La cytochrome oxydase:
I'enzyme de la réduction de I'oxygene
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Respiration et cytochrome oxydase
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NADH dehydrogenase
C,H,,0; + 6 0, ——> 6 CO, + 6 H,0
NADH Krebs AG= - 2813 kJ.mol -1 (36 ATP + chaleur); ATP: 30,5 kJ. mol -1
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Cytochrome oxydase
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——> Réduction d’O, thermodynamiquement favorable
-NADH AG=-220 kJ.molt Ey,p, =-0,32V
-Cytaa, AG=-100 kJ.mol* E_,=0,24V

——> Reduction d’O, cinétiguement lente: O,/ 4H*/ 4 e
Nécessité d'un catalyseur

——> Conversion de I'énergie chimique et stockage:
Gradient de pH P

Séparation de charges membrane

——> Uitlisation de I'énergie « osmotique »:
Synthese d’ATP

ADP + Pi — ATP AG = 30,5 kJ.mol-
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Théorie chimio-osmotique ou force proton motrice

Cytochrome ¢

&Peter Mitcll
Nature 1961 ~ espace
Nobel 1978 intermembranaire

matrice

Pour 1 H* AG =AG + AG

chim élec

=2,3XRT XApH +FxW¥
p=AG/F=W¥ + 0,06 ApH force proton motrice en V

Cond. Physio.: W =0,14V; ApH =1,4; p =0,22V; AG = 22 kJ.mol1
Réduction par NADH (220 kJ.mol1) permet le passage de 10 H*



Couplage réactions rédox et gradient de pH
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Wikstrom 1977

La cytochrome oxydase: une pompe a protons

RB Gennis, J Bioenerg Biomembr (2008) 40 521



Energétique

2H* /e Nl
(50 A)

4 cytc?*+ 4 H*+ O, —» 2 H,0 + 4 cytc 3*

AE ~ 500 mV (820 — 260)
p ~ 220 mV (il faut 440 mV pour faire passer 2H")
« driving force » ~ 60 mV par électron

@ Couplage entre le transfert d’électrons et le transfert des
protons pour donner H,O (« H* chimiques ») et pour creer le
ApH le plus grand (« H* pompés »)



-Mitochondries de cceur de boeuf (1995)
-Paracoccus denitrificans (1995)

- E. coli (2000)

-T. thermophilus (2000)

-Rhodobacter sphaeroides (2002)

4 cytc 2t + 8 H*, + O, — 2 H,O + 4 cytc 3* + 4 H*_, Résolution: 1,8-2,5 A

La cytochrome oxydase: structures
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La cytochrome oxydase: cofacteurs métalliques

Met 207

His 376

His 378 p=b="wy=3
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Science (1995) 269 1069



La cytochrome oxydase: le site de réduction O
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La cytochrome oxydase: mécanismes de transfert d’él ectrons

——> Une réduction a 4 électrons avec un site actif
qui n’en stocke que 2 !'?? (cf photosysteme)

——> 4 processus monoelectroniques sans relarguage
de produits intermediaires de réduction d’O,



Histidine

{—= Le cytc donne ses électrons
un par un (0,1 ms; étape limitante)

Methionine

2 H,0

| é (= Le site actif réduit O,

R, cu, a 4 électrons (250 ps)



Une réduction a 4 électrons.....
avec un site actif réduit a 2 électrons

/Fe2+ + O, + Cu*
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Cytochrome c Oxidase

Transfert d’électrons couplé au transfert de protons

Fe2-OH, O,10US pe2r.0,  Fe3-0-0° _ Fe3*-0-OH
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La cytochrome oxydase: mécanismes de transfert de p rotons
cyt. ¢
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P=side

——> Principe d’électroneutralité
lee— 1H*

—— > Affinité des intermeédiaires
réactionnels pour H*

membrane domain

——> Pompe a protons ?

aHt g E4H
trapslocation substrate

Question 1: y a-t-il plusieurs canaux a H* ?

Question 2: est ce que les « H+ chimiques » et les « H+ pompés » utilisent le
méme chemin ?

Question 3: comment se fait le couplage « transfert e-/transfert H* » ?
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P-side

Subunit |

Question 1 : Plusieurs canaux potentiels

Question 2 : des canaux différents pour

« H+ chimiques » et les « H+ pompés » ?




Canal D



Question 2 : des canaux différents pour
« H+ chimiques » et les « H+ pompés » ?

Modele 1 (Wikstrom 1978)
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Question 2 : des canaux différents pour
« H+ chimiques » et les « H+ pompés » ?

Modele 2
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Question 3 : comment se fait le couplage
transfert d’electons/transfert de protons ?

Modele 2
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Conclusion :

Avec un électron, transporter deux protons

a travers la membrane ???

Un e passe de cytc a Cu, puis a heme a

et finit au niveau de I'héme a ??

Cette protonation change le potentiel rédox de
I'neme a et déeclenche la reduction de a,/Cug

L’apport d’'une charge négative produit un
intermédiaire ayant une forte affinité pour H*
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L'arrivée du second proton(3) et le départ de
I'électron @ au niveau de 'héme a déclenche
L'expulsion du proton du site « héme a » (2)

Un H* traverse (canal D) pour neutraliser la charge
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