Entrainement : La catalyse enzymatique : Mécanisme de Michaelis-Menten
 Etablir la loi de vitesse de consommation d’un réactif ou de formation d’un produit à partir d’un mécanisme de catalyse enzymatique fourni.
 Identifier à partir d’informations structurales les interactions mises en jeu entre le site actif d’une enzyme et son substrat et interpréter le rôle catalytique de l’enzyme
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13- Déterminer I’expression de la vitesse globale de ce schéma, 1”écrire sous la forme :

Vs [5]

_[S]+K

14-Expliciter K (constante de Michaelis relative au substrat) et vma en fonction des
constantes de vitesse du modéle de Briggs et Haldane.

15-Dans quel cas les constantes Ky, et K sont-elles égales ?
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16-Quelles sont les hypothéses et conditions expérimentales a vérifier pour que cette
méthode soit valide ?

17-Le produit P est la seule espéce présente a absorber la lumiére a une longueur d’onde Ao
située dans le visible. Proposer un protocole expérimental détaillé permettant de
déterminer Kj et Viax.

Pour le couple enzyme-substrat étudié, c’est-a-dire flavocytochrome b2 et pyruvate, on
réalise une série de mesures de vitesse de réaction (initiale) en fonction de diverses
concentrations initiales choisies en pyruvate :

[pyruvately (pmolL™) 5 10 50 500 1000
vy (mmol.LTsT) 11,7 17,5 292 343 34,7

le tracé de 1/vy en fonction de 1/[pyruvate]y est représenté ci-dessous
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18- Déterminer graphiquement vina et K.
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II1. Transfert électronique

On donne ci-dessous le cycle catalytique de I'enzyme lors de sa réaction sur le (+)-lactate.
Cette réaction nécessite I'intervention de molécules de cytochrome ¢ (noté Cyt ¢,y sous sa
forme oxydée et Cyt ¢ easous sa forme réduite).
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Les valeurs des constantes cinétiques ont été obtenues a 25°C et a pH = 7,5.
Toutes les expériences sont réalisées a cette température et a ce pH grace a un milieu
tamponné.

On donne les potentiels standard de certains couples dans I'enzyme :
EY,y (FMN/FMNH) = - 45 mV/

EYpyy (FMNH/FMNH,) = - 135 mV
EJ(Cytbey / Cytbeg ) =-3mV
E? (Cyt cox / Cyt Creq) = 220 mV
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19- Ecrire "équation chimique de Ioxydation du lactate (C3HsOs7) en pyruvate (CsHz057)
catalysée par I’enzyme.

On s’intéresse a la cinétique du transfert d’électron de I'étape 4, c'est-a-dire la réduction de
Cyt by, par FMNH que ['on considérera indépendamment des autres étapes:

&
Cyt by + FMNH zﬂ,. Cyt breg+ FMN + H"
L'ordre global de la réaction directe est 1 ainsi que I'ordre global de la réaction inverse. On

considére que I'ordre partiel par rapport aux ions hydronium est nul.
On note ¢y la concentration initiale en enzyme, on a initialement co = [Cyt beJo = [FMNH]o

20-Justifier que les concentrations en Cyt box et FMNH sont égales durant la réaction.
Montrer alors que la concentration de FMN peut se mettre sous la forme :

[FMN]= [FMN]M(l _e’i]

21-Exprimer T, en fonction de k3 et k_ 4. Déterminer I"expression de [FMN]e,.

Lors de I'étape 4 on détermine expérimentalement L =12057".
T
22-Dans le cycle catalytique, quelle est I"étape cinétiquement déterminante ? Justifier.
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II. Cinétique enzymatique

d[P] k_[ES]
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que [ES]=[E], (cf. relation (1) de la question 9.). Par suite, comme la concentration en ES
reste constante, Ta vitesse sera elle aussi constante, et égale & Vi, VU qu'il y @ & chaque instant
e maximum de complexe ES possible.
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 Cette méthode n'est pas précise car il faut tracer la tangente & Iorigine et regarder
a valeur asymptotique de Ia fonction. 11 y a une bonne marge d"erreur !
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15, aléquilibre, k[E[s]=k [ES]  donc

done K=K, si ki>>ki  Iéquilibre (1) est rapidement atteint

il faut done que le complexe se forme,

16. = On suppose que PAEQS est vérifice
lentement et se détruise facilement

11 faut aussi que la concentration en substrat ne soit pas trop grande pour ne pas se
trouver au niveau de la limite asymptotique de v (cf. question 10,).

17. On trace [P] = f(t) pour différentes concentrations initiales en substrat [S],. et on

d[p]

détermine la pente & lorigine (T] =

Comme

et Iintersection avec

.03 donc Vs = 33 mmol.L:

I8

0,1 Lpmol”

= intersection avec I'axe des absci

soit Ky =10 pmol.L"

 on peut aussi travailler avec la pente

doit Ky = 28107 Vi = 9.2.10° mmol L™
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IIL. Transfert électronique
19.  GHOy + FMN = CH:Oy + FMNH;

20, les deux espices ont la méme concentration initiale et les mémes coefficients
stoechiométriques dans I'équation de la réaction (4). leurs concentrations sont done égales
durant toute la réaction.

% =k, [FMNH] -k [FMN] =k, (¢, - [FMN])-k_,[FMN]
d[FMN

N~k k]

done [FMN]:csm[lfexP[—‘i)\‘

et commeat, [FMN]=[FMN;. onabicn [FMN]:[FMNL‘[Pexp[fL)]
B
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On résout I'équation sans second membre :  [FMN]= Aexp(~(k, +k ,)t)

ke,

On a une solution particuliére [FMN] =
[T

OF[EMNL =0 molL " sonafnstement —[MN]= 545 1-cxple (k, +K )

En identifiant avec la formule de la question 20. on trouve
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II. Cinétique enzymatique

Approximation du quasi-équilibre.

La vitesse d’une réaction en catalyse enzymatique, dans laquelle un substrat S est converti en
un produit P, dépend de la concentration de l’enzyme E, bien que celle-ci ne subisse pas
globalement de modification.

Pour la réaction suivante :

catalyseur E
S————» P

on définit la vitesse de la réaction comme étant la vitesse d’apparition du produit P.
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En 1913 (Biochem, Zeitschrift 49, 333 (1913)), Michaelis et Menten ont proposé un schéma
simplifié en deux étapes. Ces auteurs ont fait I’hypothése que dés I'addition de I'enzyme il
s’établit un équilibre rapide entre les formes libres de |'enzyme et du substrat (E et S) et le
complexe enzyme-substrat (ES), appelé complexe de Michaelis et Menten qui réagit ensuite
avec une constante de vitesse du premier ordre k.. (étape limitante). L’équilibre de
dissociation du complexe enzyme-substrat est caractérisé par sa constante de dissociation

Ks.:
1) équilibre rapide S+E «— ES K=1/Kg

Keat
2) étape lente ES — P+E
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9- On note [E]o la concentration initiale en enzyme. A 1’aide de I’écriture de la constante
de dissociation et en considérant la conservation de 1’enzyme, montrer que 1’on peut
exprimer la vitesse v de la réaction en fonction de la concentration en substrat :

_ w[S]

T i §
[s]+&;
Donner I’expression de vmayx en fonction de k.. et de la concentration initiale en enzyme [E]p.

10- Quelle est la limite asymptotique de v lorsque [S] — o ? Retrouver par un raisonnement
physique I’expression de cette limite.

11-Tracer I'allure de v = f{[S]). Comment peut-on utiliser ce graphe pour avoir acces
expérimentalement a v,y et K ? Cette méthode est-elle précise ? Pourquoi ?

12- Montrer que le tracé de 1/v en fonction de 1/[S] permet d’accéder plus précisement & Viax
et K.
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Approximation de I’état quasi-stationnaire

Briggs et Haldane ont développé un mécanisme plus général (Biochem. J., 19, 338 (1925)),
ils ont montré qu’il ne s’établit pas forcément pour toutes les enzymes un équilibre rapide
entre les formes libres de I’enzyme et du substrat (E et S) et le complexe enzyme-substrat

(ES). Dans leur modéle, aprés un court délai, c’est la concentration du complexe enzyme-
substrat ES qui est constante.

ki
S+E «— ES
k.
ka
ES —» P+E




