ENZYMOLOGIE ; STRATEGIE CATALYTIQUE :

1) Les enzymes allostériques :

Les enzymes allostériques jouent un réle majeus terégulations métaboliques. Il faut rappeler dans
I'organisme se produisent des chaines de réactmgnt les voies métaboliques.

\/
L'enzyme E1 est en général le siége de la réastaa X peut égaT \étre assez fréquemmenditQue
E1l est I'enzyme clé de la régulation, c'est un ievezgllostériq Cg
Les enzymes allostériques ont une cinétique diftérde cellﬁ zymes michaeliennes.

L
Pour les enzymes allostériques, on définit difféserffe llostériques selon leurs effets :

transformation.

Le substrat qui est l'activateur de E1 aura urt e}@pe positif, c'est a dire qu'il agit supsapre
Y4
Un activateur allostérique aura un effet hé iti




On obtient une sigmoide ce qui traduit le phénontineoopérativité (qui est absent de I'hyperbole
michaelienne) ; on a une augmentation lente, yi&le, puis de nouveau lente.

Quand on obtient une sigmoide, alors on peut afirque I'enzyme est bien allostérique.

En fait, les premiére molécules de substrat peeme#t 'enzyme un meilleur fonctionnement.

B) L'effet hétérotrope positif :

A [E] constante, on peut tracer le graphe primsiigant :

En augmentant [A], on voit que la vi augmente nt avec [S] et a [A] saturant, on a unsiti@n vers
une cinétique michaelienne. ,
Cela permet de conclure que A est bien u lh‘enzyme allostérique étudiée. Cependanteguenit pas

encore savoir s'il est un activateur allosg@
A

Pour déterminer si A est un activateur-allostéxiqu pas, il faut tracer le graphe secondaire sti&vdE]
constante et a [S] constante e

N

Si on obtient une sigmoide croissante, alors, an @firmer que A est un activateur allostériqud'éezyme
avec un effet hétérotrope positif (ou coactivaeif'enzyme), sinon, c'est un activateur non atigte.



C) L'effet hétérotrope néqatif :

Encore une fois, a [E] constante, on peut tracgrdehe primaire suivant ;

L
On peut voir qu'en présence de |, la vi augmentasrfacilem (®c [S]. On peut donc en déduireIgst un
inhibiteur de I'enzyme allostérique étudiée. Cepencbr\Q s encore s'il est allostériqueasu

Pour savoir si | est un inhibiteur allostériquepas, on
constante et a [S] constante et peu élevée :

graphe secondaire suivant tougo[E$

I

Q

Si on obtient une sigmoide décroissante, alorpemt affirmer que | est bien un inhibiteur allogige de
I'enzyme, il a bien un effet hétérotrope négatif.



1) Point général a cette cinétigue particuliére :

On peut voir en comparant I'hyperbole michaeliesawver la sigmoide allostérique que dans le cas énmgme
allostérique, une petite variation d'effecteur @ime une trés grande variation de la vi contrairgraa cas des
enzymes michaelienne. La régulation allostériquedimc étre trés précise.

111) Modélisation :

Il existe plusieurs modéles d'enzymes allostériques

A) La transition concertée de Monod, Wyman et Cjeax :

En fait, dans ce modéle, il faut que I'enzyme suittimérique, que chaque sous unités ait deux gardtions
tridimensionnelles possibles dites r et t.et.quesdanzyme, toutes les sous unités seront danéiae
configuration : soit r, formant ainsi'une enzymes&f t, formant ainsi une enzyme T.

Les forme R et T de I'enzyme sont en équilibrenétdes affinités différentes pour les effecteurs.

Affinité pour: Forme T (tendue) Forme R (relachée)
S Nulle ou tres faible Trés grande affinité
A Nulle ou tres faible Tres grande affinité
I Trés grande affinité Nulle ou trés faible

Représentation :




On a donc les équilibres :

N

Le substrat déplace donc I'équilibre en faveuradeidme R. A [S] faible, on a I'enzyme sous f@i
active) et sous forme T (forme inactive) tandifid®] saturant, toutes les enzymes so s fBrnhéenzyme
est alors totalement active. Cela traduit le phé&marde coopérativité (chaque molé \e bsirdéplacer
I'équilibre vers la forme active R). %

Avec la présence d'un activateur, on a cet éqaitibr SQ,

A [A] saturant, toute I'enzyme est sous la formé Ry a s qu'une seule forme d'enzyne@est pour
cela que I'on se retrouve dans le méme cas qu"uéﬁq( ichaelis.

Bien sur, la présence d'un inhibiteur allostéri é&a I'équilibre dans le sens de la forme
inactive T :

| X\b.

'\
B) Le modéle.@?ﬁel de Koshland :

s et I'existence d'intermédiantre les formes T et R dans lesquels touteolesunités

Dans ce modéle gn
ne sont pas da €me configuration r ou t.

Quoigqu'il en soit, tout effecteur d'une enzymesiaque qui modifie I'équilibre T<=>R est un effaa
allostérique.

Tout effecteur d'une enzyme allostérique qui laigspiilibre T<=>R inchangé est un effecteur ndosaérique
de I'enzyme allostérique.



V) Exemple de protéines allostériques :

A) L'aspartate transcarbonylase :

Il s'agit d'une des enzymes de la voie de biosgetlés pyrimidines selon la réaction suivante :

Du carbanyl phosphate et de I'aspartate sont retliéemble grace a la carbanyle transcarboxylaseafd ainsi
de carbanyl aspartate. 5 étapes suivantes nofiékitadans ce cours seront ensite nécessaire ptamiodu
CTP.

L'aspartate a donc un effet homotrope positif elytasine triphosphate, un effet hétérotrope négati

Cette enzyme existe sous les deux formes R etds Bdorme R, elle sera liée a I'aspartate taquissous la
forme T, elle sera liée a la CTP.
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Il faut noter qu'elle est constituée d'une souudigulatrice de 3 2 chaines et d'une sous caigdytique de 2
3 chaines. L'ensemble formant un assemblage syuéttomplexe.

L'aspartate trans carbonylase est donc une enzyinseidle modéle de Monod (en tout ou rien)

B) L'hémoglobine :

Il s'agit d'un tétramére formé de deux sous umilgisa et de deux sous unités béta formant I'hérbowA chez
l'adulte et de deux sous unité alpha et deux soibésugamma formant 'hémoglobine F chez le foetus.
Chaque sous unité sera composeée de huit hélicea @p A a H) repliées dans I'espace formant lag@de
I'héme (entre E et F) (au total; 80% de I'némoglelgst composée d'hélice alpha).

C'est une protéine allostérique de transport de gaz

L'hémoglobine présente une partie protéique cagstipar les chaines de globine mais également partie
non protéique:; I'neme.

L'héme est une molécule avec un noyau tétra pym®el{goit 4 noyaux pyroliques) entourant un ionatedrreux
lié aux quatre noyaux pyroliques par quatre liasstd@ coordination, a la globine par une cinquiéaiedn de
coordination sur I'histidine proximale F8 et a ygene par une sixieme liaison.

Le dioxygene étant le ligand principal, il auraaffet homotrope positif.



Lorsque une molécule de O2 arrive, elle fera boligélice F en tirant sur le fer de I'héme le fats@ntrer le
plan de I'héme.

Sous la forme T, on a

Sous la forme R, le dioxygéne est fixé aux molécdlaeémes ce qui permet de placer quatre moléeu®@2dpar
hémoglobine.

Il'y a une redisposition des liaisons de faiblergigedans les contactelf2'eta2p1 entrainant le passage de la
forme T a la forme R.

L'hémoglobine est une protéine qui correspond adietecséquentiel de Koshland.
La molécule d'hémoglobine va fixer de I'O2 danspl@smons pour le libérer dans les tissus.

Si I'on compare I'hémoglobine et la myoglobines@apercoit que la myoglobine correspond a uneigimét
michaelienne alors que I'hémoglobine correspond &iene cinétique allostérique.

Cela signifie que la myoglobine n'est pas.une muidéde transport mais de réserve : elle stocked#leygéne
mais ne le libérera pas alors que I'némoglobingiestune molécule de transport, capable de serd#li
dioxygéne.
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la courbe rouge, c’est la myoglobine et la bleue,
c’est I'Hb, en gros il faut voir que pour un dlf&me de pO2 de 50 mmHg (entre 40mmHg et 90) di¢@orme
variation d’oxyHb et de petites variations d’oxyngjyabine. L’allostérie permet donc la libérationli22.
L'hémoglobine est régulée de plusieurs fagonsreifies :

Le pH et le CO2 (ils sont liés) : lorsque le plhidiue, la concentration en ion H+ augmente etirfiéf
de I'némoglobine pour I'oxygeéne diminue favoridarforme T. C'est I'effet Bohr.

Le 2.3 BPG ou 2.3 biphosphoglycerate va déplagguilibre vers la forme T en se fixant a I'histigli



des chaineB de I'hémoglobine. Il faut noter que I'affinité 21lBBPG pour I'hémoglobine F est trés faible.
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Il'y a des régulations rapides de I'affinité dérffoglobine pour I'02 :

Dans les poumons, une augmentation de la presaibielfe en O2, et donc une diminution de celleC€P
(entrainant une augmentation du pH) augmentefaitéfde 'némoglobine pour ['oxygene.

Dans les tissus, une diminution de la pressiorigiieren O2, et donc une.augmentation de celle@a C
(entrainant une diminution du pH) diminuera l'aférde 'hémoglobine.pour I'oxygéne permettantiaas
libération.

Mais il y a aussi des régulations plus progresdevéaffinité de I'hémoglobine pour I'02 :

C'est le cas dans les conditions d'hypoxie chrenmumme dans'des hautes altitudes ou la synthéa@ BPG

sera augmentée dans les globules rouges, dimitiatiinité.de I'hémoglobine pour le dioxygeéne etmettant
une augmentation de la libération du dioxygéne, tizmsssus.

V) La réqulation par des liaisons.covalentes :

Il peut y avoir régulation par liaisons covalentesnme c'est le cas des régulations par phosphorylsitr la
fonction alcool des serines, thréonines ou tyrasine

Les protéines kinases réalisant la phosphorylatevent étre CaMK dépendante. Il y a donc un second
messager intra cellulaire_qui activera la prot&imase en réponse a un stimulus extra cellulairenge du
glucagon, de 'adrénaline...

Cette régulation est trés retrouvée dans le mésabeldu glycogéne par exemple :

Le glycogene est une forme de stockage du glucarse lé foie et dans le muscle. Le glucose apparté p
I'alimentation' est transformé en glycogene parnyaggene synthase (c’est la glycogénogenese)gydegene
pourra-étre retransformé en glucose par la glyoegdosphorylase (c’est la glycogénolyse).

En fait, sous forme phosphorylée, la glycogénelsitate sera inactive alors que déphosphoryléaleliendra
active.
Et sous forme phosphorylée, la glycogéne phospaseysera active alors que déphosphorylée, ellersamtve.

Pour phosphoryler ces protéines, on passe par & éffpour les déphosphoryler, on enléve un phospha
inorganique.

Lorsque ces protéines sont non phosphorylées iliye augmentation de la synthése du glycogene et
lorsqu'elles sont phosphorylées, il y a une augatient de la dégradation du glycogéne.



VI) La régulation multiple :

En fait, la glycogéne phosphorylase peut étre éetile différentes maniéres : on peut la phosphsygles
I'effet du glucagon ou de l'adrénaline qui sontlitasnones hyperglycémiante jouant le réle de stimelxtra
cellulaire (on parlera de régulation hormonale tenv) mais en présence de beaucoup d'AMP (peardiéi,
la glycogéne phosphorylase sera également acti®ddR est un activateur allostérique) mais cettis fm, par
un stimulus intra cellulaire (la présence de gledd@phosphate et d'ATP aura plutot tendance askactiger).




