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PLGA Acide poly L glutamique.

PLGB Polyglutamate de benzyle.
NCA Anhydride N carboxyamine (Anhydride de Leuchs).
DMF Diméthylformamide.
EtOH Ethanol.

I Pr OH Isopropanol.

©) Ellipticité molaire.

A Longueur d'onde.

a Coefficient de dissociation.
@NO2 Résidu glutamate de 2 nitrobenzyle.

Lorsque la configuration des acides aminés n'est pas précisée

il s'agit de la configuration L.



INTRODUCTTION
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Les analogies entre les propriétés physicochimiques
des poly o acides aminés et des protéines ont permis de
trouver de bons modéles pour 1l'étude des facteurs responsables
de la stabilité conformationnelle des protéines. Les premiéres
études par dispersion optique rotatoire (D.0O.R.) ont été
réalisées sur l'acide polyglutamique (PLGA) et sur le poly-
glutamate de benzyle (PLGB).(1-2).

La synthé&se de PLGA de haute masse moléculaire (3-5)
a permis 1l'étude de la transition hélice-chaine dans des
mélanges de solvants (2; 6-7). Comme le PLGA est le premier
polypeptide sur lequel des &tudes de DOR aient &€té réalisées
beaucoup d'auteurs l'ont utilisé pour étudier la stabilité

relative de 1'hélice a dans différentes conditions,

FASMAN (8) fut le premier 3 €tudier les effets de 1l'in-
corporation d'un acide aminé 4 chalne latérale non ionisable
(la leucine) sur la stabilité de 1'hélice o d'une chaine de
PLGA en milieu aqueux. Cette étude a été réalisée du fait de
l'importance des interactions hydrophobes observées dans les
protéines natives (9-12). En effet les protéines globulaires
contiennent en moyenne 35 a& L45% d‘'acides aminés & chaine

latérale non ionisable, c'est 4 dire essentiellement alanine
k]

leucine, isoleucine, phénylalanine, valine, tryptophane.

Les conséqguences des interactions hydrophobes ont été
examinées d'un point de vue thermodynamique (9-12) et il a été
admis gque ces interactions pouvalent Jjouer un rdle important

dans la stabilisation de la structure secondaire des protéines.



Pour évaluer ces phénoménes les chercheurs ont &tudié
des modé&les simplifiés. Pour cela ils ont synthétisé des
copolymeres constitués d'un acide aminé & chalne latérale
ionisable (acide glutamigue, lysine) et d'un acide aminé 3

chalne latérale hydrophobe.

Deux types de copolyméres ont été &tudiés :

- copolyméres statistiques : ces copolymeéres
sont préparés par polymérisation du mélange des anhydrides de
Leuchs (NCA's) des deux acides aminés. Des études cinétiques
ont montré que les vitesses de réaction des anhydrides de
Leuchs étaient identiques et indépendantes de la chaline laté-
rale (13;14), ce qui amenait une distribution statistique des
deux types d'acides aminés.

C'est ainsi qu'ont &té €tudiés les copolyméres suivants :

- acide glutamique - alanine (15) ; acide glutamique - leucine
(8; 16~21); acide glutamique - phénylalanine (22); acide gluta-
migque - proline (23); acide glutamique - tyrosine (24-25);
lysine - alanine (26); lysine - leucine (27); lysine - phényl-
alanine (28-30). Citons également les récents travaux de H.A.
ARFMANK (31-32) sur différents acides aminés d chaine latérale
hydrophobe.

- copolyméres en bloc : dans ce cas une chalne
polypeptidique constituée d'acides aminés & chaline latérale

" sandwich" entre deux chailnes poly-

hydrophobe est mise en
peptidiques constituées d'acides aminés i chalne latérale
ionisable. On a alors un copolymére de type A-B-A. Les copoly-
méres de type A-B ont été également &tudiés. Dans ces tvpes

de polymeéres la chalne polypeptidique ionisable ne sert qu'a

- solubiliser la chalne polypeptidique non ionisable et permettre
&insi son étude en milieu agueux. La chaine polypeptidique
ionisable est constituée du mélange racémique ... ceci pour
rermettre 1'étude en DOR ou en dichroisme circulaire de la
chafne polypeptidique hydrophobe seule. Pour synthétiser ces

produits on réalise une polymérisation des NCA's en trecis étapes.



La méthode de Merrifield a également &té utilisée pour

préparer de tels polyméres (33) : dans ce cas la séquence
d'acides aminés hydrophobes de longueur voulue est préparée

par cette méthode et est ensuite placée en "sandwich" entre

les deux séquences qui la solubilisent préparées par NCA's,
~Les copolyméres suivants ont été &tudiés : -DL lysine -

&lanine - DL lysine (33); acide DL glutamique - phénylalanine -
~acide DL glutamique (34-35); acide DL glutamique - leucine -
scide DL glutamique (34-35); DL lysine - valine - DL lysine
(36); bL lysine ~ leucine - DIL lyéine (37); acide DL gluta-—

mique - alanine - acide DL glutamique (38).

Dans le travail présenté ici nous avons étudié des
copolyméres statistiques acide glutamique-glutamate de 2 nitro-
benzyle. Les résidus glutamate de 2 nitrobenzyle jouent le

r6le de groupements hydrophobes.

Nous avons synthétisé ces copolyméres par estérificatioq
partielle d'un échantillon de PLGA. Cing copolyméres ont été
ainsi préparés dont le pourcentage en résidus glutamate de
2 nitrobenzyle est compris entre 3 et 22% ( il ne nous a pas
€té possible de dépasser ce taux pour des raisons de solubilité

des polyméres).

RAO et MILLER (39) avaient préparé des copolyméres
statistiques acide glutamique - glutamate de benzyle par dében-
zylation partielle d'échantillons de PLGB et avaient oebservé
lors d'une étude succinte en dichroisme circulaire, une stabi-
lisation de la structure hélicoidale.

Le groupement 2 nitrobenzyle a é€té cheisi pour plusieurs
raisons : _

- i1 posséde un caractére hydrophobe marqué du & son
cycle aromatique ( cet effet est partiellement compensé& par
l'effet de solubilisation du au groupement nitro ce qui permet
d'avoir un polymére soluble jusqu'au taux de 22% de §N02).

De plus ce groupement &tant encombrant on pouvait s'attendre &

des effets marqués.



- il posséde des bandes d'absorptien en lumiére
ultra violette (U.V), bien caractérisées, intenses et
distinctes de celles du chromophore peptidique.

- enfin il est susceptible de présenter une activité
optique dans ses bandes d'absorption; l'&tude par dichrolIsme
circulaire pourra donc donner une indication sur le cemporte-
ment de la chalne latérale et permettra de relier ce comporte-

ment aux variations de la structure secondaire du polypeptide.

En effet des €tudes réalisées sur l'homepolyglutamate
de 2 nitrobenzyle {(L4L0) ainsi que sur des copelyméres statis-
tigques aspartate de 2 nitrobenzyle - aspartate de benzyle (41)
dans des mélanges de solvants organiques avaient permis de
relier les variations des bandes dichroIques extrinséques aux

variatiens de la structure secondaire des polyméres.

Le dichrelsme circulaire nous a fourni des renseignements
sur la structure secondaire de nos produits ainsi que sur le
comportement de la chalne latérale au cours des transitions
chalne statistique-hé&lice o , induites par modification du pH.
Cette €tude nous a permis de préciser l'origine de l'effet
Cotton extrinségque de 1l'une des bandes dichroiques du greoupe-

ment 2 nitrobenzyle.

L'étude potentiométrique nous a permis de préciser les
paramétres thermodynamiques 1iés 34 la stabilisation de 1la

structure secondaire observée en dichroiIsme circulaire.



PREMTITER CHAPITRE
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Préparation et caractérisation des

copolyméres.

1-1, Préparation du PLGA.
1-2, Estérification du PLGA.
1-3. Caractérisation des produits,
1-3-1. Détermination du taux d'estérification.

1-3-2. Mesure des masses moléculaires.

1-3-3. Stabi1lité de la fonctlion ester.



Nous avons synthétisé cing copolyméres dont le
pourcentage en résidus glutamate de 2 nitrobenzyle est compris

entre 3 et 22%.

Ces polyméres ont &té& préparés par action du bromure

de 2 nitrobenzyle sur le sel de sodium du PLGA.

—(CO-?H~NH)- + ~(CO—?H—NH)~ + NaBr
(Cilﬁz)2 (CI;HQ)2
C=0 =0
- 1
0 Wa 0
CH
]

Le bromure de 2 nitrobenzyle est soluble uniguement
en milieu erganique. Par contre le sel de sodium du PLGA
n'est soluble qu'en milieu aqueux. Ces considérations nous ont
amené 4 réaliser la réaction en sclvant mixte { eau-diméthyl-

formamide).

1~1. Préparation du PLGA.

Le PLGA est préparé 4 partir du polyglutamate de
benzyle.

Le prnlyglutamate de benzyle (PLGB) est préparé par
polymérisation de l'anhydride de Leuchs (NCA) 34 glutamate de
benzyle dans le dioxanne {(42). L'amorceur utilisé &tant la

Y

triéthylamine. Le rapport molaire monomére étant é&gal

amorceur i

a 50,

Le PLGA est ensuite obtenu par débenzylation . PLGB
par le bromure d'hydrogéne anhydre, selon la méthode de

Idelson et Blout {(5),



La débenzylation a &€té contrdlée par spectrophotométrie
U.V. En effet le chromophore benzylique présente un pic d'ab-
sorption & 260 nm ( e= 170 lamole_lecm-]), Le spectre U.V
d'une solution de l1l'échantillon de PLGA ainsi préparé (c=6g/l;
NaOH 18; cuve 1 cm) ne montre aucun &paulement du au chromo-
phore benzylique. On peut donc en conclure que la débenzylation
23t totale.

La masse moléculaire du PLGA a &té déterminée par vis-
cosimétrie. Nous avons utilisé 1'#talonnage de Wada (6) qui

permet d'obtenir la masse moléculaire en poids Mw’

Les mesures ont é€té faites dans NaCl 0,2M & pH 7,3

la concentration étant de 1g pour 100 ml.

Nous avons obtenu les résultats suivants

n = 130,6 cm3/g; M= 61.000

1~-2, Estérification du PLGA.

L'ocpération se fait en deux temps : le PLGA est tout
d'~bord salifié par la soude; on fait réagilr ensulte le

bromure de 2 nitrobenzyle sur le sel de sodium du PLGA.

L'expérience montre qu'il faut toujours mener la
réaction en présence d'un excés de bromure par rapport au taux
de nitrobenzyle désiré dans le polymére. Ceci est certainement
du 4 une hydrolyse par le DMF en milieu agqueux, la liaison

-~

ester de 2 nitrobenzyle étant peu stable & pH basigue.

Mode opératoire., Tableau 1-1.

PR oot husgor s

Dans une fiole de 100ml on dissout 1g de PLGA dans 50ml de

DMF; on cunauffe légérement pour hater la dissolution. Lorsque
la soluticn est limpide on ajoute lentement et en agitant la
quantité de soude voulue dissoute dans 50ml d'eau. La visco-
51té de la solution augmente alors. On ajoute enfin, et de 1la
méme maniére, le bromure de 2 nitrobenzyle dissout dans 10wl

de DMF. Il arrive parfois que le bromure précipite. La solution

est maintenue & 40°C durant trois Jours sous agitation ( le



bromure se dissout d&s que la solution a atteint 40°C).

Au bout de trois jours on observe un précipité pour
les copolyméres les plus estérifiés; on ajoute alors du DMF
jusqu'd limpidité. La solution est ensuite filtrée puis mise
en dialyse trois Jjours contre 1'éthenol. On élimine ainsi 1le

bromure de nitrobenzyle en excés .et le DMF.

Le départ du bromure en excés est suivi par spectro-
photométrie U.V en observant l'intensité du maximum d‘'absorp-
tion du groupement 2 nitrobenzyle & 268 nm (6268= 5630 l.mole .

cmuj).

Au bout de trois jours le copolymére commence 4 préci-
piter. On dialyse alors durant 24 heures contre une solution
d'acide chlorhydrique 0,1N. (Le polymére précipite alors tota-
lement) et 24 heures contre l'eau : on €limine ainsi NaBr, NaCl

et HCl.

L'adialysat est enfin liophylisé.

Le produit est ensulte mis dans un extracteur de
Soxhlet et lavé douze heures par 1l'éther éthylique. On élimine
ainsi les traces de bromure de 2 nitrobenzyle gul n'avalent

pas été& enlevées au moment de la dialyse.

1~3. Caractérisation des produits.

Le taux d'estérification de ncs copolyméres a pu &étre
déterminé par spectrophotométrie U.V en exploitant le fait que
le groupement 2 nitrobenzyle présente une bande d'absorption
intense 4 260 nm.

- -1 -1
€., ¥ 530 1l.mole ., .
p260 503 mole cn
La loi de Beer-Lambert relie la densité optigque (DO) du

composé& 4 sa concentration:

DO = eglec
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1

mole  .om ).

~ ¢ concentration

Les densitiés

eerire dans notyre cag

D01+D

]

DO = 0,
c

- Les indices 1

2 nitroevenzyle et les indices 2
glutamique.
1

A268 nm 3,1_ 1
&52"

S1 on appelled iy la masse appareute du motif

sachant que les masses moléculaires
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1-3 -2~ Mesure des masses moléculaires .

Une mesure faite par ultracentrifugatiod sur des co-
polyméres de 4 nitrobenzyle dont la synthése a &té menée de la
méme fagon a montré que la masse moléculaire ne variait pas

beaucoup au cours de la synthése .

Nous avons utilisé pour celd la technigue de 1l'équi-
libre de sédimentation . La masse moléculaire de l'é&chantillon
est donné par la relation :

C
2 log c2 RT

for

- oc, concentration du soluté la distance r, de 1l'axe.

- c, concentration du soluté la distance r, de 1'axe.
[

~ v volume spéecifigque partiel du soluté

w7

v o= 0,7 cm3/g
L*'échantillon de PLGA de départ avait une masse molé-

culaire en poids de 40.000 (déterminée par viscosimétirie).

Les mesures des masses des copolyméres par ultracentri-
fugation nous ont donné une valeur de 36.000 . llous pouvons donc
affirmer qu'il n'y a pas de dégradation importante de la chalne
principale du PLGA au cours de la synthése des copolyméres .
Ceci n'est pas surprenant &étant donné les conditions opératoires

assez douces que nous avons utilisées .

1-3 -3, Stabilité de la fonction ester .

La fonction ester de 2 nitrobenzyle est trds instable

en milieu basique . L'hydrolyse se fait d'une fagon guasi ins-

tantanée dans la soude normale .

““Je remercie adame M.CONIEZ gui s'est chargée des mesur
d'ultracentrifugation au lavoratoire de Chimie Biologique de

1'Université des Sciences et Techniques de LILLE .



Cecli nous a amené 3 dissoudre nos copolyméres dans

la quantité Jjuste suffisante de NaHCO_ O,1N pour salifier

3
tous les groupements carboxyliques. On ne dépasse pas ainsi
pH 8. Une Ztude cin@tique nous a montré que ucs sopolrmdres
restalent stables dans ces cenditions tout au leng des

manipulations.
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Le dichroisme circulaire est une méthede intéressante
pour connaltre d'une fagon précise la structure secendaire
des peolypeptides. En effet les trois structures secondaires
rencontrées le plus fréquemment dans les polypeptides (h&lice a;
pelote statistique; chaine B) ont un spectre caractéristique
et bien connu. Cette méthode est €galement capable de nous
fournir des renseignements sur la chalne latérale dans la mesure

ol celle-ci posséde un chromophore absorbant en ultra-vielet.

2-1. Rappels théeoriques.

L'activité optique est due 3 une différence de vitesse

pour les composantes droite et gauche {E_ et EG) du vecteur

D ,
€lectrigue, d'une lumiére circulairement polarisée. Ce phénoméme

est appelé biréfringence circulaire.

Lorsqu'une lumiére circulairement pelarisée traverse
un milieu contenant des chromophores optiguement actifs le
phénoméne de biréfringence circulaire est accompagné d'un phé-
et B, dm

D G
vecteur électrique sont absorbées de fagon différente). La

nomé&ne de dichroisme circulaire ( les composantes E
lumidre devient alors elliptiquement polarisée.

Si on appelle ¥ 1'ellipticité, on peut la relier sux
indices d'avsorptien Xg @t Xy de la lumitre circulairement
polarisée droite et gauche:

T
Yo o5 gapn

- A ftant la longueur d'onde de la lumidre incidente.

Ll

~ 1 est la longueur de l'échantillon traversée par la
lumidre incidente.

8i on remplace Xg et Xp per leur expression en fometion de tg

et ¢ les coefficients d'extinction molaire pour la Lumidre

D.
polarisée gauche et la lumidre polarisée droite :
X = 2,303 ¢ ¢

¢ tant la concentration du soluté en mole/l.
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nous obdbtenons alors la relation :

' 3300 (e, - e.)
_ ¥ G D’ -
[‘J’] T le i

]

Mo est la masse moléculaire du produit.

[¢| est 1'ellipticité spécifique.

L'ellipticité molaire est donnée par la relation :
[ol = i1, [¥] = 33008¢

[o] stexprime en degré.aécimole” '.em?.

2-2. Spectres dichrolques des polynebtides.

Deux types de chromophores sont susceptidbles de pré-
senter des effets Cotton dans les polypeptides et les protéines
- le chromophore peptidique -CO-CH- qui présente dans la répgion
180-250 nm un spectre dichroIque caractéristique de la structurec
secencdauire adoptle par le polymeérce. Ces bandes sont dites intrin-
séques.
- lorsque la chalne latérale des acides aminés posséde un groupe-
ment chromophore (ex : tyrosine;phénylalanine; tryptovdhane ;
cystéine ; histidine), ce chromophore peut présenter des effets

Cotton dans sa zone d'absorption. Ces effets Cotton sont dits

-~

extrinséques.

2-2-1. Spectre_dichroIque_du_chromophore_peptidigue.

Entre 180 et 250 nm le chromophore pepntidique présente
deux bandes d'absorption

- la bande n-+1¥ due au -C=0, centrée vers 220 nn.

- la bande #»7m* duec au doublet libre de l'azote

centrée vers 190 nm.

Lorsque le polypeptide adopte la structure a h&élicoidale la
transition w+7" peut prendre une allure plus complexe (Fig.2-1).
Ceci est dU 2 la résonance excitonique née du couplage des

moments de transition des chromophores,
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Spectres UV et dichroique d'un pdlypeptide_sous

forme helice

oof
o
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On observe alors deux bandes
- la bande m+1™// centrée § 208 nm,
- la bande w7 L centrée & 190 am.
La bande n»m ainsi gue le bande 7+ (ou ses deux composantes
dans le cas de l'hélice o ) sont dichroiques et leur spectre
est caractéristique de la structure secondaire du polypeptige.

Les polypeptides peuvent présenter trois types de
structure secondaire dont les spectres dichroiques sont bien
connus (Fig.2-2).

- 1'hélice o de Pauling et Corey.

- la structure B (en feuillet plissé).

~ la pelote statistique.
D'aprés le figure 2-2 nous voyons gque les spectres des trois
structures peuvent varier assez bien. Ceci peut &tre du aux
caractéristiques de l'appareil mais éganlement 3 la nature du
solvant utilisé&. Le spectre de la chaine statistique présenté
dans la figure 2-2 eat du type de celui obtenu & partir du PLGA
en milieu basique ou de la polylysine en milieu acide. Quant au
spectre de la structure B8 il n'est pas possible de faire la

différence entre B paralléle et B antiparalléle.

Ao L s
gt pelote 3
. statisg=- ., chalne 3
sl tique A
O 4
-
»
ﬁ z e
& \;Y
[} ‘l ﬁ.
. - o
N s E » 3 i §
190 ﬁo 3;0 4‘50 T FT TR TR 1T

A nm

Fig.2-2, D'aprés W.3.QGRATZER et D.A. COWBURN (43). Spectres di-
chroiques des homopolypeptides dans les trois conformations. Les
surfaces hachurbss indiquent le domaine des valeurs mesurées,
diaprds la 1ittérature.
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2-2-1-1, L'hélice a

L'hélice o droite est la forme organisée ren-
contrée le plus souvent dans les polypeptides dont les acides
aminés sont de configuration L. Cette structure est maintenue

par des ponts hydrogéne intramoléculaires.

Le spectre dichrolique est composé de trois bandes
(Fig.2-1):

- une bande négative & 222 nm correspondant 4 la tran-
sition n»>7¥ du chromophore peptidigque.

- une bande négative 4 209 nm et une bande positive a
190nm correspondant respectivement aux transitions m>n* polarisées
parallélement et perpendiculairement & 1'axe de 1l'hélice.

La bande & 208 nm a sensiblement la méme intensité& que
la bande & 222 nm. La bande & 190 nm est environ deux fois plus
intense,

Dans le cas de 1'hélice a gauche (ex : polyaspartate de
benzyle en solution dans le chloroforme) le signe des bandes est
inversé mais l'intensité ne varie pas.

L'ellipticité au maximum de la bande n»>m* , 3 222 nm
a souvent été utilisée pour calculer directement le pourcentage
d'hélicité lorsque l'on a affaire au mélange des deux structures
hélice o -pelote statistique. En effet on observe que l'ellipti-
cité & 222 nm est égale a4 -35.000 + 5.000 dans le cas de poly-
peptides adoptant une configuration o hélicoidale (4L-L49), alors
que l'ellipticité correspondant a4 la forme inordonnée est de
l'ordre de + 4.000 * 500 & 222 nm.

Dans le cas de nos copolymeéres nous choisirons une
valeur de @k22 égale & -40.000 lorsque le polymére est entiére-
ment sous forme a hélicoIdale, cette valeur ayant été observée
sur le PLGA dans NaCl 0,2M (50).

On peut alors en déduire le pourcentage d'hélicité

(L.000 "wzze )x 100

H % =
L4.000
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lious avons également calculé les pourcentages d'héli-
cité par la méthode des moindres carrés non linéaires®¥ & partir
des spectres de référence des trois structures secondaires :
hélice a , chaine statistique, structure B . Les spectres de
l'hélice o et de la chalne statistique sont ceux du PLGA dans
¥aF 0,2M respectivement & pH h,b et pH 6,4. Celui de la struc-
ture B &tant celui de la polylysine donné par GREENFIELD et
FASMAN (Ls5).

Ces calculs ne nous ont pas permis de mettre en &vidence
de structure B dans nos copolyméres.

Les valeurs de 1'hélicité sont reportées dans le
tableau 2-1. Dans les €tudes qul suivent nous utilisons les
valeurs calculées par la deuxiéme méthode, plus rigoureuse.

Nous voyons qu'il existe des différences assez impor-
tantes entre les valeurs de 1'hélicité calculées selon les deux
méthodes, lorsque le taux d'hélicité est faible. Malgré les
différences observées la transition se situe pour des valeurs

de pH identiques.

2-2-1-2, La pelote statistique.

Si le spectre de 1'hélice o est bien connu
et bien défini 1l n'en est pas de méme de celui de la pelote
statistique (structure désordonnée).

La plupart des auteurs admettent comme spectre de la
pelote statistique le spectre du PLGA & pH basique en présence
d'un électrolyte fort (NaCl 0,2M) (47; S1-53). Selon
BALASUBRAMANIAN ce spectre est caractérisé par une bande faible
et positive vers 215 nm et une forte bande négétive vers 190 nn
(Fig 2-3).

D'autres auteurs (54-59) dont notamment TIFFANY et
KRIMM proposent un autre spectre (Fig 2-3) caractérisé par une
seule bande négative vers 200 nm. Ils obtiennent un tel spectre
4 partir du PLGA aprés chauffage ou en présence de LiCth 4,5M

ainsi que sur le collagéne dénaturé par la chaleur. D'apreés eux

*Je remercie Jean-Marie FREYSSINET, Chercheur & 1l'Institut de
Rechérches sur le Cancér e Lille, qui a bien veulu 88 eha¥ge¥
de ees ealctls Sdr srfinateur.
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TABLLLY 2-1.

pH 6,815,540 15,38 15,29 5,14 { 5,00 | 4,86 4,70

Copo O %H ‘@}Q22 L 10 20 26 Ly 70 92 98

%H moindres
carrés

O T 3G 66 91 100

SIS

pil 6,41 5,46 5,28 15,07 4,93 | 4,77

Copo H 5 20 30§ 50 87 100

(@}
o
kS

222
%H moindres
carrés

0 5 18 | 57 88 | 100

pH 7,29 15,57 15,38 | 5,24 5,16 |5,1 |u,78

Copo an /3 ) 6 19 33 Lp 61 70 100

222

'] E

%H moindres
és

carr

0 i 5 23 33 5k 70 100

pH 6,3?‘ 5,87 5,65 | 5,53 ] 5,k2 |5,2L >

&
¥

Copo 036 20 B

et

222

e 2

d meindres
 carrés

Bk, S R R

pH

—]
-
N
=
o
wn
o
[opN
v
av]
o
-
e
b
W1
L
D
[os

5,75 |5,56 15,28

e

- gua . ; ), : - ) ’
Copo 0, [ @ \Qtzgg 18 21 2k 30 35 48 6h 79
AH moindres A o -
carTéES e 5 1o % 20 23 @ > 73
! ! i
| ; . 1 ;
LT T MR KT R NG RN o S S $5 L0 . e e ar 055 st MR i R Bty e e € o bt b gt

Valeurs du pourcentage 4'2l Lici%é asalcuiées selon les

deux méthodes.
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le spectre zomportant une bande positive seralt d% 4 des
fractions d'hnélice étendue par znalogie 4 celul obtenu sur
la polyproline II {57). La polyproline II est sous forme

hélice geuche 4 trois résidus par tour et dans laquelle les
résidus prcline sont en positicn trans.

Selon ces deux auteurs les répulsions entre groupe-—
ments latéraux chargés de certains polypeptides tels que 1le
PLGA en uilieu basique ou la polylysine enmilieu acide indui=-
raient une conformation hélicoidale &tendue. Or le spectre
comportant une bande positive a été Zgalement observé sur des
polypeptides ne possédant pas de charges dans leur chalne
latérale (ex : polypeptides en présence de TFA ou ADC (60) ou
bien polyglutamines N substituées en milieu aqueux (53)).L'acide
poly B aspartigue ainsi que l'acide poly vy glutamique, & pH 12
présentent également ce type de spectre, blien que les charges
soient plus éicignées les unes des autres (52).

Cn ne peut dorc dire que le spectre comportant une bande
positive scit A% &4 une configuration €tendue induite par répul-
sion de charge; car dans ce cas elle ne dewalt pas apparaitre
dans des polypeptides non chargés et devralt €tre sensible &
la distance entre charges, ce gqul ne se procduit pas dans le cas
des acidesz poly B aspartique et poly v glutamique.

QUADRIFOGLTC et URRY (A1) obtiennent sur la polysérine
a

dans LiCi 8M un spectre proche d2 celul obtenu par TIFFANY et

KRIMM (54} sur le PLGA dans LiClO& i,5M aprés chauffage & 50°C.
., - . . . .+ .
Selon eux cette bande négative seralt due aux 1ons L1 11l ¥y

aurait interaction spécifique avec le groupement -~CO-JH ou bien

kol

. I - R . .
les 1ons I améneralent des valeurs des angliles ¢ et ¥ telles
qu'il y surait apparition d'une bande négative vers 220 nn.
Leg calculs thécrigues {62-A3) n'cnt pas permis jusqu'ad

maintenant d'élucider le¢ probléme.
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Fig.2-3. Spectre dichroIque de la pelote statistique.
a) selon BALASUBRAMANIAN.
b) selon TIFFANY et KRIMM.

2-2-1-3. La structure B (en feuillet plissé).

Cette structure se rencontre assez peu dans
les polypeptides de synthése. Elle est observée surtout sur
des polyméres de faible masse moléculaire. FElle est maintenue
par des ponts hydrogéne intermoléculaires.

Le spectre dichroique est caractérisé par une bande
négative vers 215 nm et une bande positive vers 195 nm(Fig 2-2).
La littérature donne des spectres d'intensités trés différentes
selon les auteurs. Ceci est certainement du au fait qu'il peut
y avoir une structure B paralléle et une structure B anti-

paralléle.

e e i B oyt s . > oy ot e i e o o — . —— — — T~ ] T~ —- - T ns ovoe s

Certains acides aminés naturels possédent un chromo-
phore dans leur chalne latérale absorbant dans le proche ou le
lointain U.V (tyrosine, phénylalanine, tryptophane, histidine,
cystéine). Ces chromophores sont susceptibles de présenter des
effets Cotton dits "extrinséyues”" en dichroIsme circulaire.

On s proposé plusieurs origines possibles & ces effets

Cotton
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~ l1'asymétrie créée par l'hélice induirait une
asymétrie au niveau du chromophore de la chaine latérale.
BLOUT (64) signale qu'un polyglutemate de benzyle portant
en bout de chaine un seul chromophore présente aussi un effet
Cotton induit dans la bande d'absorption de ce groupement.
Dans des copolyméres tyrosine acide glutamique on a &galement
observé une augmentation de la bande dichrolque du résidu
tyrosyl avec le taux d'hélicité (25).

- le carbone asymétrique pourrait €tre également
responsable d'une asymétrie du chromophore de la chalne laté-
rale., Ceci a été& observé sur des acides aminés a4 chaine laté-
rale aromatique (65-67).

-~ enfin les interactions entre chalnes latérales
seraient capables d'induire également des effets Cotton du
chromophore latéral (68-69).

Dans les cas des polypeptides ces trois effets se
trouvent présents et les nombreux travaux réalisés sur des
homopolypeptides ou des copolypeptides n'ont pas permis de
séparer ces trois effets (LO-41; T70-73).

2—-3. Etude des spectres des copolyméres.

2-3-1. Origine_des _bandes.

e I e o wm o st e B s o e o - o - ——

En plus des bandes dues au chromophore peptidique
nous pouvons observer trois autres bandes dues au groupement
2 nitrobenzyle.

Si nous étudions le spectre U.V du nitrobenzéne en
solution dans un hydrocarbure saturé nous voyons quatre bandes
d'absorption entre 200 et 4OOnm (Fig.2-4):

~ une faible bande vers 330nm (emax=1h0) due & une
transition n»>m™ d'un électron d'une orbitale non liante de
l'atome d'oxygéne du groupement nitro vers une orbitale anti-
liante.

- un épaulement vers 280nm (amax=6h0). L'origine de
cette bande est controversée. Certains auteurs affirment qu'il
s'agirait de la bande a du cycle aromatique (T74).D'autres
auteurs (75) considérent cette bande comme &tant due & une

transition n-»>n* du groupement nitro.
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Solvant A £
max

nm

240

ievapeur

8500

heptane

251,7

8660

méthanol

Boucrore

259,5

8270

eau

268,2

TT10

Tableau 2-2 :

Variations de A

et ¢ de la bande a
ax max

transfert de charge en fonction du solvant.

enfin nous observoo: ur

~ e panise t Imbonse vers
200nm {¢ = 15,.500) : la bande 8 du eyole sromailoue.
max v
i £
Les snectres dichrolques de n conolymirss eat~e 250nm et LOO0nm
L & !
i - -

&t¢ decomposés en gaussliennes

H*

ont Lu

Pont": Nous avons psl pu mettre €vidency Lrois tindes
(Fig.2-5),
-~ une bande positive vers ¢ .
~ une bande négative vers 300nm.
- une bande négetive vers 340nm.
Liinsensité de ces tv-is vandes veric avas 2 &
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Les mesures d'absorption U.v¥ont 4té réalisées sur le
spectrophotométre Cary modéle 118. Les rmesureg ont &té faites
dans dos cuves de quartz de un millimétre d'épalsscur.

Les spectres de dichroisme circulxire ont été enre-
gigstrés sur le dichrographe Roussel Jouan I71. Ncus avons utilisi
des cuves de quartz de 0,0lcm pour ll'enregistrenment des specires
des bandes intrinséques (180 & 250Cnm) et de 0,1; 0,2 et 0,5cm
pour l'enregistrement des spectres des bandes extrinseéques

(250 & L40Onm} .

Les mesures d'absorption U.V et de dizhraisme cireulaire ont

¢té réalisees 4 1'Institut de &y ille.
Je tiens 4 remercier Monsieur : o
tout ke personnel de 1'Instityr pour le bo coonedl gt -
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Lipticité molaive ﬁj se czlcuie 4 partir de

la formule sulvente :

M

cd

g = 3300 (A -a.) s

R

i
o3
@
ez}
ct

la masse moyenne du motif monomére.

- ¢ est la concentration du soluté en g/1.

I
fo)
(¢}
n
ct

1'épaisseur de la cuve en cm.
- A,-A_ est l'amplitude du signal fourni par l'appareil en nm.
- 3 est la sensibilité de l'appareil.
©) s'exprime ainsi en degrés. décimole ' .cm>.
Pour les bandes intrinséques P} est ramené & un chromophore
-CO-NH. Pour les bandes extrinséques [f} est ramené i un résidu
glutamate de 2 nitrobenzyle.

Les mesures de pH ont &té faites sur un pH métre
Tacussel Modéle Isis au moyen d'une &lectrode de verre et d'une

glectrode de référence au calomel.

2-3-2-1-2. Préparation des solutions.

Ajustement des pH.,

LO mg de produit sont dissous dans la quantité de

NaHCO3 0,1N; KaF 0,2M suffisante pour salifier tous les groupe-

ments carboxyligues.

On utilise le NaHCO3 plutdt que la scude pour éviter
i'hydrelyse de la fonction ester ¢z 2 nitrobenzyle trés 1oblil:

(0]

1

en miZieuw basigque.

=

Lorsque le polymére est lissous, cn comp.éte * »20ni
avec du NaF 0,2M. On a alors une conceriration de 2g par litre.

Les mesures ont été faites dans ¥aF 0,2M pour diminuer
les effets polyélectrolytes. Le NaF a &té choisi pour la grande
transparence des ions F  en UV lointain.

Les 20ml de soluticon sont ensuite placés dans un

- . - - ™ v -~
bécher de 25wl et lie pH est ajusté en

1
chlorigue HCth) corncertré, En procddarn:
peut estimer que ¢ coneptraticn ne yarie upe sg cours de

manipulation.
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2-3-2-2~%. Dandes intrinzdgues
- o B . ~ - P
Lles spectres des bancdes intrinseques 2 }

des cing copolyméres montrent tous un point iscd
vers 203-20Lbnm ( ) 16.000 & 18.000}., Cela signifie gque ia =ran-
r

ET fed o ? . .
bservee correspond au passage d'une sitructu

sition © :
tre. 11 n'y a donc pas intervention d'une trois
(3} et 1=z bande 3 du noyau aromatique ne semble donc pas aciive
- en milieu basique les copolymeéres les plus pauvres
eNo (oéiiog3'015¥ ont un specire‘cér#ctéristique_de la
pelote’statistiqne : une faible bande positive centrés vers

217 nm {1'intensité de cette bande diminue lorsque le taux de

ﬁNQQ avraente), cetis varnde ©st accompapgnéc dl'une forte 2
négative centrée vers 197 nm qul dininue e

RN
%

o
pourcentage de @NO2 augmente (Tableau 2-3).

h@za? a pH>7 &ﬁ ApH>T

PLCA +3500 ~30000
+3400 =29600
+2200 “2EEG0

TWoo | -zzuoo
Z2600 “i3koo |

Copo

Copo

o
'Copc 0]
0
0

Copo

Tableauw 2-3 : Variaticns des pandes 4 217 et 197nm

pH basique pour les diffirents conolyodres

Les copolyméres les plusg pauvre

e
prés totalement sous forme pelote statistique

quand le taux dev§N02 augmente 1l y a apparitiocn de zones

P , .

helier le chrluz princimals, e au

npar une d 2 16
Te oo ot ! i)
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nous observons unfﬁﬂ de

Pour le copolymére O 502

22 y
- 4400,

- en milieu acide les cing copolyméres présentent
tous un spectre caractéristique de 1'hélice o . Pour les
copolyméres les plus riches en @NOZ il semble que l'on ne
puisse pas atteindre la valeur de -40000 & 222nm correspondant
& 100% d'hélicité :

- copo O, . 83222 nax -38200
- copo O22 Rﬂ222 nax" ~-30600

Ceci peut €tre attribué 4 des phénoménes d'agréga-
tion favorisés par la haute teneur en groupements hydrophobes
et qui se produliraient avant que le polymére soit totalement
sous forme hélicoldale.

Nous pouvons donc conclure que les spectres de nos
produits correspondent bien 4 une transition pelote statistique-
hélice o induite par diminution du pH. Le fait que nous obser-
vions un point isodichroique nous indique qu'il n'y a pas
formation de structure B au cours de la transition et qu'il n'y
a pas intervention d'une bande due au groupement nitrobenzyle
(bande B du noyau aromatique située vers 200nm).

Si nous tragons la variation du pourcentage d'héli-
cité en fonction du pH (Fig.2-11) nous observons que

- plus le polypeptide est riche en groupe-
ments hydrophobes et moins la transition est coopérative (elle
est échelonnée sur une plus large gamme de pH) et plus elle
commence & pH basique. Ceci se traduit par une augmentation du

pH du milieu de transition (50% d'hélicité) (Tableau 2-4).

PH du milieu
de transition
PLGA 5,04
Copo 03 5,06
Copo O6 5,10
Copo 0, 5,17
Copo 016 5335
Copo O22 5,60
Tableau 2-4 : Variation du pH du milieu de transition pour

les différents copolyméres.
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D'aprés la figure 2-11 nous voyons également gue

8tre sous forme totale-

o/

les cing copolyméres tendent tous

dire 4,8.

e

ment hélicoldale au méme pH c’est
De tout ceci nous pouvons affirmer que les groupe-
ments nitrobenzyle semblent stabiliser 1'hélice. Plus les

copolyméres sont riches en@NO et plus la transition commence

2
4 pH élevé. Mais lorsgque le taux de§9N02 augmente les phéno-
ménes de stabilisation sont concurencés par des vprénomdnes

d'agrégation et de précipitation particuliérement & pH acide.

2-3-2-2-2. Bandes extrinséques.

(Fig 2-12 4 2-16)

Nous avons vu gque le spectre du & la chalne latérale
€tait caractérisé par troils bandes : une bande négative vers
340nm, une bande négative vers 300nm et une bande positive
vers 260nm. Dans ces trois bandes seule la bande vers 340nm
(transition n+y® du groupement nitro) est exploitable du
point de vue guantitatif. En effet 11 y a chevauchement des
bandes 4 260am et 300nm. La bande 4 260am est difficile a

e lle correspond o un coefficient d'avsorpticn
trés Slavé (5030) et une ellipticité trds faible. La bande

25t gque falblement perturbée 4 son maximum par la

Du point de vue gualitatif nous voyons gue la vande
4 transfert de charge (260am) augmente lorsque le pourcentare
de @0, augmente. Nous avons vu précédemment que cette bande

3

Ztalt sensible 4 la polaritd du solvant {(Tabloan -7 .

£1 nous observons le meximum 42 c2tite bande nous
voyons un effot Ly#Ssochrome lorsgue le toux 4'hiliclié augmente
dans le cas des copolymeéres les »lus pauvres en@?m&ﬁ (03; 06;

010)° Au cours de la transition pelote-hélice il y aurait donc
un passage des chalnes latérales d'un milieu polaire (eau)

4 un milieu de plus faible polarité. Ce milieu de plus faible
polarité étant la proximité de 1'hélice.

Pour les copolyméres 016 et © on n'observe pas ce

22
phénoméne : la bande reste centrée 4 260nm quel que soit le
taux d'hélicité. Dans ce cas la transition ne s'accomragreralt
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donc pas d'une variation du milieu environnant les groupe-
ments nitrobenzyle. Ceci pourrait &tre du au falt que, méme
lorsque le copolymére adopte une structure en pelote statis-

tigque, le nombre des groupements@ﬁﬂ) est suffisant pour que

2
des interactions existent entr'eux et fassent baisser 1la
polarité du milieu.

Nous avons calculé la force rotationnelle Ri de

la bande 4 340nm, en l'assimilant & une gaussienne, de la

maniére suivante (46; 76-T77):

0,696 x 10142 )] TAL
) max
Ri1 =
20
i

Dans laquelle

- 9 nax est 1l'ellipticité 4 la longueur d'cnde
P
3. du maximum de la bande dichroique (en degrés décimole

2
e o)
. . . N 1 max
- Al est la demi largeur de la courbe g ——

Mo O

e

Les courbes obtenues en tragant &ﬁ et Ri

340 3L0

en fonection du pH (Fig 2-17 & 2-21) ont une aliure en S
caractéristique d'une courbe de transition. De plus nous
voyons gqu'il existe une bonne corrélation entre les deux
courbes et gque par conséquent Eﬂ 340 peut etre utilisée
pour suivre la transition.

Nous avons comparé la variation deﬁﬂ 340 et celle
du taux d'hélicité dans les mé€mes conditions (Fig 2-17 &
2-21), Les deux courbes ne sont pas superposées mais leur
allure est identique : [§ 340 augmente lorsque le pH diminue,
donc lorsque le taux d'hélicité augmente. Elle est donc reliée
d la structure secondaire du polypeptide.
ou Ri

Si nous portons @] en fonction du pH,

340 340
pour les cing copolyméres nous observons le méme phénoméne
que pour le pourcentage d'hélicité : plus le polymére est
riche ml@ﬂog, moins la transition est coopérative et plus

elle se produit & pH basigue (Fig 2-22 et 2-23).
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Mais nous avons observé (Fig 2-17 4 2-21) qu'il
existait un décalage sur l'échelle des pH entre les courbes
représentant les variations deﬂﬂ 340 et du taux d'hélicité
pour chaque copolymeére.

Pour expliquer ce phénoméne nous avons tracé &3¥3h0
en fonction du pourcentage d'hélicité (Fig 2-24), pour chaque
copolymére. Nous observons alors une série de courbes se
décomposant en deux parties bien distinctes

- la partie I,pour des faibles pourcentages
d'hélicité,est linéaire et de faible pente. La pente de cette

droite augmente lorsgue le taux de @NO augmente.

2

- la partie II,pour de fortes valeurs du taux
d'hélicitéyest caractérisée par une brusque augmentatiocn
de pente. Cette "remontée" se produisant pour des valeurs
du taux d'hélicité d'autant plus faibles que le polymére
est riche en @NOQ.

Si nous extrapolons la partie I & une hélicité

nulle nous observons des valeurs de [} non nulles qui

varient dans le méme sens que le taux gg%bmog dans le
polymére. On ne peut donc attribuer ces valeurs de [§] 340
qu'a des interactions entre @NOEO En effet il n'y a pas
d'hélice et si ces valeurs étaient dues 4 des interactions
avec le carbone asymétrigue elles seraient alors indépen-
dantes du taux de @NOQ.

Quand 1'hélicité passe de O & 50% nous constatons
que la pente de la partie I est proportionnelle au taux
<h3®N02¢ On peut proposer deux origines & cette partie du
graphe

- le champ asymétrigue de 1l'hélice.

- les interactions entre groupements nitrobenzyle.
On peut extrapoler ces drocites 4 100% d'hélicité. Les valeurs
de {6} 340 ainsi obtenues sont reportfes sur un graphe en
fonction du pourcentage ma@mog (Fig 2-25). Nous constatons
que la variation est linéaire et nous pocuvons donc a4 partir
de cette représentation déterminer l'activité optique d'un

chromophore isolé porté par une hélice, c'est a4 dire quand
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il n'existe aucune interaction entre différents @NO Pour

5
cela nous extrapolons la valeur de [§] 340 & 100% d'hélicité

& un pourcentage nul de @NOQ., Nous obtenons ainsi une

valeur de [d de -100 qui reportée sur la figure 2-24 est

340
représentée par le point A.

I1 n'est pas possible (Fig 2-2L4) de séparer les
origines possibles de l'activité optique de ce chromcphore
is0lé, en particulier celle due au champ asymétrique de
l'hélice et celle due a4 l'interaction entre le groupement
@NOQ et la chalne principale. La drocite OA représente la
variation de la somme de ces deux effets en fonction du
pourcentage d'hélicité.

La différence entre la droite 0A et les parties
I représenterait donc les interactions entre groupements
nitrobenzyle. On constate que ces interactions augmenteraient
d& la fcis avec le taux d'hélicité et avec le taux de @NO2
dans le polymére, ce qui qualitativement paralt logique,v
1'hélice servant dans ce cas a4 fixer la géométrie respec-—
tive des différents @Nog.,

ous avons cherché 4 interpréter la partie IT
des courbes de la figure 2-24. Ce comportement pourrait €tre
du & des phénomeénes d'agrégation se produisant entre groupe-
ments hydrophobes de chalnes volsines. Les spectres des
bandes intrinségques ne semblent pas rendre compte de tels
phénomdnes. Ceci n'est pas étonnant. Ces phénoménes d‘'agré-
gation agissent peu sur le spectre des bandes intrinséques
(78-79), du moins au début. D'autre part s'il y a agrégation
au niveau des @NO2 cela perturbera le spectre des bandes
extrinséques d'une fagon trés importante puisque tous les
@NOP seront impliqués dans une telle liaison., Par contre
lesnbandes intrinséques ne seront perturbées que dans un
rapport £gal au taux de @NO2 dans le polymére.

Pour lever cette indétermination nocus avons réalisé
des mesures dans un milieu ol l'agrégation est diminuée
c'est 4 dire dans des mélanges contenant des solvants crga-
nigues (80-81).

Dans les mélanges eau-alccols nous arrivons 4 reculer

ces phénoménes mals pas 4 les supprimer totalement (Figl2-26).
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Seul le mélange 1/3 dioxamne-2/3 NaF 0,2M reconnu
pour supprimer les phénoménes d'agrégation (25) a donné des

résultats valables (Fig 2-27). En effet [6) varie linéaire-

ment en fonction du taux d'hélicité jusqu’gh?OO% d'hélicité.
Ce résultat est en bon accord avec 1l'hypothédse
que nous avions faite et qui consistait & attribuer la partie
II des courbes a des phénoménes d'agrégation entre les chaines
latérales. En effet les solvants organigues n'agissent pas
sur la partie I du graphe. L'additicn de sclvant organique
ne modifie donc pas les interactions intramoléculaires

chalnes latérales—-chaines latérales et chaine latérale-chaine

principale et n'a d'influence que sur l'agrégation.

2-4., Conclusion.

L*étude par dichrolIsme circulaire ncus a montré
qu'il y avait stabilisation de la structure hélicoIdale
par les groupements nitrobenzyle. Cette stabilisation est
concurencée par des phénoménes d'agrégation lorsque le
pourcentage de groupements hydrophobes est &levé (20%) et
lorsgque le polymére est faiblement ionisé.

L'étude des bandes dichrolIques extrinséques nous
a montré l'importance des interactions entre chalnes laté-
rales hydrophobes tout au long de la transition hélice-chalne.
Ces interactions sont responsables de la majeure partie des
effets Cotton observés sur le groupement 2 nitrobenzyle, et

-

ceci d'autant plus que le taux d'hé&liclité est &levé.
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TROISTITEME CHAPITRE

<.=00 O 005?”

Etude potentiométrique.

3.1. Rappels théoriques.

3-1=-1. Théorie de ZIMM et RICE,
3-1-2, Calcul des paramétres thermodynamiques &

partir des courbes de titraticn transformées.

3.2, Résultats expérimentaux.

3-2-1., Méthodes d'étude.
3-2-1-1, Appareillage.
3-2-1~2. Préparaticn des solutions.
3-2-2. Etude des courtes de titration. Détermination
de la coopérativité de ls transition.
3-2-3., Etude des courbes de titration modifiées.
3-2-U4. Mesure des paramdtres thermodynamiques de L1a
transition.

3.3. Discussion.
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L'intér2t majeur de 1'étude potentiométrique est
de pouvoir calculer les paramétres thermodynamiques de la

transition hélice-chaine.
o

Ces paramétres sont l'énergile libre Ath

. o
, l'enthalpie AHhc

et l'entropie as® .
he

Plusieurs théories ont &té élabordes pour permettre
le calcul de ces paramétres thermodynamiques @

- théorie de LIFSOd et ROIG (32) basée sur l'étude
de la variation du pourcentage d'hélicité en fonction de la
;;mpérature et du degré de polymérisation.

- théorie de ZIMid et RICE (83) dérivée de la théorie
de ZIdil et BRAGG (&64). Cette théorie permet d'étudier les
polyélectrolytes & partir des courbes de titration potentiomé-
trique. On a ainsi pu connaltre les paramétres thermodynamiques

de la transition hélice chaine du PLGA 3 différentes forces

ioniques et dans des mélanges de solvants (15, 18, 85, 89).

Cette méthode peut également permettre 1'étude de
polypeptides constituls d'acides arminés 4 chalne latlrale non
ionisable en milieu agqueux. Il suffit pour cela de synthitiser
des copolymérés statistiques composés de l'acide aminé d chalne
latérale hydrophobe et d'un acide amin- 2 chalne latérale io~
nisable (lysine, acide glutamigue) dont les caractéristigues

sont connues (15, 32).

C'est donc cette dernidre méthode gque nous avons uti-
lisée pour étudier nos copolymeres. Les parameétres du PLGA dans

HaCl 0,2 4 ont été calculés par HILLER et NYLU4D (18).

Energie libre de transition i 25°C AHﬁc = =130 cal/mole
Enthalpie de transition Ach = - 1000 cal/mole
Entropie de transition ASEC = - 2,3 cal/mole/derré.

3.1. Rappels théorigues

3.1-1. Théorie de 2144 et RICE

I e o s o v o - - - - - —

Considérons un polyacide en solution diluée. Nous
ne tiendrons compte que des interactions soluté-solvant (nous
nous placerons dans des conditions telles que nous puissions

négliger les interactions soluté-soluté). Chague molécule
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de polymére est composée de sous unités identiques, chacune
d'elle pouvant s'ioniser ou former un pont hydrogéne.
Un tel systéme peut &tre décrit par la fonction

de partition 2

Wil dngd )
@) 7 = I 5 exp (- ) Q ({ui}) AL ny

€u.} {n;)} kT

- ony prend la valeur 1 ou O suivant gque le site 1
est ou non chargé.

- oug prend la valeur 1 ou O suivant gue le site 1
est ou non engagé dans un pont hydrogéne.

- Qo({ui}) est 1%nergie libre de la chalne non lonisée
d un état donné de M

- w({ui}{ni} ) est l'énergie libre d'interaction
€lectrostatique correspondant 4 la configuration
du squelette contenant {ui} ponts hydrogéne et &
la distribution de charges spécifiée par{nih

- A est défini en fonction de la comentration des
ions H+ dans le solvant par la relation

(o]
@ 0,434 1n A= pH - pKa

dans laquelle

- pH est le cologarithme de la concentration des
ions H+ dans la solution.

- ng est le cologarithme de la constante intrin-
séque de dissociation du groupement carboxylique (en absence
d'interactions avec les autres groupements).

Le degré d'ionisation o du polyion peut s'écrire:

1 3 1nZ

®

n 3 1lni

ol n est le nombre de sites chargés sur le polymére.
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Pour les Zgquations C) ,CD et C:) on utilise les conditions

aux limites pour o=0.

i1

-

Les intégrales peuvent &tre transformées de la facgon sulvante:
g ¥ G

)

/

A LD

1nA

Ao Q
A
) (ac*uh) d 1na= y(0) o G dini

h
inx (o )= 1n (a /1-a ) a
¢ ¢ f % au afiar-1n(a/1-a)]
(ah)~ ln (ah/]—ah) ay

tion de o

AG°

Si on trace le graphe de[pH—pKZ- log(a/1—uﬂ en fonc-
(Fig 3-1) la surface OACD est égale i log s.

log s est relié 4 l'énergie de transition hnélice-chalne

Lo Pour un polymére non ionisé par la relation
o)
CE§ AG) = - RTlns = 2,3 RT log s
1! z
- g
-~ L
P T,
i [ e
) #
85 ”
-y rd
] e
] s Chaine
@ - e statistigue i
e
g
» s
4 Fa
2 Ve
y .
e
re
Iy
A
:) 4 i Y A
0 0,2 0,4 0,0 .0 1,0

3-1.

dynamique

Grapue permettant de définir les paramstr

5. La surface OACD est égale & log s.
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Les courbes de titration modifiées selon WADA (6)

sont obtenues en traqant(pH - log(a/l—aﬂ en fonction de o

(degré de dissociation) (Fig 3-2).

6,0 Acide polyglutamigue
dans NaCl 0,2M
20°¢C

Fig 3-2. Courbe de titration modifiée selon WADA obtenue a
partir du PLGA.

Sur ces courbes on peut distinguer quatre parties
- la partie 1 correspond au dosage de la pelote

statistique.
la transition hé&lice-chalne.

- la partie 2 correspond

S
&

- la partie 3 correspond & 1'hélice pure.
- la partie 4 est due 4 des phénoménes d'agrégation

d'abord et de précipitation ensuite.
Le pH d'un polyacide est donné en terme de changement

d'énergie libre électrostatique par l'expression

1-a 0,434 9 Gel)

@ pH = pK - log (—— )+( )
o RT 3 n

- fKo est le cologarithme de la constante intrinséque

de dissociation du groupement carboxyligue.
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- Gel est l'énergie libre électrostatique du polymére.

- n est le nombre de charges sur le polyion.

L'équaticn CED nous indique que l'extrapolation des
parties de graphe des zones 1 et 3 4 a=0 nous fournit pKOo I1
arrive souvent gque l'on soilt amené & faire des extrapolations
courbes. Ce n'est pas seulement parce que la ligne courbe
semble €tre le prolongement naturel des résultats expérimeniaux
mais également parce que la relation linéaire entre [pH+log(i-a/a)
- pKO} et ©« obtenue d'aprés l'approximation de DEBYE et HUCKEL
{90-91), s'appligue uniguement 3 des polylons ayant une densité
de charge tré&s faible, c'est 4 dire pour des valeurs de
TpH + log (1-a/a)- ng}< 0,434,

I1 est également difficile de déterminer le pK
cerrespondant a4 la chalne statistique. L'extrapolation est grande
et on a décidé d'une facon arbitraire (87} qu'elle couperait
l'axe des ordonnées d o=0 au méme pcint que celle de 1'hélice,

HAGAZAWA et HOLTZER (87), d'aprds leur notation cont
proposé la relation suivante permettant le calcul de 1l'énergie

. ; .. . - o
libre de la transition hélice-chalne Ath

RT

) 26 ° = - ——— 4

s he 0 , L} 3 14

A étant la surface hachurée sur la figure 3-2.

Si on admet gue les résidus glutamate de 2 nitro-
benzyle sont répartis d'une facon statistique le long de la
chalne principale de PLGA, le transfert d'un résidu acide gluta-
migque de la structure chalne statistique 4 la structure h&licoi-
dale aménera le transfert d'un résidu glutamate de 2 nitro-
benzyle veisin, de la structure chalne a4 la structure hélice.

Pour un taux dei@NOz inférieur 4 25%, les interactions

au moment de la transition peuvent &tre mises sous la forme (27):
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.
2 f¢J02

P o] o 2 o] o 1-5
(& acd = 46°, 4+ ——=— 4G b o 76O T
- neetn o (qergwo,) %% (1-rewoy) glu=¢N0,
1- N - HO )
. (1 2f¢u02) g0 175 (1 2f¢N0,) 160
(1-£450,) glu-glu (1-£4550,) glu-glu
) (2f¢N02) o
AG 5o ~glu
(1-£430,) ¢l0,"e
—_ AGO

glu-¢NO représente le changement d'énergie
libre d'interaction entre un résidu acide glutamique et un
résidu @NO2 adjacent dans la chalne peptidique lors de la

transition hélice non chargée-chaine non chargée.

(o] ] - - . - o
- AG gli-gNO représente l'énergie de la méme inter-
S
. Iem 1 €me . - .
action entre le n e% n+h4 résidu de la chaine peptidigue.

flous avons la méme notation pour ce gqui concerne les inter-
actions glu-glu.

Cette équation contient uniquement les termes concer-
nant les interactions du type n, n+1 et n, n+hk ainsi que les
termes de stabilité intrinséque de l'acide glutamigue et du
glutamate de nitrobenzyle; toutes les autres interactions sont
présumées faibles devant celles-ci.

MILLER et NYLUND (18) ont proposé une approximation

pour chaque résidu acide glutamique transféré nous avons

£410,,
résidus §N02 transférés dans le voisinage
f glu
. . . £4NO,, o
a7 AGT. = AG (glu) + ( ——=——) aG_  (¢NC,)
-~ he hc 1-£4H0 hie 2

2

e o . . . C
R (glu) et Ath (¢N02) étant les énergies libres

de conversion d'un résidu acide glutamique et d'un §NO respec-

2
tivement, d'une hélice a non chargée 4 une chaine statistique
b ]

non chargée.
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o . .
- AG est l'énergie de transition observée sur le

he
copolymére. AGEC (glu) étant connue, on peut donc calculer
AGZC (¢N02) : 1l'énergie libre de transition d'une chalne

hypothétique de glutamate de 2 nitrobenzyle en milieu aqueux:

o (o]

B MG - AG” (g1lu)

T® a6, (480,) = ( he  he ) £ glu
£4N0,,

En étudiant la variation de l'énergie libre de

transition AGEC (¢N02) en fonction de la température, 11 est
o
he

ASEC (¢N02) de la transition 4 partir de la relation

possible de connaltre l'enthalpie AH (¢N02) et l'entropie

o] : ~ o _ a®
(E; ekl (¢uo2) = A%Q@NOQ) 7 thé¢a02)

3-2, Résultats expérimentaux.

Les mesures de pH ont été réalisées au moyen d'un
pH métre Radiometer modéle 26. Nous avons utilisé une électrode
de mesure en verre [(Ref.Radiometer G 202 C) et une électrode
de référence au calomel (Ref.Radiometer XK L4O1).
- Préparation des solutions.

Pour chaque copolymére une soluticn stock
est préparée. Elle servira 4 faire les mesures aux cing tempé-—
ratures (1°C, 11°C, 25°C, LO°C et 55°C).

Pour cela on dissout 150 mg de produit dans un léger exceés de
NaHCO, 0,11
L¥aCl 0,24
On travaille en présence d'un électrolyte fort pour diminuer
les effets de polyélectrolyte.
Lorsque le produit est dissous, on compléte 4 100ml avec NaCl
0,24. On fait alors un spectre U.V et on détermine le % exact
de @NO2 ( voir chapitre I).
On met ensuite en dialyse contre NaCl 0,2M durant 12 heures
( on é&limine ainsi 1l'excds de NaHCO_ et le 002 qui pourralent

3
perturber le dosage).
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On refait un spectre U.V aprés dialyse. On observe souvent

une diminution de densité optique. On suppose alors que la
différence est due 4 une hydrolyse des groupements nitro-
benzyle {(en effet l'opération avait été réalisée au préalable
sur le PLGA ayant servi & la préparation des copolyméres et
avait montré qu'il n'y avait aucune perte de poids au cours de
la dialyse). On détermine alors le ncuveau taux d'estérifica-
tion.

On préiéve 20ml de la solution que l'on met dans une cuve
thermostatée et on dose avec une sclution d'acide chlorhydrlque
0,058 et de NaCl 0,2M au moyen d'une burette graduée au iOOeme
de ml.

Au début du dosage tous les groupements carboxyligues sont
salifids {g=1). Scit x le nombre de groupements carboxyliques
présents dans la solution.

Lorsqgu'on ajoute n ml d'acide chlorhydrique on a n .0,05,10
résidus -C00 qui passeront 3 1'état -COOH; par conséquent
le coefficient de dissoclation g sera :

X - n.0,05.10 3

X

3-2-2. Etude des courbes de titration. Détermination

Les courbes de titration des cing copolyméres et du
PLGA & 25°C sont représentées sur la figure 3-3., Nous voyons
gue lorsque le taux de @NO2 augmente les courbes de titraticn
sont déplacées vers les hauts pH avec un déplacement plus
important pour les faibles valeurs de a. {Notorns le comportement

anormal des copolyméres 016 et 0,, & pH < 5. Ce phénoméne est

22
certalnement du 4 la prec1p¢tatlon}c

Donc¢ pour un méme pH nous avons un coefficient de
disscciation o d'autant plus faible que le copolymére est riche
en @NOEQ Les raisons de ce comportement sont difficiles &
déterminer, la nature des forces électrostatiques & 1l'intérieur

du polymeére étant mal connue; mais il semble gque la chaine
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latérale hydrophobe fasse varier ls constante diélectrigue
du milieu & travers lequel les chaines latérales chargées
interagissent.

A partir des courbes de titration de la figure 3-3
il nous a été possible de tracer les différentes transitions
observées en dichnrolsme circulaire 8 partir de &3222 en fonc-
tion du coefficient de dissociation o.{Fig.3-4).

Pour avoir une meilleure comparalison entre les dif-
férentes courbes en forme de sigmoide nous pouvons tracer
in (fhfl-fh) en fonction de @ G(fh étant le pourcentage d'hé-
licité) {(Fig.3-5) en estimant que la ccurbe sigmoide puisse

2tre déerite par 1'équation empirique de STEIGMAN et COSANT (92).

fh = (i*e—a+bu)
1

——1 = ~a+b «

fh
! 1

ln{ -1} = -atby
fh
fn

in = a-ba
]*fh

Le graphe de ln(fh/l-fh)en foncticn de a est donc une droite

de pente b et dont l'ordonnée 4 l'origine est a. b est une
mesure arbitraire de la coopérativité de la transiticn { b sera
d'autant plus grand que la transition sera coopérative). Le
rapport a/b nous fournit le o du milieuw de la transition.

Les valeurs de a, b et a/b= g sont reportées dans

1/2
le tableau 3-1.

8 b a1j2
PLGA 3,15 7,81 0,k
Copo 03 3,25 T,5 0,51
Copo 06 3,25 6,65 C,49
Copo 0, 2,95 6,05 0,49
Cope O, ¢ 3,65 6,00 0,61
Copo 0, 4 5,65 0,71

Tableau 3-1. Valeurs de a, b calculées 3 partir de 1'Zqua~-

1/2
tion de STEIGHAN et COSANT.
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Nous voyons gue la coopérativité de la transition diminue
lorsque le taux dei@NOE augmente, mais semble tendre vers

une limite (Fig.3-6). Un tel effet pouvait &tre attendu par
l'introduction d'un résidu stabilisant 1'hélice tel que le
groupement nitrobenzyle. Lorsque le taux de2§A02 augmente les
interactions non &lectrostatiques entre charges lors de la
transition nélice-chalne diminuent. Ainsi la forme héliccidale

va étre rompue moins brusquement par une augmentation de ao.

benzyle qul, s'il est soluble dans l'eau, serait sous forme
héliccTIdale et indépendant du pH.

La variation de o en fonctlon de la teneur en

1/2
@mog est difficile & interpréter, %y augmente avec le pour-
centage eni@NO?, malis sa valeur est cependant la méme pour

0 0. et O]Oa Cela peut &tre considéré comme &tant du domaine

3 76
des erreurs expérimentales.
N a?/Q N

D
-%..

;i"t_* + + -1
(ﬁ‘\\
_F NL‘@ + Ct‘s / 2
; = do,u

6 “®«~..._W__M ® |
R o 40,2
i
5 . . T
0 10 20 BoNO,

Fig.3-6., Variaticn du facteur b et de o en foncticn du

1/2
pourcentage de @m O2 o



Les courbes de titration modifiées son* obtenues
en tragant [pH-log(a/1-a)l en fonction de ao. Nous voyons que
leur allure est affectée par la présence des groupements@?Nng
Les courbes dues au Copo O3 se rapprochent assez bilien de celles
obtenues & partir du PLGA (Fig 3-2).

Si nous reportons sur un méme graphe les courbes
obtenues § partir des cing copolyméres 4 25°C (Fig 3-12) nous
voyons que le pK apparent (ﬁpH—log (a/1-a)] augmente pour une
valeur de a donnée lorsque le taux dea@ﬂo? crolt. On auralt pu
s'attendre a4 l'effet inverse. En effet lorsque le taux dziixog
augmente la densité& de charge diminue., Elles devraient donc
interaglr moins et ainsi fournir l'effet contralire; c'est I
dire un pK apparent plus faible.

- o

S,0M 0. A
s pH-log e "’“""““‘wméi.....wm«-wm - |
7 T ;
-~ - !
~ N :
7/ ;
/ ;
\Z 16 . ?
e /meﬁwnhm‘.“‘ - - ;
[ -
F T i
. ;
- |
5,0 .f R :

i -

; b
pe
/ s i
;»\.\\ ’(/
L [ VR U { ; NG S U S
o 0,2 0,b 0,6 0,8 1 5

Fig 3-12. Courbes transformées des cing copolymires 4 25°C.

D'autre part on peut admetire a°

fapras les figures
3-7 4 3-11 que le pK intrinséque n'est pas affecté par 1'incor-
poration de @N(L)et gu'il est toujours de 4,5. Cette esti-
" [t

y

mation n'est valable gue si les gsroupements 0. ne modiflent
A i £ N I
o

pas l'accessibilité du solvant aux groupements carboxyliques

Il semble raisonnable d'admettre cela car les groupe~



53}

J

tpH_ log % __ copo O3

4,1’

70

11°

Qu.‘ ef
0 02 04 06 ) 08 ' T

Fig3.7



ag

copo Os6

71

o

04



copo 010
55°

72

Fig3-9




A
T %

26°

10°

Fig3-10



471
85|

51

IS

a7t
==
56|

52|

A8}

copoQO,, 7

40°

25°

10°

10

02 03 06 08 =

ik

Fig 3-11



75

ments carboxyligues ainsi que les groupements nitrobenzyle
sont portés par une chalne latérale suffisamment longue et
flexible pour que l'accessibilité du solvant aux groupements
-COOH ne socit pas génée.

Pour tenter d'expliquer ce phénoméne, certains
auteurs ont proposé plusieurs modéles :

- NAGASAWA et HOLTZER (93) ont calculé les interactions
électrostatiques dues aux charges réparties sur la surface
d'un cylindre. Ces calculs ne peuvent expliguer l'augmentation
des interactions électrostatiques lorsque le taux de groupe-
ments hydrophobes augmente, 2 moins que la constante diélectri-
que du solvant solt traitée arbitrairement comme un paramétre
que 1l'on puisse ajuster. Dans cette théorie les charges sont
considérées comme des moyennes, ce qul n'est pas réaliste.

Ces auteurs ont donc essayé de réaliser leurs calculs en uti-~
lisant les équations du potentiel &lectrostatique de charges
discrétes portées sur un cylindre, mais sans succés.

- Par contre TANFORD et KIRKWCOD (10) ont résolu lie
probléme pour des charges discrétes mais attachées 4 des sphéres
et en posant l'hypothése suivante : l'intérieur posséderalt une
faible constante diélectrique et ces sphéres seralent immergfes
dans un solvant de forte constante diélectrique. Quand les
charges discrétes sont déplacées depuis la surface de 1la
sphére et qu'elles sont enfoncées de plus en plus profondément,
donc qu'elles péneétrent dans un milieu de faible constante
diélectrique, les interactions électrostatiques semblent alors
augmenter d'une fagon considérable. L'introduction des charges
dans la sphére aménerait un plus grand nombre de lignes de
force é€lectrostatique &4 agir & travers le milieu de falhle
constante diélectrique et condulrait &ainsi 4 une augmentation
des interactions électrostatiques.

Cette théorie peut &tre appliquée a4 nos ccpolyméres:
puisque dans ce cas les chalnes latérales correspondant aux
groupements acide glutamique et glutamate de nitrohenzyle ont
des longueurs comparables, on peut considérer gque les groupe-
ments nitrobenzyle agissent en diminuant la constante diélec~—

trigque effective du milieu & travers lequel les charges inter-



76

agissent (10), donc il y a bien augmentation des interactions

€lectrostatiques.

La transition hélice-chalne réalisée par variation

du pH est une transition indulte par différence de charges;
o
he
d'un groupement carboxylique non chargé de la structure

la wariation d'énergie libre AG correspondant au passage

pelote statistique 4 la structure hélizoIdale. Lorsgu'on
. . . o
applique les procédés de calcul de AG

he
de titraticn expérimentales obtenues sur les copolymér

£

ources

e

4 partir des

s}
4]

acide glutamique—-glutamate de 2 nitrcbenzyle, ce ra &

i
4]

o
ol
£
P
w3

jol
=4
[$8Y
o+
jng
o]
[&7)
8]

r l:

o]

cette wvaleur de AG;c que l'on obtiendra puisgque P

poctentiométrique les r&sidus nitrobenzyle ne peuvent

(6}
et
1
B

f
+
[

w

cbservés. Cependant, étant donné gue 1652§NO? sont répart
de facon statistique et que la transition héiice"chaine est
coopérative (8L), le transfert d'un groupement carboxyligue
(résidu acide glutamique) de la structure chaine & la structure
hélice va également amener le transfert d'un résidu glutamate
de nitrobenzyle voisin, de la structure chalne & la structurs
hélice. Cecl va se refléter sur les valeurs expérimentaies de

o
Atho

Pour chaque résidu acide glutamigue transféré ncus

alions donc avoir f @mOa/f glu résidus glutamate de nitro-
benzyle également transférés. Ceci &tant vral tout le long

de la 4transition.

o
2
0]

Comme nous l'avons wu précédemment l1'énergie 11

de transition d'une chalne hypothétigue de glutamate de

o

nitrobenzyle est donnée par la relation

© ° {glu)
o N he he 277
N O =

AG. | (1 2) {

v

S

 gia

he %
i partir des courbes expérimentales. Cette détermination

7
et

Nous avons essayé de déterminer cette valeur de AG

p
ny

®

s -~

é6té falte 4 partir des courbes des copoliyméres O_; C,3 U,

3

Oy O
Iy

2
wd
et 016’ les courbes correspondant au copclymére 0

inexploitables.
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o
he
rents copolyméres 4 plusieurs températures suivant deux

Nous avons reporté les valeurs de AG des diffée-
représentations : pour chaque copolymére en fonction de la
température (Fig 3-13) et pour chaque température en fonction
de la teneur enibNO2 (Fig 3-14). Dans les deux cas les courbes
obtenues peuvent €tre assimilées 4 des droltes. D'aprés la
relation donnée précédemment ceci ncus permet de calculer

o

Ath (¢N02) aux différentes températures (Tableau 3-2;,

Température AGSC(¢NO2)
cal/mole
1°¢C -752
11°¢C -T75
25°C -900
ho°c ~-11k4k2
55°C ~1328

Tableau 3-2. Valeurs de AGEC(¢NO?) pour différentes tempéra-

tures.

he
fonction de la température (Fig 3-15) 11l est possible de

Si nous repcrtons ces valeurs de 4G (¢N02) en

calculer les paramétres thermodynamigues d'aprés la relation

e}

o]
= ¥
AG (¢N02) BHL

he (@Noe)— Tashc (¢N02)

- la pente de la droite AG (¢N0)) = £(T) fournit
Asgc (¢N02) c'est & dire l'entropie de la transition d'une
chalne de polyglutamate de 2 nitrobenzyle.

- l'ordonnée 4 l'origine est égale a AHEC (¢N02)
c'est 4 dire l'enthalpie de la %transition.

Ainsi les paramétres thermodynamiques de la transi-
tion chafne statistique~h&lice du pelyglutamate de 2 nitro-
benzyle dans NaCl 0,2M sont

a6y (440,) & 25°C = -956 cal/mole.

e}

) = oo i
MM (¢NO2) 2200 cal/mole
AS;c (@NOQ) = + 10,6 cal/mcle/degré.
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Nous voyons donc que 1l'hélice de polyglutamate

de 2 nitrobenzyle qui posséde

une énergie libre & 25°C

KAGEC(¢NO£} de -956 cal/mole est beaucoup plus stable

dans HaCl 0,2M que 1'hélice de PLGA qui posséde une énergie

libre 4 25°C [AG;c(gluﬂ de -130 cal (18). Ceci explique

donc l'effet stabilisant des groupements @NOQ cbservé en

dichroisme circulaire.

Nous woyocns également gue 1'hélice

de polygluta-

mate de 2 nitrobenzyle posséde une enthalpie EAHicthOSE

. o
et une entropie [AS

c¢ NOQ] positives alors Que ces deux

h
paramdtres étalent négatifs dans le cas du PLGA: AHic(glﬁi
-1000 cal/mole, AS;c(glu)= -2,8 cal/mecle/degré . (18)

Discussion.

La potentiométrie nous a permis de calculer les pa-

ramétres thermocdynamigues d'une chaine de polyglutamate de 2

nitrobenzyle dans NaCl 0,2M.

Nous avons reporté dans le ftableau 3-3 les valeurs

des paramétres thermodynamigues de

dans différentes conditions,

Dans ce tableau nous voyons que l'énergie

trouvées

différents acides

dans la littérature.

libre

de transition & 25°C est d'autant plus importante, dong

1'hélice d'autant plus stable, que la chaine latérale est

encombrante. Hotons cependant
obéir 4 cette régle :
la leucine, dans l'eau pure.

d'étude sont différentes pocur
différence observée n'est pas
part il se peut cependant que
valine est ramifiée plus prés

ne l'est la leucine.

Nous voyons également que 1'énergie libre de

elle a une énergile plus

Mais

que la valine ne senmble pas

importante gque

étant donné que les méthodes
ces deux acides aminés, la
forcément significative. D’autre

cet effet soit du la

de

au fazt gque

is chalne principale gue

F ey e
tran

sition augmente en valeur absoclue lorsque la force ionique

de la solutlicon augmente, ce qui était attendu puisqu'

élévation de la force ionigue

hydrophobes.

une

favorlse les interacticus



Tableau 3-23.

Valeurs des paramétres thermodynamiques de

la transition hélice chalne pour différents acides aminés

en solution

dans l'eau.

i “ ,,O [s) o] . o]
g:zii Solvant]l Mé&thode d'étude A\Ihcgs ¢ AHhc AShc Re £
mARE cal/molelcal/mole|cai/mole/deg
Calculée dfaprés la )
Glycine H20 théorie de LIFSON- +451 -488 -3,15 37
ROIG
CalculZe d'aprés la
H O ithéocrie de LIFSON- +202 -588 -2,65 33
2 i ~
ROIG
Mesurée d'aprés la
, . théorie de LIFSON-
- _ N 4 N n .
Alanine H,O ROTG . Cope Bloe 2k 188440 | -0,55+0,12 33
lys-ala-lys
NaBr {Titration sur copo _50 _ _ 56
0,06M Istatistigue ala-lys
;Calculée d'aprés lal
Valine H_ O théorie de LIFSON-| -220 +212 +1,45 37
2 iy,
IROIG.
idesurée d'aprds la
. . jthéorie de LIFSON- N
c / . - + + 37
Leucine H2O ROIG.Copeo Dbloc 150 100 0,7 & 1 31
lys—-leu-lys ;
KF “ Fltrgtlgn sur copo | -385 _ - o7
0,05 Iistatistique lys-ley
§aCl Titration sur copo _ . légérement -~
0,2 lstatistique glu-led 8ko 500 positive 1o
Glutamate Titration sur copo
de 2mtrol KaCl statistique glu- -956 +2200 +10,6 Ce travail
benzyle 0,2M ¢N02
Acide NaCl Titration =125 -1020 -3 15
glutami- 0,1M
que .
KC1 Titraticn -105 ~1120 -3,43 85
0,11
Titration -170 - - 20 i
Titration -167 -975 -1,67 86 ?
+20 +50 +0,20
NaCl Titration -130 -1000 -2,8 18
0,2 *
Titration -130 - - 87
Titration -107 -1200 -3,3 88
Titration -106 - - 89
f'\
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PTITSYN et ses collaborateurs, 4 l'occasion
d'un travail récent (20) ont remis en cause la valeur des
paramétres thermodynamiques de la transition hélice-chaine
d'acides aminés hydrophobes en usolut on aqueuse © partir de
courbes potentiométriques. Ces suteurs reprennent unc &tude
de copolyméres statistiques acide glutamique~leucine déja
entreprise par MILLER et NYLUND (17-19),

Selon PTITSYN et son éguipe, on peut distinguer
deux types de copolyméres :

- ceux gqui contiennent moins de 4% de leucine.

Ces copolyméres ne subissent pas de phénoménes d'agrégation.
Ils ont un comportement identique 4 celui du PLGA.

- ceux qui contiennent plus de 4% de leucine par
contre subissent des phénoménes d'agrégation. Ces auteurs
ont réussi 4 séparer par chromatographie sur "Biogel" des
fractions ne subissant pas d'agrégation intermolféculaire.
Mais sur ces fractions non agrégées ils mettent tout de
méme en évidence des phénoménes d'agrégation intramoléculaire
par des mesures de luminescence polarisée (21).

Sur le premier type de copolyméres ils constatent
une trds légére déstabilisation de 1'hélice lorsque la com-
position en leucine augmente. (I1 faut remarquer cependant
que la valeur de AG;c donnée par PTITSYN pour le PLGA, c'est
& dire -170 cal, est élevée par rapport aux chiffres trcocuvés
dans lsa littérature. Tableau 3-3.)

Sur le second type de copolyméres ils observent
0
he
leucine augmente. Ils attribuent cette augmentation impor-

tante de Ach 4 des phénoménes d'agrégation intramcléculaire.

Par contre, le fait que les copolyméres pauvres en leucine

une treés forte augmentation de AG lorsque le taux de

solent légérement déstabilisés lorsque la teneur en leucine
augmente a été interprété par PTITSYN comme une preuve que
la leucine ne favorisait pas la formation de la structure
hélicolidale lorsqu'elle n'était pas agrégée.

Dans le cas de nos copolyméres nous ne mattons

P . . . [o]
pas en évidence de diminution de Ath pour le copo O%J
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I1 serait intéressant d'€tudier de fagon pluc

précise ces phénoménes d'agrégation intramoléculaire. PTITSYN

et ses collaborateurs mettent bien en évidence une agrégation
intramnléculaire pour un copclymére 4 17% de leurine. Mals
comme le montrent les mesures de fluorescence (21), ce phénoméne

N

u 2
n'apparait gqu'sd la fin de la transition, zlors gue le poly-
I

peptide est totalement sous forme hélicoldele. IL paralt donc

difficile d'admettre que cette agrégation pulsse perturber le

<

o
2
v
i..g.‘
Hh

ses de titration potentiométrique et ainsi fausser les
mesures de la transition hélice-chalne.

Comparons maintenant les wvaleurs cbtenues pour
l'enthalpie et l'entropie. Dans notre cas ncus obserwvoens pour
ces deux grandeurs des valeurs fortement positives, ce qul
n'avait pas été mis en évidence jusqu'd maintenant. Les deux
seuls cas ol l'on observe également AH et AS > O sont cbtenus
pour iz valine et la leucine.Mais dans ce cas, ces valeurs ne
sont que trés légérement positives et eliles ont &té obtenues
dans l'eau pure et non en solution saline comme dans noibres
travail. Quant aux résultats donnés par MILLER et HYLUND {18}
sur la leucine dans NaCl 0,2M ils manquent de précision et 8o
plus gualitatifs que quantitatifs.

D'autre part, nous voyons que l'lentropie de tran
sition du pelyglutamate de 2 nitrobenzyle est positive. On
pourralt donc s'attendre 4 une stabilisation dela structure
nhélicoTdale de nos copolyméres par augmentaticn de la tempé-
rature. Malheureusement il ne nous a pas &té possible de réal

une étude par dichroisme circulaire en foncticn de la tempé-

rature. En effet ceci n'est pas réalisable technigquement actuel-

lement sur le dicarographe dont nous disposons,
Une wvaleur positive de ASO est également obtenue
pour la leucine (18; 37) et effectivement FASMAN et col. ont

bien trouvé une stabilisation de 1'hé&lice par augmentaticn de

hel

la température {(8; 16). Cette étude =z £4& réalisée sur des
yméres statistiques acide glutamlique~leucine contenant
20 & 33} de leucine. Ils ont constaté une sugmentation du

ture augs

¢

A

coefficient bo de MOFFITT et YAIG lorsque la tempér

mentalit.

S

18

e

do
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Ces résultats peuvent €tre mieux compris si l'on
examine l'action de la chaleur sur les différentes interactions
présumées responsables de la stabilité 4o 1'hélire et qui ont
des comportements différents par augmentation de la tempéra-
ture, c'est & dire les liaisons hydrogéne, les interactions
€lectrostatiques et les interactions hydrophobes.

- i1 a été montré que la contribution des liaisons
hydrogéne entre groupements amide dans la stabilité de 1'hélice
en milieu aqueux diminuait lorsque la température sugmentsait
(94). Il est également probable gqu'un effet similaire de la
température se produise sur les ponts hydrogéne des paires de
groupements carboxyliques non ionisés de la chaine latérale(2)
jouant un grand r8le dans la stabilisation conformationnelle.

~ les répulsions électrostatiques entre groupements
carboxyliques chargés responsables de la déstabilisation de 1'hé-
lice doivent diminuer faiblement par chauffage &tant donné la
faible diminution de l'ionisation (observée & partir de la
diminution du pKO) par augmentation de la température (86).

- le troisieéme type d'interactions envisagé
(interactions hydrophobes) semble &tre plus important 3 tempé-
reture &levée. Ces interactions non-électrostatiques entre
shaines latérales ont été étudiées par KAUZMANN (9) et par
d'autres auteurs (10-12)}. Ils déterminent le AS correspondant
av transfert d'une chalne latérale aliphatique d'un milieu
aqueux 4 un milieu non polaire : ils constatent que cette
valeur est positive. Or 1la transition chalne hélice correspond
au passage d'une chalne latérale hydrophobe d'un milieu agueux
4 un milieu plus hydrophobe. En effet dans ces régions de
chafne statistique, & température ambiante, les chaines laté-
rales scnt solvatées par l'eau. Lorsgque le polypeptide voit
sa teneur en hélice augmenter il y a &galement une augmentation
des interactions entre chalnes latérales puisque 1l'hélice par
sa géométrie augmente la probabilité de rapprochement des

chaines latérales le long du squelette palypeptidique.
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Bous avons préparé zing copolymdres statistioues acide
glutamigue-glutamate de 2 nitrobenzyle dont le taux de résidus

hydrophobes 28t cumpris entre 3 et 22%,

Une 2tude par dichroisme circulaire en fornction du pi

g permis de mettre en &vidence l'importance du r8ic des gro-uo-
ents nitrobenuzyle sur la stabilisation de 1'hélice 4 partir

de 1'observavion des bandes intrinséques de nos copolyméres.
Simultanénent grace a4 l'étude des bardes extrinséques il nous
a €té également permis de montrer gque des interactions importantes
entre chalnes latérales existalent et &taient en grande partie
responsables de la stabilisation de ls structure hélicoTidale.

Ces phénoménes de stabilisation sont concurencés par des phéno-

3
o
(¥ r)
(5]

. d'agrégaticon lorsque le taux de KG, devieut important

[£9)

3
204Y : en effet lorsque le polymdre est faiblement ionisé i1l

1 o Ve

se produirait zlors des interactions hydrophobes intermcléculeires.

.

réciser, pour une

A

de

L

wd
]
H
pio
2]

De pius cette &tude nous a pe

e

cf‘

des pandes extrinséques, celle situfe aux environs de 340 nam,

l'origine de l'effet Cotton gui serait induit dans un seul

ment nitrobenzyle porté par une chalne polypeptidique sous forme

L'étude potentiométrique a coanfirmé les résul
par dichroIsme circulaire grace 4 la mesure des pa
modynamigques, elle a permis de chiffrer l'action stabilisante
groupements nitrobenzyle. En effet nous observons

libre de transition pour les@\lo2 prés de sept fois

tantes gue celle observée par d'autres auteurs sur

glutamique.
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