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LES PROPRIETES EXTRAORDINAIRES DES ELECTRONS

CAS D'UN ELECTRON LIBRE
Probabilité de présence: ( W(x,t) )2

\P(x,O)

t=0
| » X
0
Instant t F(x,0)
W
| > X
0

L’électron se délocalise spontanément

A quelle vitesse ?
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UN PETIT CALCUL

Sx(t) = \/(6X0)2+( oy

M, 0 X

- électron (m, = 9,1 x 1031 kg) avec &x, = 1A
ox =12 A t=101s
oX =1,2 mm t=10°% s
- objet d’un kilogramme avec 8x, = 0,1 mm
ox = 1mm pour t = 30 x 1018 ans

(age de I'Univers : 13 x 10° ans)
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DANS LES MOLECULES, LES ELECTRONS NE SONT PAS LIBRES!
Charge négative : interagissent avec les noyaux et les autres électrons

Mais tres petite masse

U

- délocalisation dans des orbitales moléculaires : notion de densité électronique

- s’ adaptent instantanément aux variations de géométrie:

vibrations moléculaires

La densité électronique
s’étire et se contracte
en suivant les mouvements des noyaux
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LES TRANSFERTS D'ELECTRONS A LONGUE DISTANCE

énergie potentielle

A

initial

final

géomeétri

KocPexp(-E,/RT)

E

_ (AU+ER)’

: 4E .
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EXPRESSION DE LA CONSTANTE DE VITESSE

Analyse plus détaillée (R. Marcus, Prix Nobel de Chimie 1992)

(AG® +ER)?

k a P exp(-
P( ART Eg

)

e AU remplaceé par AG° (variation d’enthalpie libre standard de la réaction)

AG° = - FAE°, avec AE°=E°;- E°, potentiels rédox standards

e P : facteur électronique : carré recouvrement des orbitales (distance et masse)

Pp O Pg
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ARED

ET LE TRANSFERT INVERSE ?

etat initial état final

O Box K Aox Breo
Q/ Da g g K1 - Ps

k, et k;: méme P et méme E, , mais AG®° —» - AG°

K, /K, = exp(-AG°/RT)
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UNE PROPRIETE REMARQUABLE : VARIATION DE k, AVEC AE°

Ky

Al «— | B AE° = E°; —E°,
k-1

E°, E°y

Ink_, Ink,
(-F AE°+ER)? -

ki o P exp(- IRTE
R

)

pente = 1/2RT \/

/o Eq

Dans les molécules biologiques : FFAE°<E; (0,5a1eV)

régime « normal » : k; augmente avec AE®

F AE®
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DES CHAINES DE TRANSFERT D'ELECTRON DANS LES ENZYMES

B 4
1AS (12, '-_";.. L FMN

""“--. w‘lu-m?.ﬁu
MNia "y,

l*E-'EIIH{II-

NEa 12.2{B.d)

NES 142 (10.5)
NEO

LE COMPLEXE | MITOCHONDRIAL Sazanov et al., Science (2005, 2006)
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COMMENT OPTIMISER UNE CHAINE DE TRANSFERT D’ELECTRON ?

Ky AE° = E°;—E°,
UN MAILLON : A ~... | B
K4 k, / k, = exp(FAE°/ RT)
E°, E°y

Pour privilégier le transfert de A vers B (k, >>k ;) : FAE®° >>RT

aT=300K, AE° =100 mV = k,/k,= 50
AE° =200mV = k,/k, = 2500

UNE CHAINE « DIRECTIONNELLE »

k1 k2 k3
 ———  ——  ——
A €-------- B <-------- C <-------- D
: K.y K, K.s
E"A E°,+100 mV E°,+200 mV E°,+300 mV
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LE PRIX A PAYER

kl k2 k3
R —— e o
A <-------- B <-------- C €--------
K, K K,
E°\ .
E°,+ 100 mV E°,+ 200 mV

?

D | — ACCEPTEUR

E°,+ 300 mV

e Les électrons sur D ont perdu beaucoup de leur pouvoir réducteur
e La biosynthése des centres rédox colite cher aux organismes vivants

LA SOLUTION : DIMINUER LE NOMBRE D’INTERMEDIAIRES

E°A

B

— ACCEPTEUR

E°, + 100 mV

transfert d’électron
a longue distance

LA NATURE PROCEDE -T- ELLE AINSI ?
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LA NATURE A TRES BIEN FAIT LES CHOSES DANS
LES CENTRES REACTIONNELS DE LA PHOTOSYNTHESE

energie

Catalysent les réactions : D + A., + .
y RED OX " lumineuse

DOX + ARED

DOX

Les transferts

doivent étre

extrémement rapides

pour que les électrons arrivent

sur I'accepteur
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LE CENTRE REACTIONNEL BACTERIEN

P*Hox Qaox _ 3x10M st

hv 109 s R
108 st Pox Hox Qa rep

M

P HOX QA OX

104st

.
~
~
~
~
~

http://bip.cnrs-mrs.fr/bip06

P. Bertrand, Séminaire au collége de France le 08/04/09 bertrand@ifr88.cnrs-mrs.fr



QU'EN EST-IL DANS LES ENZYMES D’'OXYDO-REDUCTION

Les hemes

« ORDINAIRES » ?

LES CENTRES REDOX

Les centres fer-soufre

2Fe-2S
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La succinate deshydrogénase (Complexe Il mitochondrial)

fumarate site actif : flavin

-80 mV

succinate
H COO~

w 3Fe-4S
+ 60 mV

UQ UQH,
+ 60 mV

ubiguinone

Structure : Iverson et al., Science (1999)
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LES HYDROGENASES A NICKEL-FER

H, 2 H*

/\ cytochrome

cytochrome - 300 mV red cytochrome

0oX
Structure: Volbeda et al., Nature (1995)

site actif : Ni-Fe

N
12 A e

-350 mV

4Fe-4S
- 350 mV

12A J /

/

é 3Fe-4S

128
,

"

- 300 mV

+ 65 mV

4Fe-4S
- 350 mV
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Que faut-il en déduire ?

e Les transferts d’électrons limitent-ils I'activité des enzymes ?
e |es potentiels rédox mesurés sont-ils pertinents ?

e L a théorie du transfert d’électron doit-elle étre révisée ?

Il faut comparer

- 'activite des enzymes
-la vitesse des transferts d’électron
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ACTIVITE DES ENZYMES D'OXYDO-REDUCTION

e mélange (Sgep: Aoy)

e At =0, on ajoute I'enzyme et on mesure la vitesse

initiale : oo dAg] dA]
[ dt dt

site actif e v, proportionnelle & [enzyme] : activité (M s1)
k dépend de processus tres variés
e

- - intermoléculaires : diffusion

centres Sgep — site actif
redox € Ao, — site favorable au TE

- Intramoléculaires :

chimie au site actif
ARrep transferts de protons

transferts d’électrons
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LA CONSTANTE CATALYTIQUE Kcat

S e Quand [Siepl, et [Aoxl, @ssez grandes (saturantes) :
OX
V. ne déepend que des processus intramoléculaires
Vi = Kcar [ENZYME]

e cycle catalytique

=

E ‘ Kcar = Nombre de cycles
e') / \ par seconde
E, E, L
- modeéle cinétique
A T
’ Kear = T(ky, Ky, Ko, -00)
ARED E3 C—— E2

Si etapes quasi irréversibles : 1/k.,r = 1/k; + 1/k, + 1/k; + 1/k, + 1/Kc

Notion d’etape limitante
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LES LACCASES

Substrats aromatiques
E° tres positifs
Champignons, plantes, insectes, bactéries

RED
v Enzymes peu spécifiqgues

http://bip.cnrs-mrs.fr/bip06

Applications biotechnologiques

Mpep Meédiateurs

S met

‘ E® ~+ 400 a + 800 mV.

/ His N/I\S CyS

N His

7
.

e' (rapide)

site actif
\/-\\/ (Cu trinucléaire)

transfert d’électron médiateur — T, : limitant ?
O Losomy 2HO Etude bibliographique

pH 5
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VARIATION DE k., EN FONCTION DE AE°=E®(T1)-E®(med)

Série de 10 laccases, méme médiateur

meédiateur (non phénolique) = ABTS

-1 ’
kCAT (S ) E°’=+ 700mV, pH 5 .
e
[ ) /’/
100 - e
- /’
. e
P [ |
pe [ |
//’
/
7’
/
//
10 7
. [T el
7
’
7
d
/
7
7
7
14 /’/
] // [ |
s o
. AE®(mV)
I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I !
-300 -250 -200 -150 -100 -50 0 50 100

kK oo P exp(-

(-F AE°+ER)2)

ART Eg

pente = 1/(2RT)

In k,
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VARIATION DE k., EN FONCTION DE AE° =E®(T1) - E°(med)

Une laccase (Polyporus pinsitus)
E®(T1) = 790 mV
Série de 24 meédiateurs , pH 5

s
100+ ’| [ | i . ] i
10- ]
1 ' A (V)

— 1 ' T 7T — 1 T
A0 -1 -1 8 0 D 10 10

Kulys et al., JBIC (2000)

1000
100-

10~

01

1 keat(s?)

ENSEMBLE DES DONNEES

7’

o
OO;Um
)
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LES TRANSFERTS D’ELECTRONS SONT-ILS
LIMITANTS DANS LES LACCASES ?

e Le parametre k., dépend de AE° = E°'(T,) - E®’(médiateur)

e Dépendance conforme « en moyenne » a celle attendue
pour k (transfert électron)
e Grande dispersion par rapport a la moyenne :
- Facteur électronique du transfert d’électron ?

- Autres facteurs, indépendants du transfert d’électron ?
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LE FLAVOCYTOCHROME b, DE
Saccharomyces cerevisiae

-190 MV pyruvate FoxHox

cyt red lactate

L-lactate
\_/ pyruvate
Frep cyt ox /

+
R ?-\:\\ E,°=-135 mV + 2H
L= )~ Fs

‘/“\(__ Q
Y143 WQL E,°=-45mV e | FoxHrep oo FreoHo
’ I:ox #
EH O_EZO II,’/ EHO_ Elo
—ho my =130 mV
FSQHOX ° —— | & | ¢ I:SQHRED
cyt red cyt ox

+ 260 mV

cytochrome
red

cytochrome

OX Kear = 160 s (30°C, pH7)

Expériences de saut de température
sur formes sauvage et mutées
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MESURE DES CONSTANTES DE VITESSE (16°C)

FoxHrep ¢
K \
FsoHox | @ D
(3058%7) E, °-E° ks
Forme sauvage: 160 st 40 mV, 170 st
Y143 F: 60st -25mV, 50s1
Y254 F: 15s1 -10 mV, 27 st

CONCLUSION : transfert d’électron « partiellement limitant »

Tegoni et al, Biochemistry (1998)

lactate

K/' pyruvate + 2H*
|:REDHOX
/ &

o | o | FsoHgep

EHO' Elo kl
130 mV, 1500 s+
150 mV -

145 mV -
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Etape
limitante ?

cytochrome
- 300 mV

LES HYDROGENASES A NICKEL-FER

Tres courtisées actuellement

site actif : Ni-Fe

-350 mV - I?roduption de H, a partir de H,0 et
énergie solaire.

- v\\ - Catalyseur dans biopiles H,/O,

4Fe-4S
e - 350 mV

4
!// Pourqguoi un centre
de haut potentiel ?
+ 65 mV
Pourquoi un

L« ligand histidine ?
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REMPLACEMENT DU CENTRE 3Fe-4S PAR UN CENTRE 4Fe-4S

3Fe-4S - 350 mV
- 350 mV + 65 mV Forme sauvage

N-His

o Kear = 1050 st
4Fe-4S
) 380 mv - 250 mV - 380 mv Forme mutée
N-His
., &:é« . —— y:é = —’y:é, » —» cytochrome

Kear = 366 s

CONCLUSION : le centre [3Fe-4S] est « meilleur » !

Rousset et al. PNAS 1998
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REMPLACEMENT DU LIGAND HISTIDINE — CYSTEINE

- 350 mV

N-His Forme sauvage

~ ———  cytochrome

Keap = 1050 s

Forme mutée

— cytochrome

~1 g1
Kear=1s

CONCLUSION : le ligand histidine est essentiel !

http://bip.cnrs-mrs.fr/bip06

P. Bertrand, Séminaire au college de France le 08/04/09 bertrand@ifr88.cnrs-mrs.fr



REMPLACEMENT LIGAND HISTIDINE — GLYCINE

- 350 mV
N-His

Forme sauvage

)( 4_ y‘ N cytochrome
' Kcar = 1050 st

Forme mutée

= —— cytochrome

d kCAT =90 st

Mais K.,r =540 s -1 avec 10 mM imidazole !

Confirmation de I'importance du ligand histidine

Dementin et al, JACS 2006
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CONCLUSION (PROVISOIRE)

e Hydrogénase: le transfert d’électron est limitant dans les formes mutées

Mais dans la forme sauvage ?

e | 'efficacitée d’'une chaine de transfert d’électron ne depend
pas seulement de I'ordre des potentiels rédox des centres
Facteur électronique ?

A suivre...
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