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Le prix Nobel de chimie 1997

PRIX NOBEL

1997

Pierre V. Vignais* professeur émérite, Paulette M. Vignais** directeur de recherche émérite CNRS

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the 1997 Nobel Prize in chemistry with :

one half to Professor Paul D. Boyer (University of California, Los Angeles, USA) and Dr John E. Walker
(Medical Research Council Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, United Kingdom), for their elucida-
tion of the enzymatic mechanism underlying the synthesis of adenosine triphosphate (ATP),

and with one half to Professor Jens C. Skou (Aarhus University, Denmark) for the first discovery of an ion-trans-

The three laureates have performed pioneering work on enzymes that participate in the conversion of the « high-
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'ATP est la monnaie énergétique utilisée pour les travaux cellulaires (biosynthéses, transports

actifs des ions et des molécules, travail mécanique nécessaire au mouvement). L'ATP synthase

est 'enzyme qui, dans tous les organismes vivants (micro-organismes, plantes, animaux), syn-
thétise I'ATP & partir d’ADP et de phosphate. Chez les plantes, I'ATP synthase des chloroplastes permet
de récupérer |'énergie lumineuse sous forme d’ATP. Chez les animaux, I'ATP synthase est localisée
dans les mitochondries oU la synthése d’ATP est couplée & la respiration mitochondriale. Au cours de
'évolution, I'ATP sEnfhcse a conservé une méme structure composée de 2 secteurs : un secteur F, cata-

lytique, de nature

ydrophile, et un secteur F, transmembranaire, de nature hydrophobe. John Walker

a établi la structure tridimensionnelle du secteur F, de I’ ATP synthase mitochondriale et Paul Boyer a
formulé un mécanisme catalytique de synthése d’ATP.
Un des mécanismes essentiels ¢ la vie de la cellule est le maintien d’un potentiel électrique au niveau
de la membrane qui entoure les cellules (membrane plasmique). Ce potentiel est assuré par le fonc-
tionnement c:szl/métrique d'une ATPase Na*/K*, ou pompe Na*/K*, qui couple I'hydrolyse d'ATP en

ADP et phosp

ate & |'exportation de 3 ions Na* contre I'importation de 2 ions K*. Cette pompe

consomme le tiers de I'ATP synthétisé dans les cellules vivantes. Jens Skou a réalisé dans les années 50
un travail de pionnier qui devait aboutir & la découverte de la pompe K+/Na*.

Pour fonctionner, croitre et se multi-
plier, les cellules vivantes consomment
en continu de 1’énergie. Cette énergie est
apportée sous forme d’énergie chimique
contenue dans la molécule d’adénosine
5’-triphosphate (ATP) et est relachée
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lors de I'hydrolyse de I’ATP en ADP et
phosphate. L’ ATP constitue la monnaie
universelle d’énergie libre dans les sys-
temes biologiques. L.’énergie libre libé-
rée lors de I’hydrolyse de I’ATP peut
&tre transformée en travail mécanique
(lors de la contraction musculaire et lors
d’autres mouvements cellulaires), en tra-
vail osmotique pour le transport actif
d’ions et de molécules au travers des
membranes cellulaires, en énergie chi-
mique lors de la biosynthése de molé-
cules a partir de précurseurs simples. La
resynthése de la molécule d’ ATP a partir
d’ADP et de phosphate est catalysée par

un complexe enzymatique appelé ATP
synthase qui, dans les cellules vivantes,
fonctionne grace a I’énergie libérée lors
de I’oxydation des nutriments (respira-
tion cellulaire) ou a 1’énergie lumineuse
(chez les plantes et les micro-organismes
photosynthétiques).

Dans la cellule, I’ATP est la pe-
tite monnaie énergétique de tous les ins-
tants. Il est consommé au fur et
a mesure qu’il est formé. Le « turnover »
de I’ATP est tres élevé. On a évalué
qu’un homme au repos consomme et
resynthétise 60 kg d’ATP en 24 heures.
Au cours d’un exercice intense, cette
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consommation peut s’élever a 0,5 kg
d’ATP par minute, ce qui nécessite une
resynthése immédiate d’une égale valeur
d’ATP. C’est dire que la capacité cataly-
tique de I’ATP synthase est considé-
rable ; elle s’ajuste aux besoins des orga-
nismes vivants en ATP.

Les travaux de John Walker et de
Paul Boyer ont permis de clarifier le
mode d’action de I’ATP synthase mito-
chondriale, a travers 1’étude de sa struc-
ture tridimensionnelle aux rayons X.
L’ ATP synthase sert a régénérer ' ATP &
partir d’une molécule d’ADP et d’une
molécule d’orthophosphate ; comme elle
fonctionne réversiblement, on I’appelle
aussi ATPase.

L’ATP synthase, qui sert & recouvrer
I’énergie d’oxydo-réduction sous forme
d’ATP, a partir d’ADP et de phosphate,
est localisée non seulement dans la
membrane des mitochondries de toutes
les cellules eucaryotes, mais aussi dans
la membrane plasmique de tous les pro-
caryotes. Dans les organismes photosyn-
thétiques capables de capter 1’énergie
solaire, une ATP synthase de structure
similaire a celle des mitochondries per-
met de récupérer I’énergic lumineuse
sous forme d’ATP ; cette transformation
se fait dans les thylakoides des chloro-
plastes de plantes vertes ou dans les
membranes des micro-organismes photo-
synthétiques.

L’ATP synthase mitochondriale est
une protéine géante d’une masse molécu-
laire proche de 500 kDa. Elle est compo-
sée d’un secteur transmembranaire
hydrophobe appelé F; et d’un secteur
extramembranaire hydrophile, F,. Le sec-
teur F est constitué de 5 types de sous-
unités dans un rapport stoechiométrique
a.,B,y0e. D’apres d’anciens travaux du
Britannique Peter Mitchell, lauréat du
prix Nobel de chimie en 1977, on savait
que I’énergie d’oxydo-réduction libérée
par le transport d’électrons, a travers les
centres d’oxydo-réduction de la chaine
respiratoire mitochondriale, était récupé-
rée sous forme d’une force proton mo-
trice par couplage du transfert des élec-
trons a un transfert vectoriel de protons
depuis I’intérieur de la mitochondrie vers
I’extérieur. La force proton motrice est
utilisée pour la synthése d’ATP au niveau
du secteur catalytique F, de I’ATP syn-
thase, et I’on admet que le secteur F
transmembranaire sert, en 1’occurence, de
canal & protons.
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Une avancée considérable, au tout
début des années 80, a été le décryptage
par John Walker de la séquence des rési-
dus d’acides aminés dans les
5 types de sous-unités du secteur F, de
I’ATP synthase des mitochondries de
ceeur de beeuf, avec 510 résidus pour o,
482 pour B, 272 pour v, 146 pour d et
50 pour &. Les sous-unités B portent les
sites catalytiques. Walker a poursuivi son
investigation structurale par [’étude de la
structure 3D du secteur F| cristallisé.
1’analyse des spectres de diffraction aux
rayons X lui a montré ques les sous-uni-
tés majeures, o et B, sont organisées en
une couronne ménageant une cavité
occupée par la sous-unité . C’est 12 ol se
greffe la contribution de Paul Boyer.

Les travaux d’Ephraim Racker et de
son équipe, dans les années 70, avaient
permis de conclure que le secteur F| de
I’ ATP synthase pouvait étre séparé du
secteur F, et qu’il catalysait I"hydrolyse
de I’ATP en ADP et phosphate. En utili-
sant le secteur F, purifi¢, en présence
d’ATP et d’eau marquée par '*0, Boyer a
montré que, contrairement 2 ce & quoi
I’on pouvait s’attendre, plus d'un atome
d’180 était incorporé dans le phosphate
reldché au cours de ’hydrolyse de ’ATP.
Jusqu’a trois atomes d’180 pouvaient étre
incorporés dans la molécule de phospha-
te. Il ne s’agissait donc pas d’une hydro-
lyse irréversible, mais bien plutdt d’une
réaction réversible d’hydrolyse et de syn-
these d’ATP fortement lié & F| procédant
avec un équilibre proche de 1. Sur la base
de ces expériences et de celles d’autres
chercheurs démontrant 1’existence d’un
mécanisme coopératif, Boyer postula un
mécanisme enzymatique de rotation ol
les sous-unités o et B serviraient de stator
et les sous-unités y et € serviraient de
rotor. I’ image serait celle d’un carrousel
ol la sous-unité vy défilerait par rotation
devant chacune des 3 sous-unités B
entralnant, par contact séquentiel, des
changements de conformation alternés
des sous-unités B. L’une des sous-unités
B fixerait de I’ADP et du phosphate pour
le condenser en ATP avec extrusion
d’eau, la sous-unité f voisine relacherait
de I’ ATP néosynthétisé dans une réaction
nécessitant de 1’énergie, la troisieéme
sous-unité B encore vide attendrait de se
remplir en ADP et phosphate.

C’est a la fin des années 50 que le
Danois Jens Skou avait mis en évidence
le fait que ’hydrolyse d’ATP, par des

préparations de nerf de crabe, était stimu-
1ée par la présence d’ions Na* et K*, Ceci
devait conduire & la découverte de la pre-
miere enzyme transmembranaire électro-
génique ATP-dépendante, I’ATPase
Na*/K*. Cette ATPase Na*/K*, appelée
pompe Na*/K*, couple I’hydrolyse d’une
molécule d’ATP a I'expulsion de 3 Na*
et a 'entrée de 2 K* dans la cellule, c’est-
a-dire a un transport électrogénique. La
pompe Na*/K* est un dimere formé d’une
sous-unité oo de 100 kDa et d’une sous-
unité B de 40 kDa, associées dans une
steechiométrie 1o/1fB. La sous-unité o
fixe et hydrolyse I’ATP, tandis que la
sous-unité P assure le transport des ions
Na* et K*. La pompe Na'/K* est présente
dans la membrane plasmique de toutes
les cellules eucaryotes. Elle est d’une
importance fondamentale dans 1’écono-
mie énergétique cellulaire. En effet, de
part son caractere €lectrogénique, elle
engendre et maintient un potentiel trans-
membranaire et, du fait de ce potentiel,
elle contrdle la composante électrique du
transport électrogénique de certains oses
et de certains acides aminés a I'intérieur
de la cellule. Dans les cellules nerveuses
ol la transmission de I'influx nerveux est
accompagnée d’une perte neuronale de
K* et d’une entrée de Na*, la pompe
Na*/K* permet le rétablissement perma-
nent des concentrations intraneuronales
en Nat et K* en chassant les ions Na* et
en réincorporant les ions K*. La pompe
Na*/K* consomme le tiers de ’ATP syn-
thétisé dans les cellules vivantes par
I’ ATP synthase pour maintenir le poten-
tiel membranaire des membranes plas-
miques.
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