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L_es protéases a sérine

La chymotrypsine est une protéase a sérine

La plupart des protéases a sérine sont des endopeptidases , elles possedent comme
groupe catalytigue une cysteine qui joue le méme role que la sérine.

La plupart des protéases a serine de mammiferes ( la trypsine, la chymotrypsine, I’
elastase, les protéases de la cascade de coagulation sanguine (thrombine)) sont
synthetisees sous forme de prézymogene transformé en zymogene par elimination du
peptide signal lors du passage a travers la membrane du réticulum endothélial rugueux
et sécrété sous cette forme. Leurs activation resulte de coupures proteolytiques.

Les protéases pancréatiques se trouves dans le pancréas sou forme de précurseurs

inactifs afin d’assurer un mécanisme de protection.
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La chymotrypsine (EC: 3.4.2.1.1) est une enzyme protéolytique secrétée par le pancréas sous
forme d’un précurseur inactif: le chymotrypsinogene. Au cours de la digestion, le

chymotrypsinogene subit une série de clivage qui le convertit en chymotrypsine.




Enzymologie Moléculaire et Appliquée
TD4

Specificité

La chymotrysine partage une homologie de sequence de structure tridimentiennelle et de masse
moléculaire (de 25000) avec d’autres protéases a serine (trypsin et elastase)
mais de spécificité différente.

La chymotrypsine clive préférentiellement le lien peptidique lorsqu’un résidu aromatique (Phe,
Tyr) est engageé du coté carboxylique.

La trypsine clive par contre la liaison peptique lorsqu’ un réidu basique (Arg ou Lys) est situé
du coté carboxylique.

L’¢elastase n’a pas de préférence particuliere si ce n’est qu’elle coupe le lien peptique lorsque un
résidu neutre a courte chaine latérale est placée du cote carbonyle.
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Specificite

La spécificite de la réaction pour
differentes proteases, provient de
la forme de la poche hydrophobe
qui permet de positionner

certains substrats et d’en exclure

d’autres.
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Specificite

La chymotrysine: la poche abritant le site actif est tapissee de résidus non polaires capables
d’engager des interaction hydrophobes avec une chaine latérale comme celle de la tyrosine ou de
la phénylalanine.

La trypsine :le résidu d’acide aspartique situé au fond de la poche permet de générer des
Interactions ioniques avec des résidus a charge opposee comme 1’arginine ou la lysine

L’¢lastase : caracterisée par une poche a profondeur faible , qui ne lui permet pas d’accueillir des
chaines latérales non polaraires et peu encombrantes comme celle de I’alanine.
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Mécanisme catalytique de la chymotrypsine

Le mécanisme a éeté étudié grace a I’lydrolyse de substrats synthétiques comme les esters
d’acide organique ( p- nitrophénylacétate ou les esters méthylés d’aminoacide dérivées de la

formylphénylalanine ou de 1’acétylphénymalanine.
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Exemple de substrats synthétiques de la chymotrypsine
La double fléche indique la position du clivage.
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La chymotrypsine est une sérine protéase en raison du réle que joue cet acide
aminé dans son activite; le terme sérine protéase ne designe pas une protéase
coupant les sérines! Un transfert d'électrons initié sur I'aspartate 102,
induisant I'histidine 57 a voler un hydrogene a la sérine active.

Site Actif

Le groupe réactif au site actif est constitué d'une triade catalytique: la sérine
195 est l'acide aminé qui réagit avec le substrat, alors que I'histidine 57 et I'acide
aspartique 102 contribuent a rendre la sérine particulierement réactive.

lon alcoolate

Ser 195

- voir site actif de la chymotrypsine notant la direction de liaison et la
disposition d'His 57 et d’Asp 102 par rapport de la sérine réactive. Le site actif se
situe dans la fente entre les deux domaines structuraux qui composent la protéase.
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Site actif

Mécanisme du site actif de la chymotrypsine. Le substrat, une chaine polypeptidique avec
une chaine latérale hydrophobigue comme Tryptophane, phenylalanine ou yrosine est logé dans
le site de reconnaissance de telle facon que le lien a étre hydrolysé se retrouve pres de la sérine
195.

k: Liaison du
y substrat

Triade catalytique de la chymotrypsine
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Site de fixation du N-formyl tryptophane au centre actif de la chymotrypsine.

Reprinted from The Enzymes, 3rd ed., Vol. lll, BLOW D.M., The structure of chymotrypsin, 199. © (1971) Academic Press, with permission
from Elsevier)
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Mécanisme catalytique de La chymotrypsine
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Meécanisme catalytique de La chymotrypsine

Ces deux phases indiquent que la catalyse d’effectue selon plusieurs étapes:
Etape rapide: fait suite avec la formation d’un intermediaire appelé acylenzyme.
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Figure ., Mécanisme catalytique de la chymotrypsine — Formation de |'acylenzyme
L'un des résidus aromatiques (Phe) est reconnu par 'enzyme et s'insére dans le
site actif a coté de la triade catalytique constituée par Asp'®, His* et Ser'® (A), une
liaison est engagée entre le groupement carbonyle du lien peptidique et la sérine
195 (B), I'acylenzyme formé capte un proton provenant de 'histidine 57 (C) ce qui
permet le clivage de la liaison peptidique (D).
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Meécanisme catalytique de La chymotrypsine

Le groupe p- nitrophénule est ensuite libéré sous forme de p- nitrophénolate.

L’attaque de I’acylenzyme par une molécule d’cau libérant de 1’acide acétique constitue I’étape
limitante de la catalyse.

La chymotrypsine est alors a nouveau disponible pour effectuer une autre cycle réactionnel.
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La sérine nuciéophile attaque le groupe carbonyle de la liaison peptidiqu:
tandis que I'histidine arrache le proton de la sérine. Il en résulte un éat d¢
transition nomuné intermédiaire tétraédrique. Un complexe

se forme aloes entre Ioxygéne et le carbone carbonyle.

3 Lintermédiaire tétraédrique se décompose. Une liaison ester se forme surB
sérine tandis que le fragment amine R*
de 'histidine. C'est le stade acy

lenzyme, l'enzyme est temporairement liée &
fagon covalente 3 une partie du aubﬂry:: 5




fiaire acyl-enzyme est trés instable et i est désacylé
LA J.c:': par hydrolyse de la laison ester. ) ya Iibéntions:::\:::
:‘ ‘g,-ul;f (e tan dis que l'enzyme revient & |
gLl
‘""u\\

“at initia),
s ce mécanisme est basée sur o
ation de ce es études aux rayons X mak
o PRI i ont permis de validey e modele. Aingi Futilisation d'lnhlb::
Jaulr® s d'étudier dans le détail la formation dy complexe inhibiteur-
s ::t Ces études montrent que la formation de |
adase.

3 ‘intermédiaire tétra-
P e provexjue une déformation ﬂm‘,ﬂrﬂ\aﬁonnelle localisée du carbone
f’"”‘f:yk de la liaison qui sera rompue. L'oxygéne, nommé oxyanion, pénitre
.

ofondément dans le site actif pour se positionner dans i
?.|.m:' !;'::sm accupée appelée trou de l’oxyanioa.Pl;anu cette pmlbumm
|uﬂlx aisons hydrogéne avec l'enzyme. De plus, Je groupement NH du résidu
::': précede la liaison a rompre forme aussi une liaison hydrogéne avec
'Lfc":'y;‘mmm,.me qui est responsable de V'efficacité catalytique des protéases
R '! ine par stabilisation de leur éat de transition. Le schéma ci-dessous
représente une portion du site actif et illustre cette particularité.

Figuse 11h. Stabilisation de I'é1at de transityon des protéases & sérme .
|D'apees Voet & Voet, Biochimie. 1966

Par soucs de claeté, seule une partie du site actif de Fenzyme est représentite. }
Trow de Tanpuniom

1 Duns le complexe de Michadéln, le carbone 2 Daes intermédiaire tétraddiqoe, Voxygine

carboryle de La Haison peptidique qus sera du carbone carbosyle 2 péndtné dans e trou
foenpue e peut pas rentrer dans le trou de de I'oxyanion
Voxyanion

e Llaison hydrogéne
L — Liaison nouvellement formée




Enzymologie Moléculaire et Appliquée
TD4

Régulation de I’activité protéolstigue

La régulation de l'activité de 1'enzyme se fait par activation protéolytique.
Ces enzvmes sont synthétisées sous forme de précurseur non actif (zyvmogéne) et
sont ensuite activees par un clivage protéolytique. Le mangque de régulation
provogque une autolyse ou une digestion préematuree des tissus qui ont synthétise des
protéases - pancreatite aigué.

Autolyse: la
- trypsine catalyse sa
propre activation

La trypsine est activée par une entéropeptidase et par autoactivation
subséquente. La trypsme peut ensuite activer d'autres zymogeénes, comme la

chymotrvpsine en la clivant entre les acides aminés 12 et 16. La chyvmotrypsine
s'autolyse ensuite pour exciser deux dipeptides: Serl4-Argld et Thrl47-Asnl48.




la relation structure-fonction d’une protéase a serine: La chymotrypsine

Chymotrypsinogene Chymotrypsine




TD4

Enzymologie Moléculaire et Appliquée

50 1
. la relation structure-fonction d’une protéase a serine: La chymotrypsiné
L L ____________.}
Récapitulation : Stabilisation de I'état de transition des protéases
Poche de
a) spécificite b) P
. l,,,,f*l
Trou de HI~I~.
Foxyanion R .
o F _ . - ol ,a—;ﬁ .- Glv193
<" TNTCogT Syes s S gﬁ:
oy 9 w — O H—N Sk o
— —f H o N
P M H Py His57T Hi
{HisS7 Ny
Aspi0Z N . ?N Rl il e
Serl1os

a) Dans le complexe michaelien de la chymotrypsine., la lmaison du substrat
compresse le pont d hydrogéne entre Aspl02 avec l'atome N6l dua His57T gm
provogque un déplacement en densité d'électrons vers 1'autre azote WNe2 du His>7 (non
mmpligue dans ce pont d hvdrogene). Ceci devient une base trés forte gqua permet a
His57 a déprotoner Serl95 et la transformer en nmucléophile fort quu attaque le
carbone électrophilique du substrat. L oxygéne du carbonvle developpe ainsi une
charge partielle négative.

b) Dans 1" intermediaire tétracdnque. le trou de 'oxyvamion stabilise cet oxygene avec
la charge négative par des liaisons hyvdrogéne avec les ammdes NH du sguelette
proteigue de Gly193 et Serl95. La réachon avance di a 1'instabalité de la charge
negative sur cet oxyvgene du substrat et quui conduit a la perte de I'intermediaire
tetraedrique et la reformation d'une double haison avec le carbone gqui ensuite clive la
liaison peptidigue. La protonation par His57 du N-termmnus naissent facilite son

|l denlacetrment



