Série de Travaux Dirigés N° 3

(Réactions enzymatiques a deux substrats)

Exercice N°1

Une enzyme catalyse une réaction selon un mécanisme ordonné. On mesure
la vitesse initiale de la réaction pour différentes concentrations de I'un des
substrats (X) en maintenant fixe la concentration de I'autre substrat (Y), et
inversement.

Les résultats, exprimés en uM.min!, sont les suivants :

[Y] (M)

X1 (mM) 3 5 10
0,33 0,017 0,025 0,039
0,67 0,024 0,033 0,038

5 0,034 0,047 0,061

1. En n'utilisant que les deux représentations primaires, déterminer les
parametres cinétiques auxquels vous avez acces.

2. En déduire I'ordre de fixation des substrats. Quel parameétre cinétique

n'est pas déterminé ?

Exercice N°2

La phospholipase A2 catalyse I'hydrolyse de I'acide gras estérifié en position

2 des 1-2-diacylphosphoglycérides en présence d'ion calcium. On mesure

les vitesses initiales d'hydrolyse de la dibutyryl-lécithine (DBL), a différentes
concentrations de ce substrat et de calcium.

La réaction est suivie en titrant I'acide libéré par la soude et les résultats,
en pmoles d'acide libéré.min"t.mg! de phospholipase, sont les suivants :

[DBL] (mM) [Ca?*] x 106 (M)
25 50 100 200
11,4 0,60 0,83 1,00 1,15
22,7 1,07 1,40 1,70 1,85
34 1,45 1,85 2,15 2,35
45,4 1,75 2,20 2,50 2,70



http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/6ModuleS5BG2/5VoieAcidArachidon/1VoieAcidArachidon.html

1. Déterminer le mécanisme et les paramétres cinétiques de cette réaction.

2. On étudie I'effet de I'acide butyrique (analogue de la DBL) et du baryum
(analogue du calcium).

L'acide butyrique se comporte comme un inhibiteur compétitif de la DBL et
comme un inhibiteur un-compétitif du calcium. Le baryum se comporte
comme un inhibiteur compétitif du calcium et de la DBL. Ces résultats sont-
ils en accord avec le précédent ?

Exercice N°3

On étudie le mécanisme catalytique de la glycogene phosphorylase en
mesurant les vitesses initiales de la réaction pour différentes concentrations
des 2 substrats (le glycogene et le phosphate).

Les résultats, en pmoles de glucose 1-phosphate.mint.mg? glycogéne
phosphorylase, sont les suivants :

[phosphate] x 103(M) [glycogéne] (mg.mL1)
3,2 8 |16| 24 48
6 12 | 18 [21] 23 | 25
15 24 | 355 (43| 46 | 49
30 355 | 53 [64] 685 | 74
45 43 | 64 |77] 82 | 88
60 475 | 71 |85]| 91,5 | 98,5

Ecrire la réaction catalysée.

Déterminer le mécanisme et les parametres cinétiques de cette réaction.

Exercice N°4

Une protéine kinase catalyse la réaction 1 : protéine substrat (inactive) +
ATP ---> protéine substrat phosphorylée + ADP

La protéine substrat phosphorylée catalyse a son tour la réaction 2 : lipide
Cn:0 + malonyl-CoA ---> lipide Cn+2:0



http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/2Biochimie/3MetabolismGlucose/2Glycogenolyse/1Glycogenolyse.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/2Biochimie/2ModifPOSTtraduc/4Phosphorylation/1PhosPhoRylation.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/2Biochimie/2ModifPOSTtraduc/4Phosphorylation/1PhosPhoRylation.htm

Le mécanisme de la réaction 2 est ordonné.

On mesure la vitesse initiale de la réaction 2 pour différentes concentrations
des 2 substrats lipide Cn:0 et malonyl-CoA. Les résultats, exprimés en
M.min!, sont les suivants :

lipide Cn:0 (mM) [malonyl-CoA] (M)
0,33 0,67 5
3 0,017 0,024 0,034
5 0,025 0,033 0,047
10 0,039 0,038 0,061

1. Déterminer les paramétres cinétiques auxquels on a acces en n'utilisant
que les deux représentations primaires.

2. Déterminer I'ordre de fixation des substrats.

3. De quel paramétre cinétique ne détermine-t-on pas la valeur ?

Exercice N°5

La galactose-1-phosphate uridyltransférase catalyse la réaction : UDP-
glucose + galactose-1-phosphate <===> UDP-galactose + glucose-1-
phosphate

Le mécanisme de la réaction est ordonné.

On mesure la vitesse initiale de la réaction pour différentes concentrations
des 2 substrats UDP-glucose et galactose-1-phosphate. Les résultats,
exprimés en uM.mint.mg!, sont les suivants :

[UDP-glucose] (10° M) [galactose-1-phosphate] (1073 M)
0,06 0,12 0,25 0,50
0,05 0,034 0,048 0,061 0,069
0,10 0,041 0,063 0,087 0,105
0,20 0,046 0,075 0,111 0,143
0,50 0,050 0,085 0,133 0,182

1. Déterminer le mécanisme et les paramétres cinétiques de cette réaction.

On étudie I'effet inhibiteur des produits de cette réaction, c'est-a-dire
I'inhibition par le glucose-1-P (figures A et B, ci-dessous) et l'inhibition par

I'UDP-galactose (figures C et D, ci-dessous).



http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/3BiochMetab/5EntreeAutresOses/1EntreeAutOses.htm#galactose
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/3BiochMetab/5EntreeAutresOses/1EntreeAutOses.htm#galactose
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/Zsuite/3BiochMetab/5EntreeAutresOses/1EntreeAutOses.htm#galactose
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2. Les résultats sont-ils en accord avec le mécanisme déterminé ?

3. Quelle information supplémentaire apportent-ils ?

4. Proposer un schéma réactionnel compatible avec ces résultats.
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Exercice N°1 — mécanisme ordonné

Graphe primaire : vi = f{1/[X]) pour différentes concentrations de Y
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Graphe primaire : 1/vi = f{1/[Y]) 4 concentrations fixes de X.
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1/VMax = 10 pML.min => Vmax= 0,1 pM.min!

1/Kp" = 0 (point de concourrance sur I'axe des ordonnées) => Kp'= infini
=> Y ne peut pas se fixer sur I'enzyme libre.

C'est donc un mécanisme ordonné avec Y en second.

Knx H-“T R('Hf -
E+X - - EX+Y = ~ EXY - ~E+P

E. Jaspard (2017)



Exercice N°2 : Mécanisme ordonné calcium - DBL et inhibiteurs
1. Graphes primaires

Graphe primaire : lfvi = f[lf[CaHI} - [DBL] fixes
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Graphe primaire: L’vi = fil/[DBL]) - [Ca“] fixes
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1/KoPB = 0 (point de concourrance sur I'axe des ordonnées) => KpPBL =
infini => DBL se fixe en second.

2. Graphe secondaire

A partir du graphe primaire pour le calcium (ci-dessus), on obtient les
valeurs du tableau ci-dessous qui permettent de tracer le graphe
secondaire pour la DBL (ci-dessous) :

[DBL] (mM) 1/[DBL] (mMY)
11,4 0,088
22,7 0,044

34 0,029
45,4 0,022
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Graphe secondaire : 1/V__ ***! = f(1/[DBL])
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1/Vmax = 0,2 pmolt.min.mg et -1/KmPBL = 0,032 MM => Vmax= 5
pumol.min't.mg?! et KvPBL = 31 mM.

Il s'agit d'un mécanisme ordonné.

K“l‘.':12+ K“IIHI
=417 uM =31 mM keat
E+Ca - A < E-Ca+DBL = = E-Ca-DBL ~ = E+P
2
i L Y
Ba K, Ac. But. K',
\ \
E-Ba E-Ca-Ac. But. E. Jaspard (2017)

3. Effet des inhibiteurs : baryum et acide butyrique

inhibiteur ler substrat : Ca?* 2eéme substrat : DBL
Compétitif pour le Ca?* : | Puisque compétitif pour le Ca?*,
baryum | fixation sur la forme libre | alors forcément compétitif pour
E DBL
acide Incompétitif : fixation sur| Compétitif : fixation de Ac. but.

butyrique (Ac.
but.)

E-Ca (qui est une forme
ES)

sur E-Ca qui est une forme libre
pour DBL




Exercice N°3 : Mécanisme au hasard - glycogéne - phosphate
1. Graphes primaires
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2. Graphes secondaires

valeurs issues du graphe primaire valeurs issues du graphe primaire
pour le phosphate pour le glycogene
[glycogéne] 1/Vmaxlglycogéne] [phosphate] 1/Vmax!Phosphate]
(mg.mL1) | ™€ (umolt.mn.mgq) (mM) fixe (umolt.mn.mq)
3,2 0,0141 6 0,0375
8 0,0096 15 0,0188
16 0,0076 30 0,0125
24 0,0073 45 0,0100
48 0,0069 60 0,0094
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Il s'agit d'un mécanisme réactionnel au hasard.

K phoshate
- I) nl
E + phosphate ~ = E-phosphate
\ \
Glye I\-”(.'Ij. cogene [”}( K“{;]}'L‘ﬂgf_'llu
\ K“phnﬁhutc \ - k »
1 1 i . i % i — " ™ . - ¢ - )
E-Glyc + phosphate < E-Glyc-phosphate < > E+P
>

E. Jaspard (2017)

Il s'agit d'un schéma carré puisque KpPhosphate = Kyphosphate gt Kpglycogene =
KMegcogéne.



Exercice N°5 - mécanisme ping-pong
1. Graphes primaires

Graphe primaire : 1/vi = f (1/[UDP-GIc]) a [Gal-1-P] constante
32

—e— 1/vi pour [GallP] = 0,06 mM
—&— I/vi pour [GallP] = 0,12 mM
28 | | —a— 1/vi pour [GallP] = 0,25 mM
- -#-- I/vi pour [GallP] = 0.5 mM
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Graphe primaire : 1/vi = f (1/[Gal-1-P]) a [UDP-GIc] constante
32

—e— 1/vi pour [UDP-Gle] & 0,05 mM
—&— /vi pour [UDP-Gle] & 0,1 mM
28 —a— 1/vi pour [UDP-Glc] &£ 0,2 mM
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L'ensemble de droites paralléles indiqgue un mécanisme ping-pong.


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/4EnzymologieLicence/4DeuxSUBSTRATS/1Cours2SUBSTRATS.htm#pingPong

2. Graphes secondaires
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y Graphe secondaire :
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Vmax= 0,39 yM.min1.mg
KMgaIactose-l—P = 0,39 mM
KMUDP—qucose = 0,19 mM

Effet des inhibiteurs (voir I'énonceé)
UDP-glucose Galactose-1-P
UDP-galactose Compétitif Non compétitif
Glucose-1-P Non compétitif Compétitif

Le schéma du bas de la figure ci-dessous impose une hypothese
supplémentaire : en effet, I'UDP galactose peut difficilement étre synthétisé
a partir du galactose-1-P sans apporter I'UDP comme substrat.


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/TexteTD/2LicenceUE1/3TD2SUBSTRATS/1PremierSerieEXO/1EnzDEUXSub.htm

2 schémas de type ping-pong possibles

UDP- glucose-  galactose  UDP-
glucose 1-P -1-P galactose

i b

galactose- uDP- UDP-  glucose-
1-P galactose  glucose 1-P

' T vt

E. Jaspard (2014)

Une expérience supplémentaire est donc effectuée : en utilisant du “C-
UDP-glucose a concentration saturante, en absence de galactose-1-P,
le 1*C-UMP se fixe de facon covalente sur I'enzyme.

14C-UDP-glucose + Enzyme ----> #C-UMP-Enzyme + glucose-1-P

Cette réaction démontre la validité de la 1ére partie du schéma du haut ou
la 2nde partie du schéma du bas.

On suit aussi la libération de glucose-1-P. Le tableau suivant résume les
résultats obtenus.

14c. i A
E (uM) ¢ }ng;rr]ncgr(ﬁ,rs >ur glucose-1-P (uM)
6 6,1 6,2
6 5,9 5,8
2 1,9 1,8
2 2,1 2,2

D'aprées ces résultats, on obtient des quantités équimolaires pour les 2
substrats (UDP-glucose et glucose-1-P).

Le schéma du haut est donc correct : I'enzyme doit étre sous la forme libre
E pour fixer 'UDP-glucose.

En revanche, I'enzyme devrait étre sous la forme E-UMP pour libérer I'UDP-
galactose comme dans le schéma du bas.



