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L1 Généralités et définitions

« Enzymologie - etude des proprietes structurales et fonctionnelles des enzymes,
et de la vitesse des regctions catalysees (-la cinetiqgue enzymatigue).

- Qu'est guune enzyme ?
Une enzyme c'est une macromolecule, une proteine speciale qui agit comme un
outil dans les cellules en accelerant certaines reactions chimigues.

L'enzymologie c'est 'etude de ces enzymes :

e QU NiVveau de sa structure = comment elle est faite
e Je sa fonction = comment elle fonctionne
« AU Niveau de sa cinetigue enzymatigue — a guelle vitesse elle travaille.
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De plus elles ont des caracteristigues propres -

~r

ce sont des proteines saut les ribozymes

leur synthese est determine genetiguement

elles sont presentes dans tous les compartiments cellulaires

elles agissent a des concentrations tres faibles

elles gugmentent |g vitesse des regactions chimigues

ne modifient pas le resultat de la reaction chimigue

e leurs structures restent inchangees a la Tin de la reaction

.« TOUte enzyme a son site actif (SA)




Les enzymes ont une importance physiologigue majeure. Elles sont impliquees dans :
e les transtformations metaboligues
e participent a Nos systemes de requlations

SaNs Nos enzymes les reactions dans nos cellules ne pourraient pas avoir lieu — elles
sont indispensables a notre survie.

De par son caractere irremplacable lalteration des enzymes aboutie a des
oathologies qui se traduisent par une diminution de leur activite ou d'une gctivite trop
mportante.

Les enzymes Nous interessent enormement en medecine elles sont la ciblent de
nombreux medicaments.

Pour differencier ces enzymes on va leur donner des noms. C'est la reaction que
'lenzyme catalyse + le suftixe -ase. Par exemple

. lo reductase qui ... reduit

e la phosphatase qui ... enleve un phosphate




2. Classifications enzgmatique

La classitication des enzymes est basee sur le type de reaction catalysees repartie en
6 groupes . On les identifie par EC suivie de 4 chiffres.

Exemple: ECX. X. X. X.

/ \ \\ Numéro de sous groupe

EC: Numéro de classe Numéro d’ordre (type d’accepteur)
(type de réaction) Numéro de sous-classe
(type de fonction de substrat métabolisé)

Et voici les 6 groupes/classes, les sous classes permettent de preciser la reaction, les
groupes moleculaires qui interviennent :

Classes Type de réactions catalysées
Oxydo-réductases Réactions d’oxydoréduction
Transférases Transfert de groupements fonctionnels
Hydrolases Réaction d’hydrolyse
Lyases Addition de groupes sur double liaison ou élimination de

groupe pour former une double liaison

Isomérases Transfert de groupes a l'intérieur d’'une molécule

Ligases Formation de liaison C-C, C-S, C-O ou C-N
Nécessite la fourniture d’énergie (ATP)




[3. Pmpriétés des enzymes

Pour gue la reaction se passe bien, NouUs avons besoin de 4 intervenants princinauXx :

. le substrat - molecule gui va étre transtormer

. le produit - molecule gue 'on obtient

. le ligand = corps chimigue (molecule/atome) gui a une ligison specifigue avec une

oroteine.

e les cofacteurs = composes chimigues necessaires au deroulement des reactions
enzymatigues. En transportant un substrat/une partie du substrat ou daccepter
un produit/une partie du produit voir de participer ¢ la structure active de
'lenzyme.

. les coenzymes - cotacteurs complexes indispensables au deroulement de
certaines reactions.




| existe deux types d'enzymes :

. Apoenzyme - partie proteigue de 'enzyme — sgns son cofacteur et/ou coenzyme.
[ 'enzyme est Inactive.
« Holoenzyme - lenzyme liee a son cofacteur et/ou coenzyme. L'enzyme est active.

[’“J]
e Metal lon
Metal lon
l‘ l i Coenzyme l‘CDenzyme

Apoenzymes {§

(Inactive Enzyme)

Holoenzymes
(Active Enzyme)

Tutinfo : une enzyme a pbesoin d'un cofacteur et/ou d'un coenzyme pour fonctionner




L‘energie dactivation (Eq) = barriere energetigue gue le substrat doit franchir pour etre
transtorme en produit. Par exemple -

On part dune molecule deau oxygenee que 'on reduit en eau et en oxygene :
A létat basdle : énergie dactivation = 18 Kcal/mole. Avec un catalyseur chimigue
'Ea = 12 Kcal/mole. enfin avec lenzyme specifigue 'Ea = 2 Kcal/mole.

H202 —_— H20 s 1/2 02

Sans catalyseur = Ea = 18 Kcal / mole
Platine colloidal = Ea = 12 Kcal / mole
Catalase = Ea = 2 Kcal/ mole

L'enzyme diminue enormement I'Eqg, on peut transtormer plus de H202 en H20 + O2.
Une molécule de catalase - reduction de 5x10° de H202/min.

Les enzymes diminuent 'Ea — elle est gtteinte plus vite. Elles sont donc des catalyseurs
biclogigues et permettent daccelerer la vitesse de reaction d'un facteur 10° ¢ 10%




Lo catalyse : L'etat de transition = etat ou les substrats subissent des modifications
structurelles pour étre transtormes en Rroduits.

o - “ A+B — C+D
En exemple : On considere une reaction 1: Energie minimale requise des

OU A+ B — C+D et on représente I'énergie eatete
des molecules en fonction de la reaction.

D'un point de vue thermodynamigue

la reaction est possible — les produits C et D _ 3 : Energle minimale requise des
ont une énergie inférieure aux substrats A et B iy catalyai por O ERION.

Evolution de la réaction

232

1]
m.o,

: Energie minimale requise des
molécules pour une réaction
catalysée par un catalyseur

o

G (énergie des molécules)

P

Pour redliser cette reaction : NOs supstrats A et B doivent atteindre cet etat de
transition, subir des modifications et se transtormer en produits. Pour cela il Taut un
apport denergie — lenergie dactivation est diminuee par la presence des enzymes
specifigue a la reaction, cette baisse est dU a la dminution de lenergie de l'etat de
transition — on transtorme plus de substrats en produits




Remargue : Cette pbaisse de Ea peut étre
directe ou se faire par la tormation d'un

ou plusieurs intermedidires de reaction
chacun ayant une Eg plus basse. L'Ea totale
de |la reaction sera la somme des Ea des
differentes reactions intermediaires.

Regle de la catalyse -

Evolution de la réaction

« UN catalyseur ne provogue jamais de reaction chimigue
. UN catalyseur ne rend jamais possible une reaction thermodynamiguement

impossipble = AG>0

A+B— A1B1 — C+D |

A*, B*

I Abaissement de la barriére énergétique
M\
f'r}l Ht / ‘.I I

" \/ _\iEa
A+B “—1 72
A.B, \
\  |AG
\
\ Ea Ea,
C+D

Evolution de la réaction

« UN catalyseur agit sur la vitesse de reaction en gugmentant cette derniere
« UN catalyseur se retrouve toujours intacte a la fin de la reaction et peu donc servir

de nombreuses fois

« UN catalyseur agit en faible concentration

« DOUr une reaction reversible le catalyseur ne change pas l'equilibre




14 Spéciﬁcités des enzymes

Pour les enzymes on a deux types de specificites, vis A VIS

- De la reaction — a partir dune molecule donnee, un seul type de reaction est
possible gréce au Tonctionnement de l'enzyme qui va dependre de l'environnement
reactionnel

« DU substrat — lenzyme et le subbstrat doivent avoir la bonne licison au bon endroit -
relation structure/activite. Le supstrat doit remplir deux conditions
— est-til gccessible pour l'enzyme ? contformation
— est-til capable de faire la reaction chimigue ? composition chimigue

Souvent une enzyme N'agit pas sur un seul substrat mais sur une classe de substrat.




Specificite de reaction

Un substrat donne peut subir differents types de reactions pour generer differents

oroduits, chacune de ces reactions est catalysees par des enzymes differentes
bien gue le supstrat soit le méme.

(0

| _
R,—C—COO * NH,
Acide carboxylique

Par exemple un AA peut subir

. 'y § 1.
1nation Yvoartive
> nination ox V agaitive

o~-cétoglutarate ﬁ

« Desamination oxyddtive —> generer un
acide carboxyligue et du NH3
— catalysees par des desamingses.

» R—C—COO + GLUTAMATE
Acide carboxylique

R,—CH;—NH, + CO,
Amine

« Transamingtion — generer de
'Acide carboxylique et du glutamateredlisee — les fransaminases

« Decarboxylation = generer de 'Amine et du CO2 — par des decarboxylases




Specificite de substrat -

Stereospecifite : specifigue d'un seul isomere. Des
enzymes differencient 2 isomeres optiques et
agissent sur un des deux.

Exemple : La fumarase : Le fumarate et le maleate
ont tous les deux la méeme structure mais pas la méme
conformation = la Tumarase va agir sur le derive trans
et oas sur le derive cis

Une enzyme peut étre specifigue de forme
optiguement active.

Exemple : La lactate Deshydrogenase : Le lactate
existe sous 2 formes L et D = on retrouve des LDH
qui produisent du L-Lactate et du D-Lactate.

1 - Vis a vis d’un seul isomeére

€00

H_ _
'ooc/c C\H

H,0

HOCH—COO

'ooc/c —C\coo'

Maléate
(dérivé cis)

" H,C—COO

Malate

2 - Vis a vis d’une seule forme optiquement active

NADH*+ H*

N S

NAD*

COO"
HO—CH

LDH

CH,



'enzyme peut etre specitigue d'un type
de ligison ou d'un type de groupement, |
N'Y O pas uniguement la liaison qui est

reconnue Mais aussl son environnement.

Exemple : les proteases qui hydrolysent les
laisons peptidiqgues. On distingue les
exopeptidases et les endopeptidase.

Parmi les endopeptidases on a la
chymotrypsine — 'enzyme coupe plus
facilement les liaisons peptidigue a droite
d'un AA aromatique = Iy o
reconnaissance du type de ligison et de
'environnement.

Spécificité ou seule une liaison, placée dans un environnement
défini, est impliquée

Ce n’est pas la liaison seule qui est reconnue mais aussi
I’environnement de la liaison
i i
—HN—CH—C—NH—CH—C—

Nter I I Cter
CHZ R

2 -

Action de la chymotrypsine sur la liaison peptidique
a droite des acides aminés (Phé et Tyr) de la série L

4




Une enzyme peut avoir une specificite a un ou

plusieurs groupements. T Ty —————
Exemple : la maltase : elle est capable de & @ ;

rompre une liaison entre les molecules de ——— .,a.sonm@ , { o
glucose de type alpha : \ -

a (1= 4) dans le maltose. Si cette liaison entre el

Cellobiose : liaison p(1->4)

les 2 glucoses est de type béta — la reaction
Nne peut pas etre catalysee.

ENTin, certaines enzymes ont une specificite
MoINS stricte ou plus large des groupements

Vis a vis d’un groupement fonctionnel
\

. i CH;
fonctionnels de substrat. B R A el froge
. : . R,—C—0—CH, O | 0
Exemple : les lipases qui vont agir . O cro
iNndependamment de la nature de IAG guii Triglycéride Glycérol  Acide gras

Action de I'enzyme quelque soit la nature de R

compose le TG.



A) Les enzymes sont toutes des proteines

)
3) Elles ont une importance physiologigue mineure
C) Il existe cing classes d'enzymes

D) Parmi la specificite de substrat on en note quatre : d'un Siti\r]
isomere, de liaison, de groupement, et d'une forme f‘

optiguement active /

) Les propositions A, B, C et D sont Tausses {@j




Les Répunses

A) F . Pas toutes, les ribozymes sont des ARN
B) Faux : Importance pnysiologigue majeure

C) Faux : [l en existe six

D) Faux : Il mangue celle moins stricte, c'est-a-dire specifigue O
une categorie de substrat

=) Vrai




7. Strcuture protéique des enzymes

Lo specificite dune reaction enzymatique depend du degre de complementarite entre
'lenzyme et le substrat; elle est determinee par le site actif.

e site actif - partie de la proteine enzymatigue capable de reconngitre et de
transtormer le substrat, compose d'un ou plusieurs sites de reconnaissances gui fixent le
substrat a 'enzyme et d'un site catalytique qui permet la transtormation du substrat
en produit.

Nos enzymes sont faites dacides amines, elles sont composees de 4 prinCipaux types
dacides amines :

- indifferents - pas dimpact dans la reaction enzymatigue + sont aux extremites de |a
poroteine / - de contformation = pas dimpact dans la reacition enzymatique + stabilisent
'enzyme dans sa Torme active / - auxiliaires = proche du SA + assurent la flexibilite / - de
contact = en interaction direct avec le substrat + en petit nombre + pas forcement
oroche dans la seguence primgaire




Al Complexe en%me-suhstrat (E-9)

Lo formation du complexe E-S est caracterisee par une
stereospecificite.

La molecule de substrat doit avoir  plusieurs
groupements _fonctionnels dans une configuration
spatiale bien definie pour interagir de facon optimale
avec les groupements fonctionnels correspondants au
Niveau du site actit de l'enzyme.

Les groupements de lenzyme ne sont pas proches
dans la structure primaire de lenzyme mais le sont
dans la structure tridimensionnelle.

En effet, ce sont les repliements de la chaine proteigue
de l'enzyme qui menent aux rapprocnements des AA
les uns des autres pour former le site actit.

L1

[T_1C

35

52 62,63

101 108 129



2.2. Caracteristiques du site actif (5A)

| e site actif .

— Physiguement - une crevasse a la peripherie de 'enzyme.

— Composition = groupements des chaines laterales des AA de contact.
— Taille = faible part du volume total dune enzyme — peu d'AA sont impliques dans o

formation du SA. C'est un micro- environnement unigue.

— | 'equ est generdalement exclue du SA sauf site actif

si elle est le substrat

Acides Amines et site actif

enzyme

substrat

Les liaisons du SA sont de faible niveau energetigue. L'association du site actit et du

SuU
m

DStrat est donc res s

oecifigue — larrangement des atomes o

aNs le SA est tres

oortant. Cette association IMpose au supstrat une forme ada

otee pour sintegrer au SA



1.3. Les deux modeéles

- Le modele de Fischer : le premier modele du complexe E-S - le modele clef-serrure. Il est
base sur 'hypothese quil existe une complementarite parfaite entre le substrat et le SA.
Saut gu'll presente des imites : c'est un modele statigue, la complementarite E-S est
oreexistante — nilenzyme ni le substrat ne changent de Torme pour creer le complexe. Ca
confere une rigidite a l'enzyme et ne permet pas d'expliguer certaines observations

— des molecules mieux adaptees au SA ne sont pas catalysees.

\ , : / . . . / y b t t
— ce modeéle n'expligue pas le mécanisme de fixation ordonnée - Kf\\m SHbsHS
le substrat B ne peut se fixer que si le substrat A est deja la. e — v\rﬁ
. . ’ ) a p ¢
Or B devrait entrer tout seul puisque la forme de lenzyme actif

C

est cense deja etre la“bonne”, 2 b complexe ES

Pour ces raisons le modele de Fischer a ete par la suite gbandonne




2- Le modele de Koshland/Ajustement induit : ce modele suggere gue le SA de
'enzyme doit étre complementaire au substrat dans son etat de transition. Selon
Ui, le substrat induit un changement conformationnel du SA. Ce modele est base
sur 'hypothese gue la structure de l'enzyme se deforme pour sadapter a celle du
substrat.

Une partie de lenergie dinteraction entre 'enzyme et son substrat est utilisee pour
oermettre cette deformation qui contribuera a mettre l'enzyme dans une
conformation gctive — c'est un modele dynamigue.

Glucose

Par exemple Site Act
L hexokinase catalyse la reaction :
Glucose + ATP — G6P + ADP
Lo fixation du glucose engendre des

. : : Conformation ouverte : Conformation fermée :
mOdl_ﬁCQthﬂS COﬂfOFmQthﬂﬂe”eS de Le glucose n'est pas fixé sur Le glucose est fixé sur son site

) . . son site = Pas de catalyse =» induction de la catalyse

'lenzyme necessaires a la catalyse.
Lorsque le glucose n'est pas fixe, 'hexokinase est ouverte, il N'y a pas de catalyse.
Mais lorsque le glucose est Tixe 'hexokinase se ferme et il y_.a catalyse.




A) NOS
B) Le S
C) Les
SUpStr

—) Les

M

enzymes sont composees d'AA (acide raftines)

ite actif constitue un volume importo

Nt de l'enzy

iaisons du site actit sont fortes afin ©
ot de s'‘echapper.

oropositions A, B, C et D sont Tausses

‘empécher

me

c

D) C'est le premier modele qui a ete apandonne car il ne
representait pas la realite.




g{zs éponses

A) F . Bien lire la parenthese
3) Faux : Il est de faible volume
C) Faux : Elles sont Taibles

D) Vral

-) Faux . D est vraie

©



&

>/

F Les cofacteurs sont
J" « Soit des ions metaligues, par exemple : Mgs+, Cu++ ...
« Soit des molecules organigues et nNon proteigues : les co-enzymes.
Par exemple : NAD+, NADP-, FAD, TPP ..

3. Cofacteurs et coenzymes

| eurs roles .

Les ions interviennent dans la reaction enzymatique Soit :
« Pour transporter ou completer un supstrat
« Pour participer a la structure de la forme active de lenzyme

Les coenzymes peuvent étre de differentes natures :
« Co-enzyme stoechiometrigue = liore
« Co-enzyme catalytique/prosthetigue = associes




3. Les coenzymes

Pour fabriguer Nnos coenzymes, Nnotre corps synthetise des intermediaires
metapoligues. Mais, sila synthese n'est pas possible la molecule doit étre apportee par

'alimentation. Pour la plupart, cela derive des vitamines |

o , - . - , Vitamine Nom Coenzyme Roéles
Voic un tableau recapitulatit des differents types de S ISR S— rrrm———Tre—
coenzymes et les molecules desqguelles elles derivent .

Métabolisme énergétique

Vitamine B2 | Riboflavine FMN / FAD s . ; -
Métabolisme des acides aminés

Thiamine Assimilation des glucides

Vitamine B1 | Thiamine pyrophosphate| Métabolisme des acides aminés

Métabolisme des acides aminés
Vitamine H | Biotine Biotine Métabolisme des corps gras
Néoglucogenése

Les coenzymes interviennent dans la reaction enzymatigue pour transporter un
iNntermedigire reactionnel ou/et accepter un produit de la reaction. Par exemple

'lenzyme (E) et son coenzyme (CoE) vont recuperer

. DR+A =——=D+AR
les groupement R de la molecule D, puis la donner Bl ece — [Hj+ EceeR
A la molecule A La coenzyme a transporter un ECoER + ] — E.coE  [AR]

iNntermediaire reactionnel et elle se retrouve inchangee a la fin de la reaction




J.2. Classer les coenzymes

Selon la nature des ligisons entre lenzyme et le coenzyme, on distingue 2 types de
cCoeNnzymes

. CcOenzymes catalytigues = prosthetiques = lies : liaison coenzyme-apoenzyme
forte/definitive, concentration en coenzyme egale a l'enzyme, le coenzyme ne se

dissocie jamais, le coenzyme intervient comme gctivateur, implique dans le site
catalytigues.

Exemple : FAD, Pyridoxalphosphaote

e COENZYUMES stoechiometrigues = co-substrats = libres : liaison coenzyme-apoenzyme
Taible/renouvelee, concentration en coenzyme egale au supstrat, le coenzyme se
dissocie a chague regction, le coenzyme intervient comme ransporteur, energie
mise en jeu enzyme-coenzyme est du méme ordre gu'enzyme-suptrat.

Exemple : NAD", NADP', Coa-SH




M

A) Les cofacteurs peuvent étre des molecules organigues
3) La plupart de nos coenzymes derivent des vitamines

C) Il existe deux types de coenzymes : catalytigues et co-
Substrat

D) Les coenzymes ne changent pas da la fin de la reaction
) Les propositions A, B, C et D sont fausses




g{zs éponses

A) Vradl
S) VIl
C) Vral
D) Vral

-) Faux : Pas de piege
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