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 Cytochrome P450
 Mécanisme de catalyse
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 Introduction • Imaginez que vous êtes un plombier travaillant dans une vieille maison en bois.
 Quand vient le temps de souder les tuyaux, vous devez être très prudent pour ne pas brûler la maison avec votre torche.
 • Le problème est similaire dans la nature. En effet, nous sommes entourés par l'oxygène qui est une substance très réactive et corrosive.
 • La seule chose qui nous sépare de la combustion spontanée est le fait que l’O2 existe normalement dans un état triplet (c'est à dire avec des électrons non appariés) tandis que la plupart des liaisons chimiques qui composent notre corps sont singulets (tous les électrons appariés), et ne réagissent facilement avec des espèces triplet.
 • Lorsque les processus métaboliques nécessitent une réaction avec l’O2, le processus doit être alors activé pour accomplir la réaction.
 • Les cytochromes P450 accomplissent cette réaction efficacement et catalysent de nombreuses réactions importantes dans le corps, notamment la biosynthèse des hormones stéroïdes et de prostaglandines ainsi que le métabolisme des médicaments.
 BCM 2505 2
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 Cytochrome P450 • Les cytochromes P450 sont membres d'une classe d'enzymes connues comme
 oxygénases, et ils ajoutent un atome d'oxygène du dioxygène atmosphérique à une molécule de substrat.
 • Comme mono-oxygénases, les P450s utilisent deux électrons de NAD(P)H pour cliver par réduction le dioxygène atmosphérique, ce qui réduit par le premier un atome de l’eau et oxyde le substrat par le second.
 • Il s'agit d'un mécanisme en plusieurs étapes pour former des adduits réactifs de fer et d'oxygène voir et illustré dans le schéma suivant.
 • Les cytochromes P450 représentent une des plus grandes superfamilles d'enzymes, avec plus de 17,000 séquences identifiées de toutes les branches de la vie.
 • Fréquemment, ces enzymes fonctionnent dans les deux rôles cataboliques et anaboliques.
 • Chez l'homme, les P450 sont fréquemment impliquées dans la dégradation des xénobiotiques telle que les médicaments ingérés et de composés provenant de l’environnement dû à leur ressemblance aux substrats dans les voies de synthèse endogène.
 BCM 2505 3
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 L'oxydation des médicaments et des pesticides catalysés par les cytochromes P450
 BCM 2505 4
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 Réaction P450
 • Les enzymes du cytochrome P450 catalysent des réactions diversifiées.
 • Ce sont des réactions d'oxydation:
 RH + O2 + NADPH + H+ ROH + H2O + NADP+
 • Le cytochrome P450 est une métalloprotéine contenant une moitié hème prosthétique liée de façon covalente à la protéine
 • Le fer de l'hème est capable de subir des réactions d’oxydation et de réduction
 • Le nom cytochrome P450 provient du fait qu’il s’agit de protéines cytosoliques (« cyto ») qui sont colorées (« chrome »)
 • L’absorption de la lumière est très prononcée à des longueurs d'onde proches de 450 nm lorsque le fer hème est réduit et complexé avec le monoxyde de carbone «pigment à 450 nm »
 BCM 2505 5
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 Caractéristiques de la structure de CYP450
 • Composé de 14 hélices-α antiparallèles et 5 feuillets-β
 • Riche en hélices-α sur un coté
 • Tandis que riche en feuillets β de l’autre côté
 • La structure est compacte, en particulier dans la région
 hélicoïdale.
 • L’hème est située dans l'environnement hydrophobe,
 orientée à peu près parallèlement à la surface
 comprise entre les hélices L et I. L’hème est liée de
 manière covalente à un résidu Cys (début d’hélice L).
 BCM 2505 6
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 La structure cristalline d’une P450cam en complexe avec un substrat Ru-C9-Ad. Le substrat apparaît en jaune pour mettre en évidence la liaison du substrat à la surface de la protéine comme prédit par la modélisation moléculaire et les expériences de transfert d'énergie. La région ‘linker’ méthylène occupe un long canal de la surface de l'enzyme à l'hème. Le groupement adamantyle (centre) se trouve au niveau du site actif P450-dessus de l'hème (orange) dans la même position que le substrat naturel d’adamantine (magenta), représenté en superposition avec la structure cristalline (PDB 4CPP).
 Dmochowski IJ, Crane BR, Wilker JJ, Winkler JR, Gray HB. Optical detection of cytochrome P450 by sensitizer-linked substrates. Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Nov 9;96(23):12987-90.
 CYP450
 BCM 2505 7
 Hème
 Site actif
 Adamantine
 Eau
 Cys 357
 Fe
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 La catalyse de cytochrome P450
 1. Liaison au substrat (à proximité du site du ligand hème)
 2. Réduction du fer d’1-électron par la flavoprotéine de NADPH
 cytochrome P450 réductase
 3. Réaction du fer ferreux par l’O2 pour former un intermédiaire
 FeO2 peu stable 4. Transfert du deuxième électron de NADPH ou de cytochrome b5
 5. Scission hétérolytique de la forme FeO-O(H)
 6. Oxydation du substrat et abstraction formelle de l'atome
 d'hydrogène ou d'électrons
 7. Recombinaison radicale
 8. Libération du produit
 BCM 2505 8
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 Structures cristallines
 déterminées:
 (1) P450. aquo FeIII
 (2) P450. camphre. FeIII
 (8) P450. produit. FeIII
 (9) P450. camphre. CO FeIII
 Intermédiaires confirmés:
 (3) P450. camphre FeII
 (4) P450. camphre. O2- FeIII
 (7) P450. oxygène activé FeIV
 BCM 2505 9
 Schlichting I, et al. The catalytic pathway of cytochrome p450cam at atomic resolution. Science. 2000;287:1615–1622.
 Cy
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 (1)
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 (3)
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 ferrique
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 Liaison au substrat
 • Le substrat lié induit un changement de conformation du site actif et de ce fait le déplacement d'une molécule d'eau à partir de la position de coordination axiale distale du fer hème et change ainsi l'état du fer hème de bas spin (LS) à haut spin (HS) dans le complexe avec substrat (2).
 BCM 2505 10
 Étapes (1-3):
 • La première étape est la liaison et l'orientation des molécules du substrat. Le fer est généralement sous la forme ferrique lorsque le substrat se lie:
 Fe3+ - RH
 • Le substrat se lie au site actif de l'enzyme, à proximité immédiate de l'hème.
 • L'étape suivante consiste à recevoir des partenaires redox le premier des deux électrons de manière à réduire le fer à l'état ferreux Fe2+ (3):
 Fe2+ - RH
 • L'enzyme sous forme d’(HS) ferrique (Fe3+) a un potentiel de réduction plus positif et donc dans le CYP, ce fer est plus facilement réduit.
 − La liaison du substrat provoque un abaissement du potentiel redox de 100 mV, et par ce fait favorise le transfert d'un électron à partir de son partenaire redox, NADPH.
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 Fixation d'oxygène
 Étapes (3-4):
 • L'étape prochaine consiste de la liaison entre le complexe ferreux - substrat et l’oxygène moléculaire O2.
 • Ce processus est généralement plus rapide que l’étape précédente, puisque dans la cellule contient beaucoup plus d'oxygène que de substrat: O2 - Fe2 + - RH
 O- - O - Fe3 + - RH
 • Le ligand cystéine est un meilleur donneur d'électrons que l'histidine, ce qui se trouve normalement dans les protéines contenant une hème.
 – En conséquence, l'oxygène est activé davantage par rapport aux autres hémoprotéines
 BCM 2505 11
 • La liaison d’oxygène conduit à un réarrangement lent du complexe substrat Fe2 + -O2 pour former un complexe d'oxy-P450 (4), qui est le dernier intermédiaire relativement stable dans ce cycle:
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 Scission d'oxygène et protonation de l’intermédiaire peroxo-ferrique
 Étapes (6-7):
 • Le groupement peroxo formé dans l'étape précédente est rapidement protoné à partir d’une molécule d’eau ou des chaines latérales d'acides aminés entourant formant ainsi un intermédiaire hydroperoxo-ferrique (6).
 • Un transfert d’un deuxième proton à l'atome d'oxygène distal provoque l’hétérolyse de la liaison d’O-O avec la libération d'une molécule d'eau et la formation d'une espèce de fer (Fe4+)-oxo (7) hautement réactive et contenant un équivalent d'oxydation supplémentaire délocalisée sur les ligands porphyrines et le thiolate.
 BCM 2505 12
 Étapes (4-5):
 • La scission de la molécule d‘O2 est l'étape cruciale et limitante du cycle.
 • Un second électron fourni par les partenaires redox s’ajoute au complexe et forme un intermédiaire peroxo-P450-ferrique (5):
 O2- - O - Fe3 + - RH
 - Le cytochrome b5 fournit ce 2e électron plus rapidement que la réductase NADPH.
 • Il s'agit d'un état intermédiaire de courte durée.
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 L'insertion de l'oxygène dans le substrat et libération du produit
 Étapes (7-8):
 • En fonction du substrat et du P450 impliqués, une grande variété de réactions sont catalysées.
 • L’enzyme active le substrat soit par l’abstraction d‘un hydrogène ou d’un électron (par ex. des atomes d'azote).
 • L'abstraction d'hydrogène, voir le mécanisme sur la diapo suivante, crée ainsi un radical libre, beaucoup plus susceptible de réagir avec l’hydroxyle.
 BCM 2505 13
 • La dernière étape est la réaction entre le groupement hydroxyle nouvellement créé et le radical de carbone entraînant ainsi la formation d'alcool (8).
 • Le substrat, une fois converti en métabolite, possède une structure et une propriété chimique de façon que sa liaison n’est plus favorisée au site actif.
 • Le produit est alors libéré et l’enzyme regagne son état initial (1), avec la liaison d’une molécule d'eau qui occupe la position de coordination distale du fer.
 − Ainsi, le site actif est prêt pour lier une autre molécule de substrat
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 Mécanisme d'hydroxylation au centre hème-fer
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 Voies non productives • Le cycle de réaction P450 contient au moins trois points de ramification où les
 réactions secondaires sont possibles et se produisent souvent dans des conditions physiologiques.
 – Voies non productives conduisant à l'effondrement des intermédiaires oxy dans le cycle sont indiquées.
 • L’espèce oxy-ferrique (4) décompose parfois à l'état ferrique (2) avec une production de superoxyde par la réaction d’auto-oxydation interrompant ainsi le cycle catalytique et avec le retour de l'enzyme à l’état de départ.
 • Composé 6 se décompose avec la production de peroxyde et la réaction inverse est possible (cependant inefficace dans la plupart des cas), en mélangent H2O2 (ou des peroxydes organiques) avec le substrat lié au P450 ferrique (2).
 – Il s’agit d’une route alternative pour la mono-oxygénation via le « shunt peroxyde »: le cycle catalytique déroulant sans passant par les espèces 3, 4, et 5.
 • Composé 7 s'effondre vers (2) avec production d'eau via le « shunt oxydase ».
 • Effondrement de ces espèces se produira, si par exemple, lorsque le don d’électron / proton n'est pas propice ou si le substrat est positionné de façon inappropriée ou résistant à l'attaque oxydative
 – Coordination insuffisant des évènements catalytiques
 BCM 2505 15
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 Site actif
 BCM 2505 16
 a) Vue d’ensemble du CYP199A2 excluant les molécules d'eau et montrant le canal d'accès du substrat ouvert à partir de l'hème au solvant externe, avec la vue agrandie montrant Pro95 et Arg246, qui ensemble forme la partie la plus étroite de l'entrée du canal.
 b) La structure de CYP199A2 vue le long de l'hélice I montrant les hélices G et G’ (en rouge), et séparées par Pro204 et la longue boucle BC (magenta).
 c) Le canal d'accès au substrat CYP199A2. Les 10 molécules d'eau à l'entrée et à l'intérieur de la fente du canal sont en violet, les cinq molécules d'eau du site actif, en cyan, et trois molécules d'eau sur la surface de l'enzyme, en brun clair.
 Bell SG, et coll. JMB, 383, 2008, 561–574
 I hélice
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 Caractéristiques du site actif de CYP450
 • La structure est très renfermée et dépend fréquemment de la dynamique conforma-tionnelle afin de donner un accès au site actif chez la plupart des P450.
 – Parfois aucun canal de substrat dans la structure cristallographique donnant accès à la surface.
 • La région délimitée par les hélices F et B '/ G et 5 feuillets β a été identifiée, par la dynamique moléculaire, comme étant le canal.
 • La cavité du site actif est remplie par 5-6 molécules d'eau (non montrés).
 – Une boucle d’acides aminés stabilise la liaison du substrat
 • L’énergie libre de la liaison est dominée par des interactions hydrophobes entre le substrat et l'hème et des résidus hydrophobes.
 BCM 2505 17
 Le site de liaison de la S-warfarine dans le site actif du CYP2C9 laisse l'hème, bord montré sur la figure, accessible à d'autres composés.
 http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highlights/2003/MX/MX06
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 Liaison au site actif chez les CYP450
 BCM 2505 18
 La similitude entre la topologie globale des P450 déguise la variation structurelle dans les cavités du site actif ce qui explique la variation des profils très différents de substrats des P450. La figure montre les sites actifs des complexes enzyme-substrat assortis de : (a) BM3 P450 (substrat acide palmitoléique - acide gras hydroxylée près de l'extrémité ω); la
 structure montre que l'acide gras est lié dans un long canal étroit qui mène à l'hème et a nécessité une réorientation structurelle considérable lors de la liaison au substrat .
 (b) P450cam (substrat camphre). (c) eryF P450 (substrat - 6-désoxyérythronolide β - précurseur de l'antibiotique érythro-
 mycine). Chaque acide aminé proche de l'hème joue un rôle fonctionnel au niveau de la catalyse (liaison, positionnement, stabilisation d’un état d’oxydation du fer, etc.)
 1FAG 2CPP 1OXA
 Munro AW et coll. P450 BM3: the very model of a modern flavocytochrome. Trends in Biochemical Sciences, 27, 2002, 250–257
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 Prédiction des sites de liaison
 BCM 2505 19
 Rossato G et coll. Probing small-molecule binding to Cytochrome P450 2D6 and 2C9: An in silico protocol for generating toxicity alerts. ChemMedChem, 2010, 5,2088–2101
 Les cytochromes P450 (CYP) 2D6 et 2C9 sont des enzymes impliquées dans le métabolisme oxydatif de la majorité des médicaments commercialisés. Site de liaison prédit par des méthodes automatisées : nortriptyline, clomipramine, galantamine chez CYP2D6 (a-c); dapsone, diclofénac et phenythoin chez CYP2C9 (d-f). Les ligands sont représentés en modèles CPK, l'hème en bâtonnets rouges, le fer et de l'oxygène par des sphères. Les principaux sites du métabolisme selon des données expérimentales sont indiqués par des flèches noires.
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 Canaux
 BCM 2505 20
 • Calculs montrant dans la structure du CYP3A4 un des 6 canaux où le substrat aurait accès au site actif (bleu).
 • Le groupe prosthétique hème est représenté sous forme de sphères VDW blanches.
 • L’accès est contrôlé par des résidus Phe empilés et leurs interactions qui doivent être brisées par le substrat pour arriver au site actif
 • Canaux de substrat diffèrent des canaux d’eau
 Résidus Phe
 • Des canaux d'eau formés à partir du site actif sur le côté de l'hème thiolate, tout près de la surface de la protéine.
 • Flèches indiquent où les grandes cavités sont atteintes à la surface de la protéine.
 • Les canaux d'eau communiquent avec la surface en P450 (1phc) et sont interrompus par la chaine latérale d'arginine dans la structure P450 (2hpd), ainsi bloquant l’échange des molécules d'eau entre la surface et le site actif.
 • Dioxygène pourrait exploiter les mêmes canaux.
 Oprea et coll. PNAS 1997 94: 2133-2138.
 Les fluctuations dynamiques agrandissent les canaux étroits.
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 Voie d'accès du substrat et voie d'évacuation du produit chez les P450
 BCM 2505 21
 A. Voie (2a) sert d'accès au substrat et comme canal de sortie du produit chez les P450 solubles.
 B. Accès unique par la membrane chez les mammifères P450: les substrats lipophiles accèdent au site actif par le biais 2a et les produits sortent par le biais 2c.
 C. Les substrats solubles accèdent au site actif et la sortie est produite par 2c.
 Le substrat (S) et le produit (P) sont représentés en magenta, la membrane en vert, le cofacteur hème (site actif) à la lumière rose et P450 en turquoise. Les P450 de mammifère sont ancrées à la membrane par l'hélice transmembranaire N-terminal (non représentée) et par les interactions avec la région autour de la boucle FG.
 Schleinkofer K et coll. (2005). Do mammalian cytochrome P450s show multiple ligand access pathways and ligand channelling? EMBO reports. doi:10.1038 /sj. embor. 7400420
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 Mécanisme proposé du CYP2C9 pour l’accès du substrat et la libération du produit
 BCM 2505 22
 • Ibuprofène s’accumule dans la membrane, à partir de laquelle il peut être « aspiré » par un canal d'accès menant au site actif, et à la suite de la réaction enzymatique, 3-hydroxy-ibuprofène le métabolite produit, est libéré par l'intermédiaire de canaux de sortie qui conduisent vers le cytosol.
 • Les positions d’ouvertures du canal de l'accès du substrat et du canal de sortie du produit correspondent respectivement, à des minimas d'énergie libre du substrat de la CYP2C9, ibuprofène, et son métabolite dans la membrane.
 Berka K et coll. Membrane position of ibuprofen agrees with suggested access path entrance to cytochrome P450 2C9 active site. J Phys Chem A. 2011 115(41):11248-55.
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 Les réductases du cytochrome P450
 BCM 2505
 • La plupart des CYP ont besoin d'un partenaire de protéine pour fournir un ou plusieurs électrons afin de réduire le fer (et éventuellement d'oxygène moléculaire).
 23
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 Suite
 BCM 2505
 Cinq régimes généraux sont connus:
 1) CPR/cyb5/P450 systèmes utilisés par la plupart des eucaryotes CYP microsomaux impliquent la réduction du cytochrome P450 réductase (CPR) par le NADPH et cytochrome cyb5 pour le transfert du 2e électron.
 2) FR/Fd/P450 systèmes sont des systèmes utilisés par des CYP chez les mitochondries et certaines bactéries (FR – Ferrédoxine réductase, Fd – protéine Fe-S).
 3) CYB5R/cyb5/P450 sont des systèmes dans lesquels les deux électrons nécessaires pour le CYP proviennent du cytochrome b5 via une réductase.
 4) FMN/Fd/P450 sont des systèmes d’abord trouvés en Rhodococcus sp et dans lequel il y a une réductase contenant un domaine FMN qui est fusionné au CYP.
 5) P450, des systèmes uniques qui ne dépendent pas d’un transfert d’électron externe
 24
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 P450
 Membrane RE Substrat et O2
 cytosol
 NH2
 Topologie du cytochrome P450 membranaire
 BCM 2505 25
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 P450
 FAD
 FeS
 NADPH 2e-
 Ferrédoxine
 Ferrédoxine réductase
 Membrane interne mitochondriale
 Substrat et O2
 Cytosol
 P450 de Classe I
 BCM 2505
 NH2
 26
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 P450
 FAD
 FMN
 NADPH
 2 e-
 NADPH cytochrome P450 Réductase
 Membrane RE Substrat et O2
 cytosol
 P450 de Classe II
 BCM 2505
 NH2 NH2
 27
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 Modèle de l'équilibre conformationnel du CPR
 BCM 2505 28
 http://www2.le.ac.uk/departments/biochemistry/staff/roberts/ researchinterests/nadph-cytochrome-p450-reductase-and-electron-transfer-to-the-drug-metabolising-cytochromes-p450
 • Oxydoréductase P450 (CPR) est un monomère possédant à la fois FAD et FMN, les cofacteurs qui transfère les électrons du NADPH vers le cytochrome P450 et elle est représenté sur la membrane comme étant fixée par sa séquence N-terminale hydrophobe.
 • Droite, la forme compacte, représentée par la structure cristalline, avec les deux flavines rapprochées, appropriées pour le transfert inter-flavine d'électrons.
 • À gauche, la forme étendue, modélisée et basée sur les données de RMN et SAXS, avec la FMN exposée, appropriée pour le transfert d'électrons au cytochrome P450.
 • Le domaine FMN en bleu, le domaine de charnière en magenta et le domaine FAD en vert. Les cofacteurs sont indiqués comme suit: FMN jaune (en CPK), FAD orange, NADPH bleu.
 http://www2.le.ac.uk/departments/biochemistry/staff/roberts/
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 P450 oxidoréductase (CPR)
 BCM 2505 29
 • Topologie des CPR et P450 et la formation de leur complexe sur la membrane du RE. CPR est dans un équilibre dynamique entre les formes fermées et ouvertes.
 • Dans la forme fermée, CPR accepte des électrons de FMN et FAD, et dans sa forme ouverte, CPR donne d'électrons à P450.
 • Le complexe de rencontre implique des orientations multiples menant à l'orientation unique formant ainsi le complexe spécifique.
 • Les interactions menant à un transfert d’électron sont dominées par la complémentarité des charges sur la surface de CPR et P450.
 Takashi Iyanagi, Chuanwu Xia, Jung-Ja P. Kim NADPH–cytochrome P450 oxidoreductase: Prototypic member of the diflavin reductase family Archives of Biochemistry and Biophysics, Volume 528, 2012, 72–89
 CPR CPR/P450
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 Interaction CPR – P450
 Figure: Modèle du complexe cytochrome P450-réductase lié à la membrane. La réductase est la molécule A (PDB 3ES9), la conformation ouverte de la réductase.
 BCM 2505 30
 Im SC, Waskell L. The interaction of microsomal cytochrome P450 2B4 with its redox partners, cytochrome P450 reductase and cytochrome b(5). Arch Biochem Biophys. 2011 Mar 1;507(1):144-53. doi: 10.1016/j.abb.2010.10.023.
 • Le domaine acide du CPR contenant le fragment FMN s’associe à un site de liaison basique, le cytochrome P450, le partenaire redox, par des interactions électrostatiques.
 – Le transfert d’électrons du FMN au fer d’hème permet ainsi la catalyse.
 • L’oxydoréductase et le P450 sont liés au réticulum endoplasmique (RE), cependant la plus grande partie de la surface de la protéine est exposée dans le cytoplasme (cytosol).
 • L'interaction du CPR avec le cytochrome P450 et d'autres protéines accepteurs d'électrons est basée principalement sur l'appariement des charges électrostatiques, bien qu'il y ait des preuves d'un composant hydrophobe.
 http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=pdb&_issn=00039861&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=+&_targetURL=http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=3ES9
 http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=pdb&_issn=00039861&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=+&_targetURL=http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=3ES9
 http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=pdb&_issn=00039861&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=+&_targetURL=http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=3ES9
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 Considérations & Corroborations: Interaction CPR – P450
 • Les expériences de réticulation et des études de modification chimique et de mutagenèse dirigée ont montré que la CPR contient plusieurs groupements carboxylates, vraisemblablement contribuées par des acides aminés, aspartate et glutamate.
 • Ces groupements sont appariés avec des acides aminés basiques (lysines, arginines) sur les différentes protéines accepteurs d'électrons, notamment du P450.
 • En outre, la molécule de cytochrome P450 forme un dipôle, avec la charge positive à la face proximale de la protéine où l'hème la plus proche approche à la surface.
 • Ceci représente la surface la plus appropriée pour le transfert d'électrons du CPR.
 • Alors que les forces électrostatiques servent d’arrimer et d'orienter les deux partenaires, les forces hydrophobes (Van der Waals) provenant des acides aminés non polaires seront responsables du rapprochement des deux protéines suffisamment proches pour le transfert d’électrons.
 • Autres protéines accepteurs d'électrons, telles que le cytochrome b5, l'hème-oxygénase, et la squalène monooxygénase pourront interagir par le même mécanisme.
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 Tunneling par des électrons réductase P450
 • À première vue, les électrons peuvent être transférés entre la flavine et l'hème par un chemin de 50-liens ou orbitaux σ entre les deux cofacteurs (à travers des chaines latérales d'acides aminés, les liaisons peptidiques, et des ponts hydrogènes).
 • Toutefois, un simple calcul théorique basé sur ce mode de transfert d'électrons révèle un taux très lent,
 – dans des conditions physiologiques ceci correspond à un taux de 0,02 an-1, soit environ un transfert d'électron tous les 50 ans.
 • Donc une route à travers les liaisons des peptides entre les cofacteurs couplant n’est pas une voie qui est fonctionnellement pertinente afin de supporter l’effet tunnel d'électrons.
 • La distance directe la plus courte entre les cycles conjugués des cofacteurs FMN et de l'hème est 18 Å, ce qui est un modérément en dehors de la limite de 14 - 15 Å dans les structures connues et trouvées en conditions physiologiques avec de nombreuses protéines redox pour les transferts d'électrons.
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 L’effet tunnel d’électron • Selon les calculs, le taux maximal de transfert d'électrons par l’effet tunnel est de
 104 s-1, et dans des conditions physiologiques ceci est réduit à 12 s-1 pour un tunnelling d'électrons de 18 Å entre le cofacteur FMN et l’hème.
 • Bien que cette vitesse approche le taux de 200 s-1 mesurées pour la réaction avec le flavocytochrome, le taux calculé est néanmoins trop lent.
 • Pour faire face à cette contradiction apparente en taux de transfert, il est postulé qu’il y a un changement conformationnel qui raccourcit la distance entre la FMN et le domaine d'hème.
 • Le domaine FMN s’approche au domaine hème (probablement par le mouvement autour de la «charnière» situé entre la FMN et FAD dans le domaine du flavocytochrome) conformation plus étendu par le CPR.
 • Un tel mouvement peut réduire la distance cofacteur FMN-hème jusqu’à 8 Å, et qui est dans la fourchette physiologique des transferts d'électrons biologiques.
 • Le taux maximum de transfert d'électrons, flavine-à-hème, prévu pour un tel modèle ayant la distance réduit à 8 Å, est de l'ordre de 1011 s-1, et dans des conditions physiologiques, on prévoit un taux d'environ 108 s-1.
 • Alors qu’un petit rapprochement de 18 Å à un distance de 14 Å entre cofacteurs FMN-hème rendrait le taux de transfert d’électrons comparable au taux observé.
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 Mouvement du domaine de mononucléotide flavine (FMN) dans BM3 P450 flavocytochrome
 BCM 2505 34
 • Illustration montrant le mouvement du domaine FMN du flavocytochrome P450 BM3 (bleu), ce qui est nécessaire pour faire approcher le cofacteur FMN flavine (représentée en orange, anneau isoalloxazine) de près du domaine de flavine adénine dinucléotide (FAD) (vert clair, avec flavine FAD cofacteur en jaune) et interagir avec le domaine du cytochrome P450 (vert foncé, avec l'hème affichée comme une boîte rouge).
 • Le mouvement est facilité par une « charnière » entre les domaines FAD et FMN, qui facilite le transfert des électrons (e-), produits par l'oxydation du NADPH, à partir du domaine FAD à l'hème.
 • À l'hème, l'oxygène moléculaire est clivé par réduction afin de convertir le substrat (RH) à un produit hydroxylé (ROH) avec la formation d'une molécule d'eau à partir du 2e atome d'oxygène.
 Munro AW et coll. P450 BM3: the very model of a modern flavocytochrome. Trends in Biochemical Sciences, 27, 2002, 250–257
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 Rappel – l’effet de tunnel
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 L'effet tunnel quantique
 • L'effet tunnel quantique relève du domaine de la mécanique quantique: l'étude de ce qui se passe à l'échelle quantique.
 • Ce processus ne peut pas être directement perçu, mais une grande partie de sa compréhension est influencée par le monde macroscopique, ce que la mécanique classique ne peut pas expliquer de manière adéquate.
 • Pour comprendre le phénomène, les particules qui tentent de se déplacer par les barrières potentielles sont mieux comprises comme une balle roulante sur une colline, la mécanique quantique et la mécanique classique diffèrent dans leur traitement de ce scénario.
 • La mécanique classique prédit que les particules qui n'ont pas assez d'énergie pour surmonter une barrière ne seront pas en mesure d'atteindre l'autre côté.
 • Ainsi, une balle sans énergie suffisante à surmonter la colline roulerait vers le bas. Ou, à défaut de l'énergie adéquate à traverser le mur, il rebondirait (réflexion) ou dans le cas extrême, s'enfoncerait dans le mur (absorption).
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 L'effet tunnel quantique
 Effet tunnel en traversant une barrière. À l'origine (x = 0), il y a une barrière très élevée, mais étroite en potentiel. Un effet significatif de tunnel est constaté.
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 Image courtoisie QUANTUM TUNNELLING, Wikipédia Commons.
 • En mécanique quantique, les particules peuvent traverser de l'autre côté de la barrière, avec une probabilité très faible, franchissant ainsi la barrière.
 • Ici, la balle pourrait, dans un sens, emprunter l'énergie de son environnement et lui permettant de rouler vers le sommet de la colline, et rembourser en faisant les électrons réfléchis plus énergiques que ce qu'ils auraient été autrement.
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 L'effet tunnel quantique
 • La raison de cette différence entre le classique et la quantique vient de la dualité des particules en mécanique quantique ayant des propriétés d'ondes et de particules.
 • Une interprétation de cette dualité implique le principe d'incertitude de Heisenberg, qui définit une limite par combien précisément la position et l'impulsion d'une particule peut être connue en même temps dû à sa description comme une fonction d’onde (« wave function »).
 • Cela implique qu'il n'y a pas de solutions avec une probabilité de zéro exactement (ou 1).
 • Ainsi, la probabilité de l'existence d'une particule donnée sur le côté opposé d'une barrière intervenant est non nulle, et ces particules apparaissent sur «l'autre» côté de la barrière sans indication d’avoir passé à travers la barrière, et ce avec une fréquence proportionnelle à cette probabilité.
 Un paquet d'ondes d'électrons dirigé vers une barrière potentielle. La mécanique quantique permet le passage d’une particule à travers une telle barrière qu'il ne pouvait pas pénétrer de manière classique. C’est le tunnel quantique. La tache sombre sur la droite représente l’effet tunnel des électrons.
 BCM 2505 38
 Image courtoisie JC BENOIST, Wikipédia Commons.
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 L’effet tunnel électronique
 • Étant beaucoup plus petites que les atomes, approx. 1/1800 de la masse d'un atome d'hydrogène, les électrons subissent facilement un effet tunnel quantique, et qui est important dans le transfert biologique d'électrons.
 • Les taux de transfert d'électrons à longue portée peuvent se calculer par la théorie de Marcus. Cette théorie, établie par Rudolph Marcus (Prix Nobel en Chimie 1992), explique les taux des réactions de transfert d'électrons, c'est-à-dire les quantités d'électrons qui passent d'une espèce chimique à une autre.
 La théorie dépend d’un facteur, 𝑒−𝛽𝑅, qui relie l'effet de résistance du milieu au transfert d'électrons (β) et la distance (R), mesurée bord à bord, séparant le donneur et l’accepteur d'électrons, à la vitesse de transfert d'électrons.
 – Dans les protéines, une valeur de 1.4 Å-1 pour β corrèle très bien avec les taux
 de transfert. Alors pour une distance de 14 Å, la valeur 𝑒−𝛽𝑅 = 0.000045
 • La valeur de β se situe entre celle déterminée pour des transferts d'électrons intramoléculaires (0.9 Å-1) et celle de transfert d'électrons in vacuum (estimée à 2.8 à 3.5 Å-1).
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 L’effet tunnel électronique
 • Les taux de transfert d'électrons calculés pour de nombreux composés modèles avec des centres multiredox concordent très bien avec les taux mesurés de façon expérimentale.
 – Les vitesses de transfert d’électrons sont beaucoup plus rapides que les valeurs typiques de kcat.
 Une étude basée sur plus de 30 protéines avec des centres multiredox a révélé des séparations de moins de 14 Å pour presque tous les centres redox couplés.
 – Les centres redox dans la xanthine oxydase, illustrée à la figure suivante, sont un bon exemple en respectant cette distance limite.
 Les vitesses de transfert d’électrons calculées et celles mesurées chez les enzymes concordaient même où il y a des barrières thermodynamiques jusqu'à 0.5 eV (11.5 kcal/mol)
 • Les vitesses ont été toujours égales ou supérieures à la valeur de kcat.
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 Transfert d’électron - xanthine oxydase
 • Figure montrant une trace Cα de la chaine polypeptide de xanthine oxydase et les positions des cofacteurs et de salicylate liés au site de substrat.
 • Les représentations en ballon et en bâton gris sont le FAD, le coenzyme molybdopterin, le salicylate, et les centres [2Fe-2S], avec les atomes de Fe et Mo accentué en noir.
 • FAD est vers le haut, molybdopterin est vers le centre bas, et le salicylate est proche de la molybdopterin en bas à droite.
 • La figure a été préparée à partir de la structure 1FIQ déposée dans le PDB (Enroth et aI., 2000).
 • Les centres redox couplés ont des séparations < 14 Å
 • L’effet tunnel d'électrons permet alors le transfert d'électrons à des distances allant jusqu'à 14 Å et à des taux qui sont compatibles avec des processus enzymatiques.
 • La notion auparavent selon laquelle les centres redox couplés doivent avoir les mêmes demi-potentiels est remplacée par ce fait, ce qui explique un nombre de réactions biochimiques peu orthodoxes.
 BCM 2505 41
 Enzymatic Reaction Mechanisms p. 225 - Perry A. Frey; RH. Ables Professor, Biochimie, Université du Wisconsin, AD. Hegeman, Biochimie Université du Wisconsin
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 L’évolution et le transfert d'électrons • Efficacité parfaite en transfert des électrons chez les enzymes redox?
 • Il semble raisonnable à s'attendre chez les protéines redox possèdent des voies de transfert d'électrons, qui sont des enzymes hautement évoluées, d’avoir optimisé leurs vitesses de transfert, en particulier celle pour le transfert d'électrons à longue portée.
 • Cependant, les comparaisons expérimentales et computationnelles des taux de transferts d'électrons chez les enzymes natives et mutées ont montré les mêmes corrélations avec la distance.
 – Toutes les vitesses de transfert peuvent être expliquées par la même théorie, et tous les taux sont corrélés à la même échelle (même β) pour les distances séparant les composants de transfert d'électrons.
 Le transfert d'électrons à travers un milieu protéique est si rapide nécessitant à ne prendre en considération aucune autre voie alternative en transfert d'électrons.
 • Le nombre de structures ayant des composants redox séparés par 14 Å, la limite théorique en pratique pour le transfert rapide par l’effet tunnel de l’électron, suggère que des voies spécialisées davantage en transfert d’électrons ne risquent pas être découvertes à l'avenir.
 BCM 2505 42
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