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ENZYMO 3
[LESEFFECTEURSDELACTMITEENZYMATIQUE ]

Les effecteurs sont des composés chimiques qui, en se liant a I’enzyme, modifient la vitesse de réaction :

NN . .
- Slils 'accéléerent : Activateurs Enzy;‘gg,\‘lons, Coenzyme, Energie
- Sils la diminuent : Inhibiteurs sug\ea‘-ﬁAT PRODUIT
&
e

Plusieurs processus sont a la base du contrdle de I'activité des
enzymes : processus physico-chimique ou processus non

physico-chimique Activateurs Inhibiteurs

PROCESSUS PHYSICO-CHIMIQUE

L’activité d’une enzyme dépend :
1. Concentration en enzyme (déterminer génétiquement)
Plus la [Enzyme] augmente, plus la vitesse de la réaction augmente

2. Localisation (tissulaire, cellulaire, intra/extra cellulaire), cela concerne :
- les fonctions de syntheése et de dégradation des enzymes

. . . , sae -\
- leur trafic intracellulaire et/ou leur sécrétion - Muscle Foie -
Exemple : S
La est une enzyme qui catalyse la transformation du Pyruvate en ==
Lactate et inversement : c’est une réaction , en condition .
. . origine —» -. e L
anaérobique (sans 02). Elle est un exemple .
(=)
Qu’est-ce qu’une ?
Les isoenzymes sont des formes différentes d’'une méme enzyme mais sont issues de genes différents. Elles
catalysent la mé&me réaction, mais possedent des propriétés chimiques et physiques différentes entre elles,
elles ont notamment une localisation tissulaire spécifique. Elles ont donc : une mobilité électrophorétique, une
composition en acide aminé, des propriétés cinétiques différentes. e
P18 O 0O, . .\%
. . s " o OO M _—
Pourquoi ? Parce qu’elles résultent d’un assemblage différent des sous unités. amn ' prcnonon
] oo
\ HRE ,\ Do MH,
Pour la , on retrouve 2 genes différents qui codent pour 2 sous-unités Het M. e =~ 9__
. . Lo . . M (muscie) % MgH; Intermediate activity
Les chaines H et M vont venir s’assembler entre elles, réalisant des combinaisons
différentes. Chaque combinaison constitue une . = 5isoenzymes sont 88 -
donc possibles : Ha, HsM, H:M2, HM3, Ma. % ", BN A
Pyruvate reduction
Chaque tissu est caractérisé par une concentration prédominante d’'une : M4 dans le foie et H4

dans le cceur. - On peut donc caractériser un tissu seulement par la présence de ces isoenzymes : s’il y a un
relargage de la forme H4 de la LDH il y a eu probablement un probléme au niveau coeur (ischémie/infarctus).

En fonction du type , les caractéristiques cinétiques et 'activité enzymatique de ces sous-unités
sont différentes :

Au niveau du muscle (M4) : SENS1
- Kmfaible pour le pyruvate PYRUVATE LACTATE
- Vm maximal dans ce sens SENS 2
- NON Inhibé par [pyruvate] élevé
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On voit bien qu’en fonction de I’'assemblage des chaines, les isoenzymes vont favoriser la réaction dans un
sens plutdét que dans l'autre.

Les isoenzymes faites de mélanges de H et de M (MH3, M2H2, M3H) auront une activité intermédiaire : elles favoriseront de

maniére équivalente les deux sens de la réaction.

Vi

3. Environnement

Les variations de pH entrainent des variations de conformation de

I'enzyme. Il existe un pour lequel I'enzyme est dans une
avec une
o
Certaines enzymes fonctionnent uniquement a une plage de pH donné : PHopamate pH
- Pepsine (pH acide) - Y"“O_ ,
- Trypsine (pH de 8) ) | ‘&7@*\ Cholinestérase
- Cholinestérase (pH de7) H bl \\
§
4. Notion de Macroenzyme 5 & /
< <
Ce sont des complexes de haut poids moléculaire formés par I’association d‘One enzyine aveé une ¢ 8 10
macromolécule sérique (= molécule que I’on retrouve dans le sang). o
Explication pour comprendre : Le foie a pour role de filtrer le sang de tout ce qui ne devrait pas y étre. On parle
de Clairance pour décrire cette filtration sanguine hépatique : la Clairance est un débit, c’est le volume sanguin
filtré par unité de temps. Cependant le foie ne peut pas filtrer les macromolécules car elles sont trop grosses.
Vous reverrez ¢a au S2 en pharma le sang du cul
Ducoup si I’'enzyme se fixe a une macromolécule sérique, le complexe formé sera trop gros
pour étre filtré par le foie. Il ne sera pas éliminé, restera dans le sang et I'enzyme pourra continuer a exercer
son activité enzymatique.
Ainsi la formation de engendre :
- Unralentissement de leur clairance
- Une élévation artéfactuelle de I’activité de la macroenzyme.
Pourquoi c’est important a connaitre ? Car parfois on retrouve chez un patient des activités enzymatiques
élevées qui ne sont pas expliquées par une pathologie donnée. Ceci s’explique par la formation de
Il'y a 2 types de macroenzyme :
MACROENZYME DE TYPE 1 MACROENZYME DE TYPE 2 :
- Les plus fréquents - Pouvant concerner la créatine kinase, la gamma-
- Pouvant concerner la lipase, 'amylase, la glutamyltransférase...
phosphatase alkaline... - Ll’enzyme est associée a une macromolécule :
- L’enzyme est associée a une immunoglobuline o Une molécule de la méme enzyme - on
(Ig), le plus souvent de type G (IgG) et plus parle d’autopolymérisation de I'enzyme.
rarement de type A (IgA) ou de type M (IgM). o Un médicament
o Des lipoprotéines
-> En général ce type de macroenzyme n’est pas
associée a un état pathologique donné mais parfois | - Al’exception des médicaments, ces
elles peuvent étre le reflet d’'une pathologie auto- macroenzymes de type 2 sont souvent le signe de
immune. I'existence d’une pathologie hépatobiliaire.
2
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\od
Vi Activation 0\;\("0
Vs .pe . 0
Une modification de la température engendre une modification de la 1 Tempérazgm‘é?mque
L T e e — &«
conformation de I’enzyme dans I'espace. \;&‘)
T
. L @
- SiTaugmente -> 20
; GC'O > Dénaturation croissante
- Passer un certain seuil, on parle de température critique, la ‘V\%»‘“
température dénature I’enzyme = sa conformation 3D n’est
plus optimal ->
<N
:;‘\U Température en °C

(ions, coenzymes)
(cinétique + inhibition par exces de [S])

PROCESSUS NON PHYSICO-CHIMIQUE

A. L’ACTIVITE D’UNE ENZYME PEUT ETRE CONTROLEE PAR DES AGENTS MODULATEURS
OU ACTIVATEURS AGISSANT PAR DIVERS MECANISMES.
1. INHIBITEUR COMPETITIFS

Ils possedent une analogie structurale avec le
- lls se fixent sur le méme site

Il'y a création de 2 complexes : ES / El

SC
SR1 SR2
vs/
_ I
=] sc =
ES

El

- Km augmente = diminution de I'affinité -
- Vm constant -

L’'inhibition peut étre levé par

-1/km augmente > Km augmente
1/Vm constant - Vm constant

saturation en substrat
Vi <
P o0
i N
vm ) \
&
S
Vol2 [ AN
HPE
?ﬁ&g
G I s 1/[8]
2. INHIBITEUR NON COMPETITIFS
L'inhibiteur ne se fixe pas sur le méme site de fixation que le SC +S _H_sc
: . SR1 SR2 |[—— SR1~ SR2
substrat, mais sur un autre site.
ES
Il'y a création de 3 complexes : ES / El / EIS l + l *+
Ilinduit une modification de la structure du site actif et bloque la *s 56
. ) i SR1SC sR2 SR1SC sR2

transformation du substrat en produit (mais le substrat peut = o =

toujours se fixer au site actif)

- Km constant -
- Vmdiminue - Vmax jamais atteint -

(sl

-1Km constant - Km constant
1/Vm augmente - Vm augmente

1/[8]

L’inhibition ne peut pas étre
levé par saturation en substrat
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3. INHIBITEUR INCOMPETITIFS —
+S SC +1
It e
ES EIS
\3\1
[ (.P'c’

La fixation se fait sur un site différent de

celui du substrat : mais elle n’est réalisable ﬁ
gu’apres la fixation du substrat. 3
d !?,\e)
Il'y a création de 2 complexes : ES + la
v P / S+E =—=— E§ EIS
Y
- Kmdiminue = augmentation de I'affinité - -1/km diminue - Km diminue
- Vmdiminue - 1/Vm augmente1z V\)r:l?’\g.tmmue
t
S
WY
.1u‘(,’,, -1l‘Km 1/[8]

4. INHIBITION PAR EXCES DE SUBSTRAT

L’excés de substrat entraine une saturation des .-
sites de I'enzyme, le complexe ES se fait mal SC = V sC
. . SR1 SR2 SR1 |
entrainant l'inhibition. ,\3@‘5
X

Cette fixation imparfaite va inhiber ’enzyme et 'empécher d’atteindre sa Vmax

1y,

- Kmaugmente
- Vmdiminue

.
IS] Ky 18]

Récap Les différents types d’inhibition enzymatique

Al

Vm | Km LEVEE MODIFICATIONS ?{o\\*@’
R v
. g
IC —_— I oul Km—:(gbt?+ W)
R [1]
INC | | — | won | gem=vm o+ L)
X
o : []
o K'm = Km /(1+ =)
¢ Ki
I Inc | 7] now
wo I
egP‘ V'm = Vm /(1 + ul
0{‘ Ki
&

it

AN
i ) Inhibition élevée si

T
&?{,p?"lrl

Ki |}
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B. L’ACTIVITE ENZYMATIQUE PEUT ETRE CONTROLE DE MANIERE IRREVERSIBLE PAR
PROTEOLYSE MENAGEE

Les ou sont des précurseurs protéiques (enzymes, hormones) permettant leur
transport ou leur stockage dans des formes inactives.

- De maniére irréversible | | |
\V[D[D[D D [K]1 ]

- Enréponse a un certain type de signal cellulaire Trypsinogéne (inactif)

Ces précurseurs peuvent étre facilement convertis en formes : 1 6 7 245
I

Entéropeptidase

- Par du zymogene, il s’agit d’un
processus post-traductionnel. ‘Il fli r 215
: mécanismes par lequel les niveaux d’une LALILIEILIL _
Val- (Asp), - Lys Trypsine (active)

enzyme peuvent étre rapidement augmentés apres action
d’une endopeptidase.

e . s . .
Pour différencier la forme de I'inactive, on ajoute le

\ 4
c,\“
& . . -
. i préfixe « pro » ou « ogéne » pour décrire la forme
fmm———— . || Entéropeptidase Chymotrypsinogéne . .
! . inactive.

t- - Trypsine |~.__ S~
e

[
¢ @ . L
00@‘* ----- . Exemple de zymogeénes : pro-insuline, enzymes

|
|
I o protéolytiques du pancréas : trypsinogéne,
|

(9)
oS
;\@6@ chymotrypsinogéne.
<& X a-Chymotrypsine
|

LON
&«

Q Les précurseurs protéiques inactifs sont

Carboxypeptidase retrouvés dans la digestion des aliments et

les processus de coagulation. @

C. L’'ACTIVITE ENZYMATQIUE PEUT ETRE CONTROLEE DE MANIERE REVERSIBLE PAR
MODIFICATION COVALENTE
La modification covalente est une régulation
- ou inhibition d’une enzyme cible impliquée dans une voie métabolique
- Réversible

- Par modification post-traductionnelle
@ Une Phosphorylation ne

Les enzymes régulatrices sont veut pas obligatoirement dire

- Enzyme de la phosphorylation= protéine kinase une de I'enzyme. @

- Enzymedela =
- Ll’ajout de phosphate se fait sur le OH- d’'une Serine, Thréonine, Tyrosine dans une séquence consensus.

Lors d’un signal cellulaire :

- Quantité d’AMPc augmente gﬂm“
i i ’ i +A &*"‘%W\
- Fixation d’AMPC au niveau des sous unités L o@gﬁgw E
régulatrices de la PKA E—wmaﬁfwc i “fg..m
- Séparation entre les sous unités régulatrices et i I
Pl e
@ PLUSIEURS MODE DE CONTROLE PEUVENT ETRE ASSOCIE Q
( Agents Modulateur/Inhibiteurs, Protéolyse, Régulation Covalente)
5
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LES ENZYMES ALLOSTERIQUES

Attention : On s’intéresse ici aux enzymes allostériques, ces enzymes sont différentes des enzymes de
Michaelis et a la fois au niveau de la structure mais aussi au niveau du mécanisme d’action.
DEFINITION

Les réactions enzymatiques permettent la transformation de molécules biologiques, a partir de composés
simples souvent d’origine alimentaire. Chacune des transformations va s’effectuer en plusieurs étapes ; on
parle de voies métaboliques, chaque étape est catalysée par une

w X 2l

/e

o
<& E2

\30‘&‘

V4

Q,?

Voie métabolique

- Soitle composé A, A est le substrat de nombreuses réactions conduisant vers des transformations
variées en fonction des besoins de la cellule. On dit que le composé A est un

- Latransformation du substrat A en produit D n’est pas une transformation directe, il y a des
intermédiaires qui se forment. L’objectif de la cellule est de produire le composé D ni en excés ni en
déficit et sans accumulation de produits intermédiaires B et C.

-> La cellule est capable de réguler la quantité de produit D en agissant sur les des

La vitesse de formation du dernier produit de la voie dépend de la vitesse de la réaction la plus lente.
Les composés intermédiaires ne doivent pas s’accumuler.
La premiére étape a la réaction la plus lente, c’est I'étape irréversible, limitante, sieége de la régulation.

RETRO-INHIBITION

La régulation va se faire sur de la chaine de la réaction métabolique, qui est la premiéere
enzyme (E1).

- Sile produit final D est en quantité insuffisante - I'enzyme sera activée

- Sile produit final D est en quantité suffisante = I’enzyme sera inhibée

- Le produit final est indépendant des autres enzymes et de la concentration des intermédiaires.

Ce systeme de régulation, s’appelle la .
La rétro-inhibition augmente ou régresse la vitesse de la réaction.

s ' 'Q S initial w X rétroinhibition
= LA —s
1 2 3
" ‘ 9 B——=C——0D
Intermédiaire 1 ¢ IS
@< e
- 3 Y Z
Intermédiaire 2 %
< s ; .
a N ® a Voie métabolique
- P final - P final
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STRUCTURE

Ces enzymes fonctionnent via I'action de
- Unsite actif responsable de la transformation du substrat en produit

- Unsite régulateur (différent du site actif) permettant l'interaction réversible avec I'effecteur ou
métabolite régulateur

C'est effecteur ou métabolite régulateur ne participent pas a la catalyse. lls vont se fixer au site régulateur de

I'enzyme - vont entrainer des au niveau de la structure de I’'enzyme - qui
vont entrainer une

- Soit une diminution de I'activité enzymatique - on parle d’inhibiteurs allostériques
Soit une de I'activité enzymatique -> on parle

ALLOSTERIE

Allostérie : « allos » autre et « stereos » forme

L’allostérie correspond aux de certaines protéines engendrant une
, en réponse a la fixation d’'une molécule régulatrice ou inhibitrice.

L’Allostérie s’explique par la mise en place d’effets coopératifs - pour qu’il y ait une coopération il faut que
I’'enzyme soit sous forme oligomérique (structure quaternaire), ce sont des oligomeéres :
- Protéines complexes qui possédent plusieurs sous-

|
unités nommeée protomere i

- Organisées de fagon a présenter un axe de symétrie % \
- Les interactions entre les différents protomeéres au ; R

niveau de 'enzyme sont identiques. (‘6\9@»

Effecteur .
Généralement, chaque protomeére possede : [l “@)@6

- Unssite actif pour le substrat site régulateur H <& w>_site actif
- Unsite régulateur de fixation pour le p©

modulateur = effecteur _— -‘ Substrat

) 5} Protomére

L’Allostérie n’est pas limitée aux enzymes, en effet elle concerne aussi : les transporteurs (I’hémoglobine), les
canaux, les pompes, les récepteurs, les protéines contractiles...

v Caractéristiques d’une protéine allostérique :

- -Oligomérique : structure quaternaire

- de la protéine dépend du taux d’occupation des sites de liaison
- Cinétique enzymatique non michaelienne

- Protéines exercent un réle essentiel dans la régulation du métabolisme

v Il existe 2 types d’enzymes allostériques :

- :la régulation se traduit par une variation de I’affinité du substrat pour 'enzyme
- Systeme V : la régulation se traduit par une variation de la vitesse maximale
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LES EFFECTEURS ALLOSTERIQUES

Les effecteurs allostériques sont des ligands dont le site de fixation est différent du site actif.
L'effecteur est un régulateur allostérique, il se fixe au protomeére en entraine une
qui ou inhibe .
La liaison du modulateur au protomére est réversible, non covalente et induit un changement de
conformation.

L'effecteur peut-étre :
- Une molécule de substrat différente de celle qui participe a la réaction enzymatique - on parle
d’effet allostérique homotrope

- Une molécule différente du substrat = on parle d’effet allostérique hétérotrope.

/\ Les protoméres des enzymes allostériques peuvent présenter des conformations différentes :
. . . . w
- Un état conformationnel Défavorable Tendu E; [E] ——= [Edl of

R Aty

- Un état conformationnel it | Transition allostérique

- Ces 2 états sont en équilibre, c'est a dire que si la concentration de I'un diminue, I'autre diminue aussi. On
passe de l'un a l'autre par une transition allostérique.

EFFET ALLOSTERIQUE HOMOTROPE

On considére cette réaction ou I'effecteur est de méme nature que le substrat mais une molécule différente :

DY Vitesse Effet allostérique hoga@\‘;;pe
Ep + S —— ERS Ep + P 2
R RS & R Wi &
). . . . e
S’il y a une augmentation de S, il y aura une augmentation de la &
. . T <
formation du complexe ErS, soit une diminution de ot
- Or une diminution de Er engendre une diminution de Et par < 8]
g 7 . z ‘V
transition allostérique les enzymes passes d'un état Tendu a un 6&”
. &< sa
état . o s
[ET] — [ER]| Etat confort rg/,\‘ﬁﬂ +r \\v ) Etat conformationnel
- Donc on se retrouve avec encore plus d'enzyme dans un deéfavorable\ Er ) () favorable (Eg)
. o® AAY%
>ilyaune & ‘1_
1 1
- c'est donc une du Substrat sur I'enzyme. subsirai
® -
— A,
@ Ondit qu'il y a coopérativité quand I'activité des autres protoméres est e
z . by . . Y 00
augmentée suite a la fixation d'un substrat sur un protomere. Forme oo Foring
inactive .\ active

EFFET ALLOSTERIQUE HETEROTROPE
1/ L'EFFECTEUR EST UN ACTIVATEUR

On considére cette réaction ou I'effecteur A est de nature différente du substrat et c’est un
A’

; . o
En présence de substrat et effecteur posmfém"“

o
Eg + A== AEg +S=—— AEgE —— A+Eg+P

S’il y a une augmentation de A, il y aura une augmentation de la formation du complexe AEr, soit
une diminution de
Or une diminution de Er engendre une diminution de Et par transition allostérique les enzymes passes d'un

état Tendu a un état . [Eq] —— [ER]
- Donc on se retrouve avec encore plus d'enzyme dans un —ilya
une -> c'est donc une de P'activateur sur I'enzyme.
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2/ L'EFFECTEUR EST UN INHIBITEUR

On considére cette réaction ol I'effecteur | est de nature différente du substrat et c’est un inhibiteur :

.—:‘P‘r " oy poy 5
En présence de@&yﬁi‘.trat et effecteur négatif () Vitesse Effet allostérique hetg)%uﬁ%e
& W
J\Q\i\'é Er+l Eql Vi les effets hétérq&&%es sont:
). . . . * Activat > coopérat&@fpositifs)
S’il y a une augmentation de |, il y aura une augmentation SOl ou ¥
. . . > ératifs (négatifs,
de la formation du complexe IEt, soit une diminution de Et. &@%ﬁﬁ)”em e
Or une diminution de Et engendre une diminution de Er par 0@6>
transition allostérique les enzymes passes d'un état
a un état Tendu.
[Eq] - — [Er] ( V-
- Donc on se retrouve avec encore plus d'enzyme dans un Her
, . - . L fr——_
état conformationnelle défavorable - il y a Etat conforg@t?onnel Etat conformationnel
une coopérativité négative - c'est donc une régulation défavogq,bfe (E;) | favorable ( Eg)
P - , &
négative de I'Inhibiteur | sur I'enzyme. & -~
On remarque que I'effet allostérique homotrope est toujours hors I'effet allostérique hétérotrope peut
étre comme négatif dépendant de la molécule régulatrice !

Les affinités des sites de fixation du protomere pour les ligands et la Vmax de la réaction dépendent de I’état
du protomeére

COMPARAISON DES CINETIQUES MICHAELIENNE & ALLOSTERIQUE

On remarque que :

. . . Vitesse de réaction (90@‘"
- Les enzymes allostériques - Forme sigmoide M
. . . S A 2 | 3
- Les enzymes michaeliennes - Forme hyperbolique v Cinétique mighaelienne
m
s # «
i 0@% PEinétique allostérique
. . . ]
v’ Pour des [S] basses > les enzymes michaeliennes ont une vitesse / Poc<>"“
I
plus importante Ry
1
v" Pour des [S] plus importantes > la courbe est plus pentu pour les &
N
enzymes allostériques : elles fonctionnent plus rapidement grace a la )
coopérativité positive. [AS] physiologique
On peut passer d’'une enzyme allostérique a une enzyme vr vr \.\s/\
. . _— . - o
michaelienne en détruisant sa structure oligomérique : v, b——— v, mon &
. . ’ o
- <
Soit par des agents physiques (chauffage) ’/ 0\);\
- Soit par des agents chimiques (I'urée ou des éﬁ/?‘*
dérivés mercuriques) G
Is] P 18]
Cinétique allostérique @00 Cinétique michaelienne
-> On parle de désensibilisation lorsqu’il y a perte de ag’&g?)hysiqm
sensibilité des enzymes aux effecteurs allostériques. Seul enzyme o\ (chauffage) enzyme

" & we SY
aI'OSte"qu%\"(” agents chimiques (urée,

_;\’\Q’@ dérivés mercuriques)

. - P . N "michaelienne"
le site allostérique est détruit avec perte du phénomeéne

de coopérativité.

LES MODELES DE TRANSITION ALLOSTERIQUE

1ER MODELE : LE MODELE CONCERTE (MONOD, WYMAN, CHANGEUX)

Selon ce modele, au cours de la transition allostérique, il doit y avoir conservation de I’axe de symétrie.
C'est I’'ensemble des protomeéres qui subit la transition allostérique, il ne peut pas y avoir

d’enzymes « hybrides » dans lesquelles certains protomeéres sont dans un état et d’autres
dans un état tendu. {jfﬁ N E% 7 r%‘vy
Etat T EtatR 9
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x

" \)
Etat(T) ~©

2EME MODELE : LE MODELE SEQUENTIEL (HYPOTHESE DE KOSHLAND) gﬂ 2, % ?,@l
o°€=
- Alafinils se retrouveront tous dans le méme état. p,\\o“\ Etat (R )

K- K=K+ Ky

Dans ce modele il peut exister des « hybrides » car la transition va se faire de

maniére séquentielle, a un moment il y aura des protomeres se trouvant dans un % ﬁw% .
) ) . 0\&%—

Zd4

état tendu et d’autres dans un état relaché. s

=

HIERARCHIE DES CONTROLES

L'adaptation des activités enzymatiques s'effectue a des niveaux et dan g(,,d&
N

temps différents G

P eo(»,

X\
Niveau {dAptten aux Te c?;ssalre

conditions {SR:
/?
[S] et [P] intracellulaires \)q?’ Fmeding
A2
e
intracellufafres, . .
Effecteurs allostériques int@ﬁon du 1mméd1a? ik
: rapide
tabolisme

Pt
\'\?/6 extracellulaires
Controles qevﬁfgnts (signaux hormonaux, | rapide (selon le signal)

\ nerveusx, etc...)
o
©
q.@o Controle de intra- et leiit
?g’ I'expression du géne extracellulaires

Tu es un champion, lache rien et surtout bosses bien I'enzymo c’est facile il suffit de comprendre ! Courage <3
Dédi a ugo et matouf
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