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Programme de la matiéere
Enzymologie Moléculaire et
Appliquée

Chapitre 1 : Interaction protéine/ligand

Sites équivalents indépendants

Sites équivalents dépendants

Sites non équivalents

Chapitre 2 : Enzymologie moléculaire et dynamique

Notion du site enzymatique

Les isoenzymes

Les complexes multienzymatiques

Les enzymes allostériques

Chapitre 3 : Régulation de l'activité enzymatique

Chapitre 4 : Les principales enzymes cibles en pharmacologie
*Déroulement des TD:

TD N°1 : Généralités sur les enzymes

TD N°2 : Interaction protéine/ligand

TD N°3 : Isoenzymes et site enzymatique

TD N°4 : Relations structure-fonction dans quelques systemes enzymatiques
TD N°5 : Enzymes cibles en pharmacologie

Canevas Master Pharmaco-toxicologie ( page 57)
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Inhibition compétitive des enzymes Régulation de l'activité enzymatique

Inhibition compétitive des enzymes
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Inhibition compétitive des enzymes
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Inhibition non compeétitive des enzymes
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" Inhibition incompétitive des enzymes Régulation de I'activité enzymatique
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Enzymes allostériques
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Généralités

*Le terme allostérique vient du grec allos,
autre, et stereos, forme.
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' Les enzymes allostériques

o o o I

Modele MWC des enzymes allostériques

T (pour "Tense"), conformation "tendue", les sites de fixation ont une affinite
faible pour un ligand donne.

‘R (pour "Relax"), conformation "relachée", les sites de fixation ont une affinitée
forte pour un ligand donne

Ces deux conformations sont en equilibre (quelle que soit la concentration d'un
ligand donné) et cet equilibre est regit par la constante allosterique L :

Transition
allosténque

Forme relachee ou R Forme tendue ou T
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' Les enzymes allostériques
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Coopérativite Allostérique

Il y aura coopérativité allostérique si la complexation d’un deuxieme
substrat est ameliorée par une interaction (électrostatique, sterigue ou
conformationnelle) entre les deux substrats.




Deux types d'effets allostériques :
«effets homotropes

effets hétérotropes :

Exemple
Allostérie :
Enzyme ligand Effet
Homotrope Pyruvate kinase PEP positif
Homotrope Alcool déshydrogénase NADH négatif
Hétérotrope Pyruvate kinase FDP positif
Hétérotrope Thréonine désaminase isoleucine négatif
Tableau 8.1. Principaux types d'allostérie et leurs effets
PEP : phosphoenolpyruvate FDP : fructose-1,6- dlphosphate positif : activateur,

négatif : répresseur.




Chapitre 11

C-terminal

N-terminal

Hémoglobine Myoglobine

Structures de I’'hémoglobine et de la mnglobine : La fixation d'oxygeéne est
accompagnée d’un changement de conformation de I'heme. U'heme passe‘d'une
forme plane lors de la fixation de I’O)_(ygéne a une structure cpurbe caractéristique
de la désoxyhémoglobine. Cette derniére corrgspond a la configuration T tandis que
I'oxyhémoglobine correspond a la conformation R.

Enzyvmologie Moléculaire et Appliqué

Hélice F

Changement conformationnel de I'héme : La position prise par la désoxyhémo-
globine est représentée en clair, celle de I'oxyhémoglobine en teintes plus foncées
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Figure 8.9. Courbes de fixation de I'oxygéne

A La fraction de saturation de la myoglobine (Mb) et de I'hémoglobi

; ogl
oxygene (Y) est portée en fonction de fa pression partielle ¢'0 (pO )g- gt-"Re s_Hb).en
de la forme linéaire de I'équation de Hill aux valeurs de o, * = * ' PPication

Affinité pour
le premier O2

Log((»02)

Figure 8.10. Représentation de Hill de I'hémoglobine

Lintersection de la tangente a I'asymptote avec le segment de droite positionné a
log(Y/(1-Y)) = 0 correspond a I'affinité de la premiére et de la quatrieme liaison de
I'oxygéne a I'hémoglobine. Le rapport des affinités, supérieur & 100, indique qu‘une

premiére liaison de I'oxygéne augmente |'affinité de I’oxygéne pour les fixations
suivantes,

e
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ADP + Pi ATP
o) CH>
I [ T
R ruvate kinase =Syl
OH O Py O

phosphoenolpyruvate pyruvate
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i Régulation allostérique i Régulation de I'activité enzymatique
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. Régulation allostérique

Reégulation allostérique

Aspect phénoménologique de la coopérativite
o ; T 1
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La représentation de Hill,

Régulation de l'activité enzymatique
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log (VO/VVmax — VO0) est exprimé en fonction de loge [S] , donne une courbe en S dont la partie centrale est

assimilable a une droite de pente n,
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v'Représentation de Scatchard

n [S5)/1S,, Type
1 81 Pas de coopérativité (courbe hyperbolique)
0,5 6561 Coopérativité négative
2 9 Coopérativité positive
3 433 Coopérativité positive
Tableau 8.2. Calcul du rapport (S, J/IS,,] selon n
A B
0,1K'
Q
w
{ \ g
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Figure 8.8. Effets du coefficient de Hill et de la constante K’ sur les cinétiques
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Figure 8.6. Détermination du nombre de Hill
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' Les enzymes allostériques

o o o I

Exemple: La phosphofructokinase (PFK)

F-6-P+ ATP — F-1,6-BP + ADP

Cette réaction de phosphorylation constitue ’Etape 3 de la glycolyse, la voie de dégradation
du glucose qui est une source importante d’ATP dans partiquement toutes les cellules.

La réaction de la phosphofructokinase est inhibée par le phosphoénolpyruvate (un exemple
) lorsque sa concentration cellulaire est suffisamment elevee , il arréte sa
propre synthese en bloguant une étape plus précoce de la voie de biosynthese.



: Enzymologie Moléculaire et Appliguée
Chapitre || [ ————————wewewTT—— ,

Exemple: La phosphofructokinase (PFK)

e E———

Figure 8.27. Structure de la phosphofructokinase-1

Les quatre sous-unités de conformation T (trait continu) et R (trait discontinu)

possédent un site actif correspondant a la fixation du fructose_s_phospha;?e(r'f:asz

et a la libérati ’ J d ) Phe
b SOus'-u ,:?,23" de I'ADP. Le site effecteur (allostérique) est localisé a I'i




: Enzymologie Moléculaire et Appliguée
Chapitre || e ,
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Activation allostérique par effet hétérotrope positif

Vitesse de catalyse

[Fructose 6-phosphate] (pmol/L)

s 1 pmol/L de fructose 2,6 biphosphate
s 0.1 pmol/L de fructose 2,6 biphosphate
s ) pmol/L de fructose 2,6 biphosphate
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Inhibition allostérique par effet hétérotrope negatif

Vitesse de catalyse

[Fructose 6-phosphate] (umol/L)

msssses 1 pmol/L de citrate
mmmssss 0.1 pmol/L de citrate
s 0 pmol/L de citrate
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' Les enzymes allostériques

Inhibition allostérique par effet homotrope négatif

Vitesse de catalyse

[ATP] (umol/L)
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Fig. 13.53 Activation mechanism of the lipase
(Reprinted from Protein Engineering, Design and Selection, 7, CARRIERE F. et al, Structure-function relationships
in naturally occumng mutants of pancreatic lipase, 563. © (1994) by permission of Oxford University Press)
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Régulation par modification covalente

“*Modifications par protéeolyse limitée : activation de précurseurs

Il existe des enzymes sous forme de précurseurs ou zymogenes, qui doivent étre actives par
des clivages protéolytiques et la libération d'un propeptide.
Exemples:

v'Protéases a sérine,

v'Protéases a trypsine,

v'chymotrypsine,

v'élastase,

v'protéases de la cascade de la coagulation sanguine etc.
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| Régulation par modification covalente :

Clivage de chaine polypeptidique
*Acquisition d’une structure N — O
fonctionnelle : | orbes

u+bl

H 4y I — e

Clivage du peptide signal :

0



SIGNAL-PEPTID

¢ Chainon de quelques acides
amines (15 a 20) a Il'extrémite
N-terminale de la forme traduite
de certaines protéines qui doivent

étre excretees hors de la cellule.
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Régulation par modification covalentei

L

Régulation par modification covalente

Modifications par protéolyse limitée : activation de précurseurs

Ribosomes ﬁ):és au réticulum
N endoplasmique "
Les zymogenes: / 2) Chymo(miift)logéne

N 245

m-Chymotrypsine Tjpaine
(active)

1 15| |16 245

7 -Chymotrypsine

a-Chymotrypsine Deux dipeptides
(active)

1 o13) |16 146 |149 24|

Chaine A Chaine B Chaine C
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Modifications par protéolyse limitée : activation de precurseurs
Les zymogenes:

Trypsinogéne
Pro-carboxypeptidase Entéropeptidase oo 1""—_ Pro-lipase
et et A Re NS RERE SR Re kAL AR RaRNSRe AL SRS RaE R R an R R s Trypsin; I
Carboxypeptidase Chymotrypsinogéne :.-": :. Pro-élastase Lipase

5 -
- .
- Ty
o .
e
o TSR A

Elastase

m-chymotrypsine

séguence 16 - 146

]P(ants disulfure
[ séquence 1 - séquence 149 - 245

M Chaine A Chaine C J
\f/‘

ct-chymotrypsine

E. Jaspard (2013)
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| Régulation par modification covalente :

Entéropeptidase
Ttypsinogbne Trypsine
- i =
Proélastase  Elastase  Procaboxy-  Carboxy-
| _peptidase  peptidase
Chymotrypsinogéne Chymotrypsine Prolipase  Lipase

Contréle de la suractivité de la trypsine par 'inhibiteur pancréatique
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Régulation par modification covalente !

Pont salin inactivant 'enzyme

Complexe trypsine-inhibiteur Inhibiteur pancréatique
pancréatique de la trypsine de la trypsine libre



Enzymologie Moléculaire et Appliquée
Chapitre 111

Régulation par modification covalente !

a1-antitrypsine (anti-elastase des neutrophiles)

Mutation type Z
homozygote : 15% d’inhibiteur résiduel : emphyséme
hétérozygote : fumeur !!

CHs CHs

// 0 N /

s s

\ H Oxydation \H
H | H (‘)

Oxydation de la méthionine 358 en sulfoxide : absence de
reconnaissance de I’elastase par 'inhibiteur

Action du comportement humain sur la biochimie !!



Modifications covalentes courante

Modifications post-traductionnelles majeures

1. Clivage de chaine polypeptidique

2. Elimination d’acides aminés (Mé&thionine)
Acétylation, hydroxylation, biotinylation, sulfonation
d'acides aminés

. Glutamylation et glycylation

. Ubiquitinylation

o

4

5

6. Formation de ponts covalents
7. Ancrage lipidique

8. Glycosylations

9. Phosphorylation

10. Modifications accidentelles

ADP Ribosylations

méthylation




le plasma a pour effet de réguler coagulation sanguine et autres cascades protéolytiques telles que la liaison du complément, la production et élimination des horn
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Régulation par modification covalente

+*Régulation par modifications chimiques

Modifications post-traductionnelles des
protéines — définitions

» La production de protéines par la cellule ne consiste pas
seulement en une traduction de la séquence d'acide
nucléique.

» Modifications chimiques ou biologiques intervenant aprés
I'étape de polymérisation des acides aminés par le ribosome.

» Les modifications post-traductionnelles:

- Permettent des modifications d’activité (inhibition,
activation)

« Ce sont des reactions catalysées la plupart du temps
par des enzymes
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Régulation par modification covalente

Régulation par modifications chimiques (95%), thréonine (4%) Et
: tyrosine (1%) Conduisant a la
Phosphorylation formation  d’une  liaison

phosphoester .

Ajout d’'un phosphate sur la sérine, la thréonine ou la tyrosine.
Important dans la transduction de signaux a travers les

membranes.
? ?
R-OH + HO —?—OH ? R—()—Ill—OH
OH H,O OH

) charge négalive
résidu de sennff (groupe carboxyle)

OPOMH,

centre achi
d'accés bre
e \

charges négatives
qui se repoussent

|/
/\ / : 3
& OH pratéine-kinase & T
/ o 8 .
\‘ x

ATP ADP /

,I
Il . |
/ \ prowéine dans sa
[ centre actf masqué conformation active

I
protéine dans sa
conformation inaciive charge négative

{groupe carboxyle)
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Régulation par modification covalentei

L

Régulation par modification covalente

Régulation par modifications chimiques

<® [ ] -
- 1 -
- O—pP O‘.‘
«e®"o e i -
«OH e “g= =
— ATFP ADP i
sz <H2
—t—g— —L - L
r'i l!l [ X X o
/ - phosphoserine
- e =
serine/threonine > - e
protein kinases s O~ P—DO" "
CH3 ® o‘- g
\ 1 :.o..: ATP ADP 1
e 4 A, ehp- e
—_— N —Cc—C ——
=% -
L " ‘e ot
throosine phosphoihreonine
.. > © S -
il
e - O—P—O = 5
> :
rosino : - ATP ADE TEamn
profein Kinases u/ !/
\(J T~
(l:ng ‘?"2
—Be e
- = o - - &
tyrosine phosphotyrosine

Fig: Réactions de phosphorylation sur la chaine latérale des résidus :
sérine, thréonine et tyrosine.
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Régulation par modification covalente

Régulation par modifications chimiques

Phosphorylation : moyen tres courant de réguler I'activité d'enzymes

550 protéines kinases chez 'homme

Transfert groupe phosphoryle en y de I’ATP sur OH sérine, thréonine, tyrosine.

2 charges négatives ajoutées / 0 2
3 liaisons hydrogénes ~ O P_ 0
Apport de 24kJ/mol a la protéine phosphorylée : \ 0

modification de la constante d’équilibre
Rapide et stable

Amplification
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Régulation par modification covalente

Régulation par modifications chimiques

LES PROTEINE KINASES

Les difféerentes kinases

Protein Kinase A, B, C
— Nombreux isoformes

MAP kinase ( mitogen activated kinases)
— ERK ( extracellular regulated kinase)

— JNK (Jun regulated kinase)

— P38 (SAPK2)

SrK ( Stress regulated kinase)
Cycline dépendantes kinases (CdK)
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Régulation par modification covalentei

L

Protéine kinase cCAMP-déependante

() Protsine kinases cycligue nucleotide
dépendanies H—I:“:I Proséing kinase
Sous-unine regulabnce Sous-unine catalytiqua cAMP -daoandarta

A:I Frosaine krase

cGMP-dénandants

Sérine | Theéonine
MMA:I Protgine kinnsa C
kinases
[ “:- Kinasa das chames
begares da Myosing

Tyrosine

proteine W H ppid oare
kinazas v-arb B
I | “ |
2 EhO Faceptaur da I'EGF
—E{_j:“ ]

Companaison de la struciure de gueiguss prot@ine Kinases. Chague kinase est
schamatiséa par une structura Inéalre ol le core calalytigue &5t représents en gris
el les parties régulatricas an rouge. Les rasidus invariants du core catalytigue :
Asp184(W), Lys72(®) &t les trols glycines - GIySE, GiYE2 el Giy50([ "P) sont afignas.
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Régulation par modification covalente

Régulation par modifications chimiques

Glycosylation Glycosylation des protéines (1)

* N-glycosylation : (O-linkage)
liaison amide entre une asparagine et CHLOM N
L

Uun ose. . ﬂI]l ”H\H—('H;-E'II
+  Q-glycosylation : '

OH C=0
— liaison osidigue entre une sérine ou une '
threonine et un ose. ~H

' I Neacetylgalactosamine
— Enzyme: oligosaccharyl transferase Om( O acosamine

I inked to serine

CH,

Serine

Role de la glycosylation:

*Reconnaissance et adhésion cellulaire (N-linkage)

*Contréle du repliement des protéines CH,OM Al
*Modulation métabolique d'enzymes 4 ou .|
*Transport et adressage de protéines e N i
*Réle structural l

Asparagine

. MH .
*La glycosylation rend les omd  Nacetylglucosamine

inkecl 1o asparagine
polypeptides plus résistants a la H,
protéolyse



https://fr.wikipedia.org/wiki/Polypeptide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9olyse
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Régulation par modification covalentei

e —————————

Régulation par modification covalente

Régulation par modifications chimiques

Glycosylation
Key
N-Linkey Ghyean [] GalNAc
: O Gal
. Man
% B GicNAC
4‘37 € NeuSAc
%
> A Fuc

:F 3 : ]
N A Ak a D P M O a

)
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Régulation par modification covalentei
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Régulation par modification covalente

Régulation par modifications chimiques

Formation de ponts covalents

Les ponts disulfures
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Régulation par modification covalentei
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*Mecanismes d’action des systemes Cascades

Lésion des vaisseaux sanguins Lésion des tissus
TFPI
VOIE \ VOIE
xmla INTRINSEQUE 3 EXTRINSEQUE
7N\ Via I
XI Xla > Vil
A Facteur tissulaire
X e Ve[|
{ e Antithrombine I
Prothrombine (1) ~A——2—» Thrombine ()
A e N
W ‘ Fibrinogéne (1) ~Fibrine (la) |
[ e W2
Protéine C Active | Lo
VOIE
Protéine S COMMUNE
&

Protéine C + Thrombomoduline Caillot sanguin

de fibrine réticulée
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Régulation par modification covalentei
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*Mecanismes d’action des systemes Cascades

Voie intrinséque Voie extrinséque

Lésion de la paroi

—p Activation

Traumatisme ---p Activation par la thrombine

l — Inhibition

P
Vila Vi

TFPI 'l Facteur tissulaire «—— Traumatisme

Protéine C activé =" .

Protéine S

Xl

el
Protéine C + trombomoduline l Xllla

Caillot




