TABLE DES MATIERES

PREFACE ..ot e e e et e e e e e e s e s e s s s ee s e s s s es e 5
1 — PRINCIPES DE BASE DE LA CINETIQUE CHIMIQUE ..o see e 7
T1e  ABPOAUCTION ... et e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeennaaaas

Les conventions d'écriture des réactions chimiques

1.2. Les principes de base de |a cinétique chimique.................c.ccccooceueunemninininicncncnnenn.
1.2.1. Vitesse de réaction et €quation de VItESSE.........ecverrerierrerierieresiesesesresesresressesressesseeseas
1.2.2. Mécanisme de réaction et réactions élémentaires
1.2.3. Ordre et molécularité d'une réaction...........c.cccceuenee..
1.2.4. Détermination de l'ordre d'une réaction.....................
1.2.5. Dimensions des constantes de Vitesse.........c.cccceuene...
1.2.6. Les réactions réVersibles .........occooereirerieenieeeieee e
1.2.7. Détermination des constantes de vitesse du premier ordre
PPODIEIIES ...ttt sttt se st s s et st esnsnsnsene 23
2 — LA THERMODYNAMIQUE ET LA THEORIE DES VITESSES.......oovvvvveoenereeeonnneeeesseeseesnee 25
2.1. Lathermodynamique et ses liMites................c.ccoooovviiiiiiiiiiiiiiiii 25
2.2. Concepts généraux de la thermodynamique.....................ccovveoeeenencnieneeeenenennees 26
2.2.1. FAAts dU SYSEEME ...oooveoeeoceeeeeeeeeeeeeee e 26
2.2.2.  Un «processus» est un événement au cours duquel
une propriété du SySteme Change ..........ocooevieerieiieieeeeee e 27
2.3. Les lois de la thermodynamique.....................c.ccccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiii 28
2.3.1. Loi de conservation de I’€Nergie..........cecururuerieirieirieieeieeseese e 28
2.3.2. La définition de I’entropie et du critére de spontanéité.............ccceverevrerrerresesresresnenne. 30
2.3.3. La définition statistique de I’€NtroPie .......cceverrerierririeriiriesiesesie et 31
2.3.4. L’entropie dans les systémes vivants et les réactions couplées..........ccoevvrevrecruennn. 32
2.3.5. L78Nerie de GIBBS...ccueoiouiieieieiiieiteteiete ettt ettt se st st eae e e s e e eneeene s 32
2.3.6. Le potentiel chimique :
L’énergie de GIBBS d’un soluté dépend de sa concentration............cooceeeeeereeereeereencns 33
2.3.7. Relation entre la constante d’équilibre et la variation d’énergie de GIBBS................. 34
2.4. Relations entre la thermodynamique et la cinétique :
les notions d'équilibre et d’état StAtioNNAIre ................cccovcuviuvievicincneninieiceneen, 37
2.4.1. Distinction entre vitesse initiale et VIteSSe NEtLE........coeerveuereeereeireeieeriee e 37
2.4.2. L7état d’EqUILIDIE ...oveviiiieicieeee ettt ettt b b enean 38

2.4.3. L7état STATIONNAITE .....eovveieeeieeieeieeeeieeeeee et e et e eateeeaeeesaeeeaeeesaeessseesaseenaeessaeesssessanesssseenns 41



456 CINETIQUE ENZYMATIQUE

2.5. L'influence de la température sur les constantes de vitesse...............cocococuneuncnnce. 45
2.5.1. Le profil r€actionnel ........c.ccvevieviiriiiiesieieiestesieet ettt ettt a s sb s ess e s e s e s esseneas 45
2.5.2. L’équation A’ ARRHENIUS ........cceeerteriertertestestessessessessessessessessessessessessessessessessessessessenses 46
2.5.3. Théorie de collision ElEMENLAITE ............ccveeueeeeeeeeeeeeeeeeee et eee e 47
2.5.4. Théorie de I’état de transition - Théorie de la vitesse absolue..............cccoeeueeveeneenne.... 49
2.5.5. Les enzymes stabilisent I’¢tat de transition de 1a réaction...........ccceeeeeereeereercncninnnn. 53
PRODIEINES ...ttt ettt ettt es ettt nt et et neaeas 54

3 — INTRODUCTION A LA CINETIQUE ENZYMATIQUE

REACTIONS A UN SUBSTRAT ET UN PRODUIT ......ccovvvvveeerereeosseseeiseseeseessssessesssessssssnas 55
B, HISEOFIQUE ... 55
3.1.1. La découverte des ENZYMES..........cccerueuirieirueietireeeereeesieeeeeee et eeee e s eeneseenees 55
3.1.2. Les premicres études de la cinétique enzymatique

et le développement du concept du complexe enzyme-substrat............cccoeeereereenene. 57

3.1.3. Les travauxX de Victor HENRL.......cccooiririririeieteieeeeese e 59
3.1.4. Les problémes rencontrés par HENRI.........c.cceeveieieieieieieieieieeeeeeeeessesesesessennas 63
3.1.5. Lanotion de site actif et le mécanisme d’action des enzymes .........c.ccccecereeereeruennn. 66
3.2. Description cinétique des réactions enzymatiques

dans des conditions d’éqUilibre.....................cccocviiiiicincinineniecre e 67
3.2.1. Lapremiere équation cinétique : I’équation de HENRI ..........cceevevieieieieierieieieniennnn 67
3.2.2. Le traitement de MICHAELIS €t MENTEN ......c.ccctrtmirueuerininrereininnereenenseneenesserescsnsenenes 70
3.3. Description cinétique des réactions enzymatiques

dans des conditions d’état StAtiONNAIre ...............c..cccccovveveeeeererreeessss s 72
3.3.1. Les premicres utilisations de la notion d’état stationnaire............ceevevververresesresresnenne. 72
3.3.2. Le traitement de BRIGGS €t HALDANE..........ccooiiiruiririieieeeceieeieee e 73
3.3.3. L’équation de MICHAELIS et MENTEN
3.3.4. Analyse de la courbe définie par I’équation de MICHAELIS et MENTEN ..................... 76
3.3.5. Autres formes de 1’équation de MICHAELIS €t MENTEN ........cccouevueieieieeeieeeeennennas 78
3.3.6. L’équilibre comme un cas particulier de 1’état stationnaire.............ccoevevverreresrerrernenne. 79
3.3.7. Validité et limites de I’hypothése de 1’€tat stationnaire.............ccoeeeereereeereeereerencnn 79
3.4. Unités de 'activité enzymAatiqUe.................cccceoeumemriuniureeceemnenieseeee e ees 81
3.5. Méthodes d’analyse des données cinétiques
3.5.1. Le graphique de v en fonction de [A7] ......coceoeeeirinieineeeeeeeeee e
3.5.2. Différentes méthodes de transformation lin€aire ............c.cocevereereicnenneneecrecree 84
B.6. LES rEACLIONS FEVEISIDIES.............o.ooeeevee s 96
3.6.1. L’équation de vitesse du mécanisme réversible sSimple ..........ccccevvevievierierieneniesiennenne. 96
3.6.2. L’équation de vitesse du mécanisme en trois étapes : traitement a I’équilibre............ 98
3.6.3. Larelation de HALDANE........ccooiiiiiieiieeeee ettt 100
3.6.4. L’équation de vitesse du mécanisme en trois étapes : cas a 1’état stationnaire......... 102
3.6.5. Utilisation du profil d’énergie de GIBBS.......ccceoirueiruirieirieereeeeeeeeeeeee e 104
3.6.6. Les enzymes Unidir€CtiONNELS .........ccveuirieuerieirieieieieie et 104
3.7. Inhibition par le produit....................c.cccoooiiiiiiiiiiiiiiii 107
3.8. Intégration des équations de vitesse pour les réactions enzymatiques ................ 108
3.8.1. Equation de MICHAELIS et MENTEN sans inhibition par le produit................c.......... 108

3.8.2. Inhibition Par 1€ PrOAUIL.........ccecieieieieieieieietetet et ettt e s essesaesaeae e esseseesnens 109



TABLE DES MATIERES 457

3.8.3. Mesures précises des ViteSSes MNItIAleS......cuevuerueruerierierierierieriesiesesesese e sre e sre e e 110
3.8.4. Les décours complets dans d’AUtreS CAS .......c.ccveveveieieieieieieeeieieeeeeeeeeseaesnens 114
PLODIEINES ... 115
4 — ASPECTS PRATIQUES DES ETUDES CINETIQUES ... 119
4.1.  Mesure de 'activité enzymatique .................cccouveveeeeenemncinenecereneseeee e 119
4.1.1. Méthodes continues et diSCONtINUES A€ MESUIE........ccueveviiieiiieieceeeeee e e eeeeeneea 119
4.1.2. Estimation de 1a ViteSSe INItIAE.........ccviieuiiiiiiiiiiceicceee e 120
4.1.3. Amélioration de la linéarité d’un décours de réaction ...........ccceeevveevreceeeeeeeeneeennen. 121
4.1.4. Les SYStEMES COUPLES......ouiiimiiiieteieierie ettt ettt 123
4.2, Détection de linactivation d’un enzyme...............ccccoeeeeeeeeeueeeeeeeeeeeeeieeeeeeennnn, 127
4.3. Choix des conditions expérimentales ........................................................................... 129
4.3.1. Choix des concentrations de SUDSLIAL..........cc.covviiiiiiieiiiiiiieee e eee e 129
4.3.2. Choix du pH, de la température et des autres cONditions...........cceeervererrerreseseseenns 131
4.3.3. REplication deS MESUIES .......ccvecvirrerterriiriitieteeteeteete e eteeteeteeteete e eteeteeseeeeeseeseessesseseeseas 132
4.4. Traitement des équilibres ONIQUES ... 135
PLODIEINES ... 137
5 — INHIBITION ET ACTIVATION DES ENZYMES........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeneans 139
5.1.  Inhibition réversible et irréversible..................coooooo oo 139
5.1.1.  Les poisons de la réaction catalytique .........cccoereruerererieiieceereeseee e 139
5.1.2. Analyse de la vitesse d’INactiVation. .........cc.eoerueeruerieirieesieceeeee et 139
5.1.3. Types d’inhibition réVErSible .........coeirieirieirieeieee e 140
B.2. INRIDIEIONS INEAUFES ... 141
5.2.1. Inhibition compétitive (ou inhibition SPECIIQUE).......ccvevverierierieriirierieresiece e 141
5.2.2. INhIDIION MIXEE ..eiiviiieiiieiieeieceee ettt eeeateeeaeeeaeessaeesnsessnseessseenseesnseesneeans 143
5.2.3. L’inhibition anti-compétitive (inhibition catalytique) .........coceevreeirinrineerecnne 146
5.2.4. Résumé des types d’inhibition liNAIre..........ccervrueieirieiieeeecee e 147
5.3. Présentations graphiques des résultats des inhibitions................ccccccvcneuen. 148
5.4. Relation entre les constantes d’inhibition
et la concentration de demi=iNRIDITION..................ccovueeeeveeiieieeeeiieeeeeeeeeee e 151
5.5. Inhibition par compétition AVEC UN SUDSTIAT..........eooeeceeeeeeeeceeeeeeeeeeee e 154
5.5.1. SpPEcificite de IPeNZYME ......cceeiruiieeiieeieieeee et 154
5.5.2. Test du déroulement simultané de deux réactions..........ccceevvveveeeeeeireeeiieeeeeeeeeeeeneeen 156
5.5.3.  Protection par 1€ SUDSIIAL.........cccccveieieiieieieieieteteiee ettt saesbe s e b saeaens 158
B5.6. ACLIVALION A@S ENZYMES............c.ooeeeeeeieeeeeeeeeeeeee ettt be e saeese s nnas 159
5.6.1. Diverses utilisations du terme «aCtiVationD.........c.ecevveivveiieieiieeeieeeeeeeereeeeeseeesneeens 159
5.6.2.  Activation SPECITIQUE......cueieieieeieeieiieieieieitet ettt ettt e e e e s e e e s esaesaessessessessessens 160
5.6.3. Activation et inhibition hyperboliques ..........ccoovrirrireiiiereee e 163
B.7. Préparation des expériences d'inhibition ..................cccocvemnivicencnincnineereneneen. 164
5.8. Effets inhibiteurs des SUDSTIats..............ooocveeeeceeiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeree e 166
5.8.1.  FiXation NON-PrOQUCTIVE .......ceeviruieeieiieiicteeteeteete ettt ettt eee e ere e seeseesaesaens 166

5.8.2.  Inhibition Par 1€ SUDSIIAL..........ccueiiieieieieieieieeetee ettt esa e s e e s essesaens 169



458 CINETIQUE ENZYMATIQUE
5.9. La modification d’un groupe de I'enzyme
comme un moyen d'identifier les groupes essentiels......................cccccceuvvvinnnn 171
PPODIEIIES ...ttt sttt e s s s s s snsnsnsens 174
6 — REACTIONS A PLUSIEURS SUBSTRATS .........ocomereeeeeneseeassesessessssessesssesesssssssss s sssesens 179
Bl INEFOAUGTION ...ttt 179
6.2. Classification des MECANISIMES ................cceererererererereereieierereseiesesesesesesesesesesesesesesenes 180
6.2.1. Les mécanismes & COMPIEXE tEIMAITE. .......cververierrerreierieiesiesiestestessessessessessessessesseesens 180
6.2.2. Meécanismes a enzyme MOAIfI€ .........ooeriririeiriiieeee s 183
6.2.3. Comparaison entre la classification chimique et la classification cinétique ............ 184
6.2.4. Représentation schématique des MECANISMES ........ccvevverreeriererieeeeieiieeiereeeeeeeeeeeeees 187
6.3.  Dérivation des équations de vitesse a l'état stationnaire................ccccocuneuncunce. 189
6.3.1. INtrOAUCHION. ....cuiiiiiieiieieieeee ettt ettt enan 189
6.3.2. Laméthode de KING €t ALTMAN ......cciiiruirieuiieieteieteieieeeeeeee et eeee e eenas 189
6.3.3. Laméthode de WONG €t HANES .......oociiiriiiiiieieie et 193
6.3.4. Modifications de la méthode de KING et ALTMAN .......ccooueuirieireeieieieeeseeee e 194
6.3.5. Réactions renfermant des étapes & I'€qUilibre.........ccceeeviviiiiiiiiiiiccecceeeeeeeeene 197
6.3.6. Analyse des mécanismes par iNSPECION.........ecueuerueuereeieerieiereeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeneeeas 199
6.3.7. Dérivation des équations de vitesse par Ordinateur...........c.ccevvevrerieriesesiesesesresreenens 202
6.4, LeS EqUALIONS dAE VIEESSE...............ooeoeeeieecicecee e s 205
6.4.1. Meécanisme de type ordonné a complexe ternaire ...........cceeeeveeeerereeeerereseneeeneeeeneenes 205
6.4.2. Meécanisme de type aléatoire a complexe ternaire. .........ccoeevrvereeeereeereeeseeeeseeeeenes 206
6.4.3. Meécanisme a enzyme MOdifi€...........cocoririiiiiiiiiieee s 208
6.4.4. Calcul des constantes de vitesse & partir des paramétres Cinétiques.........ceeververvennens 208
6.5. Les mesures de vitesse initiale en absence de produit..........................c.ccccccooi 210
6.5.1.  Signification des PArAmMELIES .........cerveuerueuirieieeireeeeeeeeee ettt see s eeeesenes 210
6.5.2. Paramétres apparents de MICHAELIS €t MENTEN .......cc.ccuevieieieieieeeieseeseseseeesnens 212
6.5.3. Les graphiques primaires pour les mécanismes a complexe ternaire........................ 213
6.5.4. Les graphiques SECONAAIIES. .. .c..euvruirieuirieiirieietereeee st sieeet et ese e s see e eeeeesenes 214
6.5.5. Graphiques pour les mécanismes a enzyme modifié ...........cocooevvreerinnineeenennne 216
6.6. Inhibition par le SUbSLrat ..o 217
6.6.1. Pourquoi y a-t-il une inhibition par le substrat ?..........cccooeoererrineireereeeeeene 217
6.6.2. Meécanisme de type ordonné a complexe ternaire ...........oeeeevereeeereeeereresenceeneeeeeenes 218
6.6.3. Meécanisme de type aléatoire & complexe ternaire..........coeevrvereeeereeerereseneeeseeerenes 219
6.6.4. Mécanisme a enzyme MOIfi€...........ocoririiiiiiiiiiie s 219
6.6.5. Valeur diagnostique de l'inhibition par le substrat............ccccoceieireiiencieneereeee 220
6.7. Inhibition par le produit....................c.cccooeiiiiiiiiii 221
6.8. Préparation des eXPerieniCes .................nniniceeeneneneseseese e 223
6.9. Un exemple simple d'étude d'un enzyme a deux substrats et deux produits :
12 CrEQLING KINASBE ... 224
6.9.1. Application pratique de la mesure des paramétres pour la créatine kinase............... 228
6.10. Réactions a trois SUDSIIAtS €t PIUS ....cvevveieieieieieteiee ettt 229

PLODIEINES ... 233



TABLE DES MATIERES 459

7 — UTILISATION D'ISOTOPES POUR L'ETUDE DES MECANISMES ENZYMATIQUES ............. 237
7.1.  Echange isotopique et effets isotopiques...................ccoooriiiiiiiiiiiccc, 237
7.2. Principes de I'6change d'iSOTOpe...................ccuvivicecencineneiiieeeeene e 238
7.3. Echange d'isotopes a I'6quilibre...................cccoocvivieecincincniinieieene e 241
7.4. Echange d'isotopes dans des mécanismes a enzyme modifié ..................ccccncueene. 242
7.5. Echange d'isotopes hors qUIlIDre..................ccucvicecincincincinieieeneneeeece e 243
7.5.1. Rapports de flux ChimMIQUES.........ccceeeririeririieieiee ettt ae e eeeens 243
7.5.2. Cinétiques d'ISOMETISATION .....ecveeveeviereeieerieteeteetieteete e ere et eteereeteereeseereseeeseeseeseeseeseeseans 247
7.5.3.  Perturbation Par UN trACEU ..........ceceevereeteeteeieeteete et ete e ete e eteeteeteeaeereereeseeseeseessesaens 249
7.6. La théorie des effets iSOtOpIqUES CINELIGUES ...............covemveuieiceccreieeereeane, 251
7.6.1. Effets iSOtOPIQUES PIIMAITES ....c..euveveuieeiieiiieieteeeteseeeesteeeeeneeseseeneseenesseneesesaeneeseneesenes 251
7.6.2. Effets iSOtOPiqUES SECONAAIIES .....coveuveuiieeiieiirieceieeete et eeens 253
7.6.3. Effets isotopiques sur les EqUiliDIes.........cooeiruririirieirieiieceeee e 253
7.7. Effets isotopiques primaires sur les cinétiques enzymatiques...................ccc..... 254
PPODIEIIES ...ttt sttt n s s snsnsnsens 256

& — EFFETS DE L’'ENVIRONNEMENT SUR LES ENZYMES .......ccovivumienerinerenerisssisseisssenesinens 257
8.1. Effet du pH sur les cinétiques enzymatiques....................cocovoeeocneneneenecercncncnnees 257
B.2. LeS Propriétés acide-Dase..................ccccceocuneuncuniuvicieenesesee e 259
8.2.1. Les €quilibres d 10NISAtION ........eveveierieriesiertesiesieste et ste ettt sre e ere e re e ereeseens 259
LT T v 1 01 o1 ) USRS 263
8.2.3. Les propriétés acide-base des Proteines..........ceverrevuerrereerierierieriesiesieseeeeseseesesesenes 265
8.2.4. Analyse sur la base des constantes de dissociation des groupes...........coceeevrueernencns 267
8.2.5. Analyse sur la base des constantes de dissociation moléculaires.............cccceerenenee. 269
8.2.6. Les fonctions pH de MICHAELIS ........cc.eoueieieieieieieieeeseessessessessessessessessessessessessenes 270
8.2.7. Les courbes €n CLOCKE. .......couiiiuiieiiieeee e 271
8.3. L'effet du pH sur les constantes cinétiques enzymatiques....................ccccvcuncunce. 273
8.3.1. HypOtheSes SOUS-JACEINLES ... .cuveverieuiienerteietereete ettt seeeeseene e s seesesae s seeneeseneenenas

8.3.2. La dépendance au pH des paramétres Vet V/K,,
8.3.3. Les paramétres indépendants du pH et leur relation avec les parameétres

TG o) 021 <) 115:) 5 U 276
8.3.4. Ladépendance au pH de K, ......ccceoveeeieieieieieieieieteeeseesee e saesse s e ssessessessessessens 277
8.3.5. Préparation deS EXPETICIICES ......eveverierierierreriestestestestestestestestestestesresresresseeseeseeseeseeseens 279
8.4. 10Nisation dU SUDSLIAL ..........ccoccoeiiiiiiiiiiieieeeeet ettt 280
8.5. Effets complexes du pH................c.cccoooiiii 280
8.6. Effets de la température sur les réactions catalysées par des enzymes ............... 281
8.6.1. Dénaturation theIMIGUE........c.ccvevuerierierierierieriestesteste et ste s te ettt eresbeebe e seeseeseesnens 281
8.6.2. L’«optimumy de teMPETALUIE. .........ccvevverrerieieieieiestestestestesresiesre e stestessesresreeseeseeeeens 283
8.6.3. Application de 1’équation d’EYRING QUX €NZYIMES ......evrvemeruereerereeerieeeeeneeseseeneseenens 284
8.7. Effets de la pression sur les réactions catalysées par des enzymes.................... 285
8.7.1. Effets de la pression sur les équilibres et les vitesses de réaction ............cceevenennee. 285
8.7.2. Effet de la pression sur les interactions NON-COValENtes..........cccevververerrereseeeeeenens 287

8.7.3. Effets de la pression sur les réactions enzymatiques...........eceeeeerueeriereereneeereeerencns 287



460 CINETIQUE ENZYMATIQUE

8.8. Effets isotopiques du solvant.......................ccccoeiiiii 289
PPODBIGIES ...ttt n e an e 291
9 — CONTROLE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE ...........ooorvvooeseveesssosenessssessssssss oo 293

9.1.  Fonction des interactions coopératives et allostériques................ocoocevcunenncnnce. 293
O.1.1. CYCLes fULIES ..ottt 293
9.1.2. Mécanismes de régulations de 1’activité enzymatique...........ccoeeereeeerrrereneeerecenne 294
9.1.3. Inadéquation de 1’équation de MICHAELIS et MENTEN

pour décrire les mécanismes de régUlation..........coeeveuireireriniereiree e 296
0.1.4. L@ COOPEIALIVILE .....cueeeeeeieeieeietieeieiieteeeeet et et e ess et estesaeseesaeseessessessessessessessessessessessassans 297
9.1.5. Interactions allOSTEIIQUES......c.evuereieieieieieteteteteteteteaessesessessessessessessessessassassens 298
9.2. Le développement de modéle expliquant la coopérativité ..................ccnencunce. 299
9.2.1. L’€quation de HILL.......c.ccueieieieieiieieieietetet ettt ss e sa s e ssesaesaens
9.2.2. Un autre index de coopérativité
9.2.3. Hypothése d’un équilibre de fixation dans les cinétiques coopératives................... 301
9.2.4. L7€qUAation A’ ADAIR ....cceccveieeieiieiieeieieieteeeeeessessestessessessessessessessessessessessessessessessessens 303
9.2.5. Définitions mécaniques et opérationnelles de la coopérativité...........ccoeerverrerrerrenens 307
9.3. AJUSEEMENL INAUIT...........cc.coiiiiiiiiiiiicc e 309
9.4. Modeéles modernes de cOOPErativite ... 311
9.4.1. Le modele symétrique de MONOD, WYMAN et CHANGEUX .....cceoveueeeueneeneneeneneenenes 311
9.4.2. Le modéle séquentiel de KOSHLAND, NEMETHY et FILMER.........cccceeveieieieieiennnns 318
9.4.3. Modeles assoCiation-diSSOCIATION. .......ccvevererierierieterieriesiesiestessestestessessessessessessesseeseas 324
9.5. COOPErativité CINGLIQUE................cccoemniuiiiicere e s 325
PPODBIBIES ...ttt s et n et n s 327

10 — CINETIQUES DES SYSTEMES MULTIENZYMATIQUES ...........coovvvveereeeeneeeeenssoenssse 329

10.1. Les enzymes dans leur contexte biologique.....................cccocooviiiiiiiiiie, 329
10.2. Analyse du contrdle MELADONIQUE ..................ccocuviuvieieeieieinieieee e 330
10.3. EIABLICIEES. ... n e 332
10.3.1. Définition de I'€1astiCite..........ecveruirierierieierieieieiet ettt s e b ss b essessessenis 332
10.3.2. Propriétés communes des €lastiCIteSs.......eviririrererisirierisesese et 335
10.3.3. Les cinétiques enzymatiques vues a travers l'analyse du controle ............ccoceeeeuenneee. 336
10.3.4. Considération des vitesses et des concentrations

comme des effets et Non comMme des CAUSES.......ceeververeririeieieecieeee e 337
10.4. Les coefficients de CONEIOle...............oouououeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 340
10.5. Relations d'addition..................ccoceeuiiieiiieiieieeeeeeee ettt as 342
10.6. Relations entre les élasticités et les coefficients de contrdle de flux..................... 344
10.6.1. Propri€tés de CONNECTIVILE .......c.evvivierieiriiiisieciecte ettt ee e eseeseeseans 344
10.6.2. Les coefficients de controle dans une voie a trois €tapes.........cccevververrererrerresesreenenns 346
10.6.3. Expression des relations d'addition et de connectivité

SOUS UNE fOrme MatriCielle .......c.ecveverierieiiiesieciesiese e 348

10.6.4. Relation de connectivité pour un métabolite non-impliqué
dans une boucle de controle rétroactif........cccvevvevievierievienierieiesereeeee e 348



TABLE DES MATIERES 401

10.6.5. Le coefficient de contrdle de flux d'un enzyme

pour le flux au travers de sa propre réaction ..........cceceeeeeeeseseeeseeeeeeeeeeeeeeseenns 349
10.7. Les coefficients de réponse : la réponse partagée ....................cccovveoveocenenencunes 350
10.8. CoNtrile et rEGUIATION. ...............ocoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 351
10.9. MECANISMES AE FEGUIALION ... 355
10.9.1. Canalisation de MEtabOLIteS. .......cveverieuirieirieieeiee e eene 355
10.9.2. Cascades d'enzymes CONVEItiDLES .........ceirieirieiriieireeee e 357
10.9.3. Le role métabolique de I'adénylate Kinase..........cocooveereereneinieiceceeeeeec e 359
PPODIEIIES ...ttt s sttt e s s s s s s s nsesnsens 362
11 = LES REACTIONS RAPIDES ......coceooooeeeeeeoeeeeeeesssesseese s 365
11.1.  Les limitations des mesures a I'état stationnaire................ccoooevvvevvvrevesnnnnnns 365
11.1.1. Phases tranSItOIIeS .....ceereuerieueieuereenieteeeteeeeeee e te e teeeseeeseseesesee e eseneeseeesenseneeseneenan 365
11.1.2. Etapes «lentes» et «rapides» dans les mécanismes enzymatiques.............coceevevenee. 366
11.1.3. Ambiguités dans l'analyse a 1'état stationnaire de systemes
impliquant des isomérisations d'intermédiaires............cceeveruerverierresieseseseseseseeeenes 367
11.1.4. Mauvais cONditiONNEMENL .......cc.eerueriereriererieietentee sttt ee e saesesee e s seesesseseeeeneesenes 369
1.2. Libération du produit avant la fin de cycle catalytique................cccocovevecencncnncnne, 370
11.2.1. Les CINtIQUES AVEC DUISE ....oveveiierieiiiieieieiesiesiesiest et et et et sae b sbesbe b e b e sbesse s s 370
11.2.2. Titrage du Sit€ aCtif......cooieuiieiieieee et 372
11.3. Les techniques eXpérimentales..................ceeceneneniinieeeeenene s 373
11.3.1. Les classes de MEthOAES ........ceiueiruirieiieieeee e 373
11.3.2. Les méthodes de fluX CONTINU ......ocueiruiiieiiieiieeeeeee e 375
11.3.3. Les méthodes de Stopped-floW........ccevviviiriiiiiiiiseceseece e 376
11.3.4. Le qUENChEd fIOW ....ooviiiiiieieieiee ettt ss s essensens 377
11.3.5. Les méthodes de relaxation..........co.eeveuerieirieirieieienieesee e 380
11.4. La cinétique des phases transitoires ................ccccnnineceeenenenesiseeeneneans 382
11.4.1. Les systemes hors d'€quilibre..........ccoeerieirieirieieeeerecr e 382
11.4.2. Simplification de mécanismes COMPIEXES......cecerrererririririsrise et eee e ereeeeeesnns 386
11.4.3. Les systemes proches de I'€quilibre ...........cooereirenirineiieeeeee e 389
PPODIEIIES ...ttt sttt e se s s s s snsnsesnsens 392
12 — ESTIMATION DES CONSTANTES CINETIQUES ........vvvvveeerseeesessesssessssssssssssssssssssssssnnnas 393
12.1. L'effet des erreurs expérimentales dans I'analyse des données cinétiques ............ 393
12.2. Ajustement sur une équation de MICHAELIS et MENTEN
par la méthode des MOINAres CArrés.................cocncnincnieeereneneseeec e 396
12.2.1. Introduction d'erreurs dans 1'équation de MICHAELIS €t MENTEN ........ccccevvevervennene. 396
12.2.2. Estimations de 7 et de K. ...cceeverererierieieieierieieieiet ettt esaeaesae s s esse st e s essessessenis 397
12.2.3. Résultats correspondants pour une déviation standard uniforme des vitesses......... 399
12.3. Aspects statistiques du graphique linéaire direct ..................cccocvenivivviocnencncnnes 400
12.3.1. Comparaison entre les statistiques classiques
et les statistiques a distribution liDre........c.ccvevevieierierierieieeeeeeee e 400
12.3.2. Application au graphique linéaire dir€Ct..........oovvueirueieinieerieereeeee e 402

12.3.3. Absence de la nécessité d'utiliser des pondérations ............cceceveverereseseseseeeenenn, 403



462 CINETIQUE ENZYMATIQUE

12.3.4. Insensibilité vis-a-vis d'observations exceptionnelles
12.3.5. Traitement des estimations négatives des parametres

12.4. Précision des estimations des paramétres Cinétiques ................cooveccvcncuncnne, 407
12.5. Graphiques des résidus et leurs ULIliSALIONS ...............ccooceoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 411
PLOBIEINES ...t 416
SOLUTIONS DES PROBLEMES ET COMMENTAIRES ... 419
REFERENCES-.......ooeeoeeeeeeeeeoeeeeeeeeee oo 427
INDEX ...ttt ettt sttt 443






