1.7 Liaison de petites molécules aux macromolecules

» Parmi les phénomeénes les plus €tudiés en biochimie. on retrouve l'interaction de
petites molécules et d’ions meétalliques avec les récepteurs ou sites spécifiques de
protéines et d acides nucléiques.

« Exemples d’inferactions:  anficorps-antigéne
antibiotique-oligonucléotide
substrat (ou inhibiteur)-enzyme
0;-hémoglobine

« La dialyse (membrane semi-permeéable) est souvent utilisée pour suivre 1'interaction
de petites molécules avec des macromolécules:

‘ (] ) ( b'
® macromolécule M

®  petite molécule A
(substrat, médicament. hormone, anticorps, gaz ...)



« La liaison d'une petite molécule A a une macromoleculs M est erudiee par la méthode
de dialyse jusqu’a 'équilibre:
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- A I'équilibre, le potentie] chimique de A de chaque coté de la membrane 25t donné
par:
KA, ibre, interieur = MA_ extereur
- AT'équilibre, Ia concentration de A de chague coté de la membrana est donc:
[Alpire, interteur) =[A Jaxteneun)

« La concentration totale de A 2 'intérieur de la membrane est la somme des molécules
de A libres en solution et des molacules A liees aux macromolécules:

[Alpnterteury =[ATiore, interieur) + [ Aluee, inteteur)
ou [Al e, interteury = [Al prtenteur) —[A Jiore, interteun)

~ ATéquilivre,  [Alpee, interteun) = [Aljntereur) ~[A lexerew



«u ['e"-][lleesalumamunmms] = ["!"]-:c::mmamlewles] ‘[-e'*lm‘lemum

- Mous avons ainsi defini la concentration des molécules de A liges aux

macromoleciles en termes de la différence de ! quantités mesurables: la
concentration totale de A de chague cité de la membrane 5 dialyse

« La constante d°equilibre et le nombre de sites d'interaction peuvent &= calonles 2

partir da la concentration totale de macromolécules, [Mlow,. &t los concentrations de
melécnles de A lides et de A libres a I"équilibre.

1.7.1 Un site d'interacton par macromolecule

M+A = MA

» La constante d"equilibre pour 1 association de A avec M est donnee par:

_ M)
Ka=m 14

ou  [MA] = concenmation du complexe A I'équilibre = [Alu, e

] = concenmadon de macremolscules libres 2 1 eguilibre

= [Mstin — [Alsien, itinsry
[4] = concenmadon de molecules de A lbres 2 1'intérizar de la membrane
a I'exquilibra
fd L

« Door, 1a constante 4"aquilibe 5"exprims de 1a fagon suivante:

k.= [A)es
? (Mhgezie —[Adee )-[A Ltertear
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+ mumerateur et dénominatzur par [Miswme

K, = [ARee M iz
(Mlrgtze —[Afea)
- o [AthEﬂeur
[Mkgtzie
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(1= [Aljee Mtz LA baerew

[Aljse TMptze 25t l2 nombre moyen de molécales dz 4 liges par macromaléule

[Alnee Mltotaie = v

v
SRR TEE Ny —

ou Y -k, (1-v)=Ks—K;v  (iquation de Scarchard)
S -

» Un graphique de V fTA] ogparieyr &0 fonction de v doons uns dreite aver uns pents
egale 3 —K; et une ordonnes sgale a K.

1.7.} N sites d’interaction par macromolecule

- Jusqu'a present, nous avons supposé quun maxinum de | meoleculs de A nferagit
aver | macromelécule. Donc, v varie de g a 1.

» Par confre, plusieurs macromelécules possedent phasienrs sifes d'interactions ef v peut
varier de 0 a N, le nombre de sites d'interaction par macromolécule.



«  5iles sites d°interaction somt tons identiques et indépendants (=t 'interaction da A
awec | site n'a pas d'effet sur 1'interaction avec un aufre site). on peut remplacer v
{pourun site d'interaction) dans 1"équaton de Scatchard par w:

v N
M k. -k, N
Pl 21
=N
Y NK,-Ky
[Alaxtariour =0

» Un graphique de V fTA] yparer &0 fonction de v doone une droite aver uns pente
égale a —F; et uns ardonnes egale 3 NK (voir Figure B1).

= %i le praphigue de Scatchard ne domne pas une ligne droite, ceci indique gue les sites
d'interaction ne sont pas identiques oa independants. On moove souvent une déviation
de Ia relation lindaire pour les valeurs élevées de V. Ceci indigue que la linison des
premisres molécnles de A pe change pas besucoup lez proprigtes de la
macromolecule. Par comtre, lorsque de plus en plus de molecules de A sont lises 3 la
macromoleculs, des interactions entre ces melécules ou un changement de
conformation sont fort probables. Ces effets mfluencent I liaison 4 aumes malecules
de A 3 la macramaleculs.

- L'équation de Scatchard est souvent utilisée powr emdier linteraction de petites
molecnles aver des protéines ot ADN. On peut suivre linteraction par plusieurs
methodes, mais la dialyse jusqu'a l'eguilibre est une methode trés pratique. 1 faat
senlement déterminer la concentration de A 2 I'extériewr de la membrane a dialyse
{cote du selvant) ef b valeur de V gui st relige 2 la concentration de A lidge a la
macramalecils.
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Slope = -K
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Fipure B1 Le graphique de Scatchard poar N sites d miemction
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