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ENZYMES

 Introduction

Les enzymes sont des catalyseurs d’une efficacité
fonctionnelle remarquable. Ils accélerent les
réactions meétaboliques d'un organisme vivant. En
effet, ils ont un pouvoir catalytique de 10° a 10?2 fois
supérieur aux réactions spontanées et interviennent
dans tous les processus de biosynthese, de

dégradation, de régulation et de reproduction.



* Les enzymes catalysent plus de 5 000 réactions chimiques différentes.

* L'ensemble des enzymes d'une cellule détermine les voies

metaboliques possibles dans cette cellule.

e L'etude des enzymes est appelée enzymologie.

* Les enzymes permettent a des réactions de se produire des millions

de fois plus vite qu'en leur absence.

* Un exemple extréme est |'orotidine-5'-phosphate décarboxylase, qui
catalyse en quelques millisecondes une réaction qui prendrait, en son

absence, plusieurs millions d'années.

Orotidine monophosphate e Uridine monophosphate (UMP) + CO2.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Voie_m%C3%A9tabolique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Enzymologie

Le site actif des enzymes change de forme en se liant a son substrat.
I'nexokinase présente l'adénosine triphosphate et le xylose dans son site
actif. Les sites de liaison sont représentés en bleu, les substrats en noir et
le cofacteur Mg?* en jaune.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Site_actif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Substrat_enzymatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hexokinase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine_triphosphate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Xylose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cofacteur_(biochimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magn%C3%A9sium

Structure de la transcétolase

Enzyme impliguée dans de la voie des pentoses phosphates,
représentée avec son cofacteur thiamine pyrophosphate (TPP) en jaune
et son substrat xylulose-5-phosphate en noir.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Voie_des_pentoses_phosphates
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cofacteur_(biochimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Thiamine_pyrophosphate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Substrat_enzymatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Xylulose-5-phosphate

Enzyme : catalyseur spécifique

Site actif

Site de reconnaissance du substrat

Site de catalyse enzymatique

AA nécessaires :

Formation ou clivage liaisons
Reconnaissance de substrat(s) spécifique(s)
Cavité tri-dimensionnelle

1. Taille réduite / taille des enzymes

2. Fente ou cavité en général apolaire (hydrophobe)

acides aminés
% dusite de fixation
' g

)
o

acides aminés du
site de catalyse



Nomenclature et classification

Les enzymes sont classés selon la réaction qu'ils
catalysent.

* Chaque enzyme est caractérisé par un nom
usuel simple (exemple: carboxypeptidase A)

e un nom systématique plus informatif de la
réaction catalysée (exemple: peptidyl-L-amino
acide hydrolase)

* un numero de code a quatre chiffres précede
de EC (EC « Enzyme Commission » exemple:
3.4.17.1)



Nomenclature et classification

» Classification des enzymes selon le type
de réaction catalysée

— Les 6 types de réactions

— Nomenclature internationale des enzymes



Classes d’enzymes d’apres les reactions
qu’ils catalysent

(1) Oxydo-réductases :oxydo-réduction
— Déshydrogénases, oxydases, peroxydases, oxygeénases, réductases

Lactate déshydrogénase : oxydation du lactate (alcool) en pyruvate (cétone)

__ co0® coo®
":Hox}—tl:—-fﬂ + NAD® — <]:=o;+ NADH + H®
i 1{|-:H 3 c‘:I-h

L-lactate pyruvate

Coenzyme : NAD+ : nicotinamide adénine dinucléotide



(2) Transférases : réactions de transfert de groupe,

nécessite un coenzyme

Soit 'enzyme soit le coenzyme sont substitués par covalence avec un
groupe du substrat

Alanine aminotransferase (transaminase) : transfert de groupe aminé

__ Ccoo® coo® coo® __ coo®
@\ | | | @\ |
H,N+C—H + C=0 &~ C=0 + H,N>C—H
oA | l | i |

CH; (CHy), CH; (sz)z
coo® coo®
L-alanine  a-cetoglutarate = pyruvate L-glutamate

Coenzyme : phosphate de pyridoxal (PLP), dérivé de la vitamine B6



(3) Hydrolases : réactions d’hydrolyse
Classe particuliere de transférase, I'eau étant I'accepteur du groupe transféré

Protéases : trypsine hydrolyse des liaisons Lys-x ou Arg-x ou X=Pro

®
iy k
Sy O ™ e I
f'f-H.." 3 T \ +.IEH N IH .
e E“‘*E"’ N“‘E"C““+HIG ““H"' C"‘“cnt}@' - _.?tl?'f %
H T = R

Pas de coenzyme, parfois un cofacteur ion métallique



(4) Lyases : réactions d’élimination non hydrolytiques non oxydantes ou lyse

(5) Isomérases : réactions d'isomérisation

Simples car un seul substrat, un seul produit
A l'origine de la compréhension de la cinétique enzymatique

(6) Ligases (synthétases) : union (ligation) de 2 substrats avec apports d'énergie
d’'un nucléoside triphosphate, ATP

Glutamine synthétase : synthese ATP dépendante de la L-glutamine

coo® co0®
@ | @ |
H,N—f.lf.‘—H H,N—C—H
() + ATP +Nn®)

i

(CH,) ADP + P,
Coenzyme : ATP l e o

C =5
G""? 0@ ﬂfj |: NH,'

L-glutamate L-g1utar'ﬁi_ﬁ'e
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Nomenclature

Oxidoreductases
ECT11...-
Transferases

Hydrolases

EC 3.1 Acting on ester bonds

EC 3.2 Glycosylases

EC 3.3 Acting on ether bonds

EC 3.4 Acting on peptide bonds (peptidases)
EC 3.4.1

EC 3.4.21 Serine endopeptidases
EC 3.4.21.1 chymotrypsin

EC 3.5 Acting on carbon-nitrogen bonds, other than peptide bonds
EC 3.6 Acting on acid anhydrides
EC 3.7 Acting on carbon-carbon bonds

Lyases
Isomerases
Ligases



Le premier chiffre indique le type de
réaction en jeu.

Ces réactions sont classées en six groupes (classes) :

1. oxydoréductase (Réaction oxydation — réduction)

2. transférase (Transfere des groupements fonctionnels)

3. hydrolase (Réactions hydrolytiques)

4. lyase (Réaction d’élimination pour former des liaisons doubles)
5. isomérase (Isomérisation)

6. ligase Union de molécules couplée avec l'utilisation de

nucléotides tri-phosphoré



1 - Introduction — Définitions

Chez tous les organismes vivants, les réactions chimiques sont
catalysées par des molécules de nature proteique que 'on appelle
enzymes.

Un ou une enzyme est un catalyseur biologique.

Une enzyme accelére la transformation d'une ou de plusieurs
molécules en une ou plusieurs autres molécules.

Les molécules transformées s'appellent substrats et les molécules
obtenues sont appelées produits.



2 — Les cofacteurs enzymatiques

Le cofacteur d’'une enzyme est une molécule qui apporte un groupement
chimique important pour la catalyse enzymatique, groupement que ne
possede pas forcément I'enzyme seule.

Il peut s’agir d'un ion ou d'un coenzyme (impliquées directement dans la
catalyse).

l'y a 2 familles de coenzymes :

- transitoirement liés a 'enzyme =» co-substrats faiblement lies a
'enzyme (coenzymes rédox NAD, FAD, Groupements héminiques)

- liés de fagon covalente a 'enzyme =» groupements prosthétiques
fortement lies a l'enzyme. (partie du site actif catalytiqgue thiamine
phosphate pyridoxal-phosphate...)



2 — Les cofacteurs enzymatiques

Apoenzyme ,  Cofacteur
(Nature protéique (composé chimique non protéique)

)
(lons métalliques ou coenzymes)
(inactif) l t

Holoenzyme
(Enzyme associée a son ou ses coenzymes)

(actif)



2 — Les cofacteurs enzymatiques (coenzyme R)
A - biotine (ou vitamine B8)

O

HN/U\NH
L

Liaison avec fonction
amine d’une lysine

Retrouvée dans les réactions de carboxylation (ajout d’'une fonction acide carboxylique)

La B8 estincorporée dans la structure d'un coenzyme (biotinyl-AMP), indispensable a l'activité de plusieurs
enzymes. métabolisme des protéines, des lipides et des glucides. Biosynthése des vitamines B9 et B12.



2 — Les cofacteurs enzymatiques
B - Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD")

(ll,

</N ‘ N = ‘ “SNH,
) N

\ N TI) (I? N Niacine (vit B3)

O _§H,~0-P-0-P-0-CH, 0

WA W
S?‘* -
HO OH HO OH

Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD*)

Coenzyme présente dans toutes les cellules vivantes.
transporteurs d’électrons ou dans réactions oxydoréduction



Structure de I'enzyme

La glucose oxydase a eté sequencee, cristallisée et observee aux RX. On en a deduit le modele

tridimensionnel ci-dessous. Le site actif (%) contient un coenzyme (du FAD) et une molecule de
glucose juste au-dessus. L’enzyme est glycosylee (carbohydrates indiqués).

carbohydrate

e




Structure de 'enzyme

La liaison entre la molécule de
glucose et le site actif met en jeu des
liaisons demqe es, comme visible
sur le Ce sont
essentiellement des atomes
d’hydrogéne du cycle du glucose qui
etablissent 9 liaisons H avec les
résidus des acides aminés du site de
liaison ainsi que 3 liaisons de type
hydrophobes avec les acides amines
Tyr 68, Phe 414 et Trp 426.

Le carbone 1 et l'oxygene 1 (en
jaune sur le document) sont alors
proches du site actif constitué des
acides aminés His 559 et His 516
(stabilisé par Glu 412).




Structure de la ferrochélatase

Ferrochélatase en présence de ses substrats (porphyrine et 2 ions Fe2* par site actif)




Structure de la ferrochélatase

Ferrochélatase en présence de ses substrats (prophyrine et 2 ion Fe2+) et du plomb Pbh2+




3 — La réaction enzymatique

La transformation d’'une molécule en une autre catalysée par un ou une
enzyme s'ecrit ainsi :

s — . P

S : substrat
P : produit
E : enzyme



3 — La réaction enzymatique
A - réaction non-catalysée

Energie libre, G

Energie libre AG<0

deR d’ou réactionR > P
thermodynamiquement
possible

I 4

Energie libre
de P

Evolution de la réaction



3 — La réaction enzymatique
A - réaction non-catalysée

Attention, un AG<0 ne signifie pas que la réaction a lieu.
Cela signifie qu’elle est possible thermodynamiquement.

L'oxydation complete du saccharose par 'O, est tres exergonique (AG tres
négatif) :

saccharose +12 0, 2> 12 H,0 + 12 CO, + énergie

de l'air ne s’enflamme pas en libérant de I'eau et du gaz carbonique.

A

| pourtant le sucre qui Se trouve dans votre placard en contact avec I’oxyge‘neJ

La réaction est possible mais sans catalyseur elle se déroule a une vitesse
imperceptible.



3 — La réaction enzymatique
A - réaction non-catalysée

Pourquoi ?

Parce que la molécule R, pour se transformer en molécule P, doit passer une
barriere d'énergie.

Cette barriere correspond a l'énergie thermique nécessaire pour que la
molécule R soit en "position" correcte pour étre transformée en molécule P,

c'est a dire pour que R atteigne son etat de transition.



3 — La réaction enzymatique
A - réaction non-catalysée

R - P

Xt Etat de transition

T llllllllllllllllllllllll
T (non catalysé)

AG*+ Energie d’activation
non catalysé

e libre, G

L’énergie libre de I'état de transition donne une idée de
la vitesse de la réaction :

plus cette energie d’activation est élevée, plus la

vitesse de la réaction sera faible.
_—

Evolution de la réaction



3 — La réaction enzymatique
A - réaction non-catalysée

L'état de transition X* n'est obtenu en quantité que pour des températures
tres élevées.

En conditions douces de température réaction probable que pour un tres
faible nombre de molécules (quelques réactions/sec ou moins) : a notre
échelle, on ne détecte rien!!

L'enzyme, en fixant le substrat et en lorientant de fagon constante et
optimale, abaisse I'énergie de I'état de transition.



3 — La réaction enzymatique
B - catalyse enzymatique

> P
S X# Etat de transition

----------------------- ':'::':1'.".':'.-.-------------T---------------znon catalysé)
] AG?

O % non catalysé :
& OB s y Etat de transition
E -------------------.:.‘-:.-.l.q—'.-:j.----":. ------------------------ (catalysé)
— o S s .
@ . AGT catalysée
m ----- #}: ------------------- RIS E NN NN NN NN EEEEEEEEEEEE
— , L A
o Energie libre
‘Ll de S

---------------------------------------------- .-.:-v'-:’-:-‘?fﬁ

Energie libre de
P

Evolution de la réaction



3 — La réaction enzymatique
B - catalyse enzymatique

Soit : S1 et

pour donner : P, une troisiéme molécule.

3 , 2 molécules pouvant réagir ensemble

Le passage de S1+S2 a P est tres favorable (AG<0).

Pour qu'il ait lieu, S1 et S2 sont mélanges.
Pour que les 2 molécules réagissent, elles doivent se rencontrer en un point
bien precis :

rencontre non
productive

rencontre
productive




3 — La réaction enzymatique
B - catalyse enzymatique

Probabilité d’avoir une rencontre productive (donc une réaction) faible.

Comment favoriser les rencontres productives ?

=» nécessaire d’augmenter le nombre total de rencontres en
augmentant la tempeérature du milieu (agitation thermique).

Avec une enzyme, la situation est différente
la protéine fixe toujours de la méme facon les molécules S1 et S2, de
maniere a ce qu’elles soient toujours orientées de fagon optimale.



3 — La réaction enzymatique
B - catalyse enzymatique




3 — La réaction enzymatique
B - catalyse enzymatique

L'énergie thermique du milieu suffit a former le complexe enzyme-
substrats : formes geométriques et propriétés physico-chimiques de ces
molécules sont complémentaires.

Une fois formé, le complexe enzyme-substrat(s) a de fortes chances de
fabriquer le produit final sans qu’il ne soit apporté au milieu une énergie
calorifique élevée.

L'enzyme permet d’'accélérer fortement la réaction en augmentant la
probabilité de rencontre productive de S1 et S2 en les fixant a
proximité I'un de I'autre dans son site actif.



3 — La réaction enzymatique
B - catalyse enzymatique

1894 MODELE DE FISHER : CLE-SERRURE
SUBSTRAT

SUBSTRAT
+

&

1958 MODELE DE KOSHLAND : AJUSTEMENT INDUIT

ENZYME

Hermann Emil Fischer

SUBSTRAT

SUBSTRAT

ENZYME

Daniel Koshland Jr.

Cy



3 — La réaction enzymatique
C - notion de site actif

La structure 3D de I'enzyme fait apparaitre une zone qui lie les substrats et
permet leur réaction : site actif ou site catalytique.
¢ Site de

fixation
de I'ATP

Le site actif ou site catalytique est une
poche taillée pour accepter un substrat
particulier.

Le repliement de la  chaine
polypeptidique a pour conséquence que
le site actif est constitué d’acides aminés
qui peuvent étre parfois tres éloigneés les

uns des autres dans la structure

primaire_ Erote/ne kinase A avec ATP en vert et peptide inhibiteur en
jaune.
Rouge régions négatives et bleu régions positives.

substrat




3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

Le substrat se fixe dans le site actif, il est ensuite modifié pour donner une
ou plusieurs autres molécules appelées produits puis il y a relargage du
ou des produits dans le milieu.

@ = ®

L'enchainement de ces évenements ne prend qu’une fraction de seconde
(10 a 10-! sec selon les enzymes).

Pour une molécule d’enzyme donnée, le nombre de réactions catalysees
par unité de temps est donc un nombre fini (de 10 a 10%/sec).



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

Ce nombre maximum de réactions catalysées par unité de temps s'appelle
le « turn over number ». Il est proportionnel a la vitesse maximale de
'enzyme.

La vitesse maximale n'est obtenue que pour des concentrations élevees en

substrat. Pour des concentrations faibles

Vitesse apparition du produit [enzyme] = Cte en  substrat les  molécules
Vmax : ’ .
d’enzyme ne fonctionnent pas au
maximum de leur capacité.
V’;ax A la % Vmax, on trouve une
concentration de substrat qui
correspond a une constante

[substrat]  intrinséque de 'enzyme traduisant

»

Km son affinité pour le substrat.




3 — La réaction enzymatique

D - introduction a la cinétique enzymatique

Cinétique Michaelienne

1879-1960

Née a Port Lambton, Ontario, Maud
Menten devient la 1€ canadienne a
étre médecin en 1913, année ou elle
introduit avec Leonor Michaelis un
nouveau concept qui révolutionne les
études des réactions biologiques.

1875-1949

Leonor Michaelis, formé a I'Université de

Berlin, ville ou il est né, obtient un poste de
Professeur de biochimie a Nagoya au
Japon, puis en 1926, s'installe a New York
au «Rockefeller Institute of Medical
Research» jusqu’a sa retraite en 1940.



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

K, k.
E+S — ES —~ E+P

La vitesse d’apparition du produit P (vitesse de la réaction catalysée par
l'enzyme) dépend de K, et de la concentration en ES.

La [ES] dépend de sa vitesse de formation et de sa vitesse de
disparition.

Vformation ES = k1 [E] [S]
Vasoariiones = K+ [ES] + K, [ES] = (K, + K,) [ES]



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

état preé- état stationnaire état post-
stationnaire stationnaire

E+S /—/— ES —— E+P

El.
,% [.E']Iibre ><[ [élgie

Temps

[P]

Concentrations




3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

Pendant I'état dit "stationnaire" ou en "vitesse initiale", les vitesses de formation et
de disparition de ES sont égales.

Vforma’[ion ES ~ Vdispari’[ion ES
(K, +k,) [ES] = K, [E] [S]

Si on réarrange I'expression mathématique :

es)= JELS
(K, + k)

ou
£ —LELS

(K, + k)
K,




3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

E] [S]
(K, +K))
K,

On simplifie I'équation en définissant une nouvelle constante, K,,,
appelée constante de Michaelis et Menten :

(K. + k)

[ES] =

KM —
K,
Si on réarrange I'expression mathématique :
[E] [S]
[ES] =

Kw



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

[E] [S]
Ki

Si l'on regarde le numérateur de cette équation, la [S] est égale (en approximation) a celle de
départ ([S]o), puisque la concentration en substrat est tres largement supérieure a celle en
enzyme.

[ES] =

La concentration en enzyme libre [E] est difficile a appréhender expérimentalement mais on
sait qu'elle doit étre égale a la concentration totale en enzyme ([E]T) moins la concentration en
enzyme lié ([ES]).

[E] = [E]r - [ES]

ES] = [E][S] vent ES] = ([E]r - [ES]) [S]
K, Ku




3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

([E]"- [ES)) [S]

Si on developpe [ES] =
K
cela devient [ES] = [E]T[S] - [ES] [S]
K
e —oel D]
Ku Ku
[ES] (1 +ﬂ) _ [E]T[S] ES]= [El
Ky Ky




3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

Or on sait que : Vi= k2 [ES] 1S]
On peut donc écrire: V.= kz [E]r KM[S]
1+ ——
KM
On peut simplifier : [S]
v=k, [EF _Mf =K, [EJr [S]
Kv  [S] Ky + [S]

KK



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

[S]
Ky + [S]

Lorsque toutes les molécules d’enzyme sont saturées, [ES] = [E]r et la vitesse de
transformation du substrat en produit est alors maximale :

v=K, [Elr

Vinax = kz [E]r

L'équation de Michaelis-Menten devient : [SI=+Ku |  Vi=% Vi

1 50,00

2 66,67

] L 5 83,33
Vitesse initiale v [S] 10 2091

max K S 50 98,04

M + [ ] 100 99,01

500 99,80

1000 99,90




3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

v. =V S
I max KM + [S]

e Peut-on attribuer a K, une signification concrete?

— oy 5]
AW W Ko s
% (Ky + 8)) = [S] »
% Kyy = [S]- % [S] Ky = [S]

1, KM =1 [S] K, est la concentration en substrat pour

laquelle I'enzyme fonctionne a la moitié de sa
vitesse maximale

e K, est inversement proportionnelle a I'affinité de 'enzyme. Plus laffinité
est élevée, et moins il faudra de substrat pour que I'enzyme fonctionne.



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

v.=V [S]
| MmaXx KM + [S]

In vivo, la [S] est rarement saturante. Le rapport [S]/K,, est compris entre 0,01 et 1 de
sorte qu'au maximum la moitié des sites actifs est occupée par le substrat.

Prenons une condition ou Ky, > [S] :



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

. 5]
| max KM + [S]
T VO
=
QL
©
£
=
S]<<K,

concentration en substrat [S]



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

Y [S]
/ max KM + [S]

In vivo, la [S] est rarement saturante. Le rapport [S])/K,, est compris entre 0,01 et 1 de
sorte qu'au maximum la moitié des sites actifs est occupée par le substrat.

Prenons une condition ou Ky, > [S] -
S
V= Vi > devient V= ’ El; [S]
Ky + [S] !
Dans ces conditions [E]; = [E];e k
vi= —2—[E][S]
Ki
K

@l est une constante de vitesse apparente d’ordre 2.

M



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

ko/Kyy est I'efficacité catalytique de 'enzyme. On l'appelle également k,.

Lorsqu'un enzyme peut utiliser plusieurs substrats, k./K,, permet
d’estimer quel sera le substrat le plus utilisé par la protéine.

Plus le substrat est « bon » et plus le rapport k./K,, est élevé (forte
activité catalytique donc forte k., et forte affinité¢ donc faible K).



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

On peut facilement déterminer KM et V... si I'on a les concentrations en substrats
utilisées et les vitesses enzymatiques mesurées a ces concentrations.
Pour cela il faut linéariser I'équation de Michaelis-Menten.
|l existe plusieurs fagon de procéder :
Lineweaver - Burk

Hanes

Eisenthal - Cornish-Bowden



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

Lineweaver - Burk vi=V__ [S]
Ky + [S]
Si on écrit 'équation en double inverse :
1 ! w 1 K+
Vi Vv [S] Vi Vmax S
| max
Ky + [8]

En réarrangeant on obtient :

Or Vmax = k2 [E]T = kcat [E]T
1 K, 1 1

—_— = X =— +

i kcat [E]T [S] kcat [E]T

%



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

Lineweaver - Burk
1 A

1 lkcat [E]T

11k ,[El;
1

> 8

|l s'agit de la représentation la plus utilisée par les enzymologistes méme s'il vaudrait
mieux utiliser d'autres représentations plus adaptées...



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

Hanes
Si on multiplie I'égalité de Lineweaver-Burk par [J] :
1 K, 1 1 [S] K 1
—_— = = X = 4+ =  (devient —=—M+—X[S]
Vi Vmax [S] Vmax Vi Vmax Vmax
Graphique de Hanes ou de Woolf [S] A4
v,
B kcat/ kA

> [S]



3 — La réaction enzymatique
D - introduction a la cinétique enzymatique

Eisenthal - Cornish-Bowden

L'équation de Michaelis-Menten peut se réécrire ainsi :

EXPERIMENTALEMENT
CHOIX 1

V7

» D m)
: Solution =)

> K,
Sl Sk Sl Sk Sk Ky


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/1EnzymoBASES/1EnzymoBASES.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/1EnzymoBASES/1EnzymoBASES.htm

3 — La réaction enzymatique
E — Mesures enzymatiques : quantification d’'une biomolécule

Mesure d’une quantité de produit par technique enzymatique :

E Y absorbe la lumiere a une
S+X —— P longueur  d'onde  donnée

differente de celles auxquelles
absorbent S, P et X.

Objectif : quantifier S dans le sérum

Dans une cuve, 10 ul de sérum sont ajoutés a 980 ul d'une solution
contenant X a 15 mM et du tampon pH 7,5.

10 pl d’enzyme sont ajoutés. La réaction est totale en 5 minutes.

La D.O. a 340 nm est alors mesurée : 0,180 (g}, . = 6000 M".cm).
Calculer la concentration en S dans le sérum (gamme normale 1 a 4 mM).



3 — La réaction enzymatique
E — Mesures enzymatiques : quantification d’'une biomolécule

Mesure d’une quantité de produit par technique enzymatique :

== | REACTIFS BIOLABO CHOLESTEROL
J@ www.biolabo.fr i

—y ABRICANT Méthode CHOD-PAP

..-= BIOLABOSA, Réactif pour le dosage quantitatif

02160, Maizy, France du cholestérol total dans le plasma ou le sérum humains

Cholestérol estérifié CE | Cholestérol + acdes graslikres
cO
Cholesterol + O » Cholesten 4 one 3 + HyO»
POD

2 HoO + Phénol + PAP » Quinoneimine (rose) + 4 H,0



3 — La réaction enzymatique

E — Mesures enzymatiques : quantification d’une biomolécule

FinTerLna LDH FreeR feve

|

LDHT |s]ee e o -—- =
LDH?2 || o o o . - - - -
LDH4 ———

LDH5 - B —— TR R -

1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13
ID 0603 Gel N° Date / /

|

NI

La LDH sérique est un marqueur
d’AVC et d'infarctus.

AA

ISOENZYMES LDH INTERPRETATION

Lane 1

A A LI
-

ney | =
BB h
68

B -

LDH2

LDH3

LDHy DHS

26% 36% 21% 9% 8%

B.B

Normal
values range

Fraction

Tot. LDH %

LOH1

20-30

LDH2

30-40

LBH3

20-25

LOH4

1-15

LDHS

5-15

PROFIL NORMAL




Effecteurs reversibles de la reaction enzymatique

3.1 Effecteur

Corps chimique (molecules ou atomes, mineraux ou organiques) qui par sa liaison avec
I'enzyme moditie la vitesse de la reaction enzymatique (sans etre un cofacteur mdispensable)

*Soit en ['accglerant : Activateur

* Soit en la ralentissant : Inhubiteur

Parmi ces effecteurs on distingue trois groupes :
- Molécules organiques inhibitrices ou activatrices.

- Ions metalliques
= pH



Enzyme, Cofacteurs et coenzymes
iees

Substrat Produit

Lons,
| Coenzymes,

B
|
I

|
f

|

o0 Energie, A

Activateurs Inhibiteurs




o

-l S

Les inhibitions des réactions
enzymatiques

Définition et caractéristiques générales des
Inhibiteurs

nhibition compétitive (fixation exclusive)
nhibition non compétitive (fixation non exclusive)
nhibition incompétitive (fixation non exclusive)

Tableau résumé des modifications des parametres
cinétiques en présence de I'un des trois inhibiteurs
précédents

Inactivation : inhibition Irréversible
Inhibition par exces de substrat
Exemples de mécanismes plus complexes




1. Définition et caractéristiques
generales des inhibiteurs

* Toute molécule qui modifie la vitesse d'une réaction enzymatique
est appelée un effecteur :

* |es effecteurs qui augmentent |'activité
enzymatique sont des activateurs

* al'inverse, ceux qui la diminuent sont
des inhibiteurs

e certaines molécules peuvent, selon les
conditions, se comporter comme un activateur
ou un inhibiteur.



L'étude de I'effet d'inhibiteurs permet :

e d'affiner le mécanisme catalytique d'une réaction
enzymatique
* de mieux connaitre la spécificité d'une enzyme

* d'obtenir des données physiques et chimiques
concernant le site actif

- En effet, certains inhibiteurs s'associent de
maniere réversible a I'enzyme en interagissant de
maniere non covalente.

- D'autres se fixent de maniere irréversible et sont
souvent utilisés pour determiner les groupes actifs du
site catalytique.



http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/1COURS1/111Cours.html#Specificite

Mécanismes d'inhibition des protéases a sérine par différents composés qui
forment un intermédiaire tétraédrigue.

Meécanismes d'inhibition qui forment un intermédiaire tétraédrique

DhiisopropylFluoroPhosphate (DFP)

O - O
>—D—I;'—F . - >7{]'—P-- O-Enzyme E-OH :
O O sérine de
I | I'enzyme
- ———
PhenviMethaneSulfonylFluoride (PMSF)
0 E-OH 0
5 F . S—0O-Enzyme
( o) ﬁl/%fﬁ o)
L L~
Chlorométhyl cétones
exemple : tosyl-L-Phe chlorométhyl cétone (TPCK) o
P Ly [}:: R '(I:_"G-F:I'I?.}:I'I'Ii_"
RL{:I West R——CI - L o ol
O-E O-E | _j"l',g F"‘f'_'-,“
~ —E e A~ Fnzvme
™N INEYIme
H N
» D ¢ i
utres e - -
inhibiteurs R 'H R° CF; N e o
Aldéhydes Boronate Trifluorométhyl
cetones FE. Jaspard (2013)

Ces composés ont permis d'identifier la sérine 195 du site actif.


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/6Proteases/2Proteases/1Proteases.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/1COURS1/111Cours.html#MecaCatalDetail

1¢re étape : formation du complexe enzyme-substrat (ES)

lére étape :
formation du complexe ES

Asp 102
H
N
7 His 57
N
J /Rz
Ser 195/H HN_ R 1 : chaine latérale
O — aromatique ou
=
\—-" /C 3 encombrante
R, "specificity group"
Liaison
peptidique
substrat

E. Jaspard (2011)

La protéase fixe le substrat (protéine ou peptide) dont elle hydrolyse la liaison
peptidigue au niveau d'acides aminés spécifigues de la protéase considérée.



http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/3Structure/1StructPrimQuat/1Introduction.htm
http://web.expasy.org/peptide_cutter/peptidecutter_enzymes.html

2éme gtape : acylation / formation du premier intermédiaire
tetraédrique

2éme étape :
formation du ler
intermédiaire tétraédrique

intermeédiaire
tétracdnque
dont I'oxygéne
est fixé dans le
trou oxXyanion

E. Jaspard (200 1)



3eme étape : formation de l'intermédiaire acyl-enzyme
et libération du premier produit de la réaction

C c”
\'-: © Asp 102 \ Asp 102
0 0
e i
/ His 57 N/ His 57
H
/\&7 N/ /\Q{W
N“‘H/ \Rz N
Ser 195 Ser 195 0

V4

\"\“C > l\\\\“C
0
\RI
|Acyl-enz.yme '
Le produit P1 R,—NH,
est relargué - & E. Jaspard (2011)




déme étape : formation du
second intermédiaire tétraédrique

,,.f'""“'\-.c-;:"D

c"’";;ﬂ l Asp 102
i Asp 102 ‘1'3

' H
f{u /

H

J His 57

7

%Hﬁ H

mtermediamre tétraédrique
dont l'oxygene est fixe dans le
rou oxyanion

Acyl-enzyme

E. Jaspard (2011)



Seme et derniére étape : formation du La triade

second produit de la réaction catalytique
revient a

son etat mital

AR
it
\-.. Asp
D 102
h
His
> /\<, 57
H Ser
o~ 195

Deuxieme intermeédiaire
étracdrique

Le produit P2
est relargué E. Jaspard (2011)



Selon le type d'inhibiteur, I'enzyme peut fixer :

* |e substrat ou l'inhibiteur : c'est |a
fixation exclusive avec formation de complexes
binaires ES ou El

* |e substrat et l'inhibiteur : c'est la fixation non-
exclusive avec formation de complexes ternaires
(ESI). Si ce complexe ternaire reste encore actif
(moins que le complexe ES), l'inhibition est dite
partielle et s'il est totalement inactif, I'inhibition
est dite totale.



2. Inhibition compétitive
(fixation exclusive)

C'est un mécanisme ou la fixation de l'inhibiteur empéche celle du substrat (et
reciproguement) : Le mécanisme réactionnel :

Inhibition compétitive

E+$ f; ~ ES —nk‘? ~E+P
1 ! N
K 1
l‘: I L. Jaspard (2017 )
ka

E+| == El>&P
ka



Difféerents modeles de l'inhibition compétitive
(fixation réversible exclusive)

encombrement stérique

LA

groupe en commun

changement de conformation 5

Illustrations des inhibiteurs compétitifs
Source : "Enzyme Kinetics " I. Segel (1975), Ed. J. Wiley & Sons, Inc.



Exemples d'inhibiteurs compétitifs de
protéase a sérine (EC 3.4.21.)

CH—C00®
E}]'iﬂ-l3
CH
| CH—C00®
CH, I
[ CH,
NH
' Iy
£ C
i e
H,;N“ @& “NH, H,N" @& "“NH; ﬁ H
Benzamidine Arginine Indole Tryptophane

analogues structuraux de la chdine latérale de l'arginine et du tryptophane



http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/3Structure/1StructPrimQuat/3AcidesAmines/1AcidAmine.htm

<+ L'inhibiteur bloque le site actif de I'enzyme, empéchant la liaison du substrat.
Son efficacité est décrit par la constante d'inhibition, K (constante de

dissociation du complexe E-l) = k./k,

<+ Pour une simple réaction a un substrat, I'effet de I'inhibiteur compétitif sur la
vitesse initiale de la réaction est donné par:

V, = Vimax
° T 1+(K, IS x(1+[)/K:)

< L'inhibiteur peut étre déplacé a des
concentrations élevées du substrat.

<+ Les inhibiteurs compétitifs n'ont pas
d'effet surle V__ de I'enzyme, mais
changent le K. Le K, augmente
par un facteur de (1+[l]K)).

I'inhibition compétitive peut-étre "levee" a concentration saturante en substrat



Inhibition compeétitive

Competitive

inhibitor \

Pas decomplexe ESI

| ressemble a S et 'empéche
de se fixer

Diminition du nombre de ES
Levée par augmentation de S

ldem augmentaion de Km,
Vmax inchangée

Relative rate

100

80

60

40

20

Figure 8-17
B‘l'ﬂchﬁ-r:ﬂ:r.r‘].l;. Sixth Edition
3007 W H. Freeman and Cormpany

No inhibitor

[I] - 10K|

[ll=5K

[Substrate] —



Représentation de Lineweaver - Burk (1/vi = f(1/[S0]) dans le
cas d'une inhibition compétitive

L],

Sans

inhibiteur

/v

-1/ Km
% e
"I . 1
| 1S

Le point de concourrance de toutes les droites sur |'axe des ordonnées correspond a 1/Vmax.
La vitesse maximale n'est pas modifiée.

Pour des concentrations croissantes en inhibiteur ([l,], < [l,],), l'intersection sur I'axe des
abcisses donne une valeur de -1/K,,2P? qui augmente, donc K,,2P* augmente.



Représentation graphique en double inverse : inhibiteur
compétitif

1/Vmax

r 1 1/[S]
1/Km -1/Km



H,N N

Figure 8-16
Biochemistry, Siwth Edition
© 2007 W H Freeman and Company

Methotrexate : 1000* plus de fixation que le DHF sur la DHF reductase
(métabolisme des purines et pyrimidines) : chimiothérapie



Inhibition non compétitive
(fixation non exclusive)

Un inhibiteur non compétitif classique n'a aucune influence sur la
fixation du substrat (et réciproquement) : les sites de fixation du
substrat et de l'inhibiteur sont distincts.

I'inhibiteur se fixe a I'enzyme libre E et au complexe ES ; de
méme, le substrat se fixe a I'enzyme libre E et au complexe El

Les inhibiteurs non compétitifs n'ont pas d'homologie
structurale avec le substrat



Modeles de l'inhibition non compétitive
(fixation réversible, non exclusive)

Modele "classique"

La fixation de l'inhibiteur ne modifie pas la maniére dont se fixe le
substrat mais elle empéche les ajustements conformationnels du site
actif qui devraient avoir lieu pour qu'il y ait catalyse.




Autre modele

* |l suggere qu'il n'y a pas de transconformation possible entre ES et ESI,
c'est-a-dire qu'il n'y a pas d'équilbre : ES + | <==> ESI.

« Cependant, l'effet de l'inhibiteur est le méme que dans le modele ci-
dessus parce que les 4 formes de I'enzyme (E, EIl, ES et ESI) sont en

équilibre (ESI <==> El <==> E <==> ES).




Le mécanisme réactionnel :

Inhibition non compétitive

E+S k." - ES kvm — E4+P
4 + = k-! 4 M k_z -

El = - ESI I, Jaspard (2017)

< L'inhibiteur se lie a 'enzyme a un site autre que le site actif, causant
ainsi un changement réversible dans la structure tertiaire de 'enzyme

qui interfere la vitesse de conversion du substrat en produit.

< L'inhibiteur peut interagir avec I'enzyme libre ou avec le complexe E-S.

+» Dans ce type d'inhibition, la quantité d'enzyme active semble diminuer
lorsque [I] augmente; V., de la réaction diminue:

V,

- max

° T (A+M/K)x(1+ K [S])  ©Y Vmaxapp = Vmad{1+{I/K}




Inhibition non compétitive sn—\—»ss —>E+P

.

Substrat
! srae\ El—\~—>ES|—x—->

Noncompetitive

inhibitor
100 — P
\ No inhibitor
80 -
]
L
o S 60}
e o e g [|] - Ki
Comme siona une baisse de E -
i 8 40
fonctionnel v
o
Donc baisse de Vmax mais Km idem 20

[”=10Ki¥ [1]=5K;

[Substrate] —

Non levée par augmentation de S

Figure 8-19
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H. Freeman and Company



Représentation de Lineweaver - Burk (1/v,= f(1/[S,]) dans le
cas d'une inhibition non compétitive pure

L],

1w,

IHEN

Rappel : inhibition non compétitive pure => K, = K
 Pour des concentrations croissantes en inhibiteur ([l,]; < [ly],), I'intersection sur l'axe
des ordonnées donne une valeur de 1/V,2°P qui augmente, donc V,,2*P diminue.
» K, n'est pas modifiée.



Inhibition non compeétitive "pure" et "mixte"

« on appelle "pure”, l'inhibition non compétitive ou l'inhibiteur
se fixe avec la méme affinité a I'enzyme libre E et au
complexe enzyme - substrat ES (K, = K') ;

« on appelle "mixte", l'inhibition non compétitive ou l'inhibiteur
se fixe avec des affinités différentes a E et a ES
(Kl différent K'l).

« L'inhibition non compétitive est rare et on en trouve des
exemples essentiellement dans le cas des enzymes a
regulation allosterique.


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/3CoursINHIBITEURS/3DemoEqVitesse/2NONcompet/1NONcompetitif.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/3CoursINHIBITEURS/3DemoEqVitesse/2NONcompet/22KIdifKprimI.htm

Inhibition incompétitive
(fixation non exclusive)

Ce type d'inhibition est aussi appelé inhibition par blocage du complexe
intermédiaire. Cette appellation décrit mieux le mécanisme : l'enzyme et le
substrat forment d'abord le complexe enzyme-substrat (le complexe
intermédiaire), puis l'inhibiteur se fixe a ce complexe.

L e mécanisme réactionnel :

Inhibition incompétitive

. k‘r . k{?ﬂf . >
E+8S < = ES - - E+1
k_; k_>

J
K, 1
f
ESI E. Jaspard (2017)



Inhibition incompétitive

X 5 «:hibition incompétitive
E+S < (pu par blotage du complexe intermédiaire)

Ki |

La fixation ﬁéllsubﬁtjﬁ};ﬂg{ & l'enzyme (au niveau du site C) induit un changement
de conformation de celle-ci qui forme (ou réveéle) le site de fixation de l'inhibiteur I.

—> Product

Il y a formation
D’un complexe ternaire ESI est inactif.




Inhibiteur incompétitif

<+ Les inhibiteurs incompétitifs se lient au complexe E-S, réduisant
ainsi la vitesse de formation du produit. Il y a une diminution du
K, etduV__ delaréaction enzymatique.

<+ Une approximation de ce comportement est donnée par la relation:

V,

max

° " (Ko 1S+ ([1/K,) +

<+ Le modéle prédit un changement équivalent du K, et du V

max?

resultant en des droites de pentes identiques dans le graphique
de Lineweaver-Burk.



Ce type d'inhibition est essentiellement observé pour des réactions
impliquant plusieurs substrats.

En présence de ce type d'inhibiteur :

* Les deux parametres (V,, et K,,) sont modifiés par le méme facteur. En effet, ce
type d'inhibiteur favorise la formation du complexe [enzyme-substrat] qui lui-
méme est consommé pour former le complexe ESI.

e L'équilibre : E+S <=> ES est donc déplacé en faveur de ES. Cela signifie que, pour
un méme degré de saturation de I'enzyme il faut une concentration plus faible en
substrat (KM diminue).

e La concentration du complexe [ES] est moindre (une partie se trouve sous forme
ESI), donc VM diminue.

* Cette inhibition ne peut étre "levée" par un exces de substrat puisque plus il y a de
substrat, plus il y a formation de complexe ES et plus I'équilibre de fixation de
I'inhibiteur est déplacé en faveur du complexe ternaire ESI.


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/4DeuxSUBSTRATS/1Cours2SUBSTRATS.htm

Représentation de Lineweaver - Burk (1/vi = f(1/[S0])
cas d'une inhibition incompétitive

Graphique Lineweaver-Burk
pour un inhibiteur incompeétitif

Pour des concentrations croissantes en
inhibiteur ([I,]; <[ly]»), les droites [1],>[1]
sont paralléles. - (4K 2 1
sur l'axe des ordonnées correspond a 1y W .
1/V 2P qui augmente : VPP diminue.
L'intersection sur l'axe des abcisses ;|
correspond a -1/K,,2PP qui diminue

. KyoPP diminue.

[1],>0
[1]=0

V1K, ao = -{1+[IJ/KYK,, 1/(S]

(D'aprés Mikkelsen & Corton, Bioanalytical Chemistry, 2004)



Inhibition Irréversible
exemple 1 : aspirine

Arachidonate
Cyclooxygenase } 20;
? 3 . \=/\/\C00‘
(e} - / "3
o\on
Prostaglandin G2
2HYs2e
Peroxidase
H,0
? - '\=//\/\coo-
0. / "3
¥
OH
Prostaglandin H;
Figure 12-22
Biaschenisiry, Sineh Editisn

© 2007 WK Froeman and Como

: AR K AR e K X X
:J&Q.“‘ b, A Qav
XXX XXX

Figure 12-23
Wechenvstry, Sixth Fdtion
£ 2000 W.H Fomran arvd Company

Hydrophobic amino
acid side chains



[Sel

™ Tableau résumé des modifications des parameétres cinétiques

en présence de I'un des trois inhibiteurs précédents

Tvpe Vitesse Constante de Constante Coordonnées des droites de Linewevear et Burk
d’ inhibition maximale Michaelis d’inhibition Ordonnée a Abscisse a Pente
I’origine I’origine
Aucun 1 =f | (.
Vin K — —
‘?m Km Vm
Compétitive 1] [1] -1 -1 _
: Knp= Km{1+ J K= - 1 = K [1]
- K| [ J o K'm m| |
-1 Vi K, 1+— Vi K
“Kap K-
Non Vi 1] i %
compétitive Vi = — = i, K= = Ll + —J 4 K [1]
1] R 1 - K i — | #b—
1+ — vy = K_ Vi I‘L
. KL' V' Vi "
Incompétitive 1]
K]=
WL el [ Ku 1
F S R o - -
S 11 o1 my|1 A m Ko
( M [ 557 0 i WO | D P
1+ — 1+ — 1] I i 5 e . ¢
L KV | KI K]=r—1 ‘Vm ‘rmk L‘I Km K kI_,- V m
Vi
—-1
| Vo

VPP et KPP ("app” pour apparent) sont les valeurs de V,, et K,,, respectivement, mesurees en
présence d'un inhibiteur a une concentration [l].




Tableau resume des modifications des parametres cinetiques en presence de

I'un des trois inhibiteurs précédents

Tvpe Vitesse Constante de Constante Coordonnées des droites de Linewevear et Burk
d’ inhibition maximale Michaelis d’inhibition Ordonnée a Abscisse a Pente
I’origine I’origine
Aucun 1 =f | (.
Vin Kun — —
“?m Km 1‘f'?m
Compétitive (1] [1] -1 -1 _
. Kn=Knl+ J K= : 1 = Km (1]
Va K; K’ 5 m| =% —
_J Vi Kot — | |V K
Ky o
Non Yaii 1] O M 4
compétitive V' = — > i Kr=r— Ll Foe J | 1
[I] | K Vi 1 - KI - T | — 14+ —
1+ — L v 1 = W Vi Ky
. KI_..' T‘;:1:1' vm "
Incompétitive 1]
Ke——
‘TIII Km r Km 1
e = ; 5
" m —..\I 1\1]1 T F —;l 1 1 - [I] _1 _1 [I] Km
1] (1] . e N -3
1+ — 1+ — m | ol skl K .
"\. KI/I s KI ’ K.I:-’—'\ \?m ‘. = L h]: Km R k:["' ‘ -
Vi
—-1
L Vo'

VPP et K,,2PP ("app" pour apparent) sont les valeurs de V,, et K, respectivement, mesurées en
présence d'un inhibiteur a une concentration [l].




Tableau comparatif des différentes représentations cinétiques pour différents tvpes d’inhibitions

Sans inhibition

Inhibition compétitive

Inhibition non compétitive

Inhibition incompétitive

V oA Vind A V F
e Vo | M=0 | Valoorirweo [1=0
Va Vin / OEL | Vi - [1=1
V=H(S)) b ; v )
I, V. | AL A
Vo2 | T lbds V.12 V.2
V27 Va'l2
.'Jg: V12 ;f V']
& " j K™
Ko [S]]| “— : =
Kn Ky’ K [S] s Ka [S]
1/v ; F') [I]=2 7 &
! L .. Y =2
k' [T P B LFL | | W v /
Km 1+— —= ] [1]=1
1 (1 1V K e, Y ?EIHJ > ? =0
;SJ _mm/ : : ; o :
1/[S] 1/Kn L[S] AK, 1/[8] 1/[S]
1v4 [S]=1 /v v
¢ [S]=1 4 [S]=1
[S]=2 [S]=2 [S]=2
g / [S]=3 /
1 ,-f“ff ' 51=3
—=f [[I]J I;% 1V, / [5]
v : . . // R

-K;

-Ki




Inactivation : inhibition IRréversible

* L'action d'un inhibiteur est IRréversible quand il se forme une liaison
covalente entre I'enzyme et l'inhibiteur : on I'appelle un inactivateur.

Inactivation

ki’ k{*ar
E+S~ = ES -~ —E+P
S k., ES k.

E+1 — El
I E Jaspard (2047)

Remarque : la fixation de l'inactivateur n‘est pas un équilibre.

« L'étude de I'effet des inhibiteurs IRréversibles est souvent utilisée pour
déterminer les groupes actifs du site catalytique



Inhibition irréversible ou inactivation - équation de la vitesse

Inactivation

k:’ k{*m
E+S < = ES = ~E+P
k_; k.
E+1 — El
I E faspard (2047)

Attention : la fixation de l'inactivateur n'est pas un équilibre.

« Concentration d'enzyme active, c'est-a-dire qui n'a pas réagit avec
INIDIEUT S A tous moments : [Eq] = [Elucwe * Elnacuvee
Donc : [Eq] = [Elacive * [El]
Tant que [L,] << [E,], tout I'inhibiteur réagit avec I'enzyme
L [EI] = [l]
Donc [Egl = [Elacive * [lo] ===> [Elacive = ([Eol - [lo] )

« Lavitesse maximale est modifiée :

« en absence d'inhibiteur : V., = Kea - [Eol
« en présence d'inhibiteur : V, %P = k.. ([Eol - [To])



Inhibition par exces de substrat

Ce type d'inhibition par le substrat lui-méme peut avoir lieu quand il est en tres
grande concentration.

En général, le site de fixation du substrat est dans ce cas de grande dimension et
contient plusieurs sous - sites, chacun fixant une partie du substrat.

Le mécanisme réactionnel :

Inhibition par exces de substrat

k! kc'ar
E+S < ~ ES = ~E+P
5= 1, > Tk,

E+28 = = ES,
K[ - E. Jaspard (2017)

« L'acétylcholinestérase est un exemple d'enzyme sujette a inhibition par exces
de son substrat, I'acétylcholine.

« Un autre exemple est la regulation de la phosphofructokinase-1 (enzyme de
la glycolyse) par la concentration de ces substrats (I'ATP et le fructose 6-
phosphate) mais aussi par celles de de nombreux effecteurs liés a la
production d'énergie (ATP) par la phosphorylation oxydative.



http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/3CoursINHIBITEURS/2FIGURES/5ExcesSUBSTRAT/1ExcesSUB.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/3BiochMetab/4Glycolyse/1Glycolyse.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/1COURS1/111Cours.html
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/1Respiration/Z999suite/3ChaineRespiratoire/1ChainRespiratoire.htm

L'ATP est un cas particulier : c'est I'un des deux substrats de la PFK mais c'est aussi
un effecteur. En effet la PFK-1 possede :

« un site de fixation de I'ATP en tant que substrat (effet homotrope)
« un site de fixation en tant qu'effecteur (effet hétérotrope)

L'allure hyperbolique de cette
premiere partie de la courbe
indique que la fixation de
I'ATP aux 4 sites catalytiques
s'effectue selon un mécanisme
"Michaelien" (voir le cours)

1

v. = [Fructose 1,6-bisphosphate] . temps™

4

certaine concentration, des
TP se fixent sur un site qui
e catalytique : ce site est lié

de I'activité catalytique.

35
3 -
A partir d'une
25 molécules d'A
n'est pas le si
a la régulation
2 -
15 -
1_
|] — =
g M'amlaaeipn fixation sur le site effecteur
lehae lenmne de certaines molécules dATP
de IATP
r
0 " II| I I I I I
0 20 40 60 80

[ATP] (mM)


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/7AllosterieMWC/1INDEXMWC65.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/2Cours2/1Cours2.html

Autres mécanismes plus complexes

« Dans certains cas, bien que complexée a l'inhibiteur, I'enzyme peut catalyser
la réeaction (forme ESI - mécanisme ci-dessous) et former le produit.

K kp
E+S == ES — E + P

ST

EI + S == ESI —— EI + P

7 Ky BI‘P

« Le facteur a : le substrat se fixe sur E avec une plus forte affinité qu'il ne se
fixe sur El.

« Le facteur B : le complexe ESI ne catalyse pas la réaction avec la méme
efficacité que le complexe ES.




Deux inhibiteurs non exclusifs

Les facteurs a et B (mécanisme ci-dessous) représentent la variation de l'affinité pour le
substrat induite respectivement par 11 et 12 ou, al'inverse, la modification de |'affinité
pour les inhibiteurs due ala fixation du substrat.

Le facteur y représente l'influence que chaque inhibiteur a sur la fixation de lI'autre

inhibiteur.

ESLI;

\ ESIZ

Vo |1 ]

1]

& UBYKH / Vi " K. ( I +[5]/Ks ) K. ( I +[S]/Ks ]
BT+ [S)/ekKs, 1+ [S1/BKs,
PKer, N [1,][12]
| +[S)/K5
=~ %/, }"'KI.ZHKEZJE( I..If - ]
KEI: s 1 + [Sla'ﬁﬁ-ﬁ-ﬁ-.-
ES—kP—' E+P
'ﬁ‘ &
\ / TD2 o)
E

Source : Gledhill & Walker (2005)

Sol Ex 1 =)
Sol Ex 3 —)

SOl EX 4 —e—
SOIlEX S5 m——)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1134879/
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/1EnzymoInhibition.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/1EnzymoInhibition.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/2Exercice1/1CorrecExo1.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/2Exercice1/1CorrecExo1.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/4Exercice3/1CorrecEXO3.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/4Exercice3/1CorrecEXO3.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/5Exercice4/1CorrEXO4Inhib.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/5Exercice4/1CorrEXO4Inhib.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/6Exercice5/1CorExoC16inhib.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/2EnzymoINHIB/6Exercice5/1CorExoC16inhib.htm

Les réactions enzymatiques a 2 (ou plus) substrats

Introduction et définitions

Nous faisons I'hypothése de I'établissement rapide des différents équilibres de fixation entre

I'enzyme et les substrats :

« c'est 'hypothese du quasi-équilibre (I'étape de catalyse étant I'étape limitante). L'approche du
guasi-equilibre est plus simple pour I'établissement de I'équation de la vitesse.

« cette hypothese est justifiée pour les systemes appelés "sequentiels au hasard" et, dans une
moindre mesure, pour ceux appelés "séquentiels ordonnés”.

Wallace Cleland (BBA - 1963) : nomenclatures d'écriture des mécanismes & plusieurs substrats

Exemple du mécanisme ordonné Bi Bi

'l!"| -k_'; ;\.-1 .II;._ |‘ur
E+A —= FA FA+B = (EAB) =—= (EPQ) =—= EQ+P EQ = E+0Q
k2 ky ki ky Ky
A B P Q
ki rf_-‘ ky l‘h ks ky T.ﬁx kg f'f".lll
représentation ; .
graphigue : _ _ E
EA (EAB) Ko (EPQ) EQ)
A B P Q
.ﬁ| iﬂ'} F._a *.‘(4 A_:, Tﬁ.:,, ﬁ.’; Tﬂ.\
avec un l'U[I'Il:IIL'xL‘ . -
central qui s'isomérise E ] . E.
EA EAB I‘.U
ErQ)

E. Jaspard (2001 6)


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/2Cours2/1Cours2.html#HypotheseQuasiEquilibre

Les mécanismes a plusieurs substrats sont de 3 types

 les meécanismes sequentiels (ou a simple
déplacement) qui se subdivisent en
meécanisme sequentiel ordonné ou
meécanisme sequentiel au hasard.

* le mécanisme a double déplacement (ou
meécanisme Ping Pong).



Systeme séquentiel
(ou a simple déplacement) appelé "au hasard"

* Deux substrats, A et B, se fixent de maniere aléatoire sur I'enzyme
libre E (c'est-a-dire qu'il n'y a pas de fixation privilégiée de |'un ou
I'autre des deux substrats) avec une constante de dissociation K, et
Kg, respectivement

e Parfois la fixation de I'un des deux substrats modifie la constante
d'équilibre de dissociation de I'autre substrat de I'enzyme libre
d'un facteur a.



Le mécanisme réactionnel s'écrit :

Ky .
E+ A< - EA

+ +
B B
i [
KH HK];
! F k('ﬂs" . i
EB+ A~ = EAB - ~E+P+Q
oK o k.

E. Jaspard (2011 7)

On aboutit a un ensemble de courbes de saturation pour chaque substrat :
vi = 1([Ao]) et v; = 1([By])

Exemples d'enzymes
*Figure ci-dessous : la créatine kinase (E.C. 2.7.3.2). Il s'agit d'un

mecanisme Bi Bi au hasard. La glutathion S-transféerase
Mécanisme i simple déplacement appelé au hasard

phospho-
ATP créatine créatine  ADP

' i

E E
_Q E-créatine-ATP = E-phosphocréatine-ADP Q_ D ‘

créaIine .-ITP AD£ phxnsphoa Solution ‘

créatine

E. Jaspard {2013)


http://www.uniprot.org/uniprot/P12277
http://enzyme.expasy.org/EC/2.7.3.2
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/3TD2SUBSTRATS/1PremierSerieEXO/1EnzDEUXSub.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/3TD2SUBSTRATS/1PremierSerieEXO/1EnzDEUXSub.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/3TD2SUBSTRATS/1PremierSerieEXO/3CorrecExo2Sub.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/3TD2SUBSTRATS/1PremierSerieEXO/3CorrecExo2Sub.htm

Systeme sequentiel (ou a simple déplacement)
appelé "ordonneé"

« Dans un tel systeme, l'ordre de fixation est obligatoire : le substrat A doit se fixer
a I'enzyme libre E avant le substrat B. En d'autres termes, le le substrat B ne
peut se fixer qu'au complexe EA. Un complexe ternaire EAB est toujours forme.

Le mécanisme réactionnel s'écrit :

Ka Kp Keai
E + A <====>EA + B <====> EAB ------ > I + produit(s)
Vi= le [EAB]
Conservation des especes : [Ey| = [E] + [EA] + [EAB]
['équation de chaque courbe de saturation en fonction de la concentration du substrat A pour une concentration
fixe de B est:

app

(KA K™ ) + (K™ L [AgD + ([Ao]. [Bol)

vi= Vi



Le parameétre K, (qui est également K,,) est déterminé a partir du graphe

°
primaire pour le substrat A (ci-dessous) :
1/v /v i
i Graphigue primaire : L
Iv =f(1JA ) 4 . L
| o Graphigue primaire : '
pour différentes concentrations IB.,I fixes : s ! ];;-I =i [p’iBn]p Fd o
/ o = pour différentes concentrations .. 4 e BY
/ / [A ] fixes "
e '/ /f_/
s et
oy
= ; Y
> 1/Vmax LYmex
/-"/F”I.- =,
ST ¥ = !
- 0 A
UK 1[A ] /K =0 1/[B |

Les valeurs du graphe primaire pour le substrat A sont reportées dans le graphe secondaire pour
le substrat B (ci-dessous) qui permet de déterminer : V,, et K,,5.

1/Vmax
1/Vmax | .-~
Graphique secondaire :
/v [nnl”“=n1;mn|:
2119 . 1/[B |
-1/K 0

M



Systeme a double déplacement appelé
"Ping Pong"
Un ou plusieurs produits est/sont relargué(s) avant que tous les substrats ne

soient fixés a lI'enzyme. Ce mécanisme est caractérisé par la formation obligatoire
d'une forme intermédiaire modifiee de I'enzyme (E*) qui est un acyl-enzyme.

Mécanisme a double déplacement appelé ping-pong

A P B

L - '

E—=EA_™E*P—=E*—=E*B = EQ—=E

1 E. Jaspard (2013)
Exemples d'enzymes

* les aminotransférases : mecanisme Bi Bi Ping Pong (figure ci-dessous)

Mécanisme "ping-pong" de la chymotrypsine

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

OH
/
Ry R Enzyme o=C
Substrat naturel ; PO i ¢ o MK Hal) \IL
la liaison peptidique {]_:.(j\,-- = f - k-\.. - J k. :f
TR . k Enzyme
©  Enzyme E* R: ¥

E. Jaspard (2004)


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/6Proteases/2Proteases/1Proteases.htm#AcylEnzyme
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/2N2NH3aaetUree/1N2NH3AAetUree.htm#Transamination

Certaines protéases a serine (figure ci-dessous)

Mécanisme "ping-pong” de la chymotrypsine

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

OH
s
R-.] R‘E Enzyme U:C
Substrat naturel : 0 “ H,0
la liaison peptidique {] E‘\: e i 0=C
R, | Llh" me
°  Enzyme E* F"-* Y

E. Jaspard (2004}

« Modele cinétique
Le mécanisme réactionnel s'écrit :

k k

E+A~ © —EA 2 o Ef4P
k.y
k |

Er 4B BB - EE4Q
k.3

F. faspard (20117 )


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/1COURS1/111Cours.html#Protease

v o

Ce mécanisme est caracterisé par un ensemble de droites paralleles selon la

représentation en double - inverses :

vy

v

Mlax

Mlax

By _

. B
1+ !\“ B1)

N

7

(B *

B] "

0

11A],

v =d[Pl/dt =d[Q)/dt =k, . [EA] =k, . [E7B]

|Eg] = [E] + [EA] + [E*] + [E*B]

L'équation des vitesses est :

Vi= {k't'ill A Epl) .



http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/2Cours2/1Cours2.html#RepresDoubles

Mécanisme Ping Pong a 2 sites (ou plus)

o méthyl- Mécanisme 2 sites Ping Pong : transcarboxylase
reactions malonyl- propionyl-
au niveau CoA CoA
du site 1
i T G oxalo- réactions
. i acetate au niveau
C-mé f | du site 2
= = = o -* i .
E 1'|II_I||:.| E-carboxy- . ¥ T
malonyl- biotine . E
CoA ; E-carl
E-carboxy- ~Carhoxy-
hiotine biotine-
pyruvate

E. Jaspard (2015)

Sur un site : le méthyl-malonyl-CoA transfere son groupe carboxyle a la biotine
pour former la carboxy-biotine-transcarboxylase et le propionyl-CoA est
dissocié de I'enzyme.

Sur l'autre site : le pyruvate se fixe indéependamment. La carboxy-biotine y est
transférée et le pyruvate est carboxylé en oxaloacétate qui se dissocie de
I'enzyme.

Les équations des vitesses sont identigues au mécanisme Ping Pong classique
mais les profils d'inhibitions sont inverseés.
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