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VL. Coenzymes de transfert de groupement d’atome



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

* Elément transféré
o Estun groupe d’atomes, voire un groupement fonctionnel
o Nest pas de ’hydrogene, de 'oxygene ou de 'eau’

* 'Trois grands groupes:
o Transtert de phosphate ou de nucléotides
o Transtert d’élément carbonés
o Transfert d’éléments aminés



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Les coenzymes de transfert de groupement d’atomes:
de COZ:
1. La biotine

de groupements mono-carbonés autres que CO:
2. Iacide tétrahydrofolique (THF)

3. Les coenzymes B;, ou cobalamines

de groupements pluricarbonés:

4. Le coenzyme A (CoA)
5. Le pyrophosphate de thiamine (TPP)

autres:

6. Le phosphate de pyridoxal (Ppal)



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

LLa biotine Cycle imidazolidine
Structure NH

* Noyau imidazole H i
* Noyau thiophene Cycle thiolane g

: Chaine latérale a groupement carboxyle terminale
Origine vitaminique
* Biotine est la vitamine H ou By synthétisé par les bactéries intestinales et
les végétaux.

Partie active

La partie active est N1 du Noyau Imidazole
= Groupement prosthétique qui fixe réversiblement une molécule de CO,



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

I.a biotine

Fonctionnement

En présence de 'ATP, un groupement carboxyle est
fixé sur le N-1 de la biotine, transformée en
intermédiaire activé, la N-carboxybiotine, véritable
”CO, actit”

Le groupement carboxyle est ensuite transtéré au
substrat lors de la réaction de carboxylation

Réactions
La biotine est le GP des carboxylases:
o Pyruvate carboxylase
o Acétyl - CoA carboxylase
o Propionyl CoA carboxylase

H,CO43 + ATP  ADP + Pi

. L

Z_j\/\/\ Carboxylase

Cco
o
; X-COOH X-H ,
ApoE ApoE
Biotine-enzyme N-Carboxybiotine-enzyme



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

[’acide tétrahydrofolique (THF)

Structure

/ ® / / / / O N -
Dérivé tétrahydrogéné au )JI N /@/U\ N /\|\
. . 9. =~ N CO->H
J\

niveau du noyau ptéridine

de I'acide folique k J | J |

Ptéridine P-aminobenzoate Glutamate

Origine Vitaminique

Vitamine By = Acide folique




V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

[’acide tétrahydrotfolique (THF)

Partie active

e Partie active est ’ensemble de N5 et N10

* Il fixe réversiblement des groupements monocarbonés (autre que le CO,) ayant
divers degrés d’oxydation, -CH;, -CH,-, -CHO, -CH=NH, -CH=, et

d’interconversion de ces unités.




V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

[acide tétrahydrotfolique (THE)
Mécanisme de fonctionnement

Les groupements monocarbonés sont liés au THFE par N5, N10, ou par les deux.

/ \
Hei —
Réactions

Ce sont des donneurs de groupement monocarboné dans de nombreuse réactions de
synthese:

* Trans-méthylation de ’homocystéine en méthionine

* Conversion de la serine en glycine

* Meétabolisme de 'histidine



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Cobalamine (Coenzyme B,)

Structure
1 HoNOC
Les coenzymes By, ont une structure complexe
formée : ‘ i
R . N . . i R = NO
* d’un cycle corrine a 4 noyaux pyrroliques unis R = CH3
par 3 ponts carbonés avec nombreux
substituants, centré sur un ion cobalt mono-, di- xyNoc X Yoy a U a
b b H3 CH3 \ —| 0 k\)g:<
ou trlvalent. . . /< H2NOC (5'-dcnxyudcnm_\‘]cnhul;uini1-1)
* d’un pseudo-nucléotide (5,6-diméthyl- N,

N CHj
. %
benzimidazol (base); groupement phosphate en ¢ /H H <ND[CH3

C-3’ lié a la chaine latérale en C7 de l'anneau *®

0O
, . N 0O
tétrapyrrolique. oA 0
0 CH»OH



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Cobalamine (Coenzyme B,)
Origine vitaminique

Vitamine B12, synthétisé par les bactéries intestinales

Fonctionnement

Partie active = lon Cobalt

Réactions

Deux coenzymes:
* 5’-désoxyadénosylcobalamine (mitochondriale): CoE de réaction d’isomérisation
méthyl malonyl CoA en succinyl CoA (métabolisme des lipides)
* Meéthylcobalamine (cytoplasmique) réaction de transfert de méthyl:
o de 'homocystéine en méthionine

o du méthyl THF en THF



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Le Coenzyme A: Coenzyme d’Acylation

Structure

Le coenzyme A (CoA) formé, unis par une liaison
phosphodiestet:

* d’un nucléotide, le 3’ phospho-AMP
* ctde la phosphopantéthéine, elle-méme formée:
- d’un groupement phosphoryle
- de l'acide pantothénique (acide pantoique et
unis par une liaison amide)

- et de la cystéamine unie au précédent par
une liaison amide

A

TTUNH, T
, N
//’ \ N \\\
\
,' N 1 7\ \\
/ \
'/ | 0 \\
! 3/ N \\
N \

|
|

" 0 3' 5 diphospho
e Q= P — O — P — O— Hzcs' 0 adénosl‘ine

| '

OH

', OH

! pAlanine

*  Cystéamine

-
Acide pantothénique




V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Le Coenzyme A: CoE d’Acylation

Origine vitaminique

NH,
[acide pantothénique est la vitamine Bs NN
LD
. NN
. . L N
Partie active i .|z goteseno
A‘ __..__.__?._IP_?_IP_O_ HZC/O adaenosine
* Est le groupement sulthydryle (SH) de PINH oA
, . N , e . HC—C —CH
la cystéamine, d’ou abréviation CoA || ae [ _ . H,POT O OH
pantoique | .
SH CO +NH— (CH3)7— CO—+-NH — (CHZ)‘—@
: I . I -
* Transporte en les activant les M TR, Cstéamine
Acide pantothénique
groupements acyl (R—CO—) et il

acétyle.



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Le Coenzyme A: CoE d’Acylation
Fonctionnement

La fixation du groupement carbonyle de lacyle sur le groupement
sulthydrile crée une liaison thioester a haut potentiel de transfert

d’acyle
CoA-SH + CH,COOH - CH{CO-SCoA
Acétyle CoA
CoA-SH + R-COOH . RCO-3CoA

N—_'

Acyle CoA



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Le Coenzyme A: CoE d’Acylation

Réactions

* de production des acyl-CoA
=  Formation d’acétyl-CoA: 3-oxydation et décarboxylation
oxydative du pyruvate
= Activation des acides gras en présence d’ATP
* d’utilisation des acyl-CoA

= Dans la mitochondrie: cycle de Krebs
= Synthese des acides gras en présence d’ATP



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Le pyrophosphate de thiamine (TPP)
CoE de décarboxylation

Structure réactivité [ Centre actif |
Est une pyrimidine substituée (a) unis par un pont \ cH
méthylene a un thiazole substitué (b) porteur d’une ’
chaine éthanolique estérifiés par un groupement

: CH,— CH,—OR

pyroyphosphorylé 2
La partie active est le C-2 du noyau thiazole =—H Thiamine
Fonctionnement: GP, c’est le CoE de décarboxylation ICI) Icl>
des acides a cétonique Rz —P—O—P—QH @ Yophosphatede

thiamine
Origine vitaminique: la thiamine est la vitamine B, (I)H (I)H %2



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Le pyrophosphate de thiamine (TPP)

Réactions

Le TPP est le coenzyme:
* des réactions de décarboxylation non oxydative des acide a cétoniques
* des réactions de décarboxylation oxydatives des acides o cétoniques

* des réactions de transcétolisation: transfert des groupements 2-cétols

(—CO —CH,0OH) d’un cétose a un aldose.



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Le pyrophosphate de thiamine (TPF
Fonctionnement

1- Condensation

2- décarboxylation

3- Protonation

4- Formation d’un acétaldéhyde
3’- condensation avec le pyruvate

4’- Formation d’un acétolactate

== T 1 ==

TPP Pyruvate Me <|:'\ L
B V HO O
>:l§’ 2 a-lactyl TPP
RN._ _S-
.o
Me OH
3 }7 MeCOCO,
3)
\ R . _
RNL_ _S RN S
=Y N B
Me —C—H Me—C —C(Me)CO;
C(l_)]—H QO’/—H
hydroxyéthyl-TPP
L x| ,
4. Acétolatate

g o
Tpp - MeCHO  TPP + MeC—C—CO,-

Acétaldéhvde Me




V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Phosphate de pyridoxal (PP)

Structure
CHO
HO__~\_ CH,0—R

X+ |

N

!

H
Dérive de la pyridoxine

H,C

Origine :

Vitamine B,

R=—H Pyridoxal H,OH
0 CH,0
| —OH
R=— P— OH Pyridoxal |
| phosphate N —CH,
OH
Pyridoxine
e on N OH N on
HO | e HO | N HO | X
Me N g Me N g Me N g
Pyridoxine Pyridoxamine Pyridoxal



V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Phosphate de pyridoxal (PP)

Fonctionnement

La partie active est 'atome de C aldéhydique porté
parle C 4

GP, Coenzyme de transport des groupement
aminés, CoE du métabolisme des AA

La formation d’une base de Schiff entre le
groupement aldéhydique et le groupement aminé
d’un acide aminé et libération d’'une amine par
décarboxylation ou un acide «a-cétonique par
transamination.

HO,

, CH,0-R




V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Phosphate de pyridoxal (PP)

Réactions

PP = CoE a tous faire du métabolisme des AA

* Réaction de décarboxylation catalysée par des
décarboxylases

* Réaction de transamination catalysée par des
transaminases

* Réaction de désamination non oxydative catalysée

par des déshydratases

N HO_ OH
HO__/ | 0%
GAD-5"PLP (Vit By)
L-glutamate > GABA +CO,
0O 0}
3 +
HO OH HQN\/\)L 0=C=0
NH, OH
+
4 o) o e o
| 7 AN I Y
HyC—C—C C—C —CHy; —CHy;—C
Dy | S | x|
Pyruvate O e H Glutamate O
ALAT = alanine aminotransferase
NH,* o o O o
l z N 7z
| ;. S = o
Alanine H i o7 «- cetoglutarate =
acide aminé déshydratation
hydroxylé enzymatique
R— CHOH—(liH— COOH R— CH—=C— COOH
NH3z \ NH2
Hz0
(Sérine ou
Thréonine)

R— CHz—C— COOH
H 2

hydrolyse  acide a-cétonique
spontanee

— R— CHy— CO— COOH

7N

Ha0 NH3




V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Coenzyme nucléotidique (ATP)

Structure

Base- sucre- P
e Bases: adénine

* Sucre: 3-D ribose

* 1,2 ou 3 groupe phosphoryle:
AMP, ADP, ATP

(l)_

17
O

phosphoester NHy

bond P N
phosphoanhydride o | >
bonds g N E
Tkl N ’
TO—P—O I]?I’B,O ﬁa‘,'o CH, O |
bl B! k& = |
o= H o
| : HO OH
: . ~ ,
: Adenosine :
§ - J
AMP 4
ADP |




V1. Coenzymes de transfert de groupement d’atome

Coenzyme Nucléotidique (ATP)

Vitamine précurseur: Aucune
Principaux types de réaction

* 'Transfert de: phosphate, pyrophosphate, d’adénosine monophosphate

e Réactions d’activation et de transfert de biomolécules:

o Des oses: UDP-oses et /ou GDP-oses
o Des acides aminés: aminoacyl-AMP
o Des lipides: acyl-AMP



Chapitre I1I. Cin€tique enzymatique

Subslrat

Site actlf

945

Froduit

Complaxe
Enzyme-substrat



Chapitre 1. Cinétique enzymatique

Objectifs

e &
\@Y\\
5 -

@ Déftinir la cinétique enzymatique
¢ Détinir Vet K
@ Représenter graphiquement la cinétique d’une enzyme

¢ Démontrer I'influence des etfecteurs sur la réaction enzymatique

@ Dittérencier une E allostérique d’'une E michaélienne



Chapitre 1. Cinétique enzymatique

Plan

I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

1. Ordre et vitesse d’une réaction enzymatique
111. Cinétique des réactions enzymatiques a un seul substrat

1V. Facteurs influencant la cinétique enzymatique

V. Enzymes et effecteurs allostérique
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I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

* Chaque réaction a son propre rythme (vitesse)
* La vitesse d’une réaction chimique dépend de deux éléments:

o La constante de vitesse (k) qui est différente pour chaque
type de réaction et dépend de la température

o LLa concentration des réactif



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

Théorie de collision et loi de van’t Hoff

+le nombre de collisions

+ [réactifs] est élevée |—> —

entre les particules augmente

Grand nombre
de collisions efficaces

I.a vitesse de réaction

tend a s’augmenter.

e Mais. la vitesse d’une réaction n’est pas toujours indirectement proportionnelle a la
bl

concentration des réactifs.

Exemple: doubler la concentration des réactifs ne double pas nécessairement la vitesse

de réaction.

* L’effet d’une hausse de concentration des réactifs dépend du type de réaction chimique

et de la nature des réactifs.



https://www.alloprof.qc.ca/fr/eleves/bv/chimie/la-vitesse-de-reaction-c1027

I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

Vitesse d’une réaction chimique

Van’t Hoff a conclut que : V=k [A] [B]

k est le coefficient de vitesse qui dépend de la réaction considérée et de la température

Expérimentalement, cette relation n’est pas suivie pour la plupart des réactions et que l'influence de la
concentration sur la vitesse dépend de l'ordre de la réaction:

Pour une réaction chimique: aA + fB— yC+ oD

La loi de vitesse de réaction est : V=k[A]P[B]9 on dit que la réaction admet un ordre

v: vitesse de réaction (mol/L-s)

k: constante de vitesse (unités variables)
[A,][B]: concentration des réactifs A et
B (mol/L)

p: ordre de réaction du réactif A

a: ordre de réaction du réactif B



https://www.alloprof.qc.ca/fr/eleves/bv/chimie/la-loi-de-vitesse-de-reaction-c1034

I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

Ordre d’une réaction

* Définition:

m ['ordre d'une réaction est la relation entre la concentration d'un ou de plusieurs
réactifs et la vitesse.

" C’est un nombre déterminé expérimentalement qui indique avec quelle intensité une
variation de la concentration influence la vitesse de la réaction chimique.

" Plus un ordre de réaction est élevé, plus la vitesse de la réaction est sensible a une
variation de la concentration du réactif.

" Pour déterminer ordre de réaction d’un réactif, on reproduit une réaction chimique
en faisant varier seulement la concentration initiale du réactif qui nous intéresse
(ordre partiel).



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

Ordre d’une réaction

[’ordre globale de la réaction: aA + fB— yC + 6D
Loi de vitesse : V=k[A]?[B]4

Est la somme des exposants p et q.

p : ordre partiel de la réaction par rapport a l'espéce A

q : ordre partiel de la réaction par rapport a l'espéce B

" [’équation donnant la vitesse de réaction se réduit alors a:
v=-d[A]/dt =k [A]P (p =0, 1, ou 2)

* Ordre zéro:p =0
* Ordreun:p=1
* Otrdre deux: p =2



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

Réactif

 ].01de vitesse:

de réactif ou de produit dans le temps:

V= A | réactif |

A temps

V= d [réactif]

4 Quantité de substance
» Produit
R 0----- -
\\ o« produits
- / ° \ ) 2
V = k [réactif] ,
\\ /)./
* Mais aussi, la vitesse est variation des concentrations| \
\Q /
A concentration
"N
A temps .
. I/I \\.\\
A | produit | ,’ \
V=+ Sl o
A temps B S b
d [produit]
= +

dt

dt

- >
Avancement de la réaction



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

Ordre d’une réaction

Il existe plusieurs méthodes dont trois assez courantes :
" Méthode intégrale

" Méthode différentielle

" Méthode du temps de demi-réaction



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimigue

Ordre d’une réaction : Réaction d’ordre zéro: p = 0

Réaction élémentaire A P
Loi de vitesse: v = - d[A]/dt = k [A]P =k [A]"; avec p = 0, indépendant de la concentration
-d[A]/dt = k ou d[A] = -k dt

On integre entre 'instant t = 0 et instant t: (avec, a t =0, [A] = [A])

[Al t
j d[A] =- kj dt
[Alo t=0

[A], - [A]p = - kt, ou [A], est la concentration de QQ a I'instant t,

I équation de vitesse d’ordre zéro: [A], = [A], - kt Temps de demi- réaction:t /,
L, [A], = [A]y— ke
[Alo [A],- [A], = - kt Sit=1/2et[A],-[A]o/2
Pente = -k (M. s7) [Alo/2= [Alo- kty/;
TN ti2 = [Alo/2k
| K:mol.L1.s!
Le temps de demi-réaction est

> dépendant de la concentration initiale



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction Chimigue

Réaction d’ordre 1: p=1
Soit la réaction A - PP
Si la réaction est d” ordre 1 par rapport a A, la vitesse de réaction s’écrit:
v = -d[A]/dt = k [A]!, v (mol. L'Ls™t), k (s
Séparons les variables A et t: d[A]/[A] = - kdt
Intégrons entre 0 et 1: (avec,a t = 0, [A] = [A]y)

[A]t t
[A]L ¢ )
j d[A]/[A] =-k j dt = -k. t j[A]J/[A]. d[A]/= -kjtgt = -k. t
[Ao t =0
[ Lo [A]ﬁo =Ln [A],—Ln [A]y=- k.t
Ln [A],— Ln [A],=- k.t Ln ([A]/[A]y) = - k.t d’ou Ln[A],—kt k(s )

[A] = [A],. e **



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique
Réaction d’ordre 1: p =1
Temps de demi-réaction
Ln [A], = La [A], - k.t, ou La(JA]./[A]) = - k.t
At =ty [A]= [Al/2

La([A]o/2)/[Alg)=Ln (1/2) =- k. t;
typ=Ln2/k, kens

Pour la réaction d’ordre 1, le temps de demi-réaction est indépendante
de la concentration initiale



. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

Réaction d’ordre 1: p =1

[Al:,

[Alo

[A]o/2 |

[A] = [A],. e **

[Alc = [Alo- €

Ln [A]l,=Ln [A], - k.t

Ln[A]

Ln [A]; = Ln [A], - k.t

Ln [A] 0] |

t1/2 = Lﬂ2/k

t(s) ' t(s) '

Cinétique d’ordre 1



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction chimique

Réaction d’ordre 2 :p = 2

[’équation de vitesse s’écrit:

v = - d[A]/dt = k [A]?, séparons les variables A et t:
d[A]/[A]? = - k. dt

Intégrons entre O et 1: (avec, a t =0, [A] = [A])

[AL [A]2H.
I (d A]?) =- kjt ((;lt——k.t J‘[A]O[A]‘-d[A] EYw
1 ™ 1 1
_ _ ~_k
[ [A] ][A]o [Ale  [Aly [Ale  [A] t




I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction Chimigue

Réaction d’ordre 2: p = 2

Temps de demi-réaction:

= k. t+

[A] [Al [Alo

Pente = k (mol!.L.s?)

1 1
—— = k. t+ At=t,,:[A]. =[A],/2
[A], Al 4 1/2 [A] = ]0/
A 1
[Z]O: k t1/2+ EE—
[Alg
1
— k t1/2
[Ag
1
tip=
k.[A]g

k (moll. L. s
Le temps de demi-réaction est inversement
proportionnel a la concentration initiale

t(s)
Cinétique d’ordre 2



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction Chimigue

Dégénérescence de 'ordre d'une réaction

N

Ordre 1

Otdre 0

4
4
4
y
y
/

t
Quand un réactif est en tres large exces on dit que ordre est dégénéré

par rapport a ce réactit - Les variations de ce réactif n’ont aucune
influence sur la vitesse de la réaction.



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction Chimigue

Cas de réactions successives

k,

A+ B - - C+D

V =k, [A] [B] normalement on a une réaction d’ordre 2
MALIS la réaction peut se comporter comme une réaction d’ordre 1

Explication: la réaction se déroule en deux étapes successives



I. Notions d’ordre et vitesse d’une réaction Chimigue

Cas de réactions successives

A+B 5. AB 2 .c+D
k.
Etape 1 Etape 2
(Rapide) (Lente)

Comme c’est ’étape lente qui limite la vitesse globale de la réaction

V =k, [AB] == Ordre 1
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II. Ordre et vitesse d’une réaction enzzmatigue

Le vitesse initiale de réaction enzymatique

Soit S E > P
La vitesse instantanée: quantité de S disparue ou la quantité de P apparue par unité de temps
Ve - dS _dP _ S]
dt  dt

, Quantité de substance

Y, —®»———— — ®— — — — —
_______

-- Substrat

- — — _ _ _
& - - e _ ——
=

Avancement de |1a ré&action




II. Ordre et vitesse d’une réaction enzzmatigue

Ordre d’une réaction enzymatique

Généralement on ne peut donner un ordre a la réaction (ordre mixte)

[P]

Otrdre 1

Otrdre 0

4
y
y
4
/
/
/
/

t

An début de la réaction: [S] est constante. —m——) vitesse constante
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I1I. Cinétique enzymatique

Le vitesse initiale de réaction

Pour des [E] et de [S] données, la courbe [P]= {(t) _
[P] Vi v
Phase 1: linéaire ascendant: 1 ’enzyme est G

saturé par son substrat, la vitesse est
constante.

Phase 2: s’intléchit: 'enzyme n’est plus
saturé par son substrat, la vitesse décroit.

Phase 3: devient horizontal: ’équilibre de la
.. . . t t temps
réaction est atteint et la vitesse est nulle. 0

A 1’instant t, v=te

A Tinstant t,, v est maximal, c’est la vitesse initiale v, de la

réaction: v; = tg [E] [S] [E] [S] [E] [S]

P o
<«

v
a
\ 4

-
<



I1I. Cinétique enzymatique

IL.e modéle de Michaelis-Menten

* [’équation de Michaelis-Menten
LLa réaction S » P

Se décompose en 2 temps:

1. Formation du complexe enzyme-substrat, étape rapide et réversible:
V1, kl
E +S = » ES vy et ky: vitesse et cst de formation du complexe ES

vy et ky: vitesse et cst de dissociation du complexe ES

VZI k2

2. Formation du produit P a partir complexe enzyme-substrat

ES »E + P viet ki: vitesse et cst de formation du produit P

La réaction globale devient:

vy, Kq

E +S = > ES Vs, ks »E + P

VZ/ k2




I1I. Cinétique enzymatique

e modéle de Michaelis-Menten

La vitesse de disparition de S est égale a la vitesse d’apparition de P:

ds _dp
dt dt
o <=y —vy=ky [BS]- ks [ES
ct Q = V3 = k3 [ES]
dt
Donc: k[E][S]- k, [ES]= ks [ES]

[E][S] _ k2+ k3 :I<M

D’ou: [ES] k1

Ky est la constante de Michaelis-Menten



I1I. Cinétique enzymatique
ILe modéle de Michaelis-Menten

[’enzyme est soit sous forme libre E, soit sous forme complexée au substrat ES

[Ber| = [E] + [ES]

|[Ep]: concentration totale de ’enzyme.

Donc: g (BAESDIS) (BB g
[ES] ES]

Es - LEdiS
K+ [S]

D’ou:
La vitesse de la réaction v; est égale a v, vitesse de ’étape la plus lente:

v,=v; = k3 [ES]



I1I. Cinétique enzymatique
e modéle de Michaelis-Menten

D’ou
o K[
Kyt [S]
Or:
Vmax = k3 [ET]

Donc: [V.z VmaX[S] J
" Ky + [S]

C’est ’équation de Michaelis-Menten



I1I. Cinétique enzymatique
e modéle de Michaelis-Menten

[équation de Michaelis-Menten [ V=

Vinax[S]
Ky + [S]

La courbe de v; = {([S]) de 1 équation de Michaelis-Menten est une branche

d’hyperbole équilatere

* Passe par 'origine

* Asymptote,qd S — 0, vaut v;= V.
* Pourv,=V_.:

VmaX [S] — V

max

TR S 2

2 [S]= Ky + [S]
[S] = Ky

[S]




I1I. Cinétique enzymatique

. . . maX[S]
’é - V;=
[’équation de Michaelis-Menten I Ky + [S] I

¢ Quand [S] << K

v~ Vmax[9] - Cte, [S] == Vi est fonction linéaire de [S] (y=ax)
Ky

C’est en exces d’enzyme (en pratique [S] = 0.1 Ky

que 'on dose un substrat. V;

e Quand [S]> > K,

Vi = Vmax :k3 [ET] — Vi = f([E]) est hﬂéaire

C’est en exces de substrat (en pratique [S] = 100 Ky

que 'on dose un enzyme.

[S]




I1I. Cinétique enzymatique

[’équation de Michaelis-Menten

Signification des parametres cinétiques:

 lLaV,_, estlavitesse de la réaction lorsque enzyme est ‘a saturation’: lorsque toutes les
molécules de 'enzyme sont complexées au substrat.

* La Kyestla concentration du substrat lorsque enzyme est a demi-saturation’ lorsque la
moiti¢ des molécules de 'enzyme sont complexées au substrat

Ky est inversement proportionnelle a Vmax

Paffinité de enzyme pour le substrat
Vmax/2

[S]




I1I. Cinétique enzymatique

Deétermination expérimentale de V. et Ky

* Expérimentalement V. et Ky se déduisent de la v; de la réaction dans une gamme
de concentrations initiales de substrat.
* Un grand nombre de méthodes de détermination de ces deux paramétrés, tant

graphiques que numériques, ont été mises au point:

K, S|




I1I. Cinétique enzymatique

Deétermination expérimentale de V. et Ky

Méthode arithmétique

A partir d’une expérience on trace vi = £([S])

=V_ /2 Km= [S] Vmax/2
Krn est egale a [3] lorsque la vitesse de la réaction
est égale a la moitie de la vitesse maximale

K., ok

Malheureusement , cette représentation est inadaptée (détermination inexacte de Vmax et KM) car la Vmax est

sous estimée (le plateau ne fait que tendre vers asymptote qui a la valeur de Vmax jamais latteindre). On a en fait
d’une représentation linéaire avec laquelle on pourra faire des extrapolations == Linéarisation

On extrapole V. a [S]= o



I1I. Cinétique enzymatique

Détermination expérimentale de V. et Ky,

Méthodes graphiques:

Représentation de Lineweaver et Burk (en double inverse): 1/v; = £(1/[S])

V= I\<]max [S] - 1 _ I<M T [S] 1 _ I<M 1 N 1
M [S] Vi Vo8] Vi Vo SV,
Représentation _1 _ K 1 n 1
de Lineweaver et Burk Vi V s [S] Vs

La représentation la plus utilisée, publiée par Hans Lineweaver et Dean Burk

en 1935



I1I. Cinétique enzymatique

Deétermination expérimentale de V. et Ky
Méthode graphique:

Représentation de Lineweaver et Burk (en double inverse): 1/v; = £(1/[S])

1 Ky 1 1

—_ +

\& V... [S] V

max

C’est une droite (y = ax +b) dont la pente est Ky;/V
I'axe des 1/[S] au point -1/ Ky,

ct

elle coupe l'axe des 1/V au point 1/V

maxo> maxo>

* 1/v,=0 —1/[S] = - 1/Ky
* 1/[S] = 0—1/Vi=1/V

max



I1I. Cinétique enzymatique

Deétermination expérimentale de V. et Ky

Méthode graphique:
Représentation de Lineweaver et Burk (en double inverse): 1/v; = £(1/[S])
1 Ky 1 1 R
= + Vi

tg o =

e 1/v.=0 —1/[8]=-1/K
* 1/[S] =0 —1/Vi=1/V § - /

max

Ky,

max




I1I. Cinétique enzymatique

Deétermination expérimentale de V. et Ky

Méthode graphique:
Représentation de Hanes—Woolf: [S]/v; = {([S])
1 Ky 1 1 < 8] S] Ky 5] B
= + — = +
Vi Vmax [ ] Vrnax Vi Vmax [S] Vmax
On obtient: Bl 1 g, B + Pente: 1/V,,,,

Vi VmaX Vmax
y=ax + b

* Ordonné a lorigine : K, /V

max



I1I. Cinétique enzymatique

Deétermination expérimentale de V. et Ky

Méthode graphique:

Représentation de Hanes—Woolf:

Vi Vi \

max




I1I. Cinétique enzymatique

Détermination expérimentale de V. et Ky,

Méthode graphique:

Représentation de Eadie et Hofstee: v; = £(v;/[S])

= Vimax[S] > Vi Vimax — vi Ky + [S]) ~ Vi
Kyt [S] S] Ky +[S] [S]

V. \¢

5] [S]
y=-aXx*TDb



I1I. Cinétique enzymatique

Deétermination expérimentale de V. et Ky

Méthode graphique:
Représentation de Eadie et Hofstee : v; = £(v;/[S])

A

Vi

V.
v, =- Ky = + Vi V..

[S]

/[S]=0 — v, =V

max

*vi=0  ——Vi/[S] = Vi Ky

-




I1I. Cinétique enzymatique

Unités d’activité enzymatique

* Elles définissent la quantité de substrat transformé par unité de temps par une
certaine quantité d’enzyme dans les conditions optimales de 'activité enzymatique.

* L’unité d’activité enzymatique la plus utilisé est :

* [unité internationale (UI): 1 Ul correspond a la transformation de 1 pmole de
substrat par minute a 25°C au pH optimum de I’enzyme.

* Pour les réactions tres rapides, on peut utiliser une autre unité, le Katal :

" Le Katal (kat): 1 kat correspond a la transformation d’une mole de substrat par
seconde. Vu que c’est une grande unité, on patle de pkat (10°), nkat (107),
parfois méme de pkat (10-12).

1 kat =6 X 10" Ul



I1I. Cinétique enzymatique

Unités d’activité enzymatique

Nombre d’unités enzymatiques rapporté au poids total de protéines en mg dans la solution
enzymatique

Activité enzymatique (UI)

Activité spécifique (AS) =
Quantité de proteine (mg)

IAS définat:
* Dactivité total en fonction de. La quantité totale de protéine
(]

Permet de définir I’état de pureté d’une enzyme au cours de sa purification

* [Elle augmente avec sa purification



I1I. Cinétique enzymatique

Influence de [§] sur la vi d’'une réaction enzymatique

Expérimentales, sutvre la formation de P en fonction de

temps pour différentes concentrations en substrat: [P] 4
[P]=f(temps) [S3]> [S2]> [S1]
Mathématiques: V= d_P [S2]
dt

Graphiquement, lecture sur la partie linéaire de chaque
courbe: tangente pour le temps initiale y =ax + b;a =v;

Vii ——p[S]

Voi _,[82] >

Temps

Vi —>[S3]



I1I. Cinétique enzymatique

Influence de [§] sur la v; d’'une réaction enzymatique

On peut alors tracer la courbe : vitesse
initiale de la réaction en fonction de la

concentration en substrat: vi=£([S])




I1I. Cinétique enzymatique

Influence de [E] sur la v; d’une réaction enzymatique

Expérimentales, sutvre la formation de P en fonction de temps pour different concentration en
enzyme; [S] étant constante et saturante

* v;={([E]): v; est directement proportionnelle a [E]

* Plus la concentration de 'enzyme augmente, plus v; est importante.

[E3]

[E2]

—_—v

v
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I'V. Facteurs inﬂuengant la cinétigue enzzmatigue

Facteurs physicochimiques

Influence de pH sur la réaction enzymatique

, . C, . < e s A pH optimal
Expérimentales, on suit 'activité enzymatique a différents pH: ®

* Chaque enzyme a un pH optimal

* Le pH optimal est le pH auquel la vitesse de réaction est la plus
élevée.

* Diminution d'activité de part et d'autre de la valeur optimale

©

pH faible = vitesse

®

pH élevé = vitesse

Vitesse de réaction

* Nombreuses enzymes dans le corps humain ont un pH optimal
de 7

* Mais, ils existent des enzymes qui fonctionnent a des pH

de réaction faible o
de réaction faible

Y

extrémes: 2 3 4 5 6
Exemples: pH (pepsine) = 1.8 (E gastrique ) pH (trypsine)=7.8

( E intestinale)



I'V. Facteurs inﬂuengant la cinétigue enzzmatigue

Facteurs physicochimique

Influence de pH sur la réaction enzymatique

* Le pH intervient sur : (2) pH optima
" Le Substrat: degré dionisation permet ou non sa liaison avec Penzyme
" Laprotéine de I'E

* soit en modifiant la structure secondaire ou tertiaire active de enzyme

* soit en modifiant les charges électriques et donc le degré d’1onisation des

0

pH faible = vitesse

Vitesse de réaction

9

radicaux des acides aminés du site actif L~
pH ¢levé = vitesse

de réaction faible N
de réaction faible

Quand les charges des chaines latérales des acides aminés sont
modifiées, la structure de l'enzyme est modifiée, et en perdant sa

forme, la molécule perd son activité de catalyse.



I'V. Facteurs inﬂuengant la cinétigue enzzmatigue

Facteurs physicochimique

Influence de température sur la réaction enzymatique

Expérimentales, on suit Pactivité enzymatique a différents température v; 1 @
= f(température)° Température optimale
, : , - | ®
* La temperature agit comme : £ @ | Les enzymes
yar , . .qe . < ok . ! dénat t
= Accélérateur de la réaction: La T facilite le franchissement dela 2 Pluyd énergle | o denajuren
. 5, C o 1s e ° !
barriere d’énergie d’activation 2 Lavitesse | | e
: : L . S augmente | diminue
Energie thermique =g Energie cinétique = collision efficace E et S |
=P Plus de ES=9 plus de produit |
= Inhibiteur : au dela de certaine température les enzymes se 0 10 2 30 40 50 60 70 8 90

Température (°C)

dénaturent.




I'V. Facteurs influencant la cinétique enzymatique

Facteurs physicochimique
Influence de température et pH sur la réaction enzymatique

La dénaturation des protéines fait référence au processus de

modification de la structure d'une protéine sans affecter la

, . . . ., 4 : : Protéine dénaturée
séquence primaire d'acides aminés. Protéine fonctionnelle (active) a
AT élevéesetapH | |  La structure protéique R le SA n’est plus | S ne peut plus se lier | | la réaction ne peut
extremes change (dénaturation) complémentaire au S. au site actif plus se produire

Substrat
qui a la forme complémentaire
au site actif de '’enzyme

U

Site actif
Le substrat se lie

La réaction est réussie
et des produits se forment

>
>

Active Site No active sile

au site actif

—_———p

Substrat Denaturation

n’est plus complémentaire
au site actif Etat native Etat dénaturée

Enzyme dénaturée
Le site actif a
changé de forme

Enzyme



