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ENZYMOLOGIE

l.INTRODUCTION

Un enzyme est une macromolécule de STRUCTURE

PROTEIQUE dont la fonction est de CATALYSER des

reactions biochimiques.

A l'origine on avait penseé que cette propriété etait propre
au phenomene du vivant ; aujourd’hul, il est bien acquis
gue l'activité catalytique des enzymes peut s’exercer dans

un tube a essai en dehors de tout systeme vivant.
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1.Un Historique bref de I'enzymoloqie.

1.1. Les enzymes dans l'antiquité

-2100 av. J.-C. Hammourabi ; codification de la fermentation du
raisin et de la fabrication du vin

- Les sociéetés anciennes et le caillage du lait :

> |a présure et la rénine extraites du guatrime estomac de jeune
ruminants

> |a ficine du figuier
On peut méme trouver une référence a la ficine dans I'lliade de

Homere : ...En un instant le suc du figuier fait cailler et epaissir le
lait alors qu’il est liquide...
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1.3 Les modeles mathématiques de la cinétique enzymatique

-En 1903 Victor Henrl a publié le premier modéle mathématique
qui décrivit avec succes les resultats des cinétiques enzymatiques.

- En 1913, Michaelis et Mentendans une publication plus
renommée ont repris et adapte le travail de Henri pour pouvoir
calculer facilement les parametres de la cinétigue enzymatique.
L’équation de Michaelis-Menten, plus justement I'éguation de
Henri-Michaelis-Menten, constitue aujourd’hui la clef de vo(te

de 'analyse enzymatique.
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Leonor Michaelis
1875-1949

Maud Menten
1879-1960
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ENZYMOLOGIE  INTRODUCTION.

1. Un Flistoricuz orafcda | '2nzvmolociz,

1.3 Le caractére protéique des enzymes

Photographie des cristaux d’'urease

J.B. Sumner ,
J.Biol.Chem. 1926 : 69 : pp 435-441.
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1.3.L'importance socio-économique des enzymes

Medicament / Inhibiteur Maladie / Condition Enzyme cible
Captopril Hypertension Enzyme de conversion de
I'angiotensine
Aspirine, Ibuprofene Inflammation, douleur, | Prostaglandine synthase
Norfloxacine Infections urinaires ADN gyrase bacterienne
Lovastatine Hypercholestérolémie | HMG CoA réductase
Allopurinol Godte Xanthine oxydase
Meéthotexate Cancer Dihydrofolate reductase
Zidovudine SIDA Transcriptase reverse du

VIH
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|- CINETIQUE ET VITESSE D'UNE
REACTION CHIMIQUE

1. Définition et calcul de vitesse C |

S - P

en un point donné § de la courbe C=f(t) , -

v = -d[S]/dt =+d[P]/dt . S
3 =\ 7 7 \
D’une maniere generale i
~ pP ' t

_1 d[S]— 1 dIP]| [ wais
S’ dt D~ dt toujours
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Exemple : I'nydrolyse du saccharose
Saccharose + H20S Glucose + Fructose

DOSAGE. Disponibilités techniques. Soit le substrat |,
soit le produit . Mais il faut connaitre la stoechiométrie

de la réaction .

La vitesse de la réaction s’exprime toujours par

v =-d[S]/dt .
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[S]/[P]
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Expérience A.

La vitesse de la réaction n’est pas constante,
valeur absolue de d[C]/dt diminue; ceci signifie que |
vitesse de la réaction depend de la concentration ¢

substrat.

Expérience B.

La vitesse de la réaction est constante; ceci signi
que la vitesse de la réaction est indéependante de
concentration du substrat pendant toute la duré de

I'expérience.
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v = -d[S)/dt
(1)

Réaction d’ordre zéro.

Dans le cas de I'expérience B,
la cinétique est linéaire.
v est constante ; v = K

(2)

[S]; = [S], = -kXt
(3)

k est la constante de
vitesse,

son unité est CT 1

[5]. miv

Cinétique de la réaction 5-->P

12 1

104

Experience B

v=-075x+ 10

200 4,00 5,00 a,00

Temps, min
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Cinétique de la réaction 5-->P
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Cinétique d'une réaction chimique d'ordre 1
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CINETIQUE ET THERMODYNAMIQUE

2. Thermodynamigue d’'une réaction chimique.

On ne peut parler de vitesse de réaction que si la réaction est faisable.

La faisabilité d’'une réaction chimique est déterminée par la variation de

son énergie libre est négative. L'énergie libre combine le premier et le
deuxieme principe de la thermodynamique, @ AG = AH - TAS. Ces notions
sont normalement traitées en cours de chimie et de physique, mais
nous y reviendrons lors de I'étude de la Bioénergétique.

Disons simplement que la réaction A+ B S C + D se fait dans le sens
ou la variation de I'énergie libre est négative

AG = AG,+RTLn L AP ©)
[A]LB]
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2. Thermodynamigque d’'une réaction chimique.

NG =ANGo+RTLnN [CIID] siacest négative la réaction se fait
[A][B] danslesensA+B = C+D.

En revanche si AG est positive la réaction se fait dans le sens contraire
C+D=>A+B

REMARQUE : Si la thermodynamique est nécessaire pour donner le
sens de la reaction elle n'est pas suffisante pour indiquer sa cinétique.
En d’autres termes une réeaction possible peut avoir une vitesse nulle,
ce qui est daileurs le cas de la quasi-totalite des reactions
biochimiques.
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Cinetigue des réactions chimiques : exercices
1-Ordre de la reaction de désintegration des isotopes radioactifs
La radioactivité d’un échantillon d’iode 134 a été déterminée

durant plusieurs jours. Le tableau donne le nombre de
desintégrations par min (dpm) qui ont été mesurees a chaque

fois :
Temps () 0 2 5 9 15 27
dpm 7120 | 6000 | 4640 | 3300 | 1970 | 700

Déterminer l'ordre de la réaction de decroissance de la
radioactivite, la constante de vitesse correspondante et le temps de

demie vie de l'iode!3]y.
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2- Ordre de reaction de liaison d'un ligand a un réecepteur
protéigue

On extrait de I'electroplague de gymnote une macromolécule qui est
un récepteur de l'acetylcholine. La fixation sur ce recepteur d'une
neurotoxine a été etudiee au cours du temps : 13 picomoles de ct
récepteur ont été incubés avec 150 picomoles de neurotoxine
radioactive, dans un volume final de 8,35 mL. Apres différents temps
d'incubation, des parties aliguotes contenant 1,5 picomoles de
recepteur étaient prélevées et filtrees sur un filtre qui retient les
macromolécules (récepteur et complexe récepteur-neurotoxine). La
mesure de la radioactivité retenue sur les filtres permet de calculer le
nombre de picomoles de neurotoxines liées au recepteur dans chagt
prélevement :
1/2
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Temps d’incubation 1 3| 5 7 | 10 | 15
(min)
oo wées_| 0[038[ 08104 123 157147 15[ 15

gymnote [¥imnct]nom masculin  (grec gumnos,nu, etnétos,dos)
Poisson des eaux douces de I'Amérique du Sud, a aspect d'anguille, dont une espece, atteignant
2,50 m de long, paralyse ses proies en produisant de puissantes décharges électriques.

(c) Larousse.
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Diapositive 23

MSOfficel ; 05/03/2008
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Clng&ilcjue ces Eactons cnirmicues :
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3- Ordre de la réaction de dénaturation thermique d’un enzyme

L’activité des enzymes dépend de leur structure tridimensionnelle.
Le chauffage dénature cette structure ce qui a pour effet de
diminuer l'activité enzymatique. On a étudié par chauffage a 55
°C la denaturation thermique d’'une solution d'enzyme de
concentration 70 nM. Apres des temps variables, on a prélevé des
volumes aliquotes de la solution dans lesquels on a mesure
I'activité de I'enzyme. Cela a permis de calculer la concentration
d’enzyme non dénaturé apres differents temps de chauffage :

Tempsab5°C(min) 0| 5] 10| 15| 20| 30 | 60 |
[Enzyme natif] (nM) | 70|52|38.5/28.5| 21 {115 2 | O

Déterminer I'ordre de la réaction et la constante de vitesse.
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HE I\/IECANISI\/IE DE LA CATALYSE
ENZYMATIQUE

1. Définition d’'un catalyseur

- Un catalyseur est un facteur physique
physicochimique ou une moléule qui
augmente la vitesse d’une réaction chimique.

- L’état du catalyseur a la fin de la ré&ction
reste inchangé comparativement a sontat
avant la réaction
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_Ea

S*=[S]exp R

)

Profil d'une réaction simple. Le niveau
énergétique maximal correspond a I'état de
transition de la réaction. La différence de
niveau énergétique entre I'état ininitial et
I'etat de transition représente I'énergie
d'activation.

La différence de niveau énergétique entre
substrats et produits fixe le sens dela
réaction.

Energie ————>

Etat de Transition
S*

(Ea)

(état fondamental)

Différence de niveau
d’énergie entre réactifs
et produits =~ - =-——-—--=--—-—

Energie d'activation

Produits

Décours de la réaction ———
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Il - MECANISME
=NZ
ke x T
V=
h

/\/Jr\ H()Uf

9)

kg est la constante de Boltzmann: 1,380¢102%3.J.K-1

h est la constante de Planck: 6,261034.J.s

Equation

d’Arrhenius

(10)

_Ea
d[S] _ e _ KeT RT
” = V[S*] —[S]( - jexp

_=a

(11) RT
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Profil énergetique du déroulement d'une réaction simple

Etat de transition
A g+

Energie d'activation

Produits
———————————————.

Déroulement de la réaction
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Différence d'énergie
entre les états de
transition

Ea-non cat

Energie

Différence de niveau
énergétique entre
substrats et produits \

N

Déroulement de la réaction
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- MECANISME DE LA CATAL (SE

EJ//WAHOU~

Réaction des esters de phénol avec un
lon carboxylate.

La réaction de l'anion carboxylate
sur un ester de phénol, pour donner
un anhydride d’acide, illustre bien
'importance de l'effet de voisinage
dans I'activité catalytique
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- MEeECANIEME D LA CATALYSE
=NZMATIOUE

A chaque modification de structure qui
place des groupes reactionnels voisins
dans une configuration plus rigide avec
une orientation adéquate favorable a la

reaction, correspond une élevation de la

vitesse de réaction
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Réaction des esters de phénol avec I'ion carboxylate

Vitesse
Réaction relative
T
B P D i S e T
o CH3; —¢
O
| |
H,C—C—O0—{ ) SEiSen (e
2 4 _ 2
2. o c/ — H o -+ 0—@ 6.0 x 10
2 i
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Réaction des esters de phénol avec I'ioncarboxylate

o
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1l - MIECANISMIE DE LA CATALYSE
=NZMIATIOUE=

o Efficacité de la catalyse enzymatique

Le méme mécanisme rend compte de [lactivité
catalytique des enzymes. En effet, une des étapes
fondamentales dans la catalyse enzymatique est la

formation d’'un complexe Enzyme-Substrat (ES)La
liaison du substrat a 'enzyme decroit sa mobilite, donc
son entropie. Ainsi les niveaux d’entropie des substrats et
des produits sont plus proches l'un de l'autre et la
réaction correspondante plus rapide. C’est leur pouvoir
d’abaisser I'entropie des réactions qui a fait qualifier les
enzymes de puits a entropie.
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o Efficacité de la catalyse enzymatique

Réaction H202—-> H20 + % 02  Ea, cal.mol-1
Catalyseur Metalligue Ea,= 11.700
Catalyseur Catalase Ea..= 2.000

L’équation (11) vous permet de calculer le rapport des
deux constantes de vitesses ke/km

N3
Kk :(kET)exp RT
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= ff ANISVE De LA CATALSE

11 -

=NZYMIATIOUE

« Efficacité de la catalyse enzymatique

=10

o0 RT
K met (ET exp[_ ES._;_net:
Kenz Eamet — EQenz
= ex
Kmet RT
ke _expf (L1706 200Qcalmol™"
km _ 198Zalmol™ K™*x30%K |
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L'uréase augmente la vitesse d’hydrolyse de l'uree a p
8.0 et a 20 °C par un facteur de 10. En présence

d'urease a pH 8.0 et a 20 °C, une certaine guantsi
d'urée est hydrolysée en 5 minutes. Quel sera le te
nécessaire pour hydrolyser la méme quantite d’'uree
absence d’enzyme ?
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e | e site actif

L ’efficacité de la catalyse enzymatique est due a la
formation d’'un complexe ES qui précede I'acte

catalytique : E+S S ESSE+P
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1l - MIECANISME DE LA CATALYSE
=NZMATIOUE

> |La site acili sulte..

1. Le site actif est de petite taille relativement au volume
de la protéine

2.Le site actif est tridimensionnel : les résidus
aminoacyles et les cofacteurs qui le composent sont
disposés d’'une maniere tres precise les uns par rapport
aux autres et par rapport a la structure du substrat.
Cette structure spatiale est une des consequences de la
structure tertiaire de la protéine
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1] - M ECANISM

J

2 siie acili sulte..

3. Dans la majorité des cas les interactions initiales entre
I'enzyme et les molécules du substrat qui menent a la
formation du complexe ES sont non covalentes

(P

4. Les sites actifs se trouvent dans les crevasses et les
fissures de la structure tertiaire de la protéine. L’effet
d’une telle structure est de fixer le substrat dans un
environnement hydrophobe. Ceci est de nature a
diminuer [l'agitation brownienne des molécules du
substrat et a augmenter considérablement la
concentration du substrat dans la région du site actif
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Pas d'enzyme

S Etat de transition
(barre métallique) (barre pliée)

Enzyme complémentaire au substrat

Enzyme complémentaire a 1'état stationnaire

(a)

Produits

(barre brisée)

Energie libre Energie libre

Energie libre

Déroulement de la réaction
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\NISMIE DE LA CATAL
ENZYMATIOUE

Site actif

SN I e B

VA/— —B

S 4

1. Les molécules libres de 1'enzyme et du substrat en solution

2. Liaison primaire entr 1'enzyme et le substrat sans altération dans la structure du substrat.
3. La structure d I'enzyme se modifie pour une meilleure adaptation du site actif au substrat.

4. L'ensemble E-S continue de se transformer créant les contraintes nécessaires pour que le
substrat adopte la conformation de l'état de transition

S. La contrainte structurale ainsi créer fait basculer le substrat dans le sens de sa transformation
en produit B ’ -
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Substrat peptidique

Nomenclature du site actif des protéases selonSchechter et Berger (1967)

Les résidus aminoacyles P1-Pn du substrat peptidique sontdu c6té N-terminal, et P1'-Pn’' du coté
C-terminal de laliaison peptidique située entre P1 et P'1 et qui est lesite de 1'attaque catalytique.

Les résidus correspondant du site actif sont S1-Sn ¢t S1'-Sn’

H,O

Protéase

X+1 n
N—CH—C—OH + II—II\T—CII— ( SSEEoSSaa IN- —'CH—(Ijl—OH

Il
o H o H o
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ChaineC

Chaine A Chaine B
. 57 0n 146 S-S S-S
| g 2 T AT Hg [P [sens |
|— [ ‘_|5_s 168 18219] 201 559 245
i3 S-S S-S

(a)
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1 = MECAMSNIE DE LA CATALYSE SNZIMATIOUS

Chymotrypsine leN—————IIBhe HIZNWWW———COOH
]

P1 + P2

1) .
\_» _____ )=\ & . Complexe

Enzyme- Substrat

2O

Chymotypsine + Substrat peptidique

Ser @)

(terminal) C

poche hydrophobe

)

(terminal) T
poche hydrophobe

poche hydrophobe

Interactions atomiques en faveur de I'état de transition

5)

poche hydrophobe

v 193
H—N

{texrimal) C

poche hydrophobe
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I -MeCANISVE D LA CATAL (SE=

=NZMATIOUE

S acides amics oy sie 2o -exercice d’application

Certains résidus aminoacyles de la séquence polypeptidique d’'un
enzyme eéchafaudent dans la structure tridimensionnelle de la
protéine une sorte de poche qui constitue le site actif. Ces
aminoacyles sont necessaires pour lier le substrat et catalyser les
transformations chimiques de la réaction. La carboxypeptidase,
une chaine polypeptidiqgue unique de 307 residus aminoacyles, est
une exoprotéase : elle catalyse I'hydrolyse des liaisons peptidiques
d’'un substrat protéique par elimination sequentielle des résidus
aminoacyles en position C-terminale. Les résidus Ak etGlu?’0
sont essentiels pour I'activité catalytique de cet enzyme.

a) Si la carboxypeptidase était une héelice parfaite, quelle serait
la distance en nm entre les deux sites catalytiques e 2
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b) Expliguer comment ces deux résidus si éloignés dans
séquence pourront-ils catalyser la transformation d’'une liaiso
de quelgues dixiemes de nanometres

c) Si ces deux résidus sont seuls impligués dans lacti
catalytique pourquoi est-il nécessaire gue I'enzyme contienne
si grand nombre de résidus aminoacyles ?
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1l - MIECANISME DE LA CATALYSE

ENZYMATIOU=
o Spécificité du site actif: LE SUBSTRAT

Trois exemples de protéase qui couvrent
un large spectre de spécificités

Enzymes Substrat* Specificité

Subtilisine Plusieurs liaisons peptidiques Faible

...Lys—X...et ....Arg—X..., ou X est

2 de Pro Modérée

Trypsine

Thrombine Stricte

* Par référence a la liaison peptidique dans les
protéines reconnue et hydrolysée par I'enzyme
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/»HO

aleool

H
a-D-Glucose B-n-Glucose

H, O
Hydrolyse Maltase

Maltose
(O--p-glucopyranosyl-(l—4}2-nD-glucopyranosea)

H

./HO

mlemnd

H

w-D- Galactose B-D-Glucose

A

H,O

2
Hyvdrolvse

¢ OHL,OH

Lactose {8 form}
[O-Z-n-palaclopyranosyl-( 14 - G-D-glucopyranose)
{Gali 81— 2031
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Hyvdrolyse
H,0O

N

Invertase

Saccharose

[-g-D-glueopyranosyl-{ 1—21-3-n-fructofuranocszide)

(Glel el -23Fru)
f5-D-Fructoze
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HZIIZCOOH

HoCCOOH

\ __~CO0H
F\
“ NOH

L4

’
Fi

/ Regle des trois points d'attachement
HyCCOOH d'Alexander G.OGSTON (1948)



https://biologie-maroc.com/

Visiter https://biologie-maroc.com/

11l - MIECANISME DE LA CATALYSE
=NZMIATIOUE

o Spécificité du site actif : le cofacteur

Quelgues enzymes nécessitant des cofacteurs métalliques

Cytochrome oxydase.
Fe2/3+ Catalase.
Péroxydase.

Héxokinase.
Pyruvate kinase
G-6-Phosphatase

Cu?t Cytochrome oxydase|] Ni?* Uréase

Anhydrase carbonique

Znz* ) .
Alcool deshydrogenasg

Dinitrogénase

Glutathion péroxy-

K Pyruvate kinase dase
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W o e
HS—CHz_CHz_N—(ﬁ—CI—Ig -—-N—C—C—C—CH,; —O—P—O—P—0

Il
« QO OHCHs ] O

Il
(e

B-Mercaptoéthylamine Acidc pantothéniquc

-

T i N i
O :IP—O T
L O

3-Phosphoadénosine diphosphate
Coenzyme A

-
>
I
+
Z
>
O
+
i
>
-+
Z
>
.,
T
+
T
+

. YH, + FAD

Nicotinamide adenine dinucleotide

o~nADPY )

R

3

Riboflavinoe

Flavine adémine dinucléotide (FAD)
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?OOH CoAS
?:O ?:O
CH, + NAD + CoASH —» (|1H2 +(CO2 + NADH+HJr

Se | ¢
CH2 CH2

| |
COOH COOH
a-Cétoglutarate Succinyl-CoA

(I‘,OOH (|100H
HO-CH  + NAD % (=0 + NADH+H'
CH» CHo
(I?OOH (I100H
L- Malate Oxalacétate
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COOH CoAS

| + | +
C=0 + NAD + CoASH _" (=0 +CO2 + NADH+H
I I

Pyruvate ACétyl'COA
?OOH ?OOH

HO-CH  + NAD q—® C=0  + NADH+H'
CH» CHz

L- Lactate Pyruvate


https://biologie-maroc.com/

OH OH

HO_%’-O-Hzc HO—Illi’-O-H2C

0 HO }—o0 0 HO }—o
HO ) + NADP© g—% NADPH+H +

OH
OH OH

Glucose-6-phosphate 6-Phosphogluconate

(IIOOH

+
HO-CH  + NADP , +CO2 + NADPH+H'
CH>»

|
COOH
L- Malate Pyruvate
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COOH

COOH
Succinate

Fumarate

CH;— (CHo),— C—S-CoA + FAD + CoA-SH

Il
O

Acyl-CoA

CH,;— (CH2)D_—2 ﬁ—S—CoA + CHg— C—S-CoA

! !
Acyl-CoA - Acétyl-CoA
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- — X =P Y= = »

" N\

NAD* NADH+H*
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I - CATALYSE eENZMATIOU=

Classification et nomenclature des enzymes

Type de réaction catalysée par I'enzyme

Oxydoréductases. Transfert d’eélectrons et d’hydrogene

T
I_

ransférases.Transfert de groupements fonctionnels

ydrolases.Hydrolyse
_yases. Coupures de liaisons et formation desA.

Addi

ition de groupements fonctionnels sur deA

Isomérases.Equilibre entre deux isomeres de la méme
molécule

Ligases.Formation de nouvelle liaisons interatomiques
en utilisant I'energie de 'ATP
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e Nombre de classification des enzymes

E.C.a.b.c.d a, b, c et d sont des chiffres

ISous sous-Classe de I'enzyme : Chronologie
Sous sous-Classe de I'enzyme : Les produits

Sous-classe de I'enzyme : La liaison attaquee
Classe de I'enzyme : la réaction

Commission
Enzyme
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e Nombre de classification des enzymes

Exemples
Alcool déshydrogéenase : E.C. 1.1.1.1

CH; CH—OH + NAD+ 5 CH; C=0 + NADH+H"*

| |
H H

1. Oxydoréeductase
1.1. Agit sur CH—OH
1.1.1. Avec NAD comme accepteur (aussi NADP)

1.1.1.1. Premier enzyme découvert et reconnu
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O + H>0>

HO
OH OH

p-D-Glucose D-glucono-s-lactone
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e Nombre de classification des enzymes

Exemples : Cytochrome oxydase : E.C. 1.9.3.1

4 (Cytochrome c[heme-Fe]) + 4H" + O,

l

4 (Cytochrome c[heme-Fe]) + 2H,0

Ajouter le sens de E.C.1.9.3.1

Agissant sur les groupements hémiques comme donneur
d’ électrons
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e Nombre de classification des enzymes

Exemples ;: Iransferases:E.C.2.

6. Les groupements aminés E.C.2.6.
Aspartate aminotransferase E.C.2.6.1.1

L-Aspartate + a-CG S L-Glutamate + OAA

Alanine aminotransférase E.C.2.6.1.2

L-Alanine + a—CG S L-Glutamate + Pyruvate
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e Nombre de classification des enzymes

Exemples ;: Iransferases:E.C.2.

7. Les groupements Phosporylées E.C.2.7.

-1 ; Le groupement alcool comme accepteur.

Glucokinase E.C. 2.7.1.2
ATP + D-glucose S ADP + D-glucose-6-phosphate
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e Nombre de classification des enzymes

Exemples : Hydrolases : E.C.3.

1. Agissant sur les liaisons esters E.C.3.1.

-1 ; Esters carboxyliques
Acétylcholinesterase E.C.3.1.1.7
Acetylcholine + HO S Choline + Acide acetique

-3 ; Esters phosphorigues
Glucose-6-phosphatase E.C.3.1.3.9
D-Glucose-6-phosphate + ED S D-Glucose + HPO,
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e Nombre de classification des enzymes

Exemples : Lyvases : E.C.4.

1. Agissant sur les liaisons carbone-carbone E.C.4.1.

-1 ; Carboxy-lyase
Aspartate-4- décarboxylase E.C.4.1.1.12
L-Aspartate S L-Alanine + CO,

2. Agissant sur les liaisons carbone-Oxygene E.C.4.2.

Citrate déshydratase E.C.4.2.1.4
Citrate S cis-aconitate + HO
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e Nombre de classification des enzymes

Exemples : Isomerases : E.C.5.

1. Racémases et épimerases E.C.5.1.

-1 ; agissant sur des acides amines et leurs dérivees
Alanine racémase E.C.5.1.1.1
L-Alanine & D-Alanine

-3 ; agissant sur des hydrates de carbone et leurs
dérivées
UDPglucose épimerase E.C.5.1.3.2
UDPglucoseSs UDPgalactose
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HJ CATALYSE E NZAMATIOUE=

e Nomenclature des enzymes

Nom systématigue Nom ordinaire

L-Lactate : NAD oxydoréductase
L actate déshydrogénase

ATP : glucose-6-phosphotransférase
Glucokinase

Acetate : CoA ligase (AMP)
Acétyl-CoA synthétase

Succinate : CoA ligase (GDP)
Succinyl-CoA synthétase
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Temps (i) —
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e Les conditions Initiales

Trois phases .

1) Une phase pré stationnaire ;0---t;. Formation du
complexe ES. Etant donné le rapport [S)/[E] (> 16), on
peut considérer [S], = [S],et que la concentration du
produit est encore nulle, [P] =0

2) Une phase stationnaire ; ty---t,. La formation du
complexe ES atteint son état d’equilibre : c.a.d. La

vitesse de sa formation est égale a la vitesse de sa
disparition
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e Les conditions initiales
Trois phases : suite...

3) Une phase finale t,....... La vitesse apparente de la
reaction tend vers zéro. Cette tendance peut étre due a
plusieurs raisons, principalement :

»La vitesse de la reaction inverse commence par
compenser celle de la reaction directe et 'ensemble de la
réeaction tend vers I'equilibre chimique, ou

»Le début de I'épuisement du substrat, c’est le cas des
réactions totales, ou

»L’un des produits de la reactions agit comme un
Inhibiteur
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CINIETIE JUE ENZYMATIOUE

* Les conditions initiales se resument aux equations suivantes

[S]=[Slo [Elo=[E]+[ES] 9ESI_

dt
_bl{_l_l Keat
S+ E ‘]_ ES—p E+P
‘-1
Vinitiale = Keat X [ES]

V = Keat X [ES]
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CINETIOUE ENZYMATIOUE

Conclusions.

1. Calculer I'expression de la vitesse a partir des
équations d’équilibre gue nous venons de détailler

Comparer avec

2. La relation v = f ([S]),Obtenue expérimentalement

Rappel : pour les cinétigues enzymatigues, on calcule

toujours la vitesse de la reaction au temps O,

(4)
dt /., ,
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CINETIOUE ENZYMATIOUE

~d

e Calcul de la vitesse : Modele de Michaelis-Menten

V = Kt X[ES]

A quoi egal [ES] dans les conditions initiales ?

\ J
Y

Expérience

Substrat ; [S],
/Enzyme; [E],
[S]; =[Sy

Tampon
[E]; =[E]o-[ES]
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Cinétique de la réaction 5--»P

Expérience 4

M

. F,..-'L"""H'_‘

- p

2,00 4,00 6,00 8,00

Temps, min
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LE GRAPHIQUE V ,ae EN
FONCTION DE [S]

Vi, mmol/min/tube

Cinétique enzymatique

[S], mM

30 40
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Calcul de Vm et de Km

[S], MM v, umol/min
0,000 0,00(¢
0,010 18,18%
0,050 66,66}
0,100 100,00(
0,500 166,66|
1,000 181,81¢
5,000 196,07¢

10,000 198,02f
20,000 199,00¢
40,000 199,50f

VvV, umol/min

0 10

20

[S], mM

30

40

50
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Représentation graphigue directe

[S], MM v, pmol/min
0,000 0,00(
0,010 18,18}
0,050 66,66}
0,100 100,00
0,500 166,66|
1,000 181,81
5,000 196,07

10,000 198,02
20,000 199,00
40,000 199,50

v, umol/min

Cinétique michaelienne

I S
g o u» O
O O o o o

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[S], mM
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(-\)

-

Slcll oe Vim el e

NS T[]

Représentation graphique en coordonnees inverses

Représentation graphique de Lineweaver-Burk

1/[Sl,mM™ 1iv (v i e
(umol/min) ™
100,000 0,05 « oosk
20,000 0,01" g 004
10,000 0,01C| & 0:02 £
2,000 0,00¢ 3 s
1,000 0,00¢ | 0 2'0 :10 Eso '80 '100 '120
0,20C 0,005 JiS], mu
0,10C 0,00%
0,050 0,005y = VE 1 1 Km 1
2 m > p—
0,025 0,005 * ) V- i Vo [S]
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Calcll de Vi et ce
Représentation graphigue en coordonnees inverses
Représentation graphique de Lineweaver-Burk

Représentation graphique de Lineweaver-
Burk de la cinétigue enzymatique
1 1 Km 1
- Vm  Vm [S]
E
|
&
= 1 Km 1
3 \ = + :
 J | J | J | Vm Vm [S]
50 _ 1o 50 100 150 I
Km
1/[S], mM 1
1 1
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|/

Calcul da V) at dea

Représentation graphique de Eadie-Hofstee

V/[S] \Y Représentation graphique de Eadie-hofstee
1818,18 18,18 500, Vm
1333,33 66,67 20004 Knr

1000,00 100,00 Z .00
333,33 166,67  500-

181182 181’82 ’ 0 5'0 1'00 i50 200 '250
3922 196,03 ’
1980 198,02
995 19900 \ V., Vnm

499 199,50 ﬁ: Km K
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CRICHIIGE Vil L e 1K
Représentation graphique de Eisenthal-Cornish-Bowden
Droite D1 Droite D2
X y X y
Al 0,00 18,18 A2 0,00 100,00
Bl 0,01 0,00 B2 0,10 0,00
[S], mM v, umol/min Représentation graphique de Eisenthal-Cornish-
0,000 0,00( Bowden
0,010 18,18 I 250
0,050 66,60 200
0,100 100,00 150
0,500 166,66 100 Vv
1,000 181,81 .
5,000 196,07 o

10,000 198,02

20.000 19900 = K

40,000 199.50 [S]
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kca{E]O Vm
V =
(k —1+kcat) 1
1+ :
k+1 J[9]

| -

[ 8]0,5: k - IZ:'rlkcat Vinitial;

]
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|/

CelcuUl ae Vi et e Im

e Signification de Vm et Km

Vm c’est |la vitesse de la reaction quand
la [S] devient saturante.

Pour la quasi-totalité des enzymes la Km
représente la constante de dissociation;
c’est I'inverse de l'affinité de I'enzyme
pour son substrat
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Calcll ca Vrn et cde “rr)
Km est egale a Ks
K1 k..
S+Eg—ES—p g+p ‘ >
k-1 kcat<< a k_|_1 et a k_l

K1
Les conditions initiales S+E —l" ES
Etat stationnaire k-4

[ELIS] Koy _ .

K1 [BLSI =k [BS] me g™ =
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Calcll ca Vrn et cde “rr)
e Signification de Vm et Km

Ks est la constante de dissociatioh

S devient saturant quand [S] >> Ks
Soit approximativement. 10 x Ks

Dans ces conditions la [E] libre devient
negligeable et, approximativement,
[ES] est égale a [E]
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o Efficacité de la catalyse enzymatique

C’est la vitesse de la réaction qui détermine I'efficacitée
de I'action catalytique. Quels sont les parametres

enzymatiques qui determinent cette efficacité ? Est-ce
Km ou kcat ?

Vo gy - Ko [E

]
v ]

V1=
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Comparer avec le katatal (kat)

vitesse initiale
Solutiond'enzyme I \ = 10 junol/min

Milieu réactionnel:
tampon + substrats
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CelcuUl ae Vi et e Im

e |Les unités

Ul : Unit e Internationale. Cest la guantie d’'enzyme
gui catalyse la transformation’dine pumole de
substrat/min

Cette définition, si elle est commode, n’est pas
exacte.

Pourqu0| 7 ConCIUSIOn vitesse initiale
P _ 0 pnml/ min|

Milien réa t‘tll]lllll?l Dans un milien

V=-— d[S] (t . ) — A[S] tampon + substrats | de volume bien
At +enzyme deéfini
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o Activité et activité specifigue d’'un enzyme

L’activité de 'enzyme A c’est la Vm de la reaction
Activité specifigue de I'enzyme

Comme toute grandeur speécifique, I'AS de 'enzyme c&
I'activité par unite de quantité de I'enzyme :

1- En protéine AS = A/mg de protéine
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Activité specifigue de I'enzyme

1- La quantité de I'enzyme est exprimee moles

ASM = A/mol d’enzyme

Vim=KearlElo ponc Keat = Vin/[E]o = ASM

Keat = Vi/[El o = X molsL-t.min-Y/(y molc.L1)
= X mols.min-Yy mol

Peut on écrire k., = X mols.min-t/y molg = (x/y) min-1?
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e Signification de Vm

Activité specifigue de I'enzyme
Peut on écrire k., = X mols.min-t/y molg = (x/y) min-1?

kcat—>ASM

\

« Turnover number »
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Inhibition des réactions enzymatiques|

e Définition d’'un inhibiteur

e Deux catégories d’inhibiteurs

- Inhibiteurs irréversibles

- Liaison covalente avec I'enzyme : E +  E—I
100 20
80 0 20

Destruction totale et irreversible de 20% de l'activite
enzymatique
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- Inhibiteurs réversibles

E+1SEl

L’état d’équilibre est etabli rapidement ;
approximativement dans les mémes conditions que
celul du complexe ES.

La relation ci-dessus obéit aux lois d’action de masse :

K; est la constante d’équilibre dans le
sens de la dissociation.
« _[EI!]

Comme la Km c’est aussi une

[ E| ] iIndication de l'inverse de I'affinité de
I'enzyme pour l'inhibiteur
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e Types d’inhibitions reversibles

Le type d’inhibition dépend de la nature de liaison entre
I'inhibiteur et 'enzyme

Nous considérons ici seulement trois types d’inhibitions

- L’'inhibition compeétitive

- L’inhibition non-compétitive

- L'inhibition in-compétitive
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* L’inhibition compétitive

[Elp = [E]+[ES[+]EI]
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e L’inhibition compétitive

Vitesse initiale en uM.min?

3,23
6,25
11,77
16,67

21,05
25,00
40,00
50,00
57,14
62,50
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ol

nianaion 0es rescions

[Ely = [E]+|ES|+|EI]+]ESI] V4

L2V
El=ESl S [E=[E1L ) | —
[ESI]=[ES] [' _ l
VE Vim \/

§ [L]j( [S]j L Ty =
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ol L=

Innioltion des reacilons enzymeaiticLies

e L'inhibition in-compétitive V = Kear [ES]

[E]‘[ES]ﬁ V
E “PW‘—_*

I

[ESI]=[ES].-= 1] T
' [E], = [E]+[ES]+[ES]]
5 i

14 Kmy ]
IS]  Ki
| pp S—

V=
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V. PREPARATIONS ET DOSAGES
ENZYMATIQUES

Dosages enzymatiques : 1. Les composés dosés

Les dosages enzymatiques consistent a utiliser une
reaction catalysée par un enzyme pour déterminer les

concentrations des composés impliqués directement dans
la réaction ou les composés qui peuvent étre associés a

cette réaction
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V. DOSAGES ENZYMATIQUES

1.1. Les composes impligués dans la réaction enzynuate

Les activitts enzymatiques, les substrats et
eventuellement les coenzymes Exemple

Lactate+ NAD* ~¥T . Pyruvate + NADH +H*

Cette reaction peut étre utilisée dans un sens comme dans
I'autre pour doser : Le lactate, le NAD!, le pyruvate ou
le NADH+H*.

Mais cette r eaction est aussi utilis ée pour doser
I’activité de Il'enzyme la LDH ; la lactate
déshydrog éenase


https://biologie-maroc.com/

Visiter https://biologie-maroc.com/

1.2. Les composes Associes a la réaction enzymatique

a) Les Inhibiteurs

- Les Inhibiteurs competitifs K i = K,y _(14. [KI]J

La Km en presence de l'inhibiteur (Kyi.nip) €St fonction
de la [I], ce qui donne un moyen de determiner cette
concentration en calculant la [S], en absence et en
présence d’inhibiteur
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1.2. Les composés Associés a la reaction enzymatique

a) Les Inhibiteurs

- Les Inhibiteurs non-compeétitifs Viinhio = ( V“[A”
1+ 1)

K.

La Vm en présence de l'inhibiteur (M,i.nip) €St divisee
par un facteur proportionnel a la [I], ce qui donne un
moyen de déterminer cette concentration en calculant
la Vm en absence et en présence d’inhibiteur
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A doser : I'enveloppe protéique
du virus du SIDA
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f On prépare:

IgG de lapin contre la IgG de chévre

protéine virale du SIDA (Protéine rapporteur) Pé I'OK}!d ase dE
contre les anticorps de lapin - I'aifOI't

IgG de chevre

Lier la Péroxydase de
raifort aux IgG de cheévre
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' ':'::'Ef?.; Le test pour le virus du SIDA

Eliminer
Eliminer I'exces N
I'excés | de protéine
. d'anticorps rapporteur

Boite de polystyréne
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On ajoute un
substrat incolore

Dosage du produit
coloré forme
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\ / DOSAGES E NZ Y WWIATC ) NES

1.2. Les composes Associes a la réaction enzymatique

b) Les anticorps ou les antigenes (suite diaposigb/5)

La vitesse de la formation du produit coloré es
directement proportionnelle a la quantité de

péroxydase presente dans la boite de polystyre

Cette guantité est elle-méme egale a la quantité de

protéine virale du SIDA
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2. Les techniques utilisees

Les technigues utilisees servent a détecter et quantifier un
des composés de la reaction.

Elles dépendent des propriétes physiques et physico-
chimiques des composeés de la réaction.

Le compose détecte peut étre différent de celui gu’on veut
doser, ce qui est souvent le cas, il est donc impératif de
connaitre la relation stcechiometriqgue entre les deux
COMposes
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2. Les techniques utilisees

Distinction entre technique et méthode

Avant de donner guelgues exemples des techniques
utilisées en dosage enzymatique, il important de ne pas
confondre technique et méthode

Comme nous le venons de le définir, ungechnique est
un procedeé physique ou physico-chimigue mis en ceuvre
pour détecter et quantifier un compose
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Distinction entre technique et méthode

méthode

dosage du glucose:
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2. Les techniques utilisees

Il existe plusieurs methodes pour le dosage du glu@os

Aujourd’hui c’'est la methode enzymatique grace a sa

specificité qui prédomine. Prenons seulement comme
exemples : 1) la méthode basee sur le pouvoir reducteur
du glucose et 2) la méthode enzymatique.

1) R-C-H +2Cu0 + KOH = RCOO" + K* + Cu,0 + H,O

|
O
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2. Les techniques utilisees

L’oxyde cuivreux issu de la réaction est doseé : soitap
reduction d'un réactif phospho-tungsto-molybdigue
methode de Folin et Wu, soit par reduction d’'un réactif
arsenio-molybdique : méthode de Nelson-Somogyi. Dans
les deux cas la détection se fait par colorimétrie et la
guantification par I'équation de Beer-lambert.

Cependant cette m éthode n’est pas sp écifique et
ne peut pas distinguer, notamment dans un extrait
biologique, entre diff érents sucres r éducteurs.
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2. Les technigues utilisées

2) la méthode enzymatigue est tres spécifigue du ghse.
La glucose oxydase (GOD) catalyse spécifiguement la
reaction suivante :

D - Glucose+ O, O ¢

-\

Y . D — & — gluconoladone + H ,0,

Pour la technigue on peut utiliser la potentiometrie
(électrode a oxygene) pour doser la disparition de
'oxygene ou une techniqgue colorimétrique pour doser
I'apparition de I'eau oxygénee.
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2. Les technigues utilisées

La plupart des techniques utilisees font appel aux

methodes spectrophotométriques : soit par absorbance,

soit par fluorescence. Ces dernieres sont plus sensibles ;
la détection par fluorescence est 1000 fois plus sensible
gue la détection par absorbance

Nous donnerons quelgues exemples lors de l'etude des
methodes de dosage enzymatique
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2. Les méthodes de dosage enzymatigue

2.1. La méthode en point-final

Cette méthode consiste a déterminer la variation de la
concentration d'un des composés de la reaction entre le
debut et la fin de la reaction.

Cette méthode ne s’applique gu’au dosage des substrats
de la reaction. On ne peut pas l'utiliser pour doser les
activités enzymatiques.
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Addition de I'enzyme

Temps, min —»
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2. Les méethodes de dosage enzymatigue

2.1. La méthode en point-final. Dosage de S1

1) Il faut que la reaction Ens.
soit totale : [S1] =0 S1+52+.. —pp P1+P2+..
2) Il faut : - une détection aisée et quantifiable du

compose X. - [X] > [S1].

3) La duree de la reaction AT) doit étre la plus courte
possible.
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Probleme lié a la technigque

Prenons I'exemple de la réaction catalysée par la
LDH pour illustrer ces trois problemes et les
solutions possibles

Ho—(llH €=0 4 NADH+H'

CHE CHa2

L- Lactate Pyruvate
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Probleme lie a la technique

(|100H I1.DH (I‘,OOH

HO—CH + NAD' ¥ (=0 . NADH+H'

CH2 CHa2

L- Lactate Pyruvate

([Lac]o-[Lac]s) = Al[INAD™]| =A[[NADH+H ]|
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Probleme lié a la
technique

A : Absorbance

DO : Densité Optique

g : Coefficient d'extinction molaire
1 1

8340 _— 6220M “cm

NADH

340

Longueur d'onde
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Probleme lieé a la
technique

Addition de I'enzyme

Temps, min —-
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2. Les méthodes de dosage enzymatigue

2.1. Méthode en point-final.

Cependant, I'équilibre de la réaction n’est pas favable
a la transformation du lactate, bien au contraire.

(I“.()OH LDH ‘fOOH

HO—CH NAD = ¢=0 4 NADH+H
CHo> CHs>

L- Lactate Pyruvate

Une K, de 2,5.16“ montre qu’une infime partie du
lactate sera seulement transformeée avant que la réaction
iInverse ne devienne predominante.
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2. Les méthodes de dosage enzymatigue

2.1. Méthode en point-final.

La solution est de

Déplacer I'équilibre de la réaction dans un sens favorable
a la transformation du composeé a doser.

Deux moyens sont utilisés :
- Précipiter un des composeés de la réaction

- Couplage de deux ou plusieurs reactions
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2. Les méthodes de dosage enzymatigue

2.1. Methode en point-final.
- Precipiter un des composeés de la réaction

Ce procéde est surtout utilisé avec les reactions
dont un des produits est un composeé carbonyle

1) En ajoutant dans le milieu réactionnel de
I’hydroxylamine on obtient une oxime ou de I'hydrazine

qui donne des hydrazones ; ce qui fait déplacer la
reaction dans le sens voulu.
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Probleme lié a I'équilibre

(I‘,OOH

HO—CH v + NADH+H'
CHo
L- Lactate Pyruvate
+
NHZ OH

H,O0
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Probleme lie a I’équilibre

+ NADH+H'

|
(!‘,OO H COOH
L- Malate Oxalacétate
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V. DOSAGES eNZMIATIOU=S

2. Les méthodes de dosage enzymatigue

2.1. Méthode en point-final.
- Couplage de réactions

Le de réactions peut les deux
problemes cités ci-dessus a savoir celui do et
cdui de la du dosage

Une regle impérative a connaitre . pour étre couplées,
deux réactions doivent avoir un
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V. DOSAGES ENZMATIOUES

2. Les méthodes de dosage enzymatigue

2.2. Couplage de reactions:

1-A+BSC+D En solution, il en résult

2-C+FS G+H comme S’ll s’agissait d'un
3-A+B+FS D+ G+ H |seule réaction dont I'éguatio
n'‘est d'autre que la somm
algébrique des deux autres

Si le compose C disparait de I'’equation, il n'a pas podr
autant disparut de la réaction ; cette écriture veut dire
simplement que sa concentration reste constante
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2. Les méthodes de dosage enzymatigue

2.2. Couplage de reactions:

Le sens de la réaction globale doit étre favorable a la
transformation totale du compose a doser. Une des
reactions par consequent doit étre irréeversible ou
fortement déplacé dans le sens voulu. Pour ce faire on

peut faire appel a plus d’'une réaction
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2. Les méthodes de dosage enzymatigue

- Systeme de réactions couplées.

La réaction auxiliaire est la réaction
qui trans forme le substrat a doser

La reaction indicatrice est la
réeaction qui fournit le composé qu’on peut detecter par
des techniques qu’on souhaite simples et peu colteuses
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2. Les méthodes de dosage enzymatigue

- Le couplage de la réaction auxiliaire et de la reaction
Indicatrice

AAT
1- L-Alanine + a-CG & L-glutamate + pyruvate

LDH
2- Pyruvate + NADH+H" = L-Lactate + NAD*

AAT + LDH
3- L-Alanine + a-CG + NADH+H* =
L- lactate + L-glutamate + NAD*
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est indirect

GK

PK
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- Réaction indicatrice et réaction indicatrice

Une reaction dérive un de ses
substrats des produits de la réaction auxiliaire ou de la
derniere réaction du systeme de réactions qui lui sert
d’'intermédiaire avec la réaction auxiliaire.

En revanche, un des produits de la réaction
servira de substrat pour une des réactions du

systeme de réactions auxiliaires.

Les exemples ci-dessus sont des exemples de réactions
indicatrices antérieures
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V. DOSAGES ENZMATIOU=

- Réaciion indicatrice gosZrizlre et réaction |nd|catr|ce

Reéaction indicatrice anterieure

I\[[}H
1- L-Malate + N:&I). *— OAA + NADH + H

2-+ ATP —Ep  Acétyl-P + ADP

3- Acétyl-P + CoASH XLAL Acétyl-S—-CoA + Pi

4- Acétyl-S-CoA + OAA }?—»(f itrate + CoASH

H->O
AK

- r I IJ.; L -
5- Acétate + Mal + NAD +ATP Citrate + ADP + Pi + NADH+H"
(.‘S;lh{[}H

H»,O
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Probleme lié a la durée de

la reaction ; AT est trop grand...

Addition de I'enzyme

-y _

K M
Temps, min —»

Vi KeadBlo oo 00

AT= Ln10Q R = Ln100



https://biologie-maroc.com/

Visiter https://biologie-maroc.com/

2. Les méthodes de dosage enzymatigue

2.2. Méthodes cinetigues

Les meéthodes cinétiques consistent a utiliser iz
(se rappeler ; toujours la vitesse Initiale}

Les conditions du milieu (pH, tempeérature et doivent
étre rigoureusement controlées et maintenues constantes.

A titre d’exemple on note que le Q, d'une activite
enzymatique est égale a 2
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V. DOSAGES eNZVIATIOUES

2. Les méethodes de dosage enzymatigue

a. Méthode cinétique simple v = Vm
- Dosage de l'activité enzymatique ; 1+ I[<Sr;

[S] est SAturante vitesse de la réaction quand [S] est

saturante

[S]>> Ky,

_—

V= Vm = kcat'[E]O
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2. Les méethodes de dosage enzymatigue

, . L. V

a. Méthode cinétique: V= E

m
- Dosage du substrat ; 1+ [S]
[S] est tres vitesse de la réaction quand [S] est trés
inférieure é inférieure a K
KM [S]<< Ky

\/

AV/A[S] = VI/KM

v = V., | /[S]x
[S]
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catalytique

mais trop faible pour étre d étecter

meéthode catalytique
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catalytique

1) aintégrer le compos € a
doser dans un syst eme de reactions qui le
regénerent en permanence,

2) a coupler ce syst eme a une reaction indicatrice,

3) a calculer la vitesse de la r éaction apr es un d éai
suffisamment long pour que la variation de
I’Indicateur soit sensible.
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ADO/AT
catalytique ; exemple

Dosage du CoASH par la méthode catalytique

Acetyl-P

P

Acétyl-CoA

Citrate ¢ HZO
Malatey, '~ K
Oxaloacétate =} == —
.- MDH +
NAD NADH+H
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2. Les méthodes de dosage enzymatigue

Plusieurs intermeédiaires  métaboliques, glucose,
cholesterol, etc....peuvent étre oxydes par I'action
d’oxydases specifiques en donnant des reactions de type :

On peut coupler a ces réactions une r éaction
qui peut lib érer un

compos e color € qu’on peut d éerminer par simple
colorim étrie.


https://biologie-maroc.com/

Une réaction
Indicatrice
Intéressante

HOCH, HOCH,

D-Glucose D-6- gluconolactone

N—N’CHa

‘3'4\|~~|’Lc:H3

|
NH2
4-Aminophénazone POD

—_—
H202 + Ci

HO3S

Rouge quinone imine

HOSS
520 nm

OH A max

Acide +

J3,5-dichloro-2-hvdroxyvbenzéne
sulfonique H,O T HCI
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