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Chapitre I. Notions d’Enzymologie

SubStrate

<

Actiye
Site




Chapitre . Introduction a 'enzymologie

Objectifs

@ Définir une enzyme
@ Décrire la structure et la composition d’une enzyme

@ Connaitre le mode d’action des enzymes

@ Connaitre la classification des enzymes



Chapitre . Introduction a 'enzymologie
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I. Introduction et définitions

II. Propriétés des enzymes
1. Structure des enzymes
1v. Nomenclature et classification des enzymes

V. Catalyse enzymatique
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I. Introduction et définitions

Chronologie de 'enzymologie:

Payen et Persoz ont W.E Kuhne a confirmé J.B. Sumner a cristallisé | Arber et Nathans ont
découvert la diastase les découvertes de l'uréase a partir des haricots | découvert l'endonucléase de
dans l'extrait de malt Pasteur et a inventé le Jack et a confirmé la nature | restriction qui a ouvert un
ct son role dans la terme « enzyme » protéique des enzymes nouveau domaine de la
formation du vin biologie
¢ o0 ¢ ¢ ¢ oo oo
Louis Pasteur a obsetrvé Edward Buchner a isolé R.B. Merrifield a Thomas R.Cech a
que la fermentation du des enzymes de levure et synthétisé la ribonulcéase découvert le role
sucre est catalysée par la a montré la catalyse dans pancréatique en utilisant catalytique de I'ARN
levure un systeme acellulaire la  syntheése en phase (ribozymes).
solide




I. Introduction et définitions

@ @

Saccharose

AG < (0 =——> Spontanée mais pas instantance
tres lente allant a des années

Pour accélérer ’hydrolyse de saccharose :

* Des température au alentour de 150 °C Pas possible dans des conditions
* Des milieux acide (+ le milieu est acide + I’hydrolyse est rapide) Physiologique 37°C, pH=7

* Invertase (enzyme au niveau de I'intestin gréle)



I. Introduction et définitions

Les organismes vivants sont le siege d’'un grand nombre de réactions
biochimiques tres diverses

Ces réactions s’effectuent dans des conditions « douces » (Température
37°C, pH 7), ou normalement, elles serait tres lentes, voir méme
impossibles nécessit¢ d’une grande énergie d’activation pour leurs
démarrage.

Si elles ont lieu, c’est parce qu’elles sont catalysées par des molécules
biologiques: LES ENZYMES



I. Introduction et définitions

Importance médicale des enzymes:

* Les enzymes peuvent €tre utilisées pour diagnostiquer et suivre une

maladie:

o Les lésions tissulaires peuvent provoquer le déversement d'enzymes
dans la circulation sanguine.

Exemple: dosage enzymes hépatiques en cas des maladies impliquant le

foie

o Plusieurs maladies sont marquées par une activité enzymatique
anormale.

Exemple: L'anémie hémolytique constitue le principal effet secondaire

lié au déficit en Glc-6P-deshydrogenase



I. Introduction et définitions

Importance médicale des enzymes:

* Les enzymes peuvent €tre utilisées pour traiter les maladies.
o Cibles thérapeutiques
Exemple: Les statines inhibiteur 'enzyme clé de biosynthese de cholestérol.

o Enzymothérapie de substitution:
Exemple: L'activateur tissulaire du plasminogene (TPA) peut favoriser la

dissolution des caillots sanguins lors des crises cardiaques.

®* Les enzymes sont utilisées dans les analyses chimiques de laboratoire
clinique.
Exemple: Dosage enzymatique du glucose et du cholestérol.



I. Introduction et définitions

Enzyme et Enzymologie:

Enzymologie
[’Enzymologie (1890, d’enzyme, et du gr. logos) est la branche de la
biochimie qui étudie les propriétés structurales et fonctionnelles des

enzymes. Elle s’intéresse aussi a décrire la vitesse des réactions
catalysées par les enzymes, c’est-a-dire la cinétique enzymatique.

Enzyme

Les enzymes sont des substances qui catalysent des réactions biochimiques
du métabolisme de Détre vivant qui les produits (Biocatalyseurs), en
agissant en quantité infime et sans étre modifiées par la réaction. Il s’agit de
protéines globulaires douées d’activité catalytique spécifique.
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LI. Propriétés des enzymes

Une enzyme (F) catalyse la transformation de en produit:

/9]

— P

toute molécule qui entre dans une réaction chimique pour y étre
transformée grace a ’action catalytique d’une enzyme.

Produit : c’est toute molécule qui apparait au cours d’une réaction catalysée
par une enzyme

A noter : Lorsque le sens d'une réaction engymatique
réversible est change le produit devient substrat et vice-versa.



LI. Propriétés des enzymes

® Les enzymes sont:
o Protéines biologiques
o Catalyseurs des réactions chimiques.
o Spécifiques
o Régulabes



LI. Propriétés des enzymes

* Les enzymes sont des :

o Protéines biologiques

+ Sont des polypeptides a 'exception des ribozymes qui son | I /q’ 3¢ /FV ;’T

des ARN ribosomique Il gt
+ de poids moléculaires (PM) varient de 10.000 daltons a ur Transcr?phon
million ou plus » ///q/’ u jJ !
+ Sont produites par la cellule (synthese déterminée e

genétiquement = expression genétique)

Enzyme = produit d’expression d’un géne (ou plus) paen (4 { ({ O (



LI. Propriétés des enzymes

* Les enzymes sont des :

o Catalyseurs
+ Augmentent les vitesses de réactions:
= 10°2a 10'%fois
= sans modifier la constante d’équulibre,
= en diminuant ’énergie libre d’activation.

+ Se trouvent intacts a la fin de la réaction (n’est pas consommé dans la
réaction)

+ Agissent a des faibles concentrations par rapport au substrat et produit



LI. Propriétés des enzymes

® Les enzymes sont:
o Spécifiques
= (1) elles n’agissent que sur des composés moléculaires bien
précis et (2) ne peuvent catalyser qu'une seule type réaction
= Les enzymes présentent une double spécificité. On distingue:

(1) Spécificité de substrat

(2) Spécificité de réaction



LI. Propriétés des enzymes

+ Spécificité de substrat est variable
- (1) Spéciticité absolue:

- Certaines enzymes transforme un substrat unique en un produit
unique.

- Exemple: la Glucokinase ne phosphoryle que le glucose

Q@
HO-P-OH
OH O
H © H Glucokinase o H

OH H H

H OH ADP ©H
Glucose Glucose 6-phosphate




LI. Propriétés des enzymes

+ Spécificité de substrat est variable
- (2) Spécificité large:
D’autres enzymes agissent sur une classe de substrats

Exemple: ’'Hexokinase phosphoryle les divers hexoses y compris le
glucose



LI. Propriétés des enzymes

+ Stéréospécificité de substrat et de réaction

- Les molécules biochimiques ayant un carbone asymétrique peuvent
exister sous la forme des deux séries L. et D.

EX@IHPICI CHO CHO
H—(_Z;:—EH HO—C—H
HO < H H-—< O
H—C—OH HO—C—H
H—C—OH HO—C—H
HoC—OH HoC—OH

D-SGlucose L-Glucose

- Chaque enzyme n’attaque que 'une des séries L. ou D

Exemple : la déshydrogénase lactique du muscle (LDH) oxyde l’acide
lactique (L) en acide pyruvique



LI. Propriétés des enzymes

® Certaines enzymes sont :

o Régulables

+ [activité enzymatique est modulable en fonction des besoins

+ Certains enzymes modifient leur activité catalytique en réponse a des inhibiteurs
ou des activateurs (signaux métaboliques).

+ Ces enzymes permettent d’ajuster la concentration d’'un métabolite d’intérét aux
besolns cellulaires

+ La production de ce métabolite doit etre freinée lorsque le besoin cellulaire
diminue et inversement

+ Cela permet 'ajustement de 'offre métabolique a la demande cellulaire.
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[II. Structure des enzymes

* Les enzymes sont des proteines:
Mais certaines peuvent comporter des éléments non
protéiques=les heteroproteines.
Alors que dautre n’utilisent pas ces éléments non

proteiques= les holoprotéines.



[II. Structure des enzymes

Holoprotéines:
" Ne contiennent que des acides aminés: protéines pures

" Ne Nécessitent aucun autre groupe chimique pour leur activité

Holoprotéines

Substrat m

Produit

Site actif

[
-0 -0




[II. Structure des enzymes

Heteroprotéines :
" Neécessitent pour leur activité 'intervention de petites molécules de
nature non protéique appelées cotacteurs
" Un holoenzyme (ou hétéroenzyme) est formé de deux parties:
- une partie protéique =Apoprotéine

- une partie non protéique =Cotacteur



[II. Structure des enzymes

Cofacteurs

" Selon leur nature, on distingue deux types de cofacteur:

- Cofacteurs métalliques (cations) ou activateurs : Fe™, Mg™", Mn™* |

Cu®, Ca™...
Assoclation de | ’ion et 'apoenzyme = Métallo-enzyme

- Cofacteurs organiques: Coenzymes



[II. Structure des enzymes

Coenzymes (cofacteurs organiques)

" Selon leur mode de liaison aux apoenzymes, on distingue deux types de
coenzymes:

- Groupements prosthétiques: liés fortement a 'enzyme

o Sassocient de facon Permanente par des liaisons fortes (covalentes) a la partie protéique de
I’enzyme (indissociables)

o  Leur concentration est la méme que celle de ’enzyme, c’est a dire tres petite (on dit catalytique)

- Cosubstrats: liés faiblement a ’enzyme

o  Slassocient de facon Transitoire a la molécule d’enzyme comme le substrat

o  Leur concentration est du méme ordre de grandeur que celle du substrat (on dit steechiométrique)



[II. Structure des enzymes

Holoprotéines

Produit
Substrat :
Site actif I
Heteroprotéines
Coenzyrne Substrat

.
Site actif Produit

Apoenzyme
J Coenzyme




[II. Structure des enzymes

Holoprotéines

* Apoenzyme: intervient dans la spécificité donc la fixation du substrat,
thermolabile

* Cofacteur : effectue la réaction chimique « site catalytique », thermostable .
Trois groupes:
" Cofacteurs métalliques
" Coenzymes tétrapyroliques
" (Coenzymes dértvés de vitamines hydrosolubles



[II. Structure des enzymes

Cofacteurs

a. Coenzymes métalliques

* De nature inorganique

* lon métallique + Apoenzyme = métallo-enzyme

* Jouent un role dans la stabilisation de la structure de 'enzyme ou dans la
fixation du substrat.

* Exemple:
Héxokinase Mg™™
Carboxypeptidase /n* T
Succinodéshydrogénase Fe2*

Tyrosine hydroxylase Cu”



[II. Structure des enzymes

Cofacteurs
b. Coenzymes tétrapyroliques
| e CH=CH,
De nature organique. N
Structure 1dentique ou voisine de celle de I’'heme de C—C| C|=C
LN TN
M. Z : —_ (02 =
’hémoglobine. ‘C‘ C|\\| | P /C T
—Fe—N
Contient des 1ons métalliques en particuliers le fer, sous /C_ﬁ'/ Hiﬁk/ | \C|=C\
- il L . N
forme Fe*, Fe 3+, 00C—CH, —CH, c—cf \c|=c CH=CH,
Interviennent dans les réactions de transferts d’électrons. /C:C\
-OOC_ CHZ _CHz CH3

Exemple: coenzymes des cytochromes, de la catalase, de la Noyau tétrapyrrolique dans Phémoglobine

peroxydase.



[II. Structure des enzymes

Cofacteurs

c. Coenzymes dérivés de vitamines hydrosolubles

* De nature organique,
* Dérvent des vitamines

* Exemples:

COENZYME VITAMINE

NAD Nicotinamide (Vit B3)
TPP Vit Bl

FMN, FAD Vit B2 (Riboflavine)
PP Vit B6 (Pyridoxine)
Cobalamine Vit B12

Tetrahydrofolate Vit B9



[II. Structure des enzymes

Les enzymes sont des
protéines globulaires;
elles adoptent plusieurs degrés
d’organisation:

Structure
primaire:
Sequence
d'a.a. dansun
polvpeptide

TR R e
SRR

~ CH
~ e.
\\ Aﬁ Nc'e
b -
- S
x E: C c,c\,'./
c- a
~ : -
~ ——Cl
< Qg
"
\;..._c,o‘.'.,g
Structure

secondaire:
Liaisons H
dune chaine
polypetidicue

Feuillet plissé @

-
Structure AL
tertiaire: 8
Interactions

entre les '
radicanx R Structure quaternaire
{hydrophobes, Deux ou plusieurs
ionigues, H, polypeptides

ponts
disulfures)




[II. Structure des enzymes

* Structure primaire: définit par la séquence d’acides aminés (AA)

oV 9 000 Q) Primary Protein Structure
y : Is sequence of a chain of amino acids

@
S8 £
©resnan) L@@
S _OOTSOD
& D _OCOECD
S0 COODOCOUSIEDCED
PEDEONDEOUWD. SO DWW CD
Sy G @ e @
@O @ AL @B eulied =)
TS O OO

tl!i!l!ilii
®) )
©

&)
®)
0
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[II. Structure des enzymes

e Structure secondaire:

La séquence AA subit des repliement éloignés pour former des motifs

(hélices a et feuillet B)

* La structure secondaire est stabilisée par des liaisons hydrogenes entre les fonctions CO et

NH des liaisons peptidiques.

Héhces a Feulllet 5



[II. Structure des enzymes

 Structure tertiaire:

o Association de plusieurs motifs; donnant une forme spatiale a la protéine.
o Stabilisée par des liaisons (hydrogene, hydrophobe, ionique, covalente (pont s-s))
entre les chaines latérales des résidus

o Cette organisation entraine une localisation:

v’ Des AA polaires en surface externe
v’ Des AA non polaires vers lintérieur de la molécules (zone hydrophobe

interne). C’est au niveau de cette zone que se situe le site actif d’une enzyme

Pour qu’une enzyme soit fonctionnelle,
il faut qu’elle adopte une structure tertiaire




[II. Structure des enzymes

* Structure tertiaire (structure oligomérique)

* Stabilisée par des liaisons hydrogene, hydrophobe et 1onique.

* Association de plusieurs chaines protéiques

o Une chaine: monomere (sous-unité)
o Plusieurs chaines: oligomere (entre 2 et 4 le plus souvent)




[II. Structure des enzymes

* Enzyme monomérique (structure tertiaire): constituée d’une seule chaine (1 seule sous
unité) polypeptidique (100 a 300 résidus).

* Enzyme oligomérique (structure quaternaire): constituées de deux a plusieurs sous
unité qui sont liées entre elles par des liaisons non covalentes.

* Izoenzymes: sont des enzymes qui catalysent la méme réaction, mais différant par leur
structure quaternaire.

* Complexe enzymatique: Sont formés par 'assemblage de plusieurs enzymes associées
entre elles par des liaisons non covalentes et qui catalyse des réactions successives d’une

vole métabolique.



[II. Structure des enzymes

Site actif de enzyme

Définition:

Région privilégiée de la protéine de ’enzyme, sous forme d’une cavité, ou s’exerce le
pouvoir catalytique de enzyme.

Constituée de quelques AA, pouvant étre tres éloignés dans la structure primaire de
la protéine, mais se trouvant rapprochées dans ’espace grace aux repliements qui
maintiennent la structure de I’'Enzyme.




[II. Structure des enzymes

Site actif de enzyme

Il est subdivisé en deux parties:
e Site de liaison, de fixation ou de reconnaissance:
Reconnait la complémentarité de forme avec un substrat spécifique a 'enzyme
* Site catalytique:
Permet la réaction transformant le substrat en produit

o site de fixxation
(reconnaissance >

9 site de catalyse
<D - €& — site actif

sites de l'en=zymrme



[II. Structure des enzymes

Site actif de enzyme

Le site actif comprend 3 types d’acides aminés:

Site de fixation

1. Acides aminés collaborateurs: assurent le maintien d’une conﬁguration spatiale

particuliere du SA

2. Acides aminés auxiliaires : ils assurent la mobilité des zones situées au voisinage
du site actif. Ils assurent également une certaine flexibilité a la chaine moléculaire.

Site catalytique

3. Acides aminés de contact: 2AA au maximum 3: AA de contact: liaison avec le

substrat et catalyse.



[II. Structure des enzymes

Mécanisme d’action entre enzyme et le substrat

* La réaction enzymatique fait appel a la fixation du substrat au niveau
du site actif.

* Le site actif doit étre dans une conformation spatiale telle que le
substrat puisse s’y fixet,

Il existe différents modéles:

a- Modéle de Fisher : Clé-serrure
b- Mod¢le de Koshland : Ajustement induit
c- Modéele de Strain-Jenks :



[II. Structure des enzymes

Mécanisme d’action entre enzyme et le substrat
a. Modele de Fisher : Clé-serrure

Dans ce modele, la formation du complexe enzyme-substrat ES
nécessite une interaction entre un ou plusieurs groupes fonctionnels ou
domaines du substrat avec des motifs de la cavité enzymatique.

Ce modele explique la spécificité de enzyme pour son substrat, mais 1l
n’explique pas leffet des effecteurs.

D==mm - Hi=

Clé (substrat) Serrure (enzyme) Insertion correcte, réagira

(D= m» —~ ()i==

Mauvaise clé (substrat)  Serrure (enzyme)

Pas de réaction



[II. Structure des enzymes

Mécanisme d’action entre enzyme et le substrat

b. Mod¢le de Koshland : Ajustement induit

[’association enzyme-substrat est permise apres une modification de la
conformation de ’enzyme induite par Pentrée partielle du substrat.




[II. Structure des enzymes

Mécanisme d’action entre enzyme et le substrat

c. Modele de Strain-Jenks

L’enzyme et le substrat lorsqu’ils ne sont pas dans le milieu présentent
chacun une conformation particuliere

La présence mutuelle de ces 2 molécules entraine une déformation
partagée de 'enzyme et du substrat, de maniere a ce que le substrat se fixe
sur les fonctions complémentaires des acides aminés de contacts
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[V. Nomenclature et classification des enzymes

* Le nom des premiers enzymes rappelait I ou ils avaient été découverts
Exemple: pepsine, de pepsis « digestiony;
zymase = Levure (Grec), 'ensemble des enzymes de la fermentation

alcoolique contenus dans la levure)

* En suite, comme un organe reccle plusieurs enzymes et une enzyme se trouve dans plusieurs organes

» Nomenclature avec ajout du suffixe « as¢ » au nom du
Exemple: peptide = peplidase.

oside = 0s7dase

* Comme un substrat est commun a plusieurs enzymes,
» Nomenclature tient compte de deux spécificités: le + le type de réaction + ase

Exemple :[_actate déshydrogénase



[V. Nomenclature et classification des enzymes

En 1961, I'Union Internationale de Biochimie enregistre
toutes les enzymes bien caractérisés, et leur donne un
numéro de code de 4 chiffres précédés des lettres I C

(Enzymes Commission)

—— Classe

r Sous classe
EC X.X. X X

Sous sous-classe
Numéro d’ordre




[V. Nomenclature et classification des enzymes

En 1961, I'Union Internationale de Biochimie enregistre
toutes les enzymes bien caractérisés, et leur donne un
numéro de code de 4 chiffres précédés des lettres E C

(Enzymes Commission)

EC XX XX

Intéret:
o Eviter d’avoir des noms multiples pour la méme
enzyme.
o Eviter d’avoir des doublons de dénomination pour
des enzymes présentant des capacités catalytique
similaires.



[V. Nomenclature et classification des enzymes

EC X

Le premier chiffre signe 'appartenance a 'une de 6 classes d’enzymes
Six grandes classes de réactions chimiques catalysées par 6 classes d’enzymes

1¢¢ chiffre: Classe principale= type de réaction catalysée
1.

N

Oxydoréductases
Transférases
Hydrolases
Lyases
Isomérases
Ligases

Note

Auparavant, il n'existait que six
classes d'enzymes. Une nouvelle
classe a été ajoutée, nommée
tranlocase. en aout 2018. Cela
comprend les enzymes catalysant
la translocation de molécules ou
d’ions a travers la membrane
plasmique.



[V. Nomenclature et classification des enzymes

EC X

>1¢¢ classe: Les Oxydoréductases. Réactions d’oxydoréductions par
transfert d’électrons, de protons, ou par fixation d’atome d’oxygene.

A + B

= >IA‘red T B

0X red 0X

Exemple: les hydroxylases, les Déshydrogénases



[V. Nomenclature et classification des enzymes

EC X

»>2¢te classe: Les Transférases. réactions de transfert des radicaux ou
de groupes d’atomes d’une molécule 2 une autre.

AX + B ——— A + B-X

 Les transaminases: transférent les radicaux aminés -NH2 d’un AA a
acide cétonique accepteut.
* Les phosphokinases ou kinases: transterent un P.
* Les transméthylases: transferent les radicaux méthyles (-CH3), d’une
molécule a une autre.



[V. Nomenclature et classification des enzymes

EC X

> 3%¢ classe: Les Hydrolases. Enzymes de dégradations qui se font par
clivage d’une molécule (coupure hydrolytique) en présence d’eau et
avec fixation des éléments de la molécule d’eau.

A-B + H,0 : » A-H + B-OH

* Les Osidases: Hydrolase des glucides,

* Les phosphatases: hydrolysent des esters phosphoriques,

* Les lipases: hydrolysent les glycérides en glycérol et en acides gras
* Les E protéolytiques: hydrolysent les liaisons peptidiques

R-CO-NH-R’ + H,0 ¢=——p RCOOH + NH,-R



[V. Nomenclature et classification des enzymes

EC X

> 4¢¢ classe: Les Lyases. enlévement d’un groupement d’une molécule
sans que se soit par hydrolyse.
Les carboxylases, déshydratases, les décarboxylases.

Décarboxylase d’acides aminés

R —— CH COOH +=—= R-CH,-NH, + CO,

NH,



[V. Nomenclature et classification des enzymes

EC X

> 5¢c classe: Les Isomérases. Réactions de Changement de structure

dans une méme molécule, sans modification de la formule globale =
Réaction d’isomérisation.

Epimérases : provoquent des interconversions d’oses

Galactose < » Glucose

Mutases: catalysent le transfert d’un radical d’une partie d’'une molécule a une autre

CH; CH, —COOH
H C COOH H— CH,
b e—
CO CO
CoA CoA

Methyl malonyl CoA Succinyl CoA



[V. Nomenclature et classification des enzymes

EC X

> 6°¢ classe: Les Ligases. Réactions de création de liaison C-C, C-O, C-§,
C-N, O-P, grace a I’énergie libérée par hydrolyse d’une liaison riche en
énergie « ATP »

A - BﬁA-B

ATP AMP + PP



[V. Nomenclature et classification des enzymes

EC X

Deuxieme chiffre X : désigne la sous classe de E, précise la nature chimique du
groupement donneur.
» La classe 1, la sous classe indique la nature du donneur d’électron:

Grpt « —C-OH » sous classe 1, Grpt « -CHO » ou « -CO » sous classe 2

> La classe 2, la sous classe indique la nature du groupement transféré
» La classe 3, la sous classe indique la nature de liaison hydrogene lysée
» La classe 4, la sous classe indique la nature de liaison coupée

> La classe 5, la sous classe indique le type d’isomérisation

» La classe 0, la sous classe indique la nature de liaison crée



[V. Nomenclature et classification des enzymes

EC X.

Troisieme chiffre X: signe 'appartenance a la sous sous classe.
Exemple: Classe 1 et sous classe 1, la sous sous classe indique la
nature de 'accepteur d’¢électrons

EC X

Quatrieme chiffre X: est un numéro d’ordre dans la sous sous
classe considérée



[V. Nomenclature et classification des enzymes

La Glucose 6 phosphate déshydrogénase

C111\4

Oxydoréductase Donneur Accepteur
Classe 1 d’électron —C-OH d’électron NAD N d’ordre 49

Sous sous classe 1

Sous classe 1

NADP* NADPH » H*
it
HO—P—0—H,C HO—P—O—-Hpc
OH : OH 4 O
0 O
! !
= OH 4 OH

glucose-6-phosphate 6-phosphogluconolactone
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I'V. Catalyse enzymatique

* Les enzymes sont des catalyseurs

+ Augmentent les vitesses de réactions:
= 10%210!2fois

= sans modifier la constante d’équilibre,

= en diminuant ’énergie libre d’activation.

+ Se trouvent intacts a la fin de la réaction (n’est pas consommé dans la
réaction)

+ Agissent a des faibles concentrations par rapport au substrat et produit



I'V. Catalyse enzymatique

Vitesse d’une réaction chimique y
1

Soit la réaction suivant A -+ B _ > C + D

Vo

Sens aller: vi = ky [A] [B]
Sens retour: v, = k, [C] [D]

A Péquilibre: Vi =V,
kl [A]eq[B]eq — kZ [C]eq[D]eq
kyky =K =[Cleg[Dleq A ]eq[Bleq  Constante d’équilibre de la réaction ()

St ky >k, 1 ’équilibre s’établera du coté de C et D
St ki< ky, 1 ’équulibre s’établera du coté de A et B



I'V. Catalyse enzymatique

Energie libre
A+B —— C+D

Vo

A, B, C et D ont une énergie libre (G, Gy G Gp )= énergies de vibration, rotation et
translation de la molécule; et énergie des liaisons interatomiques

Variation d’énergie libre G AG = G, quits - Gsubstrats
AG = (G¢ + Gp) — (G, + Gp) (état final - état initial) kJ.mol™!
Toute réaction a lieu spontanément des molécules dont I’énergie libre est

la plus grande vers celles dont ’énergie libre est la plus petite, c.-a-d. dans
le sens d’'une AG négative.



IV. Catalyse enzymatique

Energie libre standard

A+B —— C+D

Vo

Dans les conditions standard : P=1 atm; T= 25 °C; pH=7
Aux concentrations initiales [A] = [B] = [C] = [D] = 1M

On définit variation d’énergie libre standard AG®”:
AG® = - RTInK,,

R, constante des gaz parfaits= 8,314 J.mol!. K!
T, température absolue (25 °C)
InkK,: logarithme népérien de la constante d’équilibre

I<eq - [C] eq [D] eq /[A] eq [‘B] eq

AG® est une constante caractéristique d’une réaction donnée.



I'V. Catalyse enzymatique

n
»

Energie libre standard A+ B Vi C+D

<&
<«

Vo

AG® = - RTInK,,

* Si [C]eq[Dleq > [Aleq[Blegs 12 réaction a eu lieu dans le sens aller A+ B — C+ D dont AG* <0.

La réaction dite exergonique, production de Iénergie libre utilisable pour effectuer un travail.

La réaction est dite ausst spontanée=thermodynamiquement favorable=possible sans apport énergétique
extérieut.

: ‘ : > : 0>
e Si [CJqu]eq < [A]eq[B]eq, la réaction n’a pas eu lieu dans le sens aller A -l- B— C + D dont AG®” > 0.
La réaction dite endergonique, elle ne peut avoir lieu qu’avec apport énergétique extérieur
La réaction est dite ausst impossible=thermodynamiquement défavorable=1mpossible sans apport énergétique
extérieut.

* Si[Cly[Dleg= [Aleg[Bleg la réaction était, dés le départ, a 'équilibre: AG®: = 0



I'V. Catalyse enzymatique

Variation d’énergie libre

A+B —— C+D

Vo

Dans les conditions réelles de la vie : T= 37°C; les concentrations initiales ne sont pas de 1M:

AG = AG® + RTIn [C][D]/TA][B]

La variation d’énergie libre AG n’est pas donc une constante, elle dépend :
" de la nature des substances réactants

" et des conditions réactionnelles: température et surtout concentrations
initiales des réactants



IV. Catalyse enzymatique

Notions d’Energie d’Activation

Spontanée mais la réaction ne se produit pas
d'elle-méme

Spontanée

Non spontanee

/

L'énergie d'activation
est une barricre

Fournissez I'énergie d'activation et la réaction
se produit

——



I'V. Catalyse enzymatique

La variation d’énergie d’activation AG#H

* La AG ne donne aucune information sur la vitesse de réaction.

* Lavitesse d’une réaction dépend de I’énergie libre d’activation AG*

* Meéme si elles sont thermodynamiquement tres favorable, la plupart des réactions sont lentes.

* [Etatinitial A + B, a haute énergie libre, est séparé de I’état final C + D, a basse énergie libre par
un état de transition d’énergie libre supérieur a celle de I’état initial

* La différence d’ énergie libre entre I’état initial es I’état de transition est ’énergie libre d’activation

AG#

energie AG* = O
hibre
Ga + Gg '

Ge + G

Réaction exergonique A + B—— C + D



I'V. Catalyse enzymatique

Etat de transition

Soit la réaction de déplacement d’un atome ou un groupe d’atomes X de A sur B:

04— O

C

Cette réaction peut se décomposer en 2 réactions partielles:

La formation de I’état de transition, AG = AG* négative

Q—X T 4 . O*X—A

Etat de transition

La décomposition de I’état de transition, AGp positive

O—A — O

Etat de transition C




I'V. Catalyse enzymatique

La variation d’énergie d’activation AG#H

La vitesse de la réaction est inversement proportionnelle a AG*H

- Au laboratoire, l'agitation thermique des molécules les excite et la

réaction est d’ accélérée (la température augmente la probabilité de
rencontres).

- Dans la cellule ou la température est douce et agréable; ce sont les
enzymes qui accélerent les réactions: en mettant en présence 'un de
lautre les substrats de facon adéquat, Ils abaissent I’énergie libre
d’activation qui les séparent de ’état de transition

Labarriere de I’énergie libre d’activation est essentielle a la vie: sana elle, les
molécules complexe, riche en énergie libre se décomposeraient rapidement



IV. Catalyse enzymatique

Fonctionnement d’un enzyme

Abaissement de I’énergie d’activation accélere la
réaction

Larger Hill Smaller Hill
More time to cross Less time to cross

A



I'V. Catalyse enzymatique

[’enzyme abaisse ’énergie libre d’activation

Reéaction sans enzyme

nergie

‘wJ

Reéactifs

Reaction avec enzyme

Energie d'activation

de la reaction sans
enzyme

Energie d'activation
de la reaction avec
enzyme

Energie dégagée
par la réaction

| Produits

Sens de la réaction =2




I'V. Catalyse enzymatique

[’enzyme abaisse I’énergie libre d’activation

La réaction se produit en raison de la collision entre les substrats, plus le nombre de collisions
dans 'unité de temps est élevé, plus les réactions seront rapides.
Les enzymes placent précisément les réactifs dans l'orientation appropriée sur leurs sites

catalytiques, ce qui augmente le nombre de collisions efficaces et, par conséquent, le nombre
de molécules produites.

Effective )
) _ J > J Product

| )
Non-effective J | J J)

I 0 J thedie 0
| _offacti o Ertective )
J J Non-effective | ) " 3

J . J J

) Non-effective No Product

> Product

J



IV. Catalyse enzymatique

[enzyme abaisse I’énergie libre d’activation
La plupart des molécules réactives dans les systemes biologiques sont hydrophiles et sont donc souvent
entourées de molécules de solvant qui forment une sphere de solvatation autour des réactifs.
Afin de former un état de transition, les réactifs doivent retirer leur sphere de solvatation et dotvent étre plus
proches les uns des autres.
Le site actif possede un ensemble spécifique d'acides aminés, qui rendent l'environnement local différent
des solutions environnantes (il peut étre acide, basique ou hydrophobe pour différents types d'enzymes) et
conduit donc a la formation d'un état de transition a moindre cout énergétique.

Removal of ©

> Extra ener
Jv v solvation =« 9

needed
sphere )
i e
Jl
J J J J | T )
No proximity J---.._me'm'ty J
J > v ] y
J ) J J J
o J



I'V. Catalyse enzymatique

* [énergie d’activation ou Pénergie libre d’activation (AGA ou AG™ ) est ’énergie
qui doit étre absorbée par les substrats pour que leurs liaisons solent brisées.

* Les substrats doivent atteindre un état de transition instable dans lequel les
liaisons sont plus fragiles et plus facile a briser.

* Méme une réaction exergonique requicre Iabsorption d’énergie pour atteindre
I’état de transition.

* L[’énergie d’activation est une barricre essentielle puisqu’elle prévient la
dégradation spontanée des macromolécules cellulaires riches en énergie (graisses,
protéines et polysaccharides).

* Une fois I’état de transition est atteint, les macromolécules se dégradent pour en
retirer I’énergie dont on a besoin.



I'V. Catalyse enzymatique

[’enzyme ne modifie pas I’équilibre de la réaction

Soit la réaction suivant: A + B -C + D

K=kyk, = [C][D] /A][B]

Cette constante K n’est pas modifice au cours d’une réaction
enzymatique. Elle reste constante. La présence d’enzyme permet
d’atteindre ’équilibre plus rapidement.



I'V. Catalyse enzymatique

Fonctionnement d’un enzyme

Substrat =———————————————p Produit

Réaction scindée en trois principales étapes :

E+S——ELS > EP——>LE +P

Association de 'E et duS en un complexe [ES], ce qui aboutit a
un abaissement de la barriere de potentiel et une augmentation de la

E+S—ES

vitesse de réaction. Elle se produit au niveau du site actif.

ES —— EP la catalyvse : le complexe ES subit un réarrancement interne qui va
y
permettre la transformation du S en P.

EP——E+P

L’enzyme libere le produit de la réaction et retrouve son état initial.



V. Catalyse enzymatique

Exemple: hydrolyse de saccharose par I'invertase

gelucosexo /} r 10 <GlucoseXOH ) /

Saccharose

substrat

Glucose

complexe
enzyme-_
substrat




Partie II. Coenzymes

Cofactor
f ) Substrate|
/ & Active site
\Apoenzyme Coenzyme
\ --

.\\\\ : ¢ r

Holoenzyme



Chapitre II. Coenzymes

Objectifs

@ Connaitre les principaux coenzymes

— Sites réactionnels
— Modes d’action
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I. Rappels

Holoprotéine Heétéroprotéine

Protéine pure | Apoenzyme Coefacteurs

Partie non protéique

Partie protéique

Cofacteurs inorganiques

) Cofacteurs organiques
Ions métalliques gamid

Groupement
prosthétique




I. Rappels

Holoprotéines Hétéroprotéines

Protéine pure | Cofacteur
: : Apoenzyme
Site actif

Partie protéique
Spécificité=Fixation de S

Partie non protéique
Site catalytique
Lieu de la réaction
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II. Définitions et propriétés

Les coenzymes ont en commun les caracteres sutvants:

* Contrairement aux enzymes, ils sont pas de nature protéiques
(thermostable, bas PM)

* Contrairement aux substrats: ils retrouvent leur état initial.

* Comme les substrats, ils entrent dans la stcechiométrie des réactions.

e IlIs transferent d’'un molécule a une autre une entité¢ X (électron, atome, ou

groupement d’atomes) en la prenant transitoirement en charge



II. Définitions et propriétés

Les cosubstrats et groupement prosthétiques different par les caracteres

sulvants:

* Les cosubstrats

o Sont faiblement fixés a 'apoenzyme par des liaison non covalentes. AX m ’
0

o fonctionnent dans 2 réactions enzymatiques différentes, CoS CoS(X)
changeant X au cours de la premiere, puis le changeant au cours de la
seconde (ils jouent le role d’un deuxieme substrat)
B » BX
ApoE2
* Les groupements prosthétiques:
o Sont solidement fixés a 'apoenzyme par des liaisons covalentes AX / \ > X
o Fonctionnent dans une seule réaction au cours de laquelle ils ApoE-GP ApoE-GP(X)

chargent puis déchargent X (rarement dans 2 réactions intimement
liées au sein d’un complexe multienzymatique)

B » BX
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II. Origine des coenzymes

* La plupart des des coenzymes ont un caractere indispensable ou
essentiel

© Ne Sont pas synthétisables par ’'Homme

© Doivent etre apportés par 'alimentation ou bactéries intestinales

Vitamines

—

* Quelques coenzymes n’ont pas de caractere vitaminique
Exemple: le coenzyme Lipoique

* Quelques vitamines n’ont pas d’activité coenzymatique
Exemple: vitamines liposolubles A et D
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['V. Classification des coenzymes

Selon la nature des composés transtérés:

* Coenzymes d’oxydoréduction: transfert d’équivalents réducteurs
(électrons, atome d’hydrogene, ion hydrure)

* Coenzymes de transfert: transfert de groupements fonctionnels
carbonés ou non:
o Phosphate- nucléotides
> Eléments carbonés
o FEléments aminés
o autres
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V. Coenzymes d’oxydoréduction

* Sont les cofacteurs des oxydoréductases
* transferent d’équivalents réducteurs (électrons, atome d’hydrogene, ion
hydrure
* DPeuvent étre classés en 4 groupes selon la nature de l'accepteur
d’électron ou des atomes d’hydrogene cédé par le substrat réduit
AH,):
o Les oxydases: accepteur d’hydrogene est 'oxygene
o Les déshydrogénases: accepteur d’¢é ou d’hydrogene est un autre substrat

que Poxygene
o Les hydroperoxydases: accepteur d’hydrogene est le peroxyde d’hydrogene

o Les oxygénases: oxygene est fixé directement sur le substrat



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes d’oxydoréduction ou coenzymes de transfert d’équivalents réducteurs:

1. Les coenzymes pyridiniques (1H"): le NAD le NADP
Les coenzymes flaviniques (2 H): le FAD et le FMN

Le coenzyme lipoique (2 H)

2
3
4. Les coenzymes quinoniques (2 H): 'ubiquinone (coenzyme Q) et la plastoquinone
5. Les coenzymes héminiques (1 €): les cytochromes

6

Les protéines a centre Fer-Soutre (1 e):



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes pyridiniques: NAD et NADP

Dénomination:

NAD: Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NADP: Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les Coenzymes pyridiniques: NAD et NADP | /

¢ Structure: dinucléotides (2 nucléotides) unis
par une liaison pyrophosphate
1 Nucléotide: base=sucre —P

=  Base:
O
O

= Sucre:

- Groupements phosphorylés

e Partie active:

* Dérivent de la Niacine ou vitamine B ou

Vitamine PP

Nicotinamide
Adénine

/Q O—NH2
Nicotinamide E
—
N+
O CH2 o 3.1
QO—pP =0
H H
OH OH
O
N
0—P =0 </ |
N
O CH2 o
B-1
2l
H | H
OH O
@ —iE TR
@]

NH,

NN

C, Pai@@¥active

~NAD

Adénine

- NADP

Différence entre NAD et NADP: Groupement phosphoryle supplémentaire

sur le C-2’ du ribose de TAMP



Les Coenzymes pyridiniques: NAD et NADP

Fonctionnent

Le substrat réducteur AH, perd 2 atomes (2 H" et 2 ¢).

Le coenzyme fixe un H" et 2 e : un H" et un e sur le C-4 et un e sur le N-1; le
deuxieme H™ reste en solution

Premiere réaction catalysée par DH : réduction de NAD* en NADH, H"
Deuxieme réaction catalysée par une autre DH: ré-oxydation de NADH, H" en
NAD™ ayant cédé son ion hydrure, auquel s’ajoute le H resté en solution, au
substrat B qui est réduit en BH,

Hte™
H+:- \H o AH, 4 HH O
g NH, DH 1 | | NH,
~
|
Rib Rib
DH 2
\ADP \ADP
NAD* BH, B NADH, H*

Formé oxydée Formé formé




V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les Coenzymes pyridiniques: NAD et NADP
Réactions

NAD intervient:
* Comme oxydant dans les réactions d’oxydation du catabolisme (ex:
glycolyse)
* Comme réducteur, donne ces équivalents réducteurs a la chaine
respiratoire

NADP intervient:
* Sous sa forme réduite comme réducteur, dans les réactions de
réduction de I'anabolisme



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les Coenzymes pyridiniques: NAD et NADP

Propriétes spectrales

* NAD et NADH présentent des propriétés

N
spectrales différentes. E
)
* La forme réduite présente un pic d’absorption £
=
e
supplémentaire a 340 nm. 2
s A . P . 2
* Intéret: mesure de la vitesse des réactions £
enzymatiques impliquant ces Coenzymes. >

240 280 320 360

Wavelength (nm)

E
S + NAD* ——P + NADH, H*



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les Coenzymes flaviniques: le FMN et le FAD
i

D ) . t H;C \/\NH ‘/ motif flavine
cnomination: o N )\\O
} = nucléotide
CH,
. , . I flavi
FMN: Flavine Mono- Nucléotide H-C-OH e léotide
| e ey L R
. . s . s H-C-OH motif ribitol (polyol dérivé d'ose a 5 C)
FAD : Flavine Adénine Dinucléotide OH g
H-C-OH
|
(|3H2 =flavine adénine
(l) dinucléotide
0= P— motif adénine
liaison anhydride /
d'acide phosphorique
o= P—O 5'
O w motif ribose
/ = nucléotide
OH OH

phosphate estérifié en 5' coté ribose



V. Coenzzmes d’oxzdoréduction -

Les Coenzymes tlaviniques
Structure:

FMN

* Mononucléotide irrégulier a base de flavine et a
pentose ribitol

* La flavine a un noyau 1soalloxazine riche en double
liaisons conjuguées contérant a la molécule sa
couleur jaune

FAD
Formé de 'adénosine monophosphate (AMP) et FMN

<

Noyau 1soalloxazine= flavine= B,

e <

Isoalloxazine o

D-Ribitol

= NIU\ s
H;C N \N/go

Rz
H—f'— OoH
H—f— OoH

H—f—OH

> Riboflavin

H‘—lc_H J

7

.o—r=o

_?_ NI‘# r
O Z—O </N_ | /)



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes tlaviniques

Partie active

* La partie active de FMN et FAD est formée
par les deux atomes d’azote 1 et 10 séparés
par 2 doubles liaisons conjuguées.

* Ce sont des groupements prosthétiques
d’oxydoréductases appelées tlavoprotéines, ils
fixent réversiblement 2 atomes d’hydrogenes.

Origine vitarninique

* Ces coenzymes dérivent de la Riboflavine ou

vitamine B2

=<

o <

Site réactif

Isoalloxazine 0

D-Ribitol

> Riboflavin
H=—C~—0OH
H— ;— OH
W~ CI:—N J
o—;=o NH



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes tlaviniques
Fonctionnement

1. Le substrat réducteur AH, perd 2 atomes d’hydrogene
2. Le coenzymes les fixe sur les N-1 et N-10 du noyau isoalloxazine
3. Le coenzymes donnent ces atomes au substrat B qui est réduit en BH,

AH, A
>& H O -
/
$a— DH CH g % =
‘>—< o T § -
Ribitol i
BH2 B ADP
Ribitol I
HCIOH NH-
H(I:OH c”) c“) (Njf'j\’ N
£ P
CH- O 1|> O 1|> O CHp. - N = o
% 5 H H
H H

OH OH



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes tlaviniques

Réactions
FAD:

* GP de quelques déshydrogénases, en particulier celles qui créent des
doubles liaison entre 2 atomes de carbone (B oxydation des AG,
cycle de I'acide citrique)

* Il accepte les équivalents réducteurs arrachés de AH, et les donne a
la chaine respiratoire

FMN:

* Intervient seulement dans la chaine respiratoire ( Complexe I)



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Le coenzymes lipoique
* Dénomination
Coenzymes Lipoique = Acide Lipoique = Lipoate
* Structure

Est un acide gras a 8 atomes de carbone portant un pont
disulfure entre C-6 et C-8

@

* Partie active: pont disulfure M OH



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes lipoique

* Ponctionnement:

Le substrat réducteur AH, perd 2 atomes d’hydrogene qui réduisent le pont
disulfure du coenzyme. Le coenzyme réduit les donne au substrat qui est
réduit en BH,

(}(CHZM— COOH (\//(CHZM— COOH
+2HY + 2" a=—=

59 HS SH
Acide lipoique Acide lipoique
oxyde reduit

e Réactions:

Réaction de décarboxylation oxydative des acides o cétoniques (complexe
multienzymatique)



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes quinoniques: ubiquinone et plastoquinone

Structure:

Leur molécule comporte un noyau quinonique et une
chaine latérale terpénique

Elles sont nombreuses et se distinguent par la
substitution du noyau quinonique et la longueur de la
chaine latérale.

Les principaux sont :

* [’ubiquinine ou coenzyme Q, présente dans la
membrane interne des mitochondrie

* [a plastoquinone, présente dans la membrane

des thylakoides des chloroplastes

H3CO

H3CO




V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes quinoniques: ubiquinone et plastoquinone

e Partie active : |

H3CO . ;
* Le motif quinonique I\ |I cH Hy
H3CO / \CHf \\‘c/ :

* Cosubstrats, ils fixent réversiblement 2

. 2H” -
atomes d’hydrogene:

Q, pQ QH,, pQH,

~

2H




V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes quinoniques: ubiquinone et plastoquinone
’ . . A A
* Mécanisme de fonctionnement:

H,
O }& OH
. Le. rédu(.:teur AHz.perd 2 at(?mes d’ hydrogéne 0 4&:]
qui réduisent la quinone en dihydroquinone. .
* Le coenzyme réduit les donne au substrat B qui \O w @
H, B 3

est réduit en BH, B

e [ .es réactions:

* Les coenzymes quinoniques sont des transporteurs mobiles d’électrons et de
protons de la chaine respiratoire (ubiquinone) et de la photosynthese
(plastoquinone)



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes héminiques

Structure et role
* Heme: métalloporphyrine a Fer: un noyau porphine (ou
tétrapyrrolique) diversement substitué et centré sur un ion Fer.
* Groupement prosthétique d’enzyme d’oxydoréduction
* Partie active Fe™ " qui fixe réversiblement un électron
+ [’ion Fer a 6 valences de coordination:

- 4 sont réservées aux liaisons avec les atomes d’azote du
noyau porphine

- 2 Sont disponibles pour établir des liaisons avec I
apoprotéine; le plus souvent au niveau de résidus histidine



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les coenzymes héminiques

Mécanisme de fonctionnement <
* L’ion fer fixe I’électron donné par le substrat )’\
réducteur, passant de I’état ferrique a I’état
ferreux, puis le céde au substrat suivant qui ~ Heme (Fe™™) Heme (Fe™)
est réduit

Réactions :

[’heme est le groupement prosthétique de :

* Cytochromes transporteurs d’é de la chaine respiratoire

* Cytochromes intervenant dans certaine réactions. exemple: Cyt P 450 et les
réactions d’hydroxylation du cholestérol et des stéroides

* Enzymes comme catalase et peroxydase



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les protéines a centre Fer-Soufre

e Structure et role :

* Ce sont des protéines a fer non héminique: I'lon fer, ferreux ou ferrique, est lié a la
protéine par des atomes de soufre

* Chaque ion fer est complexé:
" Soit a 4 résidus cystéine
= Soit a 2 ions sulfure et a résidus cystéine

" Soit a 3 ions sulfure et a un résidu cystéine

Cys Cys



V. Coenzymes d’oxydoréduction

Les protéines a centre Fer-Soufre

e Partie active:

e ] un des ions Fer qui fixe réversiblement un électron.

e Mécanisme de fonctionnement

* L[’un des ions Fer fixe I’électron donné par le substrat réducteur, passant de 1’état
ferrique a I’état ferreux, puis le cede au substrat survant qui est réduit

e Réactions

Les protéines a centre Fer-Soufre sont des transporteurs d’électrons de la chaine
respiratolre et de la photosynthese



