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Objectif

· Les enzymes sont des protéines fonctionnelles.

· Les protéines sont l'expression de l'information génétique, ce qui n'est pas le cas des glucides et des lipides. Pourtant ces substances sont aussi impliquées l’expression des phénotypes (ex. le diabète).

On cherche à montrer comment le enzymes permettent à une cellule d’exprimer un phénotype y compris avec des molécules non protéiques.
► TP 1. Caractéristiques de l’activité enzymatique
I. Les enzymes sont des catalyseurs biologiques 

A. Une réaction chimique nécessite une énergie d'activation

· Image. Une feuille de papier est stable et les cendres d'une feuille de papier sont elles aussi stables. Pour passer d'une état stable à l'autre il faut fournir une énergie qui peut être apportée par  une allumette enflammée. C’est l’énergie d'activation.

· Pour qu'une réaction chimique soit possible il faut que les molécules engagées entrent en contact par leurs sites réactifs. La fréquence de tels contacts augmente par exemple avec l'agitation moléculaire c'est à dire avec la température.

On appelle énergie d'activation la quantité d'énergie qu'il faut fournir à une ou des molécule(s) réactive(s) ou substrat pour qu'une réaction chimique soit certaine. 

► Voir. Hydrolyse acide de l’amidon dans Hatier p. 29. 

· Exemple. L’hydrolyse du saccharose. 

Pour qu’elle soit possible, il faut de l'énergie pour :

- qu'une molécule d'eau se présente convenablement orientée sur saccharose grâce à  l'agitation moléculaire liée à la température ;

- que des molécules stables (l'eau et le saccharose) soient cassées au profit de la formation de deux autres molécules stables (glucose et fructose).

· Dans l’organisme les biomolécules n’atteignent généralement pas leur énergie d’activation car les conditions de milieu (pH, température, hydratation etc.) ne le permettent pas. Les réactions chimiques spontanées sont généralement impossibles.
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B. Les enzymes abaissent l'énergie d'activation 

· On appelle catalyseur une substance chimique qui 

- accélère la vitesse d’une réaction chimique ;

- agit à très faible concentration ;

- ne participe pas à la réaction (se retrouve intacte après la réaction).
· Pratiquement toutes les réactions biochimiques sont catalysées par des enzymes. Elles agissent en abaissant la température à laquelle une réaction est possible. Cela permet en outre que les réactions chimiques de l’organisme (= métabolisme) se déroulent dans des conditions de température compatibles avec la vie (37°C par exemple).

· Une enzyme augmente la vitesse de réaction de 107 à 1014 fois.

L’hydrolyse du saccharose :

- débute après plusieurs jours et dure plusieurs mois sans catalyseur à 20°C ;

- débute après 6 min à 100°C en présence d'un catalyseur chimique (H Cl) ;

- débute après 1 min à 37°C en présence d'une enzyme (saccharase) ;

- est impossible à 0°C même en présence d'enzyme.

· Mis à part quelques ARN à activité catalytique (comme les ribosomes), toutes les enzymes sont des protéines.

► TP 2. Complémentarité enzyme substrat 

► TP 3.  Cinétique enzymatique           FACULTATIF non rédigé

Peroxydase du navet.
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C. Une enzyme s’associe temporairement à son substrat

· La cinétique enzymatique est l'étude de la vitesse d'une réaction enzymatique qui s'exprime en quantité de substrat transformé, ou de produit formé, par unité de temps.

· Lorsque le substrat est en excès, la vitesse maximale (Vmax) d'une réaction enzymatique est stable et ne dépend que  de la quantité d'enzyme. 

· Vmax est atteinte quand toute l’enzyme (E) disponible est associée à son substrat (S) sous forme d’un complexe enzyme-substrat (ES). L’enzyme est alors saturée. Dès qu’une réaction a lieu, une molécule d’enzyme impliquée est libérée et peut agir sur une autre molécule de substrat. La concentration du complexe ES est alors constante et la vitesse de réaction est donc aussi constante.

· En fin de réaction le substrat est épuisé et l’enzyme se trouve en excès. La vitesse de réaction chute alors rapidement.

► Figure 1. Vitesse initiale d’une réaction enzymatique dans Belin p. 176.
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II. Les enzymes possèdent un site actif formé de deux zones

· Une enzyme est une protéine globulaire qui possède un site actif, en forme de creux ou de sillon. Ce site n’occupe qu’une partie réduite du volume total de l’enzyme. 

· Il est formé par des acides aminés souvent éloignés dans la séquence primaire de la protéine, mais rapprochés dans la structure tridimensionnelle.

· Le site actif  présente deux zones caractéristiques :

- une zone de reconnaissance ;

- une zone catalytique.

A. La zone de reconnaissance entraîne une spécificité de substrat 

· Elle est formée de quelques acides aminés seulement. 

· Elle permet à l’enzyme (E) de se lier au substrat (S) grâce à une complémentarité de forme et à des interactions de faible énergie (liaisons non covalentes) entre ses acides aminés et une partie du substrat. 

· Il se forme alors un complexe enzyme-substrat (ES) qui a pour effet de légèrement déformer l’enzyme.

E + S ( ES

· Liaisons non covalentes : liaisons hydrogène, ponts disulfures, liaisons ioniques, interactions hydrophobes.

► Figure 2a. Le site actif de la carboxypeptidase
► Figure 2b. SCHEMA ELEVES La catalyse enzymatique  

► Figure 2c. La catalyse enzymatique dans Nathan p. 43.
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B. La zone catalytique entraîne une spécificité d’action

· Elle est formée de deux ou trois acides aminés seulement. 

· À la suite de la déformation de l’enzyme, les acides aminés de la zone catalytique entrent en contact par des interactions de faible énergie avec le substrat qui se trouve à son tour déformé. Cela provoque sa réorganisation chimique (dégradation ou synthèse) et donne un produit (P).

E + S (  ES (  EP

· L’affinité de l’enzyme pour le produit étant faible, il y a séparation de E et de P. L’enzyme est récupérée intacte et elle peut agir sur une nouvelle molécule de substrat.

  E + S (  ES (  EP ( P + E       

On simplifie souvent en ne faisant pas apparaître EP (cf. livre).

E + S (  ES ( P + E

· Les réactions enzymatiques se caractérisent toutes par la formation d’un complexe enzyme-substrat transitoire.

· Les enzymes ont toutes une double spécificité (de substrat et d’action).

· Le nom de la plupart des enzymes est formé en ajoutant le suffixe « ase » au nom du substrat ou à un mot ou à une phrase décrivant leur activité. Ex. saccharase, maltase, ARN polymérase etc.

► Figure 3. Nomenclature de quelques enzymes dans Hatier p. 39.
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C. Une altération du site actif modifie l’activité enzymatique

· Comme pour toute protéine, les propriétés d’une enzyme dépendent de sa structure spatiale (= conformation).

· La conformation d'une protéine, donc d’une enzyme, est liée à des repliements complexes de la chaîne polypeptidique qui sont  maintenus en place par des liaisons chimiques de faible énergie (liaisons hydrogène, ponts disulfures, liaisons ioniques ou interactions hydrophobes (voir chap. 2.1)).  

· Un changement de séquence des acides aminés provoque une modification de la structure primaire et généralement une modification de la conformation de la protéine (voir chap. 2.1). 
► Figure 4a et Figure 4b. Activité enzymatique en fonction de la température et du pH dans Hatier p. 36 et 37.
· La température, le pH ou l’environnement ionique peuvent altérer les liaisons de faible énergie de la protéine enzymatique et entraîner un changement définitif de conformation, la protéine est dénaturée (= coagulée). 

· Exemples. Le fer à friser, la permanente, la coagulation du blanc d’œuf, etc..

· Le rôle du pH est double. Pour des valeurs éloignées du pH optimal, la concentration en ions H+ entraîne une modification de la conformation de la protéine. Pour des valeurs intermédiaires la concentration en ions H+ modifie la charge ionique des acides aminés catalytiques.

· A basse température (T < 10°C) les enzymes sont inactives (énergie d'activation insuffisante) mais ne sont pas dénaturées. Une remontée de température entraîne une reprise de l'activité enzymatique.

· Si la modification de conformation touche le site actif, l’enzyme perd son affinité pour son substrat et/ou la catalyse devient impossible (ou difficile). Une enzyme n’est donc fonctionnelle que dans des conditions précises de milieu.

· Si la modification de conformation se situe en dehors du site actif, l’activité catalytique de la protéine peut être conservée.
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III. L’activité des enzymes contribue à la réalisation du phénotype

A. Les enzymes sont une des formes de l'expression de l'information génétique

· Puisque les enzymes sont des protéines,  leur synthèse est directement sous le contrôle de l'information génétique.

► Figure 5. Équipement enzymatique et phénotype groupe sanguin
- Le phénotype groupe sanguin repose sur la présence de marqueurs construits avec des glucides (N-acétylglucosamine, galactose et du fucose).

- Tout le monde possède ces glucides.

- Pour produire le marqueur A et/ou le marqueur B il faut posséder les enzymes correspondantes plus l’enzyme H. Dans le cas contraire l’individu est de phénotype O.

- Chez les individus de phénotype A, B ou AB, seules les hématies possèdent les enzymes nécessaires à la production des marqueurs. Les autres cellules en sont dépourvues.
B. L'équipement enzymatique d'une cellule conditionne les réactions qui s’y produisent

· Chaque type cellulaire, en fonction de sa spécialité, possède son propre équipement enzymatique.

· Les enzymes interviennent  dans toutes les réactions métaboliques.

· à travers les enzymes, l'information génétique contrôle le métabolisme de toutes les substances organiques,  même celles qui, comme les lipides et les glucides, ne sont pas l'expression de l'information génétique. 

· Si un animal (ou un champignon) accumule le glucose sous forme de glycogène et qu'un végétal chlorophyllien accumule le glucose sous forme d'amidon, c'est qu'ils ne possèdent pas le même équipement enzymatique.
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BILAN
· Comme protéines, les enzymes sont l’une des formes d’expression du phénotype moléculaire.

· Comme catalyseurs obligatoires, le enzymes jouent un rôle indispensable dans toutes les réactions chimiques de l’organisme (= métabolisme), y compris celles dont le substrat n’est pas protéique.

· Ainsi tout phénotype moléculaire, qu’il soit protéique, glucidique ou lipidique, est sous le contrôle de protéines donc de l’information génétique.
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