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Plan du cours

Rappels de cinétique des réactions chimigues
Eléments de cinetigue des réactions enzymatiques
Le modele de Michaelis et Menten

Notions d'allosterie : enzymes non Michaeliennes
Activité enzymatique

Enzymes margueurs de pathologie



Objectifs pédagogigues du cours

Connaitre le modele de Michaelis et Menten, K,, Vmax

Savoir gue toutes les enzymes ne suivent pas se modele
. allostérie

Connaitre la définition de l'activitée enzymatique, unités

Comprendre comment on utilise les enzymes comme
marqueurs de pathologies



Cinetigue enzymatigue

S > P
V = d[P]/dt 1

Réaction catalysée

[So]
relation hyperbolique entre la concentration en substrat et la vitesse de la réaction.



Méthode de mesure de la vitesse

[P] (uM)
Vo — [Sl,

[S]3

[S]>

— [S],4

Temps (s)

La réaction se deroule dans une cuve de spectrophotometre



Ordres simples : O ou 1

Cas simples avec un substrat S : Mesure des vitesses initiales
«Si on peut décrire la variation de la vitesse en fonction de la concentration en S

Vo = K[Sp]*
o est ’ordre de la réaction

Ordre0 Ordre 1
Vo Vo Vo

[S] [Sol

Vi = K Vi = K [Sy]



Cinétique enzymatique

S > P
Ordre 0

Ordre 1 Réaction catalysée

[So]
relation hyperbolique entre la concentration en substrat et la vitesse de la réaction.



Les hypotheses du modele de Michaelis et Menten

[Conc]

t
Hyp. 1 : la réaction enzymatique se découpe en 3 reactions élementaires
kl kE
E+S: * ES » P+E
-1

Hyp. 2 : les 3 reactions elementaires sont d'ordre 1
Hyp. 3 : la concentration en ES est stable dans le temps



Le modele Michaelis et Menten

k, Kk,
E+8S- ” = ES * P+ E
-1

Vitesse de réaction: V =k, [ES]

vitesse de formation de ES: =k, [E] [T]
vitesse de dissociationde ES = (k ;. k,) [ES]

a |’ état stationnaire: [ES] = Cste donc  k; [E] [S] = (k ;. k,) [ES]

[E][S]
(k1 1 k;) /K,

rd R s
IHK"PI;*I

(1) [ES]=




Vitesse de réaction: V =k, [ES]

[E] = [E-] - [ES]

(2) [ES] =

E; concentration totale en enzyme
E = concentration en enzyme libre

([E+] - [ES]) [S]

K

o, > (3) [ES]: [ET]

V =k, [E4]

[S]

[S] + Ky

(4)

[S]

[S] + Ky

MmaX

[S]

[S] + Ky

(5)




Représentation graphique

V

VMaX = = - oo o o el =

Vmax

S] << Km
S]=Km

S]>> Km

V=V__[S]/Km
V=V__ /2
V=V

max

A
=

[S]




Vitesse de la réaction enzymatique | v

V

Mmax

[S]

[S] + Km

» Variation de V., = K.y * [Ef] K = Ko
« Quantité d’ enzyme : activité
* ko : rapidité de I’ enzyme

[S]
[S] + Km

e Variation de

 Niveau de saturation de I' enzyme en substrat




Mesure de | efficacité enzymatique :
nombre de turn-over

« Turn-over » de I’ enzyme k., ou k, (seconde)

V

[Et] connue V... =K. I[Et] K, = [néaa

K. €St Une constante de vitesse du premier ordre (unité s1), ¢’ est une fréquence

Fréguence alaquelle I’ enzyme établit I’ acte catalytique (nombre de fois par seconde)
lorsqu’ il est saturé par le substrat

1/k ., est ladurée, en s de I’ acte catalytique.

k., donne la mesure de I’ efficacité de la catalyse par I’ enzyme



Analogie pour mieux comprendre

Bcp de clients et peu de guichets :

La vitesse depend de la quantité de
guichets ouverts (quantité d’” enzyme) et de
I” habilité

du personnel (absence d” inhibiteurs)

Bcp de guichets / peu de clients :

La vitesse depend du nombre de client (quantité
de substrat)




Representation en double inverse

1/V
K, 1 1
1/V = b +
Viax  [S] |
1/Vmax

1/[S]



Enzymes non Michaeliennes

« Certaines enzymes ne suivent pas exactement le modele de Michaelis et
Menten.

« Le Ky ou le K, peut parfois varier : enzymes allostériques
— En fonction de |la concentration en substrat
— En fonction de la présence d’autres molécules sur 'enzyme

vitesse initiale _ _comportement Michaelien

#] # :
Vm;ﬂ = ___Ti_f_f___T.._.__.T.f ST s s ===

comportement sigmoidal :

effet allostérique cooperatif avec S

. '\.
’f

[Substrat|




Activite enzymatique

[S] >> KM V= Vmax - kcat[Et]

La vitesse mesurée est la vitesse maximum et elle est proportionnelle a la concentration totale

d’ enzyme.
C’ est donc la méthode qui peut étre utilisée pour doser la concentration et par suite la

quantité d’ enzyme présente dans une solution ou dans un liquide biologique

v
Vitesse de la "‘
réaction
[E1]
e 1 [E2]
Vmax/2 [E3] .
pente de ladroite k o5
—> r-
Concentration en substrat [S
[S] [El,

Figure 1 Figure 2



Activite enzymatique

Cette unité a été définie pour estimer la quantité de |’ activité catalytique
d’ une préparation ou d’ un échantillon biologique

1 unité enzymatique (U.l. ou U.E.) = quantité d’ enzyme qui produit la transformation d’ une
micromole de substrat par minute a 25° C (umole min-1)

Rem : Dans le systéme international I’ unité officielle est le katal (kat) : g. d’ enzyme qui catalyse la
transformation de 1 mole de substrat par sec.
Biochimistes : 1U.I = 0,0166 pkat.

[P] @

© A[PV/AL = Ky [E/]

A[P]

At t (sec)



Enzymes marqueurs de pathologie

» Les difféerents tissus ou organes du
corps contiennent des enzymes assez

S Incubation Ictére Convalescence
specifiques ) a a
« Ces enzymes sont naturellement IgM anti HAV '
relarguées dans le sang a faible
concentration lors du processus de AN
renouvellement cellulaire [\ -

. : : Transaminases
« En cas de léesion pathologique d’'un #

tissu : infarctus du myocarde, hépatite I
aigle ou chronique, atteinte du
pancréas,.. Certaines enzymes vont
voir leur concentration augmenter
dans le sang : marqueur de pathologie |




Messages essentiels du cours

Les 3 hypotheses de la modélisation de Michaelis et Menten

Le K,, represente l'inverse de I'affinité de I'enzyme pour son substrat
— c’est une concentration

K., represente la frequence a laquelle I'enzyme effectue l'acte
catalytique
— c’est une fréquence (s1)

Vmax represente l'activité enzymatique lorsque I'enzyme est saturee
en substrat

— Activité enzymatique : pmole min-1
L'interét en pratique medicale du dosage de l'activite enzymatique
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