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RESUME 

La dfkermination des parametres thermodynamiques AHo, AGO, AS0 et la corn&ante 
d'affinitl K relatifs aux interactions du Ca2+ et du Mgzi avec la Calmoduline 
du cerveau de bovin, comportant 4 domaines de liaison avec les ions, a et6 ef- 
fectuee par microcalorim&trie. A pH 7,5, les fixations du Ca2+ et du Mg2' sur 
la Calmoduline sont endothermiques et s'accompagnent de variations d'enthalpie 
de 19,5 et ?2,8 kJ par mol de Calmoduline, respectivement. Les variations d'en- 
thalpie sont identiques pour chacun des 4 domaines de liaison avec les ions. Les 
constantes intrinseques d'affinite K sont egalement identiques et valent lo5 
pour Ca2+ et 140 pour Mg2+. 11 n'y a pas de competition entre Ca" et Mg2+ pour 
les msmes sites de liaison : d concentration elevee des deux ions, la formation 
de l'espece Calmoduline-Car.ngj s'accotnpagne d'un;+variation d'enthalpie de 
+ 24,4(kJ mol-1) dpartir du complexe Calmoduline.Ca 

42+ 
et d'une valeur de 

- 28,8(kJ mol-1) apartir du complexe Calmoduline - Mg . Les antagonismes 
Ca2'-H+ et Mg2+ -H ont tSte Btudids par calorimetric $t par potentiometrie; + les 

resultats montrent que la liberation des protons depend fortement du pH au- 
quel la fixation du Ca2+ et du Mg2' se produit. 

Dans les cellules eukariotiques, la calmoduline (CaMf est une proteine qui 

reagit a diverses stimulations (honnonales, nerveuses etc...) en fixant le Ca 
2+ 

dont la concentration peut alors activer un certain nombres d'ensymes. Du fait 

que cette activation depend de maniere critique du nombre d'ions Ca 
2+ 

fixes sur 

la proteine (11, il est de la plus grande importance de connaltre en detail les 

caracteristiques de la liaison CaM-Ca 
2+ 

et l'influence, m@me faible, d'autres 

ions presents dans ce type de cellule. 11 existe d ce sujet certaines contro- 

verses portant notamment sur l'affinits des ions Ca 
2+ 

pour les quatre sites de 

liaison (2). (31, les effets eventuels de cooperativite lors de la liaison 

CaM-Ca2+ (4), (5) et de la compdtitivite du Ca 
2+ 

et Mg 
2+ 

quant a leur fixation 

sur la CaM (2), (31, (6), (7), (8). Les contradictions observdes entre les 
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resultats que nous avions obtenus jusqu'ici avec ceiix d'autres auteurs (9), en 

particulier au sujet des caracteristiques de la liaison CaM-Ca 
2+ 

et de la compb- 
2+ 2+ 

titivite Ca -Mg par rapport .?I la calmoduline, nous ont incite a effectuer une 

etude calorimetrique detaillee de ces interactions. 

METHODES 

Reactifs 

La CaM a et6 purifiee par chromatographie (lo), (11) et sa concentration de- 

terminee par UV (12). La concentration des solutions de Ca 
2+ 2+ 

et Mg a et6 de- 

terminee par spectrometrie d'absorption atomique. Ces solutions sont prepardes 

a partir de CaCl 2 et MgC12 pro anal. (Merck, Darmstatt, FRG). 

Technique de mesure 

L'ensemble des mesures a et& effect& a 298 K au moyen d'un microcalorimetre 

a dcoulement continu LKB 2277. Les enthalpies d'interaction de la CaM avec le 

2+ 2+ 2+ 2+ 
Ca et le Mg en l'absence et en presence respectivement de Mg et de Ca , 

ant et6 determinees par titration enthalpique en milieu tampon piperazine-N,N'- 

bis-(2-dthane-sulfonate) (PIPES) a pH 7,5. Les solutions de CaM, de concentra- 

tions constantes, et les solutions de Ca 
2+ 2+ 

ou Mg , de concentrations variables, 

etaient melangees dans le calorimetre au moyen d'une pompe peristaltique a deux 

canaux, le debit des solutions Btant de 9 ml/h (13). Les concentrationsindiqudes 

dans le texte et sur les figures s'entendent apres le melange des reactifs. Pour 

tenir compte de la chaleur de dilution et de l'interaction Bventuelle des ions 

metalliques avec le tampon, la ligne de base Btait fix&e par le melange de leurs 

solutions (pour chaque concentration) avec la solution du tampon. 

Calcul de AH et K des interactions etudiees 

En faisant l'hypothese (voir section "RESULTATS ET DISCUSSION") que l'affi- 

nit6 des ions Ca2+ et Mg2+ est la mSme pour les quatre sites de la proSine, 

la concentration des complexes protGne-ion est lide Z K et AH par les equations 

suivantes : 

CaM+VM Z CaM'Mv 

X. 

K = (v'Ica~/ - X;,(iMli - xi) 

ICaM = concentration constante de CaM 

lMli = concentration variable du metal 

K. 
1 

= concentration du complexe form& 

(1) 

(2) 

correspondant a chaque /MI. 
1 



39 

V = nombre de sites sur la CaM 

K = constante de formation du complexe 

L'equation (2) peut s'dcrire sous la forme d'une equation du 2Gme degre (Ri- 

chards and Vitkayathil, 1959) : 

x: - (V(CaM/ + /Mli + $Xi + V*]CaMI'IM/i = 0 

Le degre d'avancement ci de la reaction (1) pour chaque concentration INl, peut 

Btre exprime par : 

(4) 

La chaleur echangee au tours de chaque experience (i) devrait etre : 

5 partir de (3) et (4), on trouve : 

Qi = 
(V*lCaMl + IMli + $ - d (V'ICaMI + IMli + $' - 4'V'ICaMl'lM/i 

2'V'ICaM/ 
*AH (6) 

Pour trouver les valeurs AH et K a partir des m points mesures, on fait varier 

iterativement les deux parametres. Les valeurs de AH et de K les plus represen- 

tatives sont celles pour lesquelles la fonction Y = f(AH, K) est minimum. 

i=m 

Y= X (Q -Q. 2 
i 1 expt) 

i=l 

Q. = 
1 expt 

Qi = 

chaleur mesuree au tours de la i 
eme 

experience 

chaleur calculee pour la i 
eme 

mesure et pour un couple de valeurs 

de AH et de K choisies pour l'iteration 

(7) 

AH = variation d'enthalpie relative a la formation d'une mole de complexe 

La liberation de protons provoquee par la fixation des ions Ca 
2+ 2+ 

ou Mg a 

et& etudiee par potentiometrie a l'aide d'un pH-stat (12) et par calorimetric. 

Au moyen de la seconde methode, on a mesure les chaleurs Q 
1 et Q 2 

mises en 

jeu par l'interaction de la CaM et du Ca 
2+ 2+ 

ou Mg r ajustees au m&me pH. Le 

nombre n de mol de H+ lib&& a BtB calcule a partir des relations suivantes : 

Qi = Sio(A~O + n'AHl) et Q, = ci* (AHO + n'AH2) 

Ql - Q2 

d'oii n = (AH~ - AH~).<. 
1 
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ori AH 
-1 

= 
1 

- 4?,5 kJ mol = enthalpie de protonation du l,l,l-Tris-(hydroxyme- 

tbyll-aminom&bane (TRISI 

AS2 = - 11,f kJ mol-1 = enthalpis de protonation du PIPES 

AHO = enthalpie d'interaction corrigee (protonation) 

~SU~TATS ET DISCUSSION 

Interactions CaM-Ca 
2+ 

et CaM-Mg2* 
2+ 

La Fig. 1 donne les profils des courbes de titration entbalpique, par le Ca , 

de la CaM a trois concentrations dans le PIPES, a pH 7,5. Les trois courbes ten- 

dent vers un plateau lorsque la CaM est saturee par le Ca 
2+ 

; AH vaut alors 

+ 17 + 0,3 kJfmo1 de CaM. 

V I I I I 
2 b 6 6 

ca*+/w4 

2% 
Fig. 1, Titration enthalpique de la Cam par le Ca . 

iCaM[ = 16 m (B). 50 uM (A), 200 W+ (~1. 

La courbe (C) indique que la proteine atteint cette saturation lorsque le rap- 

port r = /C!a2+/.~/CaMI = 4, ce qui correspond ri la presence de 4 sites de liaison 

du Ca2’ SW la CaN. La partie rectiligne de cette meme courbe montse que l'oc- 

cupation des quatre sites s'accompagne d'une m@me variation d'enthalpie. D'au- 

tre part, la courbe (B), calculde en faisant l'hypothese d'une con&ante d'af- 

finite unique pour les quatre sites, s'ajuste t&s bien aux donnees experimen- 

tales. En revanche, l'ajustement est nettement moins bon si l'on admet l'hypo- 

these selon laquelle la CaM possede deux paires de sites a forte et faible af- 

finite (41, (51, (14). La valeur de la constante unique, calculie par la mdthode 



41 

iterative vaut K = 10'. 

La valeur de AH doit Gtre corrigee pour tenir compte de la liberation de pro- 

tons et de leur neutralisation par le tampon. Les mesures calorimetriques dans 

le PIPES et le TRIS 5 pH 7,5 montrent qu'il y a liberation de n = 0,22 mol de 

H+/mol de Cat4 lice a 4 Ca 
2+ 

conduisant B une valeur corrigee d'enthalpie 

AHO = f 19,s kJ/mol de CaM. La valeur de n depend fortement du pH puisqu'a 

PR 5,3, mesuree dans les tampons d'histidine et d'acetate, n = 2,l mol de H' par 

mol de CaM (n = 2,3 par potentiomdtrie). L'allure de la courbe de titration en- 

thalpique (A) de la Fig. 2 montre que la progression de la fixation du Mg 
2+ 

sur 

2+ 
la proteine est beaucoup plus faible qu'avec le Ca , ce qui correspond a 

constante d'affinitb nettement plus basse. Le calcul par iteration donne 

K = 140 et AHO = 7,28 kJ/mol de CaM. Dans le PIPES a pH 7,5 on ne ddtecte 

liberation de proton; en 

d'histidine et d'acetate 

de Hi par mole de CaM. 

revanche, les mesures calorimetriques dans les tampons 

Fi pH 5,3 montrent qu'il y a liberation de 2,45 mol 

une 

aucune 

. 
60_ 

Fig. 2. Titrations enthalpiques de la CaM 100 l.IM : par Mg 2+ (A); 
2+ 

par Mg en presence de 
2+ 

Ca 1 mM (B). 

2+ 2+ 
Antagonisme Ca -Mg p ar rapport a la Calmoduline 

La Fig. 3 represente le profil de titration enthalpique de la CaM par le Ca 
2+ 

en presence de Mg2+ 30 mM. La courbe calculee avec une constante d'affinite 

K = 7,2*104, s'ajuste tres bien aux donnees experimentales. 
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Fig. 3. Titration enthalpique de la CaM 100 lJM par Ca 
2+ 

en 

2+ 
Mg 30 mM. 

La valeur corrigde (protonation) de l'enthalpie vaut AHO = 

CaM. Lorsqu'on titre la CaM par Mg 
2+ 

en presence de Ca2+ 1 

Fig. 2., le calcul donna les valeurs K = 35 et AHO= + 24,4 

presence de 

- 22,6 kJ/mol de 

mM, courbe B de la 

kJ/mol de CaM. 

L'ensemble des parametres thermodynamiques est consign6 dans le tableau I. 

TABLEAU I 

Parametres thermodynamiques des interactions CaM-Ca et CaM-Mg (valeurs par 

mole de site) 

Interactions K AC0 -1 
kJ ma1 

AHO -1 
kJ mol 

*so_1 -1 
JK mol 

CaM + Ca2+ lo5 - 28.7 + 4.9 + 113 
2+ 

CaM + Mg 140 - 12.2 + 18.2 + 102 

CaM'Ca + Mg 
2+ 

35 - 8.8 + 6.1 + 50 

CaM*Mg + Ca 
2t 

2.6 x lo4 - 27.7 - 5.7 + 60 

CONCLUSIONS 

Les mesures calorimetriques confirment l'existence de 4 sites de liaison 

CaM-Ca2+. En outre , nos resultats montrent, contrairement aux etudes de An- 

derson et al. 1982 et Thulin et al. 1984, que non seulement les quatre sites 

ont la meme affinite, deja mis en evidence par Katz et Hunston, 1979, et 

Burger et al. 1984 - mais encore que leur enthalpie est la meme soit 
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soit 4,9 (kJ mol-site-'). D'autre part, l'interaction CaM-Mg2+ en presence de 

Ca2+, ne devrait pas s'accompagner d'effet thermique, le Mg 
2+ 

ne pouvant depla- 

cer le Ca2+ (KMg = 140 << K = 105). Cependant, on observe un tel effet dont 

-1 
AHO = + 24,4 kJ mol , ce qZ suggere que le Mg2+ doit tout de m&me se lier a la 

CaM sur d'autres sites et qu'il n'y a done pas de competition entre Ca 
2+ 2+ 

et Mg 

2+ 2+ 
Les mesures directes de fixation de Mg en presence de Ca (12) montrent en 

effet que 4 Mg 
2+ 

se fixent sur la CaM m8me si le Ca 
2+ 

occupe deja ses 4 sites 

specifiques 
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