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CHAPITRE 14

Effet de la complexation sur les réactions d’oxydo-
réduction biologiques

D. THEVENOT

I - INTRODUCTION

Les réactions d'oxydo-réduction, encore appelées ré-
actions rédox, sont caractérisées par le transfert d'électrons
d'un donneur d'électrons (ou réducteur) sur un accepteur d'é-
lectrons (ou oxydant). Les oxydants et réducteurs fonctionnent
donc comme des couples de conjugués redox, ou couples réedox,

selon

- +
Oxvydant + ne = + pH

> Réducteur

S

1
Le potentiel standard apparent E O ge chaque couple
est le potentiel d'équilibre d'une solution de pH fixé& & une
valeur quelconque et contenant des concentrations molaires de

l'oxydant et du réducteur du couple

20 RT (Oxyvdant)
E nF ~°8 (Réducteur)
'
avec B O = 2 o B oR et 2,30%-T-= 50 mV 3 2580.
n

Ces potentiels sont, par convention, rapportés au potentiel
de 1'électrode standard (ou normale) 3 hydrogéne E.S.H. (ou
E.N.H.) constituée en plongeant une électrode de platine pla-
tiné dans une solution de pHO et & 25°C en équilibre avec une
pression d'hydrogéne é€gale 4 1 atm. Les potentiels standard
apparent d'oxydo-réduction & pH 7 de divers couples d'intéret
biologique sont rassemblés dans le Tableau 1, Ces potentiels
standard apparent permettent de déterminer les constantes ap-
parentes d'équilibre, 43 ce méme pH, d'une réaction rédox.

Ainsi pour deux couples a n électrons

& SR N - ;
Oxydantl + Reductr-.'.ur2 T Reducteurl + Ohydant2
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Lasreaction entre. . l"oxydant du couple 1l et: le reducteur du cous

ﬂ‘

Ple 2 sera donc d'autant plus quantitative, au pH considéré,

Ta—

C

'
sera supérieur a qu. Ainsi d'aprés les valeurs d

bleau 1, 1'oxaloacétate oxyde NADH selon la réaction

NADH + Oxaloacétate + H¥ ——= NAD' + malate

qui doit se faire vers la droite. Cependant cette réaction,
comme la plupart des réactions d'oxydo-réduction biclogiques,
ne peut avoir lieu 34 vitesse notable qu'en présence d'enzyme,
ici 1la malicodéshydrogénase. SUND (2) a montré que les concen-
trations des coenzymes pyridiniques (NADY, NADH, NADPY, NADPH)
et celles des déshydrogénases sont du méme ordre de grandeur
dans une cellule vivante : les coenzymes sont par conséquent
essentiellement présents sous forme d'association (ou complexe)
avec les déshydrogénases.

L'existence de telles assoclations enzyme-=coenzyme
ou enzyme-~substrat montre que la compréhension des réactions
d'oxydo-réduction biologiques passe par la ccnnaissance de

l'effet des complexations sur les réactions rédox.

IT - VARIATION DES PROPRIETES REDOX PAR FORMATION DE COMPLEXE

Dans un couple oxydo-réducteur donné, nous considée-

s . = 1
rerons successivement l'effet de la complexation de 1'oxydant,

du réducteur et des deux esp2ces.,

2.1 - Complexation de 1'oxydant

Supposons que l'on aie :

Ox + ne~™ _t__._""“‘"' Red

TR BT T _‘_____""“" OxA

La constante de dissociation du complexe OxA s écrit :
(0x) (A)
(OxA)

KD, OxA
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TABLEAU 1 - Potentiels standard apparent 8 pH 7 de divers

coupies oxydo-réducteurs biologiques (1, 3).

Couples oxydo-réducteurs - g9 CMAERSYH )
. ’ — ~ 4+
Hfgf+ e G RReSt P Fl s =) 21‘120 iy 30
O o de™ # 4 HE —=—>"2H,0 + 0,816
Dt e e d Ty - o ERET B Ror i i P et + 0,365
e
(v r :.34. 5 2*+ { g
L'_rtl d FL. + E "':"'"‘""5 Cytc d Fe e L‘}jzg
T - 1 2 f
Y Us o C Fe3* + ¢ s O Fe¢* + =0, 254
- A 1.~' 3 . F 3+ + & } ¢ l b' -~ F;?"+ 147
hémoglobine Fe € ——> hemoglobine Fe + 0,144
ubiquinone + 2e~ + 2HT—= ubihydroquinone = O 10

acide déhydroascorbique + 2e~ + 2H z=— ac. ascorbique + 0,058

Cytox bEFeITEFa=i_ 3 Cyt, b Felt e O D7 2eva -+ 0802 i
fumarate + 2e~ + 2HT -—4 succinate =202 031 ‘
vitamine EjeF2es L 2H " s=—=tnidihvydrovit K4 - 0,05
glvoxylate + 2Zas ¢ ZHY S olvcollate =80,090
oxaloacéetate + 2e~ + 2H+:g:i-malate - 0,166
pyruvate + 2e” + 2HY — 1lactate - 0,185
. — + ot :
acetaldéhyde + 2e + 2H —x éthanol =019
EMN # 25500 OB S N  e EMN . HS = 05219
= 2 +
PATRSY 275 i+ SO HENSS S pANE H | - 0,219
NADE + 0 o m e S e AT - 0,320
NADP® + 2e~ + HY > NADP H - 0,320
acétoacetate + 2e~ + 2H+r;:ﬂ'8 hydroxybutyrate - 0,346
v o g ~ 1 . o it
cystéine + 2e + 2H —M\ cystine - 0,340
gluconolactone + 2e~ + 2H? = B8lucose - 0,364
20+ 2e” ) - 0,421
acltate .+ 2eF & #.3H —> acétaldéhyde -~ 0,58
A 1'équilibre on a
O .
E = E + RT 1og _(O0x)
Ox/Red nF (Red)
K :
A EO + B_l Log DI OxA : E._'E Log —(O‘{A)
Ox/Red nF (A) nF (Red)
0 0 RT Kp. oxa O
Donc E _ = E + — Log - f EO /Red
OxA/Red Ox/Red nF _ (A) Sl
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si K << (A) c'est-3a-dire si le complexe OxA est stable.
D ’ 0xA
En d'autres termes, complexer l'oxydant d'un couple redox re-

vient 3 diminuer son pouvoir accepteur d'é@lectrons.

2 - Complexation du réducteur

-

Supposons que 1l'on aie

> Red

BRTG
(Red) " (B)

RediBi L ai(icdsa)

et Reds -+ B # Red B avec KD

PDonrates

1] O = '|"1 O R T ’ e ( B ) . L]
F“ - = L r We - O g 7 % I: )
Ox/Red B Ox/Red = Kp . "Red¥B Ox/Red

; < 'est-a-dir i 2 R B e -
s1 KD, Shiidn, S (B) c'est-d~dire si le complexe Red gt 'sta

ble. En d'autres termes, la complexation du réducteur entraine

la diminution de son pouvoir donneur d'électrons.

2.3 - Complexation de 1'oxydant et du réducteur du

— I ———

meme couple

S1i"OxA et Red Bupeuvent tous deux exister, on a par

analogie aux cas précédents :

K

( X

- B o U et T 8

0x/Red Il ) BN o ok Bl (Re )

avec
K :
=0 0 RT (B) D, OxA
E = E + ——iLog ——= 2
. 0 R"d .

OxA/Red B x/Re = A) KD, e

Dans le cas particulier ou le complexant A peut également com-

Plexer le réducteur, c'est-d-dire si A est identique 3 B :

0 0 RT Kp, oxa 0
E = E i e W 2 SRS
OxA/Red A Ox/Red Ox/Red
o L BD R d /
s << K c'est-d~-dire s8i le complexe OxA est pl
D, OxA D, Red A F plus

stable que le complexe Red A.

Par exemple E RO 6V L ES S s

Fe (CN)Z=/Fe (CN)Z~
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est bien inférieur au potentiel normal du couple Fe3+/‘r“e2+
T et e O T V/ESH) car le complexe ferricyanure est
Fe™ /Fe*+
plus stable que le complexe ferrocyanure. En effet
: N &
K = 107>1 et K =i pmes

D, Fe (CN) == D, Fe (cm)g-

III - APPLICATION AUX REACTIONS D'OXYDO-REDUCTION BIOLOGIQUES

Il est possible de distinguer cing catégories d'enzy-
mes qui interviennent dans la voie principale de transport d'é-

lectrons d'un substrat organique vers l'oxygéne moléculaire ou

bien dans les oxXxygénations directes
l - les déshydrogénases pyridiniques qui utilisent comme coen-

zyme NADY ou NADPT,
2 - les déshydrogénases flaviniques qui contiennent comme grou-

pe '‘prosthétique, soit FMN soit FAD, ,

3 - les protéines fer-soufre
4 - les cytochromes qui contiennent un noyau porphyrine-~fer
> - les oxydases, de composition diverse mais qui contiennent

souvent au moins une mclécule de FAD comme groupe prosthétique.

I1 apparait clairement dans cette énumération que les
quatre derniéres catégorles possédent, dans leur état normal,
au moins un groupe redox complexé par une structure protéique.
Il est donc habituel de considérer dans ces cas les potentiels
standard apparent des complexes contenant des flavines, des cy-

tochromes ou des protéines fer-soufre (Tableau 2). La simple
comparaison de ces potentiels permet d'apprécier la force res-

pective des associations avec la forme oxydée et réduite du
groupe rédox : en effet le potentiel standard apparent est
d'autant plus faible que la forme oxydée est complexée plus

fortement que la forme réduite.

D'autre part, la premiére catégorie d'enzyme, les

déshydrogénases pyridiniques, pose parfois quelques probliémes

d'interprétation thermodynamique. C'est ainsi qu'in vivo NAD*

oxyde quantitativement 1l'alcool en aldéhyde en présence d'al-

cool déshydrogénase. Or @8 pH 7 on a :

|
DG =0 32V /E. S JH
NAD* /NADH
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1] - Flavines ou flavoprotéines
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TABLEAU 2 -~ Potentiels standard apparent a pH

Riboflavine

Flavine mononucléotide (FMN)
Flavine adénine dinucléotide
Dihydrolipoyl deshydrogénase
Xanthine oxydase

D-amino acide oxydase

NADH cytochrome réductase
Glucose déshydrogénase
Décarboxylase

B r -CoA déshy & e
utyryl-CoA déshydrogéenas

Protéeines fer—-soufre

NADH déshydrogénase
Succinate déshydrogénase
Ferrédoxine

Adrénodoxine

Putidaredoxine

Fer et cytochromes

Fer (Fe3*/Felt)
Ferrocyanure/Ferricyanure
Cytochrome a q

Cytochrome a

Cytochrome c

Cytochrome Cy

Cytochrome b

(FAD)

R AT S L )

- 0,208
=S 0s219
= 05219
- 0,34
- 0,22
=0 1]
O
+ 0,08
++ 019
T 0018 7

=030

Q%00
- 0,49
“0,27
= 2D 24

() 'S 7
+ 030
0
“+ 0,210
+ 202235
RO 2 25
== 02030

/] des couples

rédox libres ou complexés par des molécules bio-

togiiques:(l,. 3)

I

ce qui entraine pour valeur de la constante apparente, a pH 7,

E = 00 20 V/B.S el

CH.ou

CH 3CH,

BLJH]/CH

de la constante de 1'équilibre

NADE + ¢ H. OH

# AT

NADH "+ C B 0 + u'
A A
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La réaction thermodynamiquement possible entre les espéces li-
bres est donc la reaction inverse, c'est=d-dire 1l'oxydation du
NADH par 1l'acétaldéhyde.

I1 semble donc intéressant d'envisager, dans ce cas également,
l1'effet de la complexation de NADY et NADH par l'enzyme. Faute
de mesure directe des constantes de dissociation par équilibre
de dialyse (4) ou de mesure indirecte en effectuant les rapports
des cinétliques de dissociation et de formation de complexe (5,
6), 11 est possible d'estimer ces constantes de dissociation

par les constantes de MICHAELIS de l'enzyme vis 4 vis de NAD "

et NADH. En effet, la vitesse globale de la réaction enzymatique

1.

ot 0| e
Enzyme, + S £ > Enzyme = S _igﬁb E
k_1
peut etre écrite sous la forme
SR s v e
g e =k . QVEC Kk o
-1t R 125 '\ (-
d LEseic M k+1
—
Comme fréquemment k—l 23t prépondérant devant kz, on a
k_1
A e R p
* K, Dy, LNZymewsys

Dans le cas des déshydrogénases pyridiniques on a donc a pH /

KD. Enz-N
B = =032 = 0J038]log KL‘ Enz_NAD

Enz-NAD/Enz-NADH D, Enz-~NADH

K +
RO+ 003 1og i, NAD
KM, NADH

Le tableau 3 exploite ainsi les données cinétiques sur diver-
ses déshydrogénases pour comparer les potentiels standard ap-
parent de NAD* et NADH complexés avec ceux des couples corres-
pondant aux substrats oxydés et réduits. Il apparait claire-

ment dans cette comparaison, qu'd l'exception du systéme glu-

cose/gluconolactone, le potentiel standard du couple Enzyme-

-

NAD+/Enzyme-NADH est systématiquement 100 a 150 m V plus néga-
tif que celui du substrat., Méme avec un fort excés de NADY par

rapport 34 NADH l'oxydation de la forme réduite du substrat com-
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TABLEAU 3 -

Estimation des potentiels standard apparent de
NADY et NADH complexés par des diverses déshy-
drogénases de diverses origines en utilisant les
constantes de MICHAELIS de ces enzymes vis a vis

de NADY et NADH (7). Comparaison avec les poten-
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tiels standard apparent des substrats correspondants.

e

r e - - ——

[ ' | ' |
Substrat K e K, E C g U
! M, NADY M, NADH Bas aNAT S /SH 4
Eréduit/oxydé = NADE 2 |
}, ( ui) (uM) (VIR SEHE) [ (VLR JSWHLY :1
. pheader | S L e ) Sy |
L } - ]
ialcool/ 17 27 | )L >33 - 0,20 i
' |
acétaldéhyde 1':0 22 =k S0 - 0,20
74 11 X 0Li295 = 0R20
:t!
malate/ 540 25 wio e 8 =051
oxaloacctate 200 38 =534 - e 1 q
140 27 =§0,3 = 0511 ﬂ
ey o 1 = — - e 4
1 E
glucaee) i 80 — ey SN 0%36 1
gluconolactone 4
s s sk e | = P = 1
glutamate/ 20 30 SR Ea0 s — %014 H
oxaloacétate 500 200 ‘ = 0 s 3e] L - 0,14 !
E 47 26 =80, 31 - 0,14 i
SO e o By - S 3 E |

me 1'alcool o
g el le @atbie

terviennent p

u le malate ne devrait pas pouvoir se réaliser.
n lieu "in vivo" c'est que d'autres facteurs in-

our modifier les potentiels de l'un ou l'autre

des couples. Citons par exemple l'effet d'une variation locale

de pH ou d'une réaction consécutive qui consomme le substrat

oxydé au fur

KREBS par exe

cétate qui lui-méme, en présence d'acétyl-—CoA,

BN clitrate.

et 4 mesure de sa formation. Dans le cycle de

mple, le malate est oxydé par le NADY en oxaloa-

est transforme
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4 - CONCLUSION

L'existence de catalyseurs enzymatiques nécessaires

d la réalisation d'un grand nombre de réactions rédox biolo-

giques et la forte proportion de groupement rédox associés ou
es d d : - téigques illustre 1l'importance
engages ans des structures proteigues 11l1lusSlre 1P ( nc

des réactions de complexation dans les systémes biologiques.

Ces complexes peuvent avoir des structures trés di-
verses puisqu'ils peuvent étre établis par formation de liai-
sons de faible énergie (liaisons hydrogéne dans l'association
NAD*~-lactate déshydrogénase) ou de forte énergie telles que les
liaisons covalentes (fixation du FAD par un résidu histidyl de
la succinate déshydrogénase) ou les lialsons par transfert de
charge. Les complexes formés peuvent e€tre soit en solution,
soit fixés sur des structures membranaires. Dans tous les cas,
la compréhension des réactions d'oxydo-réduction impliquant
ces formes complexées nécessite une bonne connaissance soit des
constantes d'affinité ou de dissociation dans les conditions
réelles de fonctionnement de la réaction, soit des potentiels
standard apparent des formes complexées. Il reste encore beau-

coup de progrés @8 faire dans ce domaine,
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