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De tres nombreuses reactions chimigues
Associées au « fonctionnement » de la cellule

glucose

\\J R

V

uw/\/"’

http://lithotheque.ac-clermont.fr

~e | Levures

Quelques unes des voies

reactionnelles dans la

cellule (en rouge, glycolyse Energie utilisable par la cellule,
et cycle de Krebs) chaleur, déchets métaboliques

http://mpronovost.profweb.ca/BIONP1/bi
onnl vivant.htmi



Principe thermodynamique des couplages
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B. ANSELME « L’énergie dans la cellule » Ed. Nathan, Université, coll. Sciences 128, 1996



Les conditions d’un couplage

B. ANSELME « L’énergie dans la cellule » Ed. Nathan, Université, coll. Sciences 128, 1996
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hexokinase

et de I’hydrolyse de ’ATP

L’hexokinase : agent de couplage
glucose

de la phosphorylation du glucose
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Cas d’'une réaction non catalysee

(a) No enzyme

Substrate Transition state Products
(metal stick) [bent stick) |broken stick)

Free energv, (s

Document 1. Principe de la catalyse : I'abaissement de I'Ea.

http://mww.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/ENZYMES/enzyme_mechanism.html#chimel



Document 2. Analogie simple
illustrant le réle d’un catalyseur

D’aprés une idée de
PELMONT, “ Enzymes et
catalyseurs du monde
vivant ”, 1995.

(in : AUGERE B., “ Les
enzymes, biocatalyseurs
protéiques ”, Ellipses Ed.,
2001).




Enzyme et abaissement de I'Ea :
exemple de I'hexokinase

Animation action HK

http://web.chem.ucsb.edu/~molvisual/ABLE/induced_fit/


http://web.chem.ucsb.edu/~molvisual/ABLE/induced_fit/

Effet de la liaison de 'enzyme au substrat
sur le niveau d’énergie

(b) Enzyme complementary to substrate
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Document 1. Principe de la catalyse : 'abaissement de I'Ea.

http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/ENZYMES/enzyme_mechanism.html#chimel




Etude expérimentale de 'activité d'une enzyme :
la glucose oxydase

CH,OH

o Glucose oxydase o
H ﬂ” H
< H +0,+H,0—»K 5, 4 >=0+H;0;
HO H HO
H OH H OH
B-D-Glucose D-Glucono- & -lactone

- Exploitation des resultats obtenus en TP...
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Vos résultats de TP :

Vi=1£(T°)
0,150
¢
0,100

0,050

0,000

Effets de la tempeéerature
sur l'activité de la glucose oxydase



Document 6. Effets de la température

L'activité
catalytique
suit la loi
d’arrhénius

sur 'activité enzymatique

Température optimale
Début de dénaturation

/ Perte de certains sites actifs
jvitesse ( /

de la reactlon ,’

: \
/"' \ #
/ \\ temperature

; du milieu
” (en °C)

|
T |

f—fr———) . >

0 10 20 30 40 50 60 70

L'enzyme est dénaturée
Plus aucun site actif ne fonctionne



Pyrolobus fumarii, archée découverte
pour la premiere fois en 1997 aux abords
d'un fumeur noir sur la dorsale Atlantique.

y ) b\- f A
S

https://fr.wikipedia.org/wiki/Pyrolobus

Pyrolobus fumarii peut vivre et se "(» :

multiplier jusqu'a 113 °C et sa e T

CI’OISS&I’]C,e est ImpOS,SI_ble pou\r @ Pour plus d’informations sur I’adaptation thermophile

des températures inféerieures a des microorganismes :

90 °C. http://acces.ens-lyon.fr/evolution/biodiversite/dossiers-

C’ t d . | thematiques/les-trois-domaines-du-vivant/historique-de-la-
est I'un des organismes les classification-du-vivant-1/ladaptation-thermophile-des-

plus hyperthermophiles connus.  microorganismes



Vos résultats de TP :

Vi = f (pH)

0,100

0,080
0,060
0,040

0,020

0,000
3 5 7 9

Effet du pH sur ’activite
de la glucose oxydase



Effet du pH : Exemple de la glucose oxydase

P
MFrnole

1.40.

1.20.

1.00 .

0. 80 .

0.60 .

0. 40

0. 20 .

Vitesse de réaction 4 différents pH

pal -

Conc. 02

Prnol. 17!

188

Ui
Prnoles pH
Amin

0.25( 11.0

1

1 a0

20 sec 40 sec 1 min 20 2 nin
» @ Vitesse de réaction en fonction du pH
2.5 i
P#EIES pH
Smin
2.0 0.25| 11.0
0.90( 9.0
1.5
1.43| 8.0
1.0 2.11| 7.0
2.07 | 6.0 http://www2.ac
0.5 1.90( 5.0 -
0.16| 3.0 lyon.ir/enseign
: : : : e/biologie/spip.
o 2 a 6 8 10 12@.

php?article120



Document 3. Quelques exemples de I'effet du pH
sur 'activité enzymatique

nH and enzyime activity
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Crevasse du
site actif

Alexander
Flemming,
en 1945

PDB 1HEW

Le lysozyme, decouvert par Flemming

http://esilrch1.esi.umontreal.ca



Effets du pH
sur 'activité enzymatique du lysozyme

Lysozyme

P52 déproton
LU 35 protoné




Document 4. Importance du pH pour
I'activité enzymatique du lysozyme

Etape 1 :
GLU 35 doit
étre protone

Etape 2 : ﬁ'f‘ " Ho H
ASP 52 doit v
étre deprotoné =

NAG, NAG,

A l'issue de la reaction :
GLU 35 est reprotone en récupérant un H* du milieu




Document 5. Importance du pH pour
I'activite enzymatique de I'hexokinase

Mg ATP w/ bound Mg ion
"' -
‘l, ﬁ ﬁ ,I\ - Acting as a general base,
Oe=p oo == ll' -Q=p=0 | _,I\\> Asp20S abstracts a hydrogen
4-', P .'. : from the C6 hydroxyl
= group of -D-glucose.
H)
OH /(\
O
o H @n
OH 2 residues
e Asp2():
OH
i-D-glucose

1¢re étape déprotonation du OH du C6 du glucose :
ASP205 doit étre déprotoné

http://web.chem.ucsb.edu/~molvisual/ABLE/induced_fit/



Vos résultats de TP :

Vi

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Vi = f[S]0
L
/
- |
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[glucose],

Effet de la concentration du substrat
sur l'activité de la glucose oxydase




Document 7. Etude cinétique d’'une enzyme michaélienne

en m.nol.[;] ] La disparition du substrat ou I'apparition du
Sl produit est mesurée au cours du temps.
? L'expérience est répétée pour diverses
.  wr|Bave | cONcentrations en substrat.
e | On mesure la Vi (=pente de la courbe au
e A début de la réaction) car c'est le seul
moment ou il ne se produit que la réaction :
v, = dP/dt temps S > P
Mesure de la vitesse initiale d'une re'actio:
pour des concentrations variables de substrat et constante d‘enzyme.
v, vitesse initiale
en pmol.min~.L""\ A ' 8
On représente ensuite les | /
differentes valeurs de vi en / §
fonction de la concentration en Vour 12 1A §
substrat. /
| i concentration du
0 Km o',s ; 2 substratpmoll™
Vitesse initiale d’une réaction enzymatique
en fonction de la concentration en substrat, a concentration enzymatique constante.




Equation de Michaelis - Menten

Vo = Vmax [S]
Km + [S]

Vi : vitesse initiale (c’est-a-dire en absence de produit) de la reaction
enzymatique pour une concentration de substrat [S] (en mol/min) ;

Avec:

Vmax : vitesse initiale maximale mesurée pour une concentration saturante
de substrat (en mol/min) ;

[S] : Concentration en substrat (en mol/L) ;

Ky : constante de Michaelis spécifique de I'enzyme. C'est la concentration en
substrat pour laquelle Vi = Vmax/2 (en mol/L).

Elle correspond a l'inverse de la constante d'affinité apparente du substrat
pour lI'enzyme.



Ky : constante de Michaelis

L
E - ar'ﬂb “E+ P
—

ko1 + ko
ks

Ky =

Ky : constante de Michaelis spécifique de I'enzyme. C'est la concentration en
substrat pour laquelle Vi = Vmax/2 (en mol/L).

Elle correspond a l'inverse de la constante d'affinité apparente du substrat
pour I'enzyme.



Vos resultats de TP :
Représentation de Lineweaver-Burk

1/Vi=f (1/[510)

(LY

RZ =(0,9913
—166,0 /
<
480
—26,0—
e .
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0,6
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Document 8. Détermination graphique de K,, et V

max
grace a la methode des inverses
Representation de Lineweaver Burk
1/v
r 1
K. T
L’équation précédente devient :l = | K v 1 . 1

(voir TP) (8% Urnar [S ] ) | Umax I



Document 9. Les différentes categories d’enzymes

Class Reaction type Important subclasses
© = Reduction equivalent
00 R * Deigldrogenasesd
: CAY I | U0 Oxidases, peroxidases
1 Oxidoreductases N r i ‘ : Redicboss
J | ] | J Monooxygenases
Ared Box Aox Bred Dioxygenases
—n
L | \ Ci-Tran?ferast
' (1) ( Glycosyltransferases
2 Transferases * > ‘ + Aminotransferases
- Phosphotransferases
A-B C A B-C
PY ] Eslterasss
y ¢ s & ycosidases
3 Hydrolases + 00 —p . Peptidases
| R Amidases
A-B H,0 A-H B-OH
C-C-Lyases
— ( C-O-Lyases
4 I;yases - * P o— (-N-L;ases
(*synthases”) | | L} C-S-Lyases
A B A-B
— —
| < Epimerases
) R cis trans Isomerases
5 Isomerases Ea | ] Intramolecular
} transferases
Al Iso-A L
| |B  x=AcGuU.C [T XDP C-C-Ligases
i . X} —p 'y . C-O-Lligases
X XTP (Wl ® C-S-Lligases
A-B

Base de données sur les enzymes

http://www.namrata.co/classification-of-enzymes/


http://www.enzyme-database.org/

Document 10. L’hexokinase

domain 1

CLOSED

domain 2

Animation ajustement induit HK



http://web.chem.ucsb.edu/~molvisual/ABLE/induced_fit/

Lvs 169
Asp 205

[hr [65

Légende : Représentation schématique de la stabilisation du glucose
la poche catalytiqgue de ['hexokinase.

http://metabolisme.chez.com/pages/hexokinase.html



La glycogene phosphorylase
Deux sous unites identiques chez les hépatocytes
Quatre chez les myocytes

Site sérine
phosphorylable

Site de liaison
au glycogene

i J
Site catalytique



Document 11. Réaction catalysee par la
glycogene phosphorylase : la glycogénolyse

La glycogene phosphorylase catalyse la dégradation du glycogene a partir de
[’extrémiteé non réductrice (scission de la liaison a-1.4)

Glycogene + P, = Glucose 1-phosphate + Glycogéne

(n résidus) (n-1 reésidus)

HOCH, HOCH, HOCH,

0 , —o — 0
H H ~ H H H H
H | D H /H ! H
NOH H/L o ———»___. OH H/A _ + OH H_oR
] Phosphorylase HO OPO, HO
H OH H OH H OH
Glycogéne Glucose 1-phosphate Glycogéne
(n résidus) (n -1 résidus)

AG®" de la réaction est pres de zéro, mais car la concentration de P; est 100 fois plus
haute que celle du G1P (donc AG réel < 0), la réaction vers le GIP est favorisée (et ¢a
explique pourquoi synthese et dégradation sont des voies différentes).

http://biologie.univ-mrs.fr/upload/p222/06_GlycogenelL3BioCell.pdf



Devenir du glucose 1-P

- Le glucose 1 —P ne peut pas diffuser hors de la cellule (il est chargé).
—> Il est converti en glucose 6-P grace a la phosphoglucomutase.

- Le glucose 6-P entre dans la glycolyse.

Glucose 1-Phosphate =2 Glucose 6-Phosphate

Dans la cellule hépatique :
La glucose — 6 — phosphatase catalyse la suppression de la charge portée
par le glucose — 6P, qui peut alors sortir de la cellule.

Glucose 6-Phosphate = Glucose + Pi

http://biologie.univ-mrs.fr/upload/p222/06_GlycogenelL3BioCell.pdf



A vV, pmol. min™

S AVA' -
| ¥

NIcHhapglianNnno

micnaeliennt

ex : hexokinase

////
/enzyme
/ allostérique

// ex : glycogéne phosphorylase

— » [S],

en mmol.|

Document 12. Comparaison des cinétiques
d’enzymes michaeélienne et allosterique.




La glycogene phosphorylase dans I’état R et dans I'état T
Dans I'état T, le site de fixation du phosphate est partiellement fermé.

Sites
de fixation

du Pi

Sites
de fixation

du Pi




Modele de transition
allostérique coopérative
de Monod, Wyman et
Changeux.

- Les deux conformations
T et R sont en equilibre.

- La fixation du substrat
favorise entraine un
changement de
conformation du
protomere qui se transmet
aux autres protomeres.

- La forme S a une forte
affinité pour le substrat.

http://biochimej.univ-
angers.fr/Page2/COURS/7RelStructF
onction/2Biochimie/OIntroRegulMetab
/1IntroRegulMetabol.htm
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Cellules ou des
morceaux de
tissus dans une
solution de
saccharose
isotonique

Cellules ou des
morceaux de
tissus dans une
solution de
saccharose
isotonique

°‘ Homogenat Fraction
nucléaire

—

Centrifugation 10 mn
x 2000 tours / mn

Potter pour broyer Dechirement
de la membrane plasmique et
libération des organites

Fraction sans
Homogénat nucléaire noyaux

Potter pour broyer Déchirement
de la membrane plasmique et
libération des organites

= Homogénat

x 2000 tours / mn x 10 000 tours / mn

Homogenat Fraction

noyaux

Centrifugation 10 mn
x 10 000 tours / mn

| densité
1,17
1,18

. Centrfugation 10 mn  Gentrifugation 10 mn  Centrifugation sur
: gradient3h x 40 000
tours / mn

S = fraction microsomale
M = mitochondriale

L = lysosome

P = peroxsysome

sans mitochondriale LeS teC h n Iq u eS

d’'ultracentrifugation

Séparation des organites
par centrifugation différentielle :
plusieurs cycles de
centrifugation a accélération
croissante.

Séparation des organites
par centrifugation sur
gradient : utilisation d’un
solvant dont la densité varie
en fonction de la position
dans le tube.



Densité (g/mL)

Diagramme de densité des
Biomembranes et Biopolymeres

Golgi,

Endosomes

. 3 TProtéines solubles

102

10°
Coefficient de Sédimentation (Unités en Svedberg)

Réticulum
Endoplasmique
rugueux

Ribosomes + Polysomes
oo 0o OO eoeee
—~E—— S |ycogénes

- ADN sur gradient CsCl
ARN densité environ 2

Réticulum Endoplasmique lisse Membranes
pr— ~~Dlasmigues

. Erythrocytes

-
Lysosomes ¢‘ Peroxisomes

Noyau
Mitochondries

10° 104 10% 108 107

http://espacesciences.com/BioMb/Preparation%20m
embranes/ndev/cours.htm



Ex 1: controle de 'activité de I’hexokinase

glucose glucose-6-phosphate

L AD )
Vi

Vmax

\/'max avec exces de G6P

Vmax/2 k -

V'max/2

[S]o




Ex 2:

controle de P’activité de la succinate

deshydrogénase
H}H/Fe-s » k\ﬁ\% O O
%OG centers "’ Ll };@”9“2} \\(I:/
¢ 2H' CHy
400 CH,
FAD FADH, I
N 2250

Succinate Fumarate + 2 H*

Succinate
Vi A
VIMAE i i o oen 1 o iiiaad on e i i s i i

OQC/O

| L
Vmax -- avec ajout de [

malonate @

// ~N
@, @)
i Malonate

KM Km [S]o



Un exemple d’inhibition compétitive :
Le malonate et la succinate déshydrogenase

Os,..0
C\
CH
70
C-o
Fumarate
+.
Enzyme
Enzyme Succinate Succinate-enzyme complex
(a)
OQC/O
| No product
%H, is formed
C<
0”7 o
Enzyme Malonate Malonate-enzyme complex



Document 13. Controle de I'activité d’'une
enzyme par inhibition compétitive.

(a)

1, A
+ inhibiteur
/témoin
//7 1 /me @ ‘
p 4 o
-1/KM -1/KMapp 0 1/S

(Perrier et coll. J'intégre Biologie tout en un, Dunod 2013)



Traduction cinétique de deux inhibitions

Non compétitive
Pas de changement de Km
Mais Vm diminue

Compétitive
Pas de changement de Vm
Mais Km augmente

Increasing [!] Increasing (1]

. N . N

0s? "o:
‘ ' rY. -“,‘)'o
1/[9] /18]

competitive noncompetitive

© 1999-2006 New Science Press



Document 14. Mode d’action des
Inhibiteurs compeétitif et non compétitif.

Inhibitfatflt_rf Substrat
competiti \ Inhibiteur non \

Substrat \
| competitif \

Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company



A Vg en pmol.min~"'

| AMP 10 mmol.L~)

Vinax --————————-—-—-----—-—-———---:—:%- e e
AMP 100 mmol.L] i~  N_-7
<§§§& / s

~activation

..

Mo 8 e st an dn s an am sntamyss o
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2 S mmol. L™
l >

LY T, GRS, W .
[ o o o e e e s e e s s e s e e .

] T —

o

"
P
A

0,5 05

domaine d'ajustement de la catalyse

Document 15. Effet de difféerents effecteurs allostériques

sur 'activité de la glycogene phosphorylase.

(Perrier et coll. J'intégre Biologie tout en un, Dunod 2013)



» Sites actif:
7 ites actits

FORME
INACTIVE
: =2 @ inhibiteur
Sites allostériques WY hétérotrope
Forme tendue (T)
I Barriére énergétique faible
Substrat O Q Inhibiteur compétitif
ACTIVE

Q Activateur hétérotrope
Forme relachée (R)

Document 16. Transition allostérique entre forme relachée et

forme tendue sous l'effet de ligands homotropes et héterotropes.
(AUGERE B., “ Les enzymes, biocatalyseurs protéiques ”, Ellipses Ed., 2001).




Enzyme non phosphorylée ATP

Phosphate (Forme inactive)
Protéine Prqteme
kinase
phosphatase
ADP

Enzyme phosphorylée
(Forme active)

Document 17. Principe de régulation des enzymes
par phosphorylation et dephosphorylation.

(AUGERE B., “ Les enzymes, biocatalyseurs protéiques ”, Ellipses Ed., 2001).



site

catalytique
: site sérine
S "phosphorylable”
allostériques =y
AMP site d'attachement

au glycogéne

Document 18. Représentation simplifiee de
la glycogene phosphorylase.




Document 19. Cascade d’activation
de la glycogénolyse par la voie de ’AMPc.

Hormones
(glucagon,
adrénaline)

Protelne klna e inactive

ﬁ—»& Phosphorylases kinases
S
Protéine kinase active —F ‘\ . -
Glycogene phosphorylases

P |
- — Phosphorylases kinases P

&\Y \>< Glycogene
Glycogéne phosphorylases P ;7/ ‘.i \.

Gi1P G1P G1P

/ \

Glucose Glucose Glucose




Rappel : I'étape 1 de la « cascade d’activation » de |la diapo précédente a
été vue dans le chapitre « Molécules du vivant »

La dissociation de la structure quaternaire, un moyen de contréle de I'activité cellulaire

hormone

Les sous unités R L’AMPCc « libére »
masquent le site . Les 2 sous unités C
opérateur de
'enzyme v ' ' |
WR _/}ﬁ\ R dimere inactif
k A A m
{ Rl.’f & / C:DI::
PKA | ¢ ¢ =~ g
g & < 2 monomere /
\ - = 4 onomeres | \ 3
tétramere A \ E
5 —
N
v M
wn

|: enzyme —— enzyme-P ]
inactil actil

R : sous-unité régulatrice

C : sous-unité cataly: Une fois phosphorylée
Yo L'enzyme est active
s AME (



P inase! e
AMP | 24 2 ADP -
- _ AWP | «_2 ADF ® S }F L®
— [ ~———— “ “ea]

\ .' | 2P < N2HO ® (P\ |
N % H
Phosphorylase b Phosphorylase b Phosphorylase a Phosphorylase a
(Forme active R| (Forme inactive T) (Forme inactive T) (Forme active B)

T= tendue; R=relachée
Deux ¢tats: Deux niveaux de phosphorvlation:
R=forme active Phosphorylé (a) = équilibre vers forme R
T=forme inactive Non Phosphorylé (b) = équilibre controlé par des effecteurs

Effecteurs allostériques pour la phosphorylase b:
AMP (signal de besoin d’énergie) = phosphorylase b active = production de glucose
ATP; G6P (pas besoin d’énergie) = phosphorylase b inactive = pas production de glucose

Document 20. Régulation de I’activité de la glycogéne
phosphorylase.

(http://biologie.univ-mrs.fr/upload/p222/06 Glycogenel3BioCell.pdf).



