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Caractéristiques de l'interaction 
ligand-récepteuritem 5.2

SECTION V

MESURE DE L'AFFINITÉ À L'AIDE D'UNE 
EXPÉRIENCE DE SATURATION

L'interaction physico-chimique entre un ligand et son récep-
teur se caractérise par un paramètre appelé KD (ou constante 
de dissociation à l'équilibre). Chaque ligand (L) présente une 
affinité particulière pour un récepteur (R) donné.
L'interaction ligand-récepteur répond à la « loi d'action de 
masse »  qui est une réaction réversible. Elle décrit la vitesse à 
laquelle les complexes se forment

et se dissocient  : L R LR
1

1

� � � � � � �
k

k

–

  correspondent respective-
ment à la

constante de vitesse d'association et de dissociation du com-
plexe [LR].
À l'équilibre : [L] × [R] × k1 = [LR] × k−1. La constante de dis-
sociation à l'équilibre KD correspond à k-1/k1, c'est-à-dire (1) : 

KD �
� � � �
� �

L x R
LR

Puisque la concentration totale des récepteurs est égale à la 
somme des récepteurs libres et liés, on aura l'équation (2)  : 
[Rt] = [R] + [LR]
En combinant les équations (1) et (2), on obtient l'équation 
(3) qui permet d'exprimer chaque valeur de [LR] en fonction 
de [Rt] :

LR
R L

K L
t� � � � � � � �
� � �D

Quand [LR] correspond à 50 % de [Rt], [LR] = [Rt]/2 et KD = [L]
Le KD correspond donc à la concentration du ligand occupant 
50 % des récepteurs.
Plus KD est faible, plus l'affinité du ligand pour le récepteur 
est élevée.

ÉTAPES DE RÉALISATION D'UNE EXPÉRIENCE 
DE SATURATION (FIGURE 5.2.1)

MESURE DE LA LIAISON TOTALE : LIGAND 
RADIOACTIF SEUL
1- La détermination du KD nécessite l'utilisation d'un ligand 
radioactif dit L*.

2- Des concentrations croissantes de L* sont mises en présence 
de cellules ou membranes purifiées exprimant une quantité 
fixe de récepteurs pour lesquels le KD sera déterminé.
3- Une étape de séparation permet de mesurer la radio-
activité sur les cellules qui correspond à la liaison totale [LT], 
c'est-à-dire la liaison de L* à la fois sur les récepteurs étudiés 
(liaison spécifique ou L*R ou [LS]) et sur d'autres sites (liaison 
non spécifique ou [LNS] ou bruit de fond).
Cette étape permet également de déterminer la fraction libre 
(F) de L*.
Cela se traduit par (4) : [LT] = [LS] + [LNS]

MESURE DE LA LIAISON NON SPÉCIFIQUE : 
LE LIGAND RADIOACTIF EN PRÉSENCE D'UN 
EXCÈS DE LIGAND FROID
L'expérience précédente est réalisée à l'identique mais en 
présence d'une concentration en excès du même ligand, mais 
non radioactif (froid, L). Dans ces conditions, la radioactivité 
mesurée correspond à la liaison non spécifique [LNS] car le 
ligand froid en excès remplace le ligand radioactif L* sur les 
récepteurs. Ayant mesuré les paramètres [LT] et [LNS] on peut 
calculer [LS].
D'après (4) : [L*R] = [LS] = [LT] – [LNS]

REPRÉSENTATIONS GRAPHIQUES DES 
DIFFÉRENTS TYPES DE LIAISONS (FIGURE 5.2.2)

Ligand
radioactif

Ligand radioactif
(fraction libre

ou F)

LT = Liaison spécifique +
Liaison non spécifique

Ligand radioactif
(liaison totale ou LT)

INCUBATION

Cellules
exprimant le

récepteur

SÉPARATION COMPTAGE

Figure 5.2.1 Principe expérimental des études de liaison
Adaptée de biorender.com

Concentration ligand
radioactif

Liaison totale
(LT)

Li
ai

so
n Liaison spécifique

(LS)

Liaison non
spécifique (LNS)

Figure 5.2.2 Représentation des différentes liaisons
Adaptée de biorender.com

Les propriétés des liaisons :
– Liaison non spécifique (LNS)  : non saturable, faible 

affinité, irréversible
– Liaison spécifique (LS)  : saturable, forte affinité, 

réversible
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BMAX ET KD À PARTIR D'UNE COURBE DE 
SATURATION
La courbe de saturation correspond à la détermination de la 
liaison spécifique [L*R] (ou [LS]) en fonction des  concentrations 
croissantes de ligand radioactif [L*] (courbe orange sur la 
figure 5.2.2). Sont déterminés graphiquement (figure 5.2.3) :
▶ le Bmax correspondant à la densité de récepteurs spéci-
fiques du ligand L (Bmax = [RT], voir « Mesure de l'affinité à 
l'aide d'une expérience de saturation ») et graphiquement au 
plateau de l'hyperbole ;
▶ le KD défini graphiquement comme la concentration de L* 
nécessaire pour occuper 50 % (Bmax/2) des récepteurs.

En pharmacologie, l'équation de Hill-Langmuir permet de 
déterminer l'occupation du récepteur (ρ) en fonction des 
concentrations de ligand : la fraction qui est saturée ou liée 
par le ligand (figure 5.2.4).
L'équation de Hill-Langmuir est couramment exprimée de la 
manière suivante : ρ = [L*]/([L*] + KD) où :
▶ [L*] =  concentration du ligand.
▶ KD = constante de dissociation à l'équilibre.

BMAX ET KD À PARTIR DE LA REPRÉSENTATION 
DE SCATCHARD
La courbe de saturation peut être linéarisée à l'aide de 
l'équation de Scatchard. Cette équation prend la forme sui-
vante [LS]/[F] = f([S]) où [F] représente la fraction libre de L* 
(figure 5.2.5).

MESURE DE L'AFFINITÉ À L'AIDE D'UNE 
EXPÉRIENCE DE DÉPLACEMENT-COMPÉTITION

Principe

il s'agit cette fois de mettre en présence trois acteurs :
▶ un ligand radioactif à une concentration fixe (en général 
égal à son KD) servant de molécule de référence ;
▶ le ligand dont on souhaite connaître l'affinité (froid, non 
radioactif) testé à des concentrations croissantes ;
▶ les récepteurs à une concentration constante.
Le ligand froid entre en compétition avec le ligand radioactif 
au niveau du récepteur, c'est pourquoi on parle de compéti-
tion de la liaison à l'équilibre.
Après les mêmes étapes dans « Mesure de la liaison totale : 
ligand radioactif seul », seront mesurées :
▶ la liaison totale ;
▶ la liaison non spécifique : contrairement à l'expérience de 
saturation, une seule valeur sera mesurée puisque la concen-
tration du ligand radioactif est constante. D'après l'équa-
tion(3), le retrait de la valeur de la liaison non spécifique aux 
différentes valeurs de la liaison totale donne les liaisons spé-
cifiques qui seront reportées graphiquement sur la courbe de 
déplacement [LS] = f[L] froid (figure 5.2.6).

Attention

Cette méthode ne permet pas de déterminer la nature 
« agoniste»  ou « antagoniste»  d'un ligand. Elle permet :
(i)  de déterminer l'affinité d'un ligand vis-à-vis d'un 

type de récepteur ;
(ii)  de comparer l'affinité de deux ligands pour un 

même récepteur et sélectionner celui qui présente 
la meilleure affinité ;

(iii)  de comparer l'affinité d'un ligand pour différents 
récepteurs et ainsi définir sa sélectivité. on estime 
qu'un ligand est sélectif lorsque son affinité pour 
un récepteur est au moins 100 fois supérieure à celle 
d'autres récepteurs.
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Figure 5.2.4 Détermination du pourcentage d'occupation du 
récepteur

D'après l'équation de droite, si
– x = 0, alors on lit sur l'axe des ordonnées y = Bmax/KD
– y = 0, alors on lit sur l'axe des abscisses x = Bmax
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Figure 5.2.3 Détermination de Bmax et KD à partir des courbes 
de saturation
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PARAMÈTRES PHARMACOLOGIQUES

CI50

La Ci50 est la concentration de ligand froid qui déplace 50 % 
de la liaison spécifique du ligand radioactif.
Plus la Ci50 est faible, plus l'affinité du ligand pour le récep-
teur est élevée.

Ki

Le Ki est la constante d'inhibition ou constante de dissocia-
tion apparente. Le Ki définit l'affinité du ligand froid vis-à-vis 
du récepteur étudié et se calcule à partir de la détermination 
graphique de la Ci50, selon l'équation de Cheng-Prusoff for-
mulée par Yung-Chi Cheng et William Prusoff :

=
+

5

D

0
i [L*]

1

i
K

K

C

Ki = constante d'inhibition absolue ou de dissociation 
apparente.
KD = constante de dissociation à l'équilibre (affinité) pour le 
ligand radioactif.
[L*] = concentration du ligand radioactif.
Plus le Ki est faible, plus l'affinité du ligand pour le récepteur 
est élevée.
Remarque : le Ki, au contraire de la Ci50 est un paramètre qui 
s'affranchit des conditions expérimentales (concentration 
et affinité de la molécule de référence). il s'agit donc d'une 
valeur normalisée de la Ci50 en fonction des propriétés de la 
molécule de référence.
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Figure 5.2.6 Détermination graphique de la CI50 d’un ligand non 
radioactif
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Figure 5.2.5 Détermination graphique de Bmax et KD à l'aide de la représentation de Scatchard. (A) Cas d'un site de liaison ; (B) cas 
de deux sites de liaison
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