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OBJECTIFS D’APPRENTISSAGE

v Définir les caractéristiques structurales et fonctionnelles (classification)
d’'une enzyme

V' Utiliser le modéle de Michaelis-Menten pour déterminer les
parametres cinétiques V.. et K,,d'une enzyme michaelienne (méthode

graphique)

v Analyser les effets de la température et du pH sur l'activité d'une
enzyme (méthode graphique)

v ldentifier (méthode  graphique) la nature des principaux
inhibiteurs enzymatiques sur la base de leur action sur les parametres
cinétiques d’'une enzyme michaelienne



Enzymologie

Introduction : Définitions

1.

La cinétique enzymatique et le modele de
Michaelis Menten

. Détermination des parametres cinétiques

d’'une enzyme michaelienne

. Dosages enzymatiques

. L'inhibition enzymatique
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ENZYMOLOGIE Introduction : Définitions

ENZYME

- ayant une activité catalytique
- réquleée
- et douee de specificité



ENZYME : ayant une activité catalytique régulée et douee
de spécificité

amino acid
side chains

Structure primaire (=
séquence des acides
Amin@MINES)
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(= interaction des
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ENZYMOLOGIE Introduction : Définitions

ENZYME : protéine ayant une activité catalytique régulée et douée
de spécificité

Dans votre organisme :

- Catalyseur Qq minutes
- Augmente la vitesse des réactions en E o Jong. e
diminuant I'énergie d’activation O,+ —>  CO02+H20
. ——
- Ne modifie pas I'équllibre de |a réaction CoH O, Sem vie  pou probabl
- Intacte a la fin de la reaction 611276 Chez un organisme phetosynthétique :

Qq minutes

Réaction sans enzyme
Z
/

£

Energie d'activation de
la réaction sans
enzyme

Energie

d'activation de la
réaction avec

enzyme

Energie dégagée

par la réaction

substraft

produits ()

i >,

&

Réactifs

Energie

- complexe 2\
i enzyme B i enzyme
Produits Y enzyme-substrat y

Temps

Enzyme = catalyseur 7

abaisse I’énergie d’activation requise pour la réaction



ENZYMOLOGIE Introduction : Définitions

Enzyme : protéine ayant une activité catalytique régulée et douee
de spécificité
- Divers signaux (Ex : des hormones)
- Ajustement de I'offre métabolique a la derfiande cellulaire
- Différents mécanismes de régulation :
x [Substrat] et [Produits]
x Quantité d’enzymes
x Modifications post-traductionnelles des enzymes (ex :
phosphorylation)
x activation par protéolyse a partir d'une pro-enzyme
x necessité de co-facteurs
x Présence d’inhibiteurs....

activation par le substrat

cofacteurs (activateurs)
activation irréversible par protéolyse partielle ions metalliques et coenzymes (cosubstrats
d’une pro-enzyme (=zymogéne) et groupements prosthétiques)

T

e activation ou inhibition réversible
. b e +0U - - ey
effecte ursphysmo-ch co-chimiques ACTIVITE CATALYTIQUE :'OU_ par modification covalente

nk 2 r era g - g R R e N S e s (o L A T
inhibiteurs chimiques a action irréversible inhibiteurs chimiques a action réversible
fixation covalente et action progressive fixation non covalente et action rapide

inhibition par le produit



ENZYME : protéine ayant une activité catalytique régulée et douée de
spécificité

- Spécificité de substrat :

GH,OH
a-(1—4)-O-glucosidase (ex. : a-amylase)

H,OH H.OH < ;
2
4 ' 3H20H glucoses

Maltose +H20
Les enzymes qui hydrolysent les osides présentent une spécificite

qui peut étre liée :

- au type de liaisons hydrolysées (dans l'ex, liaison osidique)
- aux résidus osidiques (dans I'exemple glucose)

- a I'anomeérie (a ou B)

substrat oroduits Q

enzyme complexe enzyme
enzyme-substrat



ENZYME : protéine ayant une activité catalytique régulée et douée de
spécificité

- Spécificité de réactions : Les 7 classes d’enzymes

Classe 1. Oxydoréductases

= Oxydo-reductase

Aréduit Boxyde E onydé Breduit

Classe 2. Transférases

- — s N Transférase
A-X B E A B-X
C 3. Hydrol
v 5 E s = Hydrolase
Classe 4. Lyases et synthases
= = Lyase et synthase
A-B E A B
Classe 5. Isomérases <
¢ — § , nom usuel : regle
ALE o Isomerase .
e suffixe « -ase »
Classe 6. Ligases (= synthétases) T V4
we B ] e reste du nom : derive
r T Ligase de la réaction et/ou

des composés
Classe 7. Translocases

- - Translocase impliqués dans la
cété1|c6té2 TP oot I coté 2 réaction 0

membrane membrane



SITE ACTIF

de I'enzyme
- ou se fixe(nt) le(s) substrat(s)
- ou se déroule la réaction
= Liaison stéreospécifique
Interactions faibles (non covalentes- avec le
substrat)

11



SITE ACTIF : de I'enzyme,
ou se fixe(nt) le(s) substrat(s), ou se
déroule la réaction

m.g - - - 12
entite tridimensionnelle



SITE ACTIF : Zone spécifique de I'enzyme,
ou se fixe(nt) le(s) substrat(s), ou se
déroule la réaction

Substrat
qui a la forme complémentaire
au site actif de I'enzyme

o

Le substrat se lie
au site actif

La réaction est réussie
et des produits se forment

o

Site actif

Substrat
n'est plus complémentaire
au site actif
TR
Enzyme dénaturée
Le site actif a
changé de forme

Figure 2: Schéma illustrant la différence entre
une enzyme normale ou dénaturée.

Enzyme

13



ENZYMOLOGIE Introduction : Définitions

SITE ACTIF : Zone spécifique de I'enzyme,
ou se fixe(nt) le(s) substrat(s),

produits )

.

enzyme complexe enzyme
enzyme-~substrat ”



Enzymologie

Introduction : Définitions

1.

La cinétique enzymatique et le modele de
Michaelis Menten

. Determination des parametres cinétiques

d’'une enzyme michaelienne

. Dosages enzymatiques

. L'inhibition enzymatique
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CINETIQUE ENZYMATIQUE : repose sur I'étude de la
en
fonction de difféerents parametres.

- différentes [substrat] initiales
- différentes [inhibiteur]

- différentes [enzyme]

- difféerents pH ou températures

[P] ou [S]

temps (t)

Question : Quelle allure de courbe peut-on obtenir
selon que |I'on suive I'apparition d’un produit ou la
disparition d‘un substrat ? 16



Question : Quelle allure de courbe peut-on obtenir
selon que l'on suive l'apparition d’un produit ou la
disparition d'un substrat ?

A
o
5 Produit P
o
o Substrat S
7 >
to temps (1)

La vitesse instantanée de réaction (v) et la vitesse
initiale (v; ou v,)

_d[P] _ _d[S]

Vi =V —
T Tdr i



La vitesse de réaction (v) et la vitesse initiale (v; ou v,)

[P] = (t) dIP)

V= 3 (pente de la tangente at=t )

oS, TPl — . plateau > s 5
& i P (—E
&S | (= équilibre)
>
&w | d[P] 7y = - [
S/ 1dPl— Vomlpm =2 at=0 (pente de la tangente a l'origine) @ période initiale
i AT
dt
0 ~1
0 ke

T

mise en présence de E et S

18



Méthode de mesure de la vitesse de réaction par

spectrophotométrie
Sélecteur de
Collimateur longueur d'onde Détecteur
(Objectif) (Fente) (Photocellule)
ER— z lo It
) _ Afficheur ou
Source de Monochromateur Echantll]on compteur
himiare (Prisme ou reseau) de solution numeérique
(dans la Cuvette)

I =1, ekec

La loi de Beer-lambert : A, = €, X | X ¢ (= Log (I,/1))
Avec : A, Absorbance a la longueur d’onde A (sans unité)
g, Le coefficient d’extinction molaire ou moléculaire de la molécule
absorbante (en L.molt.cm)

| : la longueur du trajet optique (= largeur de cuve) (en cm)

C : concentration de l'espére absorbante (en mol.L1)

19



Méthode de mesure de la vitesse de réaction par
spectrophotométrie

Absorbance de P ou S
a la longueur d’'onde A

Axp
La mesure de la pente
initiale dA/dt est
proportionnelle d[P]/dt ou
d[S]/dt
- Voir TP
>
to temps (t)
vi=vo=9[P1 _ _dIS] _ dA,

dt dt dt



Influence de la [S] sur la vitesse initiale v;

D’apres vous, comment varie la courbe [P] = f(t) lorsqu’on
fait varier la [S] ? = dessiner plusieurs courbes avec des [S]
croissantes.

[P‘_] [P] = f(temps)

?

temps (t)



ENZYMOLOGIE 1- La cinétique enzymatique

Influence de la [S] sur la vitesse initiale v;

INDICE

faible [S] [S] saturante

22



Influence de la [S] sur la vitesse initiale v;

[P] =1(t)
[P] V; =V, = pente de la tangente a l
/ V.5 T e e
Etat quasi - ; ________________
stationnaire |

2 ===

PLATEAU

(=EQUILIBRE)

[S]; < [S]><[S]s <

vi =f([S])
‘origine V| (SATURATION)
IS 9 1 asymptote horizontale l
S, AN T - -
S, Wl |~ = o
18, I8] a | W)
[S], T2 60 b+ x(=[S)
----------------------- Na
0 ~[S]
0 b

[S]ls < [S]s

La vitesse initiale augmente avec I'augmentation de la [substrat], jusqu’a
atteindre un maximum appelé V., Cela n‘est possible que dans des
conditions saturantes en substrat

23



Démonstration de I'équation vi = f([S])
L'équation de Michaelis Menten (1913)

Equation de base de la cinétique enzymatique

Y . Avec k :

& ' Ky Kz constante de
1 E +S=—/> ES /> P + E )

TR K., K., vitesse

[P] =1(t)
Vi = Vg = pente de la
'tar;gente alori mse

(P]
A tout instant, la vitesse d’apparition du produit v est égale a

(Sl
Sy [/
5L [8]
(S}

v= "2 = ky[ES]-k_,[E][P]

0

Etat quasi -
stationnaire

- L’équation de Michaelis-Menten, donne une expression de la vitesse
initiale de réaction vi

- En début de réaction, la vitesse de réaction est quasi-constante et
égale a la vitesse initiale, notée vi.

- En fin de réaction, la vitesse tend vers z&ro (soit la réaction est totale et une
fois le substrat épuisé il n'y a plus de réaction possible (donc v=0), soit un équilibre
s'instaure entre la formation de produit (ES—E+P) et sa destruction (E+P—ES) ce qui, la
encore, se traduit par une vitesse de réaction nulle (= 0) 24



Démonstration de I'équation vi = f([S])
L'équation de Michaelis Menten (1913)

Les conditions nécessaires a I'équation de Michaelis
Menten et leurs conséquences

1. La concentration en substrat est largement supérieure a la
concentration initiale en enzyme
- [S] >>>[E], = [ES] est négligeable donc [S] = [S],

2. Absence ou quasi-absence de P

- Besoin de faire les mesures rapidement en début de réaction
- la réaction P + E = ES est négligeable.

2>V, >>V,

3. On se place a I'état quasi-stationnaire, [ES] reste constante
- d[ES]/dt =0

25



Démonstration de I'équation vi = f([S])
L'équation de Michaelis Menten (1913)

_ vi =1([S])
asymptote horizontale Vi
b = v, maximale =V, (ES]=[E] asymptote horizontale  §.
- —|E]totale a i
e n Zy m e S a't u rée hyperbole équilatere :
a . a.
par le substrat e YA T
> [S] |
0 oL S
: [S]
0

la réaction P + E - ES est négligeable donc v; — % — ko[ ES]

Quand v; = V, 5 0U V.« » [ES] = [Eliotale = [Elo Constante = enzyme
saturée par le substrat

Donc V,,.x = k, [E], avec k, = k_,; constante catalytique

V,..x caractérise le pouvoir catalytique de I'enzyme. Elle est
obtenue en concentration saturante en substrat. Elle s’exprime en
mol.L'1.min-1

Vmax. [S]

> vi=
b+[S] 26



Démonstration de I'équation vi = f([S])
L'équation de Michaelis Menten (1913)

Détermination de Km La constante de Michaelis Menten
Equation de base de la cinétique enzymatique

E +S <k—1_> ES <k2=> P+ E
d[i 3 im) [‘;-]1_ k_1[ES) —ké [ES] + k_3[E][P
Comme d[ES]/dt = 0 et que v, est négligeable on obtient :
A KiEIIS) — (kA[BS) + ka[BS) = 0

ElS] _ (ki k)

ES| |k

k1 [E][S] - (k-1+kz)[ES] =02 k1 [E][S] = (k-1+k2)[ES] >
Ky = (k }H' 2 Km est la constante de Michaelis

Elle est caractéristique de I'enzyme dans des conditions (de T°C et de pH,...)
données. Elle représente le rapport entre la disparition du complexe ES ((k ;+k,) et

I'apparition du complexe [ES] (k,)
[E]|S]

[ES] M

27



2

Démonstration de I'équation vi = f([S])
L'équation de Michaelis Menten (1913)

E
* Sion remplace [E] par [E], - [ES] dans I'équation  [ES] = %
* Alors on obtient [ES] = ([E]”}ESDM [Eo[S]
M ES| =
o (5 — [EIS] _ [ESS) T Kt 19
Ky Ky
& [ES] + [Efi}f] = [E;EE] & Vv;=k, [ES]
[S1\ _ [ElolS]
o Bs)(1+ K—H) - o g LELls]
B9 K +15]
_ Ku
= [ES] = 1+ V.. = Ky [Elo
B8
< [BS] = g _ VmaslS]
Ky U= K + [S]
o [ES] [Elo[S] Knm

- Kur XKM—I-[S] 28



Démonstration de I'équation vi = f([S])
L'équation de Michaelis Menten (1913)

vj = f([S])

vmax

Vi (SATURATION)
Vi | asymptote horizontale l
V hyperbole équilatere :
_maxi_ ___

2
0E— -[S]
0 Km

* K, s’exprime en unité de concentration (mol.L!)
* K, est généralement compris entre 10 et 102

29



Démonstration de I'équation v, = f([S])
L'équation de Michaelis Menten (1913)

Cas particuliers du quasi-équilibre

Equation de base de la cinétique enzymatique

K1 Ko

E +S &/ ES —m> P + E
K1
RAPIDE LENT

Km= = - KS - Kdissociation
1 1 N
Kdissociation - K K
association affinité
FAIBLE valeur de Ky, FORTE AFFINITE
valeur ELEVEE de Ky, FAIBLE AFFINITE

affinité
de E pour S 30



ENZYMOLOGIE 1- La cinétique enzymatique

Quelques exemples d’enzymes michaeliennes

Acétylcholinestérase Acétylcholine 9.5x10°  1.4x10*
CO, 12x10°  1.0x10°
Anhydrase carbonique

HCO5 2.6x10°  4.0x10°
Catalase H,0, 2.5x10%  1.0x10’
Ester éthylique de i) e

N Aediylelyeie 4.4x10 5.1x10
: Ester ¢thylique de 2 1

Chymotrypsine N-Acétylvalinie 8.8x10 1.7x10
Ester éthylique de 4 2

N-Acétyltyrosine R e
Fumarate 5.0x10°  8.0x10°

Fumarase .
Malate 2.5x10°  9.0x10°
Uréase Urée 2.5x107  1.0x10°

31




Il existe 2 catégories d’enzymes
Selon l'allure du graphe v; = f([S])

v, Hyperbole
A

>
[S]

Enzymes michaeliennes

=2

Structure tertiaire ou quaternaire de I'enzyme

Vi Sigmoide (en « S »)
VmaX

s [S]

Enzymes allostériques

- role majeur dans les régulations métaboliques
- structure quaternaire obligatoire

Structure
quaternaire
(ex : tétramérique)

32
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EXERCICES RELATIFS AU COURS ET AUX TP D’ENZYMOLOGIE

.Enzymologie

L. D& inati le

La courbe ci-dessous donne la quantité de produit formé en
umol.L'1 en fonction du temps en secondes.

Définir et déterminer graphiquement la vitesse initiale de la
réaction.

Cinétique de la formation du produit

16 =[P] pmol/L

temps (s)
0+ ¥ ! 1
0 20 40 G0 80 100




2._B-Galactosidase

On étudie I’'hydrolyse du lactose par la B-galactosidase en mesurant I'apparition
du glucose en fonction du temps.

Réaction d’hydrolyse du lactose catalysée par la B-galactosidase :
Lactose + H20 - galactose + glucose

Afin d’étudier le role de la concentration en substrat sur les vitesses initiales de
la réaction, on effectue une série d’essais avec des concentrations différentes
en lactose. Les résultats ont permis de tracer les courbes de la figure ci-dessous.

a) Déterminer graphiquement les différentes vitesses initiales (Vi)
correspondant a chaque concentration en substrat [S].

Activité de la p-galactosidase
'80-1Glg] pmol/L ; . ; ;
i i ' : i
R[=TH ] e Ademmmm === heesmeem= [P —— L= e de e e
1 1 1 I 1
1 1 1 I 1 1
1 1 1 I 1 1
140 L ommmnnnes et REECELIEE beneees AReCELEELI SLEEEELE CTTLEEEE
120 4= mmmmmnes e jommeem- e jmmmmmmas T e
i i ' i i i
1 1 1 1 1
100 prmmmm———- = = - ey e LR m e m—————— R LN R
1 1 I 1
o S Vo T S A—
60 pmmmmmfmmfemm2 -l etk Gl —e—(lac| = 05 mmoli|
1 ' : ——[Lac] = 07 mmaol/L
4:‘""" = i = SR m FEEsss=== aE====== ) =
. \ ! ' ——[LAaC] = 1 mmolL
5044 A R S . ——([Lac] = 2 mmolil
/77 - ; ' ; —%—(Lac] = 5 mmol/l
0 : ] ] ] | 1} ]
0 05 1 15 2 25 3 35
Temps{min}
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Détermination graphique de K, et V.,
Limites de la représentation v, = f([S])

f -4
W (pta) W = J L8]
AD.
[S] (mM) [ v; (uM.s?)
i | 1 2,5
e 2 4,0
5 6,3
10 7,6
20 9,0
0 T > ES]
0 5 A0 AS 20 (rmH)

La détermination de V__, peut étre imprécise —> La détermination de K, sera
également imprécise

- Besoin d’une autre méthode graphique



Détermination graphique de Ky et V...,
La représentation de Lineweaver-Burk

La représentation de Lineweaver-Burk repose sur la linéarisation de la
représentation hyperbolique obtenue avec v, = f([S]).
C’est une représentation en double inverse

equation de
Michaelis-Menten

S Vmax[S] S Vmax_KM'l'[S]_KM + 1
" Ky +[S] Vi [S] O[S

équation de 1 Ky 1 1
Lineweaver-Burk | v, Vv ]

38



La représentation de Lineweaver-Burk
(représentation en double inverse)

equation de 1 _ Ky 1 : 1
Lineweaver-Burk |v. V T [S] v
équation d’'une droite y = a . x + b Zﬁ‘gf{,‘éﬂnéeé.»oﬁgme

répresentation \ 1N; = 1(1/[S])
de Lineweaver-Burk

(en double inverse)

_1_ =f (_1_) extrapolation

V; [S] (pour [S] < 0)

« ordonnée a l'origine S
(b) = 1/ Vmax | e

- pente (@) = Km/Vmax "

« coupe l'axe des _ t
abscisses en — 1/Ku M

39



La représentation de Lineweaver-Burk
(représentation en double inverse)

Pl=t
UTILISATION PRATIQUE : B ———

1/ déterminer Sl
graphiquement les v; pour 8],
difféerentes [S] initiale gs [g]
(avec [E], température, pH, s,
pression constants....) avec la t
représentation [P] = f(t)

2/ calculer les inverses 1/[S] et 1/v;

3/ tracer le graphique
1 =f(1) 1/v, = ([S])
Vi [S] i

et déterminer (pour 191<0) A=
graphiquement Ky et V,,,., \ (= o
": max \:‘

1/[S]

0
-1/K




La représentation de Lineweaver-Burk
(représentation en double inverse)

[S] (mM) Vi (uM.s7) 1[S] (mM") 1/ (uM-'.s)
1 2,5 1 04
2 4.0 —p 05 0,25
5 6,3 0,2 0,16
10 76 0,1 0,13
20 9,0 0,05 0,11
[rfr;’M Witle =
deme. nfml:’lOMs ‘;
it
T
7~
Pl 5 A
i _10233-0,2-,' 0 02 0y 0¢ i Ea\n-'\

—d,u:; K'n = 3 mM

41



Calcul de la constante catalytique d'une enzyme
A partirde V.,

On a vu précédemment que dans les conditions de Michaelis-Menten
(Concentration saturante en substrat, [ES] négligeable, [P]

negligeable, [E] = [Elitaie (=[Elg) )

vi = T = ky[ES)

« Quandv, =V,.., [ES] = [Elistae = [E]y Constante = enzyme
saturée par le substrat

- Donc V.« = k, [E]; avec k, = k_,; constante catalytique

( )
- m -1 min-1
Ve OII L u In

min-t ——Kcat = .
[E]t «}— mol.L-t Suppose de connaitre
\ y la concentration molaire

d’enzyme [E]; donc sa
masse moléculaire

valeurs de kgt : généralement entre 103 et 106 min-t! 42



Enzymologie

Introduction : Définitions
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Dosage d’'enzymes

Objectifs : Déterminer la [enzyme] d’aprés la mesure de sa vitesse
initiale v,

Principe : La détermination de la [E] s’appuie sur une courbe
étalon vi = f([E]) avec une solution d’enzyme étalon de
concentration connue. Seule la [] varie - les autres parametres sont
constants. Possibilité de détermine[E] d’apres la détermination de k,

Conditions expérimentales : [E]..w.c ([E]t) variable et faible
et [S] constante et saturante ([S] >> Ky, en pratique [S] > 10 Ky)

[P] = 1(t) vi = f([E])
[P] Vi = Vinax
(El, -
[El, P Vv; mesurée; “pente = k2
S
(E]4
t : [Elt

0 V,=Vp=pentedela 0 [E]
tangente a I'origine Déterminée graphiquement



Influence du pH sur l'activité enzymatique

Objectifs : Déterminer l'influence du pH d’apres la mesure de la

vitesse initiale v, de I'’enzyme considérée (les autres parametres
sont constants)

Principe : La détermination de la [E] s’appuie sur une courbe

étalon vi = f([E]) avec une solution d’enzyme étalon de
concentration connue.

Conditions expérimentales : [E]..w.c ([E]t) variable et faible
et [S] constante et saturante ([S] >> Ku, en pratique [S] > 10 Ky)

A
\

Optimum pH

>

Obtention d’'une courbe en cloche
(a £ 2 unités du pH optimum : activité négligeable)



Influence de la température sur l'activité enzymatique

Objectifs : Déterminer l'influence du pH d’apres la mesure de a vitesse
initiale v; de I'’enzyme considérée (les autres parametres sont constants)

Principe : La détermination de la [E] s’appuie sur une courbe étalon vi =
f([E]) avec une solution d’enzyme étalon de concentration connue.

Conditions expérimentales : [E]....c ([E]:) variable et faible
et [S] constante et saturante ([S] >> Ky, en pratique [S] > 10 Ky)

v; = f(température)
Vi

) courbe de dénaturation thermique

—
A

1

Deux phénomenes opposeés :

1)augmentation de la vitesse (agitation moléculaire

qui favorise la rencontre entre les molécules d’enzymes
et les molécules de substrats)

2)désactivation progressive de I'enzyme
(dénaturation thermique de I'enzyme)

]
1
1
1
]
1
1
1
1
]

- température

Obtention d'une courbe asymeétrique 46



Enzymologie

Introduction : Définitions

1.

La cinétigue enzymatique et le modele de
Michaelis Menten

. Détermination des parametres cinetiques

d’'une enzyme michaelienne

. Dosages enzymatiques

. L'inhibition enzymatique
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Inhibiteurs chimiques a action réversible
= inhibiteurs réversibles

On considerera uniquement que les inhibiteurs réversibles qui peuvent donc avoir un
impact sur la cinétique enzymatique

Ces inhibiteurs doivent conduire a une inhibition spécifique de I'enzyme car ils sont
capables d’interagir spécifiguement avec elle.

lls sont généralement de petites tailles par rapport a la molécule d’enzyme (ce sont
des ions ou des petites molécules.

lls interagissent par des liaisons non covalentes
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Détermination de la constante d’inhibition

En se basant sur les équations pour déterminer le K,, on peut déterminer que :

Equation de base de I’inhibition enzymatique

Ki
E +| — El
&
. O 1
inhibiton K| = = k— =

El ' Kassociation El Kafﬁnité El

FAIBLE valeur de K, FORTE AFFINITE

valeur ELEVEE de K, FAIBLE AFEINITE

affinité
de E pour |
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Parametres caractérisant I'action des inhibiteurs

VITI dXx

E+S —— — P + E

K

S

Km depend de 'equilibre association/dissociation de ES :
=>» tout inhibiteur qui modifie cet equilibre modifie la K

Vmax dépend de la concentration stationnaire maximale de ES :
=> tout inhibiteur gui modifie cette concentration modifie 1a Viax
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Les 3 types d’inhibiteurs

1. Les inhibiteurs compétitifs : compeétition pour le site

. actif - EI
Q9 >
©
lT

2. Les inhibiteurs non competltlf
EIS et EI bloquent la réaction u H

” EIS @
3. Les inhibiteurs incompétitifs : C:;O @O

Blocage du mécanisme
] —
3

catalytique dans un complexe
Bl ESI
I

l@ 51



L'inhibition compétitive

K4 %
E 4+ S =) @_> E + P
+ K T
= constantes de dissociation
l I modifie I’équilibre association/dissociation k.1
de ES au profit de la dissociation KS = k_ B KM dans le cas
1
I ne modifie pas la concentration stationnaire particulier du quasi-équilibre
ki k . | maximale de ES ([ES] = [E]: a [S] saturante)
|
k-i
KI - -
k.

El & Elinactif |

(pas de réaction) (k = constante de vitesse)

| favorise la dissociation de ES — laugmente la K,

un exces de S Iéve I'inhibition (dissociation de EI) — 1 ne modifie paslaV__.
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L'inhibition compétitive

EQUATION DE MICHAELIS-MENTEN j

en l'absence d'inhibiteur en presence d'inhibiteur compétitif
v = Vmax [S] v = Vmax [S]
' Kut[S] ' oKyt [S]

Km,pp [Kmlapﬁarente} ou Ky

Inhibiteur compétitif :

- ne modifie pas Vmax
- augmente Ky d’un facteur o (o> 1): |a=1+ Lﬂ
I

donc Ky (K'y) = oKy = Ky [1+ E]
I

vV [S] > Si [I] augmente, oK, augmente, I'affinité
max X pour S diminue, I'affinité pour [ES] diminue mais
Kwm x [1+ [']] +[S]| wv,__, reste inchangée donc k_,, reste
K constante
> Si [S] augmente, I'effet de l'inhibiteur:;
disparait

vV =




L'inhibition compétitive
Exemple de lI'inhibition de la succinate deshydrogénase
par le malonate

0O 07 o 07
Ny W /S
>

i . . C
I succinate déshydrogénase |

CH:  ——  CH
[ I

LHp H-C
! |
c C
Cf"” \b‘ dp kD'
succinate fumarate
O o~
W
Le malonate est une succinate déshydrogénase
analogue structural |
d}c \D_
malonate

Remarque : L'inhibition par le produit a lieu quand le produit d’'une réaction
occupe le site actif d'une enzyme, empéchant ainsi la fixation de nouvelles molécules
de substrat. C’est une des raisons pour lesquelles les mesures d’activité enzymatique
sont faites en début de réaction, avant une accumulation significative de produit.



L’'inhibition non compétitive

@
@ﬂ}@ ( ;K ) ™> EP>E+ P
(1] Un inhibiteur non compétitif
” g “ présente une structure différente
it o de celle du substrat > pas de
» = GG compétition avec le site de fixation
du substrat
l l - L’affinité n'est pas affectée car le
Q Q site de I'inhibiteur est différent du
site du substrat.

- L’inhibiteur peut se fixer a la
fois sur I'enzyme et sur le
complexe ES.

 Modification de la conformation du site catalytique (¢)
mais pas de celle du site de fixation du substrat

 Inhibition non compétitive pure : E et ES ont la méme affinité
pour I



L’'inhibition non compétitive

K, .
E + S gmmb(ES)—— E + P

+ K4 + [ES] < [E}: 2 [S] saturante
| | constantes de dissociation
k. K,
Kg = — =K'g =— =K, dans
k | |k k.| [k K, 3
i - i i le cas particulier du quasi-équilibre
K K, K,
El + S —— EIS oLl
K4 s § K K
El inactif EIS inactif .
(pas de réaction) (pas de réaction) (K = constante de vitesse)
I ne modifie pas I'équilibre entre E, S et ES — | ne modifie pas la K,

une partie de E sous forme EIS méme en exces de § — IdiminuelaV ..

56



L'inhibition non compétitive
in EQUATION DE MICHAELIS-MENTEN

en l'absence dinhibiteur en présence dinhibiteur non compétitit pur
v — UITIEI [s]
i K+ [S]
max2PP (Vmax apparente) ou V' L
Inhibiteur non compétitif :
- ne modifie pas Ku I
» diminue Vmax d'un facteur o (o> 1) : =1 +ﬁ
V v
donc V2 (V' __ )= E‘“ = "“EI
1+ K
v = Vimax x [S] > Si [I] augmente, V., d_iminue,ll’affinité
1] X Kyt [S] pour S et pour [ES] reste inchangee donc Ky
E* [K] e reste constante
- Si [S] augmente, I'effet de l'inhibiteur

ne disparait pas. 57



L'inhibition incompeétitive

L'inhibiteur ne se fixe que sur le complexe ES et forme un
complexe inactif EIS

L'inhibiteur se fixe sur un site différent du substrat
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L'inhibition incompeétitive

E+S-@—>E+P

K4

| modifie I'équilibre
association/dissociation
de ES au profit de
I'association

[ES] < [E]:a

I [S] saturante

EIS EIS tif
~ inacti

(pas de réaction)

| favorise I'association de ES

constantes de dissociation

K.
KS = k_1 = K,, dans le cas
1
particulier du quasi-équilibre
k,_i
"=

(k = constante de vitesse)

—» | diminue la KM

une partie de E sous forme EIS méme en excesde S — I diminuelaV .
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L'inhibition incompeétitive

h EQUATION DE MICHAELIS-MENTEN ﬂ

en I'absence d'inhibiteur en présence d'inhibiteur incompétitif
' Kwt[S] "\ o’/ (Kulow +[S])

KPP (K,, apparente) ou K'y,
V,..2PP (V... apparente)ouV .,

Inhibiteur incompétitif :

» diminue Ky d’un facteur o’ (a’ > 1) o =1+ ﬂ
» diminue Vmax d’un facteur o (o’ > 1) K,
K Vinax
donc KMapp (K’M) = [|] et 1"“Ima:a(am:l w' max) = [l]
1 + —RT 1 =+ _K.’.

_ Vew [S]

| E+ [ﬂ X Ky |1+ [:(]j"' [S] Ky et V.., sont changés d’'un méme facteur
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Récapitulatif et conséquence sur les représentations

Inhibition
compeétitive

Vax inchangee, Ky 1
v; =1([S])

vmu' —— [l]:O

‘/m

/("
of
Ao [S]
n K, apparentes

1/v; = 1(1/S))

i, \/m

(=0

-1 /K” apparentes

Effet annulési S/

graphiques
Inhibition
non compétitive

Viax |, Ku inchangee
v; =1([S])

<

:

pparentes

:

V _a
max
°

1 = 1(1/[S])

7 & 7]
lNrrA\ apparenw\s d ‘

-
,,,,
AT

1 /vi

-

Pas d’effet de la variation de [S]

Inhibition
incompétitive
Vmax ~[n KM l
v; = 1([S])

=0

1 = H(1/S])

droites de méme
pente K,V .

IV e BPPATENMOS

\\i%m:o

-

- -
- -
-

i _...-i‘..:'::-; 1/[S]
3 \\ 0
-L’KMGDI)EI(MOS -WK“
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