Réactions enzymatiques a 2 substrats

Meécanisme au hasard

KDA
E+ A< -~ EA
+ +
B B
KpP Ky®
kcat
EB + A< ~ EAB E+P+Q
KMA k—Z
Meécanisme ordonné - A se fixe en ler
KDA I<MB kcat
E+ A< -~ EA+B < -~ KEAB

Ky k-2

Graphe Substrat Au hasard ((?Arg(r)]nlrl?)
A / oui / oui
Primaire
B / oui \ / oui
A \ oui / \ non }
Secondaire
B \ oui \ oui

Signification des fleches : exemple, le graphe primaire pour
A permet d’obtenir le graphe secondaire pour B.

E+P+Q




Réactions enzymatiques a 2 substrats

Quel que soit le mécanisme, la premiere étape est le calcul des valeurs des
inverses des concentrations des deux substrats et des vitesses initiales.

Tableau : v; = f([Aq] & [Bo]) Tableau: 1/v; = f(1/[A,] & 1/[By])
Lighe Ligne
A B M ) 1/1A 1/|B M1 .
[Ao] [Bol (uM) «— concentration /I 91] /[Bol (M) «— inverse
) L = 2 de B \mM™) L 0,33 0,11 concentration
0,3 0,02 0,05 0,12 3,3 50 20 8,3 q
09 | 006 | 011 | 0726 => 11 | 167 | 91 | 17 eB
2,5 0,10 0,21 0,41 0,4 10 4,8 2,4
\ J \ J
1 v 1 v
Colonne Valeurs des Colonne Inverses
concentration vitesses inverse des valeurs
de A initiales concentration des vitesses
de A initiales

(R



1. Graphe primaire pour A : mécanisme au hasard et mécanisme ordonné avec A = 1¢" substrat

Tableau : 1/v; = f(1/[A])

1/[A,] [Bol (uM)

(mM) 1 3 9
3,3 50 20 8,3
1,1 16,7 9,1 1,7

\0,4) \10 ] \4,8) ] 2,4)

I I B

VaIeu,rs Valeurs 1/vi reportées

reportées

en ordonnées.
Une droite pour chaque

concentration [B,] fixe
=> 3 droites.

en abscisses

La lecture des valeurs du tableau
se fait colonne par colonne.

X

0

[B]
/v

v ™ pour

max

[B]=1xM

La valeur de -1/Ky” est
I'abscisse du point de
concourance des
droites.

0
04 1.1 33

1/[A],

Une droite pour chaque
concentration [By].

Chaque droite contient 3
points (les 3 couples de
valeurs 1/vi vs. 1/[Aq]).

Le point d'intersection avec
I'axe des ordonnées de
chaque droite correspond a
une valeur 1/V,,,,/B%* =>
graphe secondaire pour B.

M



2. Graphe secondaire pour B : mécanisme au hasard et mécanisme ordonné avec A = 1¢" substrat

Tableau : 1/V,,,,8%% = f(1/[B,])

1/[Bol (kM) 1/V o BOK
1 5,7
0,33 2,8
0,11 1,9
Point

d'intersection

avec |'axe des

ordonnées de
chaque droite du
graphe primaire

pour A

| BO]x

1/V

max

Chaque point correspond /
a la valeur I/V__ "partielle”
d'une droite du

graphe primaire pour A
(concentrations fixes de B)

0 001 033 1

1/[B],

Le graphe
secondaire pour B
permet de
déterminer
graphiguement
1/V sy €1 -1/K\B.




3. Graphe primaire pour B : mécanisme au hasard

1

[Ao 1/[Bo] (uM™) Tableau : 1/v; = f(1/[B,])
(mM) 1 0,33 0,11

0,3 50 20 83 ] | — Vvaleurs 1/vi reportées en ordonnées.

. La lecture des valeurs du tableau
0,9 [15,7 9,1 1,7 ] «— Une droite pour chaque - ,
. . : se fait ligne par ligne.
25 (10 48 24 | «— concentration [Ao] fixe => 3 droites.

[A] =
0
03 mM

(Al = Une droite pour chaque
0.9 mM .
concentration [A].

Le point d'intersection avec ) Chaque droite contient 3
I'axe des ordonnées de T _ (A = points (les 3 couples de
chaque droite correspond a = v, " pour 25mM valeurs 1/vi vs. 1/[Bg]).

[AHI =03 mM

une valeur 1/V,,/A0* =>
graphe secondaire pour A.

La valeur de -1/KyB est
K," I'abscisse du point de
/ concourance des droites.

I I T
0,11 033 1

1/[B],




4. Graphe secondaire pour A : mécanisme au hasard

Tableau : 1/V A% = f(1/[Ao])

1/[AO] (m M_l) 1/Vmax[AO]X

3,3 5,7 Le graphe
secondaire pour A
1,1 2,8 ‘
s permet de
0,4 1,9 ~ 7 déterminer
1 > . graphiguement
— mux\ \ 1/Vmax et '1/KMA.
Point

d'intersection
avec |'axe des
ordonnées de
chaque droite
du graphe
primaire pour B

Chaque point correspond
alavaleur UV "partielle"
d'une droite du

graphique primaire pour B
(concentrations fixes de A)

04 1,1 33

1/[A ]




[A,] 1/[Bo] (uM™)
(mM) 1 0,33 0,11
0,3 50 20 83 | | —
0,9 16,7 9,1 1,7 | | —
2,5 (10 4,8 2,4 | | «—
[.I\ll):' 7
0,3 mM
["\lnz
0.9 mM

X

v o

vy W

max

identique pour les

3 concentrations
de [A]

[A] =
0

25 mM

B
1K, =0

1/[B],

5. Graphe primaire pour B : mécanisme ordonné avec A = 1¢" substrat

Tableau : 1/v; = f(1/[B,])

Valeurs 1/vi reportées en ordonnées.
Une droite pour chaque
concentration [A] fixe => 3 droites.

La lecture des valeurs du tableau
se fait ligne par ligne.

Une droite
pour chaque
concentration

[Aol.

Pour un mécanisme ordonné avec A = 1¢' substrat :
'1/KDB =0

Toutes les droites concourent au méme point
d'intersection avec I'axe des ordonnées : il n'y a
qu’'une valeur 1/V,.[A% => pas de graphe
secondaire pour A.

En conséquence : Ky* = Kp?

: 4
= 020)
B fjj'fﬁd,(,z.//

—



