Enzymes

[— Without
T -| enzyme

Enzyme lowers
activation

energy by
~ this amount

=

Progress of

reaction
o
. Product



Plan du cours

Notions essentielles sur les enzymes:
Généralités: classification, action, structure (enzymes, complexe ES)
Vitesse, activité enzymatique
Cinétique: influence de [E] et [S] sur |'activité enzymatique
Influence des facteurs physiques: température, pH
Effecteurs enzymatiques
Enzymes allostériques
Régulation de I'activité enzymatique

Structure et importance des isoenzymes.



Importance des enzymes

= Développement des connaissances médicales
= Déchiffrage des voies métaboliques + leurs mécanismes de contrble
= Déficiences enzymatiques = maladies métaboliques
= Importance des cofacteurs (coenzymes, ions métalliques)

= Biologie medicale: dosage des enzymes = diagnostic et suivi des patients

= Recherches en biochimie, pharmacologie = nouveaux médicaments >50%
- activateurs, inhibiteurs, substituants des enzymes.




Enzymes

Biocatalyseurs: T vitesse des réactions, sans en modifier I'équilibre
Quantités infimes, par rapport aux réactants
Régénération a la fin de la réaction = reprise du cycle catalytique

Structure: protéines / ARN (ribozymes).

@Enzyme available
with empty active
site
Active site 7 Substrate

(sucrose)

“”' e Substrate binds
N toenzyme with
| induced fit

. Enzyme
Glucose |  (sucrase)
|
Fructose
Orroductsare b y 4

released

’9 Substrate is
converted to
products




Ribozymes

ARN: action catalytique sur eux-mémes / autres ARN
(probablement les premieres enzymes).




Action des enzymes

Role des enzymes: vitesse, spécificité, controle des réactions biochimiques

Conditions habituelles (37°C, 1 atm, pH 7,4, milieu aqueux): les réactions
spontanées sont trop lentes pour soutenir la vie

Réactions spontanées: conditions incompatibles avec la vie
(T température et pression, solvants non aqueux, pH acide/basique)

Efficacité catalytique: accélération de la vitesse de réaction
(~ 10°-10%7 fois, par rapport a la réaction spontanée).

With enzyme

Reaction: A — B

Amount of product (B) formed

Without enzyme (uncatalyzed)
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Substrat et produit de la reaction
Substrat (S): molécule qui entre dans la réaction enzymatique et y sera
définitivement transformée

Au moins 3 points de contact enzyme <> substrat

Produit (P): nouvelle molécule qui résulte de la transformation chimique

Lorsque le sens d’une réaction réversible est inversé, P redevient S.
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Spécificité enzymatique

= Spécificité enzymatique
= Specificité de réaction: une enzyme catalyse toujours la méme réaction

= Specificité envers le substrat: chague enzyme agit sur un méme
substrat / nombre restreint de substrats (méme classe)

= Stereospecificité: differenciation des substrats qui ne different que par
la structure 3D (un seul isomere, un seul groupe fonctionnel).




Classification

Nomenclature internationale (4 chiffres)
1¢r chiffre: classe = type de réaction catalysée

2¢me at 3eme: sous-classe et sous-sous-classe = nature des réactants sur lesquels
agit I'enzyme (fonction/liaison impliquée et respectivement, nature de I'accepteur)

4eme: numéro d’ordre
Classe 1: oxydoréductases — transfert d’électrons (donneur = accepteur)

Classe 2: transférases — transfert d’un groupe fonctionnel (donneur ->
accepteur)

Classe 3: hydrolases — addition H,O - clivage d'une liaison C-O, C-N, C-S

Classe 4: lyases — synthese des doubles liaisons / addition des groupes
fonctionnels a ces liaisons; clivage des liaisons C-C, C-S, C-N

Classe 5: isomérases — conversion entre les isomeres optiques/géométriques

Classe 6: ligases — synthese des liaisons C-C, C-S, C-O, C-N + hydrolyse
d’une molécule riche en énergie.



Classification
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Cofacteurs enzymatiques

Atomes/molécules qui facilitent la réaction enzymatique
(liaison du substrat, catalyse, constituants structurels de I'enzyme...)

Classification (nature chimique)
Ions métalliques: Cu?*, Zn2+, Mg?+, Mn2+, Fe?+, Ni2*, Mo, Se, K*
Coenzymes (molécules organiques)

= Origine: dérivés des vitamines (diete) / issus de la synthése endogéne
(cellules / bactéries intestinales)

= Interaction avec I'enzyme: libres / liés définitivement (groupes prosthétiques);
holoenzyme: apoenzyme + coenzyme li€.
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Structure des enzymes

» Centre actif: site de liaison du
substrat > catalyse enzymatique

= Résidus constitutifs (pas toujours
voisins dans la structure primaire)
-> structure 3D: liaison du substrat
par complémentarité stérique

= Résidus catalytiques: catalyse
proprement-dite

= Enzymes allostériques: chaque
sous-unité - centre actif
(substrat) + centre allostérique
(régulateurs).

Active site

Free enzyme (E)

Peptide bond

Dipeptide product (P)

Amino acids

Substrates (S)

Enzyme-substrate
complex (E-S)

Internal rearrangements
leading to catalysis




Structure du centre actif

= Conformation: poche / crevasse a la surface de I'enzyme; acides aminés
souvent hydrophobes = exclusion des molécules d’eau

= Résidus catalytiques au centre actif (souvent Ser, His, Tyr, Cys...)

= Chaines latérales: rapprochement, orientation correcte du substrat / cofacteurs.

[




Exemples de résidus catalytiques

a — Sérine-protéases; b — cystéine-protéases; c — aspartyl-protéases;
d- métalloprotéases




Complexe enzyme-substrat

S + centre actif & complexe intermédiaire ES (liaisons non-covalentes)

Reconnaissance du substrat: complémentarité stérique
(S <> chaines latérales des résidus constitutifs du centre actif)

Modele de la complémentarité exacte (clé et serrure)

Modele de la complémentarité induite: absence de complémentarité initiale
- changement conformationnel de I'enzyme - meilleure complémentarité

= Premiere approche = quelques liaisons faibles = transition conformationnelle >
plusieurs liaisons faibles - stabilisation du complexe ES

= Propriété générale des protéines qui fixent réversiblement leurs ligands.
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Exemple de complémentarité induite

Hexokinase

(b)

Liaison du substrat (glucose)




Mécanisme d’action des enzymes

Catalyse enzymatique: dissociation des liaisons chimiques du substrat >
synthese de nouvelles liaisons, specifiques du produit

Enzyme
Nocmal 00000 E R aesassssaas geanan
@ activation > ::::/ga;»on
. o : lowered by

2 - e

preu ucts

bonds in substrate
are weakened

enzyme enzyme-substrate enzyme



Mécanisme d’action des enzymes

|

Free energy
of activation
(uncatalyzed)

Enzymes: {4 énergie libre d’activation
(synthese du complexe ES - énergie
d’activation plus faible, stabilisation
de I'état de transition, T probabilité
de formation de I'état de transition)

Transition

Initial state
(reactants)

Free energy (G)

Free energy AG
of activation
(catalyzed)
_________________________ By
Final state non catalysée catalysée par K
(products)

Progress ofreaction — A

B



Etapes de la réaction enzymatique

E + S > complexe intermédiaire ES

Chaque molécule d’enzyme doit lier le(s) substrat(s)

Catalyse proprement-dite: ES < EP

Phase réversible si la réaction aboutit a un équilibre

Dissociation EP > E + P

Réaction réversible: P redevient S en s'associant a I'enzyme.

E+S— ES—= EP =— E+P



Constantes de la réaction enzymatique

S —=> "y ES —2p P
k k A ik
-1

Kk, et k _; sont les constantes de vitesse d’association et de
dissociation du complexe ES

k., (k,) est la constante catalytique, c’est-a-dire la
constante de vitesse de la réaction enzymatique



Vitesse de la réaction enzymatique

= Observations expérimentales: variation [S] ou [P] en fonction du temps
= Vitesse de réaction: -45 /At = AP/ At

= Vitesse: nombre de moles de S transformées en P/volume /At.

reaction: S —- P
10 =
initial substrate
concentration: S,

12

substrate / product




Evolution de la vitesse de réaction

1) Phase prée-stationnaire: phase de latence, vitesse ~ nulle
2) Phase stationnaire: vitesse constante - vitesse initiale ()
E+S > ES, T[ES] (maximum de molécules d’enzyme liées au substrat)
Efficacité catalytique maximale > v, est la plus grande vitesse mesurable
3) Phase de plateau: équilibre de la réaction
T [P] © activation de la réaction inverse = diminution de la vitesse

Equilibre: vitesse de la transformation inverse égale a celle de départ > les
concentrations ne changent plus.

[Produit]

Temps




Influence de la concentration d’enzyme

Variation de v, en fonction de [E]

: proportionnalité linéaire

v, directement proportionnelle a

E]: mesure de v, pour

exprimer la quantité d’enzyme active = dosage enzymatique.

V,orV .

Enzyme Concentration - [ E ] Activité spécifique



Dosage enzymatique

Activité enzymatique (1,): quantité de S > P/intervalle de temps,
volume donné, conditions optimales (température, pH, [S, cofacteurs])

Expression de l'activité enzymatique

Unité internationale (UI): quantité d’enzyme = transformation 1 pmol S/min;
fluides biologiques: UI/L (UI/mL)

Katal (Kat): quantité d’enzyme - transformation 1 mol S/sec
Activité spécifigue:. Ul/mg de protéines (concentration d’enzyme active)

Numéro de turnover (constante catalytique): nombre de molécules de S = P /
seconde / molécule d'enzyme

Conditions pour un dosage correct
Mesure de Vv, (disparition du S / apparition du P)
Exces de S = v, dépend seulement de [E]

Température, pH constants, absence d’inhibiteurs.



Influence de la concentration de substrat

Variation de [S]: v, sera différente pour chaque
concentration

Lorsque [S] T = v, est plus grande que lorsque [S]

Variation de 1, en fonction de [S]: relation non-linéaire >
hyperbole.

Low [S] Medium [S] High [S]

@

& '
Maximum rate

Reaction rate
©)

Subétrate

Substrate concentration [S]



Hyperbole de Michaelis et Menten

m [S] =0: v, = 0> I'nyperbole croise l'origine des axes

= [S] tend vers l'infini: I'hyperbole se rapproche de son asymptote

= Parametres cinétiques

= Vitesse I/, (asymptote): vitesse théorique - [S] tend vers l'infini

= Constante de Michaelis K: [S] 2 V= V,/2.

Leonor Michaelis,
1875-1949

Maud Menten,
1879-1960

[S] =K,

[S]



Equation de Michaelis-Menten

Objectif: expression de la variation de v, en fonction de [S]
a l'aide des parametres cinetiques (V..,, K,

Observations

[S1/(K,+[S]) tend vers 1, lorsque [S] tend vers l'infini > v, = V.,

Pour [S] = K, 2> v, = V../2.

/ \ v, = Vimax [S]  Vpnax ST
Vinax [S] siest O 0T oy

Kpn + [S] v e Vina
\- / 2

Vo =




Constante de Michaelis
K exprime l'affinité de I'enzyme envers son substrat

K. T > [S] T pour atteindre V. /2 > faible affinité enzymatique
envers S.

Vv EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEEEEENER K :iH[]EKdEl’Hffinitéde
max M
I’enzyme pour le substrat
~ plus K,, est petit plus
v I’affinité est grande
Vo=V, ax Ky + [S] » plus K, est grand plus

I’affinité est faible

équation de Michaelis-Menten . 1’affinité est inversement
[ S] proportionnelle a la valeur
de K,,

K}.-'l (este de Michaelis)

la réaction enzymatique suit une hyperbole => la réaction enzymatique est
saturable.



Diagramme de Lineweaver-Burk

Objectif: expression de la variation de 1/, en fonction de 1/[S] >
équation d’'une droite

Graphique en double inverse: droite

Ordonnée a l'origine: 1/ V. .,; abscisse a l'origine: -1/K,

Applications: calcul de V/,,,, K, = analyse de l'inhibition enzymatique.

Y
V= max [S] 1’,"7

K.+ [5]
1 Km+ [S]
v - Pente =K, /V __

Yax  [S]

1 _ Km s [S] K 1
V Vmax [S] Vmax [S] Vmux [s] vmax
| Km I Slope
v + y Inte

Lineweaver-Burk Plot -1/K,,

l"'IIIIII'I'I-EI [S] l"'IIIIII'I'I-BI

1/[S]




Influence du pH sur I'activité enzymatique

quand le pH change, I’état d’ionisation des groupements chargés, aussi bien dans le site actif de
I'enzyme (en fonction du pKa propre a chaque résidu chargé participant a la constitution du
site actif), que dans le substrat, varie. L’activité enzymatique dépend du pH et cette

dépendance est spécifique a chaque enzyme.

pepsine

acétylcholinestérase

vitesse initiale, Vj




Influence du pH sur I'activité enzymatique

Influence du milieu sur la charge des acides aminés
Milieu acide (pH < pI) > fonctions ionisables protoneées (COOH, NH;*)
Milieu alcalin (pH > pI) - fonctions ionisables déprotonées (COO-, NH,)
pH ~ neutre - fonctions ionisables chargées - attractions électrostatiques
Effets de la variation du pH

Dissociation des attractions électrostatiques - changement conformationnel
+ dénaturation de I'enzyme

Impossibilité de liaison du substrat, des cofacteurs, des effecteurs.

optimal range
for most human enzymes

e

rate of rxn
—

[= o
Y]
[ ]



pH optimum

Définition: pH = charges électriques des
chaines latérales au centre actif sont les plus
favorables a I'activité catalytique

log Vy

pH optimums différents: selon I'environnement
physiologique

2 4 6
Pepsine (suc gastrique): pH optimum 1,6 PH

(a) Pepsin

Amylase, trypsine (enzymes pancréatiques):
pH optimum alcalin (pH duodénal ~ 8)

log V,

Glucose-6-phosphatase hépatique
(pH cytoplasmique ~ 7,2): pH optimum 7,8

Enzymes lysosomales: pH optimum 4-5. . . -

pH
(b) Glucose 6-phosphatase




Température optimale

Définition: température = activité enzymatique maximale

Réactions non-enzymatiques: vitesse T avec la température

Reéactions enzymatiques: dénaturation thermique des enzymes (> 40°C)

Température optimale (homme): 37°C

Enzyme Activity

Extrémophiles: bactéries thermophiles, eucaryotes uni- / pluricellulaires >
tolérance des températures élevées.

4
4

¢ == Non-enzymic rxn

Enzyme catalyzed
----- rxn - subject to
protein denaturation

20 40 60 Thermococcus gammatolerans: radioactivité,
Temperature ° C eau salée, anoxique, pH acide, 88°C



Organismes extréemophiles

= Tardigrades: eucaryotes multicellulaires (champions de la survie)

Températures tolérées: -272 - +150°C

Cryptobiose: congélation = arrét complet du métabolisme
Résistance aux pressions élevées: 6 x la pression au fond de I'océan
Survie dans le vide absolu

Résistance aux fortes doses de radiations ionisantes

Résistance a la déshydratation. ..




Effecteurs enzymatiques
Définition: ligands = variation de I'activité enzymatique, sans étre
indispensables a la catalyse
Action: activateurs / inhibiteurs

Importance: contrdle des réactions métaboliques, médicaments
(antibiotiques, chimiothérapiques, anti-inflammatoires...)

Non-specific ‘ \
reverse

ACids & Bases ‘ \

Temperature
Alcohol
Heawy Metals
Feducing Agents




Inhibiteurs speécifiques
Action: E + I - complexe inactif EI

Inhibiteurs irréversibles
Dissociation EI extrémement lente = E ne retrouve plus son activité
Liaison stable, covalente/non-covalente, aux résidus catalytiques

Exemples: pénicillines (synthese de la paroi cellulaire bactérienne), AINS
(synthése des médiateurs pro-inflammatoires), composés organophosphorés
(insecticides, poisons)

Inhibiteurs réversibles: dissociation de EI = reprise de |'activité catalytique
Compétitifs (conformation ~ S) = liaison au centre actif

Non-compétitifs: liaison en dehors du centre actif = blocage de la catalyse
enzymatique

Incompétitifs: liaison + inactivation du complexe ES.



AINS: inhibiteurs de la cyclooxygénase

Prostaglandin H Synthase

Cyclooxygenase

Arachidonic / \ Prostaglandin G,

Acid
Hydroperoxidase
PGH,
coo O
O—E—CH3
- SER: résidu catalytique ‘@CHQOH +

Active Enzyme Acetylsalicylate

(Aspirin)

l COO
o
OH
@—CHzo—g—CH3 ' ﬁj’

Acetylated Enzyme
(Inactive)



Action de l'aspirine

L ' _ _ PHOSPHOLIPID
Catalytic Serine residue PHOSPHOLIPASE A2
site at position 529 ‘
e m— e —_ = COOH =
( / 1\ ‘ aspirine "
| ' N\ N\ /4 \ Acétvlation ARACHIDONIC ACID
/) B T CYCLOOXYGENASE ‘
/ 20,
/ PGH
\ COOH SYNTHASES
o A
o
(— PGG2  ou
,,,,,, W Sy PEROXIDASE
OO0 Neosee § 20
N COCH
X 0_-’ ‘/=\N
O00CO00OORCOOLOLCOCXITOOOO0 e
PGH,  OH e
Platelet Channel of access Arachidonic acid SIWIRASER / ‘
PROSTAGLANBINS
PROSTACYCLIN

- administration chronique de faibles doses d’aspirine : réduction de la

production de leur principal produit, le thromboxane, un puissant
vasoconstricteur

- effets divers sur la fonction cardiovasculaire
- I’aspirine a faible dose est un traitement préventif secondaire efficace de
I’infarctus du mvocarde et de I’ischémie cérébrale



Action du DIFP

Enzymes cibles:
chymotrypsine
acetylcholinestérase

SER: résidu catalytique

(Ser

I S
Fnz—CH,— OH + F— P—0—CH
195 I N"*.
] {I:n CH,
C
H,C~ H “CHj
DIFP
F-+H”
0 SHe
FEnz—CHs—0 —I—I’—D— C;\H
0 CH,
I
C
H.C~ H “CH,

Di-isopropyl-fluorophosphate
(insecticide, médicament)




Inhibition compétitive

Substrate

Enzyme \ ES-Complex
a » Products
I/'d Competitive Inhibitor

Inactive Enzyme

L’inhibiteur est un analogue de structure du substrat

s 3 = == 3
S + E ES

P + E

I’affinité apparente diminue

] \ ¥ Fd
laV ___n’est pas modifiee

I(I
» 3 = =3
I + E El



Inhibition compétitive

Conformation similaire au S: liaison au
centre actif > compétition avec S

Ss—ESs—»ep IELBl _n

E"' [E S]
E+S>ES; E+1->E E11] _
| =—=EI Esy -
Liaison d’un ligand > blocage de la liaison [E. ] = [E]+[Es]+[EI]
de l'autre

Equation de Michaelis-Menten: T K,
(coefficient qui dépend de [I], 1/K)

Effets: I affinité envers S,
I/ .. inchangee

Annulation: T [S] > déplacement de I [ |l
> reprise de la réaction. [S]+Km|1+ K ]




Inhibition compétitive

Graphique en double inverse: analyse de la réaction > T K,

1/ V. ., demeure inchangé: point commun des droites.

Ky Ky [S] -VKy -1/K’y 1/[S
[S]

I’affinité apparente diminuve : K°, > K, ; /K", < /K,
V,..x = constante

max



Exemple d’'inhibition compétitive
Succinate déshydrogénase: oxydation succinate = fumarate

Succinate (diacide): charges (-) des fonctions COO- = liaison a I'enzyme

Malonate, oxalate (diacides, distance ~ similaire entre les groupes chargés):
liaison au centre actif > complexe EI

T [S] ou [I]: déplacement de I'autre du centre actif.

-2
PO i}
H C OH " ’ H ¢ O PO52
2 isphosphoglycerate é 2
éHg—OF’O3 mutase Hp- OPO 5
1,3-Biphosphoglycerate 2,3-Biphosphoglycerate
] E i' ] "00C, H
00C—C—C—CO0™ +A > C=C. .+ AH,
Ill I|_| Succinate H’ COO
Succinate Dehydrogenase Fumarate
H
'OOC#)COO'

I’ Malonate



Applications médicales

Sulfonamides: analogues de l'acide para-
aminobenzoique = blocage de la synthese
d'acide folique (bactéries)

Statines: inhibiteurs compétitifs de I'HMG-CoA
réductase = arrét de la synthese du
cholestérol

HMG CoA-reductase
Active site

Intoxication au méthanol: liaison a I’'ADH >

formaldeéhyde (toxique) = solution d’éthanol
- liaison a I'ADH - déplacement du CH;OH
- synthese de |'acétaldéhyde (non-toxique).

HO O

H,C %ﬁx{ L
' CS-CoA
0

HMG-Co A
(substrate)

H2N—@-C°°H =
c|-|2 NH CO Glu
Acide p-aminobenzoique J\ \/[ I
HoN

Pravas tatin

H2N 502 NH2 (competitive inhibitor)

Acide folique

Sulfamide




Inhibition non-compeétitive

Substrate

Enzyme f ES-Complex
* <—> Products

Non competltlve
Inh|b|tor y’
‘ A‘ ESI-Complex
Inactive Enzyme

Forms

L’inhibiteur se fixe sur un site différent du substrat

Paffinité n’est pas modifiée la V___diminue



Inhibition non-compeétitive

Action: liaison en dehors du centre

actif > inactivation de I'enzyme K, Ky
Y E + ST ES = E +
E+S->ESetE+1- E + 2+ K
I I
ES + I > ESI (inactif) k‘” @ ku ¢
EI + S > ESI (inactif) ET+ S = EoT
K’

Effet: | [enzyme active] = | [P]

remember:

Conséquences: V.., K., inchangé. [Et =[E] + [ES] + [EI] +[ESID

Vi [S] Ve —YM

(Km +[S]}[1+J£] [\1+JE]

V =




Inhibition non-compétitive

Graphique en double inverse: 4 V

max

Point commun des droites: -(1/K,) = I n‘affecte pas la liaison du substrat

Médicaments: acétazolamide (anhydrase carbonique), nifédipine
(cytochromes P,;), allopurinol (xanthine-oxydase).

1/v

v EEEEEEEEEEENEEEEEEEENEEEEEEER

0
N—N
0
Hac/[( [\
/4)\//_\
0

Acétazolamide

Ky, [S]  -UKy

1/[S]

7 4 7 . _'-‘ T . _Y’ T
Lav diminue:v’ <v_ . ;1/v’ . >1/v
K,; = constante




Inhibition incompétitive
Action: liaison exclusive au complexe ES
ES + I - ESI (inactif)
S = maodification conformationnelle de I'enzyme - site pour I &> complexe ESI
Effets: ¥V, VK

Formation du complexe ESI = | [ES] = accélération de la réaction E + S

maxr

L'inhibition ne peut étre annulée en augmentant [S]
Médicaments: sels de Li* (/myo-inositol-monophosphatase).
Substrate [T]=2X [¢I I=

[T]=0
Enzyme ES-Complex

<«—— Products Kn
slope =
4 Vmax

A

Uncompetitive ‘\
Inhibitor

v
AN
\ID Inactive Enzyme (1+% -1 1/18]
KITI



Enzymes allostériques

= Particularités
= Structure quaternaire, symétrique

= K, V., variables (selon la
concentration des effecteurs)

= Structure de chaque sous-unité
= Centre actif: liaison du substrat

= Centre(s) allostérique(s): liaison des
effecteurs allostériques >
modification des paramétres
cinétiques = controdle de I'activité
enzymatique.

Allosteric enyzme  Active site
with four subunits (one of four)

'
7,
Regtl(ory D
site (one

of four) Activator
Stabilized active form

Active form

Oscillation

Inhibitor Stabilized inactive

form

functional Inactive form

active
site



Conformation des enzymes allostériques

Etat T (défavorable a I'activité catalytique): T énergie interne’
- SOUS-UNités

Etat R (liaison plus facile du substrat): { énergie interne
Facteurs qui influencent la conformation d’'une sous-unité

Interaction avec les ligands: S, effecteurs allostériques

Coopérativité des sous-unités: changement conformationnel induit par la
transition (T <> R) d’une autre sous-uniteé.

4- Il y a au moins deux états possibles par
protomeére différant par le niveau d'énergie libre du
protomére { tendu , relaché ).

3- La conformation de chague protomére est
contrainte par la conformation des autres.




Coopérativite des sous-unités

= Résultat: changement conformationnel de la protéine entiere -
modification des parametres cinétiques

= Conséquence: régulation plus fine de I'activité enzymatique, par rapport
aux enzymes michaeliennes.

Inactive form Active form stabilized
of enzyme by a substrate molecule



Diagramme de Hill

Diagramme de Hill: variation de v, en fonction de [S] pour
une enzyme allostérique

Courbe sigmoide: K, /.., variables en fonction de la
concentration des ligands (coopérativité des sous-unites).

SAllosteric

Monosteric

Effet du S: T affinité
enzymatique envers soi-méme

[substrate]



Exemple d’enzyme allostérique

Hexokinase: glucose + ATP - glucose-6-phosphate + ADP
Glucose: activateur allostérique = transition T 2 R

Glucose-6-phosphate: inhibiteur allostérique = transition inverse

Liaison au centre allostérique > | affinité envers S > { activité enzymatique.

La fixation de glucose entraine une modification conformationnelle
indispensable a la mise en oeuvre de la catalyse

Conformation ouverte Conformation fermée Le passage de la
Glucose non fixé sur son site Glucose fixé sur son site conformation ouverte a la
Pas de catalyse Catalyse conformation fermée
A L7 implique des déplacements de
Etattendu CT———)> Etat relaché

plusieurs Angstroms



Enzymes-clé et voies métaboliques

Voie métabolique: unité de synthese/dégradation d'un composé biologique
Série de réactions catalysées par des enzymes diverses (P, > S, 2 ...)
Enzymes allostériques (enzymes-clé): régulation des voies métaboliques

Importance: controle de la vitesse d'apparition du P final (enzymes les plus lentes).




Particularités des enzymes-clé

Premieres enzymes des voies métaboliques: engagement des substrats
Catalyse des réactions les plus lentes, irréversibles

Enzymes allostériques: inhibition/activation
Produit final en quantité suffisante = rétro-inhibition par le produit

Accumulation du substrat initial = activation par le substrat / précurseur.

E, E, E, E, E.
A==B=2Z=C==D=Z=E=Z%=PFP

\ R |

E, E, E, E, E.
A== B=+=C=—===D=<—=E=<=P




Régulation de l'activité enzymatique

Protéolyse limitée (ménagée): clivage d’'un fragment = activation
(zymogenes digestifs, facteurs de coagulation)

Importance: controle du moment d’activation de I'enzyme

Modification covalente: liaison réversible d’'un groupe fonctionnel / une
molécule (action des enzymes spécifiques)

Phosphorylation, adénylation, acylation, méthylation, ADP-ribosylation...
Controle de I'expression du gene: induction/répression de la transcription
Régulation allostérique: enzymes-clé (activateurs, inhibiteurs allostériques)

Liaison d'un cofacteur: Zinc - déshydrogénases a NAD+, flavine =
flavoprotéines, heme = cytochromes...

Interaction avec une protéine régulatrice: complexe Ca**-calmoduline.



Protéolyse ménagée des enzymes

/ Proteolysis \

Inactive Precursor ==y  Active Enzyme
(Zymogen Irreversible
or
Proenzyme) /
1 C | [7 |
Lys IJe

Enteropeptidase

Trypsinogen Trypsin

Chymotrypsin Chymotrypsinogen
Proelastase

Elastase

Carboxypeptidase Procarboxypeptidase



Modification covalente des enzymes

Phosphorylation
(Tyr, Ser, Thr, His)
ATP ADP O
7 I
By — Bnz—b—0"
O
Adenylylation
(Tyr)
ATP PP, 0
' I
Enz % Enz—ff—O—CHz
O-
H
Uridylylation
(Tyr)
UTP PP, O
I
Enz LL» En;r.—If—O—CHQ
O-

O

Adenine

ADP-ribosylation
(Arg, Gln, Cys, diphthamide—a modified His)

NAD
\  nicotinamide
A
u{|j—(3H2 O
O=P—0" H H
| H H

O
| OH OH
0=I|*—0_

O—CHy 0

Enz > Enz

Adenine

H H

H OH

Methylation
(Glua)

S-adenosyl- S-adenosyl-
methionine homocysteine

> Finz—CHj,

Enz




Phosphorylation-déphosphorylation

Modification réversible des acides aminés hydroxylés (SER, THR, TYR):
protéine-kinases (ATP), phosphoprotéine-phosphatases

Action: P, - liaisons hydrogenes + électrostatiques avec les chaines latérales
- changement conformationnel = variation de I'activité catalytique

Effets: activation / inactivation selon la nature de I'enzyme
Importance: controle des enzymes-clé

Eucaryotes: régulation qui affecte 1/3 = 1/2 des protéines intracellulaires.

ADP - P ADP

x‘*.._. ,_r‘i.')

=T
/’ Kinase

N ?
Enz —CH,OH Enz — CH,0—P—0"
|

\\Pnosphatase/// o

S
TN

P H,0



Isoenzymes

Variantes moléculaires d'une enzyme: méme réaction, propriétés différentes
Localisation (tissulaire / intracellulaire)
Type de sous-unités constitutives (structure quaternaire) = électrophorese
Moment de I'expression (adulte, embryon...)

Paramétres cinétiques (K., V...

i A B C ISOZYME
pH optimum.
- o I I1
LDH ISDENZYMES:
=l I2
I E 3 4 5 [ ——— - . . — 14
H4 H3M H2M2 HM3 M4
CPK ISDENZYMES:
BEbibid  JER
| ‘
CPK 1 CPK2 CPK3 LACTATE DESHYDROGENASE (LDH) DU SERUM

BB MB MM

A: INFARCTUS MYOCARDE B: SUJET NORMAL C: DISFONCTIONNEMENT FOIE
BAP



Importance des isoenzymes

Dosage des isoenzymes = localisation des lésions tissulaires

Exemple: CPK (sous-unités M, B)
Dimére MB (myocarde): T sérique > infarctus
Dimére MM (muscle squelettique): T sérique > myopathies

Dimére BB (cerveau): T sérique = lésions de la barriére hémato-encéphalique.

|-| CH3 0 ATP ADP H CH3 0
N 9,
/ -
Y — /\\ \r
H @ H creatine kinase H @ H

creatine phosphocreatine




