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SOMMAIRE 

Le sujet principal de cette thèse consiste en l'étude de la coopérativité dans 

la liaison des ions Ca2+ aux sites de la calbindine 114k  par des méthodes de 

simulation de dynamique moléculaire (DM). La calbindine Dgk est une protéine 

de 75 acides aminés qui lie deux ions Ca2+ de façon coopérative, i.e. que la liaison 

d'un premier Ca2+ dans un site augmente l'affinité de l'autre site. Les simulations 

sont basées sur une fonction de potentiel classique (CHARMM) où les interactions 

sont calculées par paires d'atomes et où les effets à plusieurs corps ou non-additifs 

sont négligés. Les paramètres du champ de forces param22 pour les acides aminés 

sont utilisés, ainsi que le modèle de molécule d'eau TIP3P. 

Des paramètres de Lennard-Jones pour le Ca2+ reproduisant raisonnable-

ment bien son énergie libre d'hydratation et les courbes d'interactions ab initio 

Ca2+-ligands sont déterminés. La contribution non-additive dans les interactions 

Ca2±-(H2O)n  est évaluée par des méthodes ab initio. Cette contribution étant bien 

représentée par l'énergie de polarisation induite au second ordre, des polarisabilités 

pour les atomes lourds des modèles des ligands du Ca2+ dans les sites de la 

calbindine Dgk  sont déterminées. Une tentative d'inclure un terme d'énergie de 

polarisation induite a révélé la grande sensibilité aux paramètres du champ de 

forces, ainsi que des difficultés inhérentes au développement d'une fonction de 

potentiel tenant compte des effets de polarisation induite. La fonction de potentiel 

à deux corps est donc utilisée pour le reste de cette thèse. 

Dans ce contexte, des simulations de DM de 200 ps sont effectuées sur 

quatre états d'occupation de la calbindine Dgk incluse dans 2 285 molécules 

d'eau. Les structures simulées Sil  et D sont demeurées proches de leur structure 
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expérimentale de départ, tandis que la structure simulée A s'en est éloignée plus 

considérablement. La structure simulée A(Su), construite à partir de la structure 

expérimentale Su demeure davantage proche de la structure expérimentale A. 

Structuralement, les états liées au Ca2+ se sont révélés similaires entre eux et 

différents de l'état A, signifiant que la majorité des changements structuraux se 

produit lors de la liaison du premier Ca2+. Pour l'aspect dynamique, il s'avère 

que la liaison successive du Ca2+ rend la structure plus rigide, avec la majeure 

partie des effets concentrée dans la liaison d'un premier ion au site I ou au site II. 

Les résultats des simulations s'accordent qualitativement bien avec les données 

expérimentales. De plus, il est observé que les interactions hydrophobes pourraient 

jouer un rôle important dans la coopérativité. 

Un modèle analytique est développé afin d'exprimer la partie librationnelle 

des paramètres d'ordre des vecteurs N-El (S2)NH)  en fonction de l'amplitude des 

librations effectuées par le vecteur N-H. Ces librations sont exprimées en termes 

des fluctuations anticorrélées des angles dièdres çb et 0. Les résultats suggèrent 

que des fluctuations trop grandes des çb et e sont en partie la source des valeurs 

trop faibles calculées pour certains (S2) N_H , et une surestimation des librations 

par seulement quelques degrés suffisent à expliquer le désaccord avec les données 

expérimentales. 

Les bases rigoureuses d'une méthode de calcul de la différence d'énergie libre 

associée à la mutation V61A dans la calbindine Dgk sont développées. Les calculs 

d'énergies libres faits par des méthodes perturbatives ne sont pas complètement 

convergés à ce point-ci, mais il semble que l'organisation des atomes autour de la 

chaîne latérale mutée (alanine) ne soit pas aussi compacte que dans la calbindine 

Dgk  P43G originale (valine). Des temps plus longs de simulations devraient être 

accumulés à chaque fenêtre de perturbation afin de poursuivre le projet et vérifier 

cette hypothèse. 

Mots clés: dynamique moléculaire, calbindine Dgk, coopérativité, Ca2+ 



TABLE DES MATIÈRES 

SOMMAIRE 	  iii 

TABLE DES MATIÈRES 	  

LISTE DES TABLEAUX 	  xi 

LISTE DES FIGURES 	  xv 

LISTE DES ABRÉVIATIONS 	  xxiii 

CHAPITRE 1: Introduction  	1 

1.1 	Le Ca2+ et les protéines auxquelles il se lie  	1 

1.2 La calbindine D9k  	2 

1.3 Régulation allostérique et coopérativité  	7 

1.4 La coopérativité chez la calbindine D9k  	8 

1.4.1 Formulation  	8 

1.4.2 Facteurs identifiés comme jouant un rôle dans la coopérativité 12 

1.4.2.1 Facteurs structuraux 	  13 

1.4.2.2 Facteurs dynamiques 	  14 

1.4.2.3 Influence de l'eau  	15 

1.4.3 Types d'interactions impliquées dans la coopérativité . 	. 15 



vi 

1.4.4 Modèle proposé 	  16 

1.5 But de la thèse 	  18 

1.6 Plan de la thèse 	  18 

CHAPITRE 2: Les méthodes 	  20 

2.1 	Les calculs ab initio 47, 48 	 20 

2.2 	La dynamique moléculaire (DM) 52 ' 53' 54' 55 	  25 

2.2.1 Le champ de forces et les contraintes "' "' 	 26 

2.2.2 Les conditions aux frontières 61, 62, 63 	 30 

2.2.3 Étapes des simulations 	  32 

2.2.4 Le processus d'évolution dans le temps 	  34 

2.3 	Les calculs d 	 56, 62, 63, 67 'énergies libres  	36 

CHAPITRE 3: Étude des interactions entre le Ca2+ et ses ligands dans la 

calbindine D9k 	
 41 

3.1 Introduction 	  41 

3.2 Paramétrisation du Ca2+ 	  42 

3.2.1 Calcul de l'énergie libre d'hydratation du Ca2+ et propriétés 

statiques du Ca2+ dans l'eau 	  42 

3.2.2 Calculs de courbes d'énergies d'interaction de systèmes 

Ca2±-1igands 	  47 

3.3 	Évaluation de la partie non-additive des interactions Ca2+-H20 

pour des agrégats de deux à six H20 	  60 



vii 

3.4 Évaluation de polarisabilités approchées pour les atomes lourds 

liés au Ca2+ dans les sites de la calbindine lihk 	  64 

3.5 De l'inclusion de l'énergie de polarisation induite par le Ca2+ 

sur une molécule d'eau 	  69 

3.6 Conclusion 	  73 

CHAPITRE 4: Simulations de dynamique moléculaire de la calbindine D9k  

dans quatre de ses états d'occupation 	  75 

4.1 Introduction 	  75 

4.2 Méthode 	  81 

4.2.1 Préparation des structures de départ 	  81 

4.2.2 Protocoles d'équilibration et de production des trajectoires 84 

4.3 Résultats 	  85 

4.3.1 Analyse comparée des propriétés structurales à l'équilibre 	 85 

4.3.1.1 Évolution temporelle de la différence structurale 

entre les structures expérimentales de départ 

et les structures simulées 	  85 

4.3.1.2 Différences structurales entre la structure expérimentale 

de départ et la structure simulée, et des structures 

simulées entre elles 	  89 

4.3.1.3 Différences de coordinence et de disposition 

des ligands entre les structures expérimentales 

de départ et les structures simulées 	  95 



viii 

4.3.1.4 Différences de disposition des ponts hydrogènes 

entre les structures expérimentales et les structures 

simulées, et des structures simulées entre elles . . 100 

4.3.1.5 Différences de compacité entre les structures 

simulées 	  102 

4.3.1.6 Différences d'hydratation des chaînes principales, 

des chaînes latérales et des sites entre les structures 

simulées 	  108 

4.3.2 Analyse comparée des propriétés dynamiques à l'équilibre . 112 

4.3.2.1 Fluctuations moyennes autour de la position 

moyenne pour chaque acide aminé 	  112 

4.3.2.2 Fluctuations moyennes des angles dièdres 0 et e 116 

4.3.2.3 Paramètres d'ordre (S2) (RMN) des vecteurs 

parallèles aux liens NH et Cc:J-1,e ; comparaisons 

entre les valeurs expérimentales et calculées . 	. 120 

4.3.3 Contributions structurales et énergétiques à la coopérativité 128 

4.3.3.1 Contribution électrostatique défavorable à la 

coopérativité associée à la liaison du Ca2+ . 	. . 128 

4.3.3.2 Contribution des interactions hydrophobes: inter-

actions de van der Waals entre la chaîne latérale 

de la Va161 et le reste de la protéine; distributions 

des énergies et valeurs moyennes 	  130 

4.3.3.3 Distributions des distances des deux ponts hydrogènes 

du feuillet-0 reliant les deux sites 	  131 



ix 

4.4 Synthèse et conclusion 	  134 

CHAPITRE 5: Développement d'une représentation analytique de la partie 

librationnelle des paramètres d'ordre des vecteurs N-H de la chaîne principale 

de la calbindine D9k 	  139 

5.1 Introduction 	  139 

5.2 Théorie 	  143 

5.3 Résultats 	  147 

5.4 Conclusion 	  156 

CHAPITRE 6: Calculs de la différence d'énergie libre associée à la mutation 

V61A et contribution à la coopérativité 	  158 

6.1 Introduction 	  158 

6.2 Méthode 	  161 

6.2.1 Formalisme 	  161 

6.3 Illustration et validation de la méthode 	  166 

6.4 	Résultats et discussion de la mutation V61A dans la calbindine 

D9k P43G 	  174 

6.5 Conclusion 	  186 

CHAPITRE 7: Conclusion 	  188 

7.1 Rappel du but de la thèse 	  188 

7.2 Contributions principales 	  189 

7.3 Suggestions pour de futures simulations 	  193 



RÉFÉRENCES 	  195 



LISTE DES TABLEAUX 

Paramètres d'interaction de Lennard-Jones du Ca2+ et de l'oxygène 

d'une molécule d'eau. 	  44 

H 	Contribution électrostatique à l'énergie libre d'hydratation du 

Ca2+ calculée pour les cas où le Ca2+ est simulé dans une sphère 

de n molécules d'eau. 

111 	Distances optimales et énergies minimales de l'interaction Ca2+_ 

ligand, calculées par la méthode HF (base 6-311G** 82 ' 83' 84  

pour les atomes C, N, 0 et H, et base de Wachtersecontractée 

par Gianolo et coll.'pour le Ca2+.) et par le logiciel CHARMM 

(param2251 ) 	  

IV 	Charge partielle présente sur chacun des atomes des molécules 

modèles à la distance Ca2±-0 optimale (voir tableau III). Les 

charges ab initio proviennent d'analyses de charges de Mulliken 

(base 6-311G** 82 ' 83' 84pour les atomes C, N, 0 et H et base de 

Wachtersecontractée par Gianolo et coll.'pour le Ca2+) 	 53 

V 	Évaluation de la contribution non-additive dans les calculs ab 

initio. La distance Tm jn. est en Å et les énergies en kcal/mol. . . . 62 

VI Évaluation des énergies d'interactions à deux corps dans les 

calculs effectués avec CHARMM et param22 . 	  63 

VII Charges sur les Ca2+ et sur l'oxygène des molécules d'eau en 

fonction du nombre de ces dernières. 	  63 

xi 

45 

51 



xii 

VIII Polarisabilités en Å' de molécules, groupements chimiques et 

atomes pour les molécules modèles. 	  68 

IX 	Différences structurales moyennes ( Å) entre la structure expérimentale 

de départ et les structures simulées, calculées pour chaque élément 

de structure secondaire. L'abréviation c.p. signifie chaîne principale; 

tous les résultats excluent les atomes d'hydrogène et les Ce+. . . 90 

X 	Différences structurales (Å) entre les quatre états d'occupation 

de la calbindine 1)9k calculées à partir de structures simulées 

moyennes. L'abréviation c.p. signifie chaîne principale; tous les 

résultats excluent les atomes d'hydrogène et les Ca2+ 	  92 

XI 	Distances ( Å) entre le Ca2+ et ses ligands dans l'état D; exp. 

signifie dans la structure expérimentale de départ; simul. est la 

moyenne des distances évaluées dans les 20 000 configurations 

de l'ensemble. Les atomes de type OE* ou OD* appartiennent 

à une chaîne latérale et les atomes 0 appartiennent à la chaîne 

principale 	  96 

XII Distances entre le Ca2+ et ses ligands dans l'état Si (D). n.d. 

signifie non déterminé. Voir le tableau XI pour les détails. . . 	. 98 

XIII Distances entre le Ca2+ et ses ligands dans l'état SI  (D). Voir le 

tableau XI pour les détails. 	  99 



XIV Ponts hydrogènes reliant les atomes HN à 0 de la chaîne principale 

qui sont présents dans les structures expérimentales (RMN) 

mais qui sont absents dans les structures simulées. La structure 

simulée A(Sii) est absente de ce tableau parce qu'elle a retenu 

tous les ponts hydrogènes de la structure expérimentale A. 

L'annotation p signifie que le pont hydrogène a été perdu; 

les autres ponts hydrogènes de la liste établissent des ponts 

hydrogènes avec un acide aminé adjacent. L'astérisque indique 

que ce pont hydrogène relie les deux sites. 	  101 

XV Compilation des rayons de giration moyens (rG  ) et des surfaces 

accessibles moyennes (o-„,.) pour les cinq structures simulées. . . . 103 

XVI Comparaisons des valeurs moyennes (par élément de structure 

secondaire) des paramètres d'ordre des vecteurs N-H expérimentales' 

avec celles calculées à partir des trajectoires 	  126 

XVIIDépendance du (S2 ) Lib.  en fonction du alib. 	  153 

XVIIRésultats des calculs de différences d'énergies libres (kcal/mol) 

à l'aller et au retour effectués par les méthodes des perturbations 

(P.T.), d'intégration thermodynamique (I.T.) et de l'algorithme 

WHAM. Les résultats aller/retour de WHAM signifient que 

toutes les données pour les 44 fenêtres ont été analysées simultanément.169 

XIX Différences d'énergies libres d'hydratation entre l'alanine et la 

valine obtenues par les méthodes des perturbations (P.T.), d'intégration 

thermodynamique (I.T.) et WHAM 	  172 



xiv 

XX Différences structurales (Å) (équation 4.1) entre la structure 

simulée moyenne à la valeur de À = 0.9 à l'aller et avec la 

structure moyenne à la même valeur de au retour. Ces différences 

sont données pour chaque élément de structure secondaire. L'abréviation 

c.p. signifie chaîne principale; tous les résultats excluent les 

atomes d'hydrogène. 	  178 

XXI Résultats des calculs de différences d'énergies libres (kcal/mol) 

obtenus par l'algorithme WHAM. Les résultats totaux de WHAM 

signifient que toutes les données pour les 44 fenêtres ont été 

analysées simultanément. 	  179 

XXIIRapports des constantes macroscopiques entre les calbindines 

D9k  P43G (Val) et P43G-V61A (Ala) 	  180 

XXIIDistances moyennes ( Å) entre les atomes lourds de la chaîne 

latérale de la valine et les atomes lourds les plus proches appartenant 

à d'autres acides aminés non adjacents. (n = 20000 configura- 

tions utilisées pour ces calculs.) 	  181 

XXI\Distances moyennes ( Å), dans les mutants V61A entre les atomes 

lourds de la chaîne latérale de l'alanine (A1a61) et les atomes 

lourds les plus proches appartenant à d'autres acides aminés 

non adjacents. (n = 20 configurations utilisées pour ces calculs.) . 181 



LISTE DES FIGURES 

1 	Structure de la main EF du domaine C-terminal de la parvalbumine 

et analogie avec celle d'une main droite qui est à l'origine de 

l'appellation. 4  	3 

2 	Illustration schématique de la calbindine D9k où sont représentés 

les chaînes principales des hélices, des sites et du segment 36-45. . 	4 

3 	Configuration (en stéréo) des ligands autour du Ca2+ lorsque 

dans un ou l'autre des sites de la calbindine D9k. Chaque point 

représente un atome d'oxygène (ligand) se trouvant sur une des 

deux pyramides à base pentagonale mitoyenne. Les chiffres de 

1 à 7 indiquent le numéro du ligand dont la nature est donnée 

à la figure 4 pour les deux sites.  	6 

4 	Séquences des acides aminés qui composent les sites I et II et 

identification des atomes liés au Ca2+ (voir figure 3)  	6 

5 	Courbe du nombre moyen de Ca2+ lié aux deux sites de la 

calbindine D9k en fonction de la concentration libre dans le 

milieu intracellulaire en présence (tirets) et en absence (ligne 

continue) de coopérativité 23  

XV 

9 



xvi 

6 	Modèle à quatre états du processus de liaison de deux Ca2+ à 

la calbindine Dgk où les kI, kn, kI,ll et kII,I sont les constantes 

microscopiques de liaison, chacune étant spécifique à un site 23. 

Les K1  et K2 sont les constantes macroscopiques de liaison; P 

signifie la protéine.  	10 

7 	Ponts hydrogènes reliant les acides aminés 23 à 61 qui appartiennent 

respectivement au site I et au site II. 	  14 

8 	Modèle de coopérativité chez la calbindine Dgk  proposé par M. 

Akke; 25  le dessin est tiré de Falke et C011. 45  	17 

9 	Définition d'un angle dièdre. L'angle inclut quatre atomes et 

est déterminé par la rencontre des deux plans incluant les trois 

premiers et les trois derniers des quatre atomes. Par exemple, 

les atomes 1, 2, 3 et 4 pourraient être les atomes de carbone 

d'un groupe CH3-CH2-CH2-CH3. 	  27 

10 	Définition d'un angle impropre. L'angle est formé par la rencontre 

des plans incluant les atomes 2, 3, 4 et 1, 3, 4 	  28 

11 	Schéma de la méthode des perturbations 	  39 

12 	Distribution radiale g(r) ( Å-3  des atomes 0 (de l'eau) en fonction 

de la distance r à partir du centre du Ca2+, calculée à partir 

des trajectoires de DM 	  46 



xvii 

13 	Structures et configurations des modèles utilisés pour représenter 

les interactions Ca2+-ligand dans les sites de la calbindine D9k: 

a) Ca2+-H20; b) Ca2+-acétamide et Ca2+-NMA; c) Ca2+-propionate 

(configuration bidentée); d) Ca2±-propionate (configuration monodentée). 

Les lignes pointillées représentent l'axe selon lequel est variée 

la distance Ca2±-0 dans les calculs subséquents 	  49 

14 Courbes d'énergies d'interaction Ca2+-H20 en fonction de la 

distance telle que définie à la figure 13 	  55 

15 	Courbes d'énergies d'interaction Ca2±-acétamide (haut) et Ca2+- 

NMA (bas) en fonction de la distance telle que définie à la figure 

13. 	  57 

16 Courbes d'énergies d'interaction Ca2±-propionate monodenté 

(haut) et bidenté (bas) en fonction de la distance telle que 

définie à la figure 13.  	58 

17 	Courbes d'énergies d'interaction Ca2+-propionate bidenté. Dans 

la courbe de param22, le calcium a une charge de +1.88e. La 

courbe HF est la même qu'à la figure 16 (bas) 	  59 

18 Courbes de l'énergie d'interaction Ca2+-H20 en fonction de la 

distance telle que définie à la figure 13 et incluant les termes 

d'énergies de polarisation au premier et second ordre 	  71 

19 Structure de l'état D de la calbindine D9k  entourée par 2 285 

molécules d'eau 	  83 



xviii 

20 Différences entre les structures expérimentales et les structures 

simulées (Dstruc.  en fonction du temps de simulation (production 

de la trajectoire) en considérant tous les atomes lourds de la 

calbindine Dgk (haut) ou tous les atomes lourds de la chaîne 

principale, en excluant le Ca2+ dans les deux cas. Les Dstruc. 

sont évaluées selon l'équation 4  1  

21 	Matrices des contacts des structures simulées A et A(Sii):  compilation 

des atomes lourds de la chaîne principale se trouvant à moins 

de 5 Å d'un autre atome lourd de la chaîne principale. Les deux 

atomes doivent aussi être séparés par au moins 75 atomes dans 

la séquence primaire 	  

22 Matrices des contacts des structures simulées SI(D) et Sn. Voir 

figure 21 	  106 

23 	Matrice des contacts de la structure simulée D. Voir figure 21. . . 107 

24 Hydratation de la chaîne principale des structures simulées. 

L'ordonnée donne le nombre de molécules d'eau dans un rayon 

de 4 Å du centre de masse de la chaîne principale d'un acide 

aminé. 	  110 

25 Hydratation de la chaîne latérale de chaque acide aminé pour 

toutes les structures simulées. (Voir figure 24.) 	  111 

26 Fluctuations moyennes (Å) autour de la position moyenne de 

chaque acide aminé pondérées par la masse de chaque atome 

lourd inclus dans le calculs. 	  113 

87 

105 



xix 

27 	Comparaison entre les fluctuations moyennes ( Å) de chaque 

atome lourd de la calbindine D9k  calculées à partir de la trajectoire 

(simul.) et calculées à partir des facteurs B déterminés par 

diffraction des rayons X (exp.).15  	  114 

28 Fluctuations moyennes autour de la valeur moyenne de chaque 

angle dièdre 0. 	  118 

29 	Fluctuations moyennes autour de la valeur moyenne de chaque 

angle dièdre 0. 	  119 

30 	Comparaisons des paramètres d'ordre ( (S2)) des vecteurs N-H 

provenant de données expérimentales avec ceux calculés à partir 

des trajectoires 	  124 

31 Paramètres d'ordre ((82)) des vecteurs CFla  calculés à partir 

des trajectoires 	  127 

32 Distributions des énergies d'interaction de van der Waals entre 

la chaîne latérale de la Va161 et le reste de la protéine. 	 131 

33 	Distributions radiales des longueurs des ponts hydrogènes entre 

les acides aminés Leu23 et Va161 qui font partie respectivement 

du site I et II 	  133 

34 	Modèle des librations d'un vecteur N-H: à la position d'équilibre 

du vecteur N-H ((1)=-0), les atomes 0, C, N et H se trouvent dans 

le plan x-z; les librations entraînent l'atome H exclusivement 

dans le plan x-y, tandis que les atomes C et N demeurent dans 

le plan x-z. 	  145 



XX 

35 	Comparaisons des paramètres d'ordre (S2)) des vecteurs N-H de 

l'état D de la calbindine Dgk provenant de données expérimentales 

avec ceux calculés à partir des trajectoires de 200 et 400 ps . 	 148 

36 	Paramètres d'ordre des vecteurs C,-C, de l'état D de la calbindine 

Dgk calculés à partir de la trajectoire de 400 ps. 	  150 

37 	Contribution des mouvements de librations au paramètre d'ordre 

total calculée par (2)N-H / (82) c„ca 	  151 

38 Comparaison du modèle des librations (équation 5.7) avec les 

valeurs tirées de la trajectoire de 400 ps de l'état D 	  152 

39 Comparaison du modèle de Brüshweiler et Wright (équation 
Brüsh.5.17, 	= 62°) avec les valeurs des (S2)lib. 	tirées de la trajectoire 

de 400 ps de l'état D et calculées selon l'équation 5.18, et les 

valeurs de ao 	  156 

40 Cycles thermodynamiques des changements d'énergies libres 

associés aux liaisons successives du Ca2+ dans la calbindine Dgk 

(coopérativité) dans les cas où l'acide aminé en position 61 est 

une valine (cycle interne) ou une alanine (cycle externe). Les 

étapes représentées par des flèches horizontales ou verticales 

correspondent aux changements d'énergies libres associées à la 

mutation V61A pour chaque état d'occupation de la calbindine D9k.162 

41 	Représentation des acides aminés faisant partie de la mutation: 

les atomes faisant partie de la mutation sont les atomes qui 

ne sont pas communs aux deux acides aminés, c'est-à-dire que 

les deux groupements méthyles de la valine sont échangés pour 

deux HB dans l'alanine. 	  164 



xxi 

42 Variation du paramètre de couplage A en fonction de la fenêtre 

de simulation. Une fonction tanh a servi à générer les valeurs de A. 165 

43 	Cycle thermodynamique des changements d'énergies libres associés 

à la mutation Ala-->Val. 	  167 

44 	Variation de l'énergie libre AGvide lors des calculs de perturbations 

du tripeptide dans le vide en fonction de la valeur de A. La 

courbe du haut correspond aux résultats des méthodes P.T. 

et I.T., et celle du bas aux résultats obtenus de l'algorithme 

WHAM en utilisant soit les données pour l'aller seulement, le 

retour seulement, ou les données aller-retour combinées 	 170 

45 	Voir figure 44. Lors de ces calculs, le tripeptide a été simulé 

dans 73 molécules d'eau 	  171 

46 Variations de l'énergie libre en fonction de la valeur de A pour 

la mutation effectuée dans la structure simulée A(SH) (haut) et 

SI  (D) (bas) 	  

47 Variations de l'énergie libre en fonction de la valeur de A pour 

la mutation effectuée dans l'état SH  (haut) et D (bas) 	 177 

48 Représentation des acides aminés les plus proches des atomes 

soit de la valine ou de l'alanine et nomenclature à utiliser pour 

lire les tableaux XXIII et XXIV. 	  182 

49 	Évolution de la distance moyenne CG2(Va161)-CE1(Phe50) en 

fonction du temps de simulation (ps) (L'état D compte 400 ps). 	184 

176 



50 Distributions radiales Å-3 des atomes 0 (de H20) en fonction 

de la distance à partir du centre de masse de la chaîne latérale 

de la Va161, calculées à partir des trajectoires de DM analysées 

au chapitre 4. 	  185 



LISTE DES ABRÉVIATIONS 

A15D Aspartate en position 15 plutôt que alanine 

A Etat apo ou non-lié de la calbindine Du 

A(S11) Etat non-lié de la calbindine D9k dont la simulation de DM a été effectuée 

à partir de la structure RMN S11  dont le Ca,2+ a été supprimé 

ABNR Adapted Basis Set Newton-Raphson (algorithme de minimisation d'énergie) 

Ac Acétyle 

Ala Alanine 

Asn Asparagine 

Asp Aspartate 

CHARMM Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics (logiciel de DM) 

D Etat où les deux sites de la calbindine D9k sont occupés par le Ca2+ 

DM Dynamique moléculaire 

D19N Asparagine en position 17 plutôt que aspartate 

E17Q Glutamine en position 17 plutôt que glutamate 

E26Q Glutamine en position 26 plutôt que glutamate 

E6OD Aspartate en position 60 plutôt que glutamate 

E60Q Glutamine en position 60 plutôt que glutamate 

Gln Glutamine 



xxiv 

Glu Glutamate 

Gly Glycine 

HF Hartree-Fock (méthode de calcul ab initio de structure électronique) 

I.T. Intégration thermodynamique 

Leu Leucine 

Lys Lysine 

MPx Môller-Plesset perturbation theory du xième ordre (méthode de calcul ab 

initio de structure électronique) 

N56A Alanine en position 56 plutôt que asparagine 

NMA N-méthyle acétamide 

NOE Nuclear Overhauser Effet (transfert de magnétisation lors des interactions 

spin-spin en RMN) 

P2OG Glycine en position 20 plutôt que proline 

P43G Glycine en position 43 plutôt que proline 

P43M Méthionine en position 43 plutôt que proline 

Phe Phénylalanine 

Pro Proline 

P.T. Perturbation thermodynamique 

RMN Résonance magnétique nucléaire 

S i (D) Etat où un Ca2+ est lié au site I de la calbindine D9k dont la simulation de 

DM a été effectuée à partir de la structure RMN D dont le Ca2+ dans le_ site 

11 a été supprimé 



XXV 

Sil  Etat où un Ca2+ est lié au site II de la calbindine D9k 

Ser Sérine 

TIP3P Transferable Interaction Potential for 3 Particles (modèle de molécule 

d'eau) 

Tyr Tyrosine 

V61A Alanine en position 61 plutôt que valine 

Val Valine 

WHAM Weighted Histogram Analysis Method 

Y13F Phénylalanine en position 13 plutôt que tyrosine 



CHAPITRE 1 

Introduction 

1.1 Le Ca2+ et les protéines auxquelles il se lie 

Pour la plupart des gens, l'idée du calcium évoque surtout la formation et 

l'entretien du cartilage, des os et des dents. Pourtant, le calcium dans sa forme 

ionique (Ca2+) sert aussi à régler bon nombre d'activités cellulaires où il agit à 

titre de messager secondaire, transmettant les signaux reçus à la surface cellulaire 

jusqu'à leur destination dans le milieu intracellulaire. 1  Concrètement, le Ca2+ 

contribue, entre autres, à la coagulation du sang, la contraction musculaire, le 

métabolisme du glycogène, la synthèse des protéines ainsi que la croissance et la 

différenciation des cellules.2  

La concentration intracellulaire normale du Ca2+ libre est de l'ordre de 

0.1 µM et une élévation de cette concentration à 1 juM initie les activités cellulaires 

énumérées au paragraphe précédent.3  Le rôle du Ca2+, qui se joue à l'intérieur 

d'un mince intervalle à de faibles concentrations, est orchestré par un mécanisme 

de contrôle sensible, précis et efficace qui régularise ou transmet l'information 

contenue dans les variations de la concentration de Ca2+ intracellulaire. Ce méca-

nisme de contrôle s'exerce principalement via des protéines qui lient le Ca2+, 

et que l'on regroupe sous l'appellation de superfamille des calmodulines. Cette 

superfamille se décompose en familles dont chacune rassemble des membres ayant 

des structures et fonctions similaires. Parmi ces familles, mentionnons les calmodu--

lines, les troponines C, les parvalbumines et les calbindines D9k. Ces protéines 
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sont dites régulatrices si leur fonction consiste à transmettre à d'autres protéines 

le signal physiologique encodé dans la variation de la concentration de Ca2+ 

(calmodulines, troponines C); la liaison du Ca2+ à ces protéines s'accompagne 

généralement d'un changement majeur de leur conformation. Si leur fonction 

consiste à ramener la concentration de Ca2+ à la normale, elles font partie de la 

classe des tampons (parvalbumines, calbindines D9k) et présentent très peu de 

changements structuraux suite à la liaison de Ca2+. 

La sensibilité, la précision et l'efficacité avec lesquelles les protéines qui lient 

le Ca2+ accomplissent leurs fonctions sont tributaires d'une unité structurale 

constituée par un site de liaison au Ca2+ contigu à deux hélices-a. Cette structure 

caractéristique a été nommée main EF (EF-hand) par Kretsinger et Nockolds4  

à l'origine pour la parvalbumine. Ces derniers ont établi un parallèle entre cette 

séquence (hélice-a E-site-helice-a F) et l'orientation de l'index (helice-a E) et 

du pouce (helice-a F) tel qu'illustré à la figure 1. Mais c'est l'assemblage de 

deux mains EF qui constitue l'unité fonctionnelle de ces protéines, puisqu'elles 

interagissent de façon coopérative et leur donnent les qualités requises de sensibilité, 

sélectivité et efficacité; une protéine donnée peut comporter une ou plusieurs de 

ces unités fonctionnelles. Ces concepts de main EF, de leur assemblage et leurs 

interactions coopératives sont détaillés dans les sections suivantes. 

1.2 La calbindine D9k 

La calbindine D9k a été isolée pour la première fois en 1973 dans de l'intestin 

de boeuf par Fullmer et Wasserman,5  d'où l'appellation ICaBP (Intracellular 

Calcium Binding Protein) donnée initialement à cette protéine. Mais puisqu'elle 

a depuis été isolée dans plusieurs autres tissus, son appellation a été remplacée 

par un terme plus générique, soit la calbindine D9k. Des tissus où la calbindine 

D9k est présente, on note l'intestin, le rein, le cartilage, les dents et les 6s où 

l'expression du gène de la calbindine D9k peut être contrôlée par une forme active 
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FIGURE 1. Structure de la main EF du domaine C-terminal de la parvalbumine 

et analogie avec celle d'une main droite qui est à l'origine de l'appellation. 4  

de la vitamine D,6  l'utérus où l'expression de son gène peut être contrôlée par 

rcestrogène,7, 8  ainsi que le placenta et le poumon. Jusqu'en 1995, la calbindine 

Dgk n'avait été isolée que dans des tissus mammifères, mais Zanello et coll.' ont 

démontré sa présence aussi dans les tissus de poulet. La plupart des fonctions 

spécifiques accomplies par la calbindine Dgk restent à confirmer. En plus de son 

rôle de tampon appuyé par des preuves récentes,' notons qu'elle serait impliquée 

dans le transport intestinal du Ca2+ de la membrane en bordure en brosse jusqu'à 

la membrane basolatéralell  et dans la minéralisation des os et des dents.' 

La calbindine Dgk est le plus petit membre connu de la superfamille des 

calmodulines avec 78 acides aminés dans sa forme majeure et 75 acides aminés 

dans sa forme A mineure, i.e. sans le groupement N-terminal Ac-Ser-Ala-Lys; 12 sa  

masse moléculaire est de 8.7 kda d'où l'appellation 9k. La structure tridimension-

nelle de la forme A mineure provenant de l'intestin de boeuf a été déterminée pour 

la première fois en 198113  par diffraction des rayons X à une résolution de 2.3Â. 



SITE I 
SITE II 

4 

SEGMENT 36-45 

FIGURE 2. Illustration schématique de la calbindine Dgk Oil sont représentés les 

chaînes principales des hélices, des sites et du segment 36-45. 
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La figure 2 donne une représentation tridimensionnelle de la protéine. 

La calbindine D9k  étudiée dans cette thèse est une forme mutante de la 

protéine originale, c'est-à-dire que les structures expérimentales disponibles dans 

les banques de données ont une glycine en position 43 plutôt qu'une proline 

(mutant P43G). La raison à l'origine de cette mutation est que la protéine sauvage 

hydratée présente un isomérisme cis-trans au lien entre la glycine 42 et la proline 

43, ayant comme conséquence le dédoublement du signal spectroscopique dans 

les expériences de RMN' et de diffraction des rayons X.15  Le mutant P43G ne 

présente pas d'isomérisme à ce lien et n'engendre qu'un seul signal. Enfin, il a été 

démontré que le mutant P43G n'affiche que quelques différences structurales et 

dynamiques négligeables par rapport à la forme originale de la protéine.' 

La calbindine D9k  possède deux sites de liaison pour le Ca2+ dont chacun fait 

partie d'une main EF. Le site de l'extrémité C-terminale (appelé site II dans le 

reste du texte) est constitué de 12 acides aminés, et correspond au site standard, 

commun aux protéines de la superfamille des calmodulines. Les ligands du Ca2+ 

sont invariablement des atomes d'oxygène dont cinq appartiennent aux chaînes 

latérales, un appartient à la chaîne principale et un dernier à une molécule d'eau. 

Le site de l'extrémité N-terminale, ou site I dans le reste du texte, compte pour 

sa part 14 acides aminés et constitue une exception à la règle que l'on retrouve 

aussi chez les protéines de la famille S-100. L'unité structurale associée à ce site 

a conséquemment été renommée pseudo main EF, pour laquelle les ligands du 

Ca2+ incluent quatre atomes d'oxygène provenant de la chaîne principale, deux 

de chaînes latérales et un d'une molécule d'eau. Plusieurs propriétés du site I 

s'avèrent donc différentes de celles du site II, puisque les ligands qui les constituent 

proviennent majoritairement soit de la chaîne principale ou des chaînes latérales. 

Malgré cette différence, la géométrie des ligands autour des Ca2+ demeure grosso 

modo la même: cinq des ligands forment approximativement un pentagone k 

l'intérieur duquel se trouve Ca2+;  les deux autres ligands sont situés hors du plan, 
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FIGURE 3. Configuration (en stéréo) des ligands autour du Ca2+ lorsque dans 

un ou l'autre des sites de la calbindine Dgk. Chaque point représente un atome 

d'oxygène (ligand) se trouvant sur une des deux pyramides à base pentagonale 

mitoyenne. Les chiffres de 1 à 7 indiquent le numéro du ligand dont la nature est 

donnée à la figure 4 pour les deux sites. 

1 2 3 
site 1: Ala-Ala-Lys -Glu- Gly -Asp- Pro-Asn eu-Ser- Lys-Glu 
site 2: Asp - Lys - Asn -Gly Asp - 	Gly - al- Ser- Phe-Glu 

FIGURE 4. Séquences des acides aminés qui composent les sites I et II et 

identification des atomes liés au Ca2+ (voir figure 3). 

un au-dessus et un au-dessous du Ca2+, le tout formant ainsi deux pyramides à 

base pentagonale mitoyenne, tel qu'illustré à la figure 3. La séquence des deux 

sites de la calbindine Dgk  ainsi que les différents atomes liés au Ca2+ sont illustrés 

à la figure 4. Les sites de la calbindine Dgk  possèdent une grande affinité pour le 

Ca2+ (à 150 mM KC1, log K1  = 6.3 et log K2  = 6.5; à 0 mM KC1, log K1  = 8.2, 

log K2 = 8.6)16, 17 qu'elle lie de façon coopérative, c'est-à-dire que la présence 

d'un premier ion dans un des sites précipite la liaison d'un ion dans l'autre site. 

Notons enfin que les acides aminés chargés sont répartis presque exclusivement 

dans la région des sites et que la protéine possède une charge totale de —7e dans 

sa forme A mineure, c'est-à-dire sans le groupement N-terminal Ac-Ser-Ala-Lys 
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(sans ions). 

1.3 Régulation allostérique et coopérativité 

Les cellules vivantes utilisent des modes de communication et de régulation 

intra et extracellulaires dont les protéines sont les principaux vaisseaux. Ces 

protéines transmettent les messages cellulaires via des cascades d'interactions 

dont l'efficacité dépend de leur capacité à lier le ou les prochain(s) substrat(s) 

dans la cascade. La diversité de ces mécanismes est considérable, mais un point 

commun à beaucoup d'entre eux est d'effectuer des transitions allostériques, c'est-

à-dire que l'attachement d'un premier substrat à un site induit des changements 

de conformations et conséquemment d'affinité des autres sites pour leur substrat. 

En particulier, dans le cas des protéines de la superfamille des calmodulines, la 

liaison d'un premier Ca2+ à un site augmente l'affinité d'un second site pour le 

Ca2+ . 

Le modèle des transitions allostériques, tel que postulé à l'origine par Monod, 

Wyman et Changeux en 1963 et 196518 ' 19  ne concernait que des monomères 

identiques associés formant un oligomère, de sorte que le système possède au 

moins un axe de symétrie. La liaison d'un substrat au site d'un monomère entraînait 

une réaction concertée de changements conformationnels des autres monomères. 

Les propriétés catalytiques de la protéine s'en trouvaient activées ou inhibées 

via un changement d'affinité des sites des autres monomères. Dans leur modèle, 

l'élement de symétrie devait être conservé suite à ces changements structuraux, 

impliquant qu'il n'y avait que deux états conformationnels accessibles à l'oligomère 

et que les monomères devaient demeurer identiques entre eux. Un peu plus tard, ce 

modèle a été généralisé par Koshland et coll.')  qui ont établi que plusieurs modèles 

simples étaient aptes à reproduire les courbes de saturation expérimentales des 

liaisons de substrats des systèmes allostériques. Même si leurs modèles ne s'en 

tenaient qu'aux oligomères, il n'était alors plus essentiel que les monomères qui les 
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composent soient identiques. Ce n'est qu'avec Weber en 197221, 22 qu'un modèle 

sera proposé pour des monomères pouvant lier des substrats de natures identiques 

ou différentes. Ce modèle exprime les transitions allostériques en termes de couplages 

d'énergies libres entre les ligands et est à la base des développements formels 

présentés à la section suivante. 

1.4 La coopérativité chez la calbindine D9k 

1.4.1 Formulation 

Le cas particulier de la calbindine D9k est celui d'un monomère non-symétrique 

possédant deux sites non-identiques où s'attachent, de façon coopérative, deux 

ions de même nature (Ca2+) à deux sites séparés par environ 12 A. Concrètement, 

la coopérativité dans la liaison du Ca2+ à la calbindine D9k rend la fonction 

physiologique plus efficace en amincissant l'intervalle de concentration à l'intérieur 

duquel elle s'effectue, comme le montre la figure 5. L'ordonnée de cette courbe 

est le nombre moyen de Ca2+ lié à la protéine, et son expression est donnée par: 

(NCa2+ lié) = 2P(D) 1P (s1 ) + 1P (sH ) + OP (A) 	(1.1) 

où P(D), P (s1 ), P (sii) et P (A) sont les probabilités de retrouver les états liés à 

deux Ca2+ (D), à un Ca2+ dans le site I (SI) ou II (Sii) 

probabilités individuelles sont données par: 

P(D) = 	
[D]  

[D] + [si] + [sil] + [A] 

[si]  
P(si) = 

[D] + [si] + [sii] + [A] 

[si ] 
P(sii ) = 

[D] + [si ] + [sil ] ± [A] 

et à l'état A (nul). Ces 

(1.2) 
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FIGURE 5. Courbe du nombre moyen de Ca2+ lié aux deux sites de la calbindine 

Dgk  en fonction de la concentration libre dans le milieu intracellulaire en présence 

(tirets) et en absence (ligne continue) de coopérativité 23. 

où [A], [Si], [S'il et [D] représentent respectivement la concentration de calbindine 

Dgk  dans l'état apo (A; sans Ca2+), dans les états liés à un seul Ca2+ soit dans le 

site I (SI) ou dans le site II (Sn), et dans l'état lié à deux Ca2+ (D). L'équation 

1.1 devient, après remplacement des équations 1.2: 

(Nc.?+ lié) 
_ 	2[D] + [s]  

[D] + [s] + [A] ' 
(1.3) 

où [s] = [si] + [sii]. 

La figure 6 illustre un modèle à quatre états pour la calbindine Dgk  qui 

convient aussi à n'importe quel autre système équivalent.' Chacun des passages 

d'un état à un autre est représenté par une constante microscopique de liaison 

ainsi qu'une différence d'énergie libre associée AG, = —kT ln k. Notons que 

expérimentalement,16  1 < 	< 3 selon les conditions de salinité, de pH,- 

etc... Le processus global est défini en termes de constantes macroscopiques de 
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GS1(D) 

 

P(Ca2±) ]. 
K2 

P(Ca212 

 

 

FIGURE 6. Modèle à quatre états du processus de liaison de deux Ca2+ à la 

calbindine D9k où les kI , kfi, k1,11  et kfla  sont les constantes microscopiques de 

liaison, chacune étant spécifique à un site 23 . Les Ki, et K2 sont les constantes 

macroscopiques de liaison; P signifie la protéine. 

liaison Ki. et K2: 
[SI  + S'Il  K1 = 	 (1.4) 
[A][Ca2+] 

et 
[D]  

K2 - (1.5) 
[SI + Sn][Ca2+] 

où [Ca2+] est la concentration de Ca2+ non-lié. Les constantes macroscopiques 

sont reliées aux constantes microscopiques par: 

K1  = kI  + 
	

(1.6) 

et 

K2K1  = k1k11 ,1  = k1 k1,11 	 (1.7) 
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considérant les deux voies de liaisons possibles. Dans ce contexte, la coopérativité 

positive chez la calbindine Dgk se définit comme une différence d'énergies libres 

pouvant emprunter deux voies différentes: 

 

AAGcoop. = 
— kT ln ( 

 

(1.8) 

ou encore 

   

AAG"°P.  =A r.! -- 	— ¿ G 1  < 0 
km' — kT ln 

(1.9) 

En substituant les équations (1.6) et (1.7) (pour la voie de liaison où le Ca2+ 

se lie d'abord au site II) dans l'équation (1.9) on obtient une expression pour la 

coopérativité en termes des constantes macroscopiques de liaison:16  

Gcoop. 	—kT ln C1:1, 21 ) kT L ± 	1)21 	(1.10) 
/ 	 4( j 

—kT ln()  

où 	= k11 /k1  est le rapport des affinités du Ca2+ pour chacun des sites en posant 

que l'affinité du site I est tout au plus égale à celle du site II (C > 1). 

C'est à partir de la première égalité de cette équation et des valeurs des 

constantes macroscopiques de liaison, obtenues elles-mêmes par des expériences 

de titrations au Ca2+ (voir figure 5), que sont évaluées expérimentalement la 

coopérativité et l'affinité relative des deux sites pour le Ca2+ dans le cas où le 

Ca2+ se lie d'abord au site II. A une concentration physiologique d'ions (1 50mM 

KC1), on a estimé la coopérativité à environ —1.10 kcal/mol avec une affinité 

relative des sites kii/kigz,-' 1, et K2 > K1J7  Une évaluation de la coopérativité 

minimale du système peut être obtenue en posant que ( = 1, c'est à dire que les 

deux voies sont égales sur le plan énergétique: 

AAGM' = —kT ln G—T--4K2) 	 (1.11) 
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d'où on voit que lorsque Ç = 1, une coopérativité positive se résume à avoir 

K2 > KI. Soulignons enfin que la stricte définition de la coopérativité pour notre 

cas se résume à l'augmentation de l'affinité d'un site pour son ligand associée à 

la présence d'un premier ligand dans l'autre site. 

Avec ces derniers développements, il est possible d'exprimer le nombre moyen 

de Ca2+  lié, (Arca2+ lié), en fonction du AAGc°°P.. En substituant d'abord les 

définitions des K1 et K2 en termes des concentrations des différents états (équations 

1.4 et 1.5) avec [s] = [si] -F[sii] dans l'équation 1.3, on obtient l'expression suivante: 

	

21(11(2 [ca.21-]2  + 	[Ca2+] 
(NCa2+ lié) = (1.12) 

K1K2[Ca2+]2 	[Ca2+] + 1 

Puis, si l'on remplace les K1 et K2 par leur équivalent en termes des constantes 

microscopiques (équations 1.6 et 1.7), en même temps que l'on substitue l'expression 

exp (-03,3,Gc°°P.) = 	(équation 1.9), on obtient: 

2ki[ca2+] + 2q[ca2+]2  exp (-0.AAG"°12. ) 
(Nca2+ 	= (1.13) 

1 + 2k,[ca2+] + q[ca2+] 2  exp (_oppGcoop 

où k, représente la constante microscopique kI ou kII puisqu'on a posé que les 

deux voies de liaison étaient équivalentes (k1 	kII) 

1.4.2 Facteurs identifiés comme jouant un rôle dans la coopérativité 

Certains facteurs clefs impliqués dans le mécanisme de la coopérativité ont 

déjà été identifiés,16, 17, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37  mais des données quan- 

titatives quant aux différentes contributions ne sont pas encore disponibles. On 

peut diviser ces contributions selon que la coopérativité implique un changement 

de structure ou de dynamique de la calbindine D9k et se demander si des inter-

actions électrostatiques ou hydrophobes sont à l'origine de ces changements. Il 

faut mentionner qu'à cause de la coopérativité, les deux états où un seul Ca2+-

est lié à la protéine ne peuvent être isolés en conditions naturelles. La majorité 

des connaissances sur la coopérativité proviennent d'expériences faites sur un 
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modèle de l'état où la calbindine D9k n'est liée qu'à un seul Ca2+, soit au site II 

(S11),25. 33  ou au site I (S1)35 36  qui n'est disponible que depuis 1995. Ces modèles 

moléculaires sont détaillés au chapitre 4. 

1.4.2.1 Facteurs structuraux 

En ce qui concerne l'aspect structural, il a été vérifié que la calbindine D9k  ne 

subit pas de changement conformationnel majeur lors du processus de liaison des 

deux Ca2+.25  Plutôt, de petites réorganisations surviennent un peu partout dans 

la protéine: le site II est davantage modifié que le site I, et une réorganisation 

subtile du reste de la protéine s'effectue.32, 33  Les changements induits par la 

liaison du premier Ca2+ sont plus importants que ceux induits par la liaison 

du second. De plus, les états S1,35, 36  Sll  et D', 32 ' 33  sont très similaires entre 

eux et tous trois différents de l'état A, suggérant que la liaison du premier ion est 

associée avec l'étape la moins favorable du point de vue d'un changement d'énergie 

libre, puisque la réorganisation suite à la liaison du second Ca2+ est de moindre 

envergure. Un élément structural possiblement impliqué dans la coopérativité 

consiste en deux ponts hydrogènes formant un mini feuillet-0 qui relie les deux 

sites (voir figure 7). Ces ponts hydrogènes pourraient être responsables de la 

transmission du signal indiquant au site resté vide qu'un ion vient de se lier à 

l'autre site, et initier les modifications d'affinité subséquentes. Bien que ces ponts 

hydrogènes soient pleinement formés dans les quatre états A, SI , Su  et D,28' 38 ' 39  

il apparaît qu'ils soient graduellement renforcés suite à la liaison du Ca2+.25  II a 

donc été à ce jour difficile d'évaluer avec certitude la contribution de ces ponts 

hydrogènes. 
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FIGURE 7. Ponts hydrogènes reliant les acides aminés 23 à 61 qui appartiennent 

respectivement au site I et au site II. 

1.4.2.2 Facteurs dynamiques 

Des expériences de RMN24, 28, 33' 39  ont permis de constater que les changements 

de dynamique entraînés par la liaison du premier Ca2+ sont plus grands que 

ceux attribués à la liaison du second. Les fluctuations dans la protéine (entropie) 

doivent donc être considérées comme jouant un rôle important dans la coopérativité. 

Dans le même ordre d'idées, Cooper et Dryden" avaient déjà proposé en 1984 

un modèle thermostatistique qui exprime la coopérativité positive en termes 



15 

de changements d'énergies libres imputables principalement à des changements 

de dynamique dans une protéine. Le détail des changements de structure et 

de dynamique relatifs à la liaison du Ca2+ et observés expérimentalement sont 

rappelés dans le chapitre 4. 

1.4.2.3 Influence de l'eau 

Le rôle des molécules d'eau dans la déshydratation des sites et autres parties 

de la protéine suite à la liaison successive des deux Ca2+ est fort probablement 

un facteur jouant un rôle dans la coopérativité. Cet aspect a déjà été étudié pour 

l'hémoglobine'', 42  Où il s'est avéré que l'augmentation de la surface accessible 

au solvant suite à la liaison de l'oxygène était corrélée avec une augmentation du 

nombre de molécules d'eau liées à la protéine. Une telle étude n'existe pas pour la 

calbindine Dgk mais il est fort probable que les changements structuraux, surtout 

dans les sites, soient accompagnés d'un changement du profil d'hydratation de 

la protéine. Quant au rôle spécifique joué par les molécules d'eau qui occupent 

des positions stratégiques dans la calbindine Dgk, il a été proposé' que trois 

molécules d'eau dont deux liées aux Ca2+, ainsi qu'une autre liée par de forts 

ponts hydrogènes à deux acides aminés reliant les deux mains EF, stabiliseraient 

la structure, ces trois molécules d'eau occupant la même position significativement 

plus longtemps que les autres. 

1.4.3 Types d'interactions impliquées dans la coopérativité 

Plusieurs observations ont été faites quant aux types d'interactions impliquées 

dans les changements de structure et de dynamique: notamment, le rôle des inter-

actions électrostatiques lors de la liaison du Ca2+ a été étudié,17 31, 43, 44 et il 

s'est avéré que les charges négatives à la surface de la calbindine Dgk  (par des 

mutations d'acides aminés), ainsi que la concentration d'ions dans le milieu où 



16 

elle se trouve, peuvent modifier (réduire) les constantes macroscopiques K1  et K2 

et par conséquent la coopérativité. De plus, ces acides aminés chargés n'ont pas 

besoin d'être directement liés au Ca2+ pour influencer son processus de liaison. 

Notons enfin que la coopérativité est plus grande à faible concentration d'ions, soit 

que AAGc"P-  —1.10 kcal/mol à 1 50 mM KC1 et AAG"°P.  —1.84 kcal/mol à 

50 m11/1 KC1.17  

En plus des charges négatives réparties asymétriquement à la surface et 

autour des sites, la protéine comporte un coeur d'acides aminés hydrophobes assez 

compact, constitué des quatre hélices-a reliées par un tricot de ponts hydrogènes 

plus ou moins serré. A partir d'expériences de mesures du taux d'échange des 

protons appartenant à des groupements amides avec les molécules d'eau du milieu, 

Skelton et coll.' ont proposé que les effets associés à la liaison d'un premier 

Ca2+ au site II pourraient être transmis via les ponts hydrogènes reliant les 

deux sites. Par exemple, la réduction de la flexibilité du site II se propagerait 

jusque dans la main EF du site I et y entraînerait aussi une réduction des fluctu-

ations. Ceci permettrait d'obtenir des ponts hydrogènes plus forts et de modifier la 

configuration des chaînes latérales afin d'obtenir des interactions plus favorables. 

1.4.4 Modèle proposé 

La figure 8, inspirée de Falke et coll.,' illustre le modèle proposé par M. 

Akke" 25, 46 auquel sont ajoutées quelques données supplémentaires provenant de 

travaux subséquents. Le modèle a été établi d'après des données expérimentales 

de RMN pour lesquelles le Ca2+ se lie d'abord au site II. Dans l'état A, la protéine 

est très flexible et explore un grand espace conformationnel dans lequel un nombre 

restreint de conformations possèdent une grande affinité pour le Ca2+.  Notons que, 

de façon générale, la chaîne principale du site II est plus flexible que celle du site 

I dont l'affinité pour le Ca2+ est légèrement inférieure, si elle est différente. Suite 

à la liaison du Ca2+ au site II, les deux mains EF voient le détail de leur structure 
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(Ca2 )1  (Ca2 )2  

FIGURE 8. Modèle de coopérativité chez la calbindine Dgk proposé par M. 

Akke; 25  le dessin est tiré de Falke et coll. 45  

modifié et se retrouvent limitées à un nombre plus restreint de conformations dont 

la structure correspond à l'état occupé par le Ca2+, et ce même pour le site I où 

il n'y a pas encore de Ca2+.  On peut donc dire que la liaison d'un premier Ca2+ 

au site II prépare le site I pour la venue du second Ca2+ et que cette préparation 

s'effectue plutôt au niveau de la réduction de l'espace conformationnel, puisque 

le site II subit une plus grande modification de sa structure que le site I qui est 

en grande partie préformé. 

L'étude expérimentale du modèle de l'état SI  35' 36  a permis de corroborer 

plusieurs aspects de ce modèle proposé pour la coopérativité . La venue du Ca2+ 

dans le site I induit des changements de structure et de dynamique dans toute 

la protéine. En fait, la structure de cet état est très similaire à celle de l'état D. 

Généralement, les conséquences de la liaison du Ca2+ au site I sont similaires à 

celles induites par la liaison du Ca2+ au site II. Même si ces résultats n'éclaircissent 

pas le mécanisme des deux voies de liaison du Ca2+, ils indiquent que la liaison 

d'un seul Ca2+ à un site ou à l'autre transforme déjà la calbindine Dgk vers une 

structure très similaire à celle de l'état D, ce qui s'accorde avec la définition même 

de la coopérativité. 
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1.5 But de la thèse 

La coopérativité chez la calbindine DR, et en général, ne se présente certes 

pas comme un phénomène facile à expliquer. L'absence de changement majeur de 

conformation de la calbindine D9k  rend la tâche d'autant plus difficile qu'elle nous 

place devant un phénomène résultant de changements subtils, répartis asymétri-

quement dans toute la protéine. L'étude de la nature de ces changements et de la 

façon dont ils sont reliés, bref les bases moléculaires et atomiques, nécessite sans 

contredit un modèle atomique détaillé du système. 

Cette thèse vise donc l'étude théorique de divers aspects des conséquences 

de la liaison des ions Ca2+ et de la coopérativité chez la calbindine DR par 

des méthodes de modélisation moléculaire. Ces méthodes permettront de suivre 

l'évolution temporelle du système, d'obtenir une analyse au niveau atomique et 

d'évaluer les différentes contributions qui en déterminent l'allure. En comparant 

certains de nos résultats avec leurs homologues expérimentaux il est possible 

d'évaluer la méthode de modélisation utilisée lors des simulations et éventuellement 

d'aller au-delà de ce qui est déjà connu. 

1.6 Plan de la thèse 

Les méthodes utilisées sont exposées de façon détaillée au chapitre 2, suivi 

du chapitre 3 où les paramètres des interactions Ca2+-1igand sont déterminés et 

où la qualité de ces interactions est évaluée. Le chapitre 4 propose, à l'aide de la 

méthode présentée au chapitre 2 et des paramètres développés au chapitre 3, une 

étude comparative de la structure et de la dynamique des quatre états du modèle 

de la calbindine DR. La qualité du modèle est aussi évaluée. Au chapitre 5, un 

modèle analytique propose une interprétation mécanique quant à l'origine des-

fluctuations (flexibilité) des vecteurs dipolaires NH pour l'état D de la calbindine 
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Dgk. Puis, au chapitre 6, à partir d'une méthode de perturbations permettant 

les calculs de différences d'énergies libres associées à une mutation, l'effet de la 

substitution d'une valine en alanine sur la coopérativité est calculée et examinée 

en détail. Dans tous les cas où des données expérimentales sont disponibles, des 

comparaisons avec les valeurs calculées sont effectuées. 



CHAPITRE 2 

Les méthodes 

Plusieurs méthodes de calculs sont utilisées lors de cette thèse. Elles sont 

ici présentées dans l'ordre de leur apparition dans les chapitres subséquents et 

auxquels il faut se référer pour obtenir de l'information concernant les protocoles 

de calculs spécifiques aux systèmes étudiés. 

2.1 	Les calculs ab initio 47, 48 

Les méthodes ab initio traitent les systèmes moléculaires à partir des postulats 

de la mécanique quantique et consistent à trouver une solution à l'équation de 

Schrödinger multiélectronique. Bien que s'inspirant des principes premiers, ces 

méthodes reposent sur l'approximation de Born-Oppenheimer dont l'interprétation 

phénoménologique se résume à dire que la vitesse des noyaux est négligeable 

devant celle des électrons, ou que les électrons peuvent être traités dans un 

champ des noyaux fixes, c'est-à-dire que leurs positions sont traitées comme des 

paramètres dans l'équation aux valeurs propres qui est donnée par: 

B-B04,Bo (ri; 	rn; R1; 	RN) 	EBo (Ri; 	RN),Dso (ri; 	rn; RI , • • • RN) 

(2.1) 

où BO signifie Born-Oppenheimer et ri  et Ri  sont respectivement les coordonnées 

des n électrons et des N noyaux; (DB°  est la fonction d'onde pour les électrons en 

fonction des coordonnées des noyaux et EB°  est l'énergie propre (potentielle) des 

électrons en fonction des coordonnées des noyaux. Le coeur de ces calculs consiste 
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à trouver les valeurs et fonctions propres de l'hamiltonien dit multiélectronique 

HB°  qui est l'opérateur d'énergie interne totale pour la molécule (en omettant 

l'énergie cinétique des noyaux).49  L'hamiltonien est défini par HB°  = TBo 

vB0 où TB°  est l'opérateur d'énergie cinétique électronique et VB°  est l'énergie 

potentielle électrostatique pour toutes les particules. Etant donné que ce sont 

les systèmes moléculaires à N noyaux et n électrons qui nous intéressent, les 

opérateurs d'énergie cinétique et d'énergie potentielle sont dans ce contexte définis 

par 
nh 2 

TBO = E  2' 72  vz2 	 (2.2) 
z=1 	e 

OÙ me  est la masse d'un électron, h = h/(27), h étant la constante de Planck, et 

N n  Z e2 	e2 	N  Za Zoe2  vB0 	E 	 E 	+ E 	(2.3) 
t":1 i=1 47rf0ric 	z<1  47rEorii 	ao 47r€0110 

où Za  et Z0  sont les nombres de protons pour les noyaux a et 0, e est la 

charge électronique, ri, est la distance noyau-électron, ri3  est la distance entre 

les électrons i et j, Ras est la distance entre les noyaux a et 0, et €0  est 

la permittivité du vide. Il n'existe pas de solution analytique aux calculs des 

systèmes moléculaires multiélectroniques. Comme il est expliqué plus bas, une 

solution à ce problème passe par la méthode du champ auto-cohérent appliquée à 

l'équation de Hartree-Fock, elle-même une approximation à l'équation (de Schrödinger) 

multiélectronique dans l'approximation de Born-Oppenheimer (voir équation 2.1). 

La méthode Hartree-Fock consiste à assigner une forme fonctionnelle particu-

lière à la fonction d'onde qui représente les n électrons d'un atome, soit un produit 

antisymétrisé de fonctions monoélectroniques: 

I CI)IérileFc) = A1X1X2 • • • Xn-I-XTI) 	 (2.4) 

où x, est une spin-orbitale, c'est-à-dire une fonction d'onde monoélectronique qui 

décrit à la fois la distribution spatiale et le spin de l'électron. L'opérateur A assura 

que la fonction eiL.  a la propriété d'antisymétrie par rapport à toute permutation 

de deux électrons afin de respecter le principe d'exclusion de Pauli. Le principe 
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variationnel stipule que la "meilleure" fonction d'onde ineFc.  est celle pour laquelle 

on trouve un minimum à l'énergie Er = (111.1.1Z.). La valeur minimale 

Er est alors la meilleure approximation (et supérieure) à la première valeur 

propre de HB°, l'énergie fondamentale du système Er (Er > Er). Comme 

les systèmes biologiques possèdent presque toujours des couches électroniques 

fermées, les spin-orbitales sont couplées: 

Xi -= 'Oice 	 (2.5) 

OU 

(2.6) 

où e, est une orbitale spatiale commune à deux électrons et a et o sont respec-

tivement les fonctions de spin up et clown. Toute la souplesse d'ajustement de 

la fonction eérc.  afin d'obtenir une Er minimale se trouve dans les fonctions 

spatiales z/;, comme nous le verrons plus bas. 

L'équation de Hartree-Fock découle de la minimisation de Er, procédé qui 

devient algébriquement simple à cause de la forme simple de I. Au bout de la 

dérivation, on arrive à une équation de Schrödinger monoélectronique où chaque 

électron se trouve dans le champ moyen de tous les autres électrons. L'équation 

de Hartree-Fock dans le cas de couches fermées est donc une équation aux valeurs 

propres exprimée par: 

f (i)Oi = ei0i 
	 (2.7) 

où €, est la valeur propre électronique obtenue par la méthode et 0, est la 

fonction propre associée. Dans ce contexte, l'hamiltonien de Hartree-Fock pour 

une molécule devient 
7_1HF = E f(i) 	 (2.8) 

avec son équation aux valeurs propres associée 

eéileFc) = E €c  I) 
	

(2.9) 
i=1 
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Notons que 7_111F 	H et que EriLl  ei 	E. L'opérateur monoélectronique de 

Fock f (i) est défini par: 

f (i) = h(i) + vH F  (i) 	 (2.10) 

où 

h(i) — 
h2 	2 	Z,e2 

27ne) 47cori 
(2.11) 

et n/2 
VHF(i) = E 2Ja (i) — K a(i) 	 (2.12) 

a=1 
Ja (i) est appelé opérateur coulombien, tandis que Ka  (i) est l'opérateur d'échange 

qui émerge de la nature antisymétrique de I. Ces deux opérateurs sont des 

opérateurs intégraux. Le potentiel v(i) est le potentiel moyen senti par l'électron 

i dû à la présence des autres électrons et dépend donc des spin-orbitales des autres 

électrons. 

L'équation non-linéaire de Hartree-Fock doit être résolue par une méthode 

itérative. La méthode du champ auto-cohérent employée commence par l'introduc-

tion d'orbitales que l'on pose comme hypothèse de départ afin de calculer le champ 

moyen vHF senti par chaque électron. Puis, on résoud l'équation aux valeurs 

propres (2.7) afin de calculer de nouvelles orbitales (fontions propres) qui seront 

réutilisées pour recalculer le terme du champ moyen, et le cycle recommence 

jusqu'à ce que les orbitales introduites dans le champ moyen soient identiques, à 

un critère de convergence près, aux fonctions propres recalculées. La solution à 

l'équation de Hartree-Fock fournit un ensemble d'orbitales électroniques orthonor-

males feil ainsi que les énergies orbitalaires {ei} correspondantes. 

De façon plus détaillée, la démarche consiste à développer chacune des n/2 

orbitales moléculaires ei  sur une base de k fonctions {çbm } connues tel que 

= E c„,0„,i = 1, 2, 3, ... , k > n/2 	 (2.13) 

où les Cid  sont des coefficients à déterminer et les Op  sont les fonctions de la 

base, typiquement des approximations à des orbitales atomiques. Les fonctions 
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gaussiennes sont parmi les plus pratiques. Plus l'ensemble des fonctions de base 

est vaste, plus on s'approche de la limite inférieure en énergie que peut fournir la 

méthode de Hartree-Fock (EP F  > no). La limite de Hartree-Fock correspond à 

utiliser une base complète, donc infinie. 

L'équation de Hartree-Fock (2.7) développée dans sa forme intégrale et 

remaniée devient alors une équation matricielle (les équations de Roothaan) qui 

se résume à 

FC = SCE 	 (2.14) 

où F est la matrice k x k de l'opérateur de Fock (f (i)) dans la base {04}, C est 

la matrice k x k des coefficients C j , S est la matrice k x k de recouvrement des 

fonctions de la base {01,} qui émerge lorsque ces fonctions ne forment pas une 

base orthonormée, et enfin, e est la matrice diagonale des énergies orbitalaires. 

Le principal défaut à l'approximation de l'équation de Hartree-Fock dont 

l'origine est la forme imposée à clieeFc.  (équation 2.4), est de ne pas retenir les effets 

de corrélations entre les électrons. La différence entre l'énergie EPF  à la limite de 

Hartree-Fock et no  est, justement, l'énergie de corrélation. Des méthodes plus 

raffinées comme l'interaction de configurations ou la théorie des perturbations à 

plusieurs corps peuvent être utilisées pour solutionner des problèmes pour lesquels 

la corrélation est déterminante comme par exemple la dissociation d'atomes liés. 

Notons brièvement que la méthode dite Mâller-Plesset perturbation theory du 

second ordre (MP2) apporte une correction peu coûteuse à l'énergie calculée par 

la méthode Hartree-Fock. La perturbation à laquelle fait référence cette méthode 

est HB°  — HF 

Etant donné que les équations de Hartree-Fock sont résolues dans le cadre de 

l'approximation de Born-Oppenheimer, on obtient comme résultat des surfaces 

d'énergies potentielles (Er) en fonction des coordonnées des noyaux. Ce sont 

ces surfaces d'énergies potentielles, calculées par le programme Gaussian 90,50  

qui sont utilisées comme courbes de références afin d'ajuster certains paramètres 
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faisant partie du champ de force param2e1  utilisé pour nos simulations dynamique 

moléculaire. 

2.2 	La dynamique moléculaire (DM) 52 ' 53' 54 ' 55  

La méthode principale utilisée pour cette thèse consiste à simuler par ordinateur 

la dynamique de systèmes moléculaires à l'aide de méthodes classiques de modéli-

sation moléculaire et d'un modèle atomique détaillé de la molécule à simuler. Plus 

précisément, on simule les mouvements des atomes d'un système moléculaire en 

utilisant les équations du mouvement de Newton, c'est-à-dire: 

d2Ri (t) 	 ). mi 	
dt2 	 . RN). 	 (2.15) 

où mi  est la masse de chacun des N atomes dont les coordonnées sont les R. 

U(Ri  , . RN ) est la fonction d'énergie potentielle du système. Idéalement, les 

forces seraient calculées à partir d'un potentiel ab initio, mais la calbindine D9k 

comprend à elle seule 1195 atomes, et demeure donc pour l'instant impossible à 

simuler en utilisant les principes premiers de la mécanique quantique. La fonction 

d'énergie potentielle classique U(Ri , 	RN) est donc utilisée en remplacement 

de Eir (R i , ... RN). En général, pour des raisons de temps, de mémoire et de 

précision, les calculs ab initio demeurent à exclure pour l'étude de protéines 

complètes et se limitent donc à des fragments moléculaires suffisamment petits. 

Cependant, il est possible d'élaborer un modèle classique consistant en une fonction 

de potentiel qui capture l'essentiel des interactions physiques les plus déterminantes 

du système. C'est à partir de cette fonction de potentiel qu'il nous est possible de 

générer une suite discrète de configurations du système, un peu comme un film 

où chaque image sur la pellicule est une configuration générée par la simulation 

et dont l'animation se fait par la lecture successive de toutes les configura-

tions échantillonnées. Cette suite de configurations est communément appelée 

la trajectoire, en référence au trajet suivi par les atomes du système. Le calcul 
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effectué par la simulation fournit une configuration à chaque pas successif dans 

le temps et la trajectoire totale consiste aussi en un ensemble statistique de con-

figurations représentatives des conditions désirées. C'est à partir de cet ensemble 

des configurations que les valeurs moyennes des observables physiques seront 

calculées. Tous les calculs présentés ici ont été effectués avec le logiciel de simulations 

de dynamique moléculaire CHARMM.' Toutes les descriptions des différentes 

étapes des calculs, quoique assez générales, ne font référence qu'à ce logiciel 

spécifique. 

2.2.1 Le champ de forces et les contraintes 56 ' 57' 58 ' 59  

La fonction d'énergie potentielle totale Utot. (Ri , . RN) telle qu'incluse dans 

le logiciel CHARMM' comporte les termes suivants: 

Utot, = Uliens 	Uangles 	Udièdres 
	 (2.16) 

±Uimpropres Ucharges 	ULennard—Jones • 

Chacun de ces termes est défini comme suit: 

1. 

Uliens 	E — K'rj (r• 	7')2  
lien i 2 " 

	

1 fl 	
(2.17) 

Les atomes d'une liaison covalente sont modélisés par des sphères reliées par 

des ressorts. L'énergie associée à la longueur ri  d'un lien chimique entre deux 

atomes est représentée par un potentiel harmonique où le] est la constante 

de force de rappel. Cette approximation harmonique est valable dans les cas 

où les liens entre deux atomes oscillent autour d'une valeur d'équilibre (ici 

r) à des températures acceptables pour des systèmes biologiques. 

2. 
1 	[8] 

Uangies  = 	±Ki (0i — 0 )2  
angle i 2  

(2.18) 
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FIGURE 9. Définition d'un angle dièdre. L'angle inclut quatre atomes et est 

déterminé par la rencontre des deux plans incluant les trois premiers et les trois 

derniers des quatre atomes. Par exemple, les atomes 1, 2, 3 et 4 pourraient être 

les atomes de carbone d'un groupe CH3-CH2-CH2-CH3. 

Considérant toujours une géométrie à l'équilibre, l'énergie associée à la 

déformation de l'angle polaire Oi  formé par trois atomes liés chimiquement 

est aussi représentée par un potentiel harmonique où _K-7 °1  et Oie sont respec-

tivement la constante de force de rappel et l'angle à l'équilibre. 

3.  

Udièd„s  = E E i<-7e (cos (nq5i ) -H 1) 	 (2.19) 
dièdre i n 

Ce potentiel maintient les angles dièdres formés par quatre atomes liés 

chimiquement (voir figure 9). Puisque les angles dièdres admettent des 

valeurs de (Pet 360°, un potentiel périodique est utilisé où 	est est la 

constante d'énergie imposée au dièdre (amplitude du mouvement), çb, est 

l'angle du dièdre et n est la périodicité de l'angle (n = 1, 2, 3, 4 et 6). Il 

peut y avoir plusieurs contributions provenant de différentes valeurs de n 

et donc de 

4.  
1 

Uimpropres = E 	V.t)i — wfl 2  
impropre i 2 

(2.20) 
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FIGURE 10. Définition d'un angle impropre. L'angle est formé par la rencontre 

des plans incluant les atomes 2, 3, 4 et 1, 3, 4. 

Les angles impropres sont définis par la rencontre de deux plans (voir 

figure 10) et le potentiel harmonique qui leur est imposé sert à maintenir 

la chiralité ou la planéité respectivement d'éléments structuraux (quatre 

atomes) tétraédriques ou planaires. 

5. 

Ucharges = E A,q
iqj 

 
paire ij 'fi  €0 ' 

(2.21) 

et 

ULennard-Jones = E Lieu  (—)
12 

 — (--) 6 	(2.22) Gru 	0-2,3  

paire ij 	rzi 	ri/  

Ces équations rendent compte des interactions entre atomes non-liés chimi-

quement. D'une part, l'équation 2.21 rend compte des interactions électrosta-

tiques entre charges et/ou charges partielles; q et qi  sont les charges d'une 

paire d'atomes, co  est la permittivité du vide et rzi  est la distance entre la 

paire d'atomes. 

D'autre part, l'équation 2.22 émerge du principe d'exclusion de Pauli qui 

donne lieu à une répulsion à courte portée lors du chevauchement des 

nuages électroniques de deux atomes non-liés chimiquement. Ce potentiel 

est modélisé par un terme en 1/r12 . L'énergie d'interaction (attraction) entre 

les dipôles électriques momentanés de deux atomes neutres est modélisée 

par un terme en —1/r6  qui, joint au terme de répulsion, forme le potentiel de 
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Lennard-Jones. A l'équation 2.22, ru  est la distance entre les atomes, eu  est 

la profondeur du puits de potentiel et au  est le diamètre de Lennard-Jones, 

tous deux pour les deux espèces atomiques i et j combinées, c'est-à-dire 

(ai  + ai ) = 
2 

(2.23) 

et 

Eij = VEiEj. 	 (2.24) 

Le calcul des interactions électrostatiques à longue portée requiert une partie 

considérable du temps de calcul. Aussi, plutôt que de les couper à une certaine 

distance souvent trop courte, il est utile de déterminer une distance au-delà de 

laquelle ces interactions ne sont plus calculées par paires d'atomes. L'équation 2.25 

représente la façon dont les interactions électrostatiques sont traitées lorsqu'on 

impose une telle distance de coupure: 

E qiqj  
Ucharges = 	 E qi  [-v i + (ri  — rio ).Eil 

r-1;  < rcoup. 47reorii 	ri  >  	2 
(2.25) 

Le rcoup. est la distance au-delà de laquelle les interactions ne sont plus calculées 

par paires d'atomes et le deuxième terme traite les interactions au-delà de cette 

distance de coupure. Vi  et Ei  sont respectivement le potentiel et champ électriques 

approximatifs calculés à la position de la charge atomique qi  et auxquels ne con-

tribuent que les atomes j présents au-delà de la distance de coupure; rio  sont les 

coordonnées de l'atome i au pas d'intégration précédent. Ces interactions à longue 

portée sont calculées en effectuant un développement de multipôles (coupée aux 

quadrupôles) pour des groupes de moins de six atomes dont la somme des charges 

est habituellement zéro, à moins que l'acide aminé dont ils font partie soit chargé. 

Parmi les approximations incluses dans ce modèle, l'approximation harmonique 

qui suppose que tous les liens et angles oscillent autour et près d'un minimum 

a déjà été mentionnée. Notons aussi, pour les atomes non-liés chimiquement, 

l'absence d'un terme explicite représentant la polarisation induite sur les atomes. 
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Malgré l'absence de ce terme explicite d'interactions, certains de leurs effets 

physiques ont été incorporés dans les différents paramètres du champ de force de 

façon à reproduire le mieux possible les données expérimentales pour les acides 

aminés. Tous les paramètres, sauf le u du calcium, proviennent du champ de force 

param2251  développé pour CHARMM. Notons que le modèle de molécule d'eau 

TIP3P (Transferable Interaction Potential for 3 Particles)6° a été utilisé et le 

développement du paramètre o-  de Lennard-Jones pour le Ca2+ est présenté au 

chapitre suivant. En ce qui concerne les autres paramètres du champ de force 

param22, les longueurs de liens ou angles à l'équilibre ont été évaluées par des 

méthodes ab initio sur des molécules modèles simples en phase gaseuse et aussi 

à partir de données de structures expérimentales (rayons X, RMN, etc... ). Les 

constantes de forces pour les termes harmoniques peuvent être déterminées à 

partir de spectres vibrationnels expérimentaux, toujours dans le vide. Une autre 

méthode consiste à minimiser l'énergie de la structure pour ensuite trouver les 

modes normaux et les comparer avec les spectres connus. Les constantes de 

force et les autres paramètres sont ensuite lissés par une méthode des moindres 

carrés jusqu'à ce que l'on reproduise les données expérimentales. Les paramètres 

de Lennard-Jones ont été ajustés à des données expérimentales de viscosité, 

de diffusion, de structures cristallographiques ou de calculs ab initio de haut 

niveau. Le développement du paramètre a de Lennard-Jones du Ce+, présenté 

au chapitre suivant, donnera une idée de ces méthodes. 

2.2.2 Les conditions aux frontières 61, 62, 63 

La méthode utilisée dans cette thèse pour représenter adéquatement l'état 

hydraté de la calbindine D9k  permet de n'inclure qu'un nombre minimum de 

molécules d'eau explicites dans les simulations et s'avère donc avantageuse compa-

rativement aux autres méthodes disponibles. Dans toutes les simulations la calbin-

dine D9k  est entourée par 2285 molécules d'eau, c'est-à-dire le nombre minimum 
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requis pour que tous les atomes de la protéine demeurent entourés de molécules 

d'eau pendant toutes les simulations et ce à pression constante. Les conditions 

appliquées aux frontières du système permettent de reproduire les propriétés 

statistiques correspondant au cas d'une protéine immergée dans un bain infini 

de molécules d'eau. Un premier fondement théorique de cette méthode consiste 

à séparer la fonction de partition du système en deux contributions: 

Z = f d(X) 	d(1) • • • d(n)(N1 — n)! 

où X et (1 	N) sont respectivement les degrés de liberté de la protéine et des N 

molécules de solvant, U est l'énergie potentielle totale du système, ß = 1/(k3T) où 

kB  est la constante de Boltzmann et T la température. Une première contribution 

provient des ri molécules d'eau dans le voisinage de la protéine, et une deuxième 

attribuable aux (N — n) autres molécules se trouvant au-delà des n plus proches. 

Le prime sur l'intégrale indique que ces {n +1 ... N} molécules d'eau de la couche 

externe sont restreintes à une région délimitée de l'espace afin d'éviter un double 

comptage de configurations. En pratique, toutes les configurations où une des 

{n, + 1 ... N} molécules d'eau externes se retrouve plus près du soluté qu'une des 

n, molécules d'eau internes sont rejetées. 

Une autre étape clef consiste à exprimer de façon rigoureuse les propriétés 

statistiques à l'équilibre d'un système infini en termes des ri molécules explicites. 

La définition suivante est posée en condition: 

exp [— ßW  (X; 1 . . . n)] 	—1 	d(n + 1) . . . d(N) exp [—OU(X; 1 . . . N)] (2.27) 

où W(X; 1 . . . n) est le potentiel effectif (potentiel de force moyenne') exercé 

par les (N — n) molécules en dehors de la frontière sur les n molécules explicites 

internes et C une constante arbitraire. Les propriétés statistiques à l'équilibre 

peuvent être réévaluées par 

f d(X)1-, f d(1) 	d(n)A(X) exp [—OW] 
(A) = 	 (2.28) 

f d(X) 77  f d(1) 	d(n) exp [-0147] 

d(n + 1) . . . d(N) exp [—OU] (2.26) 
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sans que l'influence des (N — n) molécules n'apparaisse explicitement. Ce potentiel 

de force moyenne exercé par les (N — n) molécules externes sur les n molécules 

explicites internes est la base du potentiel imposé à la frontière sphérique du 

système. De plus, les n molécules explicites internes sont contenues dans une 

sphère dont le rayon varie selon la configuration instantanée de ces n molécules 

internes. 

Pour notre cas particulier où une protéine est immergée dans 2285 molécules 

d'eau explicites, le potentiel de force moyenne imposé à la frontière sphérique 

du système correspond en fait à l'énergie libre d'hydratation AW du système 

(protéine + 2285 molécules d'eau). On a approximé que cette énergie libre d'hydra-

tation pouvait être décomposée en trois contributions: 

AW = .147"ca.vité + AWydW 	T/Tjélec. 	 (2.29) 

où AWcaxité est l'énergie libre requise pour former la cavité, AWyciw  est l'énergie 

libre requise pour assembler le système moléculaire neutre à l'intérieur de la 

cavité et AWéi„. qui est l'énergie libre requise pour charger les atomes du système 

contenus dans la cavité. Ces contributions s'ajoutent aux autres termes du potentiel 

énoncés à la section précédente. 

2.2.3 Étapes des simulations 

• Coordonnées initiales 

Les coordonnées initiales des atomes des trois états de la calbindine D9k 

proviennent de diverses sources. La structure A du mutant P43G a été 

déterminé par des expériences de RMN (111) en solution. Les coordonnées 

ont ensuite été raffinées à l'aide de la DM dans le vide (Skelton, 1995;32  

PDB lclb dans la banque Brookhaven de données des protéines). La structure 

SI'  du mutant P43G a été déterminée par les mêmes techniques .(Akke, 

199533), sauf que lors des expériences c'est un ion Cd2+ qui était présent 
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dans le site II, parce que l'état SH  lié au Ca2+ ne peut être isolé expérimenta-

lement. Cependant, cet ion Cd24  a été remplacé par un ion Ca2+ dans les 

simulations afin de rendre cet état comparable aux autres. La structure de 

la protéine sauvage dans l'état D a été déterminée par diffraction des rayons 

X à une résolution de 1.6 Å (Svensson, 1992;15  PDB4icb dans la banque de 

données Brookhaven). En ce qui concerne l'état SI , comme aucune structure 

expérimentale n'était disponible, il a été simulé à partir de la structure 

expérimentale de l'état D duquel le Ca2+ dans le site II a été effacé (SI (D) 

dans le reste du texte) pour ensuite être soumis à un protocole d'équilibration 

qui sera détaillé au chapitre 4. Chacune des structures expérimentales est 

ensuite placée dans une sphère de 2285 molécules d'eau générée par CHAR:\,11\156  

• Minimisation de l'énergie potentielle 

Le système total comprenant les coordonnées de la calbindine D9k , les ions 

et les molécules d'eau est amélioré du point de vue énergétique en utilisant 

un algorithme de minimisation. Dans notre cas, de tels algorithmes ont été 

utilisés afin d'éliminer le plus possible les tensions causées par des contacts 

défavorables entre atomes rapprochés dans l'espace. Les deux algorithmes 

de minimisation de l'énergie steepest-descent et Adapted Basis Set Newton-

Raphson (ABNR) ont été utilisés à cette fin. 

• Équilibration du système 

Cette étape vise à amener le système à un état stable où il reproduit 

les caractéristiques de l'ensemble statistique désiré, soit dans notre cas 

l'ensemble microcanonique, c'est-à-dire un nombre N constant de particules 

contenues dans un volume V déterminé, le tout correspondant à une énergie 

qui varie entre E et E ± SE à une température T donnée. Notons que le 

système a une probabilité constante de visiter tous les états situés dans 

cet intervalle d'énergie. Il existe plusieurs protocoles afin d'en arriver à ce 

point, et celui utilisé ici consiste à assigner d'emblée à chacun des atomes une 
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vitesse initiale de sorte que l'ensemble des vitesses constitue une distribution 

gaussienne dont le centre correspond à la température voulue. Une conséquence 

du théorème d'équipartition est que la température en tout temps est reliée 

aux vitesses par 
Natomes 

TNlibreskB E 777,iVi 2 	 (2.30) 

où T est la température, Nlibres  est le nombre de degrés de liberté, kB  est 

la constante de Boltzmann, Natomes  est le nombre d'atomes et m, et v, 

sont respectivement la masse et la vitesse de l'atome i. La distribution 

des vitesses est réajustée jusqu'à ce que la température du système soit à 

l'équilibre, moment où commence l'enregistrement des configurations qui 

feront partie de l'ensemble statistique. 

• Production de la trajectoire 

C'est lors de la période de production que l'on enregistre la trajectoire. 

L'hypothèse d'ergodicité est à la base de la dynamique moléculaire: si 

on considère un système à l'équilibre, tous les états ont une probabilité 

égale d'être occupés, mais comme il n'est possible de générer qu'une seule 

configuration à un instant donné, on suppose qu'en un temps raisonnable, on 

passera par un nombre suffisant de configurations pour former un ensemble 

statistique valable. Alors, les moyennes d'ensembles peuvent être remplacées 

par des moyennes temporelles. 

2.2.4 Le processus d'évolution dans le temps 

L'étape de production consiste à calculer la trajectoire proprement dite des 

atomes du système, c'est-à-dire à résoudre les équations du mouvement pour 

des temps successifs et ainsi obtenir les coordonnées et les vitesses en fonction 

du temps. Les atomes de la protéine se déplacent selon les équations de Newton, 

tandis que les molécules d'eau (atome d'oxygène) sont traitées comme des particules 
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browniennes et leurs équations du mouvement se résument à l'équation de Langevin: 

(t) 	= —VU(R) + f i (t) — 	(t), i = 1, 2, . . . , N 	(2.31) 

où —VU(R) est la force appliquée à un atome de masse m i  due au potentiel 

U(R,). La force aléatoire fi (t) est attribuée selon une distribution gaussienne dont 

l'amplitude des fluctuations est proportionnelle au coefficient de friction -y, et à 

la température T, c'est-à-dire 

(fi (t) • f(0)) = 2kBT-y,5(t) 	 (2.32) 

où le delta de Dirac indique que la corrélation est de 0 entre deux pas successifs 

dans le temps d'où le caractère aléatoire. La force de friction est donnée par 

--y,ft, (t). Si on pose -y, = 0 comme tel est le cas pour les atomes de la protéine, on 

retrouve simplement les équations de Newton. La démarche afin de produire une 

trajectoire consiste à calculer, dans un premier temps, le potentiel U(R, (0)) d'une 

configuration définie à partir des coordonnées initiales {R(0)} de la structure 

moléculaire. Puis, dans un deuxième temps, la force F, exercée sur chacun des 

atomes est calculée en dérivant numériquement le potentiel par rapport aux 

coordonnées de chaque atome. Des forces atomiques on obtient directement les 

accélérations atomiques qui sont intégrées numériquement pour finalement recueillir 

leurs vitesses {v,(t)} et positions {Ri (t)} au temps t. L'algorithme suivant décrit 

les étapes principales d'une simulation de DM: 

• Configuration initiale du système de N atomes à t = 0, {R,(0), i = 1, . , N}. 

• Calcul des {U(Ri (t))}. 

• Calcul des {Fi  = —VU(R) + f i (t) —  

• Calcul des {Ë(t) = F(t)/m}. 

• Calcul des {R, (t + t),A it, (t + t)}.A 
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Parmi les divers algorithmes permettant ce dernier calcul, les algorithmes 

du second ordre de Verlet et leap frog ont été utilisés. Il sont définis comme suit: 

R(t + At) = 2R(t) — R(t — At) + At2  —F 	 (2.33) 
Tn 

(t)  = [R(t + At) — R(t — At)]  
2At 

(Verlet) et 

+ 2 

R(t + At) 

=•( F t  At L\t   
2j 	m 

= R(t) + É, + 	At 

(2.34) 

(leap frog). Il est important que le pas d'intégration demeure inférieur au temps 

caractéristique du mouvement le plus rapide du système. Habituellement ces 

mouvements rapides sont dus aux liens chimiques impliquant un atome hydrogène. 

Le temps total de la simulation dépend donc de la longueur du pas d'intégration 

puisque nous sommes limités en partie par l'utilisation du temps de calcul sur 

ordinateur. Une solution est de contraindre ces liens à une longueur fixe, et c'est 

ce que fait l'algorithme SHAKE', 66  utilisé dans tous nos calculs. 

2.3 	Les calculs d'énergies libres 56,62,63,67 

La notion d'énergie libre revient plus d'une fois dans cette thèse. 11 en est 

question dès le chapitre 3 et l'énergie libre est le sujet principal des calculs 

effectués au chapitre 6. Plus spécifiquement, ce sont des différences d'énergies 

libres qui y sont calculées. Les prochains paragraphes exposent brièvement les 

notions de base ainsi que la façon dont ces calculs sont effectués quand on dispose 

d'une méthode de production de trajectoire de DM. 

La mécanique statistique permet le passage d'une distribution microscopique. 

d'un système à des observables macroscopiques décrivant des propriétés moyennes. 

La notion de fonction de partition est donc centrale à la mécanique statistique, 
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puisqu'elle représente la somme de tous les états accessibles au système. Sa 

définition est 

z f exp[—OU(X)]c1X 	 (2.35) 

où U(X) est l'énergie d'une configuration dont les X sont les coordonnées qui la 

définissent (ici le volume V est considéré comme une variable dynamique et la 

pression est constante) et ß = 1/(kBT) où kB  est la constante de Boltzmann et 

T la température. La fonction de probabilité de Boltzmann étant donnée par 

P(X = exp[—OU(X)] 	exp[—pu(x)] 	
(2.36) )  

f ...f exp[—PU(X)]dX' 

l'énergie moyenne du système 

(U(X)) = f U(X)P(X)dX 	 (2.37) 

correspond à une moyenne sur l'ensemble des configurations. L'énergie libre de 

Gibbs G du système est reliée à la fonction de partition par 

G = —k BT ln Z 	 (2.38) 

de sorte qu'une différence d'énergies libres AG entre deux états bien définis d'un 

système, soit les états 0 et 1, est donnée par 

AG = Gi  — Go  = —k BT ln —. 
Zo  (2.39) 

Il est maintenant possible d'établir le lien qui nous permet en pratique d'effectuer 

ce calcul, c'est-à-dire de transformer l'équation précédente et y retrouver une 

moyenne d'ensemble. Si, dans le rapport Zi/Zo 

f 	f exP[—OUi (X)]dX 
Zo 	f. f exp [ — OU° (X)]dX 

on insère l'identité suivante 

(2.40) 

1 	exp[—OUo (X)] exPPU0(X)1, 	 . (2.41)- 
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on obtient 

f . . . f exp[—eu, (X)] exp[OU0 (X)] exp[—OU0(X)]dX 
(2.42) Zo 	 f. . . f exp[—OU0(X)]dX 

= 	. 	 f exp[—O(AU(X))]./30 (X)dX 

= (exp[—OAU(X)])(0)  

où AU(X) = 	(X) — U0  (X) est le changement d'énergie configurationnelle 

associé au passage de l'état 0 à l'état 1 et où l'indice 0 indique que la moyenne 

d'ensemble est effectuée à partir des configurations de l'état initial du système. 

Dans ce cas, 

AG(0 1) = — kBT 1n(exp[ —OAU(X)])(0) 
	(2.43) 

AG(1 —> 0) = — kBT1n(exp[+,3AU(X)])(1) 

puisque le processus est réversible et que la définition de ce qui est inititial ou 

final est arbitraire. Cette méthode n'est cependant efficace que pour les cas où 

les états initial et final sont très proches en énergie, c'est-à-dire les situations 

pour lesquelles un état peut être considéré comme une perturbation par rapport 

à l'autre. Tout ceci parce que les changements doivent être adiabatiques afin que 

le système demeure autant que possible à l'équilibre. 

Dans notre cas, où l'on varie la charge ou le paramètre de Lennard-Jones az  

d'un atome, la différence d'énergie libre entre ces deux états est trop grande pour 

n'être considérée que comme une perturbation. La méthode des perturbations 

thermodynamiques (P.T.)68  permet de calculer la différence d'énergie libre entre 

ces deux états que l'on relie par un paramètre de couplage À et dont dépend 

l'énergie configurationnelle U(X; )) entre une valeur initiale et une valeur finale de 

sorte que l'on puisse passer de U(X; Ainitial) à U(X; Afinal). L'énergie libre devient 

donc une fonction continue entre ces deux états tel que 

G(Afinal) — G(Ainitial) 	kBT1n 
Z(Afinai) 

(2.44)  
Z(Ainitial)j 

où 

Z(A) = . 	.1 exp[--13U(X; A)]dX. (2.45) 
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G(A) 

FIGURE 11. Schéma de la méthode des perturbations. 

Le changement total d'énergie est divisé en un nombre fini d'intervalles AG dont 

chacun peut être considéré comme une perturbation: 

AG(A, —> 	AA) = —kBT ln(exp[—O(U(X; + AA) — U(X; )))])()) (2.46) 

où (U(X; A±AA)—U(X; A)) est cette fois le changement d'énergie configurationnelle 

associé à la perturbation de A,. La figure 11 illustre le processus global et la 

méthode utilisée. Le carré représente une valeur arbitraire de ), soit par exemple 

A,. Le système est tout d'abord équilibré à cette valeur, puis un ensemble de con-

figurations est produit. Les énergies configurationnelles sont ensuite recalculées à 

partir du même ensemble de configurations mais à A, ± AA de sorte à obtenir la 

perturbation de l'énergie configurationnelle qui permet le calcul de la perturbation 

sur l'énergie libre via l'équation (2.46). La différence totale d'énergie libre est 

obtenue en additionnant tous les AG: 

G(final) = G(initiai) E —AG (A, —> — AA) + AG (A, ---> A, + AA) (2.47) 
1=1 

De plus, ces calculs doivent être effectués dans les deux directions, comme montré_ 

à la figure 11, et la similitude des résultats de l'aller et du retour est une indication 

de la qualité du calcul. Entre autres, cela est un indicateur à savoir si l'ensemble 
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des configurations produites est statistiquement suffisant. Ces critères de conver-

gence et la qualité des calculs sont discutés dans les chapitres concernés. 

La méthode d'intégration thermodynamique (I.T.)64  adopte une approche 

légèrement différente pour le calcul du AG(A). Reformulons la différence d'énergie 

libre AG comme suit: 

AG = G(1) — G(0) = /01 a dA 	 (2.48) 

où 
OG(A) 

 = kBT 
 ln Z(A)  = kBT OZ (A)  

(2.49) OA 	 OA 	Z(A) OA 
Considérant que 

Z(A) = . 	exp[—OU(X; A)]dX 	 (2.50) 

on calcule que 

OZ (A) = 0  f .. . f OU(X; A)  
exp[—OU(X; AldX. 	(2.51) OA 	 DA 

En substituant ce résultat dans l'équation 2.49 on obtient 
0G(À) 	1  f 	f 0U(X; A) 

. • • j 	aA 	exp[—OU(X; A)1dX 	(2.52) OA 	Z(M f  

que l'on simplifie en utilisant les équations 2.36 et 2.37, ce qui donne: 

1. I 
0U(X; A) 

 P X)dX = OU(X "  A)  
OA 	 OA 

(2.53) 

où (...) indique une moyenne d'ensemble. On obtient alors l'expression suivante 

en remplacement de l'équation 2.49: 

OG(À)  I OU(X))  
(2.54) OA 	\ DA 

(,\) 

Finalement, le résultat équivalent à l'équation 2.47 pour la méthode d'intégration 

thermodynamique est le suivant: 

4.(X;  \ 
G(Afinal) 	G(Ainitial) 	

1 f0U 	A)
dÀ 
	

(2.55) 
initial \ 	a 	I (A)  

Pratiquement, il suffit de faire autant de simulations que de sauts discrets de Ai  

et d'intégrer numériquement l'équation (2.55) à partir des valeurs de (U(X))),, 

calculées pour des A successifs allant de l'état initial à l'état final, de façon 

similaire à la méthode des perturbations thermodynamiques. 



CHAPITRE 3 

Étude des interactions entre le Ca2+ et ses ligands dans la 

calbindine D9k 

3A. Introduction 

La première étape de ce travail consiste à paramétriser un ion calcium dans 

un contexte où l'énergie totale des interactions non-liées est la somme des interac-

tions entre paires d'atomes, ce qui implique que les effets reliés aux interactions à 

plusieurs corps sont négligés. De plus, cette détermination de paramètres se situe 

dans un contexte où les charges sur les atomes sont fixes. Dans ce chapitre, seuls les 

paramètres pour le Ca2+ sont déterminés et cela en fonction des paramètres déjà 

présents dans le champ de force param22.51  La charge du Ca2+ est fixée à +2e, où e 

est l'unité de charge élémentaire, puisque les paramètres des acides aminés dans le 

champ de force param2251  ont été déterminés dans un contexte où ils interagissent 

avec des molécules neutres. Mais en fait, le Ca2+ en présence de ligands chargés 

négativement subit un transfert de charge assez important, pouvant amener sa 

charge jusqu'aux environs de +1.6e lorsque sa coordinence est de sept ou huit (voir 

section 3.2). En premier lieu, les paramètres a et e du potentiel de Lennard-Jones 

sont ajustés afin d'être combinés à d'autres espèces atomiques et représenter le 

mieux possible les réalités physiques des interactions Ca2+-1igands. La principale 

méthode d'ajustement utilisée à cette fin est de tenter de reproduire le mieux 

possible l'énergie libre d'hydratation du Ca2+ mesurée expérimentalement par des 

simulations de dynamique moléculaire (DM). Ce choix est basé sur l'argument" 

que l'ajustement de paramètres à des courbes d'interactions en phase gazeuse ne 
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garantit pas que ces mêmes paramètres soient aptes à reproduire des propriétés 

du système en phase condensée. Puis, le paramètre ajusté est testé en comparant 

les courbes d'énergies d'interactions Ca2±-1igand calculées avec CHARMNI" à 

celles calculées par des méthodes ab initio à l'aide du logiciel Gaussian90." 

La section 3.3 évalue la contribution des interactions non-additives ou effets à 

plusieurs corps qui sont implicites dans les calculs ab initio mais qui n'apparaissent 

pas de façon explicite dans la fonction de potentiel de CHARMM." Cette con-

tribution est cependant d'une certaine façon incluse dans le fait que les paramètres 

du potentiel à deux corps sont déterminés pour reproduire l'énergie libre d'hydratation. 

En prévision d'inclure dans CHARMM un terme d'énergie qui rendrait compte 

de façon explicite et approximative de la contribution non-additive, la section 3.4 

décrit la méthode utilisée pour déterminer la polarisabilité atomique de chacun 

des atomes liées au Ca2+ dans les sites. Enfin, la section 3.5 présente une tentative 

d'inclusion d'un terme d'énergie de polarisation induite pour le cas test de l'inter-

action entre le Ca2+ et les molécules d'eau. 

3.2 Paramétrisation du Ca2+ 

3.2.1 Calcul de l'énergie libre d'hydratation du Ca2+ et propriétés 

statiques du Ca2+ dans l'eau 

L'énergie libre d'hydratation expérimentale du Ca2+ est la principale mesure 

en fonction de laquelle les paramètres 0ca2+ et eca2+ de Lennard-Jones sont 

ajustés. Les calculs de l'énergie libre d'hydratation du Ca2+ sont réalisés par 

DM de Langevin selon la méthode exposée à la section 2.3. La première étape 

consiste à simuler un système à pression constante où le Ca2+ est déjà inclus dans 

une sphère de molécules d'eau (modèle TIP3P60 ) de sorte à ne pas avoir à calculer 

l'énergie libre associée à la formation d'une cavité pour loger le Ca2+. Ce dernier 

est fixé au centre de la sphère et les conditions aux frontières sont celles exposées 



43 

à la section 2.2.2. Ces calculs ont été effectués avec des sphères comptant 6, 25, 50 

et 100 molécules d'eau afin d'observer la convergence de la méthode du potentiel 

appliqué à la frontière sphérique du solvant' en fonction du nombre de molécules 

d'eau incluses. Le même protocole a été utilisé pour chacun des quatre systèmes 

de 6, 25, 50 et 100 molécules d'eau. 

Tout d'abord, l'énergie du système subit 100 pas de minimisation ABNR 

(voir section 2.2.3). S'ensuit une dynamique de Langevin simulée à 300 K avec 

un coefficient de friction -yi /m, = 0.2 ps appliqué seulement aux oxygènes ce qui 

correspond à un temps caractéristique de relaxation de 5 ps-1  et qui est déterminé 

par la viscosité de l'eau liquide et du coefficient de friction d'une molécule d'eau 

dans l'eau. 

Un pas d'intégration de 0.001 ps est utilisé dans tous les cas. Afin d'économiser 

du temps de calcul, seule la charge du Ca2+ est perturbée lors du calcul de 

l'énergie libre, ce qui signifie que seule la contribution électrostatique à l'énergie 

libre d'hydratation du Ca2+ est évaluée. L'énergie libre associée à la formation 

de la cavité où loge le Ca2+ est approximée à partir des données homologues' 

pour le Na (+2.6±0.5 kcal/mol) qui possède un rayon ionique (rNa2+ = 0.95 A)57  

proche de celui du Ca2+ (rca2+ = 0.99Å).57  Cette contribution pour le sodium 

a été calculée avec les mêmes conditions aux frontières et la même méthode 

de perturbations. L'énergie libre d'hydratation expérimentale du Ce+ utilisée 

comme référence étant de —380.8 kcal/mo1;7° on vise donc à calculer une valeur 

autour de —383.4 kcal/mol pour la contribution électrostatique. 

La charge du Ca2+ est perturbée de +2e à Oe en simulant le système à 

des valeurs successives de A, partant de 1.95 jusqu'à 0.05 par sauts de 0.10, 

pour un total de 20 fenêtres. Le calcul est aussi effectué en sens inverse (Oe à 

+2e) et c'est la moyenne des deux directions (aller et retour) qui est retenue 

comme résultat final. A chaque fenêtre de A, on effectue 10 ps d'équilibration du 

système, suivi par une période de 10 ps de production de trajectoire. Un total de 
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1000 configurations forme l'ensemble statistique servant au calcul de chacun des 

20 A.Gi  dont la somme (voir équation 2.47) est la contribution électrostatique 

totale à l'énergie libre d'hydratation du Ca2+.  La méthode d'essais et erreurs a 

été utilisée afin de s'approcher du uca2+ optimal, en ayant préalablement fixé 

le paramètre eca2+ à —0.1200 kcal/mol qui est la valeur attribuée au Ca2+ par 

Prod'hom dans paramen lors d'une première tentative de paramétrisation du 

Ca2+. Le fait de fixer le paramètre E à une valeur déjà attribuée et de varier u 

vient du fait que l'énergie du terme de van der Waals a une plus grande sensibilité 

aux fluctuations de ce dernier (voir équation 2.22). 

Les systèmes comptant 6 et 25 molécules d'eau ont d'abord été utilisés 

puisque ces calculs sont relativement rapides, et ensuite les systèmes comptant 50 

et 100 molécules d'eau pour un raffinage final. Le paramètre o-ca2+ a été fixé au 

moment où on reproduisait raisonnablement la valeur expérimentale de référence. 

La valeur finale pour le Ca2+ ainsi que les autres paramètres sont donnés au 

tableau I. 

o- 

(kcal/mol) 

Ca2+ —0.1200 2.4357 

0 (de H20 TIP3P) 	—0.1521 3.1575 

TABLEAU I. Paramètres d'interaction de Lennard-Jones du Ca2+ et de l'oxygène 

d'une molécule d'eau. 

Les résultats des calculs d'énergies libres faits à partir du paramètre final 

sont présentés au tableau II. Le résultat du calcul effectué avec la sphère de 100 

molécules d'eau est de —384.6 kcal/mol pour la partie électrostatique. L'énergie 

libre d'hydratation obtenue est donc de —382.0 kcal/mol après recalcul incluant 

la contribution de la formation de la cavité. 

D'autres ensembles de paramètres de Lennard-Jones du Ca2+ ont déjà été 



45 

AG 

(kcal/mol) 

6 —388.7 

25 —381.7 

50 —382.6 

100 —384.6 

TABLEAU II. Contribution électrostatique à l'énergie libre d'hydratation du 

Ca2+ calculée pour les cas où le Ca2+ est simulé dans une sphère de ri molécules 

d'eau. 

utilisés dans des simulations effectuées par Ahlstriim et coll.,' Sussman et Weinstein,' 

Åqvist,69  Prod'hom et Karplus,' et Obst et Bradaczek.' Lors d'une étude com-

parative de différents ensembles de paramètres, Aqvist' a utilisé les paramètres 

de Ahlstriim et co11.71  et Sussman et Weinstein' ainsi que ceux développés dans 

son travail afin de reproduire l'énergie libre d'hydratation du Ca2+. Il a trouvé 

que les paramètres des deux autres groupes d'auteurs" 72  ne reproduisaient pas la 

référence expérimentale de l'énergie libre d'hydratation et que seuls ses propres 

paramètres donnaient une réponse juste.' Cette étude laisse entendre que si 

les paramètres n'ont pas été développés en tenant compte de cette référence 

expérimentale, ils ont alors peu de chances de bien la reproduire. 

Des trajectoires de 100 ps ont été générées pour des systèmes incluant le 

Ca2+ et 25, 50 ou 100 molécules d'eau. Ceci afin de comparer certaines propriétés 

statiques calculées avec le nouveau paramètre à leurs homologues provenant de 

données expérimentales. La figure 12 illustre la fonction de distribution radiale 

des atomes d'oxygène à partir du centre du Ca2+.  Le premier maximum de la 

fonction de distribution radiale correspond dans ce cas-ci à la distance Ca2+-0 

(de l'eau) la plus probable mais aussi au rayon auquel on retrouve la première 

coquille d'hydratation. Dans tous les cas on trouve une valeur de 2.3 Å qui semble-

indépendante du nombre de molécules d'eau incluses dans la simulation, d'où 
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FIGURE 12. Distribution radiale g(r) ( À'des atomes 0 (de l'eau) en fonction 

de la distance r à partir du centre du Ca2+, calculée à partir des trajectoires de 

DM. 

on peut conclure que des propriétés de dilution infinie ont bien été simulées. 

Des données expérimentales obtenues par diffraction de neutrons ou de rayons X 

stipulent que la majorité des distances Ca2+-0 (de l'eau) se retrouvent entre 2.3 et 

2.5 Å:76 76' 77' 78  avec une moyenne d'environ 2.42 Å, et varie proportionnellement 

avec la coordinence du Ca2+. Bien qu'il ne s'agisse que d'une approximation 

statique à la définition dynamique de la coordinence, qui tient compte du temps 

de résidence des molécules d'eau autour de l'ion, une coordinence de 7.3 molécules 

d'eau a été obtenue en moyenne pour les trois cas en totalisant l'aire sous la courbe 

du premier maximum d'hydratation. Selon les données expérimentales,'" la 
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coordinence la plus probable du Ca2+ est de sept ou huit molécules d'eau faisant 

partie d'une première coquille d'hydratation, mais quelques rares cas de six ou 

neuf liens de coordinence ont été observés, et ce nombre dépend lui-même de la 

concentration de Ca2+ en solution à laquelle il est inversement proportionnel. On 

note aussi la présence de la seconde et la troisième coquille d'hydratation qui 

apparaissent avec l'augmentation de 25, à 50 et à 100 molécules d'eau. 

Des paramètres de Lennard-Jones ont été attribués au Ca2+ de sorte à repro-

duire son énergie libre d'hydratation. De plus, les propriétés statiques du Ca2+ 

hydraté avec ces paramètres (fonctions de distribution radiale et coordinences) 

sont très similaires aux données expérimentales. La prochaine section examine en 

détail la qualité des paramètres de Lennard-Jones en vérifiant leur comportement 

dans l'interaction avec d'autres molécules qui modélisent les ligands du Ca2+ in 

situ. 

3.2.2 Calculs de courbes d'énergies d'interaction de systèmes Ca2+ 

ligands 

Afin d'évaluer la qualité de la fonction de potentiel au niveau microscopique, 

les distances Ca2+-ligand sont optimisées (minimisation de l'énergie) et les courbes 

d'énergie d'interaction Ca2+-ligands sont toutes deux calculées et comparées avec 

leurs homologues ab initio ainsi qu'avec des données expérimentales lorsque dis-

ponibles. 

Le Ca2+ interagit en premier lieu avec des atomes d'oxygène appartenant à 

un acide aminé ou à une molécule d'eau, et avec lesquels il établit des liaisons 

ioniques avec très peu de caractère covalent.' Afin d'alléger la taille des systèmes 

Ca2+-acide aminé et de permettre des calculs ab initio en des temps raisonnables, 

chacun des acides aminés concernés est pris comme interagissant seul avec le Ca2+ 

et est représenté par une molécule modèle se prêtant plus facilement aux calculs. 
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Les acides aminés dont l'atome d'oxygène (lié au Ca2+) fait partie de la chaîne 

principale (site I: A1a15, G1u17, Asp19 et G1n22; site II: G1u60) sont modélisés 

par le N-méthyle-acétamide (NMA), ou par l'acétamide dans le cas de 1'Asn56. 

Les autres acides aminés, dont l'atome d'oxygène fait partie d'une chaîne latérale 

(site I: G1u27 (bidenté); site II: Asp54, Asp58 et G1u65 (bidenté)), sont modélisés 

par une molécule de propionate. Le terme bidenté signifie que les deux atomes 

d'oxygène du groupement carboxylique du propionate sont liés symétriquement 

au Ca2+. Les charges attribuées aux atomes d'une molécule modèle sont les 

mêmes que celles présentes sur l'acide aminé représenté dans le champ de force 

param22.51  Ces molécules modèles d'acides aminés sont couramment utilisées aux 

mêmes fins et reconnues comme étant des modèles valables pouvant représenter 

des groupements peptidiques d'une protéine.' Dans les calculs classiques, les 

molécules d'eau liées au Ca2+ sont représentées par le modèle TIP3136° comme 

dans tous les calculs de DM de cette thèse. Et c'est aussi la géométrie du modèle 

TIP3P,' très proche de la géométrie d'une molécule d'eau en phase gaseuse, qui 

a été utilisée pour les calculs ab initio, mais dont la distribution des charges varie, 

bien sûr, en fonction des calculs ab initio. Les coordonnées de l'acétamide et du 

NMA proviennent de structures déterminées expérimentalement par diffraction 

d'un gaz d'électrons. 813 ' 81  Dans le cas du propionate, un ensemble complet de 

coordonnées déterminées expérimentalement pour tous les atomes n'était pas 

disponible. La structure du propionate a donc été optimisée avec la base 6-

311 G **82 83' 84  au niveau Hartree-Fock (HF), à partir de coordonnées initiales 

elles-mêmes provenant d'une optimisation avec une base moins complète.85, 86 

La géométrie intra-moléculaire a été fixée lors de tous les calculs. La figure 

13 présente le modèle utilisé pour chaque acide aminé ayant un atome d'oxygène 

lié au Ce-F. L'orientation relative entre le Ca2+ et la molécule est fixée dans 

tous les calculs, tel qu'illustré à la figure 13. Seule la distance entre le Ca2+ et 

l'atome d'oxygène de la molécule est variée et c'est en fonction de cette distance 

qu'est minimisée l'énergie (distance optimale) ou calculées les courbes d'énergies 
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FIGURE 13. Structures et configurations des modèles utilisés pour représenter 

les interactions Ca2+-1igand dans les sites de la calbindine D9k: a) Ca2+-H20; b) 

Ca2+-acétamide et Ca2+-NMA; c) Ca2±-propionate (configuration bidentée); d)_ 
Ca2+-propionate (configuration monodentée). Les lignes pointillées représentent 

l'axe selon lequel est variée la distance Ca2±-0 dans les calculs subséquents. 
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d'interaction. 

Le logiciel Gaussian905°  a été utilisé pour effectuer les calculs par la méthode 

HF. Une base 6-311G*k 82, 83' 84  a été utilisée pour les atomes C, N, 0 et H, soit 

une base double dzéta avec fonctions de polarisations. Pour le Ca2+, la base de 

Wachters' (148, 9p) contractée par Gianolo et co11.88  [6s, 3p] a été retenue et 

consiste en une base (62221+/621), donc double dzéta avec une fonction diffuse 

mais sans fonction de polarisation. Pour chaque calcul d'énergie d'interaction, 

l'énergie totale du système Ca2±-ligand est d'abord calculée, puis on doit soustraire 

l'énergie propre de chacune des espèces en interaction. 

Il y a une erreur associée au fait de ne pas utiliser le même ensemble de 

fonctions de base lors du calcul de l'énergie propre de chacune des espèces, que 

lors du calcul pour le système tota1.89  Le calcul de l'énergie du système total 

bénéficie d'un développement de fonctions de bases plus étendu (provenant des 

deux espèces), tandis que le calcul pour chacune des espèces est réalisé seulement à 

partir de la description de cette espèce. Lors du calcul de l'énergie d'interaction, il 

serait avantageux d'obtenir des erreurs presque égales lors des calculs de l'énergie 

du système total et des espèces isolées, car alors ces erreurs pourraient s'annuler 

plus efficacement lors de la différence et fournir un résultat plus juste. Cette 

erreur traditionnellement appelée l'erreur associée à la superposition des bases 

(Basis Set Superposition Error) a été corrigée par la méthode counterpoise," 

c'est-à-dire que les énergies propres du Ce+et du ligand ont été respectivement 

calculées en absence des noyaux du ligand et du Ca2+dont les fonctions de base 

demeurent incluses dans le calcul. Chaque espèce fantôme conserve sa description 

électronique (sa base) qui est utilisée dans le calcul de l'énergie propre de l'autre 

espèce afin d'obtenir un calcul de meilleure qualité. Ces énergies d'interaction 

sont calculées à tout une succession de points sur les axes Ca2±-0 tels que définis 

à la figure 13. 

Le tableau 111 donne les résultats des calculs de minimisation de l'énergie 



51 

rmin( A.) énergie (kcal/mol) 

ligand HF parame HF param22 

H20 2.3381 2.1802 —50.9392 —50.7460 

acétamide 2.1295 2.1075 —82.8432 —66.1340 

NMA 

propionate 

monodenté 

2.1840 

2.0813 

2.1171 

1.9885 

—85.2561 

—252.0915 

—62.4150 

—248.6561 

bidenté 2.5538 2.3284 —283.7274 —300.3375 

TABLEAU III. Distances optimales et énergies minimales de l'interaction Ca2+-

ligand, calculées par la méthode HF (base 6-311G** 82 ' 83' 84  pour les atomes C, 

N, 0 et H, et base de Wachtersecontractée par Gianolo et coll."pour le Ca2+.) 

et par le logiciel CHARMM (param2251 ). 

du système Ca2+-1igand en fonction de la distance Ca2±-0 telle que définie à 

la figure 13. Il faut rappeler que la contribution de l'énergie de dispersion, de 

nature électrodynamique, n'est pas incluse dans les calculs d'énergies statiques 

HF. Malgré ce manque, l'utilisation de cette méthode ab initio est considérée 

valable puisque la contribution de l'énergie de dispersion ne représente qu'entre 1 

et 7% de l'énergie totale dans le cas des ions doublement chargés positivement.' 

Les résultats ab initio pour l'interaction Ca2+-H20 sont en accord avec les 

résultats obtenus par d'autres auteurs,79 91' 92  et les petites différences entre les 

résultats proviennent de la méthode (HF, MP2 ou MP3: 2-3 kcal/mol, 0.05 A) 

et/ou de la base utilisée qui engendre des différences plus considérables tout 

dépendant de la présence de fonctions de polarisation. Notons que les méthodes 

MP2 et MP3 incluent la contribution de l'énergie de dispersion. Bien que l'énergie 

minimale calculée avec parame s'accorde avec le résultat HF, la distance optimisée 

avec parame est sous-estimée par 0.158 Å. Cette tendance est maintenue pour 

l'acétamide (-0.0219Å), le NMA (-0.0669Å) et le propionate (-0.0928. et-

-0.2150 A), et leur énergie minimale respective est sous-estimée, sauf pour le 
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cas du propionate dans la configuration bidentée. Le meilleur accord après la 

molécule d'eau est le propionate monodenté et le plus mauvais le NMA. Il faut 

encore rappeler que les résultats HF dépendent beaucoup de la base utilisée. 

Des données expérimentales de cristallographie concernant la géométrie des 

interactions Ca2+-groupement carboxyl ont été compilées pour différents types 

de ligands." De cette compilation, on dégage les tendances générales suivantes 

concernant la distance Ca2+-0 dans un contexte où la coordinence du Ca2+ est 

de sept ou de huit: 1) la majorité des distances Ca2+-0 se situe entre 2.3 et 2.5 A 

avec des moyennes respectives pour les configurations mono et bidentée de 2.38 

et 2.53 Å. Les configurations monodentées ont donc tendance à être plus courtes; 

2) cette distance augmente avec la coordinence du Ca2+. Les distances optimales 

calculées par param22 (tableau III) ont donc de bonnes chances de reproduire les 

distances Ca2+-1igands in situ. Une analyse plus approfondie de l'ensemble des 

paramètres est donnée suite à la présentation aux pages suivantes des courbes 

d'énergies d'interaction Ca2+-1igands. 

Le tableau IV donne une liste des charges partielles présentes sur les atomes 

des molécules modèles en présence et en absence du Ca2+ lors des calculs ab initia 

(analyse de charges de Mulliken à la distance Ca2±-0 optimisée), et dans le champ 

de force param2251  (charge fixe attribuée à chaque atome). Il est important de 

souligner que les analyses de charges de Mulliken sont très sensibles aux choix de 

base ab initio et qu'une base plus complète donnera de meilleurs résultats. 
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molécule atome HF 

avec Ca2+ sans Ca2+ 

param2251  

H20 Ca2+ 1.98 2.00 

0 -0.76 -0.50 -0.83 
NH2C1(C2H3)0 ca2+ 1.97 2.00 

acétamide 0 -0.89 -0.59 -0.55 
Cl 0.60 0.73 0.55 

C2 -0.29 -0.55 -0.27 

N -0.48 -0.94 -0.62 
NH(C3H3 )C10C2H3  Ca2+ 1.97 2.00 

NMA 0 -0.90 -0.61 -0.51 
Cl 0.60 0.72 0.51 

C2 -0.09 -0.19 -0.27 

C3 -0.28 -0.55 -0.11 

N -0.49 -0.88 -0.47 
C3H3C2H2C10102 Ca2+ 1.95 2.00 

propionate 01 -1.01 -0.66 -0.76 
monodenté 02 -0.50 -0.64 -0.76 

Cl 0.61 0.50 0.62 

C2 -0.29 -0.27 -0.28 

C3 -0.20 -0.20 -0.27 
C3H3C2H2C10102 Ca2+ 1.883 2.00 

propionate 01 -0.74 -0.66 -0.76 
bidenté 02 -0.72 -0.64 -0.76 

Cl 0.46 0.50 0.62 

C2 -0.24 -0.27 -0.28 

C3 -0.20 -0.20 -0.27 

TABLEAU IV. Charge partielle présente sur chacun des atomes des molécules 

modèles à la distance Ca2+-0 optimale (voir tableau III). Les charges ab initio 
83, proviennent d 	 82, 84'analyses de charges de Mulliken (base 6-311G** 	pour les 

atomes C, N, 0 et H et base de Wachters'contractée par Gianolo et colf."pour 

le Ca2+). 
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Néanmoins, ces résultats suggèrent que les charges attribuées à ces molécules 

modèles, et donc aux acides aminés qu'elles représentent, ne sont pas parfaitement 

adaptées au cas où un ion divalent est présent dans le système. Cette observation 

est d'autant plus valable pour les atomes d'oxygène des molécules modèles. Il 

ne faut pas non plus négliger la charge du Ca2+ qui déjà diminue lorsqu'il est 

en interaction avec un seul ligand. Bien que cette analyse de charges dépende 

fortement de la base utilisée, il semble tout de même qu'un champ de forces tel 

que param2251  avec des charges fixes ne tient pas compte d'effets électroniques 

importants qui surviennent lorsqu'un ion est présent dans le système. 

Les courbes d'énergies d'interaction présentées aux figures 14 à 16 donnent 

un autre aperçu de la qualité des paramètres du Ca2+, mais dépendent aussi des 

autres paramètres du champ de force param2e1  qui ont été utilisés. L'interaction 

Ca2+-H20 est celle qui est la mieux représentée, peut-être entre autres pour ces 

raisons: tout d'abord, les paramètres du Ca2+ ont été ajustés en fonction de 

l'énergie libre d'hydratation du Ca2+; et ensuite, la molécule d'eau est la plus 

petite à interagir avec le Ca2+, ce qui minimise l'erreur totale sur la paramétrisation 

de l'interaction entre ces deux expèces; de plus, le dipôle du modèle TIP3P 

(2.35 Debye) est surestimé par 27% par rapport à la valeur expérimentale connue 

(1.855 Debye) afin de compenser l'absence de polarisation induite. 

L'acétamide et le NMA sont, tout comme 1'H20, des molécules neutres mais 

elles ne sont pas aussi bien représentées dans leur interaction avec le Ca2+. Les 

paramètres des acides aminés et des molécules modèles ont été déterminés afin 

de bien représenter leurs interactions avec d'autres atomes neutres (bien qu'ayant 

des charges partielles sur certains atomes), comme le témoigne le tableau IV. On 

note à la figure 15 que la courbe ab initio du NMA (bas) présente un puits plus 

profond que celle de l'acétamide (haut), ce qui n'est pas le cas pour les mêmes 

courbes produites avec param22 où l'on observe en fait le contraire. Le puits plus 

profond pour l'interaction Ca2+-acétamide dans le cas de param22 s'accorde avec 
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FIGURE 14. Courbes d'énergies d'interaction Ca2+-H20 en fonction de la 

distance telle que définie à la figure 13. 

le fait que la charge fixée sur l'oxygène de l'acétamide (-0.55e) est légèrement 

plus élevée que sur le NMA (-0.51e), contrairement au résultat ab initio où c'est 

le NMA qui possède une plus forte charge. 

Les courbes d'énergie d'interaction Ca2+-propionate ne s'étendent pas plus 

loin que 6 Å. En effet, les calculs ab initio effectués au niveau HF pour le cas du 

propionate en interaction avec le Ca2+ donnent des énergies positives (répulsion) à 

plus de 6 Å et la courbe semble alors se comporter comme s'il y avait un problème 

de dissociation, c'est-à-dire que la répartition spatiale des électrons entre les deux 

espèces n'est pas effectuée correctement. De fait, à plus de 6 Å, la charge du 

calcium s'établit à environ +1.4e tandis que les atomes d'oxygène se répartissent 

la quantité de charge manquante au calcium de façon différente selon qu'il s'agit de 
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la configuration monodentée ou bidentée. Bien que le propionate soit une molécule 

à couches fermées lorsque liée au Ca2+, ce n'est cependant plus le cas à plus de 

6 Å, ce qui implique que la méthode HF où l'on impose une forme à la fonction 

d'onde (HF restreint) ne fonctionne pas bien. Il s'agirait là d'un cas similaire à 

la dissociation de la molécule H2 pour laquelle la méthode HF restreinte donne 

une distribution des électrons identiques aux deux atomes parce que l'on impose 

que les deux électrons se trouvent dans la même orbitale. La méthode HF non-

restreinte (équations de Pople-Nesbet) apporte habituellement une solution à ce 

problème en n'imposant pas que la fonction d'onde du complexe soit une fonction 

propre de l'operateur de spin, comme c'est le cas pour la méthode restreinte. 

Le puits calculé avec param22 pour la configuration bidentée est plus profond 

que son homologue ab initio. Il faut rappeler que les charges attribuées aux 

atomes du propionate lors des calculs effectués avec param22 sont les mêmes 

dans les cas mono et bidenté. Les courbes d'interactions présentées à la figure 

16 montrent que l'interaction monodentée avec le propionate est relativement 

bien représentée et offre un bien meilleur résultat que l'interaction bidentée. Ceci 

est un peu surprenant, puisque dans param22 les charges de la configuration 

monodentée sont réparties également sur les deux atomes d'oxygène plutôt que 

d'être polarisées sur l'atome qui interagit avec le Ca2+, comme c'est le cas lors des 

calculs ab initio. La figure 17 montre l'interaction Ca2+-propionate bidenté dont 

la charge du Ca2+ a été diminuée à +1.88e dans param22 afin représenter un Ca2+ 

ayant subit un transfert de charge, et compare ce résultat avec la même courbe 

ab initio présentée à la figure 16 (bas). Bien qu'incomplet, puisque les charges 

sur les atomes de la molécule modèle n'ont pas été changées, ce résultat montre 

la sensibilité de la fonction de potentiel aux charges atomiques. Il apparaît qu'un 

modèle où les charges sont fixes offre peu de possibilités d'amélioration, entre 

autres pour le Ca2+et les atomes du propionate qui devraient en principe avoir 

des charges différentes pour les configurations monodentée et bidentée. La section 

suivante vise donc à définir et à évaluer une méthode d'amélioration du modèle. 
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FIGURE 15. Courbes d'énergies d'interaction Ca2±-acétamide (haut) et Ca2+-

NMA (bas) en fonction de la distance telle que définie à la figure 13. 
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FIGURE 16. Courbes d'énergies d'interaction Ca2+-propionate monodenté (haut) 

et bidenté (bas) en fonction de la distance telle que définie à la figure 13. 



HF — 
param22 Ca+1.88  

59 

0 

—50 

énergie 100  
(kcal/mol) 

—150 

—200 

—250 

—300 
1 
	

2 	3 
	

4 
	

5 
	

6 
distance (Å) 

FIGURE 17. Courbes d'énergies d'interaction Ca2+-propionate bidenté. Dans la 

courbe de param22, le calcium a une charge de +1.88e. La courbe HF est la même 

qu'à la figure 16 (bas). 
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3.3 Évaluation de la partie non-additive des interactions Ca2+-H20 

pour des agrégats de deux à six H20 

Un modèle idéal, dans le contexte de la DM, serait de rendre tous les atomes 

lourds polarisables, y compris le Ca2+. Cependant, la tentative faite ici d'améliorer 

le modèle et présentée dans cette prochaine section réduit cette tâche au minimum 

afin d'évaluer la faisabilité du projet. Les atomes lourds ne sont donc polarisés 

que par le Ca2+ qui, pour sa part, conserve sa charge fixée à +2e. 

L'étalon choisi afin d'ajuster le nouveau modèle d'atomes polarisables consiste 

en la contribution dite non-additive, associée aux effets à plusieurs corps. En fait, 

il a été verifié que cette contribution non-additive correspond approximativement 

à l'énergie de polarisation induite au second ordre pour les interactions ion-

(H20),94  et ion-peptide.95  On vise donc ici à évaluer la contribution non-additive, 

ou effets à plusieurs corps, des interactions du Ca2+ avec des agrégats de deux 

à six molécules d'eau, c'est-à-dire la différence entre l'énergie totale et la somme 

de toutes les paires d'énergies d'interactions entre atomes. Il a été proposé que 

ces effets étaient négligeables dans les interactions entre molécules neutres." 97  

Cependant, la présence d'un ion monovalent en interaction avec des molécules 

d'eau' ou des groupements peptidiques" rend cette approximation inadéquate, 

notamment parce que les effets à plusieurs corps constituent un facteur qui 

influence la structure des premières coquilles d'hydratation de l'ion"' 99  et donc 

de la coordinence. En particulier, les propriétés qui dépendent de la dynamique 

ou des interactions à longue portée (constantes diélectriques, différents temps 

de relaxation) sont particulièrement sensibles aux effets à plusieurs corps.74, 100 

De plus, l'importance de ces derniers augmente avec la charge du cation et du 

nombre de molécules d'eau qui l'entourent.'" On s'attend donc à ce que cette 

contribution non-additive en présence du Ca2+ soit assez importante. 

Bien qu'aucun terme explicite d'énergie n'apparaisse pour le moment dans 
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la fonction de potentiel utilisée, cette contribution est tout de même incluse de 

façon moyenne par le biais de paramètres adéquats qui reproduisent les propriétés 

macroscopiques telles que l'énergie libre d'hydratation du Ca2+.  Mais toutes les 

propriétés macroscopiques ne sont pas nécessairement bien reproduites par ce 

modèle, non plus que la justesse de la réalité physique des interactions au niveau 

microscopique. L'évaluation de la contribution non-additive se veut un point de 

départ dans l'élaboration d'un modèle où apparaîtrait explicitement un terme 

d'énergie qui rendrait compte de cette contribution. 

L'énergie d'interaction totale entre les molécules d'un système est donnée 

par une série de termes d'interactions à deux, trois, quatre, ... n corps: 

utotale 	E  u(i ,i)  E u(i, k)  E u(i, 	n ) 	(3.1) 

= E U(2 corps) + E U(n corps) 

de sorte que la contribution des effets à plusieurs corps (non-additive) peut être 

évaluée par 

E u(n corps) = utotale 	TT ( 2_, ci corps) 

et pour le cas du Ca2+ entouré de n molécules d'eau, on a 

E U(2 corps) = E U(Ca2+-H20i) E u(H20,4120) 

Des calculs ab initio au niveau de HF avec une base 6-311G**82, 83, 84 pour 

les atomes 0 et H, et la base de Wachterse contractée par Gianolo et coll.' pour 

le Ca2+ ont été utilisés (voir section 3.2.2) afin d'effectuer les calculs pour les 

systèmes allant de une à six molécules d'eau. L'énergie totale du système est tout 

d'abord minimisée par rapport aux coordonnées intermoléculaires afin de trouver 

la géométrie optimale et de calculer Ut°tale. Puis, à cette géométrie optimale, les 

énergies d'interaction Er U(ca2+-H2o,) et Ei>j  U(H20„H2o,) sont calculéesrsuite à 

quoi, la contribution des effets à plusieurs corps est évaluée (équation 3.1).-  Les 

(3.2) 

(3.3) 
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rmin. 

ut ot ale EU (2 corps) 

u(ca2F_H2 0,) 	Ei>i  u(H20,-Ho) 

EU (n corps) 

1 2.3381 —50.9392 —50.9392 

2 2.3589 —98.2782 —101.6860 1.1002 2.3076 

3 2.3757 —141.1456 —152.3868 4.7940 6.4472 

4 2.4027 —176.1998 —202.5312 12.0334 14.2980 

6 2.4403 —238.5524 —302.3646 31.1118 32.7004 

TABLEAU V. Évaluation de la contribution non-additive dans les calculs ab 

initio. La distance rmin. est en Å et les énergies en kcal/mol. 

résultats sont donnés au tableau V. Les deux dernières colonnes de ce tableau 

correspondent à des interactions répulsives, soit les interactions H2 0-H20 dont 

les dipôles ne sont pas disposés favorablement, et la contribution non-additive, 

qui est raisonnablement bien approximée par l'énergie de polarisation induite au 

second ordre' et qui correspond elle aussi à des interactions répulsives reliées 

à l'induction de dipôles supplémentaires sur les molécules d'eau. Il ressort que 

l'approximation qui consiste à additionner les interactions électrostatiques par 

paires néglige cette contribution importante dans le cas du Ca2+hydraté. La con-

tribution non-additive pour le cas du Ca2+ hydraté est environ deux fois celle 

pour le cas du Na+ pour lequel il est reconnu qu'une telle approximation n'est 

pas valable.' 

Des calculs similaires ont été effectués avec param22 et les paramètres du 

Ca2+ définis à la section précédente, en conservant les mêmes configurations 

angulaires des molécules d'eau autour du Ca2+. La différence avec les calculs 

ab initio réside en ce qu'il n'est pas possible de calculer la même contribu-

tion à plusieurs corps avec CHARMM. Les résultats sont présentés au tableau 

VI. On y voit que la distance optimale calculée est plus courte que pour les 

calculs ab initio et que l'énergie d'interaction est plus favorable dans tous les 

cas présentés. Ceci est probablement, en partie, une conséquence du fait que 
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l'énergie d'interaction à deux corps Ca2+-H20 est surestimée. La dernière colonne, 

obtenue par soustraction de la quatrième colonne de la troisième, représente pour 

un agrégat la somme des interactions H20-H20. Ce résultat est surestimé par 

rapport au résultat ab initio homologue. Mais si l'on se rappelle que le dipôle sur 

la molécule d'eau TIP3P" est surestimé par 27%, ce surplus ne représente que la 

répulsion supplémentaire due au dipôle induit. 

n rmin. utotale U(Ca2+-H20i) E 	H20i-H20,) 

1 2.1802 —52.7460 —52.7460 

2 2.1840 —103.9087 —105.4858 1.5771 

3 2.1910 —151.9044 —158.1927 6.2883 

4 2.2131 —192.8637 —210.4632 17.5995 

6 2.2438 —269.4158 —313.7772 44.3614 

TABLEAU VI. Évaluation des énergies d'interactions à deux corps dans les calculs 

effectués avec CHARMM et param2.2. 

molécule 	atome ab initio 

Ca2+-H20 Ca2+ 1.976 

O —0.758 

Ca2+-(H20)2  Ca2+ 1.958 

O 0.746 

Ca2+-(H20)3  Ca2+ 1.934 

O 0.726 

Ca2+-(H20)4  Ca2+ 	1.930 

O —0.70 

Ca2+-(H20)6  Ca2+ 	1.900 

O —0.666 

TABLEAU VII. Charges sur les Ca2+ et sur l'oxygène des molécules d'eau en 

fonction du nombre de ces dernières. 

Afin de mieux comprendre la raison à l'origine de ces différences, une analyse 
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de charges de Mulliken, effectuée lors des calculs ab initio, est présentée au tableau 

VII. Il semble que la charge attribuée à l'oxygène du modèle de molécule d'eau 

TIP3P6°  (-0.834) soit surestimée et que la charge du Ca2+ dans parand2 devrait 

être nettement inférieure à +2e dans les interactions avec les molécules d'eau. Des 

calculs homologues ont été effectués par Kaufman-Katz et coll.91  afin d'évaluer le 

transfert de charge négative sur le Ca2+ avec des calculs au niveau IVIP2 et une 

base du type Huzinaga47  avec des fonctions de polarisation et diffuses pour tous 

les atomes. Ils ont donné une charge encore plus faible sur le Ca2+ en fonction du 

nombre de molécules d'eau. Par exemple, la charge du Ca2+ serait de +1.54e dans 

un agrégat de huit molécules d'eau. Bien sûr, ce résultat dépend considérablement 

de la base de fonctions utilisée mais il demeure qu'un modèle de sphère à charge 

fixée à +2e ne semble pas être la façon optimale de représenter le Ca2+ et il 

faudrait donc s'attendre à quelques manquements reliés au transfert de charge. 

A la lumière de ces résultats et de ceux présentés à la section 3.2.2, il 

apparaît qu'un modèle plus réaliste passerait par l'inclusion de termes d'énergie 

qui dépendraient de la polarisabilité de chaque atome afin de mieux représenter les 

interactions électrostatiques. Cela impliquerait, comme le suggèrent les résultats, 

la détermination d'un nouvel ensemble de paramètres adaptés à la nouvelle fonction 

de potentiel. Dans le but d'inclure ce terme dans la fonction de potentiel totale, 

la prochaine section présente une méthode pour déterminer la polarisabilité de 

chacun des atomes faisant partie des molécules modèles en interaction avec le 
Ca2+. 

3.4 Évaluation de polarisabilités approchées pour les atomes lourds 

liés au Ca2+ dans les sites de la calbindine 1:$9k 

Le but de cette section est d'obtenir des valeurs de référence pour les polarisa-_ 

bilités des atomes lourds et des groupements chimiques des molécules modèles 

dans le même contexte où ont été effectués les autres calculs de cette thèse. 
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La méthode traditionnelle pour décrire les effets de polarisation induite 

consiste à calculer les variations du moment dipolaire moléculaire en présence 

d'un champ électrique uniforme E: 

= 	 (3.4) 

Cependant, cette approche traditionnelle ne permet pas d'attribuer les effets de 

polarisation aux différents atomes dans une molécule. Par conséquent, elle est 

d'une utilitée limitée dans le contexte qui nous intéresse puisque nous cherchons 

à développer des polarisabilités atomiques qui seraient généralisables pour une 

protéine. Pour distinguer les effets de polarisation induite sur chacun des atomes, 

il est nécessaire de soumettre la molécule à un champ électrique inhomogène. A 

cette fin, les effets de la réorganisation électronique en présence d'une charge 

ponctuelle test (+1) placée successivement à différents endroits autour de la 

molécule ont été examinés. S'il n'y avait aucun réarrangement de la structure 

électronique de la molécule, l'énergie totale serait donnée par: 

Utot. = Umol. 	qtestV(rtest) 
	

(3.5) 

où V(rtest) est le potentiel électrostatique généré par la molécule au point rtest  

en absence de charge ponctuelle qtest . Ainsi, l'énergie associée à la réorganisation 

électronique en présence d'une charge ponctuelle correspond à la différence entre 

l'énergie totale de l'équation 3.5 (cas où la molécule est non-perturbée), et l'énergie 

totale ab initio de la molécule perturbée en présence de la charge ponctuelle. 

Cette méthode avec charge ponctuelle permet également d'alléger le traitement 

et les calculs ab initio. Elle est approximative et simple, et permet d'obtenir des 

estimations qui s'accordent assez bien avec d'autres données obtenues d'autres 

méthodes.101, 102, 103, 104 

Afin d'extraire des coefficients pour les polarisabilités atomiques, nous postulons 

que: 

Utot. — Umol. 	qtestV(rtest) = 
	 (3.6) 



U (1)  pol. (3.7) 
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où V(rt„t ) est cette fois le potentiel électrostatique généré au point où se trouve 

la charge ponctuelle par toutes les charges de la molécule (noyaux et électrons); 

la stratégie consiste donc à faire l'hypothèse que les effets de polarisation induite 

peuvent être concentrés dans le terme d'énergie d'interaction au premier ordre 

(terme de droite à l'équation 3.6, c'est-à-dire le terme d'énergie des interactions 

charge-dipôle induit). Ce terme est défini par:95  

Le dipôle induit fi, concentré sur l'atome lourd i de la molécule lorsque présent 

dans le champ électrique E de la charge ponctuelle est donné par:95  

= cleigtest 
ritest

Q  = aE 
ri,test 

I 
 

(3.8) 

où oz, est la polarisabilité concentrée sur l'atome lourd i, qtest  est la charge 

ponctuelle +le et Iri,test l est la distance séparant l'atome lourd i de la charge 

ponctuelle. Il s'ensuit que 

,2 
7- T(1) = 	titesti  ct 
u pol. 

2 	i 	ri,test 1 4 

où la polarisabilité atomique ai  est une valeur moyennée dans l'espace à déterminer 

dans le contexte particulier de la molécule modèle où l'atome lourd i se trouve. 

Afin d'évaluer ai , l'équation ?? est réaménagée comme suit: 

Iri 4 
= 	(Utot. 	Umol. 	Umol.—test) 

,test1   
(3.10) 

où Utot., Umoi. et Umol—test 	qtestV(rtest) sont des quantités évaluées par des 
, calculs ab initio au niveau HF avec une base 6-311G*.A.8.2 83, 84 pour les atomes 

C, N, 0 et H. En pratique, chaque molécule modèle est insérée dans une grille 

de 200 points dont les plus près se trouvent à un minimum de 3 Å d'un atome., 

Comme il a déjà été mentionné, plutôt que d'utiliser un ion lors de ces calculs,_ une 

charge ponctuelle ne nécessitant pas l'usage d'une base de fonctions a été préférée. 

(3.9) 
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Cette stratégie est une option offerte explicitement dans le logiciel Gaussian90 

et permet de calculer le potentiel électrostatique V(rtest)  en un point voulu. 

L'avantage principal demeure qu'aucune erreur de superposition des bases ne 

doit être corrigée. 

A chacun de ces points de grille sont successivement calculées Utot. et Urnol.--test; 
Unioi. a été préalablement calculée au tout début. L'équation 3.10 est l'équation qui 

a été lissée avec un minimum d'erreurs par le logiciel Mathematical°5  aux données 

obtenues à chaque point de grille et suite auquel on obtient la polarisabilité de 

chaque groupement chimique concentré dans l'atome lourd du groupement. Les 

résultats sont présentés au tableau VIII. 

La polarisabilité de la molécule d'eau calculée pour cette thèse est inférieure 

par ',:,•50% à la donnée expérimentale. Evidemment, le niveau de calcul ainsi 

que la base de fonctions utilisées influencent fortement ce résultat. Le calcul de 

polarisabilité de la molécule d'eau a été effectué en présence d'un Ca2+ plutôt 

qu'une charge ponctuelle. Avec la base de Wachters87  contractée par Gianolo et 

coll.' pour représenter le Ca2+, les calculs des termes de l'équation 3.10 ont été 

recalculés et l'erreur de la superposition de la base a été corrigée. Une valeur 

de 0.888 Â8, supérieure à la valeur obtenue en présence d'une charge ponctuelle 

(O.785Å3) a été obtenue. 

Les valeurs calculées pour les molécules entières sont obtenues en additionnant 

les polarisabilités atomiques concentrées sur les atomes lourds. Cela ne constitue 

qu'une approximation. Malgré tout, on notera un accord qualitatif certain entre 

les valeurs calculées ici et les données expérimentales. 



thèse exp.103  autres calculs 

H20 0.785 1.49 1.12101  1.44102  

CH3OH 2.384 3.32 3.04101 3.34102 

CH3  1.927 2.241°6  

OH 0.457 0.465101 0.637104 

CH3CH2OH 4.2 5.08 5.11101 5.26102 

CH3  1.934 2.24106  

CH2  1.867 1.8457 1.842106  

OH 0.399 0.465101 0.637104 

CH3CONH2  4.142 5.67 5.72101 5.71102 

CH3  2.748 2.241°6  

C 0.616101  

0 0.688 0.434101 0.560104 

NH2  0.706 1.750106 1.738104 

CH3CONHCH3  6.199 7.82 7.91101  7.48103  

CH3  2.536 2.24106  

C 0.6161°1  

0 0.788 0.434101 0.560104 

NH 0.217 1.431106 1.351104 

CH3  2.526 2.24106  

CH3CH2COOH 5.781 6.88 7.00103  

CH3  2.354 2.24106  

CH2  1.842 1.8457  1.842106  

C 0.616101  1.027106  

OH 0.900 0.637104 

0 0.685 0.560104 

68 

TABLEAU VIII. Polarisabilités en 23£3  de molécules, groupements chimiques et 

atomes pour les molécules modèles. 
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Les polarisabilités des autres molécules entières semblent présenter un meilleur 

accord avec les données expérimentales et les autres méthodes de calcul. Par 

contre, les valeurs calculées pour les atomes et les groupements chimiques varient 

d'une méthode à l'autre. Les valeurs obtenues par d'autres méthodes de calculs 

pour les atomes et les groupements chimiques correspondent à des moyennes du 

même groupement chimique ou atome retrouvé dans plusieurs molécules différentes. 

Pour tous les cas, il a fallu poser la valeur de la polarisabilité du carbone lié à 

l'oxygène à zéro dans le processus de lissage afin de pouvoir déterminer les autres 

polarisabilités, sinon une valeur négative pour le carbone était obtenue. 

3.5 De l'inclusion de l'énergie de polarisation induite par le Ca2+ sur 

une molécule d'eau 

Les options permettant d'inclure les énergies de polarisation au premier et 

second ordre étaient déjà disponibles dans CHARMM.' Elles ont été utilisées 

pour effectuer des tests sur le système du Ca2+ inclus dans 25 molécules d'eau 

rapportés dans cette section. Dans ce système, la charge du Ca2+ est fixée à +2e 

et seul l'atome d'oxygène de 1'H20 est polarisable par le Ca2+. 

Reformulons le terme d'énergie de polarisation induite au premier ordre 

donné à l'équation 3.7: 

U(1)  pol. 

2 
qi  

87re0 	Iri,i1 4  

--
1 

E /4.d. • E.7i. 2 i  

(3.11) 

où oei  est la polarisabilité de l'oxygène i et p,1:nd.  est le dipôle induit sur l'oxygène 

par le Ca2+.  Le terme au second ordre qui, rappelons-le, représente l'essentiel de 

la contribution non-additive, est donné par: 

U;2 	— 	E ,ulnd.  
1 21.  = E 	•  

47reo lri, j1 3  
(3.12) 
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pi 
= 	E Mind. • '-'total. 

Ce terme représente les interactions entre les charges partielles q3  et les dipôles 

induits µInd.  séparés par une distance ri,3; Eitotai  est le champ électrique total créé 

par toutes les charges partielles au point i où se trouve le dipôle. 

L'énergie libre d'hydratation du Ca2+ dans ces nouvelles conditions a été 

évaluée à partir de la trajectoire produite à la section 2.3 avec les paramètres du 

tableau I. Il s'agit donc d'un calcul de perturbation au premier degré lors duquel 

on évalue la différence d'énergie libre associée à l'inclusion des termes d'énergies 

de polarisation au premier et second ordre à l'aide de l'équation suivante: 

	

AG(sans pol.—>avec pol.) — — kB T ln (exp[ —0( Usans pol. 	Uavec pol. )1)(sans pol.) (3'13) 

Les U(sans pol.) et  U(avec pol.) sont les énergies configurationnelles calculées 

respectivement sans et avec les termes d'énergies de polarisation induite à partir 

des configurations de la trajectoire produite sans terme d'énergie de polarisation 

induite; ß = 1/kBT où kB  est la constante de Boltzmann et T la température. 

Rappelons que l'énergie libre d'hydratation du Ca2±mesurée expérimenta-

lement est d'environ —380.8 kcal/mol;" l'inclusion du terme au premier ordre 

sans modification des paramètres donnerait, comme il est facile de le prévoir, une 

énergie libre encore plus négative (z-, —547.8 kcal/mol) à cause des interactions 

favorables entre le Ca2+ et les dipôles induits des molécules d'eau. Par contre, 

l'inclusion du terme au second ordre avec les mêmes paramètres apporte une con-

tribution répulsive et donnerait une énergie libre d'hydratation aux environ de 

—454.3 kcal/mol, puisque les dipôles induits sont parallèles aux dipôles permanents. 

La courbe d'énergie d'interaction Ca2+-H20 recalculée elle aussi avec les 

termes au premier et second ordre est présentée à la figure 18. La polarisabilité de 

l'oxygène est celle déterminée à la section précédente, soit 0.785 M. La profondeur_ 

du puits est surestimée par param22 résultant aussi en une distance minimale 

d'approche trop courte; et les interactions à courte distance sont décrites par 
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un mur de répulsion trop abrupt. Le fait que le dipôle permanent du modèle 

de molécule d'eau TIP3P6°  soit au départ surestimé par 27%, ainsi que le fait 

que le Ca2+ reste à +2e jouent probablement une grande part dans ces aspects à 

corriger. Les courbes d'énergie d'interaction entre le Ca2+ et les molécules modèles 

1 	2 	3 	4 	5 	6 
distance (A) 

FIGURE 18. Courbes de l'énergie d'interaction Ca2+-H20 en fonction de la 

distance telle que définie à la figure 13 et incluant les termes d'énergies de 

polarisation au premier et second ordre. 

ont aussi été testées de la même façon que pour 1'H20 et les mêmes défauts du 

modèle ont été reconnus. 

—20 

—40 
énergie 

(kcal/mol) 
—60 

—80 

—100 	 
0 

Bien que la méthode utilisée pour calculer la différence d'énergie libre associée 

à l'inclusion des termes d'énergies de polarisation induite comporte plusieurs 
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approximations, elle semble indiquer que des propriétés macroscopiques telle 

l'énergie libre d'hydratation ne peuvent être reproduites par un simple ajout 

de termes d'énergies de polarisation induite au premier et second ordre sans 

modifications soit des paramètres du Ca2+ et du modèle de molécule ou acide 

aminé, ou soit de la forme fonctionnelle du potentiel de Lennard-Jones. Il serait 

peut-être aussi nécessaire de décrire par de différents potentiels les interactions 

Ca2+-H20 à courte distance et celles qui sont à moyennes et longues distances.' 

Une renormalisation des polarisabilités déterminées à la section précédente n'est 

pas non plus à exclure. 
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3.6 Conclusion 

Dans ce chapitre, un ensemble de paramètres de Lennard-Jones pour le Ca2+ 

a été déterminé afin de reproduire l'énergie libre d'hydratation du Ca2+ et les 

propriétés statiques telles la structure immédiate des molécules d'eau autour du 

Ca2+ (fonction de distribution radiale) et la coordinence du Ca2+. Cependant les 

courbes d'interaction ab initio ne sont pas reproduites de façon identique. Une 

raison à l'origine de cette différence est que les charges attribuées aux atomes des 

acides aminés du champ de force param22 sont fixes et n'ont pas la possibilité 

de se réajuster afin de bien représenter des interactions avec des ions divalents et 

positifs. En effet, le Ca2+  étant un ion polarisant, il subit un transfert de charge 

considérable qui devrait être tenu en compte. 

La contribution non-additive dans les interactions Ca2±-(H2O)n  a été évaluée 

par des méthodes ab initio puis comparée avec les calculs homologues effectués 

avec param22. Bien que les paramètres du Ca2+ reproduisent son énergie libre 

d'hydratation, la fonction d'énergie potentielle totale néglige cependant la contri-

bution non-additive reliée aux effets à plusieurs corps qui est considérable dans le 

cas du Ca2+. Aussi, un transfert de charge plus important que dans l'interaction 

du Ca2+ avec un seul ligand survient. 

Cette contribution non-additive joue un rôle dans les propriétés structurales 

et dynamiques des liquides.'' " Sachant que cette contribution est bien représentée 

par l'énergie de polarisation induite au second ordre pour les interactions Ca2+ 

H2094  et Ca2+-peptide,95  des polarisabilités pour les atomes et groupements 

chimiques de molécules représentant les ligands du Ca2+ dans les sites de la 

calbindine D9k  ont été déterminées. Afin de déterminer ces polarisabilités, une 

méthode approximative et simple a été élaborée dans laquelle seuls les atomes 

lourds de molécules modèles d'acides aminés peuvent être polarisés par une charge 

ponctuelle. Les résultats obtenus s'accordent raisonnablement bien avec les données 
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provenant d'expériences ou d'autres calculs. 

Ensuite, une tentative d'inclure les termes d'énergie de polarisation au premier 

et second ordre pour le cas du Ca2+ hydraté a été accomplie. Les paramètres 

déterminés à la première section de ce chapitre ont été utilisés. Dès le départ, cette 

tentative démontre la sensibilité des résultats aux paramètres et suggère fortement 

l'existence de difficultés inhérentes au développement d'une fonction de potentiel 

qui tiendrait compte des effets de polarisation induite. Devant l'ampleur du travail 

qu'impliquerait la reparamétrisation d'un champ de forces pouvant représenter 

la calbindine D9k, qui compte 75 acides aminés, sans garantie de succès à court 

et moyen termes, et étant donné que des propriétés macroscopiques peuvent être 

reproduites avec les paramètres associés, il a été préféré d'utiliser tel quel le champ 

de force param22 pour les protéines, d'approximer que le Ca2+ était une sphère de 

charge +2e et que ses ligands n'étaient pas polarisables. Et bien que l'ensemble de 

paramètres utilisés pour les calculs subséquents ne reproduisent pas parfaitement 

les courbes d'énergie d'interaction ab initio, il ne faut pas perdre de vue que 

ces paramètres devraient idéalement s'ajuster à des données qui représentent les 

interactions qui se passent à l'intérieur de la protéine totale hydratée. 



CHAPITRE 4 

Simulations de dynamique moléculaire de la calbindine 

D9k dans quatre de ses états d'occupation 

4.1 Introduction 

Il y a une vingtaine d'années, avec les premières simulations de dynamique 

moléculaire (DM),53, 107  il est apparu que la vision plutôt statique que l'on avait 

alors des protéines devait être révisée en faveur d'un modèle tenant compte 

de l'aspect dynamique.54  Ainsi, la relation structure-fonction qui présidait à 

beaucoup de recherches sur les protéines a été reformulée en relation structure-

dynamique-fonction. Ce changement de vision, initié et formulé clairement suite 

aux premières expériences de simulations de DM, est le point de départ de toute 

une avenue de recherches à la fois dans les domaines de la méthodologie et de la 

résolution de mécanismes d'actions des protéines. 

Un des grands avantages des simulations de DM par rapport aux méthodes 

expérimentales de recherche est de pouvoir générer et disposer d'un ensemble de 

configurations qui se prête à une analyse statistique des propriétés structurales 

et dynamiques d'un système donné. Cependant, les résultats obtenus dépendent 

directement et fortement de la fonction de potentiel utilisée ainsi que des paramètres 

du modèle. Les résultats de simulations de DM doivent donc être analysés et 

interprétés de pair avec les données expérimentales homologues. 

La calbindine D9k  offre un très bon exemple de l'importance de l'aspect 
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dynamique dans la fonction des protéines. Comme il a déjà été mentionné au 

premier chapitre, la liaison du Ca2+ à la calbindine D9k  ne provoque pas de 

changement conformationnel majeur de la chaîne principale mais engendre tout 

de même la réorganisation des chaînes latérales et de petites réorganisations 

subtiles dans l'orientation relative des hélices entre elles et par rapport aux 

sites.25, 33' 32  Par contre, les changements de dynamique entraînés par la liaison 

de Ca2+ sont plus importants que les changements structuraux et la liaison d'un 

premier Ca2+ provoque de plus grands changements de dynamique que la liaison 

du second.24, 28, 33, 39 Cela dit, il est fondamental de se demander comment la 

coopérativité dans la liaison du Ca2+ à la calbindine D9k  peut-elle se produire 

avec seulement de petits changements structuraux? Et quel est le rôle fonctionnel 

associé aux différents types de fluctuations qui ont lieu dans les divers états 

d'occupation? 

Dès lors, la DM apparaît comme un instrument puissant de recherche car 

elle permet de suivre le déplacement de chaque atome dans le temps et donc 

d'analyser, dans l'ombre bien sûr du modèle utilisé, la structure et la dynamique 

d'un système biomoléculaire complexe à un niveau de résolution difficilement 

atteignable par des méthodes expérimentales. Des simulations de DM ont déjà 

été effectuées sur la calbindine D9k,108, 109, 110 ainsi que sur la parvalbuminen  qui 

est la plus proche voisine de la calbindine D9k  avec 108 acides aminés, deux sites 

de liaison pour le Ca2+et six hélices ce.4  

Une première simulation de la parvalbumine a été effectuée par Ahlstri5m et 

coll. en 198771  avec le logiciel MUMOD.111  La structure cristallographique de la 

parvalbumine liée à deux Ca2+ a été utilisée comme point de départ.4  Lors de la 

simulation, tous les atomes de la parvalbumine ont été décrits explicitement, sauf 

les groupements CH, CH2  et CH3  qui ont été traités comme une seule particule ou 

pseudoatome. Une fonction de potentiel standard a servi à simuler trois systèmes_ 

différents: 1) la parvalbumine liée à deux Ca2+ dans le vide; 2) la parvalbumine 
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liée à deux Ca2+ et incluse dans une boîte périodique contenant 2327 molécules 

d'eau et trois ions Na+; et 3) la parvalbumine sans Ca2+ dans le vide. Toutes les 

trois simulations ont été effectuées à 300 K et les interactions non-liées ont été 

coupées à 9Å. Des trajectoires de 80 ps (systèmes 1 et 3) et 70 ps (système 2) ont 

été récoltées et analysées. 

Les deux simulations dans le vide amènent la structure à différer considéra-

blement de la structure cristallographique initiale, tandis que la simulation dans 

l'eau engendre des changements beaucoup moins drastiques. La coordinence du 

Ca2+ est affectée dans les deux sites, que ce soit pour la simulation dans le vide 

ou dans l'eau. Alors que les Ca2+ dans les sites 1 et 2 possèdent respectivement 

six et huit ligands dans la structure cristallographique, les simulations dans le 

vide et dans l'eau donnent huit ligands pour chaque Ca2+ et les ligands ne sont 

pas tous les mêmes que dans la structure cristallographique. La présence de l'eau 

dans la simulation affecte considérablement la dynamique de la parvalbumine, et 

ce autant pour les acides aminés à la surface qu'a l'intérieur de la protéine. 

La calbindine Dgk liée à deux Ca2+ a été simulée pour la première fois en 1989 

par Ahlstreim et coll.' à partir de la structure cristallographique de Szebenyi et 

coll.112 De même que pour la parvalbumine, le logiciel MUMOD111  a été utilisé 

et les groupements CH, CH2  et CH3  ont été traités comme des pseudoatomes. 

La calbindine Dgk, ainsi que les 36 molécules d'eau faisant partie de la structure 

cristallographique ont été immergées dans une boîte périodique de 2 212 molécules 

d'eau supplémentaires. Les interactions non-liées ont été coupées à 10 Å et la 

simulation a été effectuée à 300K pendant 124 ps au total. 

L'analyse de cette trajectoire a révélé que la protéine s'est légèrement contractée 

par rapport à la structure cristallographique de départ. Aussi, le Ca2+ dans le site 

I a perdu un atome d'oxygène d'un groupement carbonyle (de A1a14) et a acquis 

en revanche deux atomes d'oxygène de groupements carboxyles (de G1u60), pour 

une coordinence totale de huit ligands, soit deux de plus que dans la structure 
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cristallographique. Le site II a acquis un atome d'oxygène d'un groupement 

carboxyl (Asp54 passe de morio à bidenté) et il y a eu échange de la molécule 

d'eau présente initialement dans la structure cristallographique pour une autre 

provenant des 2212 rajoutées. Le fait notable de cette simulation est que les deux 

atomes d'oxygène de l'acide aminé G1u60 (site II), se sont étirés vers le site I où 

ils se sont liés au Ca2+ pendant presque toute la durée de la simulation. Cet acide 

aminé n'est nullement lié au Ca2+ du site I dans les données cristallographiques. 

Une coordinence de huit est aussi observée dans ce cas, soit un ligand de plus que 

dans la structure cristallographique. 

Suite à cette simulation, Kôrdel et Teleman i" ont procédé à une série de 

trois améliorations du modèle U (nomenclature donnée par ces auteurs) utilisé 

par Ahlstr6rn et coll.' Une de ces améliorations consiste à représenter tous 

les atomes explicitement (modèle A); deux autres consistent à ajouter un terme 

d'énergie afin de maintenir les ponts hydrogènes, et de redistribuer les vitesses en 

fonction du type de mouvements accomplis par l'atome (modèle N). Encore une 

fois, la structure cristallographique de l'état D de Szebenyi et co11.112  et le logiciel 

MUMOD111  ont été utilisés. Les autres paramètres des simulations n'étaient pas 

significativement différents de ceux du modèle U de Ahlstr&ii et coll.' 

Une analyse comparée de l'aspect dynamique des modèles U, A et N a révélé 

qu'au mieux, la flexibilité de la calbindine D91(  était surestimée par 10%. Le modèle 

d'atomes explicites (A) se comporte nettement mieux que les modèles U et N, 

et le modèle N, bien qu'il surestime d'autant plus la flexibilité de la calbindine 

D9k , reproduit qualitativement mieux la flexibilité relative des différentes sous-

unités de la protéine. De plus, on suggère d'effectuer des simulations plus longues 

ou à tout le moins de ne commencer à échantillonner que lorsque le système est 

équilibré, ainsi que d'augmenter le rayon de coupure des interactions non-liées. 

La dernière simulation à être rapportée est celle de Mehler et coll. (1993)1' 

où encore une fois la structure cristallographique de l'état D de Szebenyi et 
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co11.112  est utilisée comme point de départ. Tous les atomes sont représentés 

explicitement lors des calculs. Cette fois, le logiciel CHARMM56  et le champ 

de force param19 ont servi à simuler la calbindine D9k  qui est testée dans deux 

modèles d'hydratation différents: 1) les 36 molécules d'eau présentes dans la 

structure cristallographique sont enlevées et on place ensuite 1 191 nouvelles 

molécules d'eau formant une coquille de 9 .Â. autour de la calbindine D9k. Rien 

n'est spécifié quant aux conditions appliquées à la frontière du solvant; 2) les 

36 molécules d'eau présentes dans la structure cristallographique sont conservées 

et le solvant (eau) autour est modélisé par un milieu diélectrique qui dépend 

linéairement de la distance, c'est-à-dire que les interactions électrostatiques sont 

divisées par une constante diélectrique de plus en plus grande à mesure que l'on 

s'éloigne du centre du système. Les systèmes ont été simulés à 300 K et les inter-

actions non-liées éteintes à 8 Å. Tous les états d'occupation ont été simulés (A, 

SI (D), Su et D) à partir de la structure cristallographique de l'état D, en effaçant 

successivement et dans divers ordres les Ca2+ présents dans les deux sites. Des 

trajectoires allant de 200 ps jusqu'à 600 ps ont été récoltées et analysées. 

En général, les simulations où la calbindine D9k  se trouve dans un milieu 

diélectrique uniforme éprouvent les mêmes difficultés que les simulations de protéines 

dans le vide, c'est-à-dire qu'elles ne reproduisent pas correctement les données 

expérimentales de structure et de dynamique. Par contre, les simulations effectuées 

dans la sphère de 1 191 molécules d'eau reproduisent mieux les mêmes données 

expérimentales, bien que des différences notables apparaissent, entre autres en ce 

qui concerne la coordinence du Ca2+.  Dans la simulation avec le solvant explicite, 

la coordinence du Ca2+ demeure de sept dans chacun des sites mais la nature des 

ligands change. Le Ca2+ dans le site I échange un ligand (G1u27) pour un atome 

d'oxygène provenant d'un acide aminé du site II (G1u60), tout comme lors de la 

simulation de Ahlstriim et coll.,' où par contre les deux atomes d'oxygène du 

groupement carboxylique venaient lier le Ca2+ du site I. Le Ca2+ dans le site II 

du système simulé demeure lié aux mêmes atomes que dans la structure cristal- 
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lographique de départ, mais les distances Ca2±-1igand sont modifiées, et sont en 

général plus grandes. Malgré ces différences, un accord qualitatif est obtenu avec 

les données expérimentales et il est vérifié que le retrait du Ca2+ des sites de la 

calbindine Dgk  affecte peu sa structure, mais affecte davantage sa dynamique. 

En résumé, les grandes tendances observées expérimentalement quant aux 

propriétés structurales et dynamiques sont qualitativement reproduites par les 

simulations effectuées en représentant explicitement tous les atomes de la protéine 

et du solvant, alors que les modèles de pseudoatomes ou de solvant modélisé par un 

diélectrique continu apparaissent inadéquats. Même avec la présence de molécules 

d'eau explicites autour de la protéine, des problèmes tels que la détérioration de 

la structure secondaire (réseau de ponts hydrogènes) ainsi que des changements 

de coordinence du Ca2+ peuvent survenir. De plus, la flexibilité de la protéine est 

dans la plupart des cas surestimée. Il faut rappeler que les sites de la calbindine 

Dgk sont distants d'environ 12 Å, avec ou sans Ca2+, et que couper les interac-

tions non-liées, que ce soit à 8 ou 10 Å, est un compromis des moins souhaitables 

étant donné que les interactions électrostatiques ont une longue portée (par 

exemple, l'interaction entre deux Ca2+ dans le vide distants par 12 Å est de plus 

de 110 kcal/mol). 

Le but de ce chapitre est donc d'effectuer une étude des propriétés structurales 

et dynamiques des quatre états d'occupation (A, SI(D), Sn, D) de la calbindine 

Dgk  par des méthodes de simulations de dynamique moléculaire. Contrairement 

aux autres simulations effectuées sur la calbindine Dgk, il a été possible de bénéficier 

de structures expérimentales de départ pour tous les états, sauf pour l'état SI (D). 

De plus, aucun rayon de coupure n'a été appliqué aux interactions non-liées et un 

modèle d'hydratation qui représente à la fois les effets directs des molécules d'eau 

ainsi que les effets d'un solvant infini a été utilisé. Les résultats sont comparés 

avec les données expérimentales lorsque disponibles et il est discuté de quelques -

éléments pouvant jouer un rôle clef dans la coopérativité. 
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4.2 Méthode 

4.2.1 Préparation des structures de départ 

La provenance des structures expérimentales de départ a été donnée à la 

section 2.2.3 (point 1). La structure A du mutant P43G provenant d'expériences 

de RMN a été utilisée telle quelle sans aucun changement avant d'être soumise 

au protocole d'équilibration et de production. 

La structure Su  du mutant P43G, provenant elle aussi d'expériences de 

RMN, ne contenait pas de coordonnées pour l'ion, bien que la structure ait 

été déterminée en présence d'un ion Cd2+ dans le site II. Afin d'attribuer des 

coordonnées au Ca2+, la structure du site II de l'état Su  a été superposée à 

la structure du site II de l'état D, déterminée par diffraction des rayons X,15  

de sorte à minimiser la différence de distance entre les positions atomiques des 

deux structures (voir équation 4.1), en excluant les atomes d'hydrogène. Une 

valeur minimale de 1.17Å a été obtenue. Puis, les coordonnées de l'ion Ca2+ de 

l'état D ont été copiées dans la structure de l'état Sa  de même que celles de la 

molécule d'eau liée au Ca2+ dans le site II de l'état D. Enfin, une minimisation de 

l'énergie (,--zz.' 200 pas) de tous les atomes compris dans un rayon de 5 A du centre 

du Ca2+ a été effectuée, avec une contrainte harmonique (constante de force = 

1 kcal/(mol. A2)) imposée aux atomes d'oxygène liés au Ca2±. 

La structure de la protéine sauvage de l'état D déterminée par diffraction 

des rayons X à une résolution de 1.6 /3£15  a été utilisée plutôt que la structure 

déterminée par RMN parce que cette dernière ne fournissait pas les coordonnées 

des Ca2+ dans les sites. De plus, la structure cristallographique avait l'avantage 

de fournir les coordonnées de 57 molécules d'eau attachées à la protéine. Afin de 

pouvoir comparer cet état aux états A et Sm  il a fallu remplacer la proline en_ 

position 43 par une glycine afin d'obtenir le même mutant (P43G). La structure 
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cristallographique de l'état D a tout d'abord été superposée à la structure du 

mutant P43G de l'état D déterminée par RMN. Puis, la différence entre les deux 

structures (sauf les atomes d'hydrogène, voir équation 4.1) a été minimisée (valeur 

finale = 1.91 A). Ensuite, les coordonnées des atomes C, C,, N et 0 de la G1y43 du 

mutant P43G (RMN) ont été transférées sur la structure cristallographique afin 

de remplacer les coordonnées de la Pro43. Enfin, une minimisation de l'énergie 

200 pas) de la G1y43 et de ses deux acides aminés adjacents a été effectuée 

tout en maintenant fixe le reste de la protéine. 

Comme aucune structure expérimentale de l'état Si  (D) n'était disponible, 

une structure a été préparée à partir de la structure cristallographique de l'état 

D déjà insérée dans une sphère de 2 285 molécules d'eau, d'où le Ca2+ du site 

H a été effacé. Puis, avec une contrainte harmonique (constante de force = 

1 kcal/ (mol. A2)) appliquée à tous les atomes, la structure a été soumise à 200 

pas de minimisation suivis par 5 ps d'équilibration. Ce cycle a été répété trois 

fois. La contrainte a ensuite été enlevée et le cycle a été répété une dernière fois. 

La structure qui a émergé de ce processus a été utilisée comme structure de départ 

pour les périodes d'équilibration et de production de la trajectoire. 

De plus, un autre état A (appelé A(S11) dans le reste du texte) a été construit 

rétrospectivement à l'analyse des résultats de l'état A. Cette structure A(S11) a 

été préparée à partir de la structure équilibrée de l'état Si' de laquelle on a effacé 

le Ca2+ pour ensuite répéter le protocole d'équilibration. 

Chacune des structures des états A, SH, et D a ensuite été placée dans une 

sphère d'environ 27Å contenant 2 285 molécules d'eau avant que ne s'amorce les 

étapes d'équilibration et de production de trajectoires. Un cliché de la structure 

hydratée de l'état D est présentée à la figure 19. 
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FIGURE 19. Structure de l'état D de la calbindine D9k entourée par 2 285 

molécules d'eau. 
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4.2.2 Protocoles d'équilibration et de production des trajectoires 

• Équilibration 

Tous les systèmes ont été simulés à300 K en effectuant de la dynamique 

de Langevin sur toutes les molécules d'eau auxquelles un coefficient de 

friction -yi/mi  = 0.05 ps a été appliqué seulement aux oxygènes, ce qui 

correspond à un temps caractéristique de relaxation de 20 ps'. Un pas 

d'intégration de 0.002 ps a été choisi, ainsi que l'algorithme SHAKE65  qui 

maintient fixes tous les liens chimiques avec des atomes d'hydrogène. Une 

contrainte harmonique a été appliquée sur le centre de masse de la protéine 

de chacun des systèmes, avec une force de 10 kcal/ (mol. A') (états A et D) 

et de 10 000 kcal/(mol. À2 ) (états SI (D) et SH). Une force beaucoup plus 

grande a été imposée au centre de masse des structures des états SI (D) et 

SH  parce que ces dernières se déplaçaient de façon assez marquée vers la 

frontière de la sphère, c'est-à-dire vers le diélectrique continu (e = 80). Il 

est possible qu'une inhomogénéité momentanée de la densité des molécules 

d'eau ait suffi à provoquer la dérive de la protéine vers la frontière. 

Avant de débuter l'équilibration proprement dite, une minimisation de l'éner-

gie des 2 285 molécules H20 a été effectuée (500 pas) en maintenant fixes 

la protéine, les Ca2+ (états SI(D), SH , et D) ainsi que les 57 molécules 

d'eau de la structure cristallographique de l'état D. L'équilibration a débuté 

avec 5 ps de simulation de DM, toujours en fixant la protéine, les Ca2+ et 

les 57 molécules d'eau cristallographiques de l'état D. Pour l'état D, 5 ps 

supplémentaires ont été effectuées après avoir relâché la contrainte sur les 

57 molécules d'eau cristallographiques. Puis, la contrainte fixant la protéine 

et les Ca2+ a été changée en contrainte harmonique (constante de force 

= 1 kcal/(mol. /31.2)) et 100 pas de minimisation de l'énergie ont été suivis 

par 25 ps de simulation de DM. La constante de force a été diminuée à 

0.5 kcal/(mol. A.2) et la même séquence de minimisation et d'équilibration 

a été répétée. Finalement, toutes les contraintes ont été relâchées et encore 
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une fois, 100 pas de minimisation de l'énergie suivis par 25 ps de simulation 

de DM ont cette fois complété la période d'équilibration. 

La structure A(S11) a subi un protocole un peu différent: une contrainte 

harmonique (constante de force = 1 kcal/(mol. Å2)) a d'abord été appliquée 

à tous les atomes et une minimisation de l'énergie (200 pas) suivi par 5 ps 

de simulation de DM ont été effectués. Cette séquence de minimisation et 

équilibration a été répétée trois fois, puis une période d'équilibration de 

75 ps sans contrainte a mis fin au processus d'équilibration. 

• Production des trajectoires 

Une trajectoire de 200 ps a été produite pour chacune des structures équilibrées 

des états A, A(SH ), SI (D), SH  et D. De plus, une période supplémentaire de 

production de 200 ps a été cumulée pour l'état D afin d'évaluer la convergence 

des résultats. 

4.3 Résultats 

4.3.1 Analyse comparée des propriétés structurales à l'équilibre 

4.3.1.1 Évolution temporelle de la différence structurale entre les 

structures expérimentales de départ et les structures simulées 

L'évolution temporelle de la différence entre les structures simulées et les 

structures expérimentales de départ est présentée à la figure 20 afin de valider les 

ensembles de configurations générés et de justifier le calcul de propriétés moyennes 

à l'équilibre. La différence structurale entre deux structures est ici évaluée par: 

Dstruc. = 
Ei  mi 	- ri"P•12  

Ei 
(4.1) 

où rPm  et r 	sont la position de l'atome i respectivement dans la structure 

simulée et dans la structure expérimentale par rapport à une origine commune. 
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Chaque différence de distance est pondérée par la masse de l'atome concerné. A 

chaque 5 ps de simulation, un cliché a été enregistré et comparé à la structure 

expérimentale de référence via l'équation 4.1. 

La figure 20 montre que l'état D est celui dont la structure simulée demeure 

la plus proche de la structure expérimentale de départ (déterminée par diffraction 

des rayons X), suivi de près par l'état SH  (déterminée par RMN); les simulations 

de l'état A sont celles qui dévient le plus de la structure expérimentale (déterminée 

par RMN). 

Pour tous les atomes lourds de la structure D simulée, la différence structurale 

demeure stable autour de 1.8 A tout au long de la simulation, après une légère 

augmentation de 0.84 Å qui se produit dans les premières 100 ps. Pour le cas où 

seule la chaîne principale est considérée, on note aussi une légère augmentation 

de 0.6 Å lors des premières 100 ps, et la différence se stabilise à 1.41 A. 

La structure simulée SH  présente aussi une augmentation de la différence 

structurale lors des premières 75 ps (',:, 1.17À pour tous les atomes et•:,--, 0.95 À 

pour la chaîne principale) qui se stabilise autour de 2.43 Å et 1.9 Å respective-

ment pour tous les atomes lourds et ceux de la chaîne principale seulement. La 

structure expérimentale de départ a été choisi arbitrairement parmi l'ensemble 

de 33 structures SH  déterminées, dont l'écart type de la structure moyenne est 

de 1.25Å pour tous les atomes lourds, et de O.86Å pour la chaîne principale.' 

Ces écarts types, qui peuvent être interprétés comme une mesure de précision 

de la structure, suggèrent que la structure simulée est demeurée raisonnablement 

proche de la structure expérimentale. 
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FIGURE 20. Différences entre les structures expérimentales et les structures 

simulées (Dstruc, en fonction du temps de simulation (production de la trajectoire) 

en considérant tous les atomes lourds de la calbindine D9k  (haut) ou tous les 

atomes lourds de la chaîne principale, en excluant le Ca2+ dans les deux Cas._ Les 

Dstruc. sont évaluées selon l'équation 4.1. 
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Les structures simulées A et A(S11) sont toutes deux comparées à la même 

structure RMN de l'état A de départ. La figure 20 montre que la structure 

simulée A(SH), provenant de la structure RMN de l'état Su , affiche moins de 

différences que la structure simulée à partir de cette structure RMN de l'état A. 

Les différences par rapport à la structure RMN de l'état A s'établissent à 3.73 Å 

et 3.36 Å respectivement pour les simulations A et A(S11) en considérant tous 

les atomes lourds. Si l'on ne considère que les atomes de la chaîne principale, 

on trouve aussi que la simulation A(S11 ) demeure plus près de la structure RMN 

(;,-.,- 2.80 Å) que la simulation A (P'-- 3.36Å). Il ressort donc, étonnamment, que la 

simulation de l'état A faite à partir de la structure expérimentale de l'état Su 

de laquelle on a retiré l'ion, se comporte mieux que la simulation faite à partir 

de la structure expérimentale d'origine. La structure expérimentale a ici aussi été 

choisie parmi un ensemble de 33 structures dont l'écart type de la moyenne est, 

pour tous les atomes lourds, de 1.59Å, tandis que l'écart type de la moyenne 

pour la chaîne principale seulement est de 1.17Å.32  Bien que plus élevés que pour 

la simulation Su, ces chiffres indiquent que les structures simulées de l'état A 

demeurent stables et que les trajectoires forment des ensembles de configurations 

à l'équilibre. 

Puisque chaque structure simulée est demeurée raisonnablement proche de 

son homologue expérimental et que l'ensemble des configurations est représentatif 

d'un système à l'équilibre, des calculs de propriétés moyennes ont été effectués tels 

que décrits dans les prochaines sous-sections, ainsi que des études comparatives 

des différents résultats. 
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4.3.1.2 Différences structurales entre la structure expérimentale de 

départ et la structure simulée, et des structures simulées entre 

elles 

Pour chaque état d'occupation, les différences structurales entre la structure 

expérimentale et chacune des 20 000 configurations simulées ont été calculées selon 

l'équation 4.1 et les résultats sont pondérés par la masse de chaque atome. Les 

différences structurales moyennées sur les 20000 configurations ont été calculées 

pour chaque élément de structure secondaire, tels que définis dans les données 

expérimentales homologues, afin de pouvoir établir des comparaisons. Toutes les 

comparaisons excluent les atomes d'hydrogène et les Ca2+, et les résultats sont 

présentés au tableau IX. 

Les deux simulations de l'état A sont celles qui diffèrent le plus de la 

structure expérimentale correspondante, la simulation A(S11) demeurant tout de 

même globalement plus près que la simulation A. Si l'on ne considère que la 

chaîne principale de la simulation A(Sii), on obtient des éléments de structure 

secondaire qui demeurent beaucoup plus près de la structure expérimentale, sauf 

pour le site I et le segment 36-45. Dans la simulation A, le site II est l'élément de 

structure secondaire le plus différent de la structure expérimentale, suivi par le 

segment 36-45. Ces deux régions sont celles qui sont les moins bien déterminées 

expérimentalement, en particulier pour les acides aminés 1, 41-43 (segment 36-

45), 56-57 (site II) et 75.3' Une comparaison visuelle entre la structure simulée A 

et la structure expérimentale a révélé que la petite boucle formée par le segment 

36-45 s'est légèrement déformée durant la simulation, ainsi que l'hélice C (acides 

aminés 46-53) qui présente un relâchement. De plus, l'orientation relative de 

l'hélice C par rapport aux autres élements de structure secondaire a été modifiée, 

entraînant comme conséquences la distortion du site II et une distance plus grande 

entre les deux sites. Des résultats expérimentaux sur la structure A, on note que -

l'orientation relative de l'hélice C par rapport à l'hélice D (acides aminés 63-73) 
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acides aminés 

1-75 3-15 

hélice A 

16-24 

site I 

25-35 

hélice B 

36-45 

segment 

46-53 

hélice C 

54-62 

site II 

63-73 

hélice D 

tout 3.76 2.02 1.93 1.52 3.33 2.91 4.26 1.54 

A c.p. 3.31 1.06 1.07 0.48 2.69 1.67 3.65 0.60 

C„ 3.30 0.89 0.92 0.48 2.71 1.61 3.65 0.60 

tout 3.53 1.52 2.85 1.68 5.12 1.71 3.45 1.80 

A(Sii) c.p. 2.78 0.49 1.54 0.46 4.16 0.50 2.55 0.59 

C, 2.79 0.42 1.37 0.47 4.29 0.48 2.48 0.33 

tout 2.27 1.35 1.61 0.99 1.38 1.54 1.60 1.36 

SII c.p. 1.75 0.82 1.02 0.38 0.84 0.57 1.06 0.89 

C, 1.72 0.74 1.12 0.36 0.82 0.53 0.81 0.87 

tout 1.52 1.17 0.95 0.76 1.22 1.04 0.77 1.37 

D c.p. 1.21 0.59 0.58 0.33 1.05 0.39 0.66 0.76 

C. 1.23 0.56 0.48 0.28 1.11 0.35 0.49 0.77 

TABLEAU IX. Différences structurales moyennes ( Å) entre la structure 

expérimentale de départ et les structures simulées, calculées pour chaque élément 

de structure secondaire. L'abréviation c.p. signifie chaîne principale; tous les 

résultats excluent les atomes d'hydrogène et les Ca2+. 
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n'est pas bien déterminée.32  

La structure simulée SH  demeure assez près de la structure expérimentale 

déterminée par RMN, c'est-à-dire qu'elle excède au plus par 1.02 Å l'écart type 

expérimental. Pour sa part, la structure simulée D est celle qui demeure la plus 

près de la structure expérimentale de départ, déterminée par diffraction de rayons 

X, et offre donc un modèle particulièrement bon pour les analyses subséquentes. 

Après avoir évalué les différences structurales engendrées par le modèle de DM 

et vérifié que ces différences se situaient à l'intérieur de l'écart type moyen de 

l'ensemble des structures expérimentales ou d'un intervalle raisonnable, il est alors 

permis de calculer les différences structurales entre les quatre états d'occupation 

simulés, toujours selon l'équation 4.1 et en pondérant les résultats par la masse 

de chaque atome et en excluant les atomes d'hydrogène. 

Le nombre de configurations pour chaque état (20 000) nous contraint à 

calculer des différences entre structures moyennes, plutôt que de calculer les 

différences moyennes, tout comme au tableau IX. Le calcul de différences entre 

structures moyennes donnera une valeur inférieure au calcul de différences moyennes, 

c'est-à-dire: 

(ri) — (r2) 1S (II ri — F2 11) 
	

(4.2) 

qui consiste en l'inégalité du triangle.113  

Une structure moyenne a donc été calculée pour chaque trajectoire comptant 

20 000 configurations et les différences structurales présentées au tableau X ont 

été calculées entre ces structures moyennes. L'analyse qui suit, basée sur des 

comparaisons de structures moyennes, ne peut inclure de commentaires approfondis 

sur les chaînes latérales puisque ces dernières, surtout à la surface de la protéine, 

fluctuent considérablement. 

Les comparaisons impliquant la structure simulée A affichent les plus grandes 

différences des autres structures simulées. Toutefois, il faut se rappeler que la 
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1-75 3-15 

hélice A 

16-24 

site I 

acides aminés 

25-35 	36-45 

hélice B 	segment 

46-53 

hélice C 

54-62 

site II 

63-73 

hélice D 

tout 3.81 1.37 2.01 1.53 4.21 2.04 4.24 1.42 
A-A(Sn) 

c.p. 3.39 0.86 1.63 0.25 3.49 1.38 2.78 0.67 

tout 4.19 1.79 1.83 1.69 3.55 2.49 3.90 2.29 
A-S1  

c.p. 3.76 1.19 0.72 0.26 2.86 1.65 3.02 1.40 

tout 2.78 1.19 1.84 0.96 2.03 1.23 2.77 1.50 
A(S11)-SI 

c.p. 2.18 0.62 1.65 0.33 1.57 0.51 1.72 1.05 

tout 3.34 1.39 1.97 1.37 2.90 1.85 3.23 1.66 
A-Su 

c.p. 2.86 0.73 1.55 0.20 2.39 1.34 2.62 0.88 

tout 2.57 0.98 1.48 0.83 2.56 0.82 3.33 1.07 
A(Sid-S11  

c.p. 2.23 0.49 0.93 0.22 1.81 0.37 2.07 0.63 

tout 3.75 1.59 1.93 1.66 3.56 2.47 3.61 2.09 
A-D 

c.p. 3.36 1.15 0.73 0.23 3.11 1.61 2.62 1.37 

tout 2.64 1.12 2.03 1.21 1.62 1.26 3.24 1.50 
A(Sii )-D 

c.p. 2.12 0.63 1.64 0.29 1.15 0.41 2.03 1.05 

tout 2.82 1.65 1.75 0.81 2.18 1.35 2.42 1.64 
SI-Su 

c.p. 2.38 0.89 1.50 0.23 1.59 0.51 1.30 0.89 

tout 1.36 0.58 1.03 0.58 1.13 0.65 2.13 0.86 
SI-D 

c.p. 1.14 0.28 0.34 0.15 0.85 0.31 1.40 0.26 

tout 2.32 1.37 1.62 0.95 1.98 1.35 1.39 1.43 
S11-D 

c.p. 1.83 0.80 1.39 0.24 1.42 0.40 0.80 0.84 

TABLEAU X. Différences structurales (Å) entre les quatre états d'occupation 

de la calbindine D9k , calculées à partir de structures simulées moyennes. 

L'abréviation c.p. signifie chaîne principale; tous les résultats excluent les atomes 

d'hydrogène et les Ca2+. 
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structure simulée A affiche elle-même les plus grandes différences par rapport à 

sa structure expérimentale de départ. Seules les comparaisons entre la simulation 

A(S11) et les autres structures simulées sont donc commentées, puisque la chaîne 

principale de la simulation A(S11) dévie moins (sauf pour le site I) par rapport à la 

structure expérimentale A, quoique cette déviation demeure supérieure à l'écart 

type de la structure expérimentale moyenne. 

Les données présentées au tableau X s'accordent avec les données expérimen-

talesn 33  et montrent que la calbindine D9k  ne subit pas de changement confor-

mationnel majeur suite à la liaison de un ou deux Ca2+, sans regard à l'ordre 

de liaison du Ca2±. Toujours en accord avec les mêmes données expérimentales, 

il ressort que les structures SI (D), Su  et D affichent des différences de chaîne 

principale qui demeurent en deçà de l'écart type de la structure expérimentale 

moyenne. Ceci n'étant pas vrai pour toutes les comparaisons impliquant la structure 

A(SH), cette dernière se révèle donc comme différente des structures SI (D), SH  

et D qui ressortent similaires entre elles. Notons encore que la structure simulée 

SI(D) se révèle plus près de la structure simulée D que la structure simulée SII• 

Ceci s'accorde avec les résultats d'une étude effectuée sur un modèle de l'état 

SI (D) (mutant N56A) par Wimberly et coll.' qui ont montré que la structure 

de l'état SI (D) était presque identique à la structure de l'état D. Mais le détail 

des différences par rapport à l'état SH  n'était pas encore disponible au moment 

de la rédaction de cette thèse. 

Au niveau des éléments de structure secondaire, les hélices demeurent très 

similaires d'une structure simulée à l'autre avec des différences en-dessous de I 

pour la chaîne principale, sauf pour l'hélice D qui varie légèrement plus. Cette 

tendance est aussi en accord avec les données expérimentales.32 33  La région des 

acides aminés 36 à 45 (segment 36-45), qui correspond à la chaîne peptidique 

entre les deux mains EF, présente des différences structurales supérieures à celles-

des hélices. Toutefois, ce lien affiche les plus grands écarts types par rapport à 
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la position moyenne de chaque acide aminé dans les données expérimentales et 

est apparu mobile plus que tout autre élément de structure secondaire avec les 

extrémités de la protéine. Par exemple, le segment 36-45 de la structure A(Sn) 

semble plus près de la structure simulée SH  que de la structure expérimentale A. 

Les positions moyennes de ce segment sont donc à considérer avec circonspection. 

Ce même commentaire vaut aussi pour les deux sites de liaison qui, comme 

le montrent les données expérimentales, fluctuent plus que les hélices, mais tout 

de même moins que le segment 36-45. Ceci est d'autant plus pertinent que les 

différences structurales qui contribuent à distinguer les différent états sont presque 

toutes attribuables aux sites de liaison. La liaison d'un Ca2+ au site I affecte la 

conformation de la chaîne principale du site I (1.65Å), mais aussi celle du site II 

(1.72 	De même, la liaison d'un Ca2+ au site II affecte la chaîne principale de 

ce site (2.07Å), ainsi que la chaîne principale du site I mais dans une moindre 

mesure (O.93Å). Bien qu'il semble que la liaison d'un Ca2+ à un site modifie la 

structure du site resté vide, la comparaison A(SH )-D montre que la modification 

de structure du site resté vide n'est pas complète. En effet, le site I dont la chaîne 

principale est différente par 0.93 Â. dans la comparaison A(SH)-Sir affiche des 

différences presque égales dans les comparaisons A(SH )-SI  (D) (1.65 Å) et A(SH )-D 

(1.64Å). Cela signifie qu'une modification supplémentaire de la chaîne principale 

d'environ 0.71 Å survient au moment de la liaison d'un Ca2+ dans le site I. Le 

même phénomène est observé pour le site II dont la chaîne principale est différente 

par 1.72Å de la structure A(S11) lorsqu'un Ca2+ est présent dans le site I, et 

cette différence augmente à 2.07 Å et 2.03 Å respectivement dans les comparaisons 

A(SH )-SH  et A(SH)-D. La venue d'un Ca2+ dans le site II engendre donc une 

modification structurale supplémentaire du site II d'environ 0.33 Å. 

La structure simulée SI  (D), dont la structure expérimentale n'est pas disponible 

au moment de la rédaction de cette thèse, permet une comparaison structurale 

des deux états liés à un seul Ca2+. La comparaison SI(D)-Sn  montre que-  ces 
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deux structures sont aussi différentes entre elles que chacune des deux l'est de 

la structure A(Sii), et que ces différences demeurent majoritairement concentrées 

dans les sites. Les comparaisons SI (D)-D et S11-D révèlent, comme il a déjà été 

mentionné, que la structure simulée SI (D) se montre plus près que la structure 

simulée Sn de la structure simulée D. La différence Si  (D)-D est en grande partie 

concentrée dans le site II et les différences pour toutes les hélices sont très faibles. 

4.3.1.3 Différences de coordinence et de disposition des ligands entre 

les structures expérimentales de départ et les structures simulées 

Afin d'avoir une idée plus juste de la qualité du modèle de simulations, 

les ligands de chaque Ca2+ dans chaque système simulé ont été déterminés et 

sont définis comme tels si l'atome d'oxygène se trouve à un rayon de moins de 

3 Å. La coordinence, la disposition et les distances Ca2+-ligands dans les sites sont 

comparés aux données expérimentales. Les distances moyennes entre le Ca2+ et ses 

ligands ont été calculées pour tous les états d'occupation, et sont comparées avec 

les distances initialement présentes dans la structure expérimentale correspondante. 

Les résultats pour l'état D sont présentés au tableau XI. La différence 

majeure par rapport à la structure expérimentale est la présence d'une molécule 

d'eau supplémentaire dans le site I, pour un total de huit ligands. Pour le site 

II, la coordinence et la disposition des ligands restent en accord avec la structure 

expérimentale. Dans la majorité des cas, les distances Ca2+-0 sont plus courtes, 

sauf pour Aspl 9 et G1n22 dont les atomes d'oxygène se trouvent g---0.2 À. plus 

loins. Notons que ces résultats représentent une amélioration par rapport aux 

simulations effectuées par d'autres auteurs sur la calbindine D9k: lors de la simulation 

de Ahlstriim et coll.' le Ca2+ dans le site I perdait la coordinence avec l'atome 

d'oxygène provenant de la chaîne principale du A1a14, et gagnait deux atomes 

d'oxygène du groupement carboxyle du G1u60, pour une coordinence de huit; 



état D 

site I exp. simul. 

A1a14 0 2.33 2.28+0.08 

G1u17 0 2.47 2.36+0.12 

Asp19 0 2.25 2.46+0.23 

G1n22 0 2.36 2.53+0.22 

G1u27 0E1 2.42 2.18+0.06 

G1u27 0E2 2.60 2.23+0.08 

H20 0 2.43 2.29+0.56 

H20 0 absent 2.54+0.77 

site II 

Asp54 OD1 2.41 2.10+0.05 

Asp56 OD1 2.34 2.28+0.09 

Asp58 OD1 2.38 2.16+0.06 

Glu60 0 2.39 2.28+0.08 

Glu65 0E1 2.54 2.20+0.07 

Glu65 0E2 2.54 2.30+0.10 

H200 2.54 2.26+0.07 

TABLEAU XI. Distances ( Å) entre le Ca2+ et ses ligands dans l'état D; exp. 

signifie dans la structure expérimentale de départ; simul. est la moyenne des 

distances évaluées dans les 20 000 configurations de l'ensemble. Les atomes de type 

OE* ou OD* appartiennent à une chaîne latérale et les atomes 0 appartiennent 

à la chaîne principale. 
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le Ca2+ dans le site II gagnait pour sa part un atome d'oxygène du groupement 

carboxyl de 1'Asp54. Lors de la simulation de Mehler et coll.,110  le Ca2+ dans le 

site I échangeait aussi un ligand (G1u27) pour un atome d'oxygène provenant de 

G1u60, tandis que le Ca2+ dans le site II demeurait lié aux mêmes atomes que 

dans la structure de départ, mais avec des distances Ca2+-1igand en général plus 

grandes. Les fluctuations des distances apparaissent dans la colonne des résultats 

de simulation et sont très faibles, bien qu'un peu plus élevées les molécules H20 . 

La plus grande distance entre le Ca2+ et l'atome d'oxygène des Asp19 et G1n22, 

de pair avec leurs plus grandes fluctuations, jouent certainement un rôle dans 

la présence d'une molécule d'eau supplémentaire dans le site I. Les deux atomes 

d'oxygène du G1u27 semblent être configurés de façon légèrement différente dans 

les structures expérimentale et simulée. La répartition des deux atomes d'oxygène 

est plus à caractère bidenté dans la simulation que dans l'expérience. 

L'état SI (D), dont les résultats sont présentés au tableau XII, conserve tous 

les mêmes ligands de la structure expérimentale D dont elle est issue. Cette 

structure n'ayant pas encore été déterminée expérimentalement, il n'est donc 

pas possible d'évaluer la qualité du résultat simulé, sinon qu'en comparant avec 

la structure expérimentale D. Notons qu'ici, la distance Ca2+-0 de 1'Asp19 de la 

structure Si  (D) simulée demeure plus près de la distance expérimentale et fluctue 

moins que dans la simulation de l'état D. L'oxygène du G1n22 se situe par contre 

à peu près à la même distance que dans la simulation de l'état D et affiche des 

fluctuations d'amplitude similaire. Ce rapprochement de 1'Asp19 et la plus grande 

stabilité de cette distance suffisent peut-être à ce qu'il n'y ait pas de molécule 

d'eau supplémentaire dans le site. 

Les données expérimentales concernant la nature et la disposition des ligands 

du Ca2+ dans l'état Sil  ne sont pas disponibles puisque la structure expérimentale 

a été déterminée par RMN. Les distances montrées dans la colonne exp. représentent 

les distances entre le Ca2+ et ses ligands tout de suite après avoir copié les 
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état Si  (D) 

site I 	exp. 	simul. 

A1a14 0 	n.d. 2.26±0.08 

G1u17 0 	n.d. 2.31±0.10 

Asp19 0 	n.d. 2.28±0.09 

G1n22 0 	n.d. 2.51±0.26 

G1u27 0E1 n.d. 2.18±0.07 

G1u27 0E2 n.d. 2.22±0.08 

H20 0 	n.d. 2.25±0.07 

TABLEAU XII. Distances entre le Ca2+ et ses ligands dans l'état Si  (D). n.d. 

signifie non déterminé. Voir le tableau XI pour les détails. 

coordonnées du Ca2+ de la structure expérimentale D à la structure expérimentale 

Sn  avant que ne soit effectuée la minimisation de l'énergie du site mais après que 

la position de l'ion dans le site rigide ait été optimisée. (voir section 4.2.1). Il ne 

s'agit donc pas des distances expérimentales mais d'une estimation de la nature 

et de la position des ligands déduite d'après la structure expérimentale. On voit 

néanmoins que la structure simulée Sn acquiert un ligand supplémentaire par 

rapport au nombre initial (Asp54 qui devient bidenté) et qu'on retrouve une 

disposition des ligands plus symétrique autour de l'ion grâce au processus de 

minimisation de l'énergie et d'équilibration. C'est peut-être à cause du manque de 

symétrie après copiage de l'ion qu'un ligand supplémentaire saisit l'opportunité de 

venir rapidement s'insérer dans le patron de coordinence. Peut-être qu'une période 

d'équilibration avec contrainte de plus longue durée aurait suffi à conserver la 

structure des ligands autour de l'ion. 

Aussi, des différences par rapport à la structure simulée D ressortent à l'étude. 

du tableau XIII, soit la présence d'un deuxième atome d'oxygène provenant du 

groupement carboxylique de Asp54 pour un total de huit ligands. 11 ressort aussi 
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que certaines distances dans la structure simulée Sn sont plus grandes que dans la 

structure simulée D. De plus, les fluctuations sont systématiquement plus grandes 

dans la simulation Sn  (sauf pour Asp58), avec une molécule d'eau qui entre et 

qui sort du site (fluctuations de 2.96 A. au tableau XIII). Encore une fois, ces 

observations s'apparentent probablement au fait que 1'Asp54 passe de mono à 

bidenté . Rappelons que ce ligand supplémentaire provenant de Asp54 survenait 

aussi lors de la simulation de l'état D réalisée par Ahlstrâm et co11.108  

état SH  

site II exp. simul. 

Asp54 OD1 2.07 2.31+0.12 

Asp54 0D2 absent 2.21+0.25 

Asp56 OD1 2.15 2.24+0.13 

Asp58 0D2 2.11 2.16+0.06 

G1u60 O 2.19 2.35+0.11 

G1u65 0E1 2.15 2.24+0.11 

G1u65 0E2 (3.30) 2.47+0.35 

H20 0 2.53 2.32+2.96 

TABLEAU XIII. Distances entre le Ca2+ et ses ligands dans l'état SI (D). Voir le 

tableau XI pour les détails. 

Le fait que la plupart des ligands se retrouvent plus près du Ca2+ dans la 

structure simulée D qu'a l'expérience, ainsi que la présence de ligands supplémen-

taires dans certains cas, s'accorde avec les résultats du chapitre 3 et est pro-

bablement une conséquence du fait que la polarisation induite est négligée (les 

charges partielles attribuées aux atomes sont des paramètres fixes). En réalité, 

le Ca2+ polarise la structure électronique de ses ligands, résultant en une densité 

accrue de charges négatives autour du Ca2+.  Par contre, dans le modèle de 

simulation, les charges partielles attribuées aux atomes ne pouvant pas s'ajuster à 
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la présence du Ca2+, on assiste plutôt au déplacement d'atomes supplémentaires 

dans l'environnement du Ca2+, et donc d'une coordinence accrue. La déformation 

des sites dans les structures simulées par rapport aux structures expérimentales 

est aussi probablement une conséquence de ces modifications des distances Ca2+ 

ligands par rapport aux valeurs expérimentales. 

4.3.1.4 Différences de disposition des ponts hydrogènes entre les structures 

expérimentales et les structures simulées, et des structures 

simulées entre elles 

Les distances moyennes entre les atomes d'hydrogène liés à l'atome d'azote 

de la chaîne principale (appelé HN) et les atomes d'oxygène de la chaîne principale 

(appelé 0) ont été calculées pour les cinq structures simulées. Les distances 

HN-0 inférieures à 3 À. ont été retenues et considérées comme formant un pont 

hydrogène. Pour chaque structure simulée, le réseau de ponts hydrogènes a été 

comparé à celui retrouvé dans la structure expérimentale,' sauf pour l'état Si (D) 

où ces résultats n'étaient pas connues au moment de la rédaction de cette thèse. 

Dans ce cas, les autres structures expérimentales sont utilisées comme référence. 

Malgré le fait que la structure expérimentale de l'état D provienne de données 

cristallographiques, les ponts hydrogènes déterminés dans la structure RMN ont 

été utilisés pour fins de comparaison puisque le milieu est le même que dans la 

simulation. 

De façon générale, le réseau de ponts hydrogènes de la chaîne principale des 

structures simulées est demeuré le même que dans les structures expérimentales; 

les atomes HN et 0 appartenant respectivement aux acides aminés i et i-4 forment 

le patron général des ponts hydrogènes, sauf pour l'hélice D des états SI(D), 

et D où une hélice3/10  est formée par quelques liens HN-0 appartenant aux acides 

aminés i et i-3. Ce passage d'une hélice a régulière à une hélice3/10  en allant de 

l'état A vers les états Si(D), SH  et D fait partie des différences associées à la 
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liaison de Ca2±. 

Le tableau XIV donne la liste des ponts hydrogènes qui sont présents dans la 

structure expérimentale correspondante mais absents dans la structures simulée. 

La structure simulée A(S11) n'est pas mentionnée dans le tableau XIV puisqu'elle 

a retenu tous les ponts hydrogènes de la structure expérimentale A. La structure 

simulée A, pour sa part, subit quelques modifications: les ponts hydrogènes annotés 

P au tableau XIV sont remplacés par des ponts hydrogènes avec des molécules 

d'eau tandis que les autres ponts hydrogènes forment des ponts hydrogènes avec 

l'acide aminé précédent ou suivant. 

A 	 SI(D) 	 S11 D 
(HN-0) 	 (HN-0) 	(HN-0) 	(HN-0) 

(Leu6, Ser2) 
(Lys7, Pro3) 

(A1a15, Glu11)P 
(Ala15, Glull)P 

(Phe50, Leu46) 

	

	 (Ala15, Glull) 
(G1n22, Asp19)P 

(G1u52, G1u48)P 	 (Lys16, Tyr13) 	(Lys16, Tyr13)P 

(Leu53, Leu49) 	
(G1n33, Lys29) 	

(G1u52, G1u48) 	(Lys55, Leu53)P 
(Asp54, Phe50) 	

(Asp54, Ph.e50) 

*(Va161, Leu23)P 

	

	

(Va168, Glu65)P  
(Lys55, Leu53) 

(Va168, G1u64) 

(Lys72, Leu69) 

TABLEAU XIV. Ponts hydrogènes reliant les atomes HN à 0 de la chaîne 

principale qui sont présents dans les structures expérimentales (RMN) mais qui 

sont absents dans les structures simulées. La structure simulée A(S11) est absente 

de ce tableau parce qu'elle a retenu tous les ponts hydrogènes de la structure 

expérimentale A. L'annotation p signifie que le pont hydrogène a été perdu; les 

autres ponts hydrogènes de la liste établissent des ponts hydrogènes avec un acide 

aminé adjacent. L'astérisque indique que ce pont hydrogène relie les deux sites. 
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Pour l'état SI (D), les ponts hydrogènes communs aux états A, Si'  et D ont 

été retenus pour la comparaison. Les ponts hydrogènes n'apparaissant que dans 

l'état D et absents dans la simulation SI (D) n'ont pas été considérés manquants. 

Un total de deux ponts hydrogènes, faisant partie du site I, ont été perdus au 

profit de ponts hydrogènes avec des molécules d'eau, les autres ont été remplacés 

par des liaisons impliquant un acide aminé adjacent. 

Aucun pont hydrogène n'a été perdu dans la structure simulée SH, bien que 

deux soient remplacés par des liaisons avec d'autres acides aminés adjacents. La 

structure simulée D perd trois ponts hydrogènes dont un dans le site I et deux 

dans le site II, et qui sont aussi remplacés par des ponts hydrogènes avec des 

molécules d'eau, en plus d'un autre faisant partie du site I qui est modifié. 

La majorité des ponts hydrogènes perdus (P) se trouvent directement dans 

un site, ou très près d'un site. L'origine de ces bris ne peut être déterminée avec 

certitude, mais le fait qu'il y ait déformation du site dans les structures simulées 

avec Ca2+, pourrait impliquer des tensions ayant causé le bris de certains ponts 

hydrogènes. Par contre, il en va autrement de la structure simulée A pour laquelle 

cette hypothèse ne tient pas mais dont il sera discuté à la section 4.3.2. 

4.3.1.5 Différences de compacité entre les structures simulées 

Le rayon de giration et la surface accessible à l'eau ont été calculés pour 

chaque structure simulée et comparés avec la valeur obtenue à partir de la structure 

expérimentale de départ. Ceci constitue une mesure de la compacité relative 

de chaque structure simulée ainsi qu'une autre façon d'évaluer de combien une 

structure simulée s'est éloignée de la structure expérimentale. 

Le rayon de giration calculé pour la calbindine 1)9k  est défini par 

rG = Ei mirî  
Ei mi 

(4.3) 
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A A(Sn) Si  (D) 	SII D 

12.47 11.65 11.49 	11.46 11.29 

11.31 11.08 11.26 

5750.21 5056.35 4852.81 	4867.60 4636.44 

4694.44 — 	4425.72 4610.81 

rG  (Å) (simul.) 

(exp.) 

eacc. (Å2) (simul.) 

(exp.) 

TABLEAU XV. Compilation des rayons de giration moyens (TG) et des surfaces 

accessibles moyennes (Trace.) pour les cinq structures simulées. 

où mi  est la masse de l'atome i, ri  est la distance de cet atome au centre de masse 

de la protéine, et le calcul inclus tous les atomes. 

Le rayon de giration moyen de chaque structure simulée a été calculé à 

partir de chaque trajectoire respective. Les résultats sont donnés au tableau XV; 

on y trouve aussi les valeurs calculées pour chaque structure expérimentale de 

départ. Il semble que les structures simulées aient un rayon de giration qui varie 

inversement au niveau d'occupation du Ca2+, observation qui n'est cependant 

pas appuyée par les données expérimentales, bien qu'il ne s'agisse que d'une seule 

mesure prise sur la structure de départ. Il ressort que la structure A se relâche 

pendant la simulation, et que la structure simulée A(S11) se révèle plus près de la 

structure expérimentale A. Les structures simulées Si(D) et Su  ont des rayons de 

giration très similaires, et bien qu'il n'y ait pas de donnée expérimentale pour la 

Si (D), on observe que la structure SH  s'est légèrement décontractée au cours de la 

simulation, et l'on peut supposer qu'il en est de même pour la structure simulée 

SI (D). Dans le cas de la structure simulée D, le rayon de giration de départ est 

presque parfaitement maintenu jusqu'à la fin de la simulation. 

Le tableau XV donne aussi la valeur de la surface accessible moyenne TT - acc. 

pour chaque structure simulée et de chaque structure expérimentale de départ. 

La surface accessible dite de Lee et Richards115  est calculée en faisant rouler 

une sonde sphérique d'un rayon de 1.4 Â. sur la surface de la protéine de sorte à 
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ce que la sonde explore toute la surface accessible et en faisant la somme. Les 

résultats nous montrent la même tendance que pour le rayon de giration, c'est-à-

dire que la structure simulée A s'éloigne le plus de sa structure expérimentale 

de départ, mais que la structure simulée A(S11) en est aussi proche que les 

structures simulées SI(D) et SH  le sont de la structure expérimentale SH. Les 

deux structures simulées Si(D) et SH  ont des surfaces accessibles très similaires 

entre elles mais légèrement différentes de la structure expérimentale SH. Enfin, la 

structure simulée D demeure presque en parfait accord avec la valeur obtenue à 

partir de la structure expérimentale D. 

Une mesure très révélatrice de la compacité consiste à compiler toutes les 

paires d'atomes de la chaîne principale dont la distance moyenne (sur toute 

la trajectoire) est plus petite qu'une valeur maximale (ici 5 Å). Les figures 21 

à 23 montrent ces résultats pour chaque structure simulée. De même que les 

résultats du rayon de giration et de la surface accessible, les matrices des contacts 

suggèrent que les deux liaisons successives de Ca2+ engendrent une contraction 

de la protéine. 

La structure simulée A est celle qui présente le moins de contacts. Elle est 

encore une fois différente de la A(S11) qui présente des contacts supplémentaires 

entre les sites I et II et entre les bouts terminaux N et C, mais quelques contacts 

en moins entre les atomes du site I. Les deux structures ne présentent aucun 

contact interne au site II. 
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FIGURE 21. Matrices des contacts des structures simulées A et A(Su): 

compilation des atomes lourds de la chaîne principale se trouvant à moins de 

5 Å d'un autre atome lourd de la chaîne principale. Les deux atomes doivent 

aussi être séparés par au moins 75 atomes dans la séquence primaire. 
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FIGURE 22. Matrices des contacts des structures simulées SI(D) et SH . Voir figure 

21. 
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FIGURE 23. Matrice des contacts de la structure simulée D. Voir figure 21. 

La structure simulée SI (D) présente beaucoup plus de contacts internes au 

site I, entre les deux sites et, contrairement aux structures simulées A et A(SII), 

des contacts internes au site II. Quelques contacts supplémentaires apparaissent 

aussi entre les bouts terminaux N et C. La structure simulée SH  présente quelques 

contacts internes au site II de plus que la structure SI  (D), et davantage de contacts 

entre les sites I et II, mais beaucoup moins de contacts internes au site I. Des 

contacts entre les bouts terminaux ne sont pas présents. La structure simulée 

D retient les contacts supplémentaires des structures simulées SI (D) et SH  qui 

apparaissent lorsque comparées aux structures simulées A et A(SH), c'est-à-dire 

tous les changement structuraux engendrés par la liaison des deux Ca2±. Ces 

observations sont en accord avec les résultats du rayon de giration et de la surface 

accessible au solvant. 
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4.3.1.6 Différences d'hydratation des chaînes principales, des chaînes 

latérales et des sites entre les structures simulées 

L'hydratation moyenne des chaînes principale et latérale de chaque acide 

aminé a été évaluée pour toutes les structures simulées en calculant le nombre de 

molécules d'eau contenues dans un rayon de 4231. des chaînes principale et latérale 

de chaque acide aminé. Ces résultats sont montrés aux figures 24 et 25. 

Une première caractéristique remarquable est l'alternance de grande et faible 

hydratation à environ tous les deux ou trois acides aminés dans les hélices. 

Ceci correspond probablement à la position de la chaîne latérale qui pointe vers 

l'extérieur de la protéine directement dans le solvant, ou vers l'intérieur de la 

protéine, selon la position de l'acide aminé dans l'hélice. L'alternance observée 

provient du nombre d'acides aminés par tour d'hélice. Ces alternances ne sont 

d'ailleurs observées que dans une très faible mesure dans les sites qui sont positionnés 

vers l'extérieur de la protéine et donc plus exposés au solvant. 

La figure 24 du haut montre que la structure simulée A se distingue des 

autres par une plus grande hydratation du segment 36-45 et des acides aminés 

23 et 24, mais que son site II est légèrement moins hydraté que celui de la structure 

simulée A (SH). Etant donné que la stucture simulée A (SH) est globalement demeurée 

plus près de la structure expérimentale A, les comparaisons suivantes sont effectuées 

principalement avec la structure A(SH ), mais rappelons que le site I de la structure 

simulée A est demeurée plus près de la structure expérimentale (voir tableau IX). 

La figure 24 du bas montre que le profil d'hydratation de la chaîne principale 

est très similaire pour toutes les structures simulées. Il apparaît cependant que 

le site II des structures simulées A(S11) et SI (D) est légèrement plus hydraté que 

pour les deux autres (Su  et D) qui ont un Ca2+ lié à majoritairement à des 

atomes d'oxygène des chaînes latérales dans ce site. En particulier, il semble que 

la liaison d'un premier Ca2+ dans le site 11 déshydrate la chaîne principale des 
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acides aminés 21 à 25. Bien que ce soit un effet modéré, ce résultat suggère que la 

liaison d'un Ca2+ dans le site II a pour effet, dans une certaine mesure, de préparer 

le site I de sorte à ce que l'oxygène de la chaîne principale de l'acide aminé 22 ait 

préalablement été libéré des molécules d'eau environnantes. Les résultats pour les 

chaînes latérales sont présentées à la figure 25. 

Au haut, on note cette fois que la structure simulée A affiche toujours 

quelques différences par rapport à la structure A(SH), surtout dans le segment 

36-45 ainsi que pour quelques acides aminés du site I. La figure du bas montre 

que les chaînes latérales du site II sont particulièrement affectées par la présence 

du Ca2+, puisque ce dernier est lié par les chaînes latérales dans le site II. Pour le 

site I, il semble que la chaîne latérale de l'acide aminé 18 des structures simulées 

SI (D) et D est plus hydratée que celle des deux autres (A(SH) et SH) qui n'ont 

pas de Ca2+ dans le site I. Peut-être que la présence d'un Ca2+ dans le site I, 

lié principalement à des oxygènes de la chaîne principale, force la chaîne latérale 

de la glycine à se réorienter vers l'extérieur de la protéine, directement dans le 

solvant. 
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FIGURE 24. Hydratation de la chaîne principale des structures simulées. 

L'ordonnée donne le nombre de molécules d'eau dans un rayon de 4 Å du centre 

de masse de la chaîne principale d'un acide aminé. 
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les structures simulées. (Voir figure 24.) 
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4.3.2 Analyse comparée des propriétés dynamiques à l'équilibre 

4.3.2.1 Fluctuations moyennes autour de la position moyenne pour 

chaque acide aminé 

Lors du calcul des structures simulées moyennes, les fluctuations moyennes 

(écart type) autour de la position moyenne de chaque acide aminé ont été calculées 

en ne tenant compte que des atomes lourds. Les résultats sont présentés à la figure 

26. 

On note ici aussi le même genre d'alternance en fonction du numéro d'acide 

aminé qu'aux figures 24 et 25 et qui dépend probablement de sa position vers 

l'extérieur (plus grandes fluctuations) ou vers l'intérieur de la protéine (moins 

grandes fluctuations). L'état A présente le plus de fluctuations en comparaison 

avec les états SI (D), SH  et D dont les acides aminés fluctuent nettement moins. 

De plus, la structure simulée A fluctue considérablement plus que la structure 

simulée A(S11) dans les régions du bout N-terminal, du segment 36-45 et du site 

II, là où elle diffère le plus de la structure expérimentale. Malgré les plus faibles 

fluctuations dans la structure simulée A(SH ), il demeure que les bouts N et C-

terminaux et les sites I et II se distinguent des hélices par la plus grande amplitude 

de leurs fluctuations. Il est étonnant de constater que le site II de la structure 

simulée A(S11) fluctue moins que le structure simulée SH  dont elle est issue, mais 

cela a peut-être à voir avec le fait qu'un pont hydrogène (G1u52, G1u48) a été 

modifié (mais non perdu) dans le site II de la SH, mais pas dans la A(Sii)• 

La présence d'un Ca2+ dans un des deux sites fait diminuer le niveau des 

fluctuations du site où il est directement lié, mais aussi dans une certaine mesure 

le site resté inoccupé, et plus généralement le niveau de base de fluctuations des 

hélices. Ceci est particulièrement remarquable pour la structure simulée S1(D)_ 

dont le niveau de fluctuations est plus faible que pour la structure simulée Su 

pour tous les éléments de structure secondaire, sauf le segment 36-45. 



3 

2.5 

2 

Å 	1.5 

1 

0.5 

o 

113 

10 	20 	30 	40 	50 
	

60 
	

70 
acide aminé 

3 

2.5 

2 

Å 	1.5 

1 

0.5 

0 1 	I 
	

i 
	

i  

 

10 	20 	30 	40 	50 	60 	70 
acide aminé 

3 

2.5 

2 

Å 	1.5 

1 

0.5 

0 

D— -  

- 

- 

-  

10 	20 	30 	40 	50 	60 	70 
acide aminé 
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acide aminé pondérées par la masse de chaque atome lourd inclus dans le calculs. 
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Dans le cas de la structure simulée Sn, la présence d'un Ce-dans le site 

H fait diminuer les fluctuations par rapport à la structure simulée A. Mais cette 

remarque n'est cependant pas aussi vraie lorsque la comparaison est faite avec 

la structure simulée A(SII): en effet les acides aminés 51 et 55 du site II de la 

SIT  continuent de fluctuer autant que dans la structure simulée A(SII ). De façon 

générale, les fluctuations de la structure simulée SI (D) se retrouvent à un niveau 

très similaire à celles de la structure simulée D, sauf pour le segment 36-45 qui 

fluctue plus dans la structure simulée Si (D). En fait, il est étonnant de constater 

que le niveau des fluctuations dans la structure simulée SI (D) est plus bas que 

dans la structure simulée D. Néanmoins, la structure simulée D affiche un niveau 

de fluctuations assez bas, en comparaison aux autres structures simulées et, mis 

à part les bouts terminaux N et C ainsi que le segment 36-45, il ne semble pas y 

avoir de région qui se démarque par un niveau plus élevé de fluctuations. 

Il ressort que la structure de départ d'une structure simulée joue un rôle 

important dans le comportement dynamique de la structure simulée, à tout le 

moins pour le cas de l'état A. Il serait donc hasardeux de poser des conclusions 

plus détaillées quant aux conséquences du niveau d'occupation de Cehde la 

calbindine D9k, bien qu'il semble se dégager que ce dernier affecte de façon 

générale à la baisse le niveau des fluctuations, à commencer par celui des sites et 

du segment 36-45. 

Les fluctuations des atomes lourds de la structure simulée D et calculées à 

partir de la trajectoire (les valeurs obtenues avant le calcul des moyennes par acide 

aminé) peuvent être comparées aux fluctuations atomiques reliées aux facteurs 

B, dits de température ou de Debye-Waller, qui sont déterminés par diffraction 

des rayons X. Ces facteurs B étant disponibles pour la structure expérimentale 

D,15  ils ont été convertis en fluctuations atomiques (T)dynamique  approximées 

comme étant harmoniques et isotropes, et auxquelles ils sont reliés par:54  
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où Bi  est le facteur B de l'atome i et (T) désordre  est la contribution provenant du 

désordre du réseau cristallin et autres effets. Comme ces différentes contributions 

n'étaient pas disponibles dans le cas de la structure de l'état D de la calbindine 

D9k, nous avons donc posé que ( 	désordre = 0 ' 

La figure 27 compare les résultats de la simulation D aux données expérimen-

tales.15  La limite inférieure des deux enveloppes de fluctuations est très similaire, 

et correspond aux fluctuations des atomes lourds de la chaîne principale. Une 

analyse détaillée montre que les bouts terminaux N et C, les acides aminés 18, 

19 et 20 du site I ainsi que les acides aminés 42 à 45 (segment 36-45) fluctuent 

légèrement plus dans la simulation, tandis que les acides aminés 33 à 41 (segment 

36-45) fluctuent moins. Les chaînes latérales sont en moyenne plus flexibles dans la 

simulation. Ceci est peut-être relié au fait qu'il n'y a pas de contraintes imposées 

par le réseau cristallin dans le cas de la simulation de la protéine en solution. 

4.3.2.2 Fluctuations moyennes des angles dièdres et 1/) 

La définition d'un angle dièdre a été donnée à la figure 9. L'angle dièdre 

0 est obtenu en remplaçant les atomes fictifs (1, 2, 3 et 4) par les atomes C, 

N, Ca  et C de la chaîne principale, tandis que l'angle dièdre '0 est obtenu en 

les remplaçant par les atomes N, Ca, C et N de la chaîne principale. Comme le 

premier atome lourd d'une protéine est un atome N (bout N-terminal) et le dernier 

un atome C (bout C-terminal), il n'y a pas d'angle dièdre 0 associé au premier 

acide aminé, de même qu'il n'y a pas d'angle dièdre e associé au dernier acide 

aminé. Ces fluctuations sont d'un intérêt particulier, puisqu'elles ne représentent 

que des fluctuations internes, contrairement aux fluctuations des acides aminés 

qui peuvent inclure des mouvements de corps rigides. 

Les fluctuations moyennes des angles 0 et V) ont été calculées à partir des-

trajectoires pour les cinq simulations et les résultats sont présentés aux figures 
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28 et 29. Cette fois, les fluctuations sont concentrées dans trois régions distinctes 

qui tranchent du reste de la protéine, soit le site I, le segment 36-45 et le site 

II. Le reste de la protéine, c'est-à-dire les quatre hélices, fluctue autour de 9°. 

Les structures simulées A et A(S11) affichent globalement le plus de fluctuations, 

suivies par les structures simulées SI(D) et SH, et finalement la structure simulée 

D. La liaison du Ca2+ est donc associée à une diminution graduelle des fluctuations 

internes de la protéine dans les sites de liaison et le segment 36-45. Plus en détails, 

pour les angles dièdres 0 la structure simulée A fluctue globalement plus que la 

structure simulée A(SH), sauf pour les acides aminés 16, 17, 18, 55, 58 et 59 qui 

fluctuent plus dans la structure simulée A(SH). Une différence notable entre les 

deux simulations est la plus grande stabilité du segment 36-45 dans la simulation 

A(Su). Le profil des fluctuations de la simulation A(SH ) ressemble beaucoup à 

celui de la simulation SH  dont elle est issue, cette dernière affichant cependant 

moins de fluctuations dans le site II (où un ion est présent), ainsi que dans le 

site I dans une certaine mesure. Pour la structure simulée SH , bien qu'un ion 

soit présent dans le site II, les dièdres des acides aminés 57 à 60 continuent de 

fluctuer. 

Le site I de la structure simulée SI (D) fluctue moins que dans toutes les 

autres structures. Par contre, le dièdre 0 de l'acide aminé 59 (site II) fluctue 

en moyenne de 133°. Les dièdres du segment 36-45 fluctuent moins que dans la 

structure simulée D dont elle est issue, et cette dernière présente des sites I et 

H qui fluctuent respectivement légèrement plus et moins que dans les structures 

simulées SI (D) et SH. L'analyse des angles dièdres ,,,b mène qualitativement aux 

mêmes conclusions, bien que le comportement en détail soit quelque peu différent. 

Les différences notables par rapport aux fluctuations des dièdres 0 sont celles-ci: 

les niveaux des fluctuations du segment 36-45 des structures simulées A et A(Su) 

se ressemblent davantage, et le dièdre 0 de la structure simulée SI  (D) fluctue plus 

que le dièdre 0, ainsi que dans la structure simulée D où en particulier le dièdre 
_ 

0 de l'acide aminé 43 fluctue en moyenne de 68°. 
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Bien qu'une tendance générale ressorte de ces comparaisons et que l'on puisse 

dire qualitativement que la liaison du Ca2+ aux sites de la calbindine Dgk diminue 

globalement les fluctuations internes dans le site II et le segment 36-45, il n'en 

demeure pas moins, en contrepartie, que certains acides aminés isolés subissent 

une hausse du niveau de leurs fluctuations du dièdre V) et/ou 0 . Les fluctuations 

du site I, qui sont plus considérables dans la structure simulée D que dans la 

SI  (D) surprennent un peu et demeurent pour l'instant sans explication, sinon 

que le comportement d'une structure simulée dépend de sa structure utilisée au 

départ. Il est possible que seul un nombre réduit de dièdres peuvent fluctuer 

librement avec davantage d'amplitude, puisqu'ils sont les seuls encore capables 

d'exprimer des fluctuations. 

4.3.2.3 Paramètres d'ordre (S2) (RMN) des vecteurs parallèles aux 

liens NH et CQH,; comparaisons entre les valeurs expérimentales 

et calculées 

Le paramètre d'ordre est déterminé par des expériences de RMN et constitue 

une mesure de restriction spatiale des mouvements internes rapides d'un vecteur 

reliant deux noyaux, soit dans notre cas les vecteurs liens N-H et Galla , à une 

échelle de temps de l'ordre des picosecondes. 

Pour des spins nucléaires 1/2 (ex: 15N avec 1H ou 13C, avec 1H), la relaxation 

suite à l'application d'un champ magnétique est dominée par l'interaction dipolaire 

avec les noyaux voisins et cette interaction spin-spin est tributaire des mouvements 

présents dans l'environnement de la paire de spins.116, 46 L'étude de la relaxation 

spin-spin apporte donc de l'information au sujet de la dynamique du vecteur lien 

concerné à une échelle de temps des picosecondes, qui sont considérés comme des 

mouvements rapides. 

Les paramètres de relaxation traditionnellement mesurés sont le temps de 
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relaxation longitudinale (T1), le temps de relaxation transverse (T2) et le NOE, 

c'est-à-dire le changement d'intensité du pic de résonance dû au transfert de 

magnétisation impliqué lors du phénomène de relaxation. Ces trois paramètres 

dépendent d'une densité spectrale J(w) donnée par 

J (w) = 2 j: cos(wt)C(t)dt 	 (4.5) 

qui est la transformée de Fourier en cosinus de la fonction de corrélation C(t) de 

l'interaction spin-spin. Cette fonction de corrélation peut être factorisée en une 

partie reliée à la rotation diffusionnelle globale de la protéine Cr (t) et une partie 

reliée aux mouvements internes C (t): 

C(t) = Cr (t)Ci (t) 	 (4.6) 

où 

Cr (t) = —
1 

exp (—t/Tr ) 
5 (4.7) 

avec le temps caractéristique de relaxation rotationnelle Tr. La partie pour les 

mouvements internes seulement est donnée par: 

Ci(t) = (P2 (ê(0).ê(t))) 	 (4.8) 

où ê(0) est le vecteur unitaire reliant les deux noyaux pointant dans la direction 

du lien N-H ou C,H, au temps zéro, et ê(t) est le même vecteur à un temps t 

subséquent; P2(x) est le polynôme de Legendre au second ordre, (3x2  — 1)/2. 

Comme cette densité spectrale est difficilement évaluable expérimentalement, 

une stratégie développée par Lipari et Szabo' consiste à modéliser la fonction de 

corrélation Ci (t) des mouvements internes par une autre fonction qui représente 

bien le comportement de la fonction de corrélation, notamment aux limites t 0 

et t —> oo. Cette fonction de corrélation modèle est donnée par 

Ci(t) = S2  + (1 — 52) exp (—t/Ti ) 	 (4.9) 
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dont la limite t —› oo est S2, le paramètre d'ordre généralisé, et Ti  est le temps 

effectif de corrélation des mouvements internes. Le paramètre d'ordre varie de 0, 

dans le cas d'un mouvement isotrope, à 1 dans le cas d'un mouvement complètement 

restreint. Le paramètre d'ordre est donc une mesure de l'espace angulaire exploré 

par le vecteur colinéaire au lien entre les deux noyaux. 

Dans notre cas, les paramètres d'ordre sont calculés à partir de la limite 

t --> oo de l'expression analytique exacte de la fonction de corrélation, c'est-à-

dire la moyenne du plateau de la fonction suivante (reliée à l'équation 4.8 par le 

théorème d'addition des harmoniques sphériques): 

(s1 47r 	2  
E 	Y2m(e,c1)))12  2   (4.10) 

3 
= 	I (Y2(e, cD))12  +31(Y1(e,(D))I2  +-11(Y0(e,cD))12  

où (...) indique une moyenne d'ensemble. Les Y2,(8, 1)) sont les harmoniques 

sphériques de rang 2 avec les angles 9 et cl. indiquant l'orientation du vecteur 

lien unitaire dans le cadre de référence de la molécule fixe. Cette expression est 

exacte; ce sont cependant les trajectoires générées par le modèle de simulation qui 

constituent l'approximation dans les calculs de paramètres d'ordre, puisqu'elles 

déterminent les trajectoires e(t) et cl.(t). 

La figure 30 compare les paramètres d'ordre des vecteurs N-H calculés à 

partir de la trajectoire à ceux obtenus expérimentalement.24,109 Rappelons qu'il 

n'y a pas de vecteur N-H pour les prolines, qui sont au nombre de quatre dans 

la calbindine Dgk, soit les acides aminés 1, 3, 20 et 37. De plus, les paramètres 

d'ordre expérimentaux des acides aminés 15, 17, 23 et 24 de l'état SH  n'ont pu 

être déterminés. Les paramètres d'ordre expérimentaux de l'état SI (D) n'étaient 

pas encore connus au moment de la rédaction de cette thèse. 

La figure 30 montre qu'il existe un bon accord qualitatif entre nos résultats 
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et les résultats expérimentaux. Les paramètres d'ordre calculés sont généralement 

supérieurs aux valeurs expérimentales pour les hélices et ce niveau augmente avec 

la venue du Ca2+ dans un site. Briishweiler118  a montré que les paramètres d'ordre 

associés aux mouvements très rapides calculés à partir de trajectoires générées par 

des méthodes classiques étaient surestimés par 	par rapport à des calculs 

quantiques. Mais les paramètres d'ordre sont par contre inférieurs lorsqu'il s'agit 

des sites, particulièrement pour le site I. Remarquons aussi que dans la région des 

hélices, on observe une alternance (comme aux figures 24, 25 et 26) de la valeur 

du paramètre d'ordre en fonction du numéro d'acide aminé de faible amplitude, 

et comparable aux données expérimentales. Pour les sites, ces alternances sont 

d'amplitude beaucoup plus grande, ce qui donne pour certains acides aminés des 

paramètres d'ordre beaucoup plus faibles que les valeurs expérimentales. 

Pour la structure simulée A, les paramètres d'ordre des vecteurs N-H des 

acides aminés 15-22, 38-46, 52, 55 et 57 sont considérablement inférieurs aux 

données expérimentales; la structure simulée A(Sii) se comporte notablement 

mieux avec seulement les acides aminés 16-19 présentant des paramètres d'ordre 

inférieurs aux valeurs expérimentales et les acides aminés 40-43 présentant le 

contraire. 

Pour la structure simulée Sn, on peut supposer que les paramètres d'ordre 

des vecteurs N-H des acides aminés 16 et 19 sont inférieurs à ce que serait la 

valeur expérimentale (qui ne sont pas connues), tandis que ceux des acides aminés 

22, 59 et 60 sont inférieurs aux valeurs expérimentales, et que ceux des acides 

aminés 40-43 sont supérieurs aux valeurs expérimentales. Bien que les valeurs 

expérimentales pour l'état SI (D) ne soient pas connues, il est fort probable que 

les paramètres d'ordre des acides aminés 16, 40-42, 55 et 60 seraient inférieurs 

aux valeurs expérimentales. Mais on sait, par des expériences de mesures du taux 

d'échange des protons appartenant à des groupements amides du modèle N56A 

de l'état Si (D), que sa dynamique est presque identique à celle de l'état D.114 
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FIGURE 30. Comparaisons des paramètres d'ordre ((82 )) des vecteurs N-H 

provenant de données expérimentales avec ceux calculés à partir des trajectoires. 
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La structure simulée D est celle dont les valeurs calculées sont les plus en 

accord avec les valeurs expérimentales. Les paramètres d'ordre des vecteurs N-H 

des acides aminés 16, 17, 22 et 58-60 sont inférieurs aux valeurs expérimentales, 

tandis que ceux des acides aminés 40-42 leur sont supérieurs. Mais un accord 

qualitatif demeure, et il ressort que l'état A est le plus flexible, suivi par les états 

SH  et SI  (D), et finalement l'état D. La liaison du Ca2+ dans un site affecte donc 

la flexibilité des deux sites, mais aussi du segment 36-45 qui devient plus flexible 

selon les données expérimentales, mais qui se rigidifie selon nos calculs. 

Il est intéressant de relever que le profil des paramètres d'ordre en fonction 

des acides aminés affiche une correspondance presque parfaite avec les fluctuations 

des angles dièdres 0 ou '0. En fait, si on tente de superposer les paramètres 

d'ordre N-H aux figures 28 ou 29 (on doit inverser la feuille) on voit que les 

acides aminés ayant des paramètres d'ordre trop faibles sont ceux dont les angles 

dièdres fluctuent de façon singulière et excessive. Ce thème est repris et analysé 

en détail dans le chapitre suivant. 

Le tableau XVI donne les valeurs moyennes des paramètres d'ordre des 

vecteurs N-H par élément de structure secondaire. Les mêmes acides aminés que 

dans les moyennes expérimentales24  ont été retenus pour effectuer les moyennes 

des valeurs provenant des simulations. 

Ces résultats suggèrent que les hélices sont très bien représentées, puisque 

leurs valeurs moyennes rejoignent celles des valeurs expérimentales sauf pour 

quelques exceptions légèrement supérieures. Ces moyennes suggèrent aussi que 

les sites sont bien représentés, sauf pour le site I des structures simulées A et 

A(SII ). Il faut cependant remarquer que l'écart type dans le cas des sites est plus 

élevé que pour les hélices, ce qui rappelle qu'il y a de plus grandes fluctuations 

des valeurs des paramètres d'ordre dans les sites. 

Les valeurs expérimentales des paramètres d'ordre des vecteurs CaH, n'étant 



0.82 ± 0.01 0.880 ± 0.004 0.863 ± 0.005 0.86 ± 0.01 0.84 ± 0.02 

0.74 ± 0.14 0.91 ± 0.03 0.73 ± 0.04 0.85 ± 0.13 0.86 ± 0.02 

0.82 ± 0.02 0.862 ± 0.004 0.838 ± 0.005 0.83 ± 0.01 0.82 ± 0.02 

0.75 ± 0.13 0.91 ± 0.01 0.86 ± 0.07 0.82 ± 0.10 0.88 ± 0.01 

exp. 0.85 ± 0.01 
Sn 

simul. 0.87 ± 0.03 

D 
	exp. 0.84 ± 0.01 

simul. 0.87 ± 0.04 
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acides aminés 

4-14 

hélice A 

16, 18-22 

site I 

25-35 

hélice B 

46-54 

hélice C 

55-62 

site II 

63-73 

hélice D 

exp. 	0.85 ± 0.01 0.80 ± 0.02 0.87 ± 0.01 0.82 ± 0.01 0.72 ± 0.04 0.86 ± 0.01 A 
simul. 0.83 ± 0.10 0.55 ± 0.10 0.90 ± 0.02 0.73 ± 0.14 0.64 ± 0.15 0.90 ± 0.01 

A(SH )simul. 0.90± 0.02 0.63± 0.15 0.91± 0.01 0.86± 0.03 0.66± 0.10 0.87± 0.03 

TABLEAU XVI. Comparaisons des valeurs moyennes (par élément de structure 

secondaire) des paramètres d'ordre des vecteurs N-H expérimentales' avec celles 

calculées à partir des trajectoires. 

pas connues, il n'est pas possible d'effectuer une analyse aussi exhaustive que dans 

le cas des vecteurs N-H. Néanmois, on s'attend à ce que ces paramètres d'ordre 

(CH) soient globalement supérieurs aux paramètres d'ordre des vecteurs N-

H, ceci parce que le plan peptidique O-C-N-H forme un plan plutôt rigide avec 

de part et d'autre une liberté de rotation autour des liaisons simples avec les C,„ 

adjacents. Il n'est pas possible au vecteur CJI, de se déplacer aussi librement que 

le vecteur N-H. La figure 31 nous montre pourtant des résultats qui s'accordent 

avec les résultats obtenus pour les vecteurs N-H. Certains acides aminés des 

sites semblent toujours problématiques lors des simulations, mais il n'est pas 

possible de vérifier dans quelle mesure. Notons que contrairement aux résultats 

expérimentaux des vecteurs N-H, où la flexibilité du segment 36-45 s'accroît avec 

le niveau d'occupation du Ca2+, le segment 36-45 semble se rigidifier avec la 

liaison du Ca2+ selon les paramètres d'ordre des vecteurs C,Fla. 
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FIGURE 31. Paramètres d'ordre ((S2 )) des vecteurs C,H, calculés à partir des 

trajectoires. 
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Des comparaisons similaires entre paramètres d'ordre mesurés expérimenta-

lement, et calculés à partir de trajectoires ont déjà été faites.109, 119, 120, 121 En  

particulier, l'étude effectuée par Smith et co11.12°  a révélé que les paramètres 

d'ordre calculés d'une trajectoire du lysozyme du blanc d'oeuf de poule affichait 

une grande variation d'amplitude en fonction du numéro d'acide aminé, certains 

ayant un paramètre d'ordre considérablement plus bas que leurs voisins direct. 

Ceci étant aussi notre cas, il est intéressant de relever leurs explications qui 

trouvent leur origine dans les fluctuations trop grandes des angles dièdres 0 et e, 

soit des transitions concertées pouvant être la conséquence des limites de fiabilité 

du champ de forces. Il est aussi possible que des positions atomiques déterminées 

avec moins de certitude dans la structure expérimentale de départ puissent mener 

à des instabilités locales transitoires lors de la période d'équilibration, se stabilisant 

enfin dans un minimum local avec moins d'élements de structure secondaires 

stabilisateurs comme des ponts hydrogènes. Une conséquence serait une flexibilité 

locale accrue. 

4.3.3 Contributions structurales et énergétiques à la coopérativité 

4.3.3.1 Contribution électrostatique défavorable à la coopérativité associée 

à la liaison du Ca2+ 

La différence d'énergie libre associée à la coopérativité chez la calbindine 

DR pour le cas où le Ca2+  se lie d'abord au site II, soit (voir figure 6) 

AAGcoop. = ¿G1,,1  — AGI'  < 0 	 (4.11) 

peut être divisée en deux contributions:46  une première provenant des modifications 

de structure et de dynamique de la protéine suite à la liaison de Ca2+; une 

deuxième associée à la liaison du Ca2+ dans le site préformé, et qui est de nature 

électrostatique, soit 

AAGcoop. _ AAGprot. ± AAGion 	 (4.1 2) 
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où 

AAGprot. = [Gr,rioit. 	Grirot.] 	[Grirot. 	GpArot.] 	 (4.13) 

et 

AAGi" = [G — G e — 	— 	. 	 (4.14) 

La contribution AAGi" correspond à la différence d'énergie libre associée à 

l'interaction (répulsion) des deux Ca2+ lorsque chacun se trouve dans son site 

respectif. On présume ici que l'interaction entre le Ca2+ et la protéine est identique 

dans les états SI (D), SH  et D. 

Dans l'état D, les Ca2+ sont séparés en moyenne par 12 A, et la calbindine 

DR  sans Ca2+ possède une charge totale de —7e dans sa forme A mineure (sans le 

groupement N-terminal Ac-Ser-Ala-Lys), répartie de façon asymétrique entre le 

site I (-2e), le site II (-4e) et le reste de la protéine. Lorsqu'un premier Ca2+ se 

lie au site II de la calbindine DR, la charge résultante de la calbindine DR  dans 

son état SH  est diminuée; la contribution électrostatique à la différence d'énergie 

libre de la coopérativité apparaît donc défavorable au processus global. 

L'énergie d'interaction entre les deux Ca2+  dans les sites de la calbindine D9k 

a été évaluée en plaçant la protéine dans un milieu diélectrique continu homogène 

afin de modéliser l'eau, et en résolvant numériquement l'équation de Poisson pour 

un diélectrique inhomogène, c'est-à-dire 

	

V • (eVV) = 	 (4.15) 
f o  

où f o  est la permittivité du vide et e est la permittivité relative du milieu continu, 

égale ici à 80; V et p sont le potentiel électrostatique et la densité de charge en 

un point donné. A l'aide d'une grille de points auxquels sont calculées les densités 

de charge, l'énergie d'interaction est ensuite calculée via l'équation de Poisson; 

en évaluant tous les termes de l'équation 4.14. Le résultat de cette méthode 
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suggère que l'interaction des deux CaY±dans les sites de la protéine est d'environ 

+3.0 kcal/mol, donc défavorable. 

Cette contribution électrostatique défavorable à la coopérativité doit être 

contrebalancée jusqu'au point de rendre le processus global favorable. Ainsi, 

sachant que l'énergie libre de coopérativité est de —1.84 kcal/mol à une concentration 

de 50 mM/1 de KC1,' la contribution associée à la modification structurale et 

dynamique de la protéine (AAGprot ) se doit d'être au moins de —4.84 kcal/mol. 

4.3.3.2 Contribution des interactions hydrophobes: interactions de 

van der Waals entre la chaîne latérale de la Va161 et le reste 

de la protéine; distributions des énergies et valeurs moyennes 

Puisque l'on sait que la protéine ne subit pas de changement conformationnel 

majeur suite à la liaison du Ca2+, la contribution structurale à la coopérativité 

doit résulter de réarrangements subtils de la structure. Afin d'illustrer cela, les 

trajectoires des cinq simulations ont été utilisées pour calculer les distributions 

des énergies d'interactions de van der Waals entre la chaîne latérale de la Va161 

avec le reste de la protéine. Cet acide aminé a été sélectionné pour son plus 

grand nombre de contacts avec d'autres atomes de la protéine et aussi parce qu'il 

existe des données expérimentales de changement de coopérativité associée à cette 

mutation.122  La figure 32 montre qu'il y a un chevauchement important entre les 

différentes distributions, et que l'évaluation de ces énergies dans seulement une ou 

quelques structures n'aurait pas suffit à faire ressortir ce résultat. Les distributions 

montrent que cette énergie d'interaction est de plus en plus favorable dans l'ordre 

suivant des structures simulée: A, A(SH), SI(D), SH  et D, les moyennes des 

distributions étant respectivement de —7.34, —7.68, —8.09, —9.36 et —9.72 kcal/mol. 
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FIGURE 32. Distributions des énergies d'interaction de van der Waals entre la 

chaîne latérale de la Va161 et le reste de la protéine. 

4.3.3.3 Distributions des distances des deux ponts hydrogènes du 

feuillet-0 reliant les deux sites 

Les deux ponts hydrogènes du petit feuillet-0 qui relie la Leu23 (site I) à 

la Va161 (site II) ont déjà été reconnus comme de bons candidats pour jouer 

un rôle dans l'interaction coopérative qui a lieu entre les deux sites.' Aussi, 

ces deux ponts hydrogènes sont présents dans toutes les structures des différents 

états d'occupation déterminées expérimentalement. La distribution radiale de la 

longueur de chacun de ces deux ponts hydrogènes, soit Leu23-0• • •HN-Va161 

et Leu23-HN• • .0-Va161 a été calculée à partir des trajectoires pour les cinq 

simulations. 

La figure 33 montre que les deux ponts hydrogènes sont présents dans toutes 

les structures simulées, sauf la structure simulée A. Dans cette dernière, le pont 

hydrogène Leu23-HN• • .0-Va161 est plus relâché que dans les autres structures, 

tandis que le pont Leu23-0• • •HN-Va161 n'est pas présent, chacun des deux parties 
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étant lié à une même molécule d'eau. Il semble aussi que le pont Leu23-HN• • •13-

Va161 soit plus stable d'une structure à l'autre que le pont Leu23-0• • •HN-Va161. 

Pour ce dernier, les données de simulations indiquent un reserrement en fonction 

de l'état d'occupation du Ca2±. Les structures simulées A(S11) et SI (D) ont une 

distribution très similaire, tandis que celle de la structure simulée Sri s'apparente 

plutôt à la D. 
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FIGURE 33. Distributions radiales des longueurs des ponts hydrogènes entre les 

acides aminés Leu23 et Va161 qui font partie respectivement du site I et II. 
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4.4 Synthèse et conclusion 

Une simulation de DM de 200 ps a été produite pour chacun des quatre états 

d'occupation de la calbindine Dgk , avec une simulation supplémentaire de l'état 

A pour un total de cinq trajectoires produites (A, A(SH ), Si(D), SH  et D). 

Lors des simulations, les structures simulées SH  et D sont demeurées struc-

turalement proches de leur structure expérimentale de départ, tandis que la 

structure simulée A s'en est éloignée plus considérablement. La structure simulée 

A(SH), construite à partir de la structure expérimentale Su d'où on a enlevé le 

Ce+ demeure davantage proche de la structure expérimentale A. 

Les différences structurales entre structures simulées et expérimentales se 

concentrent surtout dans les bouts terminaux, les sites ainsi que dans le segment 

36-45 qui relie les deux mains EF. Les hélices conservent en général un très bon 

accord avec leur structure expérimentale, sauf pour l'hélice C de la structure 

simulée A qui dévie le plus, mais dont la position s'avère mal définie dans les 

données expérimentales RMN.32  

Suite à ces résultats, les structures simulées A(SH), Si(D), SH  et D ont été 

comparées entre elles. Les différences de chaîne principale entre les structures 

simulées SI (D) et SH  sont les plus importantes, suivie par la structure simulée 

A(S11) qui diffère considérablement de toutes les autres. Les deux structures 

simulées les plus similaires sont les SI(D) et D, suivies de près par les Su et D. La 

structure simulée SI(D) ayant été construite à partir de la structure expérimentale 

D, il n'est peut-être pas très significatif que ces deux structures soient les plus 

similaires. Une simulation de DM plus longue serait nécessaire afin d'observer 

l'évolution de la structure simulée SI  (D). Mais des résultats expérimentaux appuient 

pourtant cette donnée puisqu'ils ont montré que la structure de l'état Si (D) était 

presque identique à celle de l'état D.114  Les différences de structure entre états 

simulés se concentrent surtout dans les sites et le segment 36-45. 11 ne faut pas 
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non plus perdre de vue que ces régions de la protéine sont aussi celles qui sont 

déterminées expérimentalement avec le moins de certitude.' 33  Néanmoins, les 

résultats des simulations s'accordent qualitativement avec les résultats expérimen-

taux, c'est-à-dire que les états liés au Ca2+ sont structuralement similaires entre 

eux et différents de l'état apo, signifiant que la majorité des changements structuraux 

se produisent lors de la liaison du premier Ca2+.  La différence considérable entre 

les structures simulées SI  (D) et Su représente peut-être l'asymétrie du mécanisme 

de la coopérativité selon que l'ion se lie d'abord au site I ou au site II. 

La coordinence du Ca2+ est altérée dans deux cas, soit dans le site I de la 

structure simulée D où il y a une molécule d'eau supplémentaire, ainsi que dans 

le site II de la structure simulée SH  où l'acide aminé Asp54 passe de mono à 

bidenté, tout comme lors de la simulation de Ahlstriim et co11.1" Les distances 

Ca2+-1igands sont en général trop courtes par rapport aux valeurs expérimentales, 

sauf pour le cas de 1'Asp19 et le G1n22 de la structure simulée D dont les atomes 

d'oxygène se retrouvent plus distants que dans les expériences, ainsi que celui du 

G1n22 du site I de la structure simulée Si(D). 

Le réseau de ponts hydrogènes HN-0 de la chaîne principale de la structure 

simulée A est celui qui a été le plus modifié lors de la simulation, contrairement à 

la structure simulée A(S11) qui retient tous les ponts hydrogènes présents dans la 

structure expérimentale A. Les autres structures simulées perdent au plus chacune 

trois ponts hydrogènes de la chaîne principale qui sont pour la plupart remplacés 

par des ponts hydrogènes avec des chaînes latérales ou des molécules d'eau. Les 

ponts hydrogènes perdus faisaient tous partie d'un des deux sites. 

Il s'avère aussi que les structures simulées A(SH ), SI  (D) et SH  se sont décon-

tractées lors de la simulation par rapport aux structures expérimentales. La 

structure simulée D demeure en excellent accord avec la structure expérimentale 
-- 

qui provient d'expériences de diffractions des rayons X à haute résolution. Si les 

structures simulées semblent indiquer qu'il y a contraction de la protéine avec le 
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niveau d'occupation du Ca2+, les données expérimentales ne sont pas suffisantes 

pour confirmer ou infirmer ce résultat, ces premières n'existant que pour quelques 

structures. 

Les structures simulées ont un profil de solvatation très similaire pour les 

chaînes principale et latérales, bien que quelques petites différences notables 

existent. La liaison du Ca2+ dans le site II des structures simulées Sil  et D 

déshydrate les chaînes latérales du site II et leur chaîne principale dans une 

certaine mesure, mais il semble qu'un certain effet soit ressenti dans le site I 

et consiste à déshydrater d'environ une molécule H20 la chaîne principale du site 

I encore inoccupé. L'inverse n'est cependant pas observé, c'est-à-dire que la liaison 

du Ca2+ au site I ne semble pas affecter l'hydratation des chaînes principales et 

latérales du site II inoccupé. 

L'examen des fluctuations des positions des acides aminés a permis de vérifier 

que les bouts terminaux, les sites et le segment 36-45 sont les éléments qui 

fluctuaient le plus, et que ces fluctuations diminuent avec le niveau d'occupation 

du Ca2+ dans la protéine. Pour la structure simulée D, les fluctuations des atomes 

lourds ont été comparées aux valeurs expérimentales homologues obtenues à partir 

des facteurs B de température (ou de Debye-Waller) et un bon accord général 

est ressorti. Les fluctuations des angles dièdres q5 et 0 ont mené aux mêmes 

conclusions que les résultats des fluctuations des acides aminés, et ont aussi 

révélé que certains acides aminés continuent de fluctuer considérablement même 

lorsqu'un ion est présent dans le site. 

Les paramètres d'ordre expérimentaux des vecteurs N-H ont été comparés 

aux valeurs calculées à partir des trajectoires. La tendance qualitative est raison-

nablement bien respectée, c'est-à-dire que la liaison successive du Ca2+ rend la 

structure plus rigide, avec la majeure partie des effets concentrés dans la liaison _ 
d'un premier ion au site I ou au site II. Mais il ressort que certains acides aminés 

dans les sites ont un paramètre d'ordre très faible même en présence d'un Ca2+. 
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De plus, ces acides aminés ayant un paramètre d'ordre trop faible par rapport à 

la valeur expérimentale sont aussi ceux dont les angles dièdres çb et e fluctuent le 

plus en toutes circonstances. 

Une mesure de la contribution électrostatique à la coopérativité indique 

que cette dernière est bien défavorable par +3.0 kcal/mol au processus global de 

coopérativité (-1.84 kcal/mol), suggérant que la contribution du réarrangement 

de structure et de dynamique de la protéine devrait être d'environ —4.84 kcal/mol. 

Les interactions hydrophobes pourraient jouer un rôle important dans la 

coopérativité, tel que suggéré par les distributions des énergies d'interactions 

entre la chaîne latérale de la Va161 et le reste de la protéine pour laquelle on 

retrouve une interaction de plus en plus favorable avec la liaison de Ca2+. Les 

distributions des ponts hydrogènes du feuillet-0 entre les deux sites ont révélé que 

les deux ponts sont présents dans toutes les structures simulées sauf A, et qu'il 

y avait resserement du pont hydrogène Leu23-HN• • .0-Va161 suite à la liaison du 

Ca2+. 

Tous ces résultats indiquent que le comportement des simulations diffère 

quantitativement des résultats expérimentaux presque exclusivement pour les 

sites. Le segment 36-45 étant très flexible et mal déterminé, les différences structurales 

sont moins surprenantes. Que ce soit pour les différences structurales ou dynamiques, 

ce sont toujours les mêmes acides aminés qui éprouvent des difficultés à repro-

duire les résultats expérimentaux. L'origine de ces déviations peut provenir des 

imperfections de la fonction de potentiel de CHARMM,' ou d'un échantillonage 

insuffisant de l'espace configurationnel. Par exemple, il est possible que le manque 

de polarisation induite ait comme conséquence que les atomes d'oxygène ligands 

du Ce-  se positionnent trop près de ce dernier, et que ces repositionnements 

engendrent le bris de ponts hydrogènes dans la structure des sites. En second 

lieu, il se peut que cette modification de structure influe aussi sur la dynamique 
_ 

de certains ligands immédiats du Ca2+.  Mais cet argument n'a pas de sens dans le 
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cas de la structure simulée A(S11) . Il a aussi été proposé que les trop grandes fluctu-

ations des angles dièdres soient permises par les imperfections du champ de force 

(barrière d'énergie trop basse) .12°  Il est également possible que des incertitudes 

dans les structures de départ contribuent à déformer les structures et modifier la 

dynamique. 

Malgré tout, un bon accord qualitatif et dans une certaine mesure quantitatif 

existe entre les résultats des simulations et des expériences. Les modèles testés 

dans ce chapitre ont donc été retenus pour les études subséquentes. Dans le 

chapitre 5 qui suit, la correspondance directe entre les fluctuations des angles 

dièdres çb et ?,b et les paramètres d'ordre des vecteurs N-H est relevée. Une analyse 

exhaustive des paramètres d'ordre est effectuée en termes des fluctuations des 

angles dièdres 0 et 0, puisqu'ils représentent aussi une mesure des fluctuations 

internes. On y développera un modèle analytique afin d'interpréter les paramètres 

d'ordre en termes de mouvements particuliers accomplis par les vecteurs N-H. 



CHAPITRE 5 

Développement d'une représentation analytique de la 

partie librationnelle des paramètres d'ordre des vecteurs 

N-H de la chaîne principale de la calbindine D91, 

5.1 Introduction 

Une brève introduction aux mesures de relaxation RMN a été exposée au 

chapitre 4. En particulier, les paramètres d'ordre mesurés expérimentalement ont 

été comparés aux valeurs calculées à partir des trajectoires de DM. Bien que le 

paramètre d'ordre donne une mesure de l'étendue des mouvements du vecteur N-H 

ainsi qu'un intervalle de temps dans lequel se produit le phénomène de relaxation, 

il ne fournit pas d'information quant à la nature des mouvements effectués. Ceci 

d'abord parce que les données expérimentales sont des moyennes et aussi à cause 

du couplage entre les différents types de mouvements qui existent dans la protéine 

et qui déterminent les différentes orientations adoptées par le vecteur N-H.123  

Lors du phénomène de relaxation d'un vecteur N-H, la fonction de corrélation 

totale de la réorientation spin-spin C(t), peut être factorisée en une partie reliée 

à la rotation globale de la protéine et une partie reliée aux mouvements internes: 

C(t) = Cr(t) • Ci(t) 	 (5.1) 

où 

1 
Cr(t) = —

5 
exp (—th-r) (5.2) 
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est la partie reliée à la rotation globale avec le temps caractéristique de relaxation 

rotationnelle Tr; l'expression exacte de la partie reliée aux mouvements internes 

Ci (t) a été donnée à l'équation 4.8. 

Un premier modèle d'interprétation des données de relaxation (T1, T2  et 

NOE) a été proposé par Lipari et Szabo.' Cette approche est fondée sur l'approx-

imation que l'on peut découpler la rotation globale de la protéine de ses mouvements 

internes. Dans ce contexte du modèle de Lipari et Szabo, les mouvements internes 

sont décrits par deux paramètres: le paramètre d'ordre S2  et le temps caractéristique 

de relaxation Ti qui ne rend compte que d'un seul type de mouvements internes 

dont la nature n'est pas précisée. Ainsi, on fait l'hypothèse que la fonction de 

corrélation Ci  (t) a la forme: 

Ci(t) = S2  + (1 — S2) exp (—th ). 	 (5.3) 

Suite à des études sur l'interleukine-10 par Clore et co11.124  il s'est avéré que 

les paramètres de relaxation T1, T2  et NOE des noyaux 15 N de la chaîne principale 

ne pouvaient être bien ajustés au modèle de Lipari-Szabo ne comportant que deux 

paramètres et ne rendant compte que d'un seul type de relaxation. Clore et coll. 

ont donc développé l'approche de Lipari et Szabo de sorte à inclure deux types de 

mouvements internes dans le processus de relaxation afin de s'ajuster aux données 

RMN de relaxation de la chaîne principale de l'interleukine-10.125  Ne considèrant 

toujours que les mouvements plus lents que le temps caractéristique de rotation 

de la protéine, la fonction de corrélation pour les mouvements internes devient 

biexponentielle: 

(t) = S2  + — S2i) exp 	+ (.9,2 — S2) exp (—th) 	(5.4) 

où T.„ et TI  sont les temps caractéristiques de corrélation associés respectivement à 

des mouvements rapides et lents. Si l'on pose que les deux types de mouvements_ 

sont approximativement indépendants, le paramètre d'ordre généralisé 52  devient 

un produit de deux paramètres d'ordre décorrélés, soit S2  = S y2 S?, où 5`,2 est le 
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paramètre d'ordre associé au plus rapide des deux mouvements, tandis que S? 

est celui associé au plus lent. La densité spectrale recalculée selon l'équation 4.5 

à partir de cette fonction de corrélation donne une équation pour laquelle les 

échelles des temps caractéristiques de corrélation des deux types de mouvements 

internes doivent différer par au moins un ordre de grandeur, sinon la densité 

spectrale se simplifie à celle pour un seul mouvement de relaxation. 

Les phénomènes de relaxation impliquent en réalité toute une gamme de 

mouvements dont les caractéristiques temporelles et spatiales sont très variées et 

qui peuvent être couplés entre eux. Des expériences de RMN et des simulations de 

DM effectuées sur différents peptides ou protéines solvates tels l'antamanide," 

l'inter1eukine-10,119, 124 le lysozyme,' le xfin31,127,  128  le GRDBD (Glucocorticoid 

Receptor DNA-Binding Domain)129  et le ribonucléase H1130, 131  ou ribonucléase 

T1132  ont permis d'observer plusieurs types de mouvements internes de la chaîne 

principale: 

• des mouvements rapides de librations de petite amplitude des plans amides 

responsables de la réorientation des vecteurs N-H et communs à tous les 

acides aminés et qui sont très bien échantillonnés par les simulations de 

DM. 

• des mouvements beaucoup plus lents et de plus grandes amplitudes tels 

que des transitions entre deux états stabilisés par un pont hydrogène, ou 

une réorientation du vecteur N-H due à des mouvements qui impliquent 

des groupes d'acides aminés. Ces mouvements ne sont pas ou que peu 

échantillonnés par les simulations de DM puisqu'ils sont moins fréquents. 

Ces différents types de mouvements propres à la chaîne principale ont donc 

suscité l'élaboration de plusieurs modèles dynamiques afin de caractériser plus 

formellement les mouvements qui définissent l'espace exploré par le vecteur N-

H et d'en interpréter le paramètre d'ordre. Entre autres, Wcessnerl' propose un 
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modèle pour des paires de spins identiques où les vecteurs spin-spin se réorientent 

autour d'un axe qui peut à son tour bouger de façon stochastique à une échelle de 

temps différente. Kinosita et co11.134  et Lipari et Szabo' proposent un modèle où 

l'extrémité du vecteur spin-spin a une probabilité égale de se trouver n'importe 

où sur la surface d'une section conique de demi-angle donné d'une sphère. Puis, 

comme mentionné précédemment, Clore et coll.124, 125 ont proposé un modèle qui 

tient compte de deux types de mouvements différents par au moins un ordre 

de grandeur dans leur échelle de temps: les mouvements les plus rapides vont 

selon le modèle de diffusion dans un cône,134 135  tandis que les mouvements plus 

lents impliquent des sauts entre deux cônes d'orientations différentes dont la 

différence d'angle entre les cônes se situe entre 15° et 69°. Enfin, Briishweiler et 

Wright136  ont proposé le modèle GAE (Gaussian Axial Fluctuations) des fluctu-

ations gaussiennes autour d'un axe pour les vecteurs N-H. Ce modèle restreint 

d'autant plus les mouvements du vecteur N-H de la chaîne principale en ne 

lui permettant de se déplacer que sur une portion de la calotte du cône qui 

ressemble à un croissant. Ce modèle sera décrit plus en détail à la section 5.3. 

Plus récemment, des simulations de D11/1130 ' 132  ont permis d'établir que pour les 

mouvements rapides, la distribution des vecteurs N-H de la chaîne principale 

s'accordait bien avec le modèle de diffusion dans un cône, bien que la surface de 

la section conique soit elliptique plutôt que sphérique. 

Tous ces auteurs proposent des modèles dynamiques où sont considérés 

différents types de mouvements couplés dans différents éléments de structure 

secondaire qui peuvent se produire à des échelles de temps différentes et à partir 

desquels on tente d'interpréter la valeur du paramètre d'ordre. Le but de ce 

chapitre est de proposer un modèle analytique qui caractérise exclusivement les 

mouvements rapides de librations des vecteurs N-H se produisant selon la normale 

du plan amide par rapport à sa position d'équilibre. Ces mouvements communs à 

tous les acides aminés seront caractérisés afin d'évaluer leur contribution dans le 

paramètre d'ordre, ainsi que la sensibilité de ce dernier à l'amplitude des fluctu- 
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ations (librations) qui le déterminent. De plus, ces librations sont interprétées à 

la section 5.2 en termes de mouvements anticorrélés des angles dièdres çb et 1 qui 

déterminent principalement leur amplitude. Le formalisme du modèle analytique 

est développé à la section 5.2, et le modèle est évalué à la section 5.3 à l'aide de 

la trajectoire de 400 ps de l'état D de la calbindine D9k et de comparaisons avec 

d'autres modèles. 

5.2 Théorie 

Une première approximation du modèle consiste à poser que le plan amide, 

qui comprend les atomes 0, C, N et H de la chaîne principale, forme une unité 

planaire et rigide en tout temps, c'est-à-dire qu'il n'y a aucun degré de liberté 

de rotation dû au caractère de liaison double entre les atomes O-C et C-N. Par 

contre, les liaisons simples de part et d'autre du plan amide, entre le C et le Ca  

de même qu'entre le N et le Ca, représentent deux degrés de liberté de rotation 

selon lesquels le plan amide effectue un mouvement de libration autour du lien 

C-N (axe de rotation). 

Notre modèle consiste donc à représenter le vecteur N-H de chaque acide 

aminé comme effectuant un mouvement de libration, soit un balancement de 

part et d'autre d'un axe fixe. Ce mouvement a déjà été observé par plusieurs 

auteurs 117, 119, 127, 128, 129, 130, 132 

La figure 34 illustre le modèle pour lequel un système d'axes orthogonaux est 

utilisé, et la description suivante est faite en termes des coordonnées sphériques 

r, e et cl,. Il faut mentionner qu'on suppose que tout mouvement de translation 

ou de rotation de la protéine a été éliminé, et que seuls les mouvements internes 

sont concernés. Dans cette représentation, le plan amide à sa position d'équilibre 

est superposé au plan x-z de sorte que le vecteur N-H est colinéaire et superposé 

à l'axe des x (d) = 0°, 8 = 90°), et les atomes C et N demeurent en tout temps 
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dans le plan x-z. Le mouvement de libration du vecteur N-H, découplé des autres 

types de mouvements, ne s'effectue que dans le plan x-y avec en tout temps un 

angle de e = 900. Aussi, les librations du vecteur N-H le répartissent de part et 

d'autre de l'axe des x selon une distribution gaussienne avec un écart type al, 

de libration. La façon dont les axes du système de coordonnées ont été placés 

suggère que l'amplitude de l'angle de libration du vecteur N-H +1  est largement 

déterminée par les torsions effectuées par les angles dièdres 0,+1  et ei  que l'on 

propose anticorrélées. Cette idée est formellement développée un peu plus loin 

dans cette section. 

La prochaine étape du développement consiste à calculer la partie librationnelle 

du paramètre d'ordre tel que déjà définie au chapitre 4 par l'équation 4.10, soit: 

Ks2) = 471
- 2  

E2 1( 	(D))12  

-34  I(Y2(e,(D))12  +31(Y1(8,(D))12  + -1  = 	 4 1(Y0(8,(D))12  

(5.5) 

La partie librationnelle est obtenue en recalculant les intégrales des harmoniques 

sphériques à l'intérieur des limites imposées par le mouvement de libration, soit 

que 8=90°, et si l'on considère que le vecteur N-H est réparti de part et d'autre 

de l'axe des x selon une distribution gaussienne, on peut alors obtenir (S2) i1b.  en 

fonction de l'écart type de la distribution de l'angle de libration, o-4.. Dans ce cas, 

les intégrales à résoudre sont les suivantes (à évaluer pour O = 90°): 

   

2 

 

    

(s2) 3 
-
4 lib. =  1+0°  sin2  exp (i2(1.) (27rad,2  ) -1/2  exp 2o
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où o-4. est l'écart type de la distribution des (1,  que l'on notera o-lib. à partir de ce 
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FIGURE 34. Modèle des librations d'un vecteur N-H: à la position d'équilibre 

du vecteur N-H (d)=0), les atomes 0, C, N et H se trouvent dans le plan x-z; 

les librations entraînent l'atome H exclusivement dans le plan x-y, tandis que les 

atomes C et N demeurent dans le plan x-z. 
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(S2) lib. 
3 	 2 
îlexp (-2o-L.)1 + 0 + 1-112  (5.7) 

1 
= 	[3 exp (-4o-h.) + 1] 4 

Notons que si l'on pose que cra. est très petit, le (S2)iib.  tend vers 1, soit une 

grande rigidité dans ce type de mouvements, tandis que pour de grandes valeurs 

de atib., (S2)iib. tend vers 0.25, ce qui signifie que les librations ne représentent 

pas la totalité des orientations permises du vecteur N-H. 

Maintenant, la prochaine étape du développement consiste à poser que les 

fluctuations des angles dièdres (A. i+1  et oz  sont anticorrélées et que ces fluctuations 

déterminent principalement les fluctuations de l'angle de libration a1b.  du vecteur 

N-H +1. Exprimé autrement, ceci devient: 

Oi+1 = 

i+1, 

et 

= 

= (ei) - 

où i est le numéro de l'acide aminé auquel appartient l'angle dièdre, (0.,±1.) et (0,) 

sont les valeurs moyennes des angles dièdres Oi+1  et 	Aoi+1 et 30,b, sont les 

fluctuations instantanées autour de la valeur moyenne et Aalib. est la fluctuation 

instantanée de l'angle de libration. Rappelons encore que l'on suppose qu'il n'y 

a aucune corrélation entre la libration et tout autre type de mouvement interne. 

Si on réarrange ces équations de sorte à isoler Aalib. on obtient: 

(5.8) 

(5.9) 

Oi+1 	(eid-1) = 	= 
	 (5.10) 

- (ei) = 	= 
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En soustrayant les deux parties de droite des deux équations on isole Acen.: 

A0z+i — 	= 2c1b 	 (5.11) 

que l'on transforme de sorte à obtenir une expression en termes de la variance de 

la distribution de l'angle de libration (A b ), soit 

((Aoi+1 - Aei>2) = 4 KAŒL) 
	

(5.12) 

ou encore en fonction de l'écart type de la distribution de l'angle de libration, 

c'est-à-dire an. =  

1 	A 12  \ 	/ A ,./.2\ 	„ 
= —2 V \L-laPi+) 1 	 z 	 (5.13) 

où le an. est celui retrouvé aussi à l'équation 5.7, (Ae+1) et (3.e sont respec-

tivement les variances des distributions de l'angle dièdre çbj+1  et 

Afin de vérifier ces hypothèses, le modèle ici développé sera testé à la prochaine 

section à partir des données de la simulation de 400 ps de l'état D de la calbindine 

Dgk (voir chapitre 4). Entre autres, le an. du vecteur N-H de chaque acide aminé 

sera calculé, de même que la partie librationnelle du paramètre d'ordre du vecteur 

N-H. Des comparaisons avec d'autres modèles sont aussi effectuées. 

5.3 Résultats 

Afin de tester le modèle représenté par l'équation 5.7, les paramètres d'ordre 

des vecteurs N-H de la trajectoire totalisant 400 ps de l'état D de la calbindine 

Dgk sont tout d'abord recalculés. Les résultats sont présentés à la figure 35, de 

même que les paramètres d'ordre qui avaient été obtenus à partir des premiers 

200 ps (voir section 4.3.2.3). 

Il est intéressant de noter que les paramètres d'ordre des acides aminés 22, 

44 et 60 (et d'autres moins notables) ressortent légèrement plus élevés lorsque 
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FIGURE 35. Comparaisons des paramètres d'ordre (S2)) des vecteurs N-H de 

l'état D de la calbindine Dgk  provenant de données expérimentales avec ceux 

calculés à partir des trajectoires de 200 et 400 ps. 

calculés à partir de la trajectoire de 400 ps. Le fait d'augmenter la durée de la 

simulation devrait faire baisser la valeur du paramètre d'ordre puisqu'à des durées 

plus longues on échantillonnerait des types de mouvements plus lents, et cela 

entraînerait une plus grande décorrélation et donc un paramètre d'ordre d'autant 

plus faible. La trop courte durée de la simulation ne permet probablement pas 

d'obtenir des valeurs convergées et ce qui est observé est probablement le fruit 

d'oscillations dans la fonction de corrélation de 400 ps. Mais à part quelques 

acides aminés dans les sites (16, 22, 58, 60), le segment 36-45 (43-46) et le bout 

C-terminal (69-75), les résultats de la simulation de 400 ps s'accordent bien avec 

les données expérimentales. 



149 

Afin d'isoler la partie librationnelle des paramètres d'ordre présentés à la 

figure 35, on suppose que les mouvements du vecteur N-H peuvent être découplés 

en deux types de mouvements indépendants dont le premier est le mouvement de 

libration tel qu'exposé à la figure 34, tandis que le second type de mouvements 

est associé aux fluctuations du vecteur N-H qui se produiraient dans le plan x-
z et pour lesquels une mesure est prise via le paramètre d'ordre (S2)c„ca  . Le 

paramètre d'ordre total devient donc 

d'où 

782 \ (s2) = 	 \N-H  (5.14) 

(s2)lib 	(S(S2)2c)N:c1.1,, 	 (5.15) 

Les paramètres d'ordre (S2)c...ca  ont donc été calculés à partir de la trajectoire de 

400 ps de l'état D, de la même façon que pour les vecteurs N-H, et sont présentés 

à la figure 36 où l'on voit que les mouvements sont très restreints sauf pour la 

région du segment 36-45, avec un paramètre d'ordre autour de 0.96. On note 

néanmoins que les sites sont très légèrement plus flexibles, de même que l'hélice 

C. 

Les (S2)1b.  calculés selon l'équation 5.15 sont présentés à la figure 37. Sauf 

pour les acides aminés 42 et 74, tous les rapports (S2) NH  / (S2)ca _cc,  sont inférieurs 

à un, c'est-à-dire que l'amplitude du mouvement effectué par le vecteur N-H est 

supérieure à l'amplitude du mouvement du vecteur Ca-Ca. Pour les acides aminés 

42 et 74, qui se trouvent respectivement en plein coeur du segment 36-45 et dans le 

bout C-terminal, il faut supposer que le modèle ne s'applique tout simplement pas, 

étant donné leur très grande mobilité impliquant d'autres types de mouvements 

dont on ne tient pas compte dans notre modèle. Pour tous les autres acides aminés 

on note un niveau de librations donnant un (S2)/ib.  autour de 0.93, sauf pour les 

acides aminés 16, 22, 43, 44, 46, 58 et 60 dont la contribution librationnelle au 

paramètre d'ordre est nettement plus considérable. 
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FIGURE 36. Paramètres d'ordre des vecteurs C,-C„ de l'état D de la calbindine 

D9k  calculés à partir de la trajectoire de 400 ps. 

Dans le but de calculer les o-lib. selon l'équation 5.13, les fluctuations moyennes 

autour des valeurs moyennes des angles dièdres 0 et e ont aussi été recalculées 

à partir de la trajectoire de 400 ps. Elles sont, tout comme les (S2 )NH, très 

similaires aux résultats du chapitre 4 et ne sont donc pas présentés. Puisqu'il 

n'y a pas d'angle dièdre 0 pour l'acide aminé 1 ni non plus d'angle dièdre e 

pour l'acide aminé 75, les crlib. ont été calculés pour les acides aminés 2 à 74 selon 

l'équation 5.13. Le terme (3.0i±i .Art»,) de cette équation doit être développé avant 

d'être calculé. Si l'on se réfère aux équations 5.8 et 5.9, ce terme de corrélation 

(3,0i+i-Aei) devient 

(Aoi+1.Aei)= ((oi+1 — (i+1)). coi — (ei)» (5.16) 

= (0i+14i) - (0i1-1.) • (0i) 
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FIGURE 37. Contribution des mouvements de librations au paramètre d'ordre 

total calculée par (S2 ) NH  / (S2)c,,-cc, • 

(+1.1h) 	Oi+1 	 
N • N 

où N est le nombre de configurations dans la trajectoire. 

La figure 38 compare la courbe théorique compilée à partir de l'équation 5.7 

avec les résultats tirés des simulations, soit les calculs, pour chaque vecteur N-H, 

du a1b.  selon les l'équations 5.13 et 5.16 de même que le (S2)lib.  (équation 5.15). 

On voit que les résultats des simulations s'accordent très bien avec le modèle 

développé, sauf pour trois acides aminés (42-44) qui font partie du segment 

36-45 et dans une moindre mesure l'acide aminé 74 du bout C-terminal. Pour 

les vecteurs N-H des acides aminés 42-44 et 74 il faut se rappeler que leurs 

(2)NH calculés sont trop élevés par rapport aux données expérimentales. En 

prenant ces valeurs expérimentales et en effectuant le recalcul du (S2)lb,  on 

trouve des valeurs qui s'accordent mieux avec le modèle. Mais cette analyse doit 

être regardée avec prudence, puisque ce sont présumément des mouvements lents 
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FIGURE 38. Comparaison du modèle des librations (équation 5.7) avec les valeurs 

tirées de la trajectoire de 400 ps de l'état D 

qui ne sont pas échantillonnés et qui font que le paramètre d'ordre est trop élevé 

par rapport à l'expérience. Pour ces acides aminés, l'erreur provient probable-

ment de la décomposition inadéquate proposée par l'équation 5.13, c'est-à-dire la 

supposition d'anticorrélation des angles 0 et '0. Néanmoins, pour la majorité des 

vecteurs N-H, qui sont en accord avec l'expérience et le modèle, on observe des 

librations autour de 9°, ce qui est en accord avec les observations de Yamasakil' 

et Fushman.132  Bien que cela dépende du modèle, on remarque que les acides 

aminés pour lesquels on avait obtenu des valeurs calculées de (2)NH  trop faibles 

par rapport à l'expérience s'accordent aussi avec le modèle, et correspondent à. 

de plus grandes fluctuations des angles dièdres 0 et IP. 

11 ressort de l'analyse que de petites variations de olib. induisent des changements 
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considérables du (..52)lib., comme le montre le tableau XVII: par exemple, pour 

passer de 1.0 à 0.9, le vecteur N-H doit fluctuer de 10.7°, et pour passer de 0.8 à 

0.7, seulement 4.2° de fluctuations supplémentaires suffisent. Alors lorsque de trop 

grandes fluctuations des angles dièdres 0 et e sont invoquées pour expliquer les 

paramètres d'ordres trop faibles, il faut se rappeler que seulement quelques quatre 

degrés suffisent à faire baisser (S2)lib.  de 0.1. Il ne faut pas oublier que le paramètre 

( 2 )lb. cr1 b. 	(°) A° 

1.0 - 0.9 0 - 10.7 10.7 

0.9 - 0.8 10.7 - 15.7 5.0 

0.8 - 0.7 15.7 - 19.9 4.2 

0.7 - 0.6 19.9 - 24.0 4.1 

0.6 - 0.5 24.0 - 28.3 4.3 

0.5 - 0.4 28.3 - 33.3 5.0 

0.4 - 0.3 33.3 - 40.6 7.3 

TABLEAU XVII. Dépendance du (S2 )iib.  en fonction du crlib.• 

d'ordre mesuré expérimentalement ((S2 ) N_H) dépend, selon notre modèle, des 

fluctuations du vecteur Ca-Ca. Bien qu'il ne soit pas possible d'évaluer directement 

le (S2)iib.  et  de le multiplier par le (S2)ce, _co,  pour obtenir le (S2)NH,  on peut 

néamoins savoir que le résultat est influencé par l'erreur sur le (S2)NH  et le 

et que d'autres facteurs que les fluctuations des angles dièdres sont 

déterminants. 

D'autre part, Briishweiler et Wright136  représentent les (S2) NH  par un modèle 

similaire dans lequel les mouvements du vecteur N-H correspondent à des fluctu-

ations réparties autour d'un axe selon une distribution gaussienne. De plus, ces 

fluctutations sont déterminées par les fluctuations de l'angle dièdre 5 dans lequel 

est impliqué l'atome d'azote. 
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L'équation dérivée pour leur modèle est:136  

(s2)Briish. 	 1 = 1 — 3 sin2  8 [cos2  8 (1 — exp (—o-c2p)) + sin2  e (1 — exp (-44))] 

(5.17) 

où les définitions des angles 8 et ib sont les mêmes que dans notre modèle, bien 

que le plan amide y soit orienté de façon légèrement différente: dans leur modèle, 

c'est le vecteur N-C, qui est superposé à l'axe des x, impliquant que le vecteur 

N-H forme un angle 0 62° plutôt que 90°. Dans leur modèle, le vecteur N-H se 

déplace dans le plan x-y et ces fluctuations sont déterminées exclusivement par 

les fluctuations de l'angle dièdre çb , tandis que les fluctuations dans le plan x-z 

sont déterminées par les mouvements du vecteur N-C,. De plus, l'écart type de 

la distribution du vecteur N-H dans le plan x-y (c)-4)) correspond à l'écart type 

(o-o ) de la distribution de l'angle dièdre qb , puisque ce sont les fluctuations de 

ce dernier qui déterminent les fluctuations du vecteur N-H. Si l'on pose l'angle 

8 = 900, on retrouve l'équation 5.7. On note aussi que c'est à cette valeur de 

que l'influence de ad, est la plus grande, pour de petites valeurs de cr<p. Pour de 

grandes valeurs de o-d, à des valeurs de e pouvant varier, on retrouve le modèle 

de Woessner133  où toutes les positions deviennent permises. 

Selon le modèle de Brüshweiler et Wright,136  les paramètres d'ordre (S2 ) NH  

peuvent être décomposés en deux contributions: la première contribution correspond 

aux fluctuations du vecteur N-H dans le le plan x-y, tandis que la seconde 

contribution rend compte des fluctuations s'effectuant dans le plan x-z et est 

directement liée aux fluctuations du vecteur N-Ca. En effectuant l'opération 

suivante: 

(
s2  Brüsh. = (S2)NH  

ilib. 	182 \ / N-00  
(5.18) 

on isole donc la partie librationnelle correspondante à celle dans notre modèle 

à partir de laquelle une comparaison des deux modèles peut être effectuée. Les 

paramètres d'ordre des vecteurs N-C ont donc été calculés à partir de la trajectoire 
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s de 400 ps afin d'évaluer les (52 ) 1.  selon l'équation 5.18. La figure 39 montre la 

courbe théorique compilée à partir de l'équation 5.17 superposée aux valeurs de 
(s2),Bibrush. que l'on fait correspondre aux valeurs de l'écart type de l'angle dièdre 

(o-o) elles aussi tirées de la trajectoire de 400 ps. 

L'accord est très bon pour les points dont les cro  sont inférieurs à 15°, sauf 

pour l'acide aminé 74 qui se comporte de la même façon que dans notre modèle. 

A des fluctuations de l'angle dièdre 0 supérieures à 15°, la distribution des points 

est plus dispersée que dans notre modèle, et les points les plus dissidents communs 

aux deux modèles représentent les acides aminés 42 et 43 du segment 36-45. Aussi, 

les points qui correspondent aux acides aminés 15 et 16 présentent un moins bon 

accord que dans notre modèle. Il ressort donc que le modèle de Briishweiler et 

Wright fait défaut pour certains des acides aminés dont les valeurs calculées des 

(S2 ) NH  sont inférieures aux valeurs expérimentales. Yamasaki et co11.1" avaient 

pour leur part observé que le modèle de Brüshweiler et Wright semblait bien 

représenter une certaine proportion des points sans pouvoir cependant prédire 

l'ensemble des paramètres d'ordre. 

Le modèle de Briishweiler et Wright diffère de notre modèle en ce qu'il 

néglige la contribution de mouvements à plus grande échelle en postulant que 

les fluctuations du vecteur N-H ne sont entièrement déterminées que par un 

type de mouvements, soit les fluctuations de l'angle dièdre 0. Si ces fluctuations 

correspondent à la contribution principale dans le modèle, l'erreur associée occupe 

aussi une plus grande proportion. De fait, le calcul du uhb. dans notre modèle 

a pour effet de mieux représenter les fluctuations du vecteur N-H parce qu'il 

moyenne d'une certaine façon la valeur du olib. et  diminue ainsi son erreur. 
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FIGURE 39. Comparaison du modèle de Brüshweiler et Wright (équation 5.17, 
Brüsh. e = 62°) avec les valeurs des (S2)lib. 	tirées de la trajectoire de 400 ps de l'état 

D et calculées selon l'équation 5.18, et les valeurs de o-o. 

5.4 Conclusion 

Un modèle analytique a été développé afin d'exprimer la partie librationnelle 

des paramètres d'ordre des vecteurs N-H en fonction de l'amplitude des librations 

effectuées par le vecteur N-H. De plus, ces librations sont exprimées en termes des 

fluctuations des angles dièdres (/) et V) (bornant le plan amide) que l'on propose 

anticorrélés. 

Le modèle a été testé à l'aide de la trajectoire de 400 ps de l'état D de la 

calbindine D9k, d'où les valeurs de la partie librationnelle du paramètre d'ordre - 

ainsi que des librations du vecteur N-H ont été extraites. Les résultats de la 
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trajectoire sont en très bon accord avec le modèle, sauf pour les acides aminés 

42-44 (segment 36-45) et 74 (bout C-terminal). Les paramètres d'ordre calculés 

de ces acides aminés sont les seuls (sauf l'acide aminé 1 qui n'apparaît pas dans les 

tests du modèle) pour lesquels les paramètres d'ordre calculés sont supérieurs aux 

données expérimentales. L'analyse de ces résultats ne semble donc pas pouvoir 

s'expliquer en termes de fluctuations des angles dièdres 0 et 

Pour les points qui s'accordent bien avec les données expérimentales (paramè-

tres d'ordre) et avec le modèle, on trouve des librations moyennes autour de 9°, ce 

qui est raisonnablement en accord avec d'autres auteurs130 132  qui ont trouvé des 

librations de 10-12° communes à tous les acides aminés. Les résultats suggèrent 

aussi que des fluctuations trop grandes des angles dièdres 0 et b représentent 

en partie la source des trop faibles valeurs calculées pour certains paramètres 

d'ordre. Ainsi, une surestimation des librations par seulement quelques degrés est 

suffisante pour expliquer le désaccord avec les données expérimentales. 

Notre modèle a été comparé à un modèle analytique similaire (Brüshweiler 

et Wright) qui exprime les paramètres d'ordre des vecteurs N-H exclusivement en 

termes des fluctuations des angles dièdres 0, et auquel il s'accorde raisonnable-

ment, sauf pour quelques acides aminés dont les valeurs calculées des paramètres 

d'ordre sont inférieures aux valeurs expérimentales. Il est proposé que ce modèle 

donne une représentation trop restreinte des paramètres d'ordre en négligeant la 

contribution des angles dièdres 0. 

Il serait intéressant de caractériser la partie des librations qui s'effectuent 

dans le plan x-z afin de confirmer que le vecteur N-H diffuse dans un cône 

elliptique. Des valeurs moyennes de librations dans le plan x-z autour de 3-5° ont 

été observés par d'autres auteurs.130, 132  A cette fin, les harmoniques sphériques 

du paramètre d'ordre devraient être recalculées avec les nouvelles contraintes 

spatiales, et cette contribution librationnelle dans le plan devrait être comparée 

au paramètre d'ordre (S2)ca _c.  correspondant au bon acide aminé. 



CHAPITRE 6 

Calculs de la différence d'énergie libre associée à la 

mutation V61A et contribution à la coopérativité 

6.1 Introduction 

Au chapitre 4, une analyse comparative détaillée de la structure de la calbin-

dine Dgk  dans quatre de ses états d'occupation a été effectuée et l'importance de 

l'acide aminé en position 61 (Va161) a été examinée. La chaîne latérale de la Va161 

est impliquée dans un grand nombre de contacts de van der Waals à l'intérieur 

de la protéine, et la chaîne principale forme deux ponts hydrogènes reliant les 

deux sites (Leu23-Va161). L'importance des interactions hydrophobes impliquant 

cet acide aminé a aussi été vérifiée et il a été montré que la chaîne latérale de la 

Va161 avait des énergies d'interaction de plus en plus favorables avec le niveau 

d'occupation du Ca2+ dans la protéine (D > Sil  > Si(D) >A(SII))• 

Dans ce chapitre nous étudierons les effets de la mutation V61A (Va161—>A1a61) 

sur la coopérativité de la calbindine Dgk par des calculs de différences d'énergies 

libres afin de saisir une partie du rôle structural et fonctionnel joué par la Va161. 

Comme il a déjà été mentionné, la calbindine Dgk  étudiée dans cette thèse est 

un mutant (P43G) qui a été caractérisé afin de valider son utilisation pour 

représenter la protéine sauvage. Les différences structurales du mutant P43G sont 

mineures et localisées dans la région de la mutation.' La disparité des constantes 

macroscopiques de liaison de même que l'affinité totale pour le Ca2+ (Ki  K2) entre 

la calbindine Dgk  sauvage et son mutant P43G sont très mineures.' 
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Pour le mutant P43M-V61A, le changement de coopérativité a été évalué à 
A  (AAGcoop. ) = +2.13 kcal/mol à une concentration de KC1 <2 mm,122 c'est-à-

dire que la coopérativité devient négative puisqu'elle est de —1.96 kcal/mol pour 

le mutant P43M à la même concentration. La mutation V61A sur la calbindine 

Dgk  P43G est ici effectuée par des méthodes de calculs d'énergies libres dont 

les bases ont déjà été exposées aux sections 2.3 et 3.2.1. Bien qu'il ne s'agisse 

pas exactement du même double mutant (expériences: P43M-V61A; simulations: 

P43G-V61A), la similitude entre les comportements des mutants P43M et P43G 

(constantes de liaison macroscopiques et énergie libre de liaison totale),138  suggère 

qu'une comparaison avec le mutant V61A est valide. Ces méthodes sont développées 

davantage à la section 6.2 afin de s'ajuster aux contraintes du système beaucoup 

plus imposant que représente la calbindine Dgk  hydratée. Bien que des différences 

d'énergies libres associées à des mutations aient déjà été effectuées par des méthodes 

similaires, ce calcul effectué sur la calbindine Dgk  dans le but d'obtenir des 

éclaircissements sur la coopérativité est une première. Ces calculs permettront 

d'aborder le thème central de cette thèse, soit l'étude de la coopérativité dans 

la liaison des Ca2+ aux sites de la calbindine Dgk  via l'étude du rôle joué par 

la Va161 dans le processus de coopérativité en comparant la structure des sites 

de la calbindine Dgk  P43G étudiée tout au long de cette thèse avec son mutant 

P43G-V61A. 

Les effets d'un grand nombre de mutations sur la calbindine Dgk  ont déjà été 

étUdiéS14 16, 17, 31, 43, 114, 137, 139 et il existe toute une liste de mutations effectuées 

sur la calbindine Dgk  P43M122  pour lesquelles le changement de coopérativité 

a été mesuré et dont fait partie le mutant V61A. Les mutations P20G, P2OG 

avec retrait de 1'Asn21 et Y13F avec Pro20 retiré ont des effets structuraux 

très localisés au site I mais affectent cependant les deux constantes de liaison 

macroscopiques.16, 43, 139  Les mutations impliquant la neutralisation d'acides aminés 

chargés à la surface de la calbindine Dgk  (site I: E17Q, D19N et E26Q)17 ' 23' 43  ont 

aussi des conséquences structurales mineures, voire indétectables, qui se limitent 
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au site I, mais qui peuvent avoir des conséquences considérables sur l'affinité du 

Ca2+ pour les deux sites ainsi que sur la coopérativité. De plus, les effets de ces 

mutations sont additifs. Ces résultats ont donc révélé l'importance des interac-

tions électrostatiques dans la liaison des ions Ca2+ aux sites, de même que dans 

le processus de la coopérativité. 

La neutralisation de la charge sur 1'Asp60 (E60Q) n'a eu que des effets 

mineurs sur la liaison des ions.' Cependant, la mutation E60D31  où la charge est 

conservée mais où la longueur de la chaîne latérale est diminuée, a eu un effet 

dramatique: l'affinité totale pour le Ca2+  (1-(11-(2) est diminuée par un facteur de 

38 par rapport à la protéine sauvage et, contrastant avec ce résultat, il y a une 

augmentation de la coopérativité. Une étude structurale par diffraction des rayons 

X31  a révélé que le fait de diminuer la longueur de la chaîne latérale de 1'Asp60 

empêchait cette dernière d'établir un pont hydrogène avec la molécule d'eau qui 

est directement liée au Ca2+ dans le site I. Il a été suggéré que l'absence de ce 

pont hydrogène diminuait la stabilité de plusieurs ligands aux deux sites et par 

conséquent leur affinité pour le Ca2+.' 

Les travaux de Johansson et coll.140, 141, 142, 143 ont démontré, entre autres, 

que la double mutation A15D-P2OG avec retrait des A1a14 et Asn21 dans le site I 

transformaient le domaine N-terminal en une main EF normale. Enfin, le mutant 

N56A a servi à caractériser l'état SI  (D) puisqu'il permet la liaison séquentielle du 

Ca2+ avec très peu de perturbations de la structure des états A et D. Ceci étant 

donné que la chaîne latérale de 1'Asn56 n'a que très peu de contacts avec le reste 

de la protéine.114  

Dans ce chapitre, la section 6.2 rappelle les bases théoriques et explique la 

méthode utilisée pour effectuer la mutation d'une alanine en valine. A la section 

6.3, un exemple test est présenté afin d'illustrer cette méthode sur un petit peptide 

et de la valider. Les résultats et la discussion de la mutation effectuée sur la 

calbindine D9k sont présentés à la section 6.4. Les conclusions et suggestions sont 
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données à la derniere section (6.5). 

6.2 Méthode 

6.2.1 Formalisme 

Se référant à la figure 40 (et à l'équation 1.8), les changements d'énergies 

libres associés à chaque étape de liaison du Ca2+ à la calbindine D9k, de même 

que le changement total associé à la coopérativité sont donnés par: 

AAGcv°:IP. _ Aeas1(D) 	 (6.1) 

= 	— 	(GValD)  G ai) 

où l'indice Val signifie qu'il s'agit de la calbindine D9k avec une valine en position 

61. De la même façon, pour le mutant V61A avec une alanine en position 61, les 

mêmes changements d'énergies libres sont notés par: 

3,A G AcT« = 3GsËa—>13 3.Gma 
SI(D) 

= (Gia GSPàia) (GAla t'Ab) 

(6.2) 

de sorte que la différence de coopérativité entre la protéine sauvage et son mutant 

est obtenue par: 

A riSli 	 A r--,Si(D) 	A 
(3'•GeV°a°1P--;Ala) = (3'GVDa1—>A1a 	 3.GVa1—>A1a) (6.3) 

où lesAea, v 	
Ala = G éAtiaat i Ge sont les changements d'énergies libres induits 

par la mutation dans chacun des quatre états et qui sont les quatre observables 

calculées dans ce chapitre, afin de pouvoir évaluer le changement de coopérativité 

e  total induit par cette mutation, A (AAGvcia()P-4 IA1a). 
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FIGURE 40. Cycles thermodynamiques des changements d'énergies libres associés 

aux liaisons successives du Ca2+ dans la calbindine D9k  (coopérativité) dans les 

cas où l'acide aminé en position 61 est une valine (cycle interne) ou une alanine 

(cycle externe). Les étapes représentées par des flèches horizontales ou verticales 

correspondent aux changements d'énergies libres associées à la mutation V61A 

pour chaque état d'occupation de la calbindine D9k. 
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Les changements des constantes macroscopiques K1  et K2  associés à la 

mutation ayant été mesurés expérimentalement, il est donc d'un intérêt particulier 

de trouver une expression reliant ces mesures expérimentales à nos calculs de 

différences d'énergies libres. Si l'on pose que kI  = kll  et que k1 ,11  = k11 ,1  pour 

les constantes microscopiques, alors les constantes macroscopiques sont données 

par K1  = 2k1  = 2k11 et K2 = k1,11/2 = k11,1/2 (selon les équations 1.6 et 1.7), le 

rapport d'une constante macroscopique (K1  ou K2) entre la protéine mutée et la 

protéine sauvage est donné par: 

OU 

(KiAla) 
= exp 

exp 

exp 

exp 

—0 (AGsi(D) 	A A  [ 	Val->Ala — 	G Val->A1a)] (a) 	(6.4)  

[-0 (AGl--Ala — AGA  Va> 	— - Val->A1a)] (b) 

[— )3 (AGP, 	 Ala) 	(a) 	(6.5) val-+Ala 	GVa.(1D->)  

[-0 (AGUtai-›Aia 	'GVal1-->A1a)] (b) 

KiVal 

(K2A1a )  
K2Val 

La figure 41 illustre les chaînes latérales d'une valine et d'une alanine et 

établit la nomenclature des atomes concernés par la mutation et qui sera utilisée 

dans le reste du chapitre. Les spécifications topologiques des deux acides aminés 

existent simultanément lors des calculs. Selon la procédure que nous avons suivie, 

cela implique que les atomes de type HB, CG et HG de la valine, ainsi que les HB 

de l'alanine contribuent au nombre total de particules. Cependant, il faut s'assurer 

qu'il n'y ait pas d'interactions entre les chaînes latérales des deux espèces, c'est-à-

dire que l'une soit invisible pour l'autre (c'est-à-dire que les HB, CG1, CG2 et les 

six HG* de la valine n'interagissent pas avec les HB1, HB2 et HB3 de l'alanine). 

Les interactions entre chaque chaîne latérale et son environnement sont calculées 

par une fonction de potentiel H(À) hybride: 

H(A) = 	— À) HVal(Ala) )‘HAla(Val) 
	 (6.6) 

= lival(Ala) 	(HAla(Val) HVal(Ala)) 
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FIGURE 41. Représentation des acides aminés faisant partie de la mutation: les 

atomes faisant partie de la mutation sont les atomes qui ne sont pas communs 

aux deux acides aminés, c'est-à-dire que les deux groupements méthyles de la 

valine sont échangés pour deux HB dans l'alanine. 

où le Val(Ala) ou Ala(Val) signifie que les deux chaînes latérales sont présentes, 

mais que celle entre parenthèses est invisible pour tous les autres atomes. 

La mutation d'un acide aminé en un autre nécessite la perturbation à la fois 

du paramètre a de Lennard-Jones de chaque atome impliqué dans la mutation 

en plus de sa charge. La perturbation du paramètre de Lennard-Jones, associée 

à la formation de l'espace physique occupé par l'atome, nécessite plus de soins 

que lorsque seule la charge est perturbée, probablement parce que cela implique 

d'abord des ajustements translationnels lents des atomes environnants, tandis que 

la croissance d'une charge implique principalement la réorientation de dipôles.' 

Les calculs de perturbations impliquant l'apparition et la disparition d'atomes 

nécessitent donc des périodes d'équilibration plus longues avant de commencer 

l'échantillonage. De plus, il est nécessaire de découper plus finement le paramètre 

de couplage A là où le changement d'énergie libre associé est le plus grand, soit 

aux extrémités A = 0 et A = 1. Dans chaque cas, le paramètre de couplage A 
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FIGURE 42. Variation du paramètre de couplage A en fonction de la fenêtre de 

simulation. Une fonction tanh a servi à générer les valeurs de A. 

a été divisé en 22 fenêtres avec une augmentation non linéaire, tel qu'illustré 

à la figure 42. Pour les méthodes de perturbations thermodynamiques (P.T.) 

et d'intégrations thermodynamiques (I.T.), chaque perturbation est effectuée à 

A + AA et les valeurs de A sont distantes par 2AA, sauf pour les cas A = 0 et A -= 1 

où les perturbations sont effectuées à A et respectivement à A ± ,AA et A — AA. 

La qualité du calcul de perturbation est entièrement tributaire du fait que 

l'ensemble des configurations généré durant la simulation à une valeur de A 

donnée doit être représentatif d'un système à l'équilibre thermodynamique pour 

l'Hamiltonien H(A). Autrement dit, il faut que les changements de A soient lents et 

que l'échantillonage soit suffisant. Un système dont l'espace des configurations est 

beaucoup plus restreint par rapport à un autre nécessitera un temps de simulation 

(échantillonage) moins grand à chacune des fenêtres. Un symptôme que le calcul 

de perturbations n'est pas convergé est la disparité entre les résultats des calculs 

à l'aller (A = 0 	= 1) et au retour (A = 1 	= 0).1' Cependant, le fait que 
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les résultats des calculs à l'aller et au retour soient identiques est une condition 

nécessaire, mais non suffisante, pour juger de la qualité du résultat final. 

Trois méthodes ont été utilisées afin d'effectuer ces calculs, soit la méthode 

des perturbations thermodynamiques (P.T.) qui a été exposée à la section 2.3, de 

même que la méthode d'intégration thermodynamique (I.T.). 

La troisième méthode consiste en l'algorithme WHAM ( Weighted Histogram 

Analysis Method)146 147 qui a été utilisé pour combiner les valeurs des énergies 

perturbées à chaque fenêtre et ainsi obtenir une meilleure valeur de la perturbation 

totale. Ceci consiste en une méthode itérative auto-cohérente dont le but est 

d'obtenir les constantes d'énergies libres Gk  optimales correspondant à l'Hamiltonien 

hybride donné à l'équation 6.6. Ces constantes d'énergies libres Gk  sont données 

par: 

Nf 
exp 1-0Gk ] = EE exp [—ok Arii (t)} x 	 (6.7) 

[ 
-

Nf 	
1  

ETi exp [0 (G • — A jAHi  (t) 

où N f  est le nombre de fenêtres de ), Ti  est la durée de la simulation à la fenêtre i, 

Ak est la valeur du paramètre de couplage à la le fenêtre et AH, (t) est la différence 

d'énergie potentielle (HAia(vai)  — Hval(ma)) obtenue au temps t à la ième fenêtre. 

C'est la différence des valeurs convergées des Gk  à 4.1  = 0 et Ak=Nf  = 1 qui 

donne la meilleure valeur de la différence d'énergie libre totale. 

6.3 Illustration et validation de la méthode 

Avant de procéder à la mutation V61A sur la calbindine Dgk, le protocole 

a d'abord été testé sur un petit peptide composée de trois alanines, où l'alanine 

du centre a été mutée en valine. La différence d'énergie libre d'hydratation entre 

une alanine et une valine dans un tripeptide a été calculée selon le cycle thermo- 
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AGvide-4eau 
Val AGvide—>eau 

Ala exp. 	 exp. 

eau simul. 
A  Geau 

Ala—>Val 

FIGURE 43. Cycle thermodynamique des changements d'énergies libres associés 

à la mutation Ala—>Val. 

Le terme à calculer est: 

AAGhydra. 	AGvnyadi ra _ AGnAyidra 

= 	(Grau,  _ G  vvi _ (Gera  _ G  vAyae 

(Gval  _ Gra) (Gvvie GvAijdae) 

A — 	3'GvAiciae—›vai 

(6.8) 

où les AGeA 4vai  et AGyA;idae_Nai  sont les différences d'énergies libres associées à la 

transformation d'une Ala en Val dans l'eau ou dans le vide et qui sont calculés 

par les trois méthodes via la DM. 

Le même protocole de simulation a été suivi pour le cas du tripeptide 

d'alanine dans le vide ainsi que dans une sphère de 73 molécules d'eau, soit 

le nombre minimum afin que les acides aminés demeurent hydratés tout au 

long des simulations. Les conditions à la frontière sphérique du solvant' sont 

celles exposées à la section 2.2.2. Tout d'abord, les énergies des structures qui 
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correspondent aux A = 0 et A = 1 ont été minimisées sur 1000 pas de minimisation 

Steepest-Descent. S'ensuit une période d'équilibration de 2 ps avec un pas d'intégra-

tion de 0.001 ps. L'algorithme SHAKE65  a été utilisé afin de maintenir fixes tous 

les liens chimiques impliquant des atomes d'hydrogène; aucun rayon de coupure 

des interactions n'a été appliqué. De la dynamique de Langevin a été simulée à 

300 K avec un coefficient de friction correspondant à un temps caractéristique de 

relaxation de 25 ps-1  et appliqué à tous les atomes sauf à ceux d'hydrogène. Une 

constante de force de 10 kcal/ (mol. Â2) a été appliquée au tripeptide de sorte à 

ce qu'il demeure au centre de masse du système. 

Puis, dans les mêmes conditions, on simule une période d'équilibration de 

2 ps à chaque valeur de A avant que ne débute la période de production de la 

trajectoire dont les structures échantillonnées serviront au calcul de perturbations. 

Toujours pour chaque valeur de A, 13 650 configurations (ou 13.65 ps) ont été 

récoltées pour un total de 300 ps simulées dans chaque direction de A. Cette 

durée particulière de simulation a été choisie parce qu'il a été suggéré', 148  que 

c'est la durée minimale requise pour obtenir une convergence raisonnable pour 

des systèmes de taille similaire. 

Les résultats des calculs de perturbations (mutations Ala—>Val) effectués 

dans le vide et dans la sphère de 73 molécules d'eau sont donnés aux figures 44 

et 45 et montrent respectivement les changements des AG`r i  ldae—> V a 1 et 	Gea, ruua—>Val 

en fonction de A. Ces figures font ressortir l'importance d'un découpage plus fin 

dans les régions de A = 0 et A = 1 car elles donnent lieu à des changements 

d'énergies libres plus importants. Le potentiel hybride (équation 6.6) de paire 

avec la grandeur des variations de l'énergie du terme de Lennard-Jones (équation 

2.22) en sont les raisons. On voit aussi que c'est pour le résultat obtenu de 

l'algorithme WHAM que les calculs à l'aller et au retour convergent le mieux 

dans l'eau. La courbe WHAM aller et retour (figure 44 du bas) correspond au 

meilleur résultat que l'on peut obtenir à partir de cette distribution des 
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On notera cependant une légère disparité entre la forme de la courbe WHAM 

"aller" combinée avec seulement les résultats à l'aller, et la courbe WHAM 

"retour combinée avec seulement les résultats au retour. Les structure finales 

recueillies après toute la simulation aux A = 0 et A = 1 ne révèlent pas de 

différences majeures pouvant expliquer cette différence. Mais il se peut, étant 

donnée la grande liberté de mouvements que confère le vide, que la prise de deux 

échantillonages dans différentes parties d'une surface d'énergie potentielle très 

complexe puisse expliquer cette différence. 

Le tableau XVIII résume les résultats des figures 44 et 45 en ne donnant que 

les points finaux des calculs de perturbations, c'est-à-dire les valeurs cumulées de 

toutes les perturbations à chaque fenêtre. 

A ry_vide A neau 
Ala—>Val 

P.T. -0.91 2.26 

aller (Ao_n) I.T. -0.87 1.87 

WHAM -0.60 2.24 

P.T. 0.67 -2.39 

retour (A1_40) I.T. 0.49 -2.05 

WHAM 0.71 -2.45 

aller/retour WHAM -0.66 2.41 

TABLEAU XVIII. Résultats des calculs de différences d'énergies libres (kcal/mol) 

à l'aller et au retour effectués par les méthodes des perturbations (P.T.), 

d'intégration thermodynamique (I.T.) et de l'algorithme WHAM. Les résultats 

aller/retour de WHAM signifient que toutes les données pour les 44 fenêtres ont 

été analysées simultanément. 
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FIGURE 44. Variation de l'énergie libre AGvide lors des calculs de perturbations 

du tripeptide dans le vide en fonction de la valeur de A. La courbe du 

haut correspond aux résultats des méthodes P.T. et I.T., et celle du bas aux 

résultats obtenus de l'algorithme WHAM en utilisant soit les données pour l'aller 

seulement, le retour seulement, ou les données aller-retour combinées. 
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FIGURE 45. Voir figure 44. Lors de ces calculs, le tripeptide a été simulé dans 73 

molécules d'eau. 
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Les différences d'énergies libres d'hydratation obtenues à partir de ces résultats 

sont données au tableau XIX et correspondent à la différence AGe.a, rulia-->Val — GvÂldae—>Val• 

Le tableau XIX donne les valeurs calculées par les méthodes P.T., I.T. et WHAM. 

Il ressort que l'hydratation de la chaîne latérale de la valine dans un tripeptide 

A  Ar2hydra. 	(kcal/mol) 

P.T 3.13 

I.T. 2.64 

WHAM 3.07 

TABLEAU XIX. Différences d'énergies libres d'hydratation entre l'alanine et la 

valine obtenues par les méthodes des perturbations (P.T.), d'intégration thermo-

dynamique (I.T.) et WHAM. 

demanderait 3 kcal/mol supplémentaires d'énergie libre par rapport à une chaîne 

latérale d'alanine. Ceci est dû à la présence de deux groupements méthyles hy-

drophobes dans la valine. La déformation de l'environnement aqueux pour faire 

place à ces deux méthyles ne serait donc pas compensée par assez d'interactions 

favorables avec l'eau environnante. La valeur expérimentale la plus pertinente avec 

laquelle comparer est la différence d'énergie libre d'hydratation entre la chaîne 

latérale d'une alanine et d'une valine, obtenue par des expériences de transfert 

de méthane (pour la chaîne latérale de l'alanine) et du propane (pour la chaîne 

latérale de la valine) de la phase gaseuse à la phase aqueuse.' Cette valeur 

expérimentale est de 0.05 kcal/mol," et indique un accord qualitatif de notre 

calcul, bien qu'il ne s'agisse pas de la même molécule, c'est-à-dire que l'on néglige 

les interactions entre la chaîne latérale et le reste du polypeptide. Un calcul de 

différence d'énergie libre d'hydratation par notre méthode entre le méthane et 

le propane pourrait établir la pertinence d'utiliser cette donnée expérimentale 

comme valeur de référence pour des calculs de mutations sur des acides aminés 

et des polypeptides. 
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Yamaotsu et coll.,15°  qui ont effectué cette mutation dans un seul acide aminé 

et qui procèdent par la méthode de croissance lente du paramètre de couplage 

A (Slow growth) avec le logiciel AMBER 4.0,151  obtiennent une valeur plus près 

de cette valeur expérimentale. Cette méthode consiste à faire varier le paramètre 

de couplage de façon continue (en fonction du temps) plutôt qu'à des valeurs 

discrètes comme il a été fait lors de nos calculs. Bien que cette méthode s'avère 

plus efficace dans certains cas, lorsqu'il s'agit de perturbations où des changements 

configurationnels considérables surviennent, il se peut que le système n'ait pas 

tout à fait le temps de s'équilibrer tout au long du changement du A si le temps de 

simulation n'est pas assez long. On se retrouve avec un système qui est dans une 

configuration non représentative de H(A). Dans ces cas les méthodes de variations 

discrètes de A s'avèrent plus avantageuses.' Néanmoins, il semble que ce ne soit 

pas le cas de Yamaotsu et coll.,15°  puisqu'ils obtiennent une valeur raisonnable de 

1.57 kcal/mol. Une comparaison plus détaillée n'est pas possible puisque le calcul 
du AL\  Ghydra. n'est fait qu'à partir des contributions d'énergies électrostatique et 

de van der Waals, ce qui semble incomplet. 

Les résultats des calculs du tripeptide d'alanines donnent une valeur plus 

grande que la valeur expérimentale de la différence d'énergie libre d'hydratation 

entre la chaîne latérale d'une alanine et d'une valine. Mais la pertinence d'utiliser 

la différence d'énergie d'hydratation entre le méthane et le propane comme valeur 

de référence demeure à vérifier. De plus, cette valeur expérimentale n'est pas 

appuyée par un grand nombre d'autres données. Rien n'indique dans la procédure 

suivie qu'un mauvais protocole a été utilisé. Suite aux simulations sur le tripeptide 

d'alanine, un protocole très similaire a été utilisé pour effectuer la mutation 

V61A dans la calbindine Dgk. Les résultats présentés dans la prochaine sous-

section rendent compte de la première étape du lancement de ce calcul, mais 

ne constituent pas les résultats finaux qui nécessiteront une analyse exhaustive. 

Le bon déroulement des simulations (maintient des structures, convergence des 

calculs, etc.) est examiné, afin que ce projet puisse être poursuivi en reposant sur 
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une bonne base. 

6.4 Résultats et discussion de la mutation V61A dans la calbindine 

Dgk P43G 

Pour obtenir une estimation de l'effet de la mutation V61A sur la coopérativité, 

il est nécessaire d'effectuer un calcul de perturbations pour chacun des quatre 

états de la calbindine Dgk. Les structures de départ correspondent aux dernières 

structures générées à la fin des 200 ps de simulation dont les résultats ont été 

présentés au chapitre 4. Cependant, c'est la dernière structure simulée A(Sn) 

qui a été utilisée pour ce calcul de perturbation sur l'état apo puisque cette 

dernière est en meilleur accord avec la structure expérimentale (voir entre autres 

le tableau IX et aussi la figure 30 pour l'aspect dynamique). Rappelons que chaque 

structure simulée est incluse dans une sphère de 2 285 molécules d'eau auxquelles 

est appliqué le potentiel à la frontière sphérique exposé à la section 2.2.2.61  

Le protocole des calculs de perturbations pour le cas de la calbindine Dgk 

est le même que de celui du tripeptide d'alanine (voir section 6.3), sauf pour les 

quelques différences suivantes: tout d'abord, pour les structures qui correspondent 

aux A = 0 et A = 1, les énergies ont été minimisées sur 100 pas de minimisation 

steepest-descent. Puis, s'ensuit une période d'équilibration de 10 ps avec un pas 

d'intégration de 0.002 ps. Rappelons qu'aucun rayon de coupure des interactions 

non-liées n'a été appliqué. Un coefficient de friction correspondant à un temps 

caractéristique de relaxation de 5 ps-1  a été appliqué à tous les atomes sauf à 

ceux d'hydrogène. Une constante de force de 10 kcal/(mol. A.2) a été appliquée 

au centre de masse de la protéine. De plus, une contrainte harmonique de force 

30 kcal/(mol.rad2) a été appliquée à l'angle dièdre x (N, CA, CB, CG2) de la 

chaîne latérale de la Va161 dans l'état A = 1 (alanine invisible aux autres atomes) 

afin d'éviter toute réorientation de cette chaîne latérale que l'on voulait maintenir 

autour de 1800  (valeur initiale). Comme aucune transition de la sorte n'était 
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survenue lors du calcul sur le tripeptide d'alanine, il ne s'est pas avéré nécessaire 

d'appliquer une telle contrainte. 

Puis, dans les mêmes conditions, on simule une période d'équilibration de 

1 ps pour chaque valeur de A avant que ne débute la période de production de la 

trajectoire dont les structures échantillonnées serviront au calcul de perturbations. 

Chaque nouvelle valeur de A est appliquée à la dernière configuration générée à 

la précédente valeur de A. A chaque valeur de A, la période d'équilibration a été 

suivie par une période de production de 3 ps pour un total de 1500 configurations 

échantillonnées pour le calcul de perturbation. Un total de 66 ps a été simulé dans 

chaque direction de A. 

Seuls les résultats obtenus par l'algorithme WHAM sont ici présentés, mais il 

a été verifié que les résultats des méthodes P.T. et I.T. se comportaient normalement, 

c'est-à-dire que les changements d'énergie libre en fonction de A étaient en accord 

raisonnable avec ceux obtenus de l'algorithme WHAM. Il faut mentionner que, 

contrairement au cas du tripeptide qui jouit d'une grand liberté de mouvements 

et peut explorer une surface d'énergie potentielle complexe, un acide aminé dans 

une protéine se voit restreint par l'empêchement stérique dû à la compacité des 

acides aminés, et devrait à ce point de vue être plus facile à échantillonner. 

Mais en contrepartie, la ridigité de l'environnement peut demander plus de temps 

d'équilibration afin que la cavité des atomes naissants se forme totalement. Les 

résultats de l'algorithme WHAM des calculs de perturbations (mutations Va161-->Ala) 

effectués dans les quatre états d'occupation de la calbindine Dgk  sont donnés aux 

figures 46 et 47 et montrent les changements des AG ma  en fonction de A. 

Alors que les structures simulées A(Sii), et particulièrement Si  (D) démontrent 

une disparité des résultats à l'aller et au retour (non convergence), les états Sn 

et D apparaissent pour leur part mieux convergés. 
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FIGURE 46. Variations de l'énergie libre en fonction de la valeur de A pour la 

mutation effectuée dans la structure simulée A(S11 ) (haut) et SI(D) (bas). 
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Rappelons que la valine en position 61 fait partie du site II et que ce dernier 

est occupé par un ion Ca2+ dans les états SH  et D et que sa flexibilité s'en trouve 

grandement réduite. En d'autres mots, l'espace configurationnel du site II dans 

les états Su et D est plus restreint dans ces deux cas et donc plus propice à une 

meilleure convergence à échantillonnage égal avec les états A et Si  (D). 

Une comparaison visuelle des structures simulées SI  (D) à la valeur de A = 0.9 

entre les calculs à l'aller et au retour n'a révélé aucune différence de conformation 

majeure. Cette valeur de A a été choisie dans la région où une grande différence 

entre les calculs à l'aller et au retour est ressortie. Comme une seule configuration 

a été comparée à une seule autre, il est difficile de préciser davantage la raison 

à l'origine de la moins bonne convergence pour cette structure. Le tableau XX 

donne la différences entre les structures simulées moyennes à A = 0.9 lors des 

calculs à l'aller et au retour. Ces différences de structure ont été calculées de la 

même façon qu'à la section 4.3.1.2 (équation 4.1). Ce tableau ne révèle pas non 

plus de différences pouvant expliquer la non convergence des calculs à l'aller et 

au retour. Le bon maintient de la valeur de l'angle dièdre x61  par la contrainte 

acides aminés 

1-75 	3-15 	16-24 	25-35 	36-45 	46-53 	54-62 	63-73 

hélice A site I hélice B segment hélice C site II hélice D 

tout 	1.29 	0.85 	0.83 	0.95 	0.90 	0.84 	0.76 	0.91 
Si (D) 	

c.p. 	1.01 	0.52 	0.56 	0.37 	0.73 	0.51 	0.45 	0.45 

TABLEAU XX. Différences structurales (Å) (équation 4.1) entre la structure 

simulée moyenne à la valeur de A = 0.9 à l'aller et avec la structure moyenne à la 

même valeur de A au retour. Ces différences sont données pour chaque élément de 

structure secondaire. L'abréviation c.p. signifie chaîne principale; tous les résultats 

excluent les atomes d'hydrogène. 

harmonique a aussi été vérifiée et s'est révélé efficace. La valeur de x61  la plus 

différente de 180° a été 155° et elle n'est survenue qu'une fois. Dans tous les autres 
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cas, la valeur s'est maintenue à 180±8°. Une explication possible demeure, tout 

comme dans le cas du tripeptide d'alanine, que les configurations échantillonnées 

diffèrent légèrement et que certaines transitions rares aient pu survenir dans une• 

direction mais pas dans l'autre. Il a d'autre part été vérifié que les résultats après 

3 ps de simulation de DM par fenêtre étaient mieux convergés qu'après la première 

picoseconde de simulation par fenêtre. De plus longues simulations devraient donc 

améliorer davantage ces résultats. 

Le tableau XXI donne les résultats des changements d'énergies libres associés 

à la mutation V61A pour les quatre états d'occupation de la calbindine Dgk. 

Ces calculs suggèrent que la mutation V61A est défavorable dans tous les états 

A ,-A(S11) 	A rrSI(D) 	A r_rSII 	A r2D 
Va1->A1a 	 ""-`Val-rAla 

aller 	0.66 
	

4.60 
	

2.80 	5.63 

WHAM 	retour 	-0.58 	-1.40 
	

2.45 	3.68 

aller et retour 	0.07 
	

1.16 
	

2.65 	4.85 

TABLEAU XXI. Résultats des calculs de différences d'énergies libres (kcal/mol) 

obtenus par l'algorithme WHAM. Les résultats totaux de WHAM signifient que 

toutes les données pour les 44 fenêtres ont été analysées simultanément. 

d'occupation. De plus, la valeur absolue de cette énergie libre augmente en allant 

de l'état A vers les états SI (D), Sn  et D. Selon l'équation 6.3, le changement 

d'énergie libre associé à la mutation et contribuant à la coopérativité 11 Ala, 

est de 1.11 kcal/mol. La valeur expérimentale étant de 2.13 kcal/mo1,122  un accord 

qualitatif a donc été obtenu par la méthode de calcul que nous avons utilisée. 

En substituant les résultats du tableau XXI dans les équations 6.4 et 6.5 

on obtient les rapports de constantes macroscopiques KiAla/ K;\./al et  elainal.  

Ces résultats sont donnés au tableau XXII. Ces rapports indiquent l'effet de la 

mutation V61A sur les deux constantes macroscopiques de liaison du Ca2+ , en 
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équation elynal 

6.4(a) (S1 —A) 0.162 

6.4(b) (SH  —A) 0.013 

6.5(a) (D—S1) 0.002 

6.5(b) (D—.S11) 0.025 

exp.122 1.580 0.030 

TABLEAU XXII. Rapports des constantes macroscopiques entre les calbindines 

D9k P43G (Val) et P43G-V61A (Ala). 

ayant fait l'hypothèse que kI  =- /cil et k1,11  = k11,1. Cela implique aussi que des 

résultats identiques devraient être obtenus pour les équations 6.4 (a) et (b), de 

même que pour les équations 6.5 (a) et (b). Nos calculs ne donnent cependant 

pas des résultats identiques pour les deux voies de liaisons et suggèrent que la 

mutation V61A diminue considérablement les deux constantes macroscopiques 

K1  et K2. Les données expérimentales122  (exp. dans le tableau) indiquent que la 

constante K, augmente par un facteur 1.58 et que la constante K2 diminue par 

un facteur 0.03. Il est intéressant de remarquer que les résultats des calculs de 

perturbations ayant les mieux convergés (Su et D) sont ceux qui s'accordent bien 

avec les données expérimentales et que le moins bon accord est obtenu pour les 

rapports faits à partir des calculs de perturbations des structures A(S11 ) et SI (D) 

qui ne sont pas complètement convergés. Mais puisque les mutants finaux ne sont 

pas les mêmes dans les simulations (P43G-V61A) et l'expérience (P43M-V61A), 

effectuer davantage de comparaisons ne serait pas approprié. 

Bien qu'une analyse comparative finale ne puisse être effectuée étant donnée 

la durée encore insuffisante de la simulation, il est intéressant d'examiner quels 

sont les atomes lourds qui se trouvent dans l'environnement de la chaîne latérale 

affectée par la mutation. Les tableaux XXIII et XXIV donnent les listes des 

distances moyennes de quelques atomes lourds les plus près des atomes lourds 



181 

de la chaîne latérale de la valine (A = 0) ou de l'alanine (A = 1). Les distances 

moyennes dans le cas de la valine ont été calculées à partir des trajectoires de 

200 ps analysées au chapitre 4. Pour le cas de l'alanine, les configurations utilisées 

sont les 20 récoltées lors de la simulation de 3 ps de la structure à la valeur de 

A = 1 préalablement équilibrée pendant 10 ps. 

A(SH) Si(D) Sn D 

CB (Va161)-0(Leu23) 3.78±0.42 3.62±0.23 3.78±0.23 3.86±0.24 

CB(Va161)-CE1(Phe50) 5.3810.41 4.9910.51 5.7310.76 4.6810.49 

CB(Va161)-CE2(Phe50) 6.4210.90 6.5510.72 5.2710.48 5.8910.86 

CB(Va161)-CZ(Phe50) 5.4610.53 5.5610.57 5.0310.40 5.0710.55 

CG2(Va161)-CE1(Phe50) 4.1010.44 3.8310.45 4.4510.67 3.8010.42 

CG2(Va161)-CE2(Phe50) 5.1710.94 5.2010.72 4.0710.56 4.7910.82 

CG2(Va161)-CZ(Phe50) 4.2310.55 4.3510.52 3.8410.35 4.1710.50 

TABLEAU XXIII. Distances moyennes (Å) entre les atomes lourds de la chaîne 

latérale de la valine et les atomes lourds les plus proches appartenant à d'autres 

acides aminés non adjacents. (n = 20000 configurations utilisées pour ces calculs.) 

A(SH) Si(D) Sn D 

CB (Ala61)-0 (Leu23) 3.5810.19 3.7910.34 3.6910.19 4.0310.23 

CB (Ala61)-CE1(Phe50) 4.4710.26 4.6510.38 5.9310.56 5.0310.43 

CB (Ala61)-CE2(Phe50) 6.2010.37 6.4910.41 4.5710.23 3.7410.17 

CB (Ala61)-CZ(Phe50) 4.9310.33 5.3310.43 4.8410.35 4.0110.35 

TABLEAU XXIV. Distances moyennes (Å), dans les mutants V61A entre les 

atomes lourds de la chaîne latérale de l'alanine (A1a61) et les atomes lourds 

les plus proches appartenant à d'autres acides aminés non adjacents. (n = 20 

configurations utilisées pour ces calculs.) 
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Les deux acides aminés les plus proches de la valine ou de 1'A1a61 sont dans 

tous les cas la Leu23 qui fait partie du site I, ainsi que le Phe50 situé dans l'hélice 

C. La figure 48 illustre ces deux acides aminés et spécifie la nomenclature utilisée 

aux tableaux XXIII et XXIV. En détail, l'atome d'oxygène de la chaîne principale 

N 	
CA 

CB 

CG 

C CD1 	D2  

leucine 

CA 

CB 

CG 

CD1 	CD2 

CE1 	CE2 

cz 
phénylalanine 

FIGURE 48. Représentation des acides aminés les plus proches des atomes soit 

de la valine ou de l'alanine et nomenclature à utiliser pour lire les tableaux XXIII 

et XXIV. 

de la Leu23 (qui est impliqué dans un pont hydrogène avec l'atome d'azote de la 

Va161) demeure celui qui est le plus proche du CB de la Va161 ou de 1'A1a61 dans 

tous les cas sauf dans la structure D où les atomes CG2(Va161)-CE1(Phe50) sont 

les plus rapprochés. Ces deux atomes sont aussi les suivants les plus rapprochés 

dans les structures A(Sii), SI (D) et SIT . Comme dans le mutant V61A il n'y a pas 

d'atomes CG1 et CG2, il faut réévaluer ces distances en vérifiant la compacité 

des atomes lourds autour du CB de 1'A1a61. Bien que nos résultats ne soient 

que préliminaires, le tableau XXIV montre que l'assemblage des atomes n'est pas 
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aussi serré autour du CB dans la structure du mutant V61A qu'autour du CG2 

dans la structure non mutée. Mais bien sûr, ces résultats restent à confirmer avec 

des simulations de DM plus longues à chaque fenêtre. Les résultats du tableau 

XXIII montrent aussi que les distances entre les atomes lourds demeurent assez 

stables, mais il semble que les distances impliquant l'atome CE2 du Phe50 aient 

de plus grandes fluctuations. Encore une fois, il faudra plus de données pour le 

mutant V61A pour effectuer des comparaisons valables. 

La figure 49 donne un exemple de l'évolution temporelle de la distance 

moyenne entre les atomes CG2(Va161) et CE1(Phe50) tout au long de la simulation 

de 200 ps (A, Si (D) et S11) ou de 400 ps (D). Cette distance moyenne dans l'état 

D demeure stable pendant les premières 150 ps de simulation mais augmente par 

la suite et fluctue autour d'une valeur moyenne plus élevée (autre conformation). 

Pour la stucture simulée SI1, qui a l'écart type de la distance le plus élevé, la figure 

49 montre qu'il y aurait échantillonnage alternatif de plusieurs conformations 

plutôt que d'une seule, comme c'est le cas pour la structure simulée SI (D) . 

Pour la structure simulée A(Sii), on remarque que suite aux premières 10 ps 

de simulations, il y a un changement de distance qui dure environ 60 ps, cette 

dernière revenant par la suite autour de sa valeur initiale. Les calculs d'énergies 

libres ayant le mieux convergés pour l'état SI', un argument plausible serait qu'une 

bonne flexibilité non associée à des changements conformationnels peu fréquents 

est plus favorable à ce genre de calculs. Par contre, une plus grande rigidité de 

l'environnement demandera plus de temps avant d'échantilloner toutes les con- 

figurations. Il serait intéressant de comparer ces résultats avec les homologues 

dans le mutant V61A de la calbindine D9k  pour le ou les quelques atomes lourds 

les plus près du CB. L'évolution temporelle de ces distances pourraient révéler 

une partie de l'origine des résultats mais cela suppose un temps de simulation au 

moins aussi long pour les quatre structures à la valeur de A = 1. 
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FIGURE 49. Évolution de la distance moyenne CG2(Va161)-CE1(Phe50) en 

fonction du temps de simulation (ps) (L'état D compte 400 ps). 
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Afin d'avoir une idée de l'emplacement des molécules d'eau dans l'environnement 

de la mutation, la figure 50 montre les fonctions de distributions radiales des 

atomes d'oxygène des molécules d'eau entourant la chaîne latérale de la Va161 

dans tous les états d'occupation de la calbindine D9k . Comme on peut le constater, 
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FIGURE 50. Distributions radiales Å-3  des atomes 0 (de H20) en fonction de 

la distance à partir du centre de masse de la chaîne latérale de la Va161, calculées 

à partir des trajectoires de DM analysées au chapitre 4. 

il y a peu d'eau aux environs (jusqu'à 4 A) de la chaîne latérale de la Va161 

dans les structures simulées A(Sii) et SI (D), et pas du tout dans les structures 

simulées Sii et D à cause de la présence du Ca2+ dans le site II. On peut aussi 

se référer à la figure 25 pour confirmer qu'il y a moins qu'une molécule d'eau 

dans un rayon de 4 Å autour de cette chaîne latérale. La mutation implique donc 

à un premier degré le réarrangement d'atomes environnants qui appartiennent à 

d'autres acides aminés ou peut-être leur remplacement par des molécules d'eau. 

Bien que les fonctions de distributions radiales ne soient pas présentées en raison 

du nombre insuffisant de configurations, on a pu tout de même observer qu'une 

présence accrue de molécules d'eau autour de la chaîne latérale de 1'A1a61. 
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6.5 Conclusion 

Les bases d'une méthode et d'un protocole de simulations de DM ont été 

développées afin de calculer la différence d'énergie libre associée à la mutation 

V61A dans la calbindine Dgk. En plus de la construction des angles dièdres 

rattachant la chaîne latérale de 1'A1a61 sur la chaîne principale de la calbindine 

Dgk, cette mutation implique surtout la croissance et la décroissance simultanées 

des charges et des paramètres de Lennard-Jones des atomes des deux chaînes 

latérales appartenant aux deux mutants. Cela nécessite des temps de simulations 

de DM considérables à cause de la complexité des changements au niveau atomique. 

Le but de ce chapitre était de présenter des résultats préliminaires afin de rendre 

compte du bon déroulement des calculs selon le protocole développé et d'illustrer 

la faisabilité de ce type de calculs difficiles. 

Les calculs de perturbations faits en variant le paramètre de couplage dans 

les deux directions (A = 0 --> 1 et A = 1 	0) n'apparaissent pas complètement 

convergés à ce point-ci. Cette difficulté semble être reliée à l'absence de Ca2+ 

dans le site II (états A et Si  (D)) qui implique une flexibilité accrue de ce site 

où est effectuée la mutation (voir les figures 28, 29 et 30 à la section 4.3.2). Une 

plus grande flexibilité donne lieu à une surface d'énergie potentielle plus difficile à 

échantillonner. En effet, les calculs apparaissent moins bien convergés dans les cas 

des structures simulées A(S11) et SI (D) que pour les structures simulées Sn  et D. 

Il a été vérifié qu'il n'y avait pas de différence conformationnelle majeure entre les 

configurations échantillonnées à l'aller et au retour des calculs de perturbations. 

Après avoir effectué 3 ps de simulations de DM à chacune des 22 valeurs 

découpées du paramètre de couplage A, la valeur calculée de la différence d'énergie 

libre associée à la mutation V61A dans la calbindine Dgk, 	(3, Gcv°ar-+A1a) = 

1.11 kcal/mol, se révèle en accord qualitatif avec la donnée expérimentale (2.13 kcal/mol).122 

De plus, les rapports de constantes macroscopiques entre la protéine mutée et la 
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protéine sauvage ont été évalués et un bon accord qualitatif est obtenu à partir 

des calculs de perturbations qui ont le mieux convergés (SE  et D). Ces rapports 

ea/KVal et ea/nal  ont été respectivement évalués à 0.013 et 0.025 dans les 

meilleurs simulations, en comparaison à 1.58 et 0.03 obtenus expérimentalement. 

Bien qu'il soit trop tôt pour conclure de façon définitive, il semble que 

l'organisation des atomes autour de la chaîne latérale mutée (alanine) ne soit 

pas aussi compacte que dans la calbindine D9k P43G originale. Les acides aminés 

les plus proches de la Va161 à muter sont la Leu23 faisant partie du site I ainsi que 

le Phe50. La position de ces acides aminés sera à examiner dans l'analyse finale 

de ces calculs. La présence de l'eau dans l'environnement des chaînes latérales de 

la mutation devra aussi être examinée. 

On peut donc présumer que des bases rigoureuses pour le calcul de la 

coopérativité dans liaison du Ca2+ ont été établies, mais des temps plus longs 

de simulations devront être accumulés à chaque fenêtre de perturbation afin de 

mieux comprendre l'origine des changements à la coopérativité. Une étude plus 

en profondeur du mutant P43G-V61A pourra être poursuivie. Entre autres, avec 

l'accumulation de quelques 200 ps de simulations du mutant P43G-V61A (à la 

valeur A = 1), un histogramme tel celui présenté à la figure 32 pourrait être 

compilé afin d'évaluer les différentes contributions qui amènent une diminution 

de la coopérativité de la calbindine D9k. 



CHAPITRE 7 

Conclusion 

7.1 Rappel du but de la thèse 

Le but de cette thèse était d'étudier divers aspects des conséquences de la 

liaison des ions Ca2+ et de la coopérativité chez la calbindine Dgk par des méthodes 

de modélisation moléculaire. A cette fin, on doit disposer d'un bon modèle pour 

le système biomoléculaire et pour les méthodes de simulation. Si tel est le cas, ces 

méthodes permettent d'effectuer une analyse au niveau atomique et d'évaluer les 

différentes contributions qui pourraient jouer un rôle dans la coopérativité. 

Le cas particulier de la calbindine Dgk  implique la liaison de deux ions 

Ca2+ dont chacun est chargé +2e. Ceci ramène d'emblée au fait que la fonction 

d'énergie potentielle utilisée pour nos simulations (CHARMM56 ) calcule les forces 

par paires d'atomes, ce qui implique que les effets à plusieurs corps ou non-additifs 

sont négligés. C'est le cas dans la plupart des simulations effectuées jusqu'à 

maintenant. Par contre, nos simulations sont avantagées par le fait qu'il n'y a 

aucun rayon de coupure imposé aux interactions non-liées. Ceci est particulièrement 

important pour les interactions électrostatiques à longue portée, surtout pour 

notre cas où deux ions chargés +2e ne sont séparés que par 12 Å. 

La première partie de cette thèse consistait à déterminer des paramètres de 

Lennard-Jones pour le Ca2+ et d'évaluer la faisabilité d'inclure un terme explicite 

d'énergie qui tiendrait compte des interactions à plusieurs corps entre le Ca2+ et 

ses ligands dans les sites de la calbindine Dgk. La deuxième partie de cette thèse 
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consiste à utiliser les modèles de la calbindine Dgk et de simulations de dynamique 

moléculaire afin d'étudier la structure et la dynamique de la protéine en fonction 

du niveau d'occupation du Ca2+. Nos résultats y sont comparés aux données 

expérimentales homologues afin d'évaluer la qualité des modèles utilisés et des 

observations sont faites au sujet de la coopérativité. 

7.2 Contributions principales 

Des paramètres de Lennard-Jones pour le Ca2+ ont été déterminés afin de 

reproduire l'énergie libre d'hydratation du Ca2+ et des propriétés statiques telles 

la structure immédiate des molécules d'eau autour du Ca2+ et la coordinence du 

Ca2+. Les courbes d'énergie d'interaction Ca2+-ligand calculées par des méthodes 

ab initio (HF) ne sont cependant pas reproduites de façon identique, étant donné 

que les charges attribuées aux atomes des acides aminés du champ de force 

parairdel  sont fixes, ce qui ne laisse pas la possibilité aux nuages électroniques 

de se réorganiser en présence d'ions chargés +2e. 

Les contributions non-additives dans les interactions Ca2+-(H20)7, ont été 

évaluées par des méthodes ab initio (HF) puis comparées aux calculs d'énergies 

d'interaction effectués avec param22. Cette contribution non-additive reliée aux 

effets à plusieurs corps compte, par exemple, pour autant que 32 kcal/mol dans 

l'interaction Ca2+-(H20)6. Cette contribution non-additive jouant un rôle dans 

les propriétés structurales et dynamiques des liquides,74' 99  et sachant qu'elle est 

bien représentée par l'énergie de polarisation induite au second ordre pour les 

inteiactions Ca2+-H2094  et Ca2+-peptide," des polarisabilités pour les atomes et 

groupements chimiques de molécules représentant les ligands du Ca2+ dans les 

sites de la calbindine Dgk ont été déterminées. Afin de déterminer ces polarisabilités, 

une méthode approximative et simple a été élaborée dans laquelle seuls les atomes 

lourds de molécules modèles d'acides aminés peuvent être polarisés par une charge 

ponctuelle. Les résultats obtenus s'accordent raisonnablement bien avec les données 
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provenant d'expériences ou d'autres calculs. 

Ensuite, une tentative d'inclure les termes d'énergie de polarisation au premier 

et second ordre pour le cas du Ca2+ hydraté a été accomplie et lors de laquelle les 

paramètres déterminés dans cette thèse ont été utilisés. Cette tentative démontre 

la grande sensibilité des résultats aux paramètres et suggère fortement l'existence 

de difficultés inhérentes au développement d'une fonction d'énergie potentielle qui 

tiendrait compte des effets de polarisation induite. Devant l'ampleur du travail 

qu'impliquerait la reparamétrisation d'un champ de forces incluant un terme 

d'énergie attribuable aux effets à plusieurs corps, il a été préféré d'utiliser tel 

quel le champ de force parame pour les protéines, d'approximer que le Ca2+ 

était une sphère de charge +2e et que ses ligands n'étaient pas polarisables. 

Des simulations de DM de 200 ps ont été produites pour les quatre états 

d'occupation de la calbindine Dgk, avec une simulation supplémentaire de l'état 

A pour un total de cinq trajectoires produites (A, A(SH), SI  (D), SH  et D). Les 

structures simulées S11  et D sont demeurées structuralement proches de leur 

structure expérimentale de départ, tandis que la structure simulée A s'en est 

éloignée plus considérablement. La structure simulée A(SH ), construite à partir de 

la structure expérimentale Sn  de laquelle on a enlevé le Ca2+ demeure davantage 

proche de la structure expérimentale A. Les différences structurales entre structures 

simulées et expérimentales se concentrent surtout dans les bouts terminaux, les 

sites ainsi que dans le segment 36-45 qui relie les deux mains EF. Les hélices 

conservent en général un très bon accord avec leur structure expérimentale, sauf 

pour l'hélice C de la structure simulée A qui dévie le plus, mais dont la position 

s'avère mal définie dans les données expérimentales RMN.32  

Les différences de structure entre états simulés se concentrent surtout dans 

les sites et le segment 36-45. Mais ces régions de la protéine sont celles qui sont 

déterminées expérimentalement avec le moins de certitude.32, 33  Pour l'aspect 

structural, les résultats des simulations s'accordent qualitativement bien avec les 
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résultats expérimentaux.', 33' 32  Les simulations effectuées à partir de structures 

déterminées par RMN (A, A(Sii), Si (D) et SI') semblent en moins bon accord avec 

les données expérimentales que la simulation de l'état D dont la structure a été 

déterminée par des expériences de diffraction des rayons X à haute résolution. Les 

états liés au Ca2+ sont structuralement similaires entre eux et différents de l'état 

A, signifiant que la majorité des changements structuraux se produit lors de la 

liaison du premier Ca2+. La différence considérable entre les structures simulées 

SI  (D) et SH  représentent peut-être l'asymétrie du mécanisme de la coopérativité 

selon que l'ion se lie d'abord au site I ou au site 11. La liaison du Ca2+ dans le site 

H des structures simulées SH  et D déshydrate les chaînes latérales du site II et 

leur chaîne principale dans une certaine mesure, et il semble qu'un certain effet 

soit aussi ressenti dans le site I et consiste à déshydrater d'environ une molécule 

H20 la chaîne principale du site I encore inoccupé. 

Pour l'aspect dynamique, les études des fluctuations des angles dièdres q et 

e, ainsi que les comparaisons des paramètres d'ordre des vecteurs N-H calculés à 

partir des trajectoires montrent que les bouts terminaux, les sites et le segment 

36-45 sont les éléments qui fluctuent le plus et que ces fluctuations diminuent 

avec le niveau d'occupation du Ca2+ dans la protéine. Les liaisons successives du 

Ca2+ rendent la structure plus rigide, avec la majeure partie des effets concentrée 

dans la liaison d'un premier ion au site I ou au site II. Ces résultats sont en bon 

accord qualitatif avec les données expérimentales.24, 28, 33, 39 

Une mesure de la contribution électrostatique à la coopérativité indique que 

cette dernière est défavorable par +3.0 kcal/mol au processus global de coopérativité 

(-1.84 kcal/mol), suggérant que la contribution du réarrangement de structure 

et de dynamique de la protéine devrait être d'environ —4.84 kcal/mol. Les inter-

actions hydrophobes pourraient jouer un rôle important dans la coopérativité, tel 

que suggéré par les distributions des énergies d'interactions entre la chaîne latérale 

de la Va161 et le reste de la protéine pour laquelle on retrouve une interaction 
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de plus en plus favorable avec la liaison de Ca2±. Les distributions des ponts 

hydrogènes du feuillet-0 entre les deux sites ont révélé que les deux ponts sont 

présents dans toutes les structures simulées sauf A, et qu'il y avait raffermissement 

du pont hydrogène Leu23-HN• • .0-Va161 suite à la liaison du Ca2±. 

L'origine des déviations quantitatives des données expérimentales peut provenir 

des imperfections de la fonction d'énergie potentielle de CHARMM' (ex: absence 

de polarisation induite) ou d'un échantillonage insuffisant de l'espace configura-

tionnel. Il est également possible que des incertitudes dans les structures de départ 

contribuent à déformer les structures simulées et à modifier la dynamique. 

Un modèle analytique a été développé afin d'exprimer la partie librationnelle 

des paramètres d'ordre des vecteurs N-H en fonction de l'amplitude des librations 

effectuées par le vecteur N-H. De plus, ces librations sont exprimées en termes 

des fluctuations des angles dièdres 0 et 0 (bornant le plan amide) que l'on 

propose anticorrélés. Pour les paramètres d'ordre qui s'accordent bien avec les 

données expérimentales et avec le modèle, on trouve des librations moyennes 

autour de 9°, ce qui est raisonnablement en accord avec d'autres auteurs' 132' 

qui ont trouvé des librations de 10-12° communes à tous les acides aminés. Les 

résultats suggèrent aussi que des fluctuations trop grandes des angles dièdres 

0 et 0 représentent en partie la source des trop faibles valeurs calculées pour 

certains paramètres d'ordre. Ainsi, une surestimation des librations par seulement 

quelques degrés est suffisante pour expliquer le désaccord avec les données expéri-

mentales. 

Des bases rigoureuses d'une méthode et d'un protocole de simulations de 

DM ont été développées afin de calculer la différence d'énergie libre associée à la 

mutation V61A dans la calbindine Dgk. Le but de ce chapitre était de présenter des 

résultats préliminaires afin de rendre compte du bon déroulement des calculs selon 

le protocole développé et d'illustrer la faisabilité de ce type de calculs difficiles. 

Les calculs de perturbations faits en variant le paramètre de couplage dans les 
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deux directions (A = 0 --> 1 et A = 1 --> 0) n'apparaissent pas complètement 

convergés à ce point-ci, mais après avoir effectué 3 ps de simulations de DM à 

chacune des 22 valeurs de A, la valeur calculée de la différence d'énergie libre 

associée à la mutation V61A est de A (3,3•GAla) = 1.11 kcal/mol, et se révèle 

en accord qualitatif avec la donnée expérimentale (2.13 kcal/mol).122  Les rapports 

de constantes macroscopiques entre la protéine mutée et la protéine sauvage 

ont été évalués et un bon accord qualitatif est obtenu à partir des calculs de 

perturbations qui ont le mieux convergés (SH  et D). Ces rapports K da/eal  

et le/nal  ont été respectivement évalués à 0.013 et 0.025 dans les meilleurs 

simulations, en comparaison à 1.58 et 0.03 obtenus expérimentalement. Il semble 

que l'organisation des atomes autour de la chaîne latérale mutée (alanine) ne soit 

pas aussi compacte que dans la calbindine D9k P43G originale. Des temps plus 

longs de simulations devront être accumulés à chaque fenêtre de perturbation afin 

de mieux comprendre l'origine des changements à la coopérativité. 

7.3 Suggestions pour de futures simulations 

Parmi les améliorations qui pourraient être apportées au modèle on notera 

l'inclusion dans la fonction d'énergie potentielle, d'un terme d'énergie de polarisation 

induite afin de représenter les interactions à plusieurs corps. Cela impliquerait pro-

bablement la reparamétrisation d'une grande partie du champ de forces param22.51  

Ensuite, des simulations de DM de plusieurs centaines de ps devraient être effectuées 

afin d'observer la qualité des simulations par rapport aux données expérimentales. 

En particulier, la coordinence du Ca2+ devrait être examinée afin de confirmer que 

les ligands supplémentaires dans les simulations D et Si  (D) peuvent être attribuées 

au manque de polarisation induite, de même que la structure des sites par rapport 

aux structures expérimentales. Les paramètres d'ordre des vecteurs N-H dont les 

valeurs calculées étaient trop faibles par rapport aux données expérimentales 

devraient être analysés à l'aide du modèle des librations afin d'observer des 
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différences dans les fluctuations des angles 0 et e. 

Un raffinage de la structure expérimentale A (RMN) serait aussi à envisager 

afin d'améliorer sa qualité et d'avoir une meilleure structure de référence pour 

des simulations ultérieures. Si possible, on devrait aussi obtenir une structure 

expérimentale de l'état SI (D) pour lequel les données actuelles se rapportent au 

mutant N56A.114  Des simulation devraient être refaites à partir de cette structure 

expérimentale. 

Des calculs de différences d'énergies libres associées à la mutation V61A 

dans la calbindine Dgk devraient être poursuivis afin d'observer une convergence 

raisonnable des structures A(SH) et Si(D). Une simulation de quelques centaines 

de ps du mutant P43G-V61A pourrait être effectuée afin d'analyser un ensemble 

de configurations raisonnable et de faire des comparaisons avec la calbindine Dgk 

originale (P43G). Des calculs de perturbations sur d'autres mutants pourraient 

aussi être envisagés puisqu'il existe un liste considérable de ces mutants pour 

lesquels le changement de coopérativité a été mesuré expérimentalement en fonction 

de la concentration saline du milieu dans lequel se trouve la calbindine Dgk . Des 

calculs basés sur l'équation de Poisson-Boltzman qui étudieraient l'effet de la 

salinité sur le changement d'énergie libre associé à la coopérativité seraient aussi 

d'un intérêt certain. 
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