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EXTRAIT DU B.O.

Savoirs visés Capacités exigibles

On distingue les enzymes a comportement coopératif (enzymes
allostériques) et a comportement michaelien.

Pour une enzyme oligomérique, l'allostérie correspond a l'influence
d'un site de fixation d'un ligand sur un autre qu'il soit identique (effet
homotrope) ou différent (effet hétérotrope).

Les principaux parameétres cinétiques permettant de décrire une
activité enzymatique sontV, .., Ky ou K ;.

Les enzymes sont des biocatalyseurs et jouent souvent le réle d’agents
de couplage entre réactions. La catalyse enzymatique implique la
formation d’un complexe enzyme-substrat au niveau du site actif de
’enzyme. Le site actif est a ’origine de la spécificité de substrat et de
réaction. Il est constitué d'acides aminés jouant un réle dans la fixation
du substrat, dans la catalyse enzymatique ou dans les deux
phénomeénes a la fois.

Plusieurs facteurs modifient [Pactivité enzymatique et donc les
réactions du métabolisme :

- la quantité d’enzyme, liée a I'expression génétique et a sa localisation
(adressage)

- les conditions physico-chimiques (pH,T)

- les modifications conformationnelles de I'enzyme par modification
covalente ou par fixation d’un ligand.

Les enzymes sont des éléments de spécialisation des cellules ou des
compartiments cellulaires.

- Réaliser le suivi expérimental d’'une réaction enzymatique :

* Obtention d’une cinétique et détermination de la vitesse initiale ;

* Construction d'une courbeV, = f([S],) et linéarisation en double inverse ;

* Détermination de K, V.., et de I'efficacité catalytique.

- Argumenter le comportement coopératif ou michaelien d’'une enzyme sur la base de la
courbeV, = f([S])

- Comparer et discuter les principales caractéristiques structurales et fonctionnelles des
enzymes michaeliennes et des enzymes allostériques (enzymes a comportement
coopératif).

- Argumenter le role d’agent de couplage a l'aide d’exemples de couplages chimio-
chimiques.

- Relier la spécificité de substrat et de réaction a la structure tridimensionnelle et aux
interactions du complexe enzyme-substrat.

- Exploiter des données de modélisation moléculaire.

- Exploiter des résultats de mutagenése ou autres pour expliquer un mécanisme
catalytique.

- Comparer les effets des inhibiteurs compétitif et non compétitif sur les parametres
cinétiques d’'une enzyme michaelienne.

- Argumenter, sur un exemple, la diversité des effecteurs allostériques et de leurs effets.

- Expliquer I'importance physiologique et pharmacologique des effecteurs sur la base de
quelques exemples.

- Analyser et interpréter des données cinétiques en présence de différents types
d'effecteurs.



INTRODUCTION

déroulent en méme temps — métabolisme.

= Plusieurs réactions biochimiques se succedent — voies
métaboliques

» Certaines voies liberent de I'énergie en dégradant la
matiere organique — catabolisme

» Certaines voies consomment de I'énergie pour
synthétiser la matiere organique — anabolisme

* Lois de la Thermodynamique: réactions spontanées ssi
ArG' < 0

> certaines réactions spontanées infiniment lentes
» Accélération des réactions via catalyseurs :

v" substance qui agit en petite quantité pour
accélérer une réaction mais sans étre
consommeée par la réaction.

v" Dans la cellule : réactions métaboliques a trés
grande vitesse grace a des catalyseurs
particuliers : les enzymes.

v" Catalyse = nécessité cellulaire (7 vitesse de
réaction)

Dans cellule, plusieurs milliers de réactions biochimiques se
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Figure | :Vue simplifiée du métabolisme (E. Bouguyon)

Quelles sont les caractéristiques des enzymes ? Comment
fonctionnent-elles ?



LA CELLULE TRANSFORME LA MATIERE ET CONVERTIT ENERGIE
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I.APPROCHE EXPERIMENTALE
A.DECOUVERTE HISTORIQUE
= A partir du 19¢ siecle, découverte des enzymes liée a étude de la

fermentation alcoolique chez la levure - utilisée pour
produire de l'alcool a partir de sucre (biere, vin).

La levure de boulanger (Saccharomyces
cerevisiae)
et son utilisation par FTHomme

> W. Kiihne (1878) - la fermentation requiert des catalyseurs sans
équivalent en chimie, on les nomme enzymes (« en- » = dans,
« -zyme » = levure).

» Les freres Buchner (1897) - la fermentation peut se produire en
dehors de la cellule.

» E. Fischer (1894) - les enzymes qui catabolisent les sucres chez
la levure peuvent distinguer différents sucres
—> notion de spécificité (de substrat)

» J. Sumner (1926) — une enzyme (extraite du haricot sabre) est
en fait une protéine.

Haricot sabre

- Enzyme = biocatalyseur de nature protéique (Canavalia gladiata)




I.APPROCHE EXPERIMENTALE
A. DECOUVERTE HISTORIQUE

Réaumur (1683 - 1757),
naturaliste francais a réalisé les
premiéres expériences sur la
digestion.

buse
tube en fer

. viande

buse
tube en fer
viande

Réaumur (1683 — 1757), mise en évidence de
substances chimiques digestives (enzymes)

Voici 'une d’elles (1752), faite sur une buse qui est un rapace qui rejette par son bec ce qui n’est pas digéré par son
estomac (plumes, os, ...).

«Une buse, a qui j'avais seulement arraché quelques plumes des ailes pour la laisser vivre en liberté dans mon jardin, fut destinée
a des expériences.

Je placai un morceau de viande dans un tube de fer ouvert par les deux bouts. Le tube ainsi garni fut donné a la buse pour son
premier déjeuner.

Ce ne fut que le lendemain que je trouvai le tube qu’elle venait de rendre : il avait toute sa rondeur ; on ne trouvait sur sa surface
extérieure aucune trace de frottements.

Le morceau de viande avait été réduit peut-€tre au quart de son premier volume ; ce qui en restait était couvert par une espéce
de bouillie, venue probablement des parties qui avaient été dissoutes. »



I. APPROCHE EXPERIMENTALE -
A.DECOUVERTE HISTORIQUE x

Spallanzani et les travaux sur le suc gastrique: mise en évidence
de substances digestives dans le suc gastrique

Lazzaro Spallanzani (1729 —1799)

1787 :
«’en fis entrer dans un tube en verre ; je mis avec ce suc quelques brins de chair . Je le plagai dans un

fourneau ou I'on éprouvait un peu prés la chaleur de mon estomac ; j'y mis aussi un tube semblable
avec une égale quantité de chair , mais je le remplis avec une quantité d’eau qui était la méme que
celle du suc gastrique pour me servir de terme de comparaison .

Voici les événements que jobservai. La chair qui était dans le suc gastrigue commenga a se défaire
avant |2 heures, et elle continua insensiblement jusqu’a ce que, au bout de 35 heures, elle ait perdu
toute consistance . Il n’en fut pas de méme dans le petit tube ou j'avais mis de l'eau : la plus grande
partie des fibres charnues plongées dans 'eau étaient encore entiéres au bout du 3éme jour »




I.APPROCHE EXPERIMENTALE
A.DECOUVERTE HISTORIQUE

= 1700 : premieres études connues sur la digestion de la viande
par les sécrétions de ’estomac

» 1713 : Réaumur montre que la viande introduite dans un
tube métallique, percé de trous et absorbé par une buse
(oiseau), peut étre partiellement digérée ;

» 1783 : Spallanzani se procure du suc gastrique de buse, et
réalise la premiere digestion expérimentale in vitro.

= Fin 19 les scientifiques cherchaient a comprendre le
fonctionnement de la fermentation.
Deux hypotheses :
» Justus von Liebig : les réactions de fermentation sont
similaires aux réactions organiques en tube a essai
»  Louis Pasteur : la fermentation n’a lieu que dans une cellule
integre
= 1878 : Kihne découvre que la fermentation requiert des
catalyseurs qui n’ont pas d’équivalent en chimie ; on les nomme
enzymes (« en- » = dans ; « -zyme » = levure).

1897 : Les freres Biichner extraient du « jus de levure » par
broyage de levures avec du sable suivi d’une filtration sur papier
filtre. Afin de conserver cette préparation, ils y ajoutent du sucre
(comme pour une confiture). Cela déclenche la production de
gaz (CO,) pendant plusieurs jours, ce qui révele la présence
d’une réaction de fermentation.
— La fermentation ne requiert pas la présence d’une cellule
integre
1894 : Fischer montre que les enzymes qui catabolisent les
sucres chez la levure peuvent distinguer les différents types de
sucres (spécificité). Il en découle la notion de spécificité du
substrat et l'idée qu’il se produit une interaction entre
I’enzyme et son substrat (modele clé-serrure).
1926 : Sumner montre que I'uréase du haricot sabre (Canavalia
gladiata) est une protéine.

Années 1930 : Northrop & Kunitz étudient plusieurs autres
enzymes et généralisent la conclusion de Sumner : les enzymes
sont toutes des protéines.



I.APPROCHE EXPERIMENTALE Expérience de votre professeure qui rate ses nouilles (c’est pas al dente
A.DECOUVERTE HISTORIQUE et clest pas bon...)
P . L’amidon : stable a température ambiante...
arce que les enzymes sont dans notre quotidien... . N R
et méme a 100 °C

Mais si I’on attendait trés longtemps... on verrait la
quantité d’amidon diminuer

BILAN

= Enzymes : catalyseurs spécifiques d’un substrat. &
= Enzymes = protéines {3}
- ENZYMES = biocatalyseur = catalyseur biologique (fonctionnant

me!‘;m ‘ aux conditions physiologiques) = catalyseur de nature protéique
_ Rem : aujourd’hui on sait que certains ARN sont aussi des catalyseurs ; on les

appelle des ribozymes.
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1. APPROCHE EXPERIMENTALE Cinétique chimique = étude de la vitesse des réactions chimiques (en fonction

, , de divers parametres : température, pH, concentration...).
B.METHODE D’ETUDE
|I. Réaction étudiée x

= On considere une réaction catalysée par une enzyme monomérique (E)

E S : substrat t
P : produit

2. Protocole pour I’étude cinétique d’une réaction :

|) Préparation du mélange réactionnel (a T°C et pH souhaités)

avec : Mélange
» I'enzyme purifiée réactionnel Température
» tous les éléments nécessaires sauf le substrat avec enzyme pH
(- substrat)
2) Déclenchement de la réaction par ajout du substrat manquant
3) Mesure de la quantité de produit formé au cours du temps t 6 6t
(par spectrophotométrie, dosage...). 8N N\
4) Répétition de I'expérience avec différentes [S] (1 différentes Prélévements et mesures

[E])



I.APPROCHE EXPERIMENTALE
B.METHODE D’ETUDE

E
- cacti S=P
3.Vitesse de la réaction ~—
| A Partir des mesu res’ on trace Ie graphe : Evolution de la concentration en produit au
cours du temPS (E. Bouguyon)
Q [P] |

, . . , (mol.L")
= On détermine alors la vitesse de la réaction :

Résultats :

= La vitesse de réaction diminue au cours du temps.
=  Apres un certain temps, on atteint un plateau.

Interprétation :

= Aty il n’y a que des réactifs (pas de produits), la réaction est :S > P =V est max (V)
= Au cours du temps, le produit apparait et la réaction inverse se déroule :P > S =V \
= Au bout d’un certain temps, le systeme atteint I'équilibre =V=0



I.APPROCHE EXPERIMENTALE
B.METHODE D’ETUDE

E
3.Vitesse initiale [ =P J

= Pour I'étude cinétique d’une enzyme, on utilise la F] 1 dP
° e eo_ o . V — _— —
vitesse initiale (V) (mol.L') 0 (dt)t_o

= La mesure deV, est la meilleure approche pour déterminer
efficacité réelle (maximale) de I’enzyme car :

> A t,, la réaction inverse ne se produit pas.

> A t,, il n’y a pas de produits qui pourraient
interférer avec le fonctionnement de I'enzyme.

n

Conséquences : g
% Temps (s)
» Etude cinétique sur des temps courts

» Recours a des techniques de mesure tres sensibles . . .
Evolution de la concentration en produit au

cours du temPS (E. Bouguyon)




I.APPROCHE EXPERIMENTALE
B.METHODE D’ETUDE

3.Vitesse initiale et [S] ( [Plg
mol.L 3
[S]

= On répete plusieurs fois 'expérience et la mesure -
deV, avec différentes concentrations en / 5]
substrat [S] // Sl
= On trace alors le graphe : //

i I Temps (s)

Résultats : courbe en 2 parties Vo (mol.L.s) < () > < (2) >
(1) La vitesse initiale augmente avec [S] . Réaction
(2) La vitesse atteint une valeur maximale (plateau) i avec enzyme
Interprétation Réaction
= |l se produit un phénomene de saturation de I’enzyme ~sans enzyme
—> Au-dela d’un certain seuil de [S], 'enzyme atteint sa | [s] (mc;l.L")

vitesse de catalyse maximale (V,,,,.,)-




B. METHODE D’ETUDE

I.APPROCHE EXPERIMENTALE

|. Réaliser le suivi cinétique d’une réaction [P] ‘

biochimique pour différentes [S], avec [E] donnée (mol.L") Sl
< % s,
2. Pour une [S] donnée, tracer la courbe : [P] = f(temps) // [s],

@ // ‘
3. Déterminer la pente de la courbe a t, : pente =V, Temps (s)

] V, (mol.Ls1) | (N | (2)
4. Répéter les étapes n°2 et 3 pour les autres [S] :
5.Tracer la courbe :V, = ([S]) 5 Afai?::znyme

n

[S] (mol.L"")
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II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE i
A.LES ENZYMES MONOMERIQUES AFFICHENT UNE CINETI%UE MIQHAELIENNE {o}

|.Le complexe enzyme-substrat |
A\
* Le phénomeéne de saturation observé en cinétique N
suggere la formation d’une interaction physique entre E et S
- Notion de complexe enzyme-substrat (ES) : [S]
mol.L"!
[El;oter = [ES]+ [Eljire | me
E
»  Plus [S] augmente, plus il y a d’enzymes (E;;,.)
> : ibre E E E
qui s’associent au substrat (ES) g
» Lorsque toutes les enzymes sont impliquées

dans la formation d’un complexe, [E],..,
= [ES] - vitesse maximale atteinte (Vj,.y)
Site actif

= La région de 'enzyme ou se fait l'interaction l
physique entre E et S est appelée : site actif + >



II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
A.LES ENZYMES MONOMERIQUES AFFICHENT UNE CINETIQUE MICHAELIENNE

2. Equation de Michaelis-Menten (1913)

Leonor Michaelis

) i - , _ 1875-1949) et
= Michaelis et Menten travaillaient sur I'hydrolyse enzymatique du (Maud Men)ten

saccharose chez la levure (enzyme monomeérique). (1879-1960),
biochimistes

" Proposition du mécanisme suivant pour une enzyme monomeérique :

4

L)

* Avec :

k, : cte d’association entre 'enzyme et le substrat

k _, : cte de dissociation entre I'enzyme et le substrat
k., : cte catalytique = cte de la réaction catalysée

k ,:cte de la réaction inverse

V,V.,V,,,V_,, : vitesses associées aux réactions

L)

5

*%

k, ki,

5

*%

E+S=ES—=E+P

5

*%

k., ko,

5

*%

5

*%

= De plus, on pose que :
» k, et k , conduisent a un équilibre tres rapide, de durée négligeable.
> Dans les conditions initiales (t,), k _, est négligeable (car étude de la
vitesse initiale).

> kg, est limitante ; elle détermine la vitesse de réaction (V,).




II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE

A.LES ENZYMES MONOMERIQUES AFFICHENT UNE CINETIQUE MICHAELIENNE

2. Equation de Michaelis-Menten (1913)

= Soit les conditions suivantes :

» Enzyme monomérique
> [E] = cte N Keat
_ E+S=ES<=E+P
> pH = cte k k
-1 -2

» T =cte

» P =cte
= Alors, 'expression de V, est donnée par I’équation

de Michaelis-Menten :

@ Que devient V;si K << [S]?

ﬁ’} Que vaut [S]siVy="2 Vj,1ax !



II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
{o}

A.LES ENZYMES MONOMERIQUES AFFICHENT UNE CINETIQUE MICHAELIENNE

3. Equation de Michaelis-Menten (1913)

Pour quelle valeur de [S] v [S]
. < e . Omax -
la vitesse initiale atteint-elle 50% deVmax? Vo =
Km + [S]

_ VOmax[S]
Vo= %m + 5]
%/ Vot ]
Km +[S]
1 S
. Esz[-g[S] Km +[S] =2.[S] < |Km =[5] |

VOmax

= Km correspond a la valeur de [S] pour laquelle V, =



II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
A.LES ENZYMES MONOMERIQUES AFFICHENT UNE CINETIQUE MICHAELIENNE

3. Equation de Michaelis-Menten (1913)

Que devient la vitesse initiale

si K, est négligeable devant [S] ? Vomax- [S]
O™ Km + [S]
VO _ I/0max . [S] Si [S] >> Km
Km + [S]

_ VOmax- [S]

Alors V, = Kxn/+ IS]

V. S

PN VO — Om[asx] [ ]

o vy _ Vomax JST N Vo = Vomax
0 — /[,Sﬂ/

2>V, correspond a la vitesse maximale atteinte lorsque I’enzyme est saturée en substrat.




Il. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
{o}

A.LES ENZYMES MONOMERIQUES AFFICHENT UNE CINETIQUE MICHAELIENNE

2. Equation de Michaelis-Menten (1913)

k k

= Soit les conditions suivantes : | cat
— —

» Enzyme monomérique E+S ‘T( ES k‘_ E+P

> [E] = cte -1 -2

» pH=cte V, (mol.L-"s) 1

» T =cte

» P =cte
= Alors, 'expression deV,, est donnée par I’équation de

Michaelis-Menten : /
[S] (mol.L-")
Vomax © Vitesse initiale maximale, " Interprétation de I'équation :
atteinte quand I’erl;zyme est saturée en » SiK_ <<[S],’enzyme est saturée en substrat et alors : Vo, >V, .
substrat

> VO = I/2\/Omax = [S] = I(m
K., = [S] pour laquelle V, = 2.V, ...



II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
A.LES ENZYMES MONOMERIQUES AFFICHENT UNE CINETIQUE MICHAELIENNE

\ l.L-'.s"!
2. Equation de Michaelis-Menten (1913) o(mokkns)
= Pour étudier la cinétique enzymatique, on détermine la
vitesse initiale (V,) de la réaction pour différentes /
concentrations de substrat [S] (avec [E] fixée). /
= On représente ensuite graphiquement :V, = f ([S]) >
[S] (mol.L-")
* Pour une enzyme monomeérique, on obtient une
hyperbole. k, Keat
+S=ES=E+
* Le plateau de I'hyperbole permet d’inférer I'existence d’'une E Sk | ESk 2E P

association physique entre E et S : c’est le complexe

enzyme-substrat (ES)
= Le site actif est la région de I'enzyme ou se fixe le substrat. H + 2 H

= L’équation de Michaelis-Menten formalise les données cinétiques :

> Vomax : Valeur max de V, (asymptote de la courbe) atteinte a saturation de E V [S]
» K .valeur de [S] pour laquelle V, = 2. Vg, V, = Omax *




II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE

{
A.LES ENZYMES MONOMERIQUES AFFICHENT UNE CINETIQUE MICHAELIENNE

I. Exprimer la vitesse (V) de la réaction:ES = E + P

[E]total = [ES] + [E]Iibre

2. Que devient cette expression a t, (V,) ?

3. Que se passe-t-il pour les différentes formes de k, Keat
’enzyme quand elle est saturée en substrat ? E+S=ES=E+P
4. En déduire alors I’expression deV,_ ... k., ko,
.V =k_,.[ES] + k,.[E].[P] Vo = Vomax - 1S]
7 Km + [S]

2At,: V=V,=k_.[ES]

3.Si 'enzyme est saturée en substrat, alors [E];;,.. = 0 donc [ES] = [E];otale

4. Quand I'enzyme est saturée en substrat: Vo =V, . = K_ .[Eliotale

A saturation
[E]tot= [ES]

Vg (mol.Lt.s1) /
VDma}-: ————————————— A
2 Vomax |- _ /

[s] (mol.L)
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B.LES PARAMETRES CINETIQUES INFORMENT SUR LE MECANISME CATALYTIQUE

II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE i
{o}
1.V

et K

Omax

|.1. Détermination graphique deV et K

Omax m
V, (mol.Lls™)

A

= Les parametres (K _,V,..,) peuvent étre
déterminés graphiquement.

= Utilisation du graphe : V, = f([S])

» Expérimentalement, on atteint
rarementV, ...

= Erreur dans 'estimation deV,, ., et donc
de K, | ”

[S] (moI.L")

Représentation classique



II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
{o}

B.LES PARAMETRES CINETIQUES INFORMENT SUR LE MECANISME CATALYTIQUE

1.V €t K
|.1. Détermination graphique deV, . et K
Transformer I’équation de Michaelis-Menten sous la forme : Vv .[S]
1 1 VO — Omax
— = () Km + [S]
Vo S]
1 K,+[S]
V0 VOmaX' [S]
1 K /[5/ 11V, y=ax +b

]
= V0 B VOmax' [S] " VOmax' [S]/ /
o 1_ 1
Vo [S] + // ~ 1[S]
1 1

PN —=a.—+Db avec : a = K/Vomax
VO [S] b = I/VOmax




II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE 5
B.LES PARAMETRES CINETIQUES INFORMENT SUR LE MECANISME CATALYTIQUE {o}
1.Voa €t K., Vl=a.%+b
|.1. Détermination graphique deV, . et K_ 0 5]
Que valent ’ordonnée a I’origine, la pente et avec : —
’intersection avec I’axe des abscisses ? b= 1/
b=1/
b = ordonnée a I'origine = détermination graphique 7o (mol™1.L.5)
04 y =a.x.b
a=1_/
a = pente > détermination de K_ de deux fagons : v :
I) Par calcul : on détermine la pente « a » et on Omax ®--------- ' a
calcule = a. 1
> (mol™1.L)
2) Par détermination graphique : S]
-1/K,,
Si y=0
Alors X = - g = X = - : =



Il. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
B. LES PARAMETRES CINETIQUES INFORMENT SUR LE MECANISME CATALYTIQUE

Vv, o
Représentation classique (&
IoVOmax et Km LS Bouguyon)
|.1. Détermination graphique deV, .. . etK = Vg b
> [S]
Représentation de Lineweaver-Burk
(E. Bouguyon)
= Représentation de Lineweaver-Burk ou « en double- 11V,

inverse » : viozf([—;]) /
{e}

» Moins de points de mesure nécessaires /
> 1/[S]

» Meilleure estimation de V., .. K, ~




II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
{o}

B.LES PARAMETRES CINETIQUES INFORMENT SUR LE MECANISME CATALYTIQUE

I’VOmax et I(m { | ) Vo (molL's)
|.2. InterprétationV,_ . R
— [E] = | unité
Quel est 'effet d’'un changement de
[E] surV,, .. et Km?
Vomar ffpm = m m mm e e e e o o o o [E] = 0,25 unité
[S](mol.L"")
( | )V, (molLls
Quel est ’effet du changement de Vomx [= = = = = = mmmmmmm— - - — — - Substrat S
substrat surV, . et Km? Substrat S’

Vomax! 2

[

KmdeS KmdeS [S](mol.L")
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II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
B.LES PARAMETRES CINETIQUES INFORMENT SUR LE MECANISME CATALYTIQUE

v et K

Omax

.2. InterprétationV

Omax

La vitesse maximale (VOmax)

" Vomax COrrespond a la valeur maximale que peut atteindre la vitesse de

catalyse dans les conditions initiales (V,), lorsque ’enzyme est

satureée en substrat.

E saturée = [S] 7~/

vO 9 v0m::1x

Elle dépend de deux parametres :

» Un parametre intrinséque a I'enzyme : la cte catalytique (k,,)

» Un parametre variable : la [E],.,. utilisée pour I'étude

vOmax = kcat . [E]totale

= Unité deV, . mol.L'.s!

VOmax

A

A

Pente = k_,,

n
»

[E]totale

Démonstration

[E]total = [ES] + [E]Iibre

I(I kcat
E+S=ES<=E+P
I(-I k-2

Dans les conditions initiales :

V=V, =k_.[ES]

cat*

Si 'enzyme est saturée :

[ES] = [E]totale
et

VO = vOmax

Alors,on a:
vOmax = I(cat o [E]totale

o\



II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
B.LES PARAMETRES CINETIQUES INFORMENT SUR LE MECANISME CATALYTIQUE

k
I. K k| cat
Vomax et K, E+S=ES=E+P
|.3. Interprétation K_ k. ko
I(m = [S] tq VO = yszmax Vmax . [S]
V, =
K, +[S]

= K, peut étre définie de 2 fagons :
> valeur de [S] pour laquelleV, = 2V

En général :k_ <<k ,

Omax
» rapport entre 3 constantes de vitesse
PP _k ;+Kkcat k
. . . m = k K, ~ k
= En général,K_ est assimilable a la constante de 1 1
dissociation du complexe ES. — Substrat Km
(mM)
= K_, mesure I'affinité de I'enzyme pour le substrat Hexokinase (cerveau) ATP 0.4
» K., est inversement proportionnelle a I'affinité D-Glucose 0,05
-> ’plu,s K., est petit, p|l‘,IS I'affinité est grande {(g"} D-Fructose 15
» En général, K_=10"2a [07mM (moy : 10-* mM) ,
Anhydrase carbonique HCO; 26
Chymotrypsine Glycyltyrosinglycine 108

= Unité : mol.L"!
N-Benzoyltyrosinamide 2,5

Affinité : (n.f.) force avec laquelle une enzyme se fixe a son substrat B-Galactosidase D-Lactose 40

Valeurs du Km de quelques enzymes ~ Thréonine déshydratase L-Thréonine 5,0



T
II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
B.LES PARAMETRES CINETIQUES INFORMENT SUR LE MECANISME CATALYTIQUE

\'4 , : .
[ J 0
2. Constante catalytique k_,, ou turn R Représentation classique «

over
= La constante catalytique est déterminée par calcul. T

* Il y a deux méthodes possibles.

» Apres détermination graphique deV__ et

connaissant la valeur de [E], ... : - [S]
vOmax = kcat'[E]total

k Représentation de Lineweaver-Burk

(E. Bouguyon)

cat

I ‘ 11V,
» En utilisant la loi d’Arrhenius : /
A :facteur de fréquence
E, : énergie d’activation /
R : cte des gaz parfaits >
L—l — 1[S]

T : température




II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE
B.LES PARAMETRES CINETIQUES INFORMENT SUR LE MECANISME CATALYTIQUE

2. Constante catalytique k_,, ou turn
over

= k_, est la constante catalytique, soit la cte de vitesse de la réaction :ES > E + P

Elle correspond au nombre de molécules de S transformées par enzyme et par seconde.

Elle donne une idée de P'efficacité catalytique de 'enzyme.

En général, une enzyme peut transformer |-1 000 molécules de substrat par sec
—> Les enzymes sont trés efficaces méme en faible quantité.

= Unité : s Enzyme Substrate ke (5 )
Catalase HaOs 40,000,000
Carbonic anhydrase HCO4 400,000 Valeurs de k_,, pour
Acetylcholinesterase Acetylcholine 14,000 quel(cLyethSnz eneymes
B-lLactamase Benzylpenicillin 2,000
Fumarase Fumarate 00

RecA protein (an ATPase) ATP 0.5
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II. LA CINETIQUE ENZYMATIQUE MICHAELIENNE &
C.BILAN Vo {3

" Les parametres cinétiques de I'équation de Michaelis-
Menten peuvent étre déterminés graphiquement ou par calcul.

= La vitesse maximaleV,, ., (en mol.L-'s”!) est la vitesse
de réaction initiale atteinte lorsque ’enzyme est saturée en
substrat. _
> Vomax dépend de la quantité d’enzyme totale et de la '1S]

= La cte de Michaelis K_, (en mol.L-') est assimilable a la 1/V,
constante de dissociation entre I'’enzyme et son substrat :
_ k—-1+kcat _ k-1
Km == "
» Clest aussi la valeur de [S] pour laquelleV,= 2.V, ..

» Elle mesure I’affinité de 'enzyme pour son substrat. /

1/[S]

\

= La constante catalytique k_, (en s’') est la constante de

cat

la réaction catalytique (ES = E + P) : k_,

— Vomax

=
1 , ., [.E]tOtal , Représentation de Lineweaver-Burk
= Elle donne une idée de P’efficacité catalytique de I'enzyme. (€ Bouguyon)
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I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS
A.LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES CATALYSEURS CHIMIQUES

|. Conditions de fonctionnement modérées

" Les enzymes catalysent les réactions dans des conditions compatibles avec la vie.
» faible température ( < 60°C chez les eucaryotes)
» pression atmosphérique (moy ~ 1.10° Pa)
» pH neutre (en général)

= Pour chague enzyme, on peut définir des conditions de fonctionnement optimales, en termes de
température et pH.

N, +10H*+8e = H, +2 NH,*

AG<0 Catalyseur Fe pulvérisé Enzyme
" Température 550 °C 5-30 °C
V~0 Pression 250 atm | atm

Réaction de synthese d‘ammonium a partir de diazote :




I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS
A.LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES CATALYSEURS CHIMIQUES

2. Efficaciteée

= Les enzymes sont présentes en tres faibles quantités mais sont trés efficaces.
En général, k_, = 1-1 000 s!

cat

" Les enzymes sont plus efficaces que les catalyseurs chimiques.

pepsine 50 kg (prot) 2h Pt, Mg x 102-103
uréase 150 g (urée) 5 min Enzyme x 106-10'2

Efficacité comparée des catalyseurs

Efficacité de réaction pour 1g d’enzyme biologiques et chimiques

Décarboxylase OMP 78 000 000 ans 39 x 1,4.10'7
Adénosine désaminase 120 ans 370 x 2,1.10'?
Phosphodiestérase 2,9 ans 2100 x 2,8.10"
Anhydrase carbonique 5 sec | 0¢ x 7,7.10¢

Efficacité comparée de plusieurs enzymes




I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS {03
A.LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES CATALYSEURS CHIMIQUES {e}
3. Spécificité

= Les enzymes sont spécifiques de :

= Cette spécificité est +/- forte
> leur substrat

» Spécificité pour une famille de molécules (ex : hexokinase)

> le type de réaction catalysée > Stéréospécificité (ex :fumarase)
Réaction phosphorylation (des)hydratation
Substrat  Nombreux hexoses Ac. Fumarique (pas ac. Malique)

Spécificité comparée de deux enzymes

CH,OH CH,OH 0

0O OH}—0_ OH O_OH >~GH O HO
OH OH O ( H@~”<_):D
OH OH OH CH,OH i A —
OH OH OH

Glucose Galactose Fructose Ac. fumarique (trans) Ac. malique (cis)



I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS {03
A.LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES CATALYSEURS CHIMIQUES {e}

4. Cofacteurs et coenzymes

Définiti Cofacteur : (n.m.) sens large - partie
efinitions non protéique d’une enzyme,
indispensable a son fonctionnement.

" Les enzymes ne peuvent réaliser seules certains types de réaction
biochimiques (ex : oxydo-réduction, transfert de groupements chimiques). Apoenzyme : (n.f.) partie protéique
d’'une enzyme nécessitant un cofacteur

= C’est pourquoi certaines enzymes sont associées a des cofacteurs (s.l.).
Holoenzyme : (n.f.) association

fonctionnelle entre une apoenzyme et

= On distingue alors deux termes :
son cofacteur

» Apoenzyme
» Holoenzyme

APOENZYME COFACTEUR HOLOENZYME

inactive active

+ () =




I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS
A.LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES CATALYSEURS CHIMIQUES

4. Cofacteurs et coenzymes
Diversité des cofacteurs
= On distingue 2 grandes catégories de cofacteurs :
> Les cofacteurs (s.s.) = ions

Ex : Mg?*, Ca?*, Fe?*, Fe3*, Zn2*
Ex : Mg?* pour I'’hexokinase (1¢ enzyme de la glycolyse) cf plus loin

> Les coenzymes -> biomolécules ) {
v" Groupement prosthétique I
Ex : Heme de la catalase (dans les péroxysomes)

v" Co-substrat
Ex : FADH,, NADH, NADPH, ATP, Coenzyme A

Cofacteurs (s.s.)

Coenzymes

= De nombreuses vitamines sont des
précurseurs de coenzymes.

= C’est pourquoi les carences
entrainent souvent des troubles ou des
maladies.




I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS

A.LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES CATALYSEURS CHIMIQUES

Encart sur le scorbut

Le collagene est une protéine tres stable en forme de
fibre, dont la stabilité est assurée en grande partie par
une enzyme (proline hydroxylase) qui hydroxyle

les prolines en hydroxyproline. Cette enzyme est
une métalloprotéine qui utilise un ion de fer, comme
cofacteur, sous forme Fe?*.

La vitamine C participe au maintien de l'ion fer sous
sa forme réduite Fe2*, en I'empéchant de s'oxyder,
assurant le bon fonctionnement de I'enzyme (on appelle
cela un cofacteur enzymatique).

Lorsque la vitamine C vient a manquer, les ions ferreux
de la proline hydroxylase s'oxydent en Fe3* et rendent
I'enzyme inactive.Ainsi les hélices de collagenes
s'appauvrissent en hydroxyproline, ce qui lui fait perdre
en stabilité et ce qui fragilise tous les tissus.

¢ih)
f),ri

f
A

b4l

POy

-l
’|

=]
-

Fig. 1 - Gravure de Gustave Doré illustrant le livre « La balade du vieux marin ». Le scorbut était responsable de plus de morts
en mer que les tempétes, les naufrages, les combats et toutes les autres maladies.



I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS
A.LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES CATALYSEL

Exemple de cofacteur: Mg?* pour ’ADN
polymérase lll dans la réplication de ’ADN

DNA syntlnsis

© 2012W M Freeman arvd Compary

Growing strand Template
(primer) strand

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

50



I1l. LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS

A. LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES CATALYSEURS CHIMIQUES | “Ic\ﬁ/g” {o}

4. Cofacteurs et coenzymes

Principaux co-substrats dans la cellule

ATP Groupement phosphate
Coenzymes réduits Slectrons
FADH, ; NADH ; NADPH
Coenzyme A Groupement acyle

Mo 9 OHe, SH 9 0 & \)N
/ﬁ'\l /ﬁ\[ O\ prosphoester Hs\/\H/K/\H : ofgjofzjo N N
IO_—IT—O—FI’-—-O—P—O OH
oo YRRo Y
réme'lecmue OH OH ? OH
Structure de I'ATP Structure du Coenzyme A 0=Ejo'

il H H
"0-P-0-CH, % 7
C
s | HC C-C0-NH,
OH OH HC CH
o
NH> f:l NADH/NADPH
o (l: - Reste du co-enzyme
N// \c/ \ Forme réduite
x A
KN / NN
'O'E' o-ise a R =OH: NAD*
H H a i
H H R=0-|"=0:NADP
OH R 0"

Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme oxydée)

H f
C N C
/7 N7\
H3C-C/ o NN -
et 1L I .
3= = C N (¢
\c/ \N/ \N/ H3C-t// \c/ \c/ \N-H
| ] | I Il |
H CHz HyC-C.  C C C=
H-C-OH \\‘I:/ Na¥ \'1‘/
H-C-OH H H
] Reste du co-enzyme
H-C-OH FADH,
1 NHZ i
(I)-CHZ | Forme réduite
HO-P=0 Ny
0 /7 \\N
HO-I!‘=0 % g CIH
0—cH NN
H H
H H

FAD HO OH Flavine Adénine Dinucléotide (forme oxydée)
Structure des principaux coenzymes

réduits utilisés par les cellules (site rvgio)



I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS
A.LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES CATALYSEURS CHIMIQUES

Coenzymes de transfert de groupements :

0
f\(}H + NAD* — NADH +H" + CO,

Pyruvate

Coenzymes de transfert de groupements :

¢ Adénosine triphosphate (ATP/ADP/AMP) ;
¢ Cytidine triphosphate (CTP/CDP/CMP) ;
¢ Guanosine triphosphate (GTP/GDP/GMP) ;
Pyruvate déshydrogénase (dans la mitochondrie) o Thymidine triphosphate (TTP/TDP/TMP) ;
0 e Uridine triphosphate (UTP/UDP/UMP) ;
R— C S—L—SH ' o « Coenzyme A (CoA-SH) ;

R—H—COO \ ’
\ H ¢ Thiamine pyrophosphate (TPP) ;

SH R—C~S-CoA ¢ Acide lipoique ou lipoate ;
/L<SH » Pyridoxal phosphate (PALP) ;

R— CH TPP « Biotine (vitamine B8);

/—\ ¢ 3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate (PAPS)
Résumé des réactions S-adénosylméthionine (SAM)

5 : FAD
catalysées par le complexe ~ FADM: Es

¢ Cobalamine (coenzyme B1>)
pyruvate déshydrogénase. ><
L se réfere au groupe .

ADH + H
lipoyle NAD* L




I1l.LES ENZYMES, DES
BIOCATALYSEURS

A.LES ENZYMES SE DISTINGUENT DES

CATALYSEURS CHIMIQUES

Coenzyme A

NH,
N x
N
¢ ]
N N/)
0]
? OH
5 4 3 2 O=T—0H 1
OH
Constituants de la coenzyme A &

|
i
HO— C— COoo"
] coo”
G o
2
Coo- Hz0 |

S C— Coor
Citrate I
N o
Aconitase ealel

| Citrate B o S o
(|;H2 synthase cis-Aconitate | 2
coo- | Oxaloacétate |
Coo
NADH I
H Aconit i
conitase
~ Malate Oy M H— C— coo"
deshydrogéenase (ID
NAD™ oo HO—cC—H

Malate synthase

. Glyoxylate |-
coo’ [ Malate |

HO — cl:— H ) N
| (Acétyl-CoA J+H.0

~ ]
Isocitrate lyase 'L Isocitrate ] coo

NAD*
lCl:Hz Coh o Isocitrate
Coo Fumarase Il deshydrogenase
G—CHs NADH
GOz
5— Coh
H20
oo coo-

I " CH
cH | Fumarate | [ a-Cétoglutarate ||
I CHz
HC |

| Succinate f—0
coo déshydrogénase o-Cétoglutarate l)oo

déshydrogénase

bl Succinyl-CoA
)y x
FAD Succinate JI synthétase \ADH
coo" : )
| oy ) Sligcmyl—CuA 1 CO3
flle ?DD'

(|3H2 CHz

jealel ALD ADP CHz
2D » |
! C— 5—CoA

Fat
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I1l. LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS

B.LES ENZYMES MODIFIENT LA CINETIQUE ET NON LATHERMODYNAMIQUE

. Enthalpie libre inchangée (G) l ‘

= AG mesure la quantité d’énergie utile,
réellement disponible pour effectuer un travail

AG = AG” + R.T.In(Q,)

= En biochimie, A.G permet de savoir si une réaction est
spontanée. A.G=R.T.ln <&>
» A.G <0 = sens direct favorable (spontané) K
» A.G >0 = sens direct non favorable (non spontané)

Q. = [C] x [D]
* Pour une réaction biochimique, A.G dépend des " [A]x[B]
concentrations en réactifs et produits, mais pas de la vitesse
de réaction. K = LClg [Pl
' (Al [Bl

Niveau d’énergie 4

Avec

Enthalpie libre - A.G® : enthalpie libre dans les

E;
Non spontanéw

E, analogie conditions standard biologiques
. mécanique . o
Spontané l Q, : quotient de réaction
E, I Ksq @ cte d’équilibre



I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS {c}
B.LES ENZYMES MODIFIENT LA CINETIQUE ET NON LATHERMODYNAMIQUE {e}

|.Variation d’enthalpie libre inchangée (ArG) | 3 )
|

Effet des enzymes

" Les enzymes accélérent autant la réaction dans un \ k | ‘

sens que dans Pautre.

> k k=K A I'équilibre, V=V,
] difene d I bre ch ) k,. [A]. [B] =k . [C]. [D]
" Les enzymes ne modifient donc pas I'équilibre chimique _ _
> Pas d’effet sur les concentrations a I'équilibre ki/k1 = [C]. [DI/[A]- [B] = K
» Pas d’effet sur ArG’ Etat standard y:T°C=25°C, | atm, Etat standard bio

5 =1 mol.L"! (physiologique): pH=7

= |l n’y a pas de lien direct entre A G’ et la vitesse d’une

réaction
» Une réaction peut étre thermodynamiquement tres
spontanée mais infiniment lente

ArG’ = ArG® + RT.In ([C][D]/ [A][B])

Si ArG’ >0, c’est la réaction inverse qui se

réalise

-> Les enzymes ne modifient ni I’état initial, ni I’état final, ni I’équilibre d’une réaction



I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS

B.LES ENZYMES MODIFIENT LA CINETIQUE ET NON LATHERMODYNAMIQUE

2. Energie d’activation abaissée

Rappels

" Lors d’'un réaction chimique spontanée, le systeme passe
d’un état initial (E,) a un état final (E;) de moindre énergie.

= La réaction implique la rupture de liaisons covalentes
nécessitant un apport d’énergie.
-> Energie d’activation (Ea)

= Les réactifs passent alors par un état activé, 'état de
transition (), avant de se transformer en produits.

H<B
o a6 9
Ado —D—Il'—D—II'—ﬁ—Il'—D_ o¢H
Etat de transition dans le cas de la phosphorylation o 0 :l_I:I_:u? OH
du glucose sur le carbone 6 (wikipédio) HO
OH

Enthalpie 4
libre ($)

N

Etat de
transition

»

Progression
de la réaction

Evolution de I'énergie libre au cours d’'une
réaction chimique (& Bouguyon)

o 0 %;;/D CH,
Adu—D—P—D—P 0*’6’_“0_ 0 OH
o o ~  (OH

HO

OH



I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS

B.LES ENZYMES MODIFIENT LA CINETIQUE ET NON LATHERMODYNAMIQUE

2. Energie d’activation abaissée Enthalpie libre

Effet des enzymes

= Si N E, alors /7 probabilité de réaction
- vitesse de la réaction /

= La valeur de I'E, dépend du mécanisme réactionnel.

" Les enzymes accélérent les réactions biochimiques
en abaissant I’énergie d’activation.

> Elles modifient le mécanisme réactionnel

» Elles s’associent plus étroitement a I'état de
transition qu’aux réactifs/produits

—> Stabilisation de I'état de transition
—> Diminution de I'E,

-> Les enzymes accélérent les réactions biochimiques en abaissant I’Ea

Gi

Gf

Ea sans enzyme

Ea avec enzyme

glucose ATP
réactifs
ADP

glucose-6P

produits

progression de la réaction (s)

Evolution de l'enthalpie libre au cours d'une réaction chimique (S. Dalaine)

Effet des enzymes sur I’énergie d’activation



Abaissement de I'énergie d’activation par I'action enzymatique.

Niveau énergétique

Etat initial

Etat final

Ea 1: Energie d’activation sans catalyseur Temps
Ea 2: Energie d’activation avec catalyseur
AG < 0: Variation d’enthalpie libre de la réaction exergonique



Modele analogique de la baisse d’énergie d’activation (S. Dalaine)




I1l.LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS
B.LES ENZYMES MODIFIENT LA CINETIQUE ET NON LA
THERMODYNAMIQUE

3. Couplages énergétiques

Geéneéralités

" Les enzymes permettent a des réactions

thermodynamiquement exergoniques mais a forte Ea de B Endergonic Exargonic [l
se produire Notion de couplages énergétiques

(in Lehninger)

(b} Chemical example

Reaction 2
= Elles interviennent alors comme éléments de couplage ATP—+ AD® + F, Reaction &
Ghamss: + ATP —F
-ﬁ{:ﬂ———-— fluome &-phosphate + ADP
= Reaction &
& Glumse + F, —
. . & phosph

= Un tel couplage peut se produire ssi :A.G << 0 3| Fue - AG,
&
.

¥ MG, = AG, + A

Reaction coordinate



Ill. LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS ‘ | cal= 4,187 Joules
B. LES ENZYMES MODIFIENT LA CINETIQUE ET NON LA
THERMODYNAMIQUE Exemple de couplage :
synthése de GIn par la GIn-synthétase
3. Couplages énergétiques La synthése de GIn est non spontanée
Mécanisme Glu + NH; 2 GIn
* Lors d’'un couplage, la réaction non spontanée est A.G* = +3,4 kcal.mol*

« découpée » en deux réactions spontanées.
Hydrolyse de I'ATP :

= Le couplage passe ainsi par la production d’un ~ ATP > ADP+ Pi_l
intermédiaire activé, produit d’une réaction et réactif de ArG® = —7,3 keal. mol
lautre. Synthése en présence de I'enzyme :
= Dans la cellule, les réactions non spontanées sont (1) Glu +ATP > Glutamyl-P + ADP
S.Ol‘,lvent couplees a,I hyd.rolyse spontanée de I’ATP qui (2) Glutamyl-P + NH3 = Gln + Pi
libere beaucoup d’énergie (AG ~ — 11 kcal/mol). Réaction apparente:
Glu + NH, + ATP-> GIn + ADP +Pi
A-H + B-OH = AB + H,0 avec A.G > 0 ST |
(1) B-OH +ATP 5 B-O-P +ADP  avec A,G,; < 0 K AG™ global = -3,9 kca'-my

(2) A-H + B-O-P > A-B + Pi avec A G, < 0



lll. LES ENZYMES, DES BIOCATALYSEURS Enzyme : (n.f.) biocatalyseur présentant une spécificité de substrat et

d’action qui fonctionne dans des conditions compatibles avec la vie

BILAN

Les enzymes sont des protéines qui jouent le role de
biocatalyseurs.

Elles se distinguent des catalyseurs chimiques par plusieurs aspects : Enthalpie
» Leur grande efficacité libre
» Leurs conditions de fonctionnement modérées
» Leur double spécificité (d’action et de substrat)

» Leur recours a des cofacteurs (s.l.) pour réaliser certaines réactions

Les enzymes ne modifient pas I’équilibre d’une réaction

biochimique (A,G’ = cte) : G,
» elles ne catalysent que des réactions spontanées
> elles permettent des couplages énergétiques (A,G ;y;, < 0)

Les enzymes accélérent les réactions en abaissant I’énergie
d’activation (E,) par stabilisation de |'état de transition.

@@

sans enzyme

avec enzyme

Progression
de la réaction

v

-> Les enzymes agissent uniquement sur la cinétique des réactions biochimiques.
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IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE

INTRODUCTION

Enthalpie 4
libre sans enzyme

>k
Un inhibiteur est une substance capable @\

R . G e M N v v
d’empécher le fonctionnement d’'une enzyme ! ES
avec enzyme

. Progression

»

. RN de la réaction
Comment agissent ces inhibiteurs ?

Quel peut étre leur intérét? [ l

T

Inhibiteurs




IV.L'INHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE @@
O CH
z I /0
A.LES INHIBITEURS IRREVERSIBLES Enzyme —CH,—OH + F—P—0—CH
(Ser'™) ,!, N‘CHE
= Exemples: |
H -:3"’?["““-:3}[3 DIFP
» le DIFP, inhibiteur de la chymotrypsine :il se lie de fagon !
covalente a un AA clé pour la catalyse (Ser195) }vF o
» Les cations de métaux lourds empéchent la formation de 0 CH,
ponts disulfures = modification de la structure de I'enzyme | /
Enzyme —CHy—0—P—0—CH
CH,
= Mécanisme d’action : Liaison étroite et irréversible, J,r!jm
H.C”H ~CHj

souvent par liaisons covalentes, avec I'enzyme I .
Le DIFP, un inhibiteur irréversible de la chymotrypsine
(in Lehninger)

= Conséquences : souvent toxiques pour
I'organisme Chymotrypsine : (n.f.) enzyme

cf. gaz de combat (ex :sarin) inhibiteurs de 'ACh estérase protéolytique du suc pancréatique

Acétylcholine estérase : (n.f)
enzyme responsable de la

= Applications:

» Outil d’étude des mécanismes catalytiques dégradation de 'ACh dans la synapse
» Pesticides (ex : pesticides organophosphorés inhibiteurs de I’ACh

estérase) inhibiteur irréversible : (n.m.) molécule qui
» Médicaments (Ex :aspirine inhibiteur de la cyclooxygénase) s’associe de fagcon trés étroite avec I'enzyme,

souvent par liaisons covalentes et irréversibles.




IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE {e
A. LES INHIBITEURS IRREVERSIBLES

Action d’un inhibiteur irréversible le
diisopropylfluorophosphate

extrémité pré-synaptique

arrivée d'un PA, exocytose des
vésicules pré-synaptiques

recyclage du neuromediateur

O choline

Acétylcholine
(neuromédiateur =
neurotransmetteur) EI,

n
(Y
[Na+]

récepteur nicotiniqgue & acétylcholine estérase
l'acétylcholine

Na+

extrémité post-synaptique

Localisation de Uacétylcholi <rase. cible d phosphoré




IV. LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE
A.LES INHIBITEURS IRREVERSIBLES

Gaz sarin: organophosphoré, inhibiteur irréversible de I’ach
estérase

"3
N ‘5
GL 285 '\ ¢

__a#lTRP]286 L)
l
v
[SER]298PHE]297

[ARG]296

) -~ !

Mise en éevidence via Libmol des interactions hombreuses

(ioniques, H,VDWV, empilement de cycles aromatiques) entre
- sreenal@ KN et le site actif de ’Ach E (molécule 5fpp)




IV. LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE
A.LES INHIBITEURS IRREVERSIBLES

Aspirine, anti-inflammatoire non stéroidien, inhibiteur irréversible de la COX

Interactions ES entre 'acide

s Interactions ES entre I'aspirine
arachidonique et la COX| ot la COX|




IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE

A.LES INHIBITEURS IRREVERSIBLES

Effet de la pénicilline, inhibiteur irréversible de
’enzyme de la synthése de la paroi bactérienne

GRAM+

Lisison 3 1-4

NAG : Neacétyl glucosamine
ANAM : acide N acétyl muramique

NA}”‘W NWM o
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Agencement des chaines de peptidoglycane = muréine dans la paroi bactérienne
(source: https://pharmacomedicale.orgimedicaments/par-specialites/item/beta-lactamines-penicillines-

cephalosporines)

Porine
Polysaccharide

Acide teichoique

ATy

RSN
2R

NN
&

25
S0
2
N

SRRty

Membrane externe
lipopolysaccharidique

SN b
SRS b

RN
AR

SeN
2
0
SRS
38 W
L
2033

IASANAAN

AN

e
L

RTIRIN

A ARAR I NARAAARY
AAIINERNANR

\\g\\
i B i i e S
SRR

\QS\\\\\\\\\\\\\\\\\\

ARRANE A

]
]
o

%
“
%
%

i e
2

Peptidoglycane

INASAAAS AN

AN

IRASAAARAAN
o

I
AL
SRR

AN
S

e ddiid

ISASEAARALLAL LR LA
SRR

NANAL

IASASAAAARARAAAAANAANA AN

& \&%&%&\\\\\ b

A
\%\

595952555555555%

- - LI IEIII Y
Espaceperiplasmique <{ oo
Membrane plasmique

Gram +

ECOP IS ILILOSI S I s

NALESELEELLE OISR 2
o
OIS ESTLL OSSP BEGISIE S OIS IS LIS

Physiologie -Médecine

B-lactam mechanism
of action

ABX-free PBP

Cell Wall transpeptidase

subunit
Synthesis ™

transglycosylase
subunit

Pen Ceph Mono Carba

D-Ala-D-Ala structural mimics: (30) QO . '
B-lactams - bind

to transpeptidase

enzyme
inhibited

Alexander Fleming (1881 — 1955)

active site
pise PB /
-

Block of transpeptidase activity interrupts
cross-linking & cell wall synthesis

La pénicilline = famille des béta-lactamines
=> |nhibition de la transpeptidase qui catalyse les
liaisons peptidiques entre les peptidoglycanes
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A. Découverte historique enzymes
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IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE

B.LES INHIBITEURS REVERSIBLES ABAISSENT LA VITESSE DE REACTION

|. Inhibiteurs compétitifs

Approche expérimentale

Modéele d’étude : la succinate déshydrogénase (SDH)

= Reéaction :

= [Inhibiteur :

10H*

Espace inter-
membranaire

o ——

(Fe-S)
FMN
Matrice 2e’
NADH 4H* Succinate
Fumarate H,0 1/20,+2H*
NAD*
Complexe | Complexe IlI Complexe IV

NADH
Sous- Déshydrogénase
unités de mammifére

Cytochrome be; Cytochrome ¢

Oxydase

g

CH,

[s]

|
CH CH2

(o Rt

CoA

8

__o__
[

Ha
coo- | Oxaloacétate

—0

NADH
-
Malate O -
déshydrogénase (ID
NAD™

Coo”
Malate synthase

H

. - Glyoxylate |
o EHiats J‘/f;(:
HO— z|:— H .
L, s Acétyl-CoA |+H.0

o
coo Fumarase I

W
ﬁH Fumarate |
HC

] Succinate
coo déshydrogénase
FADHz

o
FAD Succinate |

Coo-

Succinyl-CoA
synthétase

| HO—C—CO0-

]
Coh
— g)OO' H=0 [ o
AcétyI—CcA +HaO "
o \ (IJH
© Citrate Aconitase coo-
synthase

coo”

CHa

I B A
cis-Aconitate | He0

Aconltas\

Isocitrate lyase

Isocitrate
déshydrogénase

aCétoglutarate
déshydrogénase

- MADH
Succinyl-CoA | Oz

Coo



IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE @@
B.LES INHIBITEURS REVERSIBLES ABAISSENT Vo
LAVITESSE DE REACTION Vo

i s el [M]=0
|. Inhibiteurs compétitifs ; / [M] = 2 unités
Approche expérimentale Vow /:’:,,., [M] = 3 unités

= Modele d’étude : la succinate déshydrogénase (SDH)

= Réaction: OO o
| ) i C H 1 !
CH, Succinate deshydrogénase ™o+ 0

|
bu, - I [S]
| Oxydation AN Etude cinétique de la SDH en présence de malonate
(in Voet)

_ _ . oo /v = ité
Inhibiteur : ltlng _ / o [M]=3 un}eTM] = 2 unités

Malonate /[M]=0

= Analyse : Lorsque [M] augmente... /
7 V.. = cte

» K, augmente 7|

- En présence d’inhibiteur (malonate), o

’enzyme a moins d’affinité pour son substrat (succinate) —

*]S]



IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE

B. LES INHIBITEURS REVERSIBLES ABAISSENT LA VITESSE DE REACTION |

|. Inhibiteurs compétitifs

Interprétation

La baisse d’affinité de ’enzyme pour son substrat révele une compétition
entre le substrat et I'inhibiteur au niveau du site actif de 'enzyme
—> Notion d’inhibiteur compétitif (1)

Les I sont des analogues structuraux des substrats
» Les I ont une structure trés similaire a celle de S
» Les I peuvent donc occuper la place de S au niveau du site actif ce qui
'empéche de se lier a E.

L’interaction entre E et |- est transitoire, réversible et se fait par liaisons
faibles.

Linhibition compétitive peut étre levée en augmentant le rapport [S]/[1.].
» La probabilité de rencontre entre E et |- diminue alors que celle entre E et S augmente

Les |- ne sont pas transformés en produits

&g

{cb

{ob
COOH
CH, succinate
CH,
COOH
COOH
CH, malonate
COOH

Compétition du succinate (S) et du malonate (1)
au niveau du site actif de la SDH

Substrate

A
Competitive
inhibitor

Les inhibiteurs compétitifs prennent la place du
substrat au niveau du site actif de 'enzyme



- _ |
IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE
\

CH,OH
B.LES INHIBITEURS REVERSIBLES jactose ; e
H 2
ABAISSENT LA VITESSE DE onl o L 0. OH
REACTION OH o ‘o glucose
|. Inhibiteurs compétitifs o +Hz\0A OH
B-Galactosidase CH,OH 2
Roles biologiques et applications O_OH OHCHZ%H SJ\
OH
= Les produits de réactions qui sont des analogues structuraux des réactifs ‘il
sont souvent des inhibiteurs compétitifs (1) exercant un galactose 1 O OH

rétrocontrole négatif sur I'activité des enzymes.

= C’est le type d’inhibition le plus fréquent dans les systemes biologiques.

= Les |- sont des outils pour étudier les enzymes (ex : étude de la beta-galactosidase)
» pour identifier la structure du site actif
» pour comprendre comment fonctionne l'interaction E-S
» Pour comprendre le mécanisme catalytique

= Certains médicaments sont des |- d’enzymes.
v Ex: Le captopril utilisé en cas d’hypertension est un
inhibiteur compétitif de ’ACE (angiotensin- Angiotensine | = Angiotensine ||
converting enzyme)

v Ex: le benazépril @ l

Captopril,benazépril

ACE

Inhibiteur compétitif
Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside

|:> 7 TENSION
ARTERIELLE 63

NTA



IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE

B.LES INHIBITEURS REVERSIBLES
ABAISSENT LA VITESSE DE REACTION

|. Inhibiteurs compétitifs

Roles biologiques et applications

= Certains médicaments sont des |-
d’enzymes.

Ex : Le captopril utilisé en cas d’hypertension
est un inhibiteur compétitif de ’ACE
(angiotensin-converting enzyme)

vasedilatation ‘ vasoconstriction

fjuaporall.com

Angiotensine |l

ACE
Angiotensine | -2, Angiotensine |l E> /TE,NSION
ARTERIELLE
NTA
Captopril,

benazépril




IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE {e
B.LES INHIBITEURS REVERSIBLES ABAISSENT LA Vol
VITESSE DE REACTION

2. Inhibiteurs non compétitifs

[T] = 2 unités
Approche expérimentale e e oo
*= Modele d’étude :la protéase duVIH [T] = 3 unités
i . (peptide), (peptide)y.x (peptide),
= Réaction HR H O H >
L I 1]
H.,.C...N...C. ,H Protéase c. NG S
llq {|:| ’G\ 0 —_— H"“rlr'c“‘” "O“H H#N'\! :C\OHH [ ]
H o RH hydrolyse H O R H Etude cinétique de la protéase du VIH en présence

de TiPranaVir (E. Bouguyon)

= [nhibiteur :

] s 1V, | [T]1=3

Tipranavir 4 [T]=2

= Analyse : Lorsque [T] augmente...
> V.. diminue
» K, estcte
- En présence d’inhibiteur (Tipranavir), ’enzyme est moins efficace |
mais son affinité est peu affectée.

A 4

1/[S]




IV.L'INHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE

B.LES INHIBITEURS REVERSIBLES ABAISSENT LA VITESSE DE REACTION
2. Inhibiteurs non compétitifs
Interprétation

Les résultats de cinétique montrent qu’il n’y a pas
de compétition entre l'inhibiteur et S.

S /\m

» Notion d'inhibiteur non compétitif (1)

L’lyc n'est pas un analogue structural de S. O

- . . Tipranavir, inhibiteur non compétiti
Il se fixe de facon réversible sur un site P de la protéase du VIH petitif Ritonavir, inhibiteur compétitif de la

différent du site actif. protéase du VIH

Cette fixation provoque un changement de

conformation qui entraine une diminution de _— Q
’ . . s e .. Un |nh|b|jceur non
I'efficacité de catalyse, sans perte d’affinité au compétitif se lie &
I'enzyme a un endroit
niveau du site actif. éloigné du site actif,

mais il altere la forme

o L] L] o 14 . . r d I’ ; é
Linhibition non compétitive n’est pas levée par bkt Bt
’ . encore se lier au site
'augmentation du rapport [S]/[1] actif, celui-ci

fonctionne moins
efficacement.

Inhibiteur non compétitif

Fixation d’un inhibiteur non compétitif sur une enzyme




IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE @@
B.LES INHIBITEURS REVERSIBLES ABAISSENT LA VITESSE DE REACTION

2. Inhibiteurs non compétitifs

Roles biologiques et applications
* Les inhibiteurs non compétitifs permettent de
réguler 'activité enzymatique.
Ex : les produits finaux des voies métaboliques sont souvent
X

des inhibiteurs non compétitifs des premieres enzymes de la
voie = rétrocontrole négatif

negative
requlation

par un inhibiteur non compétitif
(in Alberts)

Y
Rétrocontrdle négatif d’une voie métabolique l
£



IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE

B.LES INHIBITEURS REVERSIBLES ABAISSENT v
LAVITESSE DE REACTION o
3. Modélisation mathématique
Vv
= Les inhibiteurs réversibles diminuent la vitesse de la Vinas
réaction, en jouant surV, . et/ou K_
Vmax
= En présence d’inhibiteur, 'équation | ¥
de Michaelis-Menten s’applique
toujours (hyperbole) mais les Ku K S]
parametres cinétiques sont Cinétique enzymatique en présence d’inhibiteurs
modifiés : compétitifs et non compétitifs
(in Karp 2016)
Inhibiteur compétitif Inhibiteur non compétitif
: : v. = Vomax
Km’ = Km . (1 + [I] /Kl) vOmax’ =v0max Km = Km Omax

1]
1+E

63 Avec : [1] concentration en inhibiteur

Ki affinité de 'enzyme pour I'inhibiteur



IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE {e}

BI L A N Inhibiteur réversible : (n.m.) molécule qui s’associe de fagon lache avec I'enzyme, par liaisons faibles.

max

= Tous les inhibiteurs réversibles réduisent la
vitesse de la réaction catalysée.

Competitive '/
inhibitor

= |Is s’associent a ’enzyme de fagon transitoire, par
liaisons faibles.

max

= Les inhibiteurs compétitifs se fixent sur le site actif,
comme le substrat, et sont donc en compétition avec
|ui.
-> Diminution de Paffinité de I'enzyme (efficacité
cte)

7 Vomax = Cte
» K, augmente

= Les inhibiteurs non compétitifs se fixent hors du site
actif et modifie la conformation de I’enzyme. an; ﬁ

- Diminution de Pefficacité de I'enzyme (affinité % :
Y Bl

Noncompetitive
cte) inhibitor

Inhibiteur compétitif

" Vgax diminue Cinétique enzymatique en présence d’inhibiteurs
max Lo o
= K_=cte compétitifs et non compétitifs
m . Vd . . . i
Rem : tous les cas intermédiaires existent. (in Karp 2016)

Inhibiteur non compétitif



IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE
BILAN

(a) Normal binding (b) Competitive inhibition (c) Noncompetitive
inhibition

Q

Q/Substrate
Active
i / site

Enzyme

— Competitive
inhibitor

Noncompetitive

inhibitor

Vitesse de catalyse diminuée diminuée

Km et vOmax 7 Km (VOmax Cte) N VOmax (Km Cte)

Affinité et \ affinité \ efficacité

efficacité
Levée d’inhibition 7 [S)[1 _

Structure Ressemblance structurale avec S Pas de ressemblance structurale avec S

Site de fixation Site actif de 'enzyme libre En dehors du site actif de 'enzyme libre

Mode d’action prend la place du substrat au niveau du site actif modifie la conformation de I'enzyme




IV.LINHIBITION DE LA CINETIQUE MICHAELIENNE
BILAN

= Les enzymes peuvent non seulement s’associer a leur substrat
mais aussi a d’autres molécules, notamment des inhibiteurs.

= |l existe différents types d’inhibiteurs :
» les inhibiteurs irréversibles se lient a 'enzyme par liaisons
covalentes (ou non covalentes)
» les inhibiteurs réversibles se lient a 'enzyme par liaisons faibles

= Les inhibiteurs réversibles ont tous pour effet de réduire
I'activité enzymatique mais par différents mécanismes, on
distingue :
» Les inhibiteurs compétitifs : \v affinité
» Les inhibiteurs non compétitifs : \ efficacité

= Les inhibiteurs jouent un role essentiel dans le controle de
’activité enzymatique dans les cellules.

= Applications : outils pour étudier les enzymes,
médicaments

{e}

Inhibiteur : (n.m.) substance capable de
bloquer l'activité enzymatique, ou susceptible de
former avec I'’enzyme un complexe qui
I'empéche de fixer le substrat ou d’assurer la
catalyse.

Inhibiteur
i e

Liaison covalente Liaisons faibles
avec E avec E
compétitif non compétitif
\v affinité \v efficacité

—

«
Competitive

inhibitor :
l

Noncompetitive
inhibitor
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V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
INTRODUCTION

= En 1926, ). Sumner montre que I'uréase du haricot-sabre
est une protéine.

= Cette conclusion sera ensuite étendue : toutes les
enzymes sont des protéines.

= Comme toute protéine, la fonction d’une enzyme est
étroitement liée a sa structure native.

= Or, I'étude cinétique des enzymes suggere la formation

d’'un complexe enzyme-substrat (ES), donc l'interaction
physique entre 'enzyme et son substrat.

A-t-on d’autres preuves de I’existence du complexe ES ?

Comment se fait Pinteraction E-S ?

uréase du haricot-sabre

Quel est le lien structure-fonction chez ces protéines ?




V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES : %
A.LA COMPLEMENTARITE ENZYME-SUBSTRAT Ajout

Membrane d'enzyme E
|.Approche expérimentale hémiPe:méab’e g
Expérience historique (1/2) G : G
S* S*
Temps t, o $* o S*
Protocole: I
= Utilisation de substrat radioactif
* Membrane hémiperméable qui laisse passer $* mais A B
pas E
: L : 2quilib
= On mesure la radioactivité (*) dans les compartiments A et B equiiibre
aux temps t, et t
Résultats :
" at,:laradioactivité est équivalente en A eten B
= at:la radioactivité est plus élevée en B qu’en A A 6



V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES : %
A.LA COMPLEMENTARITE ENZYME-SUBSTRAT Ajout

Membrane d'enzyme E
|.Approche expérimentale hémiPe:méable g'
Expérience historique (1/2) g : G
S* S*
Protocole: Temps t, o S* o S*
= Utilisation de substrat radioactif g o : g .
= Membrane hémiperméable qui laisse passer S* mais pas E
= On mesure la radioactivité (*) dans les compartiments A et B A B
aux temps t, et t
Résultats : equiibre
" at,:laradioactivité est équivalente en A eten B
= at:la radioactivité est plus élevée en B qu’en A Membrane
hémiperméable
Interprétation : |
= En B, le substrat interagit avec 'enzyme : gt g
- diminution de [S*];,. Temps t S o | ES* 5*
- déplacement de S de A vers B (diffusion) S | sx ES
S* 1 S* Es*

-> Mise en évidence de la formation du complexe ES A 5



|
V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES

Ajout de substra

A.LA COMPLEMENTARITE ENZYME-SUBSTRAT S
non radioactif S
I .Approche expérimentale Membrane hémiperméable
r e ° ° l
Expérience historique (2/2) o ES*S* : S*;;
Protocole: Temps t, E?:S* ES* : NG
« Cf. ri I !
Cf. expérience ES* poxgh | S
Résultats : A B
* Lajout de substrat non radioactif entraine une
diminution de la radioactivité dans le équilibre
compartiment A au profit du compartiment B.
A 9



V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
A.LA COMPLEMENTARITE ENZYME-SUBSTRAT

|.Approche expérimentale

Expérience historique (2/2)

Protocole:
= Cf. expérience |

Résultats :

= L’ajout de substrat non radioactif entraine une
diminution de la radioactivité dans le
compartiment A au profit du compartiment B.

Interprétation :
= S diffuse de B vers A et prend la place de $* au sein
du complexe ES
—> Libération de S*
—> déplacement de S* de A vers B (diffusion)

-> Mise en évidence de la réversibilité du complexe ES

Temps t,

Temps t

Ajout de substrat non

radioactif S et en
exces par rapport a $*

Membrane hémiperméable

|
x  ES* |
S Eo S* | S*
sk ES* I gk
A B
equilibre
Membrane hémiperméable
«  ES* S% S
S Es  S* S
S* gsxES | S*  §F
ES s
ES*S °

i




V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
A.LA COMPLEMENTARITE ENZYME-SUBSTRAT

= Aujourd’hui, on utilise la cristallographie aux rayons X (ou la RMN)
pour visualiser et étudier la structure des enzymes +/- en présence de S.

= Ces données ont permis d’établir des caractéristiques
structurales communes aux enzymes :

» En dehors des enzymes travaillant sur les
macromolécules (nucléases, amylases...), les enzymes
sont en général bien plus grosses que leurs

substrats
(ex : hexokinase)

» Elles sont globulaires et présentent des crevasses
ou des sillons hydrophobes ou a lieu l'interaction

Enzyme-Substrat
(ex : lysozyme)

Modélisation de 'hexokinase avec son substrat



V.APPROCHE STRUCTURALE DE PACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
A.LA COMPLEMENTARITE ENZYME-SUBSTRAT , N
naop:  Complémentarité de forme
. enzyme-substrat :
)Z‘ la dihydrofolate réductase

et le NADP+

(Lehninger p195)

3. Site actif

" Le complexe enzyme-substrat se forme par

7
interaction éetroite entre le substrat et ’enzyme

Tetrahydrofolate’

= Cette interaction se fait dans une région particuliere
de I'enzyme faite de quelques AA : le site actif

= Le site actif peut étre subdivisé en 2 parties :

» Le site de reconnaissance, de forme et de propriétés
complémentaires a celles de S (charge, caractere acido-basique...)
—> interaction entre E et S par liaisons faibles (parfois covalentes)

» Le site de catalyse, constitué d’AA réactifs car situés dans un Complémentarité enzyme-substrat au
environnement hydrophobe (crevasse, sillon) niveau du site actif (i voey
—> modification du substrat et stabilisation de I'état de transition (v Ea).

Rem : les AA du site actif sont en général éloignés dans la séquence de 'enzyme mais étroitement associés au sein de la structure native



|
V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES

A.LA COMPLEMENTARITE ENZYME-SUBSTRAT

i

3. Site actif

9. . ’ y J
* Au moment de l'interaction entre '’enzyme et le

substrat, il se produit un changement de
conformation de 'enzyme (et du substrat)
» Clest 'ajustement induit

= Analogie : poignée de main (plutot que clé-serrure)

= Lajustement induit augmente la proximité et la
complémentarité de E et S & diminution de Ea.

Ajustement induit de ’hexokinase

(wikimedia Commons)

* La complémentarité E/S a pour conséquence
r e [ 4 9. .
la SpeCIﬁCIte de l'interaction. https://www.youtube.com/watch?v=TypDtEaGY9%k
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V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
B. LES ENZYMES SE CARACTERISENT PAR UNE DOUBLE SPECIFICITE

oxydase
| Spécificité d’acti R—CH—COOH = R—C—COOH + NH,
. dpecificite d’action
P NH, o
a-aminoacide a-cétoacide
= Une enzyme catalyse un type de réaction Ala Pyruvate
donné.
décarboxylase
R—CH—COOH = R—CH,—NH, + CO,
NH
= A partir du méme réactif, des enzymes u—amir:oa cide amine
différentes donnent des produits différents. Ala Ethylamine

Un méme substrat, 2 enzymes

= Certaines enzymes ne fonctionnent que dans des
contextes particuliers.

> Ceci est lié a la facon dont le substrat se fixe dans | C”fm”;"”“j"e
le site actif et aux interactions qui s’y établissent.

T V v
N-ter AIa-Lys-‘GIu-Met-Cys-ArgiTyr-lIe-Phe-GIy-Trp-IIe-Pro C-ter

Trypsine Trypsine

v Ex :trypsine, chymotrypsine
v" Ex:enzymes de restriction

Contexte de fonctionnement particulier



V.APPROCHE STRUCTURALE DE
LACTIVITE CATALYTIQUE DES
ENZYMES

B. LES ENZYMES SE CARACTERISENT
PAR UNE DOUBLE SPECIFICITE

Les grandes catégories d’enzymes :
classification par leur activité.

S Elles "hadrluseat ) cesta -
\' dire quelles décowpent une
) Molécle en deox grace &
Y, g‘xeeggu.\t’((eg assulentpar
i € \a diaestion.
E}les elatigquent \oxydo-
“Y€duction quiest un éhange

d eleclons enlre ‘

devx Woleales.
_ Vous verte2 \’GM(?or(ZMCe

DyogRédpses *° = o raple Tt

Elles saccupent toot
 béfettent de gasser
Ungovge datoies

dvne Wosole 4
Une avtre .

Clles, ot ef
dOUblﬁs.,e\,qf(e deux
Gevpes d alofies

Elles se aonfoutent |
de déplacer, a lin-
terieu dime molefcvle,
un paquet dafoiies.

i (deux Moléeoles qur
‘ ontexactetent les
Mémes atomes, Mals
dispascs i e emmedt
Sour” dles TSolERES)

2

BnerarrTmi AR




V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
B. LES ENZYMES SE CARACTERISENT 5 oH)—o OH o o OH 0
PAR UNE DOUBLE SPECIFICITE £ OH 1 QH HOH 0 ] OKH O@{CH o WDH
2. Spécificité de substrat _
Glucose Galactose Mannose Fructose ribose
Approche expérimentale | | | | |
HEXOKINASE

= Etude de I’hexokinase (1 enzyme de
la glycolyse, réaction de
phosphorylation)

—> Reconnaissance du cycle pyrane
—> Spécificité de substrat assez large

= Etude de la B-galactosidase (enzyme
bactérienne, réaction d’hydrolyse)

—> Reconnaissance de la disposition
des hydroxyles (-OH) sur le cycle
—> Stéréospécificité

! } } } }

Glucose-P Galactose-P Mannose-P Fructose-P ribose

CH,OH CH,OH CH0H . CH,OH J\
OHL—0_OH OH/—o0 - o OH}—0_ S
OH OH OH
OH OH OH OH

B-galactoside  a-galactoside B-glucoside  P-thiogalactoside

| | | |
B-GALACTOSIDASE

! ! ! !

Hydrolyse Pas d’hydrolyse

i



V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
B. LES ENZYMES SE CARACTERISENT PAR UNE DOUBLE SPECIFICITE

i

2. Spécificité de substrat

Généralisation

= Une enzyme agit sur un substrat et pas un autre > spécificité de substrat
= Cette spécificité est +/- stricte et peut aller jusqu’a la stéréospécificiteé.

= La spécificité de substrat est liée a :
» La complémentarité de forme entre enzyme et substrat

» La formation de liaisons faibles complémentaires entre enzyme et substrat.

Stéréospécificité des enzymes
(Harper 2018)

Site actif Substrat Stéréoisomere
I ) du substrat
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V.APPROCHE STRUCTURALE DE PACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
@ Etat de transition

C.LA DIVERSITE DES MECANISMES CATALYTIQUES - sans enzyme

Enthalpie 4 - avec enzyme
libre

>

= Meéthode d’étude : cristallographie au rayons X au cours du temps
» Etude des modifications structurales d’'une enzyme au cours d’un seul
cycle catalytique (tps ~picosec).

Ea
I Ea
» On peut ensuite inférer un mécanisme.

= Les enzymes accélerent les réactions en abaissant Ea de 3 fagons.

v

. . Progression de la réaction
|. Orientation du substrat

" Lenzyme permet le rapprochement des réactifs et

I'orientation du substrat pour favoriser la formation et Substrate
.. i , .. . aligned
la rupture des liaisons requises = état de transition %\
A |

= Ceci démultiplie la probabilité de réaction et donc la

¢ e
, & 3
vitesse de la réaction. L



V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
C.LA DIVERSITE DES MECANISMES CATALYTIQUES v ‘ Crymouspsine_|

. . . . N-ter  Arg-Tyr-lle-Phe-Gly-Trp-lle-Pro  C-ter
2.Activation du réactif

L chain
Ex :la chymotrypsine l13A . Structure de la logette
w  Structure primaire, hydrophobe
, . secondaire et tertiaire
Présentation 1" dela chymotrypsine
, . . \ 15 Buss
v Protéase qui clive uniquement aprés les S 58
AA aromatiques (Tyr, Phe, Trp).
v Synthétisée par les CAP sous forme i

inactive (chymotrypsinogene)

o 7 . ’ 122 Aq,lb![_
v Activée par clivage dans le duodénum. - / ras
136
146 R €~ X enzyme active site
149 o
Structure 3D - : @\ -
Cristallographie aux rayons X l : W
182 ﬁg,
; - Ser —CH,—0:] "~
v" Forme globulaire i ¢ o —C—By substrate
v' 3 chaines (A, B,C) reliées par des ponts disulfures il -
v Site actif = logette hydrophobe contenant : 201 ﬁ?
= | sérine (Ser!95) trés réactive (car contexte hydrophobe) 20/ — | w2 N
5,

= 2 AA axillaires (His57,Asp102)
—> interaction avec le radical des AA aromatiques

245



V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES

2.Activation du réactif o
() ot o=
. I HN
Ex :la chymotrypsine h%_q |
Mécanisme I | |
)
R—CH HC,
= Hydrolyse de la liaison peptidique dont la fonction | N‘i
C=0 provient de ’AA aromatique. —— TC
. (Bs57)

C.LA DIVERSITE DES MECANISMES CATALYTIQUES

La Serl195 est responsable d’une attaque
nucléophile qui délocalise les électrons de la liaison
peptidique, en collaboration avec Asp102 et His57.

L'hydrolyse se fait en 2 étapes avec des transferts de
H* par formation de liaisons covalentes.

Détails du mécanisme

I) Attaque nucléophile de Ser195 sur S
- liaison covalente entre S et Ser 195

N—CH
4
—> clivage de la liaison peptique de S et libération du produit n°| ; ‘H—f
H,
2) Attaque nucléophile de H,O sur S L
—> Rupture de liaison covalente entre S et Ser|95 [HsS7]

—> Restauration de Ser195 et libération du produit n°2

=)

o\



V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES

C.LA DIVERSITE DES MECANISMES CATALYTIQ}LES

3. Changement de conformation du substrat

Ex :le lysozyme

Présentation

= Enzyme présente dans les larmes, la salive, le blanc
d’ceuf, le lait maternel

= Action antibactérienne par clivage du
peptidoglycane de la paroi bactérienne des
gram(+) :la muréine.

Substrat

= Le peptidoglycane est fait de longues chaines de
glycanes reliées entre elle par des

= Le glycane est un polymere constitué d’'une
succession de NAM (ac. N-acétylmuramique) et
de NAG (N-acétylglucosamine) liés en S(1>4)

Découverte \

1922 — Fleming (découvreur de la pénicilline), atteint d’un rhume,
remarque qu’une goutte de mucus nasal induit la lyse des

bactéries cultivée sur boite
—> identification du lysozyme (enzyme), responsable de cette lyse

Structure de la
muréine

N-acétylglucosamine

Acide N-acétylmuramique

Pont interpeptidique

Enzimatic cleavage

NAM NAG ch, OR' OR \
4 NHAc NHAc
L Hog o __loHo 7 % O v | Ho 7o
HiCof NHAc Hyou NHA
o OH  co n o
R R

Structure du glycane et site de clivage




V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES 53
C.LA DIVERSITE DES MECANISMES CATALYTIQUES

https://www.youtube.com/watch?v=TK7onDEEIYc

3. Changement de conformation du substrat Mécanisme catalytique du lysozyme (n Abers, 2017

Ex :le lysozyme SUBSTRATE PRODUCTS
This substrate Is an oligosaccharide of six sugars, The final products are an oligosaccharide of Tour SUgars
lzbeled A through F. Ondy sugars O and E are shown In detall. {laft} and a disaccharide (right), produced by hydrolysts.

Mécanisme fHon TR
89S o Npch o Arogro® B8 oNph | | Avogro®

= Quand 6 résidus d’oses sont logés dans le
sillon, le 4¢ doit changer de conformation
pour s’insérer dans le site D

CH.OH side chaln CH.OH
z on sugar E z

= La lyse se produit au niveau de la liaison
osidique entre les sous-sites D et E, par

. , CH;0H
catalyse acide en 2 étapes. oL )

Détails du mécanisme

I) Changement de conformation du résidu D n-c’u
asps2 -

o=
2) Attaque acide de la liaison osidique par Glu35 C\E ‘ - I
- Rupture de la liaison osidique _ e s

— Formation d’un ion oxocarbonium (état de transition) stabilisé par liaison covalente avec Asp52

3) Réaction de I’ion oxocarbonium avec I’eau (polarisée par Glu35)
—> Rupture de la liaison entre résidu D et Asp52
—> Libération des produits et restauration de I'enzyme


https://www.youtube.com/watch?v=TK7onDEElYc

V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
C.LA DIVERSITE DES MECANISMES CATALYTIQUES

= Certaines bactéries, résistantes au lysozyme,

3. Changement de conformation du substrat produisent des peptidoglycanes modifiés (cf.
figure
Ex :le lysozyme gure)
Mécanisme Structure du peptidoglycane lysé par le
lysozyme
= Ce modele a permis de nombreuses prédictions qui ont été | —
testées —> validation du modéle peptidoglycan structure
NAM NAG
= Utilisation de polymeéres (NAG), de différentes longueurs gy o
v" Sin =<4 - il n’y a pas d’hydrolyse Nﬂcz’ﬂ:
v Sin =5 - hydrolyse faible Pegte LA
v Sin =6 > hydrolyse efficace avec production de (NAG), et de I
(NAG), | | =

O-acetylation of MurNAc N-deacetylation of GleNAc N-glycolylation of MurNAc

(+]
]
CH,OCCH, CHyOH CH,OH CH,OH

. . 0
facilement dans le sillon ﬁo Kon :fo\ - Kow :>ro\ olon Yo
v fixation 40-50 fois plus forte a 'enzyme Nugch,  hwccw, | R NHCCHON  RHCCH,
I '

eptide P
" o 0 Peptide 0 g 0 0

= Utilisation d’'un (NAG), avec le 4¢ résidu modifié pour loger plus

CH,OH CH,OH

* Production de lysozyme mutant par mutagenése dirigée ou Glu35
et Aps52 sont substitués
-, ces protéines mutantes ont pas/peu d’activité catalytique

Structure de peptidoglycanes non lysés par le lysozyme
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Exemple de I’hexokinase E%

cofacteur

M.\Ha @ Moteur de la réaction= asp 205
Y/ ,\h__l/\f\' déprotone hydroxyle du Cé du glucose
% | @ Oxygene déprotoné du glucose attaque
z o7 /,
5) & 0 \ /\/ |
) ; R Y e phosphore du groupement
v ! ’
0-p-0© *ll: -0 7<3 N are phosphoryle y de 'ATP
o g o — ® Formation d’une liaison covalente entre
@ okt of groupement phosphate et carbone 6 du
%LKG\H ¢ @ Mécanisme réactionnel glucose - G6P et libération d’ADP
|
. (o)

Site actif de 'enzyme hexokinase

Mécanisme réaction de I'hexokinase enzyme de transfert de groupement phosphoryle



Exemple de la triade catalytique de la triose phosphate isomérase

H

\(l:—-—OH Triose phosphate

/ isomérase
0—C = > H—C—~O0H

H H. C//'

CH20P032- CH20P032_

Dihydroxyacétone Glycéraldéhyde
phosphate 3-phosphate

DEGRADATION DU GLUCOSE OU GLYCOLYSE (voie d'Embden-Meyerhof)

HO-CH,

CH;
H H 1
H
o-D-glucose C=0
WKon Wk =0
M H 00
ATP
Ll o Pyruvate-kinase 10
- 1 exokinase R
CH,
P -0-CH;, Phosphoénol pyruvate élg_o_ P
H, H s
8 g too
HO OH .0
H H 2
Euolas:\ \ (9]
2] \|Phusphohexa»isomérase cHion
2-phosphoglycérate H.(I:-o— P
P ~0-CH, CH,OH oo
o
T OH Phospho-glycérate mutase ‘
ATP — —_—
30 ) Phosphofructo-kinase o8
sop = S
coo
ATP
p-0-CH,~ 05 _CH,0- ¢ !
X @. Phospho-glycérate kinase
ADP
HO H

(}HZO— P
[4] ”Aldélﬂ“ 1.3-bisphosphoglycérate’ E?C:)H
3
/ \ 0-¢p
b / \CIHzO— -
c=0 Triose-phosphate isomérase  CHOH lycéraldehyde 3-phosphate déshyd: ]I
_

Dihydroxyacétone ‘E Glycéraldéhydd @ ¥
phosphate 3-phosphate) HPO,>  NADH +H

NAD*




H

H\ |
/C———OH
=L

\

CH20PO32_

Dihydroxyacétone
phosphate

Triose phosphate
Isomeérase

- H

N\

H\C4O

C—OH

CH20PO32_

Glycéraldéhyde
3-phosphate

La TIM, un exemple de
navette a protons
enzymatique.






Mode d’action de la diade catalytique His 95 et Glul 65 de laTriose phosphate isomérase

Glu 165




(a) chemin réactionnel

enthalpe Ii:)re G, . I/ i avec catalyseur chimique
A en kJ.mol i , p
! !
:I (b) chemin réactionnel avec
I - catalyseur enzymatique
{
, ----- - e - .. —
15 — B . ¢
I
| i
! & A
| Ga
10 — | *_ ,
’ = état de
! transition
5 — AP W A W .
]
G3P '
Enz-G3P ‘\ Ac
0= Enz-énediol -
Enz-DHAP DHAP
>

avancement de la réaction
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C.LA DIVERSITE DES MECANISMES CATALYTIQUES

4. Cas des enzymes allostériques

" Les enzymes allostériques sont multimériques
(souvent 4 unités) et possedent un axe de symeétrie.

= Elles existent sous 2 conformations : active ou
inactive

* Le changement de conformation est controlé par
des effecteurs allostériques activateurs ou
inhibiteurs qui se fixent souvent en dehors du site actif.

—> La structure quaternaire modulable des enzymes
allostériques permet une régulation tres fine de leur activité
catalytique en fonction des conditions : c’est le phénomene
d’allostérie

Allostérie : (n.f.) modification de la structure et
de I'activité d’'une protéine par fixation d’'une
autre molécule sur un site différent du site actif

Effecteur allostérique : (n.f.) molécule
pouvant se fixer sur une enzyme, en dehors du
site actif, pour réguler son activité catalytique

Allostérie de 'hémoglobine (# enzyme)
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S;bstrate
BILAN Q\ sgped
ofe . . r (] ‘
= Les enzymes utilisent principalement 3 mécanismes . N —
catalytiques : \ < . )
I) Porientation de S :le rapprochement et I'orientation des réactifs v
favorise la rupture et la formation de liaisons e
—> Passage a I'état de transition / charged
region
e
2) Pactivation de S : un atome de I'enzyme particulierement réactif (car \y \ J
environnement hydrophobe) réagit avec S et I'active = Passage a I'état N
de transition
Ex : chymotrypsine a Ser active ’ x;’gﬂ
3) le changement de conformation de S :I'’enzyme exerce une /“P T ’a
contrainte physique ou électronique sur S qui adopte I'état de transition (i

pour libérer cette contrainte — c’est de I’ajustement induit
Ex : lysozyme
Trois mécanismes enzymatiques pour

= Les protéines quaternaires peuvent avoir un fonctionnement allostérique. accelerer les réactions w94




V.APPROCHE STRUCTURALE DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DES ENZYMES
BILAN

Les enzymes sont des protéines globulaires capables de se lier au
substrat au niveau de leur site actif (souvent hydrophobe) grace a une
forme et des liaisons faibles complémentaires.

Cette complémentarité confere aux enzymes une double spécificité :
spécificité de substrat et d’action.

'association physique entre I’enzyme et son substrat se traduit par un
changement de conformation, a la fois de 'enzyme et du substrat, qui
renforce leur proximité ; c’est ’ajustement induit.

Les enzymes utilisent principalement 3 types de mécanismes
catalytiques : 'orientation de S, 'activation de S et le changement de
conformation de S.

Lactivité catalytique des enzymes quaternaire peut étre finement régulée
par allostérie.
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VI.LA REGULATION DE LACTIVITE ENZYMATIQUE
INTRODUCTION

* Dans la cellule, les réactions chimiques sont reliées au
sein de voies métaboliques.

* De plus, les différentes voies métaboliques sont
interconnectées : un produit donné peut étre
orienté vers telle ou telle voie, selon les besoins de la
cellule,a un moment donné.

= Des voies aux effets contradictoires (anaboliques et
cataboliques) cohabitent également.

= Cela implique une régulation de P’activité
enzymatique, qui a lieu a plusieurs niveaux :
> régulation de la concentration en enzyme
» régulation de P’activité catalytique de I'enzyme
» régulation de la localisation subcellulaire de 'enzyme

Glycolysis Gluconeogenesis @
iy Glucose

o ﬁ:
AT - =d kcal'ma P AL | ezl fmod
ADP I

Hexolararse: Glucose Ephosphatase
Glucose 6-|:|h:15|:|l'|ate

Fm:tnse 'E-l:-hDSIIIhatE

thab'md P. 46~ -28 kealmcd
F"Implw-nr:h Fructoss hisphosphatass

Fructose 1 &blsmmsmate

l l
11
11
11
Phosphoenolpyruvats
GDP 26" = 402 kcalmel
HG* = =T 5 koalma -
ca
ADF) Hmjl'm-emhmr.t:u‘bm.‘h‘m
! (halcacetaie
#
ADP
TP
Pynnate: karase m&
v co,

pyruvate

Glycolyse et Néoglucogenése se déroulent dans une
méme cellule (in karp, 2016)



VI.LA REGULATION DE LACTIVITE ENZYMATIQUE
INTRODUCTION

= La concentration totale en enzyme dans
une cellule résulte d’'un équilibre entre sa

synthése et de sa dégradation. I I

= La synthése d’une enzyme repose sur I'expression il
du (ou des) gene(s), par transcription puis y
traduction. A

= A chaque étape, des points de régulation existent.

= La dégradation de I’enzyme peut étre spontanée ou

g e
non. "
\.._ e Transiation
; st e e . - . chain O B0 oo
Ici nous nous intéresserons principalement a la régulation \G § rousng

de la transcription et de la dégradation. N e &0 : p

)




VI.LA REGULATION DE PACTIVITE ENZYMATIQUE
A.REGULATION DE LATRANSCRIPTION

. Régulation dans le temps
= La transcription des genes codant les enzymes peut étre
régulée dans le temps.

» Ex :Lintolérance au lactose chez I'adulte est liée a I'arrét de la
production de lactase apres sevrage du lait maternel.

= Elle peut aussi étre soumise a des facteurs extérieurs.

» Ex :Chez E. Coli, la beta-galactosidase est synthétisée seulement en
présence de lactose, permettant son métabolisme par la bactérie.

7 . Proposez le nom d’une enzyme
2. Régulation dans ’espace i 4

qui n’est produite que dans un

type de tissu particulier.
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A.REGULATION DE LATRANSCRIPTION

Nourrisson Adulte
. Régulation dans le temps r x
. . . Géne de la lactase en® de la lactase
= La synthese d’enzymes peut étre ¥
programmeée au cours du développement WV N
d’un organisme. A4
Lactase‘
» Ex - régulation dans le temps
» La synthese de lactase s’arréte normalement chez | l Intolérance
le nourrisson, apres sevrage v au lactose
- Intolérance au lactose chez I'adulte D) —» () Glucose
Lactose () Galactose
= La synthese d’enzymes peut aussi étre soumise Régulation de Pexpression de la lactase au cours du développement chez I'Homme
a des facteurs extérieurs.
- lactose + lactose

» Ex :Chez E. coli, la synthése de f3-galactosidase
est induite uniquement en présence de lactose r’Transcription
ron lactose

- meétabolisation du lactose

Opéron lactose

- Cf. 6péron
lactose

Régulation de I'expression de I'opéron lactose par le lactose
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Enzymes ubiquitaires et spécifiques de la CAP

2. Régulation dans ’espace

* Dans une cellule donnée, il y a des milliers
d’enzymes différentes.

= Certaines enzymes sont exprimées dans
toutes les cellules, elles sont ubiquitaires -

V
Ex : enzymes de la glycolyse = $ }-\
> ol "\ (
el

= D’autres enzymes sont spécifiques de
certains types cellulaires.

~

N\

Ex : enzymes pancréatiques (trypsinogene,

chymotrypsinogene) produites exclusivement par Enzymes de la glycolyse
la CAP s
pancréatiques

- Les enzymes participent ainsi a la spécialisation fonctionnelle
des cellules et des tissus.
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A.REGULATION DE LATRANSCRIPTION

3. Cas des isoenzymes

Isoenzymes (ou isoformes ou enzymes isofonctionnelles) :
(n.f.) enzymes, en général oligomériques, provenant de familles
multigéniques et qui ont la méme fonction.

= Les isoenzymes catalysent la méme
réaction avec le(s) méme(s) substrat(s).

= Cependant, elles peuvent avoir des
localisations cellulaires ou subcellulaires
differentes.

= Elles peuvent aussi fonctionner

différemment de par...
» des parameétres cinétiques variables
» une */- grande sensibilité a certains régulateurs

Exemple de 'hexokinase des mammiféres

L’hexokinase catalyse la |© réaction de la glycolyse :

—o0 ATP

rd \
e N\ e/

H OH

Glucose

i

Glueose G-phosphate

Il existe 4 isoformes de I'’hexokinase :

Localisation du gene Chr. 10
Nb de résidus (AA) 917
Masse mol. (kDa) 102

Structure IV dimere

Km pour glucose (mM) 0,03
Km pour ATP (mM) 0,5
Effet de Gluc-6-P

Localisation Ubiquit.

majoritaire

Chr.2

917
102
dimere
0,3
0,7
inhibition
Muscle,
cerveau

Chr.5

923
99
dimere

0,003

Ubiquit.

Chr.7

465
52
monomere
10
aucun

Foie,
pancréas
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activité relative

100
. VoV, X100 J. .....
3. Cas des isoenzymes

1) Analysez ces données.

2) Mettez en relation ces données avec la physiologie
des cellules (cellule banale vs. Hépatocyte)

Glucokinase

Pour une glycémie faible (a jeun) : = hexokinase IV

= I'hexokinase | peut fonctionner car elle possede une affinité élevée pour
le glucose (Km faible) E ;

= Par contre, la glucokinase est tres peu active, ayant une affinité beaucoup ; QWCémi_?

plus faible. E l mmol.L

0 | -

. 0.1 5 10 15
Apres un repas:
= I'hexokinase est a saturation, elle ne peut pas prendre en charge tout le Remarques

glucose supplémentaire (+ inhibition par le G-6-P) - HKI est ubiquitaire
= La glucokinase peut, elle, fonctionner. - HK4 est majoritaire dans le foie

= Le G,P formé dans le foie va étre stocké sous forme de glycogéne - La glycémie d'un homme 4 jeun est de ~ 5 mM et
via la glycogénogenese elle peut atteindre [2-15 mM.

- HKI est inhibé le G-6-P mai HK4
CCL : Grace a ces 2 isoformes aux propriétés différentes, le glucose n’est est Inibee par e rials pas

stocké par le foie que lorsqu’il est présent en exces. Cela ne se fait pas au

détriment de I'approvisionnement des autres organes. Comparaison cinétique de HKI et HK4 (glucokinase)
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VI.LA REGULATION DE PACTIVITE ENZYMATIQUE

CONJUGAISON DE L'UBIQUITINE DEGRADATION DU SUBSTRAT {o:}

B.REGULATION DE LA DEGRADATION PO

E1-Ub E1

>-< ® ,E4’?
= Comme pour toute protéine, la dégradation d’'une enzyme v 4 _
A V4 . ° Ay -__: —
peut etre spontanee ou induite, donc controlée. @ % ﬁ S =
, : , o S : PROTEINE \ . A% pepTiDES
Ex : dégradation par le protéasome suite a une polyubiquitinylation N
\ PROTEASOME 268
A
\
. , . ’ . \\ s g Complexe 198
= La vitesse de dégradation de ’enzyme va déterminer ~-c
Enzymes de dé-ubiquitylation

sa durée de vie et donc sa durée d’activiteé.

Protéasome 20S

Dégradation de protéines via le protéasome
= In vitro, on utilise la notion de demi-vie pour estimer

la durée d’activité d’une enzyme avant dénaturation Half-life (min)
spontanée. Temperature
(°C) Cellulase Amylase
Demi-vie : (n.f.) temps nécessaire pour qu’une enzyme 40 7462 £ 064 4704 £ 1.3
perde 50% de son activité spécifique, in vitro 50 360 £ 0-86 869 £ 109
60 2524 £ 044  24.7 + 077

Demi-vie de 2 enzymes
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C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME

Rappels

= Lactivité catalytique d’'une enzyme est
intimement liée a sa conformation
native.

= Lintégrité structurale de I'enzyme
est donc nécessaire a son

fonctionnement.
» Si on dénature une enzyme elle perd
toute activité catalytique.

= QOr cette structure native est maintenue
en grande partie par des liaisons

faibles (H, ioniques,VDW) donc
labiles.

Quel est ’effet du pH et de la
température sur 'activité enzymatique ?

forme native active

-~
elimination de l'urée I - |
et du f-mercaptoéthanol

forme dénaturée inactive

par dialyse puis
reoxydation des thiols a I'air libre

Expérience d’Anfinsen et structure 3D de la ribonucléase

Liaisons stabilisatrices de
Lisison la structure tertiaire des

o Mvdrogéne protéines
b e

Lizison &
lonique (=)

Effet
hydrophobe

FPont
disulfure



VI.LA REGULATION DE PACTIVITE ENZYMATIQUE

C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME

|. Effet du pH

1) Décrivez et interprétez cette courbe.

100

50 -

Activity (% of maximal)

0 | | |
2 4 6 8 10

pH
Activité relative du lysozyme en fonction du pH

Le site actif du lysozyme contient 2 AA
essentiels a la catalyse : Glu35 et
Asp52.

Le pKa de la chaine latérale de ces 2 AA
est respectivement de 5,9 et 4,5.



VI.LA REGULATION DE PACTIVITE ENZYMATIQUE

C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME

Effet du pH

Pour chaque enzyme, il existe une zone de pH optimal ou
I'activité est maximale.
En dessous ou au-dessus de ce pH, 'activité est moindre.

En effet, les protons (H*) peuvent modifier I’état ionique de
certains AA et interférer avec les liaisons H et ioniques qui

interviennent a plusieurs niveaux :
» structure native de 'enzyme > dénaturation de I'enzyme
» interaction enzyme-substrat — pas de formation du complexe ES
» acte catalytique — pas de catalyse

Ainsi, in vivo, ’activité catalytique des enzymes peut étre
étroitement régulée par le pH. (Ex : pepsine, trypsine)

[

In vitro, quand on étudie une enzyme, on utilise un tampon adapté
pour stabiliser le pH a une valeur optimale pour I'enzyme

Effet du pH sur I'activité de deux enzymes

Pepsin Trypsin

Reaction rate ———>

Les enzymes gastriques ont un pH optimal
acide (pH~5), leur permettant de fonctionner
dans I'estomac.

Lorsque le contenu stomacal passe dans le
duodénum le pH augmente (pH~8), ce qui
inactive les enzymes gastriques mais favorise
les enzymes pancréatiques.
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C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME

2. Effet de la température

" Pour chaque enzyme, il existe une température
optimale de fonctionnement (T = 40-70°C).

* Leffet de la température est double :
» SiT 2 mais <Toptimal
» Augmentation de I'activité enzymatique par augmentation

de I'agitation moléculaire (cf. loi d’Arrhénius).

» SIiT> Toptimal

» D’abord, diminution de la probabilité de rencontre de E et
S car I'agitation moléculaire est trop importante

» Puis, diminution de l'activité par dénaturation de la
protéine

* La température controle donc la vitesse de
réaction et la structure de 'enzyme.

<)

g

=

S

g

()

&
L R E—
10 20 30 40 50

Temperature (°C)

Effet de la température sur l'activité d’'une enzyme

e O

Loi d’Arrhenius

\.

In vitro, on se place a la température optimale
pour étudier une enzyme.
Certaines enzymes sont capables de fonctionner
a haute température (cf. Taq polymérase)

J




C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME

p . Edmond Fisch
3. (Dé)phosphorylation (7330-2'53 ljr
- . Edwin Kreb
3.1.Approche expérimentale - Fischer & Krebs (1950) ezlgx;’jzoroeq)s
biochimistes,

* Modéle d’étude :la glycogéne
phosphorylase localisée dans les cellules

musculaires :
(Glycogene),, + ATP = (Glycogene), | + Glucose-1-P ZATP ZADP
= Protocole : OH m
» Préparation d’un extrait brut de cellules musculaires SN ITI7 s ”l

» Mesure de I'activité enzymatique / / /
-

= Résultats : Fhosphorylase b F'hnspl"n:nr:rla;;;ﬁ
» Lenzyme est présente sous 2 formes (active et inactive)
interconvertibles >\_/<
» La part de forme active augmente par ajout d’ATP 2P PH,0

» ldentification d’'une enzyme qui utilise 'ATP pour

phosphoryler la glycogene phosphorylase Régulation de la glycogéne phosphorylase par
» La forme phosphorylée est la forme active phosphorylation et déphosphorylation

-> Lactivité de la glycogéne phosphorylase est controlée par une phosphorylation réversible.



C. REGULATION DE PACTIVITE CATALYTIQUE DE CENZYME
3. (Dé)phosphorylation
3.1.Approche expérimentale — Fischer & Krebs (1950)

) glucagon/ adrénaline

Q_)) récepteur au glucagon

Libération de glucose a partir du
glycogene en réponse au E—-—"_ Bl¥ —J
glucagon ou a 'adrénaline protéine GS‘M e Yo p Adénylate cyclase
TP bl AT

AP,

\ !

—

LPE(“—::PKA\
el

phosphorylase phosphorylase
kinase kinase -

AL (e glycogene (n)

|

glycogéne glycogéne
phosphorylase phosphorylase |—>

Ay

ADF
= Le glycogene est un homopolyholoside de réserve présent dans le foie et les muscles

= Sa dégradation permet de libérer du glucose directement utilisable par les cellules.

glycogéne (n-1) + glucose-1-P



D.LES CONTROLES EXERCES SUR LES ETAPES LES PLUS EXERGONIQUES DE LA_|Reifies
GLYCOLYSE

Insuline

2. Controle de la PFKI par des effecteurs allostériques @ > déphosphorylation
o b
High —_— -
[Glucagon] s fhcusatuia
ATP AP i F 267, PFK2
® >
F6-P < F2,6-BP
oy - PFK2-P
Corxa | Tomels) Phosphofructokinase-2  (pha) (s
\ Domain Activity N PFKI
Ser 32 Glucagon
F1.6-BP - phosphorylation
High insulin
roten Phosphatase 10 ") H.O / Figure 10 : activité de la PFK1 et son contréle dans le foie
mmﬁ ‘ Glycolysis Slows/
Glycolysis Stimulated Krase bncton wheh High g i , S
atHigh[F-26P)  raep o _ 4 [nsulin]  |ncreases ot Low Glycémie élevée
[F-2,6-P,)
AUTRES CELLULES ucose CELLULES DU FOIE = A [insuline]
exokinase l glucomrotéine inhibitrice
ﬁ e — = A [PFK2]
glucagon
I — 7 [F-2,6-BP]
ADP @ v F6-p —— > F2,6-BP ’
PFK |
ATE FIl6-8P = Augmentation de laffinité de PFK| pour F-6-P
}
f = A glycolyse
PEP
Pyruvate kinase A l Pyruvate kinase L, ¢ ducagon = 7| [ATP]

Pyruvate



C. REGULATION DE PACTIVITE CATALYTIQUE DE CENZYME
3. (Dé)phosphorylation

kinase
3.2. Généralisation /\
= Lactivité de nombreuses enzymes est régulée de fagon
réversible par :
hosphorylati aphosphorylation.
phosphory atlonldep osphorylation Inactif (ou actif) Actif (ou inactif)

= Conséquence : changement de conformation du site \/

actif qui devient actif/inactif.
phosphatase
= Mécanismes : ces modifications post-traductionnelles +

sont effectuées par des enzymes au role antagoniste.
v Kinase - phosphorylation
v" Phosphatase > déphosphorylation

Vv
= Intérét biologique : __
v" Systéme de contréle ON/OFF rapide des enzymes, en réponse aux conditions
Ex : Cascades de phosphorylations = signalisation de courte durée

Ex : Controle de la dégradation du glycogéne = adaptation aux besoins de la cellule

N7




C. REGULATION DE PACTIVITE CATALYTIQUE DE CENZYME
4. LEXISTENCE D’INHIBITEURS COMPETITIFS ET NON COMPETITIFS

= Lactivité des enzymes peut étre régulée par des

.« peps . . . —_—— A - f — C —_—
inhibiteurs réversibles qui sont souvent :

» les produits de leur réaction

» Le produit de fin de voie métabolique

X
-> Régulation des voies métaboliques selon negative
les besoins de la cellule regulation
Y
E _llJ

Rétrocontrdle négatif d’une voie
métabolique par son produit final



DEGRADATION DU GLUCOSE OU GLYCOLYSE (voie d'Embden-Meyerhof)

HO-CH,

H - CHs |
X wl,

H H

Coo”

C. REGULATION DE L’ACTIVITE
CATALYTIQUE DE ’ENZYME ) e ey

ADP
CH,

P —-0-CH, o —_Phosphoénolpyruvate Igl_o_p
. Etude de la PFKI Ko Wl

b H H,0
Enolase @

Prése ntation E] \‘Phosphohexa—isomérase (l:Hon
H r P '—0-CHp~ON_CH,0H oo
* La phosphofructokinase | (PFK1) catalyse la 3¢ étape de la Ny _Hobn (eDfuciosesshosphate) H
glycolyse > engagement du glucose dans la voie de la e
o\ r ° ° r ° x . " CH,0-
glycolyse de maniere spécifique et irréversible. Aopﬂ s <,_, on
Ccoo”

p-0-CH,~O_cH,0-® T ’:_TP
. = ospho-glycerate Kinase
= CheZ Ies an" Y |aux. . OH (Fructose1.6—blsphosphate) ADP
H

H\H
n HO
» Clest un des 3 points de controle de la glycolyse

y y . . Aldolase @.B-bisphosphoglycérate) | HOH
» Clest 'enzyme limitante de la glycolyse ¢=0
CH,0-P CH,0-pP
C: =0 Triose-phosphate isomérase EHOH Glycéraldehyde 3-phosphate déshydrogénase |
CH,0H CHO
o ; s 5 6
Réaction catalysée HPOLE NADH
= La PFKI produit du Fructose-1,6-biphosphate p—OH,C  o_ CH,OH ohosphofructokinase B—OH:C 0 CH,O—P
a partir de Fructose-6-phosphate et d’ATP. HO + od : HOD kDR
s OH OH
OH OH
fructose 6-phosphate fructose 1,6-bisphosphate

= Elle utilise Mg?** comme cofacteur
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C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME

|. Etude de la PFKI

Etude cinétique

Low [ATP]

High [ATP]

PFK-1 activity

[Fructose 6-phosphate]

Analysez ce graphique.




C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME

Low [ATP]
|. Etude de la PFKI High [ATP] + ADP

High [ATP]

Etude cinétique

PFK-1activity

[Fructose 6-phosphate]
= A faible [ATP] : Hyperbole = cinétique michaelienne
= A forte [ATP] : Sigmoide = effet inhibiteur de ’'ATP a forte [C] uniquement

= A forte [ATP] + ADP : Sigmoide atténuée = I'’ADP antagoniste de I'effet de 'ATP

-> La sigmoide est caractéristique des enzymes allostériques.

Quel mécanisme se cache derriére cette cinétique ?



C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME {e}

|. Etude de la PFKI

Structure
= Structure | : ~ 300 AA
= Structure |l : hélices alpha et feuillets beta

= Structure llll : 2 lobes similaires
» un lobe avec site de liaison a 'ATP a forte affinité
» un lobe avec site de liaison au Fructose-6-P +
autre site de liaison a ’ATP a faible affinité

= Structure IV : multimérique, homotétramere

= La PFKI existe sous 2 conformations :
> R = relachée, a forte affinité pour F6P
» T = tendue, a faible affinité pour F6P

= La PFKI oscille entre 2 conformations

Structure quaternaire de la PFK|
avec cofacteurs et produits

Superposition des
conformations tendue et
reldchée prés du site actif

Tendue : en bleu

PGC :inhibiteur non physiologique
Relachée : en rouge, chiffre « ’ »
Avec substrat F6P’ et ADP’
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C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME
|. Etude de la PFKI Légende : PFKI

Conformation R
active

Mécanisme

= La PFKI est régulée par de nombreuses molécules, dont 'ATP.
= L’ATP est donc a la fois substrat et régulateur de la PFKI.

= Cependant, il se fixe a 2 sites différents :
» un site catalytique a haute affinité
> un site régulateur a faible affinité

= A faible [ATP] :'ATP ne se fixe qu’au site catalytique (a forte affinité)
—> La PFKI est sous forme R et fonctionne activement.

= A forte [ATP] :’ATP se fixe a la fois sur le site catalytique (a forte affinité)
mais aussi sur le site régulateur (a faible affinité).
—> Transconformation de R vers T (moindre affinité pour le F6P).
—> La PFKI fonctionne alors au ralenti, réduisant le flux de toute la glycolyse.

ConformationT
inactive

Rem :La PFK| est aussi stimulée par ’AMP, ’ADP et inhibée par le PEP (produit de la glycolyse) et le citrate (produit du cycle de Krebs).



High [ATF]

C. REGULATION DE PACTIVITE High [AMP] High [citrate] @@
CATALYTIQUE DE CENZYME \0\ /9/
Fructose Phosphofructo- sa

|. Etude de la PFKI Glucose = = ﬁ-ph:ﬂt;hﬂtﬂ }mﬁ; . I,E-I!:i:::::lfzsphnte———}Tﬂ pyruvate

ATF ADP
Contexte biologique ATF

Insulin —— ﬁumlmz
Fructose

= La PFKI est régulée par le ratio entre ATP (produit ADP

i 2,6-bisphosphate
par la glycolyse) et ADP (consommeé par la glycolyse).

Régulation de la PFK| par de nombreux facteurs

= Ainsi la PFKI controle un point clé de la glycolyse Gluconeogenesis
en fonction du « statut » énergétique de la cellule. -I~
> Si ratio ATP/ADP élevé - glycolyse ralentie

Frudiose &-phosphate

(o) & ———— ATP

@-':. € ———— ADP

) e AMP -————3 ()

lf_i:-";. # — ——— (ltrate

> Si ratio ATP/ADP faible = glycolyse accélérée pour ATP
produire de 'ATP

= La PFKI controle aussi la quantité d’oses dans la cellule. PEKA

= Dans le foie, elle empéche que la glycolyse et la

glycogénogenése ne soient activées en méme temps ADP Fructose 1,&-bisphosphate H0
» stimulation par le fructose-2,6-biP, via une boucle 1
d’activation paralléle a la glycolyse (catalysée par la PFK?2) Gl

Régulation antagoniste de la gly.%olyse et la glycogénogenese



C. REGULATION DE PACTIVITE CATALYTIQUE DE CENZYME &

{o}
S \ @ S @ S &Q
o o o &) s )
A

Modéle concerté

2. Généralisation Modéle séquentiel

Structure

sSaoT stato R

* Les enzymes allostériques sont multimériques (souvent tétramériques). L

=
|
]

Forme R FormeT
K ]\s

oy

A

= Les enzymes allostériques ont 2

conformations possibles :
» T = « tendu », forme inactive
» R = «relaché », forme active

inactive

= |l existe 2 modeles pour expliquer la transition T < R
= Modele concerté (Monod, Wyman, Changeux)
» Les monomeres basculent tous simultanément de la forme T a la forme R par
la fixation du substrat sur | des sous-unités
» Chaque molécule S qui se lie augmente la probabilité de transition de T vers R

= Modele séquentiel (Koshland, Nemethy, Filmer)
» Les différentes sous-unités d’'une méme enzyme peuvent étre en conformation
R ouT mais le substrat ne se fixe que sur les s.u. en conformation R.

- H "HE i
|
o




C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME

Coopérativité : (n.f.) propriété des protéines (enzymes, récepteurs) multimériques caractérisées
par le fait que la fixation d’un ligand sur un site renforce la fixation du ligand sur les autres sites.

2. Géneralisation

Cinétique

@@

= Les enzymes allostériques se caractérisent par une courbe cinétique

en forme de sigmoide # cinétique michaelienne (hyperbole)

» Plus [S] augmente, plus I'affinité de 'enzyme pour S augmente

» Coopérativité entre les s.u.

Vi Ces/mind

= La vitesse de réaction (V,) est alors modélisée par I’équation suivante :

o\

Lowe-activity
T state

[5] {rmaa}

n : nombre de Hill qui traduit la coopérativité entre les s.u.

v' n =1 - pas de coopérativité, cinétique michaelienne (hyperbole)
v' n> | - coopérativité, cinétique allostérique (sigmoide)

Plus n est grand, plus la coopérativité est forte.

En général, n est inférieur au nombre de sites (i.e. nb de s.u. de 'enzyme).




C. REGULATION DE L’ACTIVITE CATALYTIQUE DE CENZYME

2. Généralisation

Effecteurs allostériques

«— Site actif
|
" Site de
.. ;. ) . y . régulation
= La cinetique des enzymes allostériques s’explique par I'action :
d’effecteurs allostériques.
—
» Fixation des effecteurs allostériques sur I'enzyme Schéma théorique d’enzyme allostérique
changement de conformation

—> modulation de l'activité enzymatique

Substrat
Effecteur allostérique : (n.m.) molécule qui se fixe sur un site
allostérique, distinct du site actif, et qui régule I'activité de I'enzyme
= On distingue 2 types d’effets dus aux effecteurs : )
» Effet homotrope = effet exercé par le substrat Produi Effet
v' Ex:effet homotrope négatif de ATP sur PFK| roduit hétérotrope

» Effet hétérotrope = effet exercé par une molécule autre que le

substrat Autre
v’ Ex:effet hétérotrope positif de AMP et ADP sur la PFK| molécule




C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE PENZYME

2. Géneéralisation

Effecteurs allostériques
" Les effecteurs allostériques peuvent avoir un effet positif (stimulateur) ou negatif

(inhibiteur) sur l'activité enzymatique.

'r".:. I:HI-'I.-"II'I'Ill'I::'




C. REGULATION DE LACTIVITE CATALYTIQUE DE LENZYME

2. Généralisation

Intéret de Pallostérie

Diminution de I'activité enzymatique pour
une enzyme mono- ou multimérique, en
présence d’inhibiteur (i aers)

percent enzyme activity —
=

En présence d’un inhibiteur, I'activité d’'une enzyme allostérique
peut étre réduite jusqu’a 2% (max 10% pour une enzyme
michaelienne).
- Régulation plus modulable des enzymes
allostériques

Souvent, 'enzyme de la |¢ étape d’'une voie métabolique est
allostérique et elle est inhibée par le produit final de cette voie =
rétro-inhibition.
— Régulation des voies métaboliques en fonction des
besoins de la cellule.

Rétro-inhibition d’une voie métabolique par régulation
allostérique de I'enzyme n°1 par le produit final E (in karp)

1 subunit
2 subunits
4 subunits

5
Inhibitor concentration —

(High product
concentration)

(Low product
concentration)

Distorted active
ske
Enzyme inactive
(reaction stops)

10



C. REGULATION DE PACTIVITE CATALYTIQUE DE CENZYME
BILAN

= Lactivité catalytique des enzymes peut étre finement régulée a différents niveaux :

Le pH

La température

La phosphorylation/déphosphorylation par des kinases/phosphatases

La fixation couplée des substrats

Les inhibiteurs réversibles, compétitifs ou non compétitifs

Lallostérie qui permet une modulation fine de I'activité catalytique par des effecteurs allostériques (inhibiteurs
ou activateurs)

VVVVYVYVY

Température et pH Dénaturation de la protéine Taq polymérase
Phosphorylati
’osp ory atlor! et Kinase/phosphatase Glycogene phosphorylase
déphosphorylation
Fixation couplée Pour les enzymes a 2 substrats Hexokinase (ATP et glucose)
Inhibiteurs compétitifs ou non-compétitifs Succinate deshydrogenase inhibée

par le malonate
effet homotrope positif ou négatif,
Allostérie effet hétérotrope positif ou négatif PFK I
indice de coopérativité (n)



PLAN DU COURS

V.

I.  Approche expérimentale
A. Découverte historique
B. Méthode d’étude
Il La cinétique enzymatique michaelienne

A. Les enzymes monomeériques affichent une cinétique

michaélienne

B. Les parametres cinétiques informent sur le mécanisme

catalytique
C. Bilan sur la cinétique enzymatique
1. Les enzymes, des biocatalyseurs
A. Biocatalyseurs vs. catalyseurs chimiques

B. Les enzymes modifient la cinétique et non la

thermodynamique

VL.

Linhibition de la cinétique michaelienne

A.

B.

Les inhibiteurs irréversibles affectent durablement les

enzymes

Les inhibiteurs réversibles abaissent la vitesse de réaction

Approche structurale de P'activité catalytique des

enzymes

A.

B.

C.

Les enzymes ont une structure complémentaire de leur

substrat
Les enzymes se caractérisent par une double spécificité

Les enzymes utilisent différents mécanismes catalytiques

La régulation de P’activité enzymatique

A.

B.

Régulation de la transcription des genes codant les enzymes
Régulation de la dégradation des protéines enzymatiques
Régulation de l'activité catalytique de I'enzyme

Régulation par la localisation subcellulaire
I5I



D. PACTIVITE DES ENZYMES PEUT ETRE CONTROLEEVIA @@
LEUR LOCALISATION SUBCELLULAIRE

Certaines enzymes sont confinées dans tel ou
tel compartiment subcellulaire (cytosol, noyau,
mitochondrie, REG...) ou dans une membrane.

Cette distribution subcellulaire des enzymes est
controélée par des signaux d’adressage.

’action de ces enzymes est donc controlée et
limitée spatialement.

Chaque compartiment endomembranaire possede
ainsi ses propres enzymes et ne peut donc réaliser
que certains types de réactions biochimiques =
spécialisation fonctionnelle

v Ex:Le noyau comporte les enzymes de la réplication et de
la transcription.

v" Ex:La mitochondrie contient, entre autres, les enzymes du
catabolisme oxydatif aérobie.

. reticulum
endoplasmique
granuleux

lipases, amylases, ribonucléases IEN%?A-ES

zymogéne précurseurs de protéases
. lipases, amylases, ribonucléases )
vésicule précurseurs de protéases
‘* / plasmalemme phospholipase C, adénylyl-cyclése
péroxysome oxydases, catalase

hydrolases: glucidases, lipases,

I lysosome protéases, nucléases, phosphatases
@ enzymes de la glycolyse, enzymes de
cytosol la voie des pentoses-phosphates
® matrice : pyruvate déshydrogénase, enzymes
. . du cycle de Krebs, enzymes de la
mitochondrie B-oxydation des acides gras
2 crétes: oxydo-réductases, ATP synthase
S % ENDO-
o A S v dictyosome enzymes de glycosylation ENZYMES
-~ D O , ARN-polymérases, (ADN-polymérases),
O = O noyau enzymes de maturation des ARN dont
a \ ribozymes,enzymes de réparation de I'ADN
reticulum
enzymes de la synthése des
\ ﬁ:geo plasmique lipides membranaires
\ polysome enzymes de la protéosynthése
(ribozymes)

enzymes de la protéosynthése
ribozymes), enzymes de
glycosylation y

Répartition des principales enzymes de la CAP



Membrane plasmique E%
Phospholipase C (PiP2-> DAG + IP3)

Appareil de Golgi O O

enzymes de la
M::—"f Mitochondrie
enzymes du cycle de

glycosylation
Krebs et du métabolisme

REG des lipides

enzymes de la

protéosynthese

et de la glycosylation Cytosol
/ nzymes de la glycolyse

Noyau 1pm
ADN et ARN polymérases
Enzymes de réparation de 'ADN

Enzymes et compartimentation cellulaire



D. LPACTIVITE DES ENZYMES PEUT ETRE CONTROLEEVIA LEUIS | 3
LOCALISATION SUBCELLULAIRE ylopiasme

Péroxysome

l. Intérét biologique (o, Cras Ethanol
Ac. organiques CH,-CH,-OH

" Le confinement spatial des enzymes a plusieurs intéréts : | |

OXYDASES— H,0, — CATALA

| |

Produits Acétyl-CoA

0, H,0

» Séparer physiquement des réactions antagonistes pour

éviter qu’elles n’annulent leurs effets.

v Ex:synthése des protéines (cytoplasme, REG) et dégradation
des protéines (lysosome) Confinement de l'oxydase et de la catalase

dans le peroxysome

» Créer un environnement favorable a I'action de

certaines enzymes
v" Ex:pH acide du lysosome propice a I'action des hydrolases

Insulin
receptor

> Protéger la cellule d’intermédiaires réactionnels dangereux lnsulin/Q
v Ex : détoxification par le peroxysome d’H,O, toxique S d

CAAN .........//OO.\\\..........'.......I...

W"ﬂm. A PIPy ’”‘9'1

HAIANINII NN IOV

* La localisation particuliere des enzymes transmembranaires , 03 roc:
- " (PIP;-dependent
permet... ’

protein kinase)

PIP,

Phosphoinositide
3-kinase

» d’exploiter un gradient transmembranaire d’ions

Ex : ATP-synthétase de la membrane des mitochondries qui utilise le Q R & )
gradient de H* pour produire de 'ATP A,:,, SD,, ®r

L . . , . Activated Akt
» de participer a la transduction d’un signal

Ex : Récepteur de I'insuline, couplé a une kinase Le récepteur a l'insuline, couplé a une enzyme




D. PACTIVITE DES ENZYMES PEUT ETRE CONTROLEEVIA
LEUR LOCALISATION SUBCELLULAIRE

BILAN GENERAL

= Lactivité des enzymes peut étre finement régulée grace a différents leviers :

|) régulation de la concentration en enzyme qui dépend de la quantité produite
et de la quantité dégradeée

2) régulation de P’activité catalytique de I’enzyme par divers moyens :
Le pH

La température

La phosphorylation/déphosphorylation

La fixation couplée des substrats

Les inhibiteurs réversibles

Lallostérie

YVYVVYY

3) régulation de la localisation subcellulaire de 'enzyme
» dans des compartiments subcellulaires
» dans la membrane

—> Spécialisation fonctionnelle des compartiments subcellulaires



\ Glycémie
oy
@

Gl
i ucagon

Récepteur au glucagon

ﬂ/ I 7,5 nm (mb plasmique)

L@s’@a:‘@”

%messager 2nd messager 2nd messager

@
facteur de transcription
& kinase C‘ )

glycogene phosphorylase
) formeT

S
U

r

glycogene (n glucose)

: glucokinase /._:i” L glycogéne phosphorylase glycogénolyse
glycogénolyse ’gly cogene @Q W [/77 forme R stabilisée par la phosphorylation
hosphorylase S
S : . glycogene (n glucose) + ATP + H20
glucose-1-P expression de la glucokinase

glycogene séquestrée dans le
phosphorylase noyau

J_ Noyau/

mb interne  mb externe

glycogéne (n -1 glucose) + ADP + glucose-1-P

glycolyse



BILAN GENERAL

 Activité enzymatique

[Enzyme] Activité catalytique Local|sat|f)n
subcellulaire
Synthese Dégradation
Température Fixation
et pH couplée
Inhibiteurs Allostérie

_ , réversibles
Régulation dans le  Régulation par le

temps et I'espace protéasome

(Dé)phosphorylation



SUJETS D’ORAUX

La diversité des enzymes et son importance dans le fonctionnement des cellules
Relation entre nature protéique et fonction des enzymes
Enzymes et controle du fonctionnement cellulaire

La diversité des enzymes

Enzymes et énergie

Approche expérimentale de la cinétique enzymatique
Comparaison enzyme michaelienne vs allostérique

Controle de l'activité enzymatique
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