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Enzymes

- Catalyse enzymatique

- Energie libre

- Etat de transition et complexe
enzyme-substrat

- Modeéele de Michaelis-Menten



Catalyse d’enzyme

cétone

alcool

(@)
~N I 5
HO\C/C \C/OPO3

H> H,

Dihydroxyacetone
phosphate
(DHAP)

alcool

, N
cetone OH

|
\ 0 /C OPO32_

H»

Enzyme

Glyceraldehyde
3-phosphate
(GAP)

(utilisé dans la glycolyse)

Exemple 1

Réaction:

Isomérisation du dihydroxyacétone
phosphate en glyceraldéhyde 3-
phosphate.

Enzyme:

Triose phosphate isomerase (TIM)



Catalyse d’enzyme

cetone

alcool

(@)
~N I 5
HO\C/C \C/OPO3

H> H,

Dihydroxyacetone
phosphate
(DHAP)

alcool

N
cetone OH

|

\ o) C OPO32_
%C// \C/

| H

H»

Enzyme

Glyceraldehyde
3-phosphate
(GAP)

(utilisé dans la glycolyse)

Exemple 1

Réaction:

Isomérisation du dihydroxyacétone
phosphate en glyceraldéhyde 3-
phosphate.

Enzyme:

Triose phosphate isomerase (TIM)

Pourquoi la catalyse des réactions
chimiques dans la biologie

est-elle si importante?



L'isomérisation du dihydroacétone phosphate

I
TABLE 8.1 Rate enhancement by selected enzymes

Réactions par seconde:

Uncatalyzed Catalyzed Rate
Nonenzymatic rate rate enhancement
Enzyme half-life (Esps™Y) (keat s~1) Boar/Ean)
OMP decarboxylase 78,000,000 years 2.8Xx 1016 39 1.4 X 1017
Staphylococcal nuclease 130,000  years 1.7 %1013 95 5.6 X 1014
AMP nucleosidase 69,000 years 1.0 x 1011 60 6.0 X 1012
Carboxypeptidase A 7.3 years 3.0 X109 578 1.9 x 1011
e - e e foromiaiaie e
‘ Triose phosphate isomerase |_1.9 daﬂ 4.3X1076 4,300 I 1.0 X 109 I |
\JilUIibIIldLC ITIULASE H il()u[b 4.0 /N 1Y > IV Lo 7N J.U,
Carbonic anhydrase 5 seconds 1.3x 101 1 X106 7.7 X 106

Abbreviations: OMP, orotidine monophosphate; AMP, adenosine monophosphate.

Source: After A. Radzicka and R. Wofenden. Science 267 (1995):90-93.

'isomérisation non-catalysée est simplement trop lente!




Exemple 2: Hydratation du CO,

Formation d'acide carbonique a partir de CO, et de H,0.

ﬁ annydrase ﬁ
C + H)O ~ > C
| HO/ \OH



Hydratation du CO, par 'anhydrase carbonique

I

TABLE 8.1 Rate enhancement by selected enzymes Réactions per seconde:
Uncatalyzed Catalyzed Rate
Nonenzymatic rate rate enhancement
Enzyme half-life (Esps™Y) (keat s~1) Boar/Ean)
OMP decarboxylase 78,000,000 years 2.8Xx 1016 39 1.4 X 1017
Staphylococcal nuclease 130,000  years 1.7 %1013 95 5.6 X 1014
AMP nucleosidase 69,000 years 1.0 x 1011 60 6.0 X 1012
Carboxypeptidase A 7.3 years 3.0 X109 578 1.9 x 1011
Ketosteroid i1somerase 7 weeks 1.7 X107 66,000 3.9 x 1011
Triose phosphate isomerase 1.9 days 4.3X1076 4,300 1.0 X 109
; — s 5 .

Carbonic anhydrase I 5 seconds I 1.3x 101

Abbreviations: OMP, orotidine monophosphate; AMP, adenosine monophosphate.
Source: After A. Radzicka and R. Wofenden. Science 267 (1995):90-93.

Chaque molécule d’enzyme peut hydrater 10® molécules de CO, par seconde!




Example 3: Activité protéolytique

R, 0 protéase Ri 1 0
\c N ﬂ + Hy0 0+ HN u
2 - g 3
b [T H i Y
R, (o) R2
Peptide Carboxyl Amino

component component



Example 3: Activité protéolytique

rotéase
R1\C;I H (ICT + H Op R1\Cs:l.I O + *HiN (li
2 — 2 3
e N Y Sy N Nt
b [T " . o'
R2 o) Rz

Peptide Carboxyl Amino

component component

Dans quelle direction est-ce que la réaction se passe?



Enzymes

- Catalyse enzymatique
» - Energie libre
- Etat de transition et complexe
enzyme-substrat

- Modele de Michaelis-Menten




Energie libre

Ry 0 Ri H 0
s . \C n ﬂ + 0 —/— ~ /\C 0 + *H3N |(!
Réaction: ““HH/ \ﬁ/ NG N \T;‘_ N
R, " 0 R, M
Peptide Carboxyl Amino
component component
A réactifs ou produits ?
énergie
(o)
libre ‘!_! " 1,9
@ R S+ O PRt R
1 \ O
H
? ?



énergie
libre

(G)

Différence d'énergie libre

(o)
(R
2
R1/ \'?'/ + H,0
H
- (0]
| V3
I R-.—C\‘&- + RZ_NH3+
différence | o
. : |
d'énergie ——

libre (AG)



énergie
libre

(G)

Différence d'énergie libre AG = négatif

S 0
| V3
I R-.—C\‘&- + Rz _NH3+
différence | o
1 4 : |
d'énergie ——
libre (AG)

réaction exergonique



énergie
libre

(G)

Différence d'énergie libre AG = positif

différence

d'énergie
libre (AG)

réaction endergonique



Vitesse d'une réaction

énergie
libre

(G)

Quelle réaction entre les deux est la plus rapide?



Vitesse d'une réaction

énergie
libre

(G)

— La vitesse d'une réaction ne dépend pas de la différence d'énergie libre



Energie libre des réactifs et des produits

A 0
C R
énergie R SN 2 + H,0
I [0
libre H / .
R1—C\‘\- + Rz_NHg
(G) o)
?
D

Ou peut-on trouver les valeurs de I'énergie libre des

réactifs et des produits?



énergie
libre
(G)

Energie libre (G)

- Il n'existe pas de valeurs générales pour I'énergie libre (G)

- Mais il y a des valeurs générales pour I'énergie libre standard (G°)



Energie libre standard (G°)

A 0
i R
énergie R SN 2 + H,0
I 0
libre H Vs
LM LM R—C, - + R,—NH;*
standard S o \b
GO ~ 1M 1M
AGC:
Energie libre standard G°: Si tous les réactifs et produits ont une

concentration de 1 molaire (1 M)



Energie libre standard (G°)

(o)
(R
énergie R SN 2 + H,0
I 0
libre H Vs
1 M 1 M R1—C‘ - + Rz_NH3+
standard N \b
GO ~ 1M 1M
AGC:
Energie libre standard G°: Si tous les réactifs et produits ont une
concentration de 1 molaire (1 M)
Energie libre standard G°': Concentration de 1 molaire (1 M);

(pour les réactions biochimiques) pH=7



Energie libre standard (G°)

4 (o)
(L _n
énergie R SN 2 + H,0
I 0
libre H Vs
1M 1M R1—C‘ - + Rz_NH3+
standard S o \b
~ 1M 1M
G® AG°: RN

Energie libre standard G°:

Energie libre standard G°':

(pour les réactions biochimiques)

Si tous les réactifs et produits ont une

concentration de 1 molaire (1 M)

Concentration de 1 molaire (1 M);
pH=7

Quelle est la difference entre AG et AG®°?



Changer les concentrations change I'énergie libre

réactifs
A (I:I’ produits
R /c“\N/Rz + H,0
1 | /p
im 1M R—C, - + R,—NH;*
énergie © AG=AG Y
libre VoSSt LM
\ N
(G) \
\ 0]
\ £
AG \ R1—C\\\- + Rz_NH3+
\ 0
\ 0.1 0.03 M

La différence d'énergie libre (AG) dépend des concentrations des

réactifs et des produits!



Changer les concentrations change I'énergie libre

énergie
libre

(G)

réactifs
(") produits
R /C\N/Rz + H,0
1 | /p
im A 1M R,—C - + R,—NH;*
w AG = AG° S
~
vS. 1M 1M
\ N
\
\ o
\ /
AG \ R1—C\\\\- + R2 _NH3+
\ 0
\ 0.1 0.03 M

La différence d'énergie libre (AG) dépend des concentrations des

réactifs et des produits! Comment peut-on calculer AG?



Changer les concentrations change I'énergie libre

o
|

(0
C R y:
R1/ \ln\l/ > + H,0 —— R1—C\- + R,——NH,*
H (o)
A B C D

T=298K [A]=[B]=[C]=[D]=1M => AG = AG®

[C] [D]
AG = AGY + RTIN mmmmeeee

T = température; R = constante des gaz



La difféerence d'énergie libre peut étre calculée si on
connait les concentrations des réactifs et des produits
ainsi que la différence d'énergie libre standard

réactifs
A (") produits
R /c\«N/R2 + H,0
1 | /p
im " 1M R—C. - + R,—NHs*
énergie 4G =AG° Y
libre VSS M LM
\ Na
(G) \
\ 0
\ /
AG N Ri—C = + Ry——NH;*
[C] [D] . b
\ 0.1 M 0.03 M

AG = AG® + RTIN -----mmm-




Calculer les concentrations de réactifs/produits en equilibre

énergie
libre

(G)

A 0
i R A
R1/ S * + H0 Ri—C, - + R;—NH;*
| AG=0 0
H
? M ? M ? M ? M

La différence d'énergie libre (AG)

a l'équilibre =0



La différence d'énergie libre (AG) a I'équilibre =0

[C] [D]
AG = AGY + RTIN mmmmeeee

A I'équilibre: AG=0

0= AG® + RTIn -=====mmmmmmmm-



La différence d'énergie libre (AG) a I'équilibre =0
[Ceql [Degl

[Aeql [Beg



La différence d'énergie libre (AG) a I'équilibre = 0

[Ceql [Degl

AG® = -RT In|----mmmmmmmmm-
[Aeq] [Beg]
Keq'
0
<|! R /p
R1/ \'n“/ > + H,0 —— R1—C§\- + R,—NH*
H o



La différence d'énergie libre (AG) a I'équilibre =0
[Ceql [Degl

[Aeql [Beg

N
v e

AG® = -RT In K’




Calculer les concentrations des réactifs et des produits

a I'équilibre

AG® = -RT In Kgq

v

AG°® =-2.303 RT log,, Keq‘

¢ T=298K, R=8.315 x 103 kimol*

AG® =-5.69 109,y K,

v

( — —AG°' [/ 5.69
Keq' =10



Exemple 1: calculer la constante d'équilibre

d'une réaction d’isomeérisation

7
2_
HQ\ /C\ /OPO3
C C
H> H,

Dihydroxyacetone
OH

phosphate
|

(DHAP)
C OP0O32"

O

c/H/ il
| H,
H

Glyceraldehyde
3-phosphate
(GAP)

Isomérisation du dihydroacetone
phosphate en glyceraldehyde
3-phosphate

AG° =1.8 kcal/mol

Quel est le rapport entre GAP et
DHAP dans cette réaction en

equilibre?



Exemple 1: calculer la constante d'équilibre

d'une réaction d’isomeérisation

0
I

HO C OPOz2~
\C/ \C/

H> H>
Dihydroxyacetone
phosphate
(DHAP)

Glyceraldehyde
3-phosphate
(GAP)

Isomérisation du dihydroacetone
phosphate en glyceraldehyde
3-phosphate

AG°' =1.8 kcal/mol

!

AG° = 1.8 kcal/mol = 7.53 kd/mol



Exemple 1: calculer la constante d'équilibre

d'une réaction d’isomeérisation

0
I

HO C OPOz2~
\C/ \C/

H> H>
Dihydroxyacetone
phosphate
(DHAP)

Glyceraldehyde
3-phosphate
(GAP)

Isomérisation du dihydroacetone
phosphate en glyceraldehyde
3-phosphate

AG°' =1.8 kcal/mol

!

AG° = 1.8 kcal/mol = 7.53 kd/mol

!

(= —AG-' [ 5.69
Keq' =10



Exemple 1: calculer la constante d'équilibre

d'une réaction d’isomeérisation

0O
| > Isomérisation du dihydroacetone
C OPOz“~
HO\C/ ~c” ’ phosphate en glyceraldehyde
H> H>
3-phosphate
20 Dihydroxyacetone PROSP
phosphate
(DHAP) ‘
Keg* = 0.0475
(|)H
2—
0. L~ _OPOs
i
1 H 2

Glyceraldehyde
3-phosphate
(GAP)



Exemple 2: Calculer I'énergie libre

Concentrations:

i
HO C OPO32-

\C/ \C/

0.0002 M D_H2 2 Est-ce que la réaction peut
ihydroxyacetone

hosph .
P DRAR) se produire aux

‘l, ? concentrations indiquées?

(|)H

O§ //C\ /OPO32‘
CH C

I H,

0.000003 M

Glyceraldehyde
3-phosphate

(GAP)



Exemple 2: Calculer I'énergie libre

Concentrations:

i
2—-
HO_ /C\ _OPOs3

¢ e [GAP]

H, H,

Dihydroxyacetone AG = AG® + 2.3 RT log ----------

h h
P DRAR) [DHAP]

0.0002 M

H
0.000003 M Glyceraldehyde

3-phosphate
(GAP)



Exemple 2: Calculer I'énergie libre

Concentrations: 0
|
Ho. _C OPO52"
S Pt
C C [GAP]

H> H-»
0.0002 M Dihydroxyacetone AG = AG® + 23 RT |09 """""

h h
P DRAR) [DHAP]
$ ?

OH 7.53 kd/mol

H 0.000003
0.000003 M Glyceraldehyde 8.315x 10°

3-phosphat
PGAp) 298 0.0002



Exemple 2: Calculer I'énergie libre

Concentrations:

i
p
HO_ /C\ _OPOs3

c” G [GAP]

H, H,

Dihydroxyacetone AG = AG° + 2.3 RT Iog ----------

h h
P DRAR) [DHAP]
$ ?

OH 7.53 kJ/mol

0.0002 M

H,
H 0.000003
0.000003 M Glyceraldehyde 8.315x 10°

3-ph hat
Plcap 298  0.0002

AG =7.53+2.3x8.315x102 x 298 log,, (0.000003/0.0002)



Exemple 2: Calculer I'énergie libre

Concentrations:

(@)
[ = _
o A__oros- AG = - 2.86 kJ/mol
H, H,
0.0002 M Dihydroxyacetone
phosphate
DHA ’ .
(DHAP) Est-ce que la réaction peut
V2 -
se produire aux
OH
| . . . y4
- concentrations indiquées?
O£ _0OPO3?
W
0.000003 M

Glyceraldehyde
3-phosphate
(GAP)



Exemple 3: Calculer I'énergie libre

Concentrations: 0
|

HO C
\C/ \C/

0.0002 M D_H2 2 Est-ce que la réaction peut
ihydroxyacetone

hosph .
P DRAR) se produire aux

OPO32_

‘l, ? concentrations indiquées?

(|)H

O //C\ _OPO3*"
¢y °¢C

I H,

0.5M

Glyceraldehyde
3-phosphate

(GAP)



Exemple 3: Calculer I'énergie libre

Concentrations:

i
p
HO_ /C\ _OPOs3

c” G [GAP]

H, H,

Dihydroxyacetone AG = AG° + 2.3RT Iog ----------

h h
P DRAR) [DHAP]
$ ?

OH 7.53 kJ/mol

0.0002 M

H
05 M Glyceraldehyde 8.315x 10° .

3-ph hat
Plcap 298  0.0002

AG =7.53+2.3x8.315x103 x 298 log,, (0.5/0.0002)



Exemple 3: Calculer I'énergie libre

Concentrations:

0)
[ = 26.9 kd/mol
o _L.__oros- AG =26.9 kJ/mo
H, H,
0.0002 M Dihydroxyacetone
phosphate
DHAP .
( ; Est-ce que la reaction pEUt
} 2 |
se produire aux
OH
| . o . 7 ?
O%C//C\C/OPO;_ concentrations lndlquees.
rH o H,
0.5 M

Glyceraldehyde
3-phosphate
(GAP)



énergie
libre

(G)

A

Une réaction peut se produire si

la différence d'énergie libre AG est négative

réactifs

R .
R SN 2 + H,0 produits

- (0]
| V3
I R1—C\‘&- + Rz _NH3+
différence | o
1 4 : |
d'énergie ——
libre (AG)

La différence d'énergie libre dépend des concentrations des

réactifs et des produits!



Enzymes

- Catalyse enzymatique
- Energie libre
» - Etat de transition et complexe
enzyme-substrat

- Modele de Michaelis-Menten




Etat de transition et complexe enzyme-substrat

L s

Substrate R
- —
Active
site
ES complex
Enzyme

En général, les enzymes ont un site actif

- ) Emil Fischer
gui peut lier le substrat et catalyser la Prix Nobel en 1902

réaction correspondante. Analogie « clef et serrure »



La structure d’une enzyme possede souvent
une certaine flexibilité:

adaptation induite (« induced fit »)

Substrate
ES complex

+ —

Enzyme



La structure d’une enzyme possede souvent
une certaine flexibilité:

adaptation induite (« induced fit »)

W

Substrate %
+ —
ES complex
Que fait I'enzyme avec le
Enzyme

reactif?



énergie d'activation

Stabilisation de I'état de transition

Transition state (%)

-
O
> $
> AG,_
]
7
() [ 1AGIO
g o
L |Ground P

state Ground

state

Reaction coordinate

Figure 6-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Exemple d'un état de transition

T
HO- -C---Br
H H




énergie d'activation

Stabilisation de I'état de transition

Transition state (¥)

Free energy, G

Reaction coordinate

Figure 6-3
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Par définition, la catalyse est la stabilisation de I'état de

transition par rapport au réactif et au produit

Free energy —

réactif

e et e e et
Substrate
AG
produit for ’_the
reaction
ye

Ri—C, - + R,—NH3*
________________ oy

Product

Reaction progress —

énergie libre



Par définition, la catalyse est la stabilisation de I'état de

transition par rapport au réactif et au produit

Transition state, S*

o]
I

e L AG* (uncatalyzed

H énergie d'activation
réactif / \
. (X

>. | Substrate

00

Q AG

c

o for the| énergie libre
% reaction

LC

Product P

R—C - + Ry—NH,*
Y
produit

Reaction progress —



Par définition, la catalyse est la stabilisation de I'état de

transition par rapport au réactif et au produit

(”)
C R2
R1/ \'Iq/ + H20
H

réactif

Free energy —

Transition state, S*

A
AG* (uncatalyzed)
/N
7 ,[AG‘JF gcatalyzed) énergie d'activation
-
Substrate 1
AG
forthe| énergie libre
reaction
s A

e — — — — — — — — — — — — — — — — — — —

Product

/9
R1—C‘\- + R,—NH;*
o)

Reaction progress —

produit



Par définition, la catalyse est la stabilisation de I'état de

transition par rapport au réactif et au produit

réactif
L'enzyme
change-t-elle
I'équilibre entre
le substrat et le

produit?

Free energy —

Transition state, S*

A
AG* (uncatalyzed)
I
Ve /[AG* (catalyzed)
7 N
Substrate

for the
reaction

énergie d'activation

A

AG
énergie libre

Product P

R1—C‘\- + R,—NH;3*
o)

Reaction progress —

produit



Les enzymes changent la vitesse des réactions

TABLE 8.1 Rate enhancement by selected enzymes Réactions per seconde:
Uncatalyzed Catalyzed Rate
Nonenzymatic rate rate enhancement
Enzyme half-life (Esps™Y) (keat s~1) Boar/Ean)
OMP decarboxylase 78,000,000 years 2.8x 1016 39 1.4 X 1017
Staphylococcal nuclease 130,000  years 1.7 %1013 95 5.6 X 1014
AMP nucleosidase 69,000 years 1.0 x 1011 60 6.0 X 1012
Carboxypeptidase A 7.3 years 3.0x1079 578 1.9 x 1011
Ketosteroid isomerase 7 weeks 1.7 X107 66,000 3.9 X 1011
Triose phosphate isomerase 1.9 days 4.3X1076 4,300 1.0 X 109
Chorismate mutase 7.4 hours 2.6 X1073 50 1.9 X 106
Carbonic anhydrase 5 seconds 1.3x 101 1 X106 7.7 X 106

Abbreviations: OMP, orotidine monophosphate; AMP, adenosine monophosphate.
Source: After A. Radzicka and R. Wofenden. Science 267 (1995):90-93.



Etat de transition: non-stabilisé par une enzyme

substrat tordu =
état de transition

No enzyme

O )y — é/ \é _— g %
Substrate Transition state Products
(metal stick) (bent stick) (broken stick)
L) £ S

> | A--F-z---——--

2

Q

c

(7] RN . Gl A L |

v |S

v P

L.

Reaction coordinate



Etat de transition: stabilisé par une enzyme

a-0-0

§

O *

> NIRRT
2 1’1:\\ AG ncat 1 Gy
| RN e
S Lo\ _Tad,
@ |S ES

= P

L

Reaction coordinate

Comment |'état de transition est-il stabilisé?



Exemple de la stabilisation d'un état de transition

— —t
H5p151 j\sp"-“
A 00
" o @O IHa S
HzO 152_" ' Arg'S2dy @ et
g S B H g . Yo R
O OR + Enzyme =——= f:'le o —_— MWH2 h o
H H
. ] H-
0“0 O Hah Q [H:M )
© A 5—("\9 ® S—nrg®! o~ —(o|® %‘*"“93'1
Syl ghycrmice . ‘
(mnﬂh:nn:r:lm Tar darity) E{j Q HzM G o H2N
= 0 E] o
0.0 -
. T Y
Gl Glu
Transiticn State for Cleavage of OR
_ —t
j\spm' ﬁ5p151
070 e
MHz ° 152 Mz & H P
wrg"S 2 @ e W -ROH AL O 0
NH |58 g

Do OH 4 Enzyme \ S 0 Hh
— i H/ HaM h
t’ﬁf w@ @ 2 ;. Ar93 rq EE}—( ) 5] B -"-"Jg3?‘

0°%g0 e OH\| H:zN @ O HN
Slaliz acid |y anomer) "
. =
= O:=0
00
‘-\T-' . E e
e Tl Y

Transition State for Addition of OH



Le site actif est en général formé par des parties

différentes de la séquence

Structure de la
lysozyme

Séquence de la
lysozyme

N | [ || | -C
1 55 526263 101 108 129




Les chaines latérales aident souvent a stabiliser

|'état de transition

Amino acid General acid form General base form
residues (proton donor) (proton acceptor)
Glu, Asp R—COOH R—COO~

+H .
Lys, Arg R—H H R—NH,
Cys R—SH R—S~
R—C=CH R—C=CH
_ h I\
His HN\C/NH HN \C/N.
H H
Ser R—OH R—O~

Figure 6-9
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Enzymes

- Catalyse enzymatique

- Energie libre

- Etat de transition et complexe
enzyme-substrat

» - Modele de Michaelis-Menten




Modele de Michaelis-Menten

[e tnor l\\}i’ichaelis Maud Menten
1875-1949 1879-1960

v
L



Réaction chimique (sans enzyme)

Réaction

5> P
7N

substrat 2S—>P produit

S1+S2->P



Réaction chimique (sans enzyme)

Réaction Vitesse
/ Equilibrium
S 9 P |{0 """""
W/
25> P W
Sl + SZ 9 P Time —
A [produit]
Vitesse = ---mmmmmmmmmemm-

A [temps]



Réaction chimique (sans enzyme)

Réaction Vitesse ,
/ constante de vitesse
S—=>P / V = Kk[S] premier ordre
2S2>P vitesse V = k[S]? deuxiéme ordre

S1+S2—>P V = k[S1][S2] deuxiéme ordre



Réaction chimique catalysée par une enzyme

A [produit]
Vitesse = --mmmmmmmmmeee--
A [temps]

Observation de Michaelis et Menten

Product —

/ Equilibrium

Time —



Réaction chimique catalysée par une enzyme

A [produit]
Vitesse = --mmmmmmmmmeee--
A [temps]

Observation de Michaelis et Menten

Product —

/ Equilibrium

Time —



Product —

Rea on%ty Vg) —

Réaction chimique catalysée par une enzyme

Observation de Michaelis et Menten

/ Equilibrium

Substrate concentration [S] —



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Observation de Michaelis et Menten

A quel type de courbe
s'attend-on pour une

réaction non-catalysée?

par exemple pour une
réaction de premier ordre:

V =k [S]

Reaction velocity (V) —

Substrate concentration [S] —>



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Observation de Michaelis et Menten

A quel type de courbe
s'attend-on pour une

réaction non-catalysée?

par exemple pour une
réaction de premier ordre:

V =k [S]

Reaction velocity (V) —

Substrate concentration [S] —



Deux constantes décrivent la réaction catalysée

o Vinax  Vitesse maximale

T Vmax (Vmax)
<

~

N’

=

(&)

o

d>) Vmax/2 ™ l

g |

Pt | . .

g | Constante Michaelies Menten
9 | (Ky)

a2 | M

Substrate concentration [S] —



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Modele proposé par Michaelis et Menten

Réaction catalysée

k, k,
S+E ~ ES " E+P

/N1

substrat enzyme

\

complex produit
substrat-enzyme



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Modele proposé par Michaelis et Menten

Réaction catalysée

kl k2
S+E ~ ES ——_—" E+P

/N1

substrat enzyme

\

complex produit
substrat-enzyme

Quelle est I'équation de la vitesse de réaction catalysée?



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Modele proposé par Michaelis et Menten

Réaction catalysée

kl k2
S+E > ES ™" E+P
Kk 1 k-z
Vitesse

V =k, [ES] - k,[E][P]



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Modele proposé par Michaelis et Menten

Réaction catalysée

kl k2
S+E - ES ~ E+P
k4 i
Vitesse

V =k,[ES] - k,,[E][P]

Vitesse (V)

Autemps 0: [P]=0 = V, =k, [ES]



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Modele proposé par Michaelis et Menten

Réaction catalysée

k, k,
S+E - ES ~ E+P

Vitesse (V)

V, = k, [ES]

x

?



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Etat stationnaire proposé par George Briggs et John Haldane

K, K,
S+E " ES ~— = E+P V, = k, [ES]
K1

Vitesse de formation de ES =k, [E][S]

Vitesse de destruction de ES = (k ; + k, ) [ES]



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Etat stationnaire proposé par George Briggs et John Haldane

K, K,
S+E " ES ~— = E+P V, = k, [ES]
K1

Vitesse de formation de ES =k, [E][S]

Vitesse de destruction de ES = (k ; + k, ) [ES]

—>  k,[E][S] = (k_, + k, )[ES]



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Etat stationnaire proposé par George Briggs et John Haldane

ky k,
S+E <> ES ~— = E+P V, = k, [ES]
k4 7

Vitesse de formation de ES = k, [E][S] e
Ve
Ve

Vitesse de destruction de ES = (k_ljkz/) [ES]

7/
7
e
7/

—>  k,[E][S] = (k_, + k, )[ES]



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Etat stationnaire proposé par George Briggs et John Haldane

kq k,
S+E B — ES — ™ E+P
K4
kq [E][S]
Vg = K oommemmmmemeee



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Ky [E][S]

L'équation est modifiée en 3 étapes:

Substitution 1



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Ky [E][S]

L'équation est modifiée en 3 étapes:

Substitution 1 Substitution 2
— —
k,+k,
= et [E]; = [E] + [ES]

K, T

enzyme total



Réaction chimique catalysée par une enzyme

Ky [E][S]

L'équation est modifiée en 3 étapes:

Substitution 1 Substitution 2 Substitution 3
— —_ —
k,+k,
= Tmmmmmmmsmmmseees [E]T = [E] + [ES] Vmax = k2 [E]T

“ i T

enzyme total Vitesse maximale



Réaction chimique catalysée par une enzyme

vitesset=0

vitesse maximale \

Constante de
Michaelis Menten
KM



Réaction chimique catalysée par une enzyme

vitesset=0

v /'Vmax
[S] 3
VO = Vmax ________________ %’
+ ke
/ [S] KM g Vmax/2 T
|
S |
S |
\ g |
vitesse maximale | K
| M
Constante de padl
Michaelis Menten Substrate concentration [S] —

Km

Quelle est la signification de V. ?



Reaction velocity (V) —

max

max

/2

Significationde V__,

e Nombre de molécule de produit

V ’ ’ ’ oy 7 .
g max générée par unité de temps si

I'enzyme est saturée completement
par le substrat
eV .. est proportionnel a la constante

k, qui est aussi appelée k_;:

Vmax = k2 [E]T

9 Vmax = kcat [E]T

Substrate concentration [S] —



Enzyme Substrate Ko (s~
Catalase H,0, 40,000,000
Carbonic anhydrase HCO; 400,000
Acetylcholinesterase Acetylcholine 14,000
B-Lactamase Benzylpenicillin 2,000
Fumarase Fumarate 800
RecA protein (an ATPase) ATP 0.5

Table 6-7
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Réaction chimique catalysée par une enzyme

vitesset=0

v /'Vmax
[S] 3
VO = Vmax ________________ %’
+ ke
/ [S] KM g Vmax/2 T
|
S |
S |
\ g |
vitesse maximale | K
| M
Constante de padl
Michaelis Menten Substrate concentration [S] —

Km

Quelle est la signification de K, ,?



Reaction velocity (V) —

Signification de K,

o "L'affinité pour le substrat”
’ o Vmax e Un K,,trés bas (p.ex. 0.1 uM) >

max

I'enzyme a une forte affinité
pour le substrat

e Un K,, trés haut (p.ex. 1 mM) =

Voan/2 F—— , : .y
I'enzyme a une faible affinité

|
|
|
| pour le substrat
|

| K * K,, = la concentration de substrat
Vi

substrate concentration [§] —  POUT laquelle la vitesse de réaction

est égale a la moitiéde V__,



Enzyme Substrate K_ (mm)
Hexokinase (brain) ATP 0.4
D-Glucose 0.05
D-Fructose 1.5
Carbonic anhydrase HCO 26
Chymotrypsin Glycyltyrosinylglycine 108
N-Benzoyltyrosinamide 2.5
B-Galactosidase D-Lactose 4.0
Threonine dehydratase L-Threonine 5.0

Table 6-6

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Exemple 1: Déterminationde V.

La vitesse de réaction pour I'hydrolyse d'un peptide a été mesurée aux

concentrations de substrat suivantes: 10, 20, 40 et 80 uM.

Quel estleV,_,?

/ Equilibrium
[S;] =80 uM
[S,] =40 uM

[S;] =20 uM

Product —

[S,] =10 uM

Time —



Exemple 1: Déterminationde V.

La vitesse de réaction pour I'hydrolyse d'un peptide a été mesurée aux

concentrations de substrat suivantes: 10, 20, 40 et 80 uM.

Quel estleV,_,?

Equilibrium
Vi /

[S;] =80 uM
[S,] =40 uM

[S;] =20 uM

Product —

[S,] =10 uM

Time —

Velocité:

[V,] = 90s°!
[V,] = 70s°!

[V,] = 50s°

[V,] =255



Exemple 1: Déterminationde V.

La vitesse de réaction pour I'hydrolyse d'un peptide a été mesurée aux

concentrations de substrat suivantes: 10, 20, 40 et 80 uM.

Concentration: Velocité: >
=
[S,]=80puM  [V,]=90s" g
[S,)=40puM  [V,]=70s' @
c
[S;]=20puM  [V;] =505t S
)
9]
[54] =10 uM [V4] = 25571 &
Quel estleV,_? ISubstrate conl:entration [S] -|—>

0o uM 50 uM 100 uM



Exemple 1: Déterminationde V.

La vitesse de réaction pour I'hydrolyse d'un peptide a été mesurée aux

concentrations de substrat suivantes: 10, 20, 40 et 80 uM.

Concentration: Velocité: ~ Max
&
[S,]=80uM  [V,] = 90s g
[S,]=40uM  [V,]=70s1 D
c
[S;]=20puM  [V;] =505t S
O
(gv]
[54] =10 uM [V4] = 25571 &
Vinax = 95 87 |Substrate con|:entration [S] -I—»

0o uM 50 uM 100 uM



Exemple 2: Détermination de K,

La vitesse de réaction pour I'hydrolyse d'un peptide a été mesurée aux

concentrations de substrat suivantes: 10, 20, 40 et 80 uM.

Concentration: Velocité: <
=
[S,]=80uM  [V,] = 90s g
[S,)=40puM  [V,]=70s' @
c
[S;]=20puM  [V;] =505t S
O
4v)
[54] =10 uM [V4] = 25571 &
Quel est le K, ,? ISubstrate conl:entration [S] -|—>

0o uM 50 uM 100 uM



Exemple 2: Détermination de K,

La vitesse de réaction pour I'hydrolyse d'un peptide a été mesurée aux

concentrations de substrat suivantes: 10, 20, 40 et 80 uM.

Concentration: Velocité:

[S,]=80uM  [V,] = 90s!
[S,] =40 uM  [V,] = 705

Reaction velocity (V) —

Vv
[S,]=20uM  [V,] = 5051 1/2
[S,)=10uM  [V,] = 255
Ky =20 pM |Su|§trate conl:entratlon [S] -I—»

0 uM 50 UM 100 uM



Enzymes

- Catalyse enzymatique

- Energie libre

- Etat de transition et complexe
enzyme-substrat

- Modele de Michaelis-Menten




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 8
Question 1
Poumons: 95% saturation

Tissue: 32% saturation

Capacité de transport: 63%



Saturation de I’hémoglobine au poumons et tissue

-
o

=
0

Hemoglobin

e
o

04

Y (fractional saturation)

| | |
0 25 50 75 100

pO> (torr)




Saturation de I’hémoglobine au poumons et tissue

tissue poumon
1.0 o
c
o [
= 0.8} oglobin
=
© 0.6}
"]
S
E 0.4
s 0.2
—
>~ 0.0 | i | |

0 25 50 75 100
pO> (torr)



Saturation de I’hémoglobine au poumons et tissue

tissue poumon
—- 95%

-
o

=
0

oglobin

e
o

P
'S

S
N

Y (fractional saturation)

| | | |
0 25 50 75 100

pO> (torr)

e
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Série 8

Question 2
Hémoglobine Myoglobine
Structure Tétramere Monomere
Fonction Transport O; Stockage O3

Intéraction O, Affinite faible Affinite fort




Hémoglobine et myoglobine

Hémoglobine Myoglobine



L'hémoglobine est un assemblage de 4 sous-unités de

type myoglobine

Myoglobin B subunit of
hemoglobin



Série 8
Question 3

Fixation O, = déplacement atome de fer (au milieu de la groupe hem) = déplacement d’une
residue de histidine = changement de la conformation d’une hélice alpha = changement de la

conformation d’une surface d’interaction entre deux sous-unités de hemoglobine

o, Pi-a,B; interface Deoxyhemoglobin

Oxyhemoglobin



Série 8
Question 4

Pression O,

Concentration CO>



Transport d'oxygene des poumons au tissue

Poumons




Transport d'oxygene des poumons au tissue

Poumons




Saturation de I’hémoglobine au poumons

tissue poumon
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L'effect de CO, a I'affinité d’hémoglobine

— pH 7.4,n0 CO,
— pH7.2,n0 CO,
— pH 7.2,40 torr CO,
Tissues Lungs
1.0
5
+ 0.8
s
-
® 0.6
v
g
S 0.4
g
E 0.2
N avec CO,
0.0
0 20 100



I'effect de CO, a l'affinité d’hémoglobine

« TN

Bodyvtissue Blood gapillary

Figure 7-20
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company



Série 8

Question 5

intéraction avec antigene
(du virus, bactérie, etc.)

intéraction avec le
systeme immunitaire

Le systeme immunitaire peut produire des milliards d’anticorps différents.



Anticorps avec plusieurs specificités

An individual animal
ANTIBODY SPECIFICITY e Environ 10 milliards

can make billions of
heavy chain different antibody
10 ‘Anti
;&@ molecules, each with a (10" 1) d"anticorps

distinct antigen-binding différents sont
W site. Each antibody
light chain recognizes its antigen générés dans un

antigen with great specificity.

humain.




Régions variables et constantes des anticorps

régions variables

\
Z

i

|
QN

régions variables

"/

« Chaque anticorps a une région variable
et une region constante



Régions variables et constantes des anticorps

régions variables régions variables

\
Z

, /

régions variables

« Chague anticorps a une region variable
et une region constante



Régions variables et constantes des anticorps

régions variables régions variables

\
Z

, /

régions variables

« Chague anticorps a une region variable
et une region constante
Chaqgue region variable a



Régions variables des anticorps (vue d'en-haut)

CDR- L2 CDR- HI




Régions variables des anticorps (vue d'en-haut)

CDR- L2 CDR- H1

environ 20 positions

d‘aminoacides sont variables



Série 9




