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Appendices

Appendix A. Parvalbumin metal ion-binding parameters.

Table A-1. CA2+- AND MG2+- BINDING PARAMETERS FOR PARVALBUMINS

Column PVWT F102W PVEF PVEF-E101D

Maximal binding
sites (mol/mol) 2.02 2.18 1.31 1.07

Association
constant KCa(M

-1)a 2.89×108 2.66×108 1.21×108 1.54×106

Association
constant KMg (M

-1)b 2.83×104 2.50×104 3.88×104              c2.82×105

                                                                                                   c5.13×104

Dissociation
rate KCa (S

-1)d 3.6, 0.6 4.0, 0.5 2.0 630.0

Dissociation
rate KMg (S

-1)d  0.9 0.95   0.8

Data are from Li et al., 2000.
All data represent the average of at least 3 determinations.

PVWT = wild type parvalbumin. PVEF = D51A/F102W mutant.
PVEF-E101D = D51A/E101D/F102W mutant.

aConstants were determined by equilibrium dialysis.
bConstants were calculated from a competition experiment in the presence of 2 mM Mg2+.

cConstant was determined by fluorescence titration.
dRates were determined by stopped flow.
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Appendix B. Mulliken population analyses of the parvalbumin binding sites.

The Mulliken population analysis is a scheme for assigning charges by dividing

orbital overlap evenly between the atoms involved.  This method is somewhat arbitrary,

as are all methods of assigning charge distribution, because atomic charges are not

quantum mechanical observables.  Therefore, charge distribution is not explicitly

predictable from first principles (Foresman and Frisch, 1995).  The binding loops were

modeled with just the sidechains of the coordinating residues, terminated at the alpha

carbon, and the coordinating carbonyl groups in each binding site were represented

from the alpha carbon of the amino acid containing the coordinating carbonyl to the

alpha carbon of the subsequent residue.  Hydrogens were generated to replace the

bonds from the mainchain to the alpha carbons by placing them on the vector between

the alpha carbon and the mainchain atom, at the appropriate distance for a C-H bond.

The coordinates for the hydrogens were derived using the equations listed below.

x(t) = x0   + t (x1– x0),

y(t) = y0   + t (y1– y0), and

z(t) = z0   + t (z1–  z0),

ZKHUH�W� ��OHQJWK�RI�D�&�+�ERQG�OHQJWK�RI�WKH�PDLQFKDLQ�DWRP�& �ERQG��

x0� �[�FRRUGLQDWH�RI�WKH�& ��DQG�[1 = x coordinate of the mainchain atom.
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The results of the Mulliken population analyses for the two parvalbumin Ca2+-

binding sites are given in Tables B-1 and B-2.

Table B-1. MULLIKEN POPULATION ANALYSIS FOR THE PARVALBUMIN CD SITE

  ASP 51           PHE 57 GLU 62
�����& ������������  ����+ ������������ ����& ������������
�����+ ������������ ����& ������������ ����+ �������������
�����+ ������������ ����+ ������������ ����+ �������������
�����+ ������������ ����+ ������������ ����+ �������������
�����& ������������ 34  C      0.508096 ����& ������������
�����+ ������������ 35  O    -0.561090 ����+ �������������
�����+ ������������ 36  N    -0.513870 ����+ �������������
�����& ������������ 37  HN    0.213273 ����& �������������
�����2 ������������ ����& ������������ ����+ �������������
����2 ������������ ����+ ������������ ����+ �������������
 ASP 53 ����+ ������������ ����& �������������
�����& ������������ ����+ ������������ ����2 �������������
�����+ ������������ GLU 59 ����2 �������������
�����+ ������������ ����& ������������ CAL 109
�����+ ������������ ����+ ������������ 68  Ca      1.461887
�����& ������������� ����+ ������������
�����+ ������������ 45  H ������������
�����+ ������������ ����& ������������
�����& ������������� ����+ ������������
�����2 ������������ ����+ ������������
�����2 ������������ ����& ������������
SER 55 ����+ ������������
�����& ����������� ����+ ������������
�����+ ������������� ����& ������������
�����+ ������������ ����2 ������������
�����+ ������������ ����2 ������������
�����& ������������
�����+ ������������
�����+ �������������
�����2 ������������
�����+ ������������� Sum of Mulliken charges =  -2.00000

Calculations were performed in Gaussian (Frisch et al., 1995).
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Table B-2. MULLIKEN POPULATION ANALYSIS FOR THE PARVALBUMIN EF SITE

  ASP 90 MET 96
  ���& �������������� ����+ ������������
  ���+ ������������� ����& ������������
  ���+ ������������� ����+ ������������
  ���+ ������������� ����+ ������������
  ���& ������������� 35  C    0.480969
  ���+ ������������� 36  O   -0.572768
  ���+ ������������� 37  N   -0.509073
  ���& ������������� 38  H    0.218970
  ���2 ������������� ����& ������������
 ���2 ������������ ����+ ������������
 ASP 92 ����+ ������������
 ����& ������������ ����+ ������������
 ����+ ������������ GLU 101
 13 �+ ������������ ����& ������������
 ����+ ������������� ����+ ������������
 ����& ������������ ����+ ������������
 ����+ ������������ ����+ ������������

����+ ������������ ����& ������������
 ����& ������������ ����+ �����������8
 ����2 ������������ ����+ ������������
 ����2 ������������ ����& ������������
 ASP 94 ����+ ������������
 ����& ������������ ����+ ������������
 ����+ ������������ ����& ������������

����+ ������������ ����2 ������������
 2���+ ������������ ����2 ������������
 ����& ������������ CAL 110
 ����+ ������������ 56  Ca   1.422261
 ����+ ������������ H2O 111
 ����& ������������ 57  O   -0.536229
 ����2 ������������ 58  H    0.216717
 ����2 ������������ 59  H    0.335954

Sum of Mulliken charges =  -2.00000
Calculations were performed in Gaussian (Frisch et al., 1995).


