Tutorat 2020-2021 P2B BIOCHIMIE v Blass

I) Généralités

GLYCOGENE
v Il existe 2 sources de glucose :
v L’apport alimentaire par digestion des glucides Glycogénolyse Glycogénogenése
v Dégradation du glycogéne lors de la mobilisation des réserves
— Dans les deux cas, libération de glucose dans la circulation GLUOOSE

sanguine utilisables par les cellules et par la glycolyse

Glycolyse Néoglucogenése

v La Glycolyse est une voie trés conservée
v A lieu dans le cytoplasme de toutes les cellules PYRUVATE
v Va apporter de I’énergie aux cellules

NB : dans les globules rouges : pas de mitochondrie, donc seule voie de production d’énergie = glycolyse.

v La glycolyse est composée de 10 étapes et est divisée en 2 phases
- Phase de consommation d’énergie : ANABOLIQUE
- Phase de production d’énergie : CATABOLIQUE

v Cette voie est donc une voie amphibolique, rendue possible grace au couplage énergétique.

v Fonctionne en aérobie (=présence d’oxygene) ou en anaérobie (=absence d’oxygeéne) mais avec un
rendement en ATP différent.

v La particularité de cette voie est qu’on va fragmenter une molécule de Glucose en 2 molécules de
Pyruvate — On part d’un Hexose (Glucose) pour arriver a 2 trioses (Pyruvate) !

v Ce Glucose est rapidement phosphorylé dans la cellule ce qui permet de le bloquer dans la cellule et de
I’engager dans une voie métabolique

C’est une voie oxydative avec son co-substrat majeur, le NAD+/NADH qui est en concentration limitante.

La glycolyse = 10 étapes, 10 enzymes, 10 intermédiaires (tous phosphorylés)

II) Les étapes de la glycolyse

A) Phase de consommation d’ATP

e 1¢ étape : La phosphorylation du glucose ¥ Réaction fortement , irréversible, régulée

v Passage d’une molécule de glucose (peu réactionelle)
a une molécule de glucose-6-phosphate (+réactionnelle)

Alimentation Stock de glycogéne
\ 1

\ Glycogénolyse (muscle)
\ Rupture d’une liaison rormation a'une naison
v phosphoanhydride phosphpester

v Rupture de la liaison phosphoanhydre de I’ATP, puis

il S j"" "2°<'2 phosphorylation du Glucose en C6 en formant une
'S 1 S > oM liaison phosphoester
HO 73 OH. Heéxokinase (muscle, autres...) H OH
OH Glucokinase (foie, cellules p) OH v C ons Ommation d,l ATP
GLUCOSE GLUCOSE 6-PHOSPHATE

v Cofacteur : Mg

Sacti : Muscle
Réaction fortement exergonique
gon'q économise un ATP

4G =-14.2 KJimole G1-P>GE-P — Cette étape est NON SPECIFIQUE i la glycolyse car
Glucokinase : isoforme IV des hexokinases
elle est commune avec la GGG.
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v En situation post-prandiale dans le foie : on consomme 1 ATP pour transformer le Glucose en G6P.

v Alors que dans le muscle, PAS de consommation d’ATP car le G6P provient directement de la GGL.

+++ Le glucose 6-P est un carrefou métabolique

— La réaction de phosphorylation est catalysée par les hexokinases.

v Ces enzymes présentent différents isoforme (I, II, III, IV = GLUCOKINASE) qui seront exprimés dans
différents type cellulaires.

v IIs vont catalyser la méme réaction mais avec des parametres cinétiques différents

Hexokinases (1,I1,111) Glucokinase (IV)
Localisation cellulaire P|L.Ipal't d_es tlssu§ Foie/Cellules B [Glucose]
Foie =» niveau faible sanguin Vo GK
1-0 max
. - Glucokil
Substrats Plusiziirs hisxoses : Glucose ]
Glucose, fructose, mannose § B
] -
Km glucose 0.1 mM 10 mM e
0.5 - —
P <
§ T Vmax HK Hi kil
Vm glucose Faible Elevée s exokinase
Produits réaction Glucose 6-P Glucose 6-P OT 5 10 13 20 2
0 [Glucose] (mmol/l)
Km HK Kmn GK
Inhibition par G 6-P oul NON

Petite explication :

-

v Tres faible Km = forte affinit¢é — captent
rapidement le glucose mais ne phosphorylent
QUE ce dont la cellule a besoin

Les hexokinases :

\

™

¥ Vmax atteinte trés rapidement = SaturableJ

(&

-

La glucokinase :

v Km élevé = faible affinité — Phosphoryle
rapidement tout le glucose entré dans la cellule,

fonctionne a des [Glucose] trés importantes, > normale

¥ Vmax plus importante = NON saturable

N

)

v Ces isoformes catalysent donc la méme réaction (phosphorylation du Glucose en C6) mais différent
par leurs propriétés cinétiques et leurs régulations.

— En effet, on a une régulation spécifique de la Glucokinase au niveau du foie.

¥ Le glucose phosphorylé en Glucose 6 phosphate est plus réactionnel et activé. Tous les carbones sont
engagés dans des liaisons.
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e 2¢ étape : L’isomérisation du glucose 6-P

Il faut réarranger la molécule de glucose 6-phosphate pour libérer son C1 (permettra phosphorylation)

Libération du C1

¥ Réaction faiblement endergonique

H2°‘® ®0H2C 0o 1CH,OH
(o] 2
bl & OH H
¥ On passe d’un aldohexose a cycle pyrane O T
a un cétohexose a cycle furane HO 7 oH ——»‘_—Phosphog,ucose N
OH isomérase
' Réarrangement pour rendre la mOlécule + GLUCOSE 6-PHOSPHATE FRUCTOSE 6-PHOSPHATE
A : . : Nt A At Aldohexose Cétohexose
réactionnelle : faible colit énergétique (O el (Cycto forane)

¥ Enzyme : phosphoglucose isomérase

Réaction faiblement endergonique
, . , . AG’y =+ 1,7 KJ/mole
¥ Réaction réversible

e 3¢ étape : Phosphorylation du fructose 6-P

.- sacti ++

Apres avoir libéré le C1 on va le phosphoryler ¥ Reaction fortement

¥ Enzyme : PhosphoFructoKinase-1 (PFK1)

¥ Cofacteur : Mg2+

(POH,C . CH,OH tﬁ ADP (POH,L o CH0® otacted g

PhosphoF:i;Kﬁ . ¥ Produit : fructose 1,6-bisphosphate (= diphosphate)

« PFK-1» — molécule symétrique avec 2 groupements phosphate

(Rupture de la liaison phosphoanydre de I’ATP +

formation d’une liaison phosphoester sur le CI1 du F6P)

FRUCTOSE 6-PHOSPHATE FRUCTOSE 1,6-BISPHOSPHATE

¥ Consommation d’1 ATP

Réaction fortement exergonique
AG’y = - 14,2 KJ/mole , . . , . . . .
¥ Réaction irréversible = point de régulation

spécifique ++ de la glycolyse
= flux entrant de la glycolyse

e 4¢ étape : Coupure en 2 trioses phosphate

¥ Fortement endergonique ++

¥ Cassure de la molécule symétrique par ouverture du

®oHe, o CHO® SN o\ﬂc/ " pont hémiacétal — production de 2 molécules
: ) T E:;)@ * “zs;z("@ asymeétriques : .
}-/—"\4 ! e o - le DHAP = dihydroxyacétone P (cétone sur C2)
L . e - le G3P = glycéraldéhyde 3 P(aldéhyde sur C4).
FRUCTOSE 1,6-BISPHOSPHATE DHAP G 3-P

¥ Enzyme : aldolase

Réaction fortement endergonique
AG’; =+ 23,9 KJ/mole

¥ Frein a la glycolyse++ car production plus faible des
produits : seulement 11% des Fructose 1,6 BisP sont
métabolisés par ’aldolase
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e 5¢ étape : Isomérisation du DHAP Bilan:
89% FRUCTOSE 1,6-BISPHOSPHATE - 20ATP

¥ Réaction faiblement endergonique, réversible
(juste un réarrangement structurel) Aldolgs?
; ; (GH:OH \\ 4
¥ Passage du DHAP en Glycéraldéhyde 3-P 20 o 1% Hc OH

CHI@ Tnosephosphate GCH2®

¥ Enzyme : la triosephosphate isomérase A o DHAP T gap -
Synthése TG 96% 2% Suite de la
glycolyse
Le DHAP est un intermédiaire de la synthese des TG

car il peut se transformer en Glycérol.
— Si on absorbe trop de sucre, le DHAP excédentaire se dirige vers la synthése des Triglycérides

= Jusqu’ici on a consommé 2 ATP : une lors de la 1ére réaction et une deuxiéme pendant la 3¢™¢ réaction.
On se retrouve donc avec un bilan positif et la production de deux molécules plus énergétiques (le G3P
de la 4éme étape et celui de la 5eme étape) que la molécule de glucose du départ.

— A partir d’ici le bilan de la voie est compté double (puisque que le fructose 1,6 BisP a été coupé en 2)

B) Phase de production d’ATP

e 6° étape : Oxydation du G3P

¥ Réaction endergonique d’oxydation MAIS formation d’une
liaison a haut potentiel énergétique

By ¥ Glycéraldéhyde 3 P — 1,3-bisphosphoglycérate

" . / s ¥ Enzyme : glycéraldéhyde 3-Pdéshydrogénase
o, NAD* NADH +4f N /~P®
Pi . .
HC—oH ' HC—OH ¥ Cofacteur : le NAD+ (facteur limitant de la glycolyse
0] cH,0®) e
CHy Glycéraldéhyde 3-Phosphate CH, . . " . r
déshydrogénase ¥ Production de NADH+H+ qui va étre réoxydé pour :
G3-P 1,3-BISPHOSPHOGLYCERATE
Oxydation sé\:'r [&fonction Formation d’une liaison a haut - prOdllire deS mOléCllleS d,ATP aVeC la PO mitOChOl’ldI'iale
aldéhyde potentiel énergétique
(anhydride mixte) .
A" =+ 6.3 Klimole - redonner du NAD" (permet le fonctionnement de la GL)

¥ Consommation de Phosphate inorganique présent dans le pool cellulaire, on ne consomme pas d’ATP
¥ Oxydation du G3P sur I’aldéhyde et formation d’une liaison anhydride mixte.

e 7¢ étape : Transfert d’un sroupement phosphate

v Le 1,3 diphosphoglycérate : 2 liaisons a haut

potentiel énergétique

o o® ADP i .
\\?’J coo- ¥ Enzyme : 3-phosphoglycérate kinase
HC—OH ML‘ HC—OH
(l:H,@ 3-Phosphoglycérate (IZH,C(FD v Cofacteur : Mg2+
kinase
1,3-BISPHOSPHOGLYCERATE 3-PHOSPHOGLYCERATE ¥ Produit : 3- phosphoglycérate

v Réaction réversible : PAS point de régulation++

¥ Production de 2 ATP (car produits x2++)

= MAIS bilan = 0 car on a restitué ceux consommeés dans la 1¢ phase
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Aparté : Shunt du 2,3BisPglycérate dans les GR :
v Le role des GR est de transporter et de libérer I’oxygeéne.
v Dans les cellules érythrocytaires, en fonction de leurs besoins, on
va avoir une étape intermédiaire : elles vont pouvoir court-

circuiter la 7°™ étape pour produire du 2,3-bisPglycérate via la
1,3 bisPG mutase. :
Lors de ce shunt, on n’a PAS de production d’ATP++ S
— Lors de ce shunt, onn’a e production
donc le bilan total en ATP de la glycolyse est nul.
3PG iﬁo‘::)sll:a?ase
v 1’02 se fixe sur I’hémoglobine du GR de manicre allostérique. Pi

—Dinhibiteur allostérique régulant cette fixation sera le 2,3 BPG :
Il va entrainer une régulation négative : quand les concentrations en
2,3BPG augmentent, I’hémoglobine libére I’oxygeéne car le 2,3 BPG diminue son affinité
pour ’O2 +++

v Ce shunt aura lieu dans des situations ou I’on va avoir besoin d’augmenter la disponibilité
en O2 notamment en cas :

— De randonnées en altitude (ou 1’02 diminue)
— D’une femme enceinte pour apporter O2 et nutriments a son enfant

A comprendre lorsque que I’oxygéne n’est plus fixé sur I’hémoglobine des GR il est alors
libéré dans les tissus.

Modification de I’affinité R
de I’'Hb pour 'O, Ex: En altitude Ex: Mére/feetus

g

23-BPG=0
(Hb dépourvu de 2,3-BisPG)

2,3-BPG =5 mmol/L
(Normal blood)

8 8 8 8

2,3-BPG = 8 mmol/L
(Sang dindividu adapté &
des hautes altitudes)

% sat

Saturation de I'hémoglobine (%)

Prossion partielle en oxygéno (kPa)

e 8¢ étape : Isomérisation du 3-P Glycérate

¥ Réarrangement a faible cout énergétique

¥ Enzyme : phosphoglycérate mutase

clzoo' 1f|:00'
HC—OH = Mgt Ho-o@ ¥ Cofacteur : Mg2*
CH,0(P) Phosphoglycérate CH,OH , . , . . .
mutase ¥ Réaction réversible, faiblement endergonique
3-PHOSPHOGLYCERATE 2-PHOSPHOGLYCERATE

¥ Libération du C3 : produit le 2-phosphoglycérate
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e 9¢ étape : Déshvdratation du 2-P Glycérate

L. B . 00~ coo
¥ Réaction réversible —o®) Mg C—0~®) +H,0
Il
L4 CH CH.
¥ Enzyme : Enolase : Enolase ’
2-PHOSPHOGLYCERATE PHOSPHOENOL PYRUVATE

¥ Co-facteur : Mg2*
¥ Réaction de déshydratation de la liaison du 2-phosphoglycérate
¥ Libere : 1 H;0 et produit un phosphoenol pyruvate (PEP)

— Le PEP est une molécule a haut potentiel énergétique car elle a un fort encombrement stérique :
le carbone central possede une double liaison, une liaison phosphodiester et est li¢ a une fonction
carboxylate

e 10° étape : Transfert d’un groupement phosphate

¥ Réaction irréversible, fortement _ ADP ~
[ofe]0) COO
, | NG -
¥ Enzyme : pyruvate kinase ¢—o® S > ¢=o0
CH Byruvate Kinase CH
- 3
¥ Cofacteur : Mg?*
PHOSPHOENOL PYRUVATE
¥ Libération d’1 ATP Ll s

¥ 2éme point de régulation spécifique de la glycolyse
et régulation du flux sortant

¥ On obtient donc 2 molécules de pyruvate et 2 ATP (on oublie pas de doubler les produits a chaque fois)

Bilan global de la glycolyse

Glucose Pyruvate
CH,OH
o coo~
on )y  2x
HO OH AG’; <0 CH;
OH
+ 2 ADP + 2Pi + 2 ATP
+2 NAD + 2 NADH + 2H+
+2 H20

Le rendement en ATP induit par la glycolyse
dépend de I’environnement en O,
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III) Devenir des produits formés

vLe devenir du pyruvate et du NADH va dépendre de la disponibilité en O2 :

- Le NAD" est en concentration limitante : les réactions qui I’impliquent ne sont possibles que s’il
est régénéré en permanence.
— le NADH formé doit étre réoxydé que ce soit en présence ou en absence d’O2

v Les molécules d’ATP, vont réintégrer le pool cellulaire et permettre le bon fonctionnement cellulaire.

1) Réoxvydation du NADH+H" en conditions AEROBIE

v La réoxydation du coenzyme a lieu au sein de la mitochondrie, au niveau de la chaine respiratoire. Le
probléme est que le NADH n’est pas capable de traverser la membrane mitochondriale interne.

v [l va donc utiliser les systémes de navette :

- NAVETTE GLYCEROPHOSPHATE :

¥ Production de 2 ATP

¥ Présente au niveau du cerveau et du muscle.

Glycéraldéhyde 3-Phosphate
déshydrogénase
Glycéraldéhyde 3-P 1,3-BISPHOSPHOGLYCERATE

Pi7

NAD*

NADH + H*
NAD*
M \ / GLYCEROL 3-P |
ACETONE-P Glycérol P déhydrogénase

Cytosol cytosolique
00000X00200000000004. 1A0000000200CA00000000A00A0000AC0N0ANNAANNIOCA00N]

000000000000

VOOCOHO0000000000] 10000000COLOO0000OL00LOOCOLOOC0000LOLCOC0OOCOLCOCOONE POOOOLOLCOLO
Glycérol P déhydrogénase

DIHYDROXY- Mitochondria!s
ACETONE-P

GLYCEROL 3-P |

100000000000000090099X AS00000000700C00C00C00A0COI00I0NNNN0000
FADHZ FAD Membrane interne
HobomoocsciCanaplexedbiooteoiintitntioiionsitttotond

Matrice mitochondriale

ACOO0ONCOC00000CCX

1) La glycérol Pdéshydrogénase cytosolique permet le passage du DHAP au glycérol 3-P en réoxydant le
NADH+H" en NAD+ dans le cytoplasme

2) Le glycérol 3-P passe la MEM et trouve sur la face externe de la membrane interne
3) La glycérol 3-P déshydrogénase mitochondriale redonne du DHAP qui va retourner au cytoplasme

Coenzyme = FAD mitochondrial
Produit du FADH2 mitochondrial — couplé au complexe II de la CRM pour donner in fine 2 ATP.
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- NAVETTE MALATE/ ASPARTATE :

¥ Production de 3 ATP

¥ Présente au niveau du foie, du cceeur et du rein.

Glycéraldéhyde 3-Phosphate
déshydrogénase
Glycéraldéhyde 3-P 1,3-BISPHOSPHOGLYCERATE

W [\

NAD*
NADH + H* 0

Glutamate Oxaloacetate LL Malate

MDHc
ASAT
Aspartate a- Cétoglutarate
35

l Aspartate a- Cétoglutarate

ASAT

MDHm

Glutamate Oxaloacetate Malate

+ + " 5
3 ATP «—x Chaine transporteur d ‘e (Cl)——— NADH + H NAD MDH Malate déshydrogénase
ASAT Aspartate amino transférase

1) Le NADH+H" est réoxydé dans le cytoplasme et redonne du NAD* par la MDHc transformant ’OAA
en malate.

2) Celui-ci passe la MIM et trouve la MDHm pour redonner de ’OAA : elle utilise du NAD™ et produit
du NADH+H".
— Ce NADH+H" couplé au complexe I de la CRM, permet la production de 3 molécules d’ATP.

3) Pour équilibrer la navette, ’OAA va avec le glutamate former de ’a-cétoglutarate et de ’aspartate
qui va passer la membrane et redonner de ’OAA coté cytoplasmique.

= D’un c6té on a du malate qui rentre dans la mitochondrie (en échange d’un a-cétoglutarate) et de
I’autre c6té on a un aspartate qui sort de la mitochondrie (en échange d’un glutamate).

2) Devenir du pyruvate en conditions ALROBIE

v Le pyruvate intégre le cycle de Krebs pour soit produire

de I’énergie soit produire des intermédiaires pour HyC-¢-CO0" CoA-SH co, 0
d’autres voies. o . H:C"Cg con
PYRUVATE / \ ACETYL-CoA

¥ On va avoir transformation du pyruvate en acétyl-CoA NAD* NADH + H+
par la pyruvate déshydrogénase qui est un complexe enzymatique qui va utiliser du NAD+.

3) Devenir du pyruvate et du NADH+H" en conditions ANAEROBIE

v En absence d’0O2, l1a mitochondrie ne fonctionne pas bien mais il faut réoxyder le NADH+H+ pour
réapprovisionner le pool en NAD+ pour la glycolyse.

NADH + H* NAD*

00" " coo-

v Le pyruvate va étre transformé en lactate par la LDH qui va c=0 T CHOH
réoxyder le NADH-+H+ en NAD+ (réversible) = fermentation lactique CH; Lactate déshydrogénase CH,3
PYRUVATE LACTATE

v Le lactate produit par la cellule ne peut pas y étre stocké, il sera
amené jusqu’au foie ou il sera utilisé notamment comme précurseur de la néoglucogenése.
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DEVENIR DU PYRUVATE

ACETYL CoA

NADH + H+
co,
NADH + H+ NAD+
ATP.

ADP + Pi

OXALOACETATE | <« .

P2B BIOCHIMIE v

CoEz :

«+ TPP - FAD - NAD* - Ac Lipoique
et CoA-SH

« Source d’acétyl-CoA pour :
- le cycle des citrates
- la synthése des acides gras

« Réaction irréversible (+++)

¢ Localisée dans la mitochondrie

Réaction réversible (physiol.)
L ée dans le cy

LACTATE { )

Blass

Le pyruvate est également un carrefour
métabolique, il peut :

¥ S’engager dans le cycle de Krebs (en aérobie)
¥ Se transformer en lactate (en anaérobie)

¥ Se transformer en OAA par la pyruvate
carboxylase via la néoglucogenése

CoEz : Biotine

« Activée par I'acétyl-CoA
Substrat pour la gluconéogenése
« Réaction irréversible (+++)

* Localisée dans la mitochondrie

¥ Subir des réactions de transamination pour
donner de I’alanine

ALAT : Ala aminotransférase (CoEz : PP)

LDH : Lactate déshydrogénase

PDH : C

Pyruvate déshydi (3Ez)

PC : Pyruvate carboxylase

IV) Bilan de la glycolyse

e En conditions ANAEROBIE

GLUCOSE Condition anaérobiose
GLUCOSE
G3-P
+ - 2ATP
Systéme des navettes : Voie / h
réoxydation dans matrice} «X = = = = =/ NADH + H* — d
mitochondriale aérobiose . 2 ADP
| 1,3 - BisPG
I R
! Gain 2 ATP 2 TRIOSE-P
dor| 2 o
PYRUVATE ) )f Y
LDH
Voie 4 ATP \»2 NADH + H*
anaérobiose i
LACTATE “

2 PYRUVATE

2 LACTATE

I CYCLE DES CITRATES

LDH : Lactate déshydrogénase
¥ Les molécules de NADH+H™ ne peuvent PAS étre couplées au systéme de navette
— On a donc réoxydation du NADH+H" dans le cytoplasme via la LDH.
¥ On a une production de lactate et la cellule musculaire ne pouvant pas I’utiliser, il ne faut PAS qu’il
s’accumule a I’intérieur de la cellule sinon le pH de la cellule sera modifié (puisque le lactate est un acide

lactique) et sera néfaste.

¥ Comme on s’arréte au pyruvate, il n’y a pas de production d’énergie supplémentaire on a un gain de 2
molécules d’ATP

NB : Si on fait le court-circuit au niveau des GR, le bilan sera nul
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e En conditions AEROBIE LUCOSE R
N 2 NADH+2H* —j' 6 (ou 4) ATP

¥ La glycolyse permet la production de 2 ATP. ¥——>&—§2 AP

2 PYRlIJVATE ) ytoplasme
¥ La réoxydation du NADH H" via les navettes permet | o - Witochondrie
la production de 2 ou 3 ATP par NADH+H" =4 ou 6 ATP ZPYR‘EJEPG

PD, 2 NADH + 2H* 6 ATP
¥ Le pyruvate va aller a la mitochondrie pour produire V«‘@?O:\im.c N
de I’acétyl-CoA et du NADH+H" qui va permettre la = e
production de 6 ATP. «8@00 \‘{g FADH, }—' 24ATP

© 4co, Total = 38 (ou 36) ATP

¥ Puis on aura le cycle de Krebs qui donnera 24 ATP.

= Soit un total de 38 (ou 36) ATP

PDH : Pyruvate déshydrogénase

Donc en condition aérobiose, on a couplage glycolyse/cycle de Krebs/phosphorylation oxydative.

Voila, c’est fini pour cette fiche sur la glycolyse, qui est A JOUR, a partir de
Attention, il n’y a pas [’interconversion des oses dedans j’ai vraiment juste m
glycolyse).

Travaillez bien ce cours il est super important, et la prof |’aime beaucoup.

1l faut bien que vous connaissiez toutes les étapes de la voie, toutes les enzym

la ronéo de cette année.
is la voie metabolique (la

es, tout tout tout.

Et surtout ne négligez pas le devenir des produits tout ¢a tout ¢a, c’est aussi important que le reste.

Bon courage a tous, vous étes forts ne ’oubliez jamais ¥
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