Chimie Inorganique Avancée

CMI - 2¢me gnnée : les bases de la Chimie Inorganique

» métaux de transition, complexes, chimie organométallique

> réactivité, synthéses (substitutions, chimie douce)

> propriétés optiques (couleur, luminescence), iono-électroniques
(semiconducteurs, photo), ...

CIA - 3¢me année : Sujets d'avant-garde : catalyses

thase

> Biocatalyse et Bioinorganigue :
(th Catalyse acide, redox,
Photosynthese
Eléments de catalyse enzymatique |

> 6h, SN

» Catalyse Industrielle : )
” homogene vs hétérogene
procédés, développements

catalytique

V/T cinétique, mécanismes, ... )

> 6h, CSZ




Philosophy
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Chemistry (catalyst) <—=

Mechanism
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Industrial
- Friedel-Crafts (acylations)

- Monsanto-Cativa (acetic acid)
- Ziegler-Natta, metallocenes (PE & PP)

2 - Homogeneous Catalysis

Catalysts

Organometallics, Phosphines,
Carbonyl metals, Metallocenes,
Asymmetric Catalysts, ...

Mechanisms/ Kineﬁcs\

Oxidative Addition, Reductive
Elimination, Insertion-Migration
Rate laws

- Electron transfer

- Photosynthesis

- Dioxygen management

- Dioxygen carriage & storage

1
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Partie A- Biocatalyse

I - Métaux et ligands de la biosphere

IT - Transport et stockage de I'oxygéene
> Hémoglobine

IIT - Catalyse acide

» Métalloenzymes
> Anhydrase carbonigue, Carboxypeptidase
IV - Catalyse redox, transfert d'électrons
IV.1 - Gestion de I'oxygéne
> Superoxyde dismutase, catalase, peroxydase
» Oxygénases, cytochrome P-450
IV.2 - Autres centres redox
» Vitamine B12, seule biomolécule organométalligue
> Les centres redox de la photosynthése
Chlorophylle
Clusters de Mn
Les protéines d Cu bleues
Protéines Fer-Soufre
V - Catalyse enzymatique
» Réactions biocatalysées

» Procédés industriels
Sophie Norvez Chimie Inorganigue Avancée ESPCI 2012



I. Métaux et ligands de la biosphere

Métallobiomolécules

Protéines Non-Protéines
| |
| | |
Transport et Transport et Photoredox
Stockage S’roc}«xge
| | | .

Transfert Transport Transport Sidérophores, Fe Chlorophylle, Mg
électronique de métaux d'oxygéne Squelette, Ca, Si Photosystéme IT, Mn

Cytochromes, Fe
Iron-Sulfur, Fe
Plastocyanine, Cu

Ferritine, Fe
Transferrine, Fe

Céruloplasmine, Cu

Transport, Na, K
Myoglobine, Fe

Hémoglobine, Fe
Hémérythrin, Fe
Hémocyanine, Cu

Enzymes

|
Hydrolases
|

Phosphatases, Mg

,Zn, Cu
Peptidases, Mg, Zn
Carboxypeptidases, Zn

|
Oxydoréductases Isomérases, synthétases

| |
Oxydases, Fe, Cu Vitamine B12 coenzyme, Co
Réductases, Mo, Fe, Cu
Nitrogénases, Fe, Mo, V
Hydrogénases, Fe, Ni



Métaux dans les systemes biologiques

Complexes peu stables, diamagnétiques
Chimie ionique

4 grandes catégories de
fonctions biologiques

Métal  g/75kg 1
( Na 100 } 1. Régulation de potentiel, maintien de la
Groupes ) K 170 pression osmotique (équilibre hydrique)
la, lla Ca 1100 R lisati
} 2. Activation d'enzymes, stabilisation de la
~ Mg 25 structure des protéines, calcification
[V 15 10-3
Cr 2 103
Mn 1
Métaux de
transition < Fe 4-5 3. Transfert électronique, catalyse redox,
Mo 10 10-3 transport de l'oxygéne
Cu 100 10-3
Zn 2-3 } 4. zinc promoteur de structuration et acide
\ Co 12 10-3 de Lewis : métalloenzymes a zinc

Composeés de coordination, effet du champ de ligands, large
gamme de degrés d’oxydation



Abondants : Na, K, Mg, Ca

- Régulation (équilibre Na*/K*)

- Certaines enzymes ne fonctionnent qu'en présence de cations Mg?* ou Ca?*
(grande affinité pour les CO,)(ex : coagulation sanguine)

- Chlorophylle (Mg?* photosynthése)

Traces : Fe, Cu, Zp

%_J
redox acide de Lewis, pas de redox
1. Catalyse acide, enzymes a zinc

ex carboxypeptidase, anhydrase carbonique
2. Transport de O,
hémoglobine, hémocyanine, hémérythrine
3. Transfert d'électrons, catalyse redox
protéines Fe-S, cytochromes de la chdine de transfert, plastocyanine (Cu),
détoxification (superoxyde dismutase, catalase, peroxydase), cyt P450

Ultra-traces : Mn, Co
Exemples: Clusters de manganese (photosynthese)

Coenzyme B12 (cobalt)



Role structural du Si et du Ca

Rappel de 2éme année : Silicium : Radiolaires

oy }f./ o =
Pt B
it e B . .
Cof ¥ =
I, s e
s =
A

Squelettes silicieux de radiolaires
(plancton marin)

Condensation de l'acide silicique : (Si-OH + HO-Si — Si-O-Si + H,0)

Si(OH), — SiO, + 2H,0

Les terres de diatomées sont utilisées dans l'industrie comme filtres chimiques
pour purifier I'eau, comme matériau de polissage, comme insecticide, etc.
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Calcium : Carbonate CaCO;,

8 1:1m
Nacre Cristaux de calcite de l'oreille Coccolithe de calcite
interne : détecteurs de gravité (phytoplancton)

Calcium : Phosphates

—— Dentine

_j' —— Pulpe
- —— Gencive

Hl==0" $IT0-S0oN
| 1

hydroxyapatite Ca;o(PO,)s(OH),
Os : 65%, Dentine 70%

1=l -

— Os

- Waisseauw sanguin
= k|

— Marf




La nacre, un matériau hybride

Diffusion cohérente de la lumiére :

.

Y
n

450

Tensile Stress (MPa)

Période 0.3-0.5 um— irisation

ao0 |
aso |
aoo |
250 |
200 |
150 |

100 |

0
Couche organique (30 nm) Aragonite CaCO; 95%
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Work of fraclure  polymer

B P B W}
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Strain (%)

La nacre se comporte comme une céramique qui peut se déformer plastiquement
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La recherche sur la nacre artificielle est active :

Bioinspired Design and Assembly of Platelet
Reinforced Pelymer Films
Lorenz J. Bonderer, et al.

Science 319, 1069 (2008): Plaquettes d'Al,0; + dérivé de chitine
- ! I d T T T L T T |
300 MRS
5 - —_— - I F WA
— 25[:' I E '-H-I__E.- ! Artificial ]
a [ E T ; hybrid film
= 200 m_ e _
i i
ﬂ . EE‘. 10 vol%
g 150 2 - 0%
o L
Lty L __.J— Dantin .
B 100 50 volt
5 . »
- 1 ]
0 _ : Inorganic content _
0 ) 10 15 20 25

Strain (%)

Questions ouvertes :
- Microarchitecture
- Mécanisme de formation
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Mécanisme proposé pour la formation de la nacre

Les cellules épithéliales (CE) du manteau sécretent périodiquement des couches
organiques de conchyoline (CO) :

L'aragonite cristallise entre les couches organiques. La croissance 2D s'arréte
quand les cristaux, enrobés d'une couche organique, se touchent :

(.,

Marteau

CEd@ & & «E&

Branchies

Muscle §i

Ernpreinte %
du rmuzscle ~L |
adduckeur |

I [ 1 0.5 .\
I

Epines de

d_ﬂ___—ﬂd_ﬂ_ croizsance
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Glycoprotéines acides riches en carboxylates :
les CO,™ sont les sites de nucléation \

Chdines de chitine en sandwich entre des feuillets —>{
OH

OH
O
OH%O o OH
o alete
chitine NH
=0 ' NHY
CHs 70 |
CH3 ¢=0
CHS \_/I/
R .. | '
CaCOj; se forme sous le controle des protéines : CH, CHy

Ca?* complexés par les carboxylates latéraux a bonne  Z°~0 2“0

distance le long de la chdine polypeptidique —Ca

Adéquation entre la distance Ca-Ca dans la maille CaCO; et la position
des aspartates et des glutamates sur la chaine polypeptidique

Croissance épitaxiale < Contrale spatial
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Ligands biologiques

Protéines :

~ ® )

~
Doublet peu disponible «—— ﬁ
(5
CH—C—NH—CH—C—NH— _
T
\Ligclnds
Aspartate Asp carboxylate
Glutamate Glu carboxylate
Cystéine Cys thiol
Méthionine Met thioéther
Tyrosine Tyr phénol
Lysine Lys amine
Histidine His imidazole

NH — C=—=NH
o

barriere de rotation 80 kJ/mol /

-CH,-CO,
-CH,-CH,-CO,"
-CH,-SH
-(CH,),-S-CH,
-CH,-C4H,-OH
-(CH_,)4-NH,

_CH2@NH

N
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Hé/ﬂOp/"O téines : Protéines qui environnent un héme (porphyrine de fer)
2 positions vacantes

/
S
HO,C COzH
Protoporphyrine IX Heme

L'une des positions est occupée par un résidu qui lie 'heme a la protéine.
La derniére position reste libre pour réagir sur un substrat.

Le ligand axial fait sortir le fer du plan de I'heme.
. L'arrivée du substrat joue sur la distance fer-héeme
_Fe.._ —» Contréle fin

—_J0.64
$ — Possibilité de régulation par allostérie



Les hémoprotéines ont de nombreuses fonctionnalités :

hémoprotéine

ligand axial du Fe

role

Hémoglobine

Imidazole (His)

Transport de O,

Cytochrome ¢

Imidazole (His)
Thioéther (Met)

Transfert d'électrons

Catalase

Phénol (Tyr)

Catalyse de : 2H,0, — O, + 2H,0

Cytochrome a;

Imidazole (His)

Catalyse de : O,+ 4e” + 4H* — 2H,0

Cytochrome
P450

Thiolate (Cys)

Catalyse de : RH+O,+ 2e’+ 2H*— ROH + H,0O

15

Hémoglobine

Peroxydase, catalase

Cytochromes

Fell fixe O,
FeII fixe H,O,
Fell/Felll transfert d'électrons

(Chlorophylle : Mg a la place du Fe)
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Rappel : Affinité métal-ligand : classification HSAB
(critere de Pearson)

Qui se ressemble s’assemble

DURS INTERMEDIAIRES MOUS
- Cations —
petite taille l g/"qna’e taille
charge élevée ) fa/b,/e cﬁqr_qe/ )
faible électronégativité électronégativite élevee
Li*, Na*, K*, Mg?*, Ca?", Zn?*, Cu?*, Ni%*, Cu*
Mn2?+, Fe3+, Co3* Fe?+, Co?*
o Ligands —
H,O, OH-, ROH, NH;, pyridine, RSH, RS-, R,S,
amines, F-, Cl-, PO,3, N,, N5, CO, CN-

50,%,NO; , RCO,- I-, Br- H-, R-, PPh,



IT - Transport et fixation d'oxygene

L'oxygéne est l'accepteur terminal d'électrons dans la respiration cellulaire. Le transfert
d'électrons est accompagné d'un déplacement de protons qui conduit a la réduction de O, :

ADP

phosphorylation oxydative
NAD* H,0

Chdine de transfert des électrons X

1
NADH 20,

ATP=== source d'énergie (par hydrolyse)

Une ddp de 1.14V entre NADH et O, assure le transport des électrons le long de la chdine :

1/20, + 2H* + 2e- — H,0 E0=+0.82 V
NADH— NAD* + H* + 2e- EP=-0.32V

——> [1/20, + NADH + H* < H,O + NAD* AEO=+114V

L'énergie libre de la réaction est donnée par :
AGP = - nFAE? = -2x23.06x1.14 = - 52.6 kcal/mol

17



Chdine respiratoire dans les mitochondries

mitochondrie

Cette énergie libre est utilisée pour synthétiser ATP :

ADP ADP ADP
NAD'" | FADH, Quinone 2Fe(ll) | 2Fe(llll  2Fe(ll) 2Fe{III}I H,0
XGEHW”XCH b XCV( o XCN ¢ X{.‘,yt a%X
NADH FAD Hydrogquinone 2FB[||!]' 2Fe(ll)  2Fe(lll)  2F I[II} E 2
ATP ATP ATF'

Paliers : la chaine comprend plus de 20 centres redox

ADP + Pi + H* < ATP +H,0 AGO = + 7.3 kcal/mol

Cette réaction a lieu grdce a un complexe enzymatique, I'ATP-synthase, situé dans la

membrane interne des mitochondries :

site catalytique pour la synthése de 'ATP «+— Unite F, 1

canal protonique <= Unité F1

18
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http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://www.geneattic.com/geneticalogie/images/mito.gif&imgrefurl=http://www.geneattic.com/geneticalogie/mito.htm&usg=__O9efMVOtbcxEpiPl3vSaWaW8yP8=&h=376&w=278&sz=88&hl=fr&start=27&tbnid=YhC3lz0lS8iiaM:&tbnh=122&tbnw=90&prev=/images%3Fq%3Dmitochondrie%26start%3D20%26gbv%3D2%26ndsp%3D20%26hl%3Dfr%26sa%3DN
http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://www.hpc.unm.edu/~aroberts/main/_borders/chemfig197.gif&imgrefurl=http://www.hpc.unm.edu/~aroberts/main/atp.htm&usg=__wzFcQ87VE5xhipoV6LNDNF7Z1Fo=&h=486&w=480&sz=77&hl=fr&start=19&tbnid=tpOPkGZBP8RhhM:&tbnh=129&tbnw=127&prev=/images%3Fq%3DATP-synthase%26gbv%3D2%26hl%3Dfr

f > CO
| 2 ]

ﬁ:ycle-s cataboliques\ /Cycles anaboliques

1 Composés < I
organiques
Respiration aérobie Photosynthéese
ATP ADP+Pi ADP+Pi h ATP
X X

fe (;2 2H,0 / \_ 2H,0 oI2 0y

e o -

Mitochondries — % -5 1% 1 %{‘J—h}’ ~— Chloroplastes

Phosphorylation oxydative —

( ADP ) hosohor]
Photophosphorylation
atp | priosprory

Intermembrane
space Stroma

Théorie chimio-osmotique
le flux d'électrons a travers la chdine redox crée une force proton-motrice



Transfert d'électrons et synthése d'ATP sont trés semblables dans les chloroplastes et les
mitochondries : oxydation/réduction séquentielles entre transporteurs redox sur des
protéines membranaires : cytochromes, protéines Fe-S, protéines a Cu.

NAD*

complex

~

-~ -

NADH

]
complex
\

\ ”I_,’
I’r

fumarate

succinate

C_t{@ complex cL\»’_
az " Cuy”

mitochot_'ldrial inner
matrix mitochondrial

ADP membrane

¥~ Complex V
(ATPsynthase)

Membrane interne mitochondrie Membrane thylacoide (interne chloroplaste)

cell
cytoplasm

ATP
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Un apport /ninterrompu d'oxygene aux mitochondries est nécessaire pour assurer
le métabolisme aérobie des tissus.

La cascade de I'oxygéne, moteur du transport :

Tout gaz diffuse d'une zone de haute pression partielle vers une zone de
basse pression partielle

Po: [mmHg]
Pression atmosphérique

150 m—

Ventilation Alveolaire

“Im—

(Exterieur): Airsec
(Tfrfachee): + H:0

L’oxygéne est utilisé en permanence dans la
mitochondrie, sa pression pprtielle y est
donc tres basse

27 minimum vital
Cytoplasme —_—
1

0 Mitochondries —pm a 10 mmHqg

Du milieu extérieur aux mitochondries contenant les enzymes de la chdine respiratoire au

sein des cellules, I'oxygene diffuse selon des gradients successifs de pression partielle
21
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Mais il y a un probléme de solubilité (et de diffusion) :

Cte de solubilité des gaz dans I'eau a 37 °C

Oxygéne (.024
Dioxyde de Carbone 0,570
Monoxyde de Carbone 0018
Azote 0.012
Hélium (.008

Le stockage, le transport ainsi que la libération de O., sont assurés par des
) P q 2 P
protéines utilisant un atome ou une paire d'atomes métalliques : Fe ou Cu

YR S
o ?I

5y i ?'. £
'5 AR A

hémoglobine hémérythrine hémocyanine

Ces enzymes porteuses permettent d'augmenter la solubilité de O, dans le sang

D'un facteur x30 pour 'hémoglobine : Solubilité a 20 °C :
> dans l'eau : 6.6 cm3/L
> dans le sang : 200 cm3/L


http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://www.leucemie-espoir.org/spip/IMG/jpg/Doc_3-13.jpg&imgrefurl=http://www.leucemie-espoir.org/spip/article29.html&h=800&w=680&sz=214&hl=fr&start=2&tbnid=JceH_Nukr5TVCM:&tbnh=143&tbnw=122&prev=/images%3Fq%3Dglobules%2Brouges%26gbv%3D2%26svnum%3D10%26hl%3Dfr%26sa%3DG
http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Etrille.jpg

1. Hémérythrine Hr

position vacante

_nu POUro: Z;NH Migration du proton
N

N7 @ ({ | u-hydroxo qui stabilise
= Fe(ll) 3 | NH /—ﬂ— Fe(lll)
HN N I N o2 HN_
N O o XfFet) ~

la liaison p-peroxo
/[ ) O)j) Q:\ | ’( )

— Hydroperoxo M-OOH
(Raman 844cm-")

Bactérie
Methylococcus
capsulatus

23
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Unité de base : Polypeptide de 113 AA (M, 13500)
formant 4 hélices a presque alignées : cette topologie
crée une poche pour le complexe métallique

L "hémérythrine est le plus souvent trouvée sous forme d'un octamere de 108 000 Dag,
mais il existe des formes dimériques, trimériques ou tétramériques chez certains
organismes.



2. Hémocyanine Hc

Chez certains arthropodes (crustacés et arachnides) et mollusques (pieuvre). Le sang
est distribué a basse pression dans des sinus autour des organes internes.

Z/; s S f Lo 05
- cUun ! : ] cu(ll

/[ ) %/ A ,( ) 0%\

H j) NH ( H

incolore bleu (Transfert de charge ligand-métal)

Cu(T)..Cu(I) + O, — Cu(IT)-0,%-Cu(IT)
d10 do
/ Q \
Raman 744 cm' M M

Peroxo 07

25 Limule


http://fr.vikidia.org/wiki/Fichier:Limule.jpg

monomere d’hémocyanine

La structure quaternaire de Hc est constituée de 8 hexameéres, chacun résultant
de |'association de 6 sous-unités possédant chacune un centre métallique Cu-Cu
Hc contient donc 48 sites de fixation de O, , Mw 3 500 000

26
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Avant :

Remarque :

Astaxanthine + Crustacyanine

Helliwell JR
PNAS Juillet 2002, Crystallography Reviews 2010

e N R e N e e ey

Astaxanthine

oH 24

C(p) C(a)
A X
I "-h.\“ k %
F h lf [
foX )
I.F :;f 1'& ~1' :
: \ '..‘1
¥ , !
FJ l"u
s N
-~ x\h
| I 1 I
450 550 6850
Wanislangth (nm)



http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://blog.france3.fr/nng_images.php%3Fimg%3D/cabinet-de-curiosites/files/c/a/b/cabinet-de-curiosites/images/homard-1.jpg&imgrefurl=http://blog.france3.fr/cabinet-de-curiosites/index.php/2008/01/08/64389-encore-du-homard&usg=__oHEVNJ6JDwJIEw6k5kxOqaQxIRU=&h=202&w=180&sz=13&hl=fr&start=67&tbnid=f5-P9E45R8H4kM:&tbnh=105&tbnw=94&prev=/images%3Fq%3Dhomard%2Bthermidor%26start%3D60%26gbv%3D2%26ndsp%3D20%26hl%3Dfr%26sa%3DN

3. Hémoglobine Hb et myoglobine Mb

O, est transporté par |'hiémoglobine, et stocké par la myoglobine :

Cavité hydrophobe
+ environnement encombré

'L.r_-_;r ’ 45x35%x25 A

Myoglobine : protéine globulaire contenant un héme, constituée d'une seule

chaine polypeptidique de 160 acides aminés. Structure secondaire composée
,,de 8 hélices a (cf A-H), formant une cavité hydrophobe abritant |'heme



Lors de I'oxygénation, I'histidine distale établit une liaison hydrogene avec l'atome d'oxygéne
terminal, ce qui favorise la formation de OxyMb

-
»

6° position de
coordination
Site de liaison de O,

«— Histidine distale

O,
 ——
——
x2.. ~ R — F62+ d6 xz_iz
FeLs R Fels
haut spin bas spin
S=2 o n S=0
Xz, ) o= .
rayon e ee
ree2+ = 0.78A ' e

=3 Fe?" rentre dans le plan du macrocycle

29
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L'histidine distale protége aussi la porphyrine des molécules se
liant de fagon linéaire, comme le monoxyde de carbone ou NO

Un heme isolé en solution se lie a CO 25000 x plus fortement qu'a O,

Mode linéaire de liaison de CO
dans les porphyrines isolées

A

C
N i
N E7
HC— /.
H
&
|
TS [ [
I
N
&\
HC CH
[ His
HN ——(ii F8

\

C
NN
\ /CH
HC\‘N

H

Mode angulaire de liaison de CO et O, dans la

myoglobine et I'hémoglobine, imposé par His E7



En solution, I'heme ferreux est trés rapidement oxydé en heme ferrique
=) La fixation de I'oxygeéne devient alors irréversible

FeD-u peroxo
R 0 peu stable
O

dimére Fe@D -;1 oxo

facile H O
O > “: stable

»
»

mm) Cette dimérisation oxydante improductive est un défaut fatal pour leur
fonction biologique

m=) Le repliement globinique protége 'héme dans un environnement qui
lui permet de transporter O, de fagon réversible.
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Hémoglobine

hétéro-tétramere a,B,o,B, (association de deux dimeres fonctionnels af)
(4 globines de 8 hélices a) @ 6nm, M, = 64500

Heme

€<—>
Contact entre les unités 3
Bl par 'intermédiaire d’'une
molécule de 2,3-BPG qui
stabilise la forme déoxygénée

oPo®

N\ _J \ _J
Dimere 2 Dimere 1

Zone de glissement : les résidus en contact sont différents
suivant que I'Hb est oxygénée (R: Relax) ou non (T: Tendu)



4. Coopérativité

|/\ |/\N
Histidine distale E7 N
HN\/ HN\/
Liaison hydrogéne
@)
/
[
—— IS I I - - - - I
- - 0.13 A
0.60 Ai Fe .
A2 Fe *
A N
N AN
o N\ \
Histidine proximale F8 \ NH
NH S
5 protéine
protéine

Quand Fe?* fixe une molécule de O,, il change de coordination, son rayon diminue, l'ion
rentre dans le macrocycle : HisF8 se déplace, induisant un mouvement de I'hélice F, et la

rotation du dimere . o
- === Les 4 sites ne sont pas indépendants



La structure de I'hémoglobine se modifie lors de I'oxygénation :
modulation du pouvoir oxyphorique

Changement de coordination du Fe ===p Déplacement de I'hélice F
m==) Rotation de 15° du dimere a;B; / o, B;

rotation

désoxyhémoglobine T oxyhémoglobine R

La fixation de dioxygene induit un changement de structure tertiaire et quaternaire :
2,3-DPG est expulsé, il y a rupture de ponts hydrogéne et libération de protons. La

structure oxygénée est plus compacte.
34



Comportement coopératif des 4 globines

myoglobine
94 (hyperbole)
100 e S
gk non-cooperative \
60 cooperative hémoglobine (sigmoide)
a0
20 ff
1 1 | e
P,(O,) P(0,), mm Ha

35

Saturation @ = fraction des sites occupés par O,

Mb + O, = MbO,

K — IMbO, |
[IMb]P
IMbO,|  KP

~[Mb]+[MbO,] 1+ KP

hyperbole

La fixation d'une molécule de O, par |'Hb se répercute sur
les autres unités qui basculent aussi de T a R. Dans I'état R,
la sous-unité a une affinité plus grande pour O,, ...

controle allostérique positif
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100 —

-----------------------------------------
-
'''''''''''

high affinity ___...eeeseeees .: : f
'''' ’ l 23"}'6
Bﬂ .-n“' | I {
“ ______________________ ‘-"-I ] -
g |
i T S l
Sl /  Mheze /0L ‘
sors /v
= T I e
E ........
[12]
® 40

20 !
. I
E pO, muscles pO, poumons
ss” i . | | | |
0 20 40 60 80 100
- — - - — — P{DZ}’ mm Hg
partie veineuse (o) partie artérielle ()

Cette forme est tres avantageuse sur le plan physiologique :
> sécurité de captation
> rapidité de libération

La coopérativité fait de 'hémoglobine un transporteur d'oxygene efficace



Courbe de Hill

o A
0975

g KP_
1+ KP

Représentation de Hill :
0

non-cooperative [Og 9 = [Og KP = [Og P o [Og Pl / 2
log Pl(oz) ——————————— log K7
Y I log P(O,)
/ | ’ " 0 K'
gP©0) | f 7 gpyo) e OAGY =—RTLn——
2 —_—
high affinity low affinity 2.303 AT K R
form form +
—————————————— log K7
slope = n,_,
0
——=KP"
) 1-6
,_ dllog75] 0
N = ———0
property hemoglobin hemocyanin hemerythrin
_________ I:n-:-llzlvII I:I'l:ll'[':l 0 45 N
Plﬁ'zn'u {torr) 0.25 2 2
A 0 (keal/mol) 3 a5 1.4
| - Hrep 2.8 | 2
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log P(O,)



Effet Bohr

La concentration plus élevée en H* ou CO, dans les tissus actifs (muscles)
active la libération de I'oxygeéne : effet allostérique négatif (hétérotropique)

1.0 pH 7,6 100 ~ T —
0 5102040 80 mm HyCO,
BD — ftrr 57, ra
/ I,.-'r .-"r A 4
o E I_' III' _."I .."'-
>‘ L | .'I !
= - BD - III. I' { J
C = |
O fr— |.II II
g 015 — E |||| I
= | |
5 H+|b O E 40 B |I|"I'II I |
© ibére Oy © i
w L Ilkl-' .‘I,I'I, ,l
QD '_Iillll,':ll-la'l. ¥,
|,:F ':r:."l r
0 & /SR R S R SN T |
0 R T 0 20 40 B0 B0 100 120 140

Tension en O; (mm Hg)

I

Reproduction du graphique original de Bohr (1904) concernant l'effet
de la PCO, sur la courbe de dissociation de I'O, du sang humain.

Pression de O (pO2 en torrs)
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Les globules rouges délivrent O, mais aussi contribue a I'évacuation du CO, produit par le
métabolisme cellulaire.

Le CO, forme des carbamates avec les N-terminaux des globines de la déoxy-Hb
T bamino-hémoglobine : — - +
formant la carbamino emogiobine Hb'RNH2 + C02 HbRNHCO +H

O
La plus grande partie est transportée dissoute dans la circulation sous forme bicarbonate :

CO, + H,0 = H,CO,
N— 4
Y
tres lente dans le plasma.

Catalysée dans I'érythrocyte par
I'anhydrase carbonique (voir plus loin).

H,CO, = HCO, + H*

| HCOy | cl | Effet Hamburger

39



5. Modéles synthétiques

40

Pourquoi des modeles synthétiques ?

» Comprendre le fonctionnement des transporteurs d'oxygéne
» Comprendre les chemins réactionnels d'oxydation par O,
» Etude de |'influence de plusieurs parametres (nature du ligand axial,

polarité du site de liaison, contraintes stériques, ...)

Avantages :

> Especes bio-inorganiques moins complexes
> Structures cristallines mieux résolues

> Disponibles en + grande quantité et a moindre colit que les homologues
naturels



Modeéles synthétiques d'hemes encombrés : "porphyrines a piquets”

CH,
1%3(:\\4: P

CH,

CH,
H 3C\é,/CH3

James Collman, 1978

Piquets = barriére protectrice qui empéche la formation du
dimeére p-oxo et stabilise le complexe de Fe(IT) oxygéné

Ces composés peuvent rester en milieu aérobie plusieurs jours sans oxydation

41



Modélisation par les complexes de cobalt

Comme |'héme, les complexes de Co(II) réagissent avec O,.

En présence d'une base (pyridine ou imidazole qui joue le réle de ligand
axial = F8 de Hb), ces complexes réagissent avec O, selon une réaction
réversible rapide qui évoque les réactions de Hb ou Mb.

Exemple :

42

OH HO oo O\CO/O
E ; . E /7 N\ E
—N N— -2H N N
\_/ U

Salen-H, Co(Salen)

1. Indiquer la géométrie du complexe [Co(salen)] et donner, en utilisant le
recouvrement angulaire la levée de dégénérescence des orbitales 3dde l'ion
cobalt dans cette géométrie.

Dans le cas de ce complexe,onace, > 3 ¢..
2. Ce complexe est-il stable ? (Appliquer la regle des 16/18 électrons)

3. Quelle géométrie va-t-il effectivement adopter en solution ?



4
-
& y
3
x" 2 6
position ligand OA du métal
Z2  X?%-y?2 Xz yz Xy
contributions o 1 1 0 0 0 O
2 Va % 0 0 0
3 Y % 0 0 0 z? x*-y* Xz yz Xy
4 Va % 0 0 O
PNej
5 Va % 0 0 O O
1 0 0O 0 O
6 2T
contributions n 1 0 0 1T 1 0 ZGN
0 0 1 0 1
2 2Ty
3 0 0 0 1 1
4 0 0 1 0 1 20
5 0 o 0 1 1 Y
6 0 o 1 1 0
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X2y2

N
: C
S/ . 7 %
B
XY =l — e
plan carré 72

e —
L
XZ, Yz ===

Complexe neutre donc Co?* donc d7 donc 15 électrons = instable

Coordine une molécule de solvant B = dz? devient accessible

: : oO—O .
Quel mode de coordination pour O, : \ / ou O 7
M M

NP N Structure cristalline de Co(salen)(DMSO)O,
// Co = superoxyde, angle 125°

pyramide base carrée



L'oxygene et ses dérivés

— C
s 00l «— {0=0
2p —eo— —o— —o— —.— —— —oe - = 7
——— —0-0- T . _0
NI [O—O
S Fo-o5”
=0
O O, O
Compose O-O(A) Vo.o (cm™) %dende
O, O=0 1.21 1580 2
O, superoxyde 1.34 1100 1.5
O, peroxyde 1.49 800 1

Oxyde, superoxyde, peroxyde sont des formules limites. Difficile de savoir si le
transfert d'électron vers O, est complet. On mesure la longueur O-O pour savoir ol on
. Se sifue entre les représentations hypothétiques extrémes.



ITT - Catalyse acide
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Enzymes a zinc

Caractéristiques particulieres du Zn

> Plus présent que Ni, Cd, Cu

> Plus fortement complexé que Mn(II), Fe(II)

» Echange de ligands plus rapide que Ni(IT), Mg(II)

» Pas d'activité redox comme Cu(II), Fe(II), Mn(II)

» Géométrie de coordination plus flexible que Ni(IT), Mg(IT)

> Bon acide de Lewis : parmi les ions M(II), seul Cu?* est plus fort
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Role structural du zinc

Repliement des protéines

N
()
N N S N
s é (S\ / (\Zé ,
o n "'////N /E SI ////N Sl N
\:N Doigts de zinc

Séquences répétées de :
2 Cys, 2 His, 1 Zn en coordination tétraédrique

— Sites de repliement

Ponte les chdines peptidiques a la maniére d'un disulfure,
moins sensible a I'environnement réducteur de la cellule




48

Doigts de zinc facteurs de transcription de 'ADN

Humin fine Finger PNA Hinding Dooemanin

Frofeines a doigls de zinc, decouverfes en 19835,
Elles reconnaissent ceraines sequences ADN,

Réle clé dans la franscription ADN — ARN.

3 doigts de zinc dans le grand sillon
reconnaissent 3 pb chacun



/ ‘ \ substrat
L1 o L3
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HO®
jonisation \
| ” Zn2*
H,O / \ AN
| L1 |2 L3
Zn?*

Zn%*

déplacement= / ‘ \

Anhydrase Carbonique

[H®<— base j

Réle catalytique du zinc (catalyse acide)

Enzyme Ligandl | Ligand2 | Ligand3 | Ligand4
Anhydrase Carbonique His His His H,O
Carboxypeptidase His Glu His H,O
Alcool Déshydrogénase Cys His Cys H,O
H
2‘0 H,0
Zn2+ ‘ 2+
O/ ‘ \ Zn
o\ 7N
Carboxypeptidase Alcool Déshydrogénase




Anhydrase Carbonique

CO, + H,0 = H,CO,

~

tres lente dans le plasma

[CO,] = 400 -1000 x [H,CO,]

Dans les globules rouges :

— vitesse x 107

H,CO, = HCO, + H*

spontanée au pH physiologique

50

changement de
coordination

Q% | 0 h.is

his his

his

\ HCO;

his

his o e diffuse hors de
g I'érythrocyte,
f rejoint la
circulation
H* sanguine

capté par I'Hb désoxygenée (effet Bohr)



IV - Catalyse redox

1 - Gestion de l'oxygene.
1.1 Especes ROS

O, accepteur final d'électrons : combien d'électrons pour la réduction en H,0 ?

O,+ 4 + 4H" — 2H,0

02 + e — 02 - superoxyde ét’ape gndothermique norlm spontanée
nécessitant une enzyme : oxydase

02-_ + e (+2H%) — “022 o ) spontanée catalysée par SOD

+ e (+H") — + OH™ (+ HY)

spontanée catalysée par catalase

+ e (+H")—> H,0

51

* L'oxygene est inerte dans les conditions biologiques

* Le superoxyde est un pietre oxydant mais un bon réducteur !

* En solution on ne distingue pas le processus a 1 ou 2 électrons
+ 26+ 2H* — 2H,0

E0=-0.33V
E° =+ 0.89V
E® =+ 0.38V
E0=+ 231V

* Produits libérés toxiques pour la cellule = enzymes de détoxification



O, 1.2 Détoxification
triplet
l Dismutation du radical superoxyde :
// 20, +2H* — 0,+H,0,
h ° — ° — ° ° — —@
O2 [ IO—O|® + |o—o|® + 2H* — 10—Ol +®|(_)—(_)l + 2 H+J
doublet - -
endothermique : non spontanée — superoxyde dismutases
Protéines non héminiques :
- monométalliques Fe ou Mn
¥ - dimétalliques Cu-Zn
H,0; +—  Conversion du peroxyde d'hydrogéne :
singulet ' ) ) -
2H,0, — O,+ 2H,0 — catalases Protéines
héminiques
AH, + H,0, > A +2H,0 — peroxydases
"OH > Pas de défense enzymatique
Mais trés courte durée de vie (nhs?)

52



Site actif de la superoxyde dismutase (SOD) de bovin

o
Hisq1g -
ASp81\C4O
Hi NH
|O 1Sg1 /,
C’)'j%N‘/
HN/\NHHH-'I-ZH—N @ N‘:‘——\Cué\“\‘ /\ ﬁ,
N N/ _________ N\ NH |
=N / \
HIS78 HN=— >
=~ .
HisgaiS44 N risse
Seul Cu a une activité redox Protéine d cuivre pas bleue 32kDa
.- HT
cull(im) (ImH); + 0, " —> [-ImH] + Cul(imH), + O, Oxydation du
superoxyde
dur dur mou
- H'

Réduction du
superoxyde

[-ImH] + CulimH), +0, - — cullim) (ImH), + 2H* + 0,2

53

Synergie entre le transfert d'électron et caractere dur et mou du métal
+ transfert de proton par l'imidazole

Efficacité catalytique : Vitesse de dismutation de I'anion superoxyde x 1000 (& =10° M-'s)




Catalyse acide-base pour l'aller-retour
du proton = imidazole (histidine)

H H

/ /

N N
) —%E\/%

H

En équilibre acido-basique au pH physiologique

Schéma du mécanisme :

His63

7_,,_.. N
N,Zn—Nx ”"“Hc/u“
HOOH N HO,
réduction du oxydation du
superoxyde superoxyde
HO:  hises 0.
T |
N IN—
N.Zn— o M /Cu-.___N

Bilan : 202._+ 2HT — O, + “— probleme

54
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Elimination de H,0,

Une porphyrine de fertt
fait un radical cation :

sz 20 Transfert d'un oxygéne sur le Fe
i AT v, ,
—Fe_ _Fe— Compose I
~_ [ intermédiaire actif
m O
AVA
O, + H,0 H,0, Potentiellement : —Fe —

1l
(si la déficience était localisée) O

e Il vV
—Fe— —_— —Fe—-i_ + 266
< n-radical cation
20
\Hzoz + 2e@ — H + O + @OH
11 VAR
: —Fe_ + H202 —_— —ﬁe—
O
Composé |

+ Hy0




a- Catalase :

Bilan : 2H,0, — O,+ 2H,0

1l \Y

.+
s i
site vacant

I
O

IV \V

(10)

AV

— Ca—/Fe\—
Jd \&.,

protonation

déprotonation

O/

H
[l

— —Fe— +

° 4 o}
—fom— > — m—
?_/)/\O O/—\O
ey

H

b- Peroxydase :

Bilan : AH, + H,0, — A + 2H,0

H,O
Il \VA
— O m— ;/» —Fe—+
“~ ]
H205 O
composé |

1]
o — H2O

56

1\

AH, v .
— —ﬁe— + AH + H
O
compose Il (oxo ferryl)
N oxydant )
Y
1] l )

<——Fe—+A+H

O
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1.3. Activation de I'oxydation

Les réactions d'oxydation des substrats organiques sont thermodynamiquement favorables

Réaction (phase gazeuse)

AH

(kcal/mol)

CH, + 1/20, - CH,OH
CgH, + 1/20, — C4H,OH
CeH;OH+ 1/20, — C,H,(OH),
C,H, + 120, > C,H,0

C4H N+ 1/20, - C,H,NO

H, + 1/20, — H,0

Pourtant, en l'absence de catalyseur, les
réactions de O, avec les substrats
organiques sont tres lentes

— 30
— 43
— 42
— 25
— 13
— 58

EleV

=10 -

O2p

=30 4

40 - O2Zs

~20 - #‘T‘l‘—ﬂ-‘&l:

—40

42

30

420

© 02s

02p

Barriére cinétique :

L €tat fondamental est un triplet de spin



( 1430, + X > X0 r302+22.5kcal/mol—> o,
}4 %0, + X > X0 Mo M M N
M N N <3)(()_>1)(o cher (40-70 kcal/mol) 110, + % — X0
\ ™M N . N NN
De plus, l'oxygéne singulet présente une 1&,
réactivité particuliére :

Qui peut étre mise a profit ...

NHs MH; OH
MH 2HO M
+ Ho, 22 - “ol +2H0 —
NH catalyseur N 2
o OH
luminol

NH, J NH;
0~ o
@i? + MNylg)+ 2 HO — + lumiére
o= 0~
o 0

Chimiluminescence
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Les regles de restriction de spin (Wigner 1929)

Les singulets (molécules a électrons appariés) réagissent aisément (sauf
interdiction thermodynamique) avec les doublets (radicaux libres, 1 électron
non apparié), mais leur réaction avec les triplets est interdite.

Les doublets réagissent généralement plus lentement entre eux.

Les doublets réagissent lentement avec les triplets.

Voie simple de contournement :
intervention d'un radical qui transforme RH en doublet

M S0, — «— RH n

triplet \ / 1 singulet
doublet
doublet l

/ AH N
singulet

ROO’

peroxyl trés réactif


http://web1.jn-hebergement.com/website_suspended/sens_interdit.gif
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Deux mécanismes de contournement de |'interdiction de spin

1. Modifier O, : Réduction de O, en doublet par des oxydases

L'oxydase permet une fixation du groupement hydroxyle OH d'une molécule H,O sur
un substrat R, avec formation d'anion superoxyde.

RH + HOH — ROH + 2H* +\
oxydase

O,+e—— 0O,” »—) RH+H,0+0,
0, + e+ 2H* — H,0,

ROH + H,0,

J

2. Modification du substrat : Transformation du substrat en doublet par des
déshydrogénases ou oxygénases

Le substrat activé peut réagir avec le dioxygene O™-"O et former des especes réactives
RH — R +H’
R+ 0-"O—— R-O-O" peroxyl

Les oxydases et les oxygénases sont des enzymes dont le site actif est un
métal de transition (Fe, Cu, Mo, ...)



Cyclooxygénase (COX)

Acide arachidonique : Protéine héminique :
Porphyrine de Fe(III)

NN
"\ SN

l+ 20, Cyclooxygénase

Ou,,,, “\\\\\_/\/\
— COOH
endoperoxyde ‘
Ot '

hydroperoxyde GOH Per'oxydase

O/III,,_ ‘\\\\\\_/\/\
i —_— COOH
— Fe —

owe —

\

COOH

—

. \

/ I S o
/ | S

Positionnement dans le site de
sorte que le bon proton soit

arraché

fH

prostaglandines
5 protons allyliques = 5 centres dont la

stéréochimie doit €tre assurée par la
reconnaissance du substrat sur la protéine
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Arrachage radicalaire de H
= Fe(ll)—Fe(ll)
= larguage de H+

A 4

\/ A ddd Oo — pr— AOO —_—— —_—
Sl e e e

OZ g 0 AN -~ 0 N \NW
Fe(ll)  Fe(lll) o0—o0 0—O
® 0 N
" \ Bilan : RH + 20, — R-(0-0),H
O—OH

Le Fe sert de catalyseur pour former le
radical puis autoxydation



Cytochrome-P450, CYP

Vaste famille d'enzymes héminiques

Mono-oxygénase : 1 des O est inséré sur le substrat, I'autre est réduit en eau
RH + O,+ 2e- + 2H* — ROH + H,0O

Les mono-oxygénases peuvent oxyder méme les alcanes.
Les composés oxydés peuvent se coupler avec des molécules hydrosolubles = élimination

l’z cystéinate
SH
M Le H qui pointe vers le

R —p— / Fe va étre hydroxylé

substrat RH

Role du métal : transformer la molécule d'O, en une espece hautement réactive
capable de réagir avec une grande variété de substances organiques.
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L’enzyme native existe sous les 2 formes A=420 nm (essentiellement BS)

—

Bas spin
?,

Fe'' + O, — Fell-O-O-

£ Fel.o-0°

formel :
\V

— O e—

—

Haut spin

Cys meilleur
donneur que His
favorise I'activation
de O,

S
Fe 0-0
I ] é,/.
it
Composeé | n avait pas

Bilan : RH + O,+ 2e- + 2H* — ROH + H,0
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Le changement de
configuration active 'arrivée
d’un électron depuis une
chaine de transfert

/

d’affinité pour
le Fe(lll)
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2. D'autres systemes redox

2.1 Cobalamine - Cycle Corrine
Le seul organométalligue naturel/

[Co™ L, X, T
O on 18 électrons
H,C
25 © \ N R =-CN Cyanocobalamine = Vitamine B12
< | ﬁ R = - CH, Méthylcobalamine
\ N R =-OH Hydroxocobalamin

«—— =R Adénosylcobalamine = Coenzyme B12



Le cobalt peut prendre 3 états d'oxydation :

1 ©
Co"+R

R / |
‘ \i CO” R Ber

Colll

co' +RY Biss

B, est un nucléophile puissant :

X2_y2

22 —ee— —» nucléophile Coenzyme B12

— e
XZ, yzZ, Xy === \(L &
e | N
AN CH Adénine
CO(|) d8 Adénine 2 0O
- H H
H | H
B12s (CO") Triphosphate |

HO OH
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2.2 Photosynthese

lumiere
i
cascade de réactions redox

4
biosynthese

CO,+ H,0 + hv — sucres + O,

Quelgues chiffres :

- 5.4 x 102! kJ d'énergie solaire arrive sur terre par an, correspondant a I'énergie
produite par une centrale nucléaire marchant 150 mille ans en continu
- 0.15% de I'énergie solaire est absorbée par les organismes photosynthétiques

- 10" tonnes de CO, sont fixées par an



La photosynthése a lieu dans les chloroplastes

YRRM KT ]
23828 ¥
W$#4fg
FHIEEL T

- [

rmenmbrane externe

membrane inteme
thiylakcid e

espace ntrdthylakcdien

stranna

granurm

Membranes

Les photoréactions ont lieu dans les membranes thylakoides, qui
s'empilent pour former des grana.
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espace me mbrane

infermembranaire =xtErme
] membran=
/ /

interne

— e e,

lamell=
du stroma

Ciranuim \I

Hort (1994 membrane: lamelle
Fd DeBoack Uawarsits thlacomde des grana

Deux membranes (interne et externe) bordent une zone aqueuse
appelée stroma, siege de la réduction du CO, en glucides
Le stroma contient la membrane thylacoide, siege des réactions lumineuses
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» Source de C: CO, de l'air
> Source du O, rejeté : l'eau

EXPERIMENT
Question: What is the source of the O, produced
by photosynthesis?
Experiment 1 Experiment 2
H,0, C H, 8], COo,
METHOD i l

¢ ¢

|

RESULTS 0,

Conclusion: Water is the source of the O,

produced by photosynthesis.



6H,0 + 6CO, + hv —> CgH,,05+ 60, AG= 2870 kJ/mol

Deux phases séparées :

2H,0 — O, +4H" + 4e phase lumineuse

Oxydation de I'eau
CO, + 4H* + 4e- — (CH,O)H,O phase obscure

Réduction du carbone

-

ELECTRON FL I
RS s ® Light Les photoréactions
reactions . '
=G5 Chlorophyll > produisent de 'ATP et

m de la NADPH
ADPH

NADP* (v C L EMNADPH)+ (G

)
V )
' Dark . s
La biosynthese des sucres

reactions
. ne nécessite pas de
lumiére, mais une catalyse

enzymatique

[
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1. Phase lumineuse

2H,0 + 2NADP* + nADP + nPi + hv

Réduction de NADP::

2NADP* + 4e” + 4H"
—> 2NADPH + 2H*

O, + 2NADPH + 2H* + nATP

(source d'e-) (réserve d'énergie)

CFy

Photophosphorylation :
s Production d’ATP
en réponse au
gradient de H*
(ApH=3)

il n@+

1

CF,

P

Lumen

2H,0 —> O, + 4e" + 4H*

Oxydation de I'’eau : production d’électrons qui apres transfert réduiront NADP*




Les complexes de la phase lumineuse sont constitués par de nombreuses
sous-unités constituées par des protéines de membrane

Carbon fixing '
T reactions

. ADP + Pi TATP
NADP

fiw

i
: Bl Bi.
.. H) () K“HL., | :b ¥

PSII Cyt bt PSI ATP synthase
| |

| 1 |

Responsables de la conversion || Participe a la chaine du transport || Catalyse la synthése de 'ATP a
de [D'énergic lumineuse en || électronique et au transfert de || partir de ’ADP et P, en utilisant le
énergie chimique protons dans le lumen, gradient protonique de membrane.
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Deux complexes capturent la lumiére :

1) Photosysteme ITI (PS II) - Oxydation de l'eau en O,
2) Photosysteme I (PS I) - Réduction de NADP* en NADPH

Les deux photosystemes ont des réles complémentaires :

A <700 nm
Réducteur fort —— [ NADP™ — NADPH |
- <
Oxydant faible
— ATP
Réducteur faible
PSII <
Oxydant fot ~ — [H,0 — O,]
A <680 nm

Le flux des électrons du PSIT au PSI crée un gradient de protons transmembranaire qui
active la formation d'ATP : c'est la phosphorylation photosynthétique

Les PS sont interdépendants : I'apport d'énergie lumineuse aux deux centres doit
., €tre réglé finement pour que cela fonctionne



Schéma en Z de la photosynthése

PS |
' & A N\
P700" )
—> Reéducteur fort
PS || transfert
E— A d’électron
o ~ _A
F)680
| transfert

E —0.5 d’électron
S NADPH
S o
©
o
()
©
D405
I=
[
°
o

+1.0 <

—> Oxydant fort

+1.5—
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Fluage des électrons dans la membrane depuis I'eau jusqu'a NADP+

PS |
p A ~
PS I P700°
[ II"-,
- N v AL
—_ ! [:] -
\ A,
. Fu
- ~a I'x
RS > 8 Pha saut de F,
—0.5 I' ‘ull potentiel ' “ Fd
E‘ IIIIIII --\-:.
= I".. ) ) sy
£ o FPQs Fd-NADPS
= saut de Sy oxidoredug
S potentiel PD"""' <-}.u-!
= B
E OEC :complexe Cytochrome bf complex 1____. F'i.'ﬁ{l:rt}Trl
générateur J — P00
iakn d’oxygéne
/ 3 H’E'«-/
2H0— /7 gradient de protons
+1.0 - N ne
/ P80 ~77 yele
0 Symthase > o
41?3 i Catvin
i gradient de protons Création dune force

proton-motrice — ATP

Complexes métalliques : centres redox dont les potentiels et la vitesse de
76 transfert sont ajustés par I'environnement protéique



Absorption de la lumiére par les pigments photosynthétigues

Chlorophylle = Porphyrine de Mg

Rigide — peu de pertes par vibrations. L'électron est
rapidement évacué vers la chaine de transfert.

Photon A ox A red
Phytol
Ground
State
Ch@ophy"e a: R=CH, A I'état excité, la chlorophylle perd un électron,

Chlorophylle b : R=CHO initiant une série de réactions rédox
77



Protéines antennes LHC (Light Harvesting Complex) : lient les pigments

Ici 3 hélices transmembranaires

14 Chlorophylles
4 Caroténoides

Chlorophylle : Absorption intense
€ = 10° mol-icm!
Transition n—* du macrocycle.

Absorption

\

. ,
C s
R7 N CH,
CH,

e}

o T T T T T ) T
600 700

78



Transfert d'énergie des antennes vers le centre réactionnel

F
des caroténoides Transfert d'énergie d'excitation (par résonance)
Resonance A /’ / \.\ /’_ /r’
aux chlorophylles 2 A \
o é Etats excités l'Jl
=
=
@ I
T ] . Chl du centre
energle Etats fondamentaux réactionnel
- =
W v J
Chils du systéme antenne
-
400 500 GOO 700 &S00
Heacticn
k() Fler center

chiarophyl

Elactran

trarsfcr
__—Elactron

accaptor

“~Resanance
Antenna plgment ——" transter of enargy

rmolacules
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Photosystéeme II : eau-plastoquinone oxydoréductase

wue da b lace sramaliqua)

. Antennes (~ 50 pigments chacune) :
capturent la lumiére et la transferent
au coeeur

Complexe de coeur : contient le
centre réactionnel qui permet la
séparation de charge.
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Le flux relatif d'énergie entre PSII et PSI est régulé par des LHC mobiles

LHC mobile

~

Reaction
centres

>, Fhotosystem
Il dirmer

Antennae

PSIT ne doit pas recevoir trop de lumiére pour éviter sa destruction oxydative
(photoinhibition). En période trés lumineuse, le LHC mobile se détache de PSII
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Stroma

Lumen

Complexe de coeur

Site pour la plastoquinone (PQ) qui,
aprés double réduction et protonation,
est libérée dans la membrane

|

P680: dimere de chlorophylle ou la
separation de charge se produit

Oxygen evolving complex (OEC):
il permet d'oxyder I'eau en utilisant comme
cofacteur des atomes de manganése

Le manganese joue un rdle clé dans I'extraction des électrons




Complexe de Mn (OEC)  [2H,0— 0,+4e +4H

Le systeme d'oxydation de |'eau ou OEC catalyse une réaction d'oxydation
purement chimique, dans laquelle |'énergie lumineuse n'intervient pas directement.

L'émission d'une molécule de O, demande I'oxydation de 2 molécules de
H,O0, il y a 4 électrons transférés. Il faut donc un corps S, susceptible récupérer 4
électrons a la fois, qui les délivre successivement a 4 P*.4, apparues consécutivement
a l'absorption de 4 photons.

Régénération du P680

Les 5 états du complexe S

*

e~ [ 680 Av

Ty w A&

PT 680 P30

e

Tyr Tyrt

e

S —/jh- So
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ho 2H,0
PaS0
| k‘f.‘:. @ |
P680° !
\
Y,

P680

f
1

P680°  P6BO

I’f\:\tﬁﬂ

Relative Oxygen

Expérience de Joliot, 1969

3 7 11 15 19
Flash Number

RPE du site de dégagement dans I'état S2

Suspension d'algues soumise a I'action d'éclairs brefs saturants. La production
d'oxygene est enregistrée a |'aide d'une électrode rapide a oxygeéne

==) La quantité d'oxygene produit est
maximum tous les quatre éclairs
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Le complexe OEC cycle a travers une séquence de 5 états d'oxydation.
Le manganése existe sous plusieurs degrés d'oxydation.

(Cubane form)

wmp Sert daccumulateur qui permet a O, détre formé sans création
d'intermédiaires potentiellement dangereux



Séparation de charge

P680O* excité est réducteur (donneur)

- &
~ Lélectron part dans la chaine de transfert
P680° '\".i
PQeq | | Réduction du
/ plastoquinone
PQ
N P680 =
E
2 H,0
/ 1 Oxydation de 'eau
v 0, + 4 H* !
+ P680*

P680™ oxvdeé est un fort oxvdant (gourmand)
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E’, (valts)

87

Le PSIT transféere les électrons trés rapidement de I'eau a la
plastoquinone PQ

|
=

|
=
o

=

=
LI

[a——
=

_‘ Photosystem 11
. G )
: P680’ ‘f
- FTW _,
E Qa *x@; &
_ 'ilg
1M
; 1? o, #-c;h P680
20 % v

huo

I;.
H,C ( fliH; )
HyC — CH,—CH=C—CH, /, H
il
0 n=6&10

Plastoquinone
(forme oxydée, Q)

OH

' H
H,C ik

OH

Plastoguinol
[forme réduite, QH,)




Création d'un gradient de protons tfransmembranaire

hwo

1

H,0 ]

Lumen

La plastoquinone PQ est réduite par le PSII, prend 2 H* du stroma,
ce qui produit PQH, dans la membrane, qui va réduire le cytochrome
b.f et libérer les H* dans le lumen
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Le cycle des quinones

Le passage des électrons du plastoquinol (fransporteur a 2 e’) a la
plastocyanine PC (transporteur a 1 électron) permet de recycler un
électron pour faire un cycle qui augmente le transport de protons
dans le lumen.

Ce cycle est catalysé par le cytochrome b,f.

Sroma

3 . 4 =
E'-."H] I!:H I.'/f Cwvt I"'}H‘&'.I
| Oy, sine s |
P’ o

POH, l-'ulr:_;); 0= by

el
} = PJH s I

— RFeS,

Cyt S
L urmeen KM J@
2(H' o
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Protéine a cuivre bleue

Plastocyanine : transfere I'e- du cytb,f au PSI

Plastocyanine {PC)




Cu dans la plastocyanine PC Transfert de charge cystéine-Cu'!

Cu(II) maintenu par la protéine en coordination
tétraédrique (état entatique)

N

/N

EB\HES 57

Met 92
s
Cu—=8

7/ \gm CH,

S
\Cys 84

His 37

Les 4 ligands déforment la géométrie de la coordination, qui est normalement plane
dans les complexes de Cu*. La tension localisée au niveau de /atome de cuivre facilite

le transtert délectrons lorsque Cu'— CiP*
91
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Le photosysteme I (PST) :
plastocyanine/ferrédoxine oxydoréductase

Centre réactionnel : dimére de

chlorophylle P700 qui permet la
séparation de charge, de fagon
similaire au PS IT

Systeme antennaire




Réaction globale catalysée par le PST :

PC (Cu*) + ferrédoxine — PC (Cu?*) + ferrédoxine

oxydeée réduite

En utilisant I'énergie lumineuse, PST oxyde la Plastocyanine et réduit la ferrédoxine

La ferrédoxine réduite, réducteur fort, permet finalement la réduction du NADP+ en
NADPH

NADP~*

Ferredoxine N*ADIIH

reduite

Stroma

Centre réactionnel

Deuxiéme séparation de charge
induite par I'énergie lumineuse

| umen

hu
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Ferrédoxine : Protéine Fe-S

+e -
Clusters [2Fe-2S]  [Fe,S, (SR) J> ——— [Fe,S, (SR) J°
-C
Cys— - —Cys Fd ox Fd red
R Fé 2Fe(IIT) Fe(II) + Fe(III)
Cys— —Cys Valence mixte
Clusters [4Fe-4S] 3 états d'oxydation

+e

[Fe,S,(SR) |- —— [Fe,S,(SR) %

i

3-
[Fe,S, S(SR) 4]
Complexe Coordination, type E, Fe?*/Fe3* (mV)
Fe(H,0)g3+ 6, complexe aquo 770
Cytochrome a; 6, héme 390
HIPIP 4, FesS4 (SR)4 350
Cytochrome ¢ 6, héme 250
Rubredoxine 4, Fe(SR)4 -60
Ferrédoxine 4, Fe4S4 (SR)4% -400
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Le transport cyclique des électrons est fait par réduction du
PQ/Cytb.f par la ferrédoxine. Ca comporte le « recyclage » des
électrons avec comme seul résultat la formation du gradient de
protons fransmembranaire (pas de production de NADPH)

ATPsynthase : complexe
> activé par le gradient de

protons, qui catalyse la

IIIIN il phosphorylation de I'ADP
| "["I R DS

C'est le gradient électrochimique qui permet la production de 'ATP



protéines membranaires
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Transfert d'électrons et synthese d'ATP trés semblables dans les chloroplastes
et les mitochondries : oxydation/réduction séquentielles entre transporteurs redox sur

Mémes transporteurs, Cytochromes, protéines Fe-S, de Cu
L'énergie libérée pendant les réactions redox crée un gradient de protons
Ce gradient a travers ' ATPsynthase permet la synthése d'ATP

Mitochondrion

Intermembrane

space

Chloroplast

Stroma

Mais :
photosynthese respiration
- Produit O, - Consomme O,

- NADPH produit
- 2 entrées d'énergie

- NADH utilisé
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2. Phase obscure
La fixation du carbone

Cette deuxieme partie de la photosynthése se déroule dans le
stroma du chloroplaste et demande I'énergie sous forme d'ATP et
NADPH créés pendant la phase lumineuse

Phase I
Obscure co, N

I~

fF’
't{ﬂ_:ﬁ*-_""

) /HF:DF'H

Phase
Lumineuse$




98

Vers la photosynthése artificielle

Map of cofacteurs

Biomimetic
f"\ PSII

Electron
acceptor

Spacer

2H,0

O,
4

Figure 1

Barber et al. Science 2004 Aukauloo. LCIICMMO

Artificial systems related to light driven electron transfer processes in PSII" Ch. Herrero,
Lassalle-Kaiser Benedikt, W. Leibl, A. W. Rutherford, Aukauloo Ally, Coord. Chem. Reuv.
2008, 252, 456-468



V. Catalyse enzymatique

K, A,
E+S =——= ES —= P+ E
K ‘

Complexe de Michaelis

Selon ce modele, lorsque [S] devient suffisamment grand pour capter foute
I'enzyme sous forme ES, la deuxiéme étape devient limitante et la réaction
insensible a 'augmentation de substrat.

Y

ML | =

o

Enzypme saturée

99 [5]



K, K,
E+S =<—= ES ——= P+ E

K

Vitesse globale de la réaction : V=——==k,[ES]

d[ES
Vitesse de production de ES : % =k, [E][S]-Kk_[ES]-kK,[ES]

[Sol

Mesurable : [E],, =[E]+[ES]

Approximation de I'état stationnaire : /

[S] (P]

d[ES]
dt

=X |
i|
| [Ely = (E] + [ES]
|

|Concentration|

100 Temps



d'oll [ES] — kl[E]tot[S]
(k—l + k2) + kl[s]

—> v=k,[ES]= Ko [EJiot[S]

Km +[S]
avec |K,, = K, +K, = [E}[S} constante de Michaelis-Menten (mol.L1)
N ¢ ES|

Taux de catalyse maximal : lorsque tous les sites sont saturés: [E it =[ES]

Vmax

— Vmax — kz[ES]: kZ[E]tot vo

_y o Is] T —
= | V= Viax Ky <[5]

Equation de Michaelis-Menten

101
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Enzyme libre

Cinétique Enzyme saturée
du 1¢" ordre

_ Vo [S]| Cinétique

de Michaelis-Menten

Cinétique
d’ordre O

[s] _ [Es] _

Ky +[s] [ES]y
fraction de I'enzyme

occupée par le substrat

>

[S]

Ky petit : forte affinité de 'enzyme pour le substrat



V=V

Exercice : Déterminer les parameétres de Michaelis-Menten v, . et K, pour la

NH>

103

max Kl\/l +[S]

NH>

Représentation en double réciproque

[S]

—>

I Ky !

1_
vV V

max Vmax [S]

l (S] = 5Ky,

Pente = K,/ Vyax -~

(Lineweaver-Burk)

(S] = 0.5K),

1/1[S]

décomposition de I'urée par l'uréase :

uréase

—— 2NH; + CO,

H,O

[SimolLY) | 0.2

0.02 0.01 0.005

0.002

V (mol L1s1) | 1.08

0.55 0.38 0.2

0.09



Efficacité catalytique

de
Vinax = Ky[E ot =Keat [Efiot = | Keat = A (s1)
[E]tot

Kot = turnover = nombre de rotations = nombre de molécules de substrat converties en

produit par unité de temps par site actif, quand I'enzyme est saturée

L'efficacité enzymatique € est calculée quand I'enzyme n'est pas saturée : [S]<< Km

— V=V [S] _ kcat[E]tot [S]E kcat [E][S]

" K Km Km

pseudo-constante bimoléculaire
€ = efficacité catalytique = spécificité (M1.s1)
Keat _ Ko kiky
Kuy Kum ki +k,

max quand k, >> k_, (formation de P trés rapide vs décomposition de ES) = €., = k4

Y a-t-il une limite ? &=

. / . .

108-10° Mls! = “perfection” catalytique (catalase)
104
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Exercice :

Déterminer I'efficacité catalytique de I'anhydrase carbonique.

[CO,](mmol L) | 1.25 25 5 20
V (mol.L-1s 1) | 27810% 5105 8.3310° 167 10*
Données pour une concentration en enzyme de 2.3 nmol/L.
O j
C+ H0 ——= Ilr: T ,--*C-:;-_ + H
'!J |E_q Hﬂr.a- ‘“EIH HD, 'D
Carbonic Bicarbonate
acid ion

7 hélices a et 3 feuillets B, 259 AA



Inhibition de l'activité enzymatique
1. Inhibition compétitive

106

k2
ES — E+P

El =& pas de réaction

1/vy Croissante

—

L'inhibiteur et le substrat ont la méme affinité pour le site catalytique

N
[S]+ K, (1 +Ki
k_; ) s
K; = cte d'inhibition
I




2. Inhibition incompétitive

L'inhibiteur se lie au complexe ES pour former un complexe ESI

a K K,
E+S 47—’ ES — E+P
1, | v Vinax [S]
—) [1]
< Ky +(1+5 7S]
, . / k 1
\ ESI —%— pas de réaction Ki :k;l cte de dissociation de ESI
i
Livy
Croissante
o'/ Vinax
’f‘. o' = 1 (sans inhibition)
’#“ ’..-"
I pente = Ky /Voee ~ iNdépendante de o’
7 > e Pl 1]
» ‘_f' .-"’ =14 —
"o'" ”f’ ,’f’ ; K’
- -~ “

107 0 1/[S]



3. Inhibition mixte

Type d'inhibition V,.ox. apparent K. apparent
Aucune Vax K
Compétitive Vimax oKy
Incompétitive |V, /o K/
Mixte Vi 7 & ok, /o

]."\-'u

Croissante

(1]

o' /W
+ Ve % = o = 1isans inhibition)
*
’
-
PAI Ul
ﬁ:-"* *= K,
- , 0
o =1+ K_
25 *

0 1118}

Représentation double réciproque d'une enzyme michaelienne simple
108 en présence d'un inhibiteur mixte



Exercice : Les résultats suivants ont été obtenus au cours d'une réaction
enzymatique, (1) en I'absence d'inhibiteur, (2) et (3) en présence de 2 inhibiteurs
différents a la concentration 5mM. [E]; est le méme dans chaque expérience.

[S] (1) (2) (3)

(mM) V(umol/mL/s) V(umol/mL/s) V(umol/mL/s)
1 12 43 5.5

2 20 8 9

4 29 14 13

8 35 21 16

12 40 26 18

a.Déterminer V, . et K, de l'enzyme.
b.Déterminer le type d'inhibition et le K. pour chaque inhibiteur.
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