Annexes

Annexe 1
Calcul de I’activité catalytique, k..t et de la constante de Michaelis—Menten, Ky

La réaction d’hydrolyse enzymatique suit la réaction de Michaelis—Menten :

k k
E+S i N E-S —eaty E+P

kg
La vitesse de la réaction vaut :
Vi [S]
v, =
Ky +[S]

ou v, est la vitesse initiale, Vi est la vitesse maximale, Ky est la constante de Michaelis—
Menten et [S] est la concentration en substrat.
La constante de Michaelis—Menten peut étre exprimée comme suit :

K, = k , +k,,
kl
En pratique, le Ky correspond a la concentration en substrat lorsque la vitesse vaut la moitié de
la vitesse maximale.
Comme, dans la plupart des cas, la vitesse observée ne varie pas avant épuisement substantiel du

substrat, celle-ci est approximativement égale & Vax €t donc :

_Vmax ~ Vo
_——— A~y T

kcat - kobs
[El:  [Ely

ou ke, est la constante catalytique et [E]t est la concentration totale en enzyme.
Dans notre cas, nous considérons que la concentration en enzyme est la concentration en phage-
enzyme. Les valeurs de kops mesurées dans ce travail sont donc approximativement égales a des
kcat par phage.
En pratique, la vitesse de catalyse est déterminée en mesurant, en début de réaction, la variation
d’absorbance due a I’hydrolyse du substrat.
Pour calculer la constante Ky, 1’activité est mesurée a différentes concentrations en substrat.
L’¢équation de Michaelis—Menten permet de calculer la courbe correspondant aux points
expérimentaux. Ceci est réalisé par curve fitting (programme KaleidaGraph) afin de déterminer

la valeur des deux inconnues : Ky €t Viax.
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Annexe 2

Calcul des constantes de dissociation, K4

Dans le cas d’une modulation d’activité par un ligand, le schéma réactionnel est le suivant :

kg
E+S———= E+P

K“,L

Kg.p
EeL+S ———= EL +P

ou E est I’enzyme, S est le substrat, P est le produit et L est le ligand. Kq4 est la constante de

dissociation du complexe enzyme—ligand, kg est I’activité de 1’enzyme libre et kg est ’activité

de I’enzyme complexée par le ligand.

Nous pouvons en déduire les trois équations suivantes :

Eq.1: K, = [EIL]
[E-L]

Eq.2: [E], =[E]+[E-L]

Eq.3: k, =k, E] +1<E,L-[E'L]
[E]; [El;

Si nous les développons:

Eq. 1= [E-L]:[EIL& — Eq. 4
Eq.2+Eq 4= [E], =[E]+[E]-%

d

1o T 5 P L N
d
Kd

EI=[El ol D Fas

— kg -[E] + Kep [E][L]

Eq.3 +Eq. 4 =
B " T[E}, [El, K,

k, K

ou kg est 1’activité observée.

Eq. 7+ Eq. 6 = K =
* [El, K, +[L] [E]
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Nous obtenons finalement 1’équation :

Ky =k, ey
T KL KL

qui contient trois inconnues : Ky, kg et kg1. En pratique, ’activité enzymatique est déterminée a

différentes concentrations en ligand et les trois inconnues sont déterminées par curve fitting.
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Annexe 3

Séquence de la B-lactamase TEM-1
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Annexe 4

Séquence de fd-bla au

AGCCTCCGTA GCCGITGCTA
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CACAGAAAAG CATCTTACGG

AACACTGCGG CCAACTTACT

TGEGEGGATCA TGTAACTCGC

TGACACCACG ATGCCTGCAG

GCTTCCCGEC AACAATTAAT

TTCCGECTGG CTGGTTTATT

ACTGGGEECCA GATGGTAAGC

GAACGAAATA GACAGATCGC

niveau du géne de la -lactamase TEM-1
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CCGCAGAAAC TGTTGAAAGT TGITTAGCAA AACCTCATAC AGAAAATTCA TTTACTAACG TCTGGAAAGA
3’ - AATCGTT TTGGAGTATG TCTT-5’ ( AB348)
CGACAAAACT TTAGATCGIT ACGCTAACTA TGAGCCCTGI CTGTGGAATG CTACAGCECGT TGIGGTTTGT

ACTGGTGACG AAACTCAGTG TTACGGTACA TGGGITCCTA TTGEGCTTGC TATCCCTGAA AATGAGGGTG
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