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Préface

Depuis I'Antiquité, les enzymes ont joué un rdle central dans de nombreux processus.
Ces derniéres décennies ont vu une remarquable expansion de nos connaissances et de notre
utilisation de ces biocatalyseurs dans un large éventail de recherches fondamentales et
d'applications industrielles et divers procédés industriels basés totalement ou partiellement sur

les enzymes ont été mis au point.

L’application des enzymes va de la production d'aliments transformés tels que le pain,
le fromage, le jus et la biere, aux produits pharmaceutiques et aux produits chimiques fins, au
traitement du cuir et des textiles, comme adjuvants de processus dans les détergents, ainsi qu'a
I'ingénierie environnementale. Ces biomolécules sont devenues, de ce fait, des auxiliaires
technologiques incontournables et les répercussions sur les plans économique et
environnemental ne sont plus a demontrer. En effet, en raison de leurs roles et de leurs
diverses applications technologiques bien caractérisées, les enzymes font 1’objet d’études
intensives et leurs modalités d’action sont de mieux en mieux connues. Par ailleurs,
I’obtention de produits de qualité optimale suppose une bonne maitrise de 1’action de ces
enzymes par la connaissance, non seulement de leur structure et fonctionnement, mais aussi
de I’influence de certains effecteurs physico-chimiques comme les conditions d’utilisation

(température, pH, présence d’interférant...).

Destiné aux étudiants de licences en microbiologie, biotechnologie microbienne,
biochimie, alimentation nutrition et pathologies et a toute personne s’intéressant a ce volet de
la biochimie, ce polycopié fourni un apercu plus approfondi des principes fondamentaux de
I’enzymologie. Il est axé autour de cing chapitres.

Apreés quelques géneéralités et une définition des enzymes, un apercu sur les propriétés
de ces macromolécules est exposé dans le premier chapitre. Le second chapitre présente
quelques rappels sur la cinétique chimique qui doivent étre considérés dans I’étude des
réactions enzymatiques.

La cinétiqgue enzymatique constitue une part importante de la culture et de la
connaissance biochimique que les étudiants en biologie, quelle que soit leur spécialisation,
devraient acquérir au cours de leur cursus. Elle a pour objectif d’identifier et de décrire
mathématiquement, les mécanismes de réaction en étudiant leur vitesse et les flux
métaboliques. Ainsi, le troisieme chapitre se veut plus spécifique et concerne la cinétique des

enzymes a un seul substrat.



Préface

En outre, I'un des domaines les plus passionnants de I'enzymologie moderne est peut-
étre I'application d'inhibiteurs enzymatiques en tant que médicaments en médecine humaine et
vétérinaire. De nombreux médicaments couramment utilisés aujourd’hui fonctionnent en
inhibant des enzymes spécifiques. L'aspirine, par exemple, I'un des médicaments les plus
largement utilisés dans le monde, obtient son efficacité anti-inflammatoire en agissant comme
un inhibiteur de I'enzyme prostaglandine synthase. En effet, le quatriéme chapitre de ce
polycopié décrit les différents types d’inhibiteurs de la réaction enzymatiques tandis que le
dernier chapitre est consacré aux enzymes a doubles substrats.

J’espere que ce polycopié comblera le vide existant dans la littérature en langue
frangaise dans 1’enzymologiec et sera utile pour les étudiants de licence dans tous les

domaines de la biologie.

Dr. SOUAGUI S.
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Chapitre | Propriétés des Enzymes

L'appréciation des protéines, des phénomenes catalytiques et de la fonction des enzymes
ont un grand réle a jouer dans les progrés de la biologie moderne pour laquelle la
compréhension du mécanisme moléculaire des processus biologiques reste un des objectifs
majeurs. En particulier, I'étude des réactions enzymatiques qui vise a comprendre les
mécanismes réactionnels et a établir de maniére quantitative comment une enzyme est capable
d'accélérer spécifiguement une réaction chimique.

L’enzymologie est donc une discipline essentielle pour décrire et comprendre les
réactions catalysées du monde vivant. C’est la parie de la biochimie qui étudie les propriétés
structurelles, fonctionnelles des enzymes ainsi que leur cinétique (décrit la vitesse des

réactions enzymatiques).

I.  Généralités sur les enzymes

Les enzymes sont des facteurs discrets omniprésents dans la cellule et indispensables a
son métabolisme. Ce dernier est constitué par un grand nombre de réactions chimiques, trés
diverses dont certaines sont des réactions de dégradation de la matiére organique
(catabolisme) et d’autres sont des réactions de biosynthése (anabolisme) et sans la présence
de ces catalyseurs, la vie telle que nous la connaissons aujourd'hui ne serait pas possible. Ces
réactions s’effectuent a des vitesses remarquables alors qu’elles ont lieu dans des conditions
physiologiques (douces et peut favorables : T° douce et pH au voisinage de la neutralité).
Cependant, la présence des enzymes dans la cellule, augmente considérablement la vitesse des
réactions et ces biomolécules (biocatalyseurs) jouent donc un réle vital et fondamental.

1. Définition d’une enzyme (biocatalyseur)

C’est une substance qui, a faible concentration, modifie la cinétique d’une réaction
chimique (augmente la vitesse), sans subir de modifications ni modifier le résultat (produits).
A la fin de la réaction, le biocatalyseur est retrouvé dans son état initial : méme concentration
et méme structure.

1. Propriétés des enzymes

Les enzymes sont des macromolécules a haut poids moléculaire (10 mille a plusieurs
millions Da) caractérisées par :

1. La nature protéique : A I’exception des abzymes (anticorps) et des ribozymes
(ARN) dotés d’une activité catalytique, toutes les enzymes sont de nature
protéique.

2. Les conditions de réactions douces: Les enzymes catalysent les réactions

Mme SOUAGUI S. 1




Chapitre | Propriétés des Enzymes

chimiques dans des conditions douces (T°< 100°C, pH~ neutralité et pression
atmosphérique)

3. La spécificité : Les biocatalyseurs sont caractérisés par leur grande efficacité et
leur double spécificité (vis-a-vis du substrat et de la réaction). Habituellement, une
enzyme catalyse une seule réaction ou un ensemble de réactions étroitement
associees. Comparees aux réactions chimiques, les produits secondaires sont rares
dans une transformation enzymatique.

a) Spécificite vis-a-vis du substrat : Une enzyme agit sur un seul substrat (S) ou un groupe de
substrat ayant des particularités structurales communes. Cette spécificité n’est pas
absolue, elle peut étre large ou étroite. On distingue :

v" Une spécificité absolue : lorsqu’une enzyme n’agit que sur un seul (S), elle est
dite hautement spécifique (ou de type A) et reconnait le (S) mais pas son isomere

(steréospécificité).
Exemple : L 'uréase : n’hydrolyse que 1’urée.

La fumarase : agit seulement sur 1’Acide fumarique mais pas sur son isomére

(Acide maléique).

v Une spécificité du groupe : lorsqu’une enzyme agit sur un ensemble de (S) ayant

un groupement similaire, elle est dite de type B.

Exemple: la p-galactosidase : hydrolyse la liaison osidique des molécules
galactosides.

Lactose + H,O >3-galactose + glucose
B-galactosidase

ONPTG (Orthonitrophenol) ++ H,0 > B-galactose + ONP
B-galactosidase

v" Une Aspécificité : lorsqu’une enzyme agit sur des (S) autre que le sien mais a des
vitesses tres lentes, elle est dite de type C. Ce type d’enzyme est rare dans la

nature.
Exemple : Les carboxypeptidases.

b) Spécificité vis-a-vis de la réaction

Mme SOUAGUI S. 2




Chapitre | Propriétés des Enzymes

Pour un (S) donng, une enzyme ne catalyse gu une seule réaction parmi toutes celles qui sont

possibles.

Exemple : Sur un méme AA (S), plusieurs enzymes auront différentes réactions :
R-C|:H-COOH > R-CH-COOH+ NH, (Désaminase)
NH, \ R-CHy-NHy+ CO,  (Decarboxylase)

4. La dénaturation: D’activité biologique des protéines est fortement liée a leur

conformation. Ainsi, un changement de cette derniére méne a la perte de 1’activité
catalytique. Cette dénaturation peut étre due a divers facteurs :
a) Chimiques : tels que 1’urée ; le p-mercaptoethanol, sel, le chlorure de guanidium,...etc.
b) Physiques : & I’exception des extrémozymes, la T° et le pH (la majorité des enzymes sont
stables a 6 < pH<9) peuvent dénaturer les protéines.
IV. Structure et conformation des enzymes : comme dans toute protéine on
distingue une structure :

v Primaire : correspondante a 1’agencement (I’enchainement) des acides
aminés (AAs) liés par une liaison peptidique. Cette structure conditionne
le repliement de la protéine lorsque celle-ci se trouve dans sa
configuration native.

v' Secondaire : qui est la forme adoptée par les AAs dans ’espace (hélice o
ou feuillet B).

v" Tertiaire : c’est la conformation biologiquement active de la protéine.
C’est l’arrangement dans 1’espace des structures secondaires. La
stabilisation de cette structure se fait par des liaisons faibles (ioniques,

hydrophobes) ou covalentes (pont dissulfure).

Remarque : Dans une protéine globulaire, généralement, les chaines latérales hydrophobes
sont repoussées a I’intérieur de la structure et forme le « Corre hydrophobe » alors que les

résidus polaires hydrophiles forment la surface de la structure.

v" Quadratique : c¢’est 'union de 2 ou plusieurs structures 1%, Elle
correspond a 1’assemblage, par des liaisons faibles de plusieurs Sous-unités
appelées «monoméres » ou «protomére». La protéine est dite
homopolymere (I’hexokinase) lorsque les sous-unités (SU) sont identiques

et hétéropolymeres (I’isocitrate déshydrogénase végétale) lorsque les SU
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Chapitre | Propriétés des Enzymes

sont différentes.
Selon la composition des enzymes, Il existe deux grands groupes :

v Les Holoenzymes : enzymes entierement protéiques.

v' Les enzymes hétéroprotéiques : formées d’une partie protéique « apoenzyme » et
d’une partie non protéique « cofacteur ».

1) Les enzymes holoprotéiques : 1l s’agit de protéines globulaires pouvant étre formées :

v D’une seule chaine polypeptidique (monomeére), qui sont le plus souvent des enzymes
secrétées (extracellulaires).

v' De plusieurs chaines polypeptidiques organisées en Oligomere qui sont des
polyméres formés de 2 a 10 protoméres (S-U); identiques ou différents
(isoenzymes). Lorsque les S-U sont identiques, chacune porte 1 site actif et la
dissociation de cette enzyme polymérique s’associe souvent d’une perte de I’activité
catalytique.

e Les isoenzymes sont des enzymes polymériques formées de plusieurs S-U de structures

différentes et agissant sur le méme (S).

Exemple : Dans le méme organisme, la LDH (Lactate déshydrogénase) possede 2 types de

protomeres (S-U :

e Forme H : prédominante dans le cceur (Heart)

e Forme M : prédominante dans le muscle

Cette enzyme existe sous plusieurs formes tétramériques : Hy, HsM, H,M,, HM3 et My dans

des proportions variables, selon le tissu et 1’état normal ou pathologique.

2) Les enzymes hétéroproteiques: Il s’agit des enzymes a cofacteurs. Ces derniers
correspondent & des groupes non protéiques directement liés a la structure de I’enzyme
pour étre active. Les cofacteurs sont soit de nature :

e inorganique (tels que les ions métalliques) ou
e organique : appelé spécifiqguement « coenzymes » (NAD, FAD, vitamines).

3) Les complexes multienzymatiques : c’est 1’association de différentes activités
enzymatiques au sein d’'une méme entité moléculaire. 1l s’agit soit d’un complexe formé
de:

v plusieurs SU pouvant avoir chacune un site catalytique spécifique.
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v" Ou de plusieurs enzymes qui catalysent les réactions d’'une méme voie métabolique

(enzymes polyfonctionnelles).
Exemple : la Pyruvate décarboxylase est un complexe comprenant 3 enzymes et 5 cofacteurs.
La Tryptophane synthétase est un complexe comprenant 2 S-U de formule générale a2,
Indol-glycerol-P + L-Sering  m————= L-tryptophane + glyceraldehyde

La 1% réaction libérant I’Indol est catalysée par les SU a, puis les SU B, récupérent 1’Indol
est I’additionnent a la Serine pour donner le Trp. La somme des 2 réactions forme la réaction

globale.

IV. Les facteurs de la réaction enzymatique

1) Le substrat: C’est une molécule, qui dans une réaction, est définitivement
transformée (modifiée) grace a I’action catalytique d’une enzyme.

2) Le produit: Ce sont les molécules produites au cours de la réaction enzymatique
(résultats de la catalyse).

3) Le cofacteur (Effecteur positif): C’est un atome (Mg, Zn, Mn, Fe, ...etc.) ou une
molécule non protéiqgue (NAD, FAD, Co A) qui interviennent dans la réaction
comme activateurs. Ces molécules ne sont pas définitivement transformées, elles
interviennent pour transformer le substrat (S), recevoir le produit (P) ou comme
participant a la réaction.

4) L’inhibiteur (Effecteur négatif): C’est un atome ou molécules pouvant inhiber
(diminuer la vitesse) la réaction enzymatique. Son action peut se situer sur 1’enzyme
(E) et/ou sur son substrat (S). Les principaux types d’inhibiteurs sont :

v Irréversibles : forment des liaisons covalentes avec les AAs du site
actif.

v'Réversibles : Se fixent soit sur le site actif par analogie structurale (1.C)
soit sur un autre site spécifique (I.N.C) mais bloquent la formation du
complexe ES.

v’ A effet mixtes: Se fixent sur des sites spécifiques au niveau de
I’enzyme et pas d’analogie structurale.

v Inhibition par excés de Substrat (S) : Mauvaise liaison E-S.
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V. La notion du site actif

C’est la region fonctionnelle de la molécule qui accueille le (S) permettant ainsi sa

transformation et c’est la région ou s’exerce [’activité catalytique. |l présente généralement :

v" Un site de fixation : permettant la reconnaissance du (S), son orientation et sa
fixation.

v Un site catalytique : C’est I’ensemble des AAs ou se réalise la catalyse.
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La cinétique enzymatique est une branche de la cinétique chimique et, par conséquent,
elle obéit aux memes lois que cette derniere. Il nous est donc necessaire de revoir les principes

de la cinétique chimique afin de les appliquer ensuite aux réactions enzymatiques.

1) Réactions élémentaires
Une réaction de steechiométrie A ——> P peut passer a travers une séquence de réactions
élémentaires de type A~—— 1, —> |, —> P. Ou A désigne les substrats, P les produits et I,
et I, symbolisent les intermédiaires de la réaction. La caractérisation des réactions
élémentaires décrivant la réaction totale constitue la description du mécanisme réactionnel.

2) Reéactions a multi étapes (complexes)
Pour une réaction de type A —> | —> P ou | est un intermédiaire de la réaction, il y a un
complexe actif par étape élémentaire réactionnelle. Si une des étapes est tres lente, cette étape
agit comme embouteillage au point de vue de la réaction globale et la vitesse de cette

réaction élémentaire détermine la vitesse globale.

I. Molécularité et Ordre de la réaction

La molécularité d’une réaction est le nombre de molécules de réactants (réactifs)
impliqués dans une étape élémentaire. En effet, une réaction peut etre unimoléculaire qui
inclue I’isomérisation des molécules (A——> B) et la décomposition de celles-ci
(A——>B+C), bimoléculaire incluant deux molécules comme par exemples les réactions
d’association (A+tB——> AB, 2A —>A,), des échanges A+B ——> C+D, 2A —> C+D)
ou enfin des réactions trimoléculaires (ou termoléculaires) qui sont rares comme toutes les
réactions a molécularité supérieure. Ces réactions peuvent correspondre a la situation
suivante : A+B+C ——>P.

Pour des réactions ne comportant qu’une seule étape (élementaire), l’ordre de la
réaction est généralement égal a la molécularité. Les réactions chimiques complexes, par
contre, n’ont pas d’ordre précis. C’est aussi le cas des réactions enzymatiques, meme les plus
simples, pour lesquelles 1’ordre reste complexe.

Il est important de noter que I’ordre d’une réaction se référe a I’expression de la vitesse de
celle-ci tandis que la molécularité au mécanisme théorique.

1.1 Equation de vitesse et ordre de la réaction

La connaisance de la vitesse d’une réaction chimique est d’une grande importance sur le
plan pratique : elle permet de déterminer avec précision le degrés d’avancement, la durée et le

rendement d’une réaction donnée. Trés souvent, la vitesse de la réaction permet aussi
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d’obtenir des informations sur le mécanisme cinétique. La vitesse d’une réaction est définit

par une variation de concentration en molécules de réactant ou de produit par unité de temps.

A température constante, les vitesses des réactions élémentaires varient avec la concentration

de fagon simple. Mettons

La vitesse de ce processus est proportionnelle a la fréquence a laquelle les molécules
réactives entrent en collision (se rencontrent simultanément) et qui est représentée par les
produits des concentrations des réactifs. Ceci s’exprime par 1’équation de vitesse suivante :
v=Kk[APP[B]"....[Z]* ol k est une constante de proportionnalité et est identifiée comme
constante de vitesse.

L'ordre de la réaction est défini par (a +b + . ... + z), la somme des exposants.

Exempe : Dans une réaction du type : A+3B—>2C

. . . -y . —-d[A -1d|[B 1[C
La vitesse de cette réaction est exprimée comme suit : v = % = ?% = E%

Il est admis que la vitesse de cette réaction est proportionnelle a la quantité de réactant présent
élevée a la puissance n: v = k[A]™. Ou n étant ['ordre de la réaction et k la constante de
vitesse de cette réaction.

Donc I’expression de la vitesse instantanée (ou vélocite) de la réaction est :

_ -4l _ n
v=——= k[A]™.

L’ordre d’une réaction est déterminé expérimentalement en mesurant la variation de la
concentration de I’un des réactants ou celle des produits en fonction du temps ; autrement dit,
la vitesse instantanée de la réaction. Soit ;
—d [A] d[P]
v = = 4 = k[A]"
dt dt 4]

L’intégration des €quations différentielles décrivant la variation de la vitesse de la réaction en

fonction de la concentration des réactants est trés utile dans la détermination de la constante
de vitesse et de 1’ordre des réactions.

|.2 Réaction d’ordre zéro
Soit une réaction élémentaire d’ordre zéro par apport a (A): A———>P

Ici, la vitesse de réaction ne dépend pas des concentrations des produits intervenant dans la

réaction :
_ —d[4] ap] _ 0
v = 7t + prate k()[A]
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Comme [A] °= 1, la vitesse est indépendante de la concentration des réactants et produits)

\) :ko

L’intégration de 1’équation : v = _‘;E‘] = ko[A]° entre le temps (t=0) ou la concentration

initiale est [A] o et un temps quelconque (t) correspondant a la concentration [A]; est :

At t
fd[A] = —k, fdt
A0 t0

Ce qui donne aprés intégration : [A]l=-kq t + [A] o

La concentration des réactifs diminue linéairement en fonction du temps, et évidemment celle
des produits augmente linéairement en fonction du temps. Une représentation de [A] = f(t) est

une droite de pente (-k) (Fig. 1).

Concentration

Time

Figure 1 : Variation de la concentration de réactant en fonction du temps pour une réaction
d’ordre zéro.
k est exprimée en (M. s™).
> Notion de demi-vie (t1,)
La demi-vie (ou la période) d’une réaction chimique correspond au temps- noté ty,- pour
lequel la concentration du ou des réactant (s) est égale a la moitié de la concentration initiale.

Autrement dit, c’est le temps au bout duquel la moitié du réactif a disparu (transformé), soit :

4 A
Atyp,onalA] = [A]p — % — %

En remplagant dans la loi cinétique d’une réaction a ordre zéro on trouve on trouve :

[Alt12=-kg tiz + [Al o

. 0.5[A4
Et comme [A] tm:%, le temps de demi-vie est : {1, = ’E lo

|.3 Réaction d’ordre un (ordre 1)

Soit la réaction A ——> P, une réaction irréversible pour laquelle (A) est transformé en (P).
Celle —ci représente une réaction de premier ordre ou unimoléculaire.
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—djA] _ _dlP] _ 1
dt =t dat kl[A]

Ici,ona:v=

Apres intégration, entre [A] o pour to et [A]; pour t, on aura :

A t
d[A
f g = —k]_ dt.

d A0 [A] t0
L’intégrale de % correspond a In [A] dont la constante au temps zéro est In [A] o, ce qui
conduit a :

ln% = —kq t ouaussi [A] = [A]ge™"

Soit

In[A]lt =In[A]0 — k4t
Si la réaction est biomoléculaire de type: A+ B —> P  on obtient :
—d[A] _ d[B]

vE == k4[A][B]

ki est la constante de vitesse d’ordre 1 (s-1).

1Aly

1 In[A]
A
A 1Al A
Pente =k Pente = -k
t, :‘
InBb _ k¢ In [A]= k. t+1n [A]o

Al —

Figure 2 : Représentations graphique de 1’évolution de la concentration de réactant en
fonction du temps pour une réaction d’ordre 1.

» Temps de demi-vie pour une réaction d’ordre 1

Quand [A] =4l T = k¢
2 a0 1
_ In2 _ 0693
Donc L= N I

Montrant que la demi-vie, {y/5, d'une réaction unimoléculaire est indépendante de la

concentration initiale en substrat.

Exemple: saccharose + H,O > glucose + fructose

V = k [saccharose] [H20] = ki [saccharose]
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|.4 Réaction d’ordre deux (ordre 2)

Une réaction de deuxieme ordre ou biomoléculaire peut s’écrire sous forme :
A + B—> P, ou bien A+B——>P+Q
Ou alors sous sa forme la plus simple lorsque les molécules régissantes sont identiques :
2A—> P+Q
La vitesse de ces réactions est proportionnelle au produit des concentrations des deux réactifs

ou au carré de la concentration d’un seul réactif.

La vitesse correspondante a ce mécanisme est :

—-d|[A
V= dE ] = k2 [A]Z
L’intégration entre [A] o pour to et [A]; pour t conduit a :
A d[A] t
— = -k, | dt.
L°1[A]2 . e
D’ou: m = W + kzt
L (B4,
Oualors: 4 -8B, [AJB] = (quand les deux molécules réactantes sont différentes).
Le trace [A—l]t = f(t) permet d’obtenir une droite de pente positive égale a k.
1 4t
[A] [A]  [Ale
A F 3
Pente =k Pente =k
1
[Alo
ty L >
L t ILENE B
[ (Alo TR

Figure 3 : Représentations graphique de 1’évolution de la concentration de réactant en
fonction du temps pour une réaction d’ordre 2.

» Temps de demi-vie (ti2) pour une réaction d’ordre 2

Quand [A] :% , pour une réaction deuxiéme ordre,

La demi-vie typ = [Aﬂ;k , dépend de la concentration initiale
0 R2

Ceci est caractéristique de n'importe quelle réaction biomoléculaire.

NB : A noter que les constantes de vitesse (k) possédent des unités différentes selon I'ordre de
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la réaction. Puisque la vitesse s'exprime en M.s™,

e Pour une réaction d’ordre 0 ; Ko est exprimée en M.st
e Pour une réaction d’ordre 1 ; ky est exprimée en st
e  Pour une réaction d’ordre 2 ; ky est exprimée en Mt

Figure récapitulant la notion de la vitesse et de I’ordre de la réaction.

[Al. =32 mM {A] = 29 mM

PR A[A]= -3mM

[A] = 23 mM
AlA] = -9 mM

o

At=1s At=3s
/17 - 4[B]=3mM AB) = 9mM

b 2. 3.
mM = t
mmol - | v = -A[Al/6t = A[B]/At (mol-F-s1)
Vitesse de réaction
Dipo—o: @ | D reor—eme
@emm | Y v(mM-s (mM) vimM-s1)
00008 | @ |- (Bl.= 1 L._41
10 | @8 |2 Bl.= 4 DD |
[Al.= 3
1. 15& | 880 |: (Bl =12 &3 2.
V= koAl SRR g v=Kk-AB

réaction d'ordre 1 k= 1/5s"1
Ordre des réactions

réaction d'ordre 2 K =1/121-mmol-1. 571

Figure 4 : vitesse et ordre d’une réaction chimique.
II. Recherche (détermination) de I’ordre de la réaction
La détermination de I’ordre d’une réaction s’effectue par la mesure des vitesses initiales

obtenues a différentes concentrations de réactants. Il y plusieurs méthodes pour procéder dont
les plus importantes sont :

a) La méthode différentielle
b) La méthode par intégration

c) La méthode du temps de demi-réaction (ty).
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1.1 Méthode différentielle de VANT’HOFF
Pour une réaction du type A—>P d’ordre n (a déterminer) :

Ona:v =k [A]"

D’ou : Inv = n In[A] + Ink ou bien logv = n log[A] + logk

Le tracé In v =f (In [A]) (ou bien log v = f (log [A])) est une droite du type y = a x +b (Fig. 5)
Inv

A

Pente = n = ordre global

Ink

[
Lt

In[A]

Figure 5 : Tracé Inv =f (In [A]).
11.2 Méthode par intégration
Dans ce cas, on étudie la variation de a concentration en fonction du temps pour des valeurs
hypothétiques de 1’ordre.
n=0 [A]=1f(t) — [A]=-kt+ [Alo

n=1 In[A]=1(t) — 1|-1% =kt

n=2 [A]'=f) — — ——— =kt

[A] [Alo

Si I'une des représentations donne une droite (fonction linéaire) alors on aura déterminé
I’ordre de la réaction.

11.3 Méthode du temps de demi-réaction
> Premiére méthode

Cette méthode consiste a supposer 1’ordre ensuite calculer le t1/2 théorique et le comparer avec

le ti2 expérimental.

A
n=0:[A] =-kt+ [A]lo— t]/gz%
Ao _ In2
u=l:ln|lAlI=kt —»tl/g—T
1 1 1
1=2; — — =kt > typ= ——
' Al Al 127 KAl
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> Deuxieme méthode
D’une manicre générale, il a été établit que pour une réaction d’ordre n :

IA]%—n cste =k tl/z ............................. (1)
Une autre expérience réalisée a la méme température avec une concentration initiale [A] o :

IA]'OI_“ cste -_ k t'1/2 ............................. (2)
Donc en divisant (2)/(1) on obtient :

tiyz _ Al yi-n
ti2 (Al
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Chapitre 111 Cinétigue enzymatique a un seul suibstrat

Les réactions chimiques de la vie sont sous la dépendance des enzymes. Ces catalyseurs
remarquables sont tous trés spécifiques pour des réactions donnés. Dans [’ensemble,
cependant, les enzymes sont trés versatiles, dans la mesure ou les quelques milliers d’enzymes
actuellement connues catalysent des réactions aussi diverses que : hydrolyses, polymérisation,
transfert de groupement fonctionnels, oxydoréduction, déshydratation, et isomérisation, pour

ne citer que les types de réactions les plus courantes catalysées par les enzymes.

Depuis leur découverte, les enzymes ont constitué un centre d’intérét trés convoité par
les biochimistes mais aussi par les chimistes pour essayer de comprendre comment les
enzymes peuvent catalyser et accélérer les réactions cellulaires. Grace au modele proposé par
Michaelis-Menten qui a le mérite de s’appliquer & un grand nombre de mécanismes
enzymatiques, il est possible de déterminer, en fonction du substrat, les parameétres cinétiques

propres a chaque enzyme et d’en tirer des informations tres utiles.

Ces macromolécules ne sont pas des surfaces passives sur lesquelles se déroulent les
réactions, mais plutot des machines moléculaires qui mettent en ceuvre des mécanismes tres
variés. Par exemple, certaines enzymes n’agissent que sur des réactions a un seul substrat,
d’autres catalysent des réactions a deux substrats différents dont I’ordre de liaison peut étre
imposeé ou indifférent. Certaines enzymes forment des liaisons covalentes avec des complexes

intermédiaires de leur substrats alors que d’autres n’en font pas.

Les mesures de cinétiques des réactions enzymatiques sont parmi les moyens
d’approche les plus performants pour élucider les mécanismes catalytiques des enzymes.
Dans ce chapitre en tant qu’outil pour étudier les mécanismes enzymatiques, nous
commencerons par exposer la théorie de base de la cinétique enzymatique. Cette derniere est
I’étude des vitesses de réactions et de leurs modifications, en réponse aux changements des

conditions expérimentales.

I.  Modele de Michaelis-Menten et ses limites
Michaelis et Menten ont étudié 1’effet de la concentration de substrat (saccharose) ou de
la concentration d’enzyme (invertase) sur la vitesse de la réaction. En se positionnant au début
de la réaction, ils ont obtenus des courbes typiques d’une cinétique enzymatique.
Le model de Michaelis-Menten (M-M ou de Michaelis-Menten-Henri), sert
géneralement de base aux études cinétiques des enzymes non allostériques en milieu

homogene. Il permet de décrire la cinétique d’une réaction catalysée ; aussi bien par les
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enzymes agissant sur un seul substrat que par certaines enzymes a deux substrats. Ce modele
relie la vitesse de la réaction a la concentration de substrat et a des paramétres constants,
caractéristiques de I’enzyme. Il est adapté a de nombreuses enzymes, mais ne permet
cependant pas de rendre compte de comportements complexes, comme la multiplicité des
substrats ou 1’existence de plusieurs sites actifs présentant des comportements coopératifs ou
anti-coopératifs (allostérie).

Le schéma réactionnel de ce modéle impose une restriction, il comprend deux étapes
dont la premiére est rapide et réversible (caractérisée par la formation d’un complexe ES entre
I’enzyme et le substrat), et la seconde lente et irréversible (correspond a la dissociation de ES
pour régénérer I’enzyme et donner le produit P).

k1 k>

E+S &=/ ES E+P
k-1

Ou S: c’estle substrat de la réaction

E : Enzyme

ES : le complexe Enzyme-Substrat

P : le produit de la réaction
ki : la constante de vitesse de formation du complexe ES ; k-1: la constante de la vitesse de
dissociation du complexe ES et k : la constante de la vitesse de formation du produit (elle est
aussi appelée la constante catalytique (kcat), activité moléculaire ou Turn Over number).
I.1. Les différentes phases de la réaction enzymatique
Globalement, la réaction enzymatique est scindée en trois phases (Fig. 6).

[Sol

|Concentration|

Temps

Figure 6 : Courbe de I’évolution des composés lors d’une réaction enzymatique.
Nous distinguons ainsi une :
a) Phase Pré-stationnaire: En cette étape 1’enzyme mise en présence d’excés de

substrat et la combinaison (ES) est tres rapide.
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b) Phase Stationnaire : C’est [’étape caractéristique de la réaction. En cette phase :

e [’Enzyme (E) est saturée par le substrat (S) ;

e la Combinaison (ES) est a concentration maximale Constante % = 0;

e la Vitesse de la réaction est constante: Vitesse initiale (vi demeure constante
tant que le substrat est a concentration saturante de 1’enzyme).
c) Phase Post stationnaire : Ici, il y a une diminution de [S] de maniere significative au
bout d’un temps plus au moins long selon I’enzyme.
I.2. Notion de la vitesse initiale d’une réaction enzymatique

Elle correspond au début de la réaction, quand peu de (S) est transformé, sa concentration est
connue ([S] = [S]o), 'enzyme (E) est sous sa forme native (la liaison ES est optimale) et la
conversion de (P) en (S) est négligeable (presque pas d’accumulation de P au début de la

réaction). Dans les conditions optimales, la vitesse de la réaction s’exprime par:
—als]

- Laquantité de substrat métabolisé par unité de temps : v =

- ou par la quantité de produit forme par unité de temps v = —dd[f]
PIa
Phase I: vo = dP/dt

Phase II:

Inflexion de la droite par:
-Epuisement du substrat
- Inactivation de 'enzyme
- Formation d'une grande
5 quantité de produits,
Temps  susceptible de donnerla
réaction inverse

Figure 7 : Variation de la concentration en produit en fonction du Temps.
Il est indispensable
v D’étudier la vitesse initiale de réaction dans les conditions ou la : [S] >>> [E]
v Si le temps de la réaction est tres court, la modification de [S] est négligeable, et [S]
peut étre considérée comme constante.
1.2.1 Variation de la vitesse initiale

a) Effet de la concentration d’enzyme : vi=f ([E])
En variant la concentration en enzyme pour une concentration constante de substrat (fixe), la

formation de produit en fonction du temps (v;) reste linéaire (Fig. 8), plus il y a d’enzyme,
plus la réaction est rapide. Si la concentration en enzyme est exprimée en mg/L, on parle

d’activité spécifique de I’enzyme. La cinétique est d’ordre 1 par rapport a I’enzyme: vi = K[E]
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Vip
[Pl [E3]

[E2]

- Vi est proportionnelle
ala[E] dansun premier
temps, puis elle demeure
constante pourdes
concentrations
enzymatiques plus élevées

Temps - [E]

Figure 8: Influence de la concentration croissante en enzyme sur : la concentration en produit
(@) ; la vitesse de la réaction (b).

b) Effet de la concentration du substrat : v; = f ([S])
En variant la concentration en substrat pour une concentration fixe en enzyme, la vitesse
initiale augmente de fagon parabolique quand la concentration initiale en substrat augmente
(Fig. 9).

[P] (en uh)
A
[Sla

[S1;

Concentrations

[S] croissantes de
2 | substrat

Isl,

-
»

Temps t (en s)

Pour chaque concentration de substrat, Ia vitesse initiale est
mesurée. Une courbe représentant la vitesse initiale en
fonction de la concentration en substrat peut alors étre établie.
Cette courbe V = F([S]) est la courbe de Michagelis-Menten.

Asymptote

s}
1s,11Is,] 1S3

Km

Figure 9 : Influence de la concentration croissante du substrat sur : la concentration en produit
(@) ; la vitesse de la réaction (b).

La représentation v; = f ([S]) a une allure hyperbolique et
- A de Faibles quantités de S: la vitesse de la réaction est proportionnelle a la concentration
en substrat: Réaction d’ordre 1.
- Quand [S]Jaugmente ([S] est saturante) : I’enzyme est en pleine activité et tous les sites

actifs sont saturés. La vitesse de la réaction est indépendante de la concentration en
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substrat: Réaction d’ordre 0. En effet, en pratique, la détermination d’une activité
enzymatique se fait lorsque [S] est saturante (en exces)
1.2.2 Equation de vitesse de Michaelis-Menten
L’¢tude mathématique de la cinétique enzymatique découle du schéma réactionnel
d’Henri-Michaelis-Menten selon lequel ’activité catalytique est liée a la formation d’un

complexe (ES) spécifique et transitoire.

k1 k2
E+S ES Z———=FE+P
k-1 k-

Avec Kki; k-1 ; ko et k- sont les constantes de vitesse des réactions. L’analyse de Michaelis-
Menten se fait en considérant ces réactions comme des réactions d’ordre 1 et sous deux
hypotheses simplificatrices :

» Hypothése de la vitesse initiale : on se place dans des conditions initiales ou il n’y a
pas de produit (P). La catalyse est alors tres déplacée dans le sens de la synthése des
produits, la réaction inverse dont la vitesse est k[E] [P] est alors pratiquement
inexistante, puisque [P] = 0.

» Hypothese de I’état stationnaire : on suppose que le premier équilibre dans I’équation
ci-dessus, dépendant des constantes cinétiques kj et k-1 est trés rapide devant 1’étape

de catalyse proprement dite, déterminée par kz, qui est en général limitante. Ceci

. L g . . d[ES
revient a dire qu’a tout instant on a: % =0.

Le systeme se simplifie alors de la maniere suivante :

k1 kZ
E+Sz > ES >E+P

Selon ce systéme : k-1
— la vitesse de formation du complexe (ES) est v = k; [E][S] ;
— la vitesse de disparition (d’élimination) du complexe (ES est v = (k-1+ k) [ES] ;

— pendant la phase stationnaire, la concentration du complexe enzyme-substrat [ES]

est constante (

d[b;S] ~0).

d
Donc la vitesse de formation de ce complexe [ES] doit étre égale a celle de dissociation :

ki [E][S]= (k-1 + k2) [ES] (1)

[E][S] _ (k_1tk3)
Alors ES] ks
Dans le cas ouk_; > k,, ’expression (1) se simplific a K (puisque k, est négligeable
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devantk_; :
[E][S] _ (k-1) _
[ES]  ky

k; : est la constante de dissociation du complexe (ES).
Par ailleurs, I’enzyme totale est présente sous deux formes, libre (Ejipre) €t cOmplexée (ES)

donc : [E] 1 = [Eliibret [ES]
D’ou [E]Iibre = [E] T- [ES]
En remplacgant [E] par sa valeur ([E] - [ES]) dans 1’équation (1) on aura :

kes

ki ([E]+—[ES]) [S]= (k-1 + k2) [ES]
Apres réarrangement et simplification, I’expression devient :

ki[E]r [s] = [EST(ky [S]+ k1 + k2 )
En divisant sur (k, ) on obtient

ki +k,

[Elr [s] = [ES)(IS] + —
1

)

D’Oﬁ. [ES] — [E]T [S] (2)

[S+(=H72)
» La constante de Michaelis
Le rapport des constantes k,; k_,et k, est aussi une constante, elle correspond a la
dissociation du complexe (ES).Cette derniere est définie comme la constante de Michaelis :
K.

k_1+k
Km: 1 2
kq

Cette constante a la dimension d’une concentration et s’exprime en molarité (M : mol/ L™).

Ainsi I’équation (2) devient :

_ [Elr [s]
ES] = ST+ Ky
or v= "=k, [ES]
s o _ [ElT [s]
D’ou v=k, ﬁ
_ Kk [E]lr [s]
= Kmtls] O

» La vitesse maximale (Vmax)
Cette valeur est obtenue pour des fortes concentrations en (S), lorsque 1’enzyme est saturee

(se trouve entiérement sous forme ES).

Donc: Voyax = ko [E]lr
Ainsi I’équation (3) sera :
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V s
V= M (L équation de Michaelis-Menten)
Km+[S]

C’est I’équation de base de la
cinétique enzymatique
» Signification de Km
La constante de Michaelis se définis simplement pour la concentration en substrat quand la

vitesse de la réaction est égale a la moitié de la vitesse maximale.

Elle représente 1’affinité d’une enzyme (E) vis-a-vis d’un substrat (S). En effet, si une enzyme
a un Kp, faible, il suffit d’une faible concentration de substrat pour que la vitesse maximale
soit atteinte (I’enzyme a une affinité élevée pour son substrat et une forte efficacité
catalytique). Au contraire si la constante de Michaelis a une valeur importante, c’est que
I’enzyme a une faible affinité pour son substrat.
La valeur de K, est trés variable, car elle dépend de :

» lanature de I’enzyme ;

> la nature du substrat ;

> etdu pH et de la température (T°).

Elle peut également s’exprimer comme suit :

1

R Tk

Nous constatons que d’aprés cette expression K, dépend essentiellement de Ks (ou Kp étant
le complexe de dissociation du complexe ES).

Donc quand k, < k_; (c’est- a dire, que% L k), Ky permet d’exprimer 1’affinité d’une
1

enzyme Vvis-a-vis d’un substrat.
1.3 la perfection catalytique d’une enzyme

Nous pouvons définir la constante catalytique d’une enzyme qui correspond a Kc—’" qui permet
m

d’évaluer I’efficacité catalytique d’une enzyme. En se basant sur cette valeur, on peut
comparer et classer différentes enzymes. La limite requiere de ce rapport est la constante k4
qui a pour limite la vitesse de diffusion de (S) dans le milieu réactionnel (fréquence a laquelle

les molécules d’enzyme et de substrat se rencontrent en solution) est de 1’ordre de 10° & 10°
. kea . R .
M™/s. Les enzymes dont le rapport K—‘ se rapproche de cette valeur sont dites a perfection
m

catalytique.
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Il.  Détermination des parameétres cinétiques
Les paramétres cinétiques pour 1’équation de Michaelis-Menten (M-M) sont : K, et Viax.
Il existe plusieurs moyens de les déterminer. Notons que pour des [S] tres élevées, la vitesse
initiale de la réaction (v;) est trés proche de la vitesse maximale de celle-ci (Vmax). Cependant,
il est pratiqguement tres difficile de mesurer Vmax avec précision d’aprés le tracé directe vj = f

([S])- Dans 1I’équation :
_ Vinax [s] Y -
V= Eta [S]=10 Ky
La vitesse initiale (vj) n’est égale qu’a 91% de la vitesse maximale (Vmax) :

— . _ Vinax 10Ky, 10
L4 A[S]—lOKm.U— m— ﬁVmux

D’ou v=0,91V,,,
Donc la valeur obtenue par extrapolation sur le graphique v; = f ([S]) sera sous-estimée.

I1.1 Représentations graphiques de I’équation de Michaelis-Menten (M-M)
Différentes représentations graphiques sont possibles pour 1’équation de M-M dont les plus
importantes sont :

11.1.1 La représentation v = f ([S])
La courbe qui traduit les variations de (v) en fonction de [S] selon cette équation est une

branche d’hyperbole équilatére qui tend asymptomatiquement vers Vmax (Fig. 10)

1
|
0 L 1 L 1
0 Ky 2Ky, 3Ky 4Ky 5Ky
K]

Figure 10 : Représentation de Michaelis-Menten montrant la variation de la vitesse en

fonction la concentration du substrat v = f ([S]).
I1.1.2 Les représentations linéaires de I’équations de M-M

La nature hyperbolique de la relation de M-M nécessite le recours a différentes regressions
linéaires standards permettant la détermination avec précision de Ky et de Vimax (0U Vi) a
partir des vitesses obtenues en variant les concentrations de (S).

a) Représentation de Lineweaver-Burk (doubles réciproques ou doubles

inverses) : I= f (i)
v M

C’est la représentation la plus utilisée pour linéariser 1’équation de M-M. A partir de celle-ci
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I’inverse de la vitesse peut s’écrire :

1 Kp+I[S]  Kn 1 1

= +
v Vmax [S] Vmax [S] Vmax

1 1 .
En portant — = f (E) , une droite du type y = a x + b, de pente (a) VK—’" et d’ordonnée a
1

I’origine (b) est obtenue (Fig. 11).

Vmax
1A
v e
_z'f
x‘ : “. Km
-1 ;" Vina
K ‘:.-'i
III o 1
¥, Vina 1
Fd ," _
0 [S]
Figure 11 : Représentation linéaire de la cinétique enzymatique selon Lineweaver et Burk
1 1
> =F &)

L’intérét de cette représentation est de fournir directement, par extrapolation de la droite
obtenue, les parametres cinétiques Vmax et Ky, En effet, pour :

N s 1 1
é = 0 (C’est- a dire [S] est infini), -=

1 -1

1
Et pour;— O,E —E

Vmax

b) Représentation d’Eadie-Hofstee : v = f (é)

C’est le tracé de v en fonction de (é) qui correspond a une droite de pente (-Kp) et

d’ordonnée a I’origine Vmax (Fig. 12)

ym VIS1+Em] v
[S], [S]
Vv
V=Vm—-Km
[s],
v r
v—‘
i Ky
0 Vmax " v

Kne G

Figure 12 : Représentation linéaire de la cinétique enzymatique selon Eadie-Hofstee v = f (%).

Mme SOUAGUI S. 23




)

Chapitre 111 Cinétigue enzymatique a un seul suibstrat

c) Représentation de Hanes et Wolf (ou de Dixon et Hanes) [vﬂ = f ([SD

En multipliant par [S] les deux membres de I’équation de
1 Km 1 1

-= — 4+ —— onaura:

v Vinax [S] Vinax

S 1 K.,
v Vmax Vmax
s ) : N :
C’est le tracé de (%) en fonction de [S] qui correspond a une droite de pente (V1 ) et

d’ordonnée a I’origine VK—"’ (Fig. 13)

—Ky /

0 ) 5]
Figure 13 : Représentation linéaire de la cinétique enzymatique selon Hanes et Wolf (ou de

Dixon et Hanes) [vﬂ = f ([SD.

I1l.  Influence des facteurs physicochimiques sur la réaction enzymatique

Les réactions enzymatiques sont influencées par divers facteurs comme la température
(T°), le pH, la force ionique, la pression, etc. Expérimentalement 1’absence de controle de ces
paramétres peut amener des erreurs et des résultats non reproductibles.

I11.1. Effet de la température

Généralement la vitesse d’une réaction double lorsque la température (T°) augmente de
10°C. Les catalyseurs chimiques comme les enzymes ne font pas exception a cette regle.
Toutefois, une enzyme comme toute macromolécule peut étre dénaturee par une température
élevée et perdre son activité catalytique (partiellement ou completement). En effet,
I’augmentation et la diminution de I’efficacité catalytique d’une enzyme résulte de deux
phénomenes différents, visibles lors du tracé de ’activité en fonction de la température

(Fig. 14).
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== == ==(Coyrbe d'inactivation =100
———( 0 LT De d’activation

- 1 1 1 1\6

Lo} 10 20 30 <40 50 60 70

Température

Figure 14 : Effet de la température sur 1’activité catalytique d’une enzyme.

Deux effets de la température sur la réaction enzymatique sont distingués:
v'Activation de la catalyse par une basse température : ici, la T° accélere la réaction en

fournissant 1’énergie nécessaire au franchissement de la barriere due a 1’énergie d’activation.

v'Diminution de [’activité catalytique a une température élevée : a fortes températures la
protéine se dénature et perd donc son activité enzymatique.
L'activité enzymatique augmente jusqu'a une température optimale (varie d'une enzyme a un

autre.) puis diminue pour atteindre une activité nulle a des températures élevées (enzyme
dénaturée).

111.2. Effet du pH

Le pH du milieu réactionnel influence de maniére trés importante 1’activité catalytique
des enzymes. Dans la plupart des cas, la courbe de 1’activité par apport au pH montre un profil
en forme de cloche (Fig. 15).

Figure 15 : Effet du pH sur I’activité catalytique d’une enzyme.

Nous constatons d’apreés cette courbe que la diminution de 1’activité catalytique de part et

d’autre du pH optimal résulte de plusieurs effets :

v Le pH peut affecter la stabilité de 1’enzyme, celle-ci peut, dans certains cas, étre inactivée
irreversiblement. En effet, aux valeurs extrémes, le pH dénature I’enzyme en modifiant 1’état

d’ionisation des chaines latérales des acides aminés (des groupements fonctionnels).
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v Le pH peut affecter les paramétres cinétiques de I’enzyme en modifiant les états d’ionisation
du substrat et/ou ceux de I’enzyme. Ainsi la formation du complexe enzyme-substrat (ES) est
influencée en modifiant 1’état d’ionisation des chaines latérales des acides aminés du site actif
et du substrat.

111.3. Effet des effecteurs enzymatiques

L’activité des enzymes peut étre controlée par des agents modulateurs, ou effecteurs qui sont

des substances chimiques ou organiques qui modifient I’activité des enzymes. On distingue :

I11.3.1. Les activateurs : qui par leur liaison avec 1’enzyme accélérent la vitesse de la réaction

enzymatique telle que :

a) certains ions métalliques qui par leur fixation par coordinance a des atomes d’oxygéne,
d’azote, des groupements COOH, NH; des enzymes conférent une grande stabilité dans le
site actif de I’enzyme. Ils favorisent:

- une bonne conformation de I’enzyme ;
- la fixation du substrat :

- et participent de maniere directe a la catalyse
Exemple: Kinases activées par Mg*?
b) Activation des pro-enzymes inactifs
La plupart des enzymes protéolytiques sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs,

I’élimination d’une séquence d’acides aminés les rend actifs

Trypsinogéne > Trypsine + Hexapeptide

C) Activation par fixation covalente d’un groupement chimique : Par addition d’un

groupement chimique, le plus souvent le phosphate

Phosphorylase b (inactive) > Phosphorylase a (active)

Phosphorylation d’un résidu seryl par une kinase:
Phosphorylase b kinase

I11.3.2.Les inhibiteurs: qui par leur liaison avec 1’enzyme ralentissent la vitesse de la

réaction enzymatique. lls peuvent étre :

a) irréversibles: se lient de fagon irréversible avec I’enzyme et Agissent brutalement en
dénaturant I’enzyme
Exemple: 5Fluoro-uracile utiliseé en chimiothérapie anti-cancéreuse inhibe la thymidilate
synthase; enzyme qui intervient dans la synthése de la thymine (ADN) ; ce qui cause 1’arrét
de la multiplication des cellules tumorales.
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b) réversibles: Perturbent la cinétique et peuvent stopper la réaction et I’inhibition peut

V.

étre levée dans des conditions réactionnelles particuliéres. Ce type d’inhibiteurs a un
grand intérét puisqu’ils permettent une étude trés fine des mécanismes moléculaires de
la catalyse.

Mesure de ’activité enzymatique

La caractérisation des systémes enzymatiques repose sur la mesure de I’activité enzymatique

et de suivre 1’évolution de la réaction au cours du temps.

1)

2)

L’activité enzymatique, exprimée en unité internationale ou Ul, est définie comme la
quantit¢ d’enzyme catalysant la libération d’une micromole de produit ou la
disparition d’une micromole de substrat par minute, dans des conditions optimales de
mesures. Une nouvelle unit¢ de Dactivité enzymatique découlant du systeme
international (SI) a été introduite. Il s’agit du katal qui correspond a la quantité
d’enzyme catalysant la libération d’une mole de substrat en une seconde. Ainsi, le
katal est équivalent & 6. 107 UI.

L’activité totale : correspond a I’activité exprimée en Ul contenue dans la préparation
d’enzyme. C’est-a-dire a ’activité rapportée par cm® (ml) multipliée par le volume de
I’extrait exprimé dans les mémes unités.

Exemple : Un prélévement de 50ul d’une préparation enzymatique de 2,8 cm® possede

une activité de 0.012 UI, le calcul de I’activité totale est le suivant :

0,012 x 2,8

Activité totale = 0.05

=0,672U1I

L’activité totale permet le calcul du rendement d’une purification en considérant I’activité

finale par apport a celle initiale.

3)

4)

5)

L’activité spécifique . correspond au nombre d’UI d’enzyme par unité¢ de masse en
protéines (Ul/ mg de protéines). Ce rapport est d’une grande importance dans la
purification des enzymes. En effet, plus la purification de I’enzyme est poussée et plus
I’activité spécifique est importante. L’activité spécifique augmente avec la purification
et atteint une valeur maximale lorsque I’enzyme est parfaitement pure.

L’activité molaire spécifique : correspond au nombre de mole de substrat
transformées (ou de produit libérées) par I mole d’enzyme et par unité de temps
(minute ou seconde). Elle est donc exprimée en sec™ ou min™.

Le taux de purification d’une fraction : est le rapport de son activité spécifique et

I’activité spécifique de I’extrait initial.
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Chapitre IV Les Inhibiteurs de la réaction enzymatique

Toute molécule qui modifie la vitesse d'une réaction enzymatique est appelée un effecteur.
Les effecteurs qui augmentent l'activité enzymatique sont des activateurs. A l'inverse, ceux qui la
diminuent sont des inhibiteurs. Certaines molécules peuvent, selon les conditions, se comporter
comme un activateur ou un inhibiteur.

L'inhibition (et I'activation) de I'activité enzymatique est un mode de régulation primordial
des voies métaboliques dans la cellule, d'autant que les inhibiteurs naturels peuvent prendre de
multiples formes : antibiotiques, toxines, drogues, poisons...etc. et de nombreux inhibiteurs
d’enzymes sont souvent utilisés dans 1’industrie pharmaceutique pour combattre certaines
maladies. En outre, plusieurs raisons nécessitent 1’étude de 1’inhibition des enzymes, par exemple
pour décrire le mécanisme catalytique notamment lorsqu’une enzyme agit sur plusieurs substrats,
mieux connaitre la spécificité d'une enzyme ainsi que pour obtenir des données physiques et
chimiques concernant le site actif.

Un inhibiteur d’enzyme est une substance, non transformée par I’enzyme, qui, lorsqu’elle
est présente dans le mélange réactionnel, réduit ou affaiblit la vitesse de la réaction catalysée par
le biocatalyseur sur un substrat (ralenti la réaction).

Les enzymes peuvent étre désactivées de maniére irréversible par plusieurs facteurs tels
que la chaleur ou par 1’action de certains réactifs chimiques (qui se fixent de maniere covalente)
tels que les ions métalliques, en induisant leur dénaturation ce qui impliquent généralement la
modification covalente d’un groupe essentiel de I’enzyme et qui ne peuvent étre levées par
dialyse ou dilution. Elles peuvent étre également inhibées (sans étre dénaturées) par la liaison
réversible des inhibiteurs naturels ou synthétiques, 1’association comme la dissociation
s’effectuant a une vitesse élevée et ce type d’inhibition peut étre levée en éliminant I’inhibiteur

du milieu réactionnel.

Dans ce chapitre, nous discutons d’abord les inhibiteurs réversibles qui sont des substances
qui forment avec I’enzyme des complexes dynamiques dont les propriétés catalytiques sont

differentes de celles de I’enzyme libre suivi par un apergu sur les inhibiteurs irréversibles.
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» La constante d’inhibition (K))

L’affinité d’un inhibiteur pour une enzyme est donnée par la constante d’inhibition K; qui
représente la concentration d’inhibiteur pour laquelle la moitié des sites enzymatiques sont
occupés. Ainsi, 1’affinité d’un inhibiteur est d’autant plus grande que la K, est faible. Elle est
exprimée en mole/ litre (M), correspondant aussi a la constante de dissociation du complexe
Enzyme-Inhibiteur (Enz-1). K, peut étre déterminée par différentes méthodes
chromatographiques, spectroscopiques, cinétiques, de dialyse a équilibre,... etc.

. L’inhibition réversible
L’inhibition réversible comporte trois types :
- Inhibition compétitive (1.C) ;
- Inhibition incompétitive (1.1.C) ;
- Inhibition non compétitive (I1.N.C)

1.1 Inhibition compétitive (1.C)

Dans ce type d’inhibition, I’inhibiteur se lie a I’enzyme libre et empéche le substrat pour
occuper le site actif. L’inhibition compétitive, ainsi appelée puisque le substrat (S) et I’inhibiteur
(1) sont en compétition pour occuper le méme site de fixation (le site actif). lls ne peuvent donc se
trouver ensemble sur 1’enzyme (pas de formation de complexe (ESI). Le plus souvent,
I’inhibiteur a la méme structure que le substrat (analogie structurale) ou lorsqu’au moins une

partie de I’inhibiteur posséde une structure semblable a celle du substrat (Fig. 16).
(a) Reaction
Sulbistrate —-

Active ‘/’J
Q(-¢
/ t nlym‘ ‘
Unzyme binds substrate  Enzyme rdesses products
A\ / .:,“
Em =D

Enz,m ’
\ Enzyme binds inhvbitor rtibitor competes

wirhy ciharvate

(b)In hlbmo
rhibtor ~

Figure 16 : Représentation schématique de I’1.C.
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A part la compétition directe, il existe d’autres types de liaisons qui donnent lieu a
I’inhibition compétitive par exemple :

- L’encombrement stérique : La liaison de I’inhibiteur a I’enzyme sur un site prés du site

actif empéche la liaison E-S (Fig. 17)
@3

Figure 17 : Représentation schématique alternative de I’inhibition compétitive (L ’encombrement
stérique)

/-

- Changement de la conformation de I’enzyme apres la liaison de I’inhibiteur Sur un son
site : lorsque la liaison de I’inhibiteur (I) a ’enzyme libre (E), sur un site éloigné du site
actif induit un changement de conformation de 1’enzyme, ce qui empéche la liaison
naturelle du substrat (S) (Fig. 18). L'un des principaux modes de régulation des voies
métaboliques est la rétro-inhibition: un métabolite (souvent terminal) d'une voie
métabolique donnée inhibe une enzyme qui catalyse la premiére (ou lI'une des premiéeres)
étape(s) de cette voie. Cependant, le substrat et I'inhibiteur n‘ont pas (ou peu) d'homologie
structurale. c'est le changement conformationnel de I'enzyme induit par la fixation de
I'inhibiteur qui empéche celle du substrat (et réciproquement). Les enzymes sujettes a ce
mode de régulation sont souvent des enzymes multimériques a régulation allostérique :

par exemple, I'aspartate transcarbamylase, la glutamine synthétase

o
B

Figure 18 : Représentation schématique alternative de I’inhibition compétitive (changement de
conformation de l’enzyme).
NB : Dans tous les cas, I'inhibition compétitive est un mécanisme ou la fixation de I'inhibiteur empéche

/b
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celle du substrat (et réciproquement) : la fixation du substrat et celle de I'inhibiteur sont donc
mutuellement exclusive

v Exemple de ’inhibition Compétitive (ou spécifique) :

Dans la réaction catalysée par la succinate déshydrogénase, le succinate est oxydé en fumarate,
comme illustre dans la figure 19 suivante

COy CO;
| | COy
CH, HC |
| — || CHy —%—
CH; CH B
| | CO,
COy COy
succinate fumarate malonate

Figure 19: Réaction catalysée par la succinate déshydrogéenase
Bien que le succinate et le malonate aient une structure suffisamment proche pour se fixer sur le méme

site de ’enzyme, le malonate ne posséde pas le groupement diméthylene qui lui permettrait de subir la
réaction de déshydrogénation. En effet, le malonate en se fixant sur le site actif de /’enzyme, forme un

complexe abortif, incapable de réagir.

a) Le mécanisme réactionnel de I’Inhibition Compétitive (I.C). est représenté
comme suit :

K
E-l-s_...—_"" ES — 2 E + P

Puisque « I » n’est pas chimiquement modifié¢, on peut définir la constante d’inhibition K
analogue a la constante K, :

o E
Selon cette équation, K; = [

Et ’enzyme totale se présente sous trois formes : Ejipre, ES et El
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Ainsi, [E] 1= [Eliibre* [ES] + [EI].
b) L’équation de vitesse de I’l.C

Dans ce type de réaction, seule le complexe ES est actif (évoluer pour la formation du
produit) alors que la seule réaction que puisse subir EI est sa dissociation pour redonner E et I.
Lorsque I’enzyme est partiellement sous forme EI, une élévation de la concentration du substrat
(S) déplace I’équilibre E + I Z—>lversla gauche (inhibition réversible).

Lorsque [S] est saturante, la vitesse de la réaction est égale a Vmax. Toutefois, il faut une
concentration supérieure de substrat pour atteindre Vmax /2, en d’autre termes, la constante Ky, est
plus élevée en présence d’un IC (Inhibiteur Compétitif) comparée a celle de la cinétique de la
méme enzyme sans inhibiteur. L’équation qui définit une inhibition linéaire compétitive et qui
s’applique a tout mécanisme d’inhibition compétitive, est :

Vmax . [S]

" km (1+0) s

Onav =K. [ES]

[E].[S] et K, - [E].[1]

Par ailleurs : Ks= = (ET]

Comme [E]= [Eliioret [ES] + [EI],

[E].- [E] + [E]. i, + [El.o

[ES] _ Kcat [E][S]

v/[E]t = Kcat.

Bl — T
T

Aprés simplification et réarrangement :

[s]
Kcat =
Ks _ Kcat [S] _
- +K_s+m S+[ ] +Ks ~xiI
Soit encore
Vmax|[S]
Yo 1]
Km (1 + m) + 5]

Pour ce type d’inhibition la constante de Michaelis-Menten apparente Km®*~ Km (1 + %)
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Ki
. k—1+ k1 _ .
Puisque E+S <k:> ES, Kn= p = Ks, si Kkeq est faible devant k ;.
=1

Par conséquent, la constante de Michaelis-Menten apparente K,**® dépend de la concentration
d’inhibiteur et de K,. De plus, K, représente la concentration d’inhibiteur nécessaire pour doubler
le Km. Ainsi I’expression de la vitesse dans le cas d’une inhibition compétitive est :

Vmax[S]
v=—--
Kmapp + [S]
Par contre, la présence de I’inhibiteur rend 1I’enzyme moins affine pour son substrat (S)

mais n’affecte pas Vmax ; on peut toujours surmonter 1’effet de I’inhibiteur en augmentant la
concentration du substrat.
Selon cette équation, la fonction v = f ([S]) est une relation Michaelienne ;

v s [S]tend vers I’infinie ([S] ——> ) : v tend vers Vax (v ——> V) ce qui confirme
qu’un I.C est sans effet sur la vitesse maximale de la réaction.

Finalement, lorsque [I] = 0, I’équation se simplifie a I’équation Michaelis-Menten.

c) Les représentations graphiques de I’inhibition Compétitive
> de Type Michaelis-Menten

La représentation graphique de v = f ([S]), en présence d’un 1.C, montre que :

v V2P =V, = Constante

Kn?P = Km (1 + %) c’est-a-dire que K, augmente (K" > Kp).
Graphique Michaelis-Me nten d'inhibition compétitive

-~ V= Vina = Ko [Elo

Viesse, v
=

S

max[

......... : -2K V
V=

Voo!2

I
[S]+KM-[1+%

. KH K"ap .Ku'“’

[s)
Figure 20 : Représentation graphique Michaelis-Menten de I’I.C.
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> Représentation graphique de Lineweaver-Burck (Doubles-inverses) de I’I.C

11
V_f(ﬁ)

Graphique Linewe aver-Burk d'inhibition compétitive

N-2K

" M-x
L
Kyl 140~
11 K, v o Vo IS] Ve

" 118]

Figure 21 Représentation graphique de Lineweaver-Burk (Doubles-inverses) pour un inhibiteur
compétitif (I'L.C).
d) Détermination graphique de la Constante d’inhibition (K;) dans le cas d’une
inhibition compétitive
Dans le cas d’une inhibition purement compétitive (c’est a dire, seulement les valeurs
de Ky, et non celles de Vmax qui varient en fonction de la concentration d’inhibiteur), on
peut déterminer la valeur de Ki a I’aide de deux différents graphiques :
v" Une méthode est basée sur le traitement des données provenant du graphique de

Lineweaver-Burk. Il s’agit de la préparation d’un graphique secondaire (parfois

appelé un «re-plot ») des pentes du graphique Lineweaver-Burck (LB) versus la

concentration d’inhibiteur

Mme SOUAGUI S, 34



Chapitre IV Les Inhibiteurs de la réaction enzymatique

K™V
Km "N = f ([1])
L’abscisse a I’origine donne la valeur de Ki :
app
]
app Km (1+E)
Km  /Vm = vm
K K
_fm m_ [1]
Vm Vmx.KI < KlVi
)\
Ki [

v' Ladeuxiéme méthode est aussi directe, si on avait déja calculé les valeurs de K,

K = Km (1+1)

app
KI Kn

= Km + (Km/ K)) [I]

L’abscisse a I’origine donne la valeur de K|

/._ Kn

\ -Ki (1]
Figure 22 : Détermination graphique de la constante d’inhibition K, pour I.C.

e) Le paramétre ICs

La valeur de ICs, est la concentration d’inhibiteur nécessaire pour diminuer la vitesse
réactionnelle jusqu’a 50 % de sa valeur maximale non- inhibée. Une valeur d’ICs, toute seule
ne permet pas de conclusions mécanistiques, mais peut étre utilisée comme un indice
d’efficacité d’inhibition par rapport a d’autres inhibiteurs si les valeurs d’ICso sont
déterminées dans les mémes conditions réactionnelles.

v Alors, dans le cas d’inhibition compétitive (1.C),
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Vm.[S]
Quand [1] = 1ICsp «———> v = 1/2#%

L Vmax|S] _ 1 Vmax|S]
Km (1+W)+[S] 2 Km+[S]

Alors Km (1 +2) + [S] =2 (Km + [S])

KI
Donc IC50 + o [S]+ KI

NB : IC5o>K,

Notez que I’ICsg s’approche de la valeur de K| aux trés basses concentrations de substrat.
1.2 DPinhibition Incompétitive (I.I.C, anti-compétitive ou (inhibition
catalytique)

Dans ce type d’inhibition réversible, I’inhibiteur ne se lie pas a I’enzyme libre, mais au
complexe enzyme-substrat (E-S) pour donner un complexe ternaire (ESI) inactif. C’est un
cas contraire a I’inhibition compétitive qui s’appelle I’inhibition incompétitive
(anti-compétitive « uncompetitive ») ou par blocage du complexe intermédiaire. Cette
appellation décrit mieux le mécanisme : I'enzyme et le substrat forment d'abord le complexe
enzyme substrat (le complexe intermédiaire), puis I'inhibiteur se fixe a ce complexe (Fig. 23).

Les inhibiteurs incompétitifs se lient au complexe E-S, réduisant ainsi la vitesse de

formation du produit. 1l y a une diminution du K, et de Vmax de la réaction enzymatique.

k.8 ks
E /= E+ = E+P
kg
k—:Ilh.l
E*Sel

ne méne pas aux produits

Figure 23 : Représentation schématique et schéma du type Michaelis-Menten de 1’inhibition
Incompétitive (1.1.C).

v Exemple de ’'LL.C
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Ce type d’inhibition est assez commun pour les enzymes a plusieurs substrats (ou la
liaison d’un inhibiteur dans le site de liaison d’un substrat donne lieu a 1’inhibition
incompétitive par rapport a 1’autre substrat) mais tres rare pour les enzymes a un seul substrat.

« La phosphatase alcaline est une enzyme qui est inhibée de facon incompétitive par la

L-phénylalanine (Fig. 24).
HO

TP—EAIN + ER ——= lop—FADN-ER L. HO—SADN + HOPO;?
LPhe

20 — FADNER Phe

ine mene pas oux produits

Figure 24 : Inhibition de la phosphatase alcaline par la L-phénylalanine (1.1.C).

* Un autre exemple d’une grande importance clinique est D’inhibition de Ila
monophosphatase du myo-inositol par I’ion Li*. Cet ion est utilisé pour traiter certains cas
de dépression et sa sélectivité pour les cellules présentant une activité excessive de
transduction du signal est consistante avec le caractere Incompétitif de 1’inhibition. De
tels mécanismes ne sont cependant pas particuliérement communs et 1’inhibition
Incompétitive se rencontre principalement comme un type d’inhibition par le produit qui

est commun dans les réactions impliquant plusieurs substrats et plusieurs produits.

a) Le mécanisme réactionnel de I’inhibition Incompétitive (I.1.C)

Encore une fois, dans le cadre du mécanisme Michaelis-Menten, cette inhibition est

représentée par un équilibre additionnel (Fig. 25).

Mme SOUAGUI S, 37



Chapitre 1V

ky ES
< > + kcat
E + S k-l ) | P E+P
K,

Figure 25 : Schéma de type Michaelis-Menten de I’inhibition incompétitive (I.I1.C).

b) L’équation de vitesse pour I’LL.C

Encore une fois, dans le cadre du mécanisme Michaelis-Menten, cette inhibition est représentée

par un équilibre additionnel.

Ici, ’enzyme est présente sous trois formes,

Conservation de masse : [E]lo = [Eliiore + [E*S] + [E*SeI]
k2+k-1 _ [E][S]

Avec approximation de 1’état stationnaire : Km =

k1 [ES]
Et la constant d’inhibition : KT = [fgz]
Alors [E]o = (ki :Esk]l)[E.S] +[ES] + [E_Ii]m
D’ou [ES]= ,szr[E]-g - [E]O-[&L

[1]
14 K1[S] ' KI (1+E)[S]+ K1

K2 .[E]0.[S]
(1]
k2.[E]0 .[S] a (1+m)
Donc k; [ES]= (1+m) S|+ KZ+k—-1 k2+k-1
KI K1 [S]+ K1

==
)=
\—/

(1+]

Or Vmax =k, [E]o
k2+k-1

EtKm= K1
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Vmax .[S]
(1+x1)
_ KI
Donc V = Km
[S1+—hm
(1+51)
En posant V app_wni et K app_K—m
m- = (1] L [1]
(1+5) (1+5)

L’expression de vitesse de I’inhibition Incompétitive devient

— Vmapp.[S]
Kmapp+ [S]
Alors on voit que le Vay aussi que le K, sont diminués par le facteur : (1 + %)
C) Représentation Graphiques de I’'LL.C
> Type Michaelis-Menten :

v=t ([S]) Graphique Michae lis-Mente n d'inhibition incompétitive
V_.ISl/ e’ Vo = ke [Elo
//[l+m] m-0
7 K. >
v=—_— ' ]
s1+ K/ e
/ (1+[”] w g ol
/ K; P L
LN W ——— M- 2K
o o
&w

> Type Lineweaver-Burk
v =1 (1/[S])

Le modele prédit un changement équivalent du Ky, et du Vmax, résultant en des droites de
pentes identiques dans le graphique de Lineweaver-Burk (Fig. 26).
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Graphique Lineweaver-Burk dinhibifion incompéfitive

[ !
VT 8 Tom
|l+[—l_]-l
Ll
lignes paralléles \-Wu
A1 KPP
1 K=
v,

Figure 26 : Représentation graphique du type Lineweaver-Burk pour un inhibiteur incompétitif.
d) Détermination graphique de K; pour LILC.

Pour I’inhibition purement incompétitive (c’est a dire, les valeurs de K, et les valeurs de
Vmax diminuent par le méme facteur en fonction de la concentration d’inhibiteur), on peut
déterminer la valeur de KI. Pour ce faire, on prend les Valeurs de 1/ Kn®? ou de 1/ Vi, PP
obtenues directement sur des axes x et y du graphique Lineweaver-Burk, ou, plus précisément,
calculées apres la régression non- linéaire des graphiques Michaelis-Menten. De toute facon, ces
valeurs sont utilisées pour construire un deuxiéme type de graphique :

> Un graphique /K, = f ([1])

K
On a K PP= YORRTIEY

(1+57)
D’oﬁl/Kmapp:(l-I-m): ! + ( 3 )[I]

Km.KI

> Ou bien Un graphique 1/V,?* = f ([1])

Vm
> OnaV, = YRR

(1+51)
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(1]

(1+—) 1 1
> Dol 1/ Vi = VI’: =—+ (Vm.KI) [1].

Ainsi les graphiques obtenus sont représentés dans la figure 27 ci-dessous.

1/ KPP 1/ V2P

)

(KniKI)

/4_ 1/Kn /
X \
'KI -K|

Figure 27 : Détermination graphique de K, pour un inhibiteur Incompétitif (I.1.C).

e) Le parametre I1Cs, pour I’LI.C

Vm
> OnallC: Vma”p:W et quand [1] = 1Csp: V=% Vax

(1+5)

Donc :
I po L) _ v T uslS]
|\I+E_',.] ![S]+K,, [S+ &,
1 _ 2
[S]+ K, |’

ICs be. o
1+ T, ;[S]+ Ky

\

IC =K, + 2000
[S]

NB . ICW > K

KIKm
[S]

|Cso =KI +

Notons que 1I’'ICsq s’approche de la valeur de Ki aux trés hautes concentrations de substrat.

A premiére vue, il semble bizarre que 1’effet d’inhibition incompétitive augmente avec la
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concentration augmentant de substrat. Mais ce phénoméne s’explique si on considére que la
liaison du substrat, favorisée aux hautes concentrations, favorise la formation du complexe EeS,
qui est susceptible a I’inhibition. Ceci explique aussi pourquoi le Ky, diminue pour un substrat ;
I’équilibre de liaison est déplacé vers le complexe EeS par la diminution de sa concentration lors

de la formation du complexe E*Sel.

1.3 Inhibition non compétitive (1.N.C).

Ce type d’inhibiteur ne ressemble généralement pas au substrat naturel. L’inhibiteur non
compétitif (LN.C) se lie a I’enzyme a un site autre que le site actif, causant ainsi un changement
réversible dans la structure tertiaire de I’enzyme qui interfére la vitesse de conversion du substrat
en produit sans modifier 1’affinité de 1’enzyme (E) pour son substrat (S).

L’inhibiteur (I) peut interagir avec I’enzyme libre ou avec le complexe (E:S). Pour
simplifier, nous pouvons considérer que ’affinité de I’enzyme pour I’inhibiteur étant la méme
que I’enzyme soit libre ou déja complexée au substrat. Dans ce type d’inhibition, puisque
I’enzyme possede deux sites distincts (site actif et le site de fixation de I’inhibiteur) ; en présence
de I’inhibiteur, un complexe ternaire (E.S.I) est form¢ et il en résulte que I’inhibition ne peut pas
étre déplacée par augmentation de la concentration de substrat tel qu’il est le cas pour I’.C.

Comme la quantité¢ d’enzyme active semble diminuer lorsque [I] augmente, I’inhibiteur
non compétitif (1.N.C) occasionne, par conséquent, une diminution de la vitesse maximale de la

réaction (Vmay).

> Exemple de I’inhibition non-compétitive
L’inhibition non-compétitive des enzymes de plusieurs substrats est commune, mais I’inhibition
non-compétitive d’une enzyme d’un seul substrat est plutét rare. L’inhibition de la
bisphosphatase de fructose par le AMP est non-compétitive par rapport au substrat 1,6-

bisphosphate de fructose (Fig. 28)
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fractosa-1.6-bisphosphate
(FBP) HLO
Enz = &~ EnsFBP ——a Enz + [Ouctose-G-phosplate
4
AMP AMP
Enz-AMP _ = Enz-FBP-AMP

ne méne pas aux produits

Figure 28: L’inhibition de la bisphosphatase de fructose par le AMP (I.N.C).

a) Meécanisme réactionnel de I’inhibition Non Compétitive (1.N.C)

Dans I’LLN.C, I’ordre de fixation de S et de I sur E est indifférent : ES peut aussi bien se former
avant EI ou I’inverse (Fig. 29 et Fig. 30).

‘i @ Produit

O

)

—_—
—_——

&
En
<] <]

Figure 29 : Représentation schématique de 1’inhibition non-compétitive (1.N.C).
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k. S _
Eo—= E§ —» E+P
L
A-'iul K1
k.S
Eel o Ev§el
' A%

Figure 30 : Schéma réactionnel de type Michaelis-Menten de 1’inhibition non-
compétitive(I.N.C).

Dans ce schéma réactionnel, nous notons :

K1
El|S
Kn = % , (issu de I’équilibre E + S¢———> ES)
K-1
> |EIN[S
m = [[E.]S‘[I]] , (issu de I’équilibre EI + S———> ES)
k
BN e U '
Ki=—— =K (1ssu de I’équilibre E + | ESI)
[ET]
k,.
9
» [ES][1 Ki
| = % = K" (issu de I’équilibre ES + | ==———> ESI)
k-1

N B : Dans ce cas de figure, on définit deux constantes d’inhibition (K, et K, ) qui peuvent étre
identiques ou non.
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b) L’équation de vitesse de ’LLN.C

D’apreés le schéma réactionnel de ce type d’inhibition, nous remarquons qu’il y a deux
voies pour parvenir au complexe ESI (via la fixation de I’'I sur le complexe (ES) ou bien la
fixation du substrat sur le complexe binaire EI). Dans ce systéme, seul le complexe (ES)
évolue vers la formation du produit (P) alors les complexes (El) et (ESI) étant inactifs et
puisque I’affinit¢ de I’inhibiteur (I.N.C) est indépendante du substrat (S), 1’affinité¢ de
I’enzyme (E) pour ce dernier (Kn,) ne varie pas et reste constante ainsi la diminution de
I’activité catalytique de ’enzyme se traduit par la diminution de la vitesse maximale de la

réaction (Vmax)-

Dans un traitement rigoureux du schéma cinétique, il faut appliquer I’approximation de
I’état stationnaire a tous les especes enzymatiques, et on arrive a une solution qui est aussi
intuitive : [’inhibition non-compétitive représente une combinaison de 1’inhibition

compétitive et I’inhibition incompétitive.
D’apres le schéma réactionnel de 'ILN.Cona:
V = Keat [ES]
Vmax= Keat [E]totate (U [E]o)
[Elr = [E]o = [Eliibre + [ES] + [EI] + [ESI]

_[EIS] _ - [EI][S] _LEJl) o [ES]]
Ks = [ES] Km = [ESI] etk = [EI]’ [ESI]

Dans I’LLN.C, nous distinguons deux cas de figure :

a) Pinhibition non-compétitive « simple ou pure » : Dans le cas ou Iaffinité de
I’inhibiteur est indépendante de la présence de substrat (i.e. Ki = Ki"), le Km
n’est pas modifié par la présence de I’inhibiteur mais la Vmax est diminué par

le facteur(l + %)

On adonc K —m:K *_ LENIS] [N _ 0 [ES]l]
> [BS] ™" [ESI] ' [ESI]

[ET]

et comme [E]r = [E] o = [E]iibre + [ES] + [EI] + [ESI]
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T (E][S] [E][1] [E][1] [S]
AlOI’S [E] T— [E]||bre + Km T KI T KI Ks .

[E][S]

v Kcat s
[EIT ~ (g4 EIB] , 10T, TEIITTS]
" Km ' KI ' KIKs
. Vmaxl[(i]m
Dol V=" T, 1)
"Km ' KI ' KIKm
Vmax [S]

" km (1+0) (5] (1+10)

.. , , . I
En divisant le numérateur et le dénominateur sur (1 + %)

\Y%
e
(t+k)
_ KI
On aura v=——"——m77
Km +(S]

En posant Vi, P = ——= 1’expression de vitesse pour I’LN.C simple s’écrit :

V= Vmax app [S]
~ Km+[S]
c) Representations graphiques de I’L.N.C (Cas de I’LN.C. pure)

1) Repreésentation du Type Michaelis-Menten v = f ([S])

Vmu [S]’ » Graphique Michae lis-Me nten d Inhibktion Noncom pétitve simpie
/hJﬂ e B
/ i
~ [S]+Ky : -0
e
s

V= Vmax app [S]
Km+[S]

m-K

Vou'2

2
=

[

n
3

e Vmax diminue
e Km = constante

v
Vim n‘iﬁ 2 ?l

(5]

2) Représentation du Type Lineweaver-Burk 1/v = f (1/[S])
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Dans ce cas, la représentation des doubles inverses obtenue par la transformation de la

_ Vmaxapp [S]

relation : V= Km+[S]
_ Km 1 1
Onaura: 1/ V= 5] + Vax
(+x1) G+
(1]
Km I 1 1+
Vmax K1) [S] = Vmax
K 1 1
Ou encore 1y = —————— — +

Vmax app [S] Vmaxapp

0U Vi i ape = Vimad {1HIVK}

Pour différentes concentrations d’inhibiteur, la représentation de Lineweaver-Burk
montre un faisceau de droites concourant sur 1’axe des abscisses a une valeur de -1/K
(Fig. 31).

Km 1

Dans le cas ou 1/v =0, la relation 1/v = ———
Vmax app [S] Vmaxapp

devient apres

: .0=(1 4 Km m
réarrangement : 0 =(1 + [S]) (1 + KI)
Cette equation implique que [S] = -Knou [I] = - K|

[1,>[1],
LA
1/v
[1},>0
/K, 17[8]

Figure 31 : Graphique du type Lineweaver-Burk (1/v = f (1/ [S]) pour un inhibiteur non
competitif pure .

d) Détermination de la constante d’inhibition K, pour ’LLN.C pure
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1
1 _ (1+%

Vmax app vmax

On a: I.N.C (pure):

1 1 1
Donc, = [1] +
Vmax app vmax KI vmax

Le tracé 1/ Vimax > = f ([1]) représenté dans la figure 32 ci-dessous, donne la valeur de la
constante d’inhibition (quand 1/ V™™ = 0 ¢’est-a-dire sur I’axe y = 0)

1/v 2PP

\ ’ [

-K I,
Figure 32 : Détermination graphique de la constante d’inhibition (K;) pour un I.N.C pure.

e) Le parametre ICg pour PI.N.C

Dans le cas rare ou I’affinité d’un inhibiteur pour I’enzyme libre est identique a son
affinité pour le complexe enzyme-substrat, (c’est a dire K; = K;"), ’effet de I’inhibiteur est
manifesté seulement dans la valeur de Vnax €t est indépendant de la concentration de substrat.
Donc, K, représente la concentration d’inhibiteur nécessaire pour diminuer le Vs par une
moitié, ce qui est identique a la définition de 1’ICsy.

Alors, dans le cas d’inhibition non-compétitive simple (pure),

Vmax [S]
1]
_Vmax app[S] _ (+gp _ \y — 1, Vmax [S]
Onav= Kmils] - Kmils] etquand [I]=1Cs: V=% Km +15]
Vmax
— = |S
Vmax [S] (H% S|
Alors, 12 = (quand [1]= ICsp)

Km +[S] Km+|[S]
Donc (1 + %) =2
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IC50
Kl

Donc K| - |C50

=1

D’ou

NB : seulement V.« est affectée par I, cet effet est indépendant de [S].

f) L’inhibition non-compétitive « mixte »
L’inhibition non compétitive mixte se différencie de la relation précédente (1.N.C. pure)
a la fois par une modification de Vmax et de Ky, apparent. Ici, I’affinité de 1’inhibiteur (I)

dépend de la présence du substrat (S) (c’est-a-dire K; # K;”) donc K, est affectée selon K; et
: o I
K}’ alors que Vmax st toujours diminuée par le facteur(l + %)

Dans ce cas, les équilibres E +SS———— ES et EI + S=————>ESI ne sont pas régis
par la méme constante Ks (ou Kp), ¢’est aussi le cas des équilibres E +I Z———>FE] et
ES + | ————*SI (Fig. 33)

h. S b
E_"' EsS —» E+ P

4,

Bl q_. E*Sel

-l

L 4

Figure 33 : Schéma réactionnel de 1’inhibition non compétitive mixte.

[E][S] - _ [E1[S] K _[E] - _ [ES]U]
[ES]' ™ [ESI] T [EN’ [ESI]

Onadonc Ky, =

et comme [E]t = [E] 0 = [Eliinre + [ES] + [EI] + [ESI]

Alors [E] = [E]pre + [E(S] _ [E]L  [E] (8]

Km  KI KI Ks
v Kcat EISI [E][S]
[EIT (g1 BB, GINGLE
T km T KI T KI/Ks
Vmaxﬂ v
Km — max [S]

D”ou v= =
S]], [M[S] [1] [1]
tm kit ki km KM (1+ﬁ)+[s](1+ﬁ)
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Vmax
iy [s]
. _ K1’
Soit V= ]
(1 +ﬁ>
Km I
(1+W)

Dans cette expression nous remarquons que K, # K, donc nous distinguons deux cas :

o 1% casKi<Ky

+[S]

Lorsque Ki < Ki’, I’augmentation de [I] augmente aussi la valeur apparente de Km (i.e. le

Kmapp) ce qui représente un cas semblable a I’inhibition compétitive (1.C). Les

courbes de Lineweaver- Burk ont alors ’allure suivante :

Ki'=2
I =2K;

j_ pente = K app’ Vmapp
11= Ki

“\ pente = K*** | Vm app

-1/ Km app'
-1/Km 2P

11 Km
N W«—1 I Vmax’

Figure 34 : Représentation Graphique des doubles inverses de I’LN.C mixte (K< K’).

o 2°™cas KoK,

Lorsque Ki' < Ki, 1’augmentation de [I] entraine une diminution du Km?PP, ce qui
représente un cas semblable a I’inhibition incompétitive (1.1.C) la représentation 1/v =f

(1/ [S]) donne I’allure suivante :

Srphigue Lmweever-Burk dinhibiion noneom pTETY & mixte
K=z K

=3

lignes se croisent Pk 11 10
en-dessous ['axe-

K- a=o
1R
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Figure 35 : Représentation Graphique des doubles inverses de I’LN.C mixte (cas K>K;”).

Nous remarquons que la pente et I’ordonnée a ’origine de la droite sont affectées par
I’inhibiteur. En effet, pour différentes concentrations en inhibiteur (I), le tracé 1/v = f (1/ [S])
fournit un faisceau de droites concourantes.

> Si Ki< K}’ : le point d’intersection des droites posséde une ordonnée supérieure a 0

(les lignes se croisent au-dessus de 1’axe des x).

> Si Ki>K’ : ce point a une ordonnée inférieure a 0 (les lignes se croisent au-dessous de

I’axe des x).

> Determination de la constante d’inhibition K, et K,” pour I’I.N.C
mixte
a) Pour déterminer la valeur de K;', on prend les valeurs de 1/ Vpax, SOit

obtenues directement des ordonnés a 1’origine du graphique Lineweaver-Burk, ou,
plus précisément, calculées apres la régression non-linéaire des graphiques Michaelis-
Menten. On construit ensuite un deuxiéme type de graphique (Fig. 36).

Vmax
—[l])’ nous obtenons 1/Vmax 2P = f ([1]).

A partir de I’expression Vipa™P =
(1

-~

L VmaxKi'

1/V ap

/ < 1/Vpax

0

-K'

[l

Figure 36: Détermination graphique de K,* pour un I.N.C mixte.

Kmapp

b) Pour déterminer la valeur de Ki, on prend les valeurs dec—————, soit obtenues
Vmaxapp

directement des pentes du graphique Lineweaver-Burk, ou, plus précisément,
calculées aprés la régression non-linéaire des graphiques Michaelis-Menten. On

construit ensuite un deuxieme type de graphique secondaire (Fig. 37).
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| l+ [[] | I Kmapp/ Vmaxapp
LH .I
R

;-- |_ T
K/ Vinax Ki

] ,..,.1

/ )
N K K/ Vinax
Figure 37: Détermination graphique de K; pour un I.N.C mixte.

Notez que le IC50 = Ki dans trois cas :
1) inhibition non-compétitive (simple)
2) inhibition compétitive lorsque [S]—> 0
3) inhibition incompétitive lorsque [S] ——> x©

1. Les inhibiteurs irréversibles (ou poisons catalytiques)

Ce sont des substances qui, en se combinant avec 1’enzyme (généralement par liaisons
covalentes sur le site actif puisque, comme les I.C, ils ressemblent souvent au substrat),
éliminent complétement son activité. De nombreux enzymes sont « empoisonnés» par des
traces de métaux lourds, et pour cette raison, les études cinétiques sont couramment réalisées
en présence d’agents complexant comme I’EDTA.

Dans certains cas, les inhibiteurs irréversibles peuvent aussi étre utilisés de facon
positive. En effet, les réactions effectuées avec ce type d’inhibiteurs ont été exploitées pour
confronter des résultats cinétiques, préciser les mécanismes enzymatiques ou identifier les
aminoacides participants a la catalyse. Par exemple, I’empoisonnement par les composés de
mercure (II) a souvent été utilis€ pour mettre en évidence I’implication de groupes
sulfhydryles dans le site catalytique des enzymes
I1.1 Mesure de Pefficacité

Pour des raisons pharmacologiques ou scientifiques, on recherche souvent les
inhibiteurs les plus puissants des enzymes. Pour les inhibiteurs réversibles, on utilise le K,

comme indice d’efficacité (I’inhibiteur réversible est d’autant efficace que K, est le plus faible
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possible) alors que pour les inhibiteurs irréversible I’efficacité est mesurée par le K, et Kinact.
Nous distinguons deux types d’inhibiteurs irréversibles :

1) Les réactifs du site actifs (marquage par affinité),

2) Les inhibiteurs basés sur le mécanisme (substrat « suicide »).

I1.1. 1 Réactifs du site actif (Marquage par affinité)

Ces inhibiteurs (les réactifs du site actif) présentent une spécificité envers un
groupement fonctionnel des acides amines du site actif. Ils peuvent étre des analogues de
substrat pour favoriser sa liaison dans le site actif, qui comprennent aussi un groupement
réactif (pharmacophore) typiquement un électrophile qui réagit avec un nucléophile dans le
site actif. Ces inhibiteurs possedent un seul site saturable et réagissent de maniére
steechiométrique (1 mol d’I/mol de E).

e L’enzyme est protégée contre cette inhibition par le substrat (ou co-facteur).

e La perte d’activité suit une cinétique de premier ordre, parce que 1’enzyme est

consommeée comme un réactif pendant la réaction.

e L’inhibition est accompagneée de la modification covalente de 1I’enzyme c’est-a-dire :

o L’enzyme demeure inactive apreés la séparation de I’inhibiteur.
o L’inhibiteur reste lié¢ a la protéine apres dialyse ou filtration sur gel (ou sur
membrane) méme apres la dénaturation de 1’enzyme.
o La formation du complexe EI empéche 1’acces de (S) et Pactivité de
I’enzyme dépend de la fraction de I’enzyme qui reste sous la forme libre.
O
v' Exemples de l’inhibition par Marquage par affinité
a) DIFP (Diisopropylfluorophosphate)
Le DIFP est un composé hautement toxique qui posseéde la particularité d’associer de
maniere covalente au résidu sérine du site actif des protéases (chymotrypsine, trypsine,

¢lastase, thrombine, ...etc.) et de certaines estérases comme les cholinestérases.

Voo { — Yodod
(é'j \
eF o
HO: LEnz
\—Enz H®
e TPCK (Tosylphenylalaninechloromethylketone)

Le TPCK ressemble aux amides et les esters de la phénylalanine, mais le groupement
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chlorométhyle effectue une alkylation, par exemple, de la His57 de la chymotrypsine et
aussi avec la Cys25 de la papaine:

CH, CH,
e Le PMSF (phenylmethanesulfonylfluoride)

Le PMSF est souvent utilisé pour inhiber des protéases et réagit de maniere similaire :

o) o)
1| I}
O — Ok
(F\ S o
HO: \—Enz
\—Erz H®

e  Autres exemples d’inhibiteur irréversibles par marquage d’affinité

Enzyme Substrat Marqueur par affinité
Triosephosphate isomerase o Q
HO, W | /lk ,q:o'-a
‘H,cha-l,’ HLT oMy
hosph 'iH 0\
Triosephosphate isomerase | “CH .2
o 2 OPOy
cH~ q"-cn{ OPCd HL? “CHY
CHOH CH.OH 0
oR MO ocHchior,
Lysozyme QH
lle Q
Isoleucyl-tRNA synthetase lle-tRNA I]
Br—H,C—C—lletRNA'® >

» Analyse cinétique
L’¢tude des inhibiteurs irréversibles conduit trés souvent a utiliser une concentration
d’inhibiteur trés supérieure a celle de I’enzyme: [[[>>> [E]. Dans ces conditions, la

concentration de I’inhibiteur (I) est quasiment constante au cours de la réaction, par

conséquent : [I]=[1] o (Sine, 2010).
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Les mesures précises de la vitesse a laquelle la perte d’activité s’effectue dans un
processus d’inhibition irréversible, fournissent une information utile qui est plus simple, et
donc plus facile a interpréter, que celle fournie par les expériences conventionnelles de
cinétique.

En général, dans I’inhibition irréversible de type marquage par affinité figure la liaison

rapide a I’équilibre de I’inhibiteur suivie de la formation lente et irréversible d’un complexe in

actif  (Fig. 38) :
ky Kinact
E + | &—7/> E| —> E-I
1
complexe
k., covalent
Ky = — inactif
ky

Figure 38 : Schéma réactionnel d’une inhibition irréversible du type marquage par affinité.
a) Mécanisme d’inactivation

La protection de ’enzyme par le substrat indique que I’inhibiteur se lie au site actif de

I’enzyme (en compétition avec le substrat) (Fig. 39)
0,

=L '.'-. -

sl o

- '._‘.. -._i_\-.

en ETREsEnGe de subsiat

& 'y Tra

50 | ] e

% ARV ivé
¥

T

10 - endbsenca de subelral b S

T

, M | " i s S

1 1 i3 ] 40 50 Bl 70 0 i ]
Tenps {min}

Figure 39: Mécanisme d’inactivation par un inhibiteur irréversible du type marquage par
affinite.
Cependant, la protection par le substrat n’est que partielle parce que la formation du complexe
covalent E-I est irréversible et celle de EeS est réversible. La présence du substrat retarde
donc la formation de E-I mais ne 1’élimine pas complétement.
- La proportion d’enzyme sous forme EeI augmente avec la concentration de 1.

(Eel) s’inactive avec le temps suivant une cinétique du premier ordre (lors de la
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consommation de ’enzyme comme un réactif). La valeur de Kinact peut étre déterminée

expérimentalement en mesurant tout d’abord la perte d’activité en fonction du temps (Kops) &
différentes concentrations d’inhibiteur :

100

sor constante de vitesse = ks

% activité

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temps (min)

L’activité enzymatique qui reste en fonction du temps est proportionnelle a la
concentration totale des formes d’enzyme qui ne sont pas inactivées :

& =[E]+ [E-]] (Fraction des formes inactivées de E)

Et [E] + = [E]+[E.1]+ [E-1]

—

K,k _[EN

La constante d’inhibition kl *I]

[E.IKI
[1]

En remplagant [E] tirée de cette derniere expression, dans celle de la fraction des formes
inactivées d’enzyme on aura :

Dot [E]=

€ = [E] + [E.I]
_ [EXKI
== +IET]
= [E.I](1 + E)
T
ponc [E.I] = s %)

b) L’expression de vitesse de I’inactivation

La vitesse de I’inactivation (c’est-a-dire de la disparition des formes actives de 1I’enzyme)
est donnée par :
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£
= Kinat [E.I]

dt
Alors,
_ 9% _ Kinat dr
En e
€
Or|E.I| = ——#
[E.T] (1+%)
Donc
de de

=——(@1+ —) = Kinat dt

[E.T] (1]

de _ Kinat
€ KI
1+ —

En faisant I’intégrale de cette équation entre t =0 (ou e =[E] T) et t (ou e =€) on obtient :

o
— [Spde/e =5 fidt

(¢! +m)
Kinat
Alors — [In &- In [E]f] = ——=r
(1+m)
i
Donc — Ini=L::1tt

D’ou on voit que pour la disparition d’activité, la constante de vitesse de la réaction au

premier ordre est :

k.
Foowm SRt
obw ( K.I ]
I+—
M
1 1 KI 1
De plus Kobs ~ Kinact + (Kinact) m

c) Détermination de Kijjact
D’apres 1’expression suivante
1 KI 1 1
Kobs :< ) m

—t
Kinact/ [I] Kinact

KI
On voit que le graphlque —_—= f( ) donne une ligne droite de pente (Kmact) et
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I’ordonnée a I’origine est

Kinact
ao b
.
80 [ L
-
7o e
e [ o - :] pente = K ! Knaer
= ol
—_ o ___/‘/
= L
e:_u a0 | ./"'
- _/"
.-/l
30r -
"
=1 K 20 /'/
l _,./'ﬁ _"‘\_\_‘_ Ve
.-'J.
Wl 1 1 '
o
-1 L] 1 Zz 3 4 5
1/0]

e Le Kijnact est donc la constante de vitesse maximale d’inaction (lorsque la totalité
de I’enzyme est sous forme Eel) et le K, est la concentration de I’inhibiteur qui
donne une moitié de la vitesse maximale d’inactivation.

e La constante de vitesse d’inactivation (kobs) est déterminée pour chaque

concentration d’inhibiteur.

N

a g 20 i | L] = [ 1] ™ E- 1 | ™ i

TomEs [ming

e Notez aussi que I’inactivation de I’enzyme par une réaction du premier ordre
indique la formation d’un complexe intermédiaire (EeI), tandis que 1’inactivation
selon une réaction du deuxiéme ordre indiquerait la réaction entre E et | libres en

solution.
11.1.2 Inhibiteurs basés sur le mécanisme (substrats du type « suicide »)
Ces inhibiteurs appelés aussi inactivateurs « suicides », peuvent se lier de maniere
covalente a I’enzyme (parfois une liaison stable non covalente est engagée entre

I’inhibiteur et ’enzyme), modifier ou détruire certains groupements fonctionnels
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nécessaires a ’activité catalytique. Ils sont caractérisés par la nécessité d’une activité
catalytique de ’enzyme pour générer I’espéce réactive (c’est-a-dire qu’ils doivent étre
activés par ’enzyme). En effet, mis en présence d’enzyme, |’inhibiteur suicide subit les
premicéres étapes de la catalyse mais au lieu d’étre transformé en produit, il est convertis
en un compose tres réactif (souvent des espéces électrophiles) capable de se combiner de
maniere irréversible a celle-ci. L’inhibiteur fonctionne donc en partie comme un
substrat:

K rapide
Bl —2 o B 20 e

E + |

La plupart de ces inhibiteurs ne sont pas de trés bons substrats avec des Kgy de

10° — 10° fois plus faibles que le substrat naturel. De fagon générale, 1’étape limitante est
au niveau de Kgat.

Les caractéristiques de 1’inhibition sont les mémes que celles des réactifs du site
actif (marqueurs par affinité), en incluant notamment la cinétique de saturation et la
réaction d’inactivation du premier ordre. La différence des mécanismes d’inactivation se
situe au niveau de la participation de 1’activité catalytique de 1’enzyme (kcat) au
processus d’inactivation (le besoin de transformation enzymatique).

» Exemples de I’inhibition par de réactions « suicides » :
a) Inhibition de la déshydrase de thiolester B-hydroxydécanoyle par un analogue
acétylene

La réaction normale qui a lieu pendant la synthése des Acides gras est comme suit :

B
HHHEO H H o ‘ ! HO
L Lyl L -HO Lol ally e L
R—I I— — T R—l':—c=l|:—C—SR — R—tl‘.'=|:|:—| — &R
H(OHH H H H HH
e hiolester
traes-af-décinm’le

Dans la réaction suicide avec un analogue acétylene, un résidu histidine est modifié de

maniére covalente :
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g_s H—B

0 °|) \‘02
- —-n_‘;,;cé?h':-sn- _ n—1|:=c—l_é =
H H H I H

_) aleme &M

Siradant 9 LM 300 l
MO
méme f f et isotopique; P
F . 1 1
meéme méconisme il l H
jﬁj
Erz zvore Wl

b) Inhibition de la g-lactamase par des analogues de pénicilline

e
H H r}, He B H =)
Y 1w CH H g
H 32 Hof % 8l S e ot
jj( CHy -? Chiy - cHa
/SN S 4 [s] HM o o HH L
. o0 o cof & oo
O J A
Enz— Ere~" Erz Plégease
serine du gite actif Iy drolyse covilent
nomnala
o o Enz
H HY. P
Hao ! @ \g/ Ha Nuc” -
[‘-x H A
CHy H H'.S:_\ CH;
=] HM———% -
20 co¥ o . | ©Ha
o 5
OH Q cof

Ez—

Ernz LOTYINS inactive

¢) Inhibition des transaminases par un analogue d’acide aminé

Aprés réaction avec le phosphate de pyridoxal, la vinylglycine peut réagir avec un

résidu nucléophile dans le site actif de ’enzyme :
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» Réaction avec inhibiteur irréversible et formation de produit

Dans la plupart des cas ou I’inhibition est relié au mécanisme de la réaction
native, une certaine quantité d’inhibiteur est transformée en produit, Sans

inactivation de l’enzyme. Considérons le schéma mécanistique suivant :

Ky ka k3
E+ | &——FE| —» Bl —» E+ P
ky
Ky
E-

k3 , . . . e
Le rapport = E(ce qui représente la proportion molaire pour I’inactivation)
définit le nombre de fois que le substrat suicide est transformé en produit

analogue pour chaque réaction menant a [’inactivation. La valeur de I' est

constante et indépendante de la concentration de substrat ou d’enzyme puisqu’elle

représente le partage d’un intermédiaire commun.

11.2. Inhibition par excés de substrat

Pour de nombreuses réactions enzymatiques, une diminution de [’activité peut
s’observer deés que la concentration du substrat dépasse un certain seuil. Le schéma
réactionnel de I’inhibition provoquée par une concentration relativement élevée de substrat
implique la formation d’un complexe ternaire inactif (ESS). Parmi les exemples (fructose-1,6-
diphosphatase, ribulose biphosphatase, carboxypeptidase, carboxylase,...ctc.) illustrant ce

mécanisme, le plus connu est celui de 1’acétylcholinestérase. Cette enzyme a en effet la
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capacité de fixer une deuxiéme molécule de substrat aprés que la premiere soit partiellement
liee au site actif. La fixation d’une seconde molécule de substrat par 1’acylenzyme constitue
une autre possibilité d’abaisser la vitesse de la réaction. Cette diminution de la vitesse de la
réaction est due principalement & une insertion inadéquate du substrat dans le site actif
(Fig. 40)

HHEBITHAN ENZYRIATICAIE
FAR EXCEQ DC BLGETAAT

E+P

o
i I PP, 1' (Inhikitian par szaés de subsiral)
1] ES

g I et S :E--'f '{;‘ti\.: :
E E Eff:’*s T gew/

“uplane ES el Compize ESS negty

Figure 40 : Schéma du mécanisme réactionnel de I’inhibition par excés de substrat.

Le mécanisme réactionnel de I’inhibition par exces de substrat s’écrit comme suit :

Ky
fe———4 kcat
E + S k; ES <====> E+P
K,
K;  ES2
2 L+———7
E + 28 INACTIF

Par ailleurs, les relations :
Ks = %, kcat = k2 et [E]+=[E] + [ES] + [ESS]. Permettant d’obtenir :

v kcat [ES]
[E]T ~ [E]+ [ES] + [ESS]

v kcat[EI]{% v kcat%
EIT LIEI[S] [ESIIS] ™ [ElT ~ LLET[S], [E][S]S]
[E] [E]+ ==+ [E] [E]+ e+
Aprés simplification et réarrangement on aura :

v _ kcat[S]

= Vmax = kcat [E]T
r 7+ etcomme
[ ] KS+[S]+m
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Par conséquent, I’expression de la vitesse de la réaction est :

Vmax [S]
v =
[51°
Ks + [S] + Kss
Cette relation peut étre écrite sous forme :
Vmax
= Ks__[5]  9uiaux fortes concentrations de substrat devient
[S] Kss
Vmax
V= ——a
S
1+ L
SS

En d’autres termes, la vitesse v est égale a une fraction de la vitesse maximale (Vmax) ; Vv
variant de maniére inverse par apport a [S] montre un profil caractéristique aux fortes

concentrations de substrat (Fig. 41)

[Fructose 1,6-bisphosphate] . temps™

v =
i

0 20 40 60 80
[ATP] (mM)

Figure 41: Profil de I’inhibition par exces de substrat

. . NE . . .
Aux faibles concentrations de substrat, le terme % de I’expression de vitesse de la réaction

est négligeable devant [S] et permet d’obtenir 1’équation de Michaelis-Menten :

_ Vmax [S]

vV=—
Km + [S]
Il en découle que la représentation de Lineweaver-Burk montre une linéarité uniquement pour

des concentrations faibles ou moderées se substrat (Fig. 42)
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Figure 42 : Représentation des doubles inverses dans le cas d’une inhibition par excés de

substrat.

La partie non linéaire de la courbe des doubles inverses correspond a 1’inhibition décrite par la
relation :
Vmax
[S]

1+K_SS

v =

L’inverse de cette relation est :

L S
v Vmax Kss Vmax

La représentation 1/v = f (1/[S]) est linéaire pour les fortes concentrations de substrat. La
partie non linéaire de la courbe, située a des concentrations de substrat faibles ou modérées,

correspond a 1’équation de Michaelis-Menten (Fig. 43). Cette représentation permet de

déterminer la constante d’inhibition Kgs (abscisse a I’origine de la droite extrapolée).

Lrvi g

IMhibiteur par excés de

subs trat

A [50]
-Kss

Figure 43 : Détermination de la constante d’inhibition (Kgs) pour I’inhibition par excés de

substrat.
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Chapitre V Les enzymes a deux substrats

En réalite, les réactions enzymatiques simples n'impliquant qu'un substrat et qu'un
produit sont rares et restent limitées a quelques réactions d'isomérisation, comme la
conversion du glucose 1-phosphate en glucose 6-phosphate catalysée par la
phosphoglucomutase. La majorité des réactions implique plusieurs substrats et libere
plusieurs produits Ainsi, par exemple, la lactate déshydrogénase (EC1.1.1.27), la créatine

kinase (EC2.7.3.2) et I’alcool déshydrogénase de levure (EC 1.1.1.1) utilisent deux substrats.

L'étude cinétique des réactions enzymatiques a deux substrats a pour but de déterminer
I'ordre de fixation des substrats, les constantes cinétiques caractérisant la fixation de chacun
d'eux en présence et en absence de I'autre ainsi que la vitesse maximale de la réaction qui est
mesurée quand les deux substrats sont a concentration saturante.

Nous traiterons dans ce chapitre, la cinétique d’une réaction a deux substrats et deux produits
(systéeme Bi-Bi) de type :
A+B &=————— P+Q[1]

Ce type de réaction est particulierement commun en biochimie : dans une compilation
de toutes les reactions enzymatiques connues, environ 60% des réactions appartiennent aux
trois premiéres classes d'enzymes (réactions d'oxydoréduction, de transfert de groupe et
d'’hydrolyse), sont toutes décrites par le mécanisme de I'équation [1]. Des réactions plus
complexes ont également été identifiées dans lesquelles quatre ou cing substrats peuvent étre
impliqués, mais celles-ci peuvent étre la plupart du temps étudiées en généralisant les
principes établis pour les réactions a deux substrats et deux produits.

Selon le mécanisme réactionnel, les réactions enzymatiques impliquant deux substrats et

libérant deux produits (Bi-Bi) sont subdivisées en deux classes :

1. Les réactions a mécanisme séquentiel (ou a simple déplacement) : C’est un systeme
ou les substrats doivent se fixer a I'enzyme avant que n'importe lequel des produits soit
relargué (il y a formation d’un complexe ternaire : EAB). Ces réactions se subdivisent
a leurs tours, en mécanisme séquentiel ordonné et mécanisme sequentiel au hasard
(aléatoire).

2. Les réactions non séquentiel, dit également «a double déplacement» (ou
mécanisme Ping-Pong) : C’est un systéme ou un produit est relargué entre les
additions successives des substrats. Au cours de ce type de réactions, les combinaisons

ES sont des binaires.
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I.  Approche expérimentale

Afin d'étudier une réaction enzymatique a deux substrats, nous procédons en deux étapes :
1.1 Premiére étape

On effectue ’expérience avec le premier substrat (A) en exceés (appelé le substrat « fixe ») et
on mesure la vitesse en faisant varier le substrat B (substrat variable) et ceci en phase

stationnaire.
1.2 Deuxiéme étape

On prend B en exces et on fait varié A pour mesurer les vitesses en phase stationnaire. Les
deux étapes (cinétiques) sont de type Michaelienne, mais le traitement mathématique est

complexe et ¢’est pourquoi on utilise la notation de Cleland (1963).
» Représentation de Cleland

La maniére schématique de représentation des mécanismes des réactions a deux ou
plusieurs substrat a était introduite par Cleland en 1963. Dans ce systeme, les différents états
de I’enzyme sont décrits en une ligne horizontale et des fleches verticales sont utilisées pour
représenter la fixation des substrats et la libération de produits.

Il. Mécanisme séquentiel ou a simple déplacement

Dans ce type de réaction, les deux substrats se combinent & I’enzyme avant la libération
du premier produit. Il y a donc formation d’un complexe ternaire qui rassemble I’enzyme et
les deux substrats en un seul complexe (EAB). Le mécanisme séquentiel se subdivise en deux
types, ordonné et au hasard (aléatoire), selon la fixation des substrats (A et B) et la libération
des produits (P et Q). Un grand nombre de réactions Bi-Bi sont des réactions de transfert de

groupes.

1.1 Mécanisme Bi-Bi ordonné : Dans ce systéeme, la fixation des (S) et la libération des
produits est ordonnée (ordre imposé). Le substrat (A) se fixe obligatoirement au stade initiale,
car (A) présente une grande affinité pour (E). La présence ou I’absence de (B), ne la modifie
pas alors que I’affinité de (B) pour (E) est pratiquement nulle (Kg est infinie) et n’est
significative que pour le complexe (EA). Donc (B) ne peut se fixer que secondairement
donnant ainsi naissance a la combinaison ternaire (EAB). La suite de la réaction conduit a la

libération du produit (P) qui a moins d’affinité avec 1’enzyme puis le produit (Q) (qui a plus
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_)

d’affinité pour 1’enzyme que P). C’est un mode observé en particulier avec les

déshydrogénases.

a) Représentation de Cleland

Le chemin réactionnel du mécanisme Bi-Bi ordonné est représenté par Cleland comme suit :

A B
P Q
E %E
EA EAB EPQ EQ

Représentation de Cleland du mécanisme Bi-Bi ordonné.

Exemples :
v Cas de lactate déshydrogénase (LDH). Certains enzymes nécessitent la présence
d’un coenzyme dissociable. Pour 1’analyse, le coenzyme peut étre considéré comme

un second substrat.

NAD (A) Lactate (B) Pyruvate NADH, H*
EA EAB EPQ EQ

v" L’oxydation du malate en oxaloacétate par La malate déshydrogénase.

NAD (A) Malate (B) Oxaloacétate NADH, H*
l y
E E
EA EAB | & | EPQ EQ

La malate déshydrogénase est une enzyme, qui catalyse 1’oxydation du malate en oxaloacétate en
réduisant simultanément un coenzyme NAD™ en NADH.

* Cette réaction se déroule selon un mécanisme de type bibi ordonné : I’enzyme n’a pas d’affinité
pour le malate si elle n’est pas préalablement associée au coenzyme NAD™ en un premier
complexe ; puis le complexe ternaire Enzyme-NAD'-Malate se transforme en un complexe

Enzyme-NADH-Oxaloacétate ; ce dernier se dissocie en libérant 1’oxaloacétate puis le NADH
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(Forme réduite du NAD").
v’ L’alcool Déshydrogénase :
Zn -

H'?'
NAD* NADH

CH,—CH,0OH CH,—CHO
Ethanol Acétaldéhyde

L’alcool déshydrogénase est une enzyme, qui catalyse 1’oxydation de [I’éthanol en
acétaldéhyde en réduisant simultanément un coenzyme NAD" en NADH.
* Cette réaction se déroule selon un mécanisme de type bibi ordonné : I’enzyme n’a pas
d’affinité pour I’alcool si elle n’est pas préalablement associée au coenzyme NAD" en un
premier complexe ; puis le complexe ternaire Enzyme-NAD"-Ethanol se transforme en un
complexe Enzyme-NADH-Acétaldéhyde ; ce dernier complexe se dissocie en libérant
’acétaldéhyde puis le NAD réduit (NADH).

b) Cinétique du mécanisme Bi-Bi ordonnée : Le schéma réactionnel de

ce mécanisme est le suivant :

+tA +B k.'-iT
E > EA —> EAB —»E+P+Q
K. Eg

- En se plagant a I’état stationnaire dans les conditions de la vitesse initiale de la
réaction (ou [P]= [Q]= OM.) et parla méthode dite de 1’équilibre rapide on a :

- La concentration de I’enzyme totale est égale a : [E|T = [E] + [EA] + [EAB].

- Lavitesse de la réaction correspond a la vitesse de transformation du complexe (EAB)
en produits (Pet Q). Elle est exprimée en : v = kcat[EAB]

- Lavitesse maximale de la réaction est égale a : Vmax = kcat[E]|T

- les constantes d’équilibre des deux étapes Kaet Kgsont :

_ [E][A] _ [EAlB]
Ka = T4 Kp = Tgan
D’ou [EA] = % [E] et [EAB] = % [EA] = % % [E]
v o [EAB]
Alorsﬁ = kcatﬁ
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_ kcat% % [E]
[El+ A ()4 2L 1AL
[B] [4]
kcat — —
En divisant sue [E] on aura : —— = — KB KA
[E]T 1+ u + u u
keat[A)[B] [ sl
ca
Donc [E]T—KA 5 =V 1+ 7 + —KAKB)
Or Vmax = kcat[E|T
[4][B]
Vmax—F——
Donc ¥ = —r Hier
L+ 4y
KA KAKB v
v = max
. Kz K,Kg
» . _— Al[B 1+ 8 4 TATE
En divisant le numérateur et le dénominateur sur (%) on aura 18]~ [4][B]
. Vmax
V= | KB_KAKB
[B] " [A][B]

c) Représentations graphiques : Soit en double inverse 1/v = f (1/[S]). Nous fixant ’un
des deux substrats (A ou B) et nous variant 1’autre.

o a[B]=Cte: lareprésentation graphique se fait en fonction de A [1/v =f (1/ [A])]

KB  KAKB
Vmax , o1 1+m+[14][3]
Ona: V=—pF7mg dou—-=——"—""—
+B7 TANE] v Vmax
1 1 KB KAKB
> = Vmax 1+ B] + [A][B])
_ 1 4 KB 1 4 KAKB 1
"~ Vmax [B]Vmax [A][B] Vmax
1_( 1 KAKmB)l_l_ 1_{_1’(mB 1
v \Vmax [B] [A] ( [B] )Vmax

Le tracé des représentations primaires 1/V = f (1/A) pour différentes concentrations de
B, représente dans la figure 44, donne un faisceau de droites qui se coupent sur l'axe des
ordonnées (au-dessus de l'axe des abscisses), en un point d'ordonnée 1/Vnax. Dans ce cas,
I'abscisse du point d'intersection est - 1/Ka. A des concentrations saturante en (B) ([B]=),
les points d’intersection de la droite 1/v = f (1/ [B]) avec 1’axe des ordonnées (Yy) et celui des
abscisses (x) donnent : 1/Vmax" (la vitesse mesurée est égale & VVm, méme aux faibles valeurs

de A) et -1/K,* respectivement.
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IV A/ 8  g>8;>8,
B
B

rd

< ["A"-]

V sas [B]

| J 4.

v L
/K 1/A

v
Figure 44: Représentation Primaire 1/V = f (1/ [A]).

d1/A—o-l—(1+KmB) — =

o Quandl/[A]=0:— = [B] / vmax =~ Vmax app
d[A]= Knis = —

o Quand [A]=- AL T Vmax

A partir des valeurs de V pour (1/ [A]= 0 (c’est-a-dire les valeurs de 1/ Vmax *° pour

chaque concentration de B), on trace un graphique secondaire, qui représente la droite

1 KmB 1 . . i i
- = (1 + — y qui a Dallure des droites Michaeliennes. Elle permet de
v B] 7 Vmax
déterminer Ky, (Fig. 45).
Y
...
Vi
KB/Vmax
L
~ v-l
- =
Ks (8]

Figure 45 : La représentation graphique secondaire 1/va=f (1/ [B]).

o En cas la [A] est constante, la représentation graphique se fait donc en
fonction de (B) : 1/v=f (1/ [B]) ([A] = cte).

Ona:
1 - KB KAKB 1
v ( +m+ [A][B]) Vmax
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Alors,
1 _ 1 4 KB 1 4 KAKB 1
v Vmax Vmax[B] Vmax[A][B]
1 _ 1 4 KmB 1+ KA 1
v Vmax Vmax( [A]) [B]
1 KmB KA\ 1 1
v Vmax [A]) [B]  Vmax
Nous remarquons qu’a des concentrations saturantes en (A) ([A]=),
1 _ KmB 1 4 1
v Vmax[B] Vmax

Alors, vV [A], quand 1/ [B] =0 :
1 1

v Vmax
L’indépendance de Vmax & la concentration du substrat (A), indique que ce dernier se fixe

initialement a 1’enzyme.
Ay
A
A AsS B3 A
A;
As

‘ / v"\‘l

>

1/B

Figure 46: Représentation Primaire : 1/V = f (1/ [B])

Le tracé 1/V = f (1/ [B]) pour différentes concentrations de A, montre un ensemble de droites
qui se coupent sur I'axe des ordonnées (des y) (puisqu’il n’y a qu’un seul point : 1/v = cte, il
n’y a donc pas de représentation secondaire) (Fig. 46). Du moment que B ne se fixe que sur le
complexe (EA), sa présence en exces deplace I'equilibre entre E et A vers les formes
complexées et toute I'enzyme est alors sous la forme EA-B; on mesure ainsi la vitesse
maximale.
11.2 Mécanisme Bi-Bi aléatoire (au hasard)

Pour ce mécanisme, les deux substrats, A et B, se fixent a I'enzyme libre E sans aucun
ordre (de maniere aléatoire) c'est-a-dire qu'il n'y a pas de fixation privilégiée de I'un ou l'autre

des deux substrats) pour construire le complexe ternaire (EAB) puisque I’enzyme libre
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présente des affinités équivalentes pour les deux substrats et la fixation d’un substrat en 1%
position, dépend de la concentration de ce dernier (c.-a-d. ¢’est le substrat se trouvant en plus
grande concentration qui se fixera en 1%) .

a) Représentation de Cleland

La représentation de ce mécanisme réactionnel selon Cleland est la suivante :

A B P

EA EQ

E B A Q P E
B EAB EPQ EP

Représentation de Cleland d’un mécanisme Bi-Bi aléatoire

v Exemple de bibi aléatoire: Un bon nombre de réactions enzymatiques a deux
substrats s’effectuent selon un mécanisme Bi-Bi séquentiel aléatoire comme celui de
I’adénylate kinase (EC2.7.4.3), la glutathion S-transférase, la citrate synthétase (EC
4.1.3.7), I’hexokinase (EC 2.7.1.1) et la créatine kinase (EC 2.7.3.2).

» la créatine Phosphokinase

Mécanisme a simple déplacement appelé au hasard

phospho-
ATP créatine créatine  ADP

Pt

E E
_<:> E-créatine-ATP 2= E-phosphocréatine-ADP <:>_

bt Vo

créatine ATP ADP phospho-
créatine

La créatine phosphokinase (CPK), catalyse le transfert d’un radical phosphoryl du substrat, le

phosphate de créatine, vers un coenzyme transporteur, I’ADP.

 L’affinité de I’enzyme pour ces deux corps chimiques étant voisine, la liaison de 1’enzyme

avec chacun d’entre eux se fait dans un ordre qui dépend uniquement des concentrations.
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b) Cinétique du mécanisme Bi-Bi aléatoire.

Selon I’hypothése de quasi-équilibre I’équation de la vitesse de formation des produits la
Vi = K [ES] réaction a un substrat
Vi = K [EAB] réaction a deux substrats

B

A
KAVEA\«B

E/ \EABRLE+P+Q
Ka\E K'AA

Dans ce mécanisme, la fixation des deux substrats peut étre soit :
v Dépendante : Dans le cas ou la fixation de (A) modifie I’affinité de ’enzyme pour
fixer (B) et réciproquement,
v/ Ou bien indépendante, dans le cas ou 1’association de 1’un des substrats s’effectue
de la méme manicre en présence ou en absence de 1’autre substrat.

La réaction implique I’existence de quatre constantes d’équilibre Ka, Kg, K’a et K’g:

E+A<—> EA Ka = [E] [A]/ [EA]
E+B «__> EB Ks = [E] [B]/ [EB]
EA+B<—> EAB Kg’ = [EA] [B] / [EAB]
EB+A<—> EAB Ka’= [EB] [A] / [EAB]

Ka : constante de formation du complexe EA ; Kg : constante de formation du complexe EB,
autrement dit, c’est les constante d'équilibres entre I'enzyme libre et les substrats.

K’ et K’g: constantes de dissociation de EAB ou les constantes de Michaelis des substrats A
et B respectivement, c'est a dire les concentrations [substrat] pour lesquelles la vitesse

(mesurée a concentration saturante de l'autre substrat) est égale a la moitié de la vitesse

maximale.
A partir de ces relations, nous tirons :
[4]
[EA] =~ [E]
[B]
i
[EAB] = KB —— [EA] = XA [EB]
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Il faut exprimer [EA] et [EB] en fonction de celle de complexe productif [EAB]. En effet, en
remplacons [EB] et [EA] dans I’expression de [EAB] par leurs expressions tirees de celles de

Ka et Kg précédentes, on aura :

[B] [A] [A] [B]
[EAB] = wpka ) = ko' ks
Nous remarquons que KA'KB = KB'KA

[E]

Dans ce type de systéme, le nombre des formes de I’enzyme est plus élevé que celui précedent
(Bi-Bi ordonné). Ainsi I’enzyme peut étre sous forme : E, EA, EB ou EAB.

D’ou [E] t= [E] + [EA] + [EB] + [EAB].

Pour simplifier les calculs, nous nous plagcons dans les conditions de vitesse initiale (P et Q ne

sont pas encore formés).

Onv = kcat [E]T a
et Vmax = kcat [EAB]

[4] [B]
Alors —7— = [EAB] _ Ka’kB \E)

A B Al|[B
Vmax [E]T [E] (14 E(,]l ’ Eal : IEA]’[KL)

[4] [B]
_ KA' KB
[A] , [B] , [A][B]
A+xa+ kB KAKB
En divisant sur ( 4)[B] ) onaura:
KA KB
v 1
Vmax [ [A][B] L [Al(1Al[B]  [B] (IAl[B]) 4
KA'KB KA\KA'KB KB \KA'KB
Alor L 1
S, == 7 7
Vmax KA'KB |KB IKA
([A][B])T B T Tay 1
e Vmax
Dlou: v = 1 KB KA (KAIKB)
"TB] " 141 © \TAl[B]
11 KB | KA , KAKB
Done 7 = o A+ T5r + 747 + Ty

Pour chaque concentration de A ou de B, la vitesse en fonction de A ou de B suit la loi de

Michaelis et la vitesse maximale est obtenue lorsque 1’enzyme est saturé en A et en B:
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11 (1 Ky K K,.K;,)
v v [a] " [B] T A(B]

» a|[B]saturantes : [A]l= KA’
Vmax Vmax

T(A+1+0+0) 2

Donc Ka’= Ki*

» a[A] saturantes : [B]= Kg’
Vmax et Kg'= KmB
Vmax
Alors, V = —gg KmA . (KmB KA

" [B] ' [4] '( [A][B])

De méme v =

c) Représentations graphiques 1/v = f (1/[S])

1) a[B] constante, 1/v = f (1/ [A]) (Fig. 47)

Ona:
Vmax Vmax
v = =
KmA KmB KmB KA KmA KmB KmA KB
1+ + +< ) 1+ + +( )
[A] [B] [A][B] [A] [B] [A][B]
1 1 KmA KmB KmAKB
Done - = 4o (1 F Al T T e )
1_ 1 1_l_KmB KmA 1_{_KB 1
v  Vmax ( [B] ) Vmax( ﬁ)ﬁ

Cette equation est linéaire du type : y=a x +b (quand B est constante)
Nous remarguons également que :

@ [B]= (saturante) :
1= 4 fmd i - (Puisque N
v Vmax  Vmax [B] [B]

o [B]:Iimitante expression complete de 1’équation
( KmB> KmA ( KB) 1

"B

ax Vmax [4]
1 1 KmB
O m=03= ( +757)
1 KmB KmA KB\ 1
° [A] _KA';_Vmax (1+ [B] )+Vmax(1+ﬁ)m
1 1 KmB KmA (KA) KmB
—=——(1+ + + )
V Vmax [B] [A] (—KA)[B]
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_)

Apres simplification on aura:

KmA 1 KmA
- (1 + — 4] - = (1 — F) V_ (pmsque [A] KA)
Donc quand [A]=-Ka, V [B], i = cte.
1 A B,
v B B, >B, > B,
A L
K, [4]

Figure 47 : Représentation Primaire : 1/v f (1/ [A]) du mécanisme Bi-Bi aléatoire

Nous remarguons que ce graphique ne permet pas de déterminer Kg alors que celle de Ka,
K™, et Vmax est possible. 1l est donc nécessaire de tracer un graphique secondaire pour
déterminer Kg et ce, en prenant les valeurs de 1/v pour les différentes concentrations en (B)
quand 1/ [A]=0d’ou :

1 _ KmB 1 4 1
v Vmax[B] Vmax

La représentation secondaire (Fig. 48) est effectuée donc depuis les points d’intersection avec
I’axe des ordonnées dans la figure 47 précédente et permet de tracer le graphe selon
I’équation : a [A] constante, 1/v = f (1/ [B])

A

7
-
\J

1 1
Kg [B]

Figure 48 : Représentation secondaire 1/va f (1/ [B]) du mécanisme Bi-Bi aléatoire.
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2) a[A] constante : nous tracons 1/v = f (1/ [B]) (Fig. 49)

1 1 KmA KmB KmA KB
OnaZ_Vmax( (4] + [B] + [4][B] )

. 1 KmA KmB KmB KA
Ou b|en1—7— Vmax( [4] + [B] + [4][B] )

Pour écrire cette équation en fonction de (B) on aura :

1_KmB( +KA>1+ 1 1_I_KmA
v Vmax [A]/ [B] Vmax( [A]
Cette équation est du typey =a x+b
e 1_fr( ’ B KA
— m I -
a= Vmax (1 T [A]) ’
1
i 1 KmA
= ama
Etb—Vm 1+ 7
W A A Ay > A; >A,
1
Vs / Ay ——L(1 +ﬁ)
- KK, v Voo [4]
&
W 1/8

Figure 49 : Représentation primaire 1/va f (1/ [B]) du mécanisme Bi-Bi aléatoire
Nous remarquons également que :

KmA KA
@ [A]= (saturante) : [% —>0 Etm —> 0
D’ou I’équation précédente devient :
1 1 kmB 1 _, , . . 5 . . .
- = ——+ —— —= C’est la représentation des doubles inverse de I’équation de Michaelis-

v Vmax Vmax [B]
Menten pour 1 seul substrat.

@ [B]=-Kg:o0naura

1 1 KmA KmB KmAKB

v Vmax (” 4] " (“kB) ~ TAIKB )
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Apres simplification, 1’équation devient :

1= (1—@) : ; Etce Vv [4]

v KB Vmax

Comme pour le mécanisme précédent (sequentiel Bi-Bi ordonné), cette représentation
primaire permet de déterminer les valeurs des paramétres: Kg, Km®. Ainsi afin de
déterminer tous les paramétres cinétiques (Ka et Vmax), il faut tracer la représentation
secondaire effectuée depuis les points d’intersection avec 1’axe des ordonnées dans la
figure 49 precédente et ce, en prenant les valeurs de 1/v pour les différentes concentrations

en (A) quand 1/ [B]= 0 qui permet de tracer le graphe selon I’équation : 1/vg=f (1/ [A])

L

1
Ve

> Y4

-1 /K"

Figure 50: Représentation Secondaire 1/vg = f (1/ [A]) du mécanisme Bi-Bi aléatoire.

Cette représentation est une droite; elle s'extrapole sur I'axe des abscisses a (- 1/Ka), Ka étant
la constante de Michaelis de A (c’est-a-dire donne Km™) et Vpax étant la vitesse mesurée
lorsque les deux substrats sont saturants.

Dans ce mécanisme, nous distinguons deux cas :

a) Fixation indépendante (Ka=Ka’ et Kg = Kg’)

Les sites de fixation des deux substrats sont suffisamment distincts et il n y a pas
interaction entre eux. D’ou la fixation de 1’'un des deux substrats, n’affecte pas la fixation
de I’enzyme pour I’autre. D’ou la fixation de 1’'un des deux substrats, n’affecte pas la

fixation de I’enzyme pour |’autre.

_[ENIA] _ ,  [EB][A]
ka = [EA] = kA= [EAB]
ET
_[E]B] _ , [EA][B]
KB = [EB] = kb= [EAB]
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/

Les droites de la représentation primaire se coupent sur I'axe des abscisses (Fig. 51).

1 A B,
v

B;

B, >B, > B,

Figure 51: Représentation Primaire d’un mécanisme Bi-Bi aléatoire (Fixation indépendante)

b) Fixation dépendante (Ka#Ka’ et Kg#Kg’) C'est-a-dire que la fixation de A modifie
I’affinité¢ de I’enzyme pour B et réciproquement.

Ici, deux cas se présentent :

- Premier cas : Lorsque 1’ordonné est positive par rapport au point d’intersection (c’est-a-dire

une fixation dépendante positive ou que la fixation du second substrat est facilitée par la

présence du premier). Les représentations primaires se croisent au-dessus de 1’axe des

abscisses (Fig. 52).

o Si Ka>K’a la fixation de B augmente 1’affinité de EB pour A

o Si Ke>K’s, la fixation de A augmente 1’affinité de EA pour B

1/v4

[B] varie

/

y
T

Figure 52: Représentation graphique du mécanisme séquentiel Bi-Bi aléatoire (Fixation

»
1/[A]

dépendante positive)
- Deuxiéme cas : Lorsque I’ordonné est négative par rapport au point d’intersection (c’est-a-
dire une fixation dépendante négative ou que la fixation du second substrat est diminuee par

la présence du premier) :
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o SiK’a>Ka, la fixation de B diminue I’affinité¢ de EB pour A
o SiK’s>Ksg, la fixation de A diminue 1’affinité de EA pour B

Les représentations primaires se croisent au-dessous de I’axe des abscisses (Fig. 53).

(a) [B] constantes
en augmentant
1/v,
1
.  Ks Ky
Ky * g
Pente =
‘f
max
/ 1+K5/18
~\/Kyy 7, Intersection = — 4~ " o)

;’// Vmu
b 0 1/ [A)

Figure 53: Représentation graphique du mécanisme séquentiel Bi-Bi aléatoire (Fixation

dépendante négative)

[11.  Mécanisme non séquentiel ou a double déplacement (Ping-Pong)

Certaines réactions du métabolisme impliquant deux substrats se produisent sans que la
réaction nécessite la formation d’un complexe ternaire. C’est le cas de beaucoup de réaction
de transfert de groupes qui mettent en jeu que la formation de complexes binaires. Ce
mecanisme et aussi dit « a enzyme modifiée ». Ici, il n’y a pas de formation de complexe
ternaire (EAB) mais du complexe binaire entre I’enzyme et [’un des substrats ou I’enzyme et
I’un des produits. En effet, il y a réactivité entre I’enzyme et le premier substrat qui se fixe sur
celle-ci (formation d’un complexe binaire EA), puis catalyse du substrat fixé en un produit
(1% produit de la réaction : P), transformation de I’enzyme (c’est-a-dire demi-réaction)
catalysée par (E). Dans ce cas, il apparait un intermédiaire constitué¢ d’une forme modifiée de
I’enzyme (E’) qui souvent porte un fragment du premier substrat. La nouvelle configuration
de I’enzyme transformée (E’) présente une affinité vis-a-vis du deuxiéme substrat (B). Ainsi,
un complexe binaire (E’B) se formera suivi par une catalyse du substrat (B) pour former le
deuxiéme produit de la réaction (Q). Enfin, il y aura libération de (Q) et I’enzyme retrouvera
sa forme initiale (E).

Le mécanisme a enzyme modifié est un mécanisme ordonne, mais cette caractéristique

est moins notable qu'avec les enzymes a complexe ternaire puisqu'il existe un seul ordre
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)

possible en accord avec le mécanisme et qu'il n'existe pas d'alternative ou la fixation soit

aléatoire. Le chemin réactionnel de ce systéme est représenté selon Cleland comme suit :

KA KB

E+A «— EA ﬂ,ErBP «— EB &, E+Q
Ka = [EJ[AV[EA] Kg = [E][BJ/[EB]

a) Représentation de Cleland

e 3,
-“
‘bu
*c
M

EA EP E EB EQ

b) Exemples d’enzymes a mécanisme Ping-Pong

Ce mécanisme est rencontré dans le transfert d’un groupe amine entre un aminoacide et
un acide a-cétonique, I’oxydation de certains substrats par des déshydrogénases a FAD et
dans les réactions faisant appel a une catalyse covalente, comme, par exemple, les réactions

d’hydrolyse des chaines polypeptidiques par les sérines protéases.

e les aminotransférases : I’aspartate aminotransférase (ASAT)

aspartate oxaloacétate a-cétoglutarate  glutamate
E E
E-aspartate = E-NHy- = E-NHy' = ENHy == E-glutamate
oxaloacétate a-cétoglutarate
®ooc co0®
(C) CO0® 00C
H - H +
< ’ coo® €00
OHN coo® o~ Ncoo® O
Aspartate o-Cétoglutarate Glutamate Oxaloacetate
Aspartate Oxaloacétate o-Cétoglutarate  Glutamate
Enzyme ! 1 4 1 Enzyme
E +—= (E-NH3) == (E-NH3) /= (E-NH;) —= E
(aspartate) (oxaloacétate) (a-cétoglutarate) (glutamate)
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L’ASAT catalyse le transfert de la fonction amine de 1’aspartate vers 1’a-cétoglutarate qu’elle
transforme en glutamate.

* Dans un premier temps, I’ASAT se lie a 1’aspartate puis transfére la fonction amine sur un
coenzyme liée : le phosphate de pyridoxal qui devient phosphate de pyridoxamine sans cesser
d’étre li¢ a ’enzyme. L’enzyme se dissocie alors de 1’oxaloacétate.

* Dans le second temps, I’enzyme liée au phosphate de pyridoxamine, forme un complexe,
avec 1’a-cétoglutarate, puis transfére la fonction amine du coenzyme qui redevient phosphate
de pyridoxal, vers le second substrat qui est transformé en glutamate. Enfin, le complexe
ASAT glutamate se dissocie : 1’enzyme et son coenzyme lié¢ ont recouvré leurs structures
initiales.

c) Equation de vitesse

KA KB

E+A «—— EA ﬂ,E':BP «—— EB &, E+Q
Ka = [EJ[AV[EA] Kg = [E][BJ/[EB]

Dans ce schéma réactionnel, si on considére uniquement la réaction dans le sens de gauche a
droite et on se place dans les conditions initiales qui permettent de négliger la réaction
inverse, on aboutit a une équation de la vitesse en fonction de la concentration des substrats
qui fait apparaitre un comportement Michaelien, en utilisant l'approximation de I'état
stationnaire ou celle du quasi-équilibre.

Comme ce schéma peut se décomposer en deux réactions enzymatiques (demi-réactions)
simples :

E+A——> EA <—>FE’+P

EE+B—> EB <—>E+Q

Deux constantes de Michaelis-Menten Km”* et Km® s’appliquent respectivement aux
réactions ci-dessus. Généralement la derniére étape de la réaction est considérée limitante, la
vitesse v s’€crit par conséquent :

v = k cat [E'B]

[E][A] (k—A)+ kcat1 [E7][B] (k—B)+ kcat2

Ea] T kA etKmB =-"r =+ kB

Par ailleurs;: KmA =

Si les équilibres entre E et EA, d’une part, et E’ et E’B, d’autre part, sont rapide alors Kcay et
Kea2 SONt négligeables devant les autres constantes de vitesse.
La concentration d’enzyme totale [E] = [E] + [EA] + [E’] +[E’B].
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Si I’on considére la concentration de E’ est constante au cours de la réaction (état
stationnaire), la vitesse globale d’apparition de E’ est égale a la vitesse globale de disparition,
ce qui revient a écrire :
kcat; [EA] = kcat, [E’B].
[E7] [B]

kcatt _ [E'B] _ _KmB_ __ [E,][B]@
Ouencore e = a1 — LEIAI — [£][A] KmB
KmB

Et aprés réarrangement,
_ kcat2 KmA [B]

~ kcatl KmB [A]

[E] [E']

La normalisation de la vitesse permet d’écrire :

- Vmax
KmB KmA
BT A
d) Représentations graphiques (Soit en double inverse)
Ona:
l= 1 (1+KmB+KmA
v Vmax [B] [A]
D’ou:
1 1 KmB KmA 1
v - Vmax (1 + [B] ) Vmaxm (v =T AD)
Ou bien :
Ly ( KmA) KmB 1w =t s
v Vmax [A] Vmax [B]

Les représentations primaires de 1/V = f (1/ [A]) ou f (1/ [B]) sont des droites paralleles (Fig.
54).
On trace 1/ V = f (1/ [A]) pour différentes [B], (ou I’inverse), on obtient un ensemble de

droites paralléles de pente Ka / Vimax (0u Kg/Vmax) a partir de 1’équation précédente :

—_— u —_
Vmax [A] v Vmax

1 1 (1+KmB) KmA 1 1 1 ( KmA) KmBi

v Vmax [B] - [A] Vmax [B]
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8 >B >8, Ay A > A,

Figure 54 : Représentations primaires 1/v = f (1/[S]) pour un mécanisme Ping-Pong.
Comme précédemment, les intersections avec I'axe des ordonnées correspond a 1/Va ou 1/Vg;

I'inverse de la vitesse mesurée a concentration saturante du substrat considéré.

Dans 1’équation 1__1 ( KmB) kma 1
v Vmax [B] Vmax [A]
> Quand U[A]=0:3 = —— (1+ %)
> Quand%= 0 :%=K_—n; (1+%)
> Quand [B] = o (concentration saturante) : % = Vniax + ;:l;% (Représentation

de Lineweaver-Burk pour une cinétique Michaelienne a un seul substrat).

@ Représentation secondaire
A partir de la représentation primaire 1 /v = f ([A]) pour différentes concentration de [B] (ou 1
Iv = f ([B]) pour différentes concentration de [A]), on lit les valeurs de 1 /v aux points
d’intersection avec 1’axe des ordonnées et on trace la valeur de ces 1 /v en fonction des
valeurs de 1/ [B] (ou de 1/ [A]).

Sionporte 1/v a=f (1/B), on obtient la représentation secondaire (Fig. 55), celle-ci permet

de mesurer : Vmay 6t Km®
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1
/8]

Figure 55: Représentation secondaire 1/vA f (1/[B]) d’un mécanisme Ping-Pong.
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