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L'étude de la structure secondaire des
protéines présente de grandes difficultés en raison de la variété des
acides aminés enchalnés les uns aux autres pour constituer le squelette
peptidique de ces protéines.Le probléme est en grande partie simplifié
si on utilise comme modéle pour 1'étude des protéines des polypeptides

de synth&se ne comportant qu'un seul type de résidu.

Pour beaucoup de ces polypeptides synthétiques,on a pu
mettre en &vidence par diverses méthodes physico~chimiques une transi-
tion morphologique entre 1'hélice @ de PAULING et COREY, et une struc-—

ture désordonnée.

Cette transition peut avoir deux types de mécanismes:
-Dans un premier cas, le polymére est

en solution dans un mélange de deux solvants organiques dont un stabilise
la forme hélice, et l'autre la forme chaine. La transition est alors in-
duite en faisant varier la composition du solvant. C'est le cas du poly-
L-glutamate de benzyle (PLGB) en solution dans un mélange acide dichlor-
acétique (ADC) - dichloréthane (DCE) (1).

En présence de DCE, le PLGB se présente sous forme d'hélice
a et les liaisons hydrogéne intramoléculaires stabilisent la structure.
Si 1'on ajoute de 1'ADC 3 un tel systéme, les liaisons hydrogéne s'éta-
blissent entre les groupes peptidiques du PLGB et &£Abciluirm§m§3va.

L'hélice o est alors détruite et une structure désordonnée apparait.

~Le second cas est celui des polypeptides
portant sur leur chaine latérale des groupements ionisables acides ou
basiques. La transition est alors provoquée par la variation du pH.
L'exemple le plus connu est celui de l'acide poly- L -
glutamique (PLGA) . L'augmentation du pH provoque l'ionisation des groupes
carboxyliques en Co0 H+. Il vy a simultanément rupture des liaisons hydro-
géne, pariellement responsables de la stabilité de 1'hélice a .De plus,

1'augmentation de la densité de charge le long de la chaine provoque des

il



répulsions &lectrostatiques importantes qui désorganisent 1'hélice a .
Bien qu'on sache depuis longtemps que 1l'existence des répulsions &lec-
trostatiques agissant sur une chaine de polymére, provoque une exten~
sion de cette chalne, les polypeptides chargés ont néanmoins été consi-

dérés comme des modéles de chalne statistique.

L'acide poly- L - glutamique (PLGA) a déja fait 1l'objet de

(2-7)

nombreux travaux , et le but de notre travail a été de préciser le

type de structures rencontrées au cours de la transitionm.

Nous sommes partis du résultat bien connu de DOTY, WADA,

YANG et BLOUT(Z)

qui ont &tudié le PLGA dans un solvant constitué par un
mélange 2/1 en volumes, d'une solution aqueuse de Na Cl 0,2M et de dio-
Xanne.

Ces auteurs ont montré qu'd pH 4,4, le PLGA est sous forme
d'hélice oo et & pH 12 sous forme de chalne statistique.Ils ont étudié

la transition entre ces deux formes, qui se situe au pH 6,0.

Cependant, il semblait intéressant de faire une &tude sys-
tématique de 1'influence du dioxamne sur la stabilité de 1'hélice o .
Nous avons donc &tudié les propriétés de solutions de PLGA contenant des
quantités variables de dioxanne, en nous intéressant bien entendu i

mettre en évidence la transition qui se produit lorsque le pH varie.

Les méthodes physico-chimiques que nous
avons employées sont la mesure de viscosité intrinséque des solutions
d'une part, et des propriétés optiques liées & la présence du carbone
asymétrique du résidu acide glutamique de 1l'autre. Ces propriétés sont
mises en évidence par 1l'étude de la dispersion optique rotatoire (D.O.R.)
et du dichroisme circulaire (D.C.) des solutions.Nous avons porté un
intérét tout particulier aux résultats fournis par cette derniére technique
qui est trés utilisée depuis quelques années dans le domaine des poly-
peptides. Nous avons tenu le plus grand compte des résultats obtenus par
KRIMM et TIFFANY qui ont montré que les polypeptides ionisés n'adoptent

. - .o 3-4-5
pas une structure unique chalne statistique ( ).
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PREMIER CHAPITRE

ETUDE DE LA TRANSITION DU PLGA PAR LA TECHNIQUE VISCOSIMETRIQUE

I Principe et rappel des résultats généraux pour les
polyméres.

II Echantillon utilisé.Préparation des solutions.

II1 Résultats.

a) dans l'eau + Na Cl 0,2M.

b) dans l'eau + acétate de Na 0, 15M

c) dans le mélange eau + Na Cl 0,2M
+ dioxanne en différentes propor—
tions.

d) dans 1l'eau + Na Cl 5M.
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I PRINCIPE

A partir des données classiques de la
viscosité, si on appelle n 1la viscosité d'une solution de concentra-
tion c, et U la viscosité du solvant, on définit la viscosité intrin-

- P . . . o n-=mnp
séque du soluté, comme &tant la limite de la quantité -————~ quand
nc
_ o
¢ tend vers zéro.

Dans le cas de macromolécules, la relation de MARK-

HOUWINK décrit trés convenablement les propriétés hydrodynamiques

K et a sont des constantes pour un couple soluté-solvant donné.

La valeur de a dépend de la morphologie des macromolécules dissoutes.
a varie de 0,5 4 0,8 ﬁour des chaines souples, 0,5 étant la valeur
limite obtenue pour une chaine de GAUSS en solution dans un solvant
théta. Pour des macromplécules en forme de batonnet rigide, la théorie
indique que a doit avoir la valeur 2. La mesure de (n) permettra donc

de mettre en &vidence le passage d'une structure 3 une autre, pour au-

tant qu'il se traduise par des différences de rigidité du soluté.

Remarggg

— e o e

Dans le cas des polyélectrolytes en
. . “MN¢
solution dans l'eau pure, la quantité 2

augmente lorsque c
n c
o
diminue.
Ce comportement [effet de polyélectrolyte) a pour origine les répulsions
électrostatiques entre charges de méme signe, portées par le polymére.On

le fait disparaitre en ajoutant au milieu un &lectrolyte fort de petite

coid e



masse moléculaire, comme Na Cl. Les petits ions ajouté&s font écran
entre les charges portées par la macromolécule, et le comportement

redevient normal.
Toutes nos mesures ont été effectuées 3 la température

de 25°C en utilisant le viscosimé@tre automatique VISCOMAT de la firme
FICA.

II ECHANTILLON UTILISE ET PREPARATION DES SOLUTIONS.

a) Echantillon utilisé.

L'échantillon d'acide poly-L-glutamique,
sous forme acide, utilisé pour les mesures de viscosité, a été fourni
par la firme PILOT (lot N° G 120).

La viscosité de cet échantillon a été mesurée dans les

(6)

conditions standard, décrites par WADA , afin de déterminer sa masse
moléculaire. La viscosité intrinséque dans une solution aqueuse de Na Cl

0,2M & pH 7,3 est:

L n) = 127 cm3/g

A 1'aide de la courbe d'étalonnage, la masse moléculaire moyenne en
poids ﬁ'w a été trouvée égale a 58.000 pour le PLGA sous forme acide,

c'est 3 dire pour un r8sidu de masse &gale 3 129 (5?% = 450).
Remarque

Certains auteurs, en particulier

D.CONSTANTIN(7)

»ont soulevé le probléme de l'hydratation de 1'acide poly-
L-glutamique. En particulier sous forme de sel de sodium, il peut contenir
une mole d'eau fixée par mole de résidu, ce qui entrdinerait dans ce cas

une erreur de 10% environ sur la détermination des concentrations.
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Que ce soit par analyse &lémentaire ou
par dosage acide-base, nous n'avons pas pu mettre en &vidence dans
notre échantillon la présence d'eau. Le dosage potentiométrique des
fonctions acides a montré que le nombre de fonctions acides correspon-

dait & celui calculé& par pesée.

b) Préparation des solutions.

Les solutions utilisées au cours de ce
travail ont &té préparées par dissolution 3 la température ambiante,
dans une solution aqueuse de soude normale, d'une quantité pesée
d'acide poly-L-glutamique. Quand la dissolution est terminée, on ajoute
une solution aqueuse de chlorure de sodium 0,2M pour obtenir le volume
désiré. (La force ionique 0,2M en Na Cl est destinée i supprimer 1l'effet
polyélectrolyte).

Finalement, le pH de la solution est ajusté 3 la valeur
souhaitée par addition d'acide chlorhydrique normal ou décinormal selon
le cas.

Dans le cas des solutions en mélange binaire eau-dioxanne,
les solutions aqueuses préparées ci-dessus ont &té diluées avec le
volume nécessaire de dioxanne distillé. La composition du solvant est
alors caractérisée par la fraction en volume de dioxanne.

Les pH ont &té mesurés 3 l'aide d'un pH métre Radiometer,
modéle n°® 26, &quipé& d'une électrode de verre Radiometer G 202 C et d'une
électrode au Calomel Radiometer X 401.

Le pH a été étalonné & l'aide de tampons &talons de pH 6,50 et 4,62(Merck).

Avant d'@tre introduites dans le viscosimétre, les solutions
ont été filtrées afin d'éviter la perturbation des mesures par des pous-—
siéres.On a utilis@ pour cela des filtres Millipore de deux types:
~UGWP 047 Solvinert pour les solutions purement aqueuses § = 0,25H
-LSWP 047 Mitex pour les mélanges avec le dioxanne $p=5,0 ¥

La mesure du pH de la solution en fin de manipulation a
montré, dans tous les cas, que la dilution ne provoquait qu'une variation
de pH inférieure 3 0,1, que le dioxanne soit présent ou non dans la solu-

tion.
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III RESULTATS EXPERIMENTAUX.

a) Solutions de PLGA dans l'eau + Na Cl 0,2M

Nous avons tout d'abord &tudié le compor=-
tement viscosimétrique du PLGA en 1'absence de dioxanmne.
Les mesures ont été effectuées en faisant varier le pH des solutions de

n-=mno

4 3 11, Dans tous les cas, la variation de la quantité est

ﬂoC
bien linéaire en fonction de la concentration c.

La figure(l) montre que la transition morphologique présentée
par le PLGA se situe au pH 5,5. La structure correspondant aux pH les plus
bas, a une faible viscosité comparée a celle que l'on obtient pour la
structure correspondant aux valeurs élevées du pH. Ce comportement est
tout a fait différent de celui mis en évidence par DOTY et ses collaborar
teurs(z).

C'est pourquoi nous avons tenu & vérifier deux points qui font l'objet
des paragraphes b) et ¢):

-que ce comportement se retrouve avec d'autres sels que

Na Cl.

-que, si nous ajoutons du dioxanne, nous retrouvons le com-

portement signalé par DOTY.

b) Solutions de PLGA dans le tampon acétate 0, 15M

Le comportement viscosimétrique obtenu est
reporté également sur la figure (1).
Nous constatons que la variation de viscosité intrinséque
se fait dans le méme sens que dans le cas précédent.De plus, les valeurs
des viscosités 3 pH égal sont trés voisines dans les deux cas.
Des mesures effectuées en tampon phosphate 0,1M 3 des pH
basiques donnent &galement des valeurs de (n) pratiquement égales aux pré-

cédentes:

[}

157 cm3/g

(n)
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c) Solutions de PLGA dans les mélanges : eau, Na Cl

0,2M / Dioxanne.

Les ré@sultats obtenus dans le mélange
eau, Na Cl 0,2M / Dioxanne, 2/1, apparaissent sur la figure(l).

Nous retrouvons icli le méme comportement que celui qui a
&té décrit par DOTY et Coll. Ce résultat montre l'influence importante
de la présence du dioxanne. De plus, le pH de la transition en présence
de dioxanne passe de la valeur 5,5 3 la valeur 6. Nous voyons donc que
la présence de dioxanne stabilise bien 1la forme présente aux bas pH.

Ces deux comportements, qui se traduisent par des visco-
sités intrinséques trés différentes pour une méme valeur du pH selon
que 1'on est en présence de dioxanne ou non, nous ont conduit 3 une
série supplémentaire de mesures.

Aux deux pH extrémes de 4,8 et 11, nous avons étudié la
viscosité intrinséque de solutions aqueuses de PLGA, avec 0,2M Na Cl
et des quantités wvariables de dioxanne.Les résultats obtenus sont
représentés sur la figure (2) .

Aucune discontinuité n'apparalt sur les courbes et nous
pouvons donc dire que l'on passe de l'un & l'autre comportement re-
présentés sur la figure (1), de maniére continue.

Nous voyons que pour 197 en volume de dioxanne, on doit
obtenir la transition du PLGA sans variation de viscosité intrinséque.
La figure (3) montre qu'il en est bien ainsi, aux erreurs d'expérience
prés.(Cette série de mesures a &té effectude sur un autre &chantillon

de PLGA).

d) Solutions de PLGA dans Na Cl 5M.

La force ionique a une influence impor-
tante sur le comportement du PLGA.
A pH 11, la chalne ionisée de PLGA, en présence de Na Cl
5M, a une viscosité& intrinséque beaucoup plus faible qu'en présence de
Na Cl 0,2M. (86 cm3/g au lieu de 130 cmB/g). Cette expérience montre que,

en solution dans Na Cl 0,2M, on a affaire 3 une structure assez déployée,

coeleen
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susceptible de se ramasser fortement sur elle-méme lorsqu'on augmente

la force ionique du milieu.

Pour conclure, 1'étude viscosimétrique
pose plus de problémes qu'elle n'en résout.
Cependant si, & partir des résultats expérimentaux ob-
tenus par DOTY et Coll. et par nous-mémes en présence de dioxanne
(mélange 2/1) & pH 5, on calcule la relation de MARK-HOUWINK correspon-

dante, on trouve:

1,47

-7 —
(n)=1,33.10" ¥

La valeur élevée de a indique un comportement de molécules
assez rigides et est compatible avec tout ce que l'on sait des propriétés
de 1'hélice o de PAULING et COREY. Cette valeur est cependant entachée
d'une erreur trés grande &tant donné qu'elle est calculée i partir de deux
points expérimentaux seulement.

Nous pouvons faire le méme calcul 3 partir des mémes données
expérimentales (eau, Na Cl 0,2M / Dioxanne), mais en milieu basique, 3
pH 7,3.

Nous avons la relation:

0,45

(n) =0,395 , 102 M

L'erreur sur a est bien entendu tré&s grande, pour les mémes
raisons que précédemment, mais il semble que l'on ait affaire ici & un
comportement voisin de celui d'une chaine de GAUSS. Ceci est confirmé
par le fait que le coefficient de HUGGINS obtenu dans ce cas est trés
faible.

En l'absence de dioxanne, nous disposons d'une série de valeurs
expérimentales obtenues par WADA & pH 7,3 dans Na Cl 0,2M, et utilisées
pour tracer la courbe d'étalonnage des masses moléculaires que nous avons

déja utilisée plus haut pour caractériser notre &échantillon de PLGA. Ces

RN AR



valeurs correspondent i la relation:

e __ 0,9
(n)= 4,25 . 105Mw '

-

La figure (4) montre les courbes correspondant & ces trois
relations.Il apparalt bien que,pour notre échantillon, la viscosité
dans Na Cl 0,2M & pH 7,3 est voisine de la viscosité dans le mélange

Na C1 0,2M / Dioxanne 2/1, a pH 5.



Log(n)




DEUXIEME CHAPITRE

ETUDE OPTIQUE DE LA TRANSITION DU PLGA PAR
DISPERSION OPTIQUE ROTATOIRE

I Rappels théoriques sur la dispersion optique rotatoire.

IT Dispersion du pouvoir optique rotatoire.

IIT Expressions mathématiques.

IV Résultats expérimentaux.

a) Mode opératoire.

b) Résultats.
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I RAPPELS THEORIQUES SUR LA DISPERSION DU POUVOIR OPTIQUE ROTATOIRE.

Une substance est dite optiquement
active si son indice de réfraction est différent pour la lumiére
polarisée circulairement gauche et pour la lumiére polarisée circu-
lairement droite.Cette différence d'indice, donc de vitesse de propa-
gation, provoque une rotation © du plan de polarisation de la lumiére

rectilignement polarisée .Figure (5a).

FRESNEL a relié cet angle de rotation ¢ 3 la différence

¢~ M ) entre les indices de réfraction correspondant aux deux com—

posantes circulairement polarisées gauche et droite.

(n

(n, - ny )1

A G

1 est le trajet parcouru par la lumiére de longueur d'onde X dans le

milieu optiquement actif.

De plus, pour des solutions, BIOT a relié la valeur de

1'angle de rotation © i la concentration c:

o = (a) le

On définit ainsi la rotation spécifique(“')qui correspond & l'angle de
rotation qu'on observe pour une solution de concentration lg/cm3 sous
1'épaisseur de 1 dm.

On peut &videmment utiliser d'autres unités de concentration.Si c .est
exprimé (comme il est d'usage) en moles pour 100 cm3 de solution, on

obtient alors la rotation molaire (nﬂ :

R S
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Mo étant la masse moléculaire de la substance ( ou la masse moléculaire
de 1'unité de répétition dans le cas d'un polymére).
Enfin il faut corriger la valeur de( m) obtenue, du fac-

teur de LORENTZ 3
)
n-+ 2

pour obtenir une valeur (m') indépendante de

1'indice de réfraction du solvant.

3
(n') = — °— (o)
n + 2 100
(m,) = 3 MO Q.
2
n- + 2 100 c

IT DISPERSION DU POUVOIR OPTIQUE ROTATOIRE.

L'indice de réfraction d'une substance
non optiquement active varie avec la longueur d'onde. Il en est de

meéme pour les indices n, et ng d'une substance optiquement active et si,

au lieu de mesurer o i une seule longueur d'onde ( rgie jaune du so-

dium de A = 5890 & par exemple), on enregistre a ou {m') en fonction

de la longueur d'onde, on observe des courbes de dispersion du pouvoir
optique rotatoire.

Celles—ci peuvent €tre de deux types selon qu'il existe
ou non des bandes d'absorption dues 3 la présence, dans la molécule
envisagée, de chromophores optiquement actifs.

S'il n'existe pas de bandes d'absorption dans le domaine
de longueurs d'onde considéré, l'on a affaire & une courbe de dispersion
normale.Figure (6a). Par contre si l'on a unebande: d'absorption a
une longueur d'onde -Ab’ la courbe de dispersion présente deux extréma ;

on a ce que l'on appelle un effet COTTION positif ou négatif suivant le

sens de variation de (m') . Figure (6b).

N
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Simultanément les composantes circulairement polarisées

ont des coefficients d'extinction molaires EG et N différents. C'est

ce que 1'on appelle le dichroisme circulaire. La lumiére devient alors

elliptiquement polarisée. Figure (5b).

III EXPRESSIONS MATHEMATIQUES DE LA DISPERSION.

Plusieurs expressions mathématiques
ont &té proposées pour représenter les courbes de dispersion optique
rotatoire.

Tout d'abord une expression générale de DRUDE multiterme

de la forme :

)

R

LA %

=N

ol (@), est le pouvoir optique rotatoire spécifique i la longueur d'onde
A s g
A, Ai la longueur d'onde du i*™® effet COTTON et a, un paramétre

proportionnel & la force rotatoire Ri de la bande.

Dans le cas oli la dispersion est normale cette expression

peut se réduire i :

(@)= ——r
YT,

A n'a pas de signification physique et n'est qu'un paramétre destiné

a4 ajuster les courbes expérimentales et calculées.

Dans les autres cas la dispersion peut @tre décrite par une

équation de DRUDE i deux termes :

coid e
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(n

MOFFITT a également proposé une équation dans laquelle le nombre

de paramétres nécessaires pour représenter la dispersion est réduit

a trois :
a A 2 b A N
(m,) = (o) (o] + (o] o
f -.f (‘g _.f) 2
(o} o

La résolution graphique de cette &quation sous la forme:

232 2o a2 4p abh a2
‘ o o O o o o

(m') (2

permet la détermination des paramétres aoet bo.

La valeur de % a été choisie de fagon 3 obtenir une droite dans la
plus large gamme d'ondes possible. La valeur couramment utilisée est

A= 212 nm.
[o]

Le paramétre b0 est indépendant des interactions soluté-solvant et ne
dépend que de la conformation de la molécule.
Au contraire a est un paramétre qui varie beaucoup suivant la nature

des interactions entre la molécule et le solvant.

Comme la dispersion optique rotatoire d'une chalne statis-

tique peut €tre représentée par une équation de DRUDE 3 un seul terme,

A M
() - —S—o
AT = A

c
et comme la valeur du paramétre Ac est voisine de 212 nm, on pourra
utiliser la valeur de bo pour chiffrer le contenu hélicoidal d'une molé-
cule.
Pour une chalne statistique on aura bo = 0,
Pour la structure en hélice o droite, on admet généralement que la
valeur de b correspondant i 1007 hélice est bo = - 630 (16), bien que
CASSIM et TAYLOR (8) aient montré que cette valeur dépend de l'indice

de réfraction du solvant n en suivant la relation :

bo = 730,3 n - 1701

ceci dans le cas du poly-L-glutamate de benzyle. /
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Dans le cas de 1'acide poly-L-glutamique, le phénoméne d'agrégation
qui se produit aux bas pH rend d'autant plus difficile la détermination

s (9)

du bo correspondant & 1007 d'hélice .

En fait bien qu'elle rende compte de
fagon satisfaisante des données expérimentales, 1'Equation de MOFFITT
est insuffisante car elle néglige la contribution & la dispersion de

‘s x o qs
la transition n - .0 des chromophores peptidiques.
Ceux—ci présentent en effet deux transitions.

- Une(transition1T-*TT* dédoublée dans le cas d'une
hélice o en deux bandes: une située dans les spectres UV a4 19] nm
dle 4 la transition polarisée perpendicu-
lairement & 1'axe de 1'hélice.
L'autre située i 205 nm associée 3 la tran-
sition polarisée parallélement 3 1l'axe de

1'hélice.
x . - -
=Une transition n—> T~ 3 222 nm non dédoublée.

Une autre approche du probléme a &té
proposée par SHECHTER et BLOUT an . Ils utilisent pour représenter
la dispersion d'un mélange d'hélice o et de pelote statistique une équa-
tion de DRUDE. La proximité des transitions m -~ ﬂx, et ™ > T x per=-
met de rassembler leurs effets sur la dispersion sous forme d'une somme

de deux termes de DRUDL;

2 2
(@) - —193 "193  Fazs 325
£ -l A2 - )2

93 225

-~

Le premier terme, centré i 193 nm correspond i la transition T = n* po-
larisée perpendiculairement.

Le second terme regroupe les autres contributions et a &té ajusté pour
représenter la dispersion dans la plus large gamme d'ondes possible comme

le Ao de 1'équation de MOFFITT. Il est centré de manidre purement fortuite,

a 225 nm, trés prés de l'effet COTTON & 222 nam!

coidenn
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La résolution graphique de :

2 2 2 2 2
A=A A ASa A
' ( 193) _ 225 193
(nl) B T £« 2 2 2 )
A A Afm A
© 193 193 225
fournit les valeurs de A193 et A225.

L'équation de SHECHTER-BLOUT présente un avantage important par rapport

4 celle de MOFFITT : la cohérence des résultats obtenus & partir de A]93

et A225 permet d'affirmer qu'il n'existe pas de contribution appréciable

de structures différentes de 1'hélice & ou de la chalne.
En effet, si on calcule ces valeurs pour un certain nombre de polypeptides
dont la structure organisée est uniquement ¢ hélicoidale en solution

aqueuse, on constate qu'elles vérifient la relation

A = - 0,55 A] - 430 (1) Figure (7).

225 93

Dans le cas ol cette relation n'est pas vérifiée, on peut présumer sinon
affirmer, que la molécule présente une conformation autre que 1'hélice &

ou la pelote statistique.

On peut calculer le pourcentage d'hélicité 3 partir de A193 et A225 par
les relations :
2 = (A +
HZ (193) ( 193 750 ) / 36,5 2)
= - +
HZ (225) ( A225 60 ) / 19,9 (3)

Dans le cas oli la relation (1) n'est pas vérifiée, les valeurs calculées

HZ (193) et HZ (225) ne coincident pas.

On peut également comparer ces valeurs au pourcentage d'hélicité calculé
3 partir de bo'

-b
0

630

HZ

]

100

coidenn
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IV RESULTATS EXPERIMENTAUX .

La mesure de la rotation optique a

été effectuée aux cing longueurs d'onde suivantes avec un polari-
métre Carl Zeiss 370 746, A = 3650 R, 4050 R, 4360 &, 5460 &, 5780 R .

Les solutions ont &té préparées de la méme fagon que

pour les mesures de viscosité.

b) Résultats.

Nous avons étudié la D.O.R. du PLGA
en milieu aqueux en fonction du pH, puis aux deux pH extrémes 4,7

et 11,7, nous avons fait varier le pourcentage de dioxanne.

- Milieu aqueux

En milieu aqueux pour Na Cl 0,2M ou acétate de sodium O, 15M,
nous retrouvons les omurbes de dispersion caractéristiques:
Figure (8).
L'allure des courbes de dispersion est modifiée par la variation du
pH. Le calcul de a et de bo 4 partir de (&) nous permet de tracer

une courbe de transition :

b
o

[}

£ (pH)
Figure (9)

a f (pH)

(o]

Les valeurs obtenues sont regroupées dans le tableausuivant avec les

valeurs correspondantes de A193 et A225 (Tableau I).

Nous avons reporté les valeurs du pourcentage d'hélicité en fonction
du pH, calculées i partir de ces paramétres (Tableau II) en utilisant

les relations (2-3).

R



TABLEAU I

( : ; ; : )
( P¥ I I L R TE )
g ———————— o ————— S + * ;
( 41 | =135 . =550 . +2295 : -1800 )
E 4,5 ¢ = 25 ¢ =600 : +2590 ¢ =1780 ;
( 5,1 ' =271 F =323 % 41240 P o-1145 )
g 5,7 : =725 0 : - 440 : - 320 §
( 9,4 | =770 . +80 1 =757 -128,5 )
E 12,0 : =761 t + 61 : - 667,4: - 185,4 ;
( : : : : )

TABLEAU II

( - : 7 hélicité calculé & partir de : )

. )
E N ® A193 A225 )

X : : )
E 4,1 ° 88%7 85% : 87% )
( 4,5 : 957 93% © 937 ;
g 5,1 ° 547 54,52t 54,52 )
( 5,7 oz ! 8,52 5 13% g
E 9,4 0z 0% : 3,47 )
( 12,0 oz 2,3% f 6,37 3
( : )

On remarque qu'en milieu acide entre pH 4,1 et 5,1, b0 est négatif

Alg3 ot Ayos

coincident de fagon satisfaisante ; il n'en est plus de méme aux pH

et les pourcentages d'hélicité calculés i partir de bo’

plus élevés car bo devient positif et les pourcentages différent sen-
siblement.
De plus A]93 et A2 ne vérifient plus aussi bien la relation (1).

Figure (7).

25
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Des résultats analogues ont &té publiés par IIZUKA et

milieux de force ionique variable (Tableau III).

qui donnent des valeurs de bo pour le PLGA 3 pH 7,3 en

TABLEAU III

E KF : Li Br ;
( T ¥ : )
( u . bO : M s bO )
( + - - + )
E 0 50 : 2 © 40 g
( 0,2 * 50 : 4 : 30 )
E 0,5 50 : 6 . 0 ;
( 1 : 40 f 7,5 : -20 )
( : . T )
( 3 : 10 : : )
( T : : )
( 6 : =50 : : )
( : ) )

SHECHTER a suggéré que l'accord entre les valeurs calculées i partir
de Al93 et A225 indique la présence en solution de deux conformations
en équilibre : h&lice o et pelote. Les résultats ci-dessus semblent
montrer 1l'existence en milieu basique d'une conformation différente.

-~

Un autre argument vient i 1'appui de cette hypothése.En
effet, par addition de Na Cl au milieu réactionnel de fagon & obtenir
une force ionique &levée ( W =5M) nous avons observé une variation de
+ 80 a 0, valeur qui correspondrait 3 une structure beaucoup plus
proche de la chaine statistique.

Ces données semblent confirmer les résultats de viscosité&, i savoir
l'existence en solution aqueuse basique d'une configuration étendue qui
tendrait, par augmentation de la force ionique, vers une structure de

chaine statistique.

Y



- D.0O.R. en solvant binaire

Nous avons déterminé les valeurs de bo pour différents
pourcentages de dioxanne aux pH 4,7 et 11,7, pour essayer de les
relier aux résultats de viscosité.

Les valeurs obtenues sont les suivantes:

TABLEAU IV

( . . )
( % dioxanne X pH 4,7 © pH 11,7 )
( -=- - : )
( . . )
( 10 ; =540 ; +15 )
E 20 : -660 : +30 ;
( 30 P -485 o420 )
( ’ ) )

Bien que les résultats soient plus délicats 3 interpréter,
nous constatons que la conformation reste essentiellement hélicoidale
en milieu acide.

En milieu basique, l'addition de dioxanne joue le méme
role que l'augmentation de la force ionique, c'est i dire diminue la

valeur de b .
o]

Les valeurs publiées par IIZUKA et YANG (Tableau V) montrent
également une diminution de bo lorsque le pourcentage en volume de dio-

xanne augmente en milieu basique ( pH = 7,3).

TABLEAU V
E 7% en volume de b ;
( dioxanne : ° )
£ $ )
E 10 " 430 ;
( 10 + 0,2M KF : +50 )
( : _ )
( 20 . . 30 )
( 30 : -60 )
( 40 F 340 )
( : )
( 50 : =670 )
( : )

el e
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On sait qu'ad partir de 30% environ, l'addition de dioxanne

(16)

-

provoque la transition chaine I hélice . Cependant il est possible

que la diminution des valeurs de bO a2 10 et 20 %7 de dioxanne, par rapport
a4 celles obtenues en milieu aqueux, soit dle & une contraction de la
macromolécule.

La courbe de dispersion optique rotatoire correspondante entre 190 et

250 nm ressemble davantage 3 celle d'une chaine qu'3 celle d'une hélice

( 16)

)
Si on suppose que l'addition de 307% de dioxanne provoque

un retour partiel & 1'hélice %, il est difficile de donner une significa=-
tion au minimum de viscosité observé par DOTY et Coll Figure (1).

En effet, pour cette composition du solvant, la diminution
du pH devrait favoriser 1'hélice et on ne voit pas trés bien pourquoi
1'augmentation de 1'hé&licité provoquerait un minimum dans la visco-

sité.

CONCLUSION

Les valeurs de bO obtenues doivent etre
interprétées prudemment, en particulier cellesqui correspondent aux
mélanges avec le dioxanne. En effet la valeur de Ao qui a é&té fixée
4 212 nm varie en fait sensiblement avec la composition en dioxanne,
la relation de MOFFITT n'est plus valable, et la valeur de bO obtenue
n'a plus de sens.

Si nous utilisons la méthode de SHECHTER, nous ne pouvons
pas calculer les pourcentages d'hélicité correspondant aux mélanges
Na Cl 0,2M / Dioxanne, car il faudrait utiliser pour cela deux couples
de relations différents selon que le polypeptide est en solution dans
l'eau ou dans un solvant organique, et le choix de 1'un ou de 1l'autre
couple de relations est impossible & faire dans notre cas.

L'écart de nos points expérimentaux (A ), en milieu

s A
193 7225
basique, par rapport a la droite de SHECHTER est peu important, comparé
i celui qu'on observe lorsqu'un polypeptide peut adopter ume structure

organisée différente ( par exemple la structure B de la poly-L-sérine).
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Cette faible différence fait que la part des erreurs expé-
rimentales devient importante. Seules les valeurs obtenues aux bas pH
sont sans ambiguité, et il faut faire appel & une méthode plus fine
comme le dichroisme circulaire, pour préciser la nature de la confor-

mation qui existe en milieu basique.



TROISIEME CHAPITRE

ETUDE OPTIQUE DE LA TRANSITION DU PLGA PAR
DICHROISME CIRCULAIRE

I Rappels théoriques.

IT  Résultats généraux concernant les polypeptides.

a) Spectre dichroique de 1'hélice a.
b) Spectre dichroique de la chaine

statistique.

III Résultats expérimentaux.

a) Mode opératoire.

b) Résultats.

1. Spectres dans H20

2. Spectres dans Na Cl 0,2M

3. Spectres dans Na Cl 5M

4. Spectres dans le mélange (2/3 H20 - 1/3 Dioxanne)

5. Spectres dans le mélange (2/3 Na Cl 0,2M - 1/3
Dioxanne).

6. Influence de la proportion de solvant organique.

7. Influence du milieu sur le pH de transition.

8. Interprétation des spectres dichroiques.
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1 RAPPELS THEORIQUES.

Lorsqu'on envoie une lumiére lindaire-
ment polarisée sur un milieu contenant des chromophores optiquement
actifs, la biréfringence circulaire, qui est & l'origine de la dis~-
persion du pouvoir optique rotatoire, s'accompagne d'un dichroilsme
circulaire.

Cela signifie que le coefficient d'extinction molaire
est différent pour la lumidre polarisée circulairement droite et la
lumiére polarisée circulairement gauche ( €g ¥ ED). La lumiére devient
elliptiquement polarisée. Figure (5b).

Si on appelle VY 1l'ellipticité, on peut la relier aux

indices d'absorption X_ et X de la lumiére circulalirement polarisée
P D P

G

droite et gauche par une relation analogue 3 celle de FRESNEL.

i
5 (xG-xD)l

En remplagant X, et XD par leur expression en fonction de ¢, ete

G G D’

on obtient :

3300 ( € ~ eD)

(¥) -

M
o}

ol (WJ, l'ellipticité spécifique est définie par ¥ = (W) 1 c.

(¥)
Lellipticité molaire (6)= i sera alors
o

(6) = 3300 A« | aveche = e.~ €

R
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II RESULTATS GENERAUX CONCERNANT LES POLYPEPTIDES

Depuis les premiers travaux de HOLZWARTH,

GRATZER et DOTY(IO)

, le spectre dichroique des polypeptides o hélicoi-
daux est bien connu et chacune des bandes dichroiques qu'il présente
entre 180 et 250 nm a pu €tre attribuée 3 une transition électronique.

Ce spectre est composé de trois bandes caractéristiques :

~Une bande négative 3 222nm attribuée 3 la transition
3
n->nm .
-Une bande négative 4 209 nm et une bande positive &
190 nm attribuBes respectivement 3 la transition T > T
polarisée parallélement 3 l'axe de 1'hélice et & la transi-

-

, % . . . '
tion T > T polarisée perpendiculairement 3 1'axe.

L'ellipticité de la bande & 190 nm est voisine de + 70 000
degré. cmz/ décimole.

Les ellipticités des bandes a 209 et 222 nm sont toutes
deux voisines de — 40 ooo degré.cmz/ décimole. Ceci dans le cas ol on
a affaire a8 une hélice o droite.

On a 1'habitude d'utiliser 1'ellipticité de la bande 2

222 nm pour évaluer le contenu hélicoidal d'un polypeptide en choisis

sant (6) = = 36 000 degré.cmz/ décimole comme valeur correspondant i
100 Z.
On a alors :
(8) x 100
HZ = (4)
= 36 000

Cependant les valeurs de (6) données par différents auteurs

(10-18) .11 en résulte

pour 1'hélice o varient entre 36 000 et 40 000
donc une incertitude assez grande sur la valeur du contenu hélicoidal.
De plus, la relation (4) suppose qu'd la longueur d'onde de 222 nm,
1'ellipticité correspondant 4 la chaine statistique est nulle. Nous

discuterons ce point par la suite.

R A
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b) Spectre dichroique_de la chaine statistique

. Le probléme se complique lorsqu'on essaie
de définir un modéle pour le spectre dichroique de la chaine statistique.

Dans un de leurs premiers articles, HOLZWARTH et DOTY(lo)
choisissent comme modéle de chaine statistique le spectre dichroique de
1'acide poly-lL-glutamique 4 pH 7,6 dans Na F O, 1M, en observant toutefois
qu'il présente en plus d'une forte bande négative vers 200 nm, une faible
bande positive (. (e) & 2500 ) entre 210 et 235 nm.

Selon TIFFANY et KRIMM(S), le spectre dichroique de 1l'acide
poly-L-glutamique chargé en absence d '@lectrolyte fort suggére la pré-
sence d'une structure qui ne serait pas une chalne statistique, mais une
hélice &tendue.La molécule présenterait localement des portions hélicoi-
dales organisées suffisamment longues pour donner naissance 3 un signal
dichroique. Voir figure (10 d). Ils proposent comme modéle de chaine
statistique, le spectre dichroique de la poly-L-proline dans Ca Cl2 6M
ou celui du PLGA dans Li Cl O4 4,5M aprés chauffage 3 50°C. Ce spectre
est trés différent de celuil qui est donné par HOLZWARTH et DOTY. Il est
formé essentiellement d'une large bande négative aux environs de 205 nm.
Voir figure (10a). |

En fait le spectre donné par HOLZWARTH et DOTY pour le modéle
de chaine statistique est trés proche de celui que donnent TIFFANY et
KRIMM pour le modéle d'hélice é&tendue. L'argument le plus solide de
TIFFANY et KRIMM 3 1'appui de(l;ur hypothése est que ce spectre est proche

5

de celui de la poly-L-proline ~7,

Les modéles actuellement proposés pour 1'hélice ¢ , la chaine
statistique et le configuration &tendue sont représentéds sur la figure
(10). Le spectre dichrolque repré&senté ici (figure (10b)) pour la chafne
statistique est celui proposé par QUADRIFOGLIO et URRY(IQ), pour la poly-
L-sérine dans Li Cl 9M. Ce spectre est trés voisin de celui du PLGA dans
Li Cl 04 0,5M dont il est question plus haut.

Les tentatives de calcul du spectre dichroique d'une chalne
statistique menées par ZUBKOV et Coll. ne permettent ni d'é@tablir un

modéle théorique pour ce spectre, ni d'interpréter les données expérimen~

tales(zo).
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IIT RESULTATS EXPERIMENTAUX

a) Mode opératoire

Les spectres dichroiques ont été enre-
gistrés a 1'aide d'un dichrographe Roussel - Jouan. Les mesures ont
été faites sous balayage d'azote en utilisant comme source lumineuse
une lampe au Xénon.

L'échantillon utilisé est un sel de sodium de 1l'acide
poly-L-glutamique (Pilot). Les solutions ont &té& préparées de la méme
facon que pour les mesures de viscosité et de D.O.R.

Nous avons utilisé une cuve de quartz de O,! mm en particulier pour
les mesures en présence d'un solvant organique ou d'une grande quantité

de sel.

Nous avons enregistré les spectres dichroi-

ques du PLGA en fonction du pH dans les solvants suivants

- H.O
H,

Na Cl1 0,2M
Na Cl1 5M

H20 + Dioxanne (2/1)

Na Cl 0,2M + Dioxanne (2/1)

pour essayer de les relier aux résultats de viscosité et de D.O.R., et

dissocier les effets dis a 1l'addition de sel et & 1'addition de solvant

organique.

1. Spectres dans H 0. Figure (11).

— . o s e e wn wmas e e e v e e -

En milieu basique, le spectre a bien 1'allure attendue,

c'est a4 dire présente deux bandes caractéristiques, une bande positive 3
.2 _ . ) .
218 nm de (e)= 5 000 degré.cm” / décimole environ et une bande négative

intense centrée 3 195 nm de (6) = = 33 000 degré.cmz/ décimole environ.

coid o
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Lorsqu'on abaisse le pH le spectre dichroique est modifié
par l'apparition d'une transition.

La bande positive & 218 nm disparait, tandis qu'apparait
une faible bande négative vers 230 nm.

En méme temps, l'intensité de la bande négative 3 195 nm
décroit tandis qu'elle se déplace vers les grandes longueurs d'onde.

En abaissant progressivement le pH, on parvient & pH 4,4,
au spectre caractéristique d'une hé&lice ¢ avec ses deux bandes négatives
a4 209 et 222 nm .L'ellipticité maximum obtenue pour la bande & 222nm
est (e) = - 37 000 degré.cmzl décimole. On observe & ) = 202 nm et

(e) = - 17 000 degré.cm2 / décimole, 1l'existence d'un point isodichroi-

que.

2. Spectres dans Na Cl 0,2M. Figure (12).

— v ——— t— v— — — —— Tt

L'addition d'un é€lectrolyte au milieu provoque une
diminution de l'intensité de la bande 34 218 nm, sans modifier la bande

négative & 195 nm.

On observe également les spectres intermédiaires gu cours
de la transition. On retrouve un point isodichroique pour » = 202 nm
et (g)= - 17 000 degré.cm2 / décimole au méme endroit que pour les solu-

tions dans l'eau pure.

A pH 4,07 1'écrasement de la bande 3 209 nm semble du &

un début d'agrégation dans la solution.

L'ellipticité maximale & 222nm reste voisine de - 40 000

degré.cm2 / décimole.

i’ — ——— o—— m— - s - o —— w—— —

Lorsqu'on augmente fortement la force ionique du milieu
(0,2M 55M) la bande positivé a 218 nm disparait presque complétement, en
wilieu basique. L'abaissement du pH fait apparalitre une bande négative 3
230 nm puis les deux bandes de 1'hélice o vers 209 et 222 nm. L'intensité
de ces bandes est beaucoup plus faible que dans l'eau pure ( 12 et 15 000

degré cm2 / décimole).

R
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Les spectres sont rapidement perturbé&s par une agrégation

etune précipitation importantes.

4. Spectres dans le mélange (2/3 H20 - 1/3 Dioxanne)

Figure (14).

— —— — — —

Dés pH 8,ce spectre fait apparaitre une bande négative
& 235 nm qui semble die & 1'addition du solvant organique.
La bande 3 218 nm est plus faible ( (9)= 2500 degré cm2 / déci-
mole).
La transition est trés brutale car elle a lieu enti&rement
entre pH 7,1 et 6,6,

L 'ellipticité maximum est supérieure 3 celle obtenue dans

1'eau pure |6 = - 43 000 contre — 37 000 degré.cm2 / décimole.
22

— o et v mm— v — — e mn ——— — — i S— G p— —

-~

Les spectres sont semblables 3 ceux obtenus dans le
mélange 2/3 H20 - 1/3 Dioxanne.
La position des bandes est la méme, mais leur intensité

est supérieure.

Tous les spectres obtenus en milieu

acide sont caractéristiques de 1'h&lice o . L'ellipticité i 222 nm est
de - 40 000 £ 3 000 degré.cm2 / décimole, sauf dans le cas de Na Cl 5M.

En milieu aqueux 3 pH<4, l'agrégation se manifeste par la
disparitian de la bande négative a4 209 nm et par la diminution de 1l'in-
tensité de la bande positive & 190nm. Ces résultats sont en bon accord
avec ceux de URRY et Coll (18)-

Tous les spectres présentent &galement un point isodichroique

-

a A= 202 mm et(eJ = = 17 000 degré‘cm2 / décimole, sauf les spectres

c;o/ooo
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enregistrés sur les solutions dans Na Cl 5M.

Cela suggére que dans tous les casgauf celui des solutions
dans Na Cl 5M, les spectres correspondent i des mélanges essentiellement
constituds d'hélice o et de structure &tendue.

En aucun cas et méme en présence d'une force ionique impor-
tante, nous n'évons pu obtenir un spectre dichrolque correspondant au

modéle de TIFFANY et KRIMM. Figure (10a).

Lorsqu'on ajoute & pH 7-8, 33% de dioxanne 3 la solution
aqueuse, on constate l‘'apparition d'une bande négative vers 235 nm.
Pour expliquer cela nous avons fixé le pH 4 7 et nous avons fait varier
la quantité de dioxanne présente dans la solution. Les spectres obtenus
sont représentés sur la Figure (16).

On constate que l'augmentation du pourcentage de dioxanne
i pH constant induit la transition vers une h&lice a comme 1'ont obser-
vé TIFFANY et KRIMM en ajoutant du méthanol 3 une solution de PLGA (3).

La transition est ici plus rapide et plus brutale que dans le
cas du méthanol. Figure (17).

Il semble que l'apparition de la bande négative & 235 nm

soit dle a la contribution d'une fraction d'h&lice au spectre dichroique.

Pour mettre mieux en évidence les transitions qui ont lieu
dans les différents solvants, nous avons tracé pour chacun d'eux la varia-
tion de l'ellipticité & 222 nm avec le pH.

Ces courbes sont portées sur la figure (18).

Nous pouvons en tirer les points suivants :

~ L'amplitude de la transition est diminuée par la
présence de sel dans la solution ; elle augmente

par addition de dioxanne.

RN S
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- La transition est d'autant plus brutale que
la force ionique est faible ou que la propor-
tion de dioxanne est grande.

- Le pH de transition est déplacé vers les bas pH
en présence de sel, vers les pH élevés en présence
de dioxanne, ce second effet étant prépondérant

dans la cas ol le milieu contient 3 la foéis du

chlorure de sodium et du dioxanne.

TABLEAU VI.

( Solvants : pH de transition )
( + )
(  Hp 5,35 )
¢ Nac1o,om : 4,90 )
( Na Cl. 5M ; 4,50 )
C asmpoeus 6,95 )
( Dioxanne : )
€ 2/3ma c1 0,2 +F 6,00 )
E 1/3 Dioxanne ; ;

Les mesures de viscosité intrinséque dans Na Cl 0,2M
et 2/3 Na Cl1 0,2M + 1/3 Dioxanne montrent un excellent accord avec
ces résultats quant au pH de transitionm.

D'autre part les résultats de viscosité dans Na Cl 0,2M
en milieu basique sont en bon accord avec l'hypothése d'une structure
rigide plus &tendue que 1l'hélice o .

Nous pensons ainsi apporter un argument supplémentaire pour &tayer

1'hypothése de TIFFANY et KRIMM.

-ao/a-a
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- dans 1l'eau pure.

Le probléme qui se pose lorsqu'on considére la
transition du PLGA dans l'eau en fonction du pH, est donc de savoir si
1'on passe directement de la conformation &tendue & 1'h&lice o ou si 1'on
passe par l'intermédiaire d'une chaine statistique.

L'existence d'un point isodichroique & 202-203nm est en
faveur de la premiére hypoth&se mais n'exclut pas la présence en faible
proportion d'une troisiéme conformation. En effet, si on examine les
modéles de spectres dichroiques représentés sur la figure 10, on cons-
tate qu'a 203nm 1'ellipticité pour 1'hélice a et la conformaton &ten-
due est [e) = -19.000 degré cmz/ décimole; pour la chaine statistique
elle est de-5 000 degré cmz/ décimole.

Si on calcule (9) pour un mélange contenant 20% de chaine
statistique on obtient (6) = -16 200 degré cm2/ décimole.L'ellipticité
i 202nm de la structure en chalne statistique selon URRY et QUADRIFOGLIO
est trop faible pour que l'on puisse avec certitude affirmer que cette
structure entre en jeu en méme temps que la structure étendue et 1'hé-
lice a.

Pour résoudre le probléme posé/nous avons calculé a partir
de nos données expérimentales, la contribution de chaque conformation
en fonction du pH en utilisant comme modéles le spectre du PLGA dans

-~

l'eau a pH 8 ( conformation &tendue), et i pH 4,4 ( hélice a ) ainsi
que le modéle de chaine statistique proposé par. QUADRIFOGLIO et URRY(IQ)
“(Tableau VII).

Ce calcul a été fait en supposant d'une part un mélange
purement constitué d'hélice o et de‘conformation étendue (Tableau VIII),
d'autre part un mélange d'hélice o et de chaine statistique (Tableau‘

1X).

Y
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TABLEAU VII. Ellipticité des conformations modéles.

( Longueur d'onde f ﬁe)‘gg=dégté.cm2 / décimole, )
E m U ;, Héliéé &( j\J.Cbnf;étendue : Chainevstat. g
( N : : )
( 235 ; - 6600 : 0 : 0 )
E 230 : -18400 .+ 900 . - 600 %
( 225 . —30600 : + 2200 :  -1000 )
2 220 : -36600 T +3700 T -1600 g
( 215 ‘. -35200 :  +5300 i -1800 )
g 210 g 34200 . +1900 . -3500 ;
( 205 . -30700 :  =7000 : =4100 )
g 200 f‘ - 2500 . -23600 . -6800 §
E 195 . *+45000 i -33000 : ;

TABLEAU VIII. Calcul du pourcentage d'hélicea en supposant un mélange

hélice o - configuration &tendue.

LN N TN TN SN SN SN NN SN IN TN SN N PN SN NN

A pH 5,6 . pH 5,38 ; pH 5,12 : pH 4,92 ;
235 [ - 1800 27} = 2700 41 - 5600 85 - 5700 86 ;
230 : - 3900 25 : - 8000 46 =-16200 89 : -17200 9% )
225 1 - 3900 19 [ -12700 45 7 -26800 89 . -28500 93,5 g
220 : = 3400 18 : =14200 44 1 =31400 87 :=34400 94,5 )
215 1 = 2700 20 ° ~13600 47 . =30400 88 ' -32600 93,5 ;
210 : - 6000, 22 i ~-11600 38 : =-31000 91 i -33000 96,5 )
205 : 11600 19 | =16200 39 : ~28000 89 . -29600 96 ;
200 : -19400 20 : -17200 30 : - 5400 86 : - 5500 86 )
195 : =17500 20 © - 1500 40} +36000 gg ;'

)
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TABLEAU iX Calcul des pourcentages d'hélice o en supposant un

mélange d'hélice & —chalne statistique.

E u pH 5,6 . pH 5,38 ;
(==~ + £ )
¢ 235 1 -0 27,3 1 2700 41 )
( 230 : =-3900 18,5 = ~8000 41,5 )
E 225 . -3900 9,8 .  -12700 39,6 ;
( 220 . =3400 5,2 @ ~14200 36 )
E 215 . -2700 2,6 .  =13600 35 ;
( 210 : -6000 8,2 : -11600 26,4 )
E 205 . -11600 28,2 .  -16200 45,5 ;
( 200 : -19400 <0Z ¢  =17200 <0% )
( : ‘ )
On a utilisé pour cela les relations -
% hélice o =(e} _( e‘flét x100
(&) (0} &
et
, (8) - (e}
% hélice o = - — x100
(ef - (o)

En appelant-[g) ‘1'ellipticité mesurée.
1(@)§E‘1'ellipticité de la conformation éten&ue.
(e)d 1'ellipticité de 1'hélice a .
.(elc l'ellipticité de la chalne statistique.

3 la longueur d'onde .

On constate qu'en solution dans 1'eau pure 1 accord entre
les pourcentages calculés en supposant un mélange hélicea - chalne sta-
tistique est trés médiocre alors que cet accord est bon si 1'on copnsidére
un mélange d'hélice o et de conformation &tendue. - } '

Les calculs ont été faits pour quatre pH différents de 5,6

Q7

4,92 encadrant la transition (voir tableawxVIII et IX).

- En ce qui concerne les solutlons dans Na Cl 0,2M

s

pH 7, nous avons calculé le pourcentage de conformation &tendue dans

il
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deux cas, d'abord en supposant  un mélange de conformation étendue

et d'hélice o, puis un mélange de chalne statistique et de con-

formation &tendue (Tableau X). A ce pH ,l'erreur expérimentale sux

les valeurs des cellipticité&s fait que 1l'accord est médiocre: dans

-

les deux hypotW®ses: Par contre a pH 5,07 nous. constatons que seul

un mélange hélice o - conformation étendue permet un accord avec

nos résultats expérimentaux .(Voir tableau XI.).

(Figure 16), on peut passer d pH 7 de la conformation &tendue i

- Quand on ajoute du dioxanne i 1l'eau pure

1'hélice o. Nous avons calculé@ pour le cas oli on a 40% de dioxanne

en volume, lefpoﬁfééntage'd’hélice a

. L'accord excellent que nous

obtenons montre que l'hypoth&se du mélange conformation étendue-

hélice o est tout i fait justifiée (Voir tableau XII.)

TABLEAU X Calcul du pourcentage des différentes conformations
en supposant :
a) mélange hélice o - conformation étendue.
b) mélange conformation &tendue— chalne statis-
tique.
E X Na Cl1 O;ZM | . % conformation éteﬁdue. g
« (),p 7,0 : a) b) )
E 235 0o : 100% - Lk ‘T;;'
E 230 0 95,37 407 g
( 225 1700 : 98,5% 85%. )
¢ 220 2600 ; 97,3% 897 ;
( 215 3100 : 94,5 69% )
¢ 20 ¢ 100 ; 97,8 857 )
( 205 : -10000 : 87,3 >100 )
E 200 .} -25800 : >100 >100 ;
( 195 —-30000¢: : 96,1 )
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TABLEAU XI Calcul du pourcentage des différentes conformations

en supposant :

a) mélange hélice o - conformation &tendue

b) mélange hélice o - chalne statistique.
Dans Na C1 0,2M ,pH 5,07

E (6) 5,07 ; a)Z~hé1icea§ b)% hélice o 'g
( : : )
(  -1400 : 21,27 : 21,27 )
E -3600 : 237 : 172 ;
( -6300 : 267 : 187 )
E -7200 X 27% : 167 ;
(  -6300 : 28,57 3 13,5% )
E -7200 : 25% ; 12% ;
(  =14200 : 30% : 41% )
E ~ 18000 ) 26, 6% ; <0% g
(  -6200 : 347 : o)
( : : )
TABLEAU XII Calcul du pourcentage'Qes~différentes conformations
* | en supposant :
a) un mélange d'héliced et de conformation
étendue.
b) un mélange d'hélice a et de chaine statis-
tique.
H20 + 407 de dioxanne 3 pH7.
E e ' &) % hélice @ 'b) % hélice a ;
( : : : )
( 235 : =5000 : 76% : 76% )
g 230 -850 ; 497 f 44,57 ;
( 225 : =13000 : 46,57 : 40,5% )
fﬁ 220 1 -13500 ; 42,50 1 342 ;
( 215 : -12300 d 43,5% : 31% )
E 210} -13500 42,52 . 32,6% i
( 205 : =-19300 T 52% i 57% )
E 200 ' -13800 : 46,5% Po<oz ;

ok e
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= Si le pourcentage de dioxanne n'est plus que
de 33%, au méme pH de 7, le spectre dichroique. est trés différent.
Les valeurs des différences d'ellipticité sont trop faibles pour qu'en
puisse interpréter valablement les résultats en termes de mélanges de
structures. Le tableau XIII montre les essais que nous avons effectués.
Cependant nous avons pu grace 3 la mesure de 1l'ellipticité
3 222nm représenter la transition en fonction du pourcentage de dioxanne

ajouté a l'eau pure a pH 7. (Figure 17).

- = Les ré@sultats ebtenus lorsqu'on utilise le
mélange Na Cl 0,2M/dioxanne (2/1) (véir figure 15), montrent qu'a
pH 6,88, le spectre dichroique correspond 3 un pourcentage de con-
formation &tendue de 100%Z aux erreurs expérimentales prés. L'addition
de sel lorsqu'on se trouve en présénce de dioxanne semble augmenter
la proportion de conformation étendue, alors que en 1l'absence de dio-
xanne, l'addition de sel semble diminuer la proportion de cette con-
formation (voir Figure 12).Nous n'avons pas d'explication pour ce
phénomeéne. )
Les résultats a pH 6,05 dans Na Cl 0,2M/dioxanne 2/1 (tableau XIV)
ne nous permettent pas de dire si on est en présence dfﬁn mélange
conformation étendue- hélice @ du d'un mélange h&licexe -chaine
statistique. Il faudrait probabiement introduire une contribution -
due 3 une structure en chalne statistique.Si 1'on introduit trois
structures différentes, il n'est plus possibie de donner un seul
ensemble‘de trois pourcentages correspondant.3 ces structures. Ce point
de'vue est confirmé par 1l'examen des spectres obtenus dans Na Cl 5M.

TABLEAU XITII Calcul du pourcentage des différentes conformations

en supposant :
a) un mélange hélice o -conformation &tendue.
b) un mélange hé&lice @ —chalne statistique.

H, O + 33%Z dioxanne a pH 7.

2
E A : 6 . a) % hélice a  .b) % hélice a~3
( : : . )
( 235 Po-1500 ¢ 15% : )
E . 230 . - 800 6,3% . 0% ;
( 225 Po+400 ¢ by 1% D447 )
E 220 . +2300 3% . 747 ;
( 215 Po+2500 ¢ 6,27 Po607 3y
E 210 : -1500 7,8% . 37% ;a
. ‘ i PR
( 205 ©o=14000 ¢ 27% ¢ 7100% )
( 200 © -31000 ¢ <0L * >100% )

aa“i«‘j AR
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“TABLEAU XIV. Calcul du pourcentage des différentes conformations

en supposant :
a) melange hélice ¢ - conformation &tendue.
b) mélange hélice o — chalne statistique.

Dans Na Cl 0,2M- Dioxanne (2/1) ,pH 6,05

E A : ) i a) 7 hélice g ib)% hélice a _;
( : : : )
( 235 -4200 : 647 : 647 )
E 230 ©  -9100 i 527 sz g
( 225 :  ~-10200 : 387 : 317 )
g 220 . -10200 352 T 257 ;
(215 2. -10500 : 397 : 26% )
¢ 210 1 -u000 ] 44% T )
( 205 : -19000 : 50% : 56% )
E 200 1 -17000 31% o <on 3
+~ Dans Na Cl 5M + 81 1'on considére le spectre &ichroique obtenu

& pH 9,7 ( Figure 13) on constate que l'ellipticité de la bande &

218 nm a fortement diminué par rapport 3 ce que.l'on observe dans l'eau
pure. Nous avons essayé d'interpréter we:spectre en termes de mélange

de deux conformations; d'une part‘unfmélangegQQn£Ormagian“étenduef
hélice o, d'autre part un mélange coﬁformétidﬁfétﬁndﬁé* chalne statis-
tique.(Tableau XV);'Dans le premier cas, la valeur absolue des ellip-
ticités de 1'hélice oaest telle que le powrcemtage calculé de confor-
mation &tendue est toujours voisin de lOOZ”donc beu significatif. De
plus‘le\pourcentage de conformation étendue ainsi calculé est trés
voisin de celui trouvé dans le cas des solutions dans Na C1 0,2M au
meme bH; Oniaurait donc la méme proportion de conformation &tendue dans
Na C1 0,2M ou Na Cl1 5M, ce:qui est gn désaccord complet avec les ré-
sultats de viscosité&. Il ne semble donc pas que 1'on puisse interpréter

1efspectre obtenu dans Na Cl 5M 4 pH 9,7 en terme d'un mélange confor—

‘ation étendue— hélice o. -

Au contraire en supposant un mélange conformation &tendue-

. chaine statistique, les pourcentages calculés sont voisins pour les

longueurs d'onde situes entre 230 et 215 nm, c'est @ dire dans la
gamme la plus facilement exploitable. éTgbleau‘XV)- Cette hypothése est

en meilleur accord avec les résultats de Viscosite.
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TABLEAU XV, Calcul du pourcentage des différentes conformations
' en supposant.:
a) un mélange conformation &tendue-chalne
statistique.
b) un mélange conformation &tendue—hélice «

Na C1 5M, pH 9,72

C A f 5 f a) Z'conformaﬁion f b) % cohforﬁation g-
g i i étendue" i étendue. )
( : : : )
( 235 0 : : 100% ).
E 230 ° o 40% : 95% ;
( 225 : 4200 37,5% : 94% )
E 220 ' +300 367 : 91,5% g
( 215 : +500 : 32,5% : 882 )
ﬁ 210 ¢ =700 527 : 93% ;
( 205 : =-7200 : >100% : > 100% )
2 200 ‘-19200 ° 73,5% : 79% ;
( - . )

En milieu acide dans Na Cl 5M, le spectre dichrolque est caract&ristique
d'une he11ce o mals 1! elllpt1c1te maxlmale obtenue est. d'environ
-16 000 degr /cm / décimole alors qu telle est de = 36 000 degré cm /
décimole dans 1l'eau pure. : S '
Le spectre dichroique & pH 4,40 semble correspondre & une molécule qui
n'est pas- encore entiérement h&licoidale car 1’ ellipticité & 222 nm
est inférieure 3 l'ellipticité & 208nm.

' Le spectre obtenu d pH 3,98 présente 1l'allure caracterls-

(18) .

t1que d'un polymére partlellement agreg’ . S5i on exam;neAlgs courbes
de transition présentées sur la f;gure 181on'voit»qﬁe la présénce de

sel déplace la transition vers les bas pH c'est 3 dire retarde la for-.
mation d'hélice. De plus, d&s que le pH deila solution est abaissé 3
3,98, on observe 1' apparltlon de la prec1p1tatlon qui- accompagne 1'agré-
gation @ ).

I1 semble donc qu'il y aurait précipitation et agrégation dans la solu-
tion avant que la molécule ne soit entidrement sous forme hélicoildale,
Une seconde explication peut €tre avancée. En effet, 3 la concentration
utilisée (5M) ,le chlorure de sodium présente une absorption importante
aux faibles longueurs d'onde. Il est possible que la mesure des ellipti-
cités soit faussée par:cette‘absorption importante .(Le dichrographe

eielein
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Roussel Jouan utilisé est un appareil monofaisceau.)

Enfiﬁ le point isodichroique apparalt beaucoup moins net que dans
le cas de l'eau ou de Na Cl 0,2M. Cela s'explique si 1'on suppose

la contribution d'une fraction appréciable d'une troisiéme conforma-
tion (chaine statistique) aux spectres dichroiques.de la solution.
Cependant 1'explication invoquée ci dessus ( absorption importante

dlie au chlorure de sodium) doit &galement &tre prise en considération.



QUATRIEME CHAPITRE

DISCUSSION DES RESULTATS.
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Nous avons essayé d'interpréter les spectres
dichroiques obtenus en termes de mélange de deux conformations. Ces

calculs donnent des résultats satisfaisants dans deux cas :

-~ dans 1'eau pure, lorsqu'on induit la transition en
abaissant le pH.
- dans l'eau pure a pH constant lorsqu'on induit la

transition en ajoutant du dioxanne dans le milieu.

Dans le premier cas nous avons pu montrer que la transition se fait
de la conformation &tendue a 1'hélice o sans passer par 1l'intermé-
diaire d'une chalne statistique. Ceci est en bon accord avec les
résultats de viscosité (Figure 1). En effet, la courbe viscosimé-~
trique obtenue ( Courbe I) ne présente paS‘dé‘minimnm qui correspon—

drait au passage par une chaine statistique. .

Dans le second cas, on passe de la conformation étendue a 1'hélice
¢ en ajoutant au milieu des quantités croissantes de dioxanne

( Figures 16 et 17). Ici encore la transition se fait directement
de la conformation &tendue 3 1'hélice a. Ces résultats sont en bon
accord avec ceux de IIZUKA et YANG(]6) qui ont montré par dispersion
optique rotatoire que l'addition de dioxanne induit la transition.
TIFFANY et KRIMM quant 3 eux, ont obtenu des ré&sultats analogues par
addition de méthanol & une solution basique (pH 7) d'acide poly-L-

glutamique .(Figure 17).

Le probléme se complique lorsqu'on ajoute du chlorure de sodium aux
solutions. Les résultats de viscosité&, de D.0.R. et de dichroisme

-~

circuiaife laissent i penser que la conformation étendue se transforme
progressivement en chaine statistique au fur et 3 mesure de 1'augmen-
tation de la force ionique.

I1 semble alors que 1'interprétation des spectres dichroiques en termes
de mélange de deux conformations soit insuffisante. Il faut~40nc con-

sidérer des mélanges de trois conformations 3 savoir. : \

eoidie
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= hélice 9,
- chaline statistique.

- conférmation &tendue.

mais les résultats expérimentaux ne pourront alors &tre interprétés

qu'avec 1'aide de calculateurs.

En milieu acide, les spectres dichrolques sont tous caractéristiques

de 1'h&lice % . Si l'on excepte le cas des solutions dans Na Cl 5M,

la seule différence observée est une différence entre les elliptici-
tés maximales 3 222 nm selon qu'on est ou non en présence de dioxanne.
( - 43 000 contre = 37 000 degré cmz/ décimole). Ceci est & rapprocher
des résultats de viscosités qui montrent qu'en présence de dioxanne,
1'hélice ®est plus rigide que dans 1'eau pure. Deux hypoth&ses peu—
vent @tre envisagées poﬁr expliquer cette différence de viscosité :

- la premiére fait intervenir des paramétres d'interac-
tion entre les deux solvants eau et dioxanne. En effet, DONDOS et
PATTERSON ont montré que les dimensions d'une chaine macromoléculaire
en soiution dans un mélange de solvants sont fortement influencées par
le paramétre d'interaction entre les deux solvants. Cependant la
différence de viscosité intrinsé&que & pH acide peut mieux s'expliquer
en éuppdsant'que en 1'absence. de dioxanne le polypeptide présente
un certain nombre de'points non rigides! La viscosité dans Na Cl
0,2M serait alors expliquée. On sait par ailleurs que la présence de
dioxanne stabilise les liaisons hydrogéne intramoléculaires et par
" points‘non rigides".
Le coefficient a,de la loi de MARK HOUWINK ,est de 1,47 en présence

conséquent tendrait 3 faire disparaltre ces

de dioxanﬁe et cela correspond'bien 4 une macromolécule rigide, Nous
ne disposons pas,malheureusement de la valeur de a,dans Na Cl b,ZM,
ce qui. aurait pu &tayer notre hypothése.

En milieu basique purement aqueux, la conformation &tendue
est bien &tablie par 1'étude de la viscosité et des spectres dichroiques.
Cette conformation est liée 3 l'existence des répulsions électrostati-
ques. dues aux charges &lectriques du polypeptide ionisé. Si 1'on diminue
ces répulsions en ajoutant un &lectrolyte soluble, la conformation &ten-
due semble céder progressivement la,piace 4 une conformation plus |
voisine de la chalne statistique. Cependant nous ne pensons pas que ,

méme en présence de Na Cl 5M, on ait purement ume chalne statistique,

el onn
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Si 1'on ajoute du dioxanne 3 pH constant, on induit la transition
d'une fagon trés brutale et 1'on passe d'une conformation trés proche
de 100% de la conformation étendue (dans Na Cl1-0,2M) 3 1'hélice o .

Un point intriguant n'a cependant pas regu de solution :
dans Na Cl O,2M/Dioxann¢/1a viscosité intrins&que est faible, et cepen—
dant les spectres dichroiques indiquent une conformation tré&s proche
de celle qui existe dans l‘'eau pure ou dans Na Cl 0,2M. L'explication
fournié par DONDOS et PATTERSON, et que. nous. avons rejetée dans le
cas de 1'hé&lice o pourrait ici s'appliquer. Des calculs ultérieurs
seraient alors susceptibles d'apporter des arguments pour ou contre

cette explication.



CONCLUSION
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Notre étude des solutions de PLGA confirme
1'hypothése d'une conformation étendue dans le cas des solutions
basiques, en 1l'absence de sel ou & force ionique faible. Pour ce
qui est de la transition, notre Etude pose plus de problémes qu'elle
n'en résoud et il sera nécessaire de préciser par la suite le rGle
de la chalne statistique. Une &tude. thermodynamique des interactions
entre le PLGA et les divers solvants, devrait aussi permettre

une clarification du probléme.
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