’une des sources principales de NH3
cellulaire est la glutamine.

F) CYSTINE ET CYSTEINE

Les produits terminaux du catabolisme de la cystéine sont Il'acide
pyruvique et le sulfate inorganique. La premiére étape de la réaction
implique l'oxydation du soufre de la molécule avec production d’'acide
cystéine sulfinique.

nh2 nh2

HS—CH2—CH—COOH-— >>--—--> H02S—CH2—CH—COOH
Cystéine Ac. cystéine sulfinique
| transamination
S03= + CH3—C—COOH <- H02S—CH;,—C—COOH
|' I
l b
S04 Ac. pyruvique Ac. fi-sulfinylpyruvique

Par transamination, on obtient l'acide R-sulfinyl-pyruvique qui est
décomposé en acide pyruvique et S03= (") qui est alors oxydé en sulfate par
I'intermédiaire d’'un enzyme d’'origine microsomique. L'acide cystéine-sulfi-
nigue peut aussi étre oxydé en acide cystéique ou encore décarboxylé
avec formation de taurine.

nh2
- co,
HO—S—CH,—CH—COOH-—> HO—S—CH2—CH,
I Il \

o (¢} NH,
Ac. cystéine sulfinique Hypotaurine
L
10,
(¢] NH, 0
Il | -co

HO—S —CH2—CH —COOH---- > HO—S—CH2—CH?2

o o
Ac. cystéique Taurine

L'utilisation d’isotopes radioactifs a démontré que I'acide iséthionique
provient de la taurine

nh,

(0]

H—s—ch.,—ch2—oh

o
Ac. iséthionique

(i) Par analogie avec les réactions de décarboxylation, on admet que c'est du SO, qui est produit
Le SO03= obtenu résulterait d'une hydratation du SO02 suivie d’ionisation.
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La voie métabolique suivie est toutefois inconnue. Cet acide joue un rble
important dans I'équilibre cation-anion du liquide intracellulaire de certains
mollusques.

La cystéamine (thioéthanolamine)
HS— CH2— CH2—NHo

est présente dans le CoA. Son oxydation conduit a la formation d’hypo-
taurine et de taurine. Comme le démontrent les travaux de Bacq et de son
école, cette molécule joue le rble de radioprotecteur.

G) LYSINE

La lysine ne participe pas aux réactions de transamination. La désami-
nation oxydative peut toutefois se faire en présence de I'oxydase des
acides L-aminés que l'on trouve dans le foie avec pour résultat la forma-
tion d'acide a-céto-e-aminocaproique. La voie suivie est indiquée ci-des-
Sous

H2N- CHj- CH2- CH2- CHj- CH - COOH
NH, 0

Lysine Ac. a-céto-E-aminocaproique

——- o=ch—chl-chl-chl-ch-cooh

n~"COOH “~N-~COOH “~N-~COOH
H
Ac. A'-déhydro- Ac. Ac. A'-déhydro- r-Semialdéhyde-u-aminoadipique
pipécolique pipécolique pipécolique
-COo
1 HOOC - CH2- cHj- cHj- CH - COOH HOOC-CH%—CH%—CH%—C"I-COOH o
NH2 CoASH
Ac. a-aminoadipique Ac. a-cétoadipique
HOOC - CHj- CHj-CH;j-CO-S- CoA HOOC- CH2- CH=CH - CO-S -CoA
Glutaryl-CoA Glutaconyl-CoA

CHj-CH=CH- CO—S—COAN CH}- C— CI—%,—CO—S - CoA
il

AD

Crotonyi-CoA Acétoacétyl-CoA

A partir du stade de l'acide a-cétoadipiqgue une autre voie possible,
démontrée chez le rat, est celle aboutissant a I'acide a-cétoglutarique.

H) METHIONINE

Un des aspects importants du métabolisme de la méthionine est le
transfert d’'un groupe méthyle a un accepteur approprié. En conséquence,
le groupe est excrété par exemple sous forme de créatinine ou de
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NI1-méthylnicotinamide, ou bien il est oxydé et transféré sur l'acide tétra-
hydrofolique et de la au glycocolle en donnant ainsi le carbone R de la
sérine, qui devient le carbone du groupe méthyle de l'acide pyruvique.

L’atome de soufre est utilisé dans le métabolisme de la cystéine et est,
comme indiqué plus haut, excrété sous forme de sulfate. Associée a la
déméthylation de la méthionine, cette réaction laisse alors, a partir de la
molécule initiale, de [I’homosérine dont le métabolisme est résumé
ci-dessous. X est un accepteur de groupe méthyle.

NH, NH,

H,C—S—CH,—CH.,—CH—COOH CH,—CH,—CH—COOH

OH
Méthionine Homosérine
Cystéine ->S04 NH
- CO,
CHg—CH,—CO—S—CoA < CH3—CHo—C—COOH
CoASH ! 1l
0
Propionyl-CoA Ac. a-cétobutyrique
) THREONINE

La thréonine n'est pas l'objet de réaction de transamination et d’autre
part son azote aminé ne parait pas intervenir dans des réactions d’échange
comme l'indiquent les résultats d’expériences effectuées a l'aide de irN
administré a lI'animal sous diverses formes (glutamate, etc.). On doit donc
conclure de ces résultats que I'entrée de la thréonine dans les réactions
métaboliques ne s’accomplit pas a la faveur d'une réaction de transamina-
tion. Par contre, on a décrit dans le foie et le rein, un enzyme, la L-thréonine
acétaldéhyde-lyase (aldolase de la thréonine) qui, en présence de phos-
phate de pyridoxal, catalyse la transformation de la L-thréonine en glyco-
colle et acétaldéhyde.

NH.,

CH3—CH—CH—COOH “~ CH3—CHO + H,N—CH,—COOH

OH

Thréonine Acétaldéhyde Glycocolle

D'autre part, aprés désamination, la thréonine fournit de I'acide a-céto-
butyrique qui emprunte alors la voie déja décrite dans le cas de la méthio-
nine. Ceci explique que chez I'animal diabétique, on retrouve trois des
guatre carbones de la thréonine dans le glucose, alors que par la voie de
la réaction catalysée par l'aldolase de la thréonine (E. N. 4.1.2.5), on devrait
retrouver deux carbones dans le glucose (par I'intermédiaire du glycocolle)
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ch2—t1:h, | chl—c¢h? -chl-ch-cooh
nh? nh? NHz
NH
Histamine 1-Méthylhistamine 1-Méthylhistidine
Histidine
Ac. imidazylacétique Ac. urocanique
[0 R 1- chl- ch?—cooh
0
Ac. hydantoine-5-propionique Ac. imidazolonepropionique
NH?2

HOOC- CH - CHI- CH2- COOH hooc—ch—chl!-ch?-cooh

Ac. glutamique l‘\lH
+ C=NH
|
"C;' + nni H

Ac. formiminoglutamique
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et deux carbones dans les corps cétoniques (par I'intermédiaire de l'acétal-
déhyde). Comme la thréonine est essentiellement glucogénique, on doit
conclure que la réaction de désamination de la thréonine est dominante
dans la dégradation de cet acide aminé.

J) HISTIDINE

Les voies métaboliques suivies par lhistidine sont résumées dans le
schéma ci-avant.

La désamination par la L-histidine ammonia-lyase aboutit a la formation
d’'urocanate. C’est essentiellement une réaction irréversible. L'enzyme fait
défaut chez certains individus et conduit a la maladie (héréditaire) connue
sous le nom d’histidinémie. Elle se caractérise par une élévation des
concentrations sanguine et urinaire en histidine. Le groupe formimino de
I'acide a-formiminoglutamique peut étre transféré enzymatiquement en posi-
tion Nr de l'acide tétrahydrofolique. Aprés hydrolyse et cyclisation en dérivé
Nr>.i°-fOrmyl, le C-2 de l'anneau imidazole de I'histidine rentre ainsi dans le
pool des unités a un carbone.

Ces réactions expliquent pourquoi le déficit en acide folique s’accom-
pagne toujours d'une excrétion importante d’acide formiminoglutamique.
Signalons enfin que la transamination de I'histidine a pour résultat la pro-
duction d’acide imidazylpyruvique. L’'acide hydantoine 5-propionique est
excrété tel quel dans I'urine.

K) PHENYLALANINE ET TYROSINE

La 4-hydroxylase de la phénylalanine catalyse la transformation de L-
phénylalanine en tyrosine avec pour conséquence une métabolisation de la
phénylalanine par la voie empruntée par la tyrosine.

Ce n'est que dans le cas de la maladie connue sous le nom de
phénylcétonurie que le métabolisme de la phénylalanine aboutit a la for-
mation d’acide phénylpyruvique. Ce dernier peut étre réduit en acide phényl-
lactique qui est alors oxydé en acide phénylacétique et excrété sous forme
de phénylacétylglutamine.

En ce qui concerne la tyrosine, la voie métabolique suivie est schéma-
tisée ci-aprés.

En comparant la structure de l'acide p-hydroxyphénylpyruvique et de
son produit d’oxydation, I'acide homogentisique, on peut voir que la réac-
tion implique une séquence de transformations (hydroxylation du noyau
benzéne, oxydation, décarboxylation et migration de la chaine latérale)
gu’il n’a pas encore été possible de dissocier. Un seul enzyme semble étre
responsable du phénomeéne global.

L’activité de cet enzyme est basse dans le foie du foetus et augmente
lentement aprés la naissance. Ceci explique I'excrétion urinaire d’acide
p-hydroxyphénylpyruvique chez le prématuré et chez le jeune enfant nourri
de tyrosine. La déficience en vitamine C s’accompagne également du
méme syndrome, ce qui suggére la participation de I'acide ascorbique
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dans le fonctionnement normal de I'enzyme. La vitamine C intervient égale-
ment dans l'oxydation de Il'acide homogentisique : dans le scorbut, on
observe une excrétion urinaire d'acide homogentisique aprés administra-
tion de tyrosine. On observe également une accumulation d’acide homo-
gentisique dans la maladie métaboligue connue sous le nom d’alcapto-
nurie. Il s’agit d'une absence de la homogentisate . oxygéne oxydoréduc-
tase, enzyme hépatique catalysant I'oxydation de lI'acide homogentisique en
acide 4-maléylacétoacétique.

Tyrosine Ac. p-hydroxyphénylpyruvique Ac. homogentisique
HC-COOH HOOC-CH
l I
— hc—c—ch2—c—ch.,-cooh a HC-C-CH2-C-CH.,-COCH —
I | I |
0 0 0 0
Ac. 4-maléylacétoacétique Ac. 4-fumarylacétoacétique
HOOC— (lfH " ch3—h:—ch,—cooh
HC - COOH 6]
Ac. fumarique Ac. acétoacétique

L acide 4-maléylacétoacétique, un composé cfs, est transformé a l'inter-
vention d’une isomérase en la forme twans, l'acide fumarylacétoacétique
dont | hydrolyse aboutit a la formation d’'une molécule d’acide fumarique
et d acide acétoacétique, ce qui explique le caractére a la fois cétogénique
et glucogénique de la phénylalanine et de la tyrosine chez le diabétique.

L) TRYPTOPHANE

Les voies métaboliques suivies par le tryptophane et aboutissant a la
formation de sérotonine et d’acide indolacétique ont été décrites p. 388.

Les autres voies métaboliques empruntées sont résumeées ci-dessous.

Tous les produits intermédiaires indiqués se retrouvent dans I'urine
a | exception du glutaryl-CoA et leur somme représente approximativement
le métabolisme total du tryptophane. Parmi eux, seuls la sérotonine, I'acide
nicotinique, | alanine, le glutaryl-CoA et son produit de métabolisme
I'acétyl-CoA, jouent un réle important dans le métabolisme cellulaire. C’est
ainsi qu une administration de tryptophane peut compenser une déficience
en acide nicotinique ; ce fait a été démontré chez le rat et chez I'homme.
Dans la maladie de Hartnup, caractérisée par une arriération mentale,
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0 nh?
nh? I
\ C- chl- ch- cooh
chl—ch- cooh
N—CH
H
0
Tryptophane N-Formylcynurénine
C-CH?-CH-COOH COOH
+ CHs-CH-COOH
Cynurénine Ac. anthranilique Alanine
COOH
Ac. cynurénique Ac. quinaldique
C-CH2-CH- COOH
COOH COOH
3-Hydroxycynurénine Ac. xanthurénique Ac. 8-hydroxyquinaldique
o-Aminophénol Ac. 3-hydroxy-

anthranilique

Ac. quinolinique

Ac. nicotinique
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on observe une diminution importante de I'oxydation du tryptophane en
formylcynurénine. Ce trouble métabolique est associé a une faible activité
de la L-tryptophane : oxygéne oxydoréductase qui est un enzyme adaptatif
dont | activité dans le foie peut étre considérablement accrue par adminis-
tration soit du tryptophane, soit par une élévation du taux sanguin des
hormones du cortex surrénalien.

On trouve dans I'urine des mammiferes de I'acide indolacéturique
formé a partir d acide indolacétique et de glycocolle. Dans I'urine des
patients atteints de phénylcétonurie on trouve de l'acide indolacétique et

de l'acide indollactique en concentration élevée.

Les microorganismes du gros intestin sont capables de transformer
I'acide indolacétique en scatole, scatoxyle, indole et indoxyle.

H H
Scatole Scatoxyle
H H
Indole Indoxyle

C est le scatole et I'indole qui sont responsables de I'odeur caractéris-
tigue des matieres fécales. Ces molécules formées dans la lumiére intes-
tinale peuvent passer dans la circulation sanguine et aprés conjugaison au
sulfate ou a l'acide glucuronique dans le foie, sont alors excrétées dans
I'urine sous forme d’ester sulfurique ou de glucosiduronate.

0

H

Indoxylsulfate
M) SCHEMA GENERAL

Le schéma de la figure 14-2 montre les voies générales de I'oxydation
compléte des acides aminés. Cela ne signifie évidemment pas que les
acides aminés suivent toujours ces voies. Ainsi que nous venons de le
montrer, il peut exister, et il existe en particulier chez les animaux, des inter-
relations nombreuses entre les voies du métabolisme des acides aminés.
Le schéma de la figure 14-2 montre les méthodes les plus importantes au
moyen desquelles les chaines carbonées des acides aminés peuvent étre
complétement oxydées.
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lll. BIOSYNTHESE DES ACIDES AMINES

A) ACIDES AMINES NON ESSENTIELS

Le mécanisme principal de la synthése des acides aminés dits non
essentiels est le transfert du groupe NH2 de l'acide glutamique sur les
acides a-cétoniques correspondants. Ces réactions de transamination
constituent également le mécanisme d'échange de la fonction aminée entre
différents acides aminés.

1. Acide glutamique, acide aspartique et alanine

Les acides cétoniques correspondants a ces acides aminés sont des
membres du cycle des acides tricarboxyliques. L’acide glutamique a sa
source majeure dans l'acide a-cétoglutarique formé au cours de ce cycle.
Cet acide ne peut lui-méme provenir que de la décarboxylation oxydative
de l'acide isocitrique, car la décarboxylation de I'a-cétoglutarate en succi-
nate est irréversible. C’est la seule voie de formation de I'acide glutamique
ayant les glucides comme origine.

Chez certains microorganismes comme Escherichia coli, c’est aussi la
source unique, tandis que, chez les autres organismes, d'autres sources
peuvent contribuer a la formation d’acide glutamique. C'est le cas pour la
proline, l'arginine, I'histidine et, par la voie de I'acide 6-aminolévulinique,
pour le glycocolle et 'acide succinique.

Quant au groupe aminé, il est dérivé de I'ammoniaque que fixe sur
l'acide a-cétoglutarique la déshydrogénase glutamique ou de la fonction
aminée d'un autre acide aminé, transférée par transamination. Par trans-
amination sur le pyruvate ou l'oxaloacétate, le glutamate fournit I'alanine
ou l'aspartate.

2. Glutamine et asparagine

La glutamine est synthétisée a partir d'acide glutamique et de NH3
La réaction est catalysée par la synthétase de la glutamine (L-glutamate :
ammonia ligase) et nécessite la fourniture d’énergie a partir d’ATP.

Une réaction analogue est a l'origine de l'asparagine chez les plantes
et les microorganismes. Chez les mammiféres, la voie métabolique suivie
n'est pas encore précisée et comme alternative de celle qui vient d'étre
décrite, on a proposé le transfert de l'azote amidé de la glutamine sur
I'acide aspartique. Ces amides semblent constituer la source principale
d’ammoniaque cellulaire.

3. Proline, hydroxyproline, ornithine et arginine

L'acide glutamique est le précurseur de ces quatre acides aminés.
L’ornithine n’intervient jamais dans la synthése des protéines, mais est un
intermédiaire dans la synthése de l'arginine, et de ce fait participe au cycle
de l'urée (pp. 385, 527).
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La formation de l'arginine & partir de l'ornithine, via la citrulline est
connue depuis longtemps a la suite de recherches conduites par la
méthode d’analyse des enzymes : ce fut, dans le « cycle de I'ornithine » de
Krebs et Henseleit, I'un des premiers schémas biosynthétiques connus.

COOH COOH CHO h2c—nh2
| | | |
ch? ch? CH, CH,
| | | |
ch? CH, CH2 _ ch? —
| |
|
h-c-nh2 hc-nh-co-ch3 HC-NH-CO-CH3 HC-NH-CO-CH3
|
|
COOH COOH COOH COOH
Ac. glutamique Ac. N-acétyl- y-Semialdéhyde N-a-acétylornithine
glutamique de l'acide

N-acétylglutamique

NH, NH COOH nh2
| \ N\
o=o0 C-N-CH C=NH
/ H -
H2C-NH2 NH, NH NH CH2 NH COOH
I I I | I
| |
ch? c=o cha? COOH CH2 COOH CH, + CH
|
| Il
ch2 + O-PO3H2 -> CH,, + HC-NH2 -> CH2 -* CH, CH
| | |
I
hc-nh2 ch, ch? ch2 CH, COOH
|
| |
COOH hc-nh2 COOH HC-NH, HC-NH,
| |
COOH COOH COOH
Ornithine Carbamyl- Citrulline  Ac. aspartique  Ac. argino- Arginine  Ac. fumarique
phosphate succinique

FIG. 14.3. Biosynthése de l'arginine et de l'ornithine a partir de l'acide glutamique (d'aprés
Davis).

La séquence ornithine-citrulline-arginine, d’abord mise en évidence
dans le foie de mammifére, a été retrouvée dans de nombreux organismes
(Neurospora, Pénicillium, E. Coli, bactéries lactiques, tissus animaux, etc.).

La relation glutamate-ornithine est attestée par la découverte d’un
mutant de pPénicillium répondant a I'un comme a l'autre, et par I'emploi des
isotopes. L'emploi de E. coli a permis a Vogel d’identifier les trois com-

posés acétylés montrés dans le schéma.

L'étude de la voie allant de l'ornithine a la citrulline, a permis d’identi-
fier, au moyen de mutants de Neurospora, deux étapes. Dans la premiére,
qui exige la présence d’ATP, CO, et NH: sont fixés, en formant un composg,
le carbamyl-phosphate. Cette réaction qui est catalysée par la synthétase
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du carbamyl-phosphate (ATP : carbamate phosphotransférase) est réver-
sible chez les microorganismes et peut ainsi représenter une source d’ATP.

Chez les mammiferes, la réaction est plus complexe et est irréversible.
Elle fait intervenir une deuxiéme mole d’ATP :

H20 + CO2 + NH3 + 2 ATP -> H2N — C — OPO3H2 + 2 ADP + P4 + H+

I
0

La deuxieme étape aboutit a la formation de citrulline a partir d’orni-

thine et de carbamyl-phosphate.

nine comporte plusieurs étapes.
I'argino-succinate.

pour former

La voie qui conduit de la citrulline a l'argi-
La citrulline se condense avec l'aspartate
Un enzyme spécifigue scinde I'argino-

succinate en arginine et acide fumarique. Cette réaction n’est ni hydroly-
tique, ni oxydative et est réversible. L'enzyme la catalysant est largement
répandu dans la nature et se trouve dans le foie, le rein et le cerveau de

mammiféres.
CEHZ—(FHZ
HOOC H?-COOH
NH?

Acide glutamique

OHC

Y-Semialdéhyde
glutamique

h2n-co-ch?-ch2-ch-cooh

Glutamine

H?—COOH

nh?

Acide
A’-pyrroline-S-carboxylique

NADH (+H+)

transamination

h2n- ch?-ch2-ch—cooh

nh?

Ornithine

FIG. 14-4.

Biosynthése de I’hydroxyproline

COOH
H

Proline

H
Hydroxyproline

a partir de l'acide glutamique.
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L'ornithine recgoit son groupe aminé terminal par transamination du
glutamate et comme l'acide aspartique est également formé par le méme
mécanisme, on voit que trois des quatre atomes d’'azote de I'arginine pro-
viennent de [l'acide glutamique. Le quatrieme a son origine dans le
carbamyl-phosphate.

L'acide fumarique formé peut étre hydraté en acide malique et réoxydé
en acide oxaloacétique dans le cycle des acides tricarboxyliques. La transa-
mination sur I'oxaloacétate fournit de I'aspartate qui peut étre alors réin-
troduit dans le cycle.

La biosynthése de la proline a été élucidée grace a l'obtention de
souches d’E. coli spécifiguement auxotrophes pour la proline. Ces souches
peuvent se répartir en deux groupes : celles qui accumulent le y-semialdé-
hyde glutamique et celles chez qui ce corps peut remplacer I'acide gluta-
mique comme facteur de croissance. La réduction de I'acide glutamique en
semialdéhyde est sans doute moins simple que ne le ferait supposer la
fleche du schéma ci-dessus. Quant a la cyclisation de la proline, elle ne
requiert pas d'intervention enzymatique, les y- et les 6-aminoaldéhydes se
cyclisant en effet rapidement en solution aqueuse neutre.

L'hydroxyproline est surtout présente dans le tissu conjonctif des
animaux. Chez ces derniers, I'emploi des isotopes a démontré qu'elle est
le résultat de la modification de la proline, vraisemblablement déja fixée,
car I'hydroxyproline marquée est mal incorporée dans les tissus.

La voie métabolique conduisant a la synthése de I'ornithine par trans-
amination sur le y-semialdéhyde glutamique parait étre peu importante
chez les microorganismes.

L'administration de glutamate-14C aboutit au marquage rapide de la
proline, de I'hydroxyproline et de I'arginine dans les protéines tissulaires.

4. Sérine et glycocolle

La chaine hydrocarbonée de la sérine provient de l'acide 3-phospho-
glycérique formé au cours de la glycolyse. Cet acide peut alors emprunter
soit la voie conduisant a la sérine soit celle aboutissant a l'ester 3-phos-
phoré de la sérine.

Glucose CH2—CH—COOH —mmmeen » CH2—CH—COOH
H,03P0 OH OH OH
Ac. 3-phosphoglycérique Ac. glycérique
NAD* \. NADH (+ H¥*) NAD+ A, NADH (4- H*)
CH2—C—COOH CH,—C—COOH
h,o3po (6} OH (6]
Ac. 3-phosphohydroxypyruvique Ac. hydroxypyruvique
transamination transamination j !
-P,
CH2—CH—COOH CH,—CH-—COOH
H,03P0 nh2 OH NH2
3-Phosphosérine Sérine

FIG. 14-5. Biosynthése de la sérine a partir de I'acide 3-phosphoglycérique.



ACIDES AMINES 400

L'ester phosphoré peut étre utilisé pour la synthése des phosphatides
ou hydrolysé par la phosphosérine phosphohydrolase en sérine et ortho-
phosphate. C’est la voie biosynthétique principale de la sérine. Selon
Shl?min, la sérine se convertit en glycocolle en passant par le formylglyco-
colle

HH HH H
—2H | | + H.O
H—C—C—COOH -------- > C—C—COOH--------- » H—C—COOH + H—COOH
OH NH, O NH2 lilH2
Sérine Formylglycocolle Glycocolle Ac. formique

La démonstration de la réalité de cette voie a été obtenue en adminis-
trant de I'acide benzoique et de la sérine marquée sur le groupe aminé (Ir,N)
et sur le carboxyle (BE)* & *de% *cobayes et a des rats. L'analyse du glyco-
colle présent dans les urines sous forme de benzoylglycocolle (acide
hippurique) a permis de montrer que le rapport 15N13C du glycocolle était
identique a celui de la sérine administrée. Ce résultat confirme donc la
formation de glycocolle par perte du carbone R de la sérine. Cette réaction
est importante, non seulement parce qu’elle aboutit a la synthése de
glycocolle a partir de sérine, mais aussi parce qu’elle est la source princi-
pale d'« unités a un carbone » (p. 431). La transformation en groupes —CH3
—CHO et —CH-OH permet ainsi leur addition a différentes molécules. Le
glycocolle peut également provenir de la thréonine avec formation
d’acétate.

La sérine est aussi synthétisée a partir de « formiate » et de glycocolle.
Si on marque le formiate par du 14C et le carboxyle du glycocolle par du 13C,
on obtient de la sérine marquée deux fois :

H H

H14COOH + CH,13COOH -» H— 14C— C—13COOH

i1
nh2 oh nh2

La formation de la sérine a partir du glycocolle et du «formiate »
implique une intervention de l'acide folique et du pyridoxal, ainsi que l'ont
montré diverses expériences sur des bactéries.

5. Cystéine et cystine

Le squelette carboné de la cystéine provient de la sérine, aussi bien
chez les mammiféres que chez les microorganismes, comme l'ont démontré
des expériences réalisées au moyen d’isotopes. Le soufre de la cystéine a
son origine dans les sulfates chez les microorganismes, et dans la méthio-
nine (acide aminé dit essentiel) chez les mammiféres (transsulfuration).

Le passage de la sérine a la cystéine s'accomplit par condensation de
la sérine avec I’homocystéine dérivant de la déméthylation de la méthionine,
ou plus exactement de celle de la S-adénosylméthionine, au cours des
transméthylations (p. 432).
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La cystathionine se trouve en concentrations élevées dans le cerveau
des primates. Son r6le biologique est obscur. L’homosérine est transformée
rapidement en acide a-cétobutyrique.

CH3—S— CH2— CH2—CHNH2—COOH HSCH,—CH,—CHNH,—COOH

Méthionine Homocystéine

*  CH,—CH,—CHNH,—COOH

CH2—CHNH2—COOH HOCH2—CHNH2—COOH
Cystathionine Sérine
HSCH,—CHNH.—COOH HOCH,— CH2— CHNH,— COOH
Cystéine Homosérine

CH,—CH,—C—COOH + NH,

0

Acide a-cétobutyrique

FIG. 14-6. Biosyntheése de la cystéine a partir de la méthionine et de la sérine.

L'équivalence métabolique de la cystéine et de la cystine est bien
démontrée. Pourtant on ne connait pas chez les mammiféres de systéme
enzymatique catalysant I'interconversion de ces molécules. On sait toute-
fois qu’en présence d'oxygéne et d’ions ferreux ou cuivreux, la cystine peut

étre formée a partir de cystéine.

COOH COOH COOH
—on |
h-c-nh2 H-C-NH, h-c-nh2
!
H,C—SH H,C—S - S—chz?
Cystéine Cystine

La cystine peut alors étre retransformée non enzymatiquement en cystéine
par le glutathion. Le glutathion réduit (GSH) peut réduire un disulfure
selon le schéma

GSH 4- R-S-S-R (cystine par ex.) -> G-S-S-R + R-SH
GSH + G-S-S-R -* G-S-S-G + R-SH

Le glutathion oxydé (G-S-S-G) est réduit par le NADPH (+ H) en pré-
sence de la réductase du glutathion. Le cycle est ainsi complété et le
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glutathion réduit peut de nouveau étre utilisé pour la fourniture de cystéine
a la cellule a partir de cystine.

Il est intéressant de remarquer qu’il y a peu de cystine libre dans la
cellule. La cystine qui se trouve dans les protéines n'est pas incorporée
comme telle dans la chaine peptidique mais bien sous forme de cystéine qui
est alors oxydée. La cystine peut aussi étre réduite enzymatiquement par
le NAD réduit en présence de la NADH (+H+) : L-cystine oxydoréductase.

6. Tyrosine

La tyrosine a pour précurseur la phénylalanine, un acide aminé dit
essentiel. C’est une relation analogue a celle décrite a propos de la cystéine
et de la méthionine. En fait le caractére d'essentialité de la phénylalanine
provient de ce quelle est le précurseur de la tyrosine. Si donc dans
le régime d'un animal on fournit de la tyrosine, le besoin en phényl-
alanine est considérablement réduit. Le sort métabolique de la phényl-
alanine est, soit d'entrer dans la synthése des protéines, soit de fournir
par hydroxylation de la tyrosine. L'enzyme catalysant la réaction, la
L-phénylalanine, tétrahydroptéridine : oxygéne oxydoréductase, peut faire
défaut chez certains individus, avec pour conséquence l'excrétion dans les
urines de corps phénylcétoniques provenant de ['utilisation par la phényl-
alanine de voies métaboliques autrement peu fréquentées. La transamina-
tion aboutit a la formation d’acide phénylpyruvique (p. 400) excrété dans les
urines. Une concentration trop élevée de cette molécule dans le sang
détermine chez I'enfant jeune des troubles métaboliques irréversibles au
niveau du systéme nerveux central avec pour conséquence un état d'arrié-
ration mentale (idiotie phénylpyruvique).

B) ACIDES AMINES ESSENTIELS

1. Méthionine, thréonine et homosérine

Les expériences de génétique chimique sur Neurospora ont démontré
gue la thréonine et la méthionine ont un précurseur commun. En effet, un
mutant exigeant a la fois les deux acides aminés satisfait cette double
exigence au moyen de la L-homosérine. D’autre part, un mutant bloqué
uniguement dans la synthése de la méthionine accumule dans son mycelium
la thréonine et la L-homosérine. La notion du précurseur unique a été
confirmée chez E. coli et chez la levure, dans des expériences réalisées au
moyen d’isotopes, comme aussi par des expériences enzymologiques. La
synthése de la méthionine est I'inverse de la synthése de la cystéine,
décrite plus haut (p. 409), via I'homocystéine et avec comme intermédiaire
la cystathionine. Chez les microorganismes la cystathionine peut étre
scindée a un cbté ou a l'autre du soufre. Chez le mammifére, par contre,
elle ne peut étre coupée entre le soufre et le résidu séryle. Le mammi-
fére ne fait donc pas la synthése de I'homocystéine.

L’homocystéine accepte alors un groupe méthyle donné par un dérivé
de l'acide tétrahydrofolique méthylé (p. 431). Cette réaction nécessite la
présence de vitamine BJ]2 et aboutit a la synthése de la méthionine.

Les animaux ne peuvent synthétiser I’'homosérine a partir d’aspartate,
ils dépendent donc de la fourniture de méthionine dans leur régime pour
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obtenir cet acide aminé. D’'autre part, a partir de méthionine ils peuvent
obtenir de I'homocystéine et de la cystéine. C'est ce qui explique qu’un rat

soumis a un régime artificiel contenant de la cystéine ne doit recevoir

HO NH,

H3C—CH —CH—COOH
Thréonine
| NH,

CH3—CH2—CH—COOH

Ac. a-aminobutyrique

COOH ATP
Ac. aspartique
partd COPOzHo CHO CH,OH CH,SH
NADH NADH
CH, > CH, H—C—NH,
H*
H—C—NH?2 H—C—NH, H—C—NH,

COOH COOH COOH COOH
ft-aspartyl- jvseml- Homosérine Cystéine
phosphate aldéhyde

aspartique
CH2SCH3 CH2SH CH2—S—CH,
ac. lolique 1
vit. B,,
CH, CH, CH, H—C—NH,
H—C—NH, H—C—NH2 H—C—NH, COOH
COOH COOH COOH
Méthionine Homocystéine Cystathionine
+
HO
CH,
H—C—NH2
COOH
Sérine

FIG. 14-7. Biosynthése de la méthionine, de la thréonine et de I’homosérine a partir de

I'acide aspartique.

gu’une fourniture de méthionine moiti€ moindre de celle normalement

requise.

La thréonine est également formée a partir d'aspartate par l'intermé-
diaire de I'hnomosérine. L’homosérine est phosphorylée en présence d’ATP
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et d’ATP : L-homosérine o-phosphotransférase pour donner de I'o-phospho-
homosérine et de I'ADP.

La formation de thréonine est catalysée par I'o -phosphohomosérine
phospho-lyase qui, en présence de phosphate de pyridoxal, hydrolyse le
phosphate et détermine la migration de la fonction hydroxyle en position R.

Le milieu de culture de certains microorganismes contient de la thréo-
nine. Ce fait s’expligue par un effet répresseur de la thréonine sur la
synthése de I'ATP . L-aspartate 4-phosphotransférase, enzyme qui catalyse
la formation de 4-aspartylphosphate, le premier intermédiaire de la synthese
de thréonine a partir d'acide aspartique.

2. Valine, leucine et isoleucine

Le point de départ de notre connaissance du mécanisme de leur bio-
synthése est la découverte d'un mutant de Neurospora exigeant a la fois
isoleucine et valine. Ce mutant accumule les dihydroxydérivés correspon-
dants : les acides dihydroxy-méthylvalérique et dihydroxy-isovalérique.
D’'autre part, un mutant d’E. coli accumule, lui, les acides cétoniques corres-
pondants, acides a-cétométhylvalérique et a-cétoisovalérique. Les mutants
accumulateurs des acides cétoniques ne répondent qu'a I'isoleucine et a
la valine tandis que les accumulateurs de dihydroxyacides répondent non
seulement aux acides aminés, mais encore aux céto-acides correspondants.
Chez un auxotrophe pour l'isoleucine seule, les acides dihydroxyméthyl-
valérique et cétométhylvalérique sont actifs, tandis que chez un auxotrophe
pour la valine seule, les acides dihydroxyisovalérique et a-cétoisovalérique
sont actifs.

D’'autre part, on bloque la synthése de l'isoleucine et de la valine par
I'omission d’une transaminase unique.

L'ensemble des faits enseigne que l'acide a-cétoisovalérique fournit la
leucine par décarboxylation et condensation avec un fragment en C2

Dans le cas de l'isoleucine et de la valine, le mode de biosynthése est
indiqué dans la figure 14-8.

Récemment, les étapes aboutissant a la formation d'acide a,R-dihy-
droxy-isovalérique ont été élucidées. Il s’agit de la condensation d’une
molécule d’'acétaldéhyde et d'une molécule d’acide pyruvique en acide
a-acétolactique. Cette réaction nécessite la présence de Mgit et de pyro-
phosphate de thiamine. En présence de NADH (-H-T) I'a-acétolactate donne
I'acide a.R-dihydroxy-isovalorique.

3. Phénylalanine et tryptophane

L'existence de mutants dE. coli et ('Aerobacter aerogenes exigeant pour
leur croissance les trois acides aminés benzéniques (phénylalanine, tryp-
tophane et tyrosine) a beaucoup aidé a éclaircir la biosynthése de ces
derniers. Ces mutants exigent non seulement un mélange des trois acides
aminés benzéniques, mais ils exigent en outre, pour la plupart, la p-amino-
benzoate, du p-hydroxybenzoate et un sixiéeme facteur, non encore identifié.
Un grand nombre d'observations ont été faites sur les mutants exigeants
pour les acides aminés benzéniques : détermination des substances s’accu-
mulant dans chaque cas, étude des compétitions, etc. En outre, dans l'ordre
enzymologique, des études comparatives ont été faites sur la distribution
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FIG. 14-8. Biosynthése de la valine, de la leucine et de lisoleucine.
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des enzymes présents dans les tissus végétaux et les microorganismes,
lesquels synthétisent le noyau benzénique, et dans les tissus animaux (qui
n'en font pas la biosynthése), et sur les cofacteurs de chaque enzyme, etc.
Tous ces travaux concourent a faire admettre que les intermédiaires de la
synthése du noyau benzénique sont I'acide 5-hydroquinique, I'acide 5-déhy-
droshikimique et I'acide shikimique. lls montrent en outre que le passage
du glucose au noyau benzénique de la tyrosine ou de la phénylalanine ne
s'opére pas a travers le cycle de Krebs. Grace a Il'emploi de glucose
marqué, chez un mutant accumulateur d’acide shikimique, on a pu montrer
que le carboxyle de cet acide vient des C-3 et C-4 du glucose, le C-1, des
C-2 et C-5 et le C-2, des C-1 et C-6. Les quatre autres carbones sont d’ori-
gines diverses. Le sédoheptulose-1,7-diphosphate est un excellent précur-
seur de l'acide shikimique et il y a de bonnes raisons en faveur de la
théorie qui considére le sédoheptulose comme un intermédiaire dans la
synthése des acides aminés benzéniques. Le sédoheptulose résulte lui-
méme de la condensation d'érythrose-4-phosphate et de phosphoénol-
pyruvate, ce qui explique les résultats obtenus avec le glucose marqué.
La fin de la chaine a recu des études enzymologiques quelques éclaircisse-
ments. Ces études ont montré que l'acide préphénique est un intermédiaire
sur le chemin conduisant a la phénylalanine et a la tyrosine. En outre, on
trouve sur la voie de la biosynthése de la phénylalanine I'acide phényl-
pyruvique.

Pour ce qui est du tryptophane, aprés l'acide shikimique, I'acide
anthranilique et I'indole sont des intermédiaires de sa synthése. La conden-
sation d’indole et de sérine, donnant le tryptophane, s’opére sous la cata-
lyse d'un enzyme spécifique, la L-sérine hydrolyase, dont le pyridoxal-phos-
phate est le coenzyme.

Outre la voie qui vient d'étre tracée, la transamination de I'indolyl-pyru-
vate conduit au tryptophane, mais ce n’est srement pas la une contribution
importante a sa biosynthése. On a aussi proposé un cycle tryptophane-
cynurénine-anthranilate-indole-tryptophane. Cette voie n'est parcourue gque
si un exces de tryptophane est présent et elle apparait comme purement
dégradative.

4. L'histidine et la biosynthése du noyau imidazole

Les mutants de. coli auxotrophes pour I'histidine accumulent I'amino-
alcool correspondant, ou L-histidinol. Des mutants de Neurospora Ont été
découverts, qui accumulent non seulement I'histidinol mais encore I'imi-
dazylglycérol, I'imidazylhydroxyacétone et leurs dérivés phosphorylés en
position terminale sur la chaine latérale. Ce sont ces dérivés phosphorylés
et I'histidinol qui sont les intermédiaires de la synthése dont I'opération
terminale, celle de la conversion d’histidinol en histidine, est catalysée

par un enzyme a NAD qu'on a isolé dE. coli.

On peut voir que la chaine carbonée du ribose-5-phosphate se fixe
sur l'acide adénylique. Le noyau purine de ce dernier s’'ouvre et apres
fixation d'un azote provenant de la glutamine on obtient de I'imidazyl-
glycérolphosphate et du 5-aminoimidazyl-4-carboxamide ribonucléotide qui
est un intermédiaire dans la synthése des purines (p. 441). Le carbone
unissant les deux azotes du noyau imidazole (C-7) provient du formiate
(voir métabolisme des unités a un carbone, chapitre 15, A).



‘(sine@ saide,p) ssnbpnewole sauiwe sapioe sep asayiuksorg ‘6-¥T 94



ACIDES AMINES 417

N’-(5'-Phosphoribosyl) ATP

------------- 1- chl-ch - ch?
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FIG. 14-10.
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Biosynthése de I'histidine.

PP = pyrophosphate ; PPP = triphosphate
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5. Lysine

La biosynthese de la lysine forme une exception au milieu des
processus généraux de biosynthése que nous avons jusqu’a présent consi-
dérés et qu’on peut tenir comme étant, au moins dans leur schéma général,
communs a toutes les cellules. Ici la biochimie comparée trouve un
domaine d’étude au niveau des biosynthéses. Celle de la lysine est en
effet différente chez les moisissures (Neurospora) et chez les bactéries
(E. col). Chez les premiéres, la source est le succinyl-CoA formé dans le
cycle de Krebs, et l'acétate. Les étapes intermédiaires sont I'acide a-céto-
adipique et l'acide a-aminoadipique (que nous avons trouvés dans le
chemin de la dégradation de la lysine chez le rat) ; chez les bactéries,
la source est I'acide aspartique et les termes intermédiaires sont indiqués
dans la figure 14-11.

Il est intéressant de signaler que e. coli posséde deux ATP : L-aspartate
4-phosphotransférases (kinases de [I'aspartate) génétiquement indépen-
dantes dont la synthése est réprimée l'une par la lysine et l'autre par la
thréonine.

IV. BIOSYNTHESE DES POLYAMINES

Les polyamines sont largement répandues dans la nature. Il s’agit
d'un petit groupe de substances dont les représentants les plus générale-
ment rencontrés sont les suivants :

H2N — (CH2)s — NH — (CH,,)*— NH — (CH2)s — nh?
Spermidine
HoN — (CH2)4 — NH— (CH2)3— NH2
Spermine
H2N— (CH2)4—nh?
Putrescine (1,4-diaminobutane)
H2N— (CH2)5—nh?2

Cadavérine (1,5-diaminopentane)

La putrescine et la cadavérine sont connues depuis longtemps par
leur odeur particuliére : elles résultent de la dégradation des protéines au
cours de la putréfaction des cadavres animaux. La cadavérine est pro-
duite par décarboxylation de la lysine alors que la putrescine est obtenue
par décarboxylation de I'ornithine (p. 388).

La spermine et la spermidine sont synthétisées par de nombreux
organismes ; elles sont des facteurs de croissance importants pour de
nombreux microorganismes (Hemophilus parainfluenzae, Aspergillus nidans, etc.).

Chez E. colii la spermidine est synthétisée a partir de méthionine et de
putrescine au cours d'une réaction qui implique le transfert sur la
putrescine de la chaine carbonée, incluant le groupe aminé, de la méthio-
nine. Cette réaction de transfert s’accompagne d’une décarboxylation et
la méthionine y intervient sous forme de S-adénosylméthionine.

La spermine est formée par décarboxylation d’'une autre molécule de
S-adénosylméthionine et condensation du produit sur la molécule de
spermidine.
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AP MoP
Décarboxylation
Uroporphyrinogéne | Uroporphyrine |
M P AP
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FIG. 14-13. Biosynthése des porphyrines.
A = ac. acétique (—CH2—COOH)

P ac. propionique(—CH2—CH2—COOH)
M méthyle (—CH3)

V = vinyle (CH=CH?2)
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Toutes les polyamines que nous venons d’envisager sont oxydées
par la diaminoxydase. Le rble biologique des polyamines est assez mal
connu. La spermine et la spermidine semblent intervenir dans les phéno-
meéenes de perméabilité des membranes de facon encore mal précisée. On
sait qu'en l'absence de polyamines, les microorganismes pour lesquels
elles sont des facteurs de croissance, ont une perméabilité accrue avec
perte des constituants cellulaires dans le milieu.

Le gonflement des mitochondries isolées et placées dans divers
milieux est également empéché en présence de polyamines. Enfin signalons
que ces substances paraissent étre des constituants normaux et indispen-
sables au bon fonctionnement des ribosomes.

V. GLYCOCOLLE ET BIOSYNTHESE DES PORPHYRINES

Le glycocolle est une molécule jouant un rdéle important dans diverses
voies métaboliques. Il intervient dans la synthése de la sérine (p. 409) de
I'acide hippurique (p. 437) et des purines (p. 440). Une autre contribution
importante de cette molécule dans les voies de I'anabolisme primaire est
son rble dans la biosynthése des porphyrines.

La biosynthese des porphyrines débute au niveau du glycocolle et du
succinyl-CoA dérivé du cycle de Krebs. L'acide 6-aminolévulinique et le
phorphobilinogéne sont situés sur cette voie comme lindique le schéma
de la figure 14-12.

La premiere réaction dans la synthése des porphyrines est la formation
d’'acide a-amino-p-cétoadipique qui est décarboxylé en acide 6-amino-
Iévulinique. Cette réaction a lieu dans la mitochondrie et nécessite le
phosphate de pyridoxal. Deux molécules de cet acide sont associées au
cours d'une étape catalysée par [I'’hydro-lyase du ft-aminolévulinate
(E. N. 4.2.1.24) et qui comprend une déshydratation suivie d’une cyclisation.

Quatre molécules de porphobilinogéne sont utilisées dans la synthése
des porphyrines (Fig. 14-13) ce qui signifie que tous les atomes d’azote de
cette molécule proviennent du glycocolle.

L’'usage d’isotopes du carbone a permis de montrer que huit carbones
proviennent du glycocolle. Quatre donnent le carbone 2 de chaque noyau
pyrrole et quatre constituent les ponts méthylenes unissant les noyaux
pyrrole. Les vingt-six carbones restants proviennent du succinyl-CoA.

La condensation des quatre molécules de porphobilinogéne est cata-
lysée par une désaminase et implique I'existence d’un intermédiaire hypo-
thétique, le polypyrryl-méthane.

L’'uroporphyrinogene | est incolore mais par un processus d’autooxy-
dation il peut former I'uroporphyrine | qui est un pigment de l'urine des
mammiféres.

Le coproporphyrinogéne | résulte de la décarboxylation de I'uroporphy-
rinogéne |, son oxydation donne la coproporphyrine |.

En présence d'une isomérase, le polypyrryl-méthane donne I'uropor-
phyrinogéne Il qui, a la suite des réactions d’oxydation ou de décarboxy-
lation aboutit aux produits indiqués dans la figure 14-13.
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Cycle de Krebs -» ac. succinique -> succinyl-CoA + glycocolle -»

NH2

n» HOOC—CH2—CH2—C —CH—COOH -8 HOCC —CH2—CH2—C—CH2

0 O nh2
Ac. a-amino-fi-cétoadipique Ac. 6-aminolévulinique
COOH COOH
COOH CH?2 COOH CH2
-2H20
ch? ch? ch? cha?

ch2 + Cc=0

nhZ nh2
Porphobilinogéne

FIG. 14-12. Synthése du porphobilinogéne.

L’introduction du fer dans la protoporphyrine Ill a pour résultat la
formation d'héme, celle du magnésium donne une protoporphyrine magné-
sienne qui est a l'origine de la chlorophylle.

Les végétaux prolongent la biosynthése des porphyrines a travers la
branche ferreuse et la branche magnésienne tandis que cette derniere
fait défaut aux animaux. Toutefois ces derniers ont développé particuliere-
ment la branche ferreuse dans le sens de la biosynthése du dérivé d’héme
et de globine portant le nom d’hémoglobine.
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Le métabolisme des organismes présente une phase catabolique et
une phase anabolique. Les molécules glucidiques traversent la séquence
métabolique de la glycolyse jusqu’au stade du pyruvate qui, dans les condi-
tions d’anaérobiose, fournit de l'alcool éthyligue ou de I'acide lactique,
tandis qu’en présence d’oxygéene, il conduit & l'acétyl-CoA (unité C») que
les réactions du cycle des acides tricarboxyliques aménent au stade
de CO? et H20. Les acides gras catabolisés produisent aussi, par la voie
du cycle de Lynen, de I'acétyl-CoA qui peut pénétrer dans le cycle de Krebs.
Dans le cas des acides aminés, les acides cétoniques résultant de leur désa-
mination sont introduits en divers points du schéma catabolique décrit
ci-dessus, au cours duquel sont produites les molécules d’ATP ou est mise
en réserve I'énergie qui sera utilisée dans le travail cellulaire.

L'un des aspects de ce travail est la biosynthése des constituants
cellulaires, alimentée & un pool d’unités de petit volume résultant du cata-
bolisme des glucides, des lipides et des protides, que ces derniéres soient
d’origine alimentaire ou d’origine cellulaire. Les deux premiéres colonnes
de la figure 15-1 donnent une idée des formes du catabolisme et de I'ana-
bolisme primaire dans un grand nombre d'espéces cellulaires (bien que
souvent I'un ou l'autre aspect manque, ce qui donne naissance a de nou-
veaux « besoins chimiques », satisfaits par la présence, dans la matiére
empruntée a l'extérieur de la cellule, de molécules définies). L'unité de
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Catabolisme Anabolisme primaire Anabolisme secondaire
oses acides nucléiques, dérivés d'oses,
polysaccharides, )
=< \ glucosides, etc. glycosides
glycolyse cycle des '
pentoses
\ / voie shikimique . . S
} métabolites shikimiques

phosphoénolpyruvate |
| acides aminés

aromatiques @i alcaloides,
pyruvate acides aminés proteines peptides

aliphatiques

alcool malonyl-CoA,

éthylique . . .
Zuq acides molécules aliphatiques

acide gras courtes,

lactique polycétides
acétoacétyl-CoA

squaléne ! isoprénoides

cycle des acides
tricarboxyliques

CO, et H.,0

FIG. 15-1. L'anabolisme primaire et secondaire et ses relations avec le catabolisme (d'apres
Bu’Lock, modifié).

plan biochimique des cellules trouve une de ses expressions dans ce
schéma de catabolismes et d’'anabolismes primaires, qu’on trouve partout et
qui apparaissent comme indépendants de la nature des espéces, genres,
familles, etc., des organismes.

Si le catabolisme et I'anabolisme primaires offrent un aspect de I'unité
biochimique des cellules et des organismes dont elles font partie, I'anabo-
lisme dit secondaire est le siege de la plus grande diversité et c’est a son
niveau que régnent des correspondances avec les espéeces, genres,
familles, etc., des organismes. Les produits de I'anabolisme secondaire
sont synthétisés dans des groupes plus ou moins étendus de la systéma-
tique. lls peuvent n'étre synthétisés que pendant certaines phases de la
vie des organismes, ou seulement au sein de certaines différenciations
cellulaires. Du point de vue biologique, on peut reconnaitre a ces molé-
cules, dans de nombreux cas, une signification adaptative, soit qu'elles
exercent une fonction dans les relations entre organismes, soit qu'elles
contribuent a I'élimination d’un produit d'excrétion, que cette élimination
s'opére a l'extérieur ou que le produit, forme non nocive, s’accumule a
I'intérieur de l'organisme. Dans d'autres cas, on ne leur a jusqu'a présent
reconnu aucune signification.

Les voies métaboliques conduisant a la synthése des produits secon-
daires se greffent en I'un ou l'autre point du catabolisme ou de I'anabo-
lisme primaire.
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I. LES MATERIAUX DES BIOSYNTHESES

Il existe une série de matériaux a un atome de carbone. Et tout d’abord
le CO2 libéré en de nombreux points du systéme d’amorcage. Mais le plus
important matériau de cette catégorie est ce qu'on appelle le «formiate »
(Ci), c'est-a-dire CHO— ou formyle actif, en quoi peuvent étre convertis
non seulement l'acide formique, le formaldéhyde et le méthanol, mais
encore le C-a du glycocolle, le C-a de l'acide glycolique, les C-a et C-B de
la sérine, le C-a de la thréonine, le C-2 de I'histidine, le C-2 du tryptophane,
le C-B et le C-6 (ou C-2) de la phénylalanine et de la tyrosine, etc. L'acétone
peut étre scindée en un fragment acétyle et un fragment formyle.

ch3 H—C=0 Formyle
| -h +
cC=0
| c=o0 Acétyle
ch3 ‘
Acétone CHS

Chez certaines bactéries (mais pas chez les mammiféres), I'acide
pyruvique subit une scission en acétyl-phosphate et acide formique (réac-
tion phosphoroclastique), lequel fournit des unités Ci.

CH3

C=0 ch3

| o

COOH + H3PO O=C—o0—po3nh2 + HCOOH
Ac. pyruvique Acétyl-phosphate Ac. formique

Il existe des matériaux a un atome de carbone, non seulement sous les
formes oxydées telles que CO2 et Ci, mais aussi sous la forme réduite du
groupement méthyle labile (CH3—). Ces méthyles labiles peuvent donner
des unités Ci et tirer leur origine d'unités Ci.

Par oxydation, on peut passer de Ci a C02 mais la réaction inverse
est impossible, au moins chez les mammiféres.

Le glycocolle est aussi un matériau utilisé. Il s’agit de molécules de
glycocolle venant des protéines de I'alimentation, ou provenant de la
dégradation de la sérine ou de la thréonine, ou encore provenant de la
synthése a partir d’'acide pyruvique.

En outre, les biosynthéses puisent des matériaux d'ordre plus élevé en
différents points des réactions du catabolisme, et en particulier a diffé-
rentes étapes du cycle des acides tricarboxyliques.
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Il. LES BIOSYNTHESES

A. BIOSYNTHESE DES ARCHITECTURES CHIMIQUES SIMPLES

1. Utilisation du CO02 (excepté I'assimilation par les autotrophes) pour
constituer des liaisons —C—C—

Elle consiste essentiellement en l'inverse des décarboxylations réver-
sibles (p. 389) des acides cétoniques. On considérera donc les [3-carboxy-
lations, c'est-a-dire des carboxylations inverses de la décarboxylation d’un
acide [-cbtonique (oxaloacétique ou oxalosuccinique) et les a-carboxyla-
tions, c'est-a-dire des carboxylations inverses de la décarboxylation d’un
acide a-cétonique.

a) R-carboxylation

Cette fixation du CO02 est la plus importante. Deux exemples sont
fournis par la fixation du CO? par l'acide pyruvique, avec formation d’'acide
oxaloacétique, mécanisme de synthése des acides dicarboxyliques, et par
la fixation du CO2 par I'acide a-cétoglutarique, source de la synthése des
acides tricarboxyliques.

i) Fixation de CO2 par l'acide a-cétoglutarique

La conversion de l'acide isocitrique en acide a-cétoglutarique et CO2
dans le cycle de Krebs comporte deux réactions différentes, comme Ochoa
I'a montré :

Ac. isocitrique + NADP+ -» ac. oxalosuccinique + NADPH + H* (15-1)
+~k

Ac. oxalosuccinique M >ac. a-cetoglutarique + CO2 (15-2)
La somme de (1) et (2) étant
'

Mn+
Ac. isocitrique + NADP+-------- » ac. a-cétoglutarique + C02 + NADPH + H+ (15-3)

On peut faire se dérouler la réaction (15-3) de droite a gauche en la
liant a un systéme d’'oxydo-réduction capable de réduire NADP, par
exemple le systeme de la déshydrogénase du glucose-6-phosphate, et on
obtient

G-6-P + NADP+ —» ac. 6-phosphogluconique + NADPH + H* (15-4)
Ac. a-cétoglutarique + C02 + NADPH + H+ -» ac. isocitrique + NADP+ (15-5)
La somme de (15-4) et (15-5) donne

G-6-P + ac. a-cétoglutarique + C02 ™ ac. 6-phosphogluconique + ac. isocitrique
(15-6)

Si on ajoute de l'acotinase, I'équilibre est encore davantage déplacé
vers la fixation de CO02, car on enléve alors constamment 90 % de l'acide
isocitrique. Comme les systéemes enzymatiques qui sont décrits ci-dessus
sont universellement répandus dans les cellules, aussi bien chez les ani-
maux et chez les végétaux, que chez les micro-organismes, ce systéeme de
fixation joue un rdle important.
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ii) Fixation de CO02 par l'acide pyruvique

L'entrée de l'acide pyruvique dans le cycle des acides tricarboxyliques
par la voie de I'acétyl-CoA, puis par celle de la formation d’'acide citrique
dépend d’une concentration suffisante de I'acide oxaloacétique. Cette
concentration est entretenue par la fixation de CO2 sur le pyruvate avec
formation d’oxaloacétate.

Dés que les acides en C4 sont épuisés, le CO2 devient essentiel au
déroulement de la respiration par la voie du cycle de Krebs.

D’autre part, s'il est vrai que l'acétate (C2) n’entre dans le cycle que
par la formation d’acétyl-CoA impliquant la consommation d’ATP, le pyru-
vate (C3), par décarboxylation oxydative, donne, sans intervention d'ATP,
mais avec une réduction simultanée de NAD, de Il'acétyl-CoA qui entre
dans le cycle.

Les bactéries propioniques ont été le siege de la découverte de la
fixation de CO2 par les hétérotrophes (Wood et Werkman). Chez ces bacté-
ries, pendant la fermentation du glycérol, le CO2 est utilisé pour fournir de
I'acide succinique. Chez E. coli, la vitesse de formation du succinate en
présence de pyruvate dépend de la pression de CO2

Le CO2 apparait dans le succinate selon les réactions suivantes :

CHi +CO, COOH +"S cooH Hfi cooH +H  cooH
e A I T |
c=0 CH,, CH., CH CH,,
COOH C=0 HCOH (le Thz
COOH COOH COOH COOH
Ac. Ac. Ac. malique Ac. fumarique Ac. succinique
pyruvique oxaloacétique

L'utilisation de carbone marqué a montré que le CO? fixé sur le pyru-
vate contribue a la synthése glucidique chez les hétérotrophes. Par
exemple, le glycogéne du foie des animaux contient des atomes de carbone

dérivés du CO02 : ceux qui occupent dans I'unité hexose les positions 3- et 4-,

Ceci prouve que la glycolyse est partiellement réversible, le CO2 étant
utilisé pour former un triose-phosphate en passant par I'acide 3-phosphogly-
cérique.

h,ccpo3h? h2copo3h? h2copo3h?
| | |
HCOH HCOH HCOH
"COOH ‘CHO f "CHOH
s |
‘COOH *CHI,OH | "CHOH
| |- «] |
HCOH co : co
| |
HoCOPOgHo h2copo3h? HoCOPOgH,

Ac. 3-phosphoglycérique Triose-phosphate Fructose-1,6-PP
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b) a-carboxylation

Elle s’accomplit par inversion de la décarboxylation oxydative des
acides a-cétoniques. L’'a-carboxylation (fournissant par exemple de I'acide
pyruvigue ou de l'acide a-cétoglutarique), contrairement a la R-carboxy-
lation, implique l'intervention d’ATP, la réaction générale étant

R—COOH + C02 + 2H+ + 2e + ATP >~ R—CO—COOH + P, + ADP
La réversibilité de la décarboxylation oxydative des acides a-céto-
niques doit étre considérée comme possible, mais non comme établie.
2. Biosynthése du groupe méthyle et transméthylations

a) Biosynthése du groupe —CHS

L'acide tétrahydrofolique

(? COOH
I H
Ic—n—ch—chl-chl—cooh
Acide tétrahydrofolique
est le coenzyme intervenant dans le transfert d'unités Ci. Les atomes
d’azote en position 5 et 10 sont les sites actifs de cette molécule. A partir

d’acide formique on a, en présence d’ATP, la formation d’acide N10-formyl-
tétrahydrofolique

H HC=0

HCOOH + ATP + —CH2— N10— —CH2—N10— + ADP + Pt

En présence de donneurs d'unités Ci, la sérine par exemple, on a, au cours
d’'une premiére réaction, fixation du carbone sur NI0 :

H
H HCOH

CH2—CH—COOH+ —CH2—N**— “~ CH2—COOH + — CH2—N10—
OH NH2 NH2

Sérine Glycocolle

avec pour conséquence la formation d'acide NI10-hydroxyméthyltétrahydro-
folique. Ce composé se cyclise rapidement entre les azotes N5 et Nl avec
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perte d’une molécule deau pour former Il'acide N5, NI0-méthylénetétra-
hydrofolique :

0 COOH
IoH o

c—n-ch-ch2-ch2-cooh

Acide N', Nu-méthylénetétrahydrofolique

L'oxydation de cette molécule par NADP aboutit & la formation d’acide
N3, Nl0-anhydroformyltétrahydrofolique qui est le donneur universel
d’unités C? :

Acide N", N"-anhydroformyltétrahydrofolique

L'acide N5, NI(-méthylenetétrahydrofolique peut subir une réduction par
I'intermédiaire d’une flavoprotéine avec pour conséquence la transforma-
tion de la fonction méthyléne en groupe méthyle fixé sur Nb.

L'acide Nr-méthyltétrahydrofolique ainsi formé est le donneur de
méthyle intervenant dans la synthése de la méthionine et de la thymine.
La réaction nécessite la présence d'ATP et est catalysée par un enzyme
requérant la cyanocobalamine.

b) Transmeéthylations

On appelle ainsi le transfert d’'un groupe méthyle d’'une molécule a
une autre. Pour distinguer les méthyles fixés par transméthylation, des
méthyles d’autres origines, on donne aux composés contenant un méthyle
qui y a été fixé par ce procédé, le nom de composés a méthyle labile.
Tels sont la choline, la méthionine, la glycocolle-bétaine, la sarcosine,
I'adrénaline, l'ansérine, la méthylnicotinamide, la créatine, le diméthyl-
glycocolle, etc.

Un composé a méthyle labile n'est pas nécessairement capable de
donner ce méthyle a un accepteur. A ceux qui peuvent accomplir cet
abandon, on donne le nom de donneurs de méthyle. La choline, la glyco-
colle-bétaine et la méthionine sont des exemples appartenant a cette
catégorie. En derniére analyse, c'est toutefois de la méthionine que le
méthyle labile passe a l'accepteur. La choline, libérée des lécithines par
exemple, est oxydée en bétaine qui, en présence d’'une méthyltransférase
spécifique (bétaine : L-homocystéine S-méthyltransférase, E. N. 2.1.1.5) céde
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un groupe meéthyle a I'homocystéine avec pour résultat la formation de
méthionine.

ch3 ch3 nh?
CH3—N+—CH2—CH20OH-»CH3—NT—CH2—COO- + HS—CH2—CH2—CH—COOH

CH3 ch3

Choline Bétaine Homocystéine

CH3

\
-» N—CH2—COOH + CH3—S—CH2—CH2—CH—COOH

CH3 NH2

Diméthylglycocolle Méthionine

La méthionine intervient dans les réactions de transméthylation sous
forme d'un dérivé sulfonium dont I'énergie libre d’hydrolyse est voisine
de 8 Kcal IVTL Ce dérivé, la S-adénosylméthionine

0. chl?-s—ch2-ch?-ch—cooh

NH,
QX N
Xl ch3 nh?

"t
OH OH
S-adénosylméthionine

est formé en présence d’ATP au cours d’une réaction catalysée par
I'adénosyltransférase de la méthionine (E. N. 2.5.1.6)

ATP + L-méthionine + H20 — P, + PP[ + S-adénosylméthionine

C’est donc toujours de la méthionine que le méthyle labile passe a
I'accepteur.

B. VOIES DU METABOLISME PRIMAIRE

Dans les chapitres qui précédent nous avons présenté les voies prin-
cipales du métabolisme primaire.

Il'y a néanmoins des séquences anaboliques qui n'ont pas été décrites,
en dépit du fait que les molécules résultant de leur activité sont d’utilisation
générale dans la biospheére.

Dans les pages qui suivent on trouvera I'essentiel de ce qu’il faut savoir
a propos de ces voies métaboliques.
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1. Biosynthése des oses

Le processus majeur de la synthése des oses dans la nature est la
synthése autotrophe que nous étudions aux chapitres 13 et 19.

Toutefois la synthése de molécules d'oses s’accomplit de facon géné-
rale dans les cellules, par inversion des réactions d’amorcage. C’est ainsi
gu'un acide gras peut dans certaines catégories de cellules donner de
I'acétyl-CoA qui ne pénétre pas dans le cycle des acides tricarboxyliques,
mais suit la chaine glycolytique du glucose renversée, avec remplacement
des chainons non réversibles par des réactions synthétiques dont les
enzymes sont indiqués dans la figure 11-2.

Les acides aminés peuvent aussi donner des molécules d’hexoses et
ce caractére « glucogénique » est particulierement clair dans le cas des
acides aminés qui pénetrent dans les réactions d’amorcage au niveau de
I'acide a-cétoglutarique ou de l'acide pyruvique. Les acides aminés, péné-
trant au niveau de l'acétoacétate peuvent aussi, généralement, suivre la
méme voie, mais il leur arrive de provoquer une accumulation d’'acide
acétoacétique et d’autres corps « cétoniques ». lls peuvent ainsi étre « céto-
géniques ».

Quant a la biosynthese des pentoses, nous avons déja montré qu'elle
peut s'accomplir au cours du shunt des hexose-monophosphates (p. 286).
D’autres aspects de cette biosynthése sont considérés ci-dessous.

2. Biosynthese des pentose-phosphates

Le D-ribose-5-phosphate est formé comme nous l'avons vu, a partir
du G-6-P dans le shunt des hexose-monophosphates.

Une autre méthode est la condensation d’unités C> et C3 réalisant la
biosynthése des esters phosphoriques des pentoses et des désoxypentoses
et en particulier du désoxyribose.

La réaction réversible suivante

Glycéraldéhyde-3-P + acétaldéhyde” désoxyribose-5-P

est une aldolcondensation réversible, catalysée par la désoxyriboaldolase
(E. N. 4.1.2.4). Cet enzyme a été préparé a partir d'f. coli, et de nombreux
tissus animaux et le désoxyribose-5-P formé au cours de cette réaction
pénetre dans les nucléosides.

En ce qui concerne le métabolisme des pentose-phosphates, les réac-
tions principales sont des réactions de transaldolisation et de transcéto-
lisation.

Une transcétolase (E. N.2.2.1.1) a été isolée des tissus végétaux de
méme que des tissus animaux et elle catalyse la réaction suivante :

Ribulose-5-P + ribose-5-P” sédoheptulose-7-P + glycéraldéhyde-3-P

L'enzyme est peu spécifique et il attaque aussi le ribulose-5-P, le sédo-
heptulose-7-P, le L-érythrulose, I'hydroxypyruvate et le fructose-6-P.
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II s’opére une rupture de la liaison cétol et le « glycolaldéhyde actif » qui
est formé se condense avec un aldéhyde accepteur. Quand I'accepteur
est le glycéraldéhyde-3-P, il se forme du ribulose-5-P.

3. Biosyntheése des liaisons osidiques

Bien que, théoriqguement, les enzymes hydrolysant les liaisons osidiques
soient capables de catalyser la liaison inverse de synthése, cette derniére
n'est pas a considérer en fait.

Dans le cas du saccharose, par exemple, l'action de [Ilinvertase
s accomplit a peu prés compléetement de gauche a droite. L’'une des sub-
stances intervenant dans la réaction, I'eau, ayant une concentration énor-

mément prédominante, la réaction d'hydrolyse du saccharose est en
pratique irréversible.

La synthése des osides s'opére en fait a partir de leurs dérivés
phosphorylés.

Chez les végétaux, elle résulte de la condensation et de la déphospho-
rylation simultanée d’'une molécule de glucose phosphorylé et d’une molé-
cule de fructose phosphorylé, en présence de phosphorylase du saccharose.
Il existe un systéme, qu'on a isolé a partir de diverses bactéries et qui, en
présence de G-1-P et de D-fructose, condense ces deux molécules en
saccharose avec élimination d'acide phosphorique. Cette phosphorylase
du saccharose est capable de combiner avec le glucose, par exemple, un
aldose, le L-arabinose avec formation d’une liaison osidique 1-3. Elle est
donc peu spécifique de la deuxieme moitié de la molécule. D’autre part,
cette saccharose-phosphorylase est capable d’utiliser comme donneur de
glucose, dans la formation du saccharose, d'autres sources que le G-1-P.
Elle est donc aussi une transglucosidase capable de transférer le glucose
venant de donateurs divers, a des accepteurs divers.

4. Biosynthése des polysaccharides
a) Synthése du glycogéne

Comme nous l'avons dit, le glycogéne est un polymére ramifié dont
I'unité est le D-glucose. Quatre enzymes sont nécessaires pour la dégra-
dation du glycogéne en glucose, et pour la synthése du glycogéne a partir
du glucose. Deux de ces enzymes agissent aussi bien dans un sens que
dans l'autre, mais deux autres sont caractéristiques du sens de la réaction,
comme le montre la figure 15-2.

La premiére étape de la synthése est la phosphorylation par I'intermé-
diaire de I'ATP, I'hexokinase étant présente comme catalyseur. C’est ici
que se produit la dépense majeure d’énergie : une liaison riche de pyro-
phosphate (8 Kcal M1) forme une liaison glucose-6-phosphate (3 Kcal M ’)
et par cette réaction en pratique irréversible, la molécule de glucose est
activée et préparée a diverses séquences métaboliqgues. Dans le cas qui
nous occupe, sous l'action de la phosphoglucomutase, il s'établit un équi-
libre entre G-6-P et G-1-P: en fait cet état déquilibre fait partie du
steady state des cellules et varie d’une cellule a l'autre selon ce steady state.
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Dans une troisieme étape, deux enzymes entrent simultanément en
action : la phosphorylase et I'enzyme ramificateur. La portion glucose
d’'une molécule de glucose-l-phosphate s'ajoute au résidu glucose termi-
nal d'une chaine, avec perte de phosphate : le phosphate en C-1 est
échangé contre une liaison osidique avec le quatrieme atome du résidu
terminal de glucose : il y a peu de changement d’énergie libre. Dans cette
synthése, les deux substrats sont donc le glycogéne d’une part et le
glucose-1-phosphate d'autre part. C'est le rapport des concentrations de
phosphate inorganique et de glucose-l-phosphate qui commande le sens
de la réaction. Comme, au pH 7.0, le rapport d'équilibre de la réaction
réversible est de 3.2, la synthése de glycogene s’opérera s’il y a plus d’'une
molécule de glucose-1-phosphate pour trois molécules de phosphate
inorganique. Les facteurs diminuant la concentration des phosphates inor-

glycogene + phosphate
phosphorylase phosphorylase

amyto — (7,4-*-7,6) — transglucosidase amyto — 1,6 — glucosidase

(ramificateur) déramificateur
G — 1 — P (+ glucose)
phosphoglucomutase phosphoglucomutase

hexokinase a_g_p G-6-phosphatase
ATP + glucose
phosphorylation
oxydative
ADP + P

phosphohexose-

isomérase

glycerol-...... *e Fructose — 6—P 6-phosphogluconate

ac. lactiqgue -, ac. pyruvigue*—ac. aminés

FIG. 15-2. Schéma de la synthése et de la dégradation du glycogene dans le foie
(d’apres G. Cori).

ganiques auront donc tendance a favoriser la synthése. Quand, dans la
structure ramifiée de la macromolécule de glycogene, il s’est formé un
rameau latéral de 8 unités glucose, un nouvel enzyme entre en jeu. C'est
une a-14-glucan: a-1,4-glucan 6-glucosyltransférase (E. N. 2.4.1.18) qui
transforme une liaison 1,4 en liaison 1,6 et opére une bifurcation. Cet
enzyme était anciennement appelé « enzyme Q » ou « enzyme ramifiant ».

On voit donc que si la concentration du glycogéne dans une cellule
peut étre influencée par les enzymes et par les hormones ou d'autres régu-
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lateurs éventuels, la structure de la macromolécule du glycogéne est une
traduction du rapport des activités respectives de la phosphorylase, du
ramificateur et du déramificateur.

b) sSynthése de I'amylopectine

L'enzyme qui catalyse la ramification est une transglucosidase qui
convertit 5 % des liaisons 1-4 de l'amylose en 1-6. Il n'entre en jeu que
lorsque quarante-deux résidus de glucose au moins ont été unis en amy-
lose. La réaction de formation est la suivante :

a-D-glucose-1-phosphate “™ amylose -> amylopectine

C) Synthése des liaisons B des polysaccharides

On connait un enzyme qui au cours de la synthése d’une liaison
osidique accomplit une inversion du type de liaison.

a-D-glucosyl-D-glucose + P, ©~ RR-D-glucose-1-P + D-glucose
(ou maltose)

Ceci montre la possibilité de la formation de saccharides complexes a
liaisons B par l'intervention d’enzymes transglucosidants.

5. Biosynthése des liaisons peptidiques et amidiques

L'acide hippurique dérive chez les animaux de I'acide benzoique et du
glycocolle, associés par une liaison amide secondaire comparable a une
liaison peptidique, dont la formation a été bien étudiée.

Ce mécanisme exige ATP comme donneur d’énergie et utilise le
coenzyme A comme agent acylant (cfr la synthése de I'acétylcholine, p. 209).

benzoyl-AMP + PP}

Acide benzoique

Benzoyl-AMP + CoA -> benzoyl-CoA + AMP

Benzoyl-CoA + glycocolle

0
Acide hippurique

Un deuxieme type de synthése de liaison amide secondaire est fourni
par la synthese d’un constituant du coenzyme A, l'acide pantothénique. Cet
acide est synthétisé par la plupart des microorganismes et des plantes
vertes. Beaucoup de mammiféres en sont incapables, c'est pourquoi il est
nécessaire de fournir cette molécule dans le régime afin de permettre la
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synthése du coenzyme A. La voie biosynthétique débute a I'acide a-céto-
isovalérique :

\ HCHO + 2H
CH—C—COOH H2C—C—C—COOH
/ ou

0 ho ch3o

Ac. a-cétoisovalérique Ac. cétopantoique
3-alanine
HoC—C—CH—COOH
ATP
HO CH3O0H
Ac. pantotque
CHg H

H2C—C— CH—C—N—CH,—CH2—COOH + PP; + AMP

HO CH3OH O

Ac. pantothénique

Comme dans le cas précédent, il y a hydrolyse de I'ATP en AMP et PP*
mais pas d'utilisation du CoA.

On connait depuis longtemps un tripeptide répandu dans les cellules
animales et végétales : le glutathion. Il s’agit du y-glutamylcystéinylglyco-
colle dont la synthése s’effectue en deux étapes :

L-glutamate + L-cystéine + ATP — L-y-glutamylcystéine + ADP + P[

L-y-glutamylcystéine + glycocolle + ATP -» glutathion + ADP + Pj

qui sont catalysées par des enzymes différents. Il existe sous deux formes,
la forme réduite (ou forme thiol) et la forme oxydée ou déshydrogénée
(forme disulfure).

6. Biosynthése de certains coenzymes

Acide folique. Encore appelé acide ptéroylglutamique, cet acide est
synthétisé par de nombreuses formes animales ou végétales a partir de
guanosine, selon une voie commune, tout au moins au début, a celle de la
synthése des ptéridines. Les acides dihydroptéroique et dihydrofolique ont
pu étre obtenus a partir de 2-amino-4-hydroxy-6-hydroxyméthyldihydropteé-
rine, d’'acide p-aminobenzoique, d’acide glutamique et d’enzymes partielle-
ment purifiés.

Vitamine B12. C’est la cyanocobalamine qui est synthétisée, tout comme
les porphyrines, a partir d’acide 6-aminolévulinique. Les groupes méthyle
additionnels proviennent de la méthionine alors que I'aminoisopropanol
dérive de la thréonine. L'origine du ribonucléoside de 5,6-diméthylbenzimi-
dazole est inconnue.
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Thiamine et pyrophosphate de thiamine. La thiamine est synthétisée
a partir de la 2-méthyl-4-amino-5-hydroxyméthylpyrimidine et du 4-méthyl-
5-(P-hydroxyéthyl)-thiazole. L'origine de ces deux composés est inconnue.

En présence d'ATP et de I'enzyme approprié, la thiamine est transfor-
mée en sa forme active dans les décarboxylations oxydatives

Thiamine + ATP -> pyrophosphate de thiamine + AMP

Riboflavine. Elle est synthétisée par les levures, les bactéries, les
moisissures, les champignons et les plantes vertes. Les animaux semblent
en étre incapables. Les détails de la biosynthése ne sont pas parfaitement
connus. On considére en général que les stades initiaux sont trés voisins
de ceux de la synthése des purines et qu'un des intermédiaires est la
6,7-diméthyl-8-ribityllumazine.

OH OH OH

| | |

ch?>— C — C—C — ch2oh
| | |

H H H

0

6,7-diméthyl-8-ribityllumazine

Phosphate de pyridoxal. La pyridoxine, synthétisée par les plantes et
des microorganismes, est, dans le foie de mammifére, phosphorylée puis
oxydée par une flavoprotéine spécifique en phosphate de pyridoxal. On ne
connait encore rien au sujet de la synthése de la pyridoxine

CHO
Pyridoxine Pyridoxal
H,C—NH, cnn OH
N N OH
Pyridoxamine Phosphate de pyridoxal

Biotine. C'est un coenzyme qui intervient dans la fixation du CO2
dans des molécules organiques. Il a été isolé et sa structure a pu étre
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établie. Ce coenzyme est fixé par une liaison amide au groupe aminé . de
la lysine de I'apoenzyme. Il est synthétisé dans les plantes et les micro-
organismes mais les voies métaboliques suivies sont encore inconnues.

HN NH

N's./Nch2)4—cooh

Biotine

7. Biosynthése des purines, des pyrimidines, des nucléosides et des
nucléotides.

a) Noyau de la purine

Nous possédons une image assez compléte des étapes essentielles de
la synthése de novo du noyau de la purine. L'emploi des isotopes radioactifs
a permis de repérer l'origine des divers carbones et azotes qui forment le
squelette des purines. Comme l'indique le schéma

ac.Aspartique N
Formiate

Formiate

Glutamine Glutamine
(N amidé (N amidé)

ces atomes proviennent tous de précurseurs trés simples, associés a la
suite d’'une longue séquence de réactions enzymatiques dont voici les
étapes principales.
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La lettre R représente le fragment 5-phosphoribosyl. Certaines de ces
réactions sont réversibles.

Les intermédiaires peuvent étre divisés en trois groupes :
i) les ribotides acycliques représentant les étapes initiales de la synthése,
i) les ribotides de I'imidazole,

ii) les ribotides de la purine dont le précurseur commun est l'acide ino-
sinique (ribotide de I’hypoxanthine).

On peut voir que la formation de ribotide (ribotide de glycinamide)
apparait précocement dans la séquence. Eile implique la participation du
5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (formé a partir de ribose-5-P et ATP) qui
réagit avec la glutamine pour donner un sucre aminé, la 5-phosphoribosyl-
l-amine. Le glycocolle se fixe alors sur cette molécule pour donner le
ribonucléotide (ou ribotide) de glycinamide.

b) Noyau de la pyrimidine

La voie principale aboutissant a la formation du noyau de la pyrimidine
débute par la synthése de carbamyl-phosphate et comprend les intermé-
diaires suivants :

0
nh? | |
O=c chl
P | |
NH-CH
H
COOH
Carbamyl-phosphate Ac. carbamylaspartique Ac. dihydroorotique
0 0 0
H
R R
Ac. orotique Ac. orotidylique Ac. uridylique

La condensation du carbamyl-phosphate et de I'acide aspartique aboutit
a la formation de carbamylaspartate dont la cyclisation fournit l'acide
dihydroorotique qui est alors oxydé en acide orotique. C'est a partir de ce
noyau pyrimidiqgue que les bases intervenant dans la formation des acides
nucléiques sont synthétisées. Il faut toutefois remarquer que les transfor-
mations ne s’'opérent pas a partir de la pyrimidine libre mais bien a partir
du nucléotide correspondant. C’est ainsi que I'acide orotique est transformé
en acide orotidylique (orotidine-5-P) par fixation de ribose-5-phosphate. Par
décarboxylation, on obtient I'acide uridylique (uridine-5-phosphate, uridine
monophosphate UMP). Cette derniére molécule peut étre phosphorylée en
UDP ou UTP.
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Contrairement a ce qui est observé dans le cas de la synthése des
purines, la formation du nucléotide (ribotidation) apparait alors que le
noyau de la pyrimidine est déja constitué.

¢) Biosynthése des nucléosides a partir des bases puriques ou pyrimidiques

Les nucléotides peuvent étre hydrolysés en nucléosides et ortho-
phosphate au cours de réactions catalysées par des nucléotidases. Des
enzymes extraits de divers organes (rate, foie, rein, moelle osseuse, etc.)
sont d’autre part capables de rompre la liaison N-glucosidique des nucléo-
sides. Les informations dont on dispose actuellement semblent indiquer
qgu’il y a des nucléosidases spécifiques des purines et des pyrimidines.
Ces enzymes sont classés en deux catégories selon leur action hydro-
lytique ou phosphorolytique.

Uridine + H20 -» uracile + ribose
Inosine + phosphate “~ hypoxanthine + ribose-1-P

Guanosine + phosphate “~ guanine + ribose-1-P

Si le ribose-phosphate et la base purique sont en concentrations équi-
moléculaires, la formation du nucléoside se réalise a concurrence de 85
a 90 %, a I'équilibre, ce qui suggére que ces enzymes (phosphorylases de

nucléosides) pourraient jouer un réle dans la synthése des nucléosides.

d) Interconversion des nucléosides par transfert

Les enzymes mis en jeu sont des nucléoside ribosyl-transférases
(E.N. 2.4.25) ou des nucléoside désoxyribosyl-transférases (E.N. 2.4.2.6).
lls catalysent les réactions générales suivantes :

D-ribosyl-R + R' “~ D-ribosyl-R' + R

2-Désoxy-D-ribosyl-R + R’ 2-désoxy-D-ribosyl-R' + R

ol R et R' représentent des bases puriques et pyrimidiques.

e) Interconversion des nucléosides et des nucléotides par des réactions autres que
des transferts

Les faits expérimentaux doivent faire admettre que dans la biosynthese
il ne s'opére pas, a partir des éléments de départ, de synthése d’'une
série de nucléosides et de nucléotides. Au contraire, il semble que la
synthése soit limitée a un représentant d'un dérivé de purine et d'un
dérivé de pyrimidine, et que par oxydation et par amination, les autres

soient formés a partir de ces corps de base. On a, par exemple, isolé
I'enzyme qui catalyse I'amination de linosine :

NHg + inosine “ adénosine + H20

II s’agit de la désaminase de I'adénosine (E.N. 3.5.4.4).
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8. Biosynthese des coenzymes dérivés des nucléosides pyridiniques

Nous avons & propos de la dégradation du tryptophane, mentionné
la voie conduisant a I'acide nicotinique. La conversion directe de I'acide
nicotinique en nicotinamide n’a jamais été mise en évidence. On connait
mieux le passage de la nicotinamide aux nucléotides de nicotinamide qui
s'opére selon le schéma suivant :

Ac. nicotinique + phosphoribosyl-PP -> mononucléotide nicotinique + PP,  (15-7)
Mononucléotide nicotinique + ATP -» désamido-NAD + PP, (15-8)

Désamido-NAD + glutamine + ATP -» NAD + ac. glutamique + AMP + PP,

(159)
La réaction (15-9) catalysée par la synthétase du NAD (E.N.6.3.5.1) est
inhibée par I'azasérine.

Une autre réaction, catalysée comme la réaction (15-8), par la pyro-
phosphorylase du NAD (E.N. 2.7.7.1) utilise le mononucléotide de nicotina-
mide selon le schéma

Mononucléotide de nicotinamide + ATP < NAD + PP,

Le mononucléotide de nicotinamide étant lui-méme formé par la réaction
suivante :

Nicotinamide + phosphoribosyl-PP -> mononucléotide de nicotinamide + PP,

La synthese de NADP s'accomplit a partir de NAD. C'est une réaction
typiqgue de phosphokinase ;

Mg><

NAD + ATP----> NADP + ADP

La synthese des nucléotides de la flavine est catalysée par la kinase de
la riboflavine (E.N. 2.7.1.26) :

Riboflavine + ATP -» FMN + ADP

Le dinucléotide (FAD) est formé a partir du mononucléotide et d'ATP :

Mg+*
FMN + ATP---> FAD + PP,

Quant au coenzyme A, sa synthése se fait selon les étapes suivantes :
Ac. pantothénique (pantoyl-B-alanine) + ATP----> ac. 4'-phosphopantothénique + ADP

Ac. 4'-phosphopantothénique + ATP (ou CTP)

» 4'-phosphopantothényl-AMP + PP,

4’-Phosphopantothényl-AMP + cystéine----- > 4'-phosphopantothénylcystéine + AMP
- CO,
4'-Phosphopantothénylcystéine-----» 4'-phosphopantéthéine
Mg++
4'-Phosphopantéthéine + ATP---> déphospho-CoA + PP,

Le phosphate 3'- de l'adénosine est absent dans le déphospho-CoA, d’ou
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son nom. En présence d'une kinase du déphospho-CoA (E.N. 2.7.1.24), on
obtient

Mg++

Y
Déphospho-CoA 4- ATP-----> CoA + ADP

C) VOIES DU METABOLISME SECONDAIRE

1. Chimie des isoprénoides (terpénes)

Les terpénes et leurs dérivés constituent un groupe de substances
naturelles qu’on peut rattacher a l'isopréne CSHS8
CH3
| |
ch2=c—ch =ch,

Isopréne

L'isoprene n’existe pas dans la nature a I'état libre, mais on le trouve
dans la biosphére sous la forme de nombreux polyisoprénes.

On peut répartir ces derniers en trois groupes : terpénes inférieurs,
caroténoides et polyterpénes.

a) Terpénes inférieurs

lls résultent de la condensation de deux (monoterpénes), de trois
(sesquiterpénes), de quatre (diterpénes), de six (triterpénes) ou de huit
(tétraterpénes) résidus d’isopréne. Les terpenes inférieurs sont trés répan-
dus dans les huiles essentielles de nombreux végétaux. Le phytol, alcool
non saturé présent dans la molécule de chlorophylle est un dérivé de
diterpéne.
CH{— CH—(CH,)3—CH—(CH,,),,—CH—(CH,),)— C = CH—CH,OH
| | | "1
CHg CH3 CH3 c
Phytol

H3

b) caroténoides
iy Définition

L'une des catégories de dérivés de l'isopréne est celle des caroté-
noides, pigments dont la couleur va du jaune au rouge et qui sont de
nature aliphatique ou alicyclique. Ce sont, selon la définition de Karrer,
des dérivés de plusieurs unités d’isopréne (souvent huit) réunies de telle
sorte que les deux groupements méthyle les plus proches du centre de
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la molécule sont en position 1-6, tandis que les autres groupes méthyle
latéraux sont en position 1-5.

+C=CH-CH=CH-C=CH-CH CH-CH=C-CH=CH-CH=1

CH, CHj chi CH,
©- mO o= -©
<tk €

La série de doubles liaisons conjuguées constitue le systéme Chro-
mophore des pigments caroténoides.

ii) Classification

On distingue deux classes de caroténoides naturels: les caroté-
noides proprement dits, en C40 (8 résidus d’isopréne) et les caroténoides
en moins de C40. On peut considérer les caroténoides naturels comme se
rattachant au lycopéne (C40H56), pigment rouge de la tomate.

Il peut s'opérer une cyclisation qui aboutit a la formation de caroté-
noides mono- ou bicycliques. Les carotenes représentent différentes com-
binaisons des groupes terminaux A, B et C réunis par une chaine de dix
doubles liaisons conjuguées :

Lycopéne A+ A B-caroténe : B + B
y-caroténe A + B a-caroténe : B +C
6-caroténe A+ C e-caroténe : C +C
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L’'introduction de diverses fonctions oxygénées

0 0
—OH, —c/ , —!/
\
OH OCHg

donne naissance a toute une série de dérivés. Les caroténes (carotte,
citron, orange, abricot, etc.), et le lycopéne (tomate) sont, par exemple,
des hydrocarbures, tandis que la cryptoxanthine (fruit du coqueret, jaune
d'eeuf, etc.), la rubixanthine (fruit de [I'églantier, etc.), la xanthophylle
(feuilles vertes et feuilles jaunies, fleur de pissenlit, jaune d'ceuf, etc.), la
lutéine (citrouille, nombreuses fleurs jaunes, etc.), la zéaxanthine (graines
de mais, jaune d'ceuf, etc.), la flavoxanthine (fleur du bouton d'or, etc.), la
violaxanthine (fleurs du cytise, etc.), la taraxanthine (fleur du pissenlit, etc.)
et la fucoxanthine (algues du genre Fucus, etc.), sont des alcools. D’autre
part, la rhodoxanthine (baie de [I'if, etc.) est une dicétone, alors que la
capsanthine (piment) et la capsorubine (piment) sont des oxycétones et
que la crocétine (safran ou pigment du pollen de Crocus, etc.) est un acide.
Enfin, par dégradation oxydative, la chaine peut étre raccourcie. Les
pigments caroténoides sont répandus dans la biosphére aussi bien chez
les végétaux que chez les animaux, les algues et les bactéries.

Tableau 15-1
CAROTENOIDES NATURELS DONT LA STRUCTURE EST CONNUE

(d’aprés Karrer et Jucker)
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2. Chimie des isoprénoides (dérivés naturels du phénanthréne)

II existe dans la biosphére de nombreuses substances qui, du point
de vue de la chimie organique, sont apparentées au phénanthréne. Ce
dernier, ChH10, est retiré de la fraction du goudron de houille a partir
de laquelle on obtient aussi I'anthracéne, dont il est un isomeére.

Parmi les dérivés du phénanthréne présents dans la biosphére, on
trouve de nombreux pigments quinoniques et de nombreux alcaloides,
comme par exemple ceux du groupe de la morphine. Mais les dérivés
du phénanthréne les plus caractéristiques des étres vivants sont ceux
qui, du point de vue de la chimie organique, se rattachent a une com-
binaison du noyau phénanthréne et d’'un autre noyau, le cyclopentane.

Quand un atome d’hydrogéne est fixé a chaque carbone du phé-
nanthréne, les doubles liaisons disparaissent et on obtient le perhydro-
phénanthréne.

Perhydrophénanthréne Cyclopentane

On retrouve la structure du cyclopentane et celle du perhydrophé-
nanthréne dans le cyclopentanoperhydrophénanthréne, ou vulgairement
stérane :

Les dérivés naturels de ce noyau, ou stéroides, sont des dérivés
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oxygénés, alkyles-substitués de [I'hydrocarbure, et ils ont la formule
générale suivante, dans laquelle R et R' varient d’'un dérivé a un autre ;

Dans la biosphére, cette formule est présente sous les formes d’une
série de variantes dont les plus importantes sont les suivantes :

R R'
ch3
Cholestérol (1) ch3 CH—(CH2)3—CH(CH3)2
Acides biliaires CH3 ch3

—ch—(Ch2|2—COOH

Substances androgénes ch3 OH ou O
Substances lutéales CH,j acétyle
Substances oestrogénes — OH ou O

(A = noyau benzéne)

a) stérols

Dans la biosphére, les stérols ont généralement un seul oxhydryle
alcoolique, et ils portent une chaine latérale.

Leur formule générale

(x) Les autres stérols possédent des doubles liaisons dans la chaine latérale ou des substitutions
par des groupes alkyle.
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les fait considérer, du point de vue de la chimie organique, comme
des dérivés du cholestane C27H48 ou du coprostane (allocholestane)

21 26
CH3
CH;j
n

Cholestane

La molécule du cholestane contient huit carbones asymétriques (5, 8,
9, 10, 13, 14, 17, 20) : il a théoriquement 256 stéréoisoméres. Quand un
oxhydryle est fixé en C-3, le nombre de ces stéréoisoméres s'éléve a
512. La plupart des isoméres naturels difféerent uniquement par des parti-
cularités situées au niveau de C-3 ou de C-5. D’une maniére générale,
le méthyle porté par C-10 est situé au-dessus du plan du papier. Si
I'oxhydryle porté, comme c’est généralement le cas, par C-3 est lui aussi
au-dessus du plan du papier, I'isomére sera appelé c/s ou R. Dans le cas
inverse, on I'appellera trans ou a.

Lorsqu’une liaison simple du cholestane est remplacée par une liaison
double, il devient un cholesténe et la position de la liaison double est
indiquée par le premier (dans I'ordre des nombres croissants) des carbones
liés par cette liaison double.

Un des stérols les plus répandus dans la biosphére est par exemple
le cholestérol ou 3 (c/'s)-hydroxy-5-cholesténe.

Cholestérol

Les nombreux stérols de la biosphéere different par le nombre et
la place des doubles liaisons, et par le nombre d’atomes de carbone de
la chaine latérale. Il existe des stérols saturés, tandis que d’'autres ont
une, deux ou trois doubles liaisons. Chez les animaux supérieurs, le
cholestérol est le stérol typique, mais ce n'est pas le cas chez les ani-
maux inférieurs. Chez ces derniers, le cholestérol n'est qu’un stérol parmi
les autres.

L’ergostérol est le principal stérol des champignons, et le fucostérol
celui des algues phéophycées. Les végétaux supérieurs contiennent des
mélanges complexes de stérols. Les bactéries en général ne contiennent
pas de stérols, ni d'ailleurs d'autres stéroides.
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On peut classer les stérols selon leur pouvoir rotatoire, intimement
lié & leur structure :

l. [a]D plus grand que — 90° - systéme de doubles liaisons conju-
guées dans l'anneau B.

. Md de — 80° a — 70 - double liaison 5-6.
. Md de - 20° & + 10° - double liaison 7-8.

IV. Md de + 10° & + 30° - saturés dans le cycle et dans la
chaine latérale (exception : néospon-
gostéral).

V. Md de + 40° a + 50° - double liaison 8-9.

Les stérols du groupe | different de tous les autres. La double liaison
conjuguée dans le cycle B leur confére la propriété de subir des réarran-
gements moléculaires sous l'action des rayons ultraviolets. L'ergostérol,
stérol principal des champignons supérieurs ou inférieurs, appartient a
ce groupe, dont les membres different par la chaine latérale (présence
ou absence de doubles liaisons, fixation de méthyles ou d'éthyles, etc.).
C’est également par les caracteres de la chaine latérale que different les
stérols du groupe Il (cholestérol, campestérol, clionastérol, etc.).

b) Acides biliaires

Les corps qu'on appelle ainsi parce qu'on les a isolés de la bile des
vertébrés, sont voisins des stérols du groupe IV et ils portent sur le
noyau deux méthyles et un oxhydryle au moins. Leur chaine latérale, en
C-5 se termine par un carboxyle. Un exemple est lI'acide cholique.

Acide cholique

C) Autres stéroides naturels

Il existe dans la biosphére des stéroides ayant en position 17 une
chaine de deux atomes de carbone seulement. Ce sont les stéroides a
21 atomes de carbone. lls sont des dérivés du pregnane. A cette caté-
gorie appartiennent la progestérone et les hormones corticosurrénaliennes
des mammiféres.

D’autres stéroides n’ont pas de chaine latérale attachée au carbone 17.
Comme ils sont porteurs des deux habituels méthyles, ils sont des stéroides
en Ci9, dérivés de l'aetiocholane. Parmi eux, on trouve la testostérone et
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les stéroides portant une fonction cétone en position 17, appelés pour cette
raison 17-cétostéroides qui sont présents dans l'urine des mammiferes.

(|:h3

Pregnane Aetiocholane

D'autres stéroides ne sont porteurs que d'un groupe méthyle et
sont des stéroides en Ci8 Ce sont des dérivés d'cestrane. Les plus inté-
ressants sont les hormones cestrogénes dont le cycle A est un noyau
benzene (ex. I'cestrone).

Oestrane Oestrone

3. Biosynthéses des isoprénoides

a) Passage de l'acétate libre a l'acétate actif

Nous avons vu comment se déroulait, au cours des réactions d’amor-
cage, la production d'acétate actif ou acétyl-CoA a partir des diverses
catégories d’aliments. L'acétyl-CoA peut aussi provenir de I'activation de
I'acétate libre et cette opération présente de curieuses particularités. Dans
la levure et dans les tissus animaux, c'est I'ATP qui active l'acétate et
cela par un type particulier de scission de la molécule, fournissant de
'AMP et du pyrophosphate :

Ac. acétique + ATP -» acétyl-AMP + PPS§

Acétyl-AMP + CoA -» acétyl-CoA + AMP

b) Condensation de Cg en acétoacétyt-CoA

C'est une condensation de Claisen modifiée, s’exercant entre deux
molécules d’acétyl-CoA et dont le résultat est I'apparition d'acétoacétyl-
CoA avec séparation d’'une molécule de CoA. Cette réaction est réversible
et I'enzyme qui catalyse la condensation catalyse aussi la thiolyse inverse.
Si une déacylase spécifique est présente, l'acétoacétate est libéré a partir
de l'acétyl-CoA et I'équilibre est ainsi constamment modifié jusqu’a ce que
l'acétyl-CoA soit totalement transformé en acétoacétyl-CoA

CHg-CO-S-CoA + CH3-CO-S-CoA -* CHg-CO-CI-L-CO-S-CoA + HS-CoA
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C) Synthese de l'acide mévalonique

La synthése des isoprénoides comporte trois phases : la synthése
mévalonate, la formation des polyisoprénes et la cyclisation. Les voies

0
I
3 CH,—Cc—CoA

o) 0
i Iy
CH3—C—CH;,—C—CoA

+ CH,—C—CoA

0

CH.,—COOH
HO—C—cCH.,,

CH.,—C—CoA
Il

0
(i-Hydroxy-ti-méthylglutaryl-CoA
NADH
+
CH,—COOH —
+ H* *
CH,—CHO

Complexe E. S.

CH, NH2
! !

CH—CH.,—CH—COOH

CH,
Leucine

I
ox o

] 1
l 1l
C=CH—C—CoA
CH,
Sénécioyl-CoA
1 co, ATP
CH.,—COOH
|t
ch3—C

|
CH—C—CoA

0

2 1
CH2—COOH

n\ 0

HO—C—CH3
1 B

ch2—ch2oh

Ac. (-)-mévalonique Isopréne

FIG. 15-3. Biosynthese du mévalonate (d'aprés Bu'Lock).

allant de Il'acétyl-CoA et de la leucine a l'acide mévalonique sont mon-

trées dans la figure 15-3.

Deux phosphorylations successives fournissent le pyrophosphate de
I'acide mévalonique et une troisieme phosphorylation est suivie de la for-
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mation de A3-isopentényl-pyrophosphate qui a la suite d’un réarrangement
moléculaire, donne le 3,3-diméthylallyl-pyrophosphate (Fig. 15-4).

2 e
CH2- COOH COO'
| ¢
HO — C — CH3 P- ch3 chl-o—pp
As-isopentényl-
t ch2- ch2oh pyrophosphate
CH2- COCOH
HO — C — CH3 HO — C — CH3 CHfO-PP
3,3-diméthylallyl-
ch2—ch2—o—-p ch2—ch?—o—pp pyrophosphate

FIG. 15-4. Conversion du mévalonate en unités a 5 carbones phosphorylées.

o(P)(p

°(Xp
Géranyl-pyrophosphate

Farnésyl-pyrophosphate

Polyisoprénoides

Diterpenes
o (PP
Caroténoides Géranylgéranyl-pyrophosphate

FIG. 15-5. Formation d'un terpéne en Cl0 par alkylation d’un pyrophosphate d allyle.
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d) Synthése des polyisopréenes

Le 3,3-diméthylallyl-pyrophosphate est un agent alkylant intervenant
dans la biosynthese de polyisoprénoides du type de liaison «téte a
gueue ».

Comme le montre la figure 15-5, c’est par l'alkylation de I'isopenté-
nyl-pyrophosphate, précurseur des terpénes, que se forment les terpenes
en Cio- La double liaison de la seconde unité C5 migre comme lindique
la figure 15-5 pour fournir le géranyl-pyrophosphate. Ce dernier est a son
tour alkylé avec formation de farnésyl-pyrophosphate (Ci5), puis de géra-
nylgéranyl-pyrophosphate (Cl0). C'est par ce processus, répété de nom-
breuses fois, que se forme le caoutchouc. Les chaines latérales isopré-
noides des ubiquinones et de la vitamine K résultent aussi d'alkylation de
la méme nature. Quand le processus d’alkylation a partir de I'isopentenyl-
pyrophosphate s’arréte au stade Ci0, C15 ou C20, on obtient les précurseurs
respectivement des monoterpénes, des sesquiterpénes et des diterpénes.

Les triterpénes (C30) résultent du couplage de sesquiterpénes (Cib).
L'une des molécules importantes voisines des triterpénes, le squaléne, est
produite par la chaine de réactions que résume la figure 15-6.

o(P)(P
Farnésyl-PP Nérolidyl-PP

FIG. 15-6. Couplage d’unités CI, dans la synthése du squaléne (d’aprés Bu'Lock).
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Un réarrangement moléculaire du farnésyl-pyrophosphate produit le
nérolidyl-pyrophosphate qui posséde une double liaison terminale, laquelle
peut étre alkylée par une nouvelle molécule de farnésyl-pyrophosphate.
La déphosphorylation finale implique la présence de NADPH.

Les caroténoides (Cdo) résultent du couplage de diterpénes (C20)-

e) Cyclisation des chaines de polyisoprénes

Un exemple est fourni par la conversion du squaléne (voisin des
triterpénes) en un triterpéne cyclisé, le lanostérol. Cette suite de réactions,
représentée dans la figure 15-7, part d’une structure de squaléne en
chaise-bateau-chaise.

FIG. 15-7. Cyclisation et réarrangement du squaléne aboutissant a la formation de
lanostérol (d’aprés Bu’Lock).
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4-u-Méthyl-As-Cholesténol AT:*“-Cholestadiénol
4-a-Méthyl-AT-Cholesténol Desmostérol
Al-Cholesténol Cholestérol

7-Déhydrocholestérol

FIG. 15-8. Voies de la biosynthese du cholestérol (d'aprés Richards et Hendrickson, 1964).
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Le lanostérol est le précurseur du cholestérol. Trois groupes méthyle
sont enlevés par voie oxydative avec formation de CO2 la double liaison de
la chaine latérale est réduite, et celle du noyau polycyclique est déplacée.

Le cholestérol, lui-méme résultant de la mise en jeu d'un systéme
formé par une longue série d'enzymes est probablement converti en
alcools primaires (A/B cis) contenant des groupes hydroxyle supplémen-
taires (dans les positions qu’ils occupent dans les « acides biliaires »),
alcools de I'espéce de ceux qu'on trouve, conjugués avec du sulfate, dans
la bile des sélaciens, des téléostéens et des amphibiens. L'un des alcools
de ce type est le scymnol qui a été extrait de la bile du requin.

OH

|'|| CH20H
I

hc—ch2—ch2- ? - (|:H
OH CH20H

Scymnol

La fonction alcool primaire terminale du C-27 est ensuite oxydée pour
donner des acides coprostaniques hydroxylés tels que ceux qui se trouvent
chez les amphibiens et les reptiles inférieurs. Enfin, une R-oxydation de
la chaine latérale donne les acides biliaires en C24 qui caractérisent les
reptiles supérieurs, les oiseaux et les mammiféres. Chez ces derniers,
ils sont conjugués avec le glycocolle.

La voie mévalonique et stéroide fournit donc I'acide mévalonique qui
est a l'origine de la biosynthése des divers terpénes entrant dans la
composition des huiles essentielles des végétaux, lesquelles jouent un
role écologique important dans le continuum biochimique et notamment
dans les relations entre végétaux et insectes.

Un autre développement de la méme lignée est la biosynthése des
tétraterpenes parmi lesquels on trouve les caroténoides.

Les bactéries, certains champignons et les végétaux sont capables de
synthétiser les molécules de caroténoides, tandis que les animaux peuvent
seulement les modifier, par exemple par oxydation.

La structure caroténoide apparait comme liée de maniere trés générale
a la fonction de photoréception. Le type de photorécepteurs non différenciés
est le type dermatoptique, qu’on trouve depuis les formes les plus primitives
jusgu’au niveau des amphibiens et qui existe aussi chez les végétaux.
Le maximum de cette absorption « dermatoptique » est situé dans [I'ultra-
violet, autour de 365 m"i. Ce mécanisme est a la base des réactions photo-
cinétigues gouvernant les tropismes a I'égard d’'une source lumineuse.
Dans un certain nombre de cas, des photorécepteurs ont secondairement
évolué et a leur niveau ont été biosynthétisés des composés adaptés a
la lumiére venant du soleil. Ces substances relévent toutes du groupe
des caroténoides dont la biosynthése peut étre considérée comme une
adaptation a la fonction de photoréception. Chez les plantes, le photo-
tropisme dépend de la présence de caroténoides tels que la xanthophylle
dans le coléoptyle d’Avena, ou le -carotdne dans les sporangiophores des
phycomyceétes.
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0 =0-CoA

OPOH.,

Géranyl-
pyrophosphate

Farnésyl-
pyrophosphate

FIG. 15-9. Voie mévalonique et stéroide (d'aprés Florkin).

4. Polycétides

La voie métabolique des isoprénoides est un prolongement de la
voie primaire de formation d’acétoacétyl-CoA.

Ce n'est pas le cas pour la voie primaire conduisant par linter-
médiaire du malonyl-CoA a la biosynthése des acides gras (voir p. 255).
Cette voie métabolique présente beaucoup d’extensions latérales de formes
diverses, conduisant dans certains cas a des produits aromatiques, comme
par exemple différents antibiotiques synthétisés par des champignons.

Un exemple est donné par le schéma métabolique conduisant du
malonyl-CoA aux antibiotiques dérivés de la tétracycline (Fig. 15-10).

5. Métabolites de I'acide shikimique

L'acide shikimique est I'un des intermédiaires de la synthése de la
tyrosine. Sur lui vient se greffer une nouvelle voie biosynthétique con-
duisant a I'acide coumarique, et de la a une série de molécules aromatiques
fréquemment trouvées chez les végétaux (voie coumarique).

Il s’agit d’'une séquence impliquant une condensation aldolique du
phosphoénolpyruvate (2 de la fig. 15-11) avec un tétrose (1) pour donner
un sucre a 7 carbones (3). Ce dernier est I'objet d’une cyclisation aldo-
lique qui fournit de l'acide déhydroquinique (4), transformé en acide shi-
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kimique (5) puis en acide préphénique (6) par addition d'énolpyruvate (5).
L'aromatisation de I'acide préphénique donne I'acide phénylpyruvique (7)
qui par transamination aboutit a la synthése de phénylalanine (8). La
désamination résulte en la formation d’'acide cinnamique (9). Une voie
paralléle aboutit a la tyrosine (10) et a l'acide coumarique (11).

9 malonyl-CoA + amide + 2 H + méthionine-Me

N(CH3)2

OH
2H

NH2

FIG. 15-10. Séquence métabolique conduisant du maionyl-CoA aux antibiotiques dérivés
de la tétracycline. Les étapes stéréospécifiques sont marquées de la lettre S (dapres
Bu’'Lock).
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Les dérivés de I'acide shikimique, produits par une voie secondaire
greffée sur la voie primaire de la synthéses des acides aminés aromatiques,
sont trés répandus chez les plantes supérieures et par contre peu fré-
guents chez les champignons.

De l'acide coumarique et du malonyl-CoA dérive la voie flavonoide,
produisant la série des composés en C6-C3-Co, fréquemment présents dans
les végétaux sous la forme de glucosides et parmi lesquels se trouvent
notamment une série de pigments jaunes.

Les voies secondaires flavonoides sont résumées dans les figures
15-12 et 15-13.

Tyrosine
Acide préphénique
Acide

Phenylalanine-»Acide p-cinnamique
Y 7 P q caféique

Acide p-coumarique

Acétate Dérive

du CoA ?
Malonyl-CoA ?

+2H

Chalcones intermédiaires

O-CHs

Formononétine Ouercétine

FIG. 15-12. Biosyntheése d'un flavonol (quercétine) et d'une isoflavone (formononétine) par
I'intermédiaire de chalcones (d'aprés Bu'Lock).

6. Biosynthése des alcaloides et des autres dérivés d’acides aminés

Les alcaloides, présents en grand nombre chez les végétaux, ne
constituent pas un groupe chimique homogene. lls contiennent tous de
I'azote, fréquemment au sein d’'un noyau hétérocyclique, et ils sont pour
la plupart basiques (cationiques). lls sont donc présents dans les cellules
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Arylisocoumarines

Stilbénes
Ar.co.CH = CcH.Ar Aurones
Chalcone
0

Isoflavones

0

Flavones

Anthocyanidlnes

FIG. 15-13. Quelques exemples des voies métaboliques suivies par les flavonoides (d’aprés
Bu'Lock).
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CHCOOH

THygrine
NHo 'V ygrine)

Ornithine

CHCOOH

Acide glutamique

CHCOOH

Lysine

COOH

Acide nicotinique (Anabasine)

(Spartéine)

(Atropine)

(Nécines)

(Cocaine)

(Coniine)

(Pseudopellétiérine)

(Lupinine)

(Cytisine)

FIG. 15-15. Voies de la biosynthese de certains alcaloides (d’aprés Robinson).
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comme cations équilibrant des acides organiques et ils sont fréquem-
ment isolés par traitement au moyen d’'un acide.

Les principaux noyaux hétérocycliques azotés des alcaloides sont
les suivants :

Pyridine Plpéridine Tropane Isoquinoline

Les voies de la biosynthése des alcaloides sont résumées dans les
figures 15-14 et 15-15.

ac. formique thréonine (C-a)
formaldéhyde histidine (C-2)

methanol tryptophane (C-2)
glycocolle (C-a) phénylalanine (C-B et C-6)
ac. glycolique (C-a) tyrosine (C-B et C-6)
sérine (C-a et C-B) acétone

oxaloacétate cycle des acides

tricarboxyliques
succinyl-CoA

phosphoglycéraldéhyde
glycolyse
ac. pyruvigue

sédoheptulose
acétyl-CoA

acides gras shunt des hexosemonophosphates
ac. pyruvigue

ac. aminés

ac. acétique

éthanol.

FIG. 15-16. Sources des principaux matériaux-clés des biosynthéses.
0. LE PRINCIPE D’ECONOMIE BIOSYNTHETIQUE

Les matériaux dont [l'utilisation dans les synthéses a été mise en
évidence sont énumérés, avec l'indication de leurs sources, dans la figure
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15-16 et les formes de leur utilisation se voient dans la figure 15-17.

Les figures 15-17 et 15-18 montrent d’autre part, I'ensemble des voies
des biosynthéses primaires et secondaires.

Un schéma tel que celui de la figure 15-17 nous enseigne, sous
réserve des exceptions, que les organismes, au cours de leur diversifi-
cation et de la réalisation de diverses synthéses adaptatives, n'ont pas
multiplié a I'infini le nombre des voies biosynthétiques. Ils ont pratiqué
une économie de ces voies en recourant souvent a des prolongements
d’'un petit nombre de lignées biosynthétiques auxquelles ils ont ajouté
des extensions terminales ou latérales.

porphyrines sérine (C-B)
CH.~ histidine (C-7)
CO., (méthionine) purines

purines

ac. oxalosuccinique
ac. oxaloacétique
arginine (C guanidique)
glucose (C-3 et C-4)

histidine (C-1 et C-5)

t oxaloacétate pyrimidines
entoses
P méthionine (C-1 a C-4)
désoxypentoses * phosphoglycéraldéhyde ac. aspartique homosérine ----- » thréonine
N L
isoleucine (C-3 et C-4) ac. «-aminobutyrique
valine (C-3 et C-4') |
cystéine >
¥ ) isoleucine (C-L. C-2. C-5, C-6)
glycocolle ac. pyruvique
cystine
roo ! _ _
chaine latérale . alanine succinyl-CoA porphyrines
du tryptophane valine (C-1. C-2, C-4)
leucine (C-3. C-4. C-5, C-5') C., u-cétoglutarate ac. glutamique
. | proline
stéroides, leucine (C-1 et C-2) lysine (C-3 et C-6) |

caroténoides. lysine (C-1 et C-2)
terpenes, ac. oxaloacétique
ac. gras sédoheptulose

hydroxyproline

noy. benzénique
des acides aminés

F

G. 15-17. Utilisation des différents matériaux-clés des biosynthéses.

Chacune des voies, avec ses ramifications, montre aussi la diversité
des variantes que I'évolution a brodées sur un théme commun. Les régions
externes du schéma représentent des biosynthéses plus spécialisées. C’est
ainsi, par exemple, qu'on ne trouve les flavonoides que chez les plantes
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vasculaires, et les anthocyanines surtout chez les angiospermes. Les cou-
marines sont biosynthétisées chez les dicotylédones et les composés ter-
péniques s'observent chez les plantes supérieures.

La biosynthése des porphyrines débute au niveau du glycocolle et du
succinyl-CoA dérivé du cycle de Krebs. L'acide 6-aminolévulinique et le
porphobilinogéne sont situés sur cette voie. Les végétaux prolongent la

mélanine i
o voie
. adrénaline L
coumarique . . alcaloidique
iodotyrosine
voie
aminoacide
glycogéne
voie
5-déhydroquinique voie voie
uridinique porphyrinique
G-I-P
Cycle des
pentoses glycocolle
G-6-P
serine
TFf Cycle de
) ) triose il Lynen malonyl-CoA
acide lactique
. . acides gras
alcool éthylique
pyruvate
voie
aminoacide u-cétoglutarate
voie r Krebs succinyl-CoA
mévalonique
et stéroide
aminoacide
voie hormones acides vitamine voie
alcaloidique stéroides biliaires alcaloidique

FIG. 15-18. Voies biosynthétiques.

biosynthése des porphyrines a travers la branche ferreuse et la branche
magnésienne tandis que cette derniere fait défaut aux animaux. Toutefois
ces derniers ont développé particulierement la branche ferreuse dans le
sens de la biosynthése du dérivé d’héme et de globine portant le nom
d’hémoglobine.
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Plus on va donc vers les régions externes du schéma de la figure
15-18 et plus on reconnait des aspects qui, sous la forme d’extensions
des lignées biosynthétiques, sont propres a des rameaux phylétiques
particuliers.
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Le noyau cellulaire est pour sa plus grande masse formé par un
réseau de chromatine dans les mailles duquel se trouve le suc nucléaire.
Pendant le processus de la mitose, le réticulum de chromatine se distribue
en une série de chromosomes. Une partie importante des chromosomes est
constituée par les génes.
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I. L'ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE (DNA)

A. STRUCTURE DU DNA

Chaque géne est formé par une séquence de nucléotides de désoxy-
ribose au sein d’une macromolécule de DNA. Les nucléotides qu'on peut
isoler du DNA sont les acides désoxyadénylique, désoxyguanylique, désoxy-
cytidylique et thymidylique. Le DNA est relativement résistant aux alcalis et
on le dégrade habituellement au moyen de désoxyribonucléase et de
phosphodiestérase, I'action combinée de ces deux enzymes produisant un
mélange de désoxyribonucléoside-5'-phosphates qu’on peut séparer par
chromatographie.

Un DNA est une chaine linéaire de désoxyribonucléotides unis par des
liaisons phosphodiester 3'-5'. On le trouve dans le noyau, ou il représente
approximativement la moitié de la masse des chromosomes, mais aussi dans
les mitochondries et les chloroplastes. La structure secondaire du DNA est
en forme de double enroulement en hélice. Cette structure a d’abord été sug-
gérée par Pauling et Corey (1953) a la suite de recherches au moyen de la
méthode de diffraction des rayons X. Une autre structure en hélice tenant
compte d’un plus grand nombre de faits a été ensuite proposée par Watson
et Crick (1953) (Fig. 6-19). Elle comporte deux chaines enroulées autour
d’un méme axe.

Les deux chaines ont un enroulement paralléle, mais la suite des
atomes est inverse. Les pyrimidines et les purines sont dirigées vers l'inté-
rieur et les phosphates vers I'extérieur. Le long de [I'enroulement, un
nucléotide occupe une longueur de 3,4 A, et I'unité qui se répéte est consti-
tuée par une suite de dix nucléotides, longs de 34 A. L’angle entre deux
nucléotides adjacents dans la méme chaine est de 36°. Les bases puriques
et pyrimidiques, étant dirigées vers lintérieur, sont perpendiculaires a
I'axe de I'enroulement et associées deux a deux, une purine et une pyrimi-
dine, chacune appartenant a I'une des chaines, pour former un barreau
transversal de I'échelle enroulée, et jointes par des liaisons hydrogéne.
Il 'y a pas la longueur nécessaire pour mettre deux purines bout a bout,
formant un barreau, et deux pyrimidines formeraient un pont trop court.
Les seules liaisons possibles sont celles d’une purine et d’une pyrimidine.
D’'autre part, entre les deux purines, I'adénine et la guanine, entrant dans la
composition des DNA, et les deux pyrimidines, cytosine et thymine, il ne
peut exister de liaisons hydrogéne qu’entre adénine et thymine ou guanine
et cytosine (Fig. 16-1).

Dans le couple adénine-thymine, deux liaisons hydrogéne sont mises
en ceuvre, entre le groupement aminé en C-4 de I'adénine et la fonction
cétonique C-4 de la thymine, et entre les azotes N-3 de la thymine et de
I'adénine. Dans le couple guanine-cytosine, trois paires de liaisons hydro-
géne interviennent : entre la fonction aminée en C-4 de la cytosine et le
C-4 cétonique de la guanine, entre les deux azotes N-3 et entre le groupe-
ment aminé en C-2 de la guanine et le C-2 cétonique de la cytosine.
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FIG, 16-1. Structure du DNA : (a) représentation schématique de la chaine polynucléoti-
dique ; (b) liaisons pentose-phosphate dans la chaine du DNA ; (c) représentation schéma-
tique de la chaine double de DNA, les lignes pointillées représentent des liaisons hydrogéne.
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B. SYNTHESE DU DNA

Le DNA peut étre synthétisé in vitro en présence de la polymérase du
DNA qu'on peut préparer a partir dE. coli. Outre I'enzyme, le mélange
réactionnel doit contenir :

1) les quatre désoxyribonucléosides triphosphates : dATP, TTP, dCTP
et dGTP :

2) des ions Mg*: ;
3) du DNA pour amorcer la synthése.

Chaque chaine libérée du DNA reconstitue la chaine complémentaire.
Le DNA synthétique obtenu présente la méme structure primaire que le
DNA d'amorcage. Si on répéte I'opération en amorcant au moyen du DNA
synthétique obtenu, cette structure primaire est reproduite dans la nouvelle
synthése. La polymérase du DNA n'est active que sur les triphosphates de
désoxynucléosides, et la figure 16-2 donne une idée du processus.

FIG. 16-2. Biosyntheése du DNA I'action de la DNA polymérase.

Comment s’opére la synthése du DNA in vivo ?

Plusieurs théories ont été avancées a ce sujet. La plus vraisemblable
admet le déroulement préalable de la double hélice du DNA et la sépara-
tion des deux montants de I'échelle, porteurs chacun de leur fragment de
barreau transversal. La structure secondaire du DNA serait donc supprimée,
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mais la structure primaire subsisterait au niveau de chaque chaine
(Fig. 16-3).

La découverte de la polymérase du DNA a donné a ce schéma beau-
coup de vraisemblance.

C. ROLE GENETIQUE DU DNA

En 1944, Avery, Mac Leod et Mac Carthy publierent des observations
relatives a la transformation de certaines bactéries sous linfluence de
molécules de DNA. Parmi les pneumocoques existent des types différents
par la nature de la capsule entourant la membrane de la cellule bactérienne.
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Certaines cellules ne sont pas encapsulées. Si on ajoute a une culture de
ces dernieres, du DNA d’'un pneumocoque a capsule, le type habituelle-
ment non encapsulé forme une capsule. Si on abolit par un procédé quel-
conqgue la structure secondaire ou la structure primaire du DNA, il devient
sans effet. C'est dans ces expériences que s'est, pour la premiére fois,
manifesté le réle génétique du DNA. Appuyées par les recherches relatives
aux virus, ces notions ont amené a reconnaitre que le DNA est le compo-
sant génétiquement actif des chromosomes et le porteur de Il'information
génétique.

Actuellement, il est admis que le DNA est le responsable de la struc-
ture primaire des protéines et que, d’autre part, il accomplit sa fonction
de transmetteur génétique d’une génération a une autre, par le processus
de la réplication, les macromolécules du DNA des parents servant de guide
pour la synthése du DNA des descendants.

Le crossing-over (tout au moins dans le cas du bactériophage) est le
résultat de la brisure de molécules de DNA en double hélice et de la
recombinaison des segments dans un ordre différent.

L’'information génétique transmise par le DNA est le résultat de la
nature des séquences des unités d’adénine, de guanine, de cytosine et de
thymine. Si dans une trés longue molécule de DNA, de la nature de celles
qui constituent les chromosomes, il existe n nucléotides, le nombre des
combinaisons possibles de séquences sera égal a 4". Au moyen des quatre
bases constituant le DNA, on peut considérer la possibilité de I'existence
de 41500 génes de poids moléculaire égal a 10u (ce qui correspond a la
moyenne de dimension d’un géne : 1 500 paires de nucléotides).

Comme il n'y a que quatre bases dans les DNA et comme vingt acides
aminés entrent dans la composition des protéines, chaque acide aminé ne
peut étre « codé » que par plusieurs bases, en fait, comme de nombreux
faits génétiques l'indiquent, par trois nucléotides (triplet). Un géne conte-
nant 1 500 paires de nucléotides déterminera donc la séquence d’'un poly-
peptide contenant 500 acides aminés.

Une molécule de DNA peut correspondre a plusieurs génes.
Quant a la synthése des protéines, le DNA ne la commande pas direc-
tement, mais indirectement par un processus de transcription au cours

duquel les molécules de DNA commandent la synthese de molécules de
RNA, transmetteurs secondaires de l'information génétique.

Il. ACIDE RIBONUCLEIQUE (RNA): STRUCTURE ET SYNTHESE

RNA : La structure primaire du RNA est, comme dans le cas du DNA,,
celle d’'un polyribonucléotide linéaire, dans lequel les liaisons s’établissent
par des ponts phosphodiester 3'-5'.

Le RNA est hydrolysé soit en présence d’alcalis, soit par la ribonu-
cléase et la phosphodiestérase. L’hydrolyse en présence de ribonucléase
s’accomplit avec comme terme intermédiaire le nucléoside -2', 3'-phosphate
(Fig. 16-4 et 16-5).
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Le RNA differe du DNA, d’abord parce que le ribose remplace dans
sa structure le désoxyribose. D’autre part, le RNA ne contient pas de
thymine, remplacée par de l'uracile. Les molécules de RNA sont, d’autre
part, dans la généralit¢ des cas, composées d’'une seule séquence de
nucléotides. in viro, la polymérase du RNA, en présence d'ATP, GTP,

CTP et UTP, catalyse la reproduction d'une séquence de RNA a partir
de DNA.

HO-P=0
RNase
Nucléoside - 2', 3' - phosphate
HO-P=0
| W RNase
0
Nucléoside - 3' - phosphate
0 OH
0
! HO-I?=O
RNA OH

FIG. 16-4. Mécanisme de I'hydrolyse du RNA par la ribonucléase.

Les deux chaines du DNA se séparent, la chaine de RNA copie, en
réplique, la séquence d’'une des chaines du DNA et les deux chaines de
DNA se recombinent avec libération de la chaine simple de RNA (Fig. 16-6).

Les expériences réalisées en présence de la polymérase du RNA ont
rendu plausible la notion selon laquelle la transcription du message du
DNA est accomplie au niveau du RNA. La plus grande portion du RNA
cellulaire est située dans le cytoplasme. Toutefois le site principal de la
synthése du RNA est le noyau, ou est localisée principalement la polymérase
du RNA.
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| Adénine] — Ribose-®—®—@ DNA [ Adénine| — Ribosen,®
| Guanine | — Ribose —®—®—@ RNA polymérase Guanine | — Ribose —,©
Cytosine] — Ribose ~-®&—®—® | Cytosine| — Riboser—-J©
| Uracile ] — Ribose-®—®—® ) . | Uracile — Ribose —,®
"
__ 4[®—-®L
Pyrophosphatase

4®n + 4®n

FIG. 16-6. Synthése enzymatique du RNA a partir de DNA.

. LA SYNTHESE PROTEIQUE

A. LES RIBOSOMES

De nombreux faits indiquent que la synthése protéique s'accomplit,
dans le cytoplasme, au niveau des ribosomes. Les ribosomes sont des
particules arrondies ou légerement asymétriques dont le diamétre est de
100 & 200 A. On les voit parfaitement sur les micrographies électroniques.
Parfois ils sont attachés au réticulum endoplasmique, mais dans d'autres
cas ils sont libres dans le cytoplasme. Approximativement la moitié de leur
masse est constituée de RNA, le reste étant formé par des protéines
(nucléoprotéines) avec une concentration élevée de Mg~ combiné, qui
parait jouer un r6le de facteur stabilisant. On désigne souvent les ribo-
somes par leur coefficient de sédimentation en unités Svedberg. Les ribo-
somes d’£. coli sont par exemple appelés 70S. La figure 16-7 montre qu'ils
sont constitués, comme le sont généralement les ribosomes, de particules
dissociables.

B. LES DIFFERENTS TYPES DE RNA

L'existence d’un RNA messager, métaboliquement instable, formé dans
le noyau et gagnant les ribosomes ou il sert de modéle pour la synthese
protéique, a été établie par de nombreuses expériences. Toutefois, méme
si un RNA messager (mMRNA) quitte le noyau et se retrouve au niveau des
ribosomes, lesquels sont constitués de nucléoprotéines dont les acides
nucléiques sont d’'une autre nature (rRNA) le probléeme reste entier de la
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fixation des acides aminés au niveau du modeéle. Les acides aminés doivent,
pour que puisse s’accomplir cette fixation, étre portés par un adaptateur
qui est lui-méme un acide nucléique d'une espéce différente de celle du
mRNA et du rRNA. Ce sont des molécules relativement petites, appelées
tRNA (RNA de transfert) ou sRNA (RNA soluble). Les molécules de sRNA
sont des chaines simples contenant environ 80 molécules (poids molécu-
laire voisin de 25000), I'extrémité 3' de la chaine se terminant par la
séquence acide cytidylique - acide cytidylique - acide adénylique, et son
extrémité 5' se terminant par I'acide guanylique.

0
200 A

M~ 2.7 x 106 )

(pm—i8 x i06) O O (PM— 0.9 x 106)

50 S 308
20 proteines 10 protéines
ribosomiques ribosomiques
spécifiques spécifiques

FIG. 16-7. Représentation schématique de la structure du ribosome 70 S de E. coli montrant
les poids moléculaires et les constantes de sédimentation des particules dissociables. La
formation d'un ribosome 70 S a partir des particules 50 S et 30 S dépend de la concentration
en Mg. C'est un phénoméne réversible et a la concentration en Mg trouvée dans une
culture de E. coli en croissance, 70 a 90 % des particules sont sous la forme de ribosomes
70S (d'aprés Watson).

La chaine est repliée en épingle a cheveu et les deux branches sont
associées en hélice par des barreaux de méme nature que ceux du DNA
(A-U ; G-C). La convexité terminale porte trois bases libres de nature a
pouvoir contracter une liaison avec un codon de mRNA (voir plus loin).

On connait la structure compléte d'un sRNA, celui de I'alanine sRNA
de la levure, c’est-a-dire de celui auquel, en présence d'un enzyme spéci-
fique, l'alanine s’attache spécifiguement. La séquence des 77 nucléotides
constituants est représentée dans la figure 16-8.
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Comme la figure l'indique, parmi les nucléotides constituants, il existe
une portion relativement importante de bases non usuelles (autres que
A, G, C, U) et qui sont surtout des produits de la méthylation plus ou moins

G-G-G-C-G-U-G-U-MeG-G-C-G-C-G-U-A-G-DiHU-C-G-G-DiHU-A-G-

1 10 20
C-G-C-DiMeG-C-U-C-C-C-U-U-I-G-C-Mel-V'-G-G-G-A-G-A-G-U-C-
30 40 ,
U-C-C-G-G-T-f-C-G-A-U-U-C-C-G-G-A-C-U-C-G-U-C-C-A-C-C-A
50 60 70 77

FIG. 16-8. Séquence des nucléotides du sRNA de levure fixant spécifiquement Ialanine.
La séquence débute conventionnellement par le nucléotide fixé en 5' (d'aprés Watson).

marquée des bases usuelles (Fig. 16-9). On suggére d’admettre que ces
bases non usuelles produiraient des interruptions dans la continuité des
barreaux de la double hélice de I'épingle a cheveu, ce qui permettrait aux
extrémités libres de contracter des liaisons secondaires par exemple avec
le mRNA.

C. L'ACTIVATION ET LE TRANSFERT DES ACIDES AMINES

Les acides aminés s’attachent au sRNA, en présence d’enzymes spé-
cifiques pour chaque acide aminé (amino-acyl-RNA synthétases) et en pré-
sence d’ATP, a I'extrémité —CCA du sRNA, laquelle contracte une liaison
covalentielle avec le carboxyle de I'acide aminé.

En présence d’ATP et de I'amino-acyle synthétase spécifique, l'acide
aminé forme un adénylate qui reste combiné a I'enzyme jusqu'a sa ren-
contre avec le sRNA spécifique, l'acide aminé (AA) étant alors transféré
sur le résidu terminal adénylique du sRNA.

amino-acyle

synthétase
AA + ATP —~ AA — AMP + PP*

AA — AMP + sRNA “~ AA — skRNA + AMP

Portés par leurs adaptateurs, les acides aminés gagnent les surfaces
sur lesquelles se sont adaptés les modéeles de mRNA. Comme le montre
la figure 16-7, les ribosomes sont toujours constitués de deux portions,
I'une plus grande, l'autre plus petite et toutes deux de nature nucléo-
protéique. Les ribosomes contiennent deux catégories de rRNA, de poids
moléculaires différents. Dans la petite portion du ribosome, se trouve la
plus petite molécule de rRNA (poids moléculaire d'environ 1/2 million)
I'autre de poids moléculaire plus élevé (I million) se trouvant dans le gros
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fragment. Certaines portions des rRNA sont & chaine simple et d'autres
a double hélice. Les deux portions du ribosome contiennent diverses pro-
téines spécifiques.

0 0
\
Ribose Ribose
Inosine 3-Méthylinosine (Me 1)
0 0
\
Ribose Ribose

N2-diméthy!guanosine (DiMeG)

0

Ribose

RIbothymldine (T)

3-Méthylguanosine (MeG)

0

Ribose

Dlhydrourldine (DIHU)

HN NH

Ribose

Pseudouridine (i)

FIG. 16-9. Structure de certains nucléotides rares trouvés dans un sRNA de levure fixant
spécifiquement l'alanine.

Le role du ribosome dans la synthése protéique reste mystérieux.
Les poids moléculaires des mRNA sont tres différents. La portion du mRNA
en contact avec un ribosome déterminé est relativement courte, de sorte
gu’une macromolécule de RNA peut étre simultanément en contact avec
une série de ribosomes et glisser sur la surface d’une série de ribosomes
formant ce qu'on appelle alors un polyribosome (Fig. 16-10).

La formation d’'une chaine polypeptidique débute par l'insertion d’un
acide aminé combiné a un sRNA entre la portion la plus grosse d’un
ribosome et le premier codon du mRNA, spécifique de la combinaison acide
aminé-sRNA (AA-sRNA). Un deuxieme AA-sRNA est alors fixé et la spécifi-
cité de l'acide aminé est déterminée par le deuxiéme codon. Dés que le
deuxiéme acide aminé est fixé sur son codon, les sRNA se libérent et une
liaison peptidique est établie enzymatiguement entre les deux acides
aminés. Le carboxyle est activé par sa liaison avec le sRNA, mais néan-
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Ribosome libre

prét a se fixer sur Chaine polypeptidique

Ribosome
/mww\  Chaine polypeptidique en croissance
———————— mRNA

an sRNA

FIG. 16-10. Représentation schématique d'un polyribosome au cours de la synthese d’une
protéine. La molécule de mRNA se déplace dans la direction de la fleche (d’aprés Watson).

s RNA
m RNA
r RNA
s RNA
Protéines
ribosomiques
Enzymes impliqués dans
Ribonucléotides la synthése des protéines

Ribosome libre

polyribosome

Hydrolyse
enzymatique de
m RNA
Chaines AA ™ s RNA
polypeptidiques AA L AMP

FIG. 16-11. Le rb6le des RNA dans la synthése protéique (d'aprés Watson).
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moins deux enzymes différents interviennent dans la formation de la liaison
peptidique. Il est aussi nécessaire que des molécules de guanosine-tri-
phosphate (GTP) soient présentes. Le processus est encore mal compris.

L'intervention des différents RNA dans la synthése protéique est repré-
sentée dans le schéma de la figure 16-11.

D. LE CODE GENETIQUE

S'il est vrai que c’est la nature du DNA au départ du processus qui
est responsable de la nature spécifique de la protéine formée, comment
une séquence de nucléotides, formée au moyen des quatre bases entrant
dans la composition du DNA, peut-elle commander la séquence des
acides aminés au sein d'une chaine polypeptidique ? Il s’agit d’un mes-
sage écrit dans un alphabet de quatre lettres, et transcrit dans un alphabet
de 20 lettres, puisque 20 acides aminés entrent dans la constitution des
protéines. Une seule base, A, T, C ou G ne peut transmettre le message
qui ne s'adresserait qu'a quatre acides aminés. Des paires de base ne
formeraient que seize messages, méme si on considére que AT differe de
TA, ce qui est peu vraisemblable :

AA AT AC AG
TA TT TC TG
CA CT CC CG
GA GT GC GG

Si trois bases forment le message pour un acide aminé, ce qui est
conforme aux enseignements de la génétique, et puisque les quatre bases
peuvent former 64 triplets, nous pouvons avoir 64 mots de trois lettres,
c'est-a-dire plus qu’il ne faut pour «coder» vingt acides aminés.

Tableau 16-1
LES 64 POSSIBILITES DE CODONS DE TROIS LETTRES

AAA AAG AAC AAU
AGA AGG AGC AGU
ACA ACG ACC AcCuU
AUA AUG AUC AuUU
GAA GAG GAC GAU
GGA GGG GGC GGU
GCA GCG GCC Gcu
GUA GUG GUC Guu
CAA CAG CAC CAU
CGA CGG CGC cau
CCA CCG ccc ccu
CUA CUG cuc cuu
UAA UAG UAC UAU
UGA UGG UGC UGU
UCA UCG ucCC ucu
UUA UUG UuC uuu

Mais quels sont les codons de trois lettres correspondant a chacun

des vingt acides aminés ? La réponse a cette question a été apportée
par des expériences de synthése protéique in vitro, en présence d’extraits
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de cellules d’Escherichia coli. On ajoute a ces extraits des acides aminés
marqués au moyen d’isotopes (3H, 14C ou 35S), on doit aussi ajouter du
mRNA, lequel est rapidement dégradé dans les extraits. Bien que cette
synthése in vitro soit de faible intensité, elle peut étre détectée grace a
la présence des isotopes. D’autre part la protéine synthétisée est bien
celle qui correspond in vivo au mRNA utilisé comme cela a été démontré
grace a I'emploi de RNA a une seule chaine qui est le matériel génétique
de certains virus. Dés qu'il a été possible de faire des synthéses de
polyribonucléotides, en présence de phosphorylase de polynucléotides,
I'activité de ces composés en tant que jouant le réle de mRNA a été soumise
au test de I'expérimentation in vitro, laquelle a montré que le poly U
détermine la synthése de polyphénylalanine.

On avait donc ainsi un polynucléotide de synthése jouant le réle
du mRNA dans un systeme de synthése de protéines in vitro. Des expé-
riences du méme genre au moyen de poly C et de poly A ont montré que
si (UUU) peut constituer le codon de la phénylalanine, (CCC) peut jouer
le méme rble pour la proline, et (AAA) pour la lysine.

On a alors utilisé des copolyméres mixtes. Les molécules de poly AC
contiennent huit codons différents : (CCC), (CCA), (CAC), (ACC), (CAA),
(ACA), (AAC), et (AAA). Quand le poly AC est utilisé dans une expérience
de synthése in vitro, il suscite I'incorporation non seulement de proline
(CCC) et de lysine (AAA) mais encore d'asparagine, de glutamine, d’histi-
dine et de thréonine. Les proportions de ces différents acides aminés
dépendent des proportions relatives A/C dans le copolymére AC. Si on
utilise un copolymére contenant beaucoup plus de A que de C, on pro-
voque l'incorporation de beaucoup plus d’asparagine que d’histidine d'ou
on déduit que le codon de l'asparagine contient sans doute 2A et 1C et
que celui de lhistidine contient sans doute 2C et 1A.

Il suffit que le trinucléotide complémentaire au triplet porté par le sSRNA
a son extrémité convexe soit présent, pour que le sRNA spécifique se fixe
au ribosome en I'absence de mRNA. Le trinucléotide peut donc remplacer
un segment du RNA. Par exemple, le trinucléotide 'GULP suscite la fixa-
tion au ribosome, du sRNA spécifique de la valine, et le méme effet existe
dans le cas de 5UGU3 pour le sRNA de la cystéine et dans celui de
'UUG3 pour le sRNA de la leucine. Dans ces cas, il ny a évidemment
pas de synthése de polypeptide. D’autre part, la synthése de polyribonucléo-
tides a séquence alternant de maniéere réguliere a permis de recueillir des
données supplémentaires. CUCUCUCU..., par exemple, agit comme mes-
sager pour la formation d'un polypeptide a séquence montrant une alter-
nance réguliere Leu-Ser-Leu-Ser... UGUGUG... produit un polypeptide con-
tenant de la cystéine et de la valine.

Ces diverses méthodes permettent, au moment ou nous rédigeons ce
texte, de proposer le code du tableau 16-2.

Toutefois, I'un des résultats de I'ensemble de ces faits est que plu-
sieurs codons peuvent correspondre a un seul et méme acide aminé.
La phénylalanine n'est pas seulement « codée » a (UUU). Elle peut I'étre
aussi a (UUC). (UCU) et (UCC) « codent » tous deux pour la sérine. C’est
ce qu'on exprime en disant que le code est «dégénéré». Il ressort des
données aujourd’hui acquises que si la troisieme base d’'un codon est
la cytosine (C), l'uracile (U) peut la remplacer et vice versa. Mais la clef
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de la dégénérescence n'est pas de maniere générale dans la prédomi-
nance de la nature des deux premiéres bases.

Au cours des mutations, un codon peut étre, dans une séquence,
remplacé par un autre. Si le remplacant est lui-méme un codon pour un
autre acide aminé, la mutation est dite contresens, parce que si le codon

nouveau ne correspond pas a un acide aminé, il s’agit d’'un non-sens.

Tableau 16-2
LE CODE GENETIQUE DANS SA FORME ACTUELLE

Premiére position Deuxieme position Troisiéme position
(extrémité 5') u C A G (extrémité 3')
u Phe Ser Tyr Cys u

Phe Ser Tyr Cys C

Leu Ser non-sens A

Leu Ser non-sens Try G

c Leu Pro His Arg u
Leu Pro His Arg C

Pro Gin Arg A

Pro Gin Arg G

A lieu Thr Asn Ser u
Heu Thr Asn Ser c

lieu Thr Lys Arg A

Meth Thr Lys Arg G

G Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C

Val Ala Glu Gly A

Val Ala Glu Gly G

L'ordre des nucléotides pour les codons apparaissant en caractéres gras n'est pas fermement
établi.

Comme il est bien établi aujourd’hui qu'un méme mRNA peut coder
toute une série de polypeptides, il apparait que ce sont des sections
définies du méme mRNA qui sont mises en jeu dans les différents cas.
Il doit donc exister des signaux de départ et d'arrét le long d’'une séquence
de mRNA, signaux résidant sans doute dans des codons spécifiques.
D’autre part, dans les systémes in vitro, la présence de certains consti-
tuants peut amener des erreurs de lecture. S’il est vrai, comme nous l'avons
dit que (UUU) code pour la phénylalanine dans les conditions d’un systeme
expérimental défini, il code au contraire pour la leucine en présence d'un
exces d’ions Mg~. Il faut donc n'étendre les résultats des expériences
in vitro qu’avec précaution a ce qui se passe in vivo. Il existe en effet des
génes modifiant la lecture du code, et dautre part une altération de
structure des ribosomes apparait comme modifiant aussi cette lecture.
C'est le cas lors de l'addition de streptomycine qui, se combinant aux
ribosomes, altére l'interaction normale du sRNA avec le mRNA.

Il apparait que le code a une valeur générale chez les différentes
formes d'étres vivants. Ceci laisse supposer que le code a persisté dans
sa forme au cours dune longue période d'évolution. Toutefois, avant
d’admettre ce concept, il est préférable d'attendre I'élucidation compléte
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de la nature du code in vivo chez un grand nombre d’organismes. D’ores
et déja il semble toutefois que, dans les limites de l'arbre phylétique des
organismes que nous connaissons, s’il est vrai que nous saisissons, a
I'échelle moléculaire aussi bien gqu’aux autres, le phénomeéne de I'évolution
organique, il n'y a pas d'évolution du code, qui apparait comme restant
immuable a travers la phylogénie.

IV. LES VIRUS

A. STRUCTURE DES VIRUS

Les virus sont les particules biologiques les plus petites qui soient
douées de la faculté d’autoreproduction. Leur diamétre est dans la plupart
des cas, compris entre 10 et 200 miji. lls ne peuvent se reproduire que dans
des cellules. Les plus petits sont uniquement formés d'un noyau d'acide

C D

FIG. 16-12. Schéma illustrant la structure de quelques virus (d'aprés Steiner).

A. Bactériophage $ X 174. C. Virus du polyome.
B. Adénovirus. D. Herpes.



292 CHAPITRE 16

nucléique entouré de protéine. L'acide nucléique peut étre le DNA ou
le RNA. Les virus sont des parasites pathogenes chez les animaux, les
végétaux ou méme chez les bactéries (bactériophages).

Examinés au microscope électronique, les virus se montrent formés
de particules associées selon une structure réguliere et symétrique. Les
protéines forment les unités ou capsoméres dont I'ensemble constitue
I'enveloppe ou capside du virus. Les capsomeéres sont souvent disposés
en forme de polyédre a 20 faces et a symétrie cubique, licosaédre, dont
chaque face est un triangle équilatéral. D’autres virus simples ont la
forme du tétraédre (4 faces) ou du dodécaédre (12 faces).

Le bactériophage $ X 174 consiste en 12 capsomeres disposés en
icosaédre. Le virus de I'herpés est formé de 162 capsomeres, en icosaedre
eux aussi. Les capsomeéres sont des prismes creux allongés dont douze
situés aux pointes sont de section pentagonale et 150 autres de section
hexagonale occupent les faces et les arétes. L'adénovirus est constitué
de 252 capsomeres, 12 aux pointes et les autres aux arétes et aux faces.
Le virus du polyome, responsable de certains cancers des rongeurs,
contient 42 capsomeres dont la disposition est représentée dans la
figure 16-12.

Le virus de la mosaique du tabac est constitué par des batons ou
des cylindres d’environ 3000 A de long et 75 A de rayon. Le poids molé-
culaire est d’environ 40 X 10e.

Le virus de la mosaique du tabac ne contient qu’'une seule variété
de RNA, constituant cing pour cent environ de la masse du virus et for-
mant vraisemblablement une seule molécule d’acide nucléique de poids
moléculaire voisin de 2 X 10° et contenant environ 6000 nucléotides.
Le restant de la particule du virus consiste en 2 150 unités identiques d’une
protéine de poids moléculaire égal a 17 000, les molécules de protéine
entourant complétement le noyau formé par la molécule de RNA. Comme
le montre la figure 16-13 dans le virus de la mosaique du tabac, le
RNA est enroulé en une spirale de 40 A de rayon. Les figures 16-14 et
16-15 montrent la disposition des protéines par rapport au noyau de RNA
dans le virus de la mosaique du tabac.

B. REPRODUCTION ET CYCLE BIOLOGIQUE

Si on enleve I'enveloppe de protéines, le noyau de RNA est capable,
bien que faiblement, de provoquer l'infection du tabac, a condition que la
structure primaire du RNA soit préservée. Le RNA remis en présence de
la protéine virale, reconstitue in vitro le virus lui-méme. La reproduction du
virus au sein des cellules de la feuille de tabac dans laquelle on l'a
introduit débute environ 20 a 30 heures aprés l'infection et elle est
précédée par une synthése de RNA viral libre.

Par conséquent, on a ici un exemple dans lequel une molécule difforme
de RNA provoque sa propre reproduction, en méme temps que celle de
son partenaire protéique. On a séparé le RNA infectieux de divers virus,
y compris celui de la poliomyélite.

Les virus parasites des bactéries portent le nom de bactériophages.
Parmi eux figure une série de sept virus parasites d'E. coli parmi lesquels
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FIG. 16-13. Configuration de la chaine simple du RNA du virus de la mosaique du tabac
(d'apres Steiner).
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FIG. 16-14. Disposition en hélice des protéines formant le virus de la mosaique du tabac
(d'aprés Steiner).
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FIG. 16 15. Virus de la mosaique du tabac. Une partie des protéines formant l'enveloppe du
virus a été enlevée mettant en évidence la disposition de la chaine de RNA (d'aprés Steiner).
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les formes T2, T4 et T(i (qu'on appelle les T - pairs) ont été surtout étudiées.
lls ont approximativement la forme de tétards qui seraient formés d’une
téte hexagonale bipyramidale et d'une queue allongée. Si un bactério-
phage T2 par exemple, est placé en milieu hypotonique, sa téte gonfle
et I'acide nucléique qu’elle contient, et qui est cette fois du DNA, se répand
autour delle.

L’infection d’une bactérie O'Escherichia coli par le bactériophage T2
débute par la fixation de la queue a la surface de la cellule bactérienne
(Fig. 16-17). Une attaque enzymatique s’accomplit au niveau de la mem-

Modification du bout
de la queue

Contraction de la
queue

Libération de matériel
membranaire

Injection du DNA

FIG. 16-17. Représentation schématique de I'injection du DNA du phage T2 dans une bactérie
(E. coli) (d'aprés Steiner).



498

CHAPITRE 16

S Ribosomes d’£. coli
xrxx  DNA de T2
xiix DNA d’E. coli
-e-  mMRNA de T2 sur les ribosomes d'£. coli
« Enzymes spécifiques du phage
Protéines de la couche protectrice du phage

FIG. 16-18. Cycle biologique du phage Ta (d'aprés Watson).

. Le virus d'un «poids moléculaire» voisin de 2.5108 contient: une double hélice de

DNA (P.M. 1.2108) enfermée dans une enveloppe protectrice de nature protéique.
Fixation du virus sur E. coli et injection du DNA.

. Synthése de mRNA spécifiques du phage servant de modeéles a la synthése d'enzyme

brisant les chromosomes de [I'hote.
Multiplication des chromosomes du phage.

. Synthése des protéines de I'enveloppe.
. Formation de I'enveloppe autour des molécules de DNA du phage et début de la

synthése des molécules de lysozyme du phage.

. Lyse d'E. coli sous l'action des molécules de lysozyme de 200 a 1 000 virus.
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brane et a travers I'orifice formé, la contraction du bactériophage provoque
I'injection de son DNA dans la bactérie. Rien ne s’observe pendant les
dix minutes qui suivent (état végétatif, période d'éclipse). Aussitbt aprés
I'introduction du DNA du bactériophage, la bactérie cesse de synthétiser
ses propres DNA et RNA. Aprés environ six minutes, commence la
synthése de DNA de T2 Aprés environ huit minutes, commence une syn-
thése de protéines virales et aprés dix minutes le premier phage complet
apparait, en présence d'environ cinquante unités de DNA et de dix a vingt
unités de protéine virale. La synthése s’accélére alors et les matériaux
qui I'alimentent sont constamment renouvelés. Aprés environ vingt et une
minutes, les particules de phage se sont accumulées et la bactérie se
rompt, libérant un nombre de phages pouvant aller jusqu’a 1 000 (Fig. 16-18).

Dans le cas du bactériophage T2, le métabolisme du DNA et du RNA
de la cellule hbte est aboli et remplacé par la production du RNA viral
dont la structure est commandée par le DNA viral. Ceci améne notamment
la production d’'un enzyme qui détruit les chromosomes dE. coli, le DNA
viral échappant a son action par suite de sa composition particuliére. Les
chaines de DNA en double hélice du virus sont formées par la mise en
jeu des mécanismes qui normalement produisent le DNA dE. coli, en preé-
sence de la DNA polymérase de ce dernier. Le DNA du bactériophage,
d’autre part, produit des mRNA correspondant & ses enzymes formateurs.
Le DNA du bactériophage T2 ne contient pas de cytosine, remplacée par
la 5-OH méthylcytosine, laquelle s’accouple avec la guanine comme le fait
la cytosine (Fig. 16-19).

Il existe des virus dont l'acide nucléique est formé par une seule
chaine de DNA et d'autres, comme le virus de la mosaique du tabac,
dont l'acide nucléique est le RNA. Dans la généralité des cellules, les
RNA ont des facteurs de transcription mais ils ne sont pas I'objet de répli-
cation. lls sont copiés sur des DNA. Dans le cas des virus a RNA, la
réplication du RNA peut se faire par suite de la présence de RNA syn-
thétase. Mais pour la synthése de cette derniere le RNA viral doit agir
comme messager au sein de sa cellule-hbte, utilisant les sRNA et les
ribosomes de cette derniére.

A CONSULTER

INGRAM, V. M., The hemoglobins in genetics and evolution. Columbia Univ. Press, New York, 1963.
STEINER, R. F., The chemical foundations of molecular biology. Van Nostrand, Princeton, 1965.
STENT, G. S., Molecular biology of bacterial viruses W. F. Freeman, San Francisco, 1963.
WATSON, J. D., Molecular biology of the gene. Benjamin, New York, 1965.

Comparative biochemistry (Publié sous la direction de M. Florkin et H. S. Mason). Vol. 4 (1962),
6 (1964). Academic Press, New York.

Comprehensive biochemistry (Publié sous la direction de M. Florkin et E. H. Stotz). Vol. 7, 8.
Academic Press, New York, 1963.

Introduction to molecular biology (Publié sous la direction de G. H. Haggis). Longmans, Green
and Co., London, 1964.

Metabolic pathways, 2nd edit, of Chemical pathways of metabolism (Publié sous la direction de
D. M. Greenberg). Vol. 2. Academic Press, New York, 1961.

Studies of macromolecular biosynthesis (Publié sous la direction de R. B. Roberts). Garamond
Pridmark Press, Baltimore, 1964.

The Interpretation of ultrastructure (Publié sous la direction de R.J. C. Harris). Academic Press,
New York, 1962.



CHAPITRE 17

Structure et propriétés de quelques protéines importantes
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Au cours du développement d'un organisme pluricellulaire, la diffé-

renciation imprime a chaque catégorie de cellules ses structures et ses
fonctions.

Les cellules d'un organisme possédent le méme génotype, et elles
sont trés semblables sous les rapports des mécanismes de la fourniture
d'énergie et des systemes du métabolisme intermédiaire.

C'est au niveau des protéines particulieres synthétisées sous I'influ-
ence des molécules de mRNA venant du noyau, que la différenciation
biochimique peut étre définie pour chaque type cellulaire. Si nous pre-
nons le cas d'un organisme de mammiféere, I'organisme humain, ou celui
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du rat par exemple, nous voyons que les cellules d'origine ectodermique
peuvent étre différenciées sous la forme des cellules épidermiques, des
glandes cutanées, des cellules de I'adénohypophyse, des neurones, des
neurones modifiés tels que la neurohypophyse et la médullaire surré-
nale, etc.

Les cellules endodermiques peuvent se différencier en cellules des
glandes salivaires, en cellules muqueuses du tube digestif, en cellules du
pancréas exocrine, en cellules du parenchyme hépatique, de la para-

FIG. 17-1. Photographie du collagene natif montrant la striation caractéristique (d'apres
Gross et F. O. Schmitt).

thyroide, des filots de Langerhans du pancréas, de la thyroide ou de
I’épithélium pulmonaire. Quant au meésoderme, c’est de lui que dérivent
les différenciations caractéristiques des cellules musculaires, des cellules
conjonctives, de celles du cortex surrénal, des gonades et des cellules
du tractus urinaire, aussi bien que les cellules sanguines, et notamment
les hématies, les leucocytes et les immunoblastes. Dans chaque différen-
ciation, ce sont les synthéses protéiques, conduisant a la formation de
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protéines particuliéres (protéines de structures, enzymes, hormones, etc.),
qui sont responsables de la forme de différenciation.

Chaque catégorie de cellules différenciées doit donc posséder un
mécanisme assurant la transcription en mRNA de certaines régions spé-
cifigues de ses DNA. C’est la un phénoméne dont I'étude est bien située
dans le domaine de la biologie moléculaire, laquelle porte aussi son
enquéte sur les relations entre la structure moléculaire et I'activité biolo-
gique des protéines caractéristiques des diverses différenciations.

I. LE COLLAGENE

Le collagéne constitue avec I'élastine la portion fibrillaire du tissu
collagéne, lequel est répandu dans I'ensemble du régne animal, depuis
les éponges (spongine) jusqu’aux vertébrés.

Le microscope électronique révéle la striation caractéristique des
fibres collagénes (Fig. 17-1), dont les stries sont espacées de 700 A, cette
propriété n’est nullement, comme on lavait cru autrefois, I'apanage

Citrate pH 3.5 | insoluble

FIG. 17-2. Schéma montrant la succession des étapes dans la formation des fibres de
collagene. Les cellules conjonctives émettent les molécules de tropocollagéne en batonnets,
lesquels s'unissent en s'ordonnant progressivement jusqu’a former les fibres a striation
caractéristique. La figure montre aussi une systématisation hypothétique des fractions qu'on
peut extraire au moyen de différents solvants : par NaCl, 0.14 M, le procollagéne récemment
formé ; par les solutions hypertoniques le méme matériel plus du collagéne dans un état
plus avancé, par un tampon de citrate toutes les fractions énumérées ci-dessus plus cer-
taines fibres de collagéne. Les fibres plus anciennes et présentant un degré plus marqué de
liaisons latérales sont insolubles (d’aprés Gross, Lapiére et Tanzer).
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des macromolécules de la protéine. Elle provient de leurs relations réci-
progues. Comme les autres protéines fibreuses, le collagéne présente un
point critique correspondant, lors de ['élévation de température, a une
contraction soudaine.

Chez les collagénes de mammiféres, cette température est voisine de
60° et la fibre se raccourcit d’'un quart a un tiers de sa longueur.

Insolubles dans l'eau, les fibres collagenes sont dissoutes par I'acide
acétique dilué, a la température du laboratoire. Si on neutralise la solu-
tion, les fibres se régénérent et présentent de nouveau l'espacement de
700 A entre les stries, mais on peut par I'action de divers agents, modifier
la structure des fibres régénérées (Fig. 17-2).

Si on soumet a l'ultracentrifugation une solution de collagéne dans
I'acide acétique, on précipite les molécules en solution (procollagéne, tro-
pocollagéne). Les études sur ce sujet ont surtout porté sur le collagéne
de la vessie de carpe (ichtyocolle). Ce tropocollagéne a un poids molé-
culaire voisin de 350 000. Les molécules sont en forme de béatonnets
d’environ 3000 A de long et 14 A de diametre.

La composition du collagéne en acides aminés est trés particuliere
comme le montre le tableau 17-1.

Tableau 17-1
LES ACIDES AMINES DE QUELQUES PROTEINES IMPORTANTES

Moles pour 100 000 g Fgfsﬂgfe
Acides aminés i
Collagéne Myosine Fibrinogéne aﬁﬂ#ﬂ:{e
(lapin) (homme) (boeuf)
Alanine 107 73 42 48
Glycocolle 363 25 75 17
Valine 29 22 35 35
Leucine 119 54 65
Isoleucine 43 37 14
Proline 131 17 50 29
Phénylalanine 15 26 28 24
Tyrosine 5 19 30 19
Tryptophane 0 4 16 2
Sérine 32 41 67 28
Thréonine 19 43 52 29
Cystine/2 0 12 19 28
Cystéine 0 — 3 1
Méthionine 5 23 17 4
Arginine 49 42 45 23
Histidine 5 15 17 18
Lysine 31 81 63 60
Acide aspartique 47 67 99 65
Acide glutamique 7 150 99 78

On voit que le glycocolle, la proline et I'oxyproline forment un quart
de la protéine. Ces proportions varient d’'un collagéne a un autre, mais
la somme des trois acides aminés est toujours élevée. La proline et
I'oxyproline sont les seuls acides aminés possédant un groupe iminé
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28.6 A

Hydroxy-
proline

O Proline

O Glycocolle

FIG. 17-3. Structure du tropocollagéne (d'apres F. Schmitt).
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attaché au carbone a. Quand il entre en combinaison dans une liaison
peptidique, le groupement iminé perd son unique hydrogéne et il ne lui
est donc plus possible de contracter la liaison hydrogéne qui assure la
stabilisation de la structure en hélice a. On admet que le collagéne est
formé de trois filaments peptidiques, que chacun est enroulé en hélice
gauche et les trois enroulés en superhélice droite (Fig. 17-3).

Les molécules de tropocollagénes sont unies en protofibrilles qui
s’associent elles-mémes en se doublant sur les trois quarts environ de

la longueur, ce qui donne au microscope électronique [Iillusion de la
périodicité de 700 A.

II. 'HEMOGLOBINE DES HEMATIES DE VERTEBRES

Dans le sang des vertébrés circulent des globules rouges encore
appelés érythrocytes ou hématies. Ces cellules sont nucléées chez la plu-
part des vertébrés (amphibiens, oiseaux, etc.) mais elles sont anucléées
chez les mammiféres. Chez les animaux, les érythrocytes dérivent de la
moelle osseuse par un processus de différenciation qui comporte une
série de phases : augmentation de la concentration du cytoplasme en RNA ;
perte du nucléole et Iégére diminution de la teneur en RNA du cytoplasme ;
nouvelle diminution du RNA et apparition d’une colorabilité par les colorants
acides résultant de la synthése d’'une protéine basique, la globine, et for-
mation de molécules d’heme et d’hémoglobine ; disparition des mito-
chondries ; disparition du noyau. Finalement [I'érythrocyte de vertébré
devient un sac d’hémoglobine n'ayant gardé que les systémes enzymatiques
fixés aux membranes cellulaires : ceux de la glycolyse et du cycle des
pentoses.

L’hémoglobine d’un vertébré adulte, I'hnomme par exemple, contient
guatre chaines polypeptidiques, deux chaines a et deux chaines R. La
séquence des acides aminés (structure primaire) de ces deux chaines

est représentée dans la figure 17-4, dans le cas de [I’'hémoglobine
humaine.

Une chaine a contient 141 acides aminés tandis qu’une chaine R
en contient 146.

Les structures secondaire, tertiaire et quaternaire de I’hémoglobine
ont été déterminées par la méthode d'étude des cristaux au moyen des
rayons X. On peut par cette méthode reconstituer les inflexions des
guatre chaines polypeptidiques (Fig. 17-5).

Quand I'hémoglobine se combine avec I'oxygéne pour former I'oxyhé-
moglobine, les chaines B s'écartent du centre de la molécule de 7 A
et accroissent ainsi la distance séparant les deux groupements hémiques
au niveau desquels peuvent se fixer les molécules d’oxygéne.
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B

FIG. 17-5. Ultrastructure de I’hémoglobine.

A. Les groupes hémiques sont indiqués par les disques gris. Les deux chaines” polypepti-

digues représentées en blanc sont identiques ; il en est de méme des deux chaines repré-
sentées en noir.

B. Configuration des chaines faisant face au lecteur dans le modéle A. Le schéma de
gauche représente la chaine figurée en blanc dans le dessin A (d’aprés Perutz).
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FIG. 17-4. Structure primaire des chaines a et B de I’hémoglobine A de I'homme (d'aprés

Ingram).
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1. LA MYOGLOBINE

Présente dans les muscles des vertébrés, la myoglobine, qui est une
petite molécule de poids moléculaire voisin de 18 000, ne contient qu’un
heme et une chaine polypeptidique. Elle se combine réversiblement avec
I'oxygene et elle forme I'oxymyoglobine, réservoir intracellulaire d’oxygéne.

La figure 17-6 montre la structure de la myoglobine. Elle est, malgré
les différences entre les structures primaires des deux protéines, remar-
guablement similaire a celle d’une chaine de I’hémoglobine.

FIG. 17-6. Modéle de la myoglobine. Structure générale de la chaine polypeptidique. L'héme
est représenté par la surface foncée (d'aprés Kendrew).

IV. LA MYOSINE, L ACUNE ET LA CONTRACTION MUSCULAIRE

A. CONSTITUANTS PRINCIPAUX DE LA FIBRE MUSCULAIRE

La longueur des fibres musculaires striées des vertébrés peut atteindre
plusieurs centimétres. Chaque fibre, épaisse de 20 a 100 p, est un plasmode
plurinucléé entouré d’'une membrane.

Son cytoplasme, le sarcoplasme, contient des myofibrilles, allongées
sur toute la longueur de la fibre, et dont la section a un diamétre de | a
2 p. La spécialisation biochimique de la fibre musculaire consiste notam-
ment dans la présence de certaines protéines.

Quand on extrait les fibres musculaires par de l'eau, on en retire
une série d'albumines. Cette fraction, appelée myogéne, contient les
enzymes du systeme glycolytique et est un mélange trés complexe. Les
globulines ne peuvent étre extraites qu'au moyen de solutions salines.
Parmi elles se trouvent la myosine, l'actine et la tropomyosine. Le poids
moléculaire de la myosine est égal & 880 000. Les macromolécules sont
de forme allongée, longues de 2200-2400 A et de diamétre égal a
22-23 A
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La G-actine ou actine globulaire (P. M. = 70000) se polymérise en
fibores de F-actine. Une troisieme globuline, la tropomyosine, est une
macromolécule trés allongée dont le poids moléculaire est égal a 53 000
et dont I'axe longitudinal correspond a 14.5 A

La myoglobine, dont il a été question plus haut, est aussi un
constituant protéique de la fibore musculaire a laquelle elle donne la cou-
leur rouge.

B. ULTRASTRUCTURE DU SARCOMERE

Les myodfibrilles, examinées au microscope, présentent une alternance
réguliere de bandes transversales sombres et claires, résultant d’illusions
d’'optique. Les bandes sombres sont biréfringentes en lumiere polarisée
et on les appelle bandes ou disques anisotropes (A) pour les distinguer
des bandes ou disques clairs qui sont isotropes (). Les anciens histolo-
gistes ont décrit dans les disques A divers détails de structure (Fig. 17-7) :

Sous-Lignes H Disque | Zone H Disque |
N Z N N Z N
Disque A Disque A
Sarcomere

FIG. 17-7. Représentation schématique d'une myofibrille (d'aprés Perry).

la membrane M (Mittelscheibe), ligne transversale nette située au milieu
du disque A, et aussi au milieu d’'une bande transversale plus claire, la
bande H (strie de Hensen) que limitent les sous-lignes H. Chaque disque
| est séparé en deux par une membrane trés nette, le disque Z (Zwischen-
scheibe) et chaque moitié du disque | est elle-méme partagée en deux
par le disque N (Nebenscheibe). L’'usage du microscope électronique, de
la méthode de diffraction des rayons X aux grands angles et aux petits
angles, de la méthode d’extraction sélective, etc. ont montré que l'unité
fondamentale de la fibrille, le sarcomeére est limité a ses deux extrémités
par des disques Z et est donc formé par un disque A encadré par deux
moitiés de disque |.
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FIG. 17-8. Section transversale du muscle psoas de lapin, montrant la disposition en hexa-
gone des filaments d'actine et de myosine. X 58 000 (d’aprés H. E. Huxley et Hanson).
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Les filaments de myosine régnent uniqguement sur la longueur de la
bande A, tandis que les filaments d’actine régnent non seulement sur
toute la longueur des disques | mais pénétrent au sein des disques A
jusqua la bande H, manquant par conséquent dans cette derniére. Les
filaments d'actine et de myosine sont disposés régulierement selon un
double réseau hexagonal qui est bien visible sur la figure 17-8. Il s'agit
de limage obtenue en examinant au microscope électronique une section
transversale de muscle strié. L'épaisseur des filaments de myosine est
voisine de 100 A alors que celle des filaments d’actine est de 50 A.
D'autre part la distance séparant deux filaments de myosine est de 450 A.

La figure 17-9 schématise la situation. Elle montre en outre que,
selon le niveau de la section transversale, les filaments d’actine, de
myosine ou I'ensemble des deux sont visibles. Cette conclusion est illustrée

FIG. 17-9. Schéma illustrant l'aspect d'une coupe transversale réalisée a différents niveaux
du sarcomeére (d'aprés H. E. Huxley, in Nachmansohn).

par le fait qu'en sectionnant un muscle strié a différents niveaux du sar-
comeére on obtient effectivement la disposition prévue (Fig. 17-10).

L'organisation des filaments d’actine et de myosine selon un double
réseau hexagonal permet également de prévoir qu’une section longitu-
dinale orientée dans le sens indiqué par les lignes pointillées du schéma
(Fig. 17-11) devrait montrer la succession : un filament de myosine, deux
filaments d’actine, un filament de myosine, etc.

Une telle organisation résulte évidemment de la géométrie particuliere
gu’acquiérent deux réseaux symeétriques hexagonaux imbriqués I'un dans
I'autre. La démonstration nécessite la réalisation de coupes ultra-fines dont

I'épaisseur maximum doit correspondre a celle d'un filament de myosine,
soit 150 A. La figure 17-12 illustre le résultat obtenu :
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FIG. 17-10. Sections transversales réalisées a différents niveaux d'un sarcomeére : en A, dans
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la bande H, les filaments de myosine sont seuls visibles ; en B, la section passe dans la
région la plus dense de la bande A, c'est-a-dire de part et d'autre de la zone H, et montre
les filaments d’actine et de myosine disposés selon un réseau hexagonal ; en C, section
dans la bande | montrant les filaments d’actine. X 66 000 (d’aprés H. E. Huxley) (Cfr Fig. 17-9).
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En outre, elle met en évidence de facon trés claire une autre carac-
téristique de l'ultrastructure des protéines contractiles : c’est la présence
de ponts latéraux qui mettent en relation les filaments d’actine et de
myosine. Ces ponts sont distants les uns des autres d’environ 400 A
Comme chaque filament de myosine est entouré d'un réseau hexagonal
de six filaments d’actine, il y a donc six ponts pour une distance de 400 A
le long d’un filament de myosine, ce qui représente un intervalle de 60
a 70 A entre chaque pont.

FIG. 17-11. Diagramme illustrant l'aspect que doit prendre une coupe longitudinale fine
réalisée dans un systéme de filaments disposés régulierement selon un double réseau
hexagonal. L'espace compris entre les lignes pointillées représente le profil de la section
longitudinale (d’aprés H. E. Huxley, 7/TNachmansohn).

Les résultats des études par la méthode de la diffraction des rayons X
sont le mieux interprétés en postulant I'existence d'un réseau hexagonal,
ce qui correspond a la conclusion dérivée de l'analyse du sarcomére en
microscopie électronique.

Que les filaments les plus épais que nous avons décrits plus haut
correspondent a la myosine est bien démontré par le fait qu’il est pos-
sible d’extraire spécifiquement la myosine dans un milieu de force ionique
élevée contenant de I'ATP ou du pyrophosphate. Dans ces conditions,
les images obtenues au microscope électronique montrent la disparition
presque totale des filaments épais. L'activitté ATPasique, caractéristique
de la myosine, disparait parallélement.

C. LA CONTRACTION MUSCULAIRE ET LE GLISSEMENT DES FILAMENTS

Pour expliquer la contraction musculaire, deux théories sont propo-
sées. Certains auteurs postulent un changement de configuration des
protéines du muscle avec pour conséquence un raccourcissement. Selon
cette vue les protéines musculaires, disposées dans le sens longitudinal
de la fibre, se comporteraient comme des ressorts a boudin dont le degré
d’extension serait controlé par l'activité de la cellule. L'autre théorie,
plus généralement acceptée, a pour origine les observations effectuées
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FIG. 17-12. Section longitudinale ultrafine (— 150 A) réalisée dans un muscle strié et montrant
la disposition des filaments d'actine et de myosine. Notez I'absence de filaments d'actine
dans la zone H et de filaments de myosine dans la bande | du sarcomére. Cette photogra-
phie met également en évidence la présence de ponts latéraux réunissant les filaments
d'actine et de myosine. X 120 000 (d’aprés H. E. Huxley, in Nachmansohn).
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en microscopie, tant photonique qu’électronique. Il s’agit de la théorie
dite du glissement des filaments dans laquelle il est postulé que le rac-
courcissement du muscle correspond a un déplacement des filaments
d'actine le long de la myosine avec pour conséquence un rapprochement

des disques Z limitant les sarcoméres (Fig. 17-13).

r A n
HH

S 2.8 1t
A 159,
13

S 23m
A 15n
0.8 ti

S 2.3ft
A 151t
0.8 ft

S 20ft
A 151t
0.5 ft

S 1.8ft
A 151t
| 0.3ft

60 S 1.4t

FIG. 17-13. Diagramme représentant la disposition des filaments d'un sarcomeéere de myo-
fibrille. La longueur totale en pour cent de la longueur de repos est indiquée a gauche ; les
longueurs du sarcomere (S), du disque anisotrope (A) et du disque isotrope (I) a droite.
Signification des symboles : S, filaments ; m, myosine ; a, actine; c.e.s., composant
€élastique en série ; C, bande de contraction (d'aprés Hanson et Huxley).

Selon cette conception, la contraction d’'un sarcomére doit s’accom-
pagner d'une diminution de la largeur de la bande | et de la zone H,
alors que la distance Z-H doit rester constante. C’est ce que confirme

I'étude au microscope a contraste de phase d'un muscle qui se contracte.
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On admet alors que la formation de liaisons entre des sites actifs
de l'actine et des sites complémentaires de la myosine est a l'origine des
ponts observés sur les micrographies électroniques et permet d'expliquer
le glissement des filaments.

Le passage d'un pont myosinique d’un site actif de l'actine au site
immédiatement adjacent explique un raccourcissement de 1 %, il faut
donc postuler le déplacement le long de plusieurs sites. Il est possible
d'établir d’'autres relations entre le modele proposé et les faits recueillis
par les physiologistes.

Le bilan énergétique du travail musculaire permet de conclure qu’un
ATP est nécessaire pour le cycle de formation de ponts aboutissant a
un déplacement de 130 A Dans ces conditions, on a calculé que le
travail maximum exercé est voisin de 3 a 4 kg cnr2

La vitesse de raccourcissement d’'un muscle est telle qu’il faut postuler
que 30 a 100 ponts devraient étre formés par seconde. Si on admet
gu'un pont est formé au cours d’une réaction chimique catalysée (voir
ci-dessous) la fréquence proposée est compatible avec la vitesse d'une

réaction enzymatique.

La figure 17-14 illustre une forme possible de relations entre actine
et myosine au repos et pendant la contraction.

Relachement Fixation

Glissement Relachement
B

FIG. 17-14. Diagramme montrant un site actif de la myosine et plusieurs sites actifs de
I'actine. Lors de I'hydrolyse de I'ATP par la myosine activée, un pont myosinique se fixe a
un site actif d’actine puis se replie en entrainant le filament d'actine vers la portion médiane
de la bande A. Se détachant ensuite il répéte cette opération au niveau du site suivant de
l'actine, dans le sens distal, ce qui déplace l'actine a la maniére dont le ferait un méca-
nisme a cliquet (d'aprés H. E. Huxley, in Riegel).
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D. L'ACTIVATION DU SYSTEME CONTRACTILE

Il parait actuellement bien établi que la contraction dépend de [l'acti-
vité ATPasique de la myosine. La fibre musculaire contient un inhibiteur
de cette activité, c’est le facteur de Marsh-Bendall. Cette action dépend
des concentrations en Ca et en Mg. Lorsque Mg est associé au facteur
de Marsh-Bendall (X) le muscle est incapable d’hydrolyser I'ATP.

L'activation du systeme contractile correspond a [I'inactivation du
facteur de Marsh-Bendall par déplacement du Mg. On peut réaliser cette
situation en fournissant du Ca. Dans cette hypothése X-Mg représente
donc un complexe actif inhibant I'activité ATPasique de la myosine et
qui rend la contraction impossible.

E. COUPLAGE ENERGIE CHIMIQUE - TRAVAIL MECANIQUE

On ne dispose actuellement d’aucune information permettant de pré-
ciser la nature de la réaction chimigue responsable de la formation des
ponts postulés dans la théorie du glissement des filaments. Toutefois
il parait évident que les sites opposés de l'actine et de la myosine et
responsables de la formation de la liaison sont fermement fixés sur leur
protéine respective. En conséquence, dés que l'affinité entre deux sites
est telle qu’il y a formation d’une liaison, on observe un déplacement des
filaments porteurs des sites.

En tenant compte des caractéristiques biochimiques principales liées
aux propriétés de la myosine et de I'actine, Weber a proposé de considérer
la synthése des acides gras comme étant un modéle plausible de la
séquence de réactions aboutissant au glissement des filaments. Dans cette
conception, l'actine est supposée porter I'équivalent d’une fonction acide
qui peut étre « activée » par I'ATP.

La myosine porterait une fonction SH (équivalente a celle du CoA)
avec laquelle la fonction acide activée de I'actine réagirait pour former
une liaison. Cette réaction s'accomplit sans perte appréciable d'énergie
libre et est identique a la formation d'un acyl-CoA. Ce dernier peut réagir
avec un phénol puis un alcool et I'énergie de I'acyl-CoA est partiellement
dissipée puisque I'hydrolyse de la derniére liaison ester ne libére que 2 a
3 Kcal M'lL La fonction acide est de nouveau préte a réagir avec un
nouvel ATP et le cycle recommence.

La figure 17-15 illustre schématigquement comment une séquence de
réactions peut conduire simultanément a I'hydrolyse de I'ATP et au dépla-
cement d’'une molécule d’actine le long d’une molécule de myosine.

F. COUPLAGE POTENTIEL D'ACTION - CONTRACTION

Dans les conditions normales, la contraction d'un muscle est consé-
cutive au potentiel d’action qui parcourt la membrane de la fibre muscu-
laire. Le probleme qui se pose est celui de savoir comment la machinerie
contractile est mise en marche par l'activité électrique de la membrane.
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FIG. 17-15. Représentation schématique d'une séquence de réactions conduisant simultané-
ment a I'hydrolyse de I'ATP et au glissement des filaments d'actine et de myosine (d'apres
H. H. Weber, in Nachmansohn).

On a déja suggéré quau cours de lactivité électrique, une substance
pourrait étre libérée dans la membrane et atteindre, par diffusion, les
protéines contractiles. Cette hypothése doit toutefois étre rejetée parce
gu’elle est incompatible avec le fait que le délai existant entre l'activité
électrique et la réponse mécanique est trop bref pour étre attribuable
a un phénoméne de diffusion ayant son origine dans la membrane.

Les expériences réalisées sur une fibre isolée d'un muscle strié
(grenouille) montrent que la stimulation électrique réalisée a I'aide d’une
microélectrode n'est effective que si elle est appliquée au niveau du
disque Z. La contraction ainsi produite consiste en un raccourcissement
des bandes | situées de part et d’'autre du disque Z, elle peut se propager
vers lintérieur de la fibre ou encore le long de sa circonférence, mais
n'atteint jamais les bandes | adjacentes qui ne sont pourtant éloignées
que de 2 p (Fig. 17-16). Cette observation est évidemment trés impor-
tante puisquelle montre que pour étre effectif le potentiel d’action doit
arriver au voisinage immédiat d’une zone limitée des protéines contractiles.

Dans le cas de la grenouille, il s'agit du disque Z, alors que chez
le l1ézard la région efficace se trouve entre les bandes A et |
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FIG. 17-16. Fragment d'un film (16 vues sec-1) montrant le raccourcissement d'une bande |
en réponse a l'abaissement du potentiel d’'une micropipette appliquée en face du disque Z.
Fibre isolée du semitendineux de la grenouille. Lumiére polarisée compensée de telle sorte
que les bandes A apparaissent foncées (d'aprés A. F. Huxley et Taylor).

FIG. 17-17. Réticulum endoplasmique du muscle de grenouille. La triade de Porter et
Palade comprend les vésicules de la bande | et la vésicule intermédiaire du disque Z.
Cette derniére est une structure continue et non une série de petites vésicules (d'apres

A. F. Huxley).
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Bien qu'on ne dispose d’aucune preuve directe, on considéere toute-
fois que le potentiel d'action prenant naissance dans la membrane d’'une
fibore musculaire est amené a la zone responsable de I'activation des
protéines contractiles par l'intermédiaire du réticulum endoplasmique. On
a en effet décrit dans le muscle strié une structure particuliére du réti-
culum endoplasmique, la triade de Porter et Palade située au niveau du
disque Z chez la grenouille (Fig. 17-17) et entre les bandes A et | chez
le Iézard. On pense alors que le potentiel d'action venant de la surface
du muscle, est amené le long des tubules du réticulum endoplasmique
jusqu’a la triade, ou il a pour effet de libérer des ions Ca qui inactive-
raient le facteur de Marsh-Bendall par déplacement de Mg.
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|. L'ETAPE LIMITANTE : DEFINITION

Le métabolisme cellulaire est catalysé par un nombre considérable
d’enzymes, de coenzymes et d’ions. La présence d’inhibiteurs et d’activa-
teurs des réactions catalysées, l'existence des cycles biochimiques et le
fait qu’'un méme substrat peut, selon les circonstances, suivre des voies
métaboliques diverses permettent de conclure a l'existence de systémes
de contrdle dont le jeu aboutit a lI'intégration harmonieuse des différentes
réactions chimiques dont la cellule est le siége.

A partir des considérations développées dans d’autres chapitres, nous
pouvons formuler des remarques générales a propos de ce contrdle.

A) Pour que I'apport du produit synthétisé se fasse de fagon continue,
les voies métaboliques suivies doivent étre irréversibles, c’est-a-dire
s’accomplir avec une perte d’énergie libre importante. Ceci est réalisé
lorsque I'’ATP est utilisé dans une réaction et plus particul