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La glycolyse

Objectifs du cours :

e Connaitre la structure, 'origine biologique, et le réle vis-a-vis des enzymes et des coenzymes utilisés
lors des différentes réactions.

s Décrire les étapes de la glycolyse (lieu, reactions catalysées, enzymes de la glycolyse cytoplasmique,
équilibres et réversibilités, régulation)

s Faire les bilans énergétiques de la combustion du glucose libre ou provenant du glycogene et de ses
utilisations biologiques respiratoire ou fermentative.
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i/ Introduction :

L5 glucides ont différents roles au sein de I'organisme : production énergétigue ou mise en réserve, synthése
i!s alycoprotéines et de macromolécules, synthese des nucléotides (ribose et NADPH), interrelation
i~etabolique.

- slupart des tissus ont un besoin minimal de glucose par contre pour le cerveau et les érythrocytes ce
- osein est important et méme primordial.

i1/ Définition :

Lz glycolyse, voie métabolique décrite par Embden et Mevyerhoff, catalyse |'oxydation progressive du glucose
& phosphate en pyruvate et la phosphorylation couplée de I’ADP en ATP. Eile a donc pour but de transferer et
~& produire de I'énergie. Elle est présente dans le cytosol de toutes les cellules. Elle n’est pas seulement la
soie principale du métabolisme du glucose, mais elle est aussi la voie du fructose et du galactose présents
d:ns I'alimentation. Cette voie est particuliére car elle peut utiliser 'oxygene s'il est disponible a travers |a

. haine respiratoire de la mitochondrie (aérobiose) ou elle peut fonctionner totalement en absence d’oxygene
.anzaérobiose).

.~ glycolyse aérobie conduit a la formation de 2 pyruvate, 2ATP, 2NADH, H+. C'est une phase indispensable a
.- fermation du pyruvate et sa conversion mitochondriale en Acétyl coA, élément essentiel du cycle de Krebs.
i zlucose, dans ces conditions, subit une oxydation totale en CO2 et H20.

. glycolyse anaérobie produit également 2 pyruvate, 2 ATP, et 2 NADH, H+, Les réactions suivantes
Jénendent a la fois de 'équipement enzymatique de la cellule et de la disponibilité en oxygene. Elles
sonduisent 3 la réoxydation du NADH, H+ avec une production finale :

e Soit du lactate (fermentation lactique) : c’est ce systeme qui fournit de I’ATP aux cellules qui ne
possédent pas de mitochondries comme les globules rouges et aux cellules en hypoxie comme les
muscles striés en contraction rapide.

e Soit de I'éthanol (fermentation alcoolique).
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I/ Intérét biomédical :

La capacité de la glycolyse a fournir de I’ATP en absence d’oxygene est d’une grande importance biomedicale
car elle permet au muscle squelettique de fonctionner a des niveaux tres élevés quand I'oxydation aérobie
devient insuffisante, et permet aux tissus capables d’une glycolyse importante de survivre a des épisodes
d’anoxie. Par contre, dans le muscle cardiaque, adapté au travail en aérobiose, la capacité glycolytique est
relativement faible et, dans des conditions d’ischémie, sa survie est basse.

111/ Entrée du glucose dans la cellule :

Le glucose ne peut pas pénétrer dans la cellule par simple diffusion. Son entrée est assurée par les deux

mécanismes suivants:

- Transport facilité : on connait actuellement 5 transporteurs membranaires de glucose appeles GLUT
numérotés de 13 5 soit GLUT 1 3 GLUT 5. Ce sont des protéines qui ont une certaine ressemblance dans les
nremiéres séquences mais présentent ensuite des séquences spécifiques a leurs membranes d'accueil. Cest
ainsi que le GLUT4 est abondant dans les adipocytes et les cellules du muscle strié ; les érythrocytes et le tissu
cérébral sont riches en GLUT1 et GLUT 3 alors que le GLUT 2 est abondant dans les cellules hépatiques,
pancréatiques et intestinales. '

- transport actif : processus qui consomme de |'énergie. Le glucose est transporté contre un gradient de
concentration, c'est-a-dire d’un milieu a concentration faible en glucose vers I'intérieur de la cellule a
concentration plus élevée en glucose. Le glucose et ie NA+ sont transportés dans le méme sens et en méme
temps a travers la membrane. Ce type de transport intervient dans les cellules épithéliales, dans Vintestin,
dans le rein etc....

111/ Etapes de la glycolyse :

.z glycolyse est une série de 10 réactions catalysées par 10 enzymes localisées dans le cytosol. Tous les
‘ntermédiaires de la glycolyse sont phosphorylés. Ces groupements étant chargés négativement cela les
zmpéche de traverser la membrane plasmique.

& [ Phosphorylation du giucose par 'ATP :

Bour entrer dans la voie de la glycolyse, le glucose doit étre phosphorylé en glucose & phosphate. Cette
réaction est catalysée par une hexokinase. Cependant, dans les cellules hépatiques et dans les cellules des
flots pancréatiques cette fonction est effectuée par la glucokinase dont Vactivité dans le foie est soumise a1
variations de I’état nutritionnel. Lhexokinase est inhibée de facon allostérique par le produit direct qui est
glucose 6 phosphate. L’hexokinase rencontrée dans toutes les cellules montre une affinité élevée (faible Kir,
pour son substrat, le glucose. Eile a pour fonction d’assurer I'apport de glucose dans les tissus, méme en
~résence de faibles concentrations sanguines de glucose. Elle agit sur les anomeres a et p du glucose et etle
catalyse aussi la phosphorylation des autres hexoses, mais a une vitesse plus lente que celle du glucose.
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La glucokinase a pour fonction d'éliminer le glucose du sang apres les repas. Contrairement a I’hexokinase, la
glucokinase a une Km élevée pour le glucose et son activiteé est optimale & des concentrations de glucose
sanguin au dessus de 5 mmol/! (0,90 g/I}. Elle est spécifique au glucose.

C'est la premiére grande étape. Elle est consommatrice d'une molécule d’ATP (ou d’une liaison phosphate
riche en énergie). La réaction est irréversible. Comme dans toutes les phosphorylations le Mg++ est

indispensable  la réaction. La réaction catalysée est la suivante :

GLUCOSE * ATP — GLUCOSEGP + ADP

H OH
Glucose Glucose 6-phosphate

»,/ isomérisation du glucose 6P en fructose 6P :

“’est une réaction d’isomérisation, réversible, catalysée par la phosphoglucose isomérase (PGl). Elie est
spécifique de ces deux composés au point qu’en partant de I'un on arrive toujours au méme équilibre.
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" hosphorylation du fructose 6P en fructose 1,6 biP :

_a réaction est assurée par la phosphofructokinase 1 (PFK1} comme suit

FRUCTOSEG P + ATP w FRUCTOSE 1,6 biP + ADP
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Le Mg+ est indispensable & la réaction qui est totalement irréversible. 'UTP et I''TP peuvent remplacer {'ATP.
nt dans la régulation

l.a phosphofructokinase est une enzyme allostérique dont I'activité joue un réle importa

du taux de la glycémie.

'3/ Scission du fructose 1,6 biP et interconversion des trioses phosphates :

> glycéraldéhyde 3P + dihydroacétone phosphate

Fructose 1,6 biphosphate <
Dihydroxyacétone phosphate

Glycéraldéhyde 3P «
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Lors du clivage de fructose 1,6 biP, fa réaction réversible est catalysée par une aldolase (fructose 1,6
biphosphate aldolase). Il existe plusieurs aldolases différentes comportant toutes quatre sous-unités.
L’aldolase A existe dans la plupart des tissus et 'aldolase B, dans le foie et le rein. Seul le glycéraldéhyde 3P
est dégradé dans la suite des réactions de la glycolyse. Le 3 phosphodihydroxyacetone est I'isomere le plus
stable, mais il ne peut pas entrer directement dans la voie de la glycolyse. Il faut d’abord qu’une triose
n"osphate isomérase convertisse cette molécule en glycéraldehyde 3 phosphate en passant par un
Larermédiaire énediol pour que la glycolyse puisse se poursuivre. Cette réaction termine la premiere phase de

{2 glycolyse.

1 Ia fin de cette phase tous les hexoses présentent la réaction globale suivante :

laiose  + 2ATP > 2 glycéraldéhyde 3P + 2 ADP
i 3 suite des réactions est caractérisée par une production d’ATP et de pyruvate

{/ formation d’ATP et oxydation du glycéraldéhyde 3P :

\‘enzyme qui catalyse la réaction est la 3 phosphoglycéraldéhyde déshydrogenase. Elle exige la présence du
nhosphate minéral. Le groupe carboxyle issu de 'oxydation de la fonction aldéhyde est lié par une liaison
riche en énergie au phosphate. Le produit obtenu est le 1,3 biphosphoglycerate. Les électrons libérés sont pris
en charge par le NAD+. La réaction est réversible.

4

Glycéraldéhyde 3P  + NAD+ + Pi « » Acide 1,3 biphosphoglycérique + NADH, H+
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F/ Transfert du phosphate sur 'ADP et synthese de 'ATP :

Il est catalysé par la 3 phosphoglycérate kinase (phosphotransférase). La réaction est réversible.

Acide 1,3 biphosphoglycérique + ADP < > 3 phosphoglycérate  + ATP
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Fn résumé, par I'intermédiaire des deux enzymes (complexe multienzymatigue de la glycéraldéhyde 3
~hosphate déshydrogénase), on a la réaction suivante qui conduit a la formation d’ATP.

3 phosphoglycéraldéhyde + NAD+ + Pi + ADP _» 3 phosphoglycérate + NADH,H+ -+ ATP
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G/ Isomérisation du 3 phosphoglycérate en 2 phosphoglycérate :

Le phosphate est déplacé de la position 3 & la position 2. La réaction est catalysée par la phosphoglycérate

mutase (isomérisation par transfert intramoléculaire de radical) ; le Mg++ est indispensable et la réaction eZi
réversible.

3 phosphoglycérate <— » 2 phosphoglycérate

_a phosphoglycérate mutase catalyse la conversion réversible du 3 phosphoglycérate en 2 phosphoglycérate.
i 2 phosphoglycérate mutase lie le 3 phosphoglycérate et le phosphoryle transitoirement en 2,3
Liphosphoglycérate qui est rapidement convertien 2 phosphoglycérate.

i quantité requise de 2, 3 biphosphoglycérate est fournie par une dérivation de la glycolyse, la voie de
Rapoport-Lubering :
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1,3 BPG 2,3BPG (1,3 BPG mutase)

2,3 BPG » 3 PG ( 2,3 BPG phosphatase)

Le 2,3 BPG est une molécule qui constitue un régulateur allostérique. Une augmentation de sa concentration
favorise la dissociation du complexe Hb-02 par diminution de I'affinité de I'hnémoglobine pour I'oxygene. Un
effet opposé est observé en cas de diminution de la concentration en 2,3 biphosphoglycérate.

Le globule rouge peut modifier sa concentration interne en 2,3 biphosphoglycérate en fonction des besoins en
oxygéne de I'organisme et du taux d’hémoglobine libre. Ce mécanisme est mis a profit lors des modifications
adaptatives de la fonction respiratoire du sang (vie en altitude a p(O2) basse, anoxie, anémie, etc ..) pour
assurer un apport optimal d’oxygéne aux tissus (lorsque la concentration en 2, 3 biphosphoglycérate
augmente, I'hémoglobine voit son affinité pour I'oxygéne diminuer et libére plus facilement I'O2 aux tissus)

¢ (o) o) o
N N,/
”\? | F \\c
HC—OH phosphoglycerate Hé e (e PO
mutese |
H,—O—PO;3" CH,—OH

3-Phosphoglycerate 2-Phosphoglycerate

H/ Déshydratation du 2 phosphoglycérate en phosphoénolpyruvate :

C’'est la seconde réaction qui va donner naissance a la formation d’une liaison phosphate riche en energie. Elle
ost catalysée par une énolase. Cette deshydratation entraine un réarrangement électronique et donc une
radistribution de I'énergie a I'intérieur de la molécule. Le phosphate en position 2 devient riche en énergie €t
iy a formation du phosphoénolpyruvate (c’est la molécule la plus riche en énergie fabriguée par la cellule).
énolase est inhibée par le fluorure. Cette propriété est utile lorsqu’il est nécessaire d’empécher la glycolyse
wvant de mesurer le glucose sanguin. L'enzyme nécessite aussi la présence de Mg++ ou de Mn++,

. phosphoglycérate < » phosphoénolpyruvate + H20
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I/ Transfert du phosphate du phosphoénolpyruvate sur ’ADP :

Le phosphate a haute énergie du phosphoenolpyruvate est transféré sur 'ADP par une pyruvate kinase pour
générer 2 molécules d’ATP par molécule de giucose oxydeé. Cette réaction passe par un intermediaire
énolique, I'énolpyruvate qui se réarrange spontanément par réaction non enzymatique en la forme cétonique
du pyruvate. C'est une réaction irréversible qui nécessite la présence de Mg++ ou de Mn++. On connait
~lusieurs variétés moléculaires de la pyruvate kinase : la forme L (hépatique), la forme M (musculaire) et la
“arme A (autres tissus). La formation du pyruvate termine la séquence des réactions de la glycolyse.

Phosphoénolpyruvate + ADP > Pyruvate +  ATP
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iV/ Bilan énergétique de la glycolyse :

taur chaque glucose ily a eu
-consommation de 2 ATP lors de la formation du G6P et du F1,6 biP.

- chaque molécule de glucose donne 2 glycéraldéhyde 3P. Au niveau de chaque triose phosphate, il y 2
inrmation d’'un NADH,H+, de 2 ATP et d’un pyruvate.
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Le bilan final conduit a la formation de 4 ATP et consommation de 2 ATP. La dégradation d’une molécule de
glucose dans la glycolyse conduit donc a la synthése de 2 ATP et a la formation de 2 NADH,H+ et de 2
oyruvates, d’ol la réaction globale :

Glucose + 2ADP + 2Pi + 2 NAD+ » 2pyruvate + 2ATP + 2NADHH+ + 2H20

V/ Régulation de la glycolyse :

A/ Régulation métabolique :

La glycolyse fournit a |a fois de I’ATP, essentiel pour couvrir les besoins énergétiques des organismes
anaérobies et des précurseurs biosynthétiques. La vitesse de la glycolyse s’établit de maniére a satisfaire ces
deux besoins. Dans les voies métaboliques les réactions irréversibles sont souvent les lieux de contrdle. Les 3
sites de régulation se situent au niveau des 3 enzymes allostériques catalysant les réactions irréversibles de la
giycolyse a savoir : I'hexokinase, la phosphofructokinase 1 (PFK 1) et la pyruvate kinase.

1" point de contrdle :

.3 premiére étape  glucose » G6P se déroule sous I'action de I'héxokinase qui est une

enzyme allostérique. Son action est régulée par la concentration de son produit immédiat, le G6P.

a5 les conditions normales, le sang fournit du glucose a toutes les cellules. La faible Km de I'hexokinase

2, LinM) signifie que méme a basse concentration, le glucose qui péneétre dans une cellule est rapidement
cuhverti en G6P, lequel s’engage alors dans la voie de la glycolyse. A mesure que les besoins énergétiques de
va cellule se trouvent satisfaits, la concentration du G6P augmente réduisant ainsi I'activité de I'hexokinase.
Apres un repas riche en glucides, la concentration de glucose augmente car I’'hexokinase est complétement
saturée. Ceci va augmenter le flux de glucose au contact de la glucokinase hépatique. Cependant celle-ci ne
Leut opérer a une vitesse proche de sa V max que si les niveaux du glucose sont 2 a 10 Mm de sa Km,

sinsi, dans le cas ol le glucose se trouve en exces par rapport a la demande normale, |'action réciproque des
ceux enzymes permet d’assurer sa conversion spécifique dans le foie en G6P lequel est ensuite stocke sous
jurme de glycogéne hépatique.

AR . a
2" point de contréle :

atroisieme étape F6BP ————» F1,6 BiP se déroule sous I'action de la PFK1 enzyme allostérique qui est
~milée de la maniére suivante :

Augmentée par 'ADP ou 'AMP :

orsqu’und cellule se trouve a faible niveau d’énergie, les quantités d’ADP et d’AMP sont plus élevées que
2 normale alors que I’ATP est peu abondante. Dans ces conditions I'enzyme est entiérement activee et
. ésente une forte affinité pour son substrat le FEP.

# Inhibée par I'ATP, le NADH,H+, le citrate :



e Lorsque la cellule se trouve a haut niveau d’énergie, la concentration d’ATP est élevée et celles
d’AMP et d’ADP sont faibles. Dans ce cas 'ATP s'attache a un site régulateur de 'enzyme pour
ralentir son activité. Uenzyme a maintenant une affinité plus faible pour son substrat et la vitesse
de la réaction décroit.

e L'enzyme est également inhibée par le citrate qui est un intermédiaire du cycle de Vacide citrique.
Un taux élevé de citrate signifie que les précurseurs biosynthétiques sont abondants et ainsi une
quantité supplémentaire de glucose ne doit pas &tre dégradée dans ce but. Le citrate inhibe la PFK
en augmentant l'effet inhibiteur de I’ATP.

e Le NADH,H+ inhibe également 'activité de la PEK en potentialisant |'effet inhibiteur de I'’ATP. Cette
inhibition sera levée dés que le NADH,H+ est réoxydé en NAD+

> Autre régulateur de la glycolyse : le fructose 2,6 BIP est un activateur trés puissant de la PFK1 dans le
foie. Il augmente son affinité pour le F6P et diminue J'effet inhibiteur de 'ATP.

Ce fructose 2,6 BIP est formé par phosphorylation du F6P grace a la PFK2, D’autre part, le fructose 2,6 BIP
ast hydrolysé en F6P par une phosphatase spécifique : la fructose biphosphatase 2.

La PEK 2 et la fructose biphosphatase 2 sont toutes deux présentes dans une seule et unique chaine
solypeptidique appelée enzyme en tandem.

Le FEP accélere la synthése de F 2,6 BIP et inhibe son hydrolyse. De ce fait, une augmentation de la
disponibilité en F6P conduit a une concentration plus élevée de F 2,6 BIP qui elle-méme stimule la PFK1.

De plus, les activité de la PFK2 et la fructose biphosphatase 2 sont réciproquement controlées par
phosphorylation d’un seul résidu sérine.

Quand le taux de glucose est bas, une augmentation dans le sang du glucagon déclenche une cascade de
réactions conduisant a la phosphorylation de cette enzyme bifonctionnelle. Cette phosphorylation active
la fructose biphosphatase 2 et inhibe la PFK2 diminuant ainsi le taux de F2,6 BIP. Cela signifie que la
glycolyse est freinée.

Inversement, quand le taux de glucose est augmenté, I'enzyme perd le groupement phosphate qui lui était
attaché, ce qui conduit & une augmentation du niveau de F2,6 BIP et donc a une accélération de la
glycolyse

F6P —» F2,68BIP

-
-

&

3°M point de contrdle :

Se situe au hiveau de la derniére étape de la glycolyse PEP » PYRUVATE sous

I'action de la pyruvate kinase. La pyruvate kinase existe sous 3 formes :

Type L : foie Type M : muscle et cerveau Type A : autres tissus
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© Ces variétés sont appelées isoenzymes : elles ont la méme structure architecturale et le méme mécanisme
catalytique mais différent par leur mécanisme de régulation.

e Les propriétés catalytiques de l'isoenzyme L sont également contrélées par une phosphorylation
réversible : quand le taux de glucose sanguin est bas, le glucagon déclenche une cascade de
réactions qui augmente la proportion de pyruvate kinase phosphorylée (forme moins active). Le
réle de cette phospharylation est d’empécher le foie de consommer du glucose quand il est
beaucoup plus urgent d’en fournir au cerveau et au muscle.

e Ll'isoenzyme M a l'inverse n’est pas phosphorylée de maniere réversible

¢ L'isoenzyme A est intermédiaire entre M et L dans sa susceptibilité au contréle par modification
covalente.

La pyruvate kinase, enzyme allostérique, est activée par le F 1,6 BIP et le PEP. Elle est inhibée par I'ATP, le
citrate et les acides gras a longues chaines.

L'activité de la pyruvate kinase est régulée de maniére analogue a celle de la PFK. Les deux enzymes sont
inhibées quand la cellule se trouve dans un état d’énergie élevé ou lorsque sont disponibles d’autres
combustibles (AG) que le glucose.

Quand la concentration d’ATP est basse, la PFK est activée ; elle produit le F 1,6 BIP (activateur de la pyruvate
kinase) lequel est converti en un second activateur e PEP.

Quand la concentration d’ATP est élevée I'activité de la pyruvate kinase et celle de la PFK sont réduites ce qui
entraine une augmentation de la concentration du F6P, et par la méme une augmentation de la concentration
du G6P inhibant de ce fait I'hexokinase.

La glycolyse est donc contrélée dans toutes les cellules par ces trois enzymes. Si des cellules se trouvent a un
niveau énergétique élevé ou si le glucose y est abondant, sous 'action de la glucokinase celui-ci est capturé
par le foie ou il sera stocké sous forme de glycogeéne.,

B/ Régulation hormonale :
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