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L ' u t i l i s a t i o n  d e s  po lypep t ides  conme noyen d'aporocne 

de l ' é t u d e  d e s  s t r u c t u r e s  seconda i re s  e t  t e r t i a i r e s  Ses p r o t é i -  

nes  e s t  une technique  f o r 6  u t i l i s é e  depuis  d é j à  guelqucs  àécen- 

n i e s  ( P A V L I N G  e t  COREY 1 9 5 1 ) .  

L e s  s t r u c t u r e s  seconda i re s  d e s  po lypep t ides  s o n t  pour 

l a  p l u s  grande  p a r t  t r i b u t a i r e s  d e  l a  c o n f i g u r a t i o n  des c h a î n e s  

l a t é r a l e s  ( l e  s q u e l e t t e  p e p t i d i q u e  r e s t a n t  le mgne). 

11 nous a  paru  i n t é r e s s a n t ,  a p r è s  l ' é t u d e  cias n o t r e  

l a b o r a t o i r e  d e  d i v e r s  polyaminoacides ( t e l  l ' a c i d e  p l y - L - g l u t a -  

n i q u e )  de  comparer e t  d ' é t a b l i r  d e s  r e l a t i o n s  de s t r u c t u r e  e n t r e  

ce  po lyac ide  ( ayan t  deux grouoes methylène dans  sa cnaîne l a t é -  

r a l e )  e t  l ' a c i d e  poly  a-L-aspar t ique (ün s e u l  groupe méthylene 

dans l a  c h a î n e  l a t e r a l e  e n t r e  l e  s q u e l e t t e  p e p t i d i q u e  e t  le grou- 

?cqent  carboxyl ique)  e t  a i n s i  de  dé te rminer  l ' i n f l u e n c e  de l a  

p r é s e n c e  d ' u n  groupe chargé  s u r  l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  du poly- 

s e p t i d e .  

Pour c e  f a i r e ,  nous d isposons  de  d i f f é r e n t e s  t e c ~ ~ i q u e s  

e t  des p r o p r i é t é s  r o t a t o i r e s  du carbone asyxnétrhqu~ (a. C 3 )  dx 

s q ü e l e t t e  p e s t i d i q u e .  

Cependant, avant d ' expose r  nos r é s u l t a t s ,  ~ c u s  c-:-os%- 

rons brièvement  les  s t r u c t u r e s  p r i m a i r e  (séquerices) e t  secon- 

d a i r e  que l ' o n  t rouve  généralement  dans les poly-ept ides .  

A - DESCRIPTION DES POLYPEPTIDES ET DES PEiOTEINFÇ. 

L e s  p r o t é i n e s  s o n t  c o n s t i t u é e s  d ' u n i t é s  p e p t i s i q u e s  : 

les acifieç m i n é s .  C e s  a c i d e s  aminés, e x i s t a n t  dans les  prctél- 

nes  sous  l a  fo,me -L- e x c l u s i v ~ n c n t ,  s o n t  au nombre G'uno vkng- 

t a i n e .  Dans les po lypep t ides  pa r  contre, L e s  u n i t é s  pepti6ique.s 
-. pacvent  etre a u s s i  b i e n  f o r n é e s  àe r é s i d u s  L que  6.e r é s i d ü s  D 

s u i s q u e  c e  s o n t  d e s  polymères s y n t h é t i q u e s .  

L a  séqueccz des  a c i a ~ ~ s  aminés dans les s r c t S i n ~ s  cons- 

titue l a  s f r u c t u r e  ?r imaire.  La séquence linéaire de l a  cha îne  
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p o l y ~ o p t i d i q u e  e s t  a s s u r é e  p a r  les l i a i s o n s  p e p t i d i q u o s  covalen-  

La s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  d e s  p r o t é i n e s  e t  d e s  p o l y p e p t i d e s  r é s u l t e  

l e  ? l u s  souven t  d e  la p o s s i b i l i t é  d e  fo rma t ion  de  l i a i s o n s  hydro- 

gène  e n t r e  110xyg8ne du ca rbony le  e t  l ' hyd rogène  Be l ' a z o t e  m i n 6  

C e  l a  l i a i s o n  p e 2 t l d i q u e  

po lype? t ide  - C = O ...... H - N p o l y p e p t i d e  

L'agencement de  l a  c h a î n e  p o l y p ~ p t i d i q u e  en  une  s t r n r t u r e  ordon- 

n é e  ?est s ' e f f e c t u e r  s e l o n  d i f f i r e n t s  modSles, par exeiiple s e l o n  

l ' h é l i c e  a de PAULING e t  COREY ( f i g .  1) ou en  f e u i l l e t s  p l i s s é s  

4 (£0-me 5 )  ( f i g .  2 ) .  

L e s  h é l i c e s  a s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  d r o i t e s  pour  l e s  po- 

l y p e p t i d e s  b i o l o g i q u e s .  L e s  ùonnScs o b t e n u e s  avec  d e s  po ly -e3 t ides  

cie s y n t h è s e  a p p o r t e n t  une c o n t r i b u t i o n  i r r -por tante  à l ' é t ~ d e  d e  l a  

s t r u c t e l r e  d e s  p r o t e i n e s .  L a  f i g u r e  3 montre les dimensions  d ' u n e  

c h a î n e  p o l y p e p t i 2 i g u e  ccxplé tement  é tendue .  L a  n a t u r e  c i s  ou h r a n s  

du gro71pe amide p l a n  dépend de  l a  n a t u r e  de  l ' a c j d e  â.rriir.6 ( c i s  

pour  lss r é s i d u s  p f o l i n e  e t  hydroxyp ' rol ine ,  t r a n s  pcu r  t o u s  les 

a u t r e s - ~ E s i c i u s  p e s t i d i q u e s .  La chaTne p o l y p e p t i d i q u e  d é j à  oreon-  

n é e  en  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  s e  r e p l i e  s u r  e l l e - m ê m e  poÿr  former  

une rcolécule  compacte p r é s e n t a n t  une c o n f i g u r a t i o n  s p z t i a l o  b i e n  

dé t e rminée .  C ' e s t  c e t t e  géomét r i e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  q u i  f o m e  l a  

s t r u c t - ~ r e  ter t ia ire .  

L a  méth.odé l a  p l u s  employée pour  a n a l y s e r  l a  s t r u c t u r e  

ter t iaire reste l ' a n a l y s e  p a r  les rayons  X ( d i a g r m e  s u r  d e s  mono- 

c r i s t a n s ) .  

L e s  p r o t é i n e s  s o n t  souvent  c o n s t i t u é e s  d e  sous--:nités 

(p ro tomères )  q u i  s ' a s s o c i e n t  e n t r e  el les e t  c o n s t i t u e n t  la S t ï U C -  

t u r e  q u a t e r n a i r e .  L ' a c t i v i t é  d ' un  grand  nombre d'enzymes dépend 

é t r o i t e m e n t  de  c e t t e  s t r u c t u r e  (1) ( 2 ) .  



3 - TX;1TT7AUX Ai4TZRIEGRS EFFECTUES SUR L ' A C I D E  POLY CX-L-AS?~~? .CI~UZ 

L k c i d c  poly-a-L a s p a r t i q u e  cç t  un polypeptide 2c syn- 

t hè se  dont on peu t  v o i r  s u r  l a  f i g u r e  4 l a  géoné t r i e  du r e s l d u  L 

( r é f .  3 )  .. 

Résidu a spa r t i que  
F I G  4 

L e s  pre i ï ie rs  t ravaux e f f e c t u é s  s u r  ce  polypept ide  fureri t  ceux de 

KOVACS e t  co l l abo ra t eu r s  ( 4 )  . En f a i t ,  c e s  pre-ri.iers travaux 2- 

synth8se  C e v a i e ~ t  les mener 3 l ' a c i d e  poly a-L-as2artique f e  

masse f a i b l e  et  souvent sous l a  forme de  copolyn.ère a-f3 L-Aspar- 

t i q u e  avec f c r n a t i o n  d e  cyc les  s u c c i n i ~ i d e s .  

En 1363, SRAKVS e t  SPACH donnaient le s p e c t r e  d ichroique  

des  ac idss  poly a-L-Aspartique e t  goly an aspar t ique  ( 5 ) .  I l s  

okservaient  dé j Z  une f a i b l e  va leur  de  - b en d i s l e r s i o n  o n t i -  

que r o t a t o i r e  e t  une f a i b l e  fo rce  r o t a t i o n n e l l -  ind iqean t  un taux 

d ' h é l i c i t é  beaucoup p l u s  f a i b l e  que c e l u i  de l ' a c i d e  poly a-L- 

glutamique ou l a  Poly-L-Lysine. 

P lu s  t a r d ,  JACOBSON ( 6 )  é t u d i a n t  en d i s p e r s i c n  c 2 t i q ï e  

r o t a t o i r e  l e  pourcentage d ' h é l i c i t é  dans des  sol-ut ions de - chlo- - 
r u r e  dz nacjnésiu;" e t  B e  ch lo rure  de  tétrami>thylaimcni~m. r i  e s t i -  

ma i t  à 20 % l e  taux S ' h C l i c i t é  poc i  l ' a c i d e  poly a-L-As'+rtiqüe 

à pH 4 .  I l  t r o u v e i t  que l a  f o r ce  de  l a  l i a i s o n  ionique  des s e l s  

s u r  les groupes carboxyiiqu-s é t a i  doliDie de c e l l e  observée pour 

l ' a c i d e  poly  a -L -g lu t a~ ique .  



PATRONE, CON10 e t  c o l l a b o r a t e u r s  ( 7 )  e f f e c t u a i e n t  un 
t r a v a i l  s e r b l a b l e  mais  dans  un mélange de s o l v a n t s  eau - rLé than91  . 

l 

I ( 8 0  - 2 0  % en v o l u n e ) ,  e t  dans  des s o l u t i o n s  d e  c h l o r u r e s  2.1~2- 

l i n s .  Leurs  courbe9 p b t e n t i ~ n é t r i ~ u e s  e t  l e u r s  é t u d e s  en  6 i s p r -  

s i o n  o p t i q u e  r o t a t o i r e  les  menaien t  à ne t r o ü v e r  que 2 0  2 eu m a -  

ximun d ' h é l i c i t é  en  p H  a c i d e  ; i l s  e s t i m a i e n t  les p K  a ~ 2 z r e n t s  

Zans KC1 0 , l  M à 3,98 à 2 5 ' ~  e t  4 ,08 à 5 ' ~ .  

D ' a u t r e s  i n v e s t i g a t i o n s ,  de  n a t u r e  mathématique o n t  é t é  

e f  f e c t u ë e s  p a r  YAN-SCREPAGA ( 8 )  e t  MAIGRET-PVLLYm ( $ 1  . La p re -  

n i è r e  ( 8 )  p a r  d e s  c a l c u l s  semi-en- i r iques  mon t r an t  que  l ' t é l i c e  a  

d r o i t e  é t a i t  p r é f é r é e  p a r  r a p p o r t  l ' h é l i c e  a gauche poür l ' a c i -  

de  ~ o l y  a L  a s p a r t i q u e  sous  s a  forme n e u t r e ,  a v e c  une p r é f h r e n c e  

?Our l a  c h a î n e  l a t e r a l e  à a d o p t e r  une c o n f i g u r a t i o n  l o n g i t u d i n a l e  

p l u t ô t  que  t r a n s v e r s e .  
< 

La seconde ( 9 ) ,  b a s é e  s u r  d e s  cal culs^ quan t iques  

. P . C . I . L . O . ,  é t a b l i s s a i t  l a  c a r t e  con fo rma t ionne l l e  Four  l e s  rési- 

dxs g l u t a n y l  e t  a s p a r t y l .  Pour l e  r é s i d u  a s p a r t y l ,  les c a l c u l s  

l c o n f o r n a t i o n n e l s  m o n t r a i e n t  que,  à l ' e n c o n t r e  de  t o u s  l e s  a u t r e s  

I r é s i d u s  ( g l u t a n y l ,  Lysy l )  il f a l l a i t  augxen te r  c o n s i d é r a b l e n e n t  
1 les Ciornaines é n e r g é t i q u e s  pour  o b t e n i r  t o u t e s  les s t r u c t u r e s  se- 

c o n d a i r e s  u s u e l l e s , a  h é l i c e ,  B s h e e t  (de  l ' o r d r e  de 4 Xca l / rLo le ) .  

A i n s i ,  ii a 2 p a r a i s s a i t  que  pour  d e s  c h a î n e s  l a t é r a l e s  t r è s  COUL- 

1 tes ( p o s s é d a n t . u n e  cha rge ,  l a  s t r u c t u r e  s econd2 i r e  v a r i a i t  con- 

s i d é r a b l e m e n t  d e  c e l l e  de  l e u r s  homologues ( a d i d e  poly  a-L- 

g lu t amique )  à c h a î h e  l a t é r a l e  p l u s  longue.  

No t r e  t r a v a i l  de  D.E.A.  a v a i t  c o n s i s t S  à s y n t h é t i s e r  

l ' a c i d e  p o l y  a-L-Aspart ique e t  d ' e n  a n a l y s e r  1~ contenu  h é l i c o ï -  

l da1  e n  p H  a c i d e  par p o t e n t i o m é t r i e  e t  d i s p e r s i o n  o p t i q u e  r o t a t o i -  

I re ( D . O . R . ) .  Nous e n  é t i o n s  a r r i v é s  aux m ê m e s  c o n c l ~ . s i o n s  que  

JACOSS'3N ( 6 )  , P A T R ~ N Z  ( 7 )  , c 'es t -à -d i rp ,  un t a u x  m a x l - m ~ ~ ~  d ' h é l i -  

c i t é  d e  20  '0. 

L ' a n a l y s e  en  d i s p e r s i o n  o p t i q u e  r o t a t o i r e ,  notanment 

dans  l ' é t a b l i s s e m e n t  d e s  d r o i t e s  de  SCBECHTER-SLOUT Four  l e s  sys -  

tèmes polymère - e a u  e t  p o l y n è r e  - s o l v a n t  o rgan ique  noEs l a i s -  

s a i t  p r é s a g e r  ( f i g .  6) que  nous n ' a v i o n s  pas  un mélange s i n p l e  



de structure a hélicoïdale et de structure désordonnée. En effet, 

aucun système polymère - solvant aqueux ne se retrouvait sur les 
droites de SCHECHTER BLOUT pour lesquelles la rotation molaire 

s'exprime en fonction de deux paramètres Alg3 et A225 selon l'équa- 

tion : 

avec : 

A225 = - OI55 Alg3 - 430 (solutions. aqueuses) 

A225 = - 0155 Alg3 - 280 (solutions organiques) 

Aucun système polymère - solvant organique n'était également sa- 
tisfaisant (fig. 5 ) .  

L'allure des,spectres dichroiques n'amenait que fort peu 

de renseignenents, et les études en Résonance kagnétique Nucléaire 

montraient primitivement un système fort cowlexe où des bandes 

de rotation de l'eau'venaient perturber le spectre. Les études par 

infra rouge sur ce polypeptide à l'état solide indiquaient peu la 

nature des structures secondaires en présence. Nous avons repris 

ces études d'infra rouge et de R.M.N. et nous les avons complé- 

tées par d'autres techniques, telles la spectrométrie Raman et 

les rayons X.. . 
Aucune des techniques n'étakt suffisante pour expliquer 

seule les structures en presence (Raman et infra-rouge...) aussi 

nous proposerons nous de rédiger le résultat de nos travaux de 

la même façon que £ut conçue au fur et à mesure la structure com- 

plète de ce polypeptide, à partir d'une idée générale (obtenue 

par les techniques Raman et infra-rouge) à une structure plus dé- 

taillée (Rayons X I  Résonance Magnétique Nucléaire). Les spectres 

dichroiques ne sont discutés qu'à l'avant dernier chapitre, 05 

nous avons pu les reconstituer gràace aux renseignements amenés 

par les autres techniques. 





SYXTZiESE STEREOSPECIFIQUE DE L'ACIDE POLYda-L-ASPARTIQUZ 



SYNTEESE STEREOSPECIFIQUE DE L'ACIDE FOLY - tt - L AS?A3TIQUE 
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Pour synthétiser l'acide poly a-L-Aspartique il faut 

tenir compte de la pureté optique du polypeptide final. Pour ce- 

la nous avons employé deux méthodes de synthèse qui n'a~ènent 

pas de racénisation, c'est-à-dire soit par une synthèse par les 

esters actifs du pentachlorophénol, soit par une polymérisation 

par ouverture de cycle à l'aide des N-carboxyBnhydrides (anhy- 

drides 'de Leuchs) . 
Les deux premières parties décriront les deux méthodes 

(Schéma Fig I.l), la troisième montrera la caractérisation du 

produit. 

A - SYNTKESE DU POLY a L ASPARTATE DE 6 BENZYLE PAR LZS ESTERS 

A~TIFÇ. 

Nous avons 'employé l'ester pentachlorophénylique qui pos- 

sède l'avantage de se coupler sans racérnisation, la vitesse de 

réaction du couplage étant du second ordre au début puis du pre- 

mier 0rdr.e (1) . 
1 - Mécanisme de ld rSaction. 

Le carbone en du groupe carbonyle activé peut perdre 

son activité optique lors de la formation de la liaison peptidi- 
que. La racémisatibn de ce carbone se fait par l'intermédiaire 

d'une 5-oxazolone Cazlactone) . 



La formation n&ie à un taux très faible d'oxazolone suEfit à la 

rac6nisation. 

M & r e  lorsque la formation d'azlactone est irt-ossible, 

on peut observer des racémisations, car dans ce cas une Foniça- 

tion dirccte du proton porté par le carbone a du d2rivé de 

l'aciae aminé intervient. 

R O 
I li 

R - C O - N H - C - C - X  + HI 
I 
H 

L'anion étant stabilisé par résonance et ne pouvant retenir 

l'asymétrie (2) . 

2 - Préparation de tertiobutyloxycarbonyle a~idofo~rniate ---- - 
(.t BOC azidoformiate). 

Le t.BCC &mpêche une raci5nisation éventuelle du carbo- 

ne asymétrique en stabilisant son hydrogène. 

O K R  O-' H R 



L a  p r é p a r a t i o n  du t BOC azodoforn ia te  d o i t  s ' e f f e c t r i e r  soiis l a  

h o t t e  

On r e f r o i d i t  une s o l u t i o n  d e  28 g tBOC ca rbaza te ,  d ' a c i d e  a c é t i -  

que q l a c i a l  (24 m l )  e t  d ' e a u  ( 4 0  m l )  dans un b a i n  c'n 2-;ce. Cn 

a j o u t e  1 6  g de n i t r i t e  de  sodiun (0,23 mole) en s o l u t i o n  à 10 % 

dans l ' e a u  g o u t t e  à g o u t t e  pendant ur.e demi-herire en  conservant  - 
l e  j a i n  à 10'~. L e  mélange e s t  a g i t é  une heure  d a ~ s  l a  g l a c e  e t  

on r a j o u t e  40 m l  ?l'eau. La couche s u p é r i e u r e  de 1 'azi .de est se-a - 
r é e  p à r  décan ta t ion  de 1.5 c îuche  aqueuse e t  on l ' e x t r a i t  t r o i s  - 

f o i s  à l ' é t h e r  (50 m l ) .  O n  co rb ine  les couches organiques e t  on 

les l a v e  avec 50 m l  d ' eau  t r o i s  f o i s  e t  t r o i s  f o i s  avec 50 i n 1  

de  b ica rbona te  de sodium 1 M. 

La s o l u t i o n  e s t  séchée  s u r  s u l f a t e  d- rragnésium e t  on 

évapore sous v i d e  l ' é t h e r .  

3 - P r é p a r a t i o n  du .B-L a s p a r t a t e  de  benzyle.  

Dans un b a l l o n  de  1 1 on i n t r o d u i t  60. g d ' a c i d e  L Aspar- 

t i q u e  (0,45 mole) e t  600 m l  d ' a l c o o l  benzyl ique.  

L e  b a l l o n  est  chauf fé  s u r  a g i t a t e u r  mzgnétique 2100°C 

e t  on f a i t  b a r b o t e r  HC1 gazeux jusqii 'à  l i m p i d i t é  d-2 l a  s o l u t i o n .  

L ' e s t e r  e s t  p r é c i p i t é  pa r  2 1 de t r i g t h y l a m i n e  e t  lavé  à l ' é t h a -  

n o l  ap rès  f i l t r a t i o n .  

On r e c r i s t a l l i s e . 2  10 % dans l ' e a u  à. 80°c 

rendement 4 5  % 

p o i n t  de  f u s i o n  : 224OC 



4 - P r é n a r a t i o n  du t . B O C  R-L Aspar ta t e  de benzyle 

On mélange 25 g de  f3 L A s p a r t a t e  d e  benzyle à 560 m i  de  DYSO, 

3 2  m l  de  t r i é t h y l a m i n e  e t  1 7  m l  de  t BOC az idoformia te  penzaxt 

20 h à T'C ambiante. 

On d i l u e  avec 1 , 6  1 d ' e a u ,  p u i s  on e x t r a i t  t r o i s  f o i s  

avec  150 m l  d ' é t h e r  pour e n l e v e r  l ' a z i d e  r e s t a n t .  
1 

On a c i d i f i e  l a  phase aqueu5e S'pH 3,5 avec l ' z c i d e  c i -  

t r i q u e  e t  on e x t r a i t  p l u s i e u r s  f o i s  avec 3 0 0  m l  d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  

jusqu ' à  l ' o b t e n t i o n  de l a  phase organique i n c o l o r e .  

On l a v e  t r o i s  f o i s  à l ' e a u .  On sèche su r  s u l f a t e  6e ETZ- 

gnésium. On évapore l e  s o l v a n t  ~ I I  grande p a r t i e .  L ' h u i l e  obtenue 

est p r é c i p i t é e  p a r  l ' é t h e r  de pS t ro le .  On f i l t r e  e t  sèche. 

P o i n t  de f u s i o n  : 102OC 

5 - - P r é p a r a t i o n  de  l ' e s t e r  pentachlorophényliq<e du t FOC L 

A s p a r t a t e  d e  B benzyle.  

On forme l ' e s t e r  pentachlorophényliqu& p a r  couplage avec 

la dicyclohexylcarbodi in ide  (DCCI) . 



CH3 
I H O 

I 4 
C H 3 - C - O - C - N - C H - C  

I II 1 

CH3 O CH2 ! \ O  @., 
C = O  
1 
ocH2-(Qc' 

On dissout 10,s g de t BOC f3 L Aspartate de behzyle dans 50 ml 

d'acétate dlSthyle en refroidissank sar un mélange glace + el. 

3n ajouts 10,5 g Ge pentachlorophénol et 7,5 g de DCCI en nélan- 

geant 2 h à O°C puis 24 heures à TOC ambiante. O n  filtre et on 

lzve à l'acétate dtéthyle.(qui enlève le restant de dicycloll',z- 

g l ~ r G e  formée) . 
l Les filtras réil .~is sont la-~és 3 fois 9 K 2 C 0 3  1 M t?t 

4 3 cinq fois .i ltèail. On sèzhe s-ir sulfate de rrial3nSziu.n. 011 

é v q o r e  jusq-J'  à cristallisation. 

Rzndsment  70 % 

Point do fusion 132OC. 

6 - PrSpaxation du chlorhydrate de 1 ' ester p e n t a c ; ~ l o r o ~ ~ ~ 5 n y l i q u ?  

du L-Aspartate de $ benzyle. - 

On dissout 13 g de l'ester pentachlor02h~Snylique du t B3C B L 

Aspartate dqz benzyle d-33s 500 ml d'acetate d'éthyle. On fait bar- 

boter H C 1  dans la golution p.2ndant une deni-heure puis 02 a3ite 



doux heures. On filtre et on sèche. 

Rsndsm?nt : 72 % 

Point d~ fusion : 151'~ 
-1 En infra-rouge on observe la disparition de la bande à 3303 ci? 

(Anide A) caractgristiqus de la liaison peptidiqiie (protsction 

t-BOC) . 
7 - Polycorid~nsation de l'ester pentachloroph6nylique du L - a 

As2artate dt? 6 benzyle. 

La polycondensation est obtenue (3) par régénération ds 

la fonction amine terminale par la triéthylaninz dcns  diifgren- 

tes conditions de solvants, de quantités dla.orceur et à diffé- 

rentes températures. 

Parmi les solvants utilisés citons le Df'LF, le Senzène, 

CClq et Ces condentrations en triéthylémine (TEA) de 1, 2, 3 

équivalents par mole d'ester. Les ten2ératures peuvent varier de 

5OC à 50°C. 

Le spectre Infra rouge obtenu après polycondensation 

(10-~ mole HC1 - +sp - OPC? / 5 al C6H6 et 2 équivalents TEA 
OEzl 

montre 1 'appariti'on des bandes amide A à 3300 cmB1 et mide 1 et 
-1 -1 II à 1650 cm et 1540 crn de même que l'appdrition du pentachlo- 

rophénol dégagé par condensation (fig. 1-2 et 1-31. 

Les polycondensats sont d'abord dialysés contre le D-ME' 

pour éliminer les oligomères formés puis contre l'eau et ensuite 

contre le méthanol. 

Nous n'avons obtenu qu'avec très faible rendement le 

poly a-L-Aspartate .de Benzyle quelles que soient les conditions 

de la polycondensation. 

condensation 
n HC1 - AFP - COZPCP + TEA *I3 - Asp - COIPC? - 

I 
OS zl  05321 

C = 1 % dans ADC 







Ayant obtenu de m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  avec les N - carbsxyanhy- 

d r i d e s  nous avons a3andonné c e s  syn thèses  ( a i n s i  que  l'ester 

a c t i f  du monocathéchol) . 
C l  ) donnent Des mesures v i scos i iné t r iques  ( 0 , l  % dans CAA2 

des  masses de 11 000 e t  1 3  000. 

B - PREPARRTION DU'POLY a-L-ASPARTATE DE f3.BY3ZYLE PAR LES 

;\r - CAEZBOXYkYHYDRIDEç (NCA) . 
L'un d e s  i n t é r ê t s  de  l a  methode par les NCA est qu'il 

1 n ' y  a pas d ' i s o m ? r i s a t i o n  du carbone a lors de l a  p o l p é r i s a t i o n .  

La méthode de préparation c o n s i s t e  3 p r o t é g e r  les groupes fonc- 

t i o n n e l s  de l a  ' f u t u r e  cha îne  l a t é r a l e  par  des esters benzyl iques  

l e t  de £armer l ' a n h y d r i d e  de Leuchs par phosgénation. 



- 1 4  - 

1 - i n i t i a t i o n  par l e  T E A ,  

+ R -CH - CO 
\ 

0 3  I O go - H' -0 R - C H - C ,  R -  C H - C  - O H  HN - CO 
I 

/' 
0 + NR; s-? I 'O ----7 

HN - =*O R;NH+ 
g N  - . C' 

*O 

i I 
CHRNHCOOH CHRNHs 

I n i t i a t i o n  p a r , l e  méthanolate de sodium. 

/,O CH - .C, RCBCOOCHi . 
I O +  CH^ - I + co2 f l  

@"" 

.//O 
R - CH - G, a 

1 O 
8 + NHCHRCOOCIi3+ HNNCR-CO-NA-Cff R-NH-COOCH3 

HN - cQ0 

La polynérisat ion peut se f a i r e  thermiquement d t i ï  subs is te  quel- 
ques ppm d'eau ; l g e &  pregente entraPne aussi l a  dégradation de 

l 'anhydride de Leuchs en acide &in6 de départ. 

E n  milieu aprotique (diakanne, ... ) HCI  formé peut donner 
l e  chlorure  dkaj.de. 



au maximum l'anhydride de.~euchs. 

3 - Synthèse du NCA da l'aspartate de benzyle. 

On net 14,7 g (0,57 mole) de 8 L Aspartate de benzyle 
dans un tricol (branché sur réfrigerant avec tube de KOH) et 

150 ml de dioxanne. On fait passer un courant d'azote pendant une 

d2;ni-heure en chauffant dans un .bain d'huile à 40'~. Ensuite on 

fait passer le phosgène jusqu'à dissolution du NCA et on laisse 

à 40°c une heure. On chasse le phosgene résiduel pendant une demi- 

heure en changeant fréquemment les tubes à potasse. On distille 

sous vide jusqu'à cristallisation. On disscut avec le minimum 

d'acétate d'éthyle et on précipite avec 1,s 1 d'heptane fraîche- 
ment distillé. 

On laisse une nuit B 4'~ et on recristallise plusieurs 
fois ainsi après filtration sous azote, dissolution dans l8acé- 

l tate d'éthyle et prgcipitation dans le n-heptane. 

l Le NCA est séché dans un dessicateur sous vide avec KOH 
ou CaC12 à 20'~. Rendement : 35 %. 

4 - Polymerisation de l'anhydride de Leuchs ; formation du poly 
a L Aspartate de $ benzyle. 

On prend le 1,2 - Dichloro6thane (1,2 DCE) cornne solvant 
et la triéthylamine comme amorceur. 

De nombreux essais ont été effectués dans différents sol- 

vants (1,2 DCE, CHC13, Dioxanne, acétate d8Bthyle) à différentes 

températures (20°C % 60°C) et 2 différentes concentrations en 
amorceur CA/X = 0, 10, 20, 50, 100, 200, 400, 500, 1000). Des 

l 



I 

r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  s o n t  no tés  pour les polymdrisa ts  p r é c i p i t é s  

dans l e  méthanol. 

L'emploi d 'un r e a c t i f  de  couplage e n t r e  les f o n c t i o n s  
amino e t  a c i d e  t e r m i n a l e s ,  t e l  que l a  DCCI n ' a  donné aucun ré- 

s u l t a t .  

Rendement de  polymér isa t ion  : 4 7  % 

[II]= 0 t 26 d l / g  (C = 1 % dans CHC13. - ADC ( 2  % en 
volume) 3 2S0c ) . 

- = 23 OOb ( 4 )  ( d 8 a p r 8 s  e ta lonnage  par sgdimenta t ion)  . W 

C - DEBENZYLATION DU POLY a-L-ASPARTATE DE B BENZYLE (PLAB) . 

On d i s s o u t  17  g de  P.L.AB 3 10 % dans CHC13. On f a i t  pas- 
ser un couran t  de  H B ~  gazeux préalablement  séch6 sur benzène très 
sec jusqu 'a  s a t u r a t i o n .  On l a i s s e  2 4  h  e n  a g i t a t i o n  2S°C. L ' ac i -  
de  Poly-L-Aspartique e s t  f i l t r i S ,  l a v e  3 l ' a c é t o n e  p a r  d i s t i l l a t i o n  
s u r  e x t r a c t e u r  Soxhle t .  

On d i s s o u t  dans NaOH 0.1 N e t  on d i a l y s e  2 3  jou r s  con- 

t r e  NaOH O ,  1 N pou t  e n l e v e r  les p e t i t e s  masses ( o l i g o m ~ r e s )  , p u i s  

c o n t r e  H C 1  0,05 N pendant 2 jours  pour n e u t r a l i s e r  l a  soude res- 

t a n t e  e t  e n f i n  c o n t r e  l ' e a u .  

Af in  d e  c o n t r ô l e r  l e  rendement de  débeiizylation on pré- 

c i p i t e  une p e t i t e  p a r t i e  p a r  l ' a l c o o l  g thy l ique ;  L 'é tude  en U.V. 
montre une débenzyla t ion  t o t a l e  ( taux de  groupements benzyle  r6- 

s i d u e l s  < 0 , s  % r = 200 1 mole-' c m  -1 à 260 mu 1 .  

L'ac ide  pofy-a-L Aspart ique est a l o r s  l y o p h i l i s 6 .  l 
~ ' e t u d o  r a p i d e  en 1 n f r a - ~ o u g e  ( p a s t i l l e  KBr) donne les 

bandes Amide A : 3300 cm-' 

(c=O) s t r e c h i n g  a c i d e  : 1730 cm-' 

Amide 1 165Q c m  -' ' (-CO-NB-s t r e c h i n g )  
Amide II 1520 cm" (-NH s t r e c h i n g )  
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Caractézisation et pureté de l'acide Poly, a-L-Aspartiqui3 

a - !.lesuxea dea mahaea moLéculaLhes , 

Par tonométrie et osmomStrie, le polfllre obtenu par 

NCA a une masse en nom5re de 7000 6700 c MD c 7 3 0 0  (Don 56). 

Par tonométrie 

Par osnométrie 

Solvant D-W, ré£ érence benzyle (masse 2 1 0 )  

*'étalonnage : 8830 kg/mole 

K pL Aspartique 1 , 2 1  kg/mole 

7 0 0 0 ~  Mn < 7 5 0 0  

Solvant NaCl Or2 M 

6 7 0 0  c Mn c 7300 

Etude viscosimétrique ln] = 0 , 1 6 3  dl/g 3 pH 7,3 dans NaCl 0 , 2  M. 

b - EAudea U . V .  eit T.R. : Reche/rchi) d e a  cyc t eb  ~ucc in i rn idea  

En U.V.'on observe une débenzylation totale 

(E = 2 0 0  l.mole-' c m 1  à 2 6 0  mu r % < O r 5  

En I.R. apparition des bandes Amide A, 1 et II. 

~ La formation possible de cycles succinimides lors de la 

dgben<ylation du poly L Aspartate de benzyle Coit être contrôlee. 

N O G U C ~  J. CS) ,  KOVACS et al. C o ) ,  ADLET et FASMAN (7) ont re- 

porté les spectres I.R. des cycles succinimides (1782 cmw1 faible 
1715  cm-' (s) 1 6 7 0  cm-' ( s )  : cycle pyrrolidone) formés lors de . 

la débenzylation du PLAB (dans l'acide acetique glacial) ou lors 

de sa polym6risation dans des solvants tels que DNSO ou DXF (7). . 



Y O H  
1 11 1 NaOCH3 

(-C-C-N-) 
i n 

> 
DYSO 
DMF 

NaOH O 
il 

(e:;--Xi) I t 3 - c ~ ~  C02Na N-x 

CO,Na 

a-@ poly  L Xsp 

Cependant ADLER e t  FAÇMAW ( 7 )  n ' o n t  pas  r a p p î r t é  l a  présence  de 

c y c l e s  irnides l o r s  de  l a  polymér isa t ion  dans CIICl3 e t  s o l v a n t s  

c h l o r é s .  

De p l u s  ADLSR e t  FASMAN ( 7 )  s i g n a l e n t  l ' e x i s t e n c e  d'un 

l a r g e  e f f e t  Cotton n é g a t i f  en Dichroïsme c i r c u l a i r e  à 258 ' 2 mp 

e t  242 rnp dû à l ' a b s o r p t i o n  du c y c l e  imide. 

Aucune d k s  bandes I . R . ,  e t  d ich ro îques  n ' e s t  venue confir- 

m e r  dans n o t r e  polymère l a  présence do t e l s  Cycles ou du copoly- 

mère a- 5- L poly  ~ s p a r t a t e  de  sodium, n i  un r e s t a n t  de groupe 

benzyle (1734 - 1673 - 1527 cm- ' ) .  

I c - EXudea en V . O . R .  

Lzs é tudes  en d i s p e r s i o n  o p t i q u e  r o t a t o i r e  o n t  anené 

pour l e  p a l y  L Aspar ta t e  de  benzyle les v a l e Q r s  su ivan tes  s e l c n  

l e  mode de  polymér isa t ion  u t i l i s é .  

Pour l ' e s te r  a c t i f .  du pentachlorophénol  {polycondensationk : 

- - I ~ I ~ ~ ~ ~ ' -  16,4O (C = 1 % dansA.D.C.) 
20°c 

Pour les N carboxyanhydridides (polymér isa t i6n)  

- - mp- 16,8O (C = 1 % dans A.D.C.) 
20°c 

Deux s o l u t i o n s  peuvent se p r é s e n t e r  : 

- ou les deux polymères o n t  racémis6 de  l a  m h e  façon 
- ou l e s  deux polymères n ' o n t  pas  du t o u t  racémisé e t  



ne contiennent que des résidus L. C'est cette dernigre solution 

que nous avons pr6féré prendre car en effet il paraîtrait trés 1 
étonnant q u s  d l w  façons aussi différentes (par synthèse pepti- 

dique ou par polymérisation par ouverture de cycles) puissznt 

récémiser de la mgme façon. 

d - Rechetrche dea c y c l e a  a u c c i n i m i d e a  pat  mé4hode e n z y m a t i q u e  : 
D i a e a t i o n  de  ! ' a c i d e  . p o l y  L-Anpnk.t.ique pdrr l ' a m i n o p e , g t i d a a e  M. 

Des cycles succinimides n'ayant pas été dÇcelés (ou déce- 

la5les) par des mgthodes optiques, nous avons essayé de les mst- 

tre éventuellement en évidence "par une méthode de digestion enzy- 

mitique. L'hydrolyse à partir Ues extrémités aminées s'effectue 

par l'aninopeptidase M. L'hydrolysat a été ensuite déposé sur 

une plaque d'électrophorèse à basse tension, puis une chronato- 

graphie a été effectuée avec la ninhydrine (xévélation du L - 
Aspartique) et 1 'Ortho-Tolidine - Chlorine (8) (révélation des 
cycles succinimides). Seule une tache révélée par la ninhydrine 

a;-pparaît et est caracté.ristique de l'acide L - Aspartique. La 
révélation par l'O. ~oiidine n'a donné aucune tache. 11,semble- 

rait donc qu'aucun cycle succinimide n'existe dans le polymère 

(auquel cas on aurait eu un polyseptide dont la migration est 

proportionnelle à la masse). 

Mode opératoire: hydrolyse par l'aminopeptiddse M. 

0,l - 0,5 p mole de peptide lyophilisée est dissous 

dans 0,2 - 1 ml de tampon bicarbonate d'ammonium 0 , l  M à p H  8.  

~'hyü.rolyse,est effectuée avec l'aminopeptidase M 

(0 ,s  mg p mole de peptide) pendant 24 h - 4 8  h en présence d'une 

goutte de toluène. L'hydrdlysat est ensuite lyophilisé. Les aci- 

des aspartique et glutamique ainsi que leurs amides respectives 

sont identifiées par électrochromatographie 9ur papier. 

Réactifs : 3 mg Acide poly L Aspartique + 1 fi1 Bicarbonate 
NH4 0,1 M p H  8 sont ajoutés à 5 mg Aminopeptidase M dans 1 ml 

de bicarbonate NH4. L'hydrolyse s'effectue pendant 24 h à 37OC. 
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A - ZTUDES EN INFRA-ROUGE FONDRYZNTAL. 

a - Rappels bibliographiques. 

L'infra-rouge fondamental (région 4000 cmm1 - 250 m - l )  . 
est une technique puissante dqinvestigation de la structure des 

protéines et des polypeptides. De nombreuses études, tant quali-, 

tatives (1), (2) que théoriques ( 3 ) ,  ( 4 ) ,  (5) ont fait de cette 

méthode dl inves tiga'tion une source riche de renseignements sur 

la structure confornationnelle des protéines, principalement 

dans 1 'étude des bandes amides A ,  B, 1, III', V et VII.  fin 
de bien situer le problème), nous avons reporté les caractéris- 

tiques des bandes Amides. 

- Les bandes Amide A (3300 cm-') et B (3100 cm-') pro- 

viennent de la résonance de Fermi entre le premier état excité 

de la vibration streching N - H et la vibration Amide II. 
- L'Amide 1 ( 1.1650 cm-') est un mode streching (C=O)ç 

78 %, CC-N) 10 % et N-H bend 10 %. 

- Amide II ( 2 1550 cm-') NH bendfng (63 % )  dans le plan 

et CC-N) streching 44 % 

l'Amide II et l'amide III viennent de l'interaction du groupe 

O = C - N e t N - H .  

- l'Amide III est due à l'interactfon CC - N)St 35 % -  

et (N - H) 29 % (couplage de phases opposées) . 



l a  ban le  Amide III (2 .  1 4 5 0  cm-') s e  s i t u e  dans l a  r ég ion  des  

(C  - C) ,t e t  (C - N )  s t r e c h i n g  a i n s i  que des déformations des  

CHa e t  CH2.  

- L'Amide I V  e s t  un mode bending O = C - N peu dépla- 

c é  pa r  D20. Les f réquences  amide I V  s o n t  s e n s i b l e s  aux i n t e r a c -  

t i o n s  v i b r a t i o n n e l l e s  s u r  l e s  groupes CONH d 'une  chaîne  polypep- 

t i d i q u e .  ( r ég ion  6 0 0  - 650 cm-') . 
-   mi de'^ (2. 700 cm-' (Y H) bending h o r s  du plan.  C e t t e  

bande e s t  déplacée v e r s  5 0 0  cm-' dans D20 ; e l l e  e s t  de p l u s  

t r è s  s e n s i b l e  à l a  f o r c e  des l i a i s o n s  H. 

- Amide V I  ($ 600 cm-') (C = O )  bending hors  du p l a n  

- Amide VI1 : c e t t e  bande e s t  a s s o c i é e  à l a  r o t a t i o n  

i n t e r n e  au tour  de l a  l i a i s o n  C - N (vers 210 an-') 

S y m b o l i ~ m e  employé pou4 Lea v i b / t a t i a n a  en T . R .  e t  Raman. 

H 
* c 4 *  V~ 

( 1 s (Vibra t ion  de va lence  symétrique) 

i '*, St rech ing  Syrnetric 

v~ C > (Vibra t ion  d e  va lence  ant i symétr ique)  
a  

Antisym s t r e c h i n g .  

6 (  ) (Déformation a n g u l a i r e )  

y, c 1 (Rota t ion  dans un p l a n )  

Rocking 



t 

% (Balancement) 

Wrigging 

Expteasionn d e b  pqtentitba de. .torrnion au.toun de& lsiainonb 
( N  - c ~ )  ek C~ - COI 

1 c a -  C' ( = O ) .  Y = - v 0  (1 - cos 3*) O 
2 Sr 

Ve = 1 Kcal/mole 

Les spectres infra rouges des protéines dans les régions des 
bandes amide 1 et 11 sont caractérisés par des fréquences qui 

sont déplacées suivant la nature de la structure secondaire de 

ces protéines (hélice , structure désordonnée (ou Random Coil) ) 

châines plissées parallèles ou antiparalléles;. Le tableau 1 

résume l'ordre de ces férquences suivant la sl..ructure secondaire 

des protéines. 

TABLEAU I 

Fréquences Infra-Rouge observées pour les protéines. 



L- tableau II donne les fréquences observables pour 

des poly3eatides comme la Poly-L-Lysine et l'acide Poly - L - 
Gluta-nique. 

TABLEAU II (réf 2 )  

Polyceptide 

L o l y  L Lysine 

Sol-ution dans D20 

Acide Poly L  luta ami que 
soluticn dans C20 

5ilm (non deutéré) 

Bandes amide 1 (1i20) et 1' (D20) de la poly L-Lysine et de 

1 'acide 3oly 1,-glutamique dans les conformations hélice a 

et non ordonnée. 

Les spectres infra-rouges ont été obtenus soit en pas- 

tille R B r  pour la forme solide, soit en solution à différentes 

concentrations dans l'oxyde de deutérium (DZO) plutôt que dans 

l'eau, celle-ci ayant de nombreux pics dans la région étudiée 

(entre 2000 - 1 4 0 0  cm-'). Une cellule épaisseur variable corn- 

portant des fenêtres de bromure d'argent (60 % ABS jusqu'à 

250 cni-'1 a été utilisée pour enregistrer les spectres sur un ap- 

pareil Perkin-Elmer 257)- 

Les plus fortes concentrations (70 % en poids dans D20) 

ont été enregistrées avec des pastilles d'AgC1, et des concentra-. 

tions Ze 1,s 9 à 0,75 % ont Pté enregistrées dans une cellule à 

é~zisse-~r variable (fenêtres en AgBr) afin d'obtenir la meilleure 

définition possible des spectres. 

- 

v (O), hélice 
-1 cm 

1635 

1 6 4 0  

1 6 5 2  

v (non ordonnée) 
cm -1 

1 6 4 5  

1 6 4 3  

1 6 5 7  



.-. * - c - c . : b ~ l i  lm:-.nts e t  i n t e r p r é t a t i o n .  
--.---- 

_1__- 

7 - F@"L,"T? ~ : ? C L C J C ~ .  - ------- - 
Ite tableau 111 et les f i g u r e s  1 e t  2 donnent  l ' a l l u r e  

d e s  s p e c t r e s  d c  l'acide po ly  L a s p a r t i q u e  a i n s i  que son  s e l  d e  

sc<ix:? ::oiiç l a  forme s o l i d e  ( p a s t i l l e  K B r ) .  

-..-. - - _--- 
tate Poly -L-  

Aspa r t i que  A t t r i b u t i o n s  

(groupement COO- ) 
1 5 - 0  M vc,- non s o l v a t e  

L. -0 
: c ; i 3  I",-1. 1 f3 /+ 
1 - 1 ' -  "1 P .  1 (F:C od PG II) 
i"!i E -  : .T ( f i#  (forme f 2 )  
: - - . L I  r.1 i c o > - ) a  
- . - - -  . 1 Ar! II ( R . C  + B {+) 

jl4LO T'F 6CB + Am III + (COO-) S 

- -,- ' l ' - , \ J  N 
1 1 4 0 

? i? F v (C-C) ch. l a t é r a l e  
2 ;; f 

lt i 0 ? 1 
0 1 CH,, r 

rS 6 1 :i ?JI 
{. > r, 

4 , 7  >; i : * -  

k ;  
- - 

rx b é l i e e  (C-C-N) 
3 2 Irll V I 1  ( h 6 l i c e  31) 

3 3 5  ?4 (hélicz a) 

3610-3490 Bande OH a s s o c i é  
i n t r a  e t  i n t e r n o -  
l é c i l l a i r e  

3310 Anide q 
2 9 5 9  f CI1 2 
2600 f COOH 
2 3 2 0  = NH+ 
1730 (C=O)  s t r e c h .  a c i d e  
1650 F Am 1 (a h é l i c e )  

1520 F Am I I ( a  h) 
3. 4 1. 0 F & C H ,  Am III 
1. 3 1. O Y t  
1230 f CH2 w 
1 1 4 0  f 

975 f 
CH2 

9 2 5  (Ca- C - N) strech 
835 F (C-N) st, + cx2r 
775 F CI:2 r 
695 M Ar.i V ((B-/IC) 
670 

Ari V (R.  c o i l )  
Ani I V  (ci h é l i c e )  

Déformation du sque 
l e t t e  (a  . 

Déformation du s q u e l e t t e  3.53 l lg5  ;1<'1 icc 3s (1. Re 1c) in ta in)  

TABLEAU III 

Spectri:':; :i.:iif~tr~~.-ro?.:ycc 9 I ' 6 t a . t  solide de l'acide po ly  L aspar-  

tique et dc son s e l  de sodium. 
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Sous sa forme sel de sodium, le polypeptide (solide) 

(fis 11-1) montre des bandes amide 1 à 1690, 1672. 1655, 1595 cm-' 

caractéristiques des formes 8 antiparallèles (1690 - 1672 cm-') 
(réf 5) , non ordonnées (1655 cm-') et une dernière bande très in- 

tense à 1595 cmd1, 

Sous sa gome neutre, 1,aci.de Poly D-Aspartique 
1 (L-AS~),~ voit SB bande à 1655 cm-1 se deplacer à 1650 cc', va- 

OII 
leur caractéristique d'une structure en'hélide a . Pour le sel 
de sodi-m. la bande amide III est très intense et semble conte- 

nir plusieurs pics ( 6 (CH) , Am III, v (COO-) s) . La bande à 

1560 cn-1 1 (~00-) , I  disparaît compléternent sous la forme acide, 

en relation avec i'absorption du groupement darboxylate observée 

par CHIRGADZE, FEDOROV et TRUSHIVA (7) . La bande à 945 cmm1 r Ca- 

ractéristique de la vibration streching v(C-6)ç de la chaîne la- 

térale portant le grouperrient cakboxylate est déplacée Zl 925 cm-' 

quand on passe au groupement carboxylique non ionisé (17) 

(hélice a) (f ig 11-2) . 
Dans la région (1000 - 250 cn-l) (fig. '11-2). région 

des vibrations du squelette peptidique, La région amide V offre 

une grande diversité de fréquences ; la bande du polyacide non 

ionisé à 650 cm-1 est celle d'une hélice a .  (17) (voir tableau IV). 

Sous forme sel de sodium, les bandes 3 625, 595 et 520 
520 cm-' sont car8ctéri;tiques d'une structure f! antiparallèle 

(tableau V). Les bandes à 945 cm-' et 375cm-' peuvent être at- 

tribuées à une stkucture proche d'une hélice 3' corne de la ooly- 

glycine II (365 cm-') (1) et le pic large vers 520 cm-' pouvant 
-1 aussi être attribué R cette structure (559 cm et 352 cm-1 pour 

(L-Ala-Gly-Gly), (15) qui est aussi une hélice 31 (tableau VI). 

La bande'& 335 cmi1, ne se déplace pas lorsqucon passe 

du sel de sodium k la forme neutre mais est fortemeat élargie 
Crégion hélice a 335 - 350 cm-' (1) ) .  

La bande à 945 cm-' (sel de Na) disparaît complétement 

lorsqu'on passe 3 la forme non ionisée, et la bande a 925 cm-1 
augmente fortement en intensité Chélice a) (tableau IV). 

1 





1 R Attributions 

613 (1) C '  = O bending hors du plan 

622 ( / A  (B1) .NH bending hors du plan (Am V) 

528 Déformation du squelette peptidique 

434 / (B2) ' C" - C B bending 
447 ( L (B1 et B3) (résidu alanine) 

329 ( J - , / / )  ca - C f3 bending, 

242 / (B2) déformation de la chaîne principale. 
r 

TABLEAU V 

Fréquences observées (cm-') et attribution de la poly-L-alanine 

avec la structure f3 antiparallèle (ré£ 17). 

Fréquences observées (cm-l) et attribution des bandes pour les 

copolymères (L-Ala-Gly) (forme 8 )  et (L-Ala-Gly-Gly) n'' (forme PG II) 
en infra rouge lointain (ré£ 17). 



l 

A 1000 cm-' on observe une faible bande, intéressante par 

le fait qu'elle redonne par combinaison avec les bandes amide V 

les bandes amide 1, 
(Am IVl, 

Pour l'a hélice 650 cm-' + (1000 cm ) --> 1650 cm-' 

Pourles O+ 625 1625 cm-1 

2 - Etude en m i l i e u  deutEké de la t ~ a n n i , t i o n  en donct ion du pH : 

Nous avons Choisi de prendre D20 corne solvant "aqueux" 

les bandes de l'eau pure étant importantes dans la région étudiée 

(2000 - 1400 cm-') alors que l'oxyde de deutérium n'offre pas ces 

inconvénients. 

Deux types de spectre infra rouge ont été observés sui- 

vant que l'on s'est' placé à forte concentration (fig. 11-3) ou 

en milieu dilué Cfig -11-4 et II-5) . 
En milieu très concentré Cfig. 11-3) une bande à 

1635 c m  (intense) subsiste pendant toute la transrtion en fonc- 

tion du pH ; en plus de la bande à 1445 - 1455 cm-' il apparaît 

alors une bande à 1475 cm-' lorsqu'on baisse le pK, bande qul est 

retrouvée seule, en milieu dilué (bande Amide If ' ) .  La bande à 

1635 cmm1 a été attribuée à une chaîne B parallèle CS), la bande 
à 1445 cmu1 à l'amide II' de la forme antiparallèle et celle à 

1475 cm-' ZL l'amide II' d'une structure hélicoïdale. 

Le fait milieu dilué, la bande à 1475 cm-' scibsiste 

en milieu basique semble indiquer la présence d'une structure 

proche d'une hélice a. SPALL, FANCONI et PETITCOLAS ont rapporté 

pour l'hélice 31 de la polyglycine II une bande à 1476 cm-' en mi- 

lieu deutéré (13). Cette structure tend à décroltre en intensité 

(en milieu dilué 0,75 % dans D20) lorsqu'on abaisse le pH. 





En m i l i e u  c o n c e n t r é ,  l a  r é q i o n  &?ide 1' m o n t r e  uxe  re- 
l a t i v e  c o n 2 l e x i t é .  En m i l i e u  b a s i q u e ,  on  o b s e r v e  d e s  banEes 

f a i S l e s  à 1680 cm-' e t  à 1620 cm-' q u i  a u g n e n t e n t  en i n t e n s i t é  

l o r s q a 8 0 n  a b a i s s e  l e  pli à 2 , 1 ,  e t  une bande à 1720 - 1730 

d e  f a i b l e  i n t e n s i t é ,  accompagn6e d ' u n e  bande d e  t r è s  f o r t e  i n -  

t e n s i t é  à 1595 cm*', c e t t e  d e r n i è r e  d i s p a r a i s s a n t  p r e s q u e  t o t a -  

l e n e n t  e n  m i l i e u  a c i d e .  

-1 La bande à 1615 cn , d ' i n t e n s i t é  moyenne d i s 2 a r a f t  e t  
e s t  r e n p l a c é e  en  m i l i e u  a c i d e  p a r  une bande d e  f o r t e  i n t e n s i t é  

à 1635 cm-' ( h é l i c e  aj. N ~ U S  avons  a t t r i b u é  c e t t e  bande  

(1545 cm-')  à une s t r u c t u r e  d é s o r d o n n é e  ( i n c l u s e  d a n s  une s t r u c -  

t u r e  : - a n t i p a r a l l è l e  ( t a b l e a u x  VI1 e t  V I I I ) .  

Zn n i l i e u  d i l u é  ( f i g .  11-4 e t  11-5, les  bandes  s o n t  con- 

s e r v é e s  à 1730 e t  1595 cm-' à 1680 - 1610 cm-'. La bande à 

1 6 6 5  cr;! - 1 a é t é  a s s i m i l f e  3 l a  p a r t i e  c h a î n e  non o rdonnée  s o l v a -  

t e e  ?or D O .  
2  

La bande  à 1595 cm-' d iminue  e n  i n t e n s i t é  l o r s q u ' o n  

? a s s e  à un p H  a c i d e  e t  e n  m ê m e  t emus  a ~ p a r a z t  une bande é t r o i t e  

e t  i n t e n s e  à 1705 cmw1( ( C = O ) S  du  g r o u p e  COOD) a l o r s  q u e  d i s -  

p a r a î t  l a  bande  à 1560 cm-' (COO-) ( f i g .  I I i 4 )  
a 

L e s  bandes  i n f r a  r o u g e s  2 1730,  1595 cm-' e t  1680 - 
1620 m-l o n t  é t 6  a t t r i b u é e s  e n  p r e n a n t  e n c c o f i s i d é r a t i o n  l e  t r a -  

v a i l  c e  ISOH, FOXlzlAN e t  FASAYA?X' ( 9 )  s u r  les deux  fo rmes  3 d e  

l ' a c i d e  poly-L-glu tamique o b t e n u s  p a r  p r é c i p i t a t i o n  e n  m i l i e u  

a c i d e .  C e s  deux  f o r m e s  B - a n t i p a r a l l è l e s  dépendan t  d e  l a  ten- 

p é r a t u r e  de c h a u f f a g e  à p a r t i r  d e s  h é l i c e s  u a g r é g é e s  : 

forme o b t e n u e  à 40°c  11681 crn-l e t  1615 cm-') s t r u c t u r e  mono- 
- 

~ 8 0  r " )  v ( " , O )  
c l i n i q u e  a v e c  dOOl = 9 ,03  , e t  forme B o b t e n u e  e n c h a u f f a n t  

2  
l a  forme Q I  2 8 0 ° c  (1728 c m  e t  1597 c m - l ) ,  d e  r é s e a u  ~ o n o c l i -  

- 
n i q u e  d  

O01 = 7 , 8 3  ?A ( s t r u c t u r e  t r è s  compacte)  . 
C e  r é s u l t a t  a é t é  c o n f i r m é  p o u r  l ' a c i d e  p o l y a s p a r t i q u e  

t o u t  au  moins  s o u s  l a  forme s e l  d e  sodlum comme nous  l e  v e r r o n s  

d a n s  l e  c h a p i t r e  t r a i t a n t  d e  l ' é t u d e  d e  l a  s t r u c t u r e  c r i s t a l l i n e  

d e  ce p o l y p e p t i d e  par r a y o n s  X, 







TABLEAU VI1 

Spectres 1 R de films de polyglutamate de sodium (référence 8). 

et // indiquent le dichroïsme perpendiculaire et parallèle. 

100; 

1570-75  

1560-65  

1570-75  

1 5 6 0  

Am II 

1525  // 
1525  // 
1550  -L 

1550  1 

r 

F o m e  

2 9 I - 
l c I* 

i a l  1 1.. 

Am 1 

1 6 2 5 1  

1 6 1 5  L 
1645-50/ /  

1635-40  

C O O ~  
I 

hur;..i<i té 
relative % 

3 ' 1 
1 3 "  

a D2° 

(5 

! $ 

T' 

1 6 2 0  

1 6 1 0  

1625-40  

1 6 6 0  

1 6 1 5  

1445  

823 1 
11570-751 1 4 1 0  1 < 1 0  solide 

1 4 0 8  

1 4 0 8  

1 4 1 0  

1 4 1 0  

1445  1 5 6 5  

< 1 0  1 
30-70 !120 1 
< 1 0  

> 9 0  H 2 0  

1 4 4 5  t f  

1 4 4 5  

1 4 4 5  - 

1 4 1 0  

1 4 1 0  

1 4 0 5  

1 5 6 5  

1 5 6 5  

1 5 6 5  

60 solide 

90 solide 

1 0 0  PD 7 , 3  

1 0 0  PD 4 , 7  



C O N C L U S 1 0  NS; -- -- -- -" -* -- -- -- -- -- 
Il a-paraît donc deux phCnomènes suivant la concentration d-J ?O- 

Iy,i.Sre. En milieu trZs concentré on observe une transition clas- 

sique charne non ordonnée - hélice a, mais de plus une trançi- 

tien dans les structures f3 antiparallèles B 2  + B1 (en abaissant 

le pH) les différents feuillets s'écartant lorsqu'on abaisse le 

pH et permettant ainsi une solvatation de la chaîne latérale, 

résultat compatible avec les études de solvatation. 

En milieu dilué, il apparait que les phénonènes ne sont 

pas si nets. En effet, en milieu acide la structure B 2  dininua 

en pourcentage mais reste présente. Nous avons pensé qxe cela 

sioniftait qu'il existe une association internloléculaire en ~ 1 -  

lieu concentré et intramoléculaire en milieu dilué. Ceci reste à 

confirner par des &tudes de sédimentation et de RYN corne nous 

le verrons dans le chapitre consacré à ces méthodes.Le tableau IX 

/ 1545 M 1 Am 1' (chaIne non ordonnée) 

résume les bandes i n f r a  Rouge Four l'acide poly As-artique. 
i 

1 1635 F / 'nilieu concentré Amii< B // 

1 1 5 9 5  F Ani 1' B, Antiparallèle 

- 
p H  2 , l  

D 2 0  
1 7 3 0  P l  

P r ;  5.56 

1 4 5 5  M 

1 4 4 5  M Am II' 

,* D20 
1 7 3 0  g 

TABLEAU IX 

. 

Fréquences et attributions du spectre Infra-Rauge de l'acide 

2 o l y  - L - As-aytique. Région bandes &?ides 1' et II'. 



3 - ETUDE DZS VIBRATIONS DU S0UELETTE:INFRA ROUGE LOINTAIN PAR 

TKWSFOmiEE DE FOURIER. 

La région Infra-Rouge lointain n'est pas accessible par 

1 l e s  techniques infra rouges habituelles à cause de la forte ab- 
1 sorstion des polypeptides dans ce domaine de fréquences. SCSOTTS l 
l et SIEVERS (14) ont enregistré les spectres de différents poly- 1 
l peptides comme le polyglutamate de benzyle, la poly L-alanine, 1 
l le Poly L leucine, la poly - L - proline, la myoglobine (de ba- l 

leine) et de divers acides aminés. 

T i z é c , t i e  : 

La technique de base repose sur la théorie de l'interfé- 

rométrie. Il nous a semblé intéressant de décrire mathématique- 
ncnt les fonctions spectrales. 

l n t e , z ~ E x o r n C t ~ e  de ! , l IC i fELSON.  

Un faisceau parallèle é ~ i s  2ar une 

source monochromatique de nombre 

d'onde v est divisé par une sé-a- 

2 ratrice non absorbante et très min- 
ce en deux faisceaux qui vont se 

- - -  . - -  
/ 

réfléchir respectivement sur les 
/ 
r, miroirs Ml et M2. De retour sur 

I 4 .  Y la séparatrice, chaque vibration 

sinusordale a pour équation : 

Y1 = a cos 2 a V(ct - dl) 

ra s'écrire : 

Y = y1 + y2  = 2 a cos nû(d2-dl) cos 2 a 3 2 

et son amplitude iddépendante du temps A = 2 a cos IT vx (avec 

x = d2 - dl différdnce de morchc c n t r e  les deux faisceaux). 
. . 
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4 

L e  flux de l a  r a d i 4 t i o n  repue  par l e  d é t e c t e u r  est mesuré par l e  
c a r r é  de l ' a n p l i t u h e  . , 

F (x) = 4 a* &os n \> x avec 4 a* est l a  b r i l l a n c e  4 (<) 
2 de l a  source  F(x) = B(S) cos  TC x ~ 
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- 
calculer B'(v) revient à intégrer une fonction nulle en tout point 

s a u f  ?our v = v0 . 

d'où. e * (3 = B Go> . f (; - Vol 
4 

on obtient ainsi u~ie courbe ayant un maximum ckntré à ; = vo. 
! 
l 

A 

FDO , ' - -  , - * - . ,- ."./ 
l 

- 
30 

Si le spectre comprend beaucoup de raies, les oscillations situées 1 
I 

de ?art et d'autre de cha,que fréquence peuvent qéner l'int'er=ré- 

tation du spectre. On les atténue par "l'apodisationn (on ~ulti- 

plie l'interférogramme par A ( x )  fonction d'agoaisation 

3. = IDF A (x) COS 2 ni dx 
-cm 

parni les apodisations on a la fonction triangle : 

- L - 1x1. A ( x )  - , - L < x < + l  
L 

A ( x )  = O X > L  

x < -L 

Le pouvoir de résolution est alors R = 2 L; 

5 - Mode opératoire. 
Les échantillons de poly L-aspartique et d'acide poly 

L-glutan-tique solidés (acide et sels de Na) ont été mélangés à 

5 % à du polyéthylbne très Fur et comprimés pour former des pas- 

tilles. 

Les specttes ont été enregistrés sur un "FOURIER Spectro 
2000 CODERG" muni d'un calculateur digital à T.F., à deux tempé- 

ratures 25°C et - 100°c. Le spectre a été déduit du polyéthylène 
(fig. 6). 

i I 





Xous nous s o m e s  s i r t o u t  s e r v i  de  l ' a c i d e  ?o lJ  L -q lu t an ique  

( f i g .  8 )  pour  a t t r i b u e r  nos  p i c s .  SOUS s a  fordie s a l i f i é e  s o l i i i e .  

X I I T H ,  PADDEY e t  G.  G I A N N O V I  ( 1 6 )  o n t  montré p a r  rayons  X cue  - 

l ' a c i d e  Poly  g lu tamique  c o n t e n a i t  une f o r t e  p r o p o r t i o n  de 

f o r n e  8 a n t i p a r a l i b i e s  formant  un système r n ~ n d c i i n i ~ u e .  La bande 

à 271 cm-1 semble Lorrespondre  à ce t te  forme. Sous f o r n e  s e l  d e  

s o d i m  deux b a n d e s , a ? p a r a i s s e n t  a u s s i ,  une d ' i j n t e n s i t é  moyenne 

à 145 m-l ( a t t r i b b é e  à l a  Random C o i l )  e t  un f a i b l e  à 1 4 0  cm-' 

( a t t r i b u é e  à une lqbélice a u )  (1.7) ( t a b l e a u  IS 185 c n - l ) .  C e t t e  

d e r n i è r e  augmente Considérablement  e n  in tens i .de  l o r s q u ' o n  p a s s e  - - 
ali  s o l i d e  sous  sa forme p ro tonée  ( a  h d l i c e )  $ l o r s  que l a  banZe 

4 145 cm-' a cimpibtement  d i s?arb .  La bande à ,271 cm-' s ' e s t  2é- 
-1 ' 1 p l a c é e  à 261 cm (forme B )  compat ib le  avec  les  o b s e r v a t i o n s  e n  

rayons  X de  I T O 3 ,  FOXYAN e t  FASMAN ( 9 )  ( t a b l e a u  V I  e t  r é f  1 7 )  . 
A 2 5 ' ~  ( f i g .  6 ) ,  l e  Poly-L-aspar ta te  de  sodium montre 

2 bandes  d e  f o r t e  i n t e n s i t é  à 163 cm-' e t  195 cm-' c a r a c t é r i s t i -  

c u e s  d ' u n e  s t r u c t u k e  proche  d ' u n e  h é l i c e  31, cornme c e l l e  ra-?or- 
! 

t é e  >Our l a  -o lyg l$c ine  II Fa r  MIYAZMJA (15) . 
La bande 4 163 cm-' (mode 3) reste i n t e n s e  a - ~ O O O C  

( f i g  7 )  e t  c e , l l e  à; 195 cm-1 d i s p a r a î t  à c e t t e  t empéra ture .  

L e s  bande$ obse rvées  e n t r e  200 e t  250 cm-' o n t  é t é  a t -  

t r i b u é e s  à d e s  f o l e s  (3 , les deux bandes  3 2 2 0  cm-' ( f o r t e )  e t  . 

2 3 0  cm-' ( f a i b l e )  pouvant ê t re  d e s  formes 6 p a r a l l è l e s  a l o r s  Gue 

l a  bande à 251 cm-' es t  une bande due à la. fortne B a n t i p a r a l l è l e  

(obse rvée  p a r  rayons  X e t  Raman), 

Pour l e  . po ly  a s p a r t a t e  de sodium 3 - 100°C l a  bande due  

à l a  forme fi a n t i p q r a l l è l e  a é t é  d é p l a c é e  B 263 cm-' (251 cg-' 

2 2 S 0 C )  mont ran t  iine dépendance t r è s  n e t t e  du mode de v i b r a t i o n  

avec  l a  ternn6raturd.  D e  p l u s  l a  s t r u c t u r e  trouV6e proche  d ' u n e  

Liélice Ftendue 31 dembïe être s t a b i l i s e e  e n  augmentant l a  te..- 
1 

p é r a t u r e .  La s t r u c p u r e  désordonnee' reste cependant  i n v i s i b l e  B 
-1 145 c m  Four l ' a c i d e  poly-a-L-aspar t ique,  cependant  les f o r t e s  

I 

a b s o r p t i o n s  d e s  baddes  v o i s i n e s  peuvent  cache r  ce t te  s t r u c t u r e .  

, 









- i t i n f r a - r o u q e  foncl&x~zi,tal e t  lcictûin ~ o ï s  î2t ~ s r i i s  

à? rsviler une striictiire r e l a t i v e n e n t  co-.plesi Bo 1'--' n,*-ar - - 2 7 ~  IJ 

X c p a r t i y c r .  à szvolr : EX milieu - ~ z s i z ~ ü e ,  ~rEser .so CG ~ C : ~ T . E S  

a ~ i i ~ ~ ~ r n l . ~ i l e s ,  E- chaîze non o r d o n n 6 ~  et cl1  belico G':un?.nz 2ro- 

ch? 2 ' u ~ e  kglire 3 s "  E R  pi1 zcide, les for;r.as î3 cocservex 1s-2r 

rBseo.u cristallin nais leurs parzmgtres vsrient t ? 1s 

c k a l n e  statistique quan t  2 e i l ~  se t ra ï is iorme en k6ilir:c '2 

- 1 -1 - 6 cm ) ; le fait q:ilunr C-s fe7;s ùzndes 3 1 5 3  c;-i cis-a- 

raisse €11 ebiissant le pIi Be la so1ut;io:: semble ii.m.-2rt.: qx- l'on 

a une trensfornation en hélice a 8- l'hélice étendue. Xoüs p.on- 

trerons effectivement en Résonarc?  magnétique nlicléaize e t  e r  

àichroïs~e circulaire qu- l'hélice a provient de ces Feux iornes. 







Nous avone tenté da suivre les transitions conformation- 

nelles dans l'eau, l'oxyde de deutériium et à 'l'état solide de 

l'acide polye(-L-~sparkique. La spectrométrie Raman se prête 

fort bien à l'analyse des différentes ktructures conformation- 

neiles des polypeptides. L'étude des bandes amlde I (HZO) et 1' 

(D20) linsi que celle des bandes amide III et III' (1) a été 

effectuée par de nombreux chercheurs en partkculier KOENIG et 

FRUSHOUR (2) (6) sur les polypeptides. 

De plus la Raman est une technique d'étude aussi bien 

adaptée en milleu solide qu'en solution alors que peu de techni- 

ques (R.X. ou D.C.) permettent une étude aussi complète. 

Des traitbments théoriques des interactions de résonance 

de 1a.vibration amide 1 ont été effectués par.'iine approximation 

3 
dipole - dipole sut la base de la théorie des perturbations (14), 
(15), (16), nous y reviendrons en fin de chapitre. 

Mode opératoire 

Nous avons employé un spectromètre Raman CODERG 800 et 

comme source lumineuse un laser à Argon à une longueur d'onde de 
' 
5145 3 ; la puissance utilisée a été de 400 - 600 rnW à 25'~. 

Les echantillons employés proviennent de 1 ' acide poly- 
L-Aspartique de fb 7000 obtenus par la méthode des N-carboxy 
anhydrides. Chaque échantillon a été laissé en solution basique 

une semaine en présence de charbon actif, ou d'abord lavés par 

Soxhlet 2i.11éther et à l'acétone puis laissés sur chaxXjon acttf 

afin de diminuer en grande partie la fluorescence. 

Les échantillons ont été lyophilisés dans H20 ou D20 

avant de servir en solution dans ces solvants. 

Les formes solides ont été lyophilisés dans l'eau. 









B - RESULTATS. 

Dans l e  t a b l e a u  1, l e s  bandes Raman e n  s o l u t i o n s  aqueu- 

ses (HZO) e t  (DZO)  son t  rappor tées .  

a  - Spec t res  Raman à ] - ' é t a t  s o l i d e .  

Sous s a  forme a c i d e  s o l i d e  ( f i g .  l ) ,  le  P - L - ~ s p a r t l q u e  

montre une bande amide p l u t ô t  compliquée avec d e s  bandes p l u s  ou 

moins l a r g e s  à 1670, 1654 e t  1638 cm-'. La première de  c e s  ban- 

des  (1670 cm-') a  é t é  a t t r i b u é e  à une s t r u c t u r e  B a n t i p a r a l l è l e  

Cf3 f j i )  a i n s i  que l ' o n  peu t  l e  v o i r  également dans les s p e c t r e s  

d e  l a  poly-L-Lysine ( 2 ) ,  (4 )  La seconde bande à 1654 cm-' est - 
c a r a c t é r i s t i q u e  d 'une  chaîne  non ordonnée CR-C.) e t  l a  t r o i s i è m e  

a é t é  a t t r i b u é e  à l a  forme en h é l i c e  a (1650 cm-' en T.R. sous  

l a  forme s o l i d e )  . 
La bande 2~ 1689 cm-1 (1682 cmn1 pour l e  s e l  d e  sodium) 

ind ique  ' l a  p r é s e l ~ c e  d 'un  groupement C = O non hydra té  e t  c e l l e  

à 1722 cmm1 est due à l a  v i b r a t i o n  (C=O) s t  du groupement COOK. 

Une p e t i t e  q u a n t i t é  d e  groupements carboxyl iques  i o n i s é s  CCOO-) 

demeure corne 1 ' tnd ique  l a  bande à 1587 cm-'. D e  p l u s  l a  bande 

t r è s  f a i b l e  à 1609 cmw1 ( e t  1005-1002 cm-') peu t  être a t t r i b u é e  

à des  c y c l e s  benzgniques r e s t a n t s  Cc 0,s % : déterminat ion  p a r  

U.V. a 260 mp), 

La bande amide III est  i d e n t i f i é e  à 1229 cm-' avec une 

f o r t e  i n t e n s i t é  e t  un p r o f i l  e f f i l é  (1410 cm-' en I . R . )  . 
C z s  bandes s o n t  t o u t e f o i s  déplacées dans  l a  forme fon t -  

sée s o l i d e  ( f i g .  2 ) .  L e s  bandes à 1672 - 1668 cm-' (1690 - 
1672 cmm1 en I.R.) proviennent  d e s  formes $ a n t i p a r a l l è l e s  e t  

une f o r t e  bande s u r v i e n t  à 1 6 4 0  cm". 

Cependant l a  bande amide III v e r s  1235 6' C@ #) (1) 

d e v i e n t  t r è s  l a r g e  et une a u t r e  bande a p p a r a î t  à 1257 cm-' que  

l ' o n  a s s i m i l e  à l a  p a r t i e  inordonnée CR. Co i l )  (1) du polymère. 

-1 
Une a u t r e  bande f i n e  e s t  d é t e c t a b l e  à 1285 cm (à 

1279 cm-' e t  f a i b l e  pour l a  f o m e  a c i d e  ; 1283 cm-1 pour une 



; c-5 
r. 1 . . 

\* c, U'' 

-/Fréquences et attzi,buti,on$ des bandes Raman pour 1 ' a c i d e  poly  a-L-Aspartique 

T.F. ( t r è s  f o r t e )  , F ( f o r t e )  , M(rnoyenne) , f ( f a i b l e ) ,  t. f, ( t r è s  f a i b l e )  , s ( f i n e )  , b r  (étalée) 
E (épaulement) , L (large) , 6 (mode de déformation) , yt ( v i b r a t i o n  de to r s ion ,  yW ( v i b r a t i o n  
de balancement), y ( r u ~ a t i o n  dans l e  p l a n ) ,  v ( v i b r a t i o n  dc valence), ~ ~ ( a n t i s y r n é t r i q u e ) ,  
v~ (symétr ique) ,  P ?bande p o l a r i s é e ) .  
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1257 

TABLEAU 1. 
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s t r u c t u r e  h é l i c o l d h l e  31 d e  type P G  I I ) .  Dans les deux formes 

(ac ide  ou s e l  de  sodium) l a  région  Amide pour l a  chaîne nc=n or-  

donnée (1654 cm-' forme a c i d e ,  1652 cm-' forme basique)  est  

compatible avec c e l l e  t rouvée  polir l e  poly L glutami-que (1656 cm-') 

e t  poly L-glutamate de sodium (1649 cm-') d ' a p r è s  KOENIG e t  

FRUSHOIJR ( 2 )  . 
Un a u t r e  p o i n t  d ' i n t é r ê t  es t  l a  présehce dans (P-L- 

Asp Na) de p i u s i e u r s  bandes e n t r e  1755 cm-1 e t  1708 cm-' ( r6-  

g ion  v ( C = O ) s t  ) .  L e s  é c h a n t i l l o n s  ayant  Gté p l u s i e u r s  f o i s  d ia-  

l y s é s ,  il a p p a r a î t  peu probable que des oligomkres a i e n t  é t é  l a  
cause de  l ' a p p a r i - t i o n  de c e s  p ics .  L?. présence de  l a  bande à 

1640 cm-' dans l a  forme sel de sodium a  é t é  a t t r i b u é e  à l a  v i -  

b r a t i o n  $ Z ( n , O )  de l a  bande amide 1 (6 ) comme nous le verrons  

dans l e  c a l c u l  des fréquences par  l a  mBt.hode d e s  pe r tu rba t ions .  

b - Spec t res  Raman en s o l u t i o n s  aqueuses. 
- 

Avec les s o l u t i o n s  aqueuses (10 % en poids  d e  P-L- 

Aspart ique dans HZO) peu d e  changements i n t e r v i e n n e n t  dans l a  

n a t u r e  des  bandes amide 1 ( f i g .  3 )  , ces  d e r n i a r e s  é t a n t  t o u t e f o i s  

obscurc ies  p a r  l ' e a u  (1644 cmm1). En s o l u t i o n  bas ique  (pH 10 
a -1 ( f i g .  4 )  ) ,  l e s  bandes à 1680 cmm1 - 1666 cm se déplacent  à 

1677 e t  1670 cm-1 l o r squ 'on  a b a i s s e  l e  p H  à 4 , 7  ( f i g .  4 )  montrant 

l a  présence d e  formes (3 a n t l p a r a l l è l e s  (à TH bas ique  e t  a c i d e ) .  

(Pour des  formes @ p a r a l l è l e s  corne  l a  polyglyc lne  1: (9 )  les ban- 

d e s  amide I' se s i t u e n t  à 1665 e t  1674 cm-' e t  pour l a  f3 L Val ine  

à 1666 cm-'. 

-1 .&, 
La p a r t i e  cha îne  non ordonnée se déplace  de 1660 cm 

1655 cmg1 l o r squ 'on  passe d e  pH 1 0  à pH 4,7 (1656 cm1 pour PGA N a  

(2), 1 6 6 0  cm-' pour l a  poly  L Lysine, HC1 (3). e t  1 6 5 8  cm-' pour 

l a  k é r a t i n e  d e  l a  plume ( 7 )  ) .. E n  p H  a c i d e ,  une nouvel le  bande ap- 

p a r a i t  à 1635 cm-' ( for tement  p o l a r i s é e )  . Nous avons a t t r i b u é  ce t -  

t e  bande à l ' h 6 l i c e  a .  

La f a i b l e  bande à 1613 cm-' ( p H  ac ide )  peut  être due a 
-1 

des  c y c l e s  benzéniques rEs idue l s  a i n s i  que  l a  bande à 1621 cm 
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à p H  1 0 .  Cependant les c a l c u l s  des  c o e f f i c i e n t s  d D i n t e r a c t i o n  

1 montreront que c e s  bandes peuvent être dues à l a  v i b r a t i o n  

A(O.0)  de  l a  forme B 2  a n t i p a r a l l è l e .  

Durant l a  t r a n s i t i o n  Random Coi1 - h é l i c e  a ,  l e s  ban- 

des  amide III ne se déplacent  pas mais un grand e f f e t  hypochromi- 
-1 que s u r v i e n t  à 1250 cm (chaîne non ordonnée) ( 1 2 4 9  cm-' pour 

PLGA (8)  ) . Cependant l a  bande à 1 2 4 2  cm-' reste cons tan te  en  in-  

t e n s i t é  à t o u t  p H  e t  est compatible avek une forme f3 (1240 c m 1  

pour l a  Poly L Lysine (3)  ) . Une a u t r e  bande observée à 1276 cmm1 

ne s e  déplace pas en a b a i s s a n t  l e  pH (1285 cm-' ( f o r t e  da s l e  

plANa s o l i d e )  e t  peut  être a t t r i b u é e  à l a  bande amide III d'une 

s t r u c t u r e  proche d 'une  h é l i c e  31 (PG II) (9) ) C e s  bandes s o n t  

déplacées à 1013 e t  1010 cm-' par  N-deutération. 

Un a u t r e  p a l e  d ' i n t é r ê t  e s t  l ' é t u d e  de  l a  bande de  f o r t e  
-1 * i n t e n s i t é  a 935 cm à pH 11 qu i  est  remplacée p a r  une bande 3 

941 c c 1  pH acide .  C e t t e  bande correspond au mode s t r e c h i n g  

v(C-C) du s q u e l e t t e  (C-C-N) (938 cm-' pour PLGA Na s o l i d e  e t  
21 . 949 cm pour PLGA N a  en s o l u t i o n  aqueuse ( 2 )  . La bande 1 9 4 1  a%-' 

a é t é  a t t r i b u é e  à l a  v i b r a t i o n  du s q u e l e t t e  pep t id ique  ayant  

l ' h é l i c e  a pour s t r u c t u r e  secondaire .  

Spectaed Raman dans l'oxyde de Deu.té~z2um [OZU) 
i 

I L'eau lourde  est un e x c e l l e n t  s o l v a n t  pour 1 1 6 t u d e  d e s  ~ 
bandes mide  1. Par  l a  n a t u r e  m h e  de  l a  v i b r a t i o n  amide 1 

i 
Cfig. 3)  c e t t e  d e r n t è r e  est peu deplacée  en  fréquence pa r  N- deu- 

I t é r a t i o n  a l o r s  que  l a  bande Amide I T T  s u b i t  un f o r t  déplacement 

4 p a r  d e u t é r a t t o n ,  L e s  s p e c t r e s  o n t  été e n r e g f s t r e s  avec une con- 
d c e n t r a t i o n  d e  20 % en potds, 1 

Dans D20 à pH 7 , 4  (£29.6 a )  les bandes CC-K) s t  possèdent  

une  f o r t e  i n t e n s i t é  à 2979 cïn-' (Spaulement) et 2938 cmv1 ( t r è s  

f o r t e )  a i n s i  qu'une fai!ble bande à 2959  cmm1. Ces bandes s o n t  

typ iques  d 'une  s t r u c t u r e  PG Ir N deutéré .  

L z  bande m i d e  T' à p K  bas ique  CfSg3~!t5) montre t r o i s  

bandes d f s t t n c t e s  a 1672, 1653 et 1638 cm-'* L a  première bande 





lis 
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(L- ASP-Na) n 

20 % in D 2 0  



est  s u r p r e n a n t e ,  en  e f f e t  les f e u i l l e t s  p l i s s é s  a n t i p a r a l l 2 l e s  

( f i  #) devant  ê t re  d é p l a c é s  v e r s  1658 cm-', p a r  N-deuté ra t ion  

(1658 cm-' pour l a  P-L-Lysine (3)  ) r e s t e n t  e t  s o n t  dép lacés  à 

1670 cmm1 en  a b a i s s a n t  l n  pH. 

L ' é tude  en  rayons X suggère  (a l ' é t a t  s o l i d e  sous  forme 

sodium) qu 'une  s t r u c t u r e  t r è s  compacte i n t e r v i e n t  comme pour  l e  

PLGA (forme e 2  a n t i p a r a l l è l e  ob tenue  p a r  p r é c i p i t a t i o n  ( 1 2 )  ) ail 

les c h a l n e s  6 - a n t i p a r a l l è l e s  forment  une s t r u c t u r e  monoclinique.  

Aucune s o l v a t a t i o n  n ' a p p a r a l t  dans c e t t e  s t r u d t u r e  comme on l c  

v e r r a  l o r s  d e  L 'é tude  en Infra-Rouge proche.  

En pH a c i d e  (Zig. 5 )  c e t t e  s t r u c t u r e  e2 a n t i p a r a l l s l e  

( B 2 Z f )  se t r ans fo rme  en  une s t r u c t u r e  a n t i p a r a l l è l e  (B1 ff) 

don t  les p l a n s  dOo1) s ' é c a r t e n t  e t  p e r m e t t e n t  l a  s o l v a t a t i o n  d e s  

groupements c a r b o ~ y l l q u e s .  En f a i t  l a  bande a 1658 cm-' a p H  4.3 

p e u t  être due au groupe amide s o l v a t é  de  l a  forme B1 f f  à p H  7.4 .  

La bande a 1.655 cm-' e s t  a t t r i b u g e  à une conformat ion 

Random Coi1 t a n d i s  que l a  bande à 1638 cmm1 es t  comparable à l a  

bande amide 1' d 'une  s t r u c t u r e  PG II N doutBi-ée ( 9 )  (1640 cm-').  

C e t t e  bande d i s p a r a î t  p a r  p r o t o n a t i o n  (pH 4,3)  e t  une bande à 

1645 cm' appara î t :  e t  que nous avoilr a t t r i b u é e  à une h é l i c e  a. 

S i  l ' o n  conpare  ces r é s u l t a t s  avec  l e d  s p e c t r e s  I n f r a -  

Rouge (ch.  II) on v o i t  que dans  D20 3 pH 6.5 l ' o n  o b t i e n t  p lu-  

s i e u r s  bandes à 1730 cm-' ( v (C=O) s t  c h a i n e  l a t é r a l e )  , à 1680, 

1645, 1635 e t  1595 cm-'. L e s  bandes à 1730 - 1720 e t  1595 cm1 
peuvent  être a t t r i b u é e s  à l a  s t r u c t u r e  B2 + q u i  d l s p a r a f t  com- 

p l è t emen t  à pD 2 , l  a l o r s  que  les bandes à 1650 - 1620 cm-' 

( e l  f f )  g r a n d i s s e n t  e n  i n t e n s i t é .  L a  bande à 1645 cm-' ( cha îne  

non ordonnée) d i s p a r a i t  e t  se t ransforme e n  h é l i c e  a (1655 cm-') . 
En l o i n t a i n  Infra-Rouge une bande à 4 2 0  cm-' se dép lace  à 405 cm-1 

(a h é l i c e )  à pH a c i d e .  (413 cm-' pour  a PLGA) . Nous avons vu que 

les bandes à 375, 195  e t  1 6 3  é t a i e n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  d 'une  

s t r u c t u r e  proche d ' une  h é l i c e  31. Les bandes à 695, 650 e t  

595 cm-' o n t  é t é  n t k r i b u é e s  aux formes @+,chaine non ordonnée e t  

h é l i c e  a respect iventent .  E n  Raman, nous n ' avons  pu t iescendre en  

des sous  de  750 cm-' à cause  de  l a  f o r t e  f l uo re scence .  







Les bandes amide IIIq s o n t  tres f a i b l e s  e t  v i s i b l e s  seu- 

l e n e n t  en Raman a PH tiasique (1013 cm-' i n t e n s i t é  moyenne à p~ l ~ ?  

1010 cm-' f a i b l e  3. pH 4 , 3 )  . Dans l a  rbg ion  des v i b r a t i o n s  CH2 
bendirg (1470 - 1450 cm-') les bandes p r é s e n t e n t  un f o r t  hyper- 

chromisme lorsqu 'on  passe  du mi l i eu  basique au mi l ieu  ac ide  en 

accord avec un p l u s  grand degré de l i b e r t é  (de m o b i l i t e ) .  

La bande à 935 cm-' en s o l u t i o n  basique n? se déplace  

pas en a b a i s s a n t  l e  p H  e t  indique  les rnouv~ments du s q u e l e t t e  
-1 

pept id ique  ( v ( C - C - N ) ~ )  A pII a c i d e  a p p a r a i t  une bande à 965  cm 

dans D20 (969 cm-' dans H O )  qui peu t  être a t t r i b u é e  à une s t r u c -  2 
t u r e  en h é l i c e  a. 

C - CONCLUSTON 

Nous avons vu que l ' a c i d e  Poly  a-L-Aspartique possède 

d t f f e r e n t e s  conformations qu2 s o n t  cohscrvées d e  1 ' 6 t a t  s o l i d e  
i 

à l a  s o l u t i o n  aqueuse ; c e s  canformatians s o n t  t o u t e f o i s  dépen- 

dan tes  du pH. Une s t ruct i i r t?  proche d 'une h é l i c e  31 comma l a  Poly- 

Glycine Ir ou l a  Poly L P r o l i n e  II extç te  e n  s o l u t i o n  basique. 

Cependant l a  concenf-ratian employée dans les s o l u t i o n s ,  

fart qu'el  appara2t  des l i a i s o n s  in temio lécu la%res  ( f a r t e  bande 

Zi- 1535 an-' en T. X. d2spara t s san t  dans  les s o l u t t o n s  d f l u é e s )  . 
Lc s p e c t r e  dichrolque de 1 ' a c i d e  Poly a-L--Aspartique 

se rapproche for tement  de c e l u i  de  l a  poly-L-Lysine, H C 1  dans 

4 M CaCIZ dans l aque l l e  DEAWORnl e t  !.iETLAUFER ( 5 )  pensent a v o i r  

t rouvé  une p a r t i e  h é l i c o ï d a l e  dans l a  conformation inordonnée. 

En résumé, en n i i l i e u  basique,  l e  poly-L-aspartate de  

sodium p r é s e n t e  un mélange de s t r u c t ~ ~ r e s  secondai res  t e l l e s  l a  

chaxne non ordonnëe , ,des  cha4nes 6 a n t i p a r a l l è l - e s ,  e t  une s t r u c -  

t u r e  secondal re  cornparsile à l ' h é l i c e  31 de l a  polyglyc i?e  II. 
*. 4 

E n  p H  a c i d e ,  l fh61. ice 31 d i s p a r a f t .  D e  1- 'hélice a s e  forme, ce- 

pendant il demeure de l a  cha îne  non ordonnée. L a  s t r u c t u r e  R #- 
s u b s i s t e  en p H  ac ide .  I f  ~"SI; pas p o s s i b l e  même avec l a  recoz- 

P o s i t i o n  des s p e c t r e s  d ichroïyues  (ch* V I )  d ' a f f i r m e r  avec 
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De nombreux auteurs ont effectué d e s  calculs t h é o r i q u e s  

-les v i b r a t i o n s  uni de'^ et TI e t  o n t  rnontrg que l e u r s  fréquences 

c2,:actéristlques pouva ien t  Gtre comprises  e n  termes d ' i n t e r a c -  

t i o n s  e n t , r e  groupes pept idkques  a d j s c ~ n t s  à travers d e s  l i a i s o n s  

hydrogsnes  aussi bien i n t e r ,  que j nt r ;mo2éculc i res .  

Le psemter d ' e n t r e  eux, T. MIYA%AhrA ( l . 4 )  m o n t r a i t  p a r  

un t r a t t ~ m e a t  de p - r t ~ r b a t l o n  I ' i n f l u c n c c  des l i a i s o n s  hydro- 

gènes  s u r  les bzndes amide r et I X  de l'hélice a et des  c o n f i -  

gu ra t2ons  étendue-s (fonnes p ) ,  à. p a r t i r  d e  l a  méthode m a t r i c i e l -  

l e  d e  TQSLSON, 

D ' a u t r e s  aiateurs,  MOOP3 e t  KRTJIM (15)  o n t  amé l io ré  c e t t e  

méthode en f a i s a n t  i n t e r v e n i r  da  nouve l l e s  c o n s t a n t e s  d ' i n t e r a c -  

tion dans 1' équstj-on de MSYAZATtIA ; pour un iilode m i d e  1, celle- 

c i  est d e  l a  forme : 
- 

~ ( 6 ,  6') = v, + L Ds t cos  Csb) cos C t  6') 
sri; 

et où 
vo est la f réguence du graupe  p e p t j  d l q u e  non p e r t u r b e  

Dst c o n s t a n t e  d ' i n t e r a c t t o n  e n t r e  les groupes  p e p t i d i q u e s  

s é p a r é s  par  t chainzç et  i groupes  Ic l v n g  d2 1.3 

première c l la ine  

S , 6  ' ûncies c l e  pi lzçcs entre les vibrnt.3-onç des  d i f f é r e n t s  

g roupes  

4 '  angle d e  phase  e n t r e  groupes a d j a c e n t s  k t r a v e r s  une 

I t a l s o n  hcCrogSne 3ntcrchù?ne.  
\ 

3 an-9l.e de p : ~ a s c  entre grcupcs  a d j a c e n t s  a p p a r t e n a n t  à 

la m ê ~ e  charrL,e. 

La f i g u r e  (3 montre  pour d e s  feuillets 6 anttparallèles les d i f -  

£érenteç c o n s t a n t e s  d' fnteractlons, 



c o n ç t  a n t é s  d 8 ; n t e r a c t  i o n  d u , m o d e   mide de 

po  u r  I e s  f e u i l l e t s  p- a n t i p a r a l l e l e s  (c o u p I a g e s  d ipo le-d ipo l  e ) 



Plus récemment (16) CHTRGADZE, NEVSKAYA amélioraient en- 

core la descrtptfon des interactions entre groups peptidiques 

en effectuant un traitement théorique de la résonance d'interac- 

tton par une approxfmatton dipôle-dipôle sur la base de la théo- 

rke des per turbat idns .  

Ls figure (8) montre le centre de.s dTpÔle.3 de transition 

du mode Amide 1 pour différentes strucGures peptidiques 
(CHIRGADZE , F J E V S ~ Y A )  . 

Feuillet plissé $ antiparallsle 

FIG 1 1 1 -  8 

hélice 

R 
Pour les régions hachurées dans le plan du groupe pep- 

tidique, les fréquences calculées coïncident avec les fréquences 

observées. La figure C9) montre l'aspect général d'une forme 6 
antiparallèle 6 (L-Ala) n. Les numéros dans les cercies sont ceux 
des groupes peptidiques dans les ceilulesunités. Les numéros 

dans les carrés permettent d9?dentifier les co2lules unités voi- 

sines de la cellule unité. 



Rappela R;biéaxZi'ques CMéXiiode de CH~RGADZE-FI 'EVSKAYA)  

Dans la tMor&e de la perturbation du premier ordre, 

l'énergie d'exc2tatisn dans un çr5stal est : 

avec : 

&E, : énergie de transit5on dans une molécule isolée 

1 '  
: changement dans l'énergie d'fnteraction d'une 

molécule donnée dû à son environnement. 

E~ : énergke de la résonance d'interaction de la vi- 
res 

bration avec celle de symétrie f. 

la fréquence de transit2on est alors : 

1 £ vf = vo + '(I;) Eles 



- 5.4 - 

1 avec vo = (O'Eo -b &El) fréquence de l'oscillateur non perturbé. 

Dans un cristal ayant Q groupes identiques dans la cellu- 

le unité, l'énergie d'excitation est dégénérée en a bandes d'ex- 
f citation~ayant différents déplacements de résonance Eres. 

La distribution de phase des vibrations d'un groupe 

pour un exciton donné est décrite par les coefficients de symé- 

trie Cfi. Les valeurs du déplacement dû à l'énergie de résonance 

et les coefficients de symétrie sont respectivement les valeurs 
propres et les vecteurs propres de la matrice résonance d'inter- 

action L. 

Pour des vibrations optiquement actives, les éléments de 

la matrice L sont : 
M 

n 

où : 

icj 1 2 .  o nombre de groupes dans la cellule unité . 

ntm 1 2 .  M nombre de cellules unités. 

Xj,ni :élément de matrice dr;e au transfert de l'excitation 

du groupe ni au groupe m j . 
1 :Somme sur tous les termes sauf pour i = j et n = m 

simultanément. 

Les fréquences de résonance sont obtenues alors par t 

o o M 
1 vf = vo + 'if Lij C f j = vo + - 1 c 

i j hi,j n ' 'if 'mj,ni fj 

OU 

- - C f vf = v0 + Avrés vo + Avres+ *'res 

0 
C 1 

*',es= h Cif Lii Cfi (terme de déplacement de fréquence : i 

indépendant de la symétrie, il provient de l'interaction des 
groupes identiquernent localisés dans les cellules unités). Il re- 

présente le déplacement de résonance par rapport 2 vo [constant 
pour toutes les bandes excitoniques). 



Le deuxième terme hvf dépend de la symétrie. Il détermine le res 
déplacement de fréquence de résonance tel que : 

Ce terme est détermink par les,éléments non diagonaux 

de la matrice de résonance d'interaction et provient des interac- 

tions des groupes localisés dans diffgreites positions dans la 

même ou dans une autre cellule unité. 

Si une excitation est fortement localisee dans un groupe 

et si les distances entre groupes sont assez grandes, les élé- 

ments V 
mj,ni 

d'interaction entre les transitions de 2 groupes 

peuvent être pris en compte par une approximation dipôle-dipôle, 

Dans ce cas les transitions sont associ6es aux moments 

de transition des dipôles électriques et l'interaction de réso- 

nance peut être calculée par : 

Av nodule du moment de transition du dtpôle 

e vecteur unité du dipôle de transition 

n vecteur unité dirigé du centre d'un dipôle vers 
O 

le centre de l'autre 

R drstance entre les centres des dipôles 

Les intensit.es .s pour des échantillons non orientés sont 

déterminés par : 
3 3 3 

f 1 1 = -  1 AM: = - v ( tif hvik) 2 
a k=l k=ï . i=ï 

1 

1 

I 



% pro j ec t i on  du d ipô l e  de t r a n s i t i o n  de  l a  c e l l u l e  l 
urifté' sur les axes x, y ou 2. 

ème 
'vik p ro j ec t i on  du moment de'  t r a n s i t i o n  du II groupe 

peptidique.  

'if c o e f f i c i e n t s  de symétr ie  pour les v i b r a t i o n s  de  

symétr ie  f. I 

CaLcuR4 ex xéaulka;ta poux une. chahne. $ a n t i p a n a t l è l e .  

L e  modèle &ployé à une s t r u c t u r e  de  groupe D2 (système 

orthogonal) avec 4 groupes peptidiques p a r  c e l l u l e  un i t é .  Pour 

une chaîne f3 // de longueur i n f i n i e  on d o i t ' a v o i r  4 t r a n s i t i o n s  

d e  résonance, une du type A (Raman) e t  t r o i s  du type $ (Bir B Z i  e3)  
a c t i v e s  en I R  et Raman e t  p o l a r i s é e s  su ivan t  les axes y, y ,  z 

respectivement (figo 111. 1 0 ) .  

L e  t ab l eau  su ivan t  nous donne les c o e f f i c i e n t s  de  sPé- 1 
t r ie ,  les angles  de  d i f f é r ence  de  phase et les r è g l e s - d e  s é l ec -  

t i o n  avec 0 2 Cif = O 
i 

La formule généra le  pour les fréquences de  résonance est donnée 

pa r  : 

f v (6, 6 ' )  = vo 1 + - l~~~ + L cos 6 + L13cos 6 COS 6 '  + L14cos 6 ' 1  h 1 2  





Dans l'approximation du plus proche voisin on a, 

f -  1 
V - Vo + th) 2 Q11,12 'Os 6+(Lh).(v11,13+ '11~83 ) +cos ô cos 6' 

1 
Si on compare aux équations générales données par MIYAZAWA : 

l 

f v = v0 + Dl cos 6 + Di cos 6 '  + (Di3 + Di3')cos 6 COS 6' 

On a : 
1 

' 'h) V11f12 Dil = (k) 2 V11,14 
coefficients d'interaction de 2 groupes dans la chaîne (D~) et 

à travers la liaisons hydrogène 0; , )  

coefficients des interactions (diagonales) de 2 groupes dans la 

même D i j  et dans des cellules unités adjacentes ( D i  qui sont 

des élwents différents de zéro jusqu'l maintenant toujours né- 

gligés, 

La grandeur du moment de transition de l'Amide 1 ($ e) 
est égale à 0,39 Debye (intensité : 6 (1. 104 l.mole-l . Le 
rnoment.de transition est situé dans le plan du groupe peptidique, 

' 

près de l'atome d'oxygène et incliné de 19' de la liaison CO vers 

la liaison C-C. 
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Bj ( n , n )  
v  -1 

= 1715 cm (non observée en Raman ou I R  s u r  

avec vo = 1680 cmm1 (observée en Raman) . 
BZ (r,O) 

La bande v  fie d o i t  pas  être confondue avec l a  bande à 

1645 on-' (Randorn Coi l .  I R  dans DZO)  (1655 cmm1 pour p  L Asp Na 

s o l i d e  en I R ) .  

C e  terme D i  = Dol montre que les i n t e r a c t i o n s  i n t e r c h a i n e s  s o n t  

t r è s  f o r t e s  e t  s t a b i l i s e n t  for tement  l e  système (signe 40). 

A 
+ 2 Dl = 3260 cm -1 O n a a u s ç i  v  4 - v  = 2 v 0  = 2  vo 

d'où [{l 
L e s  AnteractRons in t rqcharne  e n t r e  groupements pep t id iques  s o n t  

t r è s  f a i b l e s .  Qn r e t r o u v e  un r é s u l t a t  préconisQ par MOORE et 

KRIMM (15) pour l a  Polyglyc ine  (forme 5) CDl0 = 0). 

D e  même on t r o u v e r a i t  : 
-1 

D i j  + D i j i  = 1 0  cm 
1 



Bien que f a i b l e s ,  ces i n t e r a c t i o n s  devaient  e f fec t ivement  être 

p r i s e s  en compte. 

CHIRGADZE e t  NEVSKAYA (16) o n t  p r i s  cdmme groupe de sy- 

l m é t r i e  l e  groupe Da ( réseau or thogonal)  ; cependant nos é tudes  

pa r  rayons X ( c l i c h é  Debye-Scherrer) o n t  montr6 que nous avions  

un réseau  monoclinique (groupe C Z ) .  La , symét r i e  c r i s t a l l i n e  dé- 

c r o z t  d e  c e  f a i t  e t  nous ne devr ions  voir que deux v i b r a t i o n s  de 

symétr ie  A e t  B 

Groupe D2 Groupe Cs 

système orthogbnal  système monoclinique 

A A 

B1 

B2 
B 

B3 

Calcul den pehtuh6ationo poun un n ystZme anZipahallèle 

C e  systsme est  monoclinique encore mais les f e u i l l e t s  son t  beau- 

coup p l u s  rapprochgs.  

En a t t r i b u a n t  l a  f o r t e  bande à '1595 cm-' ( I R )  2 l a  bande 

"' O) l a  p l u s  i n t e n s e )  on t rouve  : v 2 

1595 =, vo - 35 Vo = 1630 m'l 
/ 

et 
v ACO,O) = 1615 cm-' (1613 cm1 en Raman sel d e  N a  

dans 5 0 )  

+ 
(1609 cm-' en Raman K solide) 

B1 CO,n) 
v = 1645 cm-' 

V'32C"O) = 1595 

Bj I",T) 
v = 1665 cmc1 



On retrouve : 

I -1 et aussi Di3 + Dijl = 10 cm 

Les coefficients d'interaction apparaissent alors indépendants 

des di'mensions du réseau cristallin. Cependant la fréquence de 

l'oscillateur non perturbé varie considérablement lorsqu'on passe 

d'un système f r à  $, f i .  Ce déplacement est négatif et indi- 
que une forte stabilisation du système par une plus grande inter- 

pénétration. C'est en quelque sorte. une mesure du caractère hydro- 

phobe des chaînes latérales. 

Les bandes A I  BI B2, B3 doivent donc 'être effectivement 

observées (système D~ ou C s ) .  

Ceci amène à se poser la question de la mise en évidence 
-1 de la structure non ordonnée. On voit que les bandes à1645 cm 

et 1665 cmv1 (IR) prises en tant que Random Coi1 peuvent très 

bien être dues à la structure B2 + (disparaissant d'ailleurs en 
abaissant le pH). Pourtant, les spectres dichroïques semblent in- 

diquer la présence d'une structure random coi1 comme nous le ver- 

rons dans la tentative de reconstitution des spectres dichroIques. 

I Par contre un point positif a été marqué : ce que nous I 
- avions pris en  an pour des cycles honzéniques résiduels 1 

(1613 cmr1) doit être dû à 1.a bande v (2 1613 ) de la 

Calcu l  p o u x  une héLice a d h o i z e  ( M é i h o d e  d e  C K I R G A D Z E )  . 
Pour une hélice a, la cellule unité contient 18 groupe- 

ments peptidiques inclus dans 5 tours. L'angle de torsion 

= 100QC = ' 0  et la longueur de la cellule unité est 27 18 
dans la direction z .  Le pas est 5,4 A. Chaque transition possède 

18 modes de vibrations A symétrique (Raman), B antisymétrique 

(IR et Raman) et 8 modes E doublenent dégénérgs. 



En I.R. les vibrations El et E; sont actives. Les coefficients 

de symétrie sont alors donnés par : 

C ~ i  
= A/18 CE, = 4 2 / 1 8  cos . (  -1) 0 

li 

i = 1, 2.......18 nombre d'unités peptidiques dans le groupe. 

Les fréquences de résonance en 1.R: sont données par : 

OU encore 

- 2  
- 'O + h (V1~f~2C0S + Vllf13 COS 2 0 + V11,14 cos 3 0) 

Le dipôle de transition pour l'amide 1 a un module de 0.3 D 
4 (4.15 10 1 mole-' cm-2) a 

-2 Pour l'amide II (0,18 II : 1,4.104 1 mole-' cm ) .  

Le calcul théorique mène à Amide 1 vo = 1663 cm-' 

Amide II vo = 1537 cm-1 



Pour l'acide poly a L aspartique on trouve : 

V A = 1638 cm-' Raman +Rrni.de I 

En reprenant ces valeurs, on trouve si 'l'on fait D2 = O. (influence 

dans une héliee a que par les premier et troisihe résidus). 

Le terme D3 montre que l'énergie de stabilisation par liaison 

hydrogène est près du double de l'énergie de stabilisation ap- 

portée par un résidu adjacent engagé dans une hélice droite 

(Amide 1). 

Pour llamide II (IR solide : 1520 cm' forme a hélice). 

Le calcul nous donne en conservant les valeurs de Dl et D3 : 

II = 1537 - 6 - 14 = 1517 cm'' 

Ce résultat est en très bon accord avec la bande Amide II expé- 

rimentale. 
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1 - RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 

Introduction 

Depuis quelques années, de nombreux travaux d'analyse 

des peptides par Rayons X, se sont développés, principalement 

par l'étude des diagrammes de fibre (Poly a méthyl-L-glutanate, 

poly L-alanine, Poly L-Proline r et II (1) ) ou encore sur des 

protéines fibreuses telles que la chrysope PLAVA ( 2 ) .  

I Cependant ces méthodes d'analyse demandaient la prépara- 1 

tion de fibres de polymère assez grandes (plusieurs micron:,) que 

nous ne pouvions préparer à cause des très faibles masses de 

l'acide poly a L aspartique (Mn 7000). 

Cependant une étude de Rayons X sur le polymère sous 
forme de poudre (clichès Debye-Scherer) devait nous apporter 

des renseignements quant à. la structure cristalline des formes 

antiparallèles et à la conformation des chaînes latgrales. 

l Il y a quelques années, KEITH, PADDEN et GIANNONI (3) 

établissaient les structures cristallines de l'acide Poly L 

glutamique et! de ses sels alcalino-terreux (sels de calctum, 

strontium et de barium). 

Les chaPnes fj antiparallèles ont toutes une cellule unt- 

té monoclinique (groupe d'espace P2 ) dont les paramètres va- 
l 

rient suivant la nature du sel. Sous la forme sel alcalho-terrew 

.-t à l'axe les plans des ion6 carboxylates s'étendent parallèlemc.'. 

de la c:kafne, chaque cation étant en contact avec 4 anions carbo- 

xylates. En converttssant ces sels (en restant à l'état solide 

sous la forme 6) en acide Poly L glutamique les groupes carbo:cy- 

liques maintiennent l'orientation des ions carboxylates maAs les 
O 

feuillets se rapprochent de 13 A à 8,8 A (dOo1).  un autre côté, 
l'acide poly L préparé directement par précipitation 

à partir ds solutions aqueuses à bas pH, vott Le plan de ses 

groupes carboxyliques s'étendre perpendiculafrement à l'axe des 

chaînes F: (axe b) , les chaînes s ' interpénétrant plus prof ondément 
ramena-it 1 'espace interfeuillet à 7,8 A (forme B2 f f - )  . 



D'autne part, beaucoup plus recement ITOEF, F O Z W  et 

FAÇI\IALJ (4) ont Etudié les transitions hélice ol -t- chaîne 6 de 
1 ' acide poly-l-glütu;aiqlin en fonction de 15 tcrnpbrakure. Se ba- 

sant sur les 6tudxs de KEITH (3) ils obtinrent deux formes B 

antiparal1t"les ( 0  +) à partir de la structure en ELCLice ci par 

chauffage. Ces deux formes possèdent toutes deux une structure 

monoclinique dont les parsmetres s o ~ t  indiqués dans le tableau 1. 

pa:-zmètres cristallins Mode d'obtention et 

Le gel à bas pH contenant des hé- 

lices a (1639 cm-l en IR : Am 1) 

a été chauffé à 40°C, 

ff (1681 et 1615 cm-' en IR) 

v (O ,n )  v C r r O )  

La forme a été chauffée à 85'~ 

fi2 f f  (1597 et 1728 c l - 1  

TABLEAU 1 

Etude par R. X de CL-Glu) Rgf ( 4 )  

ITOH, FOXMAN et FASMAN (4) avaient trouvé que la tran- 

sition B1 -* B 2 .  (en fonction de la température, suivûit un proc:es- 

sus de nucléation et de croissance à partir de la forme Bir pro- 
cessus qui se rGvélait être très bien expliqué par la thécrie ci 

nétique des transitions de phase développée par AVRA-II. Ils 

nontraient de plus que les groupes carboxyliques des chaînes laté- 

rales et qu- le mode de liaison hydrogène entre chaînes latérales 

subissaient d'appréciables changements durant la transition-Dans 

la forme fi2, les groupes carhoxyliqucs ont leurs plans normaux à 

l'axe de la chaSne (meilleure Fnterpénétra~ion), tandis que dans 



La forme ces plans sont parallèles à l'axe c'e la cha?ne 
- 

(établissement des liaisons 4 entre groupes carboxyliques). 

II - ETUDE DU RESEAU CRISTALLIN DU POLY-L-ASPARTATE DE SODTUM. 

Les études en Raman et surtout infra rouge nous avaient 

montré l'existence des chabes f3 antiparallèl6s Cch TT et IIT). 

C'est surtout l'apparition en milieu basique (concentré) des 

bandes 1 R à 1595 cmw1 (F) et 1730 cm1 ( 5 )  disparaissant en 
abaissant le pH (alors que deux bandes à 1680 et 1620 cm-' ::ug- 

mentent en intensité) que nous a poussé X suivre l'analogie par 

rappcrt à l'acide poly-L-glutamique en rayons 21. 

Dans le chapitre III, le calcul des constantes d'inter- 

action de résonance ont,montré que seule la fcéquence de lroscil- 

lateur non perturbé (vo) subissait un fort déplacement pour la 

structure f3 ff. dont les bandes IR 3 1595 et 1730 cm-1 représen- 

taient la structure (f i2 +). Ce déplacement ne pouvait provenir 

que de la distance interfeuillets, atnsi donc on etablissait a 

priori une relation vibrat2on de la band:: Amide î - structure 
cristalline (dOo1) . 
a - Made --. operato2re. 

Le diagramme de poudre a été effectug sur un écIiantPllon 

du sel de sodium de ltacSde poly L aspartique lyophilisé dans H20 

avant usage. Une,? caméra Phtlips Debye- Scherre a été employée 
1 

(Rayon de la chambre 57,3 mm). L'exposition à une source de radia- 

tion (raie Cu Ka 1,542 i) a Bté effectuée pendant 24 heures. 
La distance linéaire siIr le film ( S  en mm) entre une ra 

raie de diffraction (pour un angle de Bragg 8') et la raie 0 = O a  

est donnge par la relation de Bragg : 

- - X 
d~~ -2 sin 0 avec S (mm) = . 4  0 (WJ 



b - Etude du réseau 

i 

L e  t ab leau  XI montre les des tances  CS en mm) observées  
i s u r  l e  c l i c h e  de  d i f f r a c t i o n ,  l ' a t t r i b u t i o n  d e s  r a i e s  aux p l a n s  

F : f o r t e  i n t e n s i t 4 ,  M : moyenne, f : f a i b l e ,  tf : t r è s  f a i b l e .  

TABLEAU TT 

Cliché Debye-Scherrer du poly-L-Aspartate d e  sodium so l i de .  

Les bandes à 4,43 1 2,46 et  1,67 2 n 'appar t i ennen t  pas  à l a  

s t r u c t u r e  B 2 - & k  L e s  a u t r e s  bandes correspondent à c e t t e  s t r u c -  

t u r e  f12-#-. dhkl ayant  é t é  c a l c u l é  pour un système monoclinique 

par l a  r e l a t i o n  :' 

avec 

( a  = 

1 - 1 k2 - 
2 2 [h2 2 i- l2 + 2 lh cos  @] + - a.c s i n  f3 a 

dhkl b2 

a, b, c, paramètres de  l a  c e l l u l e  monoclibique 

9,75 A, b =  6,84 1, c = 8,06 A, @ = 104'~ a = y =  g o a )  



a A X E  DES L IALSONS H 

 AXE DE LA C H A I N E  

C D I S T A N C E  INTERFEUI LLETS 

M A I L L E  M O N O C L I N I Q U E  

F i g u r e  IV-1. 

OU encore  :. 
- .  

1 --- \1 a,01149 h2 + 0,01294 l2 + 0,0631 lh + b2/48,72 
dh. k, 1 

On a faAt v a r t e r  Tes param$tras a ,  BI c et @ . L e s  r é s u l t a t s  

obtenus par  exemple pour fi = 100Q et llOQ n e  bont p a s  du t o u t  

en accord avec l a s  r é s u l t a t s  expérimentaux. L e  système est donc 

f o r t  bien d é c r i t  p a r  une s t r u c t u r e  e2 a n t i p a r a l l è l e  i n c l u s e  dans 

une c e l l u l e  u n i t é  nonoc l2n~que .  

III - RELATION AVEC L'TNFRA-ROUGE. TNFLUENCE DES CHAINES LATERALES. --- -" - 

En fnfra-rouge en f o n c t t o n  du pK, on v o t t  c e t t e  s t r u c t u r e  

d i ' s p a r a î t r e  (en m i l i e u  concent ré  maEs p a s  en mkl - i eu  d i l u é ) .  

Nous avons prrs un c l i c h é  Debye-SeFrerrer d e  l ' a c i d e  

Poly a L Aspartique s o l t d e .  L e s  t r è s  f a i b l e s  bandes observées 

é t a P e n t  encore  c a r a c t é r ~ u t i q u e s  d'un systsme f i 2  SC-. Ccci p e u t  

être du au moc7e de p répara t ion  d e  l ' q c t d e  s o l i d e  {passage en  

m i l i e u  aqceux cl-tlué, nentralPsat$on d e s  groupements c a r b o x ~ l a t e s ,  

dialyse pu i s  lyc.,piiilisation) . 



Le fait qu'en milieu concentré, la structure e2  dispa- 
rait (IR) pour laisser la place 2 2 bandes à 1680 - 1620 cm-' 
en abaissant le p D ,  alors que la structure B2 est conservee dans 
DsO à basse concentration nous montre que le necanisme i1: + 

l 2 8, 
1 obtenu par abaissement du pH n'est pas un mécanisme simple. 

Le plan dOOl dans 1-e système B2 ff n'est pas observe 
où l'intensité de la diffraction est trop faible, ceci pouvant 

être dû aux plans contenant les ions ~a' affaiblissant la dif- 
l fraction du plan Cibol. KEITH et coll. ont observé un tel résiil- 

tat dans leurs études du polyglutamate de calcium. 

Les plans dOOn sont beaucoun plus rapprochés (distance 

l interfeuillets pour la structure que pour la structure 

l +. En milieu basique et concentré les plans carboxyla?~~ de- 

I vant être normaux a la chaîne peptAdique (axe b) tondis que 
l'écartement des feuillets en m2lieu acide permet une rotation 

des groupements carboxyliques (plans paralléles à l'axe de la 

chahe) pour permettre des liatsons hy2-ogène de s'établir en- 

tre elles. 

La figure 2 schérnat2se Ùn tel processus. Tl est a no- 
ter que dans un système monoclintque les chaînes latérales adja- 

centes pour deux feuillets voislns sont décalées de (modèle 

le plus compact selon KEITH). 

La forme #permet ainsi une solvatation du groupe 

carboxylique qui n'existe pas dans le groupenent carboxylate 

(forte interpénétrhtion des chaînes latérales en milieu basique 
Z 

(forme BZ f f ) .  c'est un résultat que nous avons retrouvé lors 

de l'étude de la solvatation de ce polypeptide et que nous dé- 



P 
s t r u c t u r e  p 

1 
/ 

axe a 

pians coi7 L a x e  b 

s t ruc tu re  p 4 

schemas de l a  p o s i t i o n  

d e s  c h a i n e s  l a t e r a l e s  d a n s  les t 

r e s e a u x  m o n o c l i n i q u e s  

F 1 G IV-,2, 

I V  - RECHERCHE DE LA STRUCTURE CORRESPONDANT AUX R U E S  NON 
ATTRIBUEES. - - 

Dans le cliché de diffraction obtenu, les bandes cor- 

respondant à la diffraction de plans réticulaires tels que 

d = 4 , 4 3  - 2,46 - 2,30 (trPs faible) et 1,67 A n'appartiennent 
ni à un système B2 ++ ni à Bl+. Or les études en 1nfra-Rouge 

fondamental, lointain et en Raman nous ont fait soupçonner 

l'existence d'une hélice étendue (hélice 31) ou une structure 

proclle de cette hélice. 



Pour l a  Poly-L-Prol i~ie  TI (ou l a  Polqt Glycine II) tous  

Geux formant une h é l i c e  3 le système c r f s t a 1 l i . n  est hexagonal. l 
Le ?as 02 l ' h é l l c e  est 9,36 A, l a  t r a n s l a t i o n  du r é s i d u  : 3,12 A 
e t  les paramètres  s o n t  a  = 6,62 A = b, c  = 9.36 A a = = y = 90°. 

L a  d i s t a n c e  du p lan  dhkl r é t i c u l a i r e  pour l a  d i f f r a c t i o n  (h ,k , l )  

est  : 

c - 1 

I L  (R + k- + hk) + -y 
la c 

L e s  r é f l e x t o n s  les p l u s  i n t e n s e s  d e v r a i e n t  être 

d ~ ~ l  = 4,89 A, doo2 = 2 , 4 4 4  A e t  dgo3 = 1,63 A (on t rouve  

d  = 4 , 4 3  A ,  2.46 A e t  1,67 A ) .  
On ne peut  a t t r t b u e r  les d i f f r a c t i o n s  manquantes à 

l ' e x i s t e n c e  d 'une h é l i c e  31 pure,  b ien  que l ' o n  p u i s s e  soupçon- 

n e r  une s t r u c t u r e  avoi.sinante. D e  p l u s ,  les é tudes  f a i t e s  en  

prenant  une chazne 6 p a r a l l C l e  ne  donnent aucun r é s u l t a t  en  ac- 

cord avec les raies r e s t a n t  à d é t e m i n e r .  

V - TRAVAUX DE.BIRSHTEIN-PTTTSYN. EXPLICATION DE L'EXISTENCE DE - 
CHAINES 6 ANTIPARALLELES POUR L ' A C I D E  POLY a L ASPARTIQUT. 

BIRSHTEIN e t  PTITZYN (5) o n t  montré p a r  des  c a l c u l s  

t h é o r i q u e s  basés  s u r  l e s  i n t e r a c t i o n s  d ipôle-d ipôle  des  chaînes  

l a t é r a l e s  que les polypeptidés contenant  d e s  hetéro-atomcs en 

p o s l t i o n  y Crat tachés au carbone 8 )  dans l a  cha îne  l a t é r a l e  

(Poiy-L-Sérine, P-L Cysté ine ,  P-L Thréonfne) forment des  s t r u c -  

t u r e s  p l u t ô t  que d e s  h é l t c e s  a.  Les f n t e r a c t i o n s  des  groupes 

C - M avec d e s  g roupes  pep t td iques  a d j a c e n t s  dépendent d e s  
6 Y 

a n g l e s  4 e t  I/J de  r o t a t i o n  Snterne  autour  des l i a i s o n s  N - Ca 
e t  C - C I O  d e  l a  cha îne  p r i n c i p a l e  e t  d e  l ' a h g l e  x d e  r o t a t i o n  

a 
au tour  de  l a  l r a r s o n  C - C de l a  c h a l n e  l a t é r a l e ,  avec 

a 8 
@ = 3 S 0 ,  I,!J = 225a pour d e s  cha înes  6 - a n t i p a r a l l è l e s  e t  + = 122"  

e t  I) = 123' pour une h é l i c e  a d r o i t e ,  



Ins or-+ considéré trois conformations privilégiées pour les rota- 
8 tionc. a;zi;orir des lia2sons ca - , - qui' correspondent à des va- 

leurs de x = 180' et ' 60'. 
En prenant un moment dTpolaire de 0,39 D pour la liai- 

son pe-ti<!-que et une constante dfélectrique E = 3 et 4, ils 

montrent que la configuration x = 180' est la plus avantageuse 

pour toutes les structures (fig. 3) cax elle correspond à une 

répulsion d3pÔle-dipôle dans le cas de l'hélrce ol et une énergie 

d'2nteraction dipale-dfpôle proche de O pour les structures B .  

F I G  I V - 3  

De m ê m e  la s2ructuse x = 60' est exclue (énergie dipôle-dipûle 

nt'gative pour une h.é~fce a. Le tableau TT1 donne les valeurs 

de l'énergie d'interaction dipôle-dipôle, On vott que les con- 

formations x = 60 (rot 2) et x = - 60' (rot 3)  seront des con- 
figurations prtvilégtées pour les chaînes @ antrparallèles, 

tand2s que la configuratton x = - 60"  sera privilégzée pour 

l 'hélice a. 

@ antiparallèle 

T A B L E A U  III 

Or dans l'étude que nous avons menée en R.M,N, les rotamères 

trouvés à l'aide des constantes de couplages (pour les formes 

!3 ,Y) correspocdent à x = + 60' (45 % )  (a2) et x = - 60° (55 % )  

(pH basiq~~j, Nous reprendrons ces résultats dans le prochain 

chajître lié à Psttude en R.M.N. 
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Il semblera i t  donc, quf à l a  s u i t e  des é tudes  de  BIRSHTEIN e t  de 

PTTTSELX qu'un groupement carboxylique joue (ad moins sous forme 

carboxyl.t te) l e  r ô l e  d'un Fiétéro-atome (O, S.. . ) quant à son 

énergre  d iTn te r ac t i on  avec le  s q u e l e t t e  pept idique.  

L e s  r é s u l t a t s  d e s  rayons X nous o n t  permis de  r e t rouve r  

l a  m ê m e  s t r u c t u r e  ( B 2  an t$pa ra l l è l e )  pour l e  Poly-L-Aspartate 

de  sodtum s a l f d e  que c e l l e  q u i  exEste pour l ' a c i d e  poly-L- 

Glutamique {neutre) obtenue pa r  chauffage dans  D20 . 
Ceci est un r g s u l t a t  t r e s  étonnant,  Bien que les chaî- 

ries l a t e r a l e s  t n t e r v f e n i e n t  pour une p a r t  importante dans l a  

s t r u c t u r e  du polypeptrde ( s t ruc tu r e s  secondai re  e t  t e r t i a i r e ) ,  . 
3.1 semble que c e l a  n e  s o i t  pas  le s e u l  f a c t e u r  e n t r a n t  en compte 

quant  à l a  s t r u c t d r e  et aux paramètres c r f s t a l l l n s ,  l a  chaîne  

l a t é r a l e  d e  l ' a c i d e  poly-ci-L-glutamique contenant  un groupement 

CHî supplémentafre pa r  r appo r t  à l ' a c i d e  po lp  a-L-Aspartique, 









1 

i 
ii I - RAPPELS BXBLTOGRAPHIQUES, ETUDE THEORX2UE DU SYST:T-/LE ABX - 
! 
1 (CH - CH26) .  
'! 

a 

j 
! 

1 L'étude en résonance magnétique nuc léa i re  ( H et  13c) 
t est une méthode pu i s san t e  d 'analyse  d e s  p ro t é ine s  et d e s  pply- 

pcs t ides ,  en p a r t i c u : l e r  dans l ' 'analyse des constantes  de  cou- 

p lace ,  des  r e l a t i o n s  angu la t res  ( f a t s a n t  i n t e r v e n i r  les angles 

$I , $, e t  X) et des  temps d e  r e l a x a t i o n s  carac térPs t2ques  d'un 

système donné. 

D e  nombreuses 6tudes s u r  les polypepttdes ont  été m e n é e s  
1 

p a r  l a  et l e S  mesures d e s  ang l e s  0 q r  O, xj ( f w .  1) 

grâce  aux cons tan tes  de couplages on t  permfs d e  s u t v r e  d e s  t ran-  
t 

s i t i o n s  chaîne s t a t i s t i q u e  + hé lkce  a ou encore d ' é t ud i e r  l a  po- 

s t t 2on  des chaTne$ l a t é r a l e s  par rappor t  au s q u e l e t t e  peptEd2- . . 
que conune par exeînple les 6tudes conformationnel les  d e  BRADBURY, 

! CARPENTER. ROBINSON e t  GOLD3IAN '(2) par les d6placeients  chimi- 
I 

ques des d t f f é r e n t e s  s t r uc tu r e s  des esters de  l ' a c t d e  poly 
J aspart ique.  

Avant d 'exposer les r é s u l t a t s  obtenus l q r s  d e  l ' ana -  

l y s e  conformatfonnelle de l ' a c i d e  poly a -L-aspartique, il es t  

bon dans un preiï ikr temps de  rappe le r  les c ê r a c t é r i s t l q u e s  con- 

format ionnel les  des  d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  secondaires  connues, 
1 p u i s  de  faEre  une analyse  théor ique  d'un s p e c t r e  A 3 X  c a r  nous 

retrouverons ce  t ype  de  s p e c t r e  dans nos r é s u l t a t s  expérbnentaw. 

A - ~onvent3ons;'et nomenclature, 

La conformatton du s q u e l e t t e  et des c h a b e s  l a t é r a l e s  
i ,: est bEen déterminée. pa r  un ce r taen  nombre d 'angles  d e  t o r s i o n  

Cfig, 1) . L'angle d e  t o r s i o n  .r: (ABCD) des  atomes A et D autour  

d e  l a  lPaEson B-C dans l a  molécule A-3-C-D e s t  l ' a n g l e  d2èdre 
8 

déf in% par les plans  ABC et BCD Cfig. 2)  . 11 est posEtEf l o r s -  , 
que regardant  le  long de  l a  l i a i s o n  B-C dé  $ - v e r s  C, on f a i t  

I 

i 
i 

t ourner  le p lan  ABC dans l e  sens d e s  a igu2 l l a s  d 'une. montre pour 

l e  superposer au p l an  BCD, , 

i 
i 
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D 

A 

6 

F I G  Y-2 

Tross angles  de t o r s ron  son t  nécessa i res  pour d é c r i r e  une u n i t é  

pept id ique  Cftg. 1) . 
1 a 

$& (CYnl - Ni Ci - C i )  

$t (N' e - C; - c i  - N $ + ~ )  

Wi (0% - c; - Ni+l Ht+l) 

I 

Dans l a  convention la olus  rgcen te  (1970), les ang l e s ' gLp  $ J ~ ,  

w, son-t 6gau.x à 180' lo r sque  le  s q u e l e t t e  polypepttdtque est 

~ l a n  e t  complétenilnt étendu, l a  l t a f s o n  pept idfque  d t a n t  s o u s  

forme t r a n s ,  ~ t n s *  dans c e t t e  nomenclature (B&ocWmfe IUPAC-TUB 

1970) un ang le  d e  t o r s i o n  est nul lo r sque  les t r o i s  l i a î s o n ç  

auxquelles  2 1  se rappor te  e s n t  coplanat res ,  18 premfèxe et l a  
troistème Btant en posi;tton c t s  par  *apport h l a  seconde 

R 

\ $ = O  q = a  N- * ,, C; H4$ NN 

Pour les chaPnes l a t e x a l e s  (£tg. l ) ,  l a  dés ignat ion  d e e  atames 

commence a par t j t r  du carbone a . L e s  atomes l o u r d s  ( O p  Cc N) 

s o n t  reperes pa r  ies lettres grecques 8, y, B .  

L 'angla de t o r s i o n  autour  da  l a  j l t a t s o n  est a p p c  

lé  xj et eet compté positivement l o r sque  l a  (j-1) l i a t s o n  
tourne  autour da  la jieme l i a f s o n  dans l e  sens  d e s  a i g u i l l e s  d 'une 
mont ,-e pour é c l t p s e r  l a .  C j+'l) l t a f s o n  (ffg. 2) . La convention 
de 1-70 adopte x = O l o r sque  les l t a t s o n s  j-1, j et j+l  s o n t  

j 
cop lana t r e s  Cj-1 et j+l) c h .  

I 
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Les régionr  blanches son t  les 
conformations totalement  per- 

mises, e x t e n s i b l e s  aux régions 

hachées en "compressantn les 
atones.  

1 

-189 -120 -632 O 60 Im 180 

qrs 
C '. ~ & i e  --- tfteariqpe du systerne de -in ABX 

U n  s p e c t r e  ABX comme celult observé pour l a  charne la- 

térale (C'A - C%B) se compose d e  4 reies A, 4 ra ies  B. 4 raies 
X e t  2 r a i e s  d e  combinaison s o t t  au t o t a l  1 4  r a i e s  (numérotées 
de 1 h 1 4 ) .  

Les s i g n e s  r e l a t i f s  des  cons tantes  d e  couplage af fec-  
t e n t  l ' apparence  d 'un s p e c t r e  ABX comme on p e u t  l e  v o i r  s u r  l a  
f i g u r e  3 ,  l ' t n t e n s i t é  e t  l a  p o s i t i o n  des t r a n s i t i o n s  dépendant 
des s i g n e s  r e l a t i f s  de JAX e t  J B X m a i s  & t a n t  indépendants du 

s t g n e  de J 
AB ' 

L a  p a r t t e  AB du s p e c t r e  se compose de deux pseudo 
q u a r t e t s  q u t  peuvent se r e c o u v r i r  p a r t i e l l e m e n t  au to ta lement  

ou n e  p a s  se r e c o u v r i r  du t o u t .  L a  p a r t i e  X c o n s i s t e  en 6 rates 
symgtr iques p a r  r a p p o r t  Zi gX. 

Il e x i s t e  un c e r t a i n  nombre de r e l a t i o n s  e n t r e  les 

fréquences d 'une p a r t  e t  l e s  i n t e n s i t é s  d ' a u t r e  p a r t .  

Pour  la p a r t i e  AB on a : 

VI - v3 = v2 - v B  = v5 - v 3  = v6 - y s  " JAB 

VI - V5 = . V 3  - V 7  = 2 D+ 

v2 - v6 = v"4 - .vg  " 2 D- 
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- RESULTATS, APPLICATIONS A L'ACIDE POLY a-L-ASPARTIQUE. 

A - Etude en  résonance du proton e n  s o l u t t o n  aquevçe en fonc t ion  ." --"- 
du pH, -- 

? L'é tude  en R.M,N, en  fonc t ion  du pK a été e f f e c t u é e  s u r  
! 
I un a p p ; i r d i  C W C A  (250 MHz a t ransformée d e  p o u r i e r )  dans D 2 0  
J 
t à 1,5 % avec le  D.S.S. comme référence .  
! 

La frgusle 4 montre l e  s p e c t r e  e n r e g i s t r é ,  A hau t  champ 
Vers  2,7 ppm on observe  un massif contenant  h u f t  r a f e s  cor res-  

< 

! pondant à l a  p q r t i e  AB (protons CH2B) du système ABX (CHa - CH~B). 
L e  p i c  a CH quant  à. l u t  est sous l a  forme d'uh t r i p l e t  d ' i n t e n s i -  
tés C1:S:l). L e  p & t i t  p i c  résonnant  du p l u s  bas  champ est un p i c  

de. r o t a t e o n  de  l ' eau .  et non pas une r a i e  a t t r i b u a b l e  au p i c  X 

i (:CH4). Nous avoni montré ce dernZer p o i n t  en c o r r i g e a n t  les pha- 
I 

1 
ses et  en employant d i v e r s e s  v i t e s s e s  d e  r o t a t i o n  d e  l ' é c h a n t i l -  

lon.  L e s  temps d e  conversion d 'une  s t r u c t u r e  secondai re  en une ~ 
i l 

i a u t r e  s o n t  d e  1 ' o r d r e  d e  1on7 sec.  ' I l s  s o n t  t r o p  rap ides  pour 
, 

que l ' o n  p u i s s e  s ë p a r e r  l e  quadruple t  a CH d t i n t e n s i t E  C1:3:3:1) 
1 1 e n  deux t r i p l e t s  d 8 i n t e n s i , t é  C1:2:l) r e p r é s e n t a n t  deux s t r u c -  

t u r e s  secondai res  q u i  a u r a i e n t  un temps d e  v i e  beaucoup p l u s  1 

long que  IO-' sec.  C'est une ques t ion  qui: a v a i t  été soulevée  p a r  

1 BRADBURY pour le  Poly L -Aspartqte  de  $ benzyle C2) m a i s  q u i  4 

3 é t é  r é s o l u e  par TAM et KLOTZ (9 )  en  fiélange s o l v a n t  organique - 
1 s o l u t i o n  aqueuse. 
i !' 

1 

L e  pro ton  A est l e  proton de  CHZ 6 q u i  résonne au p l u s  . 
i bas champ ( f i g .  4 ) .  ( cons tan te  de couplage JAX < JBX). L e  ta- 

i s  bleau  III résume les v a l e u r s  des cons tan tes  de  couplage ( f i g .  5 

i 
e t  f i g .  6)  e t  des  déplacements chimiques en f o n c t i o n  du PD. 

1 
K 
(1 A t i t re  de comparaison, l a  f i g u r e  5 '  montre les dépla- 

cements chimiques e n r e g i s t r é s  pour l ' a c i d e  poly L-glutamique 
dans D20 (8) . On v o i t  qu 'en  pH bas ique  (chaine non ordonnée) le  

1 

proton CHa résonne p l u s  f a i b l e  champ qu 'en  m i l i e u  a c i d e  (hé- 

l ice a), à l ' i n v e r s e  de l ' a c i d e  poly a L a s p a r t i q u e  q u i  résonne 

Y 

i 

















ne se vérifiait qu'en pH basique. Or cette solution était tout 

à fait à l'encontre des observations faites en rayons X pour 

lesquelles, dans la forme @ antiparallèle compacte ( B 2 # ) ,  les 

groupements carboxylates étaient perpendiculaires à l'axe de la 

chaîne (rotamère 2) . Nous avons repris las travaux de KAÏNOSHO 
et WISAKA (6). Ces chercheurs ont effectué une analyse confor- 

rnationnelle d'amiho-acides et de peptides en utilisant des subs- 

titutions isotopiques spécifiques afin d'attribuer des constantes 

de couplages non ambigües aux protons CH2 8. A partir de leur 

analyse des populations pour l'acide L-aspartique dans différents 

états ioniques, nous avons trouvé les valeurs suivantes : 

Jt = 13,52 Hz Jt = 13,6 Hz pour BI&DBURY (2) 

des relations 

couplages trouvtcrs par eux (6) 

( 4  Hz et 9 , 8 5  Hz en milieu basique 

,2 . Hz et 6,4 Hz en milieu acide) . 

Le tableau IV suivant r'sinme les poids statistiques des 

rotamères obtenus à partir de ces nouvelles valeurs de Jt et 

J en utilisant ,nos résultats exp8rhentaux. 
9 f 

TABLEAU IV 

Poids statistique des rotainèrls 
Comparaison de nos valeurs avec les valeurs de x selon BIRSHTEIN 





montre que la f o m k  e2 +représente 45 % environ des residus 

du polym&re, or a2 = 0,43). 

al passe s'une valeur nulle en milieu basique 0,13 en 

PD acide. Ce rotamPre correspond a la conformation x18; de 

BIRSHTEIN, c'est-abdire une cgniorrnation peu stable à cause des 

interactions dipblb-dfp8le entre chafnes laterales. . 

Par contrb le poids du rotamère 3 aumente en pH acide. 

En conrid6rant un hqdele moléculaire, on voit que le plan des 

groupements carboxyliques neutre peut s18tendfe dans le plan c 

du rgseau monoclinique parallalement &.l'axe L) de la charna et 

être. stabilis6 par formation de liaisons hydrdgènes (fig. 9) . 



BRADBURY e t  c o l l .  ( 2 )  n ' o n t  pu d e c i d e r  complètenent  

d e  l a  pr6pondQrance d ' u n  d e s  deux ro tameres  en  é q u i l i b r e  r a p i d e  

1 où 3 .  Leur  a n a l y s e  en  d i ch ro ï sme  i n f r a - r o u g e  ne  l e u r  a v a i t  

r é v e l é  que l a ,  p ré sence  du ro tamère  3 (1416 cmA1 bande // f o r t e  

due a u  CH2 bend ing ) .  Dans nos s p e c t r e s  i n f r a - t o u g e  ( m i l i e u  

d i l u é ) ,  en  m i l i e u  b a s i q u e  comme en  m i l i e u  a c i d e  on a une bande 

B 1420 cm-' d e  f o k t e  i n t e n s i t é  compat ib le  avec  l e  mode CHî 

bending d ' u n  r o t a h è r e  3 .  L e  rotamère  3 a s e s  groupements carbo-  

x y l i q u e s  p a r a l l è l e s  3 l ' a x e  b de  l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e ,  ceux-ci  

é t a n t  c o p l a n a i r e s  p e r m e t t a n t  d e s  l i a i s o n s  hydtogènes  i n t e r f e u i l -  

lets (forme B~ W.) 

En c o n c l ~ s i o n ,  nous r e t r o u v o n s  une conformat ion  d e s  c h a i -  

nes  l a t é r a l e s  a t t e n d u e  g r â c e  aux r é s u l t a t s  des  rayons  X e t  compa- 

t i b l e  avec  les fofmes j 3 - a n t i p a r a l l è l e s  e n  m i l i e u  bas ique  e t  a c i d e .  

L e  ro tamare  3 permet d e s  l i a i s o n s  H e n t r e  l ' hydroxyde  du 

groupe  ca rboxy l iqQe  e t  l e  p ro toQ amide pour  fbrmer  d e s  c y c l e s  en  
Y 

C7 ' 

C - Etude e n  f o n c t i o n  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  

I l  nous d p a r u  i n t é r e s s a n t . d l é t u d i e r  les e f f e t s  d ' a g r é -  

g a t i o n  aar RMN a f i n  d e  mettre en év idence  les i n t e r a c t i o n s  i n t e r  

ou i n t r a m o l é c u l a i t e s  s e l o n  que l ' o n  se t r o u v e  en  m i l i e u  concen- 

t r é  ou d i l u é .  

Pour  cela; nous .nous  sommes b a s e s  s u t  une i d é e  d e  

SCHWARTZ e t  F A S W  (7). . C e s  d e r n i e r s  o n t  é t u d i é  un copolymère 

(DLLys) (VAL} 20- (DLLys) l0 ; 3 1 ' a i d e  de rneshres de  temps d e  
relaxation sp in  rdseau e t  des r a p p o r t s  sH e t  l'%CH avec  : 

Suf face  du p i c  NH: Lysine  

%H = -- , SrNH groupe amide) 

et 
S(&I3 VAL) - - 

R~~ S ( ~ H ~  Lys) 

iLs o n t  pu donner un modéle cor respondant  à d e s  a s s o c i a t i o n s  
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intraiioléculaires en milieu dilué (les blocs DL Lysine inter- 
a g i s s a n t  avec l a  s t r u c t u r e  @ L-Val ine) .  

L a  f i g u r e  1 0  nous montre l e s  déplacemknts chimiques 

observés  pour l e  a CR e t  l e  (3 CH2 en f o n c t i o n  de  l a  concent ra -  

t i o n  en  m i l i e u  bas ique .  Les s p e c t r e s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  s u r  un 

a - p a r e i l  90  MHz H-~EZJ:IY--!%~~MEX R ?2.  

Fr1 mesuraht  l e  r a p p o r t  r e l a t i f  d a s  . p i c s  a C1-i e t  3 CH2 

cor respondant  3 l a  s t r u z t u r e  6 a n t i p a z a l l è l e ,  en  f o n c t i o n  de  

l a  c o n c e n t r a t i o n ,  b n  v o i t  que CC. r a p p a r t  t e n d  b e r s  0,25 en ni- 

l i e u  d i l u é  a l o r s  q b ' i l  t énd  v e r s  0,4 en  m i l i e u  concen t r e  iva- 

l e u r  t h é o r i q u e  : 0 , 5 ) .  C e  r a p p o r t  e s t  une mesure de l ' e f f e t  

cha îne  l a t é r a l ?  - Gque le t t e  pep t id ique .  11 d o i t  t e n d r e  v e r s  sa 

v a l s u r  t h é o r i q u e  l b r s q u e  13 chaEne est l i b r e .  I l  correspond au  

c o e f f i c i e n t  %, d e  S C W ~ A R T Z  e t  F'ASMAN. 

A ~ n s i ,  il a p p a r a î t  q u ' e n  m i l i e u  concen t r é  (à p a r t i r  de 

3 % env i ron  e t  au-dessus) les i A t e r a c t i o n s  s o n t  de  n a t u r e  i n t e r -  

m 3 l é c u l a i r e  t a n d i s  q u ' e n  m i l i e u  d i l u é  (à p a r t i r  de  1,5 - 1 % e t  

ei1 dessous)  les i n t e r a c t i o n s  s o n t  di: n a t u r e  i nk ramolécu la i r e .  

L a  f i g u r e  11 i l l u s t r e  c e  système. 

L e s  g tudes  en infra-rougz,  o n t  molitré q u ' e n  m i l i e u  concen- 

tré, il Pouvait exister den chaines f3 para l l8 les  ( / i n c l u s e s  

dans l a  s t r u c t u r e  B + ( I . R .  Am 1' à 1635 m-l) . 

De p l u s  les mesures de  c o n s t a n t e s  de  séd imenta t ion  n ' o n t  

donne de  r é s u l t a t  que pour une c o n c e n t r a t i o n  d l evée  ( 1 0  mg/l) avec 

S = 1,l Svedberg,  e t  il n ' a  p a s  é t é  p o s s i b l e  d ' a v o i r  l a  c o n s t a n t e  

d e  s éd imen ta t ion  pour  de  f a i b l e s  c o n c e n t r a t i o n s  de  l ' o r l r e  d e  

0,08 % (0,s mg/l) pour l a  comparer à l a  valeud ob tenue  à concen- , , 

t r a t i o n  é l e v é e  e t  en tirer des  renseignements  s u r  l ' e x i s t e n c e  de 

l i a i s o n s  i n t e r m o l Q c u l a i r e s .  

Ce q u i  p a r a î t  i n t é r e s s i n t ,  c ' e s t  l a  p o s s i b i l i t é  q u ' a  l a  

c h a î n e  B &  e n  m i l i e u  d i l u é  de  se r ecourbe r .  Le? é t u d e s  RMN é t a n t  

f a i t e s  e n  miliea d i l u é  ('3 % e t  nioins) ,  on peu t  s ' a t t e n d r e  à v o i r  

a p p a r a î t r e  en  m i l i e u  organique  (DMSO) ( l o r s q u e  les p ro tons  ?JH ne 

s o n t  p l u s  échangé9 avec DZO, l e s  p i c s  NH a p p a r a i s s a n t )  des p i c s  







caract6ristiques de ces "turns" . C'est ilétude qüa nous alLonç 
entreprendre maintenant avec l'évaluation des constantes de 

III - ETUDE EN SOLVAKT ORGANIQUE 

A - Constante de douplage 3 ~ ( N H -  CI?) 

Les premiers travaux thgorique3 visaiit & relier üze 

constante de couplage 3~ avec là géométrie de la molécule ont 

eté faits par KARPLUS sur les dgrivés de substitution de l'étha- 

ne (10) et (11). 11s se traduisent par une relation trigonomé- 

trique faisant intervenir l'angle 8' du dihdre forme par les , I I 
plans H 4 -  C - C' dt C - C' - H' de la molécul$ - C - C'- 

I I 
H H' 

3 et la valeur expefimentale de la constante de couplage JCh-CIH, 

3~CH-C,Hl = A + B cos 9 + c cos 2 O 

Il est a$paru intéressant B de nombreux chercheurs 

d'établir une reldtion analogue pour la constante de couplage 
3 ' 

J ~ ~ - a ~ ~  entre 1& proton de la liaison amide et l1hydrog8ne 

fonction 

relation 

BYSTROV 

de 8 ( 8  

du type 

&t ses . collaborat~urs expriment JNH- CHa en 

angle du dièdre d'arête N- C (fig. 12) par une 
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D ' autres auteurs comme RAMACHANDRAN é t R. CHANDF!ASEKAR%l~ 

(14) se basant su2 des modèles tels les N-acetylamino acides N 

méthylamides ont trouvé une relation de la forme : 

2 2 
J (6) = 1,9 cos 6 - 1,55 B cos 8 + 1 , 3 5  sin û 

et l'ont appliquéé aux couplages JNkeaCH pour la gramicidine S.A. 

A partir de ces rdsultats, NEMETHY et PRINTZ [15) en ont tiré 

des constantes de couplages théoriques de "turns" B et y présents 
dans les protéined. 

11 est à remarquer cependant que dan$ un mglange dyna- 

mique de rotamèred, la constante de couplage fiesurée est en fait 

une moyenne pondétée des constantes de couplage correspondant 

a différents rotanières. 

ViO,$, xl//-*xn) 
-- kT 

JNH- CH da dS d X1 dx 
observé=<Jd~-a~i~' = 

V(@,*,x1- -xn) 

f .- -A I I -  - ---- 
kT 

dO dx1--dx, 

avec V ( @ , y l ,  xl....xn) énergie potentielle de la confornation de- 

crite par les angles $ <  $, xl.... xn. 

f est 11int6gration sur l'espace des degrés de libertë. 
La valeur de V ( 4 ,  xl....x ,) est donnée par l'analyse confor- 

mationnelle, et J d ~ - u ~ ~  conduit à deux ou quatre valeurs de . 

Des calculs théoriques ~(16) (17) suggèrent que la pré- 

sence d'un doublet électronique libre sur l'atome d'azote et que 

l'existence d'une liaison hydrogène dans laquelle le proton de 
la liaison peptidique est engagé modifient la valeur des paramè- 

tres A,  B et C de la relation de KA-IPLUS. Cependant 011 obtient en 

général des résultats cohérents avec de telle9 expressions de 
3 

J ~ ~ - a ~ ~  



3 C o n s t a n i e s  d e  c o u p t a g e  J l N H - a C H I ,  p u u n  Le. PoLy L - A s p a n t a X e  d e  

~ u d i u m .  

L e s  s p e c t r e s  o n t  S t 6  e f f e c t u é s  dans le  s e u l  s o l v a n t  o r -  , 

ganique que nous connaissions oa l ' a c i d e  poly L - a s p a r t i q u e  s e  d i s -  

1 w u t  (aprgs i6ger chauffage)  : nQus avons employ6 l e  Dirnéthyl- ~ s u l f  oxide  d e u k r 6  (bon accepteur  de pro tons)  corne so lvan t .  Vous 
l 
i avons ajouté 1 2  % d ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i q u e  pour permet t re  de 

v o i r  les p i c s  appal ial t re ,  ( 2  l a  cpncen t ra t ion  de  4 % en polypept ide)  

Nous re t rouvons  l e 6  mêrr.es déplacements chimiques pour l e  aCH t-t 

le  CH2 f3 dans l e  D ~ S O  que dans l ' ' eau .  C e s  p i c s  se d e l a c e n t  

l o r s q u ' o n  a j o u t e  p l u s  de 1 6  3 18 % de TFA). La f i g u r e  (15) nous 

permet d ' a t t r i b u e r  les p i c s  6 CH2 v e r s  2.8 ppm (près  des  CHJ d e  

. l a  r é f é r e n c e  TMS), du p i c  a C I l  v e r s  4 .6  - 4 . 7  ppm e t  des p i c s  NH 

e n t r e  8 e t  8.5 Hz. 

Le p i c  de t r è s  f o r t e  i n t e n s i t e  ve r s  6 . 1  ppm e s t  dû au 

pro ton  a c i d e  du.TFA. I l  se déplace en fonc t ion  de  l a  concentra-  

t i o n  en TFA ( l i a i s o n s  hydrogènes avec L e s  groupements carbonyles  

de  l a  l i a i s o n  peptfidique) v e r s  les bas champs. 

On v o i t  que les  p i c s  (i1 CH e t  N - 11 sont de na tu rc  corn- 

p iexe .  D e  p l u s  on Voi t  v e r s  3.3 ppm a p p a r a î t r e  un p i c  l a r g e  de  

f a i b l e  i n t e n s i t é .  kous avons a t t r i b u é  c e  p i c  à des c!$, 8 couples  

avec l e  proton du Qroupement amide. 

Le p i c  XH s e  conipose en f a i t  de p l u s i e u r s  signaux. Nous 

avons t e n t é  d ' a t t r i b u e r  les d i f f ë r e n t s  couglages NH - C ~ H  au 

moyen de d 6 c o u p l a g é s ' s é l e c t i f s  en ondes cont inues .  

9 - Découplage d e s , p r o t o n s  p a r  i r r a d i a t i o n s  s é l e c t i v e s .  

Nous avonj6 t e n t é  de v o i r  q u e l s  s o n t  les protons  a CH q u i  

s o n t  couplés  avec le  proton  NH e t  à q u e l l e  s t r h c t u r e  c e s  pro tons  

Leuvent a p p a r t e n i r ,  Ceci a  é t é  f a i t  en i r r a d i a n t  par  exemple le  

?ro ton  NH se s i t u a h t  à 8,l ppm avec un champ X2. L'add i t ion  d e  

ce champ f a i t  que l ' o n  s a t u r e  les niveaux énerggt iques (popula- 

t i o n s  é g a l e s )  r e l a t i f s  à ' c e  proton e t  à empêcher a i n s i  les t ï a n -  

s i t i o n s .  Ains i  l e  & CH couplé avec l e  YH i r r a d i é  v a - t i 1 , v o i r  son 







s i g n a l  de résonance d i s p a r a f c r e  ( f i g .  1 6 ) .  L e  p i c  a C S  s e  c~n-ass 

e n  f a i t  de 2 ïrïassifs sé2arCç C e t  D.  

On v o i t  que l ' i r r a d i a t i a i i  de A l a i s s e  inchangée i a  par-  

t i e  a CH, t a n d i s  que 1 , ' i r r a d i a t i o n  du p i c  B f a i t  Z i r q a r a i t r e  l e s  

2 i c s  C e t  F .  Le p i c  E se compose e n  f a i t  de  deux p a r t i e s  t r o p  

?roches pour ê t r e  i r r a d i é e s  séparément (3 e t  x ) .  L ' i r r a d i a t i o n  

d e  C e t  F nous montre que l a  p a r t i e  X d i s p a r a z t .  La p a r t i e  X 

r e p r é s e n t e  un tiers envi ron  de  l a  s u r f a c e  du p i c  B t o t a l .  Par  

c o n t r e ,  l ' i r r a d i a t i o n  du p i c  D ne f a i t  d i s p a r a g t r e  qu 'une p a r t i e  

du p i c  B t a n d i s  qu& l e  p i c  X est  conservé.  

I l  es t  d i f f i c i l e  d e  p r é d i r e  p l u s  pour l ' a t t r i b u t i o n  des  

d i f f é r e n t s  couplages  JNs-CHa. L 'expér ience  m é r i t e  d ' ê t r e  r e f a i t e  

à p l u s  haut  champ ( 2 5 0  MHz). Le p i c  D e s t  donc complexe. L e  s e u l  

r é s u l t a t  p o s i t i f  d e  l ' i r r a d i a t i o n  a  é t é  d ' a t t r i b u e r  l a  p a r t i e  X 

du NH ( 8 , 4  ppm) au a CH (à 5,05 ppm) e t  au CH2 K à 3 , 4  -?m. C e -  

!,endant 1 ' é tude  du p i c  CII ,  b ien  q u ' e l l e  soi t d i f f i c i l e  va nous 

pe rme t t r e  de  connakt re  les c o n s t a n t e s  de  couplage JNH-cHa. 

C - Analyse du pic a CH 

La p a r t i e  C du pic a CH a Bté a t t r i b u é e  d l a  presence de 
chaîne  non ordonnée dans l e  système. Sur les f i g u r e s  15 st 1 7  on 

v o i t  l a  forme compliquée du p i c  a CH p r i n c i p a l  ( p i c  D). 

AEin d ' e n  dédu i re  e t  d ' y  t r o u v e r  d i f f é r e n t e s  cons tan te s  

de couplages JNHdCHa nous avons p r i s  c n . c o n s i d é r a t i o n  en p r e n i e r  

l i e u  des  c o n s t a n t e s  JCBa-CH fi ( f i g u r e  1 7 )  . Nouct avons d é d u i t  du 

p i c  a CH c e s  r a i e s  ( a t t r i b u z i o n  univoque : une s e u l e  3 o s s i b i l i t é  

a é t é  t rouvée  pouY f a i r e  cor respondre  les r a i e s ) ,  e t  nous avons 
' cherché dans les $ a i e s  r e s t a n t e s  en  nous a i d a n t  des  i n t e n s i t é s ,  

des  c o n s t a n t e s  de couplage,  en formant p l u s i e d r s  systèmes poss i -  

b l e s .  La s e u l e  ba9e de c o n s t a n t e s  de couplages log ique  nous a é t é  

donnée p a r  un syslième de r a i e s  ( p a r t i e  3 ) .  L e s  r a i e s  r e s t a n t e s  

forment erîcore l e  &me système. 0 n . a  a i n s i  t r o i s  systèmes de cons- 

t a n t e s  de couplage t e l l e s  que on a i t  8 , 9  - 6 , 6  e t  4 Hz. En 



\\ 4 . 
// 

c o n s t a n t , e s  d e  c o u p l a g e  F e s ~ d u e l l  e s  

d e s  d o u b l e t s  +,H -N H 



recherchant dans la littérature, on retrouve ces constantes de 

coupl~ges -Our u1-1 Coude (turn) TI qu'Ont décrit NEY?:XY et 

PRINTZ (15). Etant en milieu dilué, où l'on a-des interactions 

intramoléculaires dans les chaink #, ce résultat ne peut 
sur-endre. Cependant il aurait besoin lui aussi d'être affiné 

à plus haut champ. 

Le tableau V nous montre les résultats trouvés par 

NZ-WTHY et PRINTZ par des calculs semi-empiriqbes. 

et Y. Les turns BI et BII  ont Eté mïs en évidence par les cal- 

culs théoriques de VENKATACSUAM (18). De nombreuses études ont 

été effectuées tant sur des oligopeptides (19) , (20) , (21) et 
( 2 2 )  par effet Overhauser et'en rayons X, que sur des protéines 
globulaires ( (23) , ( 2 4 ) .  

L'introduction d'une forme $ turn II a permis la recons 

titution compléte des  spectres dichroiques alors qu'en son absence 
nous n'étions jamais arrivé à, un rgsultat satisfaisant Cchaoitre 

VI DichroTs! 

a bien un t. 





Le dé~elo~~ernent du modèle statistique de CHOU et 

FASMAN (25) , (26) nous donne les fréquences d'a-paritions fj 

des résidus L aspaktyl suivant leurs places respectives en i, 

i+l, i+2, i+3 et léur parainètre conformationnel (tableau VI) 

TABLEAU VI 

i 

La probabilité pour qu'un "tétrapeptides" forme un turn unique- 

Résidu 

Aspartique 

ment avec des résidus L aspartique.~ est : 

P = fi . fi+l + fi+2 . 'i+3 = 0,491  IO-^ 

Or selon CHOU et FASMAN, la valeur P = 0,s 1 0 - ~  sedle être une 

valeur limite correcte pour la prévision de l'existence turn. 

Ceci est' fait sans prendre en compte les strudtures particulié- 

res dans lesquelles le 6-turn prend place. 

fi 

6,137 

Nous sommes juste à la limite de la probabilité d'un 

fi+ï 

0,088 

'i+2 

0,069 . 

fi+3 

0,059 

3 

'i+4 

1,26 

b 
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ETUDES E N  DICKROISMk: CTRCULAIRE E L ~ C T R I ~ U E  



CHAPITRE VI 

ETUDES EN DICHROISME CIRCULAIRZ ELECTRISUE . - 

A - Rappels bibliographiques 

I - Rappels théoriques 

II - Description du chromophore amide 

B - Résultats. Spectres de l'acide Poly a-L-Aspartique. 
Reconstitution des spectres dickrolques . 

C - Paramètres influençant l'allure des spectres dichroïqueç. 

1 - Influence de la masse moléculaire 

II - Influence de la température 

III - Influence de la nature des contre-ions et 
influence de la taille des contre-ions. 

D - Conclusions 



A - RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 

1 - Ra2pels théoriques. 

Lorsqu'une onde électromagnétique linéairement polarisée 

traverse un milieu possédant un groupement chromophore optique- 

ment actif, ses composantes circulairement polarisées gauche et 

droite ne sont pa9 absorbées de la même maniere E~ # E ~ .  11 y 

a alors apparition du dichroïsme circulaire. Ce dichroïsme peut 

résulter de la présence d'un carbone asymétrique (comme le cx CH 

des polypeptides). 

L'extrémité du vecteur chavp électrique 5 décrit à la 

sortie une ellipse ( f i g .  1). 

L'angle q appelé elli~ticité est relié aux indices 
d'absorption KG et Kg des lumièrcs circillairement polarisées 
gauche et droite par la relation du tyse FRESNEL. 

: ellipticité (en radians) 

X : longueur d'onde de l'onde électromagnétique 

L : épaisseur du milieu. 

Deux grandeurs macroscopiques ont été introduites pour exprimer 

l'ellipticité d'un soluté d'une manière commode. 

iCI 
- l'ellipticité spécifique 1111 = , 

: ellipticité (en degré) 

L : épaisseur du milieu (en dm) 

C : concentration du soluté ( g  ml-') 





- l'ellipticité molaire 

~ Sachant que l'indice d'absorption K est relié au coefficient ~ d'extinction molaire E par la relation : 

I( = Log 10 -- 2 , 3 0 3  A C.E = 
47r 

(C : concentration molaire du soluté (mole 1-l). 

On montre que : 

- A E = E ~  c,, est l'absorption différentielle dichroique. 

1 'el lipticité molaire / 0 1 s 'exprime en degr6 cm2 décimole-' ) 

Le dichrographe ,fournit directem-nt la différence d p  

densité optique (A - Ag.) à la sortie de l'échantillon pour les 
G 

composantes circulairement ~olarisées gauche et droite- 

M : masse moléculaire du soluté (résidu peptidique) 

(en g )  

c : concentration du soluté ( g  1-l) 

L : épaisseur de la cuve (cm) 

la différence AG - A est mesurée sur le specere en mm. Elle est D 
retranchée de la ligne de base (solvant). 

-1 S : sensibilité (en mm 1 



T h é o t r i e b  q u a n t i q u e &  d e  L'  ac;tLvi.tE o p t i q u e .  

L'origine de l'activité optique d'un milieu peut avoir 

deux origines : 

- une trahsition électronique peut impliquer le dépla- 
cement linéaire de$ charges électroniques et créer par là même 

un mo ent électrique appelé moment de transition électrique. 

- ou entraEner la rotation des charges électriques au 
tour d'un axe, donhant naissance à un moment magnétique apselé 

moment de transition magnétique. 

D'une façon générale les transitions électroniques peuvent être 

électriquement ou magnétiquement permises mais les transitions 

électriquement perinises sont dix mille fois plus intenses que 

les transitions magnétiques. 

En 1928 ROSENFELD (1) donne une première théorie quan- 

tique de llactivit& optique, avec l'expression de la force ra- 

tationnelle Ra de la transition électronique O + a 

Im partie imaginaire 

1-i opérateur moment dipolaire électrique 

m opérateur moment dipolaire magnétique 

O fonction d'onde de l'état fondamental 

a fonction d'onde de l'état excité. 

Puis en 1937 KIRKWOOD (2) propose la théorie de l'os- 

cillateur couplé tandis que la même année CONDON, ALTAR et 

EYRING (3) proposent une théorie à un électron, puis MOE'FIT 

reprend en 1956 (4) la théorie dc l'oscillateur qui fait lever 

la dégénérescence des états excités. 
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D'autres .auteurs comme TINOCO (5) développent pour les 

polymères une théorie quantique faisant intervenir la théorie 

des perturbations. Sur le même modèle, SCHELLMAN et ORIEL ( 6 )  

développent les calculs relatifs aux structures hélicofdales 

des polypeptides. Enfin SCHELLMAN (7) fait intervenir le méca- 
nisme p - m qui met en jeu d'interaction d'une transition élec- 
triquement permise d'un chromophore avec une transition maqné- 

tiquement permise d'un autre chromophore, interaction qui fut 

jusqu'alors complètement négligée, 

II - Description du chromophore amide. 

La figure.2 montre le diagramme énergétique du chromo- 

phore amide (- C - NH - ) ' 
II 
O 

O* 

n* fi 

n2 

A 190nm , A 165nm 

n1 F I G  VI-2 

Pour les polypeptides hélicofdaux $1 exeste tr'ois bandes carac- 

téristiques pour une hélice a drotte C Poly L-Lysine Cfig. i l  l : 

* - une bande nSgative à 222 nm (transition n + corres- 

pondant à la transition d'un électron appartenant à une orbitale 

non liante de l'atbme d'oxygène de la liaison amide vers 

. . 
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l'orbitale antiliànte #- Xmax % 222 nm 

[ O ]  1. - 36 000 + - 5000 degré cm2 décimole.-' 

* - une bande négative 209 nn (= + n polarisée parallè- 

lement a l'axe de l'helice). 
* - une bande positive B 190 nm (= + polarisge perpendi- 

2 -1 culairement à l'axe d' l'hélice) (+ 70 000 d m dm ) .  

Pour les. chaznes B 

- une babtie négative vers 21.5 - 217 nm Cn + 7; 
* 

- 18 000 deg cm2 décimole-') 
- une baisda positive vata 190 nm (n .t n* 1 

' -1 + 25 UOO .&g cm2 Bgcimola 

Pour Yec chsines hon ordonnées 

- une bahde négative à 198 m ( -  42 (100 2 5000 deg a n  
2 

décimole-') 

' - une bande positive à 217 nm (+ 5000 deg.cm2 àecirnclle-l) 

Pcur les chaînes non ordonnées le proklène est plus dé- 

licat car certains auteurs preconisent l'exigtence d'une autre 
structure existant seule ou existant avec la chaïne non ordoc- 

née. Selm TIFE'PNY et KRIMM (8), (9) or. aurait pour l'acide poly 

L-glutanique p r é ~ e ~ c e  d'une hélice étendue (2,8 à 3 résidus par 

tour) occupant de petiter portions cependant assez grandes pour 

engenarer un signal dichroxque. 

Pour l'hélice étendue (selon TIFFANS et KRIMPi) on a 

- une bande positive 215 nm [ e l =  + 5000 deg cm2 deci- 
mole-l 

2 - ur.e bdnde négative à 195 mi l o i =  a 33 000 d e g , m  . 
dbcimole-' 

Nour re3ie~drons sur 1'exister.ce d'hne telle hélice 

dans l'acide ~ o l y  a - L - Aspartique sous sa forme ionisée. 

. " 

. . 



1 Les figufes 3 et 4 nous montrent l'allure des snectres 
1 dichroiques de l'acide poly a L-Aspartique (qaF 0,2 K I  et 2,s M 

dans 1'eau)en fondtion du pH en présence de sel de forces ioni- 
1 
I ques différentes. Les ellipticités molaires aghparaissent indé- 
I , 
l 

pendantes de la force ionique en pH basique cdmme en milieu 
acide. En pH basique l'ellipticité molaire qtteint 

101 = 1 . 0 ~ ~  degré cm2 décimole-' pour la bande négative à 158 m. 
A la transition "bhafne non ordonnée - heiided vers pH 4.5. une 

b ande negative apparaît vers 220 nm 101=-4~16-~ degré cm2 déci- 

mole-'). La bande vers 220 nm semble bien cortespondre 3 la ban- 

de caractéristique d'une structure en hélice a (fig. 2 ) .  Cepen- 
, dant la bande vers 207 nm (n + 1 . ) n'ay'patalt pas. Les spec- 

tres infra-rouge et Raman nous ayant révélé ld prisence de for- 

mes fj antiparallèles, on s'attend à avoir une bande négative 

vsrs 217 nm, ce qui. donne une bande très' largél avec la transi- * tion (n + T ) de l'hélice a. Pour les formes f3 antiparallèles 

on n'observe cependant pas de bande positive Vers 190 nm, de 

même, une structure non ordonnée devrait prodtiire une bande po- 

sitive vers 217.nm de faible elli2ticité molaire (fig. 2 ) .  

Depuis quelques adnées, quelques autdurs se sont oppo- 

sés sur l'interprétation donner à la bande positive vers 217 nm 
4 

pour la struct'ure8'hon ordonnée pour un comme 1 'acide 

poly L-glutamique ou pour une polybase comme La poly L-lysine. 

Notamment TIFFANY et KRIMM (9), (10) ont étudié la conformation 

'hanordonnée" des polypeptides dans l'urée et Le chlorhydrate de 

guanidine . Selon eux la structure,non ordonnée" est en fait une 

hélice étendue locale proche d'une structure en hêlice 3 1  (selon 

eux, cette hélice aurait 2,6 à 2,8 résidus paf tour).  a autres 
auteurs tels DEARBORN, WETLAUFER (11) contestdxt cette interpré- 

tation en attribuant l'absence de la bande positive a 217 nm 
à une structure locale proche d'une hélice a .  autres auteurs 
tels ZUBKC:V et collaborateurs (12) ,développent une méthode de 







c c l c u l s  s t a t i s t i q u e s  pour  r e c a l c u l e r  l e  s p e c t r e  d i c h r o i q u e  5 ' m e  

s t r u c t u r e  "non ordonnée" s e l o n  l es  a p g l e s  d ihédraux .   a autres au- 

t e u r s  r e p r e n n e n t  c e s  c a l c u l s  ( 1 3 )  e t  donnent  un s p e c t r e  d i c h r o i -  

que  t o t a l e n e ~ t  d i f f é r e n t  d e s  formes i o n i s é e s  du PLGA e t  de l a  

p o l y  L Lys ine  s c u p ~ o c n é e s  ê t r e  une h é l i c e  é tendue .  La f i g u r e  5 

montre  ce s p e c t r e  Obtenu p a r  R O N I S H  e t  KRIM.' ( 1 3 ) .  



Cependant avan t  l a  r e c o n s t i t u t i o n  du s p e c t r e  d i ch ro ïque ,  nous 

a l l o n s  d i s c u t e r  uh peu des  s p e c t r e s  d i c h r o ï q u e s  des  d i f f é r e n t e s  

s t r u c t u r e s ,  8 a n t i p a r a l l è l e s  t rouvées  p a r  c e r t a i n s  a u t e u r s .  

I T O H ,  FOXMAN e t  FAS-MAN ( 1 4 )  dans l e u r s  a n a l y s e s  des  deux formes 

B de l ' a c i d e  poly L-glutamique r a p p o r t e n t  l e  s p e c t r e  d i c h r o i -  

que s u i v a n t  ( f i g .  6 )  pour l a  forme R a  ff ( e x i b t a n t  dans l ' a c i d e  

po ly  a L a s p a r t i q u e )  ( l a  forme B1 6 t a n t  comparable à une s t r u c -  

t u r e  B pour l a  po ly  L- l y s i n e  f  i g .  2 )  . 
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D ' a u t r e s  a u t e u r s ,  t e l s  MADISON, SCHELLQAN (15) r e c a l c u l e n t  les s 

s p e c t r e s  d i ch ro ïques  pour des  formes @ a n t i p a r a l l è l e s  e n  fonc- 

t i o n  du noxbre de cha înes  e t  du nombre de  r é s i d u s  i n c l u s  dans c e s  

cha înes .  Le t a b l e a u  (1) résume l e s  v a l e u r s  des e l l i p t i c E t é s  mo- 

l a i r e s  e t  des  longueurs  d 'onde  hmax e t  A m i n .  

1  en degreç cm2 decimole- ' ' 

TABLEAU 1 

(ré£ 15)  Amax = 196 nm, X n i n  = 218 nm 

D e  p l u s  c e s  a u t e u r s  é t u d i e n t  en f o n c t i o n  du nohbre d e  r é s i d u s  i n -  

c l u s  dans  chaque s t r u c t u r e ,  de s  po lypep t ides  t é l s  que les Poly- 

P r o l i n e  1 e t  11, l e  c o l l a g è n e ,  e t  les h é l i c e s  Q d e  p r o t é i n e s  

(Lysozyme. Xibonucléase S. a chymotrypsing i iyogiobine) . 
L e  t a b l e a u  II donne l e s  v a l e u r s  t rouvges  2 a r  MADISCN e t  

SCHELLMAN pour d e s  h é l i c e s  i d é a l e s  i n c l u s e s  dahs  des  p r o t é i n e s  

g l o b u l a i r e s .  L e s  e l l i p t i c i t é s  m c l a i r e s  s o n t  t r h s  é l o i g n é e s  de  

c e l l e s  t rouvées  pour l ' a c i d e  poly  L-glutamiquer 

0 

. 

, 

1 0  

-11300 

12600 

nombre de  cha înes  

p e p t i d i q u e s  

nombre d ' u n i t é s  

p a r  cha îne  

[Mg l n i n  . 

["e Imax 

4 .  

5 

-10500 

1 2 4 0 0  

6 

4 

-10400 

12200 

8 1 8 (mécanisme 
U-m non i n c l u s )  

1 3 

- 9600 

11100 

900 

3600 



TABLEAU II 

[O] d e g r é  cm2 décimole-' 

' 

L1étide en I R  l o i n t c i n  e n t r e  O e t  80 cm-' a u r a i t  pu 

nous donner l e  nombre de  r é s i d u s  i n c l u s  dans  L e s  h é l i c e s  (v i -  

b r a t i o n s  en  accordéon) ( 1 6 ) .  cePendant c e t t e  ê t u d e  n ' a  pas  é t é  

f a i t e .  E l l e  a u r a i t  pu nous donner une e l l i p t i d i t é  de r é f e r e n c e  

.dans  l a  r e c o n s t i t u t i o n  des  s p e c t r e s  d i ch ro iquds  comme nous 

1 ' avons f a i t  ( p a r t i e  B )  pour l e s  cha înes  6 a n t i i p a r a l l è l e s  . 

1 9 4  nrn 

34600 

40000 

49200 

55000 

66700 

83200 

93200 

103000 . 

Pour l ' h é l i c e  31 ( h é l i c e  gauche) noud nous sommes s e r v i  

du  s p e c t r e  d i c h r o i q u e  du p o l y  (L Ala  - G l y  - d l y )  donné p a r  

RIPPON e t  WALTON (17)  ( f i g u r e  7) . La bande n é g a t i v e  à 198 nm ob- 

s e r v é  pa r  c e s  a u t e u r s  à - 1 1 2 " ~  suggère  l a  p rdsence  d e  forme 

inordonnée à c ô t é  de  l a  s t r u c t u r e  en h é l i c e  3 1 .  C ' e s t  ce  que 

nous observons pour l ' a c i d e  poly  L  Aspar t iq i le  à 2 5 O ~ .  Un maxi- 
2 

mum p o s i t i f  es t  observé  à $13 nm ( 1 8 1  ~ 6 0 0 0  d e g r é  cm /décimole) 

e t  une f o r t e  bande n é g a t i v e  e s t  observée  à 194 nrn 
2 

( ( 8 1  %- 22000 d e g ~ é  UTI / dec imole ) .  

207 nm 

8150 

6100 

1730 

- 1670 

- 6600 

-14500 

-19600 

-24000 

nombre d ' u n i t é s  

2 e p t i d i q u e s  

7  ' 

8 

9 

1 0  

1 2  

16 

20  

2 6  

P a r  compdraison, 1 ' é tude  menée p a r  BALASUBmmY I L Y  s u r  

l e  po ly  6-L- Aspartique ( 2 4 )  e t  s u r  l e  po ly  y- L-Glutamique montre 

= 222 

- 6400 

- 6750 

- 7100 

- 7400 

- 7850 

- 8800 

- 8900 

- 9300 



que l e  po ly  8-  L- Aspar t a t e  de sodium (-NH-CII-CH -CO-) s e n b l e  
I 2 

a d o s t e r  une conformat ion en h é l i c e  3  ( c o n c e n t r a t i o n  0 , 2  à 
1 

2 g / l )  avec une bande p o s i t i v e  v e r s  2 2 5  nm 1 6 1  = + 3000 deg ré .  

an2 décimole-' e t  une bande n é g a t i v e  à 1 9 8  nm 



Une d e r n i è r e  série d e  s 2 e c t r e s  d i c h r o ï q u e s  e s t  à p r e n d r e  e n  con- 

s i d é r a t i o n  ; c ' e s t - à - d i r e  les s p e c t r e s  d e s  $ - t u r n s  c a l c u l é s  p a r  

VENKATACHALAPI (18)  ( f i g .  8 )  e t  d o n t  les s p e c t r e s  d i c h r o ï q u e s  s o n t  

donnés  p a r  wOODY ( 2 5 ) .  Nous a l l o n s  nous s e r v i r  du s p e c t r e  du t u r n  

13 II pour  r e c a l c u l e r  l e s  s p e c t r e s  d i c h r o ï q u e s ,  Cependant  il ne 

f a u t  ? a s  o u b l i e r  que  l a  fo rme  d e s  s p e c t r e s  d i c h r o ï q u e s  es t  t r i b u -  

t a i r e  d e s  l é g è r e s  v a r i a t i o n s  pouvant  i n t e r v e n i r  d a n s  les a n g l e s  

d i h é d r a u x .  

Dans un p remie r  temps nous  a v i o n s  t e n t é  d e  r e c a l c u l e r  

nos s p e c t r e s  a v e c  les v a l e u r s  données  pour  l ' h e l i c e  O, , l a  

random c o i l ,  l a  forme (3 p a r  GREENFIELD e t  F A S ~  (19)  e t  l ' h é l i c e  

31 de  l a  L - A l a - g l y - g l ~ ) ~ .  Cependant  nous n e  sommes p a s  a r r i v é s  

à r e c o n s t i t u e r  les  s p e c t r e s  avec  t o u t e s  ces v a i e u r s ,  a u s s i  avons- 

nous p r i s  les m o d è l e s  de  MADISON1pour les formes  f3 a n t i p a r a l l è -  

les ,  c e l l e s - c i  é t a n t  i n t r a m o l é c u l a i r e s  à l a  c o r î c e n t r a t i o n  u t i l i -  

sée e n  d i c h r o ï s m e .  

C ' e s t  l e  modèle compris  e n t r e  4 e t  6 c h a î n e s  p e p t i d i -  . 

q u e s  ( a y a n t  5 et 4 r é s i d u s  par c h a î n e  r e s p e c t i v e m e n t )  q u i  nous . 

a  donné l a  m e i l l e u r e  s a t i s f a c t i o n .  L e s  f i g .  3 e t  4 nous m o n t r e n t  

les spectres dichrorques en f o n c t i o n  du p H  dans N a C l  0 , 2  ?4 e t  

NaCl 2,s M p o u r  l ' a c i d e  p o l y  L A s p a r t i q u e .  

Les c a l c u l s  o n t  é t é  f a i t s  s u i v a n t  un Système d ' é q u a -  

t i o n  à t r o i s  i n c o n n u e s  ( e n  f a i t  q u a t r e  m a i s  l a  somme d e s  q u a t r e  

f a i s a n t  1) e n  f a i s a n t  : 

x ( f r a c t i o n  d e s  r é s i d u s  a d o p t a n t  i a  forme 6 a n t i i p a r a l l è l e )  

y  ( f r a c t i o n  d e s  r é s i d u s  a d o p t a n t  l a  c h a î n e  non o rdonnée)  

z ( f r a c t i o n  d e s  r é s i d u s  a d o p t a n t  l ' i 6 l i c e  31) 

N ( f r a c t i o n  d e s  r é s i d u s  a d o p t a n t  l a  forme t u r n  6 I I ) .  

En m i l i e u  l e g è r e m e n t  b a s i q u e  ( p H  7 , 6 ) ,  on r e t r o u v e  pour 

t o u t e s  l e s  l o n g u e u r s  d ' o n d e  l e  s p e c t r e  d i c h r 0 2 ~ u e  e x p é r i m e n t a l  
-1 à [ O ]  = t 1 0 0 0  d e g r é  c m 2  d é c i m o l e  ) (pour  un DPn = 56)  . 





h é l i c e  (gauche) 31 : 1 0  % 

chaîne non ordonnée : 25 % 

6 a n t i p a r a l l è l e  : 45 % 

f3 t u r n  11 : 20  90 

En RMN l a  p a r t i e  X du pro ton  Amide NH e t  l a  p a r t i e  C du 

. a CH semblent b i e n  dues 2 c e l l e  du melange ( " h e l i c e  31" + chaîne 

non ordonnée),  l a  s u r f a c e  du p i c  X correspondant au tiers des 

pro tons  Amide. 

Nous avons r e p r i s  les c a l c u l s  en é l iminan t  l a  s t r u c t u r e  

c o r r e  pondant à l a  cha îne  non ordonnée. 

L e  s p e c t r e  c a l c u l 6  ne correspond p l u s  du tout au spectre 

expérimental .  En mi l i eu  basique on a a l o r s  (en s o l u t i o n )  un me- 

lange  de  Random Coi1 e t  d ' h é l i c e  31. Ceci est compatible avec l e  

f a i t  qu 'en  a j o u t a n t  l ' u r é e  8 M en m i l i e u  bas ique  on a i t  un (bol 

q u i  passe  de - 50 3 0. 

Pour un degré moyen de polymér isa t ion  en nombre 

(DPn = 56) on a 5 r é s i d u s  sous forme h é l i c e  31r 1 4  r é s i d u s  R.C., 

25 r é s i d u s  6 +il r e s t e  1 2  r é s i d u s  i n c l u s  dans les (3 t u r n s  II 

( l i a i s o n  i + i + 3 )  s o i e n t  t r o i s  t u r n s .  L e  modèle proposé est  a l o r s  

c e l u i  que l ' o n  peut  v o i r  s u r  l a  f i g u r e  9 ( 4  chaînes (3 f f .  de  s i x  

r é s i d u s  chacun) . 
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En mi l i eu  ac ide  (pH 4,5) on t rouve  avec une p r é c i s i o n  

de  2 1000 degré c m 2  décimole-' pour t o u t e s  les longueurs d'onde 

Hél ice  31 : 0 %  

Hél ice  a : 20 % 
PH 4,5 

Chaîne non ordonnée : 15 % 

B 11 t u r n  : 20 % 

L a  forme h é l i c e  31 a complétement d isparu .  

En m i l i e u  p l u s  a c i d e  (pH 2,35) les v a l e u r s  t rouvées ne  

donnent p l u s  l e  spec t re .  On peu t  penser q u ' i l  y a un phénomène 

d ' a g r é g a t i o n  à c e  moment-là. 

Le pourcentage d ' h é l i c i t é  obtenu est compatible avec les 

v a l e u r s  de (bo) obtenues pa r  D.O. R. ) , mais on v o i t  q u ' i l  r e s t e  

cependant de  l a  s t r u c t u r e  non ordonnée. ~ ' h 6 l i c e  d o i t  ê t r e  peu 

s t a b i l i t é e  p a r  les l i a i s o n s  hydrogènes pour l ' a c i d e  Poly a-L- 

Aspart ique,  une p a r t i e  de l a  s t r u c t u r e  non ordonnée (10 % envi ron)  

s ' é t a n t  t ransformée en h é l i c e  a. 

C - PARAMETRES INFLUENCANT L'ALLURE DES SPECTNS DICHROIQUES. 

1 - In f luence  d e  l a  masse molécula i re  

La f i g u r e  10 montre l ' a s p e c t  du s p e c t r e  d ichroique  ob- 

tenu pour une masse molécula i re  en poids M = 14000 ( é c h a n t i l l o n  
W 

obtenu chez SIGMA) .  

En m i l i e u  basique,  l e  s p e c t r e  dichrofque ressemble à ce- 

l u i  obtenu pour une masse molécula i re  p l u s  p e t i t e  (Mn = 7000) 

( f i g .  3) .0n  o b t i e n t  l a  m ê m e  e l l i p t i c i t é  pour l a  bande à 198 nm 
3 3 4 3  

( [ O ]  = 13 10 pour MW 1 4  10 e t  [ O ]  = - 1 0  pour un Mn = 7 10 ) .  





Zn m i l i e u  a c i d e ,  cependan t  l a  bande v e r s  220 nri vo i t  

son e l l i t > t i c i t é  p a s s e r  d e  [O: = - 4500 pour  Mn = - 7 0 0 0  à 
3 [ a ]  = . 7  1 0  a o u r  = 14000. La bande à 198 nm donne un 
4 -1 [ O ]  = . -  10 d e g r é  cm2 ùecim l e  pour l a  p l u s  f o r t e  masse t ùn -  
i 3 2 d i s  que pour  un Eln = 7000, on  a  [ O ]  = - 7 1 0  d e g r é  c m  d é c i -  

- 1  mole . 
On ne  n o t e  p a s  g r ande  d i f f é r e n c e  e n t r e  les deux spec-  - 

t res ,  cependan t  une M ~ =  14000 reste une massa r e l a t i v e m e n t  f a i -  

ble. 

II - I n f l u e n c e  d e  l a  t empé ra tu r e .  

La f i g u r e  11 donne les s p e c t r e s  d i c h r o ï q u e s  du po ly  

L a s s a r t a t e  e n  f o n c t i o n  de  l a  t empé ra tu r e .  L e  f a i t  de  c h a u f f e r  

à 6 0 ' ~  a deux e f f e t s  ; d ' a b o r d  d ' augmente r  l ' e l l i p t i c i t é  de  l a  

bande à 198 nm ( [€ I l l g8  passe da - 11 103 d e g f é  cm2 décimole  -1 

à 2 5 ' ~  à - 15 l o 3  d e g r é  cm2 décimole- '  à 60°C) ,  e t  l ' e l l i p t i c i t é  

v e r s  215 nm diminue,  ce q u i  a u r a i t  t endance  à mont r e r  q u ' e n  

c h a u f f a n t  en  p9 b a s i q u e  on a i t  u n e . t r a n s i t i o r î  Sf+ random c o i 1  

On t r o u v e  e n  r e c a l c u l a n t  l e  s ~ e c t r e  d i c h r o i q u e ,  l a  compos i t ion  

a s s r o x i m a t i v e  s u i v a n t e  à 6 0 " ~  avec  : 

+ a l e l  = - 1000 d e g r é  cm2 décimole- '  

( t a b l e a u  I I I )  

TABLEAU IxI 

Pou rcen t age  d e s  d i v e r s e s  s t r u c t u r e s  e n  f o n c t i o n  d e  l a  t empé ra tu r e .  

TOC 

25Oc 

60°c  

RandomCoi l  

25 % 

. 4 5  % 

6 ff 

45  % 

33 % 

f3 t u r n  11 

20 % 

1 4  % 

h é l i c e  31 

10 % 

8 % 





III - I n f l u e n c e  de  l a  n a t u r e  d e s  con t r e - ions .  

Divers  a u t e u r s  o.nt é t u d i é  l ' i n f l u e n c e  d e s  c o n t r e - i o n s  

s u r  des  2 o l y p e p t i d e s .  I L  conv ien t  cependant  de d i s t i n q u e r  dexx 

modes d ' i n t e r a c t i o n  d e s  con t r e - ions  s u r  l e  p o l y p t p t i d e  : 

1) Pour des  c h a î n e s  l a t é r a l e s  i o n i s a b l e s  corne  l ' a c i d e  

poly-L-glutamique,ou l a  poiy-L-Lysine l e s  con t r e - ions  peuvent . 

jouer  un r ô l e  s t a b i l i s a t e u r  d e  l ' h é l i c e  a comme dans  l ' a c i d e  

po ly-L-g lu tamique  en pr6sencc  de c h l o r u r e s  dc t é t r a a l k y l m o n i u m  

( 2 0 ) .  C ' e s t  a l o r s  l e  rayon i o n i q u e  du c o n t r e i i o n  q u i  i n t e r v i e n t  

( à  c ô t é  de  l ' i n t e f a c t i o n  é l e c t r o s t a t i q u e )  pour  m o d i f i e r  l a  s t r u c -  

t u r e  du s o l v a n t  erîvironnant.  

2 )  I l  e x i s t e  a u s s i  une i n t e r a c t i o n  des  i o n s  m é t a l l i q u e s  

avec  l e  groupe p e p t i d i q u e ,  p a r t i c u l i è r e m e n t  avec l e s  sels  dos 
+ + 2+ 2+ groupes  1 A ( L i  , Na ) e t  II A (Mg , Ca ) ( 2 1 )  . 

Nous a l l o n s  d ' a b o r d  déve lopper  l e  p remier  p o i n t .  

EddcX du haqan i o n i q u e  du  c o n t t c - i o n .  

Nous b a s a n t  s u r  l e s  t r avaux  de  KANEHTRO ( 2 0 ) e t  c o l l a b o r a -  

t e u r s ,  il nous a semblé i n t é r e s s a n t  d ' e s s a y e r  d ' a v o i r  une propor -  

t i o n  p l u s  g rande  d ' h é l i c e  a que nous n ' e n  t rouvons  dans  SaCl 

0 , 2  M e t  NaCl 2 ,5  M (où l a  f o r c e  i o n i q u e  ne  semble a v o i r  que 

peu à ' e f f e t s  ( f i g &  3 e t  f i g .  4 ) .  

Nous avons r e g a r d é  l % f f e t  que p r o z u i s a i t  l ' i n t r o d u c -  

t i o n  d ' u n  con t r e - ion  ? l u s  g r o s  t e l  l e  con t r e - ion  t é t r a é t i i y l -  

ammonium. Le p o l y p e p t i d e  a  é t é  d i s s o u t  p a r  l e  tétraéthylammonium 

hydroxyde ( E t 4 N O H )  e t  on a e f f e c t u é  une t r a n s i t i o n  en f o n c t i o n  

du pH ( f i g .  1 2 ) .  En con?arant  c e t t e  t r a n s i t i o n  avec ce l le  ob tenue  

dans  NaCl 0 ,2  M (Eig.  3 ) ,  on p e u t  remarquer p l u s i e u r s  e f f e t s .  

A pH bas ique ,  il semble y a v o i r  p l u s  de  c h a î n e  non ordon- 

née dans  (L-Asp i i lE t4 ) ,  (pi1 6 . 7 )  quc dans ( L - A s ~ N ~ ) ~  (pi1 7 . 6 )  
E t 4 ~ +  - - 2 

( [ ' J i?e  nm - 15.000 d.cm d é c i m o l ë ' e t  

[el"" 2 
- I 

- - 
1 9 8  nm - 10.000 d .cn décimole.  



C O  n t r e -  ion  tetrzi-et hy l  ammonium 

P H  

-3 -in- 12.6 
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Lorsqu'on abaisse le pH (neutralisation partielle), 

l'hélice a apparaît à plus haut pz (6,4) pouf le contre-ion 

tétraéthylammoniu~ que pour le contre-ion sodium (pH 4,s) ; 

ceci est mis en évidence par l'ai-parition pour (L-As? : J E t , ) -  

des 

et 

., ' '1 

deux bandes à 209 et 222 nn "et4 nm = - 5000 àcn* /dm 
[ a  1 'la = 2 

222 nm 5000 d.cm d mole-'). La bande à 198 nm reste 
+ plus importante pour le contre-ion N Et l e  INet4 = - 

4 198 nrn 13000 

d.cm2 d mole-' (pX 6,4) que pour le contre-ion , 
- + 

iqa : [8];9, nm - - - 9000 d.cin2 dmole-l) ( p H  4,s). A plus bas $3 

les deux bandes à 209 et 222 nm disparaissent: pour (L-Asp ??Et4), 

(pli 3,4) et une Bande à 216 nm apparait (strdcture : P 
['l216 nm = - 7000 degré cm2 décimole-') . 

Pour le sel de sodium, l'ellipticitd de la bande à 

222 nm ne change plus lorsqu'on abaisse le pl4 (pH 2,4). 

La bande à 198 nm (chaîne non ordonnée) reste plus 

intense à bas pH pour le contre-ion tétraéthylammonium que Lour 
\ 7-8 

le contre-ion Na [ O ]  LJL t4 
198 nm = - 12000 degré cm2 décimcle-' à 

PEI 3,4 et [ O ]  ,,, - - - 7000 degré cm2 décimole-'). 

En conclusion, l'introduction d'un contre-ion de forte 

taille. semble augmenter la quantité de la chaîne non ,ordonnée, 

mais aussi de proinouvoir la transition chaîne non ordonnée + 

hélice a à ?lus haut pH. 

De plus, à bas pH on voit apparaître une transition 

hélice a +- 6 qdi sable être due à un ?hénomène d'agrégation 

(2H 3,4). A pH tfès basique (pH 12 fig. 12) la bande à 216 nm 

semble avoir dis~arue et la bande à 198 nm (chaîne non ordonnée) 
Et N a une ellipticitk forte [ ~ ] ~ ~ d  , - - 2 

- 20,000 degré. cm décimole-' 
+ 

Le rôle du contre-ion N Et4 serait de 's'infiltrer' dans le réseau 

monoclinique des formes f f  et de les détruire, stabilisant ain- 

si les groupements carboxylates de la chaîne non ordonnée. On au- 

rait alors une transition ff- + chaîne non ordonnée à haut @ i f  

due à la taille du contre-ion. 



BALASUBRIL~NIAN et YISRA (21) ont montré que les cations 

des groupes 1 A et II A interagissent avec le groupe peptitique 

par un mécanisme d'interaction ion-dipôle. Ils ont montré que 

l'interaction du groupe pe2tidique avec le cation varie dans 
+ + l'ordre 8' > Li > ca2+ > M~~~ > ~ a +  > K . Le cation se lie à 

l'oxygène du carbonyl, amenant une augmentation de l'ordre de 

la liaison CN et une diminution dans l'ordre de la liaison C=O, 

ce qui change de façon significative les propriétés optiques 

du ghromo2hore amide. 

En général l'addition de ces ions induit des déplace- 

ments hypochromiques (réduction dans l'intensité de la bande) 

et hypsochroniques (déplacanent vers les plus faihles longueurs 

d'onde) dans les spectres du chromophore amidk. La présence de 

points isobestiyues dans le spectre obtenu par addition de ces 

cations montre l'existence d'un équilibre : 

Nous reviecdrons sur ce problème de polvatation (structure de 

l'eau au voisiAage du groupe amide) dans le chapitre suivant. 

La figure 13 nous montre les spectres dichroiyues ob- 
+ 2 + 

tenus lorsqu'on prend des cations complexants c o h e  Li ou Ca . 
En pH acide on voit immédiatement que les spectres di- 

+ 
chroiques des sels de Li et ca2+ ressemblent tout à fait au 

spectre dicnrolque du polypeptide neutralisé. 

2+ 
En milieu basique, l'addition d'ions Ca augmente 

l'ellipticité de la bonds 2 215 - 223 rn ( [? ]  =-4 1 0 3  degré cm 
2 

-1 + décimole ) par r a p ~ o r t  d l'additioil de LJa ( N a F  0 , 2  M e t  2 , 5  :1 

f ig. 3 et 4) , alors que  1 ' ;til:'i 2 i - o ~  ' i t > i i s  i tlt,r?iie uni elli?ti- 

c i  te légèrement positive à 217 nm. (Un!it'iç; correspondant à la 



F I G  V I - 1 3  [a 



s t r u c t u r e  3 .;cjh) (poux l e  g l u z x n a t e  d e  sodium l ' a d d i t i o n  de  L i  t 

. + 
$ a i t  d i s s a r a î t r e  c e L t ~  b a l d e  ( 2 3 )  ) . I l  s e 2 n b l e r a i t  d o ; ~ c  que LI 

f q u i  s e  f i x e  (avec  fi ) p l u s  E o r t c r ~ e n t  s u r  l ' oxygène  carbonyle  du 
f grcupe aniide que :da , m ~ p ê c i ~ e  l a  fo rmat ion  d e  Zormes 6 ff en dé- 

t r u i s a n t  l e s  l i a i s o n s  hydrogènes d e s  f o r n e s  fi f f  ( l i a i s o n  C = O 

p l u s  c o u r t e  e t  oxygèae comdlex&).  Cependant l e s  i o n s  ca2+ de- 

v r a i e n t  eux a u s s i  ê t r e  des  d e s t r u c t e u r s  des  l i a i s o n s  hydrogènes 

engagées dans l e s  formes (3 j+, ziais nous avons deux e f f e t s  corn- 

p é t i t i f s  : cornplexation du groupe amide e t  f i L a t i o n  s u r  l e  grou- 

pe  ca rboxy la t e .  C ' e s t  c e  d e r n i e r  p o i n t  qui serrible l ' e m p o r t e r  
2+ pour C a  . D e  p l u s ,  c e s  i o n s  s o n t  s o l v a t é s  p a r  l ' e a u  e t  pour 

2+ 
C a  , n H20 c ' e s t  la  g r o s s e u r  du c a t i o n  h y d r a t é  q u i  s e c b l e  e rpê-  

c h e r  c e l u i - c i  de  p a r v e n i r  a u  groupe amide engagé dans  d e s  formes 

6 f f .  

Nous avons vu que La n a t u r e  d e s  s p e c t r e s  d i c h r o i q u e s  

n ' e s t  p a s  s imple  e t  q u ' i l  a  f a l l u  r e c o u r i r  à d e s  méthodes d ' ana -  

l u s e  t e l l e s  l ' i n f r a - r o u g z  e t  l e  Raman pour i d e n t i f i e r  les  s t r u c -  

, t u r e s  en  présence  e t  ?ouvoi r  e n s u i t e  r e c o n s t i t u e r  approximat i -  

vement l e s  s 2 e c t r e s  dichroPques .  Nous avons vu q u e l s  princi~aux 

sara rnè t res  (masse, t e n 2 5 r a t u r e 1  n a t u r e  du con t r e - ion )  il f a l l a i t  

f a i r e  i n t e r v e n i r .  Nous avons vu a u s s i  a p p a r a î t r e  des  t r a n s i t i o n s  

dues  à l a  t e m p é r a t u r e  ( 3  7'-/= + Random C o i l )  ou r é v é l é e s  2a f  l a  

p ré sence  de c o n t r e - i o n s  (Random C o i l  -+ h S l i c e  a -+ B f r ' ) .  

On s ' a p e f ç o i t  pa r  l ' i n f l u e n c e  d e s  coh t r e - ions  que l a  

n a t u r e  du champ é l e c t r o s t a t i q u e  au v o i s i n a g e  du polymère joue 

s u r  l a  s t r u c t u r e  du po lypep t ide .  I l  s e r a i t  i n t é r e s s a n t  d ' é t u -  

d i e r  l e  changement 'de s o l v a t i o n  ( e t  donc d e  c o n s t a n t e  d i é l e c t r i -  

que)  au cours  d ' u n e  t r a n s i t i o n  en f o n c t i o n  du p H .  







SOLVATATION DE L'ACIDE POLY a-L ASPARTIQUE 

A - Bibliographie.. Les différents modes d'étude de la solvatation 
des polypeptides. 



A -'DIFFERYNTES METH03ES D'ETUDE DE LA SOLVATATION DES POLY- 

PEPTIDES ET DES PROTEINES. 

L'hydratation des polypeptides est l'un des plus imgor- 

tants phénomènes intervenant dans l'existence des structures 

secondaires, prindipaïement au niveau moléculaire où l'eau se 

trouve associée par.liaisons hydrogènes au squelette peptidique 

ainsi'que sur les groupes polaires portés par les chaînes laté- 

rales. 

Il existe différentes manières de considérer le problème. 

On peut regarder La variation des propriétés du polyinère par sol- 

vatation par des techniques telles que la relaxation mécanique 

dynamique, la relaxation diélectrique, ou encore en mesurant les 

variations de certaines propriétés du solvant lui-aême au voisi- 

nage du polymère (temps de relaxation des deutérons par RMN, 

Infra-Rouge proche) . 
Il nous a paru intéressant, avant d'entamer l'étude par 

infra-rouge proche de résumer quelques techniques de mesure de 

la solvatation des polypeptides, 

1 - Les calculs semi-empiriques 

De nombreux calculs quantiques et semi-empiriques ont 

été effectués sur les polypeptides visant à donner une évalua- 

tion de l'énergié libre de solvatation minimale pour le système 

polypeptide - eau de solvatation considéré. H~PFINCZER (1) a réa- 
lisé un tel calcul sur les acides Poly-L-GlutBmique et poly-L- 

Aspartique suivant leur structure secondaire. Il a trouvé qu'un 

modèle à 2 molécules d'eau par groupement peptidique offrait 

l'énergie libre minimale d'interaction polymèye-solvant (ici 

l'eau), Il montrait quo les interactions groupe polaire - solvant 
ziquzux étaient plus stabilisantes. Il montrait de plus que de 

toutes les structures secondaires, c'était l'hélice a droite qui 

avait 1' énergie libre d' interaction polynère-solvant la mins 

favorable. 



II - Nesure de relaxation en spectroscopie mécanique dynamique. 

Par des mesures de prte mécanique dynaxtique en fonction 

de la solvatation BUT le sel de sodium de l'acide p ~ l y  L-gluta- 

mique, SXIRAISIII (2) et collaborateurs mettaient en évidence deux 

modes différents de relaxation des chaînes latérales, correspon- 

dant a la prés'ence de deux structures secondaires dont les pour- 
centages variaient avec l'nydratation. 

Par ces mbsures sur des films différemment hydratss et 

en s ' aidant d ' autrbs techniques comme 1 ' in£ ra-rouge fondamental 
et la D.S.C. (Differential Scanniny Calorimeter : Analyse thor- 

nique différentielle) ils ont pu identifier les deux structures 

secondaires et l'hydratation correspondante. Ainsi à 46 % d'himii- 

dité on peut voir des formes tandis qu'à 86 % en humidité appa- 

raît la forme hélice a tandis quz disparaît la forme . Entre 
ces deux taux d'hutnidité on a un mélange des deux formes. 

Ils en concluent la solvatation suivante paur les deux 

formes:4 molécules d'eau par résidu pour les chaînes 

0,s g eau/g de PGANa) et 7,5 molécules d'eau de solvatation par 

résidu pour les hélices ci (0,9 g eau/g de PGANa) , l'eau exté- 
rieure (eau de rem2lissage) ne changeant pas Les proprigtés. 

Ainsi pour l'hélice a (humidité > 86 % )  il existe des 

répulsions électrostatiqu-s entre chaînes latérales,' tandis 

qu'à un taux d'humidité < 46 %, il y a compétition entre forces 

électrostatiques interchaîne et liaisons hydrogène qui stabili- 

sent la, forme 6 .  

III - Mesure de dispersion diélectrique. 

Les mesures de dispersion diélectrique et l'étude de la 

relaxation diélectrique du scpeiette peptidique, surtout des 

chaînes latérales, peut amener des renseignements sur la solvata- 

tion des polypeptides et la détermination de La quantité d'eau 

associée (mesures à basse fréquence) à l'aide de la perte dié- 

. lectrique ( 3 ) .  



Cependant, les mesures de  d i s p e r s i o n  d i é l e c t r i q u e  dans  

l ' e a u  s o n t  gênées  p a r  l a  f o r t e  conduc tance  du m i l i e u .  Noas 

n ' avons  pu mener cette é t u d e  à b i e n  pour  c o s  r a i s o n s  t echn iques .  

TAKASHIMA ( 4 )  a  mené cette é t u d a  pour l . ' a c i d e  p s l y  L-glutamique 

dans  l ' e a u  e t  é t u d i é  l a  p e r t e  d i é l e c t r i q u e  l o r s  de  l a  t r a n s i t i o n  

c h a î n e  non ordonnée -+ h é l i c e  a en  m e t t a n t  e n  év idence  l a  p o s s i -  

b i l i t é  d ' a v o i r  une s t r u c t u r e  i n t e r m é d i a i r e  l o r s  de  c e t t e  t r a n -  

s i t i o n .  

I V  - Mesures d e s  temps d i  r e l a x a t i o n  s p i n  r é s e a u  ( T , )  d e  D O 2- 
2ar RMN. 

GLASEL (5 )  a  men6 l ' é t u d e  d e s  T l  e n  f o n c t i o n  du p H  d e s  

mo lécu le s  d e  D O (temps de r é o r i e n t a t i o n  d e s  d e u t é r o n s  l i b r e s  2 
Tl % 0,5  s e c )  q u i  s o l v a t e n t  l ' a c i d e  poly-L-glutamique e t  l a  

poly-L-Lysine. I l  en  d é d u i s a i t  un s e u l  te-ips d e  c o r r é l a t i o n  

(T = 1 ,6  1 0 - ~  sec) e t  p l u s i e u r s  r è g l e s  phénomBnologiques, à 

s a v o i r  : 

\ '4, - Hl 13 + - a )  les groupement& 
= O r  / L  

- C - o-M+, C - NHJ X 

n ' o n t  p a s  d e  f o r t e s  i n t e r a c t i o n s  avec l ' e a u .  

~ b )  - 8 - 0 3 ,  C - N  o n t  d e  f o r t e s  i n t e r a c t i o n s  a v e c  l ' e a u .  
'H 

C )  Les f o r t e s  i n t e r a c t i o n s  d e  l ' e a u  avec  d e s  polymères a y a n t  une 

c h a r g e  f o r m e l l e  se p r o d u i s e n t  l o r s q u e  c e t t e  cha rge  es t  p a r t i e l -  

lement ou t o t a l e m e n t  n e u t r a l i s é e .  

Quand les f l u c t u a t i o n s  i n t r a m o l é c u l a i r e s  o n t  une d u r é e  

de v i e  e g a l e  à l o i 3  seconde,  les i n t e r a c t i o n s  polymères-solvants  

. sont d é t r u i t e s .  

A i n s i  il e n  c o n c l u t  que les i o n s  COO- d e  l a  c h a î n e  la- . 
térale d e  l ' a c i d e  polyglutamique psuvent  i n t e r a g i r  a v e c  des  

groupes  NH avec  d 6 l o c a l i s a t i o n  de l a  cha rge  e t  q u ' i l  y  a un pro-  

c e s s u s  c o n p e t i t i f  entre les i n t c rac t ions  polymerc - eau  e t  po ly-  

mère con t r e - ion .  



De plus il montre que les interactions do l'edu dvec 

les groupeaents imides ou les fonctions carbonyles des groupes 

peptidiques doivent être très faibles. 

Cette méthode plus simple que les autres nous a cepen- 

dant donné de bons résultats. Elle est basée sur les dé2lacements 

de la bande de vibration de l'eau + v ) engagée dans une in- 3 
teraction polymère - solvant. (Domaine du proche infra-rouge 1,3 
à 1,7 u ou 8000  - 6000 cm-'. 

1 Mc CABE et FISHER (6) ont les premiers utilisé la métho- 

I de de l'absorptiori infra-rouge différentielle pour connaître la 

I solvatation des sels alcalins. 

1 La figure'l schématise les composants spectraux et le 

splsctre différentiel. Polymère (échantillon) - eau (référence) 
Ici : 

'in 
est le volume molaire intrinsèque du soluté 

@v 
est le volume molaire apparent du soluté 

nVh volilnie d'hydratation (eau fixée sur le polymère) 

n nombre de molécules d'eau fixée 

Véxclu volume molaire exclu par le solut.6 hydraté 

"el volume d'électrostriction (perte .de volume de l'eau 

interagissant avec le polymère 

Des équations simples nous donnent 

concentration molaire du s~luté 

FV = fN facteur de normalisation = 
1-i 

inAL 
H2° 

1 A A ~  absorption différentielle (valeur absolue) 

l entre l'échantillon et la référence (prise 

à 'la fréquence u 



ECHANTI LLO N R E F E R E N C E  D I F F E R E N C E  

Figure VII-1 

H O Absorption par l'eau (prise à la fréquence p ) . 2 

le rapport fN eSt pris à la fréquence (y) où l'eau a un maxi- 
IJ 

mum d'absorption (c'est-à-dire à 1 . 4 4  p ) où AABS(H20)  1 ,44,,P1# 3 4 .  

On a aussi : 

d densité du soluté 

do densité de L'eau 

M masse du résidu peptidique 2 
> > C concentration molaire = 0,13 M , -  

I - 9 

's - ,,f 
Le produit f ( H 2 0 )  pour toutes les longueurs d'onde donne le 

No 
spectre "normalisê" de l'eau qui représente lia contribution . . 



arence nette de l'absorption par l'eau dans la cellule réf' 

(courbe B )  . 
L'addition de cette courbe au spectre différcqtiel 

donne la contribution nette de l'absorption par l'eau dans 

1 'échantillon (courbe C) . 

I On a donc l'expression : l 

avec vo : volume molaire de l'eau libre (à 25'~) 

do : densité de l'eau à 2S°C = 0,997048 g/nl 

n : nombre de moles d'eau fixées sur le polymère par 

résidu. 

B - ETUDES EN INFRA ROUGE PROCiIE DE L'ACIDE POLY a-L-ASPARTIQUE 

Ce que nous voyons dans les spectres, ce sont les ban- 
+ 

des de l'eau associée aux polymères (plus des bandes NH et NH3 

I qui absorbent dans ces régions). 

1 Il est donc nécessaire d'avoir des composés modèles 1 
(acide propionique pour les chaînes latérales, la N-acétyl 

glycine pour le groupe peptidique) pour pouvoir attribuer les 

bandes de lfeau,fixée ou des bandes de vibration N - H qui ap- 

I " 

paraissent aussi dans ce domaine. 

Nous allons nous servir également de l'étude faite par 

SUBFWW9NIAN et FISCL-IER (7) sur l'acide poly L-glutamique, sur 

la poly-L-Lysine et sur des modèles corne la L-Lysine, l'aniline 

. et la N-Butyl amine. 

Ces auteurs étudient la bande à 1,4 u due à la bande de 

corbinaison (V + v ) de 1 'eau. 
1 3 

Ils montrent que l'eau (sous forme de monomère dans 

a un 'max d'absorption vers 1,4 u et que ce sont les 



' électrons p libres de l'oxygène qui sont engagés dans des liai- 

sons B pour l'eau interagissant avec la poly L-Lysine I 

(grouse E Nd2) . ~ 
f De plus, selon eux les groupeinents - NB3 (longueur 

d'onde supérieure à 1,54 y ) doivent se combiner avec cl- car 
on n'observe pas de solvatation de ce groupenent (ABS résiduelle l 
et non de solvatation). Le tableau 1 résume les fréquences et 1 
les attributions des raies observées gar S U B R L W I A N  et FISCIIER. l 

Les figures 2, 3 et 4 donnent les spectres différentiels pour 

l'acide propioniquk, la N acétyl-glycine et l'acide poly a-L- 

aspartique (échant$llons) contre leur sel de sodium (référence). 

Ils représentent la différence de solvatation entre pH acide et 

basique. 

Cependant pour avoir une analyse plus fine nous avons 

1 r 

Longueurs d'onde 

(en r i )  

1,406 

1,408 

1,402 

1,46 

pris chaque soluté (échantillon) contre :l 'eau (référence) . La I 

1,54 P-L-Lysine N - H lié à H,O (de E-IIH,) 

1,49' P-L-Lysine bandes V; + V asymétrique et 3 
symétrique du groupe &-NH2 

1,527 non ionisé 
J 

Composé 

P-L-Lysine 

L-Lysine 

n-BU NI12 

P-L-Lysine 

Attribution des bandes 

Eau liée au groupe NH 
2 

(par 1 ' oxygène) 

N - H libre (de E-NH2) 









d i f f é r e n c e  de  s o l v a t a t i o n  e n t r e  l a  f o r n e  a c i d e  e t  b a s i q u e  a é t é  

r e t r o u v é e  l a  même que p o u r  1 ' a b s o r l t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  d i r e c t e  

( a i c d e  ( é c h a n t i l l o n )  - b a s e  ( r é f é r e n c e )  ) .  

Les f i g u r e s  5, 6 e t  7 montren t  c e s  s p e c t r e s  d i f f é r e n -  

t i e l s  ( c o n t r e  l ' e a u ) .  Pour les s p e c t r e s  d e  l a  N a c é t y l - g l y c i n e  

e t  de  l ' a c i d e  poly  a L a s p a r t i q u e  c o n t r e  l ' e a u ,  l ' a l l u r e  d i s sy -  

m é t r i q u e  de  l a  bande à 1 , 4 1  p nous a  c o n d u i t  à che rche r  d ' a u t r e s  

bandes en r e c o m p o s h n t l e  s p e c t r e .  L e s  longueuss  d 'onde  d e s  maxi- 

m a  d ' a b s o r p t i o n  s o n t  montrés  dans  le  t a b l e a u  II. 

i 

a t t r i b u t i o n  

E A U  F l X E E  SUR COO' 

EAU FlXEE SUR COOH 

EAU FlXEE SUR COO- 

EAU FIXEESUR C O  
CARBONYLE 

EAU FlXEE SUR COOH 

NH HYDRATE 

- -- 

Composé longueur d  ' onde 7 
2 r o p i o n a t e  d e  sodium 1 1 4 1  1-i 

a c i d e  p rop ion ique  . 

N a c é t y l  g l y c i n a t e  d e  

sodium 

N a c e t y l  g l y c i n e  

11.1 y 

1 1 4 1  p - 

1 , 3 6  11 

1 1 4 1  !.l 

l 1 4 6  I-! 

P-L-Aspartate de  sodium 

P-L-Aspartique Acide 

1 , 4 1  1-i JEAU F I X E E  SUR CO; 

1 1 3 6  1-i 

1 1 4 1  1-i 

1 , 4 6  i1 

1 ,54  1-i 

1 1 6  1-i 

EAU FlXEE SUR CO 
CARBONYLE 

EAU FlXEE SUR COOH 

NH HYDRATÉ 
NH LIBRE NON HYDRATÉ 

+ - NL-L 3 



@PROP.Na 0,13M c o n t r e  l ' e a u  

@ P R O P - H + O , I ~ M  c o n t r e  ( e a u  



1 a N - A C E T ~ L  G L Y  N a  CONTRE LEAU 



F I G  Vil-7 



Le t a b l e a u  III nous montre les r é s u l t a t s  obtenus pa r  les c a l c u l s  

des  deux volumes e x c l u s  e t  des  volumes m o l a i r e s  appa ren t s .  

TABLEAU III 

I 

I 

Le r a p p o r t  du nombre de  moles d e  s o l v a t a t i o n  des  s e l s  d e  sodium 

du po ly  L-Asparta te  de sodium au nombre d e  moles pour l e  s e l  d e  

N a  d e  l a  N-acétyl g l y c i n e  e s t  éga l  à 0 , 5 7 .  I l  y a u r a i t  donc en  

m i l i e u  bas ique  envi ron  4 3  % d e s  groupements ca rboxy la t e s  d u  poly- 

p e p t i d e  q u i  ne s e r a i e n t  s a s  s o l v a t é s .  Ceci correspond aux v a l e u r s  

Composé 

( 0 . 1 3  M )  

j?ropionate 

de sodium 

Acide pro- 

pion i q u e  

N a c é t y l  

g l y c i n a t e  

de  sodium 

g l y c i n e  

P-L-Aspar- 

t a t e  de 

sodium 

P-L-Aspar- 

t i q u e  Acide 

d e n s i t g  

1 , 0 0 2 4 5 3  

0 , 9 9 6 2 9  

1 , 0 0 6 0 1 2  

1 , 0 0 1 0 0 3  

1 . 0 0 4 4 3  

0 , 9 9 8 4 3  

7 , 6 2  1 0 - ~  

9 , 3 3  1 0 - ~  

2 . 8 1  1 0 - ~  

1 , 1 2  1 0 - ~  

Vexclu 
cm3/ 

mole 

2 0 4  

1 3 7 , 7  

@ v  
cm3/ 

mole 

5 8 , 6  

i 
8 0 , 4 5  

1 0 4 , 6  

2 , 0 5  1 0 - ~  

I 8 4 , 0 8  / 2 . 9 7  

i 1 I 
I 

l 

n K ~ O /  

r é s i d u  

7 , 2 2  

l 

l 
i 
l 

7 .98  1 1 3 , 9  i 
I I i 

4 , l  i ! ! 1 

2 1 5 , 4  

1 6 0 , 8  

I 1 

4 , 2 8  
i 1 

3 , 7 5  il 
1 5 7 , 8  

7 1 , 2  

8 6 , 8  

, 

An - 

c a l c .  

4 , 2 5  , 

1 
I 

A n  

exu, 

4 , 5  

2 . 9 8  1 0 - ~  1 7 2 , 3  



t r o u v é e s  pa r  dichroisirie c i r c u l a i r e  (45 %de forme $2+ dont  

les groupements c a r b o x y l a t e s  s ' i n t e r p é n è t r e n t  t r è s  f o r t e ~ e ~ t ) .  

L e  g rouse  amide dans l a  N-acétyl  g l y c i n e  a  1,l  mole d ' e a u  d 'hy- 

d r a t a t i o n  ( p a r  r é s i d u ) .  En m i l i e u  b a s i q u e  conune en  n i l i e u  a c i d e  

l e  groupe p e p t i d i q u e  es t  s o l v a t é  (0 ,7  mole d ' eau  en m i l i e u  b a s i -  

que,  1 , l  mole d ' e a u  en m i l i e u  a c i d e ) .  

Pour l a  N-acétyl  g l y c i n e ,  l a  bande à 1 , 4 6  p d o i t  e x i s t e r  

m a i s  n ' e s t  p a s  d e c e l a b l e  d ' a g r è s  l e  s p e c t r e  en m i l i e u  bas ique .  On 

l a  v o i t  a p p a r a î t r e  g r â c e  à l a  deformat ion  du p i c  à 1 , 4 1  p en 

m i l i e u  ac ide .  La bande à 1 ,36  p n ' a p 2 a r a î t  q u ' e n  m i l i e u  a c i d e  

e t  son i n t e n s i t é  e s t  env i ron  m o i t i é  de  c e l l e  a 1 , 4 6  p.(~l~8) 

Pour l ' . a c i d e  poly-L-Aspartique l a  bande à 1,36  p d e v i e n t  

t r è s  i n t e n s e .  (deux f o i s  l a  bande à 1,46 p AA = 0 , 0 0 1 ) .  D e  p l u s  

a p p a r a i s s e n t  deux a u t r e s  bandes  à 1,54 p e t  3 1 ,6  p .  (FIG 9) 

La bande à 1,36 y ne  p e u t  être due ad groupement hydro- 

x y l e  du groupement ca rboxy l ique  car on ne  l a  m e t  pa s  e n  évidence 

pour l ' a c i d e  prop ion ique .  

Nous pensons l a  bande à 1,36 p est  due à Pa so lva -  

t a t i o n  du groupe arnide. 

D e  p l u s ,  SU3m4ANIAN e t  FISCHER ( 7 )  en  p r e n a n t  l e u r s  modèles mon- 

t r e n t  que l a  bande à 1,46 p es t  due à un X - H l i b r e  t a n d i s  que 

l a  bande à 1,54 est due a u  p r o t o n  amide l i é  à l ' e a u ,  La bande 

vers 1 ,6  t r o u v e  son  o r i g i n e  dans  l ' a b s o r p t i o n  r é s i d u e l l e  d e s  
+ 

NH3.  Cependant on ne  v o i t  p a s  de bande à 1,54 p pour l a  N-acétyl  

g l y c i n e  a l o r s  que l e  NB amide d o i t  ê t re  h y d r a t é  (0.7 mole H20/ 

groupe N - H l .  Nous pensons pouvoi r  a t t r i b u e r  les  bandes pour 

l ' a c i d e  poly  a L a s p a r t i q u e ,  à 1,36 y a u  CO ca rbony le  hydra t é  e t  

à 1,46  p au p r o t o n  amide hydra t é .  L e s  deux bandes o n t  env i ron  l a  

même i n t e n s i t é .  Nous proposons le  modèle s u i v a n t  d ' h y d r a t a t i o n  

du groupement amide (1 mole HZO/rés idu) .  
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J N-ACETYL GLYCINE- H O  2 

,1.4 1.5 1.6 1 '  s p e c t r e  d i f i en l i e1  brut  
-O.:, l [-] spectre resu l ta t l t  a p r e s  addition du spectre 1 dc l 'eau n o r m a l i s e e  



A spectre d i f fe r -ent ie i  bru t 
B volut i~e exclhl 1 c spectre resultant apres a d d i t b n  de B 

i 

i D coui-be deduite d e  l'Asyiitetrie d e  C 



SUBRAMANIm e t  FISCXER s i g n a l e n t  l a  p o s s i b i l i t é  d ' a v o i r  2 l u s i -  *u r s  

bandes dans  l a  r é g i o n  1 , 4  - 1 , 4 1  y ( a b s o r g t i o n  d e  l ' e a u  v e r s  les 

groupes  c a r b o x y l a t e  e t  c a r b o x y l i q u e s ) .  

Pour l ' a c i d e ~ s r o ~ i o n i q u e ,  on a  une bande t r è s  l a r g e  e t  

a p l a t i e  à 1 , 4 1  u. Nous pensons q u ' i l  y a u r a i t  l à  2 bandes cor-  

respondant '  à l ' é q u i l i b r e  - COOH 5 - COO- + H+ où chaque es- 

pèce  ( ca rboxy l ique  e t  c a r b o x y l a t e  s e r a i t  hyd ra t ée ,  L e  c a r a c t è r e  

a c i d e  d e v r a i t  a l o r s  changer  avec  l a  s o l v a t a t i o n .  Une d e r n i è r e  re- 

marque s ' i n p o s e .  11 e s t  é t o n n a n t  qu ' en  m i l i e u  bas ique  on t r o u v e  

une s o l v a t a t i o n  du groupe arnide e t  aucune pour l e  groupement c a r -  

b o x y l a t e  pour l a  s t r u c t u r e  B~ f f .  Les r é s u l t a t s  ob tenus  s o n t  d e s  

r é s u l t a t s  d 'ensemble.  S i  a l o r s  dans  c e t t e  s t r u c t u r e  l e  groupe 

arnide n ' é t a i t  pas s o l v a t é ,  on a u r a  une s o l v a t a t i o n  du grou-e 

amide de 2 noles/K O p a r  r é s i d u  pour les a u t r e s  s t r u c t u r e s ,  r é -  2 
s u l t a t  en  accord  avec  les c a l c u l s  de  HOPFINGER (1). 

Le groupe amide e s t  f a ib l emen t  h y d r a t é  p a r  r a p p o r t  au 

groupement ca rboxy l ique .  D e  p l u s  l e  groupement c a r b o x y l a t e  l u i -  

mêee e s t  beaucoup p l u s  h y d r a t é  que l e  m ê m e  groupement ca rboxy l i -  

que (COOH) .  C e s  o b s e r v a t i o n s  s o n t  en accord  avec  les r è g l e s  phé- 

noménologiques de  GLASEL, à s a v o i r  que les groupes  C = O 

( c a r b o n y l )  e t  ?-ï - H ne forment pas  de  f o r t e s  i n t e r a c t i o n s  a v e c  

~ Dans l a  s o l v a t a t i o n  des  groupes  amides ou c a r b o x y l a t e s  

il y a  compé t i t i on  e n t r e  l ' e a u  e t  les con t r e - ions  au v o i s i n a g e  

de  ces groupes.  

Dans l a  p a r t i e  (3 t"7L du po ly  L - a s p a r t a t e  de  sodium, les 

groupements c a r b o x y l a t e s  ne s o n t  pas  s o l v a t S s .  On d o i t  alûrs 
+ 

a v o i r  une saire d ' i o n s  l i é s  ( - C O O - X ~  ) ,  A u  niveau d e s  groupements 

c a r b o x y l a t e s  dans  l e s .  formes 6 # l a  c o n s t a n t e  d i é l e c t r i q u e  d o i t  

ê t re  f a i b l e .  

11 e s t  p o s s i b l e  que les c1iaZaes l a t é r a l e s  (bans les 

s t r u c t u r e s  s e c o n d a i r e s  a u t r e s  q u e  l a  forme B f i )  se r e p l i e n t  ou 

a i e n t  des i n t e r a c t i o n s  avec les p ro tons  du groupei-lent mide a f i n  

d e  n e u t r a l i s e r  p a r t i e l l e n e n t  l a  charge .  



Enf in ,  l a  méthode d ' é t u d e  d e  l a  s o l v a t a t i o n  p a r  I n f r a -  

rouge proche semble être une bonne t e c h n i q u e  s o u r  d i s t i n g u e r  

les d i f f é r e n t e s  c o n t r i b u t i o n s  des i n t e r a c t i o n s  po lypep t ide  - 
s o l v a n t .  On v o i t  que l ' h y d r a t a t i o n  e s t  f o n c t i o n  e t  a u s s i  l a  

cause  ( h y d r a t a t i o n  du carbonyleen m i l i e u  a c i d e  (bande à 1,36 u ) )  
d e  l a  s t r u c t u r e  d e s  pol-ypept ides .  





Les  é t u d e s  è n  I n f r a - m u g e  e t  e n  s p e c t r o s c o p i e  Raman 

nous o n t  pe rmis  de d é d u i r e  les  s t r u c t u r e s  s e c o n d a i r e s  q u i  appa- 

r a i s s e n t  d a n s  l ' a c i d e  Poly-a-L-Aspart ique.  

- En m i L i e u  b a ~ i q u e  c u n c z n t t i ? ,  c e s  é t u d e s  r é v è l e n t  l a  

p r é s e n t e  d e  s t r u c t u r e s  s e c o n d a i r e s  t e l l e s  : l a  cl-iaîne non ordon- 

n é e ,  une  s t r u c t u r e  h é l i c o l d a l e  é t e n d u e  p r o c h e  d ' u n e  h é l i c e  3 
1 

e t  d e s  c h a î n e s  f 3 - a n t i p a r a l l è l e s  engagées  dans  u n e  s t r u c t u r e  mono- 

c l i n i q u e  ( s t r u c t u r e  t e r t i a i r e )  a v e c  d e  f a i b l e s  d i s t a n c e s  i n t e r -  

f e u i l l e t s  ( s t r u c t u r e  f i 2  f f )  . 

- En m i l i e u  a c i d e  c a n c e n t k é ,  l a  s t r u c t u r e  p r o c h e  d ' u n e  

h é l i c e  31 d i s p a r a î t .  Les c h a î n e s  6 - a n t i p a r a l l è l e s  c o n s e r v e n t  

une s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  m o n o c l i n i q u e ,  m a i s  l e u r  d i s t a n c e  i n t e r -  

f e u i l l e t s  augmente ( s t r u c t u r e  @ /\-) . 
1 

D e  l ' h é l i c e  a a ? p a r a î t ,  c t  l a  c h a î n e  hon-ordonnée sub- 

s i s te .  On n e  p e u t  d é c i d e r  s i  l ' h é l i c e  é t e n d u e  DU l a  c h a î n e  non- 

o rdonnée  o u  l e s  deux se t r a n s f c r r n e n t  e n  h é l i c e  a .  

En m i l i e u  c o n c e n t r é ,  l e s  c h a î n e s  6 - a ~ t i p a r a l l è l e s  p o s s è -  

d e n t  d e s  l i a i s o n s  hydrogène i n t e r m o l 6 c u l a i r e s .  La s t r u c t u r e  fi 

p a r a l l è l e  d i s p a r a î t  e n  m i l i e u  a c i d e .  

- En m i l i e u  b a n i q u s  d i l u E ,  on o b s e r v e  les s t r u c t u r e s  

chaEne non-ordonnée, h é l i c e  é t e n d u e  ( s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  p r o c h e  

d ' u n e  h é l i c e  31) a L n s i  que d e s  c h a î n e s  6 - a n t i p a r a l l è l e s  à f a i b l e  

d i s t a n c e  i n t e r f e u i l l e t s  ( s t r u c t u r e  B 2  f f ) .  

1 - En miLieu  a c i d e  di.Lue, l a  s t r u c t u r e  p roche  d e  l ' h é l i c e  
31 d i s p a r a î t .  L e s  c h a î n e s  6 - a n t i p a r a l l è l e s  à f a i b l e  d i s t a n c e  i n -  

t e r f e u i l l e t s  s u b s i s t e n t  ( s t r u c t u r e  f i 2  ++), t a n d i s  que l ' h é l i c e  a 

a p p a r a î t .  

D e  p l u s  e h  m i l i e u  d i u l é ,  les  c h a î n e s  6 - a n t i p a r a l l è l e s  

o n t  l e u r s  l i a i s o n s  hydroggnes  i n t r a i n o l é c u l a i r e s .  Les é t u d e s  e n  

Résonance Magnétiqbe N u c l é a i r e  o n t  m o n t r é  q u ' i l  e x i s t a i t  d e s  

coudes  ( t u r n s  B I I ) ,  m e n a n t  d e s  r e p l i e i e n t s  d e  l a  c h a î n e  5- 
a n t i p a r a l l è l e  s u r  elle-rnZme. 



mi l i eu  d i l ué  

les fe i i i l l e tspeuvent  a p p a r t e n i r  a deux  
inacromo lecules d i i fe  rerite's 

'r4 OU 

les fe"i1lets peuven t  a p p a r t e n i r  à l a  

m Grne r r î ac ro rna lécu i~  

c t ia ineç  B ,#à l i a i s o n s  

hydrogèt7e int r a m o l e c u l a i r e s  

m i l i e u  c o n c e n t r é  

chaines ff a  l i a i s o n s  h y d r o g e n e  i n t e r m o l é c u l a i  r e s  



L a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  dans l a q u e l l e  s o n t  impl iquées  

les c h a î n e s  6 - a n t i p a r a l l è l e s  en  m i l i e u  concen t r é ,  a é t é  détermi-  

née  p a r  ies rayons  X, e t  l ' o n  a vu que l a  s o l v a t a t i o n  du poly- 

p e p t i d e  é t a i t  f o n c t i o n  de  c e t t e  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e .  

E n f i n ,  de s  é t u d e s  u l t é r i e u r e s  p o u r r a i e n t  nous d ~ n n e r  

une i d é e  de  l a  façon d o n t  s ' o p è r e  l e  s a s s a g e  da sys t53 .e~  2 i n -  

t e r a c t i o n s  i n t e r m o i é c u l a i r e s  ( en  m i l i e u  c o n c e n t r é )  à des i n t e r a c -  

t i o n s  i n t r a m o l é c u l a i r e s  (en m i l i e u  d i l u é )  t e l les  les  l i a i s o n s  

hydrogènes , avec comme conséquence l ' a n p a r i t i o n  de coudes dans  , 

l e s  cha înes  f i - a n i i p a r a l l è l e s .  


