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sous-unités voisines est présentée sur la figure 10.5. Les atomes d’oxygene du
groupe phosphate du substrat forment des liaisons hydrogene avec les groupes OH
de Ser52 et de Thr55, le groupe amide de la chaine principale des résidus 53, 54 et
55 de la sous-unité catalytique C1, mais aussi avec Ser80 et Lys84 de la sous-
unité C2. De méme, les oxygenes du groupe carboxylate sont en interaction avec
des groupes de chacune des sous-unités, Lys84 de la sous-unité C2, Arg229 et
GIn231 de la sous-unité C1. L’oxygeéne du carbonyle interagit avec His134 de la
sous-unité C1. Ainsi le PALA contracte de nombreuses interactions faisant inter-
venir deux sous-unités catalytiques. D’autres exemples seront donnés dans les
chapitres suivants a propos des mécanismes catalytiques.

Cys NH 55

Thr 55_ His 134 (1

232

240

10.5 - Chaines latérales impliquées dans 'association
du phosphonacétyl-L-aspartate (PALA) avec I'aspartate transcarbamylase
Les pointillés représentent les liaisons ohydrogéne, ponts salins et autres contacts
polaires a une distance de moins de 3,5 A [d'apres WoLZ et al., 1966].

10.2. ENERGETIQUE DES ASSOCIATIONS ENZYME-SUBSTRAT

Lorsque la constante de dissociation du complexe enzyme-substrat, K, est connue,
il est possible d’évaluer les constantes thermodynamiques qui correspondent a la
formation de ce complexe. L’énergie libre de formation du complexe est reliée a la
constante K par la relation :

AG = —RTIn I/K; = RT In K{
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11.3. PRINCIPAUX TYPES DE REACTIONS CATALYSEES
PAR LES ENZYMES

Les diverses réactions chimiques catalysées par les enzymes peuvent étre regrou-
pées en quatre grands types :

» les réactions de transfert de groupes,
» les réactions d’oxydoréduction,
» les isomérisations, éliminations et réarrangements,

» enfin les réactions impliquant la formation ou la rupture de liaisons carbone-
carbone.

Il importe de décrire tout d’abord ces divers types de réaction avant d’aborder les
caractéristiques de la catalyse enzymatique.

11.3.1. REACTIONS DE TRANSFERT DE GROUPES

Dans ce type de réactions, une partie électrophile du substrat, par exemple un
groupe acyle, phosphoryle ou glycosyle, est transférée a un accepteur nucléophile.
Ce dernier peut étre 1’oxygeéne de la molécule d’eau; il y a alors hydrolyse
dégradative. Un tel mécanisme est impliqué dans les processus d’hydrolyse
enzymatique de macromolécules (protéines, chaines d’ADN et d’ARN, poly-
saccharides, lipides), et aussi dans I’hydrolyse de plus petites molécules comme
I’acétylcholine. Par contre, dans la cellule, d’autres molécules portant un groupe
nucléophile tel I’oxygene, 1’azote ou le soufre servent d’accepteur dans les proces-
sus de synth¢se.

11.3.1.1. REACTIONS DE TRANSFERT D’ACYLE

Les réactions de transfert d’acyle ont été prises comme exemple précédemment
pour décrire les mécanismes impliqués dans la catalyse nucléophile. Ce sont des
réactions du type suivant :

I T I

R—C—X+Y

R—C—X ——> R—C—Y + X

Y

Ces réactions passent par un intermédiaire tétraédrique ainsi qu’il a ét¢ montré dans
le paragraphe 11.1.2.1. Lorsque le nucléophile est I’oxygene de 1’eau, un tel méca-
nisme rend compte de 1’hydrolyse des protéines. Lorsque 1’accepteur est un acide
aminé ou un peptide, le nucléophile est I’azote aminé, il y a transpeptidation.
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et BG dans I’enzyme de levure) forment le lien entre les deux domaines. Le
domaine C-terminal a une structure du type pli ROSSMANN, caractéristique des
domaines de fixation du NAD" dans les déshydrogénases. Il n’existe aucune
similitude de séquence entre les deux domaines qui différent ¢galement dans le
détail de leur structure tridimensionnelle. L’enzyme libre présente une large
crevasse entre les deux domaines, structure ouverte en 1’absence des substrats,
comme cela a été décrit pour d’autres kinases, en particulier pour I’hexokinase.

12.22 - Représentation
schématique de la structure
de la phosphoglycérate kinase
(PDB : 2PGK) montrant les
deux domaines structuraux

12.2.2.2. LE SITE DE FIXATION DES SUBSTRATS NUCLEOTIDIQUES

Les études radiocristallographiques ont ét¢ réalisées sur les complexes formés par
I’enzyme avec soit Mg-ADP, soit MgATP. Elles ne révelent qu’un seul site de
fixation pour les substrats nucléotidiques; ce site, localis¢é dans le domaine
C-terminal, est identique pour Mg-ATP et Mg-ADP. Les enzymes de cheval, de
levure et de Bacillus stearothermophilus ont fourni des résultats analogues. La
figure 12.23 ci-apres illustre les interactions de I’enzyme de cheval avec Mg-ATP.
Fixé a ’enzyme, Mg-ATP comme Mg-ADP a une configuration différente de celle
qu’il présente dans les cristaux d’ATP. La base est dans une configuration anti par
rapport au sucre, le ribose est C’2 endo et la liaison C4’-C5’ exocyclique est trans
gauche ; le groupe triphosphate est dirigé loin du noyau adénine. Ce dernier est
completement enfoui dans une région trés hydrophobe du site, son groupement
aminé formant vraisemblablement une liaison hydrogeéne avec I’oxygéne du carbo-
nyle de la chaine polypeptidique de la Gly237. Le site de fixation de I’adénine est
délimité par les parties de la chalne principale consécutives aux segments G
(résidus Gly212, Gly213 et Ala214), BH (Gly236, Gly237 et Gly238) et fJ (Val339,
Gly340 et Val341). Les chaines latérales de Leu313 et Leu256 sont en contact avec
le noyau adénine. Le ribose est localisé dans une dépression au-dessus de la Pro338,
les hydroxyles en 2’ et 3° formant des liaisons hydrogéne avec Gly343. Dans la
chaine des triphosphates, seul I’a-phosphate interagit avec le groupe e-aminé de
Lys219 formant une paire d’ions. Dans I’enzyme natif, cette position est occupée par
un ion sulfate ou tartrate selon la composition de la solution de cristallisation. Les o



13 — REGULATION PAR INTERACTIONS NON-COVALENTES

ﬁw T
? ST T:TST
i BE

e
0]

603

]

n
wn

17
o
17
17
17

|

w2

S

S
[s]s

13.11 - Modéle A’ADAIR-WEBER généralisé

13.7. COUPLAGE THERMODYNAMIQUE ENTRE
ENERGIE DE FIXATION DES LIGANDS (SUBSTRATS)
ET ENERGIE D'INTERACTION ENTRE SOUS-UNITES

V' Cette notion est en fait implicite dans les modeles présentés dans les sections qui
précedent. Elle est également incluse dans les considérations thermodynamiques de
WYMAN (1965) sur I'importance des potentiels de liaison.

Ce concept de couplage énoncé par NOBLE (1967) a été extensivement développé
par WEBER qui a congu une méthode d'analyse du comportement des protéines
présentant des effets coopératifs, en termes de variations d'énergie libre associées
d'une part a la fixation du ligand et d'autre part aux interactions entre les sous-unités

de la protéine.

Considérons le cas extréme d'un équilibre monomere-dimere. Si le substrat S a une
affinité plus grande pour la forme dimérique D que pour la forme monomérique M,
il déplacera 1'équilibre vers le dimeére. Par contre, tout paramétre physico-chimique
qui favorisera la dissociation sera en défaveur de la fixation de S.
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Action synergique du CTP et de 'UTP

V11 a été montré que les deux métabolites finaux, CTP et UTP, altérent la fixation de
'aspartate aux sites catalytiques de maniére synergique. L'UTP seul n'a pas d'effet,
quoiqu'il se fixe aux sites régulateurs. Le CTP a un effet limité. En présence des
deux nucléotides, I'ATCase est completement inhibée [WILD ef al., 1989]. Ce
phénomeéne de synergie se manifeste entierement au niveau de la fixation des
nucléotides aux deux sites régulateurs des dimeéres de chaines régulatrices
(figure 13.31). L'UTP et le CTP se fixent de maniére compétitive aux mémes sites
régulateurs. La fixation du CTP au premier site diminue l'affinité du deuxiéme site
pour ce nucléotide mais augmente son affinité pour I'UTP et inversement [ENGLAND
& HERVE, 1992]. Ce phénomene est identique que les sous-unités régulatrices
(diméres de chaines régulatrices) soient associées ou non aux sous-unités cataly-
tiques indiquant que dans ce processus il n'y a pas d'interaction entre sous-unités

13.31 - Modéle des

régulatrices dans 'holoenzyme.
-) (+)
CTP UTP
interactions entre
sites a l'intérieur du
dimére régulateur
de 'ATCase
Les signes + et — =) @ +)
correspondent 7N\
respectivement UTP % CTP
4 une augmentation
(coopérativité) et a

une diminution
(anticoopérativité) Kq (UTP) = 810 um — réel K4 (UTP/CTP) = 10 uM
daffinité [dapres
ENGLAND & HERVE,
7992] K42 (CTP) = 260 um — réel K42 (CTP/UTP) = 70 uM

7\

Kal (cTp) =9 um —- réel K4l (crpute) = 1.7 UM

Les signaux régulateurs de I'ATP, de I'UTP et du CTP
sont transmis par des voies différentes

L'utilisation extensive de la mutagenése dirigée a permis de montrer que la trans-
mission des signaux régulateurs des trois effecteurs implique des zones d'interface
différentes entre chaines catalytiques et chaines régulatrices, mais également entre
domaines d'une méme chaine [XI et al.,, 1991 ; VAN VLIET et al., 1991 ; DE
STAERCKE et al., 1993]. Au niveau de l'interface entre la région C-terminale d'une
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13.53 - Mécanisme
d’activation de la lipase
[d'aprés CARRIERE et al., 1994]

Cet exemple, aujourd'hui bien documenté, montre comment une interaction entre
deux protéines assure la régulation d'une activité enzymatique in vivo.

13.13.2. REGULATION DE L'ORNITHINE TRANSCARBAMYLASE
DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE PAR L'ARGINASE

L'ornithine transcarbamylase catalyse la premiére réaction de la voie de biosyn-
thése de l'arginine. L'arginase catalyse la coupure de l'arginine en ornithine et urée.
Ces activités sont donc a l'origine de deux voies métaboliques différentes
(figure 13.54 ci-contre). Lorsque les concentrations intracellulaires d'arginine et
d'ornithine sont élevées, ce systéme peut donc constituer un « cycle futile »
conduisant a une dégradation incontr6lée d'ATP. Un tel danger est évité dans
certaines especes telles que Saccharomyces cerevisiae par 1'association forte mais
réversible de I'ornithine transcarbamylase et de 1'arginase.

Ce phénomene découvert par MESSENGUY et WYAME (1969) a été étudié par
HENSLEY (1987) au niveau moléculaire. L'association de ces deux enzymes abolit
completement l'activité de l'ornithine transcarbamylase, mais n'affecte pas l'activité
de l'arginase. Ces deux enzymes sont des protéines trimériques de poids molécu-
laires respectifs 102 000 et 99 000.
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site actif P, N site actif

site actif site actif

15.13 - Structure de 'hétérodimére o} de la CPSase montrant le tunnel
entre les sites actifs (vue stéréoscopique) [d'apres HOLDEN et al., 1998]

15.5. LE COMPLEXE DE LA PYRUVATE DESHYDROGENASE

A la jonction de la glycolyse et du cycle citrique, le complexe multienzymatique de
la pyruvate déshydrogénase catalyse la transformation du pyruvate en acétyl-CoA
selon la réaction globale :

pyruvate + CoA + NAD" ——> acétyl-CoA + CO, + NADH

Il est constitué par I’assemblage de multiples copies de trois sortes d’enzymes dif-
férents, le constituant E1 qui est une pyruvate décarboxylase, le constituant E2 qui
est une dihydrolipoamide acétyl transférase et le constituant E3 qui est une dihy-
drolipoamide déshydrogénase.

15.5.1. PROPRIETES FONCTIONNELLES

Le constituant E1 a activité pyruvate décarboxylase fonctionne en présence d’un
coenzyme, le pyrophosphate de thiamine (TPP) et catalyse la réaction :

pyruvate + TPP —> hydroxy¢éthyl-TPP + CO,





