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Notions de base

Un enzyme est un catalyseur biologique. C’est presque toujours une protéine.

La réaction a lieu dans le site actif de la protéine.

Un enzyme augmente la vitesse de réaction.

Un catalyseur accélere une réaction chimique sans étre consommé par la réaction.

Le substrat (S) est le composé transforme en produit (P) par 'enzyme (E)

Cinétique enzymatique k
, S —_— P
(P11
mol/L
__d[P]

V_W =k [s]

Avec k, la constante cinétique
kcat/ knon cat = 106 é 1012

) PN > temps




Catalyse enzymatique

Les enzymes abaissent Energie d’activation de la réaction non catalysée
I’énergie d’activation )
d’une réaction Etat de transition
en fixant leur substrat Sr
de maniére a stabiliser AN
I’état de transition,
ce qui augmente N\

la vitesse de réaction. Energie
AG

Réaction sans enzyme

Substrat Réaction avec enzyme

S

E
S LES—> EST — EP—> P
E

Les enzymes restent inchan; EP
en fin de réaction. >
temps

Energie d’activation de la réaction catalysée



Exemple: les réactions métaboliques
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Les enzymes au coeur des procédes
biotechnologiques

Exemples d’application:

Industrie agro-alimentaire:
 Amélioration du rendement et de la qualité de production (lysozyme, lactamases...)
* Mise au point de nouveaux produits (pectinases...)

Applications médicales et pharmaceutiques:
* Analyse de biologie moléculaire (enzymes de restriction...)
* Cibles thérapeutiques (protéine-kinases, transcriptase inverse...)

Industrie chimique:
* du papier (xylanases, cellulases...)
* des détergents (protéases, amylases, lipases...)

Environnement:
* Deégradation des plastiques
 Décontamination des sites pollués



La classification enzymatique

Class Reaction type Important subclasses
O = Reduction equivalent
Q0 8e_lydrogenase_sd
: xidases, peroxidases
1 Oxidoreductases 2 [ﬂ — g m Redichaces
Monooxygenases
Ared Box Aox Bred Dioxygenases
‘ ] gi-Tran?ferasfes
ycosyltransferases
2 Transferases * — + Aminotransferases
Phosphotransferases
A-B C A B-C
iy Esterases
1 (’) ‘QJ) Glycosidases
* < = Peptidases
Amidases
A-B H,0 A-H B-OH
| g5
[ -O-Llyases
4 Eyases : + —p C-N-Lyases
(“synthases™) . C-S-lyases
A B A-B
; '? Epimeralses
E— cis trans Isomerases
¢ 2 — = Intramolecular
transferases
A Iso-A
B X=A,G,U,C XDpP E-(C)-Lli.gases
. b -0-Ligases
6 l;lgaSCS + Qq) — ® C-N-Ligases
(“synthetases”) ® C-S-Lligases
A XTP




Numérotation des enzymes

> Sertal number

Oxidoreductases > Sub-subclass

Transferases

Subclass

3 Hydrolases o
Lyases
Isomerases

Ligases

Enzyme Classification (E.C.) de |a Lactate Déshydrogénase (LDH):
1.1.1.27

Classe:Oxydoréductase Enzyme spécifique dans
la sous-sous-classe
Sous-classe: Sous-sous-classe:
Agissant sur les alcools Ayant le NAD+ comme

. . . ’,
primaires et secondaires ~ accepteur d’électron



Répartition du protéome humain

unclassified; 4061; 23,6%

isomerases; 94; 0,5%
receptors; 1076; 6,3%
storage proteins; 15; 0,1%

J— — extracellular matrix proteins; 72; 0,4%

proteases; 476; 2,8%

cytoskeletal proteins; 441; 2,6%
structural proteins; 280; 1,6% /

surfactants; 15; 0,1%

cell junction proteins; 67; 0,4%
chaperones; 130; 0,8% _/

transcription factors; 2067; 12,0% "‘.‘.‘
phosphatases; 230; 1,3%
membrane traffic proteins; 321; 1,9%\" //

/—transporters; 1098; 6,4%

transmembrane receptor regulatory/
|/ ladaptor proteins; 84; 0,5%
transferases; 1512; 8,8%

oxidoreductases; 550; 3,2%
lyases; 104; 0,6%
cell adhesion molecules; 93; 0,5%

transfer/carrier proteins; 248; 1,4% <
hydrolases; 454; 2,6%
defense/immunity proteins; 107; 0,6%

, ligases; 260; 1,5%
L — nucleic acid binding; 1466; 8,5%

signaling molecules; 961; 5,6%

calcium-binding proteins; 63; 0,4%
viral proteins; 7; 0,0%

enzyme modulators; 857; 5,0%



Exemples de difféerents types de réaction

Catalyze oxidation-reduction
reactions, such as:

1. Oxidoreductases

CH3- CH- COO™ + NAD* T=—= CHj C COO™ + NADH +H'*

' 4L Lactate
OH 2e’ . } dehydrogenase O
2H

Lactate Pyruvate

Catalyze transfer of C-, N-, or P-
containing groups, such as:

2. Transferases

CH2+CH- COO™ + THF ;ﬁ CH,- COO™ + THF
: : 1l
M Serine hydroxy- At g
OH NH3 methyl transferase NH3 CH 2
Serine Glycine
Catalyze cleavage of bonds
3. Hydrolases by addition of water, such as:
NH2"C'NH2 + H20 E— C°2 ¥ 2 NH3
o Urease
Urea -

5. Isomerases

CH3-C + CO0O"
O

Pyruvate

CHj

"00C}: CHy-C-CoA
O
Methylmalonyl CoA

CH3-C-COO™ + C
o)
Pyruvate

Catalyze cleavage of C-C, C-O
C-S and certain C-N bonds:

Pyruvate |
decarboxylase O
Acetaldehyde

Catalyze racemization of optical
or geometric isomers, such as:

T "00C-CHoCHo-C-CoA
Methyimalonyl CoA O
mutase -
Succinyl CoA

Catalyze formation of bonds
between carbonand O, S, N
coupled to hydrolysis of high-
energy phosphates, such as:

0, "00C-CH,-C - COO"
P)’IUV&.'O :
carboxylase O
ate app.p, Oxaloacetate




Double spécificité des enzymes

¢a ¢u ¢ m

Enzyme 1 Substrat 1 Complexe Enzyme-Substrat Enzyme 1 Produit1l Produit?2 Spécificité
d’action

Enzyme 2 Substrat 1 Complexe Enzyme-Substrat Produit 4 — Spécificité

" de
substrat

Enzyme 2 Substrat 2 Pas de complexe Enzyme-Substrat —



Exemple de la 3-galactosidase

CH,OH
HO ¢
H
OH
H
H OH

Lactose
(B-p-Galactopyranosyl-(1— 4)- &i-D-glucopyranose|

Maltose
(0-D-Glucopyranosyl-(1— 4)-0.-D-glucopyranose

CH,OH
Pseudo-substrat: OHOH o9
orthonitrophényl-B-galactoside
(ou 2-nitrophényl-B-D-galactopyrannoside) OH

ONPG

H,0 I

H,0 I

CH,OH
OH o)
OH

OH

D-galactose

CH,OH

~ OH}—0_ OH

OH

OH

D-galactose

CH,OH

OH
OH

OH

D-glucose

HO
NO,

Ortho-nitrophenol



Notion de site actif

La spécificité résulte de 'interaction entre enzyme et substrat dans le site actif

La structure de la protéine forme le site
actif dans lequel se fixe le substrat

Site de fixation
Fixe et oriente

Site catalytique
Catalyse la réaction



Y 4 []

La triade catalytique des protéases a sérine

Exemple de la chymotrypsine

enzyme active site
Nter

Site S1
C{_ d.)\ &/\[\jd
SQ, -CH;-O/ Protéine
substrat

TriaQe c/H, > Les résidus catalytiques (D102, H57 et S195)
catalytique Al sont directement impliqués dans la réaction enzymatique



Spécificité des protéases a sérine

Exemple de la chymotrypsine

La séquence peptidique reconnue par la protéase
s’étend au-dela du site de coupure

Scissile Bond

N-Terminus P4 P3 P2 P71 | P1' P2 C-Teminus
\w- | om e
(U g2 Catglytic ' g2’
. S4 S3 g1 Residues S1

L= Spécificité:
Phe, Tyr, Trp

La chymotrypsine coupe la liaison peptidique
en amont d’un résidu aromatique, Phe, Tyr ou Trp



2 modeles de spécificité

Clé-serrure: |a forme du site actif est complémentaire a celle du

substrat
m Substrat —
+

Complexe
enzyme-substrat

Forme induite: 'enzyme change sa conformation lors de la
liaison du substrat.

m _

Substrat

+

e

Complexe
enzyme-substrat



Site actif de la shikimate kinase

shikimate shikimate 3-phosphat
OO ATP ADP OO
%\ \; 4'/ > o
HO™ N YoH -o—|'|='—o“" Y~ YOH
OH o OH

Lid (UB) r =~ Lid (SB)
\ 1

N

i\

SBD= Shikimate (sk) Binding Domain
SB/UB = Shikimate Bound/Unbound

Grey= ATP-binding residues
Yellow= core residues
Pink= lid residues

Cyan= SBD residues




Les co-enzymes

Les coenzymes se dissocient facilement de I'apoenzyme, et ne retrouvent leur
état initial que lors d'une seconde réaction (ex: NAD(P) et coenzyme-A).

Substrate ﬁ

Coenzyme
. ) —
Apoenzyme Cofactor Holoenzyme
(protein portion), (nonprotein portion), (whole enzyme),
inactive activator active

4 groupements heme
(en rouge)

On distingue un second type de
cofacteurs, les groupes prosthétiques,
qgui sont fortement liés a I'apoenzyme
(ex: 'heme de la globine). lls ne se
détachent pas de I'apoenzyme au
cours de la réaction. Leur état initial
est restauré au cours de la réaction.

p-globine B-globine
cavité

a-globine a-globine

D'aprés Russell, P.J. (1996) Genetics, Harper Collins, New York




Oxidized: Reduced:

NADP" NADPH Le NA D( p)
0 L+ b+ 207 e ﬂ A N |cot|,n§m|de
| adénine
- dinucléotide
~ (phosphate)

e Rilansalag Exemple de la Lactate Déshydrogénase (LDH)

NAD’ NADH + H’
N T

J OH o 2H" + 2e 0
| 7 2 " |
CH;—CH—C Lactate-dehydrogenase CH3;—C—C
- L S L
—Hin NAD' 0 . ) o)
: Lactate 2H + 2e Pyruvate
—0—P—0" in NADP" N
| NAD’ NADH + H’

o-



Le Coenzyme A (CoA)

acetyl CoA = | CoA —Sm/
O
| phosphopantetheine
I pho<:phate pantothenate p-mercapto-
o ethylamme
| . tluoestel limkage
Adenosine | B \/?L/U\
o O : acetyl
| | O group
Coenzyme A= |CoA —-SH
acyl CoA = [CoA _S\n/R




Dériveés de la riboflavine: FMN et FAD

(Vitamine B12)
Riboflavin Flavin mononucleotide (FMN)  Flavin adenine dinucleotide (FAD)
O O 0
HaC N H4C N
N =
HsC N N/l\o HaC N N’J\o HaC N \NKO
CH, CH;, CH;
H—1—0H H-—+—0H H=—+—0H
H—t+—0OH H—t+—OH H—1—0OH
H—+—OH H——OH H—+—0OH
(l,Hz (I:H2 ?Hz
OH o - NH;
0=P—0H O=P—0
| 0O N ~N
OH | </ | )
0 T o) 0=Ip'—o N N/
N N O
Di \ﬂ\NH 2H", 2e” Di kaH
o e A OH OH
R R H



Cycle de Krebbs et co-enzymes

Glucides
fyruvate Cycle de Krebs
Lipides _B oxydation Phosphorylations
Acide gras oxydatives ——p ATP
(Q Protéines Acides aminés
Acétyl-CoA + 3NAD'+ FAD TT CoA+2C0, + 3NADH + FADH,
ADP ATP
Acétyl-CoA CoA
+ 5+
NADHTH ) Acide citrique (C6)
NAD*
Acid mahque (C4) SO CE
Acidq fumarique (C4) €02
FADHy <\ Acid¢ cétoglutarique (CS)

FADY chie d
NADH+H¥

ATP ADP CO2



Tests enzymatiques



Mesure spectrophotomeétrique directe

Exemple de réactions faisant intervenir le NADH

NAD" NADH +H’
A Le NAD+ et le NADH

absorbent a 260 nm

OH 5 2H +2¢ 0 o
. S 2 . |/
CH3—CH—C\ Lactate-dehydrogenase CH3—C—C\ mais seul le NADH
0 0 absorbe a 340 nm
Lactate Pyruvate

Absorbance

(Loi de Beer Lambert)
Abs(340nm) = ¢ . L. [NADH]

L ]

240 280 320 340 360

C
A

longueur d'onde en nm

Le signal permet de suivre
la cinétigue enzymatique

>t



Mesure spectrophotométrique indirecte

Exemple: Test couplé a la LDH

REACTIONIBRINCIRALES: ALT (alanine aminotranférase)

alanine + 2-oxoglutarate ¢ —» pyruvate + glutamate On se place dans des conditions telles
que la réaction principale soit
REACTION INDICATRICE : limitante,
LDH (lactate déshydrogénase) avec [LDH ] >> [ALT]

pyruvate + NADH + H* <« » lactate + NAD"

Y

Abs(340) = €.I.[NADH]
A

Commentaire:
On incube les 2 enzymes avec les substrats/co-enzymes indiqués en bleu
mais c’est bien le pyruvate produit par la réaction principale
qui est utilisé par la réaction indicatrice
et on suit la cinétique de disparition du NADH a 340nm

» temps



Utilisation d’'un pseudo-substrat

Exemple de la chymotrypsine (protéase)

Réaction naturelle: hydrolyse de liaison peptidique

Ala 5 J\H/ 0 Pas de signal détectable
N
HN

o° chymotrypsine

O Liaison
peptidique
Tyr

OH

Réaction avec pseudo-substrat ayant des propriétés spectroscopiques intéressantes:

0
p-nitrophenol

/ 0 OH Abs(317 nm)

Pseudo liaison peptidique ﬁ
chymotrypsme

HO

p-nitrophényl acétate acétate

NO, NO,




Test enzymatique couplé au DTNB

Réaction principale

0
Spermidine CoA-S- & CH. @ NG NG
H 2 \’/

H-N N -
2N \/\/\NH2 B H4C

50 Acétyl-spermidine

Spermidine Sper
acetyltransfers:

Commentaire:
On mélange I'enzyme
avec son substrat (la

Le groupement thiol du CoA-SH libéré réagit spontanément avec le DTNB

pour former du TNB,Qui absorbe a 412nm NO2
spermidine) et le NO
DTNB qui, a chaque Q 2 CoA-S-S COOH
cycle enzymatique,
va réagir avec le CoA- g COOH _ NO
2

SH NO2 ’ . .
o Réaction secondaire
etlibérerdu TNB (spontanée dans ce cas) S 0)0)
H

dont on suit la COOH
cinétiqu_e' TNB
d’apparition a 412nm DTNB Abs(412 nm) ¢

L




Test enzymatique couplé a la luciférase

~\ ;:‘ ! ( j:}‘:( )
Kinase -
Substrate E e .@ + ADP Mesure d’activité kinase

1 alatea '
OH S COO OH :

R Y N _ Luciterase Ny Y Lo e L i
. i~ gl ViQ<? N H L« il
. ; 3 \ ‘.

Beetle Luciferin Oxyluciterin + Light

1000000
1000009~

10000 &<c.. .

Détection par luminescence:

L'activité kinase (ou ATPase) consomme de I’ATP,
entrainant une baisse de luminescence

10009 \".

luminescence (RLU)

100+

104

0 100 200 300 400
time (min)



Test enzymatique couplé a 2 réactions
Ex: glycérol-kinase (GK)

REACTION PRINCIPALE :

GK (a mesurer)
glycérol + MgATP  <«— —» glycérol-3-phosphate + MgADP

REACTION INTERMEDIAIRE :
PK (pyruvate kinase)
MgADP + phosphoénolpyruvate » MQATP + pyruvate

REACTION INDICATRICE :
LDH (lactate déshydrogénase)
pyruvate + NADH + H* < » lactate + NAD"

On incube les 3 enzymes avec les substrats indiqués en bleu
mais c’est bien 'ADP-Mg produit par la réaction principale
qui est utilisé par la réaction intermédiaire
qui fournit a son tour le pyruvate nécessaire a la réaction indicatrice
et on suit la cinétique de disparition du NADH a 340nm

En utilisant suffisamment d'activité pyruvate kinase (PK) et Lactate déshydrogénase (LDH),
la vitesse de la réaction intermédiaire et de la réaction indicatrice
sera limitée par la vitesse initiale de la réaction principale (celle gu'on veut mesurer).
Apres une phase pré-stationnaire (de courte durée), on aura un état stationnaire pour lequel

Vi-principale = Vintermédiaire — Vindicatrice



Test enzymatique par marquage radioactif

Ex: Protéine kinase: phosphorylation ATP-dépendante de Ser, Thr ou Tyr
;SO
¢

o 9
E H .-
L o ~0-p—0
o p
-
+ [y-32P]ATP
)\
( \
Protéine Kinase  + ‘o 1. Incubation des échantillons
Extrait cellulaire + <+
250 — e . sub-1 2. Dénaturation pour analyse SDS-PAGE
130 — “Sub-2
100 — . |<—kinase 3. Electrophorese
250 — - <«—Sub-1 4. Coloration au bleu de Coomassie
130 — “Sub-2
100 — [ © “|+—kinase 5, Autoradiogramme




Test en chromatographie couche mince

NH, NH>
N RS , N =
o 9 o9 ¢ )N Adénylate 4 I)N
-0—P—0—P—0—P—0 N N kinase o NN
| | | 0 O
o O O \ -
ADP OH OH ﬁ ﬁ O0=P—O OH AMP
0P—0—P—OH &
o O
PPi

Marquage radioactif du substrat
— autoradiogramme

Fl"i':naration: mettre Plaque Placer la plaque dans

éluant sur environ : ;

% riie de Kant chromatographique l'e'becher contenant
I'éluant et refermer

Ligne de dépot @ Solution inconnue le couvercle U

<+« AMP

(] Solution connue A

@ Solution connue B

<«— ADP

Environnement saturé <« ATP

en vapeur de solvant

<+ AK1

Migration par capillarité




