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La virulence de la bactérie Gram+ Bacillus anthracis, responsable de la maladie du charbon, est
due à la présence d'une capsule et deux toxines. Chaque toxine résulte de l'assemblage de l'antigène
protecteur (PA) avec l'un des deux facteurs, létal (LF) ou oedémateux (EF), dans le cytoplasme de
la cellule hôte. EF est une adénylyl cyclase, qui transforme l'ATP en AMPc de manière incontrôlée,
provoquant des dérèglements cellulaires. Elle est activée par la calmoduline (CaM), impliquée dans
de nombreuses voies de signalisation du calcium. Des structures cristallographiques et une étude
par RMN ont montré que la stabilité du complexe EF-CaM dépend du niveau de calcium �xé à
CAM.

Des simulations de dynamique moléculaire du complexe, avec 0, 2 ou 4 ions calcium, ont permis
de caractériser l'e�et du calcium sur la plasticité conformationnelle des deux partenaires et de pro-
poser un modèle de l'interaction EF-CaM. L'analyse conjointe des corrélations dynamiques et des
in�uences énergétiques a fait émerger le concept de connexité du réseau de résidus comme critère
de stabilité. La large transition conformationnelle induite chez EF par la �xation de CaM a été
décrite, grâce à la détermination d'un chemin de réaction plausible, par modélisation moléculaire.
Les conformations intermédiaires obtenues ont servi à guider la recherche rationnelle d'inhibiteurs
de la toxine EF, dans le cadre d'une approche combinant méthodes computationnelles et expéri-
mentales. Une stratégie innovante, impliquant le criblage virtuel d'une poche allostérique plutôt
que du site catalytique de l'enzyme, a identi�é six molécules actives, inhibant totalement l'activité
de EF à des concentrations de 10-100 µM.
Mots clés : Bacillus anthracis, facteur oedémateux, calmoduline, calcium, dynamique molé-

culaire, détermination de chemin de réaction, recherche rationnelle d'inhibiteurs, allostérie.

Ce travail a été réalisé d'octobre 2006 à octobre 2009, au sein de l'Unité de Bioinformatique
Structurale (M. Nilges), Institut Pasteur, 25-28, rue du Dr. Roux, F-75015 Paris, sous la direction
du Dr. Thérèse Malliavin et du Dr. Arnaud Blondel.
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Activation of the edema factor of Bacillus anthracis by calmodulin probed by
molecular dynamics simulations : a new way to �nd inhibitors.
The virulence of the Gram+ bacterium Bacillus anthracis, responsible for anthrax disease, is

caused by a capsule and two toxins. Each toxin is formed from the assembly of the protective
antigen (PA) and either the lethal factor (LF) or the edema factor (EF) in the cytoplasm of host
cells. EF is an adenylate cyclase, that produces cAMP from ATP in an uncontrolled fashion,
provoking severe cellular dysfunction. EF is activated by calmodulin (CaM), involved in many
calcium signaling pathways. Crystallographic structures and an NMR study showed that the level
of calcium bound to CaM in�uences the stability of the EF-CaM complex.

Molecular dynamics simulations of the complex, with 0, 2 or 4 calcium ions, enabled to cha-
racterize the e�ect of calcium on the conformational plasticity of each partner and to propose
a model for the EF-CaM interaction. The joint analysis of dynamical correlations and energetic
in�uences raised the concept of residue network connectedness as a stability criterion. The large
conformational transition undergone by EF upon CaM binding was described through the de-
termination of a plausible reaction path. The obtained intermediate conformations were further
used to guide the rational search for inhibitors of the EF toxin, in an approach combining com-
putational and experimental methods. An innovative strategy involving the virtual screening of
an allosteric pocket instead of the catalytic site of the enzyme, identi�ed six active compounds
able to fully inhibit EF activity at concentrations of 10-100 µM.
Key words : Bacillus anthracis, edema factor, calmodulin, calcium, molecular dynamics, reac-

tion path determination, rational search for inhibitors, allostery.
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Introduction

1 Contexte Biologique

1.1 La maladie du charbon

Le charbon ("anthrax" en anglais) est une maladie infectieuse aiguë, qui touche principalement
les herbivores mais peut aussi a�ecter l'Homme [122]. Connue depuis l'antiquité, elle doit son
nom au sang noir, poisseux et incoagulable des animaux morts contaminés. Le médecin Casimir
Davaine établit l'étiologie de la maladie en 1863, mettant ainsi pour la première fois en évidence
l'origine bactérienne d'une maladie animale et humaine [68; 67]. L'étude du charbon par Louis
Pasteur permit de con�rmer le rôle des germes dans les maladies et de populariser le concept de
la vaccination, notamment à travers une expérience publique sur une cinquantaine de moutons, à
Pouilly-le-Fort en 1881 [71]. Il faudra attendre 1955, pour qu'une toxine du charbon soit mise en
évidence [232].

L'agent infectieux de la maladie est la bactérie sporulante à Gram positif Bacillus anthracis
[189], qui appartient au groupe Bacillus cereus des Bacillaceae. Comme les autres bactéries du
genre Bacillus, B. anthracis est observée sous deux formes : la spore, forme résistante, et le bacille,
forme végétative. Le bacille est immobile (absence de �agelle), mesure 1.0-1.5 µm de diamètre
sur 3-5 µm de longueur et forme des chaînes à l'aspect "tiges de bambou". La spore est la forme
infectante, capable de germer dans les tissus d'un hôte mammifère.

Il existe trois voies de contamination chez l'Homme [76] (voir cycle infectieux Fig. 1) : (i) le
charbon cutané, à travers une plaie, est la forme la plus fréquente (90-95 % des cas) et se caractérise
par l'apparition d'une papule rouge, qui évolue en une vésicule purigineuse, puis se transforme en
escarre noirâtre ; (ii) le charbon intestinal, causé par l'ingestion d'aliments contaminés, provoque
une in�ammation aiguë du tube digestif ; (iii) le charbon pulmonaire, suite à l'inhalation de spores,
se traduit par un syndrôme grippal, suivi par une aggravation brutale avec d'importants troubles
respiratoires, toux, maux de tête, douleurs musculaires, qui évoluent vers un choc septique. Cette
dernière forme est quasiment toujours mortelle en l'absence de traitement, avec une dose létale 50
% de l'ordre de 104 spores. A ce jour, aucun cas de transmission inter-humaine n'a été recensé.
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2 1. CONTEXTE BIOLOGIQUE

Fig. 1: Cycle infectieux de l'anthrax. La spore joue un rôle central dans le cycle, même si l'infection peut aussi
être acquise via l'absorption des formes végétatives lorsque, par exemple, les Hommes ou les carnivores mangent
la viande d'un animal mort du charbon ou lorsque les mouches transmettent la maladie. Ce schéma est extrait du
rapport de l'Organisation Mondiale pour la Santé [252].

La maladie du charbon a pratiquement disparu en France, mais elle reste endémique ou spora-
dique dans les pays d'Afrique subsahélienne et d'Asie, en Europe du Sud, en Amérique Centrale
et du Sud et dans certaines régions d'Australie. L'antibiothérapie entraîne en général une guérison
rapide, à condition qu'elle soit administrée très tôt (avant l'apparition des premiers symptômes,
ou juste après). La cipro�oxacine et la doxycicline sont utilisées pour la thérapie et la prophy-
laxie antibiotique de la maladie. S'il existe des vaccins pour animaux e�caces, les vaccins à usage
humain sont moins performants et sont réservés aux groupes à hauts risques [45]. Conçus dans
les années 1960, ils sont très réactogènes [95], doivent être administrés en six injections [129], et
protègent insu�samment contre le charbon pulmonaire. Récemment, l'Unité Toxines et Pathogé-
nie Bactérienne, à l'Institut Pasteur, responsable du Centre National de Référence du Charbon, a
mis au point une composition vaccinale e�cace, susceptible d'être utilisée chez l'Homme [39; 98].

1.2 Risque bio-terroriste

Les spores de la bactérie Bacillus anthracis se propagent facilement dans l'air et dans l'eau
et sont très résistantes à la chaleur, à la dessiccation, aux rayonnements ultra-violets et aux
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désinfectants [275; 235]. Elle peuvent survivre plusieurs décennies sous la terre et contaminer le
bétail broutant à la faveur de conditions plus favorables. Ces qualités font de B. anthracis un
agent infectieux potentiellement dangereux pour la santé publique, s'il est disséminé de façon
malveillante. De fait, il est considéré comme un agent biologique représentant un risque bio-
terroriste, de catégorie A selon la classi�cation proposée par les Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) et le National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAD) américains
[216; 129]. Un certain nombre de micro-organismes sont ainsi classés en fonction de critères, tels
que le taux de morbidité, de mortalité, la capacité de production, de dissémination... Les agents
de catégorie A constituent les risques potentiels les plus élevés (voir classi�cation Table I).

Impact sur la Potentiel de
santé publique dissémination

Maladie Morbidité Mortalité P-Db P - Pc Perception Préparation Catégorie
publiqued spécialee

Coqueluche + ++ + +++ +++ +++ A
Anthrax ++ +++ +++ 0 +++ +++ A
Pestef ++ +++ ++ ++ ++ +++ A

Botulisme ++ +++ ++ 0 ++ +++ A
Tularémie ++ ++ ++ 0 + +++ A
FHVg ++ +++ + + +++ ++ A
EVh ++ + + 0 ++ ++ B

Fièvre Q + + ++ 0 + ++ B
Brucellose + + ++ 0 + ++ B
Morve ++ +++ ++ 0 0 ++ B

Mélioïdose + + ++ 0 0 ++ B
Psittacose + + ++ 0 0 + B
Ricine ++ ++ ++ 0 0 ++ B
Typhus + + ++ 0 0 + B
Cholérai + + ++ +/- +++ + B
Shigellosei + + ++ + + + B

a Les agents ont été rangés de la menace la plus sérieuse (+++) à la moins sérieuse (0).
b Potentiel de production et dissémination en quantités susceptibles d'a�ecter une large population, basé sur la disponibilité,
les exigences de bio-sécurité BSL, le mode d'infection le plus e�cace, et la stabilité environnementale.
c Transmission de personne à personne.
d Niveau de perception publique, évalué à partir du nombre de fois où un agent ou une maladie est apparu dans les médias.
e Niveau de préparation spéciale en terme de santé publique, évalué en considérant les besoins en stockage de
médicaments, en surveillance et en prévention, ainsi qu'en capacités de diagnostic.
f Peste pneumonique.
g Fièvres hémorragiques virales dues aux Filovirus (Ebola, Marburg) ou aux Arenavirus (par ex. Lassa, Machupo).
h Encéphalites virales.
i Exemples de maladies transmises par la nourriture ou l'eau.

Tab. I: Critères et poidsa utilisés pour évaluer les agents constituant une menace biologique potentielle. Ce
tableau est extrait du rapport du CDC [216].
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Le bacille du charbon a été rendu tristement célèbre lors d'une série d'attentats à la lettre
piégée en 2001, aux États-Unis. A cette occasion, parmi les 22 personnes qui développèrent la
maladie, 11 furent contaminées par la forme pulmonaire, avec un taux de mortalité de 45% [20].
Ces événements ont fait prendre conscience de la menace bio-terroriste et de la nécessité d'une
préparation spéci�que des États pour gérer les crises liées aux maladies infectieuses, émergentes
ou ré-émergentes [205].

Auparavant, B. anthracis avait été militarisée à plusieurs reprises [129] : (i) par les Japonais
contre les Chinois, au sein des unités 100 et 731 entre 1932 et 1945 [115], (ii) par le Royaume-
Uni qui testa le charbon sur l'île écossaise de Gruinard pendant la Seconde Guerre Mondiale
[175; 176], (iii) par l'armée irakienne dans sa lutte contre les rebelles kurdes en 1987-8 [291]. Par
ailleurs, un accident provoqua la libération d'un nuage d'anthrax d'une usine d'armes biologiques
à Sverdlovsk, en URSS, en 1979.

La Convention sur l'interdiction des armes biologiques (CABT), rati�ée en 1975, est le premier
traité multilatéral de désarmement à bannir une catégorie entière d'armes. Elle oblige notamment
les 171 États parties contractantes à ne pas mettre au point, fabriquer, stocker, acquérir ni conser-
ver des agents micro-biologiques ou autres agents biologiques, comme le bacille du charbon, en
quantités qui ne sont pas destinées à des �ns prophylactiques, de protection ou à d'autres �ns
paci�ques.

1.3 Facteurs de virulence, facteur oedémateux

La maladie du charbon survient après germination des spores à l'intérieur des macrophages et
dissémination des bacilles dans l'organisme [189]. B. anthracis produit un nombre de facteurs de
virulence, critiques pour l'établissement de l'infection et la pathogénèse [58]. Parmi les principaux
facteurs, la capsule, formée d'un polymère d'acide D-glutamique, permet à la bactérie d'échapper
à la phagocytose [78]. Sa synthèse est régulée par le plasmide pXO2 (60 MDa). La bactérie sécrète
aussi deux toxines de type A-B, codées par des gènes du plasmide pXO1 (110 MDa). L'antigène
protecteur (PA) joue le rôle de facteur d'adhésion cellulaire (sous-unité B). PA83 se �xe sur un
récepteur ATR de la cellule hôte, où il est clivé par des protéases cellulaires, libérant ainsi son
fragment N-terminal PA20. Le fragment actif PA63 s'oligomérise en heptamères, qui chargent
chacun jusqu'à trois sous-unités A pour les transloquer dans le cytosol, par endocytose. La sous-
unité A peut être le facteur létal (LF), une métallo-protéase [267], ou le facteur oedémateux (EF),
une adénylate cyclase (AC) [63]. La description historique de la pathogénicité de B. anthracis
identi�ait LF comme responsable de la létalité associée au charbon systémique, et EF comme
responsable de la formation d'oedème [189; 58]. Cependant, des observations récentes [188; 102; 88]
suggèrent qu'il existe une coopération entre les deux toxines [40]. Le fait qu'elles soient co-régulées
et qu'elles ciblent des types cellulaires similaires pourrait impliquer qu'elles détériorent la fonction
cellulaire et sapent les défenses immunitaires de l'hôte en synergie [25; 250].
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Fig. 2: Modèle du mode d'action
de la toxine du charbon. PA se �xe
sur un récepteur membranaire ubiqui-
taire (ATR) (1), puis est clivé par une
protéase membranaire (2). Tandis que
la sous-unité PA20 (20 kDa) est re-
larguée dans le milieu extra-cellulaire,
PA63 (63 kDa) s'oligomérise pour for-
mer un heptamère (3). EF et/ou LF
se �xe(nt) sur l'heptamère (4), puis la
toxine assemblée est endocytée (5) et
acheminée vers les endosomes. Là, le pH
bas déclenche un changement confor-
mationnel dans l'heptamère, promou-
vant la formation d'un pore sélecteur
de cation et la translocation des enti-
tés enzymatiques à travers la membrane
(6). L'adénylate cyclase EF provoque
une augmentation de la concentration
d'AMPc, résultant en un a�ux d'eau et
un oedème (7). La métallo-protéase LF
clive les kinases de kinases activées par
les agents mitogènes (MAPKKs). Ces
actions initient une série d'événements
qui conduisent à la mort de l'hôte (8).
Ce schéma est extrait de la revue de
Mourez et al. de 2001 [194].

De nombreuses bactéries pathogènes sécrètent des toxines, dont l'action consiste à augmenter
la quantité d'AMP cyclique intracellulaire [11]. Le facteur oedémateux EF, qui nous intéresse ici,
est activé par la calmoduline (CaM) en tant qu'adénylate cyclase (AC) dans le cytoplasme de la
cellule hôte. Il transforme l'ATP, réserve d'énergie principale de la cellule, en AMPc de manière
incontrôlée [170]. L'accumulation d'AMPc provoque des dérèglements cellulaires, à travers une
série de mécanismes qui restent peu connus. On sait toutefois que, dans les macrophages, l'AMPc
inhibe l'activité du facteur de transcription NF-κB, qui normalement stimule la production de
plusieurs facteurs in�ammatoires [198; 18; 9; 61]. L'action de LF sur les kinases de kinases MAPKK
coupe également des voies de signalisation qui convergent vers l'activation de NF-κB, ce qui
suggère une route par laquelle les deux toxines collaborent pour saper les défenses immunitaires de
l'hôte et promouvoir la mort des macrophages. Par ailleurs, Raymond et al. [211] ont récemment
montré que EF réprime l'expression par les macrophages de la phospholipase sPLA2-IIA, un
composant majeur de la réponse immune ayant des propriétés bactéricides.

Beaucoup d'e�orts ont été investis dans le développement de vaccins à base de PA [143; 104]
et dans la recherche d'inhibiteurs de LF [64; 251; 137] ou ciblant le pore PA [106]. Cependant, les
déterminants moléculaires à l'origine de la pathogénicité de la bactérie ne sont pas complètement
caractérisés et beaucoup de questions demeurent quant au mode d'action des toxines de B. an-
thracis. Les récentes études mettant en évidence le rôle important de EF, et révélant une synergie
d'action entre les deux facteurs oedémateux et létal, ouvrent la voie à de nouvelles approches
pharmacologiques pour traiter le charbon et font de EF une cible potentielle intéressante.
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L'étude de l'activité enzymatique de EF [109; 110; 135] est allée de pair avec la recherche
d'inhibiteurs compétitifs de l'ATP : Soelaiman et al. [233] ont découvert un inhibiteur de l'activité
de EF par criblage in vitro d'une banque de petites molécules (K(i) = 20 µM) ; Shen et al. [227]
ont révélé que l'adéfovir, utilisé dans le traitement contre l'hépatite B, est aussi actif sur EF
(K(i) = 27 nM). Une petite molécule inhibitrice de l'interaction protéique EF-CaM a également
été identi�ée parmi une banque de 100 000 composés [168]. En�n, récemment, une approche de
recherche de médicament basée sur la structure a permis de découvrir quatre nouveaux inhibiteurs,
avec des IC50 de l'ordre de quelques µM [50].

2 Aspects structuraux et problématiques

2.1 La protéine EF

La protéine EF se compose d'un domaine N-terminal de �xation à PA (PABD, résidus 64-290)
et d'une région C-terminale catalytique (ACD, résidus 291-800) [77; 228]. PABD est homologue
de séquence et de structure au domaine équivalent chez LF [155]. Le coeur catalytique di�ère
des adénylates cyclases (AC) mammifères, et présente une homologie avec CyaA de Bordetella
pertussis et ExoY de Pseudomonas aerunginosa. Néanmoins, le domaine hélicoïdal Hel (résidus
660-800) de ACD, serré contre le coeur catalytique (résidus 294-622) dans l'état inactif, est unique
à EF.
EF est très e�cace pour catalyser la production d'AMPc, à un taux de 1-2 m.s−1 largement

plus élevé que les AC mammifères [242; 226], mais seulement lorsqu'il est lié à la calmoduline
(CaM). Il est probable qu'une telle activation in situ constitue une protection de la bactérie
contre sa propre toxine. Le choix de la calmoduline peut s'expliquer de plusieurs manières [170] :
(i) CaM est très abondante dans le cytoplasme de toutes les cellules supérieures et a été hautement
conservée au cours de l'évolution ; (ii) elle est le principal médiateur de la signalisation cellulaire
du calcium. Les premières structures, disponibles dans la RCSB Protein Data Bank (PDB) [31],
de EF-ACD seul (entrée PDB : 1K8T) et EF-ACD en complexe avec la calmoduline (entrée PDB :
1K93) ont été résolues par cristallographie aux rayons X (RX ) en 2002, par Drum et al [77] (voir
structures de EF, Fig. 3). Lors de l'interaction avec la calmoduline, EF subit une large transition
conformationnelle qui aboutit à la formation du site catalytique. Le domaine Hel e�ectue une
translation de 15 Å et une rotation de 30◦ par rapport au coeur catalytique, ouvrant un espace
dans lequel CaM va s'insérer.
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Fig. 3: Structures secondaires de EF. (a) EF
libre ; (b) le complexe EF-CaM-3'-deoxy-ATP. CaM
(en rouge) est maintenue d'un côté par une projec-
tion en forme de doigt de CA (en bleu), et de l'autre
côté par la boucle SC (en magenta, dénotée Switch
C ) et le domaine Hel (en jaune, dénoté Helical).
Les boucles SA (dénotée Switch A) et SB (dénotée
Switch B) sont en cyan et en orange, respective-
ment. L'analogue 3'-deoxy-ATP (en violet) et l'ion
métallique (en violet) sont �xés entre les domaines
CA et CB (en vert), qui forment le site actif. Dans la
structure de EF libre, les deux dernières hélices HP
et HQ (résidus 771-799, en blanc), qui ne font par-
tie ni de l'interface avec CaM ni du site actif, sont
échangées entre deux molécules de EF. Cet échange
n'a probablement pas d'importance physiologique,
EF étant un monomère d'après ses propriétés en gel
de �ltration. Cette �gure est extraite de la publica-
tion des structures 1K8T et 1K93 de EF [77].

La réaction catalytique de EF, médiée par l'attaque de l'oxygène 3' du phosphate-(α), est
semblable à la réaction de cyclisation des AC mammifères, ou à la réaction de transfert nucléotidyle
des polymérases de l'ADN et de l'ARN [237; 243; 109]. Pour promouvoir cette réaction, EF
doit dans un premier temps �xer l'ATP, puis faciliter la déprotonation de l'hydroxyle OH en
3', stabiliser l'intermédiaire phosphorane penta-coordonné, et en�n libérer les produits AMPc et
pyrophosphate (PPi) [228]. Le mécanisme enzymatique de la transformation d'ATP en AMPc par
EF n'est à ce jour pas clari�é. En 2005, une structure cristallographique du complexe EF-CaM
(entrée PDB : 1XFV), résolue par Shen et al. [228], a permis de proposer un mécanisme catalytique
faisant intervenir deux ions métalliques Mg2+ : le premier agirait de concert avec l'histidine H351
pour faciliter la déprotonation de l'hydroxyle OH en 3' ; le second favoriserait la rupture de
la liaison entre les phosphates (α) et (β). Ce mécanisme de catalyse à deux ions métalliques
est également employé par les AC mammifères. Cependant, d'autres structures disponibles dans
la PDB présentent des con�gurations du site catalytique di�érentes, quant à la conformation
du substrat (3'-deoxy-ATP, dans les structures) ou des produits (AMPc et PPi), ou quant aux
modes de liaison des ions Mg2+ impliqués dans la catalyse. Notamment, certaines structures ne
comportent qu'un seul ion lanthanide Yb3+ (utilisé pour la cristallisation) dans le site catalytique
[77; 109]. Aussi, une observation détaillée de la structure 1XFV montre que : (i) la conformation
du 3'-deoxy-ATP et les positions des ions Mg2+ dans le site di�èrent de celles observées chez les
AC mammifères ; (ii) les conditions de cristallisation impliquent une très grande concentration
de Mg2+ (200 mM MgCl2), qui serait su�sante pour inhiber l'activité de EF-CaM ; (iii) la carte
de densité électronique autour des ions Mg2+ est relativement ambiguë. Toutes ces informations
semblent contredire, ou au moins jettent le doute sur l'hypothèse d'un mécanisme commun aux
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AC et à EF [180].

2.2 La calmoduline et le calcium

La calmoduline (CaM) est une petite protéine �exible, ubiquitaire des cellules eucaryotes. Sen-
seur du calcium [186; 268; 258; 55], elle est le membre le plus représentatif de la super-famille
des protéines � EF-hand �. Elle joue un rôle crucial dans de nombreuses voies de signalisation
du calcium et est impliquée dans la survie, la croissance, la prolifération et la di�érenciation cel-
lulaire. En réponse à di�érents stimuli extra-cellulaires, les niveaux de calcium s'élèvent, d'une
concentration de base de 10−7 M jusqu'à 6.10−6 M. En �xant plus ou moins d'ions Ca2+, CaM
est capable de réguler plus de trente cibles protéiques diverses [256; 62; 276]. Sa plasticité remar-
quable en fait un bon sujet pour étudier les implications de la �exibilité structurale des protéines
[166; 202; 51; 93]. Par ailleurs, elle a joué un rôle historique dans le développement des méthodes
par résonance magnétique nucléaire (RMN ) multi-dimensionnelles [128; 126; 127; 28; 96].

Les 148 résidus de CaM sont arrangés en deux domaines globulaires, N-terminal (N-CaM,
résidus 5-64) et C-terminal (C-CaM, résidus 93-147), reliés par un � linker � central �exible [22].
Chaque domaine consiste en une paire de sites de �xation au calcium en hélice-boucle-hélice, dits
motifs � EF-hand �. C-CaM a une a�nité plus grande pour le calcium que N-CaM. La �xation
coopérative d'ions Ca2+ sur chacun des domaines induit un changement conformationnel, faisant
passer les motifs � EF-hand � d'une conformation fermée à ouverte. Cette ouverture provoque
l'exposition au solvant de patchs hydrophobes, qui participent à la reconnaissance moléculaire des
cibles de CaM [284; 130].

Fig. 4: Représentation schéma-
tique des trois formes structu-
rales de la calmoduline. (a) Struc-
ture de apo-CaM (entrée PDB : 1CFD)
[154] ; (b) Structure de Ca-CaM (en-
trée PDB : 1CLL) [47] ; (c) Struc-
ture du complexe entre CaM et le pep-
tide smMLCK (entrée PDB : 1CDL)
[184]. Chaque structure est dessinée de
manière schématique, en représentation
� cartoon �. N-CaM est en rouge, C-
CaM est en vert, le � linker � central est
en jaune, les ions calcium sont en violet,
le peptide smMLCK est en cyan. Cette
�gure est extraite de l'étude de CaM
par simulations de dynamique molécu-
laire, réalisée par Yang et al. [284].

Les premières structures cristallographiques résolues de la calmoduline mammifère montraient la
protéine libre en forme de cloche, avec ses deux domaines ouverts liés par une hélice droite [21; 47],
et une conformation compacte pour la protéine en complexe avec des peptides cibles [184] (voir
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structures de CaM, Fig. 4). Cependant, des simulations de dynamique moléculaire [282; 229; 87],
des expériences par RMN [56; 33] et une récente étude à l'échelle de la molécule unique [136]
démontrent que la CaM libre est en fait très �exible et qu'il existe probablement plusieurs états
conformationnels en solution. De manière similaire, des structures récentes [281; 83] ont mis en
évidence une variété de sous-états en environnement cristallin.

Généralement, quand CaM interagit avec une protéine cible, les deux lobes sont en contact,
formant un tunnel hydrophobe dans lequel est engou�ré le peptide de �xation de la cible [125;
184; 185; 286; 86; 130]. Le motif de reconnaissance canonique a été décrit comme une hélice α

amphiphatique [214; 24]. Toutefois, des structures récentes [81; 222; 46; 285; 134] ont révélé des
modes d'interaction CaM-cibles inattendus [120; 264]. Parmi ses structures, celle du complexe EF-
CaM révèle CaM en conformation étendue, partageant avec EF une surface d'interaction enfouie
particulièrement large de 5 900 Å2 [77].

2.3 Le complexe EF-CaM

Fig. 5: Structure du complexe EF-CaM. La structure cristallographique du complexe EF-CaM [77] est
montrée en représentation � cartoon �. La calmoduline (en rouge) est chargée de deux ions calcium (sphères en
orange) sur son domaine C-terminal. (a) Le domaine Hel (résidus 660-767) de EF (en rose) est composé des hélices
HL, HM, HN et HO. CA est représenté en vert (résidus 294-349 et 490-622), avec la boucle SA en vert foncé
(résidus 502-551) et la boucle SB en bleu clair (résidus 579-591), et CB est représenté en lime (résidus 350-489). A
l'interface entre CA et CB, les résidus catalytiques sont indiqués en représentation � licorice �. La boucle SC est
représentée en bleu (résidus 623-659). (b) CaM est composée de huit hélices : HA, HB, HC dans N-CaM, HD et
HE dans le � linker � central et HF, HG, HH dans C-CaM. Les boucles de liaison au calcium sont localisées entre
les hélices HA et HB dans le site 1 (S1), les hélices HC et HD dans le site 2 (S2), les hélices HE et HF dans le
site 3 (S3) et les hélices HG et HH dans le site 4 (S4). S3 et S4 sont chargés d'ions Ca2+ (sphères en orange). Le
tableau en insert donne en kcal.mol−1 les a�nités des quatre sites de CaM pour le calcium, calculées à partir des
données de Ulmer et al. [255]. La visualisation a été réalisée avec Pymol [72].



10 2. ASPECTS STRUCTURAUX ET PROBLÉMATIQUES

La première structure de EF-CaM (entrée PDB : 1K93) [77] contient la région catalytique ACD
de EF, en complexe avec CaM chargée de deux ions Ca2+ sur son domaine C-terminal (Fig. 5). La
calmoduline est insérée entre le domaine Hel (résidus 660-800) et le coeur catalytique (résidus 294-
622), enserrée par la boucle SC (résidus 623-659). Les résidus catalytiques sont situés à l'interface
des domaines CA (résidus 294-349, 490-622) et CB (résidus 350-489). Dans le mécanisme de
l'interaction décrit par Drum et al. [77], c'est le domaine N-terminal (N-CaM) qui initie le contact
avec le domaine Hel de EF. Le domaine C-CaM établit ensuite des interactions avec la boucle SA
(résidus 502-551), située à l'interface entre le domaine Hel et le coeur catalytique dans la forme
inactive de EF. S'ensuivent des réarrangements de la boucle SA et de la boucle SC (résidus 630-
659), celle-ci venant stabiliser la boucle SB (résidus 578-591), partie intégrante du site catalytique
dans le complexe.

D'autres structures, résolues en 2005 par Shen et al. [228], contiennent EF intact, incluant son
domaine PABD, situé à plus de 40 Å de la zone d'interface avec EF. CaM est alors chargée d'un
nombre variable d'ions calcium : deux Ca2+ (entrée PDB : 1XFY), trois Ca2+ (entrée PDB :
1XFZ) ou quatre Ca2+ (entrée PDB : 1XFX). L'in�uence de cette complexation au calcium, sur
la stabilité et même la formation de EF-CaM, a été mise en évidence par une étude RMN de
CaM, libre et liée à EF [255]. Le complexe chargé de deux ions Ca2+, �xés sur C-CaM, apparaît
comme la forme prépondérante, et la présence de EF modi�e l'a�nité de CaM pour le calcium.
Typiquement, l'a�nité des sites 3 et 4 de C-CaM augmente, alors que celle des sites 1 et 2 de
N-CaM diminue (voir insert, Fig. 5). Shen et al. [228] ont proposé une explication atomique de
l'a�nité réduite de N-CaM à partir de l'analyse structurale de EF-CaM. Il est intéressant de noter,
toutefois, que malgré cette in�uence du calcium, les structures cristallographiques du complexe
sont globalement similaires, l'architecture globale de EF-CaM étant conservée quel que soit le
niveau de calcium.

Fig. 6: Boucle HL-HM du domaine Hel de EF (résidus 675-684) en interaction avec N-CaM. (a-b) Cartes de
densité électronique contourées à 1.10 σ des chaînes C et F de 1K93 (a), et des chaînes A et O de 1XFX, ainsi que des chaînes B
et P des molécules symétriques (b). La �gure en insert dans (b), calculée avec LIGPLOT [271], montre les liaisons hydrogènes
et les interactions hydrophobes établies entre les boucles HL et HM des chaînes A et B. La visualisation des cartes de densité
électroniques a été réalisée avec COOT [82].
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Les di�érences entre structures se situent surtout au niveau local, par exemple s'agissant du
squelette de la région de contact entre N-CaM et le domaine Hel de EF (résidus 672-695, 737-
745 et 784-793) [228]. La boucle HL-HM (résidus 675-684) (Fig. 5) adopte une conformation
déformée dans la structure 1K93 (chaîne C), illustrée par la formation d'un lacet protubérant
entre les résidus 681 et 691 et par la perte de structure secondaire de l'hélice HM (résidus 688 à
695) (Fig. 6a). Au contraire, dans 1XFX, la partie N-terminale de l'hélice HM est bien formée
(Fig. 6b). Ces di�érences re�ètent une carte de densité électronique pauvre dans cette région de
1K93 (Fig. 6a), tandis que la densité électronique est nettement améliorée dans 1XFX, 1XFY et
1XFZ (Fig. 6b). De plus, les facteurs B correspondants sont particulièrement élevés dans 1K93
(données non montrées), dénotant une �exibilité plus grande que dans 1XFX. Les environnements
cristallins des deux structures sont également di�érents : la boucle HL-HM de 1XFX est en
contact avec la même boucle de la molécule symétriquement liée (Fig. 6b), de telle sorte que la
conformation de la boucle est étroitement maintenue. Les boucles HL-HM des deux molécules
symétriques (chaînes A et B) sont orientées perpendiculairement, autorisant la formation d'un
motif spéci�que de liaisons hydrogènes et d'interactions hydrophobes (voir insert, Fig. 6b) qui
sert de chapeau stabilisateur à l'hélice HM [19].

3 Plan de l'étude

Les interactions entre bio-molécules, au sein de la cellule, modulent la transmission de signaux
essentiels à la survie, la croissance, la di�érenciation, la prolifération. A l'intérieur même des bio-
molécules, l'information se propage par des changements conformationnels et des mouvements
concertés, qui sous-tendent la fonction biologique.

L'espace conformationnel exploré par les protéines est décrit par un paysage énergétique.
En solution, plusieurs sous-états, associés à des bassins d'énergie, sont à l'équilibre, et les taux
d'inter-conversion entre eux sont déterminés par les barrières énergétiques qui les séparent. Se-
lon le modèle Monod-Wyman-Changeux [192], lors d'une interaction moléculaire, l'équilibre entre
sous-états est déplacé, de sorte que la conformation favorisée par la �xation du ligand devient
plus peuplée et adopte une énergie plus basse. Il y a donc in�uence réciproque entre les interac-
tions protéiques et le paysage énergétique des bio-molécules impliquées. En modi�ant le paysage
énergétique, enthalpiquement à travers des changements conformationnels, ou entropiquement
via la modulation de la �exibilité, on déplace l'équilibre des populations de sous-états. De telles
modi�cations peuvent ainsi rendre la conformation active défavorable et empêcher indirectement
l'inter-conversion induite par la �xation du substrat [266; 167].

Le complexe EF-CaM, englobant environ six cents résidus, est un bon exemple où la mobilité
structurale joue un rôle crucial dans l'établissement de la fonction enzymatique, parce que : (i) la
calmoduline ubiquitaire, à la plasticité remarquable, est piégée en conformation étendue par EF
dans le complexe ; (ii) une large transition conformationnelle de la toxine EF est nécessaire à son
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activation ; (iii) le niveau de calcium in�uence la stabilité du complexe, sans pourtant a�ecter son
architecture globale.

Cette thèse comporte trois volets, dédiés à l'étude du comportement dynamique du complexe
actif EF-CaM et à la recherche d'inhibiteurs de la toxine. Dans un premier temps, l'in�uence
du calcium sur la stabilité du complexe, attestée expérimentalement, a été sondée à travers la
caractérisation de la plasticité conformationnelle des partenaires de l'interaction, par dynamique
moléculaire. Une attention particulière a été portée aux mouvements globaux de la calmoduline,
et à sa capacité à �xer le calcium dans le complexe, a�n de mieux comprendre les mécanismes par
lesquels la �exibilité de cette protéine est associée à la régulation spéci�que de multiples cibles.
Dans un deuxième temps, l'e�et électrostatique des ions calcium a été modélisé sur le réseau de
résidus du complexe, pris cette fois dans son ensemble et non plus considéré du point de vue de
chaque partenaire. Les aspects dynamiques et énergétiques de la propagation du signal calcium,
au niveau local et global, ont été caractérisés et reliés dans un cadre commun de compréhension.
En�n, la mobilité structurale de la protéine EF a été décrite par des méthodes de modélisation
moléculaire, a�n de sonder sa relation avec la fonction enzymatique. Une approche originale a
été élaborée et appliquée pour la recherche d'inhibiteurs, visant à cibler non pas le site enzyma-
tique lui-même, mais plutôt la transition conformationnelle conduisant à l'activation de la toxine.
La validation de l'approche a été menée à travers des tests expérimentaux, révélant plusieurs
inhibiteurs capables d'empêcher l'interaction entre EF et CaM.



Approches méthodologiques

1 La dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire (DM ) consiste en la modélisation, par le calcul informatique, de
l'évolution d'un système de particules au cours du temps. Conçue dans les années 1950 dans
le cadre de la physique théorique [12], cette technique est maintenant largement appliquée en
science des matériaux et pour l'étude des biomolécules. Les simulations DM sont un moyen de
sonder les relations structure-dynamique-fonction, en explorant l'espace conformationnel des bio-
molécules dans le vide, l'eau, une membrane lipidique... La génération d'ensembles statistiques
de conformations permet d'accéder aux propriétés physico-chimiques et grandeurs thermodyna-
miques caractéristiques des protéines. La dynamique moléculaire est aussi utilisée pour déterminer
des structures à partir de données de biologie structurale (cristallographie aux rayons X RX, réso-
nance magnétique nucléaire RMN, microscopie électronique EM, di�usion des rayons X aux petits
angles SAXS...).

1.1 Principe de la dynamique classique

Le comportement des particules atomiques obéit aux lois de la mécanique quantique relativiste.
Le principe de la dynamique moléculaire classique consiste à décrire le mouvement de ces particules
à partir des lois de Newton, de la mécanique classique [259; 165], en admettant un certain nombre
d'approximations. L'énergie potentielle U du système étudié est représentée par un champ de
force empirique (voir section 1.2). A énergie totale E constante, l'évolution des positions ~ri des
atomes est déterminée par l'équation du mouvement de Newton :

~ai =
d2~ri

dt2
=

~Fi

mi
, (1)

~Fi = − ~gradiU, (2)
où ~Fi est la force totale appliquée sur la particule de masse mi.

A chaque pas de temps t, la position et la vitesse de la particule i sont interpolées à partir
de son accélération instantanée ~ai et de ses position et vitesse au temps (t − δt). L'accélération

13
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~ai est déterminée grâce à la force ~Fi, supposée constante dans l'intervalle de temps δt. Dans le
logiciel AMBER 8 [41], avec lequel ont été e�ectuées les simulations présentées ici, l'équation
du mouvement est résolue avec l'algorithme du � saut-de-mouton � (leap-frog [119]), variante de
l'algorithme de Verlet [261; 262] :

~v(t +
1
2
δt) = ~v(t− 1

2
δt) + δt.~a(t), (3)

~r(t + δt) = ~r(t) + δt.~v(t +
1
2
δt). (4)

Les vitesses initiales sont générées de manière aléatoire selon une distribution de Maxwell-
Boltzmann. L'intervalle de temps δt doit être su�samment petit par rapport aux périodes de
mouvement des atomes [165]. Sachant que les liaisons impliquant des hydrogènes ont des périodes
de vibration de l'ordre de 10 fs, un pas d'intégration δt = 1 fs semble approprié.

Typiquement, un protocole de simulation dans le logiciel AMBER 8 se déroule de la manière
suivante :

1. Construction du système. Les coordonnées atomiques sont obtenues à partir de struc-
tures tridimensionnelles, résolues par cristallographie ou par RMN et généralement déposées
dans la RCSB Protein Data Bank [31] (PDB). Les atomes manquants, notamment les hy-
drogènes, sont éventuellement modélisés. Des contre-ions sont ajoutés pour neutraliser le
système, en utilisant une grille de potentiel de Coulomb dans un rayon de 4 Å autour de
la biomolécule. Le système est ensuite placé au centre d'une boîte de molécules de solvant
pré-équilibré. Le volume du soluté est � découpé � dans cette boîte en retirant les molécules
de solvant chevauchantes, ie dont au moins un atome est situé à moins de 1 Å du soluté.

2. Minimisation de l'énergie. La con�guration utilisée pour initier la simulation doit être
� énergétiquement réaliste �, au risque d'obtenir des résultats aberrants. Ainsi, a�n de ré-
duire des forces initiales trop importantes, le système est relaxé lors d'une étape de minimi-
sation d'énergie. Parmi les di�érentes méthodes mathématiques de minimisation, AMBER
8 utilise une combinaison de deux méthodes de gradient, la méthode de la plus grande
pente [60] (steepest descent) et la méthode du gradient conjugué [90] (conjugate gradient).
A chaque cycle de minimisation, la con�guration du système est modi�ée selon une direc-
tion déterminée par le gradient de l'énergie potentielle. Dans un premier temps, la méthode
de la plus grande pente permet de tendre rapidement vers un minimum d'énergie local,
puis la méthode du gradient conjugué sert à a�ner la minimisation pour converger vers un
minimum local.

3. Thermalisation - Équilibration - Production. L'introduction de la biomolécule dans la
boîte de solvant et la dé�nition des bords de celle-ci induisent des lacunes de van der Waals.
Pour rétablir une densité optimale, une étape d'équilibration est nécessaire. Le système est
d'abord chau�é à la température souhaitée, en maintenant la pression constante. Plusieurs
cycles se succèdent ensuite, à volume constant puis à pression constante, ce qui permet
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d'ajuster le volume et de corriger la densité de la boîte. A l'issue de cette étape d'équilibra-
tion, la trajectoire de la simulation DM proprement dite peut en�n être produite.

1.2 Champs de force

Dans le cadre de simulations DM en coordonnées cartésiennes, l'hamiltonien H du système
étudié comporte un terme d'énergie cinétique Ec =

∑N
i=1

1
2mi~vi

2 et un terme d'énergie poten-
tielle U , c'est-à-dire le champ de force ou la fonction d'interaction. Ce dernier décrit l'énergie
d'interaction entre les particules du système et dépend d'un certain nombre de paramètres empi-
riques. Le champ de force utilisé dans AMBER 8 [41] est exprimé comme la somme de cinq types
d'interactions :

U =
∑

liaisons

Kr(r − req)2 +
∑

angles

Kθ(θ − θeq)2 +
∑

dièdres

∑
n

1
2
Vn[1 + cos(nφ− γ)]

+
∑
i<j

qiqj

4πε0rij
+ εij

[(
R∗

ij

rij

)12

− 2
(

R∗
ij

rij

)6
]

(5)

Les trois premiers termes correspondent respectivement aux énergies d'élongation des liaisons
covalentes, de déformation angulaire et de déformation des angles de torsion (dièdres) entre atomes
liés. Les deux derniers termes représentent les contributions électrostatiques et de van der Waals
entre atomes non liés, c'est-à-dire entre atomes d'une même molécule séparés par plus de deux
liaisons, ou entre atomes de molécules di�érentes.

Interactions entre atomes liés. Les énergies d'élongation des liaisons covalentes et de dé-
formation angulaire sont exprimées par des potentiels harmoniques. r et θ sont la longueur de
liaison et l'angle instantanés, en Å et ◦, req et θeq sont les valeurs de référence, Kr et Kθ sont les
constantes de force associées en kcal.mol−1.Å−2. L'énergie de déformation des angles dièdres est
décrite par une série de Fourier et dépend de l'angle dièdre instantané φ en ◦, d'un terme d'énergie
Vn en kcal.mol−1, d'un terme de multiplicité n et des facteurs de phase γ pour lesquels l'énergie
de torsion est minimale.

Interactions électrostatiques. Les interactions électrostatiques entre deux atomes i et j sont
évaluées avec la loi de Coulomb :

Uel =
∑
i<j

qiqj

4πε0rij
(6)

où qi et qj sont les charges des atomes i et j, rij est la distance entre les deux atomes en Å, et ε0 est
la constante électrique (ou permittivité diélectrique du vide) qui vaut 8, 85418782× 10−12F.m−1.
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Interactions de van der Waals. Les interactions de van der Waals sont décrites par un
potentiel de Lennard-Jones en 6-12 :

Uvdw =
∑
i<j

εij

[(
R∗

ij

rij

)12

− 2
(

R∗
ij

rij

)6
]

(7)

où rij est la distance entre les atomes i et j en Å, R∗
ij et εij sont les paramètres de Lennard-Jones.

Le premier terme en r−12
ij correspond à la répulsion entre deux atomes dû au principe d'exclusion

de Pauli et le second terme en r−6
ij représente la dispersion attractive de London. εij correspond

à la profondeur du puits de potentiel à la distance de séparation R∗
ij (voir Fig. 1). Les valeurs de

εij et R∗
ij sont obtenues à partir des règles de Lorentz-Berthelot :

εij =
√

εiiεjj (8)
R∗

ij =
R∗

ii + R∗
jj

2
(9)

Fig. 1: Schéma général des potentiels de Lennard-Jones

Interactions à longue distance. Les systèmes simulés comportent généralement plusieurs
milliers d'atomes, ce qui rend le traitement explicite de toutes les interactions très long. Ainsi,
des méthodes d'approximation sont utilisées pour évaluer les interactions à longue distance. Les
interactions de van der Waals, qui diminuent en 1

r6 , sont généralement négligées au delà d'un
certain rayon de coupure. Par contre, les interactions coulombiennes varient de manière inverse-
ment proportionnelle à la distance rij , et ne peuvent donc être omises. Dans AMBER, elles sont
évaluées par le protocole du maillage particulier d'Ewald [65] (particle mesh Ewald ou PME ).
Cet algorithme est basé sur la méthode de la sommation d'Ewald, qui se propose de calculer de
manière e�cace les interactions (électrostatiques) à longue distance entre des particules et toutes
leurs images périodiques. Le système est considéré comme composé d'une unité centrale repro-
duite en une in�nité d'images (conditions limites périodiques 3D). Chaque particule qui sort de
la boîte primitive (ou d'une boîte image) par un côté est remplacée par une particule entrant par
le côté opposé. Les molécules situées près des bords de la boîte sont entourées par des molécules
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provenant d'autres boîtes. Le nombre de particules simulées est ainsi réduit et l'on s'a�ranchit
des e�ets de bords. La somme d'Ewald est composée de trois termes :

Uewald = UR + U I + U0 (10)
UR est la somme des interactions à courte distance dans l'espace direct réel (à l'intérieur de
l'unité primitive), U I est la somme des interactions à longue distance dans l'espace réciproque
imaginaire (les unités images) et U0 est un terme correctif constant. Dans l'algorithme PME, le
premier terme UR est évalué directement dans un rayon de coupure donné alors que le second
terme U I est approximé par une transformée de Fourier rapide (fast Fourier transform ou FFT )
sur une grille où les charges sont interpolées en chaque point. La complexité du calcul est ainsi
réduite à o(N(logN)), N étant le nombre de particules du système.

Liaisons X-H. Dans le cadre de notre étude, les vibrations haute fréquence des liaisons de
type X-H, impliquant des hydrogènes, ont une in�uence très limitée sur le comportement global
du système et ne nous intéressent pas dans le détail. Il est possible de �ger ces vibrations en
� gelant � les distances X-H à leurs valeurs d'équilibre, avec la méthode SHAKE [217]. Le pas
d'intégration peut ainsi être augmenté à 2 fs. La contrainte de distance appliquée est la suivante :

r2
ij(t)− d2

ij = 0 (11)
où rij est la distance entre les atomes i et j et dij est la distance de référence. En pratique, un
écart ε est toléré, de sorte que l'inégalité suivante est remplie :

r2
ij(t)− d2

ij

d2
ij

< ε (12)

où ε vaut typiquement 10−5.

1.3 Estimation de l'énergie libre : méthode MMPBSA

Il existe plusieurs méthodes de thermodynamique statistique pour calculer la di�érence d'éner-
gie libre entre deux états d'un même système moléculaire ou entre deux systèmes moléculaires
di�érents. Dans l'approche MMPBSA [236; 151; 273; 213; 272] (molecular mechanics Poisson-
Boltzmann surface area), l'énergie libre de liaison d'un ligand à un récepteur est exprimée comme
la di�érence entre l'énergie libre du complexe et les énergies libres des ligand et récepteur isolés :

∆∆Gliaison = ∆Gcomplexe − [∆Grécepteur + ∆Gligand] (13)
Les énergies libres des di�érents composants du système sont moyennées sur un ensemble de
conformations obtenues par simulation de dynamique moléculaire. Les conformations du complexe,
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du ligand et du récepteur sont en général issues d'une même trajectoire, pour éviter l'introduction
d'erreurs dues à plusieurs échantillonnages DM incomplets.

L'énergie libre ∆G est exprimée comme une somme de contributions :
∆G = ∆GMM + ∆Gp

solv + ∆Gnp
solv − T∆S (14)

L'énergie de mécanique moléculaire ∆GMM regroupe l'énergie interne Eint, les interactions électro-
statiques coulombiennes Eele et les interactions de van der Waals Evdw. L'énergie de solvatation
se décompose en une contribution polaire ∆Gp

solv, calculée en résolvant l'équation de Poisson-
Boltzmann [274; 148], et en une contribution non polaire ∆Gnp

solv, fonction de la surface accessible
au solvant [59]. L'entropie conformationnelle est estimée à partir d'une analyse en modes nor-
maux, mais elle est souvent omise à cause de temps de calculs longs et d'erreurs importantes dans
son estimation.

Pour évaluer les interactions soluté-solvant et solvant-solvant, la méthode MMPBSA utilise une
représentation implicite du solvant, dans laquelle les molécules, d'eau en l'occurrence, sont traitées
comme un continuum non structuré.

Interactions polaires de solvatation Les interactions polaires sont évaluées selon la théorie
électrostatique de Poisson-Boltzmann (PB) par une approximation de champ moyen [225; 70]. Le
soluté est représenté par un corps diélectrique dont la forme est dé�nie par les coordonnées ato-
miques et les rayons des cavités atomiques. Il est composé d'un ensemble de charges ponctuelles
placées au centre de chaque atome qui génèrent un champ électrostatique. Le potentiel électro-
statique φj à la charge atomique j est déterminé en résolvant l'équation de Poisson-Boltzmann :

∆ε(~r)∆φ(~r) = −4πp(~r)− 4π
∑

i

zi exp(−ziφ(~r)/kBT ) (15)
où ε(~r) est la constante diélectrique, φ(~r) est le potentiel électrostatique, p(~r) est la charge du
soluté, zi est la charge de l'ion de type i, kB est la constante de Boltzmann et T est la température.

Dans le module MMPBSA d'AMBER 8, la forme linéarisée de l'équation PB est utilisée. La
linéarisation est e�ectuée par la méthode des di�érences �nies [69], dans laquelle : (i) les charges
atomiques sont cartographiées sur une grille de points de di�érences �nies ; (ii) des conditions
périodiques/non-périodiques sont assignées ; (iii) un modèle diélectrique est appliqué pour dé�nir
la frontière entre le solvant (diélectrique fort) et l'intérieur du soluté (diélectrique faible).

Interaction non polaires de solvatation Les interactions non polaires sont typiquement
évaluées par un terme proportionnel à la surface accessible au solvant (SASA) :

∆Gnp
solv = γSASA + c (16)
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Dans AMBER 8 , une méthode alternative est également proposée (Tan & Luo, en préparation),
dans laquelle la contribution non polaire est composée d'un terme de dispersion (attractif) et d'un
terme de cavité (répulsif) :

∆Gnp
solv = ∆Gdisp + ∆Gcav (17)

∆Gdisp est calculé par une intégration numérique sur la surface accessible au solvant, qui rend
compte des interactions attractives de solvatation avec une distance de coupure in�nie. ∆Gcav est
proportionnel à la SASA, comme décrit plus haut.

1.4 Échantillonnage et transition conformationnelle

Au cours des trente dernières années, le développement des ressources informatiques � avec
récemment le projet BlueGene, ainsi que l'amélioration des algorithmes de calculs et des champs
de force, a permis d'allonger les temps de simulation et d'étudier des systèmes de plus en plus
gros [140; 149]. Il est maintenant possible de modéliser le comportement de protéines en solution
aqueuse pendant plusieurs centaines de nanosecondes. Cependant, la plupart des mouvements et
interactions nécessaires aux fonctions biologiques dans la cellule se produisent sur une échelle de
temps allant de la microseconde à la minute. Au niveau moléculaire, les réarrangements confor-
mationnels induits par ces mouvements et interactions sont associés à des barrières énergétiques
importantes, que les simulations DM ne permettent généralement pas de traverser. En e�et, les
champs de force empiriques produisent des paysages énergétiques faits de multiples minima locaux,
dans lesquels les simulations sont facilement piégées.
Plusieurs méthodes o�rent la possibilité d'améliorer ou d'accélérer l'échantillonnage des confor-

mations et d'accéder ainsi à des événements rares, tels que la dissociation d'un ligand ou l'agré-
gation de polypeptides. Parmi les récents développements, on peut citer la méthode d'échange de
répliques [114; 239] (replica exchange ou RE ), dans laquelle plusieurs copies d'un même système
sont simulées en parallèle, par dynamique moléculaire. A chaque réplique est attribuée une valeur
di�érente d'une variable indépendante, par ex. la température. Les valeurs sont échangées entre
répliques voisines à des intervalles de temps donnés, selon un critère de Metropolis [187].

Des simulations permettent un échantillonnage accru au niveau local [80] (locally enhanced
sampling ou LES ), dans lesquelles est dupliquée une partie du système, comme un ligand ou
une région �exible, en de multiples copies qui créent un champ moyen environnant. Les copies
n'interagissent pas entre elles et leurs interactions avec le reste du système sont moyennées en
fonction du nombre de copies. Le potentiel est par conséquent lissé et les barrières énergétiques
abaissées, tandis que les copies sont libres de s'éloigner les unes des autres [215]. Dans le cas d'un
complexe protéine-ligand, l'abaissement des barrières énergétiques (qui doivent être surmontées
pour observer la dissociation du ligand) augmente la constante de dissociation du ligand de manière
exponentielle [254].

Dans la méthode de dynamique moléculaire orientée [105; 133; 132] (steered molecular dy-
namics ou SMD), une force extérieure est appliquée sur une partie du système, pour guider
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celui-ci dans une direction donnée. Cette force est une fonction du temps, par exemple un ressort
harmonique ou un ressort dont la constante de raideur augmente linéairement avec le temps. Ty-
piquement, ces simulations sont utilisées pour modéliser la dissociation d'un ligand. Elles peuvent
aussi servir de point de départ pour la résolution de chemins de transition entre deux états, inac-
tif et actif, d'une protéine. Ainsi, la méthode d'a�nement par pic conjugué [89] (Conjugate peak
re�nement ou CPR), développé par Fischer & Karplus, ajoute un nombre su�sant de conforma-
tions intermédiaires à cette conjecture initiale pour déterminer un chemin d'énergie minimum,
adiabatique. Les conformations sont optimisées de telle sorte qu'elles se rapprochent de � vallées �
énergétiques et que les conformères de plus haute énergie coïncident avec des points selles. Le
chemin produit constitue un � �lm � du processus de transition, même si chaque atome a la possi-
bilité de bouger de manière indépendante. Il rend compte uniquement des mouvements essentiels
à la transition. L'algorithme CPR a été utilisé dans cette étude, pour caractériser la transition
conformationnelle de EF (voir Chapitre 5).

Fig. 2: Description schématique de l'algorithme CPR. Les lignes de contour montrent le paysage énergétique
2D d'une molécule hypothétique (avec des minima à R, I, P). Un chemin initial est produit, ici la simple ligne
d'interpolation (-.-.-) entre les états du réactant (R) et du produit (P) (les résultats ne changent pas si la transition
est considérée comme R->P, ou P->R). Chaque cycle CPR (numérotés en bleu) ajoute automatiquement une
conformation intermédiaire (.) à la région de plus haute énergie (le 'pic') et l'optimise par minimisation conjuguée
(->) de telle sorte qu'elle se rapproche du fond de la vallée énergétique (x). Ce nouveau point est ensuite incorporé
dans le chemin par deux segments adjacents d'interpolation (- - -). La répétition de cette procédure heuristique
conduit à un chemin �nal (en rouge) qui épouse la forme de la surface d'énergie et passe à travers les points selles
exacts (S1 ,S2), proche du chemin d'énergie minimum (en vert). Ce schéma est extrait de la publication de Fischer
& Karplus [89].
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En�n, la méthode méta-dynamique (metadynamics ouMD) [160] utilise un potentiel d'énergie
additionnel pour biaiser l'exploration de l'espace conformationnel. Ce potentiel est une somme
de gaussiennes centrées sur les valeurs de variables collectives choisies. Les variables collectives
incluent idéalement tous les modes pertinents pour décrire le système étudié et di�ciles à échan-
tillonner lors de simulations DM classiques. Le potentiel additionnel dépend du temps et guide
le système hors des minima d'énergie pour le forcer à explorer des régions non encore visitées de
l'espace conformationnel.

En biologie, les fonctions importantes de la cellule nécessitent le concours de larges agrégats
macro-moléculaires, de l'ordre de plusieurs dizaines de nanomètres. Un nombre croissant de ces
agrégats sont étudiés expérimentalement par des techniques de faible à moyenne résolution telles
que la cryo-microscopie électronique [27], la di�usion des rayons X aux petits angles [197] ou la
spectrométrie de masse [224]. L'utilisation de représentations simpli�ées, dites gros-grains, inté-
grant une multitude de degrés de libertés dans un ensemble réduit, s'inscrit dans ce contexte.
Dans ces modèles, les biomolécules ne sont plus décrites à l'échelle atomique, mais plus grossiè-
rement par des grains ou des perles, qui représentent les résidus, ou les domaines comme des
corps rigides à six degrés de liberté, trois de translation et trois de rotation. Le niveau de granu-
larité résulte d'un compromis entre l'exactitude et la transférabilité du modèle. Dans le modèle
en réseau élastique (elastic network model ou ENM ) [244; 23], la protéine est représentée par
un réseau de ressorts harmoniques qui connectent entre eux les atomes interagissants ou les rési-
dus proches. L'analyse en mode normaux (normal mode analysis ou NMA) de ce réseau permet
d'obtenir les modes collectifs intrinsèques de la protéine, qui sont les modes de plus basses fré-
quences. Ils décrivent les mouvements globaux, supposément fonctionnels, accessibles à proximité
de l'état natif, considéré comme l'état d'énergie minimale. L'hypothèse sous-jacente de ce modèle
est que les changements structurels sont déterminés par la topologie des contacts inter-résidus de
l'état natif. Malgré l'extrême simplicité de cette approche, l'analyse en mode normaux gros-grains
parvient à prédire correctement les �uctuations thermiques mesurées expérimentalement. Elle est
notamment utilisée pour élucider les mouvements induits par la formation d'un complexe et ainsi
proposer des conformations cibles pour l'arrimage de ligands, pour a�ner des structures à basse
résolution [73], ou encore pour explorer des chemins de transition conformationnelle entre deux
états donnés [74].

D'autres modèles gros-grains existent, notamment ceux inspirés du modèle de Go [253], et des
champs de force sont spécialement développés pour modéliser de larges systèmes, comme les bi-
couches lipidiques ou les agrégats de protéines. Les paramètres physico-chimiques sont déterminés
soit à partir de simulations tout-atomes (bottom-up), soit de manière empirique (top-down).
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2 Le criblage virtuel
L'élaboration d'un nouveau médicament est un processus coûteux, long et risqué : près d'un

milliard d'euros et 15 ans en moyenne sont nécessaires à la mise sur le marché d'une seule molé-
cule, sur douze molécules en phase I d'essais cliniques [44]. Au cours des trente dernières années,
l'activité de recherche et développement (R&D) au sein de l'industrie pharmaceutique a connu des
changements majeurs. L'essor de la génomique fonctionnelle avec le projet Génome Humain dans
les années 1990-2000 a mis en évidence un nombre toujours croissant de cibles thérapeutiques
potentielles. En parallèle, le développement des méthodes de biologie structurale (cristallographie
aux rayons X, puis RMN ) a permis de faire le lien entre les phénomènes biologiques et les in-
teractions physico-chimiques sous-jacentes. Face à cet ensemble pléthorique de nouvelles cibles
et structures, les industries pharmaceutiques ont entrepris la synthèse et le criblage à haut-débit
de larges librairies combinatoires de composés chimiques. Cependant, le taux de réussite de ces
approches systématiques est relativement faible. C'est pourquoi des approches rationnelles sont
aujourd'hui privilégiées, qui combinent méthodes expérimentales et computationnelles. Dans ce
contexte, le criblage in silico de molécules est de plus en plus utilisé pour identi�er de potentiels
candidats médicaments et prédire leurs modes de liaison et a�nités [145; 212].

Notamment, les approches basées sur la structure (structure-based) ont prouvé leur utilité
dans la découverte et le développement d'un certain nombre de molécules actives [147; 290; 200].
Elles se sont récemment popularisées, grâce (i) à l'augmentation des ressources computationnelles
[17; 111; 231], dont les autres techniques in silico ont également béné�cié, (ii) à l'amélioration
des méthodes et des modèles, s'agissant notamment d'échantillonner l'espace conformationnel
[223; 241; 181; 7], (iii) à la croissance des banques de structures tri-dimensionnelles de biomolécules
[32; 230].

2.1 Principe

De manière générale, le criblage virtuel s'apparente au criblage réel à haut débit (high throughput
screening ou HTS ). Plutôt que de tester in vitro l'activité potentielle de 100 000 à 2 000 000
molécules sur une cible, le criblage virtuel a pour objectif de prédire in silico la capacité d'un grand
nombre de molécules à se �xer sur cette cible. Cette méthode computationnelle ne nécessite pas
la synthèse chimique de toutes les molécules criblées, ce qui constitue un avantage non négligeable
en terme de coûts. La qualité des résultats du criblage dépend de l'e�cacité des algorithmes
à discriminer les agents actifs des composés inactifs. Les molécules prédites comme actives, les
� touches �, sont destinées, après validation expérimentale, à servir de points de départ pour les
chimistes médicinaux.
A l'origine d'un projet de conception rationnelle de nouveau médicament, deux cas de �gure

peuvent se présenter : soit la structure tridimensionnelle de la cible thérapeutique est connue, soit
la cible thérapeutique n'a pas été identi�ée (par exemple les récepteurs couplés aux protéines G).



CHAPITRE 2. APPROCHES MÉTHODOLOGIQUES 23

Le choix de la cible lui-même est une tâche di�cile, qui dépend de beaucoup d'aspects expérimen-
taux externes qui ne seront pas discutés ici, comme par exemple la disponibilité d'un essai pour
des tests expérimentaux ou l'importance du rôle de la cible dans les processus biologiques in vivo.
Dans le cas où la structure de la cible n'est pas disponible, les méthodes basées sur la connaissance
du ligand (ligand-based drug design) sont privilégiées, comme par exemple, les techniques de re-
lation quantitative structure-activité (quantitative structure-activity relationship ou QSAR), qui
permettent de corréler l'activité des molécules avec leurs propriétés physico-chimiques. Nous nous
intéressons ici au deuxième cas, lorsque la structure de la protéine cible est connue (structure-based
drug design). Plusieurs protocoles [207; 8; 97; 260; 193], basés sur le criblage virtuel de banques
de ligands sur des structures 3D cibles, se déclinent en quatre étapes :

1. Construction du modèle structural du récepteur et pré-sélection de composés.
Les coordonnées atomiques 3D de la cible sont obtenues à partir d'une structure cristallogra-
phique de bonne résolution (meilleure que 3 Å). Les atomes manquants sont éventuellement
modélisés et la structure minimisée. Les coordonnées atomiques � bi-dimensionnelles � des
composés sont obtenues à partir de banques de molécules. Les structures 3D sont générées
par des logiciels comme CORINA [218], Concord et Confort [1] ou Converter [2]. Il peut aussi
être nécessaire d'attribuer des charges partielles, de gérer les di�érents états de protonation
et la stéréochimie des centres chiraux. La banque est souvent �ltrée, pour ne retenir que des
molécules dont les propriétés chimiques s'apparentent à celles de médicaments ou de compo-
sés actifs connus. Les protocoles de �ltrage sont des variantes de la règle de cinq de Lipinski
[172], qui dé�nit des critères physico-chimiques descripteurs de la bio-disponibilité orale
(poids moléculaire, coe�cient de partition, nombre de donneurs/accepteurs d'hydrogènes,
d'atomes lourds, de cycles...etc).

2. Arrimage (docking) et évaluation de l'a�nité des ligands (scoring). Deux points
clés de la procédure de criblage virtuel sont la qualité de l'échantillonnage conformationnel et
la capacité de la fonction de scoring à discriminer les vrais inhibiteurs des composés inactifs.
Plusieurs méthodes permettent un échantillonnage étendu de l'espace conformationnel du
ligand, par : (i) construction incrémentale [207], (ii) simulations de Monte Carlo (MC ) dans
l'espace des angles de torsion [8], (iii) recherche systématique complétée par des simulations
MC [97], (iv) algorithme génétique [260; 193]. La �exibilité conformationnelle de la cible est
aussi explorée à l'aide de méthodes spéci�ques [182; 26; 246]. L'arrimage de chaque ligand
produit un ensemble de modes de liaison ou � poses �, qui sont évaluées par une fonction
de scoring. Plusieurs études sur la qualité des fonctions de scoring ont montré qu'aucune
fonction n'est universelle [190; 144].

3. Validation expérimentale d'un ensemble de molécules sélectionnées. A partir de
leur score d'arrimage, ou a�nité prédite, les molécules criblées in silico sont classées, et
un petit ensemble de � touches � est choisi pour des tests in vitro ou in vivo. Ces tests
expérimentaux permettent de valider l'approche in silico et de caractériser le facteur d'en-
richissement, ie la proportion de molécules réellement actives sur la part de la banque qui a
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été sélectionnée.

2.2 Dé�nition du site actif

La construction du modèle structural du récepteur est une étape cruciale du criblage virtuel.
Les structures RX, d'où sont tirées les coordonnées des récepteurs, présentent plusieurs limitations
inhérentes aux méthodes et modèles utilisés pour les résoudre. Par exemple, la conformation piégée
en environnement cristallin n'est pas toujours représentative de l'état de la protéine en solution.
De plus, même une bonne résolution, comprise entre 1.5 et 2.5 Å, ne permet pas de dé�nir l'état
de protonation des résidus. En�n, et surtout, la �xation d'un ligand à la surface d'une protéine
est un processus dynamique, au cours duquel la protéine et le ligand subissent des réarrangements
conformationnels, parfois importants, dont l'état cristallin ne rend pas compte.

Au delà du choix de la structure, un autre aspect important concerne le choix du site de liaison
potentiel ciblé à la surface biomoléculaire. La dé�nition précise du site ne peut être évitée, étant
donné que la plupart des logiciel se basent sur les interactions établies au niveau atomique entre
le ligand et la biomolécule pour guider l'arrimage. Ce point est très sensible pour le succès du
criblage, un mauvais choix de poche pouvant complètement biaiser le calcul et ainsi exclure toute
chance de prédire des touches qui seront validées expérimentalement.

Quand elles sont disponibles, les structures de complexes substrat-récepteur co-cristallisés
permettent de localiser précisément le site actif. Cependant, pour de nombreuses protéines, la
fonction biologique n'est pas caractérisée au niveau moléculaire, ou simplement inconnue [279]. Des
outils d'alignement de séquences ou de structures peuvent alors être utilisés pour localiser, voire
modéliser par homologie, le site actif [53; 152; 49]. On peut aussi envisager de bloquer l'activité
d'une protéine en ciblant une région di�érente de son site actif, auquel cas le site de liaison
(allostérique) n'est pas dé�ni a priori. Un certain nombre d'algorithmes sont dédiés au problème
de la prédiction de sites de liaison, certains basés sur des considérations géométriques, d'autres en
utilisant des calculs d'énergie. Les méthodes géométriques ont pour but d'identi�er des dépressions
à la surface protéique ou des volumes fermés par des atomes saillants [201; 118; 169; 35; 121; 99].
Elles sont généralement rapides et faciles à mettre en oeuvre mais ne permettent pas de distinguer
une simple cavité d'un site de liaison fonctionnel. C'est pourquoi, des méthodes développées
récemment introduisent des descripteurs physico-chimiques (degré d'enfouissement, exposition au
solvant...) pour mieux comparer et classi�er les sites de liaisons [195; 277; 141; 112]. D'autres
algorithmes sont basés sur des calculs d'énergie d'interaction, pour positionner des fragments
moléculaires ou des ligands-sondes à la surface de la protéine [163; 57; 161].

L'algorithme PocketFinder [15; 14], utilisé dans cette étude, dé�nit une grille de potentiel (de
Lennard-Jones, en 6-12) pour cartographier les interactions de van der Waals entre le récepteur
et une sonde carbone de 1.7 Å. La carte de potentiel est ensuite lissée pour mettre en exergue les
régions où le potentiel de van der Waals est bas, de manière continue, sur un espace signi�catif.



CHAPITRE 2. APPROCHES MÉTHODOLOGIQUES 25

Le lissage s'e�ectue par moyennage itératif à chaque noeud Pn
ijk de la grille :

Pn+1
ijk =

1
2
[Pn

ijk +
1
6
(Pn

(i−1)jk + Pn
(i+1)jk + Pn

i(j−1)k + Pn
i(j+1)k + Pn

ij(k−1) + Pn
ij(k+1))], (18)

ce qui permet d'approximer la convolution :
P (~r) =

∫
f(~p, ~r)P 0(~p)d~p, (19)

où f(~p, ~r) = exp(−( ~p−~r
λ )2), avec le paramètre de lissage λ =

√
2
3Niter �xé à 2.6 Å. Puis, la carte

est contourée pour délimiter les volumes des enveloppes prédites. Le niveau de contour Pcont est
évalué à partir de la moyenne µPijk

et de l'écart-type σPijk
de tous les noeuds Pijk de la grille :

Pcont = µPijk
− τσPijk

, (20)
avec le paramètre de seuil τ = 4.6. En�n, les enveloppes sont classées en fonction de leurs volumes :
celles avec un volume inférieur à 100 Å sont éliminées. Les poches détectées sont aussi classées selon
leur taille et leur forme, pour prédire leur capacité à interagir avec des molécules � drug-like �.

2.3 Algorithmes de docking

Il existe plus de soixante algorithmes dédiés au problème de la prédiction des position et orien-
tation, la � pose �, d'un ligand dans un site de liaison protéique. Aucun n'est à ce jour capable de
pleinement rendre compte de la réalité biophysique du processus de docking, si bien que la qua-
lité des prédictions obtenues avec un algorithme particulier dépend encore largement du système
biologique lui-même [190].

Le placement du ligand dans le site actif est réalisé : (i) de manière rigide, en utilisant un
ou plusieurs conformères pour tenir compte de la �exibilité du ligand, (ii) en re-construisant le
ligand de manière incrémentale dans le site actif, (iii) par exploration stochastique de l'espace
conformationnel (algorithmes génétiques, simulations de Monte Carlo). Dans notre étude, nous
avons utilisé les logiciels FlexX [206] et ICM [6], dont les algorithmes de docking sont détaillés ici.

FlexX
FlexX [206] procède par reconstruction incrémentale du ligand dans le site de liaison, en cher-

chant à maximiser les interactions ligand-récepteur [208] :
1. Sélection d'un fragment de base du ligand (susceptible d'établir des interactions direction-

nelles avec le récepteur)
2. Placement du fragment de base indépendamment du reste du ligand, en faisant correspondre

des centres d'interaction du ligand et du site de la protéine récepteur (voir Fig. 3)
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3. Construction du complexe récepteur-ligand, en partant d'un ensemble de placements favo-
rables du fragment de base et en utilisant un arbre de recherche pour trouver les feuilles qui
contiennent les placements les plus favorables énergétiquement.

Les interactions moléculaires sont représentées par des surfaces sphériques. A chaque groupe
interagissant sont associés un type et une géométrie (centre, rayon et surface). Les di�érents
types d'interaction décrits sont les liaisons hydrogènes et les interactions hydrophobes entre cycles
aromatiques et/ou groupements méthyles et/ou amides.
Fig. 3: Algorithme
de placement de
FlexX : il s'agit de
faire correspondre trois
centres d'interaction
(spères grises) du ligand
avec trois points discrets
d'interaction du site
actif (points noirs),
pour dé�nir une unique
transformation du ligand
dans le site actif. Ce
schema est extrait de la
publication de Rarey et
al. [208].

ICM
La méhode ICM [8; 6] utilise les coordonnées internes pour décrire les conformations et positions

relatives des biomolécules. Les positions et les angles de torsion des atomes du ligand ainsi que
les angles de torsion des chaînes latérales du site de liaison sont considérés comme variables alors
que le reste des degrés de liberté de la protéine sont �xés. Le processus de docking e�ectue une
exploration stochastique de l'espace conformationnel par un algorithme de Monte Carlo [8; 247] :

1. Modi�cation aléatoire du placement du ligand par mouvement pseudo-brownien ou rotation
des liaisons internes

2. Optimization locale de l'énergie (en utilisant les paramètres ECEPP3 avec une constante
diélectrique distance-dépendante ε = 4r [196])

3. Evaluation de l'énergie de solvatation et de la contribution entropique des chaînes latérales
4. Application du critère de Metropolis [187] à une température donnée et retour à l'étape 1
Le critère de Metropolis permet d'accepter des conformations de plus haute énergie en utilisant

une dépendance à la température. Ainsi, si l'énergie de la nouvelle conformation, En+1, est plus
basse que l'énergie avant modi�cation, En, la nouvelle conformation est acceptée. Sinon, le critère
de Metropolis s'applique [187] :{ si exp(−En/RT )

exp(−En+1/RT ) > z, la conformation est acceptée
sinon, elle est rejetée
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avec z un nombre compris entre 0 et 1.

Fig. 4: Représentation schématique d'un algorithme génétique (a) et d'une recherche Monte Carlo
(b), dans le contexte du docking d'un ligand �exible. Ce schéma est extrait de la revue de Moitessier et al.
[190]

2.4 Fonctions de scoring

Dans chacun des algorithmes de docking, la recherche de placements du ligand dans le site de
liaison s'accompagne de l'évaluation énergétique de ces placements. Les fonctions de score estiment
l'a�nité des ligands par une expression simpli�ée de l'énergie de liaison ∆G = ∆H−T∆S. Cette
estimation permet à la fois de guider le docking et de prédire l'a�nité de liaison : généralement, la
fonction utilisée pour évaluer la pose �nale (optimale) du ligand est plus élaborée que la fonction
utilisée pour guider le docking. La plupart des fonctions de scores présentent des limitations du
fait de leur simplicité [190], et la di�culté à décrire complètement l'interaction entre un récepteur
et un ligand avec un minimum de ressources se traduit souvent par une corrélation faible entre les
scores prédits et les a�nités mesurées. Ainsi, les fonctions de scoring ne prennent pas (ou mal) en
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compte les aspects énergétiques de la désolvatation et l'entropie conformationnelle, de sorte que
les résultats de criblage sont pollués par un grand nombre de faux positifs.

On distingue les fonctions de scoring (i) empiriques, (ii) celles basées sur un champ de force et
(iii) celles basées sur la connaissance (des complexes protéine-ligand). Les fonctions empiriques,
développées à partir du travail de Böhm [34], proposent d'évaluer l'énergie de liaison comme
une somme simple de contributions (liaisons hydrogènes, liaisons ioniques, e�ets hydrophobes,
rigidi�cation des liaisons tournantes). Les fonctions basées sur un champ de force comprennent
des termes d'interactions entre atomes non liés (électrostatiques et de van der Waals). En�n, les
fonctions basées sur la connaissance utilisent des potentiels de paires d'atomes, dé�nis à partir
des distributions statistiques des paires de types d'atomes rencontrées dans les structures cristal-
lographiques de complexes protéine-ligand. Nous détaillons ici les fonctions de scoring de FlexX
et ICM.

FlexX
Dans FlexX, l'énergie de liaison est estimée par une fonction de scoring similaire à celle de

Böhm [34] :
∆G = ∆G0 + ∆Grot ∗Nrot + ∆Ghb

∑
liais. H neutres

f(∆R,∆α) + ∆Gio

∑
int. ioniques

f(∆R,∆α)

+∆Garo

∑
int. arom.

f(∆R,∆α) + ∆Glipo

∑
cont. lipo.

f ? (∆R,∆α) (21)

Nrot est le nombre de liaisons tournantes qui sont immobilisées dans le complexe. La fonction de
calibration f(∆R,∆α), qui permet de pénaliser les déviations par rapport à la géométrie idéale,
et les paramètres ajustables ∆G0, ∆Grot, ∆Ghb et ∆Gio, proviennent directement du travail
de Böhm. Un paramètre additionnel ∆Garo = −0.7 kJ.mol−1 permet de prendre en compte
les interactions impliquant des groupes aromatiques. La dernière contribution (∆Glipo) est une
modi�cation de l'énergie de contact lipophilique de Böhm. Elle est sommée sur tous les contacts
entre atomes appariés. La fonction f ? (∆R,∆α) prend en compte les contacts ayant une distance
plus ou moins idéale et pénalise les contacts trop proches. Elle est exprimée comme :

f ? (∆R,∆α) =



0, si ∆R > 0.6
1− ∆R−0.2

0.4 , si 0.2 < ∆R ≤ 0.6
1, si − 0.2 < ∆R ≤ 0.2

1− −∆R−0.2
0.4 , si − 0.6 < ∆R ≤ −0.2

∆R+0.6
0.2 , si ∆R ≤ 0.6

∆R = R − R0 étant la déviation de la distance entre les centres des atomes par rapport à la
distance idéale, prise comme la somme des rayons de van der Waals augmentés chacun de 0.3 Å.
∆α est la déviation de l'angle de la liaison hydrogène <N/O−H..O/N par rapport à sa valeur idéale



CHAPITRE 2. APPROCHES MÉTHODOLOGIQUES 29

de 180◦.
ICM
La fonction de scoring utilisée dans ICM, basée sur les champs de force d'AMBER et de

ECEPP/3 [196], est exprimée comme :
Escore = ∆EIntFF +T∆STor +α1∆EHBond +α2∆EHBDesol +α3∆ESolEl +α4∆EHPhob +α5QSize

(22)
où ∆EIntFF inclut l'énergie moléculaire mécanique interne du ligand et l'interaction de van der
Waals entre le ligand et le récepteur. T∆STor est la perte d'entropie conformationnelle du ligand,
proportionnelle au nombre d'angles de torsion libres immobilisés dans le complexe. ∆EHBond

est le terme de liaison hydrogène. ∆EHBDesol est un terme qui rend compte de la rupture de
liaisons hydrogènes avec le solvant. ∆ESolEl est l'énergie de désolvatation électrostatique, calculée
en résolvant l'équation de Poisson-Boltzmann en utilisant la méthode des éléments �nis [248].
∆EHPhob est le gain d'énergie libre hydrophobe, proportionnel à la surface accessible au solvant des
atomes du récepteur et du ligand qui sont enfouis dans le complexe, avec un paramètre de tension
de surface �xé à 0.012 kcal.Å−2. QSize est un terme de correction qui pénalise les gros ligands,
pour éviter le biais introduit par l'augmentation du nombre d'interactions avec l'augmentation
de la taille du ligand. Les poids αi (i ∈ 1, 2, ..., 5) ont été optimisés sur un ensemble divers de
complexes.

2.5 Dé�s et perspectives

Le succès des approches de criblage virtuel reste encore largement conditionné par le choix du
système. Chaque algorithme de docking et chaque fonction de scoring présente des imperfections et
des biais di�érents, si bien qu'aucun n'est universel. Le choix des outils et des options utilisés se fait
au cas par cas et l'inclusion d'un maximum de connaissance du système biologique étudié est bien
souvent nécessaire pour avoir de bonnes chances de succès. Un des dé�s majeurs, pour améliorer la
transférabilité des méthodes d'un système à l'autre, est la modélisation de la �exibilité du récepteur
et le traitement du solvant, en particulier des molécules d'eau présentes dans le site de liaison. Des
méthodes spéci�ques permettent aujourd'hui d'accorder une certaine liberté aux chaînes latérales
du site de liaison de la cible, mais la �xation d'un ligand peut être associée à des réarrangements
conformationnels substantiels, di�ciles à décrire. Les fonctions de scoring comportent beaucoup
d'approximations et rendent mal compte des aspects énergétiques de la solvatation et de l'entropie
conformationnelle. La tendance actuelle, pour pallier les manques de chaque fonction particulière,
consiste à regrouper plusieurs termes de di�érentes fonctions pour obtenir des fonctions consensus
plus prédictives [84]. Les méthodes actuelles résultent d'un nécessaire compromis entre la rapidité
de calcul et la qualité du modèle utilisé. Avec le développement toujours croissant des ressources
informatiques, on peut espérer que de plus en plus d'aspects biophysiques des interactions protéine-
ligand pourront être décrits avec justesse.





Stabilité de l'Interaction EF-CAM

1 Introduction

EF-CaM donne un exemple de complexe protéique où la calmoduline, senseur ubiquitaire du
calcium, est recrutée par un pathogène pour l'activation de sa toxine. CaM a été largement étudiée,
par des méthodes expérimentales et computationnelles. Néanmoins, les mécanismes qui gouvernent
son interaction avec le calcium et les déterminants de son a�nité pour diverses (une grande variété
de) cibles restent peu connus [55]. Ainsi, le travail présenté ici se focalise principalement sur les
mouvements internes de CaM, lors de son interaction avec EF.

Les données expérimentales disponibles sur EF-CaM révèlent une in�uence des ions Ca2+

�xés à CaM sur la stabilité, voire la formation, du complexe. Ainsi, dans le premier volet de notre
étude, nous avons cherché à mettre en évidence cette in�uence, par des simulations de dynamique
moléculaire de EF-CaM, avec di�érents niveaux de calcium. Nous avons choisi d'analyser de
manière détaillée, à la fois le comportement dynamique des deux partenaires de l'interaction
EF-CaM, et la liaison des ions Ca2+ à CaM, au sein du complexe.

Trois simulations DM de 15 ns ont été réalisées à partir d'une structure expérimentale où
CaM est chargée de deux ions Ca2+. Cette structure a été perturbée, tantôt en retirant, tantôt
en ajoutant deux ions Ca2+. Les résultats de ces perturbations peuvent être comparés, entre eux,
et avec les données expérimentales. La simulation du complexe perturbé, auquel on a ajouté deux
ions Ca2+, est également comparée à une simulation réalisée à partir d'une structure RX existante,
contenant quatre ions Ca2+. Les di�érences entre les structures initiales se répercutent dans les
simulations, et sont révélées, à l'échelle atomique, à travers les changements conformationnels de
CaM et la coordination du calcium. En�n, des simulations permettant un échantillonnage accru
au niveau local apportent une indication qualitative de la modulation de l'a�nité de N-CaM pour
le calcium.

Il est utile de signaler l'existence de simulations DM précédentes de EF-CaM, e�ectuées par
Zhao & al [289]. Cependant, les auteurs n'avaient considéré que le complexe EF�(2Ca-CaM), le
temps de simulation était de seulement 350 ps, et un rayon de coupure doux avait été utilisé pour
les interactions de longue portée, au lieu du protocole du maillage particulier d'Ewald.

31
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2 Matériels et Méthodes

2.1 Préparation des structures initiales

Le complexe EF-CaM a été simulé à partir de deux structures cristallographiques di�érentes.
Un premier jeu de coordonnées a été obtenu à partir du �chier PDB 1K93 [77], dans lequel
deux ions Ca2+ sont �xés sur C-CaM. Les chaînes C (EF) et F (CaM) ont été sélectionnées. Les
résidus terminaux 768-798 de EF, dont certains désordonnés, ont été retirés. Trois complexes ont
été construits à partir de ces coordonnées : (i) 1k93-2Ca, avec deux ions calcium, a été obtenu
directement ; (ii) 1k93-0Ca, sans calcium, a été généré en retirant les deux ions Ca2+ ; (iii) 1k93-
4Ca, avec quatre ions calcium, a été généré en ajoutant deux ions Ca2+ à N-CaM. Pour ce faire,
le domaine N-terminal d'une structure récente de CaM libre, chargée de calcium (entrée PDB :
1OOJ) [240], a été superposé au domaine N-terminal de CaM liée à EF.

Un second jeu de coordonnées a été obtenu à partir du �chier PDB 1XFX [228], dans lequel
quatre ions Ca2+ sont �xés sur la calmoduline. Les chaînes C (EF) et Q (CaM) ont été sélec-
tionnées, en omettant les résidus 3-4 de CaM. Ces coordonnées ont fournit la structure initiale
du complexe 1xfx-4Ca. La chaîne Q du �chier PDB 1XFX a également été isolée pour générer la
structure initiale de CaM seule, libérée de EF : CaM-1xfx-4Ca.

1k93-0Ca 1k93-2Ca 1k93-4Ca 1xfx-4Ca CaM-1xfx-4Ca
Nombre de contre-ions 13 9 5 5 5

Dimensions de la boîte d'eau 124 x 82 x 99 Å3 108 x 104 x 91 Å3 58 x 64 x 76 Å3

Nombre de molécules d'eau 24 632 24 642 24 652 30 928 8 459
Nombre total d'atomes 83 851 83 879 83 907 103 291 27 601

Tab. I: Caractéristiques des systèmes simulés.

Les atomes d'hydrogènes ont été ajoutés avec le module LEAP d'AMBER 8.0 [41], en utilisant
les paramètres parm99. Le système a été neutralisé avec des contre-ions Na+, puis hydraté par
une boîte d'eau, avec un rayon de coupure de 9 Å. Le potentiel TIP3P [138] a été utilisé pour
modéliser les molécules d'eau et les frontières de la boîte ont été traitées avec les conditions
limites périodiques 3D. Les caractéristiques des systèmes simulés sont détaillés dans la Table I.
Les paramètres de Lennard-Jones des ions Ca2+ sont un rayon de van der Waals R = 1.7131
Å et une profondeur de puits ε = 0.459789 kcal.mol−1 [16]. Ils ont déjà permis de reproduire la
géométrie de coordination du calcium observée expérimentalement, dans une simulation de CaM
seule [87].

2.2 Simulations de dynamique moléculaire

Les trajectoires de dynamique moléculaire (DM ) ont été calculées avec AMBER 8.0 [41]. Un
rayon de coupure de 9 Å a été appliqué pour les interactions de Lennard-Jones, et les interactions
longue-portée ont été calculées à l'aide du protocole du maillage particulier d'Ewald (particle



CHAPITRE 3. STABILITÉ DE L'INTERACTION EF-CAM 33

mesh Ewald ou PME [65]). Le système est couplé au thermostat de Berendsen [30] pour réguler
la température et la pression.
Les simulations ont été initiées par une succession de minimisations sous contraintes. Le système

a été chau�é pendant 10 ps jusqu'à 300 K à volume constant, tout en contraignant les atomes du
complexe (ou de CaM seule, dans le cas CaM-1xfx-4Ca) et les positions des ions Ca2+ avec une
constante de force de 25 kcal.mol−1.Å2. L'étape d'équilibration s'est déroulée de la façon suivante :
un round DM de 5 ps, à volume constant ; quatre rounds DM de 2.5 ps, à pression constante,
en réduisant les contraintes de position de 25 kcal.mol−1.Å2 à 5 kcal.mol−1.Å2 ; en�n, un dernier
round de 10 ps, avec une contrainte de 2.5 kcal.mol−1.Å2.

Pour le chau�age et l'équilibration du complexe 1k93-4Ca, aucune contrainte n'a d'abord été
appliquée sur les ions Ca2+ nouvellement ajoutés, ni sur les boucles de coordination (résidus 20-31
et 56-67). Cependant, à l'issue de l'étape d'équilibration, les deux cations N-terminaux avaient
largement dévié de leurs positions initiales (Table II). Une seconde équilibration a donc été menée
pendant 50 ps, en appliquant des contraintes de distance de 10 kcal.mol−1.Å2 entre le premier ion
Ca2+ et les oxygènes Oδ1 de Asp-20, Oδ2 de Asp-22, Oδ1 de Asp-24, O de Thr-26 et entre le second
Ca2+ et les oxygènes Oδ1 de Asp-56, Oδ1 de Asp-58, Oδ1 de Asn-60, O de Thr-62. La plupart des
atomes des boucles de coordination sont ainsi revenus à des distances du cation comparables à
celles observées dans la structure RX 1OOJ [240] de Ca2+-CaM (Table II). Toutefois, les atomes
Oε1 et Oε2 de Glu-31, Oε1 et Oε2 de Glu-67, sont plus éloignées, à 4.8-8.5 Å, comme observé
dans la structure RX 1XFX [228] du complexe.
S1 Ca2+-CaM 1k93-4Ca 1k93-4Ca S2 Ca2+-CaM 1k93-4Ca 1k93-4Ca

(1OOJ) 1ere équil. 2eme équil. (1OOJ) 1ere équil. 2eme équil.
D20.Oδ1∗ 2.5 4.3 2.7 D56.Oδ1∗ 2.7 2.6 2.7
D20.Oδ2 4.2 2.6 2.6 D56.Oδ2 4.3 4.7 2.6
D22.Oδ1 3.5 2.6 2.6 D58.Oδ1∗ 2.8 9.9 2.6
D22.Oδ2∗ 3.0 4.2 2.6 D58.Oδ2 3.9 9.0 4.1
D24.Oδ1∗ 2.4 6.2 2.5 N60.Oδ1∗ 2.6 8.7 3.1
D24.Oδ2 4.2 7.9 4.4
T26.O∗ 2.6 2.8 2.6 T62.O∗ 2.6 9.9 2.8
E31.Oε1 2.7 6.6 8.5 E67.Oε1 2.7 11.3 5.2
E31.Oε2 2.5 5.3 7.3 E67.Oε2 2.9 10.8 4.8

Tab. II: Distances de coordination du calcium dans les sites S1 et S2. Les distances (en Å) entre les ions Ca2+ et les
atomes qui les coordonnent sont comparées, entre : (i) la structure 1OOJ de Ca2+-CaM [240] utilisée pour obtenir le complexe
1k93-4Ca, (ii) la conformation issue de la première étape d'équilibration de 1k93-4Ca (sans contrainte de distances), (iii) la
conformation issue de la seconde étape d'équilibration, au cours de laquelle des contraintes de distances ont été appliquées entre
les atomes marqués d'une astérisque ∗ et les positions des ions Ca2+. Oε1 et Oε2 de E31, Oε1 et Oε2 de E67 restent plus éloignés
des ions Ca2+, après la seconde étape d'équilibration, que dans la structure 1OOJ de Ca2+-CaM libre. Ils sont aussi localisés loin
des ions Ca2+ dans la structure cristallographique 1XFX de EF�(4Ca-CaM) [228], à des distances de 4.0 Å, 4.4 Å, 6.7 Å et 4.6
Å respectivement.

Les simulations DM ont été réalisées pendant 15 ns, à une température de 300 K et une
pression de 1 atm. L'algorithme SHAKE [217] a été utilisé pour � geler � les liaisons covalentes
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impliquant des hydrogènes à leurs valeurs d'équilibre, ce qui a permis un pas d'intégration de 2 fs.
Les coordonnées atomiques ont été enregistrées toutes les ps, fournissant un ensemble de 15 000
conformations par trajectoire.

2.3 Analyse des trajectoires

A�n d'évaluer le degré de convergence des simulations DM, nous avons utilisé une approche
récemment développée par Lyman & Zuckerman [174]. Elle consiste à générer, pour chaque tra-
jectoire, un ensemble de structures représentatives de � référence �, puis de classer toutes les
conformations dans des groupes de � référence �.

Un rayon de coupure r est d'abord �xé de manière arbitraire. Une conformation est choisie au
hasard dans la trajectoire : c'est la première structure de � référence �. Toutes les conformations
présentant une déviation (root mean square deviation ou RMSD) plus petite que r par rapport
à cette structure de � référence � sont retirées de la trajectoire. Une seconde structure de � ré-
férence � est ensuite tirée au hasard parmi les conformations restantes, et de nouveau toutes les
conformations présentant un RMSD plus petit que r par rapport à cette structure de � référence �
sont retirées. L'opération est répétée, jusqu'à épuisement des conformations. On obtient ainsi un
ensemble de structures de � référence � di�érentes d'au moins r Å les unes des autres.

La trajectoire est ensuite divisée en deux moitiés. Les conformations issues de chaque moitié
sont associées à la structure de � référence � la plus proche, en terme de RMSD, constituant ainsi
des groupes de � référence �. Si la simulation a convergé, alors chaque groupe de � référence � est
peuplé à parts égales avec des conformations issues de la première et de la deuxième moitié de la
trajectoire. En tout, cinq exécutions de l'algorithme d'analyse de convergence ont été e�ectuées
pour chaque trajectoire.

Pour comparer cette nouvelle méthode à une mesure plus traditionnelle, nous avons calculé la
fonction d'auto-corrélation sur les positions des atomes C(α) :

C(t) =
N !

2!(N − 2)!

N−1∑
i=1

N∑
j=i+1

< vij(t0).vij(t0 + t) > (1)

où vij est le vecteur de position entre les C(α) i et j, et N est le nombre de C(α). La courbe
obtenue peut être décomposée en fonctions exponentielles. Pour chaque simulation, C(t) a été
ajustée sur un modèle exponentiel f(t) = c1e

−t/τ1 + c2e
−t/τ2 + c3e

−t/τ3 [29], en utilisant XmGrace
[278].

Un angle dièdre virtuel (Virtual Dihedral Angle ou VDA) a été calculé entre les centres de masse
des quatre motifs � EF-hand � de CaM. Il décrit la rotation relative des lobes N-CaM et C-CaM
l'un par rapport à l'autre. Traditionnellement, le VDA est dé�ni comme l'angle pseudo-dièdre
formé par les quatre ions Ca2+ �xés à CaM [199], mais cette dé�nition est pertinente seulement
si l'hélice centrale est droite [203].
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Pour évaluer le �échissement de l'hélice centrale, l'angle entre les axes des segments hélicoïdaux
64-72 et 86-94 a été calculé. Les axes sont dé�nis par les points successifs situés au milieu des
atomes (i) Ni et Ni+2, (ii) C(α)i et C(α)i+2, (iii) Ci et Ci+2, avec i l'indice du résidu dans la
séquence. L'ouverture des motifs � EF-hand � a été évalué de manière similaire, en calculant les
angles formés entre les hélices HA (résidus 8-19) et HB (résidus 31-37) de S1, les hélices HC
(résidus 46-53) et HD (résidus 64-73) de S2, les hélices HE (résidus 83-92) et HF (résidus 103-110)
de S3, et les hélices HG (résidus 119-127) et HH (résidus 139-145) de S4.

L'analyse en composantes principales (principal component analysis ou ACP) des mouvements
de EF et de CaM a été e�ectuée avec le module PTRAJ d'AMBER 8.0 [41] et 9.0 [43]. La structure
secondaire a été déterminée avec le logiciel DSSP [139]. Les liaisons hydrogènes et interactions
hydrophobes ont été identi�ées avec le programme HBPLUS 2.25 [183] dans le paquet LIGPLOT
4.4.2 [271]. Le logiciel R 2.4.1[204] a servi pour les graphiques d'analyse.

2.4 Simulations LES

Le principe des simulations permettant un échantillonnage accru au niveau local (locally en-
hanced sampling ou LES ) est exposé au Chapitre 2, paragraphe 1.1.4. Elles ont été utilisées ici
pour étudier la dissociation du calcium du domaine N-CaM. Les simulations ont été réalisées
par Leandro Martínez, avec CHARMM version 33b2 [38]. Les conformations issues des étapes de
thermalisation et d'équilibration de 1k93-4Ca et 1xfx-4Ca ont été prises comme points de départ.
L'eau et les ions ont été retirés et plusieurs copies de Ca2+ ont été insérées. Pour chacun des
deux sites S1 et S2 et chacun des deux complexes 1k93-4Ca et 1xfx-4Ca, 13 trajectoires de 200
ps ont été calculées avec 1, 2, 4, 8, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 et 32 copies de Ca2+. Un ion
Ca2+ est considéré comme dissocié s'il est à plus de 8 Å du centre de masse des résidus Asp-20,
Asp-22, Asp-24, Thr-26, Glu-31 dans S1 ou Asp-56, Asp-58, Asn-60, Thr-62, Glu-67 dans le S2
à la �n des trajectoires. Pour mimer les e�ets du solvant, une fonction diélectrique sigmoïdale
a été utilisée [164], avec εeel proportionnel à 1.4 fois la distance inter-atomique et une fonction
� switch � opérant entre 7 et 8 Å (Martínez et al., soumis).

3 Résultats et discussion

3.1 Stabilité du complexe EF-CaM

L'in�uence du niveau de calcium sur la stabilité du complexe a été étudiée, en se focalisant
sur les trajectoires DM 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca, obtenues à partir d'une structure cris-
tallographique commune.
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Analyse de convergence
La variation conformationnelle a été quanti�ée à l'aide de la déviation standard (RMSD) des

positions atomiques de CaM par rapport à la conformation initiale (Fig. 1). Les déviations des
squelettes de CaM dans 1k93-2Ca et 1k93-4Ca se stabilisent autour de 2.7 Å (Fig. 1a), alors que
la déviation dans 1k93-0Ca varie entre 3.5 et 5 Å jusqu'à la �n de la simulation. Ces valeurs sont
petites par rapport au RMSD de 15 Å de CaM libre [229; 87], car l'amplitude des mouvements
de la protéine est réduite par la présence de EF. Les déviations calculées pour EF sont de 3.7 Å
(1k93-0Ca), 2.9 Å (1k93-2Ca) et 4.1 Å (1k93-4Ca).

C-CaM (résidus 93-147) est très stable, autour de 1-1.5 Å, alors que le RMSD de N-CaM
(résidus 5-64) atteint 3 Å (Fig. 1c). Les pro�ls de RMSD de la protéine entière et de chaque
domaine sont similaires, indiquant que les mouvements collectifs contribuent peu aux �uctuations
de CaM en complexe avec EF, ce qui contraste avec CaM libre [229; 87].

Il apparaît sur ces pro�ls RMSD que 3 ns sont nécessaires à la relaxation du complexe par
rapport à la structure cristallographique initiale. Ainsi, dans la suite, la plupart des analyses ne
prennent en compte que les 12 dernières ns des trajectoires.

Fig. 1: RMSD du squelette de la calmoduline. La déviation est calculée par rapport à la structure RX
initiale (1K93) [77] : (a) RMSD total, (b) RMSD du linker central, en superposant les résidus 65-92, (c) RMSD
des lobes N-CaM (en haut, ligne en tirets) et C-CaM (en bas, ligne en pointillés), en superposant les résidus 5-64
et 93-147 respectivement. 1k93-0Ca est en cyan, 1k93-2Ca en vert et 1k93-4Ca en orange.

La stabilité relative des complexes a été caractérisée à travers une analyse de convergence des
trajectoires [174]. A chaque exécution de l'algorithme, des conformations di�érentes sont tirées au
hasard dans les trajectoires DM. Ainsi, a�n de s'assurer de la robustesse de la méthode, plusieurs
analyses ont été menées, pour chaque trajectoire. Les résultats obtenus sont similaires (Fig. 2).
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Fig. 2: Analyse de convergence : histogrammes de peuplement des groupes de référence pour (a) 1k93-
0Ca, (b) 1k93-2Ca et (c) 1k93-4Ca. Les conformations de la première moitié de la trajectoire sont en noir et
les conformations de la deuxième moitié sont en gris. Chaque ligne correspond à un choix aléatoire di�érent. Les
numéros des structures de référence sont indiqués sur l'axe des abscisses et correspondent à leurs positions en ps
le long de la trajectoire.

Un rayon de coupure �xé à 2.5 Å a permis d'extraire trois structures de référence de la
trajectoire 1k93-0Ca (Fig. 2a), trois à quatre structures de 1k93-2Ca (Fig. 2b), et quatre à cinq
structures de 1k93-4Ca (Fig. 2c). Tous les groupes de référence de 1k93-2Ca sont peuplés par des
conformations issues des deux moitiés de la trajectoire (Fig. 2b), ce qui indique un bon degré de
convergence. Les histogrammes de 1k93-0Ca dénotent aussi un bon degré de convergence, avec
toutefois un ensemble de nouvelles conformations vers la �n de la simulation, autour de 12 ns
(Fig. 2a). Pour 1k93-4Ca, la tendance à converger est moins nette : les conformations issues de
la première moitié de la simulation sont sur-représentées dans les structures de référence (Fig.
2c). L'ajustement des fonctions d'auto-corrélation sur des courbes exponentielles con�rme que la
trajectoire 1k93-4Ca converge plus lentement que les trajectoires 1k93-0Ca et 1k93-2Ca (Table
III).

Tab. III: Coe�cients c1 et τ1 des courbes
exponentielles, qui s'ajustent le mieux sur les
fonctions d'auto-corrélation de 1k93-0Ca, 1k93-
2Ca et 1k93-4Ca. Les coe�cients de corrélation
R2 sont de 0.98-0.99.

1k93-0Ca 1k93-2Ca 1k93-4Ca
c1 0.37 0.39 0.27
τ1 45.9 59.8 139.1
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Dynamique Essentielle
La plasticité conformationnelle des partenaires de l'interaction EF-CaM a été caractérisée par

leur dynamique essentielle [13]. Les trois premiers modes ACP identi�és chez CaM contribuent à
hauteur de 61%, 58% et 63% des �uctuations totales du squelette de la protéine dans 1k93-0Ca,
1k93-2Ca et 1k93-4Ca. Comme attendu, ces contributions sont plus faibles que celles calculées
pour CaM libre, de 88% et 71% en forme apo et chargée de calcium [284], révélant des mouvements
moins collectifs de CaM en complexe avec EF. Dans 1k93-0Ca et 1k93-4Ca, les valeurs propres
diminuent brusquement, alors que le pro�le de 1k93-2Ca est plus progressif (Fig. 3a). Ceci suggère
que les mouvements de CaM sont encore moins collectifs dans 1k93-2Ca que dans les deux autres
simulations : CaM �uctue autour d'une position stable dans 1k93-2Ca, alors qu'elle évolue vers
de nouvelles conformations dans 1k93-0Ca et 1k93-4Ca.
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Fig. 3: Valeurs propres de la dynamique essentielle : (a) CaM, (b) EF. 1k93-0Ca est en cyan, 1k93-2Ca
en vert et 1k93-4Ca en orange.

Les deux conformations extrêmes adoptées par CaM dans les simulations, le long du premier
mode, sont représentées sur la Figure 4. Dans les trois complexes, on observe des déformations
de N-CaM, particulièrement de la queue N-terminale dans 1k93-2Ca (Fig. 4b). Dans 1k93-0Ca
(Fig. 4a) et 1k93-4Ca (Fig. 4c), on observe également un mouvement des deux lobes l'un vers
l'autre (�èches vers le haut et le bas), tandis que le linker central est repoussé (�èches vers la
droite). Ce mouvement de domaine, particulièrement prononcé dans 1k93-0Ca, pourrait expliquer
l'augmentation du RMSD à la �n de la simulation (cf. Fig. 1a).

Dans l'analyse ACP de EF (Fig. 3b), la première valeur propre dans 1k93-2Ca est plus grande
que les premières valeurs propres dans les deux autres complexes (Fig. 3b), alors que c'était le
contraire chez CaM (Fig. 3a). Dans 1k93-2Ca, les valeurs propres de EF diminuent rapidement, et
19 modes sont su�sants pour décrire 90% des �uctuations totales de la protéine. Dans 1k93-4Ca
et 1k93-0Ca, 21 et 24 modes sont nécessaires, signe que les mouvements de EF sont plus di�us
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dans ces deux complexes que dans 1k93-2Ca. Là encore, c'est le contraire qui était observé chez
CaM (Fig. 3a).

Dans 1k93-2Ca, les deux premiers modes décrivent respectivement une compaction (Fig. 4d)
et une torsion (Fig. 4e). Ainsi, le domaine Hel (résidus 672-695) et le domaine CB (résidus 350-
489) se rapprochent l'un de l'autre selon le premier mode, tandis qu'ils tournent l'un par rapport à
l'autre selon le second mode. Les deux premiers modes dans 1k93-4Ca sont similaires. Par contre,
dans 1k93-0Ca, les deux premiers modes de EF décrivent des déformations des régions les plus
�exibles : le site catalytique, les boucles du domaine Hel et la boucle SA.

Fig. 4: Conformations extrêmes selon les modes ACP . Pour chaque protéine, la structure � initiale � est à gauche et la
structure � �nale �, obtenue par déformation du squelette le long du mode considéré, est à droite. Les �èches grises représentent
les composantes du mode sur chaque atome. (a-c) Conformations extrêmes de CaM le long du premier mode de sa dynamique
essentielle dans : (a) dans 1k93-0Ca , le premier mode décrit des déformations de S2 (résidus 45-59) dans N-CaM, de la boucle
HF-HG (résidus 108-119) dans C-CaM, et du linker central (résidus 74-80) ; (b) dans 1k93-2Ca, le premier mode décrit des
déformations de la queue N-terminale (résidus 5-9) et de S2 (résidus 44-60) dans N-CaM ; (c) dans 1k93-4Ca, le premier mode
décrit des déformations de S1 (résidus 21-40) dans N-CaM, du linker central (résidus 74-79), et localement dans C-CaM (résidus
113-115 et 146-147). (d-e) Conformations extrêmes de EF dans 1k93-2Ca le long des (d) premier et (e) second modes de sa
dynamique essentielle. La visualisation a été réalisée sous VMD [123], avec le module IED [191]

Au regard des résultats symétriques obtenus pour les deux partenaires, l'interprétation suivante
peut être formulée : lorsque le complexe est stable, 2Ca2+-CaM établit une large surface de contact
avec EF et sa mobilité est réduite ; la déstabilisation de l'interaction EF-CaM par l'ajout ou le
retrait de calcium permet à CaM de �uctuer de manière plus collective et plus indépendante vis-
à-vis de EF. EF adopte un comportement diamétralement opposé : dans le complexe avec deux
ions Ca2+, il a la liberté de �uctuer autour d'une position d'équilibre, à travers des mouvements
globaux du domaine hélicoïdal et du coeur catalytique ; dans les formes déstabilisées, 1k93-0Ca
et 1k93-4Ca, la mobilité de EF est contrainte et ses mouvements sont plus locaux, centrés sur des
régions �exibles.
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La trajectoire 1k93-2Ca présente les caractéristiques les plus stables en termes de convergence
et de dynamique essentielle, en accord avec les résultats expérimentaux [255].

3.2 Plasticité conformationnelle des partenaires EF et CaM

La plasticité conformationnelle des partenaires de l'interaction EF-CaM a été caractérisée avec
di�érents niveaux de calcium, en utilisant les trajectoires DM 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca.

Fluctuations atomiques
Les �uctuations atomiques par résidu de CaM et de EF ont été calculées. Les variations de

�uctuations chez EF sont petites et ne sont donc pas décrites ici. Les �uctuations atomiques de
CaM (Fig. 5) montrent que N-CaM (résidus 5-64) est plus �exible que C-CaM (résidus 93-147),
en accord avec son plus grand RMSD (Fig. 1c) et avec le fait qu'il interagit plus faiblement
avec EF [77; 228]. La �uctuation moyenne globale de C-CaM est d'environ 1 Å quel que soit le
niveau de calcium. Par contre, les �uctuations moyennes globales de N-CaM et du linker central
augmentent avec le niveau de calcium : les valeurs de �uctuations du linker sont 0.2 Å supérieures
dans 1k93-4Ca, alors que les valeurs de �uctuations pour N-CaM sont respectivement 1.15, 1.35
et 1.41 Å dans 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca.

Fig. 5: Fluctuations atomiques par résidu. Les �uctuations atomiques du squelette de CaM sont calculées
le long des trajectoires 1k93-0Ca, 1k93-2Ca, 1k93-4Ca, et aussi 1xfx-4Ca. 1k93-0Ca est en cyan, 1k93-2Ca en vert,
1k93-4Ca en orange et 1xfx-4Ca en marron. La structure secondaire de CaM est également indiquée au dessus de
l'axe des abscisses.

Des études par RMN de CaM ont récemment montré que la dynamique interne de la protéine est
a�ectée par la �xation de peptides cibles, et ont révélé l'importance de l'entropie conformationnelle
dans la reconnaissance des ces peptides [94]. Le rôle crucial des changements dans la dynamique
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des chaînes latérales a été mis en évidence dans les complexes smMLCKp-CaM and CaMKKαp-
CaM [178; 93]. Pour véri�er si de tels changements pouvaient être observés dans CaM liée à EF,
les variations de �uctuations suite à l'ajout ou au retrait de calcium ont été analysées le long des
simulations (données non montrées). Globalement, les chaînes latérales et le squelette présentent
des pro�ls similaires et les changements dus au niveau de calcium sont de faible amplitude : la
dynamique des chaînes latérales de CaM n'est pas particulièrement importante dans l'interaction
EF-CaM. Néanmoins, l'augmentation de la mobilité de N-CaM dans 1k93-4Ca et de C-CaM dans
1k93-0Ca pourrait indiquer une augmentation de l'entropie conformationnelle, pour compenser la
perte de complémentarité entre CaM et EF.

Caractéristiques géométriques de CaM
Le rayon de giration de CaM varie entre 18.6 et 19.6 Å le long des simulations, avec une

déviation standard de 0.3 Å (Table IV). Ces valeurs révèlent une conformation intermédiaire
entre la structure cristallographique étendue de Ca2+-CaM (21.9 Å) [47] et la structure compacte
de CaM liée au peptide smMLCK (16.1 Å) [184]. Dans 1k93-4Ca, le rayon est légèrement supérieur
à ceux dans 1k93-2Ca et 1k93-0Ca (Table IV), dénotant une extension relative de la structure de
la protéine.

Rayon de VDA (◦) Courbure du
giration (Å) linker (◦)

Structure RX 1K93 (2Ca) 19.5 -80.5 124
1k93-0Ca 18.5 ± 0.2 -95.2 ± 3.8 132 ± 5

Trajectoires DM 1k93-2Ca 18.5 ± 0.2 -82.7 ± 4.6 126 ± 5
1k93-4Ca 19.6 ± 0.4 -69.8 ± 3.7 106 ± 4

Tab. IV: Caractéristiques géométriques de CaM. Le rayon de giration, l'angle dièdre virtuel et le �échis-
sement du linker central sont calculés sur la structure RX initiale 1K93 [77] d'une part, et moyennés le long des
trajectoires DM 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca d'autre part.

L'angle dièdre virtuel (VDA) formé par les centres de masse des motifs � EF-hand � caractérise
l'orientation relative des lobes (Fig. 6b). CaM adopte un angle aigu ou droit (entre -100 et -60◦)
pendant les simulations, comme dans d'autres complexes formés entre CaM et ses cibles [184],
alors que CaM libre présente un angle aigu [47; 282; 229; 87]. Dans 1k93-0Ca et 1k93-4Ca, le VDA
vaut environ -94◦ et -70◦ respectivement, alors qu'il �uctue entre ces deux valeurs dans 1k93-2Ca,
autour de -84◦. Ainsi, le retrait (ou l'ajout) de calcium stabilise l'orientation des lobes vers une
plus grande (ou plus petite) valeur de VDA.

Le comportement du linker central est décrit à travers sa structure secondaire (Fig. 6d) et son
degré de �échissement (Fig. 6c). Le temps de présence de la structure secondaire hélicoïdale est
le plus important dans 1k93-2Ca, à 74.6% du temps total de simulation (Fig. 6d), en accord avec
la stabilité du RMSD (Fig. 1). La partie médiane du linker central subit une perte de structure
hélicoïdale entre les résidus 73 et 82 dans 1k93-0Ca, 71 et 84 dans 1k93-2Ca, 69 et 84 dans
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1k93-4Ca. Ces régions alternent entre des structures de type hélice α, coude (� turn �) et pelote
statistique (� random coil �), dans des proportions di�érentes selon le niveau de calcium. Le retrait
de deux ions Ca2+ de C-CaM provoque le dépliement partiel du linker central (résidus 76-78) dans
1k93-0Ca, tandis que l'ajout de deux ions Ca2+ dans N-CaM provoque une transition partielle en
coude (résidus 73-82) dans 1k93-4Ca.

Fig. 6: Évolution des caractéristiques géométriques de CaM le long des trajectoires DM. (a) Rayon de giration,
(b) VDA, et (c) �échissement du linker central de CaM, le long des simulations : 1k93-0Ca est en cyan, 1k93-2Ca en vert et
1k93-4Ca en orange. (d) Structure secondaire du linker central, moyennée le long des simulations. Le pourcentage de temps de
simulation passé par chaque résidu dans chaque type de structure secondaire est reporté sur le graphe. Les lignes noire avec tirets
courts, noire avec tirets longs et grise continue représentent les types hélice α, coude (� turn �) et pelote statistique (� random
coil �).

Le degré de �échissement du linker est évalué par l'angle entre les hélices HD et HE (Fig. 6c).
Alors que l'angle de courbure dans 1k93-0Ca et 1k93-2Ca est stable autour de 132◦ et 126◦, il
vaut environ 109◦ dans 1k93-4Ca. Ce �échissement plus prononcé pourrait être le résultat de la
conversion de la structure hélicoïdale en coude, les résidus centraux formant une charnière. De
précédentes simulations DM de Ca2+-CaM libre montrent aussi une perte de structure hélicoïdale
dans le linker central [282; 283; 229], associée à un �échissement. De plus, dans la simulation de 20
ns de Shepherd et Vogel [229], le dépliement partiel des résidus 75-81 participe au �échissement
du linker et à une compaction de CaM. Ici, nous n'observons toutefois pas de compaction, car
le �échissement n'est pas su�sant pour contre-balancer l'expansion de la protéine due à l'ajout
d'ions Ca2+ dans N-CaM de 1k93-4Ca.
Il a été observé dans la littérature [229; 87] que le �échissement ou dépliement du linker central

est stabilisé de manière lâche par des liaisons hydrogènes, formées entre les résidus centraux et le
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N-terminus. Bien qu'il manque les résidus 1 à 4 dans la séquence de CaM liée à EF, nous avons
trouvé des interactions stabilisantes similaires dans 1k93-0Ca et 1k93-4Ca, mais pas dans 1k93-
2Ca. Ce n'est pas surprenant, au regard de la plus grande �exibilité de la queue N-terminale dans
1k93-2Ca (Fig. 5a). Dans 1k93-0Ca, les liaisons hydrogènes T5.N-T77.O, T5.N-T79.O, T5.Hγ1-
T77.O, T5.Oγ1- T79.Hγ1 semblent stabiliser le dépliement du linker. Dans 1k93-4Ca, la liaison
hydrogène Q8.Oε1-T79.Hγ1, formée dans l'intervalle 8-15 ns, et les contacts hydrophobes entre le
N-terminus et les résidus du linker participent au �échissement de celui-ci.
L'analyse du rayon de giration, de l'angle dièdre virtuel, de la structure secondaire et de la

conformation du linker, et des contacts électrostatiques et hydrophobes, montre que les confor-
mations de CaM dans 1k93-0Ca et 1k93-2Ca sont globalement proches, tandis que celle adoptée
dans 1k93-4Ca est signi�cativement di�érente.
Conformation de EF et contacts avec CaM
L'analyse de la conformation de EF dans le complexe EF-CaM révèle un comportement calcium-

dépendant, di�érent de celui de CaM. L'ajout de deux ions Ca2+ a peu d'e�et sur la conformation
de EF, tandis que le retrait de calcium a�ecte la protéine entière, et plus particulièrement la
géométrie du site catalytique. En e�et, plusieurs distances caractéristiques de EF évoluent de
manière similaire le long des simulations 1k93-2Ca et 1k93-4Ca (Fig. 7 et Table V).

Fig. 7: Évolution des caractéristiques géométriques de EF le long des trajectoires DM : (a) distance
entre les centres de masse de CA (résidus 292-349 et 490-622) et CB (résidus 350-489), (b) distance entre les centres
de masse du coeur catalytique (CA et CB) et le domaine Hel (résidus 660-767), (c) SASA du site catalytique
(H351, K353, S354, K372, R329, K346, L348, D491, D493, H577, G578, T579, D582, N583, E588, F586, T548),
(d) distance entre le centre de masse de la queue C-terminale de EF (résidus 758-767) et le centre de masse des
atomes de coordination du calcium dans S4 de CaM. 1k93-0Ca est en cyan (tirets longs), 1k93-2Ca en vert (tirets
pointillés) et 1k93-4Ca en orange (trait plein).

Par contre, les pro�ls de 1k93-0Ca se démarquent, notamment la distance entre les domaines
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CA et CB diminue le long de la trajectoire (Fig. 7a). L'ouverture du site catalytique, mesurée par
la distance entre les centres de masse des résidus H577, G578, T579, D582, N583, E588, F586 de
SB et H351, K353, S354, K372 de CB, est également signi�cativement plus petite dans 1k93-0Ca
que dans 1k93-2Ca et 1k93-4Ca (Table V).

Les distances triangulaires entre les résidus R329, K353, K346, sont également indicatrices de
l'ouverture du site catalytique dans les trajectoires DM (Table V) : Dans 1k93-0Ca, R329.Cγ est
plus proche de K353.Nζ et de K346.Nζ que dans 1k93-2Ca et 1k93-4Ca. Le calcul de la surface
accessible au solvant (SASA) dans le site catalytique (Fig. 7c et Table V) renforce l'hypothèse
d'un resserrement notable du site dans 1k93-0Ca. Les valeurs de SASA calculées dans 1k93-2Ca
et 1k93-4Ca sont plus grandes, dénotant même un gain d'exposition par rapport à la structure
RX initiale.

SB-CB (Å) R329.Cγ R329.Cγ - SASA (Å2)
K353.Nζ (Å) K346.Nζ (Å)

EF libre 1K8T (EF) - 11.3 12.2 786
struct. RX
EF-CaM 1K93 (2Ca) 13.6 7.5 9.6 703
struct. RX
EF-CaM 1k93-0Ca 11.3 ± 0.5 6.4 ± 0.8 11.0 ± 1.0 501 ± 58
traj. DM 1k93-2Ca 14.4 ± 1.1 11.1 ± 1.8 13.1 ± 1.2 928 ± 55

1k93-4Ca 13.7 ± 0.9 11.4 ± 1.9 13.7 ± 1.6 866 ± 70
Tab. V: Caractéristiques géométriques de EF. Les distances caractéristiques de EF et la SASA sont d'une
part calculées dans les structures RX de EF seul 1K8T [77] et du complexe 1K93 [77], d'autre part moyennées le
long des simulations DM 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca. Les résidus pris en compte dans le calcul de la SASA
du site catalytique sont H351, K353, S354, K372, R329, K346, L348, D491, D493, H577, G578, T579, D582, N583,
E588, F586 et T548 [77]. La distance SB-CB est calculée entre les centres de masse des résidus H577, G578, T579,
D582, N583, E588 et F586 de SB et des résidus H351, K353, S354 et K372 de CB. Les résidus R329, K346, K353
ont été choisis car ils forment un réseau de liaisons hydrogènes dans les structures cristallographiques du complexe
[228].

Dans le but de décrire les contacts entre EF et CaM dans le complexe, les interactions hydro-
phobes et les liaisons hydrogènes établies pendant au moins 50% du temps de simulation on été
analysées (Table VI). 40 résidus de C-CaM, en moyenne, sont impliqués dans des contacts, alors
que seulement 5 résidus de N-CaM interagissent avec EF (Table VI). Dans 1k93-2Ca, les liaisons
hydrogènes constituent la majorité des contacts N-CaM/EF, tandis qu'ils sont minoritaires dans
1k93-0Ca et 1k93-4Ca. Cette inversion est en accord avec la variabilité conformationnelle de N-
CaM observée dans les simulations (voir �uctuations Fig. 5). Le rapport liaisons hydrogènes sur
contacts hydrophobes peut donc être relié à la spéci�cité de l'interaction EF-CaM.

Par ailleurs, la Figure 7d révèle que le retrait de calcium de C-CaM dans 1k93-0Ca autorise la
queue C-terminale de EF à s'éloigner de S4 de CaM, jusqu'à 18 Å. Au contraire, la distance reste
stable, autour de 10.5 Å, dans 1k93-2Ca et 1k93-4Ca. Dans les structures cristallographiques de
EF-CaM, avec deux et quatre ions Ca2+ [77; 228], un pont salin clé est formé entre Asp-647 de
SC de EF et Arg-90 du linker de CaM. Deux ponts salins entre Oδ2 de Asp-647 et les Nε et Nη2
de Arg-90 sont stables le long des trajectoires 1k93-0Ca et 1k93-2Ca. Dans 1k93-4Ca, les chaînes
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Tab. VI: Nombre de résidus de CaM impli-
qués dans des contacts avec EF. Les ratios entre
le nombre de résidus impliqués dans des liaison hy-
drogènes et le nombre de résidus impliqués dans des
interactions hydrophobes, pendant au moins 50% du
temps de simulation, sont reportés. Les résidus sont
regroupés par blocs : GHA comprend l'hélice HA de
S1 (résidus 5-22), GHB comprend l'hélice HB de S1
(résidus 23-42), GC−CaM comprend les hélices HE et
HH (résidus 80-147).

1k93-0Ca 1k93-2Ca 1k93-4Ca
GHA 4/6 4/3 3/6
GHB 2/4 1/1 0/2
GC−CaM 12/28 15/29 16/28

latérales des deux résidus s'éloignent l'un de l'autre, mais les deux pont salins sont re-formés vers
12 ns jusqu'à la �n de la trajectoire.

Les caractéristiques géométriques de CaM et de EF mesurées le long de la trajectoire 1k93-2Ca
concordent avec les valeurs expérimentales calculées sur la structures RX initiale [77]. L'évolution
de ces caractéristiques dans les trajectoires du complexe, perturbé par l'ajout ou le retrait de
calcium, permet (i) d'élaborer une représentation plus dynamique des complexes 1k93-2Ca et
1k93-4Ca existants [77; 228], (ii) de donner des raisons de l'instabilité expérimentale de 1k93-0Ca
[255].

La caractéristique dynamique la plus évidente est le rôle joué par le mouvement de �échisse-
ment du linker central de CaM. En e�et, les �uctuations de CaM dans le complexe sont pour la
plupart le résultat de déformations dans N-CaM et du linker. Ainsi, dans 1k93-4Ca, la �xation de
calcium provoque l'expansion de la protéine et un �échissement notoire du linker, stabilisé par des
contacts avec la queue N-terminale de CaM. Ce mouvement est important pour l'ajustement de la
taille de CaM à la distance Hel-CB de EF. A travers cette variation d'ajustement, CaM joue le rôle
d'un ressort qui maintient EF en conformation ouverte, induisant l'activation du site catalytique
adenylyl cyclase, le niveau de complexation de deux Ca2+ permettant le meilleur ajustement de
CaM à la conformation active ouverte de EF.

L'e�et du retrait de tous les ions calcium du complexe donne des informations sur le système
1k93-0Ca, pour lequel aucune structure n'a été résolue. Ulmer et al. [255] ont proposé un mo-
dèle où apo-CaM n'interagit avec EF qu'à travers son lobe N-terminal. En e�et, on observe que
l'interaction entre EF et le domaine C-terminal de CaM est a�aibli dans 1k93-0Ca.

Cependant, les analyses du rayon de giration, de l'angle dièdre virtuel, de l'ouverture des motifs
� EF-hand � et de l'exposition des patchs hydrophobes montrent que les conformation de CaM
dans 1k93-0Ca et 1k93-2Ca sont proches, alors que celle dans 1k93-4Ca se démarque. Ceci suggère
qu'une fois C-CaM inséré et maintenu entre le domaine hélicoïdal et le coeur catalytique de EF,
la stabilité du complexe n'est pas a�ectée de manière dramatique par le retrait de calcium. Une
barrière énergétique s'oppose à la formation de EF�(0Ca-CaM), mais il existe aussi une barrière
énergétique qui s'oppose à la dissociation du complexe suite au retrait des ions Ca2+ C-terminaux.
Les résultats présentés ici sont principalement in�uencés par cette seconde barrière.

De plus, les réactions à la perturbation du niveau de calcium suggèrent un mécanisme pour
la déstabilisation du complexe EF�(0Ca-CaM). En e�et, notre étude montre que l'ajout d'ions
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Ca2+ dans N-CaM augmente la �exibilité du lobe, alors que le retrait d'ions Ca2+ de C-CaM
provoque peu de changements. C-CaM est profondément inséré entre le coeur catalytique de EF
et le domaine Hel, de sorte que la tension induite par le retrait de calcium ne peut pas être relaxée
dans le domaine lui-même. Par conséquent, elle se propage à EF, expliquant les déformations
de EF observées dans 1k93-0Ca : rapprochement des domaines de EF et e�ondrement du site
catalytique.

3.3 Inter-dépendance entre Ca2+/N-CaM et N-CaM/EF.

L'in�uence mutuelle entre les interactions Ca2+/N-CaM et N-CaM/EF a été caractérisée sur
les simulations 1k93-4Ca et 1xfx-4Ca, où CaM est chargée de quatre ions Ca2+, et qui ont été
obtenues à partir de deux structures RX di�érentes.

Changements conformationnels de CaM et coordination des ions calcium
Dans CaM libre, la �xation de calcium provoque l'ouverture des motifs � EF-hand � [286; 86;

229] : les angles inter-hélices passent de 42-52◦ chez apo-CaM à 70-95◦ chez Ca2+-CaM [21; 47].
Cette ouverture s'accompagne de l'exposition au solvant de patchs hydrophobes, impliqués dans
l'interaction avec les peptides cibles [284].

Dans les structures RX et dans les simulations DM du complexe, les deux motifs � EF-hand �
C-terminaux (S3 et S4) sont ouverts, à 71.0-105.6◦, quel que soit le niveau de calcium (Table
VII). Quant aux motifs N-terminaux (S1 et S2), ils sont fermés dans les structures 1K93 et
1XFX, tandis que leur degré d'ouverture varie dans les simulations (Table VII). S1 garde une
conformation fermée quel que soit le niveau de calcium. S2 adopte une conformation ouverte suite
à l'ajout de calcium dans 1k93-4Ca, alors que son angle est stable autour de 55.3 ◦ dans 1xfx-4Ca.
Globalement, S2 présente une plus grande variabilité que les autres sites, comme Shepherd et
Vogel [229] l'ont montré dans leur simulation de Ca2+-CaM libre.

Site 1 (◦) Site 2 (◦) Site 3 (◦) Site 4 (◦) SASA (Å2)
N-CaM C-CaM

CaM libre 1CFD (0Ca) 39.4 51.6 48.7 46.5 406 490
struct. RX 1CLL (2Ca) 85.8 93.2 70.4 86.1 694 784
EF-CaM 1K93 (2Ca) 45.5 ± 0.2 56.3 ± 0.0 78.1 ± 0.1 88.3 ± 0.8 641 784
struct. RX 1XFX (4Ca) 45.8 ± 0.0 58.8 ± 0.2 76.4 ± 0.0 83.0 ± 0.0 468 733

1k93-0Ca 33.4 ± 3.9 62.6 ± 8.5 79.8 ± 3.8 94.8 ± 4.3 443 ± 45 810 ± 38
EF-CaM 1k93-2Ca 41.2 ± 2.3 60.2 ± 7.3 74.4 ± 3.4 98.3 ± 3.8 476 ± 68 835 ± 32
traj. DM 1k93-4Ca 43.7 ± 7.2 75.7 ± 7.7 80.4 ± 2.7 101.0 ± 4.6 505 ± 42 840 ± 31

1xfx-4Ca 36.7 ± 4.1 55.3 ± 4.5 79.3 ± 2.9 95.4 ± 3.8 457 ± 44 742 ± 32

Tab. VII: Ouverture des motifs � EF-hand � de CaM. Les angles inter-hélicoïdaux des sites de �xation au calcium S1, S2,
S3 et S4, ainsi que l'exposition des patchs hydrophobes dans N-CaM et C-CaM sont calculés sur les structures cristallographiques
1CFD de apo-CaM [154], 1CLL de Ca2+-CaM [47], 1K93 [77] et 1XFX [228] de EF-CaM, et son moyennés le long des simulations
1k93-0Ca, 1k93-2Ca, 1k93-4Ca et 1xfx-4Ca. L'exposition des patchs hydrophobes est évaluée en sommant la SASA des résidus
concernés/impliqués, selon la dé�nition de Yang et al. [284].
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L'exposition des patchs hydrophobes, dé�nis par Yang et al. [284], a été évaluée en calculant
leur SASA (Table VII). Les valeurs d'exposition de C-CaM dans EF-CaM sont similaires à celles
dans Ca2+-CaM libre [47] (entrée PDB : 1CLL). Par contre, les valeurs de N-CaM dans EF-CaM
sont proches de celles d'apo-CaM libre [154] (entrée PDB : 1CFD), même si un gain d'exposition
de 12% est observé pour ce lobe, suite à l'ajout de calcium dans 1k93-4Ca.

L'ouverture de S2 dans 1k93-4Ca, induite par la �xation d'un ion Ca2+, est accompagnée
d'une rigidi�cation de la partie N-terminale de sa boucle calcique (résidus 54-60) par rapport à
1k93-2Ca (Fig. 5, section 3.2). Comme par un e�et de contre-balancement, la région située en
amont (résidus 29-47), comprenant HB et la partie N-terminale de la boucle HB-HC, devient plus
�exible. Inversement dans 1xfx-4Ca, HC et la partie N-terminale de la boucle calcique (résidus 54-
60) sont globalement plus �exibles, tandis que la région en amont (résidus 29-44) est plus rigide, à
un niveau similaire à 1k93-0Ca. Les �uctuations de S1 (résidus 20-31) augmentent dans 1k93-4Ca
par rapport à 1k93-2Ca, alors qu'elles sont inférieures à 1.5 Å dans 1xfx-4Ca, à l'exception notable
de Lys-30.

Chaque ion calcium est coordonné par les résidus conservés Asp1, Asp3, (Asp/Asn)5, X7 et
Glu12, en positions 1, 3, 5, 7 et 12 dans la séquence de la boucle calcique. La coordination complète
du calcium est atteinte lorsque les six atomes d'oxygène suivants sont à 2.6 Å du cation : un des
deux oxygènes Oδ de Asp1, un des deux oxygènes Oδ de Asp3, un oxygène Oδ de (Asp/Asn)5,
l'oxygène du squelette du résidu en position 7, et les deux oxygènes Oε de Glu12. Les ions Ca2+

C-terminaux (S3 et S4) béné�cient d'une coordination complète ou quasi-complète le long des
simulations 1k93-2Ca, 1k93-4Ca et 1xfx-4Ca (Fig. 8a). Ceci démontre que la �xation du calcium
dans ces sites est stable est qu'elle n'est pas a�ectée par la présence de calcium dans N-CaM.
Par contre, les ions Ca2+ N-terminaux (S1 et S2) sont seulement partiellement coordonnés dans
1k93-4Ca et 1xfx-4Ca. Dans 1k93-4Ca, l'ion Ca2+ �xé à S1 est coordonné par trois oxygènes
pendant plus de 80% du temps de simulation (Fig. 8a). L'attachement de l'ion Ca2+ dans S2 est
plus fort, avec cinq oxygènes pendant plus de 50% du temps, en accord avec la rigidi�cation de la
boucle calcique (Fig. 5). Dans 1xfx-4Ca, l'ion Ca2+ �xé à S1 est coordonnée par quatre oxygènes
pendant plus de 80% du temps de simulation, tandis que l'ion Ca2+ �xé à S2 est coordonné par
trois oxygènes pendant 50% du temps, et par deux ou quatre oxygènes pendant 30% ou 20% du
temps (Fig. 8a). La coordination du calcium dans S2 est donc plus faible dans 1xfx-4Ca que dans
1k93-4Ca. C'est la tendance inverse qui est observée pour S1.

Dans S1 (Fig. 8b et 8d), il manque les deux oxygènes Oε de Glu-31 dans la sphère de coordination
de l'ion Ca2+, le long des deux trajectoires 1k93-4Ca et 1xfx-4Ca. Glu-31 est en position 12 dans
la boucle calcique et sera donc dénoté Glu12-31 à partir de maintenant. Une notation similaire
est adoptée pour les autres résidus coordonnant le calcium. La distance entre les oxygènes de
Glu12-31 (courbes en noir et gris) et l'ion calcium est d'environ 10 Å dans 1k93-4Ca (Fig. 8b),
largement plus grande que celle de 6 Å dans 1xfx-4Ca (Fig. 8d). De plus, l'oxygène du squelette
de Thr7-26 a tendance à s'éloigner à 5 Å de Ca2+ dans 1k93-4Ca (Fig. 8b : courbe en violet),
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tandis qu'il reste dans la sphère de coordination de Ca2+ dans 1xfx-4Ca, à 2.6 Å (Fig. 8d : courbe
en violet, dans la ligne de base).
Fig. 8: Coordination des ions calcium.
(a) Nombre d'oxygènes qui coordonnent l'ion
Ca2+ dans S1, S2, S3, S4 de 1k93-2Ca, 1k93-
4Ca et 1xfx-4Ca, de bas en haut : le code cou-
leur de blanc à rouge foncé correspond à des
modes de coordination allant de un à six oxy-
gènes. (b-e) Distances de coordination dans
les sites de �xation du calcium : (b) S1 de
1k93-4Ca, (c) S2 de 1k93-4Ca, (d) S1 de 1xfx-
4Ca, (e) S2 de 1xfx-4Ca. Dans S1, les distances
sont calculées entre le cation et Oδ1 de Asp1-
20 (rouge), Oδ2 de Asp1-20 (orange), Oδ1 de
Asp3-22 (bleu), Oδ2 de Asp3-22 (cyan), Oδ1
de Asp5-24 (vert foncé), Oδ2 de Asp5-24 (vert
clair), O de Thr7-26 (violet), Oε1 de Glu12-31
(noir), et Oε2 de Glu12-31 (gris). Dans S2, les
distances sont calculées entre le cation et Oδ1
de Asp1-56 (rouge), Oδ2 de Asp1-56 (orange),
Oδ1 de Asp3-58 (bleu), Oδ2 de Asp3-58 (cyan),
Oδ1 de Asn5-60 (vert foncé), O de Thr7-62
(violet), Oε1 de Glu12-67 (noir), et Oε2 de
Glu12-67 (gris). La distance optimale de coor-
dination est de 2.6 Å.

Dans S2 (Fig. 8c et 8e), les deux oxygènes Oε de Glu12-67 sont positionnés à plus de 4 Å
de l'ion Ca2+ dans les deux structures initiales de 1k93-4Ca et 1xfx-4Ca. Cependant, ils entrent
rapidement dans la sphère de coordination à 2.6 Å dans les simulations (courbes en noir et gris).
Ils restent à cette distance tout le long de la trajectoire 1k93-4Ca (Fig. 8d) et coordonnent le cation
pendant toute la deuxième moitié de la trajectoire 1xfx-4Ca (Fig. 8e). Par contre, Oδ1 d'Asn5-60
(courbe en vert foncé) est à plus de 7 Å du Ca2+ dans les deux trajectoires. La di�érence la plus
�agrante est observée pour Asp3-58 (courbes en cyan et bleu) : les deux oxygènes Oδ échangent
leurs positions le long de la trajectoire 1k93-4Ca (Fig. 8c), tandis qu'ils sortent rapidement de la
sphère de coordination dans 1xfx-4Ca (Fig. 8e).
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Comparé à 1k93-4Ca, 1xfx-4Ca présente une plus forte coordination du calcium dans S1, mais
une coordination plus instable dans S2. De tels résultats sont en accord avec, d'une part la rigidité
de S1, et d'autre part la �exibilité de S2, accrues dans 1xfx-4Ca par rapport à 1k93-4Ca.

Les deux simulations 1k93-4Ca et 1xfx-4Ca révèlent une coordination incomplète des ions Ca2+

�xés à N-CaM, en accord avec l'a�nité réduite de ce domaine pour le calcium. L'ajout de deux
ions Ca2+ provoque l'ouverture partielle du second motif � EF-hand � dans 1k93-4Ca, alors que
les deux motifs sont bloqués en conformation fermée dans 1xfx-4Ca. S2 n'est pas directement
contraint par EF, ce qui l'autorise à une plus grande plasticité que S1, de telle sorte que Glu12-67
entre durablement dans la sphère de coordination dans les deux simulations. Au contraire, Glu12-
31 ne peut atteindre la sphère de coordination du Ca2+ dans S1, soit à cause de la très grande
�exibilité des résidus 29-44, induite par la �xation de calcium sur S2 dans 1k93-4Ca (Fig. 5a),
soit à cause d'interactions électrostatiques avec EF dans 1xfx-4Ca (Fig. 10b).

A�n de tester la capacité de 4Ca2+-CaM à s'ouvrir une fois libérée de EF, la protéine a été
simulée pendant 15 ns, EF ayant été retiré de la structure RX 1XFX [228]. La déviation moyenne
est de 7.8 Å le long de cette trajectoire, et la simulation ne converge pas vers l'ouverture de
N-CaM. Les angles inter-hélicoïdaux sont plutôt stables autour de 40 ± 3 ◦ dans S1, 47 ± 5 ◦

dans S2, 84 ± 10 ◦ dans S3 et 76 ± 3 ◦ dans S4. La SASA des patchs hydrophobes vaut environ
400 Å2 dans N-CaM et 800 Å2 dans C-CaM. Une analyse de la dynamique essentielle a permis
d'observer une ré-orientation des lobes l'un par rapport à l'autre, conduisant à un VDA de -105.6
± 11.4 ◦. Il apparaît donc plus facile pour 4Ca-CaM libérée de EF de ré-orienter ses lobes plutôt
que d'ouvrir son domaine N-terminal. 4Ca2+-CaM garde la conformation intermédiaire adoptée
dans le complexe EF�(4Ca-CaM), avec les Glu-12 hors des sphères de coordination du calcium.
Cette conformation intermédiaire est similaire à la structure de CaM piégée par un pont disulfure,
résolue par Grabarek [103].

Modulation de l'a�nité de N-CaM pour le calcium
Comme décrit dans le Chapitre 1 d'Introduction, la boucle HL-HM de EF (résidus 672-695),

en contact direct avec le premier motif � EF-hand � de N-CaM (résidus 5-38), adopte des confor-
mations di�érentes dans 1K93 [77] et dans 1XFX, 1XFY, 1XFZ [228]. Il en résulte des réseaux
d'interactions di�érents (liaisons hydrogènes, ponts salins et ponts d'eau) entre cette région de
EF (résidus 657-706) et N-CaM, dans les structures RX et le long des trajectoires 1k93-4Ca et
1xfx-4Ca (Fig. 9 et Fig. 10). Glu-6, Glu-11, Glu-14 et Ser-17 de l'hélice HA de CaM établissent
des contacts directs avec EF (résidus 665-691) dans les deux trajectoires. Cependant, les contacts
di�èrent au niveau de la boucle calcique de S1 (résidus 20-28) et de l'hélice HB (résidus 29-38).
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Fig. 9: Boucle HL-HM du domaine Hel de EF (résidus 675-684) en interaction avec N-CaM. Représentation
� cartoon � de la boucle HL-HM de EF (en gris) et de N-CaM (en rose) dans les conformations obtenues au bout de 8 ns des
simulations (c) 1k93-4Ca et (d) 1xfx-4Ca. Les hélices HL et HM de EF sont marquées en noir, les hélices HA, HB, HC et S1,
S2 de N-CaM sont marquées en violet. Les résidus Ser-660, Lys-680, Lys-691, Glu-692 et Lys-695 de EF (noms en gris) et les
résidus Leu-18, Phe-19, Asp-20, Lys-21, Asp-22, Asp-24, Glu-31, Arg-37 et Ser-38 de CaM (noms en magenta) sont mis en avant
avec la représentation � licorice �, et les ions calcium sont représentés comme des sphères vertes. La visualisation a été réalisée
avec Pymol [72].

En e�et, la forme protubérante de la boucle HL-HM de EF (résidus 675-684) et le déroulement
partiel de l'hélice HM (résidus 685-695) qui en résulte, a�ectent la position et l'orientation des
chaînes latérales des résidus de cette région (Fig. 9 c-d). Par exemple, Lys-680 forme des liaisons
hydrogènes avec Asp-22 (42% du temps de simulation) et Asp-24 (19%) dans 1k93-4Ca, tandis
qu'il n'est pas orienté vers CaM dans 1xfx-4Ca. De manière similaire, Lys-695 établit des ponts
d'eau avec Leu-18 (15%) et Phe-19 (52%) dans 1k93-4Ca (Fig. 10c), alors qu'il interagit à travers
des liaisons hydrogènes avec Phe-19 (76%) et Glu-31 (89%) (Fig. 10b) et via un pont d'eau avec
Asp-22 (44%) dans 1xfx-4Ca (Fig. 10d). De plus, dans 1xfx-4Ca, Lys-691 et Glu-692 établissent
des ponts d'eau avec Asp-20 (27%) et Lys-21 (50%) et une liaison hydrogène avec Lys-21 (88%)
(Fig. 10b et 10d).

De telles interactions ont un impact sur la conformation de la boucle de S1 et sur l'orientation
globale du premier motif � EF-hand � de CaM par rapport à EF. Les résidus Asp-22 et Asp-24 de
CaM interagissent avec Lys-680 de EF dans 1k93-4Ca, tandis que les résidus Asp-20, Lys-21, Asp-
22 et Glu-31 sont en contact avec Lys-691, Glu-692 et Lys-695 dans 1xfx-4Ca. En conséquence,
l'hélice sortante HB de S1 est positionnée plus près des hélices HL et HM de EF dans 1xfx-4Ca
que dans 1k93-4Ca (Fig. 9c et 9d), ce qui favorise la formation de liaisons hydrogènes et de ponts
d'eau entre les résidus Arg-37, Ser-38 de CaM et Ser-660, Ala-661 de EF (Fig. 10b et 10d). De cette
façon, HB de CaM est attachée à EF par ses deux extrémités N-terminale (Glu-31) et C-terminale
(Arg-37,Ser-38) dans 1xfx-4Ca, tandis qu'elle n'est pas contrainte par EF dans 1k93-4Ca.
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Fig. 10: Réseau d'interaction entre le domaine Hel de EF (résidus 657-706) et N-CaM (résidus
5-38) : (a,b) liaisons hydrogènes et (c,d) ponts d'eau, formés le long des trajectoires (a,c) 1k93-4Ca et (b,d)
1xfx-4Ca sont matérialisés par des carrés. L'échelle des couleurs pour le pourcentage de temps de présence va de
gris clair à noir. Seules les interactions présentes plus de 15% du temps de simulation sont reportées. Les étiquettes
sur l'axe vertical central indiquent la localisation de l'hélice A et de la boucle calcique de S1 dans la séquence de
N-CaM. Les cercles associés mettent en évidence les interactions entre ces régions de N-CaM et EF.

Globalement, le premier motif � EF-hand � de CaM est plus fermement attaché à EF dans
1xfx-4Ca que dans 1k93-4Ca : dans 1xfx-4Ca d'une part, le réseau d'interactions avec EF s'étend
tout le long de la séquence du motif � EF-hand � (résidus 6, 11, 14, 17, 19, 20, 21, 22, 31, 37 et
38) ; dans 1k93-4Ca d'autre part, des interactions sont établies seulement à travers HA (résidus
6, 11, 14, 19) et à travers la partie N-terminale de la boucle calcique (résidus 22 et 24). Pour
les deux con�gurations étudiées, l'existence d'un tel réseau, composé de résidus cruciaux pour la
�xation du calcium, suggère une explication atomique pour l'a�nité réduite de N-CaM liée à EF
pour le calcium.
A�n de mieux appréhender le processus de dissociation du calcium de N-CaM lié à EF, des

simulations LES du complexe EF-CaM ont été réalisées, en partant des structures équilibrées de
1k93-4Ca et 1xfx-4Ca (Table VIII). Les ions Ca2+ liés à S1 (LES-1k93-(1), LES-1xfx-(1)) ou S2
(LES-1k93-(2), LES-1xfx-(2)) ont été répliqués indépendemment 1, 2, 4, 8, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30 ou 32 fois pour augmenter les probabilités de dissociation. Pour les deux systèmes 1k93-4Ca
et 1xfx-4Ca, les premiers stages de la dissociation sont observés à partir de 16 copies pour S1 et
20 copies pour S2, indiquant que les ions sont plus fermement attachés à S2 (Table VIII). 18%
des ions sont complètement dissociés avec 22 copies dans LES-1k93-(1), alors que des événements
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de dissociation complète n'apparaissent qu'à partir de 26 copies dans LES-1k93-(2). Même au
delà de 26 copies, les probabilités de dissociation sont plus grandes dans LES-1k93-(1) que dans
LES-1k93-(2). Ce meilleur attachement du Ca2+ dans S2 par rapport à S1 dans 1k93-4Ca est
cohérent avec sa meilleure coordination (cf paragraphe 3.3).

Le calcium se dissocie également plus facilement dans LES-1xfx-(1) (24 copies) que dans LES-
1xfx-(2) (26 copies). Cependant, les probabilités de dissociation sont similaires, atteignant 100%
à la �n des deux simulations à 32 copies. Les probabilités globales de dissociation suggèrent
que l'a�nité de S2 pour le calcium est diminuée dans 1xfx-4Ca comparé à 1k93-4Ca, tandis
que l'a�nité de S1 pour le calcium est légèrement augmentée. Par conséquent, le rapport des
probabilité de dissociation entre les deux motifs � EF-hand � de N-CaM s'accordent avec les
nombres de coordination calculés dans la section précédente 3.3 (Fig. 8a).

Nombres de copies LES-1k93-(1) LES-1k93-(2) LES-1xfx-(1) LES-1xfx-(2)
1 N N N N
2 N N N N
4 N N N N
8 N N N N
16 S N S N
18 S N S N
20 S S S S
22 4D S S S
24 7D S 6D S
26 17D 1D 16D 10D
28 17D 4D 9D 6D
30 29D 8D 22D 29D
32 32D 19D 32D 32D

Tab. VIII: Simulations LES de la dissociation du calcium dans le complexe EF-CaM. LES-1k93-(1)
et LES-1k93-(2) sont les simulations de la dissociation du calcium des sites S1 et S2 de 1k93-4Ca respectivement.
LES-1xfx-(1) et LES-1xfx-(2) sont les simulations de la dissociation du calcium des sites S1 et S2 de 1xfx-4Ca
respectivement. Le cation est dupliqué en 1, 2, 4, 8, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 ou 32 copies et les événements
de dissociation sont observés pendant 200 ps : (N) pas de dissociation, (S) dissociation amorcée � certaines copies
peuvent même sortir et revenir, (D) nombre de copies dissociées à la �n de la simulation.

Les simulations LES, aussi bien que l'analyse du réseau d'interaction EF/N-CaM et de la
coordination des ions Ca2+, permettent d'expliquer la perte d'a�nité de N-CaM pour le calcium
dans le complexe. Du fait de la contrainte appliquée par EF sur HA de N-CaM, à travers un réseau
de contacts électrostatiques, S1 atteint seulement la première étape du processus de �xation du
calcium, sans le concours du glutamate en position 12. En plus de cette action directe sur S1,
EF parvient à moduler l'a�nité de S2 pour le calcium, de manière indirecte. Dans 1k93-4Ca, la
plus grande plasticité de S2 autorise un meilleur attachement du calcium dans ce site. Dans 1xfx-
4Ca, l'établissement d'un réseau d'interactions plus dense entre S1 et EF permet de bloquer les
mouvements de HB, attachée à EF par ses deux extrémités. La tension introduite par la présence
d'un ion Ca2+ dans S2 ne peut être relaxée à travers S1, rompant la coopérativité entre les deux
sites du lobe, et générant une instabilité dans S2.



CHAPITRE 3. STABILITÉ DE L'INTERACTION EF-CAM 53

4 Conclusion
Dans ce premier chapitre de résultats, nous avons focalisé notre attention sur le comportement

dynamique des partenaires EF et CaM, et nous avons évalué l'impact de l'ajout ou du retrait
d'ions calcium sur la stabilité du complexe. Des simulations de 15 ns de EF-CaM, correspondant
à di�érents niveaux de calcium, ont été réalisées et ont pu être validées par une analyse de
convergence et par des comparaisons avec les données expérimentales. Ces simulations ont été
e�ectuées avec des conditions plus réalistes (limites périodiques, PME ) et dans un temps largement
plus long que de précédentes simulations de 350 ps de EF�(2Ca-CaM) [289].

L'analyse des mouvements et des caractéristiques dynamiques de CaM, et de EF, a clairement
mis en évidence la stabilité de la forme du complexe EF�(2Ca-CaM). La conformation adoptée
par CaM dans cette forme est en e�et la mieux adaptée à EF. Un modèle de l'interaction EF-
CaM peut ainsi être proposé, selon lequel CaM joue le rôle d'un ressort, qui maintient le site
catalytique de EF en conformation ouverte active. L'interaction avec EF requiert que C-CaM
soit en conformation ouverte, chargé de calcium, et bloque N-CaM en conformation fermée. La
�xation de calcium sur ce lobe reste possible, mais elle demeure incomplète, N-CaM étant piégé
dans une conformation intermédiaire.

Les descriptions détaillées du réseau de contacts électrostatiques entre EF et N-CaM et de la
coordination du calcium dans les boucles calciques ont permis d'expliquer, à l'échelle atomique,
l'a�nité réduite de N-CaM pour le calcium dans EF-CaM. La comparaison de deux simulations du
complexe EF�(4Ca-CaM), l'une à partir d'une structure cristallographique perturbée, et l'autre à
partir d'une structure existante déjà chargée de quatre ions Ca2+, a révélé une in�uence mutuelle
entre les interactions EF-CaM et Ca2+-CaM. Des simulations LES, bien que réalisées en solvant
implicite, ont con�rmé qualitativement une modulation par EF de l'a�nité de N-CaM pour le
calcium, à travers l'application d'une contrainte mécanique.

La présence de EF n'a�ecte pas seulement l'a�nité de CaM pour le calcium, mais également
la coopérativité entre les deux lobes à travers le linker central. En e�et, l'ajout d'ions Ca2+ sur
N-CaM provoque des �uctuations dans N-CaM lui-même et dans le linker central. C-CaM, quant
à lui, est profondément inséré entre le coeur catalytique et le domaine hélicoïdal de EF, qui lui
laisse très peu de mobilité. Ainsi, la tension introduite par le retrait de calcium de ce lobe ne peut
être relaxée et provoque des changements dans les �uctuations de N-CaM et de EF, notamment
au niveau du coeur catalytique.

Au delà de la caractérisation de l'interaction EF-CaM qu'il permet, ce travail apporte une
contribution à la connaissance globale de la remarquable �exibilité de CaM et à la compréhension
de son interaction avec le calcium. Une approche plus globale de la structure et de la dynamique
du complexe EF-CaM est cependant nécessaire pour appréhender les e�ets du calcium à travers
son réseau de résidus.





Aspects Dynamiques et Énergétiques du

Complexe EF-CAM

1 Introduction

La fonction des protéines et des complexes protéiques est modulée par des changements confor-
mationnels et des mouvements concertés, qui résultent de la transmission d'information à travers
leur réseau de résidus [54]. Diverses méthodes servent à explorer la dynamique collective des pro-
téines, pour décrire l'importance de cette dynamique pour la fonction biologique. L'analyse en
composantes principales [13; 10] permet d'identi�er les modes essentiels d'un système, de plus
grande amplitude et impliquant le plus grand nombre d'atomes, à partir d'une simulation DM
par exemple [238; 234; 153]. Une alternative aux simulations est l'analyse en modes normaux
[37; 100], qui se propose d'identi�er les mouvements lents intrinsèques des protéines, encodés dans
leur structure native. L'utilisation d'un potentiel harmonique simple et de la seule topologie de
la structure native, dans le modèle de réseau élastique [244; 23], a permis de prédire avec une
précision étonnante le comportement global de très larges systèmes [54; 131]. Si ces méthodes
sont largement utilisées pour décrire les mouvements lents ou collectifs des complexes protéiques,
la relation entre corrélations dynamiques et in�uences énergétiques au sein des ces systèmes a
cependant été peu étudiée.

Le complexe EF-CaM se prête particulièrement bien à une telle étude, dans la mesure ou le
niveau de calcium a�ecte la stabilité du complexe, sans pour autant modi�er son architecture
globale (Cf. Chapitre 1 d'Introduction, section 2.3). De plus, on a vu, au Chapitre 3, que la
perturbation du niveau de calcium induit des changements conformationnels locaux (de N-CaM
et du site catalytique de EF) et modi�e la dynamique essentielle des partenaires. Qu'en est-il de
l'e�et électrostatique des ions Ca2+ sur l'ensemble du réseau de résidus du complexe ? La mise en
évidence de cet e�et permet-elle d'inférer un modèle de la propagation du signal calcium à travers
le réseau ?

Dans ce deuxième volet de notre étude, nous proposons de sonder cette propagation par une ana-
lyse double dynamique et énergétique. Nous avons choisi d'utiliser plusieurs méthodes, certaines
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récemment développées, pour appréhender les aspects dynamiques et énergétiques de EF-CaM,
sous di�érents angles et à di�érentes échelles. Le modèle de réseau élastique a d'abord été ap-
pliqué pour identi�er les mouvements intrinsèques du complexe. Comme attendu, ce modèle ne
permet pas de caractériser les changements dus au calcium. Une analyse en composantes prin-
cipales des mouvements de EF-CaM a été e�ectuée sur les simulations DM décrites au chapitre
précédent, et une technique statistique a été appliquée, a�n d'exploiter les résultats pour décrire
la dynamique locale du réseau de résidus et d'identi�er des domaines dynamiques locaux. L'e�et
du calcium a en�n été caractérisé par des approches basées sur les corrélations dynamiques d'une
part et sur les énergies libres de liaison d'autre part. L'introduction de nouveaux concepts pour
décrire l'architecture du complexe donne une vision consensuelle des résultats des deux méthodes.
Une interprétation commune révèle que le retrait de calcium rompt le couplage entre la région
catalytique et l'interface EF-CaM, alors que l'ajout de calcium déstabilise EF au sein du complexe.

2 Matériels et Méthodes

Les détails concernant la préparation des structures initiales et la production des trajectoires
DM sont données dans le Chapitre 3.

2.1 Modèle de réseau élastique

Dans la théorie du réseau élastique (elastic network model ou ENM ) [244; 23], la structure du
complexe est modélisée par un réseau de N = 619 noeuds, chacun représentant un C(α) donné.
Deux noeuds i et j sont liés par un ressort de constante γ?, si la distance qui les sépare est
inférieure à un certain rayon de coupure rc. Le modèle peut être exprimé par une matrice de
Kirchho� Γ, dé�nie comme suit [23] :

Γij =


−γ? si i 6= j et Rij ≤ rc,
0 si i 6= j et Rij > rc,
−

∑
i6=j

Γij si i = j. (1)

Les facteurs B expérimentaux et les �uctuations DM ont été prédits par la méthode ENM,
selon les équations suivantes [23] :

< ∆R2
k > = [Γ−1]kk (2)
Bk =

8π2

3
< ∆R2

k > (3)
où < ∆R2

k > et Bk sont la �uctuation moyenne au carré et le facteur de température du résidu
k. L'inverse de la matrice de Kirchho� Γ−1 est la matrice de covariance prédite. En normalisant
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Γ−1, on obtient une matrice de corrélation prédite C :
cij =

[Γ−1]ij
(
√

[Γ−1]ii
√

[Γ−1]jj)
(4)

Les structures cristallographiques du complexe EF-CaM, 1K93 [77], 1XFX, 1XFY et 1XFZ [228]
� avec respectivement 2, 3 et 4 Ca2+, ont été processées par ENM pour prédire les facteurs B
expérimentaux. Les �uctuations DM ont été d'une part calculées sur les 12 dernières ns de chaque
simulation, et d'autre part prédites par ENM, en utilisant des conformations représentatives de
chaque trajectoire. Ces conformations représentatives sont les structures de référence identi�ées
avec la méthode d'analyse de convergence de Lyman et al. [174] (Cf. Chapitre 3, section 3.1), et
correspondent aux conformations DM prises à : 5906 ps, 9335 ps et 12150 ps de 1k93-0Ca, 5016
ps, 7950 ps et 12262 ps de 1k93-2Ca, 3529 ps, 4983 ps, 5471 ps, 11084 ps et 13515 ps de 1k93-4Ca.
Un rayon de coupure rc de 9 Å et une constante de raideur γ? = 0.05 permettent d'obtenir le
meilleur ajustement des valeurs prédites sur les facteurs B expérimentaux.

2.2 Matrices de corrélations

Les �uctuations atomiques, les matrices de corrélations de Pearson et les matrices de corrélations
généralisées ont été évaluées pour les N = 619 C(α) du complexe EF-CaM, en considérant les
12 dernières ns de chaque simulation DM. Les �uctuations atomiques (N) et les matrices de
corrélations de Pearson (N x N) ont été calculées avec le module PTRAJ d'AMBER 9 [43]. Les
corrélations ont été quanti�ées par le coe�cient de Pearson r :

r[~xi, ~xj ] =
< ~xi. ~xj >√

(< ~xi >2< ~xj >2)
(5)

où ~xi et ~xj sont les vecteurs de �uctuation des positions des résidus i et j.

Les corrélations généralisées (generalized correlations ou GC ), récemment développées par
Lange & Grubmüller [162] et basées sur une métrique di�érente, ont été calculées avec l'outil
g_correlation, intégré au logiciel GROMACS [257]. Par analogie avec le coe�cient de Pearson, le
coe�cient de corrélation généralisée rMI est dé�ni comme suit [162] :

rMI [~xi, ~xj ] = (1− exp−2I[~xi, ~xj ]/3)−1/2 (6)
où I[~xi, ~xj ] est l'information mutuelle entre les résidus i et j [162] :

I[~xi, ~xj ] = H[~xi] + H[ ~xj ]−H[~xi, ~xj ], (7)
estimée à partir de la mesure du contenu d'information H[~x] = −

∫
p(~x) ln p(~x)d~x, avec p(~x) la

distribution de probabilité du vecteur de �uctuation ~x.
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1k93-0Ca 1k93-2Ca 1k93-4Ca
h ≥ 5.17 0.44 ± 0.10 (2) 0.45 ± 0.10 (2) 0.46 ± 0.10 (1)

0.60 ± 0.08 (1) 0.60 ± 0.07 (2) 0.60 ± 0.08 (2)
0.44 ± 0.10 (2) 0.45 ± 0.10 (2) 0.46 ± 0.10 (1)

5 ≥ h < 5.17 0.60 ± 0.08 (1) 0.60 ± 0.07 (1) 0.56 ± 0.08 (3)
0.71 ± 0.07 (2)

0.46 ± 0.10 (3) 0.46 ± 0.10 (3) 0.46 ± 0.10 (1)
h < 5 0.46 ± 0.16 (2) 0.47 ± 0.22 (2) 0.56 ± 0.08 (3)

0.60 ± 0.08 (1) 0.60 ± 0.07 (1) 0.71 ± 0.07 (2)
Tab. I: Classi�cation hiérarchique. Sont reportées les corrélations moyennes des groupes de résidus, identi�és
à partir des matrices de corrélations généralisées de 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca, pour di�érentes hauteurs de
coupure h. Avec hopt = 5, deux, deux et trois groupes sont respectivement identi�és, qui présentent des valeurs de
corrélations moyennes signi�cativement di�érentes. Les numéros des groupes sont indiqués entre parenthèses.

Les résidus ont été classés à partir de leurs corrélations généralisées, en utilisant le programme
R [204]. Des matrices de dissimilarité ont d'abord été déterminées en calculant les distances
euclidiennes entre les lignes de chaque matrice de corrélations. Une classi�cation hiérarchique a
ensuite été appliquée sur les matrices de dissimilarité, avec la méthode � complete linkage � [101].
Les arbres ainsi générés ont été coupés à une certaine hauteur h pour identi�er des groupes. La
valeur optimale hopt = 5 permet d'obtenir un nombre de groupes minimal et su�sant pour couvrir
toute la gamme de corrélations généralisées (Table I). La même classi�cation a été appliquée sur
les matrices de corrélations de Pearson, mais aucune hauteur de coupure n'a permis d'obtenir des
groupes avec des corrélations moyennes signi�cativement di�érentes.

2.3 Analyse locale des traits caractéristiques

L'analyse locale des traits caractéristiques (local feature analysis ou LFA), adaptée par Zhang &
Wriggers [288] à l'étude des protéines, permet d'identi�er des groupes de résidus, dont les �uctua-
tions décrivent les traits caractéristiques les plus marquants de la dynamique locale. Une analyse
en composantes principales (ACP) des mouvements des C(α) du complexe dans chaque trajec-
toire DM a d'abord été réalisée, avec le module PTRAJ d'AMBER 9 [43]. Parmi les 3N vecteurs
propres Ψr, associés aux valeurs propres λr, r = 1, 2...3N , les quinze premiers se sont révélés su�-
sants pour expliquer 81 à 84 % des �uctuations totales. C'est pourquoi ces vecteurs ont été retenus
pour appliquer le formalisme LFA [288]. En bref, ce formalisme opère une transformation de la
matrice de corrélations, de telle sorte que les corrélations hors-diagonale sont réduites, et permet
ainsi d'identi�er quinze degrés de liberté � graines �, représentant quinze résidus � graines �.

A partir des n = 15 modes ACP globaux, on peut dé�nir 3N fonctions de sortie LFA O(i)
[288] :

O(i) =
n∑

r=1

Ar√
λr

Ψr(i) (8)
où Ar est la projection des �uctuations atomiques ∆xi sur le vecteur propre Ψr : Ar =∑3N

i=1 Ψr(i)∆xi.
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Les corrélations entre les fonctions de sortie LFA sont résiduelles, données par [288] :

< O(i)O(j) >=
n∑

r=1

Ψr(i)Ψr(j) ≡ P (i, j), (9)

de telle sorte qu'à la limite n → 3N , les sorties O(i) sont complètement décorrélées dans l'espace :
P (i, j) → δ(i, j).

L'algorithme de � clairsemage � décrit par Zhang & Wriggers [288] propose d'approximer l'en-
semble des 3N fonctions de sortie O(i) par seulement quinze fonctions de sortie O(im)im∈M,
reconstruits à partir d'un ensemble M de quinze degrés de liberté. A chaque itération de l'al-
gorithme, appliqué avec le programme R [204], les O(i) ont été reconstruits en utilisant l'en-
semble courant M(m) de m degrés de liberté, et les erreurs de reconstruction Oerr(i) ont été
évaluées. Parmi les 3N degrés de liberté, l'indice présentant la plus grande erreur de reconstruc-
tion Oerr(im+1) a été choisi comme le (m + 1)ème indice graine dans M, à la condition que le
C(α) auquel correspond cet indice n'ait pas déjà été choisi. Les indices graines sont ajoutés à M
jusqu'à un nombre de quinze C(α) graines. Les résidus graines ainsi identi�és servent à construire
une représentation topographique locale du complexe EF-CaM, où chaque résidu graine et ses
résidus voisins corrélés dé�nissent un domaine dynamique local.

La corrélation résiduelle P (h, k) entre le résidu graine h et n'importe quel autre résidu k a été
évalué comme suit [288] :

P (h, k) =
3∑

d=1

n=15∑
r=1

Ψr(hd)Ψr(kd), (10)
où d est l'indice de coordonnée (x,y,z) et Ψr est le vecteur propre ACP associé à la valeur propre
λr.

2.4 Cartes de dépendances énergétiques

L'algorithme décrit par Hamacher et al. dans une étude de l'assemblage de la sous-unité ribo-
somale [113] a été utilisé pour identi�er les in�uences énergétiques au sein du complexe EF-CaM.
L'algorithme est basé sur l'a�rmation suivante : 'Si le retrait de la protéine Z change l'ordre relatif
de X-plus-fortement-lié-que-Y à Y-plus-fortement-lié-que-X, alors l'ordre d'assemblage probabiliste
est également changé' [113]. Dans le cas de EF-CaM, on considère des pseudo-domaines au lieu de
protéines. Ainsi, la méthode des cartes de dépendances énergétiques (energetic dependency maps
ou EDM ) permet d'inférer un schéma de dépendance de stabilité de pseudo-domaines, plutôt
qu'un ordre d'assemblage probabiliste de protéines.

Une nouvelle dé�nition des domaines ou pseudo-domaines du complexe EF-CaM a été dérivée
des résultats LFA (Table V). L'énergie libre de liaison d'un pseudo-domaine D au complexe C a
été évaluée sur des conformations extraites toutes les 10 ps des 12 dernières ns de la trajectoire
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DM de C. L'énergie libre de liaison ∆∆G[D,C] est exprimée comme :
∆∆G[D,C] = ∆G[C]− (∆G[C \D] + ∆G[D]), (11)

où C \ D symbolise le complexe C, duquel le domaine D a été retiré. Dans chaque complexe,
les énergies libres de liaison de chaque pseudo-domaine ont été calculées et rangées, de façon à
obtenir un classement de référence, avec le rang 1 correspondant à la meilleure énergie.

Dans le but de déterminer l'in�uence d'un pseudo-domaine donné D∗ sur les autres pseudo-
domaines, D∗ a été retiré du complexe C et les énergies libres de liaison de chacun des pseudo-
domaines restants D, au complexe tronqué C \D∗, ont été calculées comme suit :

∆∆G[D,C \D∗] = ∆G[C \D∗]− (∆G[C \ (D + D∗)] + ∆G[D]) (12)
Ces énergies libres de liaison ont ensuite été rangées et le classement obtenu a été comparé au
classement de référence. Lorsque le rang d'un pseudo-domaine D sur C \D∗ s'est trouvé moins
bon que son rang de référence, une in�uence énergétique a été attribuée de D∗ sur D. L'intensité
de l'in�uence est équivalente au nombre de rangs perdus par D. Un total de 7 + (6 ∗ 7) = 49
énergies libres de liaison ont été calculées et les in�uences énergétiques ont été matérialisées sur
des cartes de dépendances.

Les énergies libres de liaison ont été évaluées avec la méthode MMPBSA [236], décrite dans le
Chapitre 2, section 1.3. L'espacement de la grille a été �xé à 0.5 Å et des constantes diélectriques
de 1 et 80, pour l'intérieur et l'extérieur du soluté, ont été choisies. La limite diélectrique a été
dé�nie en utilisant une sphère d'eau de rayon 1.6 Å sur la surface atomique, avec les rayons
optimisés par Tan & Luo, basés sur les types d'atomes et les charges d'AMBER. La contribution
non polaire ∆Gnp

sol a été calculée comme la somme d'un terme répulsif ∆Gcavite, proportionnel
à la SASA, et un terme attractif ∆Gdispersion, calculé par une approche d'intégration de surface
(Tan & Luo, en préparation, cité dans [43]) : ∆Gnp

sol = ∆Gdispersion + ∆Gcavite = ∆Gdispersion +
0.04356 ∗ SASA− 1.008. Du fait de variances signi�catives dans le calcul de l'entropie du soluté
Ssolute avec la méthode MMPBSA [48; 236], ce terme n'a pas été inclus dans la valeur de l'énergie
libre de liaison totale.

Les valeurs moyennes de la plupart des énergies libres de liaison se sont trouvées très proches
les unes de autres, de sorte que les déviations standards ne permettaient pas de les ranger cor-
rectement. Des tests non-paramétriques de Kolmogorov-Smirnov [179] ont donc été e�ectués sur
les séries temporelles des énergies, avec le programme R [204]. L'énergie ∆∆G1 était considérée
comme e�ectivement plus grande que ∆∆G2 lorsque le test de Kolmogorov-Smirnov donnait une
p-value inférieure ou égale à 0.05.
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3 Résultats

3.1 Modèle de réseau élastique

Le modèle de réseau élastique (ENM ) [244; 23] a été appliqué aux structures cristallographiques
du complexe EF-CaM [228; 77]. Les facteurs B expérimentaux ont ainsi pu être prédits avec des
coe�cients de régression R2 supérieurs à 0.95 (Table II). Les �uctuations atomiques et les matrices
de corrélations ont également été prédites pour un ensemble de conformations représentatives,
extraites des trajectoires 1k93-0Ca (à 5906, 9335 et 12150 ps), 1k93-2Ca (à 5016, 7950 et 12262
ps) et1k93-4Ca (à 3529, 4983, 5471, 11084 et 13515 ps), identi�ées par l'analyse de convergence
au Chapitre 3, section 3.1. Les �uctuations prédites par la méthode ENM ont pu être ajustées
sur les �uctuations DM avec des coe�cients R2 entre 0.90 et 0.93 (Table II). On peut noter que
les matrices de corrélations ENM, calculées à partir des structures RX ou des conformations DM,
sont très similaires (Table IV). De ce fait, et malgré des coe�cients R2 élevés, la méthode ENM
est incapable de révéler des changements dans la dynamique interne, entre les di�érents niveaux
de calcium.

a R2

Structure RX 1K93 (2Ca) 1.06 0.97
Structure RX 1XFY (2Ca) 0.97 0.98
Structure RX 1XFZ (3Ca) 0.99 0.98
Structure RX 1XFX (4Ca) 0.99 0.99

5906 ps 0.95 0.90
1k93-0Ca (DM) 9335 ps 0.95 0.90

12150 ps 0.94 0.90
5016 ps 0.98 0.93

1k93-2Ca (DM) 7950 ps 0.97 0.93
12262 ps 0.98 0.92
3529 ps 1.00 0.91
4983 ps 0.99 0.92

1k93-4Ca (DM) 5471 ps 0.99 0.92
11084 ps 1.01 0.91
13515 ps 1.00 0.91

Tab. II: Coe�cients de pente a et de régression R2 pour l'ajustement linéaire des �uctuations pré-
dites par ENM. Les �uctuations sont prédites à partir de représentations ENM de conformations représentatives
extraites des simulations DM 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca. L'ajustement est e�ectué sur les facteurs B ex-
périmentaux des structures RX 1K93 [77] et 1XFX, 1XFY, 1XFZ [228], et sur les �uctuations calculées le long
des trajectoires DM 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca. Les positions des conformations le long des simulations DM
sont données en picosecondes.

Les matrices de corrélations ENM ont été comparées aux matrices de corrélations de Pearson
calculées le long des simulations DM 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca (Fig. 1). Les corrélations
ENM sont globalement plus petites que les corrélations de Pearson : 98 % des valeurs ENM sont
comprises entre -0.4 et 0.4, alors que les corrélations de Pearson balaient l'intervalle entre -1 et
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+1. De plus, les motifs de corrélation de Pearson sont plus �ns que ceux prédits par la méthode
ENM (Fig. 1), illustrant le fait que cette dernière décrit des mouvements collectifs, provenant
principalement de la forme moléculaire intrinsèque du complexe.

Deux blocs de résidus anti-corrélés sont mis en évidence dans les matrices ENM (Fig. 1, en
haut à gauche) : (i) la région catalytique, formée par les domaines CA et CB (résidus 292-501), (ii)
la région d'interface entre les deux partenaires, formée par le domaine Hel de EF (résidus 648-767)
et N-CaM (résidus 5-76). Ces résultats sont en accord avec l'analyse en composantes principales
des mouvements de EF présentée dans le Chapitre 3, section 3.1, qui révélait une compaction et
une torsion entre le coeur catalytique et le domaine Hel. La méthode ENM est donc capable de
prédire des corrélations à longue distance, bien qu'elle soit basée sur des contraintes géométriques
locales. Les matrices de corrélations de Pearson révèlent des corrélations positives et négatives
similaires (Fig. 1, en bas à droite). L'anti-corrélation entre les domaines CB et Hel de EF est
particulièrement visible dans 1k93-2Ca (Fig. 1b).

Fig. 1: Comparaison des matrices ENM et des matrices de Pearson. Les matrices de corrélations ENM
prédites sont en haut à gauche et les matrices de corrélations de Pearson sont en bas à droite. Les matrices de
corrélation ENM ont été prédites pour des conformations représentatives extraites des simulations DM de 1k93-
0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca, prises à : (a) 9335 ps pour 1k93-0Ca, (b) 7950 ps pour 1k93-2Ca, (c) 11084 ps pour
1k93-4Ca. Les matrices de corrélation de Pearson ont été calculées sur les trajectoires DM de 1k93-0Ca, 1k93-2Ca
et 1k93-4Ca. Les numéros de résidus de EF (292-767) et de CaM (5-147) sont indiqués sur les axes x et y.

La méthode ENM permet d'extraire des mouvements globaux du complexe. Elle n'est toutefois
pas su�samment précise pour discriminer les di�érents niveaux de calcium. A�n de traiter cette
question, d'autres méthodes ont donc été utilisées : (i) l'analyse locale des traits caractéristiques
(LFA) [288], (ii) le coe�cient de corrélation généralisée (GC ) [162].

3.2 Analyse locale des traits caractéristiques

Dans le but de caractériser plus �nement la dynamique locale de EF-CaM, une analyse locale des
traits caractéristiques [288] (local feature analysis ou LFA) a été e�ectuée sur les trajectoires DM.
Une ACP a été appliquée sur les mouvements des C(α), et les quinze premiers vecteurs propres
ont été retenus pour la LFA [288]. L'algorithme LFA de � clairsemage � [288] a permis d'identi�er
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quinze résidus graines. Comme dans le papier original de Zhang & Wriggers [288], ces résidus
graines sont pour la plupart localisés dans les régions �exibles de chaque complexe (Table III) :
les queues N- et C-terminales de EF et de CaM, la région catalytique et les boucles SA et SC de
EF, les sites de �xation au calcium et le linker central de CaM. La grande �exibilité des résidus
graines Arg-292 et Gln-767 de EF et Glu-6 de CaM est associée à des mouvements indépendants,
une caractéristique inhérente des parties terminales des protéines. Comme attendu, ces résidus
présentent des pro�ls de corrélations résiduelles (Eq. 2.3) plats, contenant peu d'information.

1k93-0Ca 1k93-2Ca 1k93-4Ca
Queues D292EF , N767EF R292EF , E6CaM E6CaM

CB T392, K461 N376, G429, E449, L465 V380, G429, N450, E482
EF SA/SC T519SA ,G638SC T545SA

Hel S673, D684, E687, P743, Y745 N675, S682, F688, P743 S674, D684, D686
N-CaM D24, A57, N60 A57, G61 D24, S38, A46

CaM linker D78 R74
C-CaM E120, M124 D129 E104, D118

Tab. III: Résidus graines LFA. Les résidus graines sont localisés (i) dans les queues N- et C-terminales de EF
et de CaM, (ii) dans le domaine CB, les boucles SA et SC et le domaine Hel de EF, (iii) dans les domaines N- et
C-terminaux et le linker central de CaM. L'appartenance des résidus dans la structure est indiquée en exposant
quand c'est nécessaire.

Plus intéressants, sont les résidus graines associés à un groupe de résidus localement corrélés,
représentant des domaines dynamiques locaux. Dans chaque complexe, trois groupes sont localisés
dans des régions importantes pour l'activité catalytique de EF, l'interaction EF-CaM ou l'inter-
action Ca2+-CaM. Ils sont décrits ici en détail, en se focalisant principalement sur la trajectoire
1k93-2Ca.

Les résidus graines identi�és dans EF de 1k93-2Ca, ainsi que leurs groupes de résidus associés
(P ≥ 0.03), sont dépeints Fig. 2. Les résidus catalytiques sont indiqués en représentation � lico-
rice � et la structure entière est colorée en fonction du pro�l de corrélation résiduelle du résidu
graine considéré. Les cinq résidus graines Leu-465, Gln-376, Gly-429, Glu-449 (non montré dans la
Fig. 2) et Gly-638, sont localisés dans la région catalytique (Table III, Fig. 2a-d). Comme indiqué
Fig. 2a et 2b, les deux groupes formés autour de Gln-376 et Leu-465 sont sur le bord droit (R)
du site catalytique et partagent les résidus 376, 379, 465, 467. Les deux résidus graines présentent
des corrélations résiduelles négatives (jusqu'à -0.03, en bleu) avec les résidus du bord gauche (L).
Réciproquement, le groupe formé autour de Gly-638 (Fig. 2d), qui inclut des résidus des boucles
SB et SC, dans le bord gauche (L), présente des anti-corrélations résiduelles (Eq. 2.3), jusqu'à
-0.03, avec les résidus du bord droit (R).

Par conséquent, la dynamique locale de la région catalytique est polarisée autour de deux
spots anti-corrélés : Gly-638 de la boucle SC, représentatif du côté gauche et Gln-376 de CB,
intimement lié à Leu-465, représentatif du côté droit. Cette polarisation, qui met en évidence le
mouvement d'ouverture/fermeture du site, n'est pas observée dans 1k93-0Ca, où le nombre de
résidus graines dans la région catalytique est réduit (Table III), en accord avec l'e�ondrement
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observé dans la simulation DM au Chapitre 3.
Plus loin du site catalytique de EF, Gly-429 est anti-corrélé (jusqu'à -0.02) avec la plupart des

résidus catalytiques et en périphérie proche (Fig. 2c). Glu-449 présente un pro�l de corrélation
similaire. Cette région est également identi�able dans 1k93-4Ca, par les résidus graines Gly-429
et Asn-450 (Table III).

Fig. 2: Résidus graines LFA de EF dans 1k93-2Ca. Les C(α) des résidus graines localisés dans la région
catalytique et dans le domaine Hel de 1k93-2Ca sont représentés sous forme de sphères, ainsi que leurs groupes de
résidus associés (corrélation résiduelle ≥ 0.03) : (a) Gln-376, (b) Leu-465, (c) Gly-429, (d) Gly-638, (e) Ser-682,
(f) Phe-688. Les résidus catalytiques sont indiqués en représentation � licorice �. (L) et (R) marquent le côté
gauche et le côté droit du site catalytique. L'échelle de couleur donne les pro�ls de corrélations résiduelles des
résidus graines considérés. La visualisation a été réalisée avec Pymol [72].

Dans 1k93-2Ca, des résidus graines ont aussi été identi�és dans des régions de EF en contact
avec CaM (Table III) : (i) Thr-519 dans la boucle SA, en contact avec C-CaM, (ii) Asn-675,
Ser-682, Phe-688 et Pro-743 dans la boucle HL-HM de Hel, en contact avec le premier motif
� EF-hand � de N-CaM (Fig. 5). Ser-682 (Fig. 2d) et Phe-675 (Fig. 2e) présentent tous deux des
corrélations résiduelles positives (jusqu'à 0.02) avec la boucle HN-HO (résidus 738-745, Fig. 5)).
De plus, Ser-682 et Phe-688 (dont les pro�ls de corrélation sont similaires à celui de Ser-682)
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présentent des corrélations résiduelles négatives (jusqu'à -0.03) avec l'hélice HC et le linker central
de CaM. Il est intéressant de noter que des résidus graines ont été identi�és dans les boucles SA
et SC et dans la boucle HL-HM de Hel dans 1k93-2Ca, étant donné que ces régions sont d'une
importance particulière pour l'interaction EF-CaM [228; 77]. Par ailleurs, le retrait ou l'ajout de
calcium, tout en a�ectant la stabilité du complexe, conduit à des caractéristiques dynamiques
locales assez di�érentes : aucun résidu graine n'est trouvé dans la boucle SA de 1k93-0Ca ni dans
la boucle SC de 1k93-0Ca et de 1k93-4Ca ; le nombre de résidus graines dans les boucles HL-HM
et HN-HO de Hel passe à cinq dans 1k93-0Ca et à trois dans 1k93-4Ca.
Des résidus graines ont également été identi�és dans CaM (Table III) et leurs corrélations

résiduelles sont largement in�uencées par le niveau de calcium (Fig. 3). Dans 1k93-2Ca, deux
groupes de résidus sont dé�nis dans la boucle calcique de S2, autour de Ala-57 et Gly-61. Dans la
matrice de corrélations résiduelles (Fig. 3b), le second motif � EF-hand � de CaM apparaît comme
un bloc, qui s'étend du résidu 43 jusqu'au résidu 80 du linker central. Un pic de corrélation est aussi
visible dans S1 (résidus 20-31) et deux pics hors diagonaux démontrent l'inter-corrélation entre les
deux boucles calciques (résidus 20-31 et 56-67). Aucune corrélation n'est observée dans C-CaM, si
ce n'est un pic étroit dans la boucle HF-HG entre les deux motifs � EF-hand � (résidus 108-118).
Asp-129 a été identi�é comme résidu graine, mais ses mouvements sont plutôt indépendants car
il présente un pro�l de corrélation très plat, avec des valeurs absolues en dessous de 0.01 (non
montré).

Fig. 3: Matrices de corrélations résiduelles LFA de CaM : (a) 1k93-0Ca, (b) 1k93-2Ca et (c) 1k93-4Ca. Les numéros
de résidus de CaM (5-147) sont indiqués sur les axes x et y.

Le retrait de calcium de S3 et S4 dans 1k93-0Ca réduit la corrélation entre S1 et S2, tandis
qu'elle induit un nouveau pic de corrélation entre le résidu graine Asp-78 et les résidus N-terminaux
(Fig. 3a), qui est relié au dépliement du linker central pendant la simulation. De plus, les résidus
54-58 de S2 sont anti-corrélés avec Asp-78 et l'hélice HG (résidus 108-129) de C-CaM (Fig. 3a).
L'ajout de calcium dans N-CaM (S1 et S2) induit une expansion du bloc de corrélation du second
motif � EF-hand � vers l'hélice HB (résidus 27-41) (Fig. 3c), tandis que des résidus graines sont
trouvés plus haut dans la séquence de S2 (Ser-38 et Ala-45). Les deux pics hors diagonaux du
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premier motif � EF-hand � de 1k93-2Ca (Fig. 3b) deviennent moins intenses, tandis que des pics
d'anti-corrélation apparaissent entre la boucle calcique de S1 et la boucle HB-HC (résidus 39-44).
Comme dans 1k93-0Ca, le linker central (résidu graine Arg-74) est corrélé à la queue N-terminale,
en accord avec le pliage observé pendant la simulation 1k93-4Ca au Chapitre 3.

Les conclusions suivantes peuvent être tirées concernant l'e�et du retrait ou de l'ajout de calcium
sur le réseau de résidus de CaM. L'impact direct du retrait de calcium est observé dans la boucle
HF-HG (Fig 5b) de C-CaM dans 1k93-0Ca. De manière plus indirecte, les mouvements de la
boucle HF-HG et du linker central deviennent anti-corrélés avec ceux de HC de N-CaM. Ceci
révèle une propagation du signal calcium. D'autre part, la matrice de corrélation de 1k93-4Ca
met en évidence la propagation des changements conformationnels induits par le calcium à travers
S2 jusqu'à l'hélice HB de S1. L'information est transmise entre les deux motifs � EF-hand � à
travers des mouvements anti-corrélés de la boucle calcique et de la boucle HB-HC. Globalement,
la méthode LFA permet de mettre en lumière des régions, autour desquelles la dynamique de EF
est organisée, et de comprendre la propagation du signal calcium le long de la structure de CaM.

3.3 Corrélations généralisées

Fig. 4: Comparaison des matrices GC et des matrices de Pearson. Les matrices GC sont en haut à gauche et les
matrices de Pearson en bas à droite. Elles ont été calculées à partir des trajectoires (a) 1k93-0Ca, (b) 1k93-2Ca, (c) 1k93-4Ca.
Les numéros de résidus de EF (292-767) et de CaM (5-147) sont reportés sur les axes x et y.

Les mouvements globaux de EF-CaM ont été analysés avec des calculs de corrélations générali-
sées (GC ) [162] sur les trajectoires DM des trois complexes. Basée sur la théorie de l'information
mutuelle, cette mesure de corrélation se veut plus précise et moins biaisée que le coe�cient de
corrélation de Pearson, traditionnellement utilisé [162]. En e�et, 50% des correlations de Pearson
(Fig. 4, en bas à droite) sont inférieures à 0.2 en valeur absolue (en vert). Au contraire, les cor-
rélations généralisées (Fig. 4, en haut à gauche), atteignent des valeurs intenses (> 0.8) et relient
un nombre plus grand de résidus, distants dans la séquence protéique. De plus, les matrices de
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corrélations de Pearson de 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca partagent entre 65 et 73% de simila-
rité, tandis que les matrices GC partagent 45 à 68% de similarité (Table IV), et sont donc plus
sensibles au niveau de calcium.

1k93-0Ca 1k93-2Ca 1k93-4Ca
1k93-4Ca 0.45 0.49 1
1k93-2Ca 0.68 1 0.65
1k93-0Ca 1 0.73 0.71

Tab. IV: Similarités entre matrices de corrélations : les similarités reportées sont celles des matrices de
corrélations généralisées (en haut à gauche) et des matrices de corrélations de Pearson (en bas à droite), entre les
di�érents niveaux de calcium. Le degré de similarité S entre deux matrices est évalué comme leur produit scalaire
normalisé : S =

∑
i,j mijnij√

(
∑

i,j m2
ij)(

∑
i,j n2

ij)
.

Une classi�cation hiérarchique a été appliquée sur les matrices GC des trois complexes (Fig. 4).
Les résidus ont été regroupés en fonction des similarités entre leurs pro�ls de corrélation. Ainsi,
les résidus membres du même groupe partagent une même corrélation globale avec le reste du
réseau de résidus et présentent des corrélations similaires entre eux. La hauteur de coupure pour la
classi�cation a été déterminée comme décrit dans la section 2.Matériels et Méthodes. En utilisant
cette approche, trois groupes ont été identi�és (Fig. 5 et Table I) : G1 (en bleu) regroupe les
résidus non corrélés, avec une corrélation moyenne inférieure à 0.5, G2 (en vert) regroupe les
résidus faiblement corrélés, avec des corrélations comprises entre 0.5 et 0.6, et G3 (seulement
pour 1k93-4Ca, en rouge) regroupe des résidus fortement corrélés, avec une corrélation moyenne
de 0.7.

Dans 1k93-2Ca, les résidus sont classés en deux groupes. Une large majorité de 446 résidus
sont faiblement corrélés, dans G2 (Fig. 5b, en vert). La plupart des 173 résidus restants, dans
G1 (en bleu), présentent de petites �uctuations DM (Fig. 5e). Cependant, les résidus de EF
suivants : 510, 544-545 dans la boucle SA, 636, 641-642 dans la boucle SC, 766-767 dans la queue
C-terminale ; et les résidus 50, 66-67, 70 dans S2 de CaM, présentent des �uctuations supérieures
à 1.5 Å. Par conséquent, leurs mouvements sont relativement indépendants du reste du réseau de
résidus.

Dans 1k93-0Ca, un plus grand nombre de 245 résidus peuplent G1 (en bleu). 149 d'entre
eux forment une large région intermédiaire, localisée dans le domaine CA et la boucle SC, entre
le coeur catalytique de EF et l'interface EF-CaM (Fig. 5a) et présentent des �uctuations DM
uniformément plus petites que dans 1k93-2Ca (Fig. 5d). Au contraire, certains résidus de C-
CaM, qui n'étaient pas corrélés (G1) dans 1k93-2Ca, deviennent faiblement corrélés (G2) dans
1k93-0Ca, tandis que leurs �uctuations augmentent. De plus, le retrait de calcium provoque le
partitionnement des domaines Hel (résidus 660-767) et N-CaM (résidus 5-76) en quatre sous-
ensembles de résidus �exibles et corrélés, séparés par des résidus plus rigides et non corrélés
(Fig. 5d) : (i) la boucle HL-HM (résidus 668-691), (ii) la boucle HN-HO (résidus 738-745), (iii)
la queue C-terminale de EF (résidus 754-767) et la queue N-terminale de CaM (résidus 5-6), (iv)
le second motif � EF-hand � ainsi que le linker central (résidus 42-87). Ce résultat est en accord
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avec la concentration de résidus graines observée dans les boucles HL-HM et HN-HO de EF, au
paragraphe 3.2, avec la méthode LFA.

Fig. 5: Classi�cation hiérarchique des résidus en fonction de leurs corrélations généralisées. Les
groupes de résidus sont dé�nis à partir des matrices GC de (a,d) 1k93-0Ca, (b,e) 1k93-2Ca et (c,f) 1k93-4Ca.
(a-c) Les C(α) sont représentés comme des sphères, colorées en fonction de leur groupe : les résidus non corrélés
(< 0.5) en G1 sont bleus, les résidus légèrement corrélés (0.5-0.6) en G2 sont verts, et les résidus fortement corrélés
(0.7) en G3 sont rouges. (d-f) Fluctuations atomiques des C(α) de EF (trait noir) et de CaM (trait orange),
calculées le long des 12 dernières ns de chaque trajectoire DM. Les points sont colorés selon le code douleur des
groupes. La valeur de 1.5 Å est indiquée par un trait en pointillés sur chaque graphe. Les positions dans la séquence
du complexe des di�érents domaines CA, CB, Hel, N-CaM, le linker central (Inter) et C-CaM, de même que celles
des boucles SA, SB, SC, HL-HM (L-M ) et HN-HO (N-O), sont indiquées en bas.

Dans la matrice GC de 1k93-4Ca (Fig. 4c), il a été possible de classer les résidus dans trois
groupes. G3 (en rouge) inclut des résidus fortement corrélés, localisés dans trois régions distinctes
du complexe (Fig. 5c) : (i) dans CB, (ii) dans SB, SC ou CA, (iii) dans HL de Hel et N-CaM.
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Ceci suggère que le changement conformationnel induit dans N-CaM par la �xation de calcium,
a des résonances jusque dans la région catalytique de EF. En opposition à ces régions fortement
corrélées, un groupe de résidus non corrélés (en bleu) est formé autour de C-CaM, comprenant
les résidus 303-322 et 596-601 de CA, 501-537 de SA, 655-659 de SC et 705-713 de Hel.
L'analyse des matrices GC permet de dépeindre des modèles dynamiques du complexe EF-

CaM, sensibles au niveau de calcium. Le modèle du complexe 1k93-2Ca montre une certaine
homogénéité, la plupart des résidus étant faiblement corrélés, exception faite de régions localisées.
Par contre, les modèles de corrélation des deux autres complexes illustrent la déstabilisation de
l'interaction EF-CaM, mise en évidence dans le Chapitre 3. Par exemple, 1k93-0Ca est divisé en
deux blocs corrélés, séparés par une région de résidus non corrélés. Le premier bloc correspond
à CB et le second bloc est fragmenté en plusieurs groupes �exibles et corrélés, délimités par des
résidus non corrélés et relativement rigides. Ainsi, le retrait de calcium rompt le couplage entre
l'interface EF-CaM et la région catalytique, ce qui est en accord avec l'instabilité du complexe
EF-CaM, expérimentalement observée en l'absence de calcium [255]. D'un autre côté, l'ajout de
calcium dans 1k93-4Ca induit des corrélations élevées entre N-CaM et le coeur catalytique de
EF. La tension introduite dans N-CaM, mise en évidence dans le paragraphe 3.2, est transmise
à travers le complexe, même à de longues distances. Globalement, cette analyse montre que des
corrélations dynamiques modérées sont indicatrices d'un complexe stable.

3.4 Cartes de dépendances énergétiques

Dé�nition de biologie structurale [77] Dé�nition LFA
CA 294-349 ; 490-622 CA 292-345 ; 490-501 ; 576-622
SA 502-551 SA 502-575
SB 578-591

EF CB 350-489 CB 346-489
SC 630-659 SC 623-659
Hel 660-767 Hel 660-767

N-CaM 5-64 N-CaM 5-84
CaM linker 65-92

C-CaM 93-147 C-CaM 85-147
Tab. V: Dé�nition des domaines ou pseudo-domaines du complexe EF-CaM : numéros des résidus
délimitant (i) les domaines de EF-CaM dans la dé�nition de biologie structurale, selon Drum et al. [77], (ii) les
pseudo-domaines de EF-CaM dans la nouvelle dé�nition avec la méthode LFA. Les résidus impliqués dans le site
catalytique de EF sont Arg-329 (L), Lys-346 (R), Leu-348 (R), His-351 (R), Lys-353 (R), Ser-354 (R), Lys-372 (R),
Asp-491, Asp-493 (L), Thr-548 (L), His-577 (L), Thr-579 (L), Asp-582 (L), Asn-583 (L), Phe-586 (L), Glu-588 (L),
et sont localisés soit soit sur le côté gauche (L), soit sur le côté droit (R) du site.

L'e�et du calcium sur les in�uences énergétiques au sein de EF-CaM a été étudié en réalisant
des calculs MMPBSA d'énergie libre sur les trajectoires DM. L'approche proposée par Hamacher
et al. [113] et décrite avec plus de détails dans la section 2.Matériels et Méthodes, consiste, dans
un premier temps, à calculer et à ranger les énergies libres de liaison de chaque domaine X au reste
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du complexe. On obtient ainsi un classement de référence. Dans un deuxième temps, on détermine
l'in�uence du retrait de chacun des autres domaines Y sur ce classement de référence. Si le rang
de X est moins bon quand Y est retiré, alors on considère que Y a une in�uence énergétique
sur la stabilité de X au sein du complexe. Les in�uences énergétiques sont matérialisées par des
�èches sur des cartes de dépendances (Fig. 7).

Fig. 6: Matrice de corrélations résiduelles LFA. Elle a été évaluée à partir des quinze premiers vecteurs
ACP. Les pseudo-domaines sont délimités par des traits pleins, excepté CA, sur la gauche, pour lequel des traits
pointillés sont utilisés. b Les lignes et les colonnes ont été permutées de manière à grouper les résidus appartenant
à CA dans le second bloc. Les numéros de résidus de EF (292-767) et CaM (5-147) sont indiqués sur les axes x and
y.

Sept pseudo-domaines ont été dé�nis à l'intérieur de EF-CaM, avec les résultats de l'approche
LFA. Ces dé�nitions impliquent des ajustements à la dé�nition de biologie structurale proposée
par Drum et al. [77] (Table V). La matrice de corrélations résiduelles LFA de 1k93-2Ca est reportée
Fig. 6a, avec les nouvelles délimitations des sept pseudo-domaines. Un premier ajustement a été
e�ectué aux limites de CA et CB, dé�nis par les résidus 292-349, 491-522, et les résidus 350-489
respectivement selon Drum et al. [77]. Dans cette dé�nition de biologie structurale (Table V), la
plupart des résidus localisés sur le côté droit du site catalytique appartient à CB et la plupart
des résidus localisés sur le côté gauche appartient à CA. Les seules exceptions sont observées pour
Lys-346 et Leu-348, à la fois sur le côté droit et dans CA. Considérant la polarisation du site, mise
en évidence par l'approche LFA, CB a été re-dé�ni entre les résidus 346 et 489. De plus, SA a été
extrait de CA, les résidus 502-575 formant un motif de corrélation bien dé�ni, non corrélé avec le
reste de CA (Fig. 6a). Les résidus 623-629 ont été ajoutés à la dé�nition de SC (résidus 623-659)
et la dé�nition originale de Hel a été conservée (résidus 660-767). Dans CaM, le linker central et
N-CaM sont associés dans un même motif de corrélation (Fig. 6a). N-CaM a donc été re-dé�ni
des résidus 5 à 84 et C-CaM des résidus 85 à 147. Après permutation des colonnes et des lignes,
la matrice de corrélation LFA (Fig. 6b) ne présente plus de corrélations inter-domaines, excepté
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entre SC et SB (résidus 576-591) de CA.
∆∆Eele ∆∆Evdw ∆∆Eint ∆∆Gp

sol ∆∆Gnp
sol ∆∆G

CA -552 ± 87 -314 ± 11 52 ± 4 800 ± 85 11 ± 3 -3 ± 22
CB -407 ± 60 -82 ± 5 24 ± 3 497 ± 58 14 ± 2 44 ± 13
SA -1410 ± 91 -241 ± 9 20 ± 3 1526 ± 84 17 ± 3 -89 ± 24
SC -881 ± 45 -241 ± 9 19 ± 3 1049 ± 43 2 ± 2 -51 ± 20
Hel -1911 ± 78 -161 ± 9 10 ± 2 2035 ± 75 21 ± 2 -6 ± 17
N-CaM -1387 ± 86 -101 ± 11 10 ± 2 1445 ± 82 25 ± 2 -9 ± 18
C-CaM -705 ± 87 -251 ± 12 10 ± 2 830 ± 77 16 ± 3 -101 ± 29

Tab. VI: Énergies libres de liaison de référence des sept pseudo-domaines de 1k93-2Ca. Les di�érentes
contributions à l'énergie libre de liaison totale ∆∆G sont donnés en kcal.mol−1 : l'énergie d'interaction de Coulomb
(∆∆Eele), l'énergie de van der Waals (∆∆Evdw), l'énergie interne (∆∆Eint), l'énergie de solvatation polaire
(∆∆Gp

sol) et l'énergie de solvatation non-polaire (∆∆Gnp
sol).

∆∆∆Eele ∆∆∆Evdw ∆∆∆Eint ∆∆∆Gp
sol ∆∆∆Gnp

sol ∆∆∆G

in�uences de courte portée
CA → SC 0 430 ± 64 105 ± 6 -8 ± 2 -478 ± 60 3 ± 2 52 ± 14
CA → SC 2 408 ± 38 107 ± 7 -9 ± 2 -464 ± 37 7 ± 2 49 ± 14
CA → SC 4 407 ± 34 116 ± 8 -9 ± 2 -457± 34 6 ± 2 63 ± 15
SA → C-CaM 0 803 ± 47 82 ± 6 0 ± 0 -807 ± 45 2 ± 2 80 ± 10
SA ↔ C-CaM 2 612 ± 47 79 ± 8 0 ± 0 -603 ± 46 2 ± 2 90 ± 14
SA → C-CaM 4 565 ± 37 77 ± 5 0 ± 0 -585 ± 33 0 ± 1 56 ± 9
Hel ↔ N-CaM 0 1715 ± 82 84 ± 8 0 ± 0 -1738 ± 89 -7 ± 2 54 ± 17
Hel → N-CaM 2 1411 ± 58 49 ± 8 0 ± 0 -1450 ± 60 -11 ± 2 -1 ± 14
N-CaM → Hel 4 1128 ± 76 64 ± 8 0 ± 0 -1159 ± 78 -6 ± 2 28 ± 11
Hel → C-CaM 2 666 ± 39 55 ± 5 0 ± 0 -689 ± 35 -6 ± 1 25 ± 15
Hel → C-CaM 4 768 ± 29 66 ± 5 0 ± 0 -807 ± 32 -8 ± 1 19 ± 13
SC → N-CaM 0 552 ± 29 3 ± 2 0 ± 0 -531 ± 28 0 ± 1 25 ± 6
N-CaM → SC 2 473 ± 27 4 ± 2 0 ± 0 -451 ± 27 0 ± 1 26 ± 5
N-CaM → SC 4 442 ± 34 6 ± 3 0 ± 0 -417 ± 31 -3 ± 1 29 ± 11
SA → N-CaM 2 692 ± 58 12 ± 2 0 ± 0 -682 ± 56 -4 ± 1 18 ± 7

in�uences de longue portée
CB → N-CaM 2 84 ± 13 0 ± 0 0 ± 0 -80 ± 13 0 ± 0 4 ± 2
CB → N-CaM 4 106 ± 14 0 ± 0 0 ± 0 -105 ± 13 0 ± 0 1 ± 1
CB → SA 4 22 ± 23 11 ± 4 0 ± 0 -34 ± 22 -3 ± 1 -5 ± 7
CB → Hel 4 -55 ± 6 0 ± 0 0 ± 0 54 ± 7 0 ± 0 -1 ± 1

Tab. VII: Di�érences d'énergie libre de liaison et de chacun des termes d'énergie. Chaque di�érence
correspond à une in�uence énergétique identi�ée dans 1k93-0Ca (0), 1k93-2Ca (2) et 1k93-4Ca (4), donnés en
kcal.mol−1 : ∆∆∆G[D∗ ↔ D] = ∆∆G[D, C \D∗]−∆∆G[D, C] = ∆∆G[D∗, C \D]−∆∆G[D∗, C]. La �èche de
∆∆∆G[D∗ → D] indique que le retrait de D∗ déprécie le rang de D, et réciproquement. La �èche de ∆∆∆G[D∗ ↔
D] indique que le retrait de D déprécie également le rang de D∗ (voir Fig. 7). La quantité ∆∆∆G[D∗ ↔ D] est
symétrique par rapport à D et D∗.

Les énergies libres de liaison ont été calculées sur chaque trajectoire DM avec la méthode
MMPBSA [236]. Les contributions des di�érents termes d'énergie à l'énergie libre de liaison totale
∆∆G sont donnés pour 1k93-2Ca (Table VI). Ils sont du même ordre de grandeur pour les trois
complexes. Les termes les plus larges sont les énergies d'interaction de Coulomb ∆∆Eele et les
pénalités de désolvatation polaire ∆∆Gp

sol. Ils présentent des valeurs absolues dans l'intervalle400-2000 kcal.mol−1 et se compensent l'un l'autre. Les autres termes sont beaucoup plus faibles :
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les énergies de van der Waals sont comprises entre -80 et -320 kcal.mol−1, les termes de solvatation
non polaire et les énergies internes valent entre 0 et 50 kcal.mol−1.

Comme montré sur la Fig. 7, les résultats EDM sont sensibles au niveau de calcium et révèlent
à la fois des in�uences de courte portée et de longue portée. Les in�uences de courte portée sont
associées à des variations défavorables d'énergies libres de liaison ∆∆G (Table VII). Ainsi, les
di�érences d'énergie libre positives ∆∆∆G[CA → SC], ∆∆∆G[SA ↔ C-CaM], ∆∆∆G[Hel ↔
N-CaM] (excepté dans 1k93-2Ca) et ∆∆∆G[Hel → C-CaM] sont dues aux pénalités de van der
Waals. Par contre, la pénalité électrostatique de Coulomb est prépondérante dans la di�érence
positive ∆∆∆G[SC ↔ N-CaM]. La di�érence ∆∆∆G[SA → N-CaM] résulte d'e�ets mixtes élec-
trostatiques et de van der Waals. Par conséquent, les in�uences de courte portée correspondent à
des interactions/contacts hydrophobes ou électrostatiques directs. Au contraire, les in�uences de
longue portée de CB sur SA, Hel et N-CaM ne sont pas associées à de larges variations d'énergie
(Table VII). En e�et, les contributions de van der Waals et non polaires sont plutôt faibles, tan-
dis que les contributions électrostatiques et polaires se compensent l'une l'autre, ce qui n'est pas
surprenant puisque CB est à plus de 30 Å de SA, Hel ou N-CaM. Les pertes de rangs pour ces
domaines proviennent en fait d'un changement favorable dans l'énergie de liaison de CA quand
CB est retiré, de 36 et 65 kcal.mol−1 dans 1k93-2Ca et 1k93-4Ca respectivement.

Fig. 7: Cartes de dépendances énergétiques : (a) 1k93-0Ca, (b) 1k93-2Ca et (c) 1k93-4Ca. Le complexe EF-CaM est
représenté schématiquement par ses sept pseudo-domaines, avec CaM en vert (pseudo-domaines N-CaM et C-CaM) et EF en
bleu (pseudo-domaines CA, CB, SA, SC, Hel). Les �èches représentent les in�uences énergétiques, dont la largeur dépend du
nombre de rangs perdus dans la comparaison des énergies libres de liaison : l'intensité vaut 1 en rose, 2 en mauve, 3 en orange
et 4 en rouge. Les cartes ont été dessinées avec X�g [3].

Hamacher et al. [113] ont utilisé la méthode EDM pour prédire l'ordre d'assemblage de la
petite sous-unité ribosomale. Ici, au lieu de considérer l'assemblage de protéines au sein d'une
supra-structure, nous avons considéré l'assemblage de pseudo-domaines, certains liés covalemment,
au sein d'un complexe protéine-protéine. Du fait de ce choix, et parce que l'établissement de
l'interaction EF-CaM induit des réarrangements conformationnels qui ne sont pas échantillonnés
dans nos simulations, l'ordre d'assemblage que nous obtenons (Fig. 7) ne décrit pas le mécanisme
réel de la formation du complexe EF-CaM. Au lieu de cela, il donne une description du schéma de
dépendance de stabilité entre les di�érentes parties du complexe, comme dans une architecture en
château de cartes : plus un pseudo-domaine est in�uencé par les autres, plus il occupe une place
basse dans la hiérarchie des stabilités relatives au sein du complexe. Ainsi, nous proposons que
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les pseudo-domaines non soumis à in�uence dé�nissent les points de nucléation de l'architecture
du complexe.

De cette façon, CA, CB et Hel sont les points de nucléation de 1k93-2Ca (Fig. 7b). Les
in�uences de Hel et SA sur C-CaM correspondent à des interactions directes à l'interface EF-CaM.
De plus, l'in�uence de C-CaM sur SA peut mettre en évidence le changement conformationnel
que SA subit lorsqu'il interagit avec C-CaM [77]. N-CaM est sujet aux in�uences de SA, CB et
Hel, ce qui signi�e qu'il joue un rôle moins important que C-CaM dans l'interaction avec EF, en
accord avec les expériences [77; 228]. En�n, les in�uences de N-CaM et CA sur SC illustrent le
changement conformationnel de SC lors de l'interaction avec N-CaM, qui conduit à la stabilisation
de SB, et ainsi du site catalytique [77].

Dans 1k93-0Ca (Fig. 7a), l'ensemble de nucléation (CA, CB et SA) est déplacé vers la région
catalytique de EF, révélant un a�aiblissement de l'interaction EF-CaM. Aucune in�uence de
longue portée n'est observée, de telle sorte que le couplage est rompu entre la région d'interface EF-
CaM et la région catalytique. Cette rupture est en accord avec l'e�ondrement du site catalytique
observé dans cette simulation au Chapitre 3 et avec les corrélations généralisées, au paragraphe
3.3 (Fig. 5a). L'inter-dépendance de SA et C-CaM est convertie en une in�uence plus forte de SA
sur C-CaM. Hel n'est plus lié à C-CaM : le couplage entre les deux pseudo-domaines de CaM est
rompu.

Dans 1k93-4Ca (Fig. 7c), une réduction de l'ensemble de nucléation (CA, CB) et de nouvelles
in�uences de longue portée de CB sur Hel et SA, au sein même de EF, sont observées. Elles
suggèrent une architecture en château de cartes plus contrainte et plus instable, et révèlent une
déstabilisation des domaines de EF en contact avec CaM. Une telle déstabilisation peut être reliée
au changement conformationnel induit par l'ajout de calcium dans N-CaM observé au Chapitre
3, qui trouve une résonance jusque dans la région catalytique de EF (cf. Fig. 5c). On peut noter
que l'in�uence de CA sur SC est renforcée. De plus, l'in�uence de Hel sur C-CaM est maintenue.
L'inter-dépendance de SA et C-CaM est convertie en une in�uence plus forte de SA sur C-CaM,
comme observé dans 1k93-0Ca.

Les résultats EDM fournissent un modèle pour la dépendance énergétique relative des domaines
à l'intérieur du complexe et varient selon le niveau de calcium. La hiérarchie des stabilités relatives
des domaines met en lumière le mécanisme de l'interaction EF-CaM décrit expérimentalement
[77; 228]. En e�et, dans 1k93-2Ca, les in�uences énergétiques sont centrées autour de l'interface
EF-CaM. Le retrait ou l'ajout de calcium produit di�érents e�ets sur les cartes de dépendances,
conduisant toutes deux à une déstabilisation. D'un côté, dans 1k93-0Ca, les couplages sont rompus
au sein du complexe, particulièrement entre le coeur catalytique et le domaine Hel de EF. De
l'autre côté, dans 1k93-4Ca, le nombre de points de nucléation diminue et de nouvelles in�uences
au sein de EF révèlent des contraintes qui déstabilisent l'architecture du complexe.
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4 Discussion

Le complexe EF-CaM résulte de l'assemblage de deux protéines, elles-même composées de
domaines globulaires attachés par un lien �exible : les domaines N- et C-terminaux reliés par
le linker central dans CaM, le domaine hélicoïdal et le coeur catalytique reliés par la boucle SC
dans EF. Le réseau de résidus est organisé en deux blocs : (i) la région d'interface, où CaM et
EF sont en contact, composée de Hel et SA de EF et des deux domaines de CaM, (ii) la région
catalytique, où le site catalytique réside, composée des domaines CA et CB. SC joue un rôle
important dans le maintien de l'activité catalytique du complexe, car il interagit avec CaM et
stabilise SB dans le site catalytique.

Deux approches di�érentes ont été utilisées pour sonder la relation entre aspects dynamiques et
énergétiques de EF-CaM, l'une basée sur les corrélations dynamiques, en utilisant les corrélations
généralisées, et l'autre basée sur les in�uences énergétiques, en utilisant les calculs d'énergie libre.
De manière intéressante, les résultats des deux méthodes sont en accord, et l'on peut donc en faire
une interprétation commune dans le contexte de l'e�et du calcium sur le réseau de résidus de EF-
CaM. Les deux méthodes dépeignent une image homogène et équilibrée de l'architecture de 1k93-
2Ca. La stabilité de 1k93-2Ca est associée à des corrélations modérées à travers le réseau de résidus
entier et à des in�uences énergétiques centrées autour de l'interface EF-CaM. La déstabilisation du
complexe, par le retrait ou l'ajout de calcium, est aussi révélée par les deux méthodes : dans 1k93-
0Ca, les corrélations manquantes dans les matrices GC, aussi bien que les in�uences énergétiques
manquantes dans les EDM suggèrent une rupture de couplage entre les di�érentes parties du
réseau de résidus, tandis que dans 1k93-4Ca, de fortes corrélations dans les matrices GC et de
nouvelles in�uences énergétiques entre les domaines de EF mettent en évidence un déséquilibre
dans le réseau de résidus.

Au vu de ces résultats, nous pouvons formuler l'hypothèse que la stabilité du complexe dépend
de l'organisation de son réseau de résidus et, particulièrement, de la capacité de chaque noeud
de ce réseau à communiquer avec tous les autres, à travers des mouvements corrélés ou des
contributions à une architecture en château de cartes. Ce résultat est en accord avec Bahar et al.
[54; 245], qui ont établit une relation formelle entre la dynamique des protéines et la transmission
d'information à travers leurs structures [54], ainsi qu'avec le processus d'association protéine-
protéine [245]. Nous proposons de dénoter cette propriété la connexité du réseau de résidus.
Comme décrit précédemment, la connexité du réseau de résidus de EF-CaM est a�ectée par le
niveau de complexation au calcium. D'une part, la rupture de couplage et le déséquilibre des
points de nucléation dans 1k93-0Ca révèlent un manque de communication à travers le réseau.
D'autre part, les fortes corrélations entre N-CaM et le coeur catalytique de EF et les in�uences à
longue portée au sein de EF dans 1k93-4Ca correspondent à une connexité étendue du réseau. A
cause de cette connexité étendue, l'architecture en château de cartes du complexe est déstabilisée.
Les modèles présentés ici sont donc en accord qualitatif avec la stabilité relative de l'interaction
EF-CaM selon le niveau de calcium [255].
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Néanmoins, la question demeure, de savoir comment les corrélations dynamiques et les contri-
butions énergétiques peuvent être reliées de manière formelle. D'une part, les in�uences EDM sont
basées sur des changements relatifs � et pas nécessairement absolus, d'énergies libres de liaison,
et révèlent des dépendances énergétiques entre les domaines, dans le contexte de la stabilité ou
l'intégrité du complexe. D'autre part, elles re�ètent dans une certaine mesure les covariances dyna-
miques, à travers le support des domaines entre eux, par analogie avec le principe d'action-réaction
dans la mécanique classique.

5 Conclusion
Dans le chapitre précédent, nous avons caractérisé la plasticité conformationnelle des partenaires

de l'interaction EF-CaM. Ici, nous avons cherché à étudier l'e�et des ions Ca2+ sur l'organisation
du réseau de résidus du complexe pris dans son ensemble. Pour cela, nous avons abordé le problème
sous di�érents angles, à la fois géométrique et énergétique, à la fois local et global. Nous avons pu
donner une description qualitative de la propagation du signal calcium à travers le complexe, en
s'intéressant aux aspects dynamique locaux. L'émergence du concept de connexité du réseau de
résidus comme critère de stabilité a permis d'uni�er nos modèles dynamiques et énergétiques du
complexe.





Recherche d'Inhibiteurs de EF

1 Introduction
La recherche et le développement de nouveaux inhibiteurs par des approches qui ciblent les

interactions entre biomolécules est une voie prometteuse pour moduler les processus cellulaires de
manière rationnelle [265]. En e�et, les interactions physiques qui contrôlent la machinerie cellu-
laire sont régulées de manière allostérique à travers la modulation d'équilibres conformationnels
[220; 249]. Dans le contexte d'une interaction protéine-protéine établie à travers un déplacement
de l'équilibre conformationnel des deux partenaires, il devrait être possible d'empêcher cette inter-
action en ciblant une poche à la surface d'une des deux biomolécules, qui n'apparaîtrait que dans
un sous-ensemble de conformations à l'équilibre. Cette approche est séduisante car elle permet
d'élargir le champ des cibles potentielles et peut être un moyen de prévenir les phénomènes de
résistance.

L'identi�cation d'un site susceptible de jouer un rôle allostérique nécessite une description
plausible des mécanismes biophysiques de l'interaction, qui peut être obtenue par la détermination
d'un chemin de réaction entre les conformations inactive et active de la biomolécule cible. Dans
ce troisième volet, nous présentons une méthode de détermination de chemin par modélisation
moléculaire, permettant de dé�nir une poche allostérique à la surface de EF, a�n d'identi�er de
nouveaux inhibiteurs de la toxine.
La plupart des approches utilisées jusqu'ici pour la recherche d'inhibiteurs de EF [233; 227; 168;

135; 50] se sont focalisées sur le site enzymatique, se basant sur des tests in vitro ou in vivo. Un
seul inhibiteur de l'interaction EF-CaM a pu être identi�é parmi 10 000 molécules. Récemment,
une stratégie in silico, faisant usage d'un pharmacophore 3D construit à partir de fragments, a été
appliquée avec succès [50]. Ici, nous abordons le problème sous un angle nouveau, en combinant
méthodes expérimentales et computationnelles.
L'étude approfondie de la dynamique du complexe EF-CaM et de l'in�uence du calcium sur sa

stabilité a mis en évidence la plasticité conformationnelle remarquable des partenaires de l'interac-
tion EF et CaM. En l'occurrence, la protéine EF subit une large transition lors de la formation du
complexe. Un protocole original, basé sur l'utilisation de l'algorithme d'a�nement par pic conju-
gué [89] (conjugate peak re�nement ou CPR), a permis de caractériser cette mobilité structurale.

77
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L'obtention de conformations intermédiaires plausibles a servi à l'élaboration d'une stratégie de
sélection de touches potentielles par criblage virtuel. Parmi les 18 touches prédites in silico, six
inhibiteurs ont été validés expérimentalement, ce qui correspond à un niveau d'enrichissement
d'environ 30%. L'un d'entre eux supprime l'activité de EF avec une a�nité meilleure que 10 µM.

2 Matériels et Méthodes

2.1 Simulations et chemin de transition

Structures
Quatre structures cristallographiques de EF ont été utilisées, en complexe avec CaM (entrées

PDB : 1K93, 1K90, 1XFX) ou libre (entrée PDB : 1K8T) [77; 228]. La conformation de CyaA
analysée ici correspond à la structure cristallographique de CyaA-(C-CaM) (entrée PDB : 1YRT)
[108].
Simulations DM
Les simulations DM ont été e�ectuées avec les modules sander et PMEMD d'AMBER 8 et

10 [41; 42]. Les conditions de simulation du complexe EF-CaM chargé de zéro (1k93-0Ca), deux
(1k93-2Ca) ou quatre (1k93-4Ca) ions Ca2+ sont décrites dans le Chapitre 3, section Matériels
et Méthodes. Une simulation additionnelle de 15 ns de EF libre en conformation fermée a été
réalisée, avec les même conditions, si ce n'est que la température a été régulée par un thermostat
de Langevin [173], avec une fréquence de collision de 2 ps−1.
Chemin de transition conformationnelle
La protéine EF a été simulée seule, sans ions ni co-facteurs, en utilisant le champ de force

parm19 dans CHARMM version 29 [38]. La représentation du solvant est implicite, selon deux
niveaux d'approximation. Le niveau le plus simple consiste en une fonction diélectrique distance-
dépendante de forme sigmoïdale [164], combinée à une fonction de déplacement de force prenant
e�et entre 7 et 8 Å. Dans la seconde phase d'a�nement du chemin (voir plus loin), un modèle de
solvatation plus sophistiqué a été élaboré, basé sur un potentiel analytique de l'électrostatique de
continuum (analytic continuum electrostatics potential ou ACE2 ) [221]. La constante diélectrique
a été �xée à 1 à l'intérieur de la protéine, et 80 à l'extérieur. Une fonction de déplacement de
force prend e�et entre 10 et 12 Å pour compléter le modèle ACE2, et une fonction de transfert
est appliquée entre 7 et 8 Å, pour modéliser l'interaction de van der Waals.
La structure 1K8T de EF seule (forme fermée) et la chaîne C de la structure 1K93 du com-

plexe EF-CaM (forme ouverte) [77] ont été choisies comme points initial et �nal de la transition
conformationnelle. La boucle SB (résidus 289-299) de EF étant désordonnée dans la structure
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1K8T, elle a été modélisée par simple translation de ses coordonnées depuis la structure 1K93.
Une minimisation aux extrémités de cette boucle SB modélisée a permis de �naliser son insertion
dans le point initial de la transition. Les coordonnées internes des points initial et �nal ont ensuite
été comparées, pour détecter d'éventuels retournements de chaînes latérales et exclure des mouve-
ments rotatifs. Les orientations des chaînes latérales ont été manuellement rendues similaires dans
les deux états de la protéine, à condition que l'opération ne rompisse pas de liaisons hydrogènes
importantes.

L'étape initiale de la détermination du chemin de transition consiste en deux simulations DM
orientées (steered molecular dynamics ou SMD), chacune partant de chaque point extrême. La
force de guidage a été évaluée à partir du RMSD entre les deux points extrêmes, avec une constante
de force de 0.5 kcal.mol−1.Å−1. Les simulations ont été e�ectuées à une température de 300 K,
en utilisant un thermostat de Langevin [85], avec un coe�cient d'amortissement de 100 ps−1. Un
pas de temps de 1 fs a été choisi, pour une durée totale de 100 ps, chaque simulation fournissant
un ensemble de 500 conformations.

Les ensembles de conformations échantillonnées le long des deux simulations SMD représentent
le premier jet du chemin de transition. L'a�nement de celui-ci se fait de manière itérative, en
alternant deux types de processus : (i) une réduction du nombre de conformations, (ii) un échan-
tillonnage entre des paires de conformations. L'objectif de ces processus est de dé�nir le chemin
de transition par une série de conformations liant les points initial et �nal existants, dans le
contexte du champ de force utilisé. Pour être considéré comme un chemin de transition, la série
de conformations doit véri�er la condition suivante : l'énergie de chaque conformation de la série,
ou de toute conformation obtenue par interpolation linéaire entre deux conformations de la série,
est inférieure à un seuil donné. La réduction du seuil guide l'a�nement du chemin.

Le processus (i) (réduction du nombre de conformations) consiste à découper le chemin courant
de manière itérative. Pour chaque sous-chemin allant de la conformation nk au point �nal de la
transition (forme ouverte), on cherche l'indice le plus grand k′ tel que le chemin allant de nk à
nk′ répond à l'exigence du seuil d'énergie. La conformation nk′ devient alors la conformation qui
suit nk dans le chemin réduit.

Le processus (ii) (échantillonnage entre des paires de conformations) utilise l'algorithme d'af-
�nement par pic conjugué [89] (conjugate peak re�nement ou CPR) entre des paires de conforma-
tions nk et nk′ respectant plusieurs critères : (a) le nombre de conformères entre les conformations
nk et nk′ est en dessous d'un certain seuil ν, (b) le RMSD entre les coordonnées des conforma-
tions nk et nk′ est plus petit qu'un rayon de coupure δ, (c) le rapport du RMSD sur la distance
curvilinéaire Dcurv est inférieur à un certain ratio ε. Dcurv est dé�ni comme :

Dcurv =
k′∑

s=k

RMSD(X(ns), X(ns+1)) (1)

où X(ns) représente les coordonnée du neme
s conformère, et RMSD(X(ns), X(ns+1)) est le RMSD
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entre les coordonnées des conformères successifs ns et ns+1 dans le chemin.
Les critères (a) et (b) sont utilisés de façon à limiter la di�culté que constitue une recherche

CPR, alors que le critère (c) a pour vocation de limiter les possibles détours faits par le chemin
de transition dans le paysage conformationnel. Ces critères ont été appliqués manuellement, en
fonction des résultats obtenus dans les précédents cycles d'a�nement. Lors de l'exécution de
l'algorithme CPR, les mouvements des atomes sont contraints dans un rayon de 0.5 Å.

Chaque cycle d'a�nement a été composé d'un processus de réduction (i) et d'un processus de
génération de conformères (ii), et a nécessité environ 300 heures CPU sur un processeur à 2 666
Mhz. Après 45 cycles d'a�nement, le modèle électrostatique simple, par fonction diélectrique
sigmoïdale, a été abandonné au pro�t du modèle ACE2, dans le but d'éviter la formation de vides
à l'intérieur de la protéine. A l'issue de l'a�nement, le chemin retenu pour le criblage virtuel était
composé de 80 conformations, il avait une longueur curvilinéaire totale de 80 Å et son seuil de
réduction d'énergie était de -29 000 kcal.mol−1.

2.2 Méthodes In silico de recherche d'inhibiteurs

Identi�cation des poches
Les poches ont été identi�ées avec le module PocketFinder [14] du logiciel ICM [6], qui propose

d'identi�er des sites de �xation � druggable � à la surface des protéines. L'algorithme est décrit
dans le Chapitre 2, section 2.2. Une recherche systématique de poches a été e�ectuée à la surface
des structures RX de EF, 1K93 et 1K8T [77], des 80 conformations intermédiaires du chemin de
transition déterminées comme décrit plus haut, et des conformations représentatives extraites des
trajectoires DM du complexe EF-CaM (voir Chapitre 3, section Matériels et Méthodes) et de EF
libre.
Préparation du récepteur et du ligand
La protonation des histidines pour le récepteur a été assignée selon les recommandations de

WHATIF [270]. Les structures 2D des 30 976 composés ont été téléchargées en format SDF
depuis la Chimiothèque Nationale [4], composée de molécules très diverses. Le logiciel CORINA
[219; 218] a servi à générer les structures 3D des composés, à leur ajouter des hydrogènes et à
les convertir en format MOL2. 2 647 composés ont été retirés de la banque, suite à des échecs de
construction 3D ou dans le cas de fragments multiples.
Procédure de docking
Pour arrimer les ligands, les logiciels FlexX [206] et ICM [6] ont été utilisés. Comme expliqué au

Chapitre 2, section 2.3, l'algorithme de docking de FlexX [207; 206] procède par re-construction
incrémentale du ligand à l'intérieur du site potentiel de liaison, alors que l'algorithme de docking
de ICM [7; 181; 6] consiste en une simulation de Monte Carlo (MC ), suivie par une minimisation
d'énergie locale et une sélection par critère de Metropolis [247; 8]. Pour FlexX, les paramètres par
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défaut du récepteur ont été utilisés. Pour ICM, le facteur de rigueur a été �xé à 10, et 5 exécutions
indépendantes de l'algorithme MC ont été réalisées pour chaque composé.

Analyse bioinformatique des inhibiteurs
Les degrés de similarité de forme entre les composés ont été évalués avec le logiciel ROCS [5],

basé sur l'idée que des molécules ont des formes similaires lorsque leurs volumes se recouvrent bien.
L'algorithme de ROCS utilise des fonctions gaussiennes pour représenter le volume moléculaire et
maximiser le recouvrement entre deux molécules. Le degré de recouvrement entre deux volumes
moléculaires est évalué à partir de leur coe�cient de Tanimoto [280]. Le score obtenu ici est dit
combo, car il est égal à la somme du coe�cient de Tanimoto et d'un score qui rend compte du
degré de similarité chimique entre les deux molécules. Ces deux termes sont compris entre 0 et
1. Le degré de similarité chimique est évalué en utilisant un champ de force dit de couleur, qui
dé�nit six types de centres chimiques (donneur de liaison H, accepteur de liaison H, hydrophobe,
anion, cation et cycle). Le champ de force par défaut, ImplicitMillsDean, a été utilisé, qui inclut
un modèle simple de pKa.

Les composés ont été groupés en appliquant un algorithme de classi�cation hiérarchique à
la matrice de similarité. Les groupes sont formés par fusions successives, en utilisant le critère
de lien complet (complete linkage), c'est-à-dire que la distance entre deux groupes est dé�nie
comme la distance maximale entre ses membres [116; 101]. Le logiciel R [124] a été utilisé pour
la construction, la classi�cation et la visualisation de la matrice.

L'analyse par empreintes d'interactions structurales [75; 177; 36] (structural interaction �nger-
prints ou SIFt) consiste en la caractérisation et la classi�cation des poses prédites par le docking
d'un ligand, basées sur les interactions établies avec la protéine ciblée. Chaque pose est repré-
sentée par un vecteur binaire SIFt, dans lequel la valeur 1 ou 0 de chaque composant indique la
présence ou l'absence d'interaction(s) spéci�que(s) entre le ligand et un résidu du site de liaison
de la protéine. De façon à réduire le nombre de poses sujettes à l'analyse SIFt, une classi�cation
hiérarchique des poses de chaque ligand a été e�ectuée avec FlexX, en utilisant le critère de lien
complet (complete linkage) avec un rayon de coupure de 3 Å [208; 79].

Les interactions ligand-protéine ont été extraites et classées par FlexX en 10 types : {don-
neur de liaison H}/{accepteur de liaison H}, {accepteur de liaison H}/{donneur de liaison H},
{centre phényl}/{cycle phényl}, {centre phényl}/{phényl-CH3}, {centre phényl}/{amide}, {cycle
phényl}/{centre phényl}, {phényl-CH3}/{centre phényl}, {amide}/{centre phényl}, contact avec
la chaîne principale de la protéine, contact avec la chaîne latérale de la protéine. Les vecteurs
binaires de 10 bits de long, représentant le pro�l d'interaction de chacun des 16 résidus dé�nissant
la poche criblée, ont été ensuite concaténés pour obtenir un SIFt de 160 bits de long.

Le degré de similarité entre deux SIFts A et B a été évalué à partir de leur coe�cient de
Tanimoto Tc [280] :

Tc(A,B) =
| A

⋂
B |

| A
⋃

B |
(2)
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où | A
⋂

B | est le nombre de bits ON communs aux deux A et B, | A
⋃

B | est le nombre de
bits ON présents dans l'un des deux A ou B. Les empreintes d'interactions ont été regroupées à
travers une classi�cation hiérarchique [116]. La construction, la classi�cation et la visualisation
des SIFts ont été réalisées avec le logiciel R [124].

2.3 Méthodes expérimentales

Ligands testés

Fig. 1: Synthèse de la librairie des uréido-acides du thiophène. Les amino-esters initiaux (1) ont été
préparés selon la méthode de Kirsch pour les amino-esters substitués-4 [146; 209; 210] ou la méthode de Arnold-
Vilsmeier-Haack pour les amino-esters substitués-5 [171; 117]. Leur hydrolyse alkaline sous des conditions de chauf-
fage micro-ondes conduit à des intermédiaires amino-carboxylates non isolés (2). L'ajout de phosgène permet
d'isoler les anhydrides (3), qui, placés dans une suspension d'eau avec 2.2 équivalents d'amine primaire ou se-
condaire, réagissent pour former des uréido-carboxylates de thiophène d'ammonium solubles (4). L'acidi�cation
ultérieure du mélange réactionnel permet de récupérer l'uréido-acide en solide précipité après �ltration (5). L'excès
d'amine est éliminé par simple lavage à l'eau, sous forme d'hydrochloride soluble.

La série d'inhibiteurs identi�és est issue de la chimiothèque du Centre d'Etudes et de Recherche
sur le Médicament de Normandie (CERMN). Le CERMN a développé un programme de syn-
thèse parallèle [91; 92] dont l'objectif est de produire de nouveaux dérivés du thiophène ayant
des propriétés pharmacologiques potentielles. Dans ce cadre, une librairie de 1 140 uréido-acides
du thiophène a été synthétisée (Fig. 1) par réaction d'un ensemble de 60 amines primaires ou
secondaires avec 19 thiéno[3,2-d]- ou thiéno[2,3-d][1,3]oxazine-2,4-diones. Les composés ont été
obtenus par une simple stratégie combinatoire en phase de solution sur une échelle de 200-400
mg. Les rendements dépassent les 70% et le pourcentage de pureté est supérieur à 80%.
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Essai biochimique des composés
Les composés ont été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO), à une concentration de

stockage de 10 mM. La conservation est e�ectuée à -20 ◦C. Les protéines EF, CyaA et CaM
ont été puri�ées comme décrit dans de précédentes études [226; 269; 142]. La pyrophosphatase
inorganique (PPase) de E. coli a été achetée à Sigma (ref I5907) et le kit Pi-ALS à Innova
Biosciences (Innova Biosciences Ltd, Babraham Hall, Cambridge UK).

Essai enzymatique de l'adénylate cyclase
A�n de caractériser le potentiel inhibiteur des di�érents composés envers les toxines bactériennes

adénylates cyclases (AC), un test colorimétrique de mesure d'activité adénylate cyclase, en format
micro-plaque, a été conçu. Les AC convertissent l'ATP en AMPc, relarguant du pyrophosphate
inorganique (PPi). La molécule PPi peut ensuite être clivée par la PPase (par ex. de E. coli, ref
Sigma I5907) en deux ions phosphates (Pi). Ceux-ci sont détectables par colorimétrie, grâce au
changement d'absorbance de la teinte vert malachite � lue à 595 nm, en présence de complexes
phospho-molybdates.

Les tests ont été e�ectués comme suit : EF de Bacillus anthracis a été dilué dans la solution
tampon des AC (20 mM de Hepes-Na [pH 7.5], 15 mM de MgCl2, 0.2 mM de CaCl2 et 0.01% de
Tween-20 (v/v)), complétée par 4 unités/ml de PPase (1 unité de PPase hydrolyse 1 µmol de PPi
par minute), jusqu'à une concentration �nale de 0.2-0.5 nM ; 25 µL ont été distribués dans les 96
puits d'une plaque de microtitration. Les composés (10 µL, provenant d'une solution concentrée
5 x dans un essai tampon) ont été ajoutés jusqu'aux concentrations �nales indiquées (i.e. 100,
10 ou 1 µM), pour 20 minutes d'incubation à 22 ◦C. Puis, CaM (5 µL, provenant d'une solution
de stockage à 20 µM dans un essai tampon) a été ajoutée jusqu'à une concentration �nale de 2
µM, et les mélanges ont ensuite été incubés pendant 10 minutes à 30 ◦C. Le déclenchement de la
réaction enzymatique s'est fait par ajout d'ATP (10 µL pour une concentration �nale de 2 mM)
et la micro-plaque a été incubée à 30 ◦C, avec agitation. Dix échantillons de 1 µL ont ensuite été
prélevés de chaque puits, à di�érents temps d'incubation (de 3 à 15 minutes) et transférés dans une
seconde plaque de microtitration contenant, dans chaque puits, 100 µL d'un mélange de Pi-ALS
� 10 µL de H2O, 80 µL de ré-agent Pi ColorLock ALS et 10 µL de solution Accelerator, le ré-
agent et la solution étant fournis dans le kit Pi-ALS. Les conditions acides de ce mélange Pi-ALS
ont permis de stopper immédiatement la réaction enzymatique. Après 5 minutes d'incubation à
température ambiante, 10 µL de solution stabilisatrice (du kit Pi-ALS) ont été ajoutés pour éviter
la rupture non-enzymatique du substrat phosphorylé, en conditions acides (selon les instructions
du kit). Après 30-60 minutes d'incubation supplémentaires à température ambiante, les densités
optiques à 595 nm (OD595) ont été enregistrées avec un lecteur de micro-plaques (Tecan, Lyon,
France). Dans certaines expériences (voir la section Résultats), CaM a été mélangée à EF avant
l'ajout des composés.
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Une courbe standard a été réalisée en parallèle, en ajoutant des concentrations connues de Pi
dans le mélange Pi-ALS. Elle a servi à convertir les valeurs OD595 en moles de PPi produites.
L'activité enzymatique a été calculée à partir de la vitesse initiale de synthèse de PPi (dans les
conditions décrites plus haut, l'accumulation de PPi était linéaire dans le temps). En absence de
composé, l'activité spéci�que de EF s'est trouvée comprise entre 1 et 2 mmol de PPi par minute et
par mg de protéine (100% d'activité). Lorsque CaM était omise dans le mélange du test, l'activité
de synthèse de PPi était en dessous du seuil de détection, i.e. < 1 µmol de PPi par minute et
par mg de protéine (0% d'activité). Les tests avec CyaA de Bordetella pertussis ont été réalisés
de manière similaire. La concentration �nale de CyaA était de 0.1-0.2 nM. L'activité spéci�que
de CyaA était de 2.5 mmol de PPi par minute et par mg de protéine en présence de CaM et
en-dessous du seuil de détection, i.e. < 1 µmol PPi par minute et par mg de protéine en l'absence
de CaM.
Test par anisotropie de �uorescence à l'état stationnaire
Le peptide de 22 résidus P233−254, correspondant à la séquence principale de reconnaissance de

CaM chez CyaA [158], et qui englobe les résidus 233-254 (LDRERIDLLWKIARAGARSAVG, avec
Nter acétylé), a été synthétisé par Genosphere Biotechnologies (Paris, France). La �xation calcium-
dépendante du peptide P233−254 à CaM a été suivie en mesurant l'anisotropie de �uorescence à
l'état stationnaire de son unique résidu Tryptophane (CaM n'a pas de Tryptophane). Le test a été
mené avec un spectro-�uorimètre FP-6200 (Jasco, Japan) dans un porteur de cellule à thermostat
intégré (e�et Peltier), en utilisant une cellule de quartz de longueur de chemin 1 cm (101.QS de
Hellma). La longueur d'onde d'excitation a été �xée à 295 nm et les spectres d'émission ont été
enregistrés à 25 ◦C, de 300 à 400 nm. Des bandes passantes de 5 et 10 nm ont été respectivement
utilisées pour les rayons d'excitation et d'émission. L'anisotropie du résidu Trp du peptide P233−254

(2 µM) a été mesurée avec et sans CaM (2 µM) et/ou G2 (10 µM) dans une solution tampon
A (20 mM de Hepes [pH 7.4] et 150 mM de NaCl), complétée avec 0.2 mM de CaCl2 ou 2 mM
d'EGTA. Les expériences d'anisotropie de �uorescence à l'état stationnaire ont été réalisées avec
un faisceau polarisé verticalement (V) et horizontalement (H), en utilisant des polariseurs FDP-
223 aux ouvertures d'excitation (x) et d'émission (m). Les valeurs d'anisotropie r, mesurées à une
longueur d'onde de 345 ± 1 nm, ont été calculées comme suit :

r =
VxVm − HxVm

HxHm
VxHm

VxVm + 2 HxVm
HxHm

VxHm

. (3)

3 Résultats

3.1 Chemin de transition conformationnelle

Un chemin de transition adiabatique entre les conformations inactive et active de EF a été
calculé par Arnaud Blondel. L'évolution de l'a�nement du chemin de transition de EF est décrite
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par les paramètres suivants (Fig. 2) : le temps CPU requis pour un cycle d'a�nement, l'énergie du
système, le nombre de conformères dans le chemin et la longueur curvilinéaire (voir Eq. 1 dans la
section Matériels et Méthodes) du chemin. Les pro�ls de temps CPU (courbe rouge) et d'énergie
(courbe noire) montrent une transition autour du cycle n◦45, quand le modèle de solvant passe
de la fonction diélectrique sigmoïdale au potentiel ACE2 [221].

Fig. 2: Historique de l'a�nement du chemin de transition. L'énergie maximum en kcal/mol (courbe noire,
en haut à gauche), le temps CPU en heures (courbe rouge, en haut à droite), le nombre de conformères après
réduction (courbe verte, en bas à gauche) et la longueur curvilinéaire Dcurv en Å avant réduction (courbe bleue,
en bas à droite) sont donnés pour un cycle d'a�nement. Les échelles à gauche et à droite du graphe de l'énergie
s'appliquent respectivement aux portions gauche et droite de la courbe. Ce choix de deux échelles est fait pour
éviter que les variations de la courbe ne soient écrasées à cause de l'écart entre les valeurs correspondant au modèle
de solvant le plus simple (de 1 à 45) et au modèle de solvant ACE2 (46 à 60) respectivement.

L'énergie (courbe noire) présente une diminution systématique au cours des cycles d'a�ne-
ment, et ce pour chacun des niveaux d'approximation du solvant. Le nombre de conformères dans
le chemin (courbe verte) varie au cours des 40 premiers cycles, pour ensuite diminuer et se stabi-
liser autour d'une valeur minimum. La longueur curvilinéaire Dcurv tend également à se stabiliser
à partir du cycle 46, dans une moindre mesure cependant. A l'image de cette stabilisation, le
chemin semble donc converger.
Les variations des caractéristiques suivantes ont été enregistrées le long du chemin �nal, obtenu

à l'issue du dernier cycle d'a�nement (Fig. 3) : l'énergie, le gradient d'énergie, le RMSD entre les
coordonnées des conformations successives et du point initial, la longueur curvilinéaire. Comme
l'indiquent les pro�ls plats de l'énergie et du gradient d'énergie, l'ensemble des conformations
obtenues dans ce chemin �nal ne présente aucun clash stérique. Cependant, les conformères de la
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transition ont des caractéristiques énergétiques di�érentes de celles observées dans les structures
RX, de sorte que la valeur d'énergie augmente beaucoup aux extrémités du chemin. Ceci peut
venir de la nature des méthodes d'a�nement du chemin, qui, basées sur la minimisation de
l'enthalpie, ne prennent pas en compte l'entropie du système. En l'absence de compensation
entropie/enthalpie, l'optimisation du chemin conduit à des valeurs d'énergie excessivement faibles.

Fig. 3: Caractéristiques du chemin de transition �nal. L'énergie en kcal/mol (courbe noire, en haut à
gauche), le gradient d'énergie (courbe rouge en haut à droite), le RMSD par rapport au point initial en Å (courbe
bleue, en bas à gauche) et la longueur curvilinéaire Dcurv en Å (courbe verte, en bas à droite) sont donnés.

Une analyse en composantes principales (ACP) a été e�ectuée sur les coordonnées atomiques
des 80 conformères composant le chemin �nal. Les conformations du chemin, ainsi que les confor-
mations échantillonnées dans les simulations DM de EF et de EF-CaM, ont été projetées sur
les trois premiers modes ACP du chemin (Fig. 4). Les projections des trajectoires DM sont très
regroupées dans l'espace des modes ACP, à proximité du point �nal du chemin de transition.
Ceci prouve que l'information acquise grâce au chemin n'aurait pas pu être obtenue à partir des
trajectoires à l'équilibre. En particulier, les conformations conf 8, conf 28 et conf 47, utilisées
comme contrôles négatifs pour �ltrer les composés criblés (voir plus bas), sont localisées dans des
régions de l'espace non accessibles par les conformations DM. Les projections de la trajectoire
de EF libre (en violet), quant à elles, sont situées à proximité du point initial du chemin. On
peut noter que le centre de projection de la trajectoire 1k93-2Ca (en vert) est le plus proche du
point �nal du chemin dans les trois panels : les ellipses de projection des trajectoires 1k93-0Ca
(en cyan) et 1k93-4Ca (en orange) dévient dans le même sens selon le premier mode, ou en sens
opposé selon le troisième mode.
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Il apparaît donc que le chemin produit ici constitue une description plausible de la transition
conformationnelle entre les formes fermée et ouverte de EF. Il est aussi cohérent avec l'espace
conformationnel échantillonné par les simulations DM à l'équilibre.
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Fig. 4: Projections sur les trois premiers modes ACP du chemin de transition. Les projections des
conformations successives du chemin, depuis le point initial jusqu'au point �nal, sont colorées de gris clair à noir.
Les conformères conf 8, conf 28 et conf 47 du chemin sont indiqués en rouge. Les projections des simulations
DM du complexe EF-CaM chargé de zéro, deux, ou quatre ions Ca2+ et de EF libre sont colorées en cyan, vert,
orange et violet, respectivement. Les projections des simulations DM sont représentées par une ellipsoïde dont le
centre correspond à la projection de la conformation DM moyenne (carré plein), et dont les dimensions indiquent
la dispersion des projections selon les deux modes considérés.

3.2 Criblage virtuel et sélection des ligands

Une recherche systématique de poches a été e�ectuée à la surface de EF, le long du chemin
de transition, avec le module PocketFinder d'ICM [14]. Dix sites de liaison potentiels ont été
identi�és, avec des volumes allant de 100 à 860 Å3, parmi lesquels le site catalytique. A la surface
de conf 1, outre la poche catalytique de plus grande taille, une cavité de 463 Å3 a été détectée à
l'interface des boucles SA (résidus 502-551), SB (résidus 578-591) et SC (résidus 630-659). Cette
poche, également visible dans la structure 1K8T, est dénotée SABC. Les trois boucles SA, SB et
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SC jouent un rôle critique dans l'activation de EF, soit à travers des contacts directs avec CaM,
soit à travers la stabilisation du site catalytique [77; 228]. De ce fait, elles subissent de larges
réarrangements conformationnels durant la transition, ce qui modi�e la forme de la poche SABC
(Fig. 5).

Fig. 5: Déformation de SABC le long du
chemin de transition. La poche SABC est en-
cerclée par les boucles SA (en turquoise), SB (en
violet) et SC (en magenta) : (a) vue de dessus de
la surface de SABC dans conf 1 (représentation
� cartoon � ) ; (b-e) représentation � licorice �
de SABC dans conf 1 (b), conf 8 (c), conf 28 (d)
et conf 47 (e) avec la surface de la poche dessi-
née en gris transparent. Les résidus formant la
poche sont colorés selon leurs numéros dans la
séquence de la protéine, en vert-bleu-rouge. La
visualisation a été réalisée avec Pymol [72].

Tandis que la cavité de la poche est bien formée dans les premières étapes du chemin de
transition (Fig. 5b, conf 1 ), elle disparaît progressivement en avançant dans la transition (Fig. 5c,
5d et 5e), à cause de : (i) l'espace croissant entre le domaine Hel (résidus 660-767) et la région
catalytique (résidus 294-622), (ii) les réarrangements du squelette des boucles SA et SC, (iii)
la réorientation des chaînes latérales des résidus en contact avec CaM dans le complexe. Ces
observations permettent de formuler l'hypothèse qu'une petite molécule capable de se �xer dans
la cavité de la poche, et ainsi de maintenir sa forme, pourrait piéger EF en conformation fermée,
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empêchant de fait son activation par CaM. Par ailleurs, SABC n'est pas particulièrement étroite
et présente un bon équilibre entre les résidus chargés ou polaires et les résidus non polaires. Ces
pré-dispositions en font un bon site de liaison candidat pour un docking avec des logiciels comme
FlexX [206]. SABC a donc été retenue pour le criblage virtuel de la Chimiothèque Nationale, dans
le but de sélectionner des inhibiteurs potentiels de l'activité de EF.
Le criblage virtuel de la Chimiothèque Nationale [4], comprenant alors 28 329 molécules, a été

réalisé avec FlexX [206], en ciblant la poche SABC, dé�nie par les résidus : A496, P499, I538, E539,
P542, S544, S550, W552, Q553, T579, Q581, L625, Y626, Y627, N629, N709. La conformation
initiale conf 1 du chemin de transition a été utilisée comme conformation cible. Un premier élagage
de la banque de molécules a été e�ectué, en retirant les composés ayant des scores moins bons
qu'un seuil θ, calculé comme la moyenne µ des meilleurs scores de tous les composés moins la
déviation standard σ : θ = µ − σ = −12.6 − 4.7 = −17.3. Parmi les 3 649 composés retenus, les
meilleurs 1% ont été sélectionnés comme touches potentielles (voir Table I et Annexe A.1).
Tab. I: Touches sélectionnées par criblage virtuel et validées expérimentale-
ment. La formule chimique commune des six composés est donnée au dessus du tableau,
à droite. Dans le tableau, les codes, les identi�ants, les noms, la composition du radical R,
les scores de docking et les taux d'inhibition de l'activité de EF à 100 µM sont reportés.
Les meilleurs scores obtenus avec FlexX sont donnés pour les conformations conf 1, conf
8, conf 28, conf 47 du chemin et la structure 1K8T. Pour la conformation initiale cible
conf 1, le score FlexX moyen avec déviation standard est également donné (deuxième
ligne), ainsi que l'intervalle de scores obtenus avec ICM (troisième ligne). Les scores de
docking des composés sélectionnés initialement, mais �nalement non retenus pour les tests
enzymatiques, sont reportés en Annexe A.1

F3 F4 G2 G3 G4 G5
CEsr-a 3341000 3342000 4451000 4452000 4454000 4456000
AB-b 00003633 00003634 00004720 00004721 00004723 00004725
Nom TUAF TUAOCH3 TUAdiCl TUABr TUA TUACl
R 4-F 4-OCH3 3,4-diCl 4-Br - 4-Cl

conf 1FlexX -27.66 -27.09 -27.31 -28.12 -27.51 -27.86
-22.94 ± 2.17 -24.62 ± 1.76 -23.89 ± 2.06 -22.73 ± 2.51 -22.78 ± 2.25 -22.88 ± 2.29

conf 1 ICM [-11.46 ;-23.53] [-19.85 ;-20.68] [-16.30 ;-18.89] [-20.60 ;-20.92] [-19.00 ;-19.45] [-19.39 ;-20.53]
1K8TFlexX -30.74 -29.43 -31.16 -30.74 -30.74 -30.74
conf 8FlexX -19.25 -17.85 -19.38 -19.25 -20.53 -19.25
conf 28FlexX -14.45 -13.44 -12.90 -12.62 -13.28 -12.24
conf 47FlexX -15.82 -14.76 -16.05 -15.82 -15.89 -15.82
Inhibition 102 ± 2 96 ± 7 98 ± 6 101 ± 1 96 ± 7 98 ± 3

a Identi�ant dans la chimiothèque du CERMN.
b Identi�ant dans la Chimiothèque Nationale (septembre 2007).

Les conformations intermédiaires conf 8, conf 28 et conf 47 (Fig. 5b-d), tirées du chemin de
transition, ont ensuite été utilisées comme contrôles négatifs pour �ltrer les faux positifs. Les
composés capables de se lier aux états déformés de la poche SABC, observés à la surface de ces
conformations, aussi bien qu'à la poche bien formée trouvée dans la conformation initiale conf
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1, ont été considérés comme faux positifs. En e�et, la stratégie adoptée consistait à chercher
des ligands capables de maintenir la forme initiale de la poche. Les touches potentielles ont été
retenues si et seulement si leur score moyen minoré de leur déviation standard sur 20 poses de
docking à conf 1 était meilleur que le meilleur score de docking à chacune des conformations conf
8, conf 28 ou conf 47. De cette façon, trois composés ont été éliminés de l'ensemble (voir Table I
et Annexe A.1). Un second �ltre a été appliqué à travers le re-docking des ligands sélectionnés,
avec le logiciel ICM [6], qui utilise une représentation plus précise de la physique du système
basée sur un champ de force de mécanique moléculaire [247; 8]. Pour chaque ligand considéré,
l'intervalle des scores ICM s'est trouvée assez éloigné du score FlexX (voir Table I et Annexe
A.1). Les composés ayant des scores ICM positifs ou supérieurs à -10 kcal/mol ont été retirés.
Globalement, 28 touches potentielles ont �nalement été sélectionnées et 18 ont pu être testées in
vitro.

3.3 Caractérisation in vitro des inhibiteurs putatifs

Le potentiel d'inhibition des 18 composés sélectionnés et disponibles, envers l'activité enzyma-
tique de EF, a été caractérisé expérimentalement, par Christophe Goncalves, en collaboration
avec l'unité Biochimie des Interactions Macromoléculaires (Daniel Ladant, Institut Pasteur). Lors
d'une première série de tests, EF (0.5 nM) a été pré-incubé avec 100 µM du composé considéré,
puis CaM a été ajoutée (2 µM). Après un temps additionnel de 10 minutes d'incubation, pour
permettre la formation éventuelle du complexe actif EF-CaM, l'activité enzymatique a été déter-
minée à l'aide d'un test colorimétrique permettant de mesurer la quantité de pyrophosphate (PPi),
produit re-largué lors de la conversion d'ATP en AMPc. Comme montré Figure 6 et Table I, six
composés inhibent totalement l'activité de EF dans ces conditions, tous les six partageant la même
unité uréido-acide du thiophène (TUA). Cependant, testés dans de plus faibles concentrations,
les composés voient leur pouvoir inhibiteur diminuer : à 10 µM, seul le composés TUAdiCl inhibe
l'activité de EF à plus de 80%, avec un IC50 global de 2-3 µM. De fait, TUAdiCl se révèle être un
inhibiteur puissant de EF, tandis que les autres uréido-acides du thiophène sont moins e�caces.

Dans une seconde série de tests, EF a été pré-incubé avec CaM avant l'ajout des ligands
sélectionnés. Du fait de l'a�nité de CaM pour EF [226; 108], aucun pouvoir inhibiteur sur le
complexe actif pré-formé n'était attendu, de la part de molécules sélectionnées pour leur capacité
à empêcher l'association entre les deux protéines. Si cinq des six touches sont en e�et incapables
d'inhiber l'activité de EF dans ces conditions (Fig. 6), le composé TUAdiCl provoque quant à lui
une diminution drastique de l'activité enzymatique du complexe EF-CaM.

Ces résultats expérimentaux valident donc une série de molécules comme inhibiteurs de l'ac-
tivation de EF par CaM, parmi les ligands sélectionnés in silico pour cibler la poche SABC. Le
membre le plus puissant de cette famille de molécules, TUAdiCl, est même capable d'inhiber EF
lié à CaM, ce qui suggère un mode de liaison multiple ou di�érent de celui d'un simple antagoniste
de la �xation de CaM.
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Fig. 6: Taux
d'activité de EF
observés expé-
rimentalement,
sous l'e�et des
uréido-acides du
thiophène sé-
lectionnés. Pour
chaque composé, les
barres représentent :
(1) le contrôle, (2-4)
les pourcentages
d'activité de EF, à
des concentrations de
composés de 1, 10 et
100 µM, dans le cas
d'une pré-incubation
avant ajout de CaM,
(5) le pourcentage
d'activité de EF, à
une concentration
de composés de 100
µM, dans le cas où
ceux-ci sont ajoutés
après formation du
complexe EF-CaM
(100*).

Pour explorer plus avant la sélectivité de ces six molécules actives, une troisième série de tests
a été réalisée a�n de mesurer leur pouvoir inhibiteur sur la toxine adénylate cyclase CyaA de
Bordetella pertussis, l'agent responsable de la coqueluche. CyaA est aussi activée par CaM et
partage 25% d'identité de séquence avec EF. De plus, la structure de son site catalytique lié
à CaM révèle un haut degré d'homologie structurale avec le complexe EF-CaM, bien que leurs
surfaces de contact respectives avec CaM soient distinctes [108; 107].

Les six molécules inhibent l'activité de CyaA à 100 µM (non montré). Toutefois, à une concen-
tration 10 fois plus faible, aucune inhibition signi�cative n'a été mise en évidence, dénotant une
capacité limitée de ces composés à agir comme antagonistes de la �xation de CaM sur CyaA.

Un certain nombre de petites molécules hydrophobes sont capables de bloquer l'interaction de
CaM avec des enzymes cibles [263]. Ainsi, l'hypothèse d'une �xation directe des inhibiteurs uréido-
acides du thiophène à CaM, plutôt qu'à EF, a été testée par Johanna Karst, de l'unité Biochimie
des Interactions Macromoléculaires (Daniel Ladant, Institut Pasteur). Pour cela, la capacité de
liaison de CaM à un peptide de 22 acides aminés, P233−254, correspondant à la séquence principale
de liaison de CyaA à CaM [158], a été mesurée en présence du plus puissant inhibiteur TUAdiCl.
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La liaison a été suivie grâce aux variations d'anisotropie de �uorescence r de l'unique Tryptophane
du peptide P233−254 (CaM n'a pas de Tryptophane). La valeur d'anisotropie du peptide libre (2
µM) vaut 0.03 (en présence de calcium), et augmente à 0.09 lors de l'ajout d'une concentration
équimolaire de CaM. Cette augmentation révèle la �xation du peptide à CaM. Ces valeurs ne
varient pas en présence de 10 µM de TUAdiCl (r = 0.027 et 0.095, sans et avec CaM). Ceci indique
que TUAdiCl, à une concentration su�sante pour inhiber quasi-complètement l'activité de EF,
n'a pas d'e�et sur la capacité d'association de CaM à un peptide spéci�que de la liaison CyaA-
CaM. Le pouvoir inhibiteur de TUAdiCl envers l'activité de EF résulte donc d'une interaction
directe avec l'enzyme EF, et non pas d'une inhibition de son activateur CaM.
Faisant suite à la détermination de la structure de EF [77], plusieurs composés ont été identi�és

expérimentalement comme inhibiteurs de l'activité de EF [233; 227; 168; 50], dont les IC50 se
situent dans l'intervalle 0.027-100 µM. Le composé TUAdiCl apparaît donc comme un inhibiteur
au moins aussi e�cace, avec un IC50 de quelques µM. La comparaison des formules chimiques
montre que les composés décrits ici représentent une nouvelle famille chimique de molécules inhi-
bitrices de EF. On peut remarquer que, dans tous les cas reportés, sauf un [50], les ligands actifs
sur EF le sont également sur CyaA, comme c'est le cas ici.

3.4 Analyse bioinformatique des inhibiteurs identi�és

Fig. 7: Classi�cation hiérarchique
des 18 composés testés in vitro. La
classi�cation est basée sur les degrés de
similarité de forme. Les signes + et - dé-
notent l'existence ou non d'un e�et inhi-
biteur sur l'activité de EF, à une concen-
tration de 10-100 µM. Le dendrogramme
en haut est le résultat de la classi�ca-
tion, les couleurs à gauche permettent
d'identi�er les di�érents groupes. Les six
touches validées F3, F4, G2, G3, G4 et
G5 sont classées dans un groupe bien
dé�ni (bande rouge, à gauche de la ma-
trice).

Les tests expérimentaux ont permis de valider la stratégie in silico de sélections des ligands.
A�n de mieux comprendre le mode d'action des six inhibiteurs, une analyse bioinformatique des
composés et de leurs modes de liaison prédits a été menée. Les degrés de similarité de formes
des ligands sélectionnés ont été évalués avec le logiciel ROCS [5], et les matrices obtenues ont
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été soumises à un algorithme de classi�cation hiérarchique (Fig. 7). Comme énoncé plus haut,
les six inhibiteurs partagent un échafaudage chimique commun et ne varient entre eux que par la
nature d'un substituant � majoritairement halogène, attaché à un groupe phényl (Table I). Les
autres composés testés sont majoritairement isolés et leurs formes di�èrent des inhibiteurs validés,
à l'exception peut-être du composé F5, de sorte qu'aucune tendance globale ne se dessine.

Fig. 8: Classi�cation hiérarchique des poses de docking de TUAdiCl (G2). La classi�cation est basée
sur les SIFts des 55 poses de TUAdiCl pour conf 1. Chaque SIFts est représenté par une ligne dans la matrice,
avec le rang de la pose correspondante inscrit sur la droite. L'existence d'un type d'interaction entre TUAdiCl
et un résidu de la poche SABC � parmi A496, P499, I538, E539, P542, S544, S550, W552, Q553, T579, Q581,
L625, Y626, Y627, N629 et N709 � est indiqué par un point noir. Au sein de chaque pro�le de résidu, chaque
résidu étant indiqué en haut de la carte, on compte 10 bits di�érents, représentant 10 types d'interactions ligand-
résidu di�érents : {donneur de liaison H}/{accepteur de liaison H} (en jaune), {accepteur de liaison H}/{donneur
de liaison H} (en doré), {centre phényl}/{cycle phényl} (en cyan), {centre phényl}/{phényl-CH3} (en marine),
{centre phényl}/{amide} (en bleu), {cycle phényl}/{centre phényl} (en turquoise), {phényl-CH3}/{centre phényl}
(en bleu ciel), {amide}/{centre phényl} (en bleu foncé), contact avec la chaîne principale de la protéine (en violet),
contact avec la chaîne latérale de la protéine (en rose). Le dendrogramme résultant de la classi�cation hiérarchique
est montré sur la gauche et le panel de couleurs associé indique les groupes et les singletons identi�és. Le code
couleur de vert-noir-rouge est fonction du rang de pose moyen pour chaque groupe de poses.

Les poses prédites par docking des six touches ont été caractérisées en détails à travers une
analyse des empreintes d'interactions structurales (SIFt) [75], décrite dans la section Matériels
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et Méthodes. Globalement, les matrices SIFt obtenues pour les six touches sont similaires et les
interactions clés avec EF restent les mêmes. Par conséquent, seuls les résultats SIFt pour le plus
puissant inhibiteur TUAdiCl (G2) sont décrits ici (Fig. 8 et 9). Une classi�cation hiérarchique des
poses de docking, basée sur leur SIFt, dévoile six groupes et cinq singletons. La meilleure pose est
isolée dans un singleton (Fig. 8 et Fig. 9a), en cohérence avec la dégradation brutale des scores
de -27.31 à -23.65 entre la première et la seconde poses. Les cinq autres touches présentent aussi
cette caractéristique (non montré).

Dans une large majorité de poses, TUAdiCl interagit avec la chaîne latérale de Tyr-627, prin-
cipalement à travers des contacts hydrophobes (Fig. 8). On peut aussi noter la présence de liaisons
hydrogènes avec la chaîne latérale de Asn-629 et, dans une moindre mesure, des interactions hy-
drophobes avec Tyr-626 et Leu-625. Comme mentionné précédemment, Leu-625, Tyr-626, Tyr-627
et Asn-629 de la boucle SC, sont en contact avec CaM dans le complexe EF-CaM. Ainsi, ils parti-
cipent à la distortion de la poche SABC le long du chemin de transition, à travers la ré-orientation
de leur chaînes latérales. Par conséquent, l'existence de ces interactions suggère que TUAdiCl, de
même que les cinq autres touches, est capable d'empêcher directement la �xation de CaM à EF.

Fig. 9: Poses de docking de G2 classées à travers une analyse SIFt : (a) pose 1, (b) groupe 1, (c) groupe
2, (d) groupe 3, (e) groupe 4, (f) groupe 5, (g) groupe 6, (h) superposition des poses singletons 7, 19, 21 et 30.
Les résidus dé�nissant la poche SABC sont dessinés en bâtons et colorés selon leurs positions dans la structure de
la protéine : SA (en turquoise), SB (en violet) et SC (en magenta). Le ligand TUAdiCl est aussi dessiné en bâtons
et en couleurs multiples.

TUAdiCl établit aussi des contacts hydrophobes avec les chaînes latérales de Ala-496 et Thr-
579 dans le groupe 1, comprenant les 2eme à 7eme meilleures poses, et dans les poses 7 et 21. Ces
deux résidus se situent à l'opposé de Leu-625, Tyr-626, Tyr-627 et Asn-629 dans la poche, à des
distances Cα-Cα de 8-12 Å. En établissant des contacts avec les deux côtés de la poche dans le
groupe 1, TUAdiCl apparaît donc capable de se placer de façon à épouser et maintenir la forme
de la cavité (Fig. 9b).

Le groupe 1 et tous les singletons (poses 1, 7, 19, 21 et 30) établissent aussi des interactions
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avec les chaînes latérales de Trp-552 et Gln-553, également situés à l'opposé des résidus de SC
dans la poche. Les poses 1, 7, 19, 21 et 30 peuvent donc être vues comme des modes de liaison
alternatifs, où TUAdiCl est encore capable de maintenir la forme de la poche (Fig. 9a et 9h).

Les poses des groupes restants ne sont clairement pas aussi bien positionnées à l'intérieur de
la poche (Fig. 9c-g). Dans les groupes 2 et 3 (Fig. 9c-d), TUAdiCl paraît seulement attaché à
SC, avec une diversité de poses particulièrement élevée dans le groupe 3. Dans les groupes 4-6
(Fig. 9e-g), les groupes 5 et 6 étant composés principalement des poses les moins bonnes, TUAdiCl
est partiellement à l'extérieur de la poche et établit des interactions avec Pro-542 et Ser-544 de SA
(Fig. 8). De telles interactions ne semblent donc pas déterminantes pour une �xation e�cace du
ligand, dans la perspective de maintenir la forme de la poche. De plus, elles ne sont pas observées
dans les matrices SIFt des cinq autres touches.

Globalement, l'analyse par SIFts des poses prédites par FlexX suggère un mode de liaison
commun des six inhibiteurs à la poche SABC. Des interactions clés se retrouvent dans une large
majorité de poses, qui impliquent les résidus de SC en contact avec CaM dans le complexe EF-
CaM. L'établissement d'interaction avec des résidus situés sur le côté opposé de la poche dans
un certain nombre de poses parmi les meilleures soutient l'hypothèse que les six inhibiteurs sont
capables de maintenir la forme de la poche.

4 Discussion

4.1 La détermination d'un chemin de transition est essentielle

L'originalité de l'approche développée ici tient dans la détermination par modélisation molécu-
laire d'un chemin de transition conformationnelle plausible et de son utilisation dans un contexte
de recherche d'inhibiteurs. Les conformations intermédiaires obtenues, grâce à une application
extensive de l'algorithme CPR, sont énergétiquement plausibles et s'inscrivent dans un chemin
minimal adiabatique. Elle fournissent des informations quant aux aspects structuraux de la tran-
sition conformationnelle de EF, qui peuvent être exploitées, en l'occurrence pour l'identi�cation
d'un site de liaison potentiel et la sélection de ligands.

Bien que le criblage virtuel ait principalement ciblé des conformations issues de la première
moitié du chemin, la détermination d'un chemin complet était essentielle pour le choix de la poche.
En e�et, il était nécessaire de suivre l'évolution de la surface biomoléculaire de la cible EF pour
analyser l'évolution des poches, et en particulier de la poche SABC. Cibler une poche formée
uniquement dans des conformations proches de la conformation fermée initiale est plus e�cace
que cibler une poche formée dans les dernières étapes du chemin, où le processus de �xation de
CaM est facilité.
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4.2 La poche SABC est stable au regard de la dynamique interne

de EF

Comme décrit dans la section Matériels et Méthodes, la boucle SB manquante dans la structure
RX de EF fermé (entrée PDB : 1K8T) [77] a été modélisée de façon à obtenir le point initial du
chemin de transition. La conformation de SB a simplement été prise de la structure RX de EF-
CaM (entrée PDB : 1K93) [77].

Fig. 10: Poches détectées sur les conformations représentatives extraites des simulations DM de
EF libre. La position de chaque conformation dans la trajectoire est indiquée en bas à droite (ps). Les poches
sont dénommées P1 à P6, et leurs volumes sont donnés en Å3.

Cette modélisation a évidemment un impact important sur la forme de la cavité de SABC, le
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long du chemin de transition, et n'est bien sûr pas neutre au regard de la dé�nition de la poche.
Pour voir si des conformations alternatives de SB in�uenceraient la poche SABC, une simulation
DM de 15 ns de la conformation initiale conf 1 du chemin de transition a été réalisée. Le RMSD
de la structure se stabilise au bout de 1 ns autour de 3 Å. Le RMSD des coordonnées du squelette
de la boucle SB varie autour de 1.78 Å, avec une déviation standard de 0.24 Å et une valeur
maximale de 2.42 Å. Les �uctuations ne dépassent pas 2.2 Å pour ces résidus et la structure
secondaire de la boucle est quasi-complètement stable au bout de 5 ns (non montré).

La méthode de Lyman & Zuckerman [174] (voir Chapitre 3) a été appliquée pour extraire six
conformations représentatives de la trajectoire, avec un rayon de coupure de 2 Å. Une recherche
de poches a été menée à la surface de ces conformations, prises à 1012 ps, 3652 ps, 7348 ps, 8201
ps, 12078 ps et 14401 ps. Les poches localisées dans la même région que la poche SABC ou à
l'interface entre la poche SABC et la poche catalytique sont montrées Figure 10. Dans toutes les
conformations, au moins une poche est détectée qui contient plus de la moitié des seize résidus de
SABC (Table II).

Conformation Numéro Volume Résidus en commun avec SABC
(ps) de poche (Å3)

p1 545 (3/23 = 13%) A496, Y626, N629
1012 p2 323 (0/9 = 0%)

p3 256 (7/13 = 54%) E539, P542, S544, Q553, Q581, Y627, N629
p6 177 (11/14 = 79%) A496, P499, I538, E539, W552, Q553, T579, Q581, L625, Y627, N709

3652 p1 1170 (4/33 = 12%) P542, S544, Q553, Y627
p2 667 (3/25 = 12%) Q553, Y627, N629
p5 188 (8/13 = 62%) P499, I538, E539, Q553, Q581, L625, Y627, N709
p1 391 (4/25 = 16%) A496, Q581, Y627, N629

7348 p2 491 (11/21 = 52%) P499, E539, P542, W552, Q553, T579, Q581, L625, Y627, N629, N709
p3 373 (0/16 = 0%)

8201 p1 450 (0/26 = 0%)
p2 422 (11/17 = 65%) A496, P499, I538, P542, W552, Q553, T579, L625, Y627, N709

12078 p1 735 (2/27 = 7%) Q581, N629
p2 817 (8/29 = 28%) P499, I538, P542, W552, Q553, L625, Y627, N709
p1 789 (0/26 = 0%)

14401 p2 748 (9/28 = 32%) P499, I538, P542, W552, T579, Q581, L625, Y627, N709
p3 175 (0/10 = 0%)
p6 144 (0/10 = 0%)

Tab. II: Poches détectées à proximité de SABC. Les poches sont détectées à la surface de conformations représentatives
extraites à 1012 ps, 3652 ps, 7348 ps, 8201 ps, 12078 ps et 14401 ps de la trajectoire DM de conf1. Le nom de la poche, donné
par le module PocketFinder d'ICM, son volume, le nombre relatif et le nom des résidus en commun avec SABC sont reportés.

Les conformations extraites du premier tiers de la trajectoire, à 1012 ps et 3652 ps, présentent
de petites poches de 177 Å3 et 188 Å3, composées à plus de 60% de résidus de SABC. Les
conformations extraites du second tiers, à 7348 ps et 8201 ps, présentent des poches de 491 Å3 et
422 Å3, dont les formes ressemblent à la poche SABC et qui sont composées des résidus de SABC
pour plus de 50%. En�n, les conformations du dernier tiers, à 12078 ps et 14401 ps, présentent
de larges poches de 817 Å3 et 748 Å3, s'étendant de l'interface entre SA, SB et SC jusqu'à la
poche catalytique. Ces larges poches sont encore dé�nies par des résidus de SABC à hauteur de
30%. Trois types de con�gurations sont donc balayées le long de la simulation DM de conf 1 et
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SABC, telle qu'elle a été dé�nie pour le criblage virtuel, apparaît comme une poche consensuelle
enlaçant les résidus susceptibles de former des cavités à l'interface de SA, SB et SC dans EF
fermé. La présence de tous les résidus de SABC est justi�ée dans la dé�nition de la poche, car
tous se retrouvent dans au moins une poche de chaque conformation représentative.

4.3 La comparaison des structures de CyaA et de EF suggère un

mode de liaison similaire sur les deux enzymes.

Les six touches sélectionnées in silico inhibent l'activité catalytique de CyaA, lorsqu'elles sont
ajoutées avant CaM, à une concentration de 100 µM. Ceci suggère qu'elles sont capables de piéger
CyaA dans une conformation inactive, et ainsi d'empêcher la formation du complexe actif CyaA-
CaM. Aucune structure du coeur catalytique de CyaA libre n'est actuellement disponible. Par
conséquent, l'existence d'une poche similaire à SABC de EF à la surface de CyaA ne peut être
a�rmée. Cependant, l'alignement des structures des deux enzymes en complexe avec CaM fournit
des éléments de réponse quant à l'e�et des inhibiteurs.

L'alignement entre CyaA et EF, proposé par Guo et al. [108], montre que les hélices HF-
HG-HH-HH', la boucle T300-K312 et la queue C-terminale de CyaA correspondent aux boucles
SA, SB et SC de EF, respectivement. Ces régions de CyaA sont susceptibles de jouer des rôles
équivalents à leurs homologues chez EF, dans l'interaction avec CaM et dans la stabilisation
du site catalytique [107; 108]. De plus, ces régions correspondantes de CyaA et de EF adoptent
des conformations similaires dans les complexes CyaA-(C-CaM) [108] et EF-CaM [77] (Fig. 11),
suggérant qu'elles pourraient subir des réarrangements conformationnels substantiels similaires
lors de la �xation de CaM.

Fig. 11: Superposition de EF et CyaA. Les structures de EF (1K93) et de CyaA (1YRT), en complexe avec
CaM, sont représentées en lime et rose respectivement. La boucle SA est soulignée en rouge foncé et rouge, SB en
marron et orange, SC en bleu et cyan, pour EF et CyaA respectivement. Sur la droite, un zoom de la région SABC
est présenté, et les résidus de EF dé�nissant SABC sont dessinés en bâtons.

A la surface de CyaA liée à C-CaM (1YRT), une petite cavité est détectée à l'interface des
hélices HF-HG-HH-HH', de la boucle T300-K312 et de la queue C-terminale. Toutefois, les résidus
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qui la composent ne correspondent pas directement aux résidus de la poche SABC de EF, dans
l'alignement des deux protéines : le RMSD entre les coordonnées des résidus correspondants de
EF et CyaA vaut 7.55 Å. La surface de CyaA, en conformation liée à C-CaM, ne présente donc
pas de cavité équivalente à SABC de EF. On peut néanmoins constater que neuf résidus de la
poche SABC de EF possèdent des homologues identiques ou similaires chez CyaA, sur un total
de seize, d'après l'alignement des structures des deux enzymes (Table III). Considérant que la
structure de CyaA seule n'est pas assez stable pour être cristallisée, on peut émettre l'hypothèse
que les hélices HF-HG-HH-HH', la boucle T300-K312 et la queue C-terminale sont très �exibles,
et donc susceptibles d'adopter, en solution, des conformations proches de EF libre, qui seraient
favorisées par la �xation des inhibiteurs identi�és.

Tab. III: Résidus de la
poche SABC de EF et
leurs correspondants chez
CyaA. L'alignement des sé-
quences des deux protéines est
tiré de [108]. Une étoile ? in-
dique des résidus identiques,
un triangle 4 des résidus si-
milaires et un cycle ◦ des ré-
sidus partageant une forme
commune.

EF CyaA
pré-SA A496 ? A193 ? pré-F
pré-SA P499 ? P196 ? pré-F
SA I538 G254 pré-F
SA E539 T255 épingle B
SA P542 G265 épingle B
SA S544 M267 épingle B
CA S550 4 T273 4 CA
CA W552 4 F275 4 CA
CA Q553 ◦ E276 ◦ CA
SB T579 ? T300 ? boucle
SB Q581 ? Q302 ? boucle
SC L625 4 V343 4 queue C-ter
SC Y626 ◦ F344 ◦ queue C-ter
SC Y627 ? Y345 ? queue C-ter
SC N629 ? N347 ? queue C-ter
Hel N709

En l'absence d'informations structurales précises, il n'est pas aisé de déterminer l'action des
ligands à un niveau atomique. Cependant, on peut se servir de la comparaison entre les structures
de CyaA et EF pour élucider le site de �xation préférentiel des ligands. Le Tableau IV donne
les détails de toutes les poches détectées à la surface de conf 1 de EF, ainsi que leur degré de
similarité avec les groupes de résidus correspondants dans l'alignement avec CyaA. Outre les
deux premières poches, à savoir la poche catalytique et SABC, qui présentent des hauts degrés de
similarité, les rapports de similarité sont plutôt faibles, excepté pour la petite poche n◦6 avec deux
tiers des résidus conservés. La poche n◦6 est située à l'interface des boucles SB et SC, séparée
de la poche SABC seulement par la chaîne latérale de Gln-581. Une telle délimitation est une
conséquence de la modélisation de SB dans conf 1. Autoriser une certaine �exibilité à cette boucle
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peut mener à la fusion des deux poches, comme on l'a vu précédemment dans la trajectoire DM
de conf 1. Le fait que, à l'exception de SABC et du site catalytique, seule une petite cavité trouvée
dans le voisinage de celle-là présente une forte similarité avec CyaA, renforce l'hypothèse que les
inhibiteurs potentiels se �xent sur la région ciblée, à l'interface de SA, SB et SC.

numéro de poche volume (Å3) nombre de résidus nombre d'homologues chez CyaA
total conservés similaires de formes similaires

1 (catal) 871 23 23 17 2 1
2 (SABC) 463 16 15 6 3 2

3 223 12 8 1 1 0
4 210 12 12 1 1 1
5 183 10 4 2 0 0
6 168 9 8 6 0 0
7 156 12 12 1 0 1
8 135 9 3 0 0 0
9 123 10 0 0 0 0
10 110 8 8 3 0 0
11 103 11 9 1 0 0

Tab. IV: Description des poches détectées à la surface de conf 1 de EF, et comparaison avec CyaA. Pour chaque
poche détectée à la surface de conf 1 de EF, le numéro, le volume, le nombre de résidus, le nombre total d'homologues chez CyaA
(absence de délétion/insertion dans l'alignement), le nombre d'homologues identiques, similaires ou de formes similaires, sont
reportés. Des résidus sont considérés comme similaires s'ils appartiennent à la même famille physico-chimique. Ils ont seulement
des formes similaires lorsqu'ils partagent les même contraintes stériques.

4.4 Les touches validées ont une action allostérique sur l'interac-

tion EF-CaM

On a vu que TUAdiCl est capable d'inhiber le complexe EF-CaM pré-formé. Ce résultat éton-
nant implique un mode de liaison alternatif ou multiple. En e�et, la poche SABC a justement
été choisie en raison de sa présence limitée le long du chemin de transition. Elle n'est visible
à la surface d'aucune des structures cristallographiques de EF-CaM [228; 77] ni des dernières
conformations du chemin. Une recherche de poches menée à la surface des structures RX permet
cependant de détecter une petite cavité (221 Å), que l'on quali�era de résiduelle, à l'interface de
SA, SB et SC dans la structure 1XFX, qui a un résidu en commun avec la dé�nition de SABC
(non montré).

Pour analyser l'in�uence de la dynamique interne de la protéine sur les cavités à sa surface,
une recherche systématique de poches a été e�ectuée sur des conformations représentatives ex-
traites des trajectoires DM de 15 ns du complexe EF-CaM, 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca. Des
poches résiduelles à l'interface des trois boucles ont été trouvées à la surface de presque toutes les
conformations, avec des volumes plus larges, de 104 à 326 Å3 (Table V) et un nombre croissant
de résidus en commun avec la dé�nition de SABC. La conformation 9335 de 1k93-0Ca présente
même une poche résiduelle d'un volume supérieur à 300 Å3, qui partage le plus grand nombre (6,
50%) de résidus en commun avec la poche SABC (Table V). Elle est notamment composée des
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résidus Leu-625 et Tyr-627, dont l'importance pour la liaison de CaM et dans l'analyse SIFt a
été mise en évidence, mais aussi de Ile-538, Trp-552, Gln-553 et Gln-581.

Conformation Volume Résidus en commun avec SABC
(ps) (Å3)

5906 192 (3/7 = 43%) I538,Q581,Y627
0Ca 9335 326 (6/12 = 50%) I538,W552,Q553,Q581,L625,Y627

12150 202 (3/10 = 30%) E539,Q581,N629
5016 104 (1/7 = 14%) Q581

2Ca 7950 - -
12262 144 (0/6 = 0%)
3529 257 (0/10 = 0%)
4983 126 (2/7 = 29%) Q290,N338

4Ca 5471 191 (2/8 = 25%) E248,Q290
11084 - -
13515 - -

Tab. V: Poches identi�ées à l'interface de SA, SB et SC dans le complexe EF-CaM. Les poches sont
détectées à l'interface de SA, SB et SC à la surface de EF dans des conformations représentatives extraites des
simulations DM du complexe, 1k93-0Ca, 1k93-2Ca et 1k93-4Ca. Le volume de chaque poche, le nombre relatif et
le nom des résidus en commun avec SABC sont reportés.

Comme observé dans le Chapitre 3, le complexe EF-CaM sans calcium, obtenu en retirant
les deux ions Ca2+ de la forme prépondérante du complexe en solution, est déstabilisé dans
les trajectoires DM : CaM adopte une conformation moins adaptée à EF et l'e�ondrement du
site catalytique de EF est observé. Cet e�ondrement est caractérisé par une réduction notable
des dimensions du site et de sa SASA. Les valeurs de SASA, calculées pour les conformations
représentatives des trois trajectoires de EF-CaM, sont reportées dans le tableau VI. Les valeurs des
conformations issues de 1k93-2Ca et 1k93-4Ca sont proches de celles calculées dans les structures
RX 1K90 [77] et 1XFV [228], avec une tendance à la hausse, alors que les valeurs de 1k93-
0Ca présentent une diminution de 40%. Des distances caractéristiques de la �xation de l'ATP
dans les structures RX ont également été calculées. Elles ont été dé�nies à partir de l'analyse
des interactions entre l'ATP et les résidus du site catalytique et sont indicatrices de la longueur
occupée par l'ATP. On peut noter que globalement les valeurs de la distance K346.Nζ-K372.Nζ

sont plus grandes dans 1k93-0Ca, comparées aux autres trajectoires et aux structures RX, tandis
que les valeurs de la distance R329.Cζ-S354.Oγ sont plus petites. Cette tendance est encore plus
marquée pour la conformation 9335 de 1k93-0Ca.

Par ailleurs, les six ligands validés ont été arrimés avec FlexX à la poche résiduelle de chaque
conformation, tandis que l'ATP a été arrimé au site catalytique. Globalement, les scores de ces
touches sont dans le même intervalle que les scores obtenus durant l'arrimage sur la poche SABC
dans conf 1 (non montré). Au contraire, les scores de docking de l'ATP sur les conformations
DM sont moins bons que ceux obtenus pour la structure RX 1K93 [77], utilisée comme point de
départ des trajectoires DM. En particulier, le site catalytique de la conformation 9335, extraite
de la trajectoire à zéro Ca2+ �xe l'ATP avec le plus mauvais score -19.78.
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SASA Dist. catal. (Å)
catal. K346.Nζ R329.Cζ
(Å2) - K372.Nζ - S354.Oγ

Struct. 1K90 714 7.5 ± 0.3 12.1 ± 0.1
RX 1XFV 892 7.0 ± 0.0 13.0 ± 0.0

59060 475 13.4 10.0
93350 504 14.5 9.6
121500 422 12.1 11.9
50162 919 10.5 12.3

Traj. 79502 916 11.7 12.9
DM 122622 947 10.9 14.9

35294 791 7.5 13.0
49834 886 8.0 12.8
54714 845 11.6 13.6
11084 4 824 12.3 14.7
13515 4 910 8.9 14.8

Tab. VI: Caractéristiques du site catalytique dans le complexe EF-CaM. Les distances et SASA carac-
téristiques sont calculées sur les structures RX, 1K90 [77] et 1XFV [228], et sur les conformations représentatives
extraites des trajectoires DM du complexe. Le nombre d'ions Ca2+ est indiqué en exposant : 0 renvoie à la trajec-
toire 1k93-0Ca, 2 renvoie à 1k93-2Ca et 4 renvoie à 1k93-4Ca.

La conformation 9335 de 1k93-0Ca donne donc un exemple où la présence d'une poche rai-
sonnablement large à l'interface de SA, SB et SC est associée à l'e�ondrement et à la distortion
du site catalytique. Il est clair que la déstabilisation observée pour 1k93-0Ca est cohérente avec
l'impossibilité expérimentale [255] d'observer la formation du complexe EF-CaM sans calcium.
Néanmoins, on peut émettre l'hypothèse que la capacité de TUAdiCl à se �xer sur EF-CaM, et
ainsi à inhiber l'activité de EF, pourrait s'expliquer par l'existence de conformations similaires à
la conformation 9335, soit à l'équilibre en solution, ou obtenues par ajustement induit (induced
�t) lors de l'interaction avec le composé. L'in�uence mutuelle mise ici en évidence entre l'espace
délimité par les boucles SA, SB et SC, et la poche catalytique, suggère bien un e�et allostérique
de la liaison des ligands validés à EF.
Les tests enzymatiques menés ici ont permis de valider l'approche in silico, et en particulier

la capacité des logiciels de docking FlexX et ICM à discriminer des composés actifs parmi une
banque de molécule. Les scores prédits sont cependant di�érents d'un logiciel à l'autre et n'ont pu
être clairement corrélés aux a�nités mesurées expérimentalement. Un certain nombre de questions
demeurent quant au mode d'action des inhibiteurs. L'alignement des deux toxines EF et CyaA
révèle des correspondances et apporte des arguments en faveur de la réalité de l'interaction ligands-
SABC. L'analyse des simulations DM du complexe permet également d'apporter des éléments de
réponse, en mettant en évidence une in�uence mutuelle entre la poche catalytique et la cavité
à l'interface de SA, SB et SC, s'agissant du volume et de la con�guration, et donc, on peut le
supposer, de la capacité de liaison du substrat ou des inhibiteurs. Un telle in�uence apporte des
arguments pour un possible e�et allostérique induit sur le site catalytique, à travers la �xation
d'un petit composé à la poche SABC. Cependant, elle a été révélée dans une forme perturbée
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du complexe, qui ne correspond à aucune structure expérimentale. Les conformations tirées de la
trajectoire DM fournissent donc seulement des indications sur la plasticité conformationnelle de
la protéine en solution.

5 Conclusion
Une approche originale, combinant méthodes computationnelles et expérimentales, où l'activité

enzymatique est inhibée via le ciblage d'une interaction entre biomolécules, a été élaborée. Une
telle approche, qui implique le criblage d'une poche allostérique plutôt que du site actif de l'enzyme
EF, a permis d'identi�er une nouvelle famille de molécules inhibitrices de l'activité de la toxine
EF, dont le membre le plus puissant a une a�nité au moins aussi bonne que les inhibiteurs connus.
Le choix de la poche ciblée a été rendu possible par la détermination d'un chemin de transition,
résultat de calculs de modélisation moléculaire. Ce chemin n'existe cependant que dans le contexte
d'un champ de force particulier, qui comporte des imperfections et approximations, et une forme
de validation expérimentale serait souhaitable. Dans ce sens, des expériences de �uorescence [168]
ou par RMN pourraient attester l'existence de certaines de ces conformations, en suivant des
distances ou liaisons hydrogènes transitoires.

En l'absence de données structurales précises, il est di�cile de déterminer le mode d'action
des inhibiteurs à l'échelle atomique. La résolution d'une structure co-cristallisée permettrait de
localiser le site de �xation des inhibiteurs et de véritablement valider l'approche. De plus, une
étude plus approfondie de la dynamique de la région catalytique de CyaA, qui reste peu connue,
pourrait être envisagée, avec la possibilité d'un transfert de la connaissance acquise sur EF et des
méthodologies développées ici.

Ce travail ouvre une nouvelle voie pour la recherche d'inhibiteurs par criblage virtuel, étendant
la diversité des cibles biologiques potentielles et la variabilité des inhibiteurs potentiels. En e�et,
le choix d'une poche allostérique rend possible le ciblage de protéines dont le site actif n'est pas
accessible, et peut aussi être une solution pour pallier les phénomènes de résistance.





Conclusion générale et perspectives

Cette étude de l'activation du facteur oedémateux EF de B. anthracis par la calmoduline
s'inscrit dans le cadre plus général des relations structure-dynamique-fonction. La plupart des
fonctions biologiques sont régies par des interactions biophysiques entre biomolécules, qui sont par
nature dynamiques. Dans cette perspective, nous nous sommes attachés à décrire les in�uences à
l'oeuvre dans le complexe EF-CaM, comme préliminaire à la recherche rationnelle d'inhibiteurs
de la toxine EF. L'analyse de simulations de dynamique moléculaire (DM ) du complexe a permis
de caractériser la plasticité conformationnelle des deux partenaires et de proposer un modèle de
l'interaction, dans lequel CaM agit comme un ressort qui maintient EF en conformation ouverte
active. Les observations issues des trajectoires DM ont pu être reliées aux données expérimentales
disponibles dans la littérature. Par ailleurs, l'in�uence mutuelle entre les interactions EF-CaM et
Ca2+-CaM a pu être mise en évidence et caractérisée qualitativement, à travers des simulations
LES et des calculs MMPBSA.

L'e�et électrostatique des ions Ca2+ sur le réseau de résidus du complexe EF-CaM a également
été modélisé, à travers une analyse à la fois dynamique et énergétique. L'interprétation conjointe
des motifs de corrélations dynamiques et des in�uences énergétiques a fait émerger le concept de
connexité du réseau comme critère de stabilité. L'utilisation d'un panel de méthodes récentes a
permis d'obtenir à la fois des informations sur le comportement dynamique local et une image
globale de l'architecture du complexe. Des développements méthodologiques sont maintenant
envisagés, s'agissant d'a�ner le modèle de réseau élastique, ou de dé�nir de nouvelles normes pour
l'analyse des traits caractéristiques, dans le but d'identi�er des routes par lesquelles l'information
se propage à travers le réseau de résidus.

La mobilité structurale de la toxine EF, illustrée par la large transition conformationnelle
lors de l'interaction avec CaM, a été décrite à l'aide de méthodes de dynamique moléculaire. Les
conformations intermédiaires obtenues, composant un chemin d'énergie minimum plausible, ont
servi de point de départ pour la recherche rationnelle d'inhibiteurs de EF. Au lieu de cibler le site
catalytique de l'enzyme, nous avons choisi de cibler l'interaction entre EF et CaM, à travers le
criblage virtuel d'une poche à la surface de EF. Cette poche est présente dans les conformations
proches de la forme inactive de EF, tandis que sa cavité disparaît le long du chemin. Nous avons
ainsi identi�é six molécules inhibitrices de l'activité de EF, avec des a�nité de quelques µM.

105



106

D'autres stratégies auraient pu ou pourraient être envisagées, par exemple telles que les molécules
sélectionnées soient capables d'activer la toxine en absence de CaM, provoquant des dommages
au sein de la bactérie même.

Le travail présenté ici est largement basé sur des simulations de dynamique moléculaire de
quinze nanosecondes. Le long des trajectoires, nous avons pu détecter des changements confor-
mationnels et mesurer des caractéristiques géométriques. A travers le traitement de l'ensemble
des conformations, nous avons également été en mesure de décrire qualitativement des propriétés
dynamiques et énergétiques. Toutefois, quinze nanosecondes ne permettent qu'une exploration
limitée de l'espace conformationnel autour de la structure cristallographique initiale, et les évé-
nements observés le long des trajectoires restent particuliers, parmi une multitude de réalisations
possibles. L'obtention de données quantitatives, s'agissant par exemple de l'a�nité de la cal-
moduline pour le calcium, aurait nécessité l'utilisation de méthodes plus sophistiquées et plus
demandeuses en ressources et temps de calcul, qui dépassent le cadre de cette étude.

Un des intérêts forts présentés par la protéine EF, outre son implication dans la pathogénicité
du bacille du charbon, est sa mobilité structurale remarquable. La résolution d'un chemin de
transition a fourni des conformations intermédiaires, localisées dans di�érentes régions du paysage
énergétique de l'enzyme. Il n'est cependant pas trivial de valider un tel chemin adiabatique par
des méthodes expérimentales. Le caractère unique de ce chemin s'inscrit dans le contexte d'un
champ de force particulier. En solution, cette unicité est remise en cause. De plus, le fossé d'énergie
observé entre les structures cristallographiques et les conformations intermédiaires pose question.
Malgré cela, les résultats positifs obtenus lors des tests enzymatiques des ligands sélectionnés
prouvent l'utilité et la pertinence d'une telle modélisation.

Les expériences réalisées in vitro ont apporté une forme de validation de notre approche in
silico. Toutefois, si le protocole utilisé a permis d'identi�er des molécules actives parmi un ensemble
de composés inactifs, les scores calculés par les logiciels de docking ne sont pas corrélés avec les
a�nités mesurées expérimentalement. Cet état de fait illustre les limites des fonctions de scoring.
Dans l'optique d'une optimisation éventuelle des composés, des expériences additionnelles sont
nécessaires pour s'assurer de la spéci�cité des inhibiteurs et de la localisation du site de liaison
(par cristallographie aux rayons X ou spectroscopie de �uorescence). Des calculs d'énergie libre
de liaison permettraient également de caractériser les déterminants de l'a�nité de chacun des six
inhibiteurs.

Comme on l'a vu dans l'introduction, Bacillus anthracis constitue un risque bioterroriste sé-
rieux. Etant donné le rôle majeur que jouent les toxines de la bactérie dans la pathogénèse du
charbon, l'identi�cation d'inhibiteurs spéci�ques de PA, LF et EF est une voie importante pour le
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développement de traitements e�caces. La plupart des études menées jusqu'ici se sont focalisées
sur le facteur létal LF. Ici, grâce à une approche originale, nous avons identi�é une nouvelle famille
de composés inhibiteurs de l'activité de EF, présentant des a�nités au moins aussi bonnes que
les inhibiteurs existants [233; 227; 168; 50].

La calmoduline est un senseur du calcium qui régule de nombreuses fonctions vitales pour
la cellule. Si son comportement dynamique a déjà été largement décrit [282; 283; 229; 284; 87;
203; 150; 287], son interaction avec EF n'avait jusque là pas été étudiée de manière extensive par
des outils de modélisation moléculaire. De précédentes simulations avaient été réalisées en des
temps beaucoup plus courts et dans des conditions di�érentes [289]. Les simulations présentées
ici apportent donc une meilleure compréhension de la modulation du rôle de senseur de calcium
de la calmoduline par un pathogène.

Les tests enzymatiques ont été réalisés en collaboration avec l'unité de Biochimie des Interac-
tions Macromoléculaires (Daniel Ladant, Institut Pasteur), qui possède une large expertise sur
la toxine CyaA de Bordetella pertussis [157; 156; 159; 66; 52]. Comme évoqué dans le dernier
chapitre, CyaA est activée par CaM et partage 25% d'identité de séquence avec EF. Les modes
d'interaction avec la calmoduline di�èrent, du fait notamment que CyaA ne possède pas de do-
maine hélicoïdal. Ainsi, elle présente une activité basale et le lobe C-terminal de CaM su�t à
l'activer. La structure du domaine catalytique de l'enzyme non liée à CaM et les mécanismes
détaillés de l'interaction Cya-CaM restent à élucider. La connaissance acquise ici sur la toxine EF
pourrait être transférée à l'étude de CyaA. On a vu notamment que les inhibiteurs de l'activité de
EF sont aussi e�caces sur CyaA. Des simulations DM de CyaA libre et en complexe avec CaM
sont envisagées dans un premier temps, pour caractériser la dynamique de la protéine. L'expertise
de l'unité de Daniel Ladant permettrait un dialogue intense entre méthodes computationnelles et
expérimentales dans le cadre d'un tel projet.

Les résultats de cette thèse con�rment l'utilité des approches de bioinformatique structurale
pour caractériser la biophysique des interactions entre biomolécules et pour la recherche (amont)
de nouveaux médicaments. Les simulations de dynamique moléculaire sont une méthode établie
pour sonder le comportement des systèmes biomoléculaires sur des échelles de temps et d'espace
di�cilement accessibles expérimentalement. Avec le développement massif des ressources infor-
matiques et de la parallélisation des calculs, il est aujourd'hui possible de simuler �dèlement des
systèmes de plusieurs dizaines de milliers d'atomes en des temps de l'ordre de la microseconde.
Par ailleurs, les approches in silico de recherche de nouveaux médicaments, comme la chemoinfor-
matique, présentent un avantage majeur en terme de rapidité et de coûts vis-à-vis des criblages
in vitro à haut-débit. Ainsi, allant de pair avec les e�orts de séquençage, notamment du génome
humain, la tendance actuelle est à la rationalisation et la systématisation de l'utilisation des outils
de bioinformatique structurale et de chemoinformatique pour la recherche pharmaceutique. Un
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compromis nécessaire reste à trouver entre leur capacité à traiter rapidement de gros volumes de
données et la qualité des modèles sous-jacents, dont dépend le pouvoir prédictif de ces outils.

La façon d'envisager le comportement des systèmes biomoléculaires a récemment évolué. Ainsi,
au-delà de l'action individuelle d'e�ecteurs, tels que les enzymes, c'est la régulation allostérique
des interactions entre biomolécules qui détermine les fonctions biologiques. Ce qui a été tenté ici,
et qui constituent une voie de développement pour la recherche de nouveaux traitements, est la
modulation directe des interactions biomoléculaires par des petites molécules, plutôt que la voie
traditionnelle qui consiste à cibler le site catalytique d'une enzyme. Par ailleurs, la vision originelle
univoque et statique des structures protéiques a évolué vers un nouveau paradigme selon lequel
les protéines existent à l'état natif sous plusieurs conformations fonctionnellement actives, qui
inter-convertissent en quelques millisecondes, voire plus. La caractérisation et la description de
ces conformations constituent un dé� futur pour la modélisation moléculaire.
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ANNEXE

A.1 Tableau des scores de docking des molécules sélectionnées in

silico

Dans le tableau suivant, sont reportés les scores de docking des meilleurs 1% de ligands, parmi
les 3649 composés retenus, sur la poche SABC. Les meilleurs scores obtenus avec FlexX sont
donnés pour la conformation initiale du chemin de transition conf 1, la structure cristallographique
de EF fermé 1K8T [77] et les conformations intermédiaires conf 8, conf 28, conf 47 du chemin
de transition. Le score moyen obtenu avec FlexX pour conf 1 est évalué en prenant les vingt
meilleures poses de docking de chaque composé. L'intervalle de score donné dans la colonne conf
1 ICM re�ète les valeurs extrêmes des meilleurs scores obtenus avec ICM, lors de cinq exécutions
de l'algorithme de docking sur conf 1. Les symbôles • et ? indiquent respectivement les composés
éliminés à cause de leurs mauvais scores ICM ou de leur mauvaise performance envers les contrôles
négatifs conf 8, conf 28, conf 47. Le symbôle ♦ indique les composés sélectionnés, testés et validés
in vitro comme inhibiteurs de l'activité de EF.
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A.2 Publication décrivant la plasticité conformationnelle des par-

tenaires de l'interaction EF-CaM
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1Unité de Bioinformatique Structurale, CNRS URA 2185 Institut Pasteur, 25–28, rue du Dr. Roux, Paris 75 724, France

2 Programa de Posgraduaçao em Quimica Orgânica, Universidade Federal Fluminense, Outeiro de S. Joao Batista s/n,

24020150, Niteroi, RJ, Brazil

INTRODUCTION

Structure flexibility plays a key role in target recognition for a

large variety of proteins, in particular, for the ubiquitous protein cal-

modulin (CaM)1 which participates in calcium signalling pathways

that regulate many crucial biological functions. CaM actually played

a historical role in the development of multidimensional NMR

methods.2–6 It is also a good model for understanding the implica-

tions of protein flexibility7–10 and the thermodynamics of protein–

protein interactions.10–14

CaM is composed of 148 residues and consists of two globular

domains (lobes) connected by a flexible linker. Each domain can

bind up to two calcium ions. The first crystallographic structures of

mammalian CaM displayed a dumbbell-like shape for free CaM15,16

and a compact conformation for CaM in complex with target pepti-

des.17 However, molecular dynamics (MD) simulations,18–20 NMR

experiments,21,22 and a recent single-molecule study23 revealed that

free CaM is actually very flexible and there probably exist several

conformational substrates in solution. Similarly, recent crystal struc-

tures24,25 highlighted a variety of substates in the crystalline envi-

ronment. The relationship between calcium ion complexation and

biological activity was recently reviewed for the whole EF-hand pro-

tein family.26,27

Mostly, when CaM interacts with a target the lobes contact each

other, forming a hydrophobic channel that engulfs the CaM-binding

domain.28–31 But the oedema factor (EF)-CaM complex,32 which

we discuss here, and other novel structures33,34 have revealed an

unexpected extended conformation of CaM.35,36 EF is secreted by

the Gram-positive spore-forming bacterium Bacillus anthracis, the

etiological agent of anthrax. Activated as an adenylyl cyclase by CaM

it produces cAMP from ATP in an uncontrolled fashion, and to this
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ABSTRACT

We analyzed the conformational plasticity of cal-

modulin (CaM) when it is bound to the oedema

factor (EF) of Bacillus anthracis and its response

to calcium complexation with molecular dynam-

ics (MD) simulations. The EF-CaM complex was

simulated during 15 ns for three different levels

of calcium bound to CaM. They were respectively

no calcium ion (EF–(Apo-CaM)), two calcium

ions bound to the C-terminal domain of CaM

(EF–(2Ca-CaM)), and four calcium ions bound to

CaM (EF–(4Ca-CaM)). Calculations were per-

formed using AMBER package. The analysis of

the MD simulations illustrates how CaM forces

EF in an open conformation to form the adenylyl

cyclase enzymatic site, especially with the two cal-

cium form of CaM, best suited to fit the open

conformation of EF. By contrast, CaM encounters

bending and unwinding of its flexible interlinker

in EF–(Apo-CaM) and EF–(4Ca-CaM). Calcium

binding to one domain of CaM affects the other

one, showing a transmission of information along

the protein structure. The analysis of the CaM

domains conformation along the simulations

brings an atomistic and dynamic explanation for

the instability of these complexes. Indeed the EF-

hand helices of the N-terminal domain tend to

open upon calcium binding (EF–(4Ca-CaM)),

although the domain is locked by EF. By contrast,

the C-terminal domain is strongly locked in the

open conformation by EF, and the removal of cal-

cium induces a collapse of EF catalytic site (EF–

(Apo-CaM)).

Proteins 2008; 71:1813–1829.
VVC 2008 Wiley-Liss, Inc.

Key words: calmodulin; Bacillus anthracis;

oedema factor; molecular dynamics; calcium; sol-

vent accessible surface; essential dynamics; NMR.
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extent impairs the host immune defences.37–40 Inhibi-

ting the formation of the EF-CaM complex41 is thus an

important target to fight against anthrax toxicity.

The first X-ray structure of the EF-CaM complex

displayed CaM in an extended conformation, loaded

with two calcium ions and making extensive contacts

with EF.32 Since then Shen et al.42 have solved several

crystal structures of the complex, with different levels

of calcium. These structures, together with a recent

NMR study of free CaM and EF-bound CaM,43 suggest

that the level of calcium bound to CaM influences

the stability and even the formation of the EF-CaM

complex.

This work focuses mainly on CaM within the EF-CaM

complex, as the internal motions of this protein deserve

particular attention,44 and the behavior of EF is pre-

sented in relation with CaM. The general purpose is to

explore the mechanics of the EF-CaM interaction by per-

turbing the EF–(2Ca-CaM) complex, where the C-termi-

nal lobe (sites 3 and 4) is loaded with two Ca21. Indeed

it is experimentally deduced43 that 2 Ca21-CaM has the

highest affinity for EF, the complex with 4 Ca21-CaM

being less stable and the complex with Apo-CaM not

formed. CaM response to the perturbation of EF–(2Ca-

CaM) is studied to relate this behavior to the knowledge

on free CaM,18–20,45 and a mechanical model of the

EF-CaM interaction is proposed.

We report three 15-ns MD simulations of EF-CaM

with different calcium complexations: EF–(Apo-CaM)

with no calcium ion, EF–(2Ca-CaM) with two calcium

ions bound to the C-terminal domain of CaM, and EF–

(4Ca-CaM) with four calcium ions bound to CaM. It is

worth mentioning that a previous MD study of the com-

plex was performed by Zhao et al.46 However the

authors only considered the EF–(2Ca-CaM) complex,

simulations were performed during a very short time pe-

riod of 350 ps and a smooth cutoff was used for long-

range interactions instead of the PME protocol.

The report is organized along two main axes. On the

one hand, the trajectories are analyzed to validate them

according to literature knowledge about the EF-CaM

complex stability, CaM dynamics, and calcium affinity.

On the other hand, the system perturbation induced by

adding or removing a calcium ion is described and

related to a model of the EF-CaM interaction.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of initial coordinate files

Coordinates of the EF-CaM complex were obtained

from the PDB entry 1K93.32 Chains C (EF) and F

(CaM) were selected, as they have the smallest number of

missing residues. Residues 768 to 798, which comprised

some disordered regions, were deleted. Coordinates of

the released 4Ca-CaM were obtained from calmodulin X-

ray structure in the EF–(4Ca-CaM) complex42 (PDB id

1XFX: chain Q). Hydrogens were added using the LEaP

module from AMBER 8.047 with the parm99 parameter

set. Na1 counterions were added to neutralize the sys-

tem. The complex was then hydrated by a box of water

molecules using a cutoff of 9 Å along the three axis, in

order to discard any water molecule located further than

9 Å from any solute molecule. The TIP3P potential for

water molecules48 and periodic boundary conditions

were used. Details are summed up in Table I.

Complexes with different levels of calcium were gener-

ated in the following way: the 1K93 structure produced

the complexation with 2 Ca21, the EF–(Apo-CaM) com-

plex was generated by removing the cations from 1K93,

and the EF–(4Ca-CaM) complex was generated by add-

ing 2 Ca21 in the N-terminal calcium loops of CaM. The

N-terminal domain of a recent free Ca21-loaded CaM

structure49 (PDB id: 1OOJ) was superimposed on the

N-terminal domain of EF-bound CaM to position the

calcium ions in the coordinating loops. Ions were Cou-

lomb/Lennard-Jones parametrized (Van der Waals radius

R 5 1.7131 Å, well depth e 5 0.459789 kcal mol21).50

Molecular dynamics simulations

MD trajectories were calculated using AMBER 8.047

on an IBM cluster of Power 4 processors (IDRIS and

CINES super computing centres). A cutoff of 9 Å was

used for Lennard-Jones interactions, and long-range elec-

trostatic interactions were calculated with the Particle

Mesh Ewald (PME) protocol.51 Temperature and pres-

sure were regulated according to the Berendsen thermo-

stat.52

Simulations were initiated by some rounds of semi-

restrained and then unrestrained minimization of the

entire system. Heating of the system was performed dur-

Table I
Preparation Details of the MD Simulations

EF–(Apo-CaM) EF–(2Ca-CaM) EF–(4Ca-CaM) 4Ca-CaM

Number of counterions 13 9 5 5
Water box dimensions 123.9 3 81.9 3 99.2 �3 57.5 3 64.0 3 76.1 �3

Number of water molecules 24,632 24,642 24,652 8,459
Total number of atoms 83,851 83,879 83,907 27,601

E. Laine et al.
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ing 10 ps up to 300 K at constant volume, while restrain-

ing the atoms of the complex (or calmodulin resp.) and

the calcium positions with a force constant of 25 kcal

mol21 Å2. The equilibration process was then performed

in the following way: 1 MD round of 5 ps at constant

volume and 4 MD rounds of 2.5 ps at constant pressure

were run while reducing the position restraints from

25 kcal mol21 Å2 to 5 kcal mol21 Å2; eventually a last

MD round of 10 ps was performed with a restraint of

2.5 kcal mol21 Å2.

For heating and equilibration of the EF–(4Ca-CaM)

complex, no restraints were applied on the newly added

calcium ions—neither on the CaM EF-hands coordina-

tion loops (residues 18–30 and 52–66), so that the system

could better accommodate them. At the end of the equil-

ibration process however, both N-terminal calcium ions

were found far away from their initial positions (Table

II). Hence a second equilibration was performed during

50 ps. Position restraints of 2.5 kcal mol21 Å2 were again

applied on the whole system, except for calcium positions

and the corresponding coordination loops. In addition,

some specific distance restraints of 10 kcal mol21 Å2

were applied between the first Ca21 and the oxygens Od1
of Asp 20, Od2 of Asp 22, Od1 of Asp 24, O of Thr 26

and between the second Ca21 and the oxygens Od1 of

Asp 56, Od1 of Asp 58, Od1 of Asn 60, O of Thr 62. As

a result, most of the atoms in the coordination loops get

as close from the calcium ions as in the X-ray structure

1OOJ49 (Table II). However, atoms Oe1 and Oe2 of Glu

31, Oe1 and Oe2 of Glu 67 are found farther away from

the calcium ions (4.8–8.5 Å), as it is also the case in the

crystal structure 1XFX of EF–(4Ca-CaM).42

MD simulations were performed at temperature of 300

K and pressure of 1 atm during 15 ns. The SHAKE algo-

rithm53 was used to keep rigid all covalent bond involv-

ing hydrogens, enabling a time step of 2 fs. Atom coordi-

nates were saved every ps (15,000 snapshots).

Analysis of the trajectories

To assess the convergence of the simulations we used

the ensemble-based approach recently developed by

Lyman and Zuckerman.54 For each trajectory, it consists

of generating a set of representative or ‘‘reference’’ struc-

tures and then clustering all the 15,000 conformations in

corresponding ‘‘reference’’ groups.

An arbitrary cutoff r is first defined. A conformation is

randomly picked up among the 15,000 conformations of

the trajectory: this is the first ‘‘reference’’ structure. All

conformations that show a RMSD from this ‘‘reference’’

structure smaller than r are removed from the trajectory.

A second ‘‘reference’’ structure is picked up among the

remaining conformations and again all conformations

that show a RMSD smaller than r are removed. The

operation is repeated until there is no remaining confor-

mation. Finally, we obtain a set of ‘‘reference’’ structures

that deviate from each other by at least r Å.

The trajectory is then split in two halves and con-

formations from each half are associated to their

closest ‘‘reference’’ structure in terms of RMSD, constitut-

ing ‘‘reference’’ groups. If the simulation has converged,

each ‘‘reference’’ structure must be represented by an

equivalent number of conformations from both halves of

the trajectory.

To compare this new method to a more traditional

measurement, we computed the average time auto-corre-

lation function on Ca atom positions:

CðtÞ ¼ N !

2!ðN � 2Þ!
XN�1

i¼1

XN

j¼iþ1

vijðt0Þ:vijðt0 þ tÞ� � ð1Þ

where vij is the position vector between Ca atoms i and j

and N is the number of Ca atoms. The obtained curve

can be decomposed in exponential functions. For each

simulation, C(t) was fitted to an exponential model func-

tion f(t) 5 c1e
2t/t1 1 c2e

2t/t2 1 c3e
2t/t355 using

XmGrace.56

A virtual dihedral angle (VDA), which describes the

relative rotation of the lobes to each other, was calculated

between the centres of mass of the four CaM EF-hands.

Traditionally the VDA is taken as the pseudo-dihedral

Table II
Comparison of Calcium Coordination Distances (Å) Calculated Between the N-

Terminal Calcium Ions and the Corresponding Coordinating Atoms

Free Ca21-CaM
structure 100Ja

EF–(4Ca-CaM)
1st equilibrationb

EF–(4Ca-CaM)
2nd equilibrationc

Site 1
D20.Od1* 2.5 4.3 2.7
D20.Od2 4.2 2.6 2.6
D22.Od1 3.5 2.6 2.6
D22.Od2* 3.0 4.2 2.6
D24.Od1* 2.4 6.2 2.5
D24.Od2 4.2 7.9 4.4
T26.O* 2.6 2.8 2.6
E31.Oe1 2.7 6.6 8.5
E31.Oe2 2.5 5.3 7.3

Site 2
D56.Od1* 2.7 2.6 2.7
D56.Od2 4.3 4.7 2.6
D58.Od1* 2.8 9.9 2.6
D58.Od2 3.9 9.0 4.1
N60.Od1* 2.6 8.7 3.1
T62.O* 2.6 9.9 2.8
E67.Oe1 2.7 11.3 5.2
E67.Oe2 2.9 10.8 4.8

During the second equilibration step, distance restraints were applied in each site

between the flagged (*) atoms and the calcium position. Oe1 and Oe2 of E31,

Oe1 and Oe2 of E67, which show larger distances than in free Ca21-CaM (pdb

entry 1OOJ)49 even after the second equilibration step, are also found far from

the calcium ions in the crystallographic structure of EF–(4Ca-CaM) (pdb entry

1XFX),42 at distances of 4.0 Å, 4.4 Å, 6.7 Å, and 4.6 Å.
aIn the crystallographic structure of free Ca21-CaM (pdb entry 1OOJ).49

bIn the EF–(4Ca-CaM) model, after the first equilibration step (without distance

restraints).
cAfter the second equilibration step.
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angle formed by the four calcium ions bound to CaM.57

But, since this angle definition is relevant only for a

straight central helix,45 we used EF-hand centres of mass

instead of calcium positions here.

The bending of the interlinker was evaluated by calcu-

lating the angle formed between the axes of a-helices IV
(residues 64–72) and V (residues 86–94). Axes were

defined with the successive middle points between atoms

(i) N(i) and N(i12), (ii) Ca(i), and Ca(i12), (iii) C(i)

and C(i12), i being the residue index in the sequence.

The EF-hand opening was evaluated in a similar way,

from the angles between helices I (residues 8–19) and II

(residues 31–37) in site 1, helices III (residues 46–53)

and IV (residues 66–73) in site 2, helices V (residues 83–

92) and VI (residues 103–110) in site 3, and helices VII

(residues 119–127) and VIII (residues 139–145) in site 4.

Unless otherwise stated, trajectories were analyzed

using the PTRAJ module of AMBER 8.0.47 Determina-

tion of the secondary structure was performed by

DSSP.58 Electrostatic binding energies DEele of calcium

ions were calculated with the MMPBSA module of

AMBER 8.0.47 SASA calculations were performed by

MSMS59 with a probe sphere radius of 1.5 Å. Interac-

tions were identified with the HBPLUS 2.25 program60

in the LIGPLOT 4.4.2 package.61 VMD62 was used for

visualization and the analysis graphics were realised using

the R package.63

RESULTS

To analyze CaM behavior in the EF-CaM complex, the

following aspects were studied: (i) the relative stability of

the different calcium levels; (ii) the influence of calcium

level on calmodulin domain coupling and interaction

with EF; (iii) the mechanics of the interaction between

CaM and EF. In this work, we refer to the most recent

MD simulations of free Apo-CaM64 and Ca21-loaded

CaM19,20,65 in order to compare the conformational

changes of EF-bound CaM to those of free CaM.

Relative stability of the EF-CaM complex
for different levels of calcium

The relative stability of the different complexes was

first investigated through an analysis of the convergence

of the trajectories.

The conformational drift along the trajectories was

evaluated by calculating the root mean square deviation

(RMSD) of CaM coordinates from the initial coordinates

(Fig. 1). Backbone RMS deviations stabilize at around

Figure 1
Backbone RMSD of calmodulin with respect to the initial crystal structure (1K93)32 (a) Total RMSD. (b) RMSD of the interlinker region using fit to residues 65–92. (c)

RMSD of the N-terminal (up) and C-terminal domain (bottom) using independent fits to residues 5–64 and 92–147, respectively. In all plots, the EF–(Apo-CaM)

trajectory is shown in grey (long dotted line), the EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM) trajectories are shown in black (short dotted line and solid line, respectively).
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2.7 Å for EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM) [Fig. 1(a)],

whereas deviations for EF–(Apo-CaM) vary up to the

end of the simulation in the 3.5–5 Å range. These values

are small compared to RMSD values of free CaM, up to

15 Å,19,20 because the amplitude of movement is

reduced by EF. The RMS deviations calculated for EF

(data not shown) are 3.7 Å (EF–(Apo-CaM)), 2.9 Å (EF–

(2Ca-CaM)), and 4.1 Å (EF–(4Ca-CaM)): the smallest

value is observed for the most experimentally stable

complex.

Looking at Figure 1(c) we observe that the C-terminal

domain (residues 93–147) is very stable with average

RMSD between 1 and 1.5 Å whereas the RMSD is greater

in the N-terminal domain (residues 5–64) up to 3 Å.

Besides the RMSD of the whole protein and that of the

domains are similar, indicating that, in complex with EF,

global motions do not have the important contribution

to the fluctuations that was found for free CaM.19,20 We

deduced from RMSD profiles [Fig. 1(a)] that 3 ns are

necessary for the complex to relax from the initial crys-

tallographic structure. These were thus removed for the

convergence analysis and the latter study of CaM and EF.

To assess the convergence of the simulations in the last

12 ns we used the approach developed recently by Lyman

and Zuckerman.54 The robustness of the method was

tested with different seeds for the conformation random

picking up. In effect, results were similar for all seeds

and we display here three analyses (Fig. 2).

Structural diversity proved to be limited in the trajec-

tories as a cutoff of 3.5 Å was not sufficient to obtain

more than one reference structure for EF–(2Ca-CaM) or

EF–(Apo-CaM). Thus, a 2.5 Å cutoff was chosen, which

enables to define three (or four) reference structures

from EF–(Apo-CaM) [Fig. 2(a)] and EF–(2Ca-CaM)

[Fig. 2(b)] and five reference structures from EF–(4Ca-

CaM) [Fig. 2(c)].

EF–(2Ca-CaM) gives a good convergence criteria, since

most of the reference structures are represented in both

halves of the trajectory [Figs. 2(b) and 3(b)]. EF–(Apo-

CaM) also, but to a lesser extent since the complex seems

to explore an ensemble of new conformations near the

end of the trajectory (12 ns) [Figs. 2(a) and 3(a)]. Con-

cerning EF–(4Ca-CaM), conformations from the first half

of the simulation are more represented than conforma-

tions from the second half [Figs. 2(c) and 3(c)].

The fitting of the average time auto-correlation func-

tions onto exponential curves confirms that the EF–(4Ca-

CaM) trajectory converges more slowly than the EF–(Apo-

CaM) and EF–(2Ca-CaM) trajectories (Table III).

EF–(2Ca-CaM) is the only trajectory displaying at the

same time one of the smallest drifts and a good conver-

gence: this is in agreement with the stability experimen-

Figure 2
Convergence analysis on the (a) EF–(Apo-CaM), (b) EF–(2Ca-CaM), and (c) EF–(4Ca-CaM) trajectories. Each line corresponds to an analysis for a given choice of the

seed. The reference structures numbers are indicated in x-coordinates and correspond to their positions in ps along the trajectory. For each reference group are indicated

the proportions of members in the first half (black bars) and in the second half (grey bars) of the trajectory.
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tally observed for the EF-CaM complex with 2 Ca21

ions.

The relative stability of the different complexes was

then analyzed through the essential dynamics (ED)66 of

the two partners.

The three first modes calculated for calmodulin only

contribute 61%, 58%, and 63% to the total CaM back-

bone mean-square fluctuations in EF–(Apo-CaM), EF–

(2Ca-CaM), and EF–(4Ca-CaM), respectively. These are

smaller than the 88% and 71% contributions calculated

by Yang et al.31 for apo and calcium-loaded forms,

respectively, on MD simulations of free CaM. As

expected, CaM in complex with EF undergoes less collec-

tive motions than free CaM. Eigenvalues rapidly drop in

EF–(Apo-CaM) and EF–(4Ca-CaM), while EF–(2Ca-

CaM) profile is smoother [Fig. 4(a)]. This suggests that

motions are even less collective in EF–(2Ca-CaM) than

in the two other forms: while CaM fluctuates around a

stable position in EF–(2Ca-CaM), the protein evolves to-

ward new conformations in EF–(Apo-CaM) and EF–

(4Ca-CaM).

The two extreme backbone conformations of calmodu-

lin along the first mode are displayed on Figure 5,

together with the components of the mode on each

atom. Deformations within the N-terminal domain are

observed in the three complexes and movement of the

N-tail is particularly visible in EF–(2Ca-CaM). Deforma-

tions of the interlinker region are observed in EF–(4Ca-

Figure 3
Comparison of reference conformations from the (a) EF–(Apo-CaM), (b) EF–(2Ca-CaM), and (c) EF–(4Ca-CaM) trajectories. Calcium ions are colored in orange. Helix

I of site 1 (residues 5–22), helix II of site 1 (residues 23–42), and helices V to VIII (residues 80–147) are shown in red, blue, and green, respectively. They correspond to

the blocks defined in Table IX.

Table III
Coefficients c1 and s1 of the Best Fitted Exponential Curves to the Average

Time Autocorrelation Functions of EF–(Apo-CaM), EF–(2Ca-CaM), and

EF–(4Ca-CaM)

EF–(Apo-CaM) EF–(2Ca-CaM) EF–(4Ca-CaM)

c1 0.37 0.39 0.27
t1 45.9 59.8 139.1

Correlations between the empirical functions and the fitted curves are within the

0.98–0.99 range.
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CaM) and to a lesser extent in EF–(Apo-CaM). In EF–

(Apo-CaM), both lobes tend to get closer to each other

(up and down arrows) while the interlinker is pushed

away (right arrows): this motion could explain the

increase in global RMSD at the end of the simulation

[see Fig. 1(a)].

Hence, the analysis of the collective motions of CaM

reveals larger ones for EF–(Apo-CaM) and EF–(4Ca-

CaM), which are experimentally unstable complexes. It is

interesting to note that, in these two trajectories, the first

mode involves a deformation of the interlinker domain.

In the ED analysis66 of EF (Fig. 4), the first eigenvalue

for EF–(2Ca-CaM) is the largest one [Fig. 4(b)], eigen-

values then rapidly drop and 19 modes are sufficient to

describe 90% of the total fluctuations. On the other

hand, 21 modes are necessary to explain 90% of the total

fluctuations in EF–(4Ca-CaM) and three more are

needed in EF–(Apo-CaM). Thus, motions appear to be

more diffuse in these two complexes than in EF–(2Ca-

CaM).

In EF–(2Ca-CaM) and in EF–(4Ca-CaM), the two first

modes describe respectively a compaction [Fig. 6(a)]

and a torsion [Fig. 6(b)]. Indeed, the helical domain

and the CB domain move closer to each other along the

x axis in the first mode, while they rotate relatively to

each other around the x axis in the second mode. By

contrast, the two first modes of EF in EF–(Apo-CaM)

describe deformations taking place in the most flexible

regions, namely the catalytic site, loops in the helical do-

main and switch A.

These results suggest that EF motions are more collec-

tive in EF–(2Ca-CaM) than in the other complexes,

which is the contrary of what was observed for CaM.

The following interpretation can then be drawn: when

the complex is stable, 2Ca21-CaM makes extensive con-

tacts with EF and its mobility is reduced; destabilization

of the EF-CaM interaction upon calcium binding or re-

moval allows CaM to move independently from EF, in a

more collective way. EF adopts the opposite behavior: as

the complex is stable with two Ca21, EF has the freedom

to fluctuate around an equilibrium position through

global motions of the helical domain and the catalytic

core; while the complex is destabilized (EF–(Apo-CaM)

and EF–(4Ca-CaM)), EF mobility appears constrained

and it tends to display more local motions inside its flex-

ible regions.

Calmodulin flexibility, calcium affinity, and
domain coupling in calmodulin

Atomic fluctuations per residue were calculated for

CaM [Fig. 7(a,b)] as well as for EF [Fig. 7(c)] with the

Figure 4
Eigenvalues obtained from the ED analysis performed on CaM (left) and EF (right), between 3 and 15 ns: EF–(Apo-CaM) is in lightgray, EF–(2Ca-CaM) in darkgray,

and EF–(4Ca-CaM) in black.
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different levels of calcium. Changes were small for EF

and will not be further described. In CaM, the N-ter-

minal lobe (residues 5–64) interacts weakly with

EF32,42 and is flexible, in agreement with its larger

RMSD [Fig. 1(c)]. Site 2 rigidifies after binding a cal-

cium ion in EF–(4Ca-CaM) while the region upstream

(residues 29–47) becomes flexible as a counterbalancing

effect. By contrast site 1 coordination loop (residues

16–29) slightly gets more flexible when the level of cal-

cium increases. The interlinker region also shows some

flexibility, especially for EF–(4Ca-CaM). Although the

C-terminal lobe (residues 93–147) makes extensive

contacts with EF, the loop connecting the two EF-

hands (residues 111–118) displays atomic fluctuations

above 1.5 Å, and these fluctuations increase in the apo

form.

NMR studies of CaM recently revealed that CaM inter-

nal dynamics is affected by peptide binding and high-

lighted the importance of conformational entropy in tar-

get recognition.67 The crucial role of side-chains dynam-

ics changes was illustrated in the smMLCKp-CaM and

CaMKKap-CaM complexes.10,13 To decide whether such

changes can be found in EF-bound CaM, fluctuations

upon calcium binding or removal were analyzed along

the simulations [Fig. 7(b)]. Overall side-chains and back-

bone fluctuations show similar profiles and changes

according to calcium level are of small magnitude: CaM

side-chains dynamics is not especially important in the

EF-CaM interaction. Nevertheless, the increasing mobility

of the N-terminal domain in EF–(4Ca-CaM) and of the

C-terminal domain in EF–(Apo-CaM) could indicate an

conformational entropic compensation for the loss of af-

finity of CaM for EF.

In free-CaM, calcium binding provokes the opening of

the helix-loop-helix EF-hands.19,29,30 Interhelices angles

increase from 42–528 in Apo-CaM29 to 70–958 in Ca21-

CaM.15,16 This exposes an ensemble of hydrophobic

residues to solvent, which can then interact with target

peptides.31

In the simulations of EF-CaM, both C-terminal EF-

hands (sites 3 and 4) are open irrespective to the level of

calcium, with interhelices angles ranging from 71.0 to

105.68 (Table IV). On the other hand, conformations of

the N-terminal EF-hands (sites 1 and 2) vary upon cal-

cium binding or removal (Table IV). Overall site 2 shows

a greater variability than the other sites, as Shepherd and

Vogel19 showed in their 20-ns simulation of free Ca21-

CaM. It fluctuates between a closed and a semi-open

conformation in EF–(Apo-CaM) and EF–(2Ca-CaM),

and slightly opens upon calcium binding in EF–(4Ca-

CaM), switching between a semi-open and an open con-

formation.

The exposition of hydrophobic patches (defined by

Yang et al.31) was evaluated (Table V) by calculating

their solvent accessible surface area (SASA). In agreement

with the X-ray structures 1K93, 1XFX, and 1XFY, SASA

Figure 5
Extreme conformations obtained by deforming the mean backbone conformation

of CaM in (a) EF–(Apo-CaM), (b) EF–(2Ca-CaM), and (c) EF–(4Ca-CaM)

along the first mode. On the left is represented the ‘‘starting’’ structure with gray

arrows displaying the components of the first mode on each atom. On the right

is represented the ‘‘final’’ structure obtained by moving along the first mode. (a)

In EF–(Apo-CaM), the first mode describes deformations of site 2 (residues 45–

59) within the N-terminal domain, of the region between helices VI and VII

(residues 108–119) within the C-terminal domain, and of the interlinker

(residues 74–80). (b) In EF–(2Ca-CaM), the first mode describes deformations

of the N-terminal tail (residues 5–9) and site 2 (residues 44–60) within the N-

terminal domain. (c) In EF–(4Ca-CaM), the first mode describes deformations

of site 1 (residues 21–40) in the N-terminal domain, of the interlinker (residues

74–79), and locally within the C-terminal domain (residues 113–115 and 146–

147).
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values in the C-terminal domain are close to those of

free Ca21-loaded CaM16 (PDB entry: 1CLL), whereas

SASA values in the N-terminal domain are close to those

of free Apo-CaM68 (PDB entry: 1CFD), suggesting that

the formation of the EF-CaM complex selects the apo N-

terminal and the Ca21-loaded C-terminal conformations,

leading as expected to EF–(2Ca-CaM) as the most stable

complex. Upon calcium binding, however, the N-termi-

nal domain shows a significant gain in exposure of 12%,

consistent with the opening of site 2.

Each calcium is coordinated by residues 1, 3, 5, 7, and

12 in the sequence of the interhelical loop of each EF-

hand. The coordination and its electrostatic energies were

analyzed (Fig. 8 and Table VI). The electrostatic binding

energy DEele was calculated from the Coulombic interac-

tion of calcium with the coordination loop, and is cer-

tainly a crude approximation of the experimental binding

affinity. But, DEele gives an overall estimation of calcium

coordination and allows therefore a sensitive comparison

of the different sites.

Figure 8(a) displays the percentage of the simulation

time spent with a given number of oxygens coordinat-

ing the Ca21 ion in each EF-hand. C-terminal calcium

ions (sites 3 and 4) are fully coordinated during 71%

and 65% of EF–(2Ca-CaM) simulation time and are

always coordinated by at least four oxygens. This

proves the stability of the sites. Electrostatic binding

energy (Table VI) of site 4 is significantly higher than

that of site 3, in agreement with Ulmer et al.43 finding

on affinity.

Coordination percentages [Fig. 8(a)] and electrostatic

binding energies (Table VI) in EF–(4Ca-CaM) do not

significantly change for sites 3 and 4, suggesting that the

stability of these sites is not altered by calcium binding

on sites 1 and 2. This confirms the hypothesis of Ulmer

et al.43 that binding calcium on N-CaM does not affect

C-CaM affinity for calcium.

By contrast, sites 1 and 2 in the N terminal domain

are incompletely coordinated. Most of the time (84%),

site 1 makes only 3 coordinations out of 6. Coordination

in site 2 is slighlty higher, involving four or five oxygens

during 35% and 59% of the time respectively. This is

consistent with the stiffness observed in site 2 but not in

site 1 upon calcium binding [Fig. 7(a)], and with the

Figure 6
Extreme conformations obtained by deforming the mean backbone conformation of EF in EF–(2Ca-CaM) along (a) the first mode and (b) the second mode. On the left

is represented the ‘‘starting’’ structure with gray arrows displaying the components of the first mode on each atom. On the right is represented the ‘‘final’’ structure

obtained by moving along the first mode.
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more favorable electrostatic binding energy of Ca21 in

site 2 than in site 1 (Table VI).

Missing coordinating ligands can be identified in Fig-

ures 8(b,c). Glu 31 (black and grey) and Thr 26 (purple)

are observed too far to participate in the coordination of

site 1 [Fig. 8(b)], as described by Shen et al.42 on the

crystallographic structure of EF–(4Ca-CaM). In site 2

[Fig. 8(c)], Asn 60 (dark green) stays away from the

Ca21, as in Shen et al.42 crystallographic structure of

EF–(4Ca-CaM). However, these authors found that Glu

67 did not coordinate Ca-21 in site 2, while both side-

chains carbonyl oxygens of Glu 67 are close to the cal-

cium ion in the simulations, around 2.7 � 0.2 Å [Fig.

8(c)]. The affinity of N-CaM for calcium42,43 is reduced

by EF locking the domain in a closed conformation and

preventing both sites 1 and 2 to fully bind calcium. This

is in total agreement with SASA and EF-hand opening.

To test whether 4Ca21-CaM could pursue toward full

opening of the EF-hands when released from EF, the pro-

tein was simulated during 15 ns after removal of EF from

the EF–(4Ca-CaM) crystallographic structure42 (PDB

entry: 1XFX). Mean RMS deviation on the 3–15 ns inter-

Table IV
Average Interhelical Angles in Calcium sites 1, 2, 3, and 4

Site 1 (8) Site 2 (8) Site 3 (8) Site 4 (8)

EF–(2Ca-CaM) 1K93 45.5 � 0.2 56.3 � 0.0 78.1 � 0.1 88.3 � 0.8
EF–(2Ca-CaM) 1XFY 45.3 � 0.0 53.8 � 0.0 75.4 � 0.0 83.2 � 0.0
EF–(4Ca-CaM) 1XFX 45.8 � 0.0 58.8 � 0.2 76.4 � 0.0 83.0 � 0.0
EF–(Apo-CaM) MD 33.4 � 3.9 62.6 � 8.5 79.8 � 3.8 94.8 � 4.3
EF–(2Ca-CaM) MD 41.2 � 2.3 60.2 � 7.3 74.4 � 3.4 98.3 � 3.8
EF–(4Ca-CaM) MD 43.7 � 7.2 75.7 � 7.7 80.4 � 2.7 101.0 � 4.6

These angles describe the opening of EF hands.

Figure 7
Fluctuations per residue considering the last 12 ns of the EF-CaM simulations: (a,b) all-atoms and methyl-bearing side-chains fluctuations of calmodulin–the secondary

structure is displayed at the bottom, (c) EF atomic fluctuations. The EF–(Apo-CaM) trajectory is shown in grey (long dotted line), the EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-

CaM) trajectories are shown in black (short dotted line and solid line, respectively).

E. Laine et al.

1822 PROTEINS



val is 7.8 Å. Contrary to what was expected, the simula-

tion did not converge toward the opening of the N-ter-

minal domain. Interhelical angles were rather stable

around 408 � 38 in site 1, 478 � 58 in site 2, 848 � 108
in site 3, and 768 � 38 in site 4. SASA of the hydropho-

bic patches was about 400 Å2 in N-CaM and 800 Å2 in

C-CaM. An essential dynamics (ED) analysis allowed to

observe a reorientation of the lobes relative to each other

(Fig. 9). It appears thus easier for the released 4Ca-CaM

to reorientate its lobes than to open its N-terminal do-

main. This observation agrees with the structure of the

free 4Ca21-CaM recently solved by Grabarek,71 where N-

CaM is artificially locked in a closed conformation by a

disulfide bond, revealing a two-step calcium binding

mechanism. The structure of 4Ca-CaM in the EF–(4Ca-

CaM) complex is also intermediate between the closed

and open conformations, lacking the final Glu 12 ligand

in the N-terminal coordination loops. This state corre-

sponds to the first step of dissociation observed in a

steered MD.72

Mechanical model of the CaM-EF interaction

A mechanical model of the CaM-EF interaction was

derived from the analyses of (i) calmodulin conformation

and (ii) the EF-CaM interaction.

The average CaM radii of gyration [Fig. 10(a)] during

the simulations range from 18.6 to 19.6 Å with standard

deviations of 0.3 Å. These values reveal an intermediate

conformation between the extended conformation of

Ca21-CaM in crystal (21.9 Å)16 and the compact confor-

mation of smMLCK peptide-bound CaM (16.1 Å).17

In EF–(Apo-CaM) and EF–(2Ca-CaM), CaM tends to

become more compact during the trajectories than in the

crystalline environment32,42 (Table VII). In EF–(4Ca-

CaM) however, CaM average radius of gyration is slightly

Figure 8
Calcium coordination in (b,c) sites 1 and 2 of EF–(4Ca-CaM), (a) sites 1–4 of EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM). (a) Each colour stands for a level of calcium

coordination: 2 oxygens in purple, 3 oxygens in light blue, 4 oxygens in dark blue, 5 oxygens in green, and full coordination with 6 oxygens in red. At the top is written

the mean coordination level. Oxygens are considered to coordinate the calcium ion if they are located at less than 2.8 Å from it, consistent with typical calcium

coordination distances found in the literature.69,70 (b,c) Coordination distances in (b) site 1 and (c) site 2 along the EF–(4Ca-CaM) trajectory. In site 1, coordination

distances are calculated between the calcium ion and D20.Od1 (red), D20.Od2 (orange), D22.Od1 (dark blue), D22.Od2 (light blue), D24.Od1 (dark green), D24.Od2
(light green), T26.0 (purple), E31.Oe1 (black), and E31.Oe2 (grey). In site 2, coordination distances are calculated between the calcium ion and D56.Od1 (red), D56.Od2
(orange), D58.Od1 (dark blue), D58.Od2 (light blue), N60.Od1 (dark green), T62.0 (purple), E67.Oe1 (black), and E67.Oe2 (grey).

Table V
Solvent Accesible Surface Area (SASA, Å2) Calculated on the Hydrophobic Patches of the N-Terminal and C-Terminal Domains of Calmodulin

No calcium Two calcium ions Four calcium ions

N-term C-term N-term C-term N-term C-term

Free CaM (X-ray)16,68 406 490 — 694 784
EF-bound CaM (X-ray)32 — 641 784 —
EF-bound CaM (X-ray)42 — 468 733 527 766
EF-bound CaM (MD) 443 � 45 810 � 38 476 � 68 835 � 32 505 � 42 840 � 31

Values are calculated on (i) free CaM and on (ii) CaM in complex with EF. Free CaM values are calculated on the 1CDL X-Ray structure of free Apo-CaM68 and on

the 1CLL X-Ray structure of free Ca21-loaded CaM.16 EF-bound CaM values are calculated on the X-Ray structures of the EF-CaM complex – the 1K93 structure of

EF–(2Ca-CaM),32 and the 1XFY and 1XFX structures of EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM),42 and on the EF–(Apo-CaM), EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM) MD

trajectories.
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larger, of 19.6 � 0.4 Å. Indeed, as described in a previous

section, the N-terminal domain slightly opens upon cal-

cium binding in EF–(4Ca-CaM).

The VDA formed by the EF-hands centres of mass

characterizes the relative orientation of the lobes [Fig.

10(b)]. CaM adopts an acute or right VDA (between

2100 and 2608) during the simulations, as in other tar-

get-CaM complexes,17 whereas free CaM displays an

obtuse VDA.16,18–20 For EF–(4Ca-CaM) and EF–(Apo-

CaM), the VDA was around 2708 and 2948, respectively,
while it fluctuates between the two other profiles around

2848 for EF–(2Ca-CaM). Thus, binding (respectively

removing) two calcium ions stabilizes the orientation of

CaM lobes, toward a smaller (respectively larger) VDA

value.

To characterize the behavior of the interlinker region,

its secondary structure was determined using DSSP58

and averaged over the whole simulations [Fig. 10(d)].

The percentages of simulation time spent in helical sec-

ondary structure, hydrogen bonded turn, or random coil

are given for each residue. EF–(2Ca-CaM) displays the

highest average helical content (74.6%), consistent with

the stability of the RMSD (Fig. 1).

The central region of the interlinker lacks of helical

secondary structure: the nonhelical structures extends

from residues 73 to 82 in EF–(Apo-CaM), 71 to 84 in

EF–(2Ca-CaM), and 69 to 84 in EF–(4Ca-CaM). These

residues switch from helix to turn or random coil in dif-

ferent proportions according to the level of calcium.

Removing two calcium ions from the C-terminal domain

provokes a partial unfolding of the interlinker (residues

76–78) in EF–(Apo-CaM) whereas binding two calcium

ions on the N-terminal domain provokes a partial transi-

tion to turn (residues 73–82) in EF–(4Ca-CaM).

We evaluated the bending of the interlinker as the

angle between helices IV and V [Fig. 10(c)]. While the

angle of EF–(Apo-CaM) and EF–(2Ca-CaM) stays stable

around 1328 and 1268, it stabilizes around 1098 for EF–

(4Ca-CaM). This more pronounced bending might be

the result of the conversion of the helical secondary

structures to turns, with a hinge formed by the central

residues.

Previous MD simulations of free Ca21-loaded CaM

also showed a loss of helical structure in the inter-

linker18,19,65 associated with the bending. Moreover,

Shepherd and Vogel19 found in their 20-ns simulation

that partial unfolding of residues 75–81 participated in

the bending of the interlinker and in the associated com-

paction event of CaM. We do not observe such a com-

paction as the bending is not sufficient to counter-bal-

ance the expansion of the N-terminal domain in EF–

(4Ca-CaM).

It was observed in the literature19,20 that the bending

or unwinding of the interlinker region is loosely stabi-

lized by some hydrogen bonds formed between central

residues and the N-terminus. Although CaM sequence in

the EF-CaM complex lacks residues 1–4, we found simi-

lar stabilizing interactions in EF–(Apo-CaM) as well as in

EF–(4Ca-CaM), but not in EF–(2Ca-CaM), consistent

with the greater flexibility of CaM N-tail in this complex

[Fig. 7(a)]. Indeed, in EF–(Apo-CaM), hydrogen bonds

T5.N-T77.O, T5.N-T79.O, T5.Hg1-T77.O, T5.Og1-
T79.Hg1 appear to stabilize the unwinding of the inter-

Figure 9
First mode of the essential dynamics analysis of the simulation of 4Ca-CaM

released from EF. Gray arrows display the components of the mode on each

backbone atom.

Table VI
Electrostatic Binding Energies DEele of Calcium Ions in Each Site of EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM), in kcal mol21

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4

EF–(2Ca-CaM) — — 21245 � 102 21444 � 102
EF–(4Ca-CaM) 21160 � 100 21294 � 100 21265 � 100 21475 � 100
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linker. In EF–(4Ca-CaM), the Q8.Oe1-T79.Hg1 hydrogen

bond, formed in the 8–15 ns interval, and hydrophobic

interactions between N-terminus and interlinker residues

participate in the bending of the interlinker.

Therefore, analysis of the radius of gyration, of the

VDA, of the bending of the interlinker, and the of inter-

actions within CaM show that CaM conformations in

EF-(Apo-CaM) and EF-(2Ca-CaM) are similar whereas

that in EF-(4Ca-CaM) is significantly different. One

should notice that EF-(2Ca-CaM) and EF-(4Ca-CaM)

conformations in crystal were quite similar, and that MD

trajectories allow further exploration of the conforma-

tional space.

The analysis of EF conformation in the EF-CaM com-

plex reveals a calcium-dependent behavior different from

that of CaM. Adding two calcium ions to EF–(2Ca-CaM)

has little effect on EF conformation, whereas removing

two calcium ions affects the whole protein, and especially

the geometry of the catalytic site. As showed in Fig-

ure 11(a,b), the time evolution of some characteristic dis-

tances between the centres of mass of EF domains are sim-

ilar for EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM) but are often

significantly different for EF–(Apo-CaM). Opening of the

EF catalytic site was monitored through the mean distance

between the centres of mass of residues from Switch B

(H577, G578, T579, D582, N583, E588, F586) and residues

from CB (H351, K353, S354, K372) (Table VIII). Indeed,

this distance has a similar evolution, in the 13–15 Å range,

for EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM), while it decreases

slightly, around 11.3 Å for EF–(Apo-CaM). N329, K353,

Table VII
Conformational Parameters of CaM (Radius of Gyration, Virtual Dihedral Angle (VDA), and Bending of the Interlinker

Region) Calculated on EF-CaM X-ray Structures32,42 and on MD Trajectories

Radius of gyration (�) VDA (8) Bending (8)

X-ray PDB EF–(2Ca-CaM)(1K93)32 19.5 280.5 124
EF–(2Ca-CaM)(1XFY)42 19.2 276.9 125
EF–(4Ca-CaM)(1XFX)42 19.4 277.3 120

MD trajectories EF–(Apo-CaM) 18.5 � 0.2 295.2 � 3.8 132 � 5
EF–(2Ca-CaM) 18.5 � 0.2 282.7 � 4.6 126 � 5
EF–(4Ca-CaM) 19.6 � 0.4 269.8 � 3.7 106 � 4

Figure 10
(a–c) Radius of gyration (a), VDA (b), and bending of the interlinker (c) of calmodulin along the simulations. The EF–(Apo-CaM) trajectory is shown in gray (long

dotted line), the EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM) trajectories are shown in black (dotted and thick line, respectively), the 4Ca-CaM trajectory is shown in black

(dotted and long dashed line). (d) Secondary structure averaged over the whole simulations. The percentage of simulation time spent by each residue in each secondary

structure type is given. The black short dotted, black long dotted, and grey solid lines represent the helical, turn, and random coil types, respectively.
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K346 establish hydrogen bonds with the ligand in Shen

et al.42 and the triangle distances between these residues

(Table VIII) is thus also indicative of the opening of EF

catalytic site during the trajectories. In EF–(Apo-CaM)

N329.Cg is closer to K353.Nf and to K346.Nf, than in the

other two trajectories. Calculations of the accessible sur-

face area (SASA) in the catalytic site also support [Fig.

11(c), Table VIII] the hypothesis of the active site collapse

in EF-(Apo-CaM). The SASA values calculated from the

simulations of EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM) are

slightly larger, but in qualitative agreement with the X-ray

structures 1XFX and 1XFYof the complexes.

To characterize contacts between EF and CaM in the

complex, hydrophobic interactions and hydrogen bonds

established for at least 50% of the simulation time were

analyzed (Table IX). The C-terminal domain of calmodu-

lin makes extensive contacts with EF: an average of 40 C-

terminal residues are involved in either hydrophobic

interactions or hydrogen bonds, whereas there are only

about five N-terminal residues interacting with EF (Table

IX). In the N-terminal domain, the hydrogen bonds

form the majority of contacts for EF–(2Ca-CaM),

whereas they are a minority for EF–(Apo-CaM) and EF–

(4Ca-CaM). The changes observed in the N-terminal

Table VIII
Average Characteristic Distances and Solvent Accessible Surface (SASA) Within EF Catalytic Site Including the Residues

(H351, K353, S354, K372, R329, K346, L348, D491, D493, H577, G578, T579, D582, N583, E588, F586, T548)

SB-CB (�) N329.Cg K353.Nf (�) N329.Cg-K346.Nf (�) SASA (�2)

Apo-EF 1K8T32 — 11.3 12.2 786
EF–(2Ca-CaM) 1K9332 13.6 7.5 9.6 703
EF–(2Ca-CaM) 1XFY42 15.1 11.1 10.1 833
EF–(4Ca-CaM) 1XFX42 15.2 11.2 10.3 827
EF–(Apo-CaM) MD 11.3 � 0.5 6.4 � 0.8 11.0 � 1.0 501 � 58
EF–(2Ca-CaM) MD 14.4 � 1.1 11.1 � 1.8 13.1 � 1.2 928 � 55
EF–(4Ca-CaM) MD 13.7 � 0.9 11.4 � 1.9 13.7 � 1.6 866 � 70

The SB-CB distance is calculated between the centers-of-mass of residues H577, G578, T579, D582, N583, E588, and F586

from SB and residues H351, K353, S354, and K372 from CB. Residues N329, K346, K353 were chosen as they establish in the

X-ray structure42 a network of hydrogen bonds.

Figure 11
Characteristic features of EF conformations along the trajectories: (a) distance between the centers of mass of CA (residues 292 to 349 and 490 to 622) and CB (residues

350 to 489), (b) distance between the centers of mass of the catalytic core (grouping CA and CB) and Hel (residues 660 to 767), (c) SASA of the catalytic site (H351,

K353, S354, K372, R329, K346, L348, D491, D493, H577, G578, T579, D582, N583, E588, F586, T548), (d) distance between the center of mass of EF C-tail (residues

758 to 767) and the center of mass of the coordinating ligands in site 4 of CaM.
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domain agree with the conformational variability of the

reference structures (Fig. 3) in the convergence analysis.

The balance between hydrogen bonds and hydrophobic

contacts may thus be related to the specificity of the EF-

CaM interaction.

In the crystallographic structures of EF-CaM with 2

and 4 Ca21,32,42 a key salt bridge was formed between

Asp 647 from the switch C of EF and Arg 90 from the

interlinker of CaM. Two salt bonds between Od2 of Asp

647 and the Ne and Nh2 of Arg 90 are stable along the

EF–(2Ca-CaM) as well as the EF–(Apo-CaM) trajectories.

In EF–(4Ca-CaM), side-chains of the two residues rapidly

moved away from each other, but both salt bonds

are formed again around 12 ns up to the end of the

trajectory.

Figure 11(d) reveals that the removal of calcium from

C-CaM in EF–(Apo-CaM) allows EF C-tail to move away

from site 4 (11.1 Å at t 5 0 and around 16.0 Å in the 3–

15 ns interval). On the contrary, the distance stays stable,

around 10.5 Å for EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM).

CONCLUSION

In this study, we focused on the conformational plas-

ticity of CaM in the EF-CaM complex and we evaluated

the impact of calcium binding or removal on the stability

of the complex. We performed three 15-ns MD simula-

tions of the EF-CaM complex corresponding to three dif-

ferent levels of calcium. Such simulations exhibit a much

longer time period and more accurate conditions (peri-

odic boundaries, PME) than the early 350-ps simulations

of EF–(2Ca-CaM).46 Values of radius of gyration, VDA,

EF-hands opening, and hydrophobic patches calculated

on the EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM) trajectories

were found in good agreement with measurements on

the corresponding experimental X-ray structures.32,42

The EF-(2Ca-CaM) trajectory displays the most stable

features (convergence, calcium coordination, essential dy-

namics), in agreement with experiments.

The trajectories presented here have been validated

through their comparison with X-ray crystallographic

structures. They can consequently be used: (i) to draw a

more dynamical picture of the EF-(2Ca-CaM) and EF-

(4Ca-CaM) complexes, (ii) to give reasons for the experi-

mental instability of the EF-(Apo-CaM) complex.

The most striking dynamics feature is the role played

by the bending motion of CaM interlinker. Indeed, fluc-

tuations of EF-bound CaM are mostly the result of defor-

mations inside the N-terminal domain and bending of

the interlinker region. This motion is important for the

fitting of the size of CaM to the distance between EF hel-

ical and CB domains. In EF–(4Ca-CaM), calcium binding

provokes the expansion of the N-terminal domain and

the bending of the interlinker, from 126 down to 1098.
The exposure of hydrophobic patches promotes contacts

between the interlinker region and the N-tail of CaM,

which stabilizes the bending of the interlinker.

Through the bending of the interlinker, CaM plays the

role of a spring which maintains EF in an open confor-

mation, inducing the activation of the adenylyl cyclase

catalytic site. The two Ca21 complexation level gives the

best fit to EF open conformation: indeed, EF–(Apo-

CaM) and EF–(4Ca-CaM) both display a deformation of

the interlinker.

The N- and C-terminal lobes of CaM are locked by EF

in configurations similar to closed-like and open-like

conformations, whatever the level of calcium complexa-

tion. Nevertheless, limited opening of the N-terminal do-

main of CaM was observed in EF–(4Ca-CaM) and illus-

trates the general opening mechanism of CaM upon cal-

cium binding. Site 1 only reaches the first step of

calcium binding and its calcium coordination loop lacks

the final Glu 12 ligand. Consequently N-CaM is trapped

in an intermediate closed conformation, from which it

cannot escape.

The presence of EF not only disturbs CaM affinity for

calcium but also the coupling mechanism between the

two CaM lobes through the interlinker region. EF allows

coupling between CaM lobes, but only in one direction,

that is from C-CaM to N-CaM. Indeed, binding two cal-

cium ions on N-CaM provokes only changes in the fluc-

tuations of both the interlinker and the N-terminal do-

main itself. On the other hand, removing two calcium

ions from the C-CaM provokes changes in the fluctua-

tions of the C-terminal domain itself and also in the N-

terminal domain. This asymmetry in coupling is also

observed in the variation of hydrophobic patches. The

N-terminal hydrophobic patches of CaM gain almost the

same surface (29 Å2) upon calcium binding than the one

they loose (33 Å2) in EF–(Apo-CaM). On the other

hand, the C-terminal patches gain about 5 Å2 in EF–

(4Ca-CaM) and loose about 25 Å2 upon calcium re-

moval. This might be a consequence of a stronger inter-

action between EF and C-CaM than with N-CaM.

The removal of all calciums was also studied in the

present work, which gives information about the EF–

(Apo-CaM) system, for which no structure has been

solved to date. Ulmer et al.43 proposed a model where

Table IX
Number of CaM Residues that Are Involved in Hydrogen Bonds with EF/

Number of CaM Residues that Are Involved in Hydrophobic Interactions with

EF (for at least 50% of the Simulation Time)

EF–(Apo-CaM) EF–(2Ca-CaM) EF–(4Ca-CaM)

Helix I 4/6 4/3 3/6
Helix II 2/4 1/1 0/2
C-term 12/28 15/29 16/28

Residues are grouped by blocks: Helix I comprises helix I of site 1 (residues 5–

22), Helix II comprises helix II of site 1 (residues 23–42), C-term comprises heli-

ces V to VIII (residues 80–147).
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Apo-CaM only interacts with EF through its N-terminal

domain. Indeed, we observed that the interaction bet-

ween EF and the C-terminal domain of CaM is weakened

in EF–(Apo-CaM).

However, our analyses of radius of gyration, VDA,

opening of the sites, and exposure of hydrophobic

patches showed that the conformation of CaM in EF–

(Apo-CaM) is closer to that of EF–(2Ca-CaM) than that

of EF–(4Ca-CaM). This suggests that once the C-terminal

domain is inserted and blocked between the helical do-

main and the catalytic core of EF, the stability of the

complex is not dramatically affected upon calcium re-

moval. An energetic barrier opposes the formation of

EF–(Apo-CaM) but there is also a symmetric energetic

barrier opposing the dissociation of the complex upon

removal of the C-terminal calcium ions. The results pre-

sented are mainly influenced by the second barrier.

Besides, reactions to calcium binding or removal sug-

gest a mechanism for the destabilization of the EF–(Apo-

CaM) complex. Indeed, our study suggests that the bind-

ing of calcium on N-CaM tends to open the domain, but

this opening is restrained by EF helical domain, which

keeps the catalytic site open and maintains its contacts

with CaM site 1. On the other hand, C-CaM is deeply

inserted between the catalytic core and the helical do-

main of EF, and cannot relax. The removal of Ca21 ions

from C-CaM will induce a tension toward EF, and thus

explains the deformations observed in EF bound to Apo-

CaM, which bring the EF domains closer and induce a

collapse of the catalytic site.

The present work brings a contribution to the global

knowledge of CaM conformational plasticity and des-

cribes its molecular interaction with a pathological agent.

By giving clues to a better understanding of the mecha-

nisms played in the EF-CaM complex, it enables to better

characterize the CaM molecular features responsible for

its regulation of many targets. It also permits to define

what makes the specificity of CaM recruitment by a

toxin, compared to the recognition and activation of tar-

get proteins in cellular signalling pathways.
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Dynamics and Energetics: A Consensus Analysis of the Impact of
Calcium on EF-CaM Protein Complex

Elodie Laine, Arnaud Blondel, and Thérèse E. Malliavin*
Unité de Bioinformatique Structurale, CNRS URA 2185, Département de Biologie, Structurale et Chimie, Institut Pasteur, Paris, France

ABSTRACT We have studied the relationship between dynamical correlations and energetic contributions in an attempt to
model the transmission of information inside protein-protein complexes. The complex formed between the edema factor (EF)
of Bacillus anthracis and calmodulin (CaM) was taken as an example, as the formation and stability of the complex depend
on the calcium complexation level. The effect of calcium through EF-CaM residue network has been investigated with various
approaches: 1), the elastic network model; 2), the local feature analysis; 3), the generalized correlations; and 4), the energetic
dependency maps (EDMs), on 15-ns molecular dynamics simulations of the complex loaded with 0, 2, or 4 Ca2þ ions. The elastic
network model correctly describes the basic architecture of the complex but is poorly sensitive to the level of calcium compared to
the other methods. The local feature analysis allows us to characterize the local dynamics of the complex and the propagation of
the calcium signal through CaM. The analyses of global dynamics and energetics—through generalized correlations and
EDMs—provide a comprehensive picture of EF-CaM architecture and can be unified by using the concept of residue network
connectedness. A medium connectedness, defined as the ability of each residue to communicate with all remaining parts of
the complex, is observed for the 2Ca2þ level, which was experimentally identified as the most stable form of EF-CaM. The hier-
archy of relative stabilities given by the EDMs sheds a new light on the EF-CaM interaction mechanism described experimentally
and supports an organization of the complex architecture centered around nucleation points.

INTRODUCTION

Functional changes in protein-protein complexes are under-

laid by conformational changes and concerted motions

arising from information transmission through their residue

networks (1). In recent years, various methods have been

used to explore the collective dynamics of proteins and study

their relevance for biological function, among them principal

component analysis (PCA) (2–6) and normal mode analysis

(1,7–10). However, the relationship between dynamical

correlations and energetic contributions has not been studied

extensively in protein complexes. The complex formed

between the edema factor (EF) of Bacillus anthracis and

calmodulin (CaM) provides a good test case for the existing

methods as the complex stability depends on the number of

calciums bound to CaM (2, 3, or 4 Ca2þ) while the main

architecture of the complex remains practically unchanged.

Indeed the x-ray structures with three or four calcium ions

display no significant change of the complex global architec-

ture. Furthermore, the analysis of molecular dynamics (MD)

simulations performed by Laine et al. (11) showed that the

perturbation of the EF-CaM complex by adding and

removing Ca2þ ions only changed the local conformations

of some parts of the system, and not its overall architecture.

It is thus a challenge to understand the propagation of the

electrostatic effects of Ca2þ ions through the structure of

EF-CaM.

EF-CaM gives an example of recruitment of an endoge-

nous protein by a pathogen to activate its toxins (12). Indeed,

upon binding of calmodulin, a ubiquitous actor of many

calcium-signaling pathways (13–18), the toxin EF of B.

anthracis undergoes a large conformational transition that

leads to the formation and activation of its adenylyl cyclase

catalytic site, which transforms ATP into cAMP. The accu-

mulation of cAMP causes cellular dysfunction and allows

EF to impair host immune defenses (19).

In the crystallographic structures of the complex (20,21)

(Fig. 1), CaM displays an extended conformation—which is

unusual in CaM-target complexes, and is loaded with various

numbers of calcium ions: 2Ca2þ (Fig. 1 a), 3Ca2þ, and 4Ca2þ.

Calmodulin (in red) is inserted between the catalytic core of

EF and its helical domain Hel (residues 660–767, in pink).

EF catalytic core is composed of domains CA (residues

292–349 and 490–622, in green) and CB (residues 350–

489, in lime). The catalytic residues (in licorice) lie at the

CA-CB interface. The switch A (domain CA, residues 402–

551, in dark green) is in direct contact with CaM. Domain

Hel is composed of four helices L, M, N, and O separated

by three interhelical loops: inter L-M loop (residues 668–

691), inter M-N loop (residues 706–713), and inter N-O

loop (residues 738–745). A loop named switch C (residues

623–659, in blue) connects Hel to the catalytic core of EF.

CaM is composed of two globular domains linked by

a central flexible helix (residues 65–92) (Fig. 1 b): the

N-terminal domain N-CaM (residues 5–64) and the

C-terminal domain C-CaM (residues 93–147). Each domain

consists in a pair of calcium-binding EF-hands (22,23) which

opens upon calcium binding, exposing hydrophobic patches

(24–27). However, the affinity and cooperativity of CaM

calcium binding sites are affected by the presence of EF
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(28). In particular, EF locks N-CaM in a closed conforma-

tion, reducing its affinity for calcium (see table inset in

Fig. 1), whereas it binds C-CaM in an open conformation,

loaded with calcium (11). Accordingly, the predominant

form of the complex is EF–(2Ca-CaM) (28), in which two

Ca2þ ions are bound to the C-terminal domain of CaM.

To study the stability of EF-CaM in solution, we previ-

ously performed three 15-ns molecular dynamics (MD)

simulations of the complex (11), with different levels of

calcium: EF–(0Ca-CaM), EF–(2Ca-CaM), and EF–(4Ca-

CaM). The analysis of these simulations helped characterize

the conformational plasticity of each partner and led us to

propose a model of the EF-CaM interaction in which CaM

acts as a spring that maintains EF in an open active confor-

mation.

In this work, we investigated the effect of calcium addi-

tion/removal through the structure of the whole complex.

The signal propagation was studied on a simplified represen-

tation of EF-CaM, in which only C(a) were retained. The

elastic network model was used first to study the natural

collective dynamics of the complex and compare them to

that of the MD dynamics. The effect of calcium was then

characterized with approaches based on dynamical correla-

tions on the one hand and on energetic influences on the

other hand. The introduction of new concepts to describe

the complex architecture gave a consensual view of the

results from the two methods. These results reveal that

removing calcium breaks the coupling of EF-CaM residue

network, whereas calcium binding destabilizes EF within

the complex.

MATERIALS AND METHODS

Molecular dynamics simulations

Details concerning the preparation of initial coordinate files and the produc-

tion of molecular dynamics trajectories were given previously (11). Coordi-

nates of the EF-CaM complex with two Ca2þ were obtained from the PDB

entry 1K93 (20). The EF–(0Ca-CaM) complex was generated by removing

the cations and the EF–(4Ca-CaM) complex was generated by adding two

Ca2þ in the N-terminal calcium loops of CaM. The Coulomb/Lennard-Jones

parameters of the Ca2þ ions were taken from the parm99 parameter set of

AMBER 8 (29), as a van der Waals radius R ¼ 1.7131 Å and a well-depth

3 ¼ 0.459789 kcal/mol (30). These calcium parameters do not include any

modeling of polarization. Nevertheless, this parameterization proves satis-

factory, as in the MD simulations performed on isolated calmodulin (31)

and on the EF-CaM complex (11), the systems exhibited a behavior and

especially a calcium coordination geometry in agreement with the experi-

mental observations.

The three complexes were simulated with AMBER 8 (29) during 15 ns in

explicit solvent (>80,000 atoms). The MD trajectories were processed with

the PTRAJ module of AMBER 9 (32). A convergence study (11) showed

that the system took 3 ns to relax. The MD simulations were analyzed by

Laine et al. (11) and the conformational drifts were qualitatively described.

In EF–(0Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM), the two lobes of CaM slightly rotate

with respect to each other, whereas in EF–(2Ca-CaM) the drift of CaM is

very limited. Besides EF encounters collapse of its enzymatic site in EF–

(0Ca-CaM) and N-CaM tends to expand in EF–(4Ca-CaM). Consequently

the last 12 nanoseconds of each simulation were used for the analyzes.

PYMOL (33) was used for visualization.

Elastic network model

In the elastic network theory (9,34), the complex structure is modeled as

a network of N nodes, each representative of a given residue vi. Two nodes

i and j are linked by a spring of constant g* if they are closer than a chosen

cutoff distance rc. The model can be expressed by a Kirchoff matrix G,

defined as (34)

Gij ¼
�g� if isj and Rij%rc

0 if isj and Rij > rc

�
P
isj

Gij if i ¼ j
:

8><
>: (1)

A C(a) representation of the EF-CaM complex was used to construct the

elastic network model (ENM). Both experimental B-factors and MD fluctu-

ations were predicted from the ENM according to (34)�
DR2

k

�
¼
�
G�1
�

kk
; (2)

Bk ¼ 8p2
�
DR2

k

�
=3; (3)

FIGURE 1 X-ray crystallographic

structure of the EF-CaM complex (20),

in cartoon representation. Calmodulin is

displayed in red and loaded with two

calcium ions (spheres in orange) on its

C-terminal domain. (a) The helical

domain Hel of EF is displayed in pink

(residues 660–767) and composed of

helices L, M, N, and O. CA is displayed

in green (residues 292–349 and 490–

622) with switch A in dark green (resi-

dues 502–551) and switch B in light

blue (residues 579–591), and CB is

displayed in lime (residues 350–489).

At the interface of CA and CB, the cata-

lytic residues are highlighted in licorice.

Switch C is displayed in blue (residues

623–659). (b) CaM is composed of eight helices: A, B, and C in N-CaM; D and E in the interlinker; and F, G, and H in C-CaM. Calcium-binding loops

are located between helices A and B in site 1, helices C and D in site 2, helices E and F in site 3, and helices G and H in site 4. Sites 3 and 4 are loaded

with Ca2þ ions (spheres in orange). (Inset) Table gives the affinities of the four sites of CaM for calcium calculated from Ulmer et al. (28), in kcal/mol.
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where (DRk
2) and Bk are the mean-square fluctuation and the temperature

factor of residue k. The inverse of the Kirchoff matrix G�1 is the predicted

covariance matrix. Predicted correlation matrices C were thus calculated by

normalizing G�1:

cij ¼
�
G�1
�

ij� ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi�
G�1
�

ii

q ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi�
G�1
�

jj

q �: (4)

The crystallographic structures 1K93 (20), and 1XFX, 1XFY, and 1XFZ

(21), respectively loaded with 2, 3, or 4Ca2þ, of the EF-CaM complex,

were processed to predict the experimental B-factors. The MD fluctuations

were calculated on the 12 last ns of each simulation on the one hand and

were predicted using representative conformations from each simulation

on the other hand. These representative conformations were identified previ-

ously (11) through a convergence analysis of the trajectories and correspond

to MD snapshots taken at: 5906 ps, 9335 ps, and 12,150 ps of the EF–(0Ca-

CaM) simulation, 5016 ps, 7950 ps, and 12,262 ps of the EF–(2Ca-CaM)

simulation, 3529 ps, 4983 ps, 5471 ps, 11,084 ps, and 13,515 ps of the

EF–(4Ca-CaM) simulation. The cutoff rc was fixed at 9 Å and g* was set

to 0.05 as these values permitted the best fit of predicted values on experi-

mental B-factors.

Pearson and generalized correlation matrices

Atomic fluctuations, Pearson correlation matrices and generalized correla-

tion matrices were calculated for the N¼ 619 C(a) of the EF-CaM complex,

considering the 12 last ns of each MD trajectory. Atomic fluctuations and

Pearson correlation matrices (N � N) were computed with the PTRAJ

module of AMBER 9 (32). Correlations were quantified according to the

Pearson coefficient,

r
�
~xi;~xj

�
¼

�
~xi:~xj

�
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi	
h~xii2

�
~xj

�2
q ; (5)

where ~xi and ~xj are the positional fluctuation vectors of residues i and j,

respectively.

Generalized correlations recently developed by Lange and Grubmüller

(35) and which are based on a different metric were computed by the soft-

ware g_correlation, part of the GROMACS framework (36). By analogy

to the Pearson coefficient, the generalized correlation coefficient is defined

as (35)

rMI

�
~xi;~xj

�
¼ 1ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi

1� exp
	
� 2I

�
~xi;~xj

�
=3

q ; (6)

where I½~xi;~xj� is the mutual information between residues i and j (35)

I
�
~xi;~xj

�
¼ H½~xi� þ H

�
~xj

�
� H

�
~xi;~xj

�
; (7)

estimated from the measure of information content H½~x ¼�
�
R

pð~xÞ ln pð~xÞd~x, where pð~xÞ is the probability distribution of the fluctua-

tion vector~x.

Hierarchical clustering analysis was performed on the generalized corre-

lation (GC) matrices using the statistics program R (37). Dissimilarity

matrices were first determined by computing the Euclidean distances

between the rows of each correlation matrix. Hierarchical clustering was per-

formed on the dissimilarity matrices using the complete linkage method

(38). The trees produced by the clustering process were cut at a given height

hopt¼ 5 to identify clusters. The optimal value hopt of the cutting height was

determined to obtain the minimum number of clusters sufficient to span the

range of generalized correlations (Table 1). The same clustering analysis

was applied also on the Pearson correlation matrices but no optimal cutting

height could be determined as the clusters always gave the same mean

correlation.

The comparison of correlation matrices were performed using the

statistics program R (37). The similarity S between two correlation

matrices M and N is calculated as their normalized dot product:

S ¼
P

i;j
mijnijffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi�P

i;j
m2

ij

��P
i;j

n2
ij

�r .

Local feature analysis

In the local feature analysis (LFA) developed by Zhang and Wriggers (39),

residue clusters representative of the most striking features of local dynamics

are determined. A principal component analysis (PCA) was first performed

on each MD trajectory with the PTRAJ module of AMBER 9 (32). Among

the 3N eigenvectors Jr associated with eigenvalues lr, r ¼ 1, 2.3N, the

first 15 ones were sufficient to describe 81–84% of the total fluctuations.

These vectors were consequently used to apply the LFA formalism (39)

on the C(a) motions of the complex. In brief, this formalism projects the

correlation matrix in such a way that it reduces off-block diagonal correla-

tions and identifies 15 seed degrees of freedom and hence 15 seed residues.

From the n ¼ 15 global PCA modes one can define 3N local LFA output

functions O(i) with minimum correlation (39),

OðiÞ ¼
Xn

r¼ 1

Arffiffiffiffi
lr

p JrðiÞ; (8)

where Ar is the projection of atomic fluctuations Dxi onto eigenvector Jr:

Ar ¼
P3N

i¼1 JrðiÞDxi. The residual correlations between LFA outputs are

given by (39)D
OðiÞOðjÞ

E
¼
Xn

r¼ 1

JrðiÞJrðjÞhPði; jÞ; (9)

so that in the limit n / 3N they are completely decorrelated by space:

Pði; jÞ/dði; jÞ.
Rather than computing all 3N outputs O(i), the sparsification algorithm

described by Zhang and Wriggers (39) was applied using the statistics

program R (37) to approximate the entire 3N outputs O(i) with only a small

subset of 15 outputs OðimÞim˛M, where M is the ensemble of 15 seed degrees

of freedom chosen to reconstruct the outputs O(i). At each iteration of the

sparsification algorithm, the outputs O(i) were reconstructed given the

current set M(m) of m degrees of freedom and the reconstruction mean square

errors Oerr(i) were evaluated. Out of the 3N available degrees of freedom, the

seed index displaying the maximum reconstruction error Oerr(imþ1) and not

being already picked up was chosen as the (m þ 1)th index into M. Seed

indexes were added to M until 15 indexes were chosen, standing for 15

seed C(a) atoms or residues. Consequently, the obtained 15 seed residues

are representative of the most striking features of local dynamics. They

permit us to construct a local topographic representation of the EF-CaM

TABLE 1 Hierarchical clustering analysis: mean correlation

values are given for clusters identified from the generalized

correlation matrices of EF–(0Ca-CaM), EF–(2Ca-CaM), and

EF–(4Ca-CaM) with different cut heights h

EF–(0Ca-CaM) EF–(2Ca-CaM) EF–(4Ca-CaM)

5.17 % h < 7.1 0.44 5 0.10 0.45 5 0.10 0.46 5 0.10

0.60 5 0.08 0.60 5 0.07 0.60 5 0.08

0.44 5 0.10 0.45 5 0.10 0.46 5 0.10

5 % h < 5.17 0.60 5 0.08 0.60 5 0.07 0.56 5 0.08

0.46 5 0.10 0.46 5 0.10 0.46 5 0.10

4.4 % h < 5 0.46 5 0.16 0.47 5 0.22 0.56 5 0.08

0.60 5 0.08 0.60 5 0.07 0.71 5 0.07

For hopt ¼ 5 two, two, and three clusters are identified for EF–(0Ca-CaM),

EF–(2Ca-CaM), and EF–(4Ca-CaM), respectively, which display signifi-

cantly different mean correlation values.
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complex, as each seed residue and its neighboring correlated residues

(residue cluster) define a local dynamic domain.

The residual correlation P(h, k) between the seed residue h and any other

residue k was evaluated as (39)

Pðh; kÞ ¼
X3

d¼ 1

Xn¼ 15

r¼ 1

JrðhdÞJrðkdÞ; (10)

where d is the (x,y,z) coordinate index and Jr is the PCA eigenvector

associated with eigenvalue lr.

Dependency maps

The algorithm described by Hamacher et al. in a study of the ribosomal

subunit assembly (40) was used to analyze energetic dependencies inside

the complex. The algorithm is based on the assumption that: ‘‘If the removal

of protein Z changes the relative order from X-more-strongly-bound-than-Y

to Y-more-strongly-bound-than-X, then the probabilistic assembly order is

also changed’’ (40). This assumption was adapted to the EF-CaM case, in

which pseudodomains are considered instead of proteins, and in which the

stability dependency scheme of pseudodomains is considered instead of

the probabilistic assembly order of proteins.

A new definition of the domains (pseudodomains) of the EF-CaM

complex was derived from the LFA (Table 2). The binding free energy of

a pseudodomain D to the complex C was evaluated on snapshots extracted

every 10 ps from the 12 last ns of the MD trajectory of C. The binding free

energy DDG[D, C] is expressed as

DDG½D; C� ¼ DG½C� � ðDG½CnD� þ DG½D�Þ; (11)

where C\D stands for complex C from which domain D was removed.

Within each complex, binding free energies were calculated for all pseudo-

domains and reference ranks were attributed accordingly, with rank 1 corre-

sponding to the best binding energy.

To determine the influence of a given pseudodomain D* on the other

pseudodomains, D* was removed from the complex C and the binding

free energy of each one of the remaining pseudodomains D to the truncated

complex C\D* was calculated as follows:

DDG½D; CnD�� ¼ DG½CnD�� � ðDG½CnðD þ D�Þ�
þ DG½D�Þ:

(12)

The free energies of binding on C\D* were then ranked accordingly. When

the rank of a pseudodomain D on C\D* was worse than its reference rank, an

energetic influence was attributed to D* on D. The influence intensity is the

number of ranks that D lost in C\D* context as compared to C. A total of 7þ
(6*7) ¼ 49 binding free energy time series were calculated and energetic

influences were materialized on dependency maps.

Binding free energies were evaluated by MMPBSA method (41) using the

MMPBSA module of AMBER 9 (32), as

DG ¼ DEMM þ DGsolv � TSsolute; (13)

where DEMM is the molecular mechanics contribution expressed as the sum of

the electrostatics (DEele), van der Waals (DEvdw), and internal (DEint) contri-

butions, and DGsolv is the solvation free energy contribution to binding ex-

pressed as the sum of polar (DGsol
polar) and nonpolar (DGsol

nonpolar) solvation

free energies. The polar contribution DGsol
polar was calculated by solving the

Poisson-Boltzmann (PB) equation with the PBSA module of AMBER 9

(32). The grid spacing was set to 0.5 Å and dielectric constants of 1 and 80

were used for the interior and exterior of the solute, respectively. The dielec-

tric boundary was defined using a 1.6 Å probe water on the atomic surface.

The nonpolar contribution DGsol
nonpolar was calculated as the sum of a repulsive

(cavity) term DGcavity proportional to the solvent-accessible surface area

(SASA) and an attractive (dispersion) term DGdisp computed by surface-inte-

gration approach (Tan and Luo, in preparation quoted in (32)): DGsol
nonpolar ¼

DGdispþDGcavity¼DGdispþ 0.04356*SASA� 1.008. Because of significant

variances in computing solute entropy Ssolute using the MMPBSA approach,

this term was not included in the total binding free energy value.

For most binding free energies, mean values were very close and standard

deviations did not enable us to properly rank them. Nonparametric Kolmo-

gorov-Smirnov tests (42) were therefore performed on the energy estima-

tions time series with the statistics program R (37). The binding free energy

of D was actually considered worse than that of D’ when the Kolmogorov-

Smirnov test gave a p-value %0.05.

RESULTS

A previous analysis of the 15-ns MD simulations of the three

complexes EF–(0Ca-CaM), EF–(2Ca-CaM), and EF–(4Ca-

CaM) led to a model for EF-CaM interaction and to the

description of the conformational changes associated with

the binding or removal of two Ca2þ ions (11). In particular,

binding calcium to N-CaM was shown to provoke a limited

opening of the second EF-hand and both binding and removal

of calcium reduced the dependence of CaM on EF while CaM

interlinker underwent bending or unwinding. In this work,

a scheme relating dynamics and energetics in the frame of

simplified models is proposed to analyze the EF-CaM

complex. Hence, the EF-CaM calcium dependence and the

propagation of the calcium binding or removal signal through

the residue network of the complex have been investigated. A

full panel of methods for analyzing the complex dynamics

was used to determine the type of dynamics analysis that

agrees the most with the energetic information. The different

methods used are based on: 1), elastic network theory (34);

2), local feature analysis theory (39); 3), mutual information

theory (35); and 4), energetic dependency maps (40).

Elastic network model

The elastic network model (ENM) (9,34) was applied to the

crystallographic structures of the EF-CaM complex (21,20).

TABLE 2 Residues numbers delimiting 1), the EF-CaM

domains in the structural biology definition by Drum et al. (20);

and 2), the EF-CaM pseudodomains in the new definition with

the LFA method

Structural biology definition (20) LFA definition

EF CA 294–349 and

490–622

CA 292–345 and 490–501

and 576–622

Switch A 502–551 SA 502–575

Switch B 578–591

CB 350–489 CB 346–489

Switch C 630–659 SC 623–659

Hel 660–767 Hel 660–767

CaM N-CaM 5–64 N-CaM 5–84

Interlinker 65–92

C-CaM 93–147 C-CaM 85–147

Residues involved in the catalytic site of EF are Arg-329 (L), Lys-346 (R),

Leu-348 (R), His-351 (R), Lys-353 (R), Ser-354 (R), Lys-372 (R), Asp-491,

Asp-493 (L), Thr-548 (L), His-577 (L), Thr-579 (L), Asp-582 (L), Asn-583

(L), Phe-586 (L), and Glu-588 (L) and belong either to the left side (L) or to

the right side (R) of the site.
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The predicted B-factors were found in agreement with the

experimental values, as already demonstrated by Bahar

et al. (34), with coefficients of regression R2 above 0.95

(Table 3). Fluctuations and correlation matrices were also

predicted for a set of representative conformations from the

MD trajectories of EF–(0Ca-CaM) (at 5906, 9335, and

12,150 ps), EF–(2Ca-CaM) (at 5016, 7950, and 12,262 ps),

and EF–(4Ca-CaM) (at 3529, 4983, 5471, 11,084, and

13,515 ps), previously identified (11) through a convergence

analysis. ENM fluctuations fit MD fluctuations with slightly

lower R2 coefficients, in the 0.90–0.93 range (Table 3).

Noticeably ENM correlation matrices from either crystallo-

graphic structures or MD conformations were very similar

(Table 4). Consequently, despite high R2 coefficients with

experimental values, the ENM is unable to highlight changes

in internal dynamics between the different levels of calcium.

The ENM correlation matrices for EF–(0Ca-CaM), EF–

(2Ca-CaM), and EF–(4Ca-CaM) were compared to the Pear-

son correlation matrices calculated from the MD trajectories

(Fig. 2). ENM correlations (upper left) are overall smaller

than Pearson correlations (lower right), since ~98% of the

TABLE 3 Slope a and coefficient of regression R2 for the linear

fitting of the ENM predicted fluctuations on the experimental

B-factors (x-ray) (20,21) and on the MD fluctuations (MD)

a R2

1K93(20) (x-ray) 1.06 0.97

1XFX(21) (x-ray) 0.99 0.99

1XFY(21) (x-ray) 0.97 0.98

1XFZ(21) (x-ray) 0.99 0.98

EF-(0Ca-CaM) (MD) 5906 ps 0.95 0.90

9335 ps 0.95 0.90

12,150 ps 0.94 0.90

EF-(2Ca-CaM) (MD) 5016 ps 0.98 0.93

7950 ps 0.97 0.93

12,262 ps 0.98 0.92

EF-(4Ca-CaM) (MD) 3529 ps 1.00 0.91

4983 ps 0.99 0.92

5471 ps 0.99 0.92

11,084 ps 1.01 0.91

13,515 ps 1.00 0.91

The MD fluctuations were predicted by the ENM for representative confor-

mations extracted from the MD simulations. The snapshots’ positions in the

trajectories of EF–(0Ca-CaM), EF–(2Ca-CaM), and EF–(4Ca-CaM) are

given in picoseconds.

TABLE 4 Similarity shared by the generalized correlation

matrices (upper left) and the Pearson (superscript P) and the

elastic network (superscript EN) correlation matrices (lower

right) between the different levels of calcium

EF–(0Ca-CaM) EF–(2Ca-CaM) EF–(4Ca-CaM)

EF–(4Ca-CaM) 0.45 0.49 1

EF–(2Ca-CaM) 0.68 1 0.65P / 0.98EN

EF–(0Ca-CaM) 1 0.73P / 0.98EN 0.71P / 0.98EN

The degree of similarity S between two matrices is evaluated as their normal-

ized scalar product: S ¼
P

i;j
mijnijffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi�P

i;j
m2

ij

��P
i;j

n2
ij

�r .

FIGURE 2 Correlation matrices predicted by the ENM (upper left) and

Pearson correlation matrices (lower right). ENM correlation matrices were

predicted for representative conformations extracted from the MD simula-

tions, taken at: (a) 9335 ps for EF–(0Ca-CaM), (b) 7950 ps for EF–(2Ca-

CaM), and (c) 11,084 ps for EF–(4Ca-CaM). Pearson correlation matrices

were computed on the last 12 ns of each MD simulation. Residues numbers

of EF (292–767) and CaM (5–147) are indicated on x and y axes.
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ENM values are within the range �0.4 to 0.4 whereas the

Pearson correlations span the whole interval between �1

and 1. This is not a consequence of a smaller number of signif-

icantly contributing modes in the Pearson matrices spectra,

which would make artificially high correlations (data not

shown). Furthermore, the Pearson correlation patterns are

much finer than those of ENM (Fig. 2), illustrating the fact

that ENM describes collective motions, arising mainly from

the intrinsic molecular shape of the complex.

The ENM correlation matrices unravel two anti-correlated

residue blocks within EF-CaM (Fig. 2, upper left): 1), the

catalytic region, formed roughly by domains CA and CB

(residues 292–501); and 2), the EF-CaM interface region

formed roughly by Hel of EF (residues 648–767) and N-

CaM (residues 5–76). These results are in agreement with

the principal component analysis of EF motions (11), which

revealed a compaction and a torsion between the catalytic

core and the helical domain of EF as the two first modes

of EF–(2Ca-CaM) dynamics. This shows that ENM is able

to predict long-range correlations to some extent, although

it is based on local geometrical constraints only. Pearson

correlation matrices reveal similar positive and negative

correlations (Fig. 2, lower right): for instance, the anti-

correlation between domains CB and Hel of EF is particu-

larly visible in EF–(2Ca-CaM) (Fig. 2 b, lower right).
Although ENM could extract the global motions of the

complex, it was not acute enough to discriminate between

the various levels of calcium. To tackle that question, other

methods were used: 1), post-processing of the Pearson

covariance matrices by the local feature analysis theory

(39); and 2), the generalized correlation coefficient (35).

Local feature analysis

To better study the local dynamics of EF-CaM, a local

feature analysis (LFA) (39) was performed on the MD

trajectories. Principal component analysis (PCA) was

applied on the C(a) motions and then, the first 15 eigenvec-

tors were retained for the LFA (39). The LFA sparsification

algorithm (39) selected 15 seed degrees of freedom standing

for 15 seed residues. As in the original article of Zhang and

Wriggers (39), seed residues are mostly allocated to flexible

regions within each complex (Table 5): the N- and C-tails of

EF and CaM, the catalytic region and the switches A and C

of EF, the calcium binding sites and the interlinker of CaM.

The high flexibility of the seed residues located in the

N- and C-tails (Arg-292 and Gln-767 in EF, Glu-6 in CaM)

is associated with independent motions, an inherent feature

of the terminal parts of a protein. Consequently these resi-

dues display flat correlation profiles, bearing little informa-

tion (data not shown). More interestingly, the other seed

residues are associated with locally correlated residues

that form clusters representing local dynamic domains. In

the three complexes, these clusters are found in regions

important for the EF catalytic activity, the EF-CaM interac-

tion, or the Ca2þ-CaM interaction. They are described here

in more details, focusing mainly on the EF–(2Ca-CaM)

trajectory.

Seed residues found in EF of EF–(2Ca-CaM), together

with their associated clusters (residual correlation greater

or equal to 0.03), are displayed in Fig. 3. The catalytic resi-

dues are highlighted in licorice and the whole structure is

colored according to the residual correlation profile of the

seed residue. The five seed residues Leu-465, Gln-376,

Gly-429, Glu-449 (not shown in Fig. 3), and Gly-638 are

located in the catalytic region (Table 5, Fig. 3, a–d). As

shown in Fig. 3, a and b, the two clusters formed around

Gln-376 and Leu-465 lie on the right edge (R) of the catalytic

site and share residues 376, 379, 465, and 467 in common.

Both seed residues display negative residual correlations

(down to �0.03, in blue) with residues located in the left

edge (L) of the catalytic site. Reciprocally the cluster formed

around Gly-638 (Fig. 3 d), which includes residues from

switches B and C in the left edge (L), displays anti-

correlations (down to �0.03) with residues located in the

right edge (R). As a consequence, the local dynamics in

the catalytic region are polarized around two anti-correlated

spots: Gly-638 from switch C representative of the left side

and Gln-376 from CB, closely related to Leu-465, represen-

tative of the right side. This polarization, which highlights

the opening/closing movement of the site, cannot be seen

in EF–(0Ca-CaM), where the number of seed residues in

the catalytic region is reduced (Table 5), consistent with

the collapse observed in the MD simulation (11).

TABLE 5 LFA seed residues

EF–(0Ca-CaM) EF–(2Ca-CaM) EF–(4Ca-CaM)

Tails Arg-292, Gln-767 (EF) Arg-292 (EF), Glu-6 (CaM) Glu-6 (CaM)

EF Domain CB Thr-392, Lys-461 Gln-376, Gly-429, Glu-449, Leu-465 Val-380, Gly-429, Asn-450, Glu-482

Switches A and C Thr-519 (SA), Gly-638 (SC) Thr-545 (SA)

Domain Hel Ser-673, Asp-684, Glu-687,

Pro-743, Tyr-745

Asn-675, Ser-682, Phe-688, Pro-743 Ser-674, Asp-684, Asp-686

CaM N-CaM Asp-24, Ala-57, Asn-60 Ala-57, Gly-61 Asp-24, Ser-38, Ala-46

Interlinker Asp-78 Arg-74

C-CaM Gly-120, Met-124 Asp-129 Glu-104, Asp-118

Seed residues are located 1), in the N- and C-tails of EF and of CaM; 2), in domain CB, switches A and C and domain Hel of EF; and 3), in the N- and

C-terminal domains and the interlinker of CaM. Residues locations in the structure are indicated in parenthesis when necessary: switch A is denoted SA

and switch C is denoted SC.
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Further away from EF catalytic site, Gly-429 is anti-

correlated (down to �0.02) with most of the catalytic resi-

dues and residues at both edges of the catalytic site (Fig. 3 c).

Glu-449 displays a similar correlation profile and is not

shown. This region is also highlighted in EF–(4Ca-CaM)

by seed residues Gly-429 and Asn-450 (Table 5).

In EF–(2Ca-CaM), seed residues were also selected in

regions of EF that are contacting CaM (Table 5): 1), Thr-

519 within switch A, in contact with C-CaM; and 2), Asn-

675, Ser-682, Phe-688, and Pro-743 within the inter L-M

loop of Hel, in contact with the first EF-hand of N-CaM

(Fig. 1). Both Ser-682 (Fig. 3 e) and Asn-675 (Fig. 3 e)

display positive residual correlations (up to 0.02) with the

inter N-O loop (residues 738–745, Fig. 1). Additionally,

Ser-682 and Phe-688 (whose correlation profile is similar

to that of Ser-682, data not shown) display negative residual

correlations (down to�0.03) with the entering helix C of site

2 and the interlinker of CaM. It is interesting that seed resi-

dues were found in switch A, switch C, and the inter L-M

loop of Hel in EF–(2Ca-CaM), as these regions are of partic-

ular importance for the interaction between EF and CaM

(20,21). Furthermore, removing or adding calcium, while

affecting the stability of the complex, leads to quite different

local dynamics features: no seed residue is found in switches

A and C of EF–(0Ca-CaM), neither in switch C of EF–(4Ca-

CaM); the number of seed residues within the inter L-M and

N-O loops of Hel is increased up to 5 in EF–(0Ca-CaM) and

decreased down to 3 in EF–(4Ca-CaM).

Seed residues are also located in CaM (Table 5) and their

residual correlations are largely influenced by the level of

calcium (Fig. 4). In EF–(2Ca-CaM), two clusters are defined

in the calcium-binding loop of site 2 around Ala-57 and Gly-

61. On the residual correlation matrix (Fig. 4 b), the second

EF-hand of CaM appears as a block extending from residue

43 toward residue 80 of the interlinker. A correlation peak is

also located in site 1 (residues 20–31) and two off-diagonal

peaks demonstrate the intercorrelation between the two

calcium binding loops (residues 20–31 and 56–67). No

correlation is observed in the C-terminal domain, except

for a narrowed peak located in the inter F-G loop between

the two EF-hands (residues 108–118). Asp-129 was selected

as a seed residue, but its motions are rather independent as it

FIGURE 3 C(a) atoms of the LFA

seed residues located in the catalytic

region and in the helical domain of

EF–(2Ca-CaM), together with their

associated clusters (residual correlation

greater or equal to 0.03), represented

in spheres: (a) Gln-376, (b) Leu-465,

(c) Gly-429, (d) Gly-638, (e) Ser-682,

and (f) Asn-675. Catalytic residues are

displayed in licorice. The terms (L)

and (R) stands for the left side and right

side of the catalytic site, respectively.

Colors follow the residual correlation

profile with respect to each considered

seed residue, from red down to blue.
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displays a very flat correlation profile with absolute

values <0.01.

Removing calcium from sites 3 and 4 in EF–(0Ca-CaM)

reduces the correlation between site 1 and site 2 while

inducing a new correlation peak between seed residue

Asp-78 and the N-tail residues (Fig. 4 a), which is related

to the unwinding of the interlinker during the simulation

(11). Furthermore, residues 54–58 in site 2 are anti-corre-

lated with Asp-78 and helix G (residues 108–129) of

C-CaM (Fig. 4 a). Calcium binding in N-CaM (sites 1 and 2)

induces an expansion of the correlation block of the second

EF-hand toward helix B (residues 27–41) (Fig. 4 c) while

seed residues are located earlier in the sequence of site 2

(Ser-38 and Ala-45). The two off-diagonal peaks located in

the first EF-hand of EF–(2Ca-CaM) residual correlation

matrix (Fig. 4 b) become less intense while anti-correlation

peaks arise between the calcium binding loop of site 1 and

the inter B-C loop (residues 39–44). As in EF–(0Ca-CaM),

the interlinker (seed residue Arg-74) is correlated with the

N-tail, consistent with the bending observed during the

EF–(4Ca-CaM) simulation (11).

The following conclusions can be drawn regarding the

effect of calcium binding/removal on the CaM residue

network. The direct impact of removing calcium is observed

in the interhelical F-G loop (Fig. 1 b) of C-CaM in EF–(0Ca-

CaM). Additionally, motions of the F-G loop and of the

interlinker become anti-correlated with that of helix C of

N-CaM, which thus reveals the propagation of calcium infor-

mation. On the other hand, the EF–(4Ca-CaM) correlation

matrix highlights the propagation of calcium-induced

conformational changes through site 2 toward helix B of

site 1. Information is transmitted between the two EF-hands

through anti-correlated motions of the calcium-binding loop

and of the interhelical B-C loop. Overall, the LFA enables us

to highlight local dynamic regions around which EF

dynamics are organized and helps us to understand the prop-

agation of calcium information along the CaM structure.

Generalized correlations

Global motions of EF-CaM were analyzed with generalized

correlations calculations (35) on the MD trajectories of the

three complexes. Based on mutual information theory, this

correlation measure is intended to be more accurate and

less biased than the commonly used Pearson correlation

coefficient (35). Indeed, the Pearson measure (Fig. 5, lower
right) displays >50% of absolute correlations smaller than

0.2 (in green), which is not the case for the generalized corre-

lations (Fig. 5, upper left). The GC matrices display a larger

number of intense values (>0.8) that relate larger numbers of

residues far away in the proteins sequences (Fig. 5, lower
right). In addition, the Pearson correlation matrices of

EF–(0Ca-CaM), EF–(2Ca-CaM), and EF–(4Ca-CaM) share

65–73% similarity, while the generalized correlation

matrices share 45–68% similarity (Table 4), and thus are

more sensitive to the level of calcium.

FIGURE 4 LFA residual correlation matrices of CaM within (a) EF–

(0Ca-CaM), (b) EF–(2Ca-CaM), and (c) EF–(4Ca-CaM). Residues numbers

of CaM (5–147) are indicated on x and y axes.
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A hierarchical clustering analysis was applied to the GC

matrices of the three complexes (Fig. 5). Residues were

grouped based on the similarity of their correlation profiles,

given that each row of a correlation matrix represents the

correlation profile of a particular residue. Consequently, resi-

dues, being members of the same cluster, have the same global

correlation to the remaining part of the residue network and

display similar correlations to each other. The cutting height

of the clustering was determined as described in Materials

and Methods. Using this approach, three clusters were identi-

fied (Fig. 6 and Table 2): cluster 1 (in blue) is composed of

uncorrelated residues with mean correlation below 0.5;

cluster 2 (in green) is composed of slightly correlated residues

with correlations in the 0.5–0.6 range; and cluster 3 (only for

EF–(4Ca-CaM), in red) is composed of strongly correlated

residues with a mean correlation value of 0.7.

In EF–(2Ca-CaM), residues are grouped in two clusters. A

large majority, 446 residues, display intermediate correla-

tions in cluster 2 (Fig. 6 b, in green). Most of the 173 remain-

ing uncorrelated residues of cluster 1 (in blue) have small

fluctuations in the MD trajectory (Fig. 6 e). However, resi-

dues 510, 544–545 in switch A of EF, residues 636,

641–642 in switch C of EF, residues 766–767 in the C-tail

of EF, and residues 50, 66–67, and 70 in site 2 of CaM

display fluctuations above 1.5 Å. Consequently, the motions

of these residues are relatively independent from the rest of

the protein residue network.

In EF–(0Ca-CaM), a larger number of 245 residues popu-

late cluster 1 (in blue). One-hundred-and-forty-nine of them

form a large intermediate region located in CA and switch C

between the catalytic core of EF and the EF-CaM interface

(Fig. 6 a) and display MD fluctuations uniformly smaller

than in EF–(2Ca-CaM) (Fig. 6 d). In contrast, some residues

within C-CaM which were uncorrelated (cluster 1) in EF–

(2Ca-CaM), become slightly correlated (cluster 2) in EF–

(0Ca-CaM) while their fluctuations get larger. Furthermore,

removing calcium provokes the splitting of Hel (residues

660–767) and N-CaM (residue 5–76) in four subsets of

correlated flexible residues separated by uncorrelated more

rigid ones (Fig. 6 d): 1), the inter L-M loop (residues 668–

691); 2), the inter N-O loop (residues 738–745); 3) the

C-tail of EF (residues 754–767) and the N-tail of CaM (resi-

dues 5–6); and 4), the second EF-hand together with the in-

terlinker (residues 42–87). This finding is in agreement with

the previously observed concentration of LFA seed residues

in the L-M and N-O loops of EF.

In the GC matrix of EF–(4Ca-CaM) (Fig. 5 c), it was

possible to group the residues into three clusters. Cluster 3

(in red) includes highly correlated residues located in three

distinct regions of the complex (Fig. 6 c): 1), in CB; 2), in

switch B, switch C, or CA; and 3), in helix L of Hel and

N-CaM. This suggests that the conformational changes

occurring in N-CaM upon calcium binding echo up to the

catalytic region of EF. As opposed to these highly correlated

regions, a group of uncorrelated residues (in blue) is formed

FIGURE 5 Generalized correlation matrices (upper left) and Pearson

correlation matrices (lower right) for (a) EF–(0Ca-CaM), (b) EF–(2Ca-

CaM), and (c) EF–(4Ca-CaM). Residues numbers of EF (292–767) and

CaM (5–147) are indicated on x and y axes.
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around C-CaM, comprising residues 303–322 and 596–601

of CA, residues 501–537 of switch A, residues 655–659 of

switch C, and residues 705–713 of Hel.

The analysis of the GC matrices enables us to draw corre-

lation pictures of the EF-CaM complex that are sensitive to

the level of calcium. The EF–(2Ca-CaM) picture displays

homogeneity as most of the residues are slightly correlated

except for localized regions. By contrast, correlation pictures

of the two other complexes illustrate the destabilization of

the EF-CaM interaction (11). For instance, EF–(0Ca-CaM)

is divided in two correlated blocks separated by a region of

uncorrelated residues formed by CA and switch C. The first

block corresponds to CB and the second block is fragmented

in several flexible correlated groups delimited by uncorre-

lated rather rigid residues. Therefore, calcium removal

breaks the coupling between EF-CaM interface and the cata-

lytic region, which agrees with the instability of the EF-CaM

complex experimentally observed in absence of calcium

(28). On the other hand, adding calcium in EF–(4Ca-CaM)

induces high correlations between N-CaM and the catalytic

core of EF. This suggests that calcium binding induces

constraint as observed previously (11), and the information

is transmitted throughout the complex, even at long distances

from N-CaM. Overall, this analysis supports that moderate

dynamical correlations are indicative of a stable complex.

Dependency maps

The effect of calcium on EF-CaM energetics was investi-

gated by performing MMPBSA free energy calculations on

the MD trajectories. The approach proposed by Hamacher

et al. (40) and described in more details in Materials and

Methods consists in calculating and ranking the binding

free energy of each domain X on the rest of the complex

and determining the influence of the removal of each other

domain Y on the ranking. If the rank of X is lower when Y
is removed, then Y is considered to have an energetic influ-

ence on the stability of X within the complex. Energetic

influences are materialized by arrows on dependency maps

(see Fig. 8).

Seven pseudodomains were defined inside EF-CaM with

the results obtained with the LFA approach. These defini-

tions implied some adjustments to the structural biology defi-

nition presented by Drum et al. (20) (Table 2). The matrix of

EF–(2Ca-CaM) LFA residual correlations is displayed in

Fig. 7 a, with our new pseudodomains delimitations. A first

adjustment was made for CA and CB, defined as residues

292–349, 490–522, and residues 350–499, respectively, by

Drum et al. (20). As shown in the structural biology defini-

tion (Table 2), most of the residues located in the right

side of the catalytic site belong to CB and most of the

FIGURE 6 Clusters defined from the

generalized correlation matrices and

MD atomic fluctuations of (a and d)

EF–(0Ca-CaM), (b and e) EF–(2Ca-

CaM), and (c and f) EF–(4Ca-CaM).

(a–c) C(a) atoms are represented as

spheres and colored with respect to their

cluster: cluster 1 of uncorrelated resi-

dues (<0.5) is displayed in blue, cluster

2 of slightly correlated residues (0.5–

0.6) is displayed in green, and cluster

3 of highly correlated residues (0.7) is

displayed in red. (d–f) C(a) atomic fluc-

tuations of EF (black line) and of CaM

(orange line), calculated on the last 12

nanoseconds of each MD trajectory.

Points are colored according to the clus-

ters color-code. The value of 1.5 Å is

marked with a dotted line on each

plot. The locations of the different

domains CA, CB, Hel, N-CaM, the in-

terlinker (Inter), and C-CaM of the

complex, as well as those of switches

A (SA), B (SB), and C (SC), and of

the interhelical L-M and N-O loops

along the sequence, are indicated at

the bottom.
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residues located in the left side belong to CA. The only

exceptions are observed for Lys-346 and Leu-348, which

are located in the right side of the catalytic site and belong

to CA. Considering the polarization of the catalytic site

shown by the LFA, we thus redefined CB from residues

346 to 489. We also extracted switch A from CA, as residues

502–575 form a well-defined correlation pattern and are not

correlated with the remaining part of CA (Fig. 7 a). We

added residues 623–629 to the definition of switch C (resi-

dues 623–659) and we kept the original definition of Hel

(residues 660–767). Since the LFA correlation pattern of

CaM associates the interlinker and N-CaM (Fig. 7 a), we

redefined N-CaM from residues 5 to 84 and C-CaM from

residues 85 to 147. After columns and rows permutations,

the LFA correlation matrix (Fig. 7 b) displays no interdo-

main correlations except between switch C and switch B

(residues 576–591) within CA.

Binding free energies were calculated on each MD trajec-

tory with MMPBSA method (41). The contributions of the

different energy terms to the total binding free energy

DDG are given for EF–(2Ca-CaM) (Table 6). They are of

the same order for the three complexes (data not shown).

The largest terms are the Coulomb interaction energies

DDEele and the polar desolvation penalties DDGsol
polar,

with absolute values in the 400–2000 kcal/mol range

that compensate each other. The other terms are much

smaller: van der Waals energies are between �80 and

�320 kcal/mol, and both nonpolar solvation terms and

internal energies are between 0 and 50 kcal/mol.

As visible on Fig. 8, energetic dependency maps (EDMs)

are sensitive to the level of calcium and reveal both short-

range and long-range influences. Short-range influences

appear to be associated with unfavorable changes in binding

free energies DDG (Table 7). Indeed, the positive free energy

differences DDDG[CA / SC], DDDG[SA 4 C-CaM],

DDDG[Hel 4 N-CaM] (except in EF–(2Ca-CaM)), and

DDDG[Hel / C-CaM] are due to van der Waals penalties.

By contrast, the Coulomb electrostatic penalty is prepon-

derant in the positive DDDG[SC 4 N-CaM] and the differ-

ence DDDG[SA / N-CaM] results from mixed Coulomb

electrostatic and van der Waals effects. Consequently, short-

range energetic influences correspond to direct hydrophobic

or electrostatic interactions/contacts. However, long-range

influences of CB on SA, Hel, and N-CaM are not associated

with large free energy changes (Table 7). Indeed, van der

Waals and nonpolar contributions are rather small while elec-

trostatic and polar contributions compensate each other,

which is not surprising since CB is >30 Å away from SA,

Hel, or N-CaM. The losses of ranks for these domains are

actually promoted by a favorable change in the binding ener-

gy of CA to the complex when CB is removed, of 36 and

65 kcal/mol in EF–(2Ca-CaM) and EF–(4Ca-CaM), respec-

tively.

Hamacher et al. (40) used EDMs to predict the assembly

ordering of the small ribosomal subunit. Here, instead of

considering the assembly of proteins within a suprastructure,

we considered the assembly of pseudodomains, some of

which covalently bonded, within a protein-protein complex.

FIGURE 7 Matrix of LFA residual

correlations, computed with 15 PCA

eigenvectors. Pseudodomains are de-

limited with plain lines, except for CA

on the left (a), for which dashed lines

are used. In panel b, rows and columns

have been permuted to group residues

belonging to CA in the second block.

Residue numbers of EF (292–767) and

CaM (5–147) are indicated on x and y

axes.

TABLE 6 Reference binding free energies of the seven pseudodomains of EF–(2Ca-CaM)

DDEele DDEvdw DDEint DDGsol
polar DDGsol

nonpolar DDG

CA �552 5 87 �314 5 11 52 5 4 800 5 85 11 5 3 �3 5 22

CB �407 5 60 �82 5 5 24 5 3 497 5 58 14 5 2 44 5 13

SA �1410 5 91 �241 5 9 20 5 3 1526 5 84 17 5 3 �89 5 24

SC �881 5 45 �241 5 9 19 5 3 1049 5 43 2 5 2 �51 5 20

Hel �1911 5 78 �161 5 9 10 5 2 2035 5 75 21 5 2 �6 5 17

N-CaM �1387 5 86 �101 5 11 10 5 2 1445 5 82 25 5 2 �9 5 18

C-CaM �705 5 87 �251 5 12 10 5 2 830 5 77 16 5 3 �101 5 29

The different contributions to the total free energy of binding DDG are given in kcal/mol as the Coulomb interaction energy (DDEele), the van der Waals energy

(DDEvdw), the internal energy (DDEint), the polar solvation energy (DDGsol
polar), and the nonpolar solvation energy (DDGsol

nonpolar).
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Because of this choice, and because the establishment of the

EF-CaM interaction induces conformational rearrangements

not sampled in our simulations, the assembly ordering we

get from the maps (Fig. 8) does not describe the actual mech-

anism of the EF-CaM complex formation. Instead, it gives

a description of the stability dependence scheme between

the different parts of the complex, as in a house-of-cards archi-

tecture: the more a pseudodomain is influenced by others, the

lower the place it occupies in the hierarchy of the relative

stabilities inside the complex. Accordingly, we propose that

pseudodomains not subjected to any influence consist in

nucleation points for the architecture of the complex.

This way, CA, CB, and Hel are the nucleation points of

EF–(2Ca-CaM) (Fig. 8 b). The influences of both Hel and

switch A on C-CaM correspond to direct interactions at the

EF-CaM interface. Additionally, the influence of C-CaM

on switch A may highlight the conformational change switch

A undergoes when interacting with C-CaM (20). N-CaM is

subject to the influences of switch A, CB, and Hel, which

means that it plays a less important role than C-CaM in the

interaction with EF, in agreement with experiments

(20,21). Finally, the influences of N-CaM and CA on switch

C illustrate the conformational change that switch C

undergoes while interacting with N-CaM and which leads

to the stabilization of the catalytic site by ordering switch

B of CA (20).

In EF–(0Ca-CaM) (Fig. 8 a), the nucleation ensemble

(CA, CB, and switch A) is displaced toward EF catalytic

region, which reveals that EF-CaM interaction is weakened.

No long-range influence is observed, so that the coupling is

broken between the EF-CaM interface region and the cata-

lytic region. This breakage is consistent with the collapse

of the catalytic site observed during this simulation (11)

and with the generalized correlations (Fig. 6 a). The interde-

pendence of switch A and C-CaM is converted into a stronger

influence of switch A on C-CaM. Hel is no longer linked

with C-CaM: the coupling between the two CaM domains

is broken.

In EF–(4Ca-CaM) (Fig. 8 c), a reduction of the nucleation

ensemble (CA, CB) and new long-range influences within

the EF protein, from CB to both Hel and switch A, are

observed. They suggest a more constrained and unstable

house-of-cards architecture and reveal a destabilization of

the EF domains that contact CaM. Such a destabilization

can be related to the calcium-induced conformational change

of N-CaM observed during this simulation (11), which find

echoes up to the catalytic region of EF according to the

generalized correlations (Fig. 6 c). Noticeably, the influence

of CA on switch C is reinforced. In addition, the influence of

Hel on C-CaM is maintained. The interdependence of switch

A and C-CaM is converted into a stronger influence of

switch A on C-CaM, as observed in EF–(0Ca-CaM).

The EDMs give a model for the relative energetic depen-

dence of the domains inside the complex and vary according

to the level of calcium. The hierarchy in the domains relative

stabilities sheds a new light on the EF-CaM interaction

mechanism described experimentally (20,21). Indeed, in

EF–(2Ca-CaM), energetic influences are centered around

the EF-CaM interface. Removing or adding calcium

produces different effects on the dependency maps, both

leading to a destabilization. On the one hand, in EF–(0Ca-

CaM), couplings within the complex are broken, especially

between the catalytic core and the helical domain of EF.

On the other hand, in EF–(4Ca-CaM), the number of

FIGURE 8 Dependency maps of (a) EF–(0Ca-CaM), (b) EF–(2Ca-CaM),

and (c) EF–(4Ca-CaM). The EF-CaM complex is schematically represented

by its seven pseudodomains, with CaM (pseudodomains N-CaM and

C-CaM) with dots and EF (pseudodomains CA, CB, SA, SC, Hel) with hori-

zontal lines. The arrows represent the energetic influences: the larger the

greater intensity or number of lost ranks in the comparison of free binding

energies (light shading is 1, medium shading is 2, dark shading is 3, and

solid is 4).
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nucleation points is decreased and new influences within EF

reveal constraints that destabilize the complex architecture.

DISCUSSION

EF-CaM is a good example of a protein-protein complex in

which each partner displays remarkable conformational plas-

ticity (11,20). The complex results from the assembly of two

proteins composed of globular domains attached by a flexible

linker: the N- and C-terminal domains linked by the central

helix in CaM, the helical domain, and the catalytic core

linked by switch C in EF. The residue network is organized

into two blocks: 1), the interface region where CaM and EF

contact each other, composed of Hel and switch A of EF and

both domains of CaM; and 2), the catalytic region where the

catalytic site lies, composed of domains CA and CB. Switch

C plays an important role in maintaining the catalytic activity

of the complex, as it both interacts with CaM and stabilizes

switch B within the catalytic site.

We used here two different approaches to characterize the

effect of Ca2þ on the global dynamics and energetics of EF-

CaM, one based on dynamical correlations using generalized

correlations and the other based on energetic influences using

free energy calculations. Interestingly, we find good agree-

ments between the results of the two methods, which can

thus be interpreted in relation to each other in the framework

of EF-CaM residue network. Both methods display an homo-

geneous and equilibrated picture of EF–(2Ca-CaM) architec-

ture. Indeed, the stability of EF–(2Ca-CaM) is associated with

moderate correlations over the whole residue network in the

GC matrix, and with balanced nucleation points and energetic

influences essentially between EF and CaM on the EDMs.

Destabilization of the complex by either binding or removal

of calcium ions is also revealed by both methods: in EF–

(0Ca-CaM), missing correlations in the GC matrix as well

as missing energetic influences in the EDMs suggest

a breakage of the couplings between the different parts of

the residue network while in EF–(4Ca-CaM) high correlations

in the GC matrix and new energetic influences between the

domains of EF highlight an imbalance in the residue network.

Consequently, the observations from analysis of GCs and

EDMs support the hypothesis that the stability of the

complex depends upon the organization of its residue

network and particularly upon the ability of each node of

the network to communicate with all remaining parts of

the complex through slightly correlated motions or balanced

contributions to a house-of-card architecture. This finding is

in agreement with Chennubhotla and Bahar (1) and Tobi and

Bahar (43), who established the relationship among protein

dynamics, information transmission (1), and protein-protein

association process (43). We propose to denote this property

as the residue network connectedness. As previously

described, the connectedness of EF-CaM residue network

is affected by the level of calcium complexation. On the

one hand, the coupling breakage and the imbalance of the

nucleation region in EF–(0Ca-CaM) reveal a lack of commu-

nication throughout the complex residue network. On the

other hand, the high correlations between N-CaM and EF

catalytic core and the long-range influences inside EF in

EF–(4Ca-CaM) correspond to an extended connectedness

TABLE 7 Differences in total free binding energies and in each energy term corresponding to the energetic influences identified

in EF–(0Ca-CaM) (0), EF–(2Ca-CaM) (2), and EF–(4Ca-CaM) (4), given in kcal/mol below, in the legend

DDDEele DDDEvdw DDDEint DDDGsol
polar DDDGsol

nonpolar DDDG

Short-range influences

CA / SC (0) 430 5 64 105 5 6 �8 5 2 �478 5 60 3 5 2 52 5 14

CA / SC (2) 408 5 38 107 5 7 �9 5 2 �464 5 37 7 5 2 49 5 14

CA / SC (4) 407 5 34 116 5 8 �9 5 2 �457 5 34 6 5 2 63 5 15

SA / C-CaM (0) 803 5 47 82 5 6 0 5 0 �807 5 45 2 5 2 80 5 10

SA 4 C-CaM (2) 612 5 47 79 5 8 0 5 0 �603 5 46 2 5 2 90 5 14

SA / C-CaM (4) 565 5 37 77 5 5 0 5 0 �585 5 33 0 5 1 56 5 9

Hel 4 N-CaM (0) 1715 5 82 84 5 8 0 5 0 �1738 5 89 �7 5 2 54 5 17

Hel / N-CaM (2) 1411 5 58 49 5 8 0 5 0 �1450 5 60 �11 5 2 �1 5 14

N-CaM / Hel (4) 1128 5 76 64 5 8 0 5 0 �1159 5 78 �6 5 2 28 5 11

Hel / C-CaM (2) 666 5 39 55 5 5 0 5 0 �689 5 35 �6 5 1 25 5 15

Hel / C-CaM (4) 768 5 29 66 5 5 0 5 0 �807 5 32 �8 5 1 19 5 13

SC / N-CaM (0) 552 5 29 3 5 2 0 5 0 �531 5 28 0 5 1 25 5 6

N-CaM / SC (2) 473 5 27 4 5 2 0 5 0 �451 5 27 0 5 1 26 5 5

N-CaM / SC (4) 442 5 34 6 5 3 0 5 0 �417 5 31 �3 5 1 29 5 11

SA / N-CaM (2) 692 5 58 12 5 2 0 5 0 �682 5 56 �4 5 1 18 5 7

Long-range influences

CB / N-CaM (2) 84 5 13 0 5 0 0 5 0 �80 5 13 0 5 0 4 5 2

CB / N-CaM (4) 106 5 14 0 5 0 0 5 0 �105 5 13 0 5 0 1 5 1

CB / SA (4) 22 5 23 11 5 4 0 5 0 �34 5 22 �3 5 1 �5 5 7

CB / Hel (4) �55 5 6 0 5 0 0 5 0 54 5 7 0 5 0 �1 5 1

DDDG½D�4D ¼ DDG½D;CnD� �DDG½D;C ¼ DDG½D�;CnD �DDG½D�;C����� . The arrow in DDDG½D �/D� indicates that removal of D* lowers the

rank of D, and reciprocally. The arrow in DDDG½D�4D� indicates that removal of D also lowers the rank of D* (see Fig. 8). The quantity

DDDG½D�4D� is symmetric with respect to D and D*.
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of the residue network. Because of this extended connected-

ness, the house-of-card architecture of the complex is

destabilized. Both the lack of communication observed for

EF–(0Ca-CaM) and the imbalance contributions observed

for EF–(4Ca-CaM) are the signs of the complex destabiliza-

tion according to the model presented here. They are thus in

qualitative agreement with the relative stability of the EF-

CaM interaction with different calcium levels (28).

The question remains, however: how can dynamical corre-

lations and energetic contributions be formally related? On

the one hand, the EDMs are based on relative but not neces-

sarily absolute changes in free energies of binding, and they

reveal energetic dependencies between domains within the

framework of the complex stability or integrity. On the other

hand, the EDMs reflect covariance dynamics to some extent

through the support of domains to each other. This support is

described by the action-reaction principle in classical

mechanics, as the opposite directions of the action and reaction

forces.

CONCLUSION

We used various approaches, some recently developed, to

analyze the geometrical and energetic bases of the effect of

calcium removal or addition on the stability and connected-

ness of the EF-CaM residue network. While the elastic

network model gave a picture of the natural collective

motions of EF-CaM, the LFA sparsification algorithm,

generalized correlations and dependency maps gave

information relative to the calcium level. The LFA theory

highlighted local dynamic regions that may be particularly

sensitive and helped us to understand the propagation of

the calcium information through CaM. Generalized correla-

tions gave comprehensive pictures of the global dynamics

of the complex. Finally, dependency maps revealed the ener-

getic influences at play between the different domains of the

complex. Interestingly, information based on the generalized

correlations and that based on the energetics were in good

agreement and could be related to give a better understanding

of the calcium-dependent interaction mechanisms. This rela-

tionship was established through the concept of residue

network connectedness, indicative of the complex stability.

The edema toxin of B. anthracis has recently been shown to

impair the host immune system by inhibiting the expression of

anthracidal phospholipase A2 by macrophages (44). Adenylyl

cyclase EF thus appears as an interesting biological target for

fighting anthrax. Perspectives for this work are the modeling

of the conformational transition associated with the formation

of the EF-CaM complex, to describe the mechanisms of the

EF activation. Specific regions involved in the internal

dynamics of the complex could be targeted to disturb the

stability of the catalytic site and/or block the activation of EF.
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