Mesure de l'interaction
protéeine-ligand,
proteine-ADN,
protéine-protéine par
Microcalorimeétrie



L.a microcalorimetrie qu'est-ce que c'est ?

- Méthode de mesure des parametres thermodynamiques d'une liaison

- Constante d'association Ka
, AG =-RT In Ka = AH - TAS
- Enthalpie, Energie libre de Gibbs, Entropie

On connait la gtt de protéine et
celle de ligand introduit a l'arrét de
la réaction

- Stoechiométrie de la réaction —>
(nombre de sites de liaison)

- Capacité thermique > AH = AHref - ACp (T - Tref)




Interet

La majorité des réactions sont endo ou exothermiques

Chaleur dégagée et vitesse de réaction sont proportionnelle

Possibilité de suivre des réactions lentes / peu énergétiques

Pas d'interaction avec le milieu



L.e calorimetre
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AV : tension électrique entre les deux cellules (V)
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Precautions

Température constante de l'enceinte

Homogénéité des tampons

Absence de contaminants

Connaitre la concentration exacte de la protéine et du ligand



Les limites

- stabilité de la protéine et du ligand a 25°C, 1h

- pour des résultats fiables : 5<C<500 avec

C = n[P] /Kd
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Fig. 2 Simulated binding isotherms for various values of the parameter C
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Daviter, T.) vol. 1008 103—118 (Humana Press, 2013).


https://www.zotero.org/google-docs/?fwkryE
https://www.zotero.org/google-docs/?fwkryE

Applications de la microcalorimeétrie
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Applications de la microcalorimeétrie
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Fig. 3. Coupled Na* and aspartate binding
ogarithmic plots of the apparent Kp-s for aspartate as functions of Na* activities. Ligand

Kjys for outward- (top) and inward-facing states (bottom) were measured by ITC (filled
symbol) and fluorescence-based assay (open symbol). The slopes (a) of the linear fits to the
data (solid lines) correspond to the) of to apparent number of Na* ions coupled to ligand
binding. Standard free energies of coupled Na*t and aspartate binding obtained by
extrapolating data to standard conditions of 1 M Na™ activity (AG?, kcal/mol) are shown in
the panels. Panels A and B were adapted and modified from Reyes, et al. (15).
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Complementarite avec d'autres techniques
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Fig. 2. Na+-coupled ligand binding to Gltpy, in outward- and inward-facing states
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Merci pour votre attention !
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