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Cette fichgqui n’en est pas vraiment une.a pour vocation de réunir la plupart des formulas
cours de V.Sies@t mieux comprendre des points compl tels que l'allostéri. Les démonstrations
ont été volontairement laissées et méme plus deweds, car elles sont réellement la clé qui \
permettra de comprendre les données que vous maamipatepeuvent méme vous sauver Si
n'arrivez pas a bien mémoriser une des formulesi@aérement complexes de ce co Cette fiche
n'est en fait qu'une version revue et plus élabodé&ece que avais moiméme fait en P1, ¢
complément de mon cours.

N’oubliez pas que les questions de calculs ou diemes de courbes sont absolument & assure
concours, car elles sont ursmurce sir de points contrairement aux questior par coeur », a la
condition que vous fassiez un effort de compréhensiond€difficile...

RAPPEL.: Les protéines, de part leur structure tertiametipuliere (sites actifs des enzymes, poc
hydrophobes...), sont des molécules particulierenagaies a former des liaisons avec d'au
molécules plus petites, appelé«Ligand » au sens large. Cesd@ns sont le plus souvent de fai
énergie (hydrogene, électrostatiques, hydrophobesé¥ rarement covalentes. Cette associ
protéineligand est le plus souvespécifiqued’'un ligand donné. En réalité, cette notion de Hjpité
est a nuancer, @Bgue une protéine donnée peut avoir une affinigéseure pour un ligand don
plutdt qu'un autre (Notion deompétitior).

|- Relation d’équilibre : cas simple Michaélien

Le caractere non covalent de I'association protéjaed rend la réactioréversible. Ainsi, on a u
équilibre entre la forme « Pb (Protéine liée au ligand) et la form P + L» (Protéine non liée ¢
ligand). On peut noter cet équilil un peu comme une réaction chimigneme si ce n’en est p
une ! (Pas de création de fians de covalence, d’échanges électroniqu

P+L=—> pL
Il faut remarquequ’a l'instar d’une réaction chimique, il existeeunitesse de formation de PL, et (
vitesse de dissociation de PL. Ces deux vitesgesignt differemmer

La vitesse d’'une réaction chimique est proportidieng la concentration des réactifs et p
s’écrire, pour une réaction de typ n(réactif)— produit » : -
v= kx| réactif

Avecv en M.§, etk constante de vites ayant une unité variable selon I'ordre de la réac
Si v=k , alors la réaction est dd’ordre 0, k est en M:&

Si v=kx[Réactif _, alors la réactiestd’ordre 1, k est ens$
Si v=Ikx[ Réactif 1]x[ Réactif 2] , alors la réaction est d’ordre & est en N.s?
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Ainsi, par analogie avec la vitesse d’'une réactioimigue, on peut écrire la vitesse d’association o
de dissociation du complexe protéine-ligand PLorBhomme, kla constante de vitesse d'association
du complexe, et kla constante de vitesse de dissociation, aloyseoi écrire :

« Dans le senB + L — PL, v(association)= kx [P]x[L]
« DanslesenPL— P +L  v(dissociation)=l x [PL]

REMARQUE :La constante de vitesde d’'une réaction chimique peut étre calculée parlda
d’Arrhénius, non donnée en cours mais donnée daf@inulaire a la fin, qui est a savoir.
—AGa

RT
A peut étre considéré comme constant si la tempé&ratrie peu au cours de la réaction.
La loi d’Arrhénius explique ainsi que la cinétiq@éune réaction chimique tienne compte de
température et de I'énergie d’activationGa (Que les enzymes, catalyseurs biologiques, abdjsse

k=A.ep| |

a

Ainsi, on peut déterminer la vitesse instantadéda formation du complexe PL. Elle est égald-a P
qui se forme moins PL qui se dissocie (car il yailéore), soit :

Vinstantanee= V(@ssociation) — v(dissociation)

La vitesse instantanée prend donc en compte lacotmation de P et L en un temps précis. Si on
observe I'évolution de la concentration en complekeen fonction du temd®L]=f(t)

PL
e,

vinstantanée
at=2
vinstantanée
at=1

v instantanée

I P
-

t=1 t=2 t
En fait, la vitesse instantanée de formation duplere PL est la variation de la concentration en
complexe en fonction du temps. En maths, il s'dgihe dérivée de type d[PL]
V=

BONUS COMPREHENSIONL a dérivée en un point d’abscisse x étant latpaie la tgagente en ce
point de la courbe, on peut ainsi déduire la valeler la vitesse instantanée. Remarquez que cette
vitesse instantanée est maximale pour une condantren [PL] proche de 0, et qu'elle est nulle
lorsque [PL] ne varie plus (équilibre). Attentiome pas confondrka vitesse instantanée de formation
du complexe avec les vitesses d'association etssedation ! (La vitesse instantanée tenant compte
de v(association) et de v(dissociation))

Si on considére maintenant I'équilibre. On;@wManse= 0 (C’est tout a fait visible sur le schéma ci-
dessus, puisque la tangente a la courbe a unepdtge Et donc d[PL]/dt=0), d’ou :

v(association)-v(dissociation) = 0
v(association) = v(dissociation)
ki [P]x[L]=k 1 x [PL]
Il vient alors :

k., [P]x[L]

&k |PL]

=Kd
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OuKd (Unité = M, c’est une concentration !!) est la stamte de dissociation du systérRtus la
constante de vitesse de dissociatigest élevée, plus Kd est fort et plus [PL] se digsamn en déduit
donc gu’une forte affinité traduit une faible valele Kd.

On aurait tres bien pu aussi défiia, en tant que constante d’association, qui estdlise de Kd

k [PL] 1
Ka: 1 = - -—
k, [PIx[L] Kd

Ou 14, plus Ka est fort, plus I'affinité est grandd TENTION, I'unité de Ka n’est pas la méme que
Kd, c’est son inverse ! (L.md)

REMARQUE On peut faire I'analogie avec la constante deatézn K en chimie, que vous avez

étudiée au lycée. Pour une réaction d’addition A+BC par exemple, on a = [C
C’est le méme principe. Ici, Kd fait penser au icaerse, G- A+B. - [A].[B]

[1- Signification de Kd

Prenons maintenant le cas ou on a une concentratiocomplexe PL égale a la concentration en
protéine P non liée. [P]=[PL] : On peut alors djte la protéine est saturée a 50% (Attention cetn’e
pas forcément I' équilibre !)

On peut donc écrire : ,L»P’/X[L'
_:Kar
PET
< [L]=Kd =L o5

La constante de dissociation se définit donc comnfee concentration en ligand libre pour laquelle
la protéine est saturée a 50% par son ligand.

[1I- Notion de fraction de saturation

On définit la fraction de saturatiofy comprise entre 0 et 1 (100%), qui correspond fmprotéine en
solution au pourcentage de forme liée avec sondigdl sur le nombre total de protéings P

On peut donc écrire : ¥= [PL. Avec : | P,|=[ PL]+[P]

[Py
Cette formule ne nous permet pas de calculer laat@in en fonction de la concentration en ligared,
qui est beaucoup plus intéressant. [PL]
Or, on connait une méthode pour exprimer [P] ewrtion de [L] : [ Pl=Kd % —
On peut donc écrire : L

7= [PL] [PL]
[P]+[PL de[%”ﬂ.
F= [PL] _ [PL]x[L]
I.de[PL'+[L'><[P£'.I Kdx|PL|+[L]x[PL]
. 7 )

Par factorisation :

g IPIX(L]
~[PETX(Kd+IL))

Au final, on a donc I'expression de la saturatitume protéine tenant compte que de la concentration
du ligand (Attention : a I'équilibre !)

y=—ttl

Kd+[L]
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Notez qu’elle ne tient compte que de la concemtnagin ligand, et ce peu importe la concentration en
protéine (Kd étant fixe pour un méme couple PL)
Si on trace la fonction représentant la saturatiofonction de la concentration en ligand Y=f([L])

Ya

Y=f([L]) a I'allure d’'une hyperbole

e — —a croissante pour laquelle Y tend vers
AY: - 1 sans jamais ne l'atteindre.
Remarquez qu'une méme variation de
_ concentration en ligandL n’a pas les
0,5 mémes effets d’augmentation sur la
AV1 r saturation. Sur le schéma, on voit bien que
AY 1> AY 2 pour la méme variation de
‘ concentration en ligand libre !

" -
A[L] ~Kd A[L] (L]

Cependant, ce type de courbe n'est pas toujout&|pea et on peut préférer une représentation en
droite, plus simple._(Rappeléquation d’'une droite de typgx)=ax+b avec a= pente ou coefficient
directeur, et b=constante qui définit le point etlamnée que va croiser la droite pour x=0)

Ona: y= [L]
T Kd+[L
En inversant : | 1 '|—M+[£-—Kar+£
' T L r '/ :
Au final, on obtient : 1 1
(== Kd 5 =——t1
T I
Equation de la forme : Yy=a x+b

REMARQUE : Bien qu’a force de I'utiliser vous connaitreztedformule par coeur, vous voyez qu’en
fait, il n'est pas forcément utile de I'apprendee elle se retrouve tres vite ! Ce qui vous écoserde
la mémoire (Mot clé = On inverse !)

Assurez-vous d’avoir bien compris tout ce qui apdé avant de poursuivre !

V- Détermination de Kd

> A partir d'une droite (1/Y)=f(1/[L])

Kd étant le coefficient directeur, on peut le retrewa I'aide de la formule mathématique
permettant de la calculer. Long et difficile magupétre utile quand on connait les 1/Y (=y)
pour 2 valeurs de 1/[L](=x).
Vs~ Val
= ——

15— X,
Si on prend des valeurs arbitraires (cf schéma cigaes),

- Pour (1/L), = 3 on a une saturation de 0,25 ou (1/Y54

- Pour (1/L)p = 4 on a une saturation de 0,20 ou (1/¥35

Alors on peut déterminer le Kd :
54 > La protéine sera saturée a 50% pour une contienten ligand
Kd=2—=1mollL ibre de 1 mol/L
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Une autre maniere, plus simple, de calculer Kd'estrapolation mathématiques. Elle revient
a calculer le point de la droite pour lequel ebee I'axe des abscisses, autrement dit, le x
pour lequely=ax+b=0.

On a don@x = -bet doncx = -b/a. En 'occurrence, a=Kd et b=1.

Ainsi,[X,=o=-1/Kd |
Attention, ce n'est que de I'extrapolation mathémags et ¢ca n’a pas de sens en biologie !
(Correspondrait a une valeur de x=1/[L] négative.E}.méme en mathématiques si on tentait
de pousser le raisonnement on serait bloqué : yxi'Yeut étre égal a 0!

1Y 4

(LY)b=5

(1/¥)a=4

EXTRAPOLATION!

-
-
-

i

>
1/Kd (1/L)a=3 (LL)b=4 UL

» Méthode de la dialyse a I'équilibre

Soient deux compartiments de volumes semblablesl(lLséparés par une membrane hémi-
perméable ne laissant passer que les ligands des@motéines.
A t=0 on place des protéines (Concentratigjf) [t des ligands (Concentrationg]. dans un des
deux compartiments. Les ligands diffusent et s’hgéme&isent dans les deux compartiments,
contrairement aux protéines.
A I'équilibre, on ne retrouve PL que dans le conipagnt qui comportait les protéines, et on dose les
concentrations dans ce compartiment. On peut atwie, pour ce compartiment
- [Po] = [Pleq + [PL]eq (Cest logique)
- [Lo) = 2%[L]eq+ [PLleq (On multiplie par 2 la concentration en ligandr, elle a été diluée
dans 2 L par diffusion libre a travers la membrbaSeon avait eu 1L et 2L, on aurait multiplié
par 3)
Ces deux formules permettent alors de retrouvetetles données nécessaires au calcul de Kd.

» Méthode de Scatchard

Peut étre utile dans les cas ou I'on a une protiee plusieurs sites !
Soit une collection de N protéines contenant chacusites pouvant se fixer chacun a un ligand. On
appelle r le nombre de sites occupés.
Que peut-on en déduire pour une seule prakeine
- n=[Sg (Nombre de sites sur la protéine, et donc de ditdfixation possibles)
- r=[PL] (Car r représente le nombre de site occupés, ldrede complexes PL !)
- (n-r) =[P] (Les protéines non liées, a I'équilibre)
Ainsi, pour N protéines, on gP]=N(n-r), [PL]=N.r, [So] =n .N (S= Nombre de site au total)

On peut transformer :

ra=l2IXIL transformation xg Nin—r)x[L

[PL] Nxr
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D'ores et déja, on peut simplifier : gy=20n=r X[ L]_ (n—r)x[L]

Ky B ¥
On inverse : 1 r
Kd (n—r)x[L
(n—r)_ r
Kd L]
¥ ¥ _ ¥
Kd Kd |L|
Enfin, on peut aussi écrire :
¥ -1
—= | —

Equation d’une droite décroissante avec r variabRemarque : r représente le nombre de site
occupé sur UNE SEULE protéine. Donc r = [PL]/N

/It
n/kd Comment comprendre que la droite coupe
~ - I'axe des abscisses en un point qui
correspond au nombre de site n de la
protéine?

Droite de pente

-1/Kd » Si[L] tend vers l'infini, alors tous les
sites sont occupés et r=n (Saturation
100%)

e Or, si[L] tend vers l'infini, r/[L] tend
vers 0, ce qui correspond a I'axe des

~N abscisse:

L |

n r

V- Phénomenes allostériques

Il s’agit du cas ou une protéine possede plusisibes_qui dépendent les uns des aufesr

un méme ligand. Autrement dit, le Kd d’'un site déterminé par I'occupation des autres
sites. Attention, si une protéine possede plusieurs sitedependants (Calbindine,
Ferritine...), alors on peut considérer que chaquie se comporte comme une protéine
michaélienne classique.

Dans le cas ou la fixation d’'un premier ligand ligeia fixation d’'un autre, on peut alors faire
I'approximation suivante

P+n L— PL,
(En réalité, c’'est plus complexe, I'équation préséig n’envisage que les cas ou la protéine
non liée est en équilibre avec la protéine ayanstoes sites occupés par fixation simultanée,
il existe des modeles bioinformatiques qui permetiee plus grande rigueur.)

Ensuite, c’est le méme principe, et on peut raisopar analogie :
Admettons qu’une protéine allostérique possedee? sie fixations a un ligand. leE2, et on
donne alors les vitesses d’association et de degsmt (cf plus haut)

e v(association) = kx [P] x [L]x [L] ORDRE 3
e v(dissociation) = k x [PL] ORDRE 1
Ainsi, a I'équilibre,v(association) = v(dissociationgt : e k., [PIX[LT
I, [PL,]
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Si on raisonne avetsites de fixationsa un ligand, on a alors :

_[PIx[LT
K= n

Attention !! Ici K ne correspond pas a la concentration en lighpour laquelle on a
demi-saturation de la protéin@N’a d’ailleurs pas I'unité d’une concentration éxifiez
pour n=2 par exempleA demi-saturation, on a [P] = [PA], et donc K = [L]".

K est donc la concentration en ligand élevée a lagsance « n » pour laquelle la
protéine allostérique est a demi-saturée.

On peut également écrire la saturation de la pretéi y=—I2El _[PL]
n peut également écrire la saturation de la pretéi PAEEA
Et comme précédemment (cf Partie 1ll), on peut dire _ Kx[PL]
Pleam——
[L
Et en déduire que : . L Or, K=[LT,
T[L+K
YL
. 1
Enfin,
¥ = “'-'-ﬂ 0,5

[LI'+ILLs

Ce qui correspond a une fonction de type sigmoide.

[LV=0,5) gy

Rappelez-vous :0On a pris ici le cas d'une coopération parfaiés @ molécules de ligand se
fixaient a la protéine simultanément).
=» Dans ce cas la, on aurait donc eu n = nombre ée @ fixatio(ou nombre de
protomeéres, « on parle faussement de n sous-ugmt@steractions »)On appellera ce
nombren’ par la suite, qui correspond donc au nombre ds di¢ fixation.
= Dans la réalité, ca n’existe pasneeprésente plutét le nombre de Hill que I'on va
appelemy, par la suite, qui rend compte de l'interactiorretgs sites allostériques.
=>» On définit le nombre de Hihyainsi :

Nombrede sites eninteractionn; _
=Valeurcompriseentreet |

Nombrede sites n'

=>» Ainsi, tout a I'heure nous avions le cas d’une @ation parfaiteu le nombre de site
en interaction était égal au nombre effectif, dianealeur était de 1. On aurait par
exemple eu pour I'hémoglobine (4 sites de fixatjonss, =4 1

n'=4

= Mais expérimentalement, on mesure plutdt un nordbereill de 3 (ou 2,8) pour
’lhémoglobine, la coopérativité n'est pas parfaitegi est di au fait que les sous-unités
ne lient pas simultanément une molécule,d@n a donc x,=2.8

=07

n'=4

) . L N . . 0;"

AINSI, pour ’hémoglobine, on n’écrit pas }-=p—ﬂi mais plutot }’:%
pOi+p50* POy +p30”

car la coopérativité entre les sites n’est paslmtat le nombre de Hill (2,8) n’est pas égal a\

nombre de sites (n'=4)
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La valeur du nombre de Hilknpeut prédire la coopérativité des sites :
« np=1 laprotéine n'est pas allostérique mais Michaglee(cary = [L] /[L] *+Kd)
* nh>1, on parle de coopération positjva fixation d’un ligand facilite la fixation d’'un
autre ligand sur un autre site.
* nh<1(rare), on parle de coopération négatladixation d’'un ligand rend plus
difficile la fixation d’un autre ligand sur un aatsite .

Si on reprend notre fonction de saturation’ =[_f—
[L"+K
On applique la fonction « 1-x » : 1-F = _L
[LT'+[L];;
Peut aussi s’écrire : 1_}-=[L_ +[‘£_'='-‘ _ _[L
(LT +[LT;s [L1"+]L];s
- - [LL;
Par soustraction : -V =— —
[LI"+[LTs
On inverse : 1 [L'”+[£'_§_j
1-¥  [LI;;
On multiplie par Y et on simplifie: =Y
r I . T wm ™
¥ _MK [L _IL
1-¥ [L J;, ” 0.5 [L J;d
On applique la fonction « In(x) » 7 . . .
PRI ) nl ! —|=In £ )=In([L]")—1a([L];;)
1-1 i -
Enfin :
In(—=)=nxIn([L])—nx1In([ L]
Equation d’'une droite de la forme : y = a X + b

Ou n est le coefficient directeur de la droitenfarqueb peut aussi bien étrén(K))

VI- Comportement d’une protéine allostérigue

Hill Plot
; La courbe sigmoide présente une transition allogter
i autour de sa §s, de part et d’autres le comportement
s’apparente a un comportement Michaélien.
Ceci est encore plus visible si on linéarise lactoon de
saturation comme le montre la courbe ci-contrexilste
» une transition allostérique pour laquelle le nomlole
\ Hill rentre en jeu (autour de Y=0,5).

Hiemoghisin R . L.
fon-aflichty De cette linéarisation, on peut déduire pour unet@ine

mip =1\ allostérique :
, \ * Une plus faible affinité pour les concentrations ¢
/ e ligand faible que pour une protéine Michagélienrje.
' « Une plus forte affinité pour les concentrations e

. ) \ ligand forte que pour une protéine Michaélienné
Equivalent Km Equivalent K'm

Hemoglobin
high-nifinity
1 state
Hijj =1

I"5|.| I-I.u:l

D

=]

S
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