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Exemple 1. Proteases

Réaction: clivage (hydrolyse) des liaisons peptidiques
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Exemple 1. Proteases

Réaction: clivage (hydrolyse) des liaisons peptidiques
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H [ SN H f = \H
R> o R2

Peptide Carboxyl Amino

component component

Quel est le mécanisme de la réaction?



Exemple 1. Proteases

Réaction: clivage (hydrolyse) des liaisons peptidiques
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Exemple 1. Proteases

Réaction: clivage (hydrolyse) des liaisons peptidiques

+
H
Ry o Ri H o
\c II;} |c| _— \C§ O + *HsN l(l_
e N N e N N
o Rz o R,
Peptide ' Carboxyl Amino
component component

N "OH chymotrypsine

Comment une enzyme peut-elle catalyser cette réaction?



Exemple 1: Protéases

chymotrypsine

» Stabilisation de I’état de transition



Stabilisation de I'état de transition

C Ry
Rl/ \IN/ + H,0

réactif

Free energy —

Transition state, S+

7
AG* (uncatalyzed)
/ 2T énergie
¥
_// /[AG 3 ? d'activation
Substrate ll
AG
forthe| énergie libre
reaction
____________________ Y _

Product

; roduit
Reaction progress — P



Mécanisme de la catalyse: catalyse covalente

substrat

OH

Enzyme



Enzyme groupe hydroxyle
de la sérine 195

Catalyse covalente



Catalyse covalente

Enzyme groupe hydroxyle
déprotone



Catalyse covalente



Catalyse covalente



Catalyse covalente

Acylation O—C//o
R /N
N NH,

Acyl-enzyme



Catalyse covalente

+
H

\ //O Acylation r //O

OH +HN —C T) 0—«C

/ \R R / \R
\ NH, K
Enzyme Acyl-enzyme

"OH
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OH +HN —C

Enzyme

Catalyse covalente

(0
Acylation // Deacylation
. / o HO
\ NH,

Acyl-enzyme

Enzyme



Catalyse covalente

R
0 (o) o]
\ // Acylation // Deacylation 74
OH +HN —C\ — O—C\ — > OH + HO—C
R R\ / R H,0 / \R
NH,
Enzyme Acyl-enzyme Enzyme
R (0] (o)
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Catalyse covalente

Liaison peptidique

R
(o) (0 (0
Acylation // Deacylation //
OH — O—C\ — > OH + HO —C
/ R R / r H0 / \
\NH

2

Enzyme Acyl-enzyme Enzyme

Liaison peptidique
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Catalyse covalente

Liaison peptidique

(o)
@ Acylation // Deacylation //
- > OH + HO —C
/ i : / \
R
Enzyme Fragment 1 Acyl-enzyme Enzyme
Fragment 1

Liaison peptidique

Peptide Carboxyl Amino
component component



Catalyse covalente

Fragment 2
Liaison peptidique
@ Acylation // Deacylation
- > OH
/ i : /
Enzyme Fragment 1 Acyl-enzyme Enzyme
Fragment 2 Fragment 1

Liaison peptidique

Peptide Carboxyl Amino
component component



Enzyme groupe hydroxyle
de la sérine 195

Catalyse covalente



Catalyse covalente

[serine O]
Quel est le rapport ----------------
\ 7 [serine OH]

Enzyme groupe hydroxyle
déprotone



Catalyse covalente

[serine O]
Quel est le rapport ----------------
\ [serine OH]

/ ;
\ Quel est le pK, de serine?

Enzyme groupe hydroxyle
déprotone



Catalyse covalente

[serine O]
Quel est le rapport ----------------
\ [serine OH]

/ ;
\ Quel est le pK, de serine?

Enzyme groupe hydroxyle
déprotoné pK, =13



Catalyse covalente

[serine O]
Quel est le rapport ----------------
\ [serine OH]

/ ;
\ Quel est le pK, de serine?

Enzyme groupe hydroxyle
déprotoné pK, =13

[serine O] K

[serine OH] [H']



Catalyse covalente

[serine O]
Quel est le rapport ----------------
\ [serine OH]

/ ;
\ Quel est le pK, de serine?

Enzyme groupe hydroxyle
déprotoné pK, =13

[serine O] K 10-13 1

[serine OH] [HY] 1074 400’000



Catalyse covalente

Comment est-ce que I'enzyme peut

\ //0 changer le pK, de serine 1957

Enzyme groupe hydroxyle
déprotone



Triade catalytique

Ser 195
0
_______ H \/ /\C/O"'-----
—_— I~
(0]

Alkoxide



/

OH +HN —C

Enzyme

Catalyse covalente

(0
Acylation // Deacylation
. / o HO
\ NH,

Acyl-enzyme

Enzyme



Mécanismes catalytiques des sérine protéases

chymotrypsine

» Stabilisation de I’état de transition



Stabilisation de I'état de transition

C Ry
Rl/ \IN/ + H,0

réactif

Free energy —

Transition state, S+

7
AG* (uncatalyzed)
/ 2T énergie
¥
_// /[AG 3 ? d'activation
Substrate ll
AG
forthe| énergie libre
reaction
____________________ Y _

Product
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Reaction progress — P



Stabilisation de I'état de transition

Transition state, S+
AN

0 S o0 AG* (uncatalyzed)

L / 2T T énergie
}
reactif _// IAG b, d'activation

Substrate i

AG

forthe| énergie libre
reaction

Free energy —

Product

; roduit
Reaction progress — P

Quel état de transition doit-il étre stabilisé?



Catalyse covalente

R
0 (o) 0
. \ // Acylation // Deacylation 74
O +HN—C —— 0—cC — > OH + HO—C
\R R / \R H,0 / \
R
N NH,
Enzyme Acyl-enzyme Enzyme

Quel état de transition doit-il étre stabilisé?



Catalyse covalente

R

\ 0 0 o]
- // Acylation // Deacylation 74
O +HN—C —— 0—cC — > OH + HO—C
\R R / \R H,0 / \
R
N NH,
Enzyme Acyl-enzyme Enzyme
R (, - \l
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HN—C
/ \



R

Catalyse covalente

0 (o 0
. \ // Acylation // Deacylation 74
O +HN—C T) —C 7 > OH + HO —C
R R / \R H,0 / \R
N NH,
Enzyme Acyl-enzyme Enzyme
R I,O-t \l ofe
\ '/ charge négative Comment peut-on stabiliser
HN—C

cet état de transition?



Etat de transition: groupe carbonyle chargé négativement

Oxyanion hole

L'état de transition est stabilisé par des liaisons hydrogene



Catalyse covalente

R
0 0
\ 4 Acylation V4 Deacylation //0
+HN —C — —C — > OH + HO—C
\R R / \R H,0 / \R
N NH,
Acyl-enzyme Enzyme
7\ /
R (/ _ \| ', -— \|
N L VO
HN —/C\ HO— C



Spécificité de la chymotrypsine

La chymotrypsine peut-elle cliver toutes les liaisons peptidiques?

.“X ucﬁ W VAT

H ||



Spécificité de la chymotrypsine

La chymotrypsine clive au niveau des liaisons peptidiques situées apres

des résidus avec de longues chaines latérales hydrophobes

/CH3
o s
\
/\NH2 /CHZ
H3C . ﬁ H,C "
H . >\
N N N c\
+H.N ﬁ/ YC\” ﬁ/ ¢ 0
o H CH, o H /CH2 /CI-l2
HO H,C
\c_/o
[ -
o

Ala Phe Asn Ser Met Glu



Spécificité de la chymotrypsine

La chymotrypsine clive au niveau des liaisons peptidiques situées apres

des résidus avec de longues chaines latérales hydrophobes

/CH3
(o) S
\
/\NHz /CHZ
H3C a ﬁ H,C "
H . >\
N N N C\
+H.N ﬁ/ Yc\u ﬁ/ ¢ 0
(0] H ‘CHz (0] H/CHz H/CH2
HO H,C
\C/o
I -
(o)
Ala Phe Asn Ser Met Glu

Quelle partie de la chymotrypsine détermine la spécificité?



Spécificité de la chymotrypsine

chymotrypsine

..H H

)\

ﬁ

(o F—

Liaison a cliver
Poche formant des

interactions avec
les chaines latérales
hydrophobes



Spécificité de la chymotrypsine

Poche formant des

interactions avec o
R , a

les chaines latérales \nfk
QQ?

hydrophobes \ w -

@ %; Mt‘l92 :
Gly216 /Gly 226 ‘ ‘
&5 r217 gor 189? b+

J

Biochemistry, Sixth Edition

Chymotrypsin



Spécificité de la chymotrypsine

chymotrypsine

0 0
|

4 H | )H\ H
A NN NS
H = H | H

o

s O
C
II\
o

Interactions avec Quels sont les aminoacides avec de
les chaines latérales

X
"‘\\H“N
H

o

Liaison a cliver
Poche formant des

. , ,
hydrophobes longues chaines hydrophobiques:



Spécificités des sérine protéases

OH
F ) g
b i ; ~on
A.__OH : H = |
HoN HoN N,
0 o] H

phenylalanine tyrosine tryptophane
H S/ H
! 9’ ,‘
H,N H,N OH
O 0
methionine leucine

Chymotrypsin



Spécificité de la chymotrypsine

La chymotrypsine
chymotrypsine

ne peut pas cliver
cette liaison
peptidique

Liaison a cliver

Poche formant des

interactions avec
les chaines latérales
hydrophobes



Spécificités de la sérine protéase 'trypsine’

Structures de la trypsine
et de la chymotrypsin

Specificites: e Chymotrypsin: Tyr, Phe, Met, Trp, Leu

e Trypsin: Lys, Arg



Spécificités de la sérine protéase 'trypsine’

Structures de la trypsine
et de la chymotrypsin

Specificités: e Chymotrypsin: Tyr, Phe, Met, Trp, Leu
e Trypsin: Lys, Arg
Pourquoi les spécificités de la trypsine et de la

chymotrypsine sont-elles différentes?



Spécificités des sérine protéases

lysine

H
NYNH
NH
(M oH
— CHH
J leucine arginine

+ il MH,
H

tryptophane

phenylalanine

Chymotrypsin



Spécificités des sérine protéases

H,. OH

H
H y W i J\KO Hzm/\go

alanine glycine

HO
H
H 0 A__OH
NYNH HoN HzN
g OH o
NH;
HoN ) .
serine valine

phenylalanine

a8 i OH
Y™ oM o
WL V) leucine arginine
H
tryptophane

Val 216 Val 190

Asp 189 N
Chymotrypsin Trypsin Elastase



Résumé des mécanismes catalytiques

Activité:

Oxyanion hole

 Stabilisation de I’état de transition

* Catalyse covalente "
: . O—C//
(avec triade catalytique) / \R
Acyl-enzyme
Spécificité:

* Complémentarité \/ \%J me
Asp 189\ ¥



Triade catalytiques dans des autres protéases

Carboxypeptidase Il

His 397

Subtilisine

Oxyanion hole < .

Asn 155



Triade catalytiques dans des autres protéases

Carboxypeptidase Il

Tyr 147

His 397

Subtilisine

Oxyanion hole

Asn 155

L'évolution divergente?



Carboxypeptidase Il et subtilisine

Chymotrypsine




Carboxypeptidase Il et subtilisine

= |2 triade catalytique s'est Carboxypeptidase Il
développée indépendamment

trois fois dans I’évolution!

== Evolution convergente

His 397

Subtilisine

Oxyanion hole

Asn 155



Carboxypeptidase Il et subtilisine

= |2 triade catalytique s'est Carboxypeptidase Il
développée indépendamment

trois fois dans I’évolution!

== Evolution convergente

His 397

Y a-t-il d'autres exemples Subtilisine

d’évolution convergente?

Oxyanion hole

Asn 155



Evolution convergente

une chauve-souris un oiseau

Bat Mouze  Bird iZrocodile

Les pattes de Quelques especes

devant se sont ont développe

. : des qualités
transformées en ailes.

Four limb=z evalved (p.ex. )
indépendantes



Autres stratégies catalytique pour

I'hydrolyse de peptides

H2N—E—&—OH
Asp 102 His 57 Ser 195 H
Glyine (Gly, G)
(o)
A0 H< /\ ----- H” \/
/\C N N
=
0 = %
C-OH

HN

Proline (Pro, P)

1

H
H,N-C-C-OH

D'autres acides aminés

Serine (Ser, S)

peuvent-ils catalyser I'hydrolyse

HQ
H,N-C-C-OH
CHy
CHe
c=0
OH

de peptides?

Acide glutamique

(Glu, E)

Lysine (Lys, K)

o} o}
H H 1 H 1 H 1
HZN—(;—C—OH H2N—(|3—C—OH HZN—Q—C—OH H2N—(|:—C—OH
CHj3 H(|3—CH3 (,:Hz H(IZ—CHs
) CH, HC-CHj3 CH,
Alanine (Ala, A) ] ]
Valine (Val, V) CH, CHs
Leucine (Leu, L) Isoleucine (lle, 1)
H 9 H 9 H " H "
HszQ—C-OH HzN—(IZ—C—OH H2N—(I:—C—OH HZN—(ID-C—OH
CH, CH, CH, CIZHZ
z ok
HN $
CH,
OH Phenylalanine Methioni
Tryptoph ethionine (Met, M)
r}grc:)pvs)ne Tyrosine (Phe, F)
' (Tyr, Y)

H 9 H |o| H 0 H 9
HoN-C-C-OH H;_N—(IE—C—OH HZN—(I)—C—OH HZN—Q—C—OH
HC|:—OH Cl:Hz QHZ C.:HZ
CHj; SH (I::O (I;H2
Threonine Cysteine NHZ =0
(Thr, T) (Cys, C) Asparagine (Asn, N) NH,

Glutamine (Glu, Q)
H i H 1 H H 1
HZN—(;vC*OH HZN—Q—C—OH HZN—(I:—C—OH HZNAC‘:—C-OH
CH, CH, CH, CH;
¢=0 N CH, CHa
on LNH GHe ¢H,
Acide aspartique o ) CH, NH
(Asp, D) Histidine (His, H) I’ile C:Z:NH
NH,

Arginine (Arg, R)



Autres classes de protéases

ASPARTYL PROTEASES ASPARTYL PROTEASES
H,0 R\

H =2
O%g \/0—// -
X
H
Asp
aspa rtate




Autres classes de protéases

ASPARTYL PROTEASES ASPARTYL PROTEASES
H,0 R\

H_ C‘—oc‘
- g 0 /
/ / x
H

o -/

Asp Asp
aspartate

METALLOPROTEASES

METALLOPROTEASES

Thermolysin



Autres classes de protéases

CYSTEINE PROTEASES

CYSTEINE PROTEASES
O
X—C//)

h|st|d|ne

cysteine

‘diade’
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Exemple Il: Anhydrase carbonique

Le dioxyde de carbone réagit avec une molécule d'eau

0
|

C
I ka  HOZ OH

Carbonic¢
acid



Exemple Il: Anhydrase carbonique

Le dioxyde de carbone réagit avec une molécule d'eau

(0 (0
|(|: + H,O0 _‘k1 ”
2 C
g 4 HOZ OH
Carbonic
acid

Pourquoi cette réaction est-elle importante

dans 'humain?



Exemple Il: Anhydrase carbonique

Transport du dioxyde de carbone des tissues aux poumons

acide carbonique

\ - 7\ 7

Bodyv tissue Blood c;pillary




Réaction non-catalysée

k,=0.15 s
0
Lo ]
+ A3 C
(Il) 4 HOZ OH

k,=50 s Carhonic
acid



Réaction catalysée par I'anhydrase carbonique

k.=1000’000 st

cat

ﬁ Une enzyme

(l: + H,0 & C d’anhydrase

I ki no” NoH carbonique peut

0 Carbonic catalyser un
acid million de

réactions par
seconde!



Réaction catalysée par I'anhydrase carbonique

k.=1000’000 st

cat

ﬁ Une enzyme

(l: + H,0 i C d’anhydrase

I ki no” NoH carbonique peut

0 Carbonic catalyser un
acid million de

reactions par
seconde!

Quel est le mécanisme catalytique?



Mécanisme réactionel (non-catalysé)




Mécanisme réactionel (non-catalysé)

+
H

\<”> 0
.~ C —
O | HO

O—



Mécanisme réactionel catalysé

+

H
N ]
H
\N._—C — C
0 y) HO/ N

Quel est le mécanisme catalytique?



Un ion de zinc est nécessaire pour la catalyse!

O
=
N
c
Q




L’anhydrase carbonique contient un ion de zinc lié

Le zinc est fixé
par trois chaines
latérales d'histidine




L’anhydrase carbonique contient un ion de zinc lié

Le zinc est fixé
par trois chaines
latérales d'histidine

Comment le zinc
peut-il faciliter
I'hydratation du
CO,?




Le zinc fixe une molécule d’eau

Le zinc fixe
une molécule =~

d'eau

Quel est l'effet du
zinc sur la molécule

d’eau?




Le zinc change le pK, de la molécule d’eau

N
=
~N
S+
N
=
~N
T+
-+
4
X
>



Le zinc change le pK, de la molécule d’eau

N
=
~N
S+
N
o)
~N
T+
-+
4
X
>

Quel est le pK, de I'eau normalement?



Le zinc change le pK, de la molécule d’eau

H\O/H H\O_
Zr‘lz,ft ,,,,,, ” —_— zlz,:,“ ,,,,,, . * pKy
HIS/ IS His/ \ . s
His His

Quel est le pK, de I'eau normalement?

, "B y Q pK, = 15.7

Hydronium Hydroxide
ion (H;0%) ion (OH")




L’anhydrase carbonique contient un ion zinc lié

Comment le groupe
hydroxyle peut-il réagir

avec le CO,?

O=—N=0
+
-
N
o



Mécanisme réactionel catalysé




Mécanisme réactionel catalysé

H. _H Hen-
~0 - o)
/anf,...., Hi —‘é /Z“Z'Q.. His
g “His : “Hi
His™ N (@ His His
®\Vcoz
(0
|
HwA- ﬁ
s
Zn?,.
HIS/ \ ‘His



Mécanisme réactionel catalysé

_H
H\o - H\o—
/anf,...., His —‘é /Z“Z:u... His
. i g i
His \His (@ His \His
0
P |
H- /c// H-o- ﬁ
N T )
ZI2+——"° Q‘ Zn2 0
His T AT s
HIS/ \ . His \ ;



Mécanisme réactionel catalysé

H
H\O/ . H\o—
H
/an;'l.h... H.S _‘é /an;rQ H S
" “Hi . Hi
His \His () His His
HC03—jl@ ®1VC02
H,O
0O
P |
T __,}o- ® T 0)
an;,",,,“__H. ZnZZ, ...... :
HIS/ \ . IS HIS/ \ I-hs



La catalyse dépend du pH

1,000,000
800,000
600,000
400,000

Kcat (s™)

200,000
0




La catalyse dépend du pH

1,000,000
800,000
600,000
400,000

Kcat (s™)

200,000
0

Pourquoi?



La catalyse dépend du pH

H\T/H H\T_
Zn3: —_ Zn3t . + HY pKy = 7
HIS/ “His His/ \..‘Hls
His His

1 234567 89 1011 12 13 14

H H H
H\O,H H\O,H H\O,H ~o- ~o0- ~o-

2+
........

Zn"’fﬁ.,,__H. Zn3} i 2“2':7---..,“- ann+ . ann+ . Zn%.,. .
His” NS pie” NHIS e NS 7 NCHis 7 NHEs 7 N\ His
His His His His His His



Vérification du mécanisme catalytique

0 (0]
|(|: H,O _‘k1 ”
+ M C
g ki HO” OH



Vérification du mécanisme catalytique

e pK,=8.7
o Vitesse de réaction: 100-fois

augmentée

e || est trés probable que l’ion

de zinc dans I’anhydrase

carbonique catalyse la

catalyseur synthétique:

réaction



Vérification du mécanisme catalytique

e pK,=8.7
o Vitesse de réaction: 100-fois

augmentée

e || est trés probable que l’ion

de zinc dans I’anhydrase

carbonique catalyse la

catalyseur synthétique:

réaction

Pourquoi I'anhydrase carbonique peut-elle augmenter la
vitesse de réaction de 1°000°000 fois?



Vérification du mécanisme catalytique

« Un résidu histidine de
'enzyme peut extraire un ion
hydrogene

 Stabilisation de I'état de transition



Résumé des mécanismes catalytiques

e Stabilisation de I’'état de transition

e Fixation de H,O et changement

du pK,

e Déprotonation de H,O par une
histidine H. -



Evolution des anhydrases carboniques

L’anhydrase carbonique s'est développée au minimum trois fois

e Anhydrase a-carbonique (animaux)
e Anhydrase B-carbonique (plantes et bactéries)

e Anhydrase y-carbonique (arachaea)

b

A\ O 3 :;:,;:Q\

x%ls B122 7 4
%% o PHisanz J

8 Y
&% \an"'“ »
S (}% X3 e

His B81 p\%
&}
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Exemple lll: Enzymes de restriction

Recognition site

5'1—1T—T1TGCG=A-A-T-T-C 3
: ' | | | ! | '
| | | | |
| | | | | |
3L LC-T-T-A-A=G ——L5
' ]
Treatment with EcoRlI
I | ;
171G A-A-T-T-C T 3
3Ll | cor-T-A-A G ——L 5

« Coupent les deux brins
« Reéaction d'hydrolyse



Clivage du DNA a l’intérieur de la séquence (Type Il)

5'Y-GTGACCGAATTCAAAGGTGCCTTTTATCATCACTTTAAAAATAAAAAACAATTACTCAGTGCCTGTTATA
3'Y-CACTGGCTTAAGTTTCCACGGAAAATAGTAGTGAAATTTTTATTTTTTGTTAATGAGTCACGGACAATAT

GCAATTAATTAGAATTCTGATTGATGCCTACATCACAACAAAAACTGATTTAACAAATGGTTGGTCTGCCTTA
CGTTAATTAATCTTAAGACTAACTACGGATGTAGTGTTGTTTTTGACTAAATTGTTTACCAACCAGACGGAAT

AAACCTTATCCCTATCCAAGAAGTGATG-3"
TTTGGAATAGGGATAGGTTCTTCACTAC-5"

EcoRI

5'-GTGACCG-3"
3'-CACTGGCTTAA-5"

Recognition site
5 +——TT1G=A-A-T-T-C —1— 3’

| I | | I
| 1 | | I |
| | | | | |

3L Llc-T-T-A-A=-G 1L 5°
|
'

ith E RIphosphodiester
ﬁeaUnen;wu R Leos Broken
| ‘ ,
Y P A-A-T-T-C = 3
geall Ll Cc-T-T-A-A c11-Ls

5Y-AATTCAAAGGTGCCTTTTATCATCACTTTAAAAATAAAAAACAATTACTCAGTGCCTGTTATAAGCAGCAATTAATTAG-31
3Y-GTTTCCACGGAAAATAGTAGTGAAATTTTTATTTTTTGTTAATGAGTCACGGACAATATTCGTCGTTAATTAATCTTAA-S

5°-
3°-

AATTCTGATTGATGCCTACATCACAACAAAAACTGATTTAACAAATGGTTGGTCTATATTTGAACATTATCTTGATTATATTA-3 1Y
GACTAACTACGGATGTAGTGTTGTTTTTGACTAAATTGTTTACCAACCAGATATAAACTTGTAATAGAACTAATATAAT -5



Plus de 1000 enzymes de restriction ont été
isolées des bactéries

\
5 GGATCC3
3 CCTAGG 5’
T
\
5 GAATTC 3’
9 EcoRl
3 CTTAAG 5’
) P\
v de Escherichia Coli
5 GGCC 3’
0 Haelll
3 CCGG 5
)
l
5 GCGC 3
¢ Hhal
3 CGCG 5’
)
\
5 CTCGAG 3 . .
v oadcrcs  Xhol de Haemophilius aegyptius

T



Mécanisme de protection contre les virus

Infection d’'une cellule de bactérie

phosphodiester
bonds broken

Treatment with EcoRI

'

A-A-T-T-C 1T %
-T-T-A-A cL1Ls



Mécanisme de protection contre les virus

Protein

Cell wall

. 2 Y
Infection d’'une cellule de bactérie ' 3 i ,
Treatment with EcoRlI z:g:zhgggzzzer
}
Pourquoi le DNA des bactéries n'est-il s+ axrrcrrs
grel L L c.1-T-A-A o I

pas clivée? |



Methylation du DNA des bactéries

Les bactéries ont des enzyme qui s’appellent ‘methylases’
- Le DNA genomique des bacteries est methylé

Added methyl
éz_ group
L N
N
! ! ! * ! N/ N
5" s GATATCrwwwn 3" 5 st GATATC i 37y _ | é>__H
3’ »www CTATAGWWW 5/ 3' »ww» CTATAG W 5/ \
H N |\

deoxyribose




Methylation du DNA des bactéries

Les bactéries ont des enzyme qui s’appellent ‘methylases’
- Le DNA genomique des bacteries est methylé

- Le DNA ne peut pas étre clivé (p.ex. par EcCoRV)

Added methyl
f_ y

x group
% H\N/c'-|3

= N
* N
3’ v CTATAG»www 5/ 3’ »ww» CTATA G v 5’ J\
H N N\

clivé non-clivé deoxyribose




Mécanisme réactionel (non-catalysé)

base

Q

CD-—ﬂu

reactif

base

Qe

produits

base
Hz O—"""
>
OH
base
H, _
5. o
+ HO\P/
‘ '_o
(0) 3()M“~



Mécanisme réactionel (non-catalysé)

base

2 o—

Quel est le mécanisme de la reaction?

base

CD-—ﬂu

reactif

base
Hz o—""'
T
OH
base
H, _
5. o
+ HO\P’/
‘ '_o
(0) 3(3~%~
produits




Mécanisme réactionel (non-catalysé)

base
H gE
5'0/C2 P
‘f! o)
/
+ / () e Pla,,..‘
H / | -
(o)
H/d

base
base H, o—
S'O/C
0\ J’rr""
OH
3!
O.... H
O/C
+ Ho_ /
‘ _'.o
(o)

base




o O |_|+ Q‘ _/0
P —— ROH + P

Mécanisme de la réaction catalysée

Deux possibilites:

1. Hydrolyse directe




Mécanisme de la réaction catalysée

Deux possibilites:

2. Intermédiaire covalent

T 0-0
o-o _H 4
P + enzyme——NuH —— enzyme——Nu OR, + Ri0OH
7N
R,0 OR;



Mécanisme de la réaction catalysée

Deux possibilites:

2. Intermédiaire covalent

+ 0-0
0-0 H
/P\ + enzyme——NuH —— enzyme——Nu OR, + Ri0OH
R,0 OR;
0O~0
"'s,/ O~ 0
P — a/
enzyme——Nu OR, + H,0 —— enzyme—NuH + / \
-0

H



Catalyse covalente d’une sérine protéase

polypeptide S

N=0

f H " H
N)\/Y\)\l/y\)\/ym

o=

R
(o) (0 (0
\ // Acylation // Deacylation 74
OH +HN —C\ — O—C\ — > OH + HO —C\

Enzyme Acyl-enzyme Enzyme



Mécanisme de la réaction catalysée

Q _/o o._/o
1. Hydrolyse directe /"'»,,\ + H,0 RIOH + P _
R,0 OR, HO OR:
o - /0
2. Intermédiaire °. 7 P
/'P\ + enzyme——NuH —— enzyme——Nu OR, + ROH
covalent R,0 OR,
0-0
4 0-0
N/P\OR + H,0 — NuH + ""‘p/
enzyme— u «~ enzyme— u
2 : RZO/ “SoH

Quel est le mécanisme de la réaction catalysée par 'enzyme
de restriction?




Inversion de la configuration stéréochimique

R,0 OR1 OR,
\ | /
Nu + P—@:‘ Nu------ P ------ L :‘@—E\
o’ i / % T e
R,0 2 OR;
R3O0 | R, O OR3 | OR,



Mécanisme de la réaction catalysée

1. Hydrolyse directe

0-0
2. Intermédiaire ,9 "'p/\
P + enzyme——NuH ——— enzyme——Nu OR, + R,OH
-
covalent R,0"
0-0
4 (o]
R 4
7

enzyme——Nu OR, + H,0 —— enzyme—NuH + P




Mécanisme de la réaction catalysée

Cleavage site

ypppooooemmm}
A s O . T
¢ T 66 |€C T A T A G| € A @
3 ooooooee
0
.~0-
O\P,\“‘"‘“
o, \
1. Fe)
— HZO
T A

thymine adenine




Mécanisme de la réaction catalysée

Cleavage site

ypppooooemmm}
SR EE BB ERE
¢ T 66 |€C T A T A G| € A @
3 ooooooee
L
o]
o, \
T A

thymine adenine




Mécanisme de la réaction catalysée

S 2-
,___‘-: 180
Oc O_
H o C
H, o
thymine adenine adenine adenine
configuration configuration
stéréochimique stéréochimique

inversée non-inverseée



Mécanisme de la réaction catalysée

1. Hydrolyse directe

0-0
2. Intermédiaire ,9 "'p/\
P + enzyme——NuH ——— enzyme——Nu OR, + R,OH
-
covalent R,0"
0-0
4 (o]
R 4
7

enzyme——Nu OR, + H,0 —— enzyme—NuH + P




Hydrolyse directe

—— ROH +



Un ion de magnésium est nécessaire

pour la catalyse

aspartates de I'enzyme
de restriction

lon de magnésium

molécules d’eau




Un ion de magnésium est nécessaire

pour la catalyse

aspartates de I'enzyme

e -
5' q de restriction
. I —- Scissile bond
.\ 2 ® =80 Asp 90 /
Thymine I\ '’ /‘~ Se’ 2
o TERY P
o p—@ ;\. —@ "\.‘,
G » . / ._. 4 \. /.\
® @ ; e ~ \ M92+ \: D
4 / <& \._. O] Asp 74
TN\ g \ Q@ =0
‘—— \ - ) ./
/ " S i
. / S
\ —-'. ‘ @ 3I



Les enzymes de restriction coupent toujours

des séquences palindromiques

(A)

—

5' WWVGATATC'WW\'3

3 MWCTATAG«WW)

Axe de symétrie

Unités répétées et inversées



Deux sous-unités sont nécessaires pour cliver le DNA

Cleavage site

v
5 C—C—G—C—G—G 3
R I T N T

3 G—G—CAG—C—C 5’
T\

Cleavage site Symmetry axis




Les enzymes de restriction sont tres spécifiques

5'-GTGACCGAATTCAAAGGTGCCTTTTATCATCACTTTAAAAATAAAAAACAATTACTCAGTGCCTGTTATA
3'Y-CACTGGCTTAAGTTTCCACGGAAAATAGTAGTGAAATTTTTATTTTTTGTTAATGAGTCACGGACAATAT

GCAATTAATTYAGATATCYGATTGATGCCTACATCACAACAAAAACTGATTTAACAAATGGTTGGTCTGCCTTA
CGTTAATTANICTATAGRCTAACTACGGATGTAGTGTTGTTTTTGACTAAATTGTTTACCAACCAGACGGAAT

AAACCTTATCCCTATCCARGAAGTGATG-3"

TTTGGAATAGGGATAGGT GGGGGG

CCCCCC

AGGGGT
TCCCCA
TGGGGA
ACCCCT

CGGGGC
GCCCCG

GAGGGG
4096 CCCCTC

séguences  ......

5w GATATC wwn 3
3'awvwv CTATA G ~v 5!




Les enzymes de restriction sont tres spécifiques

5'-GTGACCGAATTCAAAGGTGCCTTTTATCATCACTTTAAAAATAAAAAACAATTACTCAGTGCCTGTTATA
3'Y-CACTGGCTTAAGTTTCCACGGAAAATAGTAGTGAAATTTTTATTTTTTGTTAATGAGTCACGGACAATAT

GCAATTAATTYAGATATCYGATTGATGCCTACATCACAACAAAAACTGATTTAACAAATGGTTGGTCTGCCTTA
CGTTAATTANICTATAGRCTAACTACGGATGTAGTGTTGTTTTTGACTAAATTGTTTACCAACCAGACGGAAT

AAACCTTATCCCTATCCARGAAGTGATG-3"
GGGGGG

TTTGGAATAGGGATAGGT

CCCCCC
AGGGGT
TCCCCA
5'vww GATATC v 3! TGGGGA
3'mvw CTATAG v 5! ACCCCT
CGGGGC
: GCCCCG

Pourquol les
o GAGGGG
enzymes de restriction 4096 CCCCTC

sont-elles si specifiques? séguences



Spécificité des enzymes de restriction

Hypothese: L'affinité pour un substrat spécifique est beaucoup
plus forte que pour toutes les autres séquences

- Les enzymes de restriction se
fixent seulement aux
séquences desirées

Kink




Spécificité des enzymes de restriction

Hypothese: L'affinité pourun substrat spécifique est beaucoup

plus forte que potix toutes les autres séquences

irees
Kink

L'affinité pour des séquences
différentes est similaire




Spécificité des enzymes de restriction

L'appareil catalytique
de I'enzyme de
restriction est
assemblé uniqguement
avec une sequence
spécifique!

DNA spécifique

DNA non-spécifique




Evolution divergente

Les enzymes de restriction de type Il se sont developpées par

évolution divergente (elles ont un ancétre commun)




Lecon 10

Asp 102 His 57 Ser 195

Stratégies catalytiques

s I :
- Protéases 0 24

- Anhydrase carbonique

- Enzyme de restriction
®» Inhibition enzymatique Substrate\ [ e
.

s



Inhibition enzymatique

substrat ‘

s \/ ‘ substrat
inhibitor

Un inhibiteur est une substance qui diminue la vitesse
d'une réaction catalysée par une enzyme



Inhibition enzymatique

substrat ‘

s \/ ‘ substrat
inhibitor

Inhibiteur:
* petite molécule
* peptide
* protéine



Réaction enzymatique (non-inhibée)

A [produit]

Vitesse =
A [temps]

Product —

Time —



Réaction enzymatique (non-inhibée)

Vo = Vitesse initiale
A [produit] 0

A [temps] Vo

Vitesse =

Product —

Time —



Réaction enzymatique (non-inhibée)

Vo = Vitesse initiale
A [produit] 0

A [temps] Vo

Vitesse =

Product —

Time —

Quelle vitesse v, attend-on pour une reaction inhibée?



Réaction enzymatique en présence d’un inhibiteur

Vitesse =

A [produit]

A [temps]

Product —

V, = vitesse initiale
pas
V, d'inhibiteur (1)
[I]=1mM
[]] = 10 mM
— [1] = 100 mM




Réaction enzymatique en présence d’un inhibiteur

pas
d'inhibiteur (1)

[1]=1mM

Product —

[1] =10 mM ‘

[1] = 100 mM

vitesse de
réaction v,

I I I I I I I
0O 001 01 1 10 1001000
concentration inhibiteur (mM)



Réaction enzymatique en présence d’un inhibiteur

100% de la vitesse

pas
d'inhibiteur (1)

[I] =1mM
[1] =10 mM 100% de la vitesse
[I] = 100 mM

Product —

vitesse de
réaction v,

I I I I I I
0O 001 01 1 10 1001000
concentration inhibiteur (mM)



Réaction enzymatique en présence d’un inhibiteur

100% de la vitesse

pas
d'inhibiteur (1)

[I] =1mM
[1] =10 mM 100% de la vitesse

Product —

[1] = 100 mM

vitesse de
réaction v,

Comment pourrait-on

guantifier

la force d'un inhibiteur? 0 00101 1 10 1001000
concentration inhibiteur (mM)



Concentration inhibitrice a 50% (IC;,)

100% de la vitesse

pas

[1]=1mM
[1] =10 mM

Product —

[1] = 100 mM

vitesse de
réaction v,

d'inhibiteur (1)

100% de la vitesse

de la vitesse

I I I I I I
0O 001 01 1 10 1001000
concentration inhibiteur (mM)



Product —

Concentration inhibitrice a 50% (IC;,)

100% de la vitesse

pas
d'inhibiteur (1)

[1]=1mM
[1] =10 mM

[1] = 100 mM

vitesse de
réaction v,

100% de la vitesse

IC;p =8 MM

de la vitesse

I I I I I I
0O 001 01 1 10 1001000
concentration inhibiteur (mM)



Mécanismes d’inhibition

Competitive

inhibitor \
A

Substrate
Noncompetitive \

inhibitor ‘
p b

Substrate




Mécanismes d’inhibition

Competitive L sy
mh'h'mf\ Inhibiteur compétitif
46 L'inhibiteur empéche la fixation
du substrat
Substrate

Noncompetitive

inhibitor \

S

Substrate
o

$



Mécanismes d’inhibition

Competitive

inhibitor \

"C_

Inhibiteur compeétitif

L'inhibiteur empéche la fixation
du substrat

Substrate

\

Noncompetitive

inhibitor \

Inhibiteur non compétitif

L'inhibiteur déforme I'enzyme et la
rend inactive

Substrate
o

$




Mécanismes d’inhibition

Competitive

mhibimf\ Inhibiteur compétitif

L'inhibiteur empéche la fixation
du substrat

Substrate

\

Inhibiteur non compétitif

Noncompetitive

inhibitor \

L'inhibiteur déforme I'enzyme et la
rend inactive

S“b-"“a‘e\ , Inhibiteur incompétitif

L'inhibiteur déforme I'enzyme une fois
gue le substrat est lié et la rend inactive




Mécanismes d’inhibition

Competitive

mhibimf\ Inhibiteur compétitif

L'inhibiteur empéche la fixation
du substrat

Substrate

\

Inhibiteur non compétitif

Noncompetitive

inhibitor \

L'inhibiteur déforme I'enzyme et la
rend inactive

S“b-"“a‘e\ , Inhibiteur incompétitif

L'inhibiteur déforme I'enzyme une fois
gue le substrat est lié et la rend inactive




Cinétique d’un inhibiteur compétitif
&
@ /
@ @
I

a




Cinétique d’un inhibiteur compétitif

Competitive

inbibitor \

S
E;—>ES—>E+P
.

|

K
El




Reaction velocity (V) —

5‘<

o
>

Vm ax

~N
N

Cinétique d’un inhibiteur compétitif

Un inhibiteur compétitif va-t-
Il changer le V., ou le K;,?

A
Substrate concentration [S] — @
S
T (O
1 mM



Relative rate

100

80

60

40

20

Cinétique d’un inhibiteur compétitif

"pas d’inhibiteur

mM)

[1] = haut (p.ex. 10 mM)

[1]= moyen (p.ex. 1 mM)

[Substrate] —



Relative rate

100

80

60

40

20

Cinétique d’un inhibiteur compétitif

La vitesse

1] = haut .

L= hau maximale (V,..,)
[1]= moyen reste-t-elle la

méme avec un

Inhibiteur

[Substrate] — compeétitif?



Relative rate

100

80

60

40

20

Cinétique d’un inhibiteur compétitif

Competitive
mhlhltnr

[1]1 = haut & ‘
[1]= moyen
®o o ¢

substrat  ~,

@ @

[Substrate] —




Relative rate

100

80

60

40

20

Cinétique d’un inhibiteur compétitif

[I] = haut

[1]= moyen
V

avec un inhibiteur compétitif

ne change pas

max

[Substrate] —



Cinétique d’un inhibiteur compétitif

100 = Jas dinhibiteur

80

60

40

Relative rate
[
=
Q
+

20

[Substrate] —

Le K,, change avec un inhibiteur competitif



Mécanismes d’inhibition

Competitive Vmax constant

inhibitor\ Inhibiteur compétitif K. varie
M

L'inhibiteur empéche la fixation
du substrat

Substrate

\

Inhibiteur non compétitif

Noncompetitive

inhibitor \

L'inhibiteur déforme I'enzyme et la

rend inactive

S“b-"“a‘e\ , Inhibiteur incompétitif

L'inhibiteur déforme I'enzyme une fois
gue le substrat est lié et la rend inactive




Mécanismes d’inhibition

Competitive

inhibitor \

V ax CONstant

Inhibiteur compeétitif .
Ky varie

L'inhibiteur empéche la fixation
du substrat

Substrate

\

Noncompetitive

inhibitor \

Inhibiteur non compétitif

L'inhibiteur déforme I'enzyme et la
rend inactive

Substrate \

Inhibiteur incompétitif

L'inhibiteur déforme I'enzyme une fois
gue le substrat est lié et la rend inactive




Cinétique d’un inhibiteur non compétitif

Substrate
Noncom petitive \

inhibitor \1

L'inhibiteur se fixe a 'enzyme ou

au complexe enzyme-substrat



Cinétique d’un inhibiteur non compétitif

Substrate
Noncom petitive \

inhibitor \1

S
E+I;—>ES—>E+P

Is

K
El — > ES| —¢>

L'inhibiteur se fixe a 'enzyme ou

au complexe enzyme-substrat



Reaction velocity (V) —

3<

<

o
>

max

™
N

Cinétique d’un inhibiteur non compétitif

/ Vmax

I/KM

Substrate concentration [S] —

S
E+I$—>ES—>E+P

s ]

El — > ES| —¢>

Un inhibiteur non compeétitif
va-t-il changer le V., ou
le Ky,?



Cinétique d’un inhibiteur non compétitif

100 —

80

60

40

20

[Substrate] —

Le V
un inhibiteur non compétitif

change avec

max



100

80

60

40

20

Cinétique d’un inhibiteur non compétitif

No inhibitor

[1] =bas La constante K,, varie-t-elle

avec un inhibiteur non

[1]= hautx\ [1] = moyen competitif?

[Substrate] — /
Ky




Cinétique d’un inhibiteur non compétitif

100 — BT TG
No inhibitor

Le K, reste le méme avec
un inhibiteur non compétitif

[I1] =bas

* [Substrate] —



Mécanismes d’inhibition

Competitive o L. Vmax constant
“‘“"’“‘"\ Inhibiteur compétitif .
Ky varie
" L’inhibiteur empéche la fixation
du substrat
Substrate V varie

Noncompetitive

inhibitor \

\

max

Inhibiteur non compétitif
Ky constant

L'inhibiteur déforme I'enzyme et la
rend inactive

Substrate \

Inhibiteur incompétitif

L'inhibiteur déforme I'enzyme une fois
gue le substrat est lié et la rend inactive




Mécanismes d’inhibition

Competitive o L. Vmax constant
“‘“"’“‘"\ Inhibiteur compétitif .
Ky varie
L'inhibiteur empéche la fixation
du substrat
Substrate Vmax varie

Inhibiteur non compétitif

Noncompetitive

inhibitor \

Ky constant

L'inhibiteur déforme I'enzyme et la

\

rend inactive

S“b-"“a‘e\ , Inhibiteur incompétitif

L'inhibiteur déforme I'enzyme une fois
gue le substrat est lié et la rend inactive




Cinétique d’un inhibiteur incompétitif

Uncompetitive
Substrate \v f inhibitor
.

$

L'inhibiteur se fixe uniqguement

au complexe enzyme-substrat



Cinétique d’un inhibiteur incompétitif

Substrat Uncompetitive S
uos ae\ f inhibitor E+l——>ES+|—>E+P
.

K.

3 !

L'inhibiteur se fixe uniqguement

au complexe enzyme-substrat



Lecon 10

Asp 102 His 57 Ser 195

Stratégies catalytiques

s I :
- Protéases 0 24

- Anhydrase carbonique

- Enzyme de restriction
Inhibition enzymatique 5ubstrate\ fUnE:I:r;gﬁg:-ve
$

s



Série 9

Question 1

< . AN = L Ekala ASB

3t h \o AG =7

AG = A6 +/‘f7:: W K V\ [—@3 o lo"“

Akt =400k > 3'52*3/‘51 3'};L.K238k [A) e_?'\o.‘*

AG = AG® + RTInK = -6.6 kJ/mol
Direction de la réaction: A = B.
A l'équilibre: [A] =0.29 mM, [B] =0.014 mM

Vitesse de cette réaction: On peut rien dire de la vitesse.



Série 9
Question 2

/ Equilibrium

[Sla

[Sl;

[S];

Product —

Reaction velocity| (V) —

Pénicilline (uM) Quantité hydrolysée (nanomoles)
1 0.22
3 0.5
5 0.68
10 0.9
30 1.16
50 1.22

Substrate concentration [S] —



Reaction velocity (V) —

max

max

/2

Série 9

Question 2
/'Vmax
1 A
\"
_ »”

| // '\ Km

| il » Vv

| - max

| Km % )

|

: K \\ //“:\ :

:/ ,// V max ) 1

Substrate concentration [S] — = 0 [S]



Série 9

Question 2

velocité initial = A nombre molécules substrat / A temps

-

Pénicilline (uUM)

Quantité hydrolysée (nanomoles)

1 0.22
3 0.5
5 0.68
10 0.9
30 1.16
50 1.22

e.g. nanomoles / minute

velocité initial = A concentration substrat / A temps e.g. UM / min



Série 9

Question 2

Pénicilline (uM) Quantité hydrolysée (nanomoles)
1 0.22
3 0.5
5 0.68
10 0.9
30 1.16
50 1.22
1 )
v 4
1 - = i =
Ki /“’4
= >

? 4 |
_4—- \‘o ( ¥a _
' 0, 0F3| \33F

6,33 |o,l1é o
el |o3 |3,33
0,033 |0, 38+ 758
9,02 —O—Figt"ijf'b"
™ fh/uai-l /
=
/ot

(a) La réaction catalysée par la pénicillinase obéit a la cinétique de Michaelis-Menten.

Km=5.2 uM



Série 9
Question 2

(b) Vimax = 0.45 uM/min

Ukﬁ-ﬂ‘:l_:_f ‘f-z-ut - EE:’J-& 2 9 lees n)} L:'_- \
?w*'d lb-ﬁ,j /EmLiu 11#71"'\

(c) Keat = 40178 min™



