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Question 1 (10 points) : La fixation de NADP sur le glutathion a été suivie à 500 nm, le NADPH n’absorbe pas à cette longueur d’onde et la variation d’absorbance correspond à une attraction entre la flavine de glutathion réductase et NADPH on travaille avec 2,5 mM d’enzyme et on a mesuré l’absorbance en présences de différent concentration de NADPH
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A l’aide de la représentation de Scatchard, déterminer :
  Le nombre de site de fixation.
  Le Kd.

	NADP µM
	DO
	NADP-F µM
	Y
	Y/Libre

	0,00
	0,263
	0,000
	0,00
	0

	1,25
	0,325
	3,333
	1,33
	1,067

	2,50
	0,380
	6,389
	2,56
	1,022

	3,75
	0,430
	9,167
	3,67
	0,978

	5,00
	0,470
	11,389
	4,56
	0,911

	7,50
	0,530
	14,722
	5,89
	0,785

	10,00
	0,560
	16,389
	6,56
	0,656

	15,00
	0,605
	18,889
	7,56
	0,504

	20,00
	0,625
	20,000
	8,00
	0,400



	Y=AX+B
	0,018X + 0,265
	

	X=DO-0,265/0,018
	

	Y = -0,09984*X + 1,292
	
	NOMBRE DE SITE =12

	
	
	KD= 10 µM
	









Question 2 (10 points) : 
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L'adénylate kinase (27 500 Da) permet de convertir I AMP en ADP par transfert d'un résidu phosphoryle
de I'ATP. La stchiométrie de fixation de 'AMP est étudiée par dialyse a I'équilibre en absence d'ATP.
On a mis d'un coté de la membrane 40 ml de tampon contenant 80 mg d'enzyme, de 'autre 40 ml d'AMP
4 différentes concentrations. A I'équilibre, on préléve 25 ml dans chacun des 2 compartiments pour y
mesurer la concentration en AMP.

TAMP] dans le compartiment avec enzyme (uM) 105 4470 20 212 250
AMP] dans le compartiment sans enzyme (M) 4 0 3 7 156 20

Déterminer la constante de dissociation des sites de fixation de I'AMP et leur nombre.
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compartiment A : [AMP] (lié + libre) (uM) compartiment B : [AMP]jpe (UM) différence A - B : [AMP]lié (uM)
10.5 4 6.5
44 20 24
70 36 34
120 74 46
212 156 56
280 220 60
[Eltotale (M) nu = [AMP]lié/[Eltotale nu/[AMPjpre (1M1)
72.7 0.0894 0.0224
72.7 0.33 0.0165
72.7 0.468 0.013
72.7 0.633 0.00855
72.7 0.77 0.00494
72.7 0.825 0.00375
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