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GLOSSAIRE

PLAB Polyaspartate de benzyle.

P(LAB,LApNB) Copolyméres d'aspartate de benzyle et
d'aspartate de para nitrobenzyle.

P(LAB,LAONB) Copolyméres d'aspartate de benzyle et
d'aspartate d'ontho nitrobenzyle.

AC Aspartate de cuivre

ACN Aspartate de cuivre et de sodium.
EDTA Ethyléne diamine tétracétique.

NCA Anhydride d'acide N carboxyaminé ou

anhydride de Leuchs.

HFIP hexafluoroisopropanol

CHCl3 Chloroforme

CDCl3 Chloroforme deutéré

DMF Diméthylformanmide

NB Nitrobenzéne

TFA Acide trifluoracétique

{6} ellipticité molaire

b] pouvoir rotatoire spécifique
@Q rotation molaire

Les aspartates et les polyaspartates possédent tous une

conformation L.
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INTRODUCTTION

Les acides aminés sous forme L donnent le plus
souvent des polypeptides ayant une conformation en hélice o
droite. Les polyméres de l'acide aspartique constituent cepen-
dant une exception. En effet, le polyaspartate de benzyle peut
se présenter sous forme hélice o gauche tandis que les poly-
aspartates de chloro et de nitrobenzyle par exemple se pré-
sentent sous forme hélice o droite. Ces deux configurations
possibles sont caractérisées par une énergie libre différente.

Il semble donc que les chaines latérales jouent
un rdle important dans le sens d'enroulement de 1'hélice.

Beaucoup d'études théoriques ont été entrepfises
& ce sujet, mais les résultats sont encore incertains. Plusieurs
hypothéses de structures ont été avancées quant a4 la position
des chaines latérales par rapport au squelette peptidique.

Actuellement, des études expérimentales qui
utilisent des méthodes confirmées permettent de déterminer
aisément 1'enchalnement d'un polypeptide. En ce gquli concerne
1'étude des chalnes latérales le probléme est plus difficile
i résoudre.

Le but de ce travail était d'étudier simultané-
ment la chaine principale et les chafnes latérales des poly-
aspartates présentant les deux formes hélicolIdales possibles,
par l'utilisation des techniques comme le dichroIsme circulaire
et la dispersion optique rotatoire d'une part, la résonance
magnétique nucléaire d'autre part.

Aussi dans un premier temps nous avons réalisé
la préparation des copolyméres d'aspartate de benzyle et de
para nitrobenzyle et des copolyméres d'aspartate de benzyle
et d'0osatho nitrobenzyle. Puis nous avons analysé leur activité
optique dans différents solvants par dichroIsme circulaire et
dispersion optique rotatoire, leur étude par Résonance magné-
tique nucléaire s'effectuant dans le mélange chloroforme deu-

téré- acide trifluorocacétique.
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Dans le présent chapitre, nous passerons en revue
les travaux théoriques et expérimentaux réalisés sur différents

polyaspartates,

I ETUDE EXPERIMENTALE DE LA CONFORMATION DES ESTERS EN B DE
L'ACIDE POLYASPARTIQUE.

La détermination de la structure secondaire des
polyaspartates a été réalisée en utilisant les techniques sui--
vantes )

- la dispersion optique rotatoirgg Qul gréce a l'utilisa-
tion du coefficient bO de Moffitt—Yangh(1) permet de donner le
sens d'enroulement de l'hélice. Cette méthode n'est utilisable
que s'il n'existe pas de chromophores extrinséques.

- le dichroisme circulaire, qui utilise la bande dichroi-
que & 222 nm (2).

- 1la résonance magnétique nucléaire, qui a pu &tre utilisée
car un grand nombre de polyaspartates sontisolubles dans le chlo-

roforme deutéré.
Nous avons rassemblé dans le tableau suivant les résultats don-

nant le sens d'enroulement en hé&lice gauche ou droite pour les

différents polyaspartates é&tudiés Jusqu'ici.
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II CALCULS CONFORMATIONNELS

Durant les dix derniéres années, les calculs con-
formationnéls sur les polypeptides se sont beaucoup développés
(27,28,29-34). Ils sont basés sur l'hypothése que les conforma-
tions les plus probables sont celles qui possédent l'énergie
libre la plus faible.. Pour obtenir ces minima, les énergies
libres de toutes les conformations possibles sont calculées
en tenant compte du fait que 1l'énergie libre d'un systéme poly-
peptide-solvant représente la somme de trois termes.

- les énergies potentielles résultant des interactions
intramoléculaires.

- l'énergie libre des vibrations intramoléculaires.

- 1l'énergie libre résultant des interactions soluté-sol-
vant.

La plupart des études théoriques réalisées jusqu'ici ne
tiennent compte que du premier de ces termes, qui renferme les
interactions non liantes, les interactions électrostatiques et
celles dues aux liaisons hydrogéne.

En particulier, Scheraga et al ont réalisé& des calculs
gonformationnels sur les polyaspartates (35), mais dans ce cas,
ils supposent la macromolécule dans le vide, ce qui les oblige

4 introduire un facteur empirique pour tenir compte du solvant.
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Cette approximation explique, entr'autre , les différences
que l'on trouve parfois entre expérience et théorie.

Pour les polyaspartates, les interactions dipdle-
dipSle entre la fonction ester latérale et le groupement
amide du squelette polypeptidique sont répulsives, mais pour
le polyaspartate de benzyle, elles sont moins répulsives pour
1'hélice gauche que pour l'hélice droite, d'ol le sens d'en-
roulement gauche adopté par le polyaspartate de benzyle. Quand
la chaine latérale augmente, il faut tenir compte des forces
de torsion qui sont prépondérantes par rapport aux interactions
dipdle-dipdle. Les résultats suivants ont été obtenus pour
différents polyaspartates.

Les conformations en hélice a ayant la plus basse énergie
se trouvent adopter le sens d'enroulement gauche pour les poly-
aspartates de méthyle, d'éthyle et de benzyle, et le sens d'en-
roulement droit pour les polyaspartates de n propyle, isopropyle,
phénéthyle, et pour les polyaspartates de benzyle substitués en
para du cycle aromatique par les groupements suivants : CH3,

CEN, N02, G

L'accord entre les calculs et l'expérience est bon en
général. Il faut toutefois citer le cas du polyaspartate d'é-
thyle. Bradbury (L4) avait attribué & partir d'étude par dichrois-
me circulaire, et dans le chloroforme, une structure en hélice

a droite tandis que Scheraga (35) avait calculé que sa conforma-
tion la plus probable, devait €tre en hélice a gauche. Mais 1l'in-
troduction d'un coefficient empirique dans les calculs a permis
de lever cette indétermination.

Il a été possible, d'aprés ces résultats, de classer les
polyaspartates en deux groupes suivant la longueur des chalnes
latérales

- les chalnes latérales courtes donneraient une hé&lice o
gauche.

- les chalnes latérales longues donneraient une hélice o
droite.

Lorsque la chalne est aliphatique, la distinction entre
chalnes latérales '"courtes" et "longues" se ferait pour le
groupement €thyle. Il est & remarquer que dans cette classifi-

cation, le groupement benzyle appartiendrait aux chalnes
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" courtes" mais que l'introduction d'un groupement en parsa

du cyele lui donne un comportement de chalnes "longues".

III ORIENTATION DES CHAINES LATERALES.

Les différentes &tudes réalisées sur les polyas-
partates ont mis en &vidence l'importance de la nature de la
chaine latérale sur la structure secondaire. Certains auteurs
ont donc cherché & connaitre gquelle. pouvait &€tre la confor-
mation de ces chalnes latérales pour mieux déterminer les
interactions quli pouvalent exister soit entr'elles, socit en
faisant intervenir d'autres groupements.

Les travaux théoriques ont, dans ce cas, précédé les

déterminations expérimentales.

1) Travaux théorigues.

Scheraga (35) avait été amené i penser que les chaines
latérales du polyaspartate de méthyle ou de benzyle sous forme
d'hélice o gauche pouvalent adopter deux conformations préfé-
rentielles.

- l'une, transverse, dans laquelle les chaines latérales
sont enroulées tangentiellement autour du squélette peptidique,
a angle droit de 1l'axe de 1'hélice.

- 1l'autre, paralldle, dans laquelle les chalnes latérales
sont orientées parallélement & l'axe de 1'hélice.

Mais Scheraga lui-méme (36), puis Bradbury (37) ont
trouvé & l'aide de mesures de Résonance Magnétique Nucléaire
que ces configurations n'existaient pas dans 1l'hélice o gauche
du polyaspartate de benzyle. Par contre, Bradbury a mis en
évidence, le fait,que effectivement, deux conformations préfé-
rentielles (37) existent dans les chafnes latérales du PLAB
sous forme d'hélice gauche, mais elles ne correspondent pas
aux caractéristiques données par Scheraga.

On voit donc que les calculs n'ont pu fournir de rensei-

gnements précis quant & la conformation des chaines latérales:
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Par contre, il a été possible d'affirmer, & partir de ces
mémes calculs conformationnels que ce sont les interactions
chaine latérale-chaine principale qui jouent un rdle prédo-
minant (38) sur la stabilité de 1l'hélice et non les inter-

actions chafne latérale-chafne latérale.

2) Travaux expérimentaux.

L'étude expérimentale de la conformation des chalnes
latérales est délicate. Plusieurs techniques peuvent &€tre
employées, mais aucune n'apporte de résultats parfaitement
satisfaisants. En toute rigueur, la technique de diffraction
des rayons X devrait permettre une telle &tude mais le nombre
d'atomes intervenant dans un cliché est tellement grand
gu'une interprétation gquantitative s'avére actuellement impos-
sible.

Le dichrolsme circulaire et 1la dispérsion optique rota-
toire ont &té trés utilisés pour la détermination de la struc-
ture secondalire, malis leur utilisation & 1'é&tude des éhaines
latérales est beaucoup plus délicate : elle suppose, d'une
part, que les chalnes latérales possé&dent des bandes d'absorp-
tion dans un domaine de longueurs d'onde que l'on peut attein-
dre expérimentalement, malis elle suppose aussi gue ces bandes
ne se superposent pas a celle§ du chromophore -CO-NH. De plus,
l'origine de l'activité optique induite dans un chromophore
latéral est encore mal connue (39). L'interprétation quanti-
tative des résultats n'est,en général,pas possible surtout
lorsque la chaine tatérale posséde une certaine longueur.
Seul, le cas de la polytyrosine a pu étre résolu exactement(kO),.

La Résonance Magnétique Nucléaire est une technique
extr@mement précieuse dans la détermination de conformation de
molécules n'ayant pas une trop grande dimension. Mals, dans le
cas des polyméres, les bandes obtenues ont une largeur du méme
ordre de grandeur que les constantes de couplage et par consé-
quent ne permettent pas la détermination de la conformation
exacte.

L'infra-rouge polarisé paralt €tre actuellement la
meilleure méthode pour déterminer une orientation &ventuelle
des chaines latérales. Elle a déja été utilisée dans notre
laboratoire 4 1'étude de l'influence des chalnes latérales sur

la structure secondaire d'un polypeptide (h1).
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Si 1l'exploitation de cette technique est facile d'un
point de wvue qualitatif, il n'en est pas de méme du point
de vue quantitatif. En effet, l'interprétation en termes de
conformation du dichroiIsme linéaire observé, suppose que
soient parfaitement connues les directions des moments de
transition, ce qui n'est généralement pas le cas.

Peu d'études ont &té réalisées en vue d'étudier 1la
conformation des chafnes latérales de différents polyasparta-
tes. La plupart ont trait & 1'étude du polyaspartate de ben-=
zyle. Dans le tableau suivant on a donné une revue biblio-
graphique des travaux effectués dans ce domaine, en mentionnant

la technigue utilisée.

Groupement Xf Sens de l'hélicef En solution Références fTechniques
; o ou solide .

-CH2—©f gauche , el "“Scheraga(36)’

:Bradbury(L2):R.M.N.
fBradbury(h3)§

i —— T —— — i —— — i ——_——— s — - — — - - — - - — — ——— — — T —— ———— - —— -

—CH2—<:::> : droit : CDCl3 :Bradbury (4Lh):R.M.N,

PN SN SN SN TN TN TN ST ST SN N ST ST TN L TN ST 2 o

solide :Tsuboi(k46) :R.X.
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PREPARATION DES POLYMERES

Les esters de l'acide poly-L-aspartique peuvent se pré-
parer de plusieurs facgons

- en partant de l'acide poly-L-aspartique et en estéri-
fiant les fonctions acides latérales. Mais cette méthode présente
deux inconvénients. La masse obtenue n'est pas trés élevée, et
l'estérification risque d'€tre incompléte. .

- en polymérisant le N carboxyanhydride (NCA) de l'aspar-

tate correspondant.

C'est suivant cette seconde méthode qu'a été réalisée la
préparation des poly-L-aspartates de benzyle (PLAB), de para nitro-
benzyle (PLA pNB), et d'oatho nitrobenzyle (PLA oNB), fig I.

Les copolyméres statistiques du L-aspartate de pasra nitro-
benzyle ou d'oatho nitrobenzyle (fig II) ont été préparés de la

méme fagon & partir de mélanges des NCA's correspondants.
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I PREPARATION DES ASPARTATES .

Le composé de départ est l'acide L-aspartique

NH2 - ?H - COOH
%

N\
0 OH

1. L-aspartate de benzyle.

HC1
NH_-CH-COOH  + == ~-CH~- +
p~§H-COO CH,,0H s NH,~CH~COOH H,0
sz ¢,
c C
7 \ 7\
0 OH 0 0
CH,

I1 y a peu de différence entre les réactivités des fonctions
acides en o et en B . Néanmoins,cette réaction est possible

avec l'alcool benzylique. L'estérification sélective de la fonc-
tion OH en B de l'acide L-aspartique est préconisée par Bradbury
et al (14).Elle se fait par action directe de 1'alcool benzylique
sur l'acide L-aspartique en présence d'acide chlorhydrique sec.

Le rendement est peu élevé.

2. L-aspartates de para nitrobenzyle et d'oxtho nitro-

benlee.

Une telle estérification directe ne se fait pas avec
l'alcool nitrobenzylique. Il est nécessaire de protéger la fonc-
tion acide en o pour pouvoir estérifier la fonction en B. On
utilise pour cela la méthode de complexation de Ledger et Stewart
(47) qui bloque les fonctions amine et acide en o d'une méme

molécule (fig III). /
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On fait d'abord réagir le sel de lithium du complexe
cuivrique de l'acide L-sspartique sur le bromure de para ou
d'0atho nitrobenzyle. Puis on élimine le cuivre en traitant le
complexe par le sel de sodium de l'acide éthyléne diamine tétra-
cétique (EDTA) & pH 4,5 & ébullition.

II PREPARATION DES ANHYDRIDES DE LEUCHS.

0 0
\! /4
NH —?H—COOH + cocCl —_— C-CH,_-CH-C + 2 HC1
2 2 / 2 ' AN
CH RO 0
| 2 e
C NH-C
7\ N
0 OR 0

L'anhydride de Leuchs est obtenu suivant la méthode
devenue classique de Karlson et Blout(48) et Fuchs et Farthing
(49)qui consiste & faire réagir le phosgdne 3 1'état gazeux sur

le L-aspartate en milieu dioxanne parfaitement anhydre.

ITTI POLYMERISATION.

O\ /,O
\ / Initiateur\
- -CH- —+NH~CH-CO+ + 0]
C CH2 CH C\\ 7 NH ?H co n C 5
R-0 | 0 CH
/ |2
NH-C \ /C\
4
\\O 0 ?
R n

La polymérisation des NCA's est réalisée le plus souvent
en utilisant comme initiateur, soit une amine (primaire, secon-
daire, ou tertiaire), soit une base (méthanolate de sodium par
exemple). Les masses moléculaires obtenues varient suivant 1'ini-
tiateur utilisé, et 1l'expérience montre que l'utilisation de 1la
triéthylamine conduit & des résultats intéressants.

De plus, pour obtenir des masses élevées, 1l est néces=
saire que les NCA's de départ et les polyméres formés soient

solubles dans le milieu réactionnel.

RN
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Par conséquent, toutes les polymérisations ont &été
effectuées a4 partir d'une solution de NCA, en présence de
triéthylamine, 3 concentration et dans un solvant convenable-
ment choisis. Dans certains cas, il a été nécessaire d'uti-
liser un mélange de deux solvants différents pour que le
polymdre reste soluble.

Les copolyméres statistiques sont préparés de la
méme fagon, par polymérisation d'un mélange des NCA's corres-
pondants dans une proportion identique & celle que 1l'on veut
obtenir dans le copolymére. Ceci implique que la réactivité
de tous les NCA's est la méme. L'expérience montre gque l'on
peut effectivement l1'admettre en premiére approximation.

La composition exacte des copolyméres en groupements
nitrobenzyle a été déterminée en utilisant deux méthodes
différentes

- la premiére & partir des résultats de 1l'analyse
€lémentaire sur le carbone, Ll'hydrogéne, 1l'oxygéne et l'azote.

- la deuxiéme & partir de la spectrophotométrie ultra-
violette. BEn effet, le groupement nitrobenzyle possé&de une
bande d'absorption dont le maximum est situé & 270nm. Il ¥y
correspond un coefficient d'extinction molaire ¢ = 10.000*

270

pour le dérivé panra , 5.000*pour le dérivé ontho,
P

€
270
ZOO‘pour le groupement benzyle ne portant pas de substi-

c =
tizgt. Si on néglige l'absorption diie au chromophore CO-NH

4 270nm, il est possible de déterminer la teneur en chacun
des constituants 3 partir dé la lecture de la densité optique
& 270nm. On vérifie en faisant le calcul pour des homopoly=-

méres que cette approximation est justifiée.

Les résultats obtenus par ces deux méthodes sont tout & fait

comparables.

., -1 -1
w € exprimé en 1.mole .cm. .




15

Les copolyméres suivants ont été préparés et caracté-

risés.

Série paira

E Numéro f Pourcentage en moles en %
2 d'ordre : groupement nitrobenzyligque g
( I , 0 PLAB )
E II ‘15 g
( III : 26 )
( : )
( Iv . 28 )
( v : Lo )
g v u6 )
( VII i 6T )
E VITI . 100 PLA pNB g

Série oatho

{— Numéro z Pourcentage en moles en ;
&7 d'ordre : groupement nitrobenzylique )
O . 1 )
E X ; 28 ;
( XTI : 38 )
E XII ; 57 g
( XIII : 63 )
( )
( )

X1V * 100 PLA ONB
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PARTIE EXPERIMENTALE

I PREPARATION DES ASPARTATES.

1. L-aspartate de benzyle.

On met en suspension 20g (0,150mole) d'acide L-aspar-

tique dans 200 cm3

d'alcool benzylique. Le mélange est saturé
avec de l'acide chlorhydrique sec et chauffé & 100°C jusqu's
obtention d'une solution claire. Le L-aspartate de benzyle est
précipité par addition d'un excés de triéthylamine, lavé & 1'étha-
nol et recristallisé par l'eau chaude.

Rendement:10,5g 30%

€070 = 197 (NaOH ©N/10)

Point de fusion : 223°C (lit.(14): 223°C)

2. L-aspartates de para nitrobenzyle et d'ontho nitro-

benzyle.

On agite 51,9g (0,39 mole) d'acide L-aspartique
dans 5,21 d'eau et on chauffe jusqu'ad dissolution compléte. On
ajoute alors lentement 97,5g (0,54 mole) Ad'acétate de cuivre
dissous dans 1,51 d'eau & 50°C.

La réaction se poursuit pendant une heure, puis toujours sous
agitation, on laisse revenir & température ambiante. On filtre,
on lave a& l'eau jusqu'd ce que les eaux de lavage soient incolores
puis & 1l'alcool. On obtient un solide bleu turquoise que 1l'on
séche sous vide & 110°C.

Rendement:88g soit 91% si 1l'on admet que l'aspartate

de cuivre cristallise avec six moldcules d'eau (50).

el
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On dissout 27,4g de LiOH (0,63mole) dans 6,251
d'eau puis on ajoute 42,3g (0,32 mole) dlacide L-aspartique.
D'autre part on dissout 88g (0,17Tmole) de complexe de cuivre
obtenu dans 1l'étape précédente dans 3,91 d'eau. Le mélange de des
deux solutions est agité pendant 6 heures & température ambiante.
On laisse décanter et on filtre l'insoluble restant. Le filtrat
est évaporé & sec au bain marie sous vide.

On reprend alors par le minimum d'eau et on précipite
par l'alcool éthylique versé goutte i goutte.

Le précipité bleu obtenu est séché tout d'abord a L0°C,
broyé finement puis sé&ché de nouveau sous vide & 110°C.
Poids : 90,8¢g
Rendement : 84%

- bromure d'04tho nitrobenzyle (17).

On dissout 40 g (0,262 mole) d'alcool 04tho nitrobenzyligue
(Fluka) dans 88,8ml (1,556 mole) d'acide bromhydrique( densité
d=1,49) maintenu & 35°C. On augmente lentement la température
et lorsqu'elle atteint T75°C, le bromure formé se rassemble
au fond du ballon sous forme d'huile. On continue la réaction
pendant 1h30, & 75°C puis on laisse le mélange revenir 3 tempé-
rature ambiante. Le bromure cristallise & 5°C. On le filtre,
on le'lave & l'acide chlorhydrique concentré pour &liminer 1l'al-
cool qui n'a pas réagi.

On obtient 35g de bromure d'oathonitrobenzyle, soit
un rendement de 61%.

Point de Fusion : Ls°(C.

- bromure de paxra nitrobenszyle.

Nous avons utilisé le produit commercial Fluka tel quel.

Tous ces prodults sont trés lacrymogénes et brunis-
sent 4 l'air.

ceol e
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L'halogénure de benzyle dissous dans le diméthylsul-
foxide (DMSO) et le complexe dissous dans l'eau sont mélangés
en proportion stoechiométrigque. Le produit de la réaction est
légérement soluble dans la DMSO, il est insoluble dans l'eau et
la plupart des solvants organiques. On obtient donc aprés mélangé
des deux solutions, une suspension que l'on agite pendant 24 h
au minimum & 37°C. On compléte ensuite la précipitation en ajou-
tant de l'acé&tone. Le précipité est séparé par centrifugetion,
lavé dans les pots & centrifuger par un mélange eau-acétone (V/V),
jusqu'd ce que le liquide surnageant soit incolore. On fait le
dernier lavage a4 l'alcool avant de sécher le produit sous vide &
LO°C. Le procédé est le méme pour les dérivés nitrés en para et

en ortheo.Le tableau I rassemble les quantités mises en jeu.

Tableau I

( 1 : nth )
( para : o o )
. )
Sel de lithium  : L2 g f 2h,l g ;
du complexe : (0,124 moze); ° (0,719 mole) )
4 )
eau : 250 ml : 145 ml ;
: : : )
Bromure de : 54 g : 31,4 g )
nitrobenzyle ; (0,25 mole) : (0,145 mole) )
. . )
DMSO : 250 ml 145 ml g
' - ;

Acétone pour la :
précipitation ) 625 m1 : 350 ml )
) )

e) Action_de 1'EDTA sur_le complexe.

- Préparation de la solution de sel disodique de 1'EDTA.

Dans une fiole Jjaugée de 2 litres, on introduit 58,4 g A'EDTA
(0,2 mole) et 16g de Na OH. On compldte avec de l'eau et on
vérifie l'acidité (pH = bL,5).

Y A
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~ Obtention des aspartates de nitrobenzyle.
L'ester du complexe cuivrique est dissous dans une solution
d'EDTA a é&bullition. La solution bleue obtenue est filtrée &

chaud. L'aspartate blanc, cristallise & froid.

T Gt O S STn in MY SEM G Gmi G — - - —— - - e - Ams e M B - A VR - —. ave - —— = = — e —

g para ; ontho ;

g Volume d'EDTA . 2100m1 : 1220ml g
S )
( Poids d'aspar- : )
g tate. i 27g 10,6¢g %
: )

: )

)

)

(
( Rendement par : :
( rapport au bro- : 37% : 24 ,9%
( mure engagé : :

- Caractérisation des aspartates de parad nitrobenzyle et d'vatho

nitrobenzyle.

C l H \ N | 0
(ay () [ (8 (o) | (2) kb\| (a) @)
59,19 59,2) 5,83 5,94| 6,28 6 128,69 28,57
PLAPNB et PLAONB

c | H | N | 0
{2} para ortho| (a) para orthoL(a\para ortho| (&) para ortho

Lk9,25 46,3 48,2 |4,5 5,04 4,8 0,45 10,5 9,7 [35,82 36,9 37,22

(a): calculé (b\: trouvé

- €, PLAB :200

270 PLApNB : 10.200 ¢ PLAgNB : 5500

€570 270

II PREPARATION DES ANHYDRIDES DE LEUCHS

1. Mode opératoire

le L-aspartate est mis en suspension dans du dioxanne
fralichement distillé. On purge le milieu réactionnel d'oxygéne
en faisant passer un courant d'azote sec pendant 15 minutes. Puis
la température est élevée graduellement et on fait barboter le
phosgéne sous agitation jusqu'& ce que la solution soit limpide.
L'excés de phosgene estélimiﬁéken faisant de nouveau passer
l'azote pendant deux heures. Le dioxanne est ensuite distillé
sous vide en restant & une température inférieure & L40°C. Le

NCA obtenu prend en masse. Il est alors ,soigneusement,

oo/ onn




Tableau II

Amino Acide engagé f Aspartate de ;Aspartate de para fAspartate dtontho
: benzyle :nitrobenzyle ‘nitrobenzyle
Quantité de départ f 15¢ ; 10g 7,58
Dioxanne . 300m1 © 250ml . 200ml

Durée de passage : 1/2 heure f o4 : 1 n

de C0012 : ur ; eure . eure
Température de ; o : o ; o

réaction : 357¢ : »0°C : p07C
Dur&e de passage 2 heures . 2 heures * 2 heures

de l'azote

Température de : :
distillation sous : Lo°c : Lo°c . Lo°c
vide du dloxanne :

Recristallisation : : .
solvant : Acétate d'éthyle’ Acétate d'éthyle .Acétate d'éthyle(sous
: ' ‘ (peu soluble—®»  .agitation pendant 12h
‘ recristallisation .au bain marie & 30°C).
‘ par petites frac- .
* tioms.) .
Précipitant : heptane : heptane : heptane

}

e T an e ann e  t ai T i T e W ame W e P e e e T P e Ve D Ve

s\
4

1
1t

-f-)Poids obtenu : 14,8¢ ; 9,1g : 7

[

» 18
Rendement f 90% . 80% f 86%

£x

e e e e N e e e e e e e e M e e e e’ e e e e e S e e e e st e N S S s

0c
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repris par l'acétate d'éthyle et recristallisé par addition
d'heptane. Plusieurs : recristallisations peuvent &tre néces-
Baires. On le filtre sous azote et on le sé&che sous vide &
ﬁémpérature ambiante. Le produit est conservé & l'abri de
l'humidité & 4°C. Le tableau II indique les quantités de

réactifs mises en jeu pour chacun des trois aspartates.

2. Caractérisation.

Les NCA's sont caractérisés par leurs spectres infra-
rouge : nous observons les bandes anhydride & 1840 et 1790 cm“1

et les bandes C=0 ester & 1730 cm—1.

III POLYMERISATION.

1. Mode opératoire.

N On dissout le NCA ou le mélange de NCA's dans un
solvant approprié anhydre, fralichement distillé. On ajoute
l'initiateur et le tout est conservé a température constante
pendant plusieurs jours. La verrerie utilisée doit &tre par-
faitement séche et propre. '

Le polymére est précipité en faisant tomber goutte
a goutte le mélange réactionnel dans un excé&s de méthanol.
Dans certains cas, en fin de polymérisation, le polymé@re se
présente sous forme d'un gel. Dans ce cas, on ajoute quelques
gouttes d'acide chlorhydrique N pour "casser" le gel avant de

le précipiter dans le méthanol. (Tableaux III1 et IV1).

2. Caractérisation.

Les polyméres ainsi préparés ont été caractérisés
par analyse élémentaire et spectroscopie ultra-violette. Voir

t .
ableaux III2 et IV2
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Préparation et caractérisation des PLAB, PLAONB et des copolyméres (LAB,LAONB)

TABLEAU IV, : Préparation.

é N° [ NCA LAB ' NCA LAoNB | % NO,  Composition du @ Poids obtenu g
( ' mg f mmole; ng fmmole théorique ' solvant ; en mg )
( en mole )
( : )
E IX ‘769 : 3,08 ° 11k :0,39 11 NB (= 16ml 540 g
S S JU R S e DMF__ bwml _ - )
E X 763 3,06 300 :1,02 25 NB 20ml 630 ;
( DMF  5ml \
G )
( XI 791 © 3,18 450 °1,53 32 NB 25ml 720 )
( : DMF.  6ml )
R Sttt i )
E XII 321 : 1,29 '538,4 :1,83 58 NB 16ml Loo §
( : : ; DMF  kml )
(TR S )
(XIII :533 @ 2,1 1467 5 : 73,3 NB  homl 1500 )
S S T S LDwE_domL__ i )
g XIV 3000 * 100 NB  15ml 2120 §
( DMF 60ml )

L'initiateur est la triéthylamine en solution & 1% dans le benzéne. Dans tous
les cas A/I=35, la température de polymérisation est de 30°C. Le solvant est

un mélange DMF/nitrobenzéne, [C] NCA totale =4% en poids.
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DICHROISME CIRCULAIRE (DC) et DISPERSION OPTIQUE ROTATOIRE (DOR).

I RAPPELS THEQRIQUES.

1) DichroIsme girculaire (DC) &t dispersion optigue

rotatoire (DOR).

Les bases de l'activité optique ne sont pas rappelées
ici : on rappelle seulement que

DOR et D¢ sont directement 1iés aux différences des
parties réelles n et imaginaires K de 1l'indice de réfraction
d'un milieu pour la lumiére circulairement polarisée gauche et la

lumiére circulairement polarisée droite.

f = Y [nG—nD] 1

K -K
tg ¥ = th [__g__g__J 1

<

fréquence de la lumiére incidente

¢ vitesse de la lumiére

1 é&paisseur du milieu

f angle de rotation du plan de polarisation.
v

ellipticité de 1la lumiére transmise.

Pour les solutions, on définit
- la rotation molaire

18 3 ‘M
mj = 10
G T “ = ®

~ 1'ellipticité molaire

) = 1B 103 ¢ M ®

ki

eof e
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On lui préfére la différence des absorptions molaires pour les

lumiéres circulairement polarisées droite et gauche

Ae = (eG- ED) L 1 (g = 1 (0] ()

18 2303 3300

(M et (6] sont reliées par une relation de Kronig-Kramers

' 2
!
= 2 (v') '
B () = / ' ( £ 2y €)

Loin des bandes d'absorption,ﬁﬂ (v) se réduit & une somme de

termes pris sur les bandes d'absorption de la forme

]
2 e(\)') d\)'
_ 2V z bande 1 v
[11'1] (\))—' =
T 1 2 2
V.- v
i
2
2
v %Ry I KR, ®
1 2_ 2 2 2
i ViT Vv A - .
1

C'est une somme de termes de Drude ol apparait pour chaque
transition
- sa fréquence V..

- sa force rotatoire Ri'

que l'on calcule & partir de la bande de dichroisme circulaire.

oo

€ —€
- 3 he D G
R, = ——t— 2303 / —— av ®
32 1oN O v

La force rotatoire d'une transition entre 1'état fondamental
et un état excité o s'exprime en fonction des moments de tran-

sition dipolaires électrique;loa et magnétique ma .

RN
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Rooc = I (:<o|u' a>v<o | m|l o >]

ol Im indique la partie imaginaire du produit scalaire.

On constate, d'aprés l'équation () qu'il est possible

de calculer la contribution d'une transition observabdble,

au pouvoir optique rotatoire jusque dans la bande d'absorption
elle-méme. Si la bande de dichroIsme circulaire posséde une
forme gaussienne, elle est caractérisée par trois paramétres:

- la longueur Amax correspondant au maximum de la
bande dichroique.

- l'amplitude au maximum[ﬂ nax’

- la demi- largeur de bande AA mesurée & 1/e de
la hauteur maximum.

Dans ce cas, Moscowitz (52) a mis 1l'expression () sous une
forme analytique susceptible d'une intégration rapide sur
ordinateur. C'est le programme qu'il a mis au point gque nous
avons utilisé.

Dans le cas des polyaspartates de nitrobenzyle, le
polymére posséde des chromophores de deux origines différentes:

- le chromophore peptidique CO-NH qui appartient a
la chaine principale du polypeptide.

- le chromophore nitrobenzyle qui fait partie des
chalnes latérales du polymére.

Pour exprimer le fait que l'activité optique du chro-
mophore CO-NH est directement reliéead la structure secondaire
du polypeptide, les effets Cotton qul y correspondent sont
appelés "intrinsé&ques". Par contre, les effets Cotton qui sont
induits dans les chalnes latérales sont appelés "extrinséques".

A partir de la relation (§), on pourra calculer la 7
contribution a la rotation molaire des transitions optiquement
actives des chromophores extrinséques.

Par soustraction de la dispersion optique rotatoire observée,
on obtient la contribution des transitions du chromophore

intrinséque dans l'interwvalle ultra-violet-visible.

RN A
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On peut alors chercher si cette différence entre
les rotations molaires calculées et mesurées est en accord
soit avec une loi de Moffitt-Yang ( 1) soit avec une expres-
sion de Drude & deux termes (53). A partir des résultats ob-
tenus, on pourra obtenir des informations sur la structure
secondaire du polypeptide ou sur l'existence de transitions
optiquement actives dans l'ultra-violet lointain qui ne
peuvent &tre observées expérimentalement.

L'expression (8) de la force rotatoire indique que
si le chromophore considéré posséde un plan ou un centre de
symétrie, la force rotatoire sera identigquement nulle, u

o
et m_ ne pouvant €tre simultanément non nuls.

2) Pouvoir optique rotatoire des hélices chromo-

phores "intrinsé&ques'".

~

Dans le cas d'une hélice, on a affaire & un motif
structural optiquement actif qui se répéte suivant un arran-
gement hélicolIdal. Les anomalies d'activité optique observées
peuvent €tre attribuées

- soit a4 la modification de la géométrie du motif
structural, figé par la configuration hélicoidale.

- soit & 1l'interaction entre les chromophores voisins
dans la géométrie nécessairement asymétrique imposée par la
chiralité de 1'hélice. C'est cette seconde approche qui s'est

révélée &tre la plus fructueuse. Fig IV..

1"

3) Chromophores extrinséques".

L'introduction d'un effet Cotton "extrinséque" dans
un chromophore symétrique 1ié & une structure en hélice a été
longtemps considérée comme ayant deux origines possibles

- 1l'interaction entre chromophores se déduisant par
symétrie hélicoIdale, le squelette polypeptidique servant
uniquement d fixer leur géométrie respective.

- 1'asymétrie du champ interne créé par 1'hélice au
niveau 4'un chromophé;é aﬁi‘lui est rigidement 1ié.

RN S
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Mais depuis, on & mis en évidence le fait que la
chiralité du carbone asymétrique C, pouvait, & lui seul, induire
une activité optique dans un chromophore extrinséque, méme
quand la chalne latérale est longue, comme dans le cas d'un
glutamate par exemple (41).

L'interprétation quantitative d'effets Cotton "ex~-
trinséques" n'est actuellement pas possible. Une telle &tude
impliquerait la connsalissance exacte des fonctions d'onde du
chromophore étudié, ce qui n'est pas le cas du groupement

nitrobenzyle.

II ETUDE DES COPOLYMERES (LAB, LA pNB) et (LAB, LA ONB),par
dichroisme circulaire

1) Propriétés optiques des chromophores.

Nous ne rappelerons pas ici les propriétés optiques
du groupement peptidique qui ont &té maintes fois citées.
On peut consulter & ce sujet les travaux de Holwarth et Doty

(2).

Pour:étudier les propriétés optiques du
chromophore nitrobenzyle, on prend comme référence la molé-
cule de nitrobenzéne. Cette molécule, caractérisée par le
fait que le groupement NO2 se trouve situé dans le plan du
cycle aromatique, possé&de dans 1'éther de pétrole le spectre
ultra-violet montré dans la figure V . On y voit les bandes
suivantes

330nm, une large bande ( ¢ = 140).
max

280nm, un épaulement ( € = 280)
max

o7

forg

®7

250nm, une bande d'intensité moyenne ( € ax" 8700)

Q7

200nm, une bande intense ( ¢ = 15 500).
max

L'origine de ces bandes d'absorption est difficile & &tablir.
Platt (5h) suggére que la bande i 330nm est dle & une tran-

. . » . .
sition n > m , mals d'autres auteurs pensent que cette bande

N AN
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est plutdt dlie & une transition 7+1™ (55). En fait, nous
croyons, avec Susuki (56) Que c'est une bandé n-n" dfie &
une transition &€lectronique de l'oxygéne vers le groupement
nitro.La bande & 280 nm correspond & celle du benzéne et
serait dUe & la transition entre un état fondamental et un
état excité. Mais cette explication n'est pas acceptée par
certains suteurs, qui attribuent l'absorption & 280nm &

une transition 7->7¥ du groupement nitro (57). La bande &

250 nm est toujours interprétée comme une bande de transfert
de charge intramoléculaire (56,57).

Les spectres des polyaspartates de paranitrobenzyle
et d'ontho nitrobenzyle dans le mélange CHCl3/HFIP (80oVv/20V)
montrent ces mémes bandes. Figure VI.

- aux environs de 270nm, la bande de.transfert de
charge.

- deux épaulements 34 330 et 280nm.

Le chromophore nitrobenzyle est un chromophore
intrinséquement symétrique qui ne sera optiquement actif que
s'il est perturbé de facon dissymétrique. Nous avons vu pré-
cédemment que l'origine de cette activité optique est souvent
difficile a4 définir. De plus, les effets Cotton résultant de
chacune des transitions peuvent €tre d'intensité différente.

Mais quoi qu'il en soit, nous avons constaté & partir
d'une étude sur les polyglutamates de para nitrobenzyle que
d'une part la bande située aux environs de 200nm n'était
jJamais active et que d'autre part, il n'y avait jamais super-
position entre les bandes dlies au groupement CO-NH et celles
dlUes au chromophore nitrobenzyle. Ceci a toujours permis
l'utilisation du maximum & 222nm de la bande dle & la tran-

sition n->n" peptidique pour 1'8étude de la structure secondaire.

2) Conditions expérimentales.

a) Choix du solvant.

Nous avons travaillé avec un solvant qui fa-

vorise la structure hélicoTddle : le chiodorofévme CHCl3 qui

dissout les copolyméres (LAB, LApPNB) contenant jusqu'a 66%
Y A
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en groupements pairad nitrobenzyle et les copolyméres (LAB,
LAONB) contenant jusqu'd 80% en groupements oithonitro-
benzyle.

Pour compléter notre &tude, nous avons pris un
mélange chloroforme/hexafluoroisopropanocl (CHCl3/HFIP) dans
une proportion 80/20 en volume. Ce mélange dissout les
copolyméres i:quelle que soit la teneur en dérivés nitro,
ainsi que le PLApNB et le PLAONB.

L'hexafluoroisopropanocl n'est pas un solvant héli-
cogéne pour le polyaspartate de benzyle. En effet, il est
suffisamment acide pour détruire 1l'hélice peu stable des
polyaspartates. Nous pouvons donc voir,en comparant leés

spectres obtenus dans CHCl_ et CHCl3/HFIP, l'influence de

3

l'addition de ce solvant sur le comportement des copolyméres.

Les spectres ont été réalisés sur un dichro-

graphe Roussel-Jouan II. La concentration des solutions a
été calculée 3 partir des spectres ultra-violet pour que la
densité& optique soit comprise entre 0,8 et 1,2. Nous dispo-
sions de cellules d'épaisseurs différentes (2, 1, 0,5, 0,1,
0,01 cm).Celles—ci nous ont &vité des dilutions moins pré-
cises. La cellule de O,0lcm nous a permis d'obtenir la bande
correspondant i la transition n + #* peptidique aux environs
de 222nm. Malheureusement, nous n'avons pas pu aller au-
deld, car l'absorption dlile au chlorvoforme devient trop im-
portante.

I1 n'a donc jamais &té possible d'obtenir les
bandes caractéristiques de la transition r+7% . Seule la

valeur de [6] a été utilisée pour la détermination de

1'hélicité :2§§ admet qud cette longueur d'onde, l'ellipti-
cité dle & la chaine statistique est nulle, et gu'aucune
structure, autre que 1l'hélice a et la pelote statistigue
n'est présente dans le milieu.

Si [9]222 est négatif, on a une hélice o droite; si[ﬂ 002
est positif, on a une hélice o gauche.

Y A
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Pour une structure parfaitement hélicoidale, on
admet que [6522 = L0 000 deg.cme.décimole—1. Cette valeur
ve nous permettre de calculer le taux d'hélicité pour chacun
des copolyméres. (2).

L'ellipticité [6] a été calculée & partir de 1la

différence entre les densités optiques (A.-A_) lue directe-

L "R
ment sur le spectre dichroique.

M

[6] = 3300 (A -AQ) s
cd
& : sensibilité de l'appareil.
AL—AR en mm.
M : masse du résidu en g.
¢ : concentration en polymére en g/l:
4@ : épaisseur de la cuve en cm.

Nous n'avons pas corrigé cette €llipticité du facteur de
Lorentz 3 car cette correction est de plus en plus

n2 + 2
contestée.
Pour calculer 1'éllipticité de la bande intrinséque, nous
avons utilisé la concentration totale en polymére. Par
contre, pour calculer 1'é1llipticité des bandes extrinséques,

nous avons considéré la concentration en résidus para nitro-

benzyle ou 0ntho nitrobenzyle.

3) Résultats.

——— e s o e e, —— e e Y. D AT

- bandes dies au chromophore peptidique.

La figure VInous montre 1l'ellipticité & 222nm
pour chaque copolymére, dans CHCl3 et dans le mélange CHClB/
HFIP, le copolymére a 67% de dérivé nitro et le polyaspar-
tate de para nitrobenzyle n'étant pas soluble dans le

chloroforme pur.
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Comme l'avait déjd montré Bradbury (14), le poly-
aspartate de benzyle adopte 69% d'hélice a gauche dans CHC1
et @£22 = + 25.000 deg.cme.décimole_1. Ce taux d'hélicité
est un peu faible, de l'ordre de 47% dans le mélange CHC13/
HFIP.

3

Quand la teneur en groupement nitrobenzyle augmente
dans les copolyméres, l'ellipticité s'annule puils devient
négative, ce qui est caractéristique d'une transition hé&lice
gauche > hélice droite. Cette transition a lieu pour une
teneur d'environ 25% en dérivé nitrobenzyle; nous n'avons pas
attribué de signification & la différence gque 1l'on observe sur
la figure VIIentre les transitions s'opérant dans CHCl3 ou dans
le mélange CHCl3/HFIP. Cela nous smble &tre de l'ordre de
grandeur de l'erreur expérimentale.

De plus, on constate que l'addition d'une trés petite
guantité de groupement nitrobenzyle augmente la teneur en
hélice o gauche dans le mélange CHClB/HFIP ce qui n'est pas

observé dans le CHCl3 seul.

Le polyaspartate de paia nitrobenzyle adopte dans le
solvant mixte CHC13/HFIP une conformation en hélice a droite,
[ﬂ pop™ -28.000 ce qui correspond & un taux d'hélicité de T75%.
Il y a donc transition hélice o gauche - hé&lice o droite lorsque
l'on ajoute des groupements para nitrobenzyle dans la chaine
latérale.

I1 est intéressant de noter que le copolymére &

28% dans le mélange CHCl3/HFIP possd&de une ellipticité nulle.
Cela correspond-il & une structure en pelote statistigque ou &
un mélange d'hélices de sens contraire présentes en égales
quantités? Le dichroIsme circulaire ne nous permet pas de ré-
soudre ce probléme, mais nous verrons dans la suite de ce
travail comment la Résonance Magnétique Nucléaire peut répondre

d cette question.

R A
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- bandes dfies aucthromophore nitrobenzyle.

D'aprés le spectre ultra-violet du groupement
nitrobenzyle, nous pouvons nous attendre & observer entre 250nm
et 40Onm des bandes dichroIques extrinséques.

Nous avons d'abord réalisé un spectre dichrolque
sur l'aspartate de para nitrobenzyle dans le mélange CHCl3/HFIP
( figVII) et nous avons constaté l'existence de bandes dichrof-
qQues correspondant aux différentes transitions. ¢
Ces effets Cotton sontd&lis A la présence du carbone asymé&trique
en &k , mais leur intensité est faible; aussi nous les avons
négligés lors de l'interprétation des résultats obtenus sur les
polyméres et les copolyméres.

Les figures IX et X représentent les spectres
dichrofques entre 250 et L4LOOnm tracés & partir des copolyméres
(LAB,LApNB) dans CHCl3 et dans le mélange CHClB/HFIP. On observe
troilis bandes aux longueurs d'onde attendues :

La premiére présente un maximum vers 330nm. Elle est, quand on
l'observe,trés large et toujours négative.

Les deux autres ont leur maximum respectivement & 290nm et 250nm.
Elles sont toujours positives. Le fait qu'da ces deux derniéres
bandes d'absorption correspond un coefficient d'extinction molaire
élevé, nous oblige & utiliser des cellules trds minces. Le signal
dichroIque sera trés affaibli et la précision quant au tracé des
courbes sera nettement moins bonne que pour la bande a 330nm.

Sur les figures XI et XII, nous avons porté les variations de
1'éllipticité aux maxima des bandes dichrofques extrinsé&ques en
fonction de la teneur en dérivé nitro des copolyméres; puis
reporté la valeur de'@b22, pour relier la variation de 1l'intensité

des bandes extrinséques 3 la structure secondaire.
- bande & environ 330nm,[f] 350"
Pour les copolyméres dont la teneur en dérivé nitro

est de 25% environ, 1'éllipticité est nulle, devient négative,

puls augmente en valeur absolue avec la teneur en dérivé nitro.
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~

Elle présente un point d'inflexion pour une valeur & peu prés
identique & celle obtenue & partir de la courbe de transition
[e] 0ps hélice gauche + hélice droite. Cette similitude entre
les variations de[_e]350 et[ﬂgez est trouvée aussi bien dans
CHCl3 que dans le mélange CHClB/HFIP. I1 semblerait donc que
cette bande extrinséque puisse servir & suivre une transition
de la structure secondaire. Il est toutefois surprenant que
l'éllipticité[ﬂ350 soit nulle lorsque le polymére adopte une
conformation en hélice a gauche.
Etant donné que lsa transition a lieu pour une
teneur en dérivé nitro inférieure & 25%, il est difficile de
dire si l'activité optique de cette bande est dlie d:1'inter-
action entre le chromophore nitrobenzyle et le champ asymétrique
de 1'hélice, ou aux interactions chafine latérale-chaine latérale.
En effet, si ces derniéres existent, elles se
f?Et lorsque lg\polymére es?\sous forme d'hélice:a , entre les
pieme o (h43)icéme yiéme

ou (n+k groupements chromophores, ce qui

statistiquement ne peut avoir lieu dans nos copolyméres.
~ Bande & 280nm environ LelaSO

L'éllipticité[ﬂg8o ne suit pas une loi de varia-

tion comparable & celle de[ﬁkso. Dans CHCl., il n'a pas &té

3
possible de tracer une courbe de[@QBO en fonction de la teneur
en groupement nitro, mais 11 semblerait cependant que dans le

mélange CHClB/HFIP, une loi linéaire puisse &tre obtenue.

- Bande & 260 nm environ[6}, o

Dans ce cas, le signal dichroique est trop faible
et la densité optique trop élevée pour qu'une mesure suffisam-
ment précise de 1'éllipticité soit réalisable.

Nous constatons l'existence d'une bande dichroiIque

correspondant & cette transition mais nous ne l'avons pas exploi-

R A
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- chromophore peptidique.

Comme dans le cas des dérivés "para", nous avons
étudié la variation [ﬂ222 en fonction de la teneur en groupe-
ments nitrobenzyle, en utilisant CHCl3 et le mélange CHCl3/HFIP
comme solvant. Fig XIII.

On constate que pour une teneur en groupements
nitro inférieure & 60% environ,[.e]222 est positif, ce qui cor-
respondrait & une hélice o gauche. De nouveau, pour le mélange
CHC13/HFIP, 1'éllipticité des copolyméres i faible teneur en
groupement nitrobenzyle est supérieure 34 celle de l'aspartate
de benzyle, ce qui signifierait que, méme en faible gquantité les
groupements nitrobenzyle stabilisent la structure secondaire en
hélice a .

Aux erreurs d'expérience prés, la transition est
obtenue dans CHCl3 et CHClB/HFIP pour une méme teneur en dérivés
nitro soit 60% environ. Cette valeur est supérieure 3 celle
obtenue lors de 1'é&€tude des dérivés para, qui, rappelons-le,
était de 25%. De plus, dans le mélange CHClB/HFIP, le polyaspar-—
tate da'oatho nitrobenzyle a une valeur [6] 05D de 18.000 deg.cm2
décimole—1, ce gqul correspondrait & une teneur en hélice droite
de l'ordre de 50%. Dans les mémes conditions le polyaspartate
de para nitrobenzyle avalt une teneur en hélice o droite d'en-
viron T0%. Ces deux observations seraient en accord avec le fait
que l1'hélice a droite formée par le polyaspartate de para nitro-

benzyle est plus stable gue 1'hélice o droite formée par le

polyaspartate d'oatho nitrobenzyle.
.—chromophore nitrobenzylique.

Les figures XIV et XV montrent l'ellipticité& cal-
culée & partir de la concentration en résidus o0xtho nitrobenzy-
le '+ dans le domaline de longueurs d'onde compris entre 300 et
400nm. La bande & 330nm est toujours bien visible, et son signe
varie suivant la concentration en groupements nitro des copoly-

~
meres.

R A
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Son intensité, en valeur absolue, est inférieure
& celle des dérivés pana correspondants.
A 290nm et 250nm, le signal dichoIque est tellement faible que
les Bolutions utilisées doivent €tre trés concentrées; &tant
donné le coefficient d'extinction molaire de ces bandes, le
signal lumineux n'est plus suffisant et l'erreur faite sur la
détermination de l'ellipticité est trop importante pour que
l'on puisse exploiter les mesures.

La variation du maximum de la bande & 350nm a &té
portée en fonction de la teneur en groupements nitrobenzyle

dans le copolymére.— pour le CHC1l_ (fig XVI) et pour le mélange

3
CHClB/HFIP (fig XVII)- et comparée & la variation de Eﬂ222- On
constate, comme dans le cas du dérivé para que les points d'in-
flexion des deux courbes se situent approximativement & une

méme valeur du pourcentage de NO cl'est & dire 60% environ.

2’
Pour des teneurs inférieures a cette valeur,
c'est 84 dire lorsque les copolyméres adoptent une conformation

en hélice o gauche, la valeur de [6] est positive, puis

devient négative quand les copolyméizg adoptent une conformation
en hélice o droite; mais dans ce cas, la valeur absolue de [6] 350
est plus importante.

Pour les copolyméres dont la teneur est supérieure

d 60% de groupements 04tho nitrobenzyle, 1l'hélice droite est

moins stable dans le mélange CHC13/HFIP que dans CHCl_ pur

(fig XIII). Parallélement on peut noter que l'elliptigité@]SEO

est moins importante pour un méme copolymére dans le premier

cas que dans le second. Cela signifierait que la bande dichroiIque
extrinséque ne deviendrait optigquement active que lorsque 1'hélice

est stable.

Dans le cas des dérivés "para'" comme dans le cas des dérivés
"ortho", une transition hélice gauche » hélice droite a &té ob-
servée. En ce qul concerne  ; les bandes "extrinsé&ques", les
effets sont nettement moins importants pour les copolyméres en
"ontho" que poyr les copolyméres en "para". Néanmoins, ces bandes
permettent 13 aGSSi dans les deux cas de sulvre le changement de

conformation. /
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III ETUDE DES COPOLYMERES P(LAB,LAPNB) et P(LAB,LAONB) par

dispersion optigue rotatoire.

L'utilisation de la courbe de dispersion optique
rotatoire et du b de Moffitt-Yang & la détermination de la
structure secondaire des polyméres et des copolyméres de nitro-
benzyle,n'est pas possible & cause de l'existence des effets
Cotton extrinséques.

Pour qu'une telle détermination socit réalisable,
il est nécessaire de retrancher & la courbe de DOR obtenue
expérimentalement, la contribution & la rotation molaire des
chromophores extrinseéques. Cette dernidre est obtenue a4 l'taide
d'une transformation de Kronig et Kramers & partir de la courbe
dichroIique correspondant aux groupements nitrobenzyle.

Pour faire cette transformation, nous avons utilisé
l'approximation de Moscowitz (52) qui assimile chaque bande
dichroique & une gaussienne.

S8'il n'existe aucune bande dichrolque extrinséque
inférieure 4 190nm, la courbe de DOR obtenue représentera la
seule contribution du chromophore CO-NH et la loi de Moffitt-
Yang qgu'on lui appliquera sera linéaire. On pourra donc faire
le calcul de b gqui donnera une indication quant 4 la structure

secondaire.

Partie_expérimentale_

Toutes les courbes ont été réalisées sur un pola-
rimétre Perkin-Elmer 141 donnant le pouvoir optique rotatoire.
de 600nm i 280nm. Les concentrations sont les mémes que celles
utilisées lors de 1'étude par dichroisme circulaire.En effet,
pour la dispersion optique rotatoire, la densité optique des
solutions doit €tre aussi comprise entre 0,3 et 1,2. Les figures
XVIII, XIX, XX et XXI montrent les rotations molaires ([m] non
5 et dans CHCl3/HFIP
pour chacun des copolyméres P(LAB,LApNB) et P(LAB,LAONB).

corrigées du facteur de Lorentz dans CHC1

I1 a été possible d'effectuer sur les courbes de
DOR données par le polyaspartate de benzyle dans CHCl3 et CHClB/
HFIP, le calcul de Moffitt-Yang, puisque le PLAB ne posséde pas
de bandes dichroiques extrinséques.Fig XXII et XXIII.

R A
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Dans CHCl3 bo= +700.

Dans CHCl3/HFIP bo= +450

On retrouve les résultats donnés par le dichroisme. En effet,
bo étant positif, cela indigque que le PLAB est sous forme
d'hélice a gauche. De plus, le fait que bo diminue quand on
passe du CHC1l

3
n'est pas un solvant hélicogéne pour le PLAB,

au mélange CHCl3/HFIP montre sussi que HFIP

Les calculs de Moscowitz ont &té& appliqués & tous
les copolym&res &tudiés par Dichrolsme circulaire et par Dis-
persion Optique Rotatoire. Nous avons pris comme exemple les
résultats donnés par le copolymére contenant 28% en dérivés
para nitrobenzyle dans le solvant pur et dans le mélange de
solvants. Nous les avons reportés sur la droite de Moffitt-Yang
du PLAB. Nous voyons que les points obtenus ne s'alignent pas
aussi nettement. Cette incertitude augmente avec la teneur en
groupements nitrobenzyle et pour les copolyméres aussi bien
"ontho " que "para" de plus de 30% en dérivés nitrobenzyle, le
calcul de Moffitt-Yang s'avére totalement inutilisable.

Cela voudrait dire gu'il existe une bande dichroi-
que extrinséque dans l'ultra-violet en dessous de 190nm qui
correspondrait & une bande d'absorption & 165 nm environ déter-

minée par le calcul. (56)
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RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (RMN).

I RAPPELS

La résonance magnétique nucléaire est peut-&tre
la technique spectroscopique la plus intéressante, parmi celles
qui permettent les études conformationnelles en solution, car
le spectre des chalnes latérales est tout & fait séparé du
spectre de la chalne principale.

Chaque résonance est caractérisée par trois paramdtres

- le glissement chimigue

- la multiplicité

- les temps de relaxation.

Tous trois dépendent de la conformation mais nous ne nous occu-
perons que des deux premiers.

Dans le cas de polypeptides de masse relativement &levée, sous
forme hélicolIdale, les différentes bandes sont assez larges.
L'introduction d'une petite quantité d'un solvant comme l'acide
trifluoraacétidue (TFA) suffit pour les affiner, car il crée
dans la structure secondaire des défauts dont la diffusion 1le
long de 1'hélice assure localement une mobilité suffisante.

Les spectresRMN d'un certain nombre de poly-
aspartates et de copolymeéres de L-aspartates avec des D;aspar—
tates ou des L-glutamates ont mis en évidence que les déplace-
ments chimiques correspondant aux protons aCH et NH de 1la
chalne principale varient avec la structure secondaire du
polymére.

Actuellement, les valeurs le plus souvent admises
pour caractériser une hélice o gauche, une hélice o droite ou

une pelote statistique sont celles de Bradbury et al (37).

( NE : CH )
hélice o gauche ; 8,75 ; 4,30 ;
hélice o droite : 8,20 : L,ko )
pelote statistique f 8,00 f 4,80 ;

.

Glissements chimiques en ppm des bandes NH et CH dans le mélange

CDC1_/TFA.
3 el e
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Bien que les différences de glissements chimiques soient plus
importants pour le proton NH , c'est surtout & partir du aCH
que les différentes structures secondalres sont caractérisées:
les baﬁdes correspondant au NH sont plus larges que celles
correspondant au aCH et méme, dans certains cas, sont totale-
ment invisibles, comme nous le verrons plus loin aprés examen
de nos spectres.

De plus, les valeurs données pour le glissement
chimique du NH par Bradbury pour les structures en hélice a
et en pelote statistique ne sont pas en accord avec celles
données par Feretti (18) qui sont respectivement de 7,95 et
7,60 ppm.

La position du oCH est déplacée vers les champs
faibles lorsqu'on passe de la structure hélicoIdale & la pelote
statistique, et cela est observé pour tous les polypeptides
étudiés jusqu'ici par RMN. Par contre, la différence entre les
glissements chimiques aCH correspondant aux structures en
hélice et en pelote varie, suivant le solvant utilisé de 0,1
a 0,5 ppm. Ceci montrerait non pas une différence intrinséque
entre les conformations mais une différence de sélvatation
entre les formes hélice et pelote.

Les spectres des chalnes latérales ont été
analysés 4 la fois en termes de glissement chimique et de cons-
tante de couplage. Une telle &tude a été réalisée par Bradbury
et al sur le polyaspartate de benzyle en solution dans un

mélange CDCL_ + 0,5% TFA,donc sous forme d'hélice o gauche,

3

et dans un mélange CDCl_ + 5% TFA, donc sous forme de pelote

3
statistique. La figure XXIV (37) montre les spectres du poly-
L-aspartate de benzyle en solution & 100MHz.

Les bandes centrées a4 environ 3ppm correspondent

aux protons BCH2 , celles & 5,15 ppm aux protons CH2 benzyle,

celles & Tppm aux protons du cycle aromatique. Ce sont les
deux premiféres qui donnent le plus de renseignements sur la
conformation des chaines latérales. On remarque de plus 1la
position des bandes dlies au aCH et au NH respectivement a 4,3
et 8,75ppm pour 1'hélice o gauche et 4,80 et 8,00 pour 1la
pelote statistique.

Y
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~

Le spectre & 100MHz montre que dans la pelote

statistique les protons BCH2 et les protons CH2

benzyle sont

~

tout & fait équivalents. Cependant le spectre & 220MHz (Fig
XXIV) permet de mettre en évidence de petites différences de

glissement chimique.

-La résonance des BCH2 & 3,05ppm représente la

partie AB d'un systéme ABX ol X représente le oCH. Elle montre
& 220MHz un Ade O,Tppm et une constante de couplage J = 17+1,5Hz.
La différence de glissement chimique est dlie au voisinage du
carbone asymétrique Cd . La bande est é&largie & cause du cou-
plage JaB
La résonance du CH2 benzyle centrée & 5,15ppm
est un quartet AB de A= 0,05ppm et J=12,5Hz. Comme il n'existe
aucun couplage avec d'autres protons et que le groupement est

trés mobile, la bande est, par conséquent, tré&s étroite.

Sous forme hélicoIdale, la différence, A ,entre les

glissements chimiques des BCH, est d'environ 0,37ppm pour le

2
spectre a 100MHz. Ceci montre qu'il existe un &change rapide

entre les protons CH, correspondant a4 deux conformations de

la chaine latérale._%a mesure des constantes de couplage

devrait permettre, en principe, de déterminer les paramdtres
structuraux. Mais, les bandes obtenues & partir d'un polypep-
tide sous forme hélicoiIdale &€tant trés larges, une telle déter-
mination est difficile. Bradbury et al ont pu quand méme obtenir
des renseignements intéressants d partir de spectres tracés sur
des solutions dans CDCl3 & 100°C. En particulier, gréce a 1l'uti-
lisation d'une relation de type Karplus, il leur a été possible
de montrer gque les deux conformations préférentielles de la
chaine latérale &étaient différentes des deux conformations
longitudinales et des deux conformations transverses admises

par Scheraga et al (35).
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II ETUDE DES COPOLYMERES P(LAB,LApNB) BT P(LAB,LAgNB).

1. Partie expérimentale

A l1'agide de l'appareil Thomson Camecs 250MHz,
tous les spectres ont &té réalisés & température ambiante,
& partir des solutions dans le CDCl3 & 5%, auxquelles des
quantités croissantes de TFA ( non deutéré) ont été ajoutées.
On a utilisé des tubes de U4,2mm et une solution de tétraméthyl-
silane (TMS)a 1% comme témoin interne de référence.

Les transitions hélice -+ chafine pour chacun des

copolyméres ont &té suivies, aussi bien sur la série'"para"

que sur la sérielgatho".

2. Résultats

—— it ot e s —

Seuls les copolyméres & 15%, 28%, 42% et 48% en groupements
nitrobenzyle ont &€té étudiés. Une teneur plus &levée en
groupements nitrobenzyle interdisant toute solubilité dans 1le
CDC1l_. Nous examinerons successivement les bandes dles a la

3
chalne principale et celles dlies & la chalne latérale.

Les résultats de dichroIsme circulaire nous ont montré que,

lorsque la teneur en dérivé nitrobenzyle est inférieure & 30%

environ, les copolyméres adoptent en solution dans le chloro-

forme, une conformation en hélice o gauche; au-deld de cette

teneur, les copolyméres sont sous forme d'hélice o droite.
#Copolymére 15%: Fig XXV. |

Quand la teneur en TFA est faible, on constate que la
bande NH est tout 4 fait invisible.

Quand cette teneur augmente et atteint 1,&&%, il apparalt
un épaulement puis une bande centrée & environ 7,95ppm qui
s'affine & mesure que l'on ajoute du TFA. Cette bande doit
correspondre au NH sous forme de pelote statistique.

La bande que l'on voit centrée aux envarons de 8,08ppm et qui
reste fixe quand la teneur en TFA augmente est dle aux hydro-

génes en ontho du cycle aromatique..
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Celle qui correspond au aCH commence & &tre visible pour
0,46% de TFA. Elle est alors, centrée & L4,32ppm et caracté-
ristique d‘'une hélice o gauche (37). Quand la teneur en
TFA augmente, le pic se déplace vers les champs faibles et
staffine; pour une quantité suffisante de TFA, il est centré
& 4,80ppm, valeur caractéristique d'une pelote statistique.

On constate & 1,44% l'existence d'un double
pic. Celui-ci a 4éja été observé par un certain nomb.e d'au-
teurs lors de transitions hélice » chalne et son origine a
donné lieu & de nombreuses controverses. Nous avons admis,
avec R.Ullman (57) qu'il existe un &change rapide entre les
deux conformations hélice et pelote statistique au cours de
la transition et que les deux pics qui apparaissent sont dis
4 des effets d'extrémité de chalne ou & la polydispersité.
L'un des pics représente le mélange entre les deux structures,
l'autre pic est di 4 un reste de structure hélicoidale venant
des masses molé&culaires les plus élevées gqul n'ont pas encore
subl la transition.

Nous avons porté (Fig XXXVI) la variation de la
position de la bande aCH en fonction de la teneur en TFA
dans le #milieu. La courbe obtenue a l'allure d4'une courbe de
transition hélice-chaine et Bovey (6 ) a montré sur un poly-
aspartate de benzyle que la courbe de variation des glisse-
ments chimiques se superposait 4 la courbe de variation du
bo. I1 sera donc possible, 4 partir des mesures de RMN de

déterminer la stabilité de la structure hélicoldale.

% Copolymdre 28%: Fig XXVII.

La bande oCH ne commence & apparaltre que pour une teneur
en TFA de 0,38% et n'est vraiment visible que pour une teneur
de 1,11%. Elle est alors centrée & 4,35ppm. Cette valeur est
intermédiaire entre celles correspondant & une hélice gauche
(4,30) et 8 une hélice droite (L4,Lk0).

On peut donc penser gue le polymeére est cons-
titué de 50% de chacune de ces structures, en échange rapide.
Quand la teneur en TFA augmente, on observe comme dans le cas
précédent un déplacement et un affinement de la bande. Pour
3,43% de TFA, cette bande est centrée a4 4,80ppm. On observe

e
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encore la présence d'un double pic pour une teneur en TFA de

2,28%.

s«Copolymére 40% : Fig XVIII.

La bande du aCH commence & apparaitre pour O,47% de TFA et
on la trouve centrée & L4,38ppm. Si le copolymdre est constitud
d'un mélange d'hélice o droite et d'hélice a gauche, il doit
contenir 80% 4'hélice a droite et 20% d'hélice a gauche. La
méme variation du pic aCH est observée quand la teneur en TFA
augmente comme dans les cas précédents (Fig XXVI).

- Stabilité des polyméres.

On constate que les bandes correspondant aux polymeéres : -
sous forme hélicoldale sont plus larges que celles correspondant
aux polyméres sous forme de pelote. Cela confirme que la chaine
principale est plus rigide dans le premier cas que dans le second.

D'autre part, la bande oCH du copolymére 40% sous forme
d'hélice droite est plus large que celle du copolymére 18% sous
forme d'hélice gauche. Cela signifierait que 1'hélice des poly-
aspartates est plus rigide sous forme droite que sous forme
gauche.

Sur la figure XXVI, on peut comparer la stabilité de la
structure secondaire des différents copolyméres en déterminant la
quantité de TFA ajouté au milieu de la transition. Les résultats
obtenus sont assez surprenants.

D'une part, on constate que les deux copolyméres 15% et
LO% ont des stabilités trés voisines,puisqu'au point de demi-tran-
sition correspondent des quantités en TFA de 1,3% et 1,2% alors
que les hélices formées adoptent des sens d'enroulement différents.
Ceci signifie que l’hélice‘a droite, dans ce cas particulier,
n'est pas plus stable que 1l'hélice a gauche. On peut comparer ce
résultat & celui obtenu par Bovey (6 ) gqui trouve pour le poly-
aspartate de benzyle dans les mémes conditions la demi-transition
4 environ 2% de TFA.

D'autre part, le copolymére 28% correspond a une stEbilité
plus grande. Or il semble constitué d'hélice o gauche et d'hélice

a droite en égales quantités ce qui devrait correspondre & une

stabilité moins grande.
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- Comparaison des. résultats obtenus par R.M.N. et par
D.C.

Nous avons reporté& sur la Figure XXIX, la variation du
glissement chimique aCH et de l'ellipticité & 222nm en fonction
de la teneur en groupements nitrobenzyle des copolyméres, en so-
lution dans CDCl3 et CHCl3. Les transitions hélice gauche -
hélice droite se produisent pour des valeurs voisines du pour-
centage en dérivés nitro. L'écart entre ces deux transitions
est de l'ordre des erreurs expérimentales. La position de 1la
bande oCH ne se fait pas avec une bonne précision étant donnée
la largeur de la bande. Cette différence peut &tre diie aussi
& la faible quantité de TFA présente dans les solutions de RMN.
Bradbury signale en effet (37) qu'une addition de TFA peut
provoquer une inversion du sens de 1'hélice.

Par contre, cette comparaison entre les deux techniques
nous permet d'affirmer que pour le copolymére 28%, nous avons
bien un mélange d'hélice gauche et d'hélice droite: si la posi-
tion de la bande aCH correspondait & un mélange d'hélice a
gauche et de pelote, un calcul simple nous montre que aCH = k4,35
ppm donnerait 90% d'h&liece gauche et 10% de pelote.[f) 55D devrait
€tre alors de l'ordre de + 30.000 deg.cm2,decimole— . Or i1l n'en

est rien.

- Chalne latérale.

Nous nous préoccuperons essentiellement des BCH2 et

des CH2 benzyle.

- Les protons RCH,. sont centrés & environ 3,05ppm. Quand

2

les copolyméres sont sous forme de pelote statistique, on
n'observe gqu'une seule bande. Cela veut dire qu'il n'y a aucune -
conformation. préférentielle et que les deux protons sont par-

faitement &quivalents. La bande est relativement large & cause

du couplage JaB

% Pour leccopolymére L40% qui adopte dans CHCl_, contenant peu

3

de TFA, une conformatiion en hélice droite, la bande des BCH2
devient trés large, mais ne se dédoublé pas. Il n'y aurait donc

pas de cxonformations: préférentielles dans ce cas.
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#Pour le copolymére 15%, on observe un dédoublement gquand la
teneur en TFA diminue, donc lorsque le polymére est sous forme
d'hélice o gauche. Le multiplet (A = 0,37 ppm) est centré &
3ppm, la composante vers les champs faibles &tant & 3, lLkppm, la
composante vers les champs forts & 2,77ppm. Le polymére adopte
donec deux conformations pré&férentielles. Ceci est en accord

avec les résultats de Bradbury et Scheraga qui ont mis en évi-
dence deux conformations de la chalne latérale pour une hélice

o gauche. Par contre, Bradbury ( 37 ) trouve . . également
pour le copolymére aspartate de benzyle-alanine, sous forme
hélice droite gquand la teneur en alanine est de 10%, deux con-
formations préférentielles de la chaline latérale. Ce: résultat:
est donc contraire & celul qui a été obtenu avec le copolymére
L0%.

wPour le copolymére 28% qui, rappelons—-le, est constitué &
la fois d'hélice o droite et d'hélice o gauche, le spectre des
BCH2 a une allure intermédiaire entre les deux spectres obtenus.
pour.les copolyméres 15% et 40% : on observe un dédoublement

de la bande BCH. aux faibles teneurs en TFA, mais les deux

2
bandes observées alors sont trés larges et mal définies.

- Les protons C benzyle ont également été étudiés.

2

Lorsque le polymére est sous forme de pelote statistique, la
résonance du CH2 benzyle centrée a 5,06ppm est un quartet AB
de A=0,05ppm et J =12,5 Hz. Il n'y a pas de couplage avec les
autres protons et le groupe est trés mobile. Le monomére L-
aspartate de benzyle dans le TFA donne A=0,03ppm et Jgem=12iO,SHz
(59). On devrait s'attendre & trouver cette valeur pour uhe
libre rotation mais la veleur A= 0,05 ppm est trop grande. Il
faut donc admettre gque bien que le Co soit assez éloigné, son
asymétrie est ressentie par les protons du CH2 benzyle.
Quand la teneur en TFA diminue, la structure fine du quartet
disparalt. Cela veut dire que la mobilité de la chaline latérale
diminue également.

Pour le copolymére 40%, la bande s'élargit au fur et &
mesure que la teneur en structure hélicoldale augmente, et,

lorsqu'il est totalement sous forme hélice, la bande est tres

large et non dédoublée.
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Par contre pour le copolymére 15%, la bande s'élargit
aussi quand la teneur en TFA diminue, mais elle se dédouble
quand le polymére adopte une conformation en hélice a gauche
avec A=0,0Tppm. Cette valeur est plus élevée gue celle trouvée
pour la pelote statistique, mais l'interprétation des A en termes
de population%%rotaméres est impossible. On peut dire cepen-
dant que l'hélice a gauche des poly-L-aspartates est fortement

ressentie au niveau du groupe CH_ benzyle, ce qui n'était pas

le cas pour l'hélice o droite (E% copolymére 40O%). De plus, |
s'il est possible de dire que deux conformations préférentielles
existent, on ne peut cependant pas estimer le degré d'immobili-
sation de la chaine latérale.

Comme précédemment dans le cas des BCH2, on remarque pour
la résonance des CH2 benzyle du copolymére 28% un comportement
intermédiaire entre celui observé pour le copolymére 16% et
le copolymé@re L40%; lorsque le copolymére est sous forme de
pelote statistique, le gqguartet AB des CH2 benzyle est bien
défini puis s'élargit quand la teneur en TFA diminue, mais ne
se dédouble pas quand le polymére adopte une conformation hé-

licofdale .

En résonance magnétique nucléaire, la transition hélice
gauche -+ hélice droite peut &tre suivie soit par 1la position
de la bande due au oCH, soit par la position des bandes dles
d la chaine latérale.

Quand l1'hélice o est gauche, nous avons mis en &vidence
l'existence de deux rotaméres gue nous ne retrouvons pas quand
1'hélice est droite.

Une &tude identique a €té menée sur les copolyméres

P(LAB,LAONB).

Les copolyméres contenant 13%,28%,38%, 57% et 6L% de dérivés

ontho nitrobenzyle ont été étudiés en solution dans CDCl3

auquel on ajoute des quantités croissantes de TFA (Fig XXX,

XXXI, XXXII, XXXIII, XXXIV).
R AR
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La bande correspondant au proton NH n'est pas vieible
lorsque les polyméres sont sous forme hélicoidale et n'appa-
ralt nettement gque lorsque la teneur en TFA est assez impor-
tante. Une fois encore, nous n'avons pas utilisé cette bande
pour la détermination de la structure secondaire.

Considérons la bande oCH

Pour chague copolymére, nous avons observé les spectres
dans le mélange CDC13+ 1% TFA dans lequel les copolyméres
sont sous forme hélicoidale.

Le tableau V réunit les résultats obtenus.

Copolymdre '  aCH . HaD  HaG 161, ;
T ppm : icalculé )
: . : : )
13 : 4,30 : : 100% : 35.000 )
28 4,31 Y 102 Y 90% ¢ 28.000 g
38 : 4,32 : 20% : 80% : 21.000 )
57 4,36 ° 60% ¢ k0% ' -7.000 ;
6L : L,37 : T0% : 30% :-14.000 )
: : : : )

Tableau V

La figure XXXVFa €té établie & partir de ces données. Nous
avons représenté également la courbe de variation de 1l'ellip-
ticité WEQZ en fonction de la teneur en groupements NOE'

On remarque que les points d'inflexion de ces courbes
se situent & des valeurs assez différentes en groupements
N02 et gque l'allure de la courbe RMN semble correspondre, pour
la transition, a4 un phénoméne moins coopératif que s'il est
€tudié par dichroIsme circulaire.

Rappelons que par cette méthode, nous avions trouvé un
point d'inflexion & 60% environ en dérivé ontho nitrobenzyle.
Comme pour les copolyméres en "para", cette différence peut
€tre dlle aux conditions dans lesquelles ont été faites les
mesures en D.C. et en R.M.N.De plus, une petite quantité de

TFA suffirait 4 inverser le sens de l'hélice.(cf p-L43)

ceo/ o
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Cet effet serait d'asutant plus important que l'hélice droite
des dérivés oirtho est moins stable que 1'hélice droite des
dérivés para puisque les transitions ont lieu respectivement
& environ 60 et 30% de dérivé nitro. Cette faible stabilité
avait déja été soulignée par Aragho qui asvait comparé le
comportement des polymeéres de nitrobenzyle par dichrolsme
circulaire et par spectrophotométrie infra-rouge.

A partir des valeurs de glissements chimiques du aCH
et en supposant gque le polymere est constitué des deux struc-
tures a hélicolIdales droite et gauche en échange rapide,
nous avons déterminé le taux d'hélicité de chacun des copo-
lyméres. Puis, & partir de cette valeur, nous avons recalculé
ce que seralent les valeurs de[ﬁEQE correspondantes. Pour

cela, nous avons utilisé les références suivantes

E hélice a gauche f hélice o droite ;

: : )

Glissement chimique 4,30 ppm : 4,40 ppm )
e 7 A e )
(6] poo . + 35.000 i 35.000 )

Ces points sont en bon accord avec la courbe expérimentale
de transition de E£22'Cf tableau V.

Il semblerait donc que le polymére d'ontho nitrobenzyle
adopte effectivement une structure en hélice o droite, mais
que cette structure est trés peu stable.

La stabilité de chacun des copolyméres a &té étudiée
en suivant la transition hélice - chafne 4 partir de mélange
CDCl3—TFA avec des quantités croissantes de TFA. Les résul-
tats sont indiqués dans la figure. XXXVdonnant la variation du
glissement chimique du aCH en fonction de la teneur en TFA.
Quelle que soit leur teneur en dérivé nitro, les copolymeéres
ont une stabilité voisine, mais tous sont moins stables que
le PLAB dont la transition hélice =+ chafne dans les mémes
conditions se situerait aux environs de 3% de TFA (37).

Ceci impliquerait qu'une faible quantité d'aspartate
d'ontho nitrobenzyle incorporée dans le PLAB suffit & dé-
stabiliser 1'hélice gauche de celui-ci. Cet effet de désta-
bilisation reste pratiquement le méme, que le résidu d'aspar-
tate d'o4atho nitrobenzyle adopte une conformation en hélice

o droite ou gauche. /
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-Chafnes latérales

#Protons BCH2

Pelote statistique: quel que soit le polymére con-

sidéré la bande BCH2 est toujours centrée au méme endroit

(3 ppm).
Contrairement & ce que nous avions observé dans 1l'étude des
dérivés "para", cette bande est toujours large quand la teneur
en TFA est supérieure & 5%. Sous forme de pelote statistique,
les polyméres ont leurs chaines latérales parfaitement dépliées
dans le milieu. Quand le cycle aromatique est substitué en
para , aucun encombrement ne vient perturber sa libre rotation
autour de la liaison CHg—T . Par contre, lorsgue le substituant
est placé en 0atho, cette rotation n'est plus libre comme le
montre un examen de modé&le moléculaire. Ceci a pour effet
d'élargir la bande BCHQ. Nous avons vu précédemment que cet
€largissement était dU aussi 4 une interaction avec le carbone
asymétrique Ca

Forme hécliofdale : de nouveau, on constate que lors-
que le copolymére adopte une conformation en hélice a gauche,
la bande BCH2 se dédouble. Il y correspondrait donc deux con-
formations préférentielles de la chaine latérale. La valeur A
différence entre les glissements chimiques correspondants est
du méme ordre de grandeur que pour les dérivés "para" (A=0,37ppm).
Quand le copolymére est sous forme d'hélice a droite, le dédou-

blement n'est plus visible.
# Protons CHE?

On remarque tout de suite que pour les copolyméres &
13%,28%,38% et 57% de dérivés nitro, une nouvelle bande appa-
ralt. Sa position varie un peu suivant le copolymére, mais

elle ne varie pas quand, pour un méme copolymére, on passe de

la, forme hélicolIdale &4 la forme en pedote statistique.

Position ;5,h5 5,47 5,44 5,46

"nouvelle" bande

et et e e ]

ool
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Cette bande n'apparait que lorsque les copolyméres sont sous
forme d'hélice a gauche. En particulier, elle n'est absolument
pas visible pour le copolymdre 64% dont on a vu qu'il &tait
constitué de 70% d'hélice a droite.

Cette bande serait dlle aussi au CHZ“? et correspondrait & un
autre rotamére de la chalne latérale, c'est 4 dire & un arran-
gement préférentiel des chalnes latérales des dérivés nitro-
benzyle.

Il est difficile de tirer parti quattitativement de cette bande
car les concentrations de chacune des solutions sont mal dé-
finies. Mais elle permet quand méme une comparaison qualita-
tive. On constate que l'intensité de la bande centrée & S545ppm
environ, croit avec la teneur en groupements nitrobenzyle dans
le copolymére et que la somme des intensités des deux bandes
dies aux CHéf— celle: 8 5,45 et celle & 5,05~ reste sensible-
ment constante.

Ceci est donc en accord avec l'existence de deux conformations
préférentielles de la chaine latérale. Il est surprenant que 513
cette double bande n'apparaisse pas lorsque le polymére est L
sous forme hélice o droite. En effet, si ce dédoublement &tait
dié la structure hélice o gauche, il disparalitrait quand le
copolymére adopte une structure en pelote statistique. Or on
remarque la présence de cette bande quand la teneur en TFA

est forte.

Si on ne tient pas compte du spectre du copolymére
contenant 64% de dérivés nitrobenzyle, on peut admettre que
l'existence d'un dédoublement de la bande CHQ* est dlie a
l'apparition de deux conformations préférentielles de la chalne
latérale. Celles—ci seraient une conséquence, non pas de la
structure secondaire, mais de l'emp&chement stérique occasionné

par la position en oatho du groupement NO Cela explilgue

5"
que, comme nous l'avons vu pour la bande BCHQ, cette nouvelle
bande dle aux GH2 benzyle est trds large également.
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CONCLUSION DE CETTE ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE

Le DichrolIsme Circulaire et la Résonance
Magnétique Nucléaire permettent une &tude approfondie de la
structure secondaire de tous nos copolyméres, notamment la
transition hélice gauche » hélice droite.Dans notre cas, les
résultats obtenus par ces deux méthodes sont tout & fait co-
hérents.

De plus, par résonance magnétique nucléaire, nous
avons pu préciser la structure secondaire des copolyméres situés
dans la transition. Tout porte a croire, en effet, qu'ils sont
constitués d'un mélange d*hélice o gauche et d'hélice a droite
en échange rapide.

Les copolyméres P(LAB,LApPNB) ont donné dans ces deux
études, des résultats nettement plus comparables que les copo-
lyméres P(LAB,LAONB). Nous pensons que le peu de stabilité de
ces derniers joue un grand rdle dans leur comportement.

Les écarts entre les deux techniques sont dis au
temps d2 réponse des phénomeénes étudiés : par RMN, on observe
un échange entre les différentes structures, par D.C., une struc-
ture & un instant donné. De plus, les concentrations utilisées
sont beaucoup plus fortes en RMN qu'en D.C. Il faut donc tenir

compte aussi des effets de solvante.

Nous avons envisagé également de nous in-
téresser aux chaines latérales. Pour cela, des conditions
favorables a cette étude ont €té réunies : nous avons choisi le
chromophore nitrobenzyle car il présente deux intéréts

- il est intrinséquement symétrigue.

- ses bandes d'absorption ultra-violette sont bien
distinctes de la bande d'absorption peptidique.

De nombreux auteurs se sont penchés sur 1l'origine de
la perturbation créée au niveau du chromophore quand le polymére
est sous forme hélicoidale. Jusqu'a lors, deux hypothdses é&taient

proposées : /
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Les effets Cotton observés &taient dfis soit au champ asymétrique
de 1'hélice qui crée une dissymétrie au niveau du chromophore,
soit aux interactions entre groupements latérsux voisins. Blout,
Stryer (60) et nous-mémes (39) avons pensé pouvoir choisir entre
ces deux hypothéses. Mais nos travaux ainsi que ceux de Le Barny
(61) ont montré gque le carbone asymétrique Cddans le monomére
pouveit & lui seul perturber le chromophore extrinséque.

Par DichroIsme circulaire, aucun renseignement con-
cernant ce probléme n'a pu &€tre fourni. Cependant, nous avons
pu relever un point intéressant. En effet, 1'étude des bandes
extrinséques a permis de voir que la bande & 350nm &tait sensible
& la structure secondaire donc au champ asymétrique de 1'hélice
car l'ellipticité[ﬂ350 permet de suivre la transition hélice-
chafne. Citons 3 ce sujet les travaux de Le Barny. Ceci peut
€tre intéressant en particulier pour suivre une transition dans
un solvant non transparent en Ultra-Violet.

Nous avons donc utilisé une deuxiéme technique, la
Résonance Magnétique Nucléaire, qui pouvait nous renseigner
davantage 4 ce sujet.

En effet, si il y a interactions entre les groupe-
ments de la chalne latérale, nous devrions observer des glisse-
ments chimiques au moment du passage de la forme hélice a la
forme chalne. Or ceci n'apparalt pas en ce qui concerne les
protons du cycle aromatique. La bande correspondante est toujours
fine, ce qui montre que le noyau aromatique est toujours trés
mobile et trop éloigné pour ressentir une interaction avec le
squelette.

Pour les protons BCH2 et CH2‘f, nous ne constatons pas non plus
de glissements chimiques. Donc, il semblerait qu'il n'y ait

pas d'interaction chaine latérale-chafne latérale.Ceci est en
accord avec les résultats d'Aragido obtenus par spectrophotométrie
infra-rouge.

Par contre, le dédoublement de ces mémes bandes observé pour tous
les copolyméres "para" et"ortho " sous forme hélice gauche montre
qu'il existe dans ce cas deux conformations préférentielles.

Nous pensons que les interactions chalne latérale-chaine princi-
pale sont nettement prépondérantes dans les polypeptides et nous

pouvons rapprocher ces conclusions de celles concernant les

% (polyglutamates de benzyle)
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recherches de la structure secondaire & partir de la structure
primaire : notamment Finkelstein et Ptitsyn (2 ) d'une part,
Robson et Pain ( 63) d'autre part, déduisent eux aussi de leurs
travaux le rdle important des interactions chaine latérale-

chalne principale.
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Nous avons préparé deux séries de copoly-
méres statistiques P(LAB,LApNB) et P(LAB, LAONB), par la mé-
thode du complexe cuivrigue et le passage par l'anhydride de
Leuchs. Ces différentes préparations nous ont amené 3 recher-
cher les conditions les plus favorables de polymérisation. C'est
ainsi que nous avons choisi les mélanges GHCl3—DMF et NB-DMF

gqui solubilisent les polyméres, leur précipitation se faisant

par le méthanol.

Nous avons &tudié ces copolyméres par deux méthodes
spectroscopiques : le Dichroisme Circulaire dans CHCl3 et CHC13/
HFIP, et la Résonance Magnétique Nucléaire. Pour cette seconde
technique, nous avons utilisé le chloroforme deutéré dans lequel
nous avons pu suivre la transition hélice—-chafne par addition

de TFA.

Cela nous a permis de mettre en évidence le fait
que le PLAPNB et le PLAONB adoptent une conformation en hélice
a droite dans les mémes conditions que celles dans lesquelles
le polyaspartate de benzyle adopte une conformation en hélice

o gauche.

Une étude de la stabilité des copolyméres a montré

que le PLAONB &tait beaucoup moins stable gque le PLApNB.

La transition hélice gauche+ hélice droite a pu &tre
suivie par D.C. grdce a la bande dichroTque intrinséque & 222nm
et surtout gréce a la bande dichroique extrinséque & 350nm. Par
R.M.N, cette transition a été étudiée en observant la bande dfiie

au proton aCH

Nous avons montré l'existence de deux conformations
préférentielles et tous nos résultats s'expliquent par la pré-

pondérance des interactions chromophore-hélice.
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