EXAMEN DE CULTURE SCIENTIFIQUE
MINEURE CHIMIE

Adénosine triphosphate
I. Question préliminaires

1. Le numéro atomique du phosphore P est Z=15 et son isotope naturel le plus
abondant est 31P. Quelle est la composition en électrons, protons et neutrons
du 31pP?

2. Quelle est la configuration électronique de P dans son état fondamental ?

L’acide orthophosphorique H3PO4 a le phosphore P comme atome central, lié a trois
groupes OH et a un oxygene O.

3. Dessiner la structure de Lewis de H3PO4.
4. Le phosphore P satisfait il la regle de I'octet ? Expliquer
Quel est le nombre d’oxydation du phosphore P dans H3P04?

Les trois pKa de I'acide orthophosphorique sont pKai - 2.2, pKaz = 7.2 et pKaz = 12.3.

5. Ecrire les trois équilibres de déprotonation correspondant aux acidités
successives de H3PO4 et exprimer leur constante d’équilibre.

6. Quelle est la forme la plus abondante a pH neutre pH=7. Calculer le rapport
des concentrations des autres especes de H3POa.

7. La faible valeur de pKa pour la premiére acidité de 1’acide orthophosphorique
est attribuée a la stabilité de I'anion H2PO4 anion. Expliquer cette stabilité en
utilisant la structure de Lewis de cet anion.

L’acide orthophosphorique est utilisé comme additif alimentaire, dans les sodas en
particulier. La concentration limite pour la sécurité alimentaire est de 0.6 g.L-1. Un
dosage d’'un volume V =25 mL de soda, duquel le CO2 a préalablement été extrait, est
réalisé. Pour cela, une solution aqueuse de NaOH a la concentration Cg=2.0x10-2 mol.L-!
est utilisée. Seuls deux points d’équivalence E1 et E2 sont observés aux volumes Vi = 5.5
mL et V; = 14 mL respectivement.

8. Pourquoi un troisieme point d’équivalence n’est-il pas observé ?

9. Quelle valeur attendrait-on pour le rapport entre Vi et V;? Pouvez-vous
justifier pourquoi cette valeur n’est-elle pas trouvée ?

10.Comment utiliseriez vous alors les deux équivalences trouvées pour le
dosage ?

11.Calculer la concentration Ca de l'acide orthophosphorique initialement
présent dans le soda. Comparer cette concentration a la valeur limite.

I1. Hydrolyse de I’adénosine triphosphate

L’adénosine triphosphate, noté ATP et sous la forme ATP%* au pH considéré, est
considéré comme la réserve d’énergie dans les systemes vivants. La structure de I’ATP
est donnée Fig. 1.



12.Combien de carbones asymétriques y a-t-il dans 'ATP#?
13. Quelle est la configuration absolue du carbone anomérique dans I’ATP ?
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Fig. 1: Structure de 'ATP*
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Fig. 2: Structure de '’ADP3-

Chez les organismes vivants, I'’ATP est hydrolysé en ADP, sous la forme ADP3- au
considéré, selon la réaction :

ATP# + H20 = ADP3- + H2POy AG1 (1)
14.Proposer un mécanisme pour ’hydrolyse de ’ATP# en ADP3-.

L’hydrolyse de I'ATP en ADP est favorable thermodynamiquement mais défavorable
cinétiquement et, chez de nombreux organismes, est catalysée par une enzyme
transmembranaire se comportant comme un moteur moléculaire. Nous considérons ici
I'enzyme F1-ATPase constituée par un assemblage alternatif de 3 sous-unités o et de 3
sous-unités f arrangés en hexagone et d'une sous-unité y passant par le centre de cet
hexagone. La sous-unité y peut tourner et sa rotation induit des changements



conformationnels des 3 sous-unités p. Les différentes conformations des sites de liaison
de 'ATP/ADP des 3 sous-unités 3 qui ont été identifiées sont les suivantes: g, pour
laquelle le site de liaison est totalement ouvert ; Puo, pour laquelle le site de liaison est
semi-ouvert ; Buc, pour laquelle le site de liaison est semi-fermé, et 2 conformations de
liaisons Prp et Bop. A la rotation de la sous-unité y, une des 3 sous-unités 3 subit le cycle
suivant:

Be — Prp — Por — Puo — Puc — Pk
Ceci est résumé Fig. 3.

L’enthalpie libre standard A.G®1 de la réaction (1) a été déterminée par W. Yang et al.
[Yang, W,, Gao, Y. Q., Cui, Q., Ma, ]J. & Karplus, M. PNAS 100, 874-879 (2003)] en solution
aqueuse et dans le site de liaison de la sous-unité 3 dans ses différentes conformations.
Les valeurs sont données Table 1.

Site A:G1 (K] /mol)
Solution aqueuse (en présence of Mg2+) -29

Brp 6.2

Bop -37.7

Brc -53.1

Table 1: enthalpie libre standard de la réaction (1) dans divers environnements

15.D’apres la Table 1, identifier les conformations des sous-unités  qui sont
favorables a la fixation de 'ATP et celles qui sont favorables a la fixation de
I’ADP.

16.Résumer et rationaliser le couplage existant entre I'hydrolyse de I'ATP et la
rotation de la sous-unité y.
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Fig. 3 : Cycle d’hydrolyse par la F1-ATPase. (a) Représentation moléculaire de la F1-ATPase
mitochondriale (a3B3yd¢). (b) Cycle proposé du mécanisme tri-site d’hydrolyse de I'ATP. Le
cycle démarre depuis un site d’ATP vacant, avec une sous-unité [ totalement ouverte (BE),
la seconde sous-unité 3 semi-ouverte (Bro), et la troisieme sous-unité 5 fermée (Brp); Prp
contient I'ATP lié dans le cycle précédent. La rotation calculée de 85° est causée par la
liaison de I'’ATP dans le site e et une ouverture coopérative de la sous-unité Lo pour
adopter la conformation semi-fermée (HC) en préparation a la libération du produit. La
rotation qui suit, calculée a 35° est reliée a la libération du produit d’hydrolyse de la sous-
unité Puc et a l'expansion concomitante du site de fixation Bpp pour former Buo. [From
Jingzhi Pu, and Martin Karplus PNAS 2008;105:1192-1197]



17.La Figure 4 montre l'arrangement a l’échelle atomique de I'ATP ou de
ADP + H2PO4 dans la sous-unité frp. Un cation Mg?* est localisé a proximité
des groupements phosphodiesters de 'ATP. Suggérer un role possible a ce
cation.

18.Quelles autres interactions peuvent stabiliser les ligands, ATP ou ADP, dans
les sites de fixation ?
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Fig 4: Représentation atomistique du site Prp [From Yang, W., Gao, Y. Q., Cui, Q., Ma, . &
Karplus, M. PNAS 100, 874-879 (2003)]

La rotation de la sous-unité y est couplée a une autre unité du complexe ATPase
transmembranaire qui généere un flux de protons a travers la membrane, créant ainsi un
gradient de pH a travers la surface. Une grandeur importante est donc le nombre de
protons transférés a travers la membrane par molécule d’ATP hydrolysée par le
complexe F1-ATPase. Afin de déterminer cette grandeur, Peter Graber et ses
collaborateurs [P. Turina, D. Samoray and P. Graber EMBO 22, pp. 418-426, 2003] ont
reconstitué des complexes ATPase dans des liposomes séparant une région interne d’'un

environnement extérieur, entre lesquels ils peuvent contréler la différence de pH, voir
Fig. 5.



Etant donné le haut pH du compartiment extérieur, la réaction d’hydrolyse considérée
ici est:

ATP4_(aq) + ZHZO(aq) = ADP3_[aq) + HPO42_(aq) + H30+(aq, out) ArG OIZ(aq) (2)

ol H30*(aq, oury) désigne un cation H30*@q) dans I'environnement extérieur. La réaction (2)
est couplée au transfert de n protons de l'extérieur vers l'intérieur :

nH30+[aq, out) = nH30+(aq, in) ArG®’3 (3)
L’enthalpie libre standard pour la réaction de transfert de proton (3) est donnée par:
ArG®3 = nFAp (4)

ou F est la constante de Faraday et Ag est la différence de potentiel électrique
transmembranaire. Dans I'expérience de Graber et al.,, Ap est maintenu constant égal a
Ap=15mV.

19.Ecrire la réaction globale pour I'hydrolyse de I’ATP couplée au transfert de
protons a travers la membrane.

20.Nous noterons A:G“global SOn enthalpie libre standard de réaction. Déterminer
ArG®global €n fonction de ArG®2(aq) et de Ag.

pHout = 8.45
[H‘+]DIJ'[ = 13[] mM ._.-..-_;.::-

pHir = 6.40
[K*Jin = 100 mM

Fig 5: un complexe ATPase incorporé dans une membrane de liposome séparant une région
interne d’un environnement extérieur. [from P. Turina, D. Samoray and P. Grdber EMBO 22,
pp- 418-426, 2003]

21.0n appelle Q le quotient de réaction de I'hydrolyse de 'ATP :

[ADP*~][HPO; ]
[ATP*7]c0 (5)

Q=

ou c¥ est la concentration standard. Montrer que ce rapport Qeq a I'équilibre
satisfait la relation :

RTInQcq = —AGylopa + nRTIn10pH,, — (n — 1)RT'In10pH,,,,, (6)
Le pH extérieur est maintenu a pHou = 8.45 et le systeme est préparé a une valeur

donnée de Q. Le systeme est a la température T = 298 K et la solution contient du MgCl..
Pour différentes valeurs de pHin choisies, I'évolution de la concentration en ATP est



suivie avec le temps par un test luciférine/luciférase. La valeur de pHin(eq) pour laquelle
la valeur initiale de Q correspond a l'équilibre, Q=Qcq (pas d’évolution de Ila
concentration en ATP), est alors rapportée et ces valeurs de pHin(eq) pour diférentes
valeurs de Q sont résumées Table 2.

In Q pHin(eq)
0.217 7.07
-1.54 6.91
-3.36 6.68
-5.44 6.46

Table 2: valeurs du pH interne pour lesquelles I'équilibre est trouvé pour différentes valeurs
initiales du quotient de réaction Q

22.Pourquoi est il important de maintenir fixe le pH dans l'’environnement
extérieur et de ne faire varier que le pH interne ?

23.Déterminer n, le nombre de protons transférés par molécule d’ATP
hydrolysée, a partir des résultats donnés Table 2.

24.Déterminer, a partir de ces résultats, 'enthalpie libre standard de réaction
ArG®2(aq) pour la réaction (2). Est ce compatible avec I'enthalpie libre standard
de réaction A;G®1(aq) pour la réaction (1) donnée en Table 1 ?

Constantes numériques
Constante de Faraday: F=96500 C/mol

Constante des gaz parfaits: R =8.314 /K
In 10 =2.303
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