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A. Structure, catalyse et mécanismes enzymatiques

SOMMAIRE ...Vus par
un chimiste
Les enzymes...
v’ sont des protéines* m=) |. Structure des protéines (introduction ou rappels)
v’ sont des biocatalyseurs ®mp |I. Catalyse enzymatique et mécanismes

1. Généralités

*squf ARN catalytiques Effecteurs de la catalyse enzymatique

..
fa

2.
3. Meécanismes enzymatiques sans co-enzymes
4.

Mécanismes enzymatiques avec co-enzymes

La recherche en chimie enzymatique : une stratégie logique

v 1

v’ Connaissance du mécanisme — v’ Synthése d’inhibiteurs

! !

v’ Applications en synthése organique | v Mise au point de nouveaux médicaments
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Acides aminés des protéines

H,N H COOH C;OOH
/’< H2N+H H2N——é—-H
R COOH R R
L-acide aminé L-acide aminé
(représentation de Cram) (projection de Fisher : NH, a gauche)
H NH, COOH gOOH
/’< H+NH2 H——é—-NHZ
R COOH R R
D-acide aminé D-acide aminé
(représentation de Cram) (projection de Fisher : NH, a droite)

Jamais présents dans les protéines, mais roles importants
(paroi cellulaire de certaines bactéries, u-organismes,
antibiotiques, agonistes dans le cerveau...)

» 2 enzymes impliquées : aminoacid racemase & D-aminoacid oxidase
« An overview on b-amino acids » : Genchi G., Amino Acids (2017), 49 (9), 1521-1533



Les acides aminés L standards (20) e
groupes R aliphatiques non-polaires groupes R aromatiques
{ljc:-o c|100 {ljoo COO~ clzoo— ?00*
H:,Iir—{lj S 31‘~|~T—C11—H H;;IIQ—(]'J—H Hgﬁ_clz_H Hsﬁ—(l:—H H,N—C—H
H CHas _CH CH, CH., C|3H2
CH; CH; —CH
Glycine Alanine Valine \NH
(l;'oo (ljoo CcooO OH
H,N—C—H H,N—C—H H,N—C—H
(le2 (|JI-I2 H—C—CH, Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
I I S
cﬁ(;:gcu iﬂz ?H2
] 7 .
I e groupes R chargés + (basiques) _ _ _ __ ___ -
CH, N _ ’ TN
Leucine Methionine Isoleucine . cOoo | cOoOo { | ?00 1
H;N—C—H H;N-—G—H | H;N—C—H :
} } 1 }
. . CH, CH, 1 CH, 1
groupes R non-chargés polaires I I 1 I 1
CH.,, CH, I Cc— H=n=
COoO COO felels] | | I " cu| 1] 1
+ + | 4 | CHQ CH2 l 4 I I
H.N—C—H HN—C—H H,N—C—H | | . —NH* 1]
HLOH H—C—OH (:JH2 (|3H2 NH ) 1 I
Ha SH TNH, O=NH: . A0
Serine Threonine Cysteine NH, 1
Lysine Arginine Histidine :
1
coo coo coo \"4
. _CT H:N—C—H HN—C—H groupes R chargés — (acides) pK,=6-7:
H N CH . l | N B a
| | CHa ?HS! COO cOO am hot‘e re
H,C— CH, I o . P
L THz H;N—C—H H;N—C—H
H.N (o] P I !
I-L‘;N/ %0 (|3H2 (|3H2
Proline Asparagine Glutamine COO_ (|3H2
COO~
\ Aspartate Glutamate
8
&




Les acides aminés standards (20)

Aliphatic

HYDROPHOBIC tve

Livingstone & Barton (1993)



Données caractéristiques des acides aminés standards

(%) |

* K ok ok Kk ¥

%*
*
(%))
%*

% : 8 aa essentiels ; (%) : aa semi-essentiels ; ((%)) : Tyr essentielle si phénylcétonurie (Phe 4-hydroxylase) !

Amino Acid

; Alanine

Arginine
Asparagine

_Aspartic Acid
Cysteine
Glutamic
Acid

~ Glutamine
Glycine

Histidine

Isoleucine
Leucine

Lysine

Methionine

Phenylalanine Z

Proline
Serine
Threonine
Tryptophan

Tyrosine

Valine

Abbreviation
3- 1-

_Leﬂers_. Lett

po

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys

m OQ|0O|Z| 0|

Glu

Gln
Cly T
His |
lle
Leu
Lys
Met |
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
val

<|<|S|HA||ON|Z|R|rr|— T

PK1
-COOH

| 2.34

217

| 2.02

1.88
1.96

2.19

| 217
| 2.34

1.82

2.36
2.36
| 2.18

2.28

' 1.83

1.99

| 2.21
| 2.09
| 2.83
| 220

2.32

PKz
-NHs*

| 9.69
| 9.04
| 8.80
9.60

10.128

?.67

| 9.13
| 9.60
| 9.17
| 9.60
| 9.60
| 8.95
| 9.21

| 9.13

10.60

| 9.15
| 9.10
| 9.39
IEXTE
| 9.62

PKr
R group

=]]

| 6.00

| 12.48

3.65
8.18

4.25

5.41
2.77
- 5.07
3.22

| 5.65
5.97
- 7.59
6.02
- 5.98
9.74
574
5.48
' 6.30
5.58
5.0
5.39
5.66

| 5.96

10.76

From Lehninger Principle of Biochemistry.

fa

-aa essentiel ?
-aa semi-essentiel ?
-phénylcétonurie ?
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Protéines complétes/incomplétes

= Protéines completes (contiennent tous les aa essentiels) :
* viande, poisson, lait, ceufs

= Protéines incomplétes (dont au moins 1 aa est déficient) :

* déficient en Lys
* déficient en Trp
* déficient en Thr
* déficient en Met

: riz, mais, blé

: riz, mais

: riz

: pois, haricots et autres légumes

11



Autres L-aminoacides o (rares)

1. L-aminoacides o protéinogenes non-standards
(encodés génétiqguement)

EH N COO
SeH H,C O *HsN H
pK,=5,2
Sélénocystéine (Sec, U) Pyrrolysine (Pyl, O)
* le 21°™me 33 (incorporation co- *le 228me 33
traductionnelle) ! * présent uniquement chez les archées
* bactéries, archées, eucaryotes méthanogenes

* bactéries : Ser-tRNA — Sec-tRNA
par sélénocystéine synthase (PLP)
* enzymes (sélénoprotéines) :

=  thiorédoxine réductase
glutathion peroxidase
iodothyronine désiodases
glycine réductase
formiate déshydrogénase

Science 2002, 296, 1409-10

12



Autres L-aminoacides o (rares)

2. L-aminoacides o, non-protéinogenes
(peuvent étre présents dans les protéines aprés une modification post-traductionnelle)

COO -
*HaN §CCH)O *H,N—=H ooc,H 5
\E Q +H3NWNH3+
OPO;% OH
OH
O-Phosphosérine 4-Hydroxyproline 5-Hydroxylysine
* protéines signales * collagene * collagene

[elele} O
+H2Nj—‘° H HZCYLOH

O NH,
Acide pyroglutamique (Glp) Déshydroalanine
* acide pidolique/5-oxo-proline * présent dans les microbes et la caséine
* cyclisation Glu (Glu N-term) apres chauffage (déshydratation Ser)
* bacteriorhodopsine (archées) * toxique alimentaire
* réagit avec Lys -> lysinoalanine, toxique
Vs reins

13



Autres L-aminoacides o (rares)

2. L-aminoacides o, non-protéinogenes
(peuvent étre présents dans les protéines aprés une modification post-traductionnelle)

N SO0
H

COO

"HaN_ s

3N=H

@)

j\H HoN OH
NH* 0% “NH,

o, o.-Diméthylglycine
* peptides non ribosomiques et
antibiotiques fongiques

Ornithine (Orn) Citrulline

* cycle de l'urée * intermédiaire métabolique

* issu de L-Arg (animaux) * issu de L-Orn ou L-Arg
* -> hélices a
OH |, 0 Q Q
HzN/\/k/N\/\AHkOH HOJJ\/\sﬁ)LOH
NH, NH, NH,
Hypusine Lanthionine

* cheveux, plumes, lactalbumine...
* 2 Ala réticulés sur un S (thioéther)
* composant des lantipeptides bactériens

(lantibiotiques) 14

* eucaryotes, archées (pas bactéries)
* présent dans facteur d’initiation elF5A
* modif. post-trad. Lys + hydroxyputrescine



Autres L-aminoacides o (rares)

2. L-aminoacides o non-protéinogenes
(peuvent étre présents dans les protéines apres une modification post-traductionnelle)

e dérivés méthylés des Lys des histones (HKMT)

* plus de 900 autres aa rares identifiés :
= souvent issus de plantes, légumes, graines
= peuvent étre toxiques (canavanine, mimosine...)

* “Sans parler des -aminoacides et autres aa !”

HKMT = Histone Lysine MéthylTransférase

AR
@) HO
HNT N7 \/YLOH j/i\)N/\l)LOH Complexe ADN-Histones
NH, o~  NH H2A/H2B/H3/H4

canavanine mimosine (PDB 1A0I)

15



Point isoélectrique : pl

» pl = pH de neutralité électrique (aa, peptide, protéine) :
* Calcul : pl =% X des 2 pK, « situés de part et d’autre » de la forme neutre

pK, = 8.95 PK1=2.18 pK, = 9.67 pK{=2.19
K, = 9.60 oK, = 2.34 *HaN W—E(H)O *HyN ﬁgo
*HsN_COO" . _
(CH2)4NH3 CH,CH,COO
pKg = 10.53 pKg = 4.25
p/ = (pK; + pK;)/2 = 5.97 p/ = (pK, + pKy)/2 =9.74 pl = (pK, + pKg)/2 = 3.22

pl de quelques protéines

pPK3=8.0 O CH; O pK4 = 3.1
LI eob oo | w0

= H 3 /=\ H 5 \[ Pepsine <10 ?

( (R) OH COO Albumine (oeuf) 4.6

NH pK2=3.65 Albumine (sérum) 4.9

)\ RATGD Uréase 5.0

"HaN™" "NH; B-lactoglobuline 5.2

pK4=12.5 Myoglobine 6.8

Chymotrypsine 8.7

pl = (pKz + pK3)/2 =5.83 Cytochrome ¢ 10.7

Lysozyme 11.0

http://web.expasy.org/compute_pi/ : pl =5.84 "



La liaison peptidique

HoN L
OH ;
R,
liaison peptidique

OH*/O = _
Pk, =1 )
. 12359

Peptide bond

trans-Peptide group

i
R H ,
trans B ’
pk, NH2'/NH=_12 3 -8
pk, NH/N'= 15 3 18 17



La structure des protéines

Primary structure
amino acid sequence

@) R, H @) )R\n
H->N LN X
M i e coon
R4 @) i R Ix
\ J N\ J
Y Y
aa N-terminal aa C-terminal
Dipeptide — Oligopeptide — Polypeptide = PROTEINE —
Structure primaire (séquence en Sonah e

amino-acides)

Structure secondaire : hélices,
feuillets...

Structure tertiaire : arrangement
tridimensionnel

Structure quaternaire : arrangement
de plusieurs sous-unités (identiques
ou différentes) entre elles

Tertiary structure
three-dimensional structure

Quaternary structure 18
complex of protein molecules



Structure primaire / Alignement de séquences

(PMI = phosphomannose isomérase)
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Structures secondaires
1. Structure en hélice o

H o0
L
0 H 1l 3 ’,-'C
o H A Vo Sy
o H Voo T . R
H [ N | .
v O e i il Y R,
aCat Sl | Rs
| Ry H I
Arg An alpha-helix

hydrophobic §
side Trp

Ribbon Diagram of an alpha-helix
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Structures tertiaires (et quaternaires)
1. Protéines composées essentiellement d’élements hélice o

Myoglobine
-stockage de O, dans les muscles
-1%r structure X d’une protéine

hélices a (J. Kendrew, 1958)
-récepteurs couplés aux protéines G 22

Protéine transmembranaire a 7



Structures tertiaires (et quaternaires)
1. Protéines composées essentiellement d’élements hélice o

Apolipoprotéine A-1 humaine Récepteur du facteur d’activation des

(tétramére) plaquettes (PAFR, tétramére)
-métabolisme des lipides -Streptococcus pneumonia

23



Structures tertiaires (et quaternaires)
2. Protéines composées essentiellement d’élements feuillets [3

« 7-Bladed propeller fold » Outer membrane protein G (OMPG)
(monomére !) -protéine membranaire (porine, 14 feuillets, monomere !)
-canal protéique de la paroi externe des bactéries Gram —

-neuraminidase du virus de la grippe ) i
-transport d’oligosaccharides ?



Structures tertiaires (et quaternaires)
2. Protéines composées essentiellement d’élements feuillets [3

Traptavidine (dimére) Neurotrophine (NGF)
-mutant de la streptavidine -Nerve Growth Factor
humaine (affinité vs biotine x 10 !) -protéine signal (neurotrophines)
vs apoptose neurones




Structures tertiaires (et quaternaires)
3. Alcool déshydrogénase humaine : homodimere

-détoxification des alcools (éthanol)




Structures tertiaires (et quaternaires)
4. Hémoglobine humaine (hélices a) : tétramere

M-ferminus S-tenminus

OH

27



Structures tertiaires (et quaternaires)
5. Apoptosome-Procaspase-9-CARD multimeric complex

Mike Tika : beautifulproteins.blogspot.com

28



Structures tertiaires (et quaternaires)
5. SARS-Cov2 Spike protein: homotrimere (Glycoprotéine)

29
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Repliement des protéines (Protein folding)
(structures 3D secondaires, tertiaires et quaternaires)

* Uactivité d’'une protéine est notamment due a sa structure 3D :
»perte de structure 3D (dénaturation) = perte du site actif structuré
= perte d’activité !

enaliragj,

Y
perte as
d’activité N ) \ 3

/ / A " |
\ )
regain ke |
d’activité m—

e"atura't'\o“ protéine inactive
(dénaturée)

Copyright © 2008 Poarson Education, nc . publehing as Pearzon Bergamin Cummings

—> site actif « structuré »

protéine active
(structure normale)

30



Deo

Nature des interactions

* plusieurs types d’interaction contribuent a la stabilité de la structure 3D
d’une protéine :

» liaisons covalentes (ex : 2 Cys-SH — Cys-S—S-Cys)

» interactions joniques pures (-Lys-NH,*-~O0C-Asp’)

» interactions dipolaires (ex : liaison peptidique) g

» liaisons hydrogéne (-C=0--HN-) = interaction dipolaire forte p{zo L

+N

» interactions de Van der Waals (dipoles induits ; forces de dispersion)

> effets hydrophobes (AS®™®? > Q) ~interactions

électrostatiques

e parametres physicochimiques gouvernant le repliement des protéines :
» pH, température, force ionique, solvant, agitation, oxydation de certains
aa, protéines chaperones...



Repliement des protéines (Protein folding)
Effets hydrophobes

S PN NI N =R ) Deuxiéme principe de la thermodynamique :
) . \ . V4 V4
protéine eau I (.eptropleltc.)tale du systeme considéré et du
s milieu extérieur augmente dans un processus
- AHsysteme /T spontané (repliement de la protéine)

Asprotéine \l, ) mais ASeau ¢ »

> AStotal = AGsysteme _AHsystéme/T PN (==l A (GSYst = _TAStotal = AHsYst_TASSYst < O

0070 o -
0 00 2090
— 9 60 * §5%
Q0 O
O 9 QQ
o :aa hydrophile Tout processus permettant de minimiser les interactions des molécules d’eau
® : aa hydrophobe avec une surface apolaire induit une augmentation d’entropie de l'eau.

32



Repliement des protéines (Protein folding)
Effets hydrophobes

ﬁilieu

aqueux

Structure 3D de la myoglobine Coupe verticale de la structure
3D de la myoglobine

. : aa hydrophiles (polaires)

‘ : aa hydrophobes (apolaires)
33



Repliement des protéines (Protein folding)
La protéine PRION

« native » (PRPc) « infectieuse » (PRPsc)

-SNC, systéme immunitaire
-survie + adhérence cellulaire
-réle clé en situation de stress -ESB, Creutzfeldt-Jakob

changement de structure 3D changement d’activité !

-résistante a la protéolyse

34

-accumulation dans le SNC...



Repliement des protéines (Protein folding)
Accumulation de protéines « corrompues » dans le SNC

© Pasika/SPL/Corbis

Hémisphére cérébral Hémisphére cérébral sain
atteint d’Alzheimer
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Repliement des protéines (Protein folding)
Accumulation de protéines « corrompues » dans le SNC

alpha-synucléine alpha-synucléine dans une alpha-synucléine
déstructurée conformation riche en hélices dans sa forme
dans sa forme alpha lors de son interaction fibrillaire riche en
monomeérique avec la bicouche lipidique de la brins béta

membrane cellulaire

8
¥

Bicouche lipidique

Composant majeur des
Corps de Lewy
(Parkinson, Alzheimer...)

pathologie

L. Bousset et R. Melki (Neuro-PSl, Univ. Paris-Saclay, Gif-sur-Yvette) 36



o

Protéines structurales : role structural (collagene, kératine...)

Les trois principaux roles des protéines

Protéines fonctionnelles :

role dans les phénomenes de reconnaissance :
o récepteurs (des hormones, virus, etc)
O reconnaissance antigenes — anticorps

role catalytique (enzymes)
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a. Les protéines structurales : le collagéne

Fabrication du collagene (composé essentiellement de Gly, HO-Pro et HO-Lys)

1: Chaine <<

TN N——

T il

2: Procollagéne

4: Fibrille

T
T
T T

5: Fibre

E =

. 300 nm (1050 acides aminés)

b\\\’y 3

NN T N T T —
SeNTwm -
NS T
TSN T N T T T N TN

Pontages covalents
entre deux lysines

3: Tropocollagéne
_ TN N T

triple hélice o

SNeTSNSTwmmmT SN N e
TSRS T . S TS -

_NeTmT™
-~
SN TE-m—TT S

NN .

peau, os, cornée, tendons,
cartilages, muscles, ligaments...

\:mgm(\ m C-term.

(lysyl oxidase)

(environ 50 nm de

diameétre)
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a. Les protéines structurales : la kératine e

saline et hydrogéne

(15% Cys)

peau, muqueuses,
phanéres (ongles,
cheveu, cil, poil)
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b. Les protéines fonctionnelles
i) Phénomeénes de reconnaissance (protéines membranaires)

TRANSPORTEURS ANCRES RECEPTEURS ENZYMES Virus
MILIEU EXTRA- :
CELLULAIRE -toxines
-hormones
-cellules
-anticorps...
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Energy

s WwnN

b. Les protéines fonctionnelles
i) Enzymes : protéines a activité catalytique

Substrate
-~

Reaction progress

Uncatalysed Reaction

mewen Catalysed Reaction

ES Complex

Enzyme

Visualisation graphique des protéines

Swiss pdb Viewer

*Pov Ray
PyMol

Discovery Studio
Protein explorer in Jmol

Chimera

: http://spdbv.vital-it.ch/

: http://www.povray.org/

: http://pymol.org/

: http://accelrys.com

: http://imol.proteinexplorer.org

. https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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