La lactate déshydrogénase

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme impliquée dans certaines fermentations. Elle catalyse la
réaction pyruvate + NAD" — lactate + NADH + H".

A. Etude de la LDH pour ces concentrations en substrat faibles a moyennes

On détermine la vitesse initiale de la réaction (notée v;) pour diverses concentrations initiales en pyruvate
(concentration notée [S]).

[Slo (mM) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,8 1 2 3 4 5 9

vi (mM.min™") |0,075 |0,125 |0,157 |0,180 |0,200 |0,212 {0,232 |0,250 |0,270 |0,270 |0,250 |0,240 |0,190

Document 1: Etude de la vitesse initiale de la LDH pour diverses valeurs de concentration initiale en pyruvate.

1. Tracez le graphe de la v; en fonction de [S],, et commentez 1’allure obtenue.
2. Tracez la courbe de cinétique dans la représentation de Lineweaver-Burk. En faisant les choix que
vous jugerez nécessaires :
a. Déterminez si I’enzyme est michaélienne ou allostérique.
b. Déterminez K.
c. Détermine une vitesse maximale théorique v,..,, €t commentez cette valeur.

B. Etude de la LDH pour ces concentrations en substrat élevées

e . s 12 . s 5 . _ Vmax[S]O
La cinétique de la LDH a été déterminée. Elle s’exprime : v,= [5]2
Ky +[S]p+—=
K i
3. Dans cette formule, que représente K; ? Déterminez lim v; et commentez ce résultat.
v, o0
On a réalisé deux substitutions au niveau du codon codant
’acide aminé 161 (une sérine) de la LDH humaine : - e
* mutation S161L : la sérine est remplacée par une i Il ko il |
leucine s
* mutation S161A : la sérine est remplacée par une _ == g s ¢___?r
alanine i e T

Le document 2 présente la cinétique de 1’enzyme sauvage
et des deux enzymes mutées.

4. Décrivez et commentez 1’allure des courbes de
cinétique des trois enzymes.
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Document 2: Etude de la vitesse initiale de la

La structure moléculaire de la LDH a été déterminée LDH en fonction de la concentration initiale en

(ﬂ_Chler 40kn.de) ;ilsagitd une\ Image o pyruvate. La vitesse est normalisée par la
crlstallogrelphlque corresPondant ala LDH fixée au concentration en enzyme, et est donc donnée en s™.
NADH et a l’OXalate, qui est un analogue du pyruVate. La concentration en pyruvate est en mM.

5. Téléchargez le fichier moléculaire 4OKN sur https://www.rcsb.org, en format .pdb, et traitez le
fichier moléculaire de la fagon que vous jugerez adéquate de fagon a discuter I’implication de la
sérine 161 dans 1’évolution de la cinétique de la LDH pour des concentrations importantes en
substrat.

NB : vous pourrez utilisez au choix
¢ libmol (disponible en ligne sur https://libmol.org/)
® pymol (téléchargeable gratuitement sur https://pymol.org/2/)

® rastop (téléchargeable gratuitement sur http://acces.ens-lyon.fr/biotic/rastop/html/telechargement.htm)
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