4. Mécanismes enzymatiques avec coenzymes (cofacteurs)

a) Généralités

b) Enzymes a pyrophosphate de thiamine (TPP)

c) Enzymes a phosphate de pyridoxal (PLP)

i. réactions sur le carbone a
ii. réactions surle carbone 3
iii. réactions sur le carbone y

d) Enzymes a S-adénosyl-L-méthionine (SAM)

» coenzymes (mol. organique)

Cofacteurs { .
e cation (Zn?*, Ca?*..)

« aldimine interne »
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a) Généralités

* Un coenzyme est une molécule indispensable au fonctionnement de certaines
enzymes.

* |l existe plusieurs coenzymes et chaque coenzyme peut étre spécifique de
différentes enzymes.

* Au terme du processus catalytique, certains coenymes restent inchangés :
ce sont de véritables co-catalyseurs -

enzyme

Substrat Produit

coenzyme

* D’autres coenzymes, a l'inverse, sont transformés au terme du processus catalytique
(mais régénérés in vivo par une réaction complémentaire)

v

Produit 1

Substrat 1

réaction isolée
in vitro

réactions couplées

in vivo
| réaction isolée

in vitro

— Substrat 2

a

Produit 2
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Coenzymes transformés au terme d’un cycle catalytique

Q NH,
H,N 0 o N 0 O
0-P-0-P-0 < ) HO- P O P O- P O )
o) OH OH o) OH,/OH OH
T
HO OH HO O-P-OH HO OH
OH
NAD* (NADP*) ATP
NH,
0 o) OMe M o) O N
e Me NN
2 _II_ _II_ 7 |
on @y A I 0o do (T
H H OH OH o)
Acide lipoique O OH
O=P-OH
Coenzyme A (CoA) OH
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Coenzymes transformés au terme d’un cycle catalytique

P
Ho. °H M
ZNH
.\(&N 2
O =N
0.__0
| "ON
Osp,.0 a
. ~ON
o a
0. ~~Son
OH
N ﬂ 0
Qrevs
0
FAD

FAD : Flavine Adénine Dinucléotide
SAM : S-Adénosyl-L-Méthionine
FMN : Flavine MonoNucléotide
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O«__H
0
-o—%—o 2 OH
© SN7 O CH,
H

Phosphate de pyridoxal : PLP
(Vitamine B6 : forme active)

Coenzymes inchangés au terme d’un cycle catalytique

HﬁH
" SCO0H

Biotine
(Vitamine B8 ou H)

bnxo .

Pyrophosphate de thiamine : TPP
(provient de la Vitamine B1 : thiamine)
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Co-enzymes dont le métal peut étre oxydé ou réduit
au cours d’un cycle catalytique

O NF
Chlorophyle
—
NN
Cytochromes
Hémoglobine
Peroxydases .
Oxygénases... T8 O
Y8 O:f’—O 4 (forme synthétique,
-0 /‘ stable, inactive)
HO 0
M = Fe, Mn, Cu... R = 5'-désoxyadénosyl, Me, OH, CN
Cobalamines (Vitamine B12) s




b) Enzymes a pyrophosphate de thiamine (TPP)

Le coenzyme TPP (Thiamine PyroPhosphate)

NH,
\ +
N'YN&K o o
N () 0-b-0-b-o
Hydrogéne mobile : O @)
* pK, (eau) = 18 T oyt
* pK, (enz) = 8

NH,
N)jﬂﬁ&\; R\ﬁ/\y
\ O- O' Rl
| | |
A7 b 0-P-0-P-O g

ylure de TPP : forme réactive
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1. Pyruvate décarboxylase de levure @ (ou quoi faire des électrons...)

Réaction globale :

O O
CoO g H * CO:
TPP
pyruvate

+H* acétaldéhyde

Mécanisme :

N R+
—BH* |§— ' —8B N\ _r €O, —B R.
0 Ly G D—r
HO
)%O S e ) O \%\S
\) > hy_dro_xyéthyl
o) O thiamine

(fermentation alcoolique) B—
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2. Acétolactate synthase @ -biosynthése BCAA (Val, Leu, Ile) chez les plantes

Réaction globale : O O
)k ALS/TPP COO" + cO
COO H* 2
pyruvate OH
Mécanisme : 2-acétolactate

R_+ .
—BH* N/\QR' —B R; CO —B R
_Il\S (| N R' 2 (;N N\ R
O HO S : HO '
%O- S ) S) WZ\S hydroxyéthyl
@)

thiamine
/ﬂ?*H&—

COO”

O

2-acétolactate N /
pyruvate
—BH"* R_+ —B R_+
N "N
S U G
- ~——— H_O S
N\ on
- B—
/ﬂ><coo cO0-
OH

2-acétolactate
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3. Pyruvate déshydrogénase @ -complexe multi-enzymatique (PDC)

-implication dans la synthese de I'acétyl-CoA
Réaction globale :

O O
)kcoo- * HSCoA  — )J\SCoA + CO,
pyruvate Coenzyme A acétyl-CoA
NH,
OMe Me O /N N
N
OH OH
o) @)
Acétyl-CoA el
O=P-OH
OH

* cycle de Krebs
* synthese des acides gras

v

116



3. Pyruvate déshydrogénase

Schéma global :

-complexe multi-enzymatique (PDC)
-implication dans la synthese de I'acétyl-CoA

Nicotineamide

4 NAD*

NAD+-dep.
oxidation
of FADH,

FAD-dep.
oxidation
of lipoate

NADH + H*

Riboflavine

Lipoic acid

Acetyi-CoA

Graphic©E. Schmid/2003

o

Pyruvate| goc_ ¢ _ CH,

Decarboxylation

C02 Thiamine

0 |
I Lipoate
! reduction

MW: > 6,000,000 Da
Bacteria: Cytosol
Eukaryota: Mito

Acetyl transfer
onto HS-CoA

_ Pantothenic acid
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3. Pyruvate déshydrogénase @ -complexe multi-enzymatique (PDC)

-implication dans la synthese de I'acétyl-CoA
Mécanisme :

. R\Kl/\gi. R_+
—BH '“\s R —B (Nl N\_R co, —B R\N/\é—
(o HO (S C R
4/ - I ) - _Z’ HO 2 hydroxyéthyl
7 ) )
@)

thiamine
H E2

LN A

N
SH SH )J\s SH S SH B—
k)\Enzyme WSCOA HSCoA K)\Enzyme K)\Enzyme

O

acide lipoique enzyme O acétyl lipoate enzyme
acétyl-CoA
FAD NADH + H*
E3 XE4 E1 : Pyruvate décarboxylase (TPP)
K FADH, NAD* E2 : Dihydrolipoyl transacétylase (ac. lipoique)
g-S E3 : Dihydrolipoyl déshydrogénase (FAD)
Enzyme E4 : Déshydrogénase (NADH)




4. Trans-cétolase

Réaction globale :

CH,OH
Lo NP CH,OH
— H @) —
HO Trans-cétolase —OH —
—OH + OH —OH + HO—
—OH CHZOPOSZ- TPP L OH —OH ,
—OH CHZOPOBZ- CHZOPOQ,
CH,OPO5*
Sédoheptulose Glycéraldéhyde Ribose Xylulose
7-phosphate 3-phosphate 5-phosphate 5-phosphate

S7P G3P R5P Xu5P
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Mécanisme :

HO S R
HO
@OH — -——Z‘ =
O  +um HOH,C Ri g— HOH,C HB—
A o)
HO He_"
R H 9/‘
1
S7P
R R OH 2
XU5P‘§\\ ||\\ R' NI\ R' / G(;:bOPOs
S7P S H<O (/s
CH,OH HOH,C
HO OH
OH CH,0PO3*

CH,OPO3;*
Xu5P
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La trans-cétolase, une enzyme qui intéresse les chimistes...

CH,0OH CH,OH
0 H.__O Trans-cétolase H.__O o)
HO—‘* G T " Ho—-
Rz TPP R
cétose 1 aldose 1 aldose 2 cétose 2

...mais qui a le tort de catalyser une réaction réversible !

v’ Astuce : essayer d’utiliser une réaction irréversible pour fournir « I’hydroxyéthyle »
- décarboxylation de I’hydroxy-pyruvate :

CHon transcétolase CHZOH
0 T e e
COO" R, ’

R

R\+

R +
—BH* '\\‘\/§~R —B él/\é*R' CO, —B RiN/\€7
o) HO S R’
HOH,C

@) "hydroxyéthyl"
HOH,C \) HOH,C ) thiamine

O O H2O .
AL, THB—
R>
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Conclusion enzymes a TPP

= pyruvate décarboxylase

= acétolactate synthase » des réactions trés différentes,
= pyruvate déshydrogénase » des mécanismes trés semblables

" trans-cétolase

- le thiazolium sert de puit a électrons :

R.* R‘Itl
(| N R' (| N R'
HO ) S HO S
f’) HOH,C R
O O\H

- I'énamine (nucléophile) résultante réagit sur différents électrophiles :

R, R, R, R,
E\R' Qi =Y N R ¢ N_Rr

HOK‘\S HO -~

S
O O
+ HO
H S/S
)kcoo- \\>7Enzyme H)LR
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c) Enzymes a phosphate de pyridoxal (PLP)

Le coenzyme PLP (Pyridoxal Phosphate)

H__O

204P07 Y | o

N

N

* dérivés apparentés, phosphorylés ou non (extraits cellulaires) :

OH NH,
OH H
HO HO °
20,P0O S 2°04P0O N
N N
Pyridoxine ou pyridixol (phosphate) Pyridoxamine (phosphate)
(Vitamine B, : forme administrée) (Vitamine B, : autre forme)
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* La grande majorité des réactions concerne le métabolisme des acides aminés

* Les réactions catalysées vont concerner selon les cas les carbones a, B ou y

§

\v/\a(coo-

NH*

* Les réactions commencent toujours par une trans-aldimination

R__COO-
+ 204,P0 =

NH5* |
N7

H

Enzyme Enzyme
I R COO” I
> ys h O Lys
H NtH NHj*
o
== 20,07 | *
NS
N+
H

aldimine externe

Le systeme « pyridoxalique » permet la
stabilisation des espéces anioniques se
formant au cours des réactions
catalysées par les enzymes a PLP

> . 124

fa



o
1. Réactions « en o » e
COO™  enzyme \COO"
+* Racémisation (ex. : alanine racémase) .
NH, PLP NH;*
L-Ala D-Ala
v’ mécanisme :

(composant clé du

B /\‘ peptidoglycane bactérien)
co0 + PLP-enz =——=
NH3+
L-Ala PO
\rH
~COO° + PLP-enz :N\H interm. quinonique
NH,* i
O
D-Ala PO = |
>
N+
H
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1. Réactions « en o »

p . COO
0:0 Decarboxvlatlon </N]/\/ enzyme (Np . C02
(ex. : histidine décarboxylase) NH;" PLP NH3"

N N N
H . H
L-His histamine
v mécanisme : (médiateur chimique : systéme
immutaire, digestion, allergies...)
—BH" -
O
R _COO" R I/
+ PLP-enz =— N o
+
NH; AN Re|Si
L-His 4
O-
POTNZ
CN
+
H + CO,
—B
R R §H|-|
. *N interm. quinonique
NH; Z~ “H ("super-enamine")
histamine o
PO
N
N+
H
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1. Réactions « en o »

/

+* Transamination (ex. : glutamate transaminase)

Le glutamate sert de donneur d’amine pour de nombreux acides aminés :

-00C Coor R__COO" enzyme  -00C CoOr R.__COO"

NH5* O O NH;*
L-Glu a-cétoacide a-cétoglutarate L-aminoacide

R=CH; . pyruvate — alanine
R =CH,COO : o.-cétosuccinate — aspartate
R=CH,SH : 3-mercapto-pyruvate —— cystéine
R=H : acide glyoxilique — glycine
R = CH,iPr : acide 2-céto-4-méthyl-pentanoiqgue —— leucine

R = CH,PhOH : acide p-hydroxy-phényl pyruvique = —— tyrosine
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v mécanisme :

—B —~, —BH*
- H - .
ﬂ:ﬁ AN V\Na‘ , _BHY?NF H,0 |-00C COO
ol . PLP 75 N H &\/ W
O O \ O
PO j | PO |) | a-cétoglutarate
~ m
(7N+ N
H H NH,
PO /| OH
NS
N+
—B — BH* —BH* H  pyridoxamine
oo \}000- lole}
g N —= —B PN %
“H |) H C H \[(COO
O O O H,O
PO = PO 3 PO 5| O
~ | |,\ | ~ pyruvate
N+ N CN+ (a-cétoacide)
\ \HCOO'
+ PLP-enzyme
NH5*
L-Ala
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2. Réactions « en 3 »

/

% La sérine hydroxyméthyl
transférase :

v mécanisme :

Hoﬁ’COO + PLP-enz

NH3+
L-Ser

H
H%COO‘
NH3+ + PLP-enz

Gly

enzyme

—_—

PLP

H>:O ) H\\/

H

formaldéhyde

NH3*
Gly

COO’

interm. quinonique
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2. Réactions « en 3 »

% La tryptophane synthase : ndole ©:\> H,O

H
-substitution: 1.—-H*enC P H B H
B-substituti 5 _OH?Zn gﬁ Ho/}%coo- ‘\\ /‘ %;coo-
. | +
N
H

3.+Ind. en CB NH3* PLP-enzyme
4.+ H"en Ca L-Ser T

v mécanisme :

Ho Heoo- H< coor N
NH;" PLP N o “N.

L-Ser

L-Trp

+ PLP-enzyme
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3. Réactions « eny»

/

** La cystathionine synthase :

y-substitution: 1.—H*en Ca 4. + cystéine en Cy
2.—H*enCp 5.+H*enCP
3.—succinateenCy 6.+ H*en Ca

-, C0O0O"
HS 00C._~ (00
+
NH3 succinate
L'Cys / -OOIEI:I 1,
PLP-enzyme
O-succinyl-L-homosérine L-cystathionine

(biosynthese bactérienne de la
meéthionine)
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v-substitution : 1.—H*enCa 4. + cystéine en Cy

2.—-H"enCp 5.+H"enCp p

3. —succinate en Cy 6.+ H* en Ca

v mécanisme :

R ol 2 Hcoo R H R
1 5
WO R e Y WCOC 1
o) NH,*
O-succinyl-L-homosérine 4) O'
PO N
X
CN*
succinate
—B —B —B  —BH* —BH* —BH"”
S S S COO° COO°
B0l o
Y 2 | wl
N, N* R,—S" +N?H
o . PR g
N ”
N+ N
H H

H
\/\%COO' + PLP-enzyme

L-cystathionine 132



d) Enzymes a S-adénosyl-L-méthionine (SAM)

Le coenzyme SAM (S5-Adenosyl-L-Methionine)

NH, NH>
N N
o <« ) 0 <1 )
)I\/\/S(9 N/ )J\/\/S N N/
HO 0 HO 0
NH, NH;
OH OH OH OH
SAM SAH (S-Adénosyl-L-Homocystéine)
H H
§/N\/U\§ g/N\)J\g — diméthylation
: HKMT : triméthylation
(I/ Lysine Histone Lys(K) MéthylTransférases
NH» NHCH;
Histone

Thése A. Désert (Sorbonne Univ., 2021)

* modifications épigénétiques :
o acétylations, méthylation, phosphorylation, ubiquitination...
* meéthylation des histones :
o role sur la compaction de '’ADN, et donc, sur I'expression des genes
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Double hélice ’ADN

Nucléosomes (contenant huit sous-unités :
deux copies des histones H2A, H2B, H3 et H4)

Nucléosomes
enroulés

30 nm

Histone H |
aidant a la

Boucles de compaction
chromatine

300 nm l:

Les différents niveaux de compaction de la chromatine, % ;
Y Chromatine

d’aprés J. Brodeur et M. Toussaint (2007) ‘ -; condensée

PRy  sous forme de
700 nm o chromosome
700 o™

-

-
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