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enzymatiques
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1. Généralités

Comment accélérer une réaction chimique ?

kn In2

B ty2 =

A

Le catalyseur intervient dans le déroulement de la réaction, mais :

il ne change pas la nature des produits formés,

il ne change pas le rendement de la réaction,

il ne change pas I'équilibre thermodynamique de la réaction (AG° constant)
il accélere la réaction par diminution de I'énergie d’activation (AG* )

Le catalyseur est retrouvé inchangé au terme du processus : il est donc en
principe réutilisable.
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Exemple : hydrolyse de la liaison peptidique
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Les enzymes sont des biocatalyseurs
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La classification des enzymes

(Enzyme Commission Number : E.C. number)

Quatre chiffres donnant I’identité d’une enzyme:

ECX.Y.Z. W

ler nombre (X): donne la classe a laquelle appartient I’enzyme:
- - 1: Oxydoréductase

- 2: Transferase (transfert d’un groupement d’un composé
donneur a un composé accepteur: methyle, amine, ...)

- 3: Hydrolase

- 4: Lyase (coupure de liaisons C-C, C-N, C-0O etc

7 classes 1 conduisant a double lyaison ou cycle, OU addition

sur double liaison ...)

- 5: Isomérase

- 6: Ligase (jonction de deux molécule accompagnée de
I"hydrolyse d’ ATP ou d’un autre triphosphate).

2 eme nombre (Y) : indique la sous-classe: type de substrat
(sucre, protéine,acide aminé,...) ou de groupement
(alcool, amine....) sur lequel I'enzyme agit.

3 eme nombre (Z) : sous-sous-classe: indique une particularité
mécanistique de ’enzyme (métalloenzyme,

tel ou tel co-enzyme, ...)

4 eme nombre (W) : numéro d’identité de 1’enzyme.

EC numbers
Enzyme Commission
each enzyme has a 4-part numerical ID
more than just a name, it gives you information
about what the enzyme does & how

EC1.1.1.1

main class
1. oxidoreductases
2. transferases

3. hydrolases

subclass
often tells you often what type of
compound or bond it acts on

4, lyases sub-subclass
5. isomerases further classification
6. ligases serial number

7.translocases “just” makes it so each

enzyme has its own
unique EC number

. - 7: Translocase (déplacement molécule/ion a travers une membrane cellulaire)

a7




La classification des enzymes
(Enzyme Commission Number : E.C. number)

Exemples :

Chymotrypsine :
EC 3. 4. 21. 1

I Protéase a sérine
Agit sur les protéines

Hydrolase

Fructose bis-phosphate aldolase :

EC. 4. 1. 2. 13

[ Agit sur sucre

Forme ou coupe liaison C-C

Lyase

Triosephosphate isomérase :
EC. 5 3. 1. 1

I Agit sur fonction OH
Oxydo-réduction intramoléculaire

Isomérase
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Catalyse enzymatique : modeles simplifiés

* modele « clef-serrure »

E
+ —I
* modele « fit-induit »
E
+ —

— + 3+ E
T N\ #
—
\ -
ET
E

_/“/



Spécificité enzymatique vs substrat

Certaines enzymes sont tres spécifiques (de leur unique substrat)
-exemple : la glucose oxydase

glucose

OH OH OH
oxydase
HO OH HO HO
o 0O, oG Sr COOH
D-glucose gluconolactone acide gluconique
carbohydrate
HO  OH glucose
) oxydase o
HON——w=\OH X (V<2%)
O,
D-galactose
SS glucose
oxydase
HO on 2 X (V < 2%)
D-mannose O,

Une enzyme trés appréciée des labos d'analyse médicale pour doser
spécifiguement le glucose dans le sang
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Spécificité enzymatique vs substrat

Certaines enzymes sont tres peu spécifiques (de leur substrat naturel)
» exemple : les lipases (enzymes digestives du pancréas)

OCOR; H,0 OH H,0 OH
OCOR; I—> OCOR; I—» OCOR,
OCOR; pase OCOR; lpase OH
(triglycéride : + R{COOH + R;COOH
substrat naturel) (acide gras)

Mais aussi:
H,O
—— Y 77+ CHyCOOH
OCOCH, lipase OH
OCOCH;, OH 0
H,0
COOEt ——*> COOEt —— COOEt
lipase

+ CH;COOH
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2. Les effecteurs de la catalyse enzymatique

a) Catalyse acide

b) Catalyse basique

c) Catalyse nucléophile

d) Catalyse parions métalliques

e) Piéges a entropie

f) Stabilisation ET / IHE ‘
PDB 5NW7

Hi5113

His :
285
N /,G|n111 +/\/\/|_yS136
- H;N

GIU138_ :‘\
1 ~
‘ ~

—H "OH OH o)
FEBS Lett. 2018, 592, 1167-1180 ﬁ ol I
A P

O H OH OH

GIu294/\/g0 M6P



2. Les effecteurs de la catalyse enzymatique
a) Catalyse acide
Exemple chimique : hydrolyse d’un acétal
-réaction non catalysée :
H,O
R, ( R, R R, Ri Ry R1\H/R2
H5CO (OCHs; H,CO OH,* H,CO OH o)
+ CH30O + CH3OH + CH3OH
-réaction acido-catalysée :
H,O o
R1><R2 R1 ( R2 R1><R2 i R1><R2 R1\”/R2
HsCO OCH; H3COQ(|)+CH3 HsCO O-H H,CO OH 0
H* H 1+ CH,0H + CH4OH
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b) Catalyse basique

Exemple chimique : transestérification

-réaction non catalysée :
R-OH + CH;COOCH,

H3C\”/O\R + CH;OH <=—
H3C ‘ \Q\R étape limitante : attaque
O\H du nucléophile sur I'ester

-réaction catalysée par une base :

. FEt »— Et
CH3O" + H-N-Et =—= ¥~ H |[N—-Et
/ Et H;CO Et
H3C\H/O\R + CH3OH R-OH + CHZ;COOCH,
oV OCHj,
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* Chimiguement, on fait soit une catalyse acide, soit une catalyse basique
* Une enzyme peut pratiquer les deux catalyses en méme temps
» l'acide et |la base sont des acides aminés du site actif (Asp, Glu, Cys, His,
Lys, Tyr...protonés ou déprotonés)

Exemple enzymatique : la Ribonucléase A (RNAse A, bovine pancreas) EC3.1.27.5

N~/

-0-P=0 Catalyse
0 basique

(

N+
\)I \> catalyse
His 11 N acide

H
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* Chimiguement, on fait soit une catalyse acide, soit une catalyse basique
* Une enzyme peut pratiquer les deux catalyses en méme temps
» l'acide et |la base sont des acides aminés du site actif (Asp, Glu, Cys, His,
Lys, Tyr...protonés ou déprotonés)

Exemple enzymatique : la Ribonucléase A (RNAse A, bovine pancreas) EC3.1.27.5

S. B. Larson et al., Acta Crystallogr. Sect.F (2007) 63, 728-733
PDB 2QCA

OH

2’-deoxy-guanosine-5’-
monophosphate
2DG
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c) Catalyse nucléophile

Exemple chimique : estérification d’un alcool

-réaction non catalysée :

R-OH + HsC C O. CH; —— H3C_ _OR + CH3COOH

T

O O O

-réaction catalysée par la pyridine :
R-OH

=
e O rapide_ 30\ N || (électrophile fort)

(nucléophile)

R-OH + H3C O — > H3C OR + CH3COOH

alcool \\/\g/ \([)(

(peu nucléophile)
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Exemple enzymatique : Protein Arginine Deiminase | EC3.1.3.6

Cys— Oy NHy ST
S\' y NHz* S H NH3* ; Dy NH*
HZNTN\/\)\COO' - HZN%/N\/\)\CO()- lTI \/N\/\)\COO'
CNH ‘/(NH HO A
- B + 2 Arginine B 2
—B interm. isothiourée
Cys—\ Cys—\
S NHs* NH; NH,* Sy NHg*
H N
_gyt  NH _B NH,

Citrulline

Autres exemples

Residu nucléophile enzymatiques

Ser Protéases (lipases, estérases)

Thr Phosphotransférases

Cys Protéases a cystéines, acyl transférases

Asp, Glu Epoxyde hydrolases, haloalkane déhalogénases, retaining glycosidases
Lys Aldolases, acétoacétate décarboxylases

His Phosphotransférases

Tyr DNA topoisomérases, sialidases
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d) Catalyse par ions métalliques

* acide de Lewis (Zn%*, Mg?*...)

Nu
R1%/R2
|
o,
‘Zn?*
NH,
N AN
N
<
¢ o 9 NN
0-P-0—P—0-P-0— g
5 O S ATP
Mg ** OH OH

Human dipeptidyl-peptidase

,

GLU-451

GLY-2

Met-enkephalin (opoid)
Sci. Rep. 2016, 6, 23787

J. Chem. Theory Comput. 2021, 17, 1922-1930
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e) « Piege a entropie » (effet de proximité)

Exemple chimique : SN inter- vs intramoléculaire

-SN intermoléculaire (réaction 1) :

o)

(‘>_\ k1 i O
o4 )BT mes oM )0 YT

CH3COO"
k;=410°%M1sl
-SN intramoléculaire (réaction 2) :

@)

R
WO s Do+ 4

-0oc DMSO

k, =0.8 s

m) Pour avoir V, = V,, a concentration égale en ester, il faudrait [acétate] =2 105 M (!)
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e) « Piege a entropie » (effet de proximité)

* Les enzymes rapprochent les réactifs : augmentent leur concentration apparente

Enzyme (site actif) — Complexe enzyme-substrats
Réactifs en
solution
Réaction lente Réaction rapide
(bimoléculaire) (effet de proximite)
Produit Produit
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f) Stabilisation de I’état de transition (ET) / intermédiaire de haute énergie (IHE)

Energie libre

réaction non catalysée

AG,S réaction catalysée

Exemple : _

-stabilisation du carbocation
glycosyle par une glycosidase EP

Avancement de la réaction

-accélération de la réaction par stabilisation de I'ET/IHE : énergie d’activation AG*
-d’autres théories apparaissent...

cf. partie « cinétique et inhibition enzymatique »
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f) Stabilisation de I’état de transition (ET) / intermédiaire de haute énergie (IHE)

Subtilisine (protéase) de Bacillus amyloliquefaciens

-trois acides aminés participent activement a la réaction
(catalyse acido-basique, catalyse nucléophile...) : Ser, Asp, His

()

Souche « sauvage » 6,3 10! 440
Triple mutant (S,D,H — A,A,A) 7,810 730
Réact. non catalysée 2,8108 -
e Dcwe o o
__§§>\ Jﬁ ....... ‘}-%\L '.f.
.:-,-;-:L.’D E&'::& Iﬂ%ﬁgﬁ 221
ol AR
e ¥
@ & _;"\(}%4_. “ﬁm 125
‘}“; N ;E{- o m;;'-"' Yt :':E?
.:.::;f;sp :;;i e -'é%:. : ﬁ;ﬁﬁfﬁ.’%
A
3 12 g, AsH12 Bacillus lentus subtilisin

%[;aj, @F@%

g PDB 1GCl
YRR

résolution : 1.2 A !
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f) Stabilisation de I’état de transition (ET) / intermédiaire de haute énergie (IHE)

« Une enzyme n’est pas faite pour reconnaitre un substrat ou un produit,
mais /'état de transition de la réaction qu’elle catalyse »
(d’apres Linus Pauling, 1948)

: Les meilleurs inhibiteurs d’enzymes sont souvent des
analogues stables d’état de transition (ou d’IHE)

Exemple : cas de la triose phosphate isomérase (TIM) :

H O H OH _OH
| CH,0OH N
H—OH  <=—= o — o o
CH,OPO3* CH,OPO;* CH,0P0O;* CH,OPO3*
GAP IHE DHAP PGH
Affinité pour I'enzyme (Ky) Affinité pour I'enzyme (Ky) Analogue stable d'l.H.E.

Affinité pour I'enzyme (K;)
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