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INTRODUCTION

A - Description des polypéptides et des protéines.

B - Travaux antérieurs sur l'acide Poly o -L-Aspartique




L'utilisétion'des polypéptides comme rmoven d'approche
de 1l'étude des structures secondaires et tertiaires des protéi-
nes est une technique fort utilisée depuis déja guelques décen-
nies (PAULING et COREY 1951).

Les structures secondaires des polypeptides sont pour
la plus grande part tributaires de la configuration des chalnes

latérales (le squelette peptidigue restant le méme).

Il nous a paru‘intéressant, aprés l'étude dans notre
laboratoire de divers polyaminoacides (tel l'acide poly-L-gluta-
migue) de comparer et d'établir des relations de structure entre
ce polyacide (ayant deux groupes méthyléne dans sa chaine laté-
rale) et l'acide poly a-L-aspartigue (un seul groupe méthyléne
dans la chaine latérale entre le squelette peptidigue et le grou-
pement carboxvlique) et ainsi de déterminer 1l'influence de la
présence d'un groupe chargé sur la structure .secondaire du poly-

reptide.

Pour ce faire, nous disposons de différentes techniques
et des propriétés rotatoires du carbone asymétrigue (a CH) du

squelette peptidique.

Cependant, avant d'exposer nos résultats, ncus expose-
rons brié&vement les structures primaire (séquences) et secon-

daire que l'on trouve généralement dans les polypeptides.

A - DESCRIPTION DES POLYPEPTIDES ET DES PROTEINES.

Les protéines sont constituées d'unités peptidiques :
les acides aminés. Ces acides aminés, existant dans les prctéi-
nes sous la forme <L~ exclusivement, sont au nombre d'uns ving-
taine. Dans les polypeptides par contre, les unités p
peuvent 2tre aussi bien formées de résidus L que ce résidus D

puisque ce sont des polyméres synthétiques.

La s8guence des acides aminés dans les prctéines cons-

titue la siructure primaire. La séguence linéaire de la chaine
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polypeptidigue est assurée par les liaisons peptidiques covalen-

]
tes = C - N -

=0

La structure secondaire des protéines et des polypeptides résulte

le plus souvent de la possibilité de formation de liaiscns hydro-

O

géne entre l'oxygéne du carbonyle et l'hydrogéne de l'azote amin

de la liaison peptidique
polypeptide - C=0......H=-N polypeptide

L'agencement de la chaine polypeptidique en une structure ordon-
née peut s'effectuer selon différents modéles, par exemple selon .
1'hélice a de PAULING et COREY (fig. 1) ou en feuillets plissés
(forme g) (fig. 2).

Les hélices o sont essentiellement droites pour les po-
lypeptidés biologiques. Les données obtenucs avec des polypeptides
de synthése apportent une contribution importante 3 1'étude de la
structure des protéineg. La figure 3 montre les dimensions d'une
chaine polypeptidigue complétement &tendue. La nature cis ou *trans
du groupe amide plan dépend de la nature de l'acide aminé (cis |
pour l2s résidus proline et hydrbxypfoline, trans pour tous les
autres: résidus peptidiques. La chaine polypeptidigue d&jia orcon-
née en' structure sécondaire se réplie sur elle-méme pour former
une molécule compacfe présentant une configuration spatiale bien
déterminée. C'est cette géométrie tridimensionnelle qui forme la

structure tertiaire.

La méthode la plus employée pour analyser la structure
tertiaire reste l'analyse par les rayons X (diagramme sur des mono-

cristaux).

Les protéines sont souvent constituées de sous-unités
(protomé&res) qui s'associent entre elles et constituent la struc-
ture guaternaire. L'activité d'un grand nombré d'enzymes dépend

étroitement de cette structure (1) (2).




B = TRAVAUX ANTERIEURS EFFECTUES SUR L'ACIDE POLY a-L=-ASPARTIQUE

L'acide poly-a-L aspartique est un polypcptide do syn-
thése dont on peut voir sur la figure 4 la géométrie du résidu L
(réef. 3).

3 ~ 0 H
8 4
e / 4—CO -~ CH - NH +— CO -
(BT n
T 108 I
© 4™
€ CH,
\!.ﬁ‘(l i A
[
Y CO,H
. s —
‘f_""
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FIG 4 '

Les premiers travaux effectués sur ce polypeptide furent ceux de
KOVACS et collaborateurs (4). En fait, ees premiers travaux de
synthé&se devaient les mener & l'acide poly a-L-aspartique ce
masse faible et souvent sous la forme de copolymére a-f L-Aspar-
tigue avec formation de cycles succinimides.

En 1963, BRAHMS et SPACH donnaient le spectre dichroique
des acides poly a-L-Aspartique et poly aD aspartigue (5). Ils
observaient dé&ji une faible valeur de (- b ) en dispersion opti-
gue rotatoire et une faible force rotatlonnell= 1ndlquant un taux

d'hélicité beaucoup plus faible gue celui de l'acide poly a- L-
Gglutamique ou la Poly-L-Lysine.

Plus tard, JACOBSON (6) étudiant en dispersion cptigue
rotatoire le pourcentage d'hé&licité dans des solutions de chlo-
rure de magnésium et de chlorure de tétraméthylammcnium. I1 esti-
mait & 20 % le taux d'hélicité pour l'acide poly o-L-Aspartigue
é;pH 4. Il trouvait que la force de la liaison ionigue des sels
sur les groupes carboxyliques était double de celle observée pour

l'acide poly oa-L~glutamique.




PATRONE, CONIO et collaborateurs (7) effectuaient un
travail serblable mais dans un mélange de solvants eau - méthanol.

(80 -~ 20 % en volume), et dans des solutions de chlorures al

ca-
lins. Leurs courbes pbtenti@métriéues et leurs é&tudes en disper-
sion optigue rotatoire les menaient i ne trouver que 20 § au ma-
ximumn d'hélicité en pH acide ; ils estimaient les pX apparents

dans KC1 0,1 M & 3,98 3 25°C et 4,08 a 5°C.

D'autres investigations, de nature mathématique ont été
effectuéés par YAN~-SCHERAGA (8) et MAIGRET-PULLMAN (%). Lz pre-
niére (8) par des calculs semi-empirigues montrant que 1'hélice o
droite était préférée par rapport 3 l'hélice a gauche pour l'aci-
de poly a L aspartiqde sous sa forme neutre, avec une préfirence
pour la chaine latérale a adopter une configuration longitudinalé

plutdt gue transverse.

La secoqdé (9) , basée sur des calculs quantigues
P.C.I.L.O., établiésait la carte conformationnelle pour les rési-
dus glutamyl et aspartyl. Pour le résidu aspartyl, les caiculs
conformationnels montraient que, 3 l'encontre de tous les autres
résidus (glutamyl, Lysyl) il fallait augmenfer considérakblement
les domaines énergétigues pour obtenir toutes les strucﬁures se-
condaires usuelles,a hélicé, B sheet (de l'ordre de 4 Xcal/mole).
Ainsi, il apparaissait gue pour des chaines latérales trés cour-
tes (possédant une charge, la structure secondaire variait con-
sidérablement de celle de leurs homologues (acide poly a-L-

glutamique) & chaine latérale plus longue.

Notre travail de D.E.A. avait consist? & synthétiser
l'acide poly o-L-Aspartique et d'en analyser la contenu hélicol-
dal en pH acide par potentiométrie et dispersion optique rotatoi-
re (D.O.R.). Nous en étions arrivés aux mémes conclusions gue
JACOBSON (6), PATRONE (7), c'est-a-dire un taux maximum d'héli-
cité de 20 8. |

L'analyse en dispersion optique rotatoire, notamment
dans l'établissement des droites de SCHECHTER-BLOUT pour les sys-
téﬁes polymére - eau et polymére - solvant ordanigue nous lais-

sait présager (fig. &) que nous n’avions pas un mélange simple
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de structure o hélicoidale et de structure désordonnée. En effet,

aucun systéme polymé€re -~ solvant aqueux ne se
droites de SCHECHTER BLOUT pour lesquelles 'la
s'exprime en fonction de deux paramétres Ay93

retrouvait sur les
rotation molaire

L -
et A225 selon 1'équa

tion : ‘
‘ 2 2
Bigy Mgz  Bypg Agps
Im| == p) t 7
AT =~ A AT = A
193 225
avec
A225 = - 0,55 A193 - 430L (solutions-aqueuses)

A =~ 0,55 A193 - 280 (solutions organiques)
Aucun systéme polymére - solvant organique n'était egalement sa-
tisfaisant (fig. 5).

L'allure des:spectfes dichroiques n'amenait que fort peu
de renseighements, et les &tudes en Résonance Magnétique Nucléaire
montraient primitivement un systéme fort complexe ol des bandes
de rotation de l'eau venaient perturber le spectre. Les &tudes par
infra rouge sur ce polypeptide a l‘etat 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 K.

Aucune des.techniques n'était suffisante pour expliquer
seule les structures en pré&sence (Raman et infra-rouge...) aussi
nous proposerons nous de rédiger le résultat de nos travaux de

-

la méme fagon que fut congue au fur et a mesure la structure com- -

pléte de ce polypeptide, & partir d'une idée générale (obtenue
par les techniques Raman et‘infra-réuge) 3 une structure plus dé-
taillée (Rayons X, Résonance Magnétique Nucléaire). Les spectres
dichroiques ne sont discutés qu'a l'avant dernier chapitre, oil
nous avons pu les reconstituer gréaée aux renseignements amenés

par les autres techniques.




7C0-

225

ﬁm F

i iN
%YRiD E

$HCOMH

+NaCL 02
PH4EG

. (94
©0% AB0"

@DMSQ 50% PFHI3

i E
2 W

‘AD&"‘E"' D 50%

SOLVANTS AQU

JEU

..

COLVANTS ORGANIQUES

SIKTMP-EAU 50 %
+NECL 25 PHT4
200+ +NaACL 8M PH7
@(Dmso,so% PH126
OMNaOH PH 12 EAU
NacLgean .
00-
PHaj
1] 1 | ! y ‘
100 200 300 " 400 500 A
' 123
DROITES DE SCHECTER-OLCOUT

Fig 5




CHAPITRE I

SYNTHESE STEREOSPECIFIQUE DE L'ACIDE POLY=a-L-ASPARTIQUE




CHAPITRE I.

SYNTHESE STEREOS?ECIFIQUE DE L'ACIDE POLY - o -~ L ASPARTIQUE

A - Synthése par l'ester actif du pentachlorophénol.
B - Synthése par les N-carboxyanhydrides (anhydrides de LEUCHS).
C - Pureté optique - Caractérisation aprés débenzylation.

- pouvoir rotatoire [a[ r UVe, I.R.

- mesure des masses moyennes par tonométrie et
osmométrie '

.= digestion par 1l'aminopeptidase M

- dichroisme circulaire.




SYNTHESE PAR

ESTER ACTIF . " SYNTHESE PAR

, _ . : N- C ARZOXYANBEYDRIDE
CH,0COCH;-CH-COOH -
<C:j> 2 2? " HOCCCH—~CH—COCH
‘ M, ; = '
;\ZHz
T-BOC—ASP—OH </ \>CH2CQZ—CH2-—CH-—CGQH |
0BZL - — - &Hz
cocy,
TBOC—ASP—OPCP | - 0
OB7L. - cwzwz-czvsz—m—c;
. i s
: . RN —0¢
l o
mH—NHz—A?P——QPCP ' | ’
CRZL : © POLYMERISATION

(TEA,CHCL)

POLYCONDENSATION. (TEA) o /

.

DEBENZYLATION HBr, ALCOOL BENZYLIQUE

|

+NH—EH—CO +; :
CH - |
l 2 ' v //‘\\
CCCH | .'\\L;‘;,f’k

FiGI-1




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 synthése gui n'aménent
pas de radémisation, c'est-d-dire soit par'une synthése par les
esters actifs du pentachlorophénol, soit par une polymérisation
par ouverture de cycle 3 l'aide des N—carboﬁyanhydrides (anhy~
drides de Leuchs). ‘ '

Les deux premiéres parties décriront les deux méthodes
(Schéma Fig I.l), la troisi®me montrera la caractérisation du
produit.

A - SYNTHESE DU POLY o L ASPARTATE DE B BENZYLE PAR LES ESTERS
ACTIFS.

Nous avons employé l'ester pentachlorophényligue gui pos-
séde 1l'avantage de se coupler sans racémisation, la vitesse de
réaction du couplage é&tant du second ordre au début puis du pre-

mier ordre (1).

1 - Mécanisme de la réaction.

Le carbone en ¢ du groupe carbonyle activé peut perdre
son activité optique lors de la formation de la liaison peptidi- '
que. La racémisation de ce carbone se fait par l'intermédiaire

d'une 5-oxazolone (azlactone).




i Prew o F
R-CH-C=0__3R-C-C=0 —2 R-C——C =0 >
| | i s
craet -
HN 0 ~ HN 0 N 0
\~C49 Q~? R ?/,
2{1 Ry 1
]
R-C~-C=0 ;::f R~C = C-0 ;:i R - ﬁ-—- C =20
i ! ! ] i
N 0 N o) N 0
‘%C/ Q‘C«’ NG
| { i
Rl Rl Rl

La formaticon mé@me & un taux trés faible d'oxazolone suffit i la

racémisation.

Méme lorsgue la formation d'azlactone est impossible,
on peut observer des racémisations, car dans ce cas une ionisa-

tion direccte du proton porté par le carbone a du dérivé d

(D

l'acide aminé intervient.

i, i
R - CO - NH - ? - C~X <———= R~-CO~-NH-C -
H

=

3 =
t

,©Q~

L'anion étant stabilisé par.résonance et ne pouvant retenir
l'asymétrie (2).

2 - Préparation de tertiocbutyloxycarbonyle azidoformiate
(t BOC azidoformiate).

Le t.BCC eémpé&che une racémisation éventuelle du carbo-

ne asymétrique en stabilisant son hvdrogéne.

' o e ) AP
(CH,), ~C -0 ~C~-N-CH - C° =(CH,).,~C -0 = C—N - CH ~C
373 : N 3°3 AN
il I I X I | X

0 28 R v ¢ H R




La préparation du t BOC azodoformiate doit s'effectuer sous la
hotte '

N

s 7
(CH,) ,-c-0-C¢-N._ Il + H.N-CH-COOH ———7—®"(CH,). -C-NH-CH-CO.H + HN
373 Ny 2 L ) 3 z 2 30
- bl g
0 ‘c 5 COZCHZ 0 §L2
. t
c02
i
CH

Q

On refroidit une solution de 28 g .tBOC carbazate, d'acide acéti-
que glacial {24 ml) et d'eau (40 ml) dans un bain ca zlac Cn

o - AN -

ajoute 16 g de nitrite de sodium (0,23 mole) en solution a 10 %

[~}

dans 1l'eau goutte a goutte pendant une denmi~heure en conservant
le bain & 10°C. Le mélangé est agité une heure dans la glace et
on ra]oute 40 ml d'eau. La couche supérieure de l'azide est sépa
rée par decantatlon de la couche agueuse et on l'extrailt trois
fois & l'éther (50 ml). On combine les couches organigues et on
les lave avec 50 ml d'eau trois fois et trois fois avec 50 ml

de bicarbonéte de sodium 1 M.

La solution est sé&chée sur sulfate d¢ magnésium et on
évapore sous vide 1l'éther.

3 -~ Préparation du g-L aspartate de benzyle.

Dans un ballon de 11 on introduit 60 g dfacide L Aspar-
tique (0,45 mole) et 600 ml d'alcool benzyligue.

Le ballon est chauffe sur agitateur magnétique & 100°C
et on fait bar boter HCl gazeux jusqu'd limpidité& d= la solution.

L'ester est précipité par 2 1 de triéthylanine et lavé & 1'étha-
nol aprés filtration.

On recristallise -3 10 % dans l'eau 3. 80°C

rendement - 45 g

point de fusion : 224°C




4 - Préparation du t.BOC B-L Aspartate de benzyle

CH3 0
* -y
CHy - C-0=-C~-NH-CH-¢C
! ‘ d o OH
- ;._1 rs
C_HI3 2,
= 0O

On mélange 25 g de 8 L Aspartate de benzyle & 560 ml de DMSO,
32 ml de triéthylamine et 17 ml de t BOC azidoformiate pendant
20 h 3 T°C ambiante.

On dilue avec 1,6 1 d'eau, puls on extrait trois fois

avec 150 ml d'éther pour enlever 1l'azide restant.

On acidifie la phase aqueuse a pH 3,5 avec l'acide ci-
trigque et on extrait plusieurs fois avec 300 ml d'acétate d'éthyle

P

jusgu'ad l'obtention de la phase organigue incolore.

-

On lave trois fois & l'eau. On séche sur sulfate de ma-
gnésium. On évapore le solvant en grande partie. L'huile obtenue
est précipitée par l1l'éther de pétrole. On filtre et séche.

' Point de fusion : 102°C

5 - Préparation de l'ester pentachlorephényligue du t BOC L

" Aspartate de B bénZyle.

On forme l'ester pentachlorophényliquée par coﬁplage avec
la dicyclohexylcarbodiimide (DCCI).




O . 4
~ i
t BOC - Asp - C~ + Hojé/\—-(:l ' 4
I NoH ' ‘

Cl- Ci
CH
3
H
l +° ci c
CH, - ¢ -0 ~-C-N-CH - C
3 i | N O ol
CH, 0 cH, \ %
?=0 . ClI Cl
OCH2

On dissout 10,5 g de t BOC B L Aspartate de benzyle dans 50 ml

d'acétate d'éthyle en refroidissan% par un mélange glace + el.

On ajoute 10,5 g de pentachlorophénol et 7,5 g de DCCI en mélan-

geant 2 h & 0°C puis 24 heures & T°C ambiante. On filtre et on

ve 3 l'acétate d'éthyle.(qui enléve le restant de dicyclohex-
e

formée).

Les filtrdts réuais sont lavés 3 fois 3 K2C03 1 M et

4 3 cing fois 3 l'eau. On séche sur sulfate de magn2sium. On
a

Rendeament 70 %

Point de fusion 132°C.

6 — Préparation du chlorhydrate de l'ester pentachlcrophényliqusz

du L-Aspartate de g8 benzyle.
0]
“ /4
c1®® - o - c
I

N |
ciL, © O Cl P.M. 508

Cl Ci

On dissout 13 g d= l'ester pentachlorophényligue du t BOC 8 L
Aspartate de benzyle dans 500 ml d'acgtate d'éthyle. On fait bar-

‘boter HC1l dans la solution pandant une demi-heure puis on agite
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deux heures. On filtre et on séche.

Rendament : 72 0%

Point de fusion : 151°C
En infra-rouge on observe la disparition de la band= 3 3300 cm‘1
(Amide A) caracté@ristiqu= de la liaison peptidiqus (protection
t-BOC) .

7 - Polycondansation de l'ester pentachlorophznylique du L - a
Aspartate de R henzyle.

La polycondensation est obtenus (3) par régénération da
la fonction amine terminale par la triéthylamins dans différen-

tes conditions de solvants, de quantités d'amorceur et & diffé-

rentes températures,

Parmi les solvants utilisés citons le DMF, le benzéne,
CCl4 et des condentrations en triéthylémine (TEA) de 1, 2, 3
équivalents par mole d'ester. Les températures peuvent varier de
5°C a 50°c.

Le spectre Infra rouge obtenu aprés polycondensation

(1073 mole HCL - Asp - OPC? / 5 ml C.H, et 2 équivalents TEA
: OBzl
1

montre l'apparition des bandes amide A 3 3300 cm ~ et amide I et
IT 3 1650 cm—1 et 1540 cm“1 de méme que l'appdrition du pentachlo-
rophénol dégagé par condensation (fig. I-2 et I-3).

Les polycondensats sont d'abord dialysés contre le DMF
pour é&liminer les oligoméres formés puis contre l'eau et ensuite
contre le méthanol. ' |

Nous n'avons obtenu qu'avec trds faible rendement le
poly oa-L-Aspartate de Benzyle.quelles que soient les conditions
de la polycondensation.

» condensation
n HC1 - Afp - CO,PCP + TEA —>NH, - Asp - CO,PCP ?
‘ | .
OBzl 0Bzl
~NH - Asp - CO %_ + PCPOH + Et, NH' C1°
0Bzl
[ajgéf = - 16,4° ¢ =1 % dans ADC
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Avant obtenu de feilleurs résultats avec les N - carboxyanhy-

drides ndéus avons abandonné ces synthdses (ainsi que 1l'ester
actif du monocathéchol).

.Des mesures viscosimétriques (0,1 % dans CH2C12) donnent
des masses de 11 000 et 13 000. '

B - PREPARATION DU POLY a-L-ASPARTATE DE 8. BENZYLE PAR LES
N - CARBOXYANHYDRIDES (NCA).

L'un des intéré&ts de la méthode par les NCA est qu "1l
n'y a pas d isomérisatlon du carbone a lors de la polyrerlsatlon.
La méthode de préparation consiste & protéger les groupes fonc-
tionnels de la future chaine latérale par des esters benzyllques
et de former 1°' anhydride de Leuchs par phosgenation.

CH, = CO, = CH - COH + COC1, N
NH,
o 0
- : y | >
¢i1.co. - cH - c?Z + HCl
202 - G\
| 0
”
o

La'polymérisatibn a été efféctuée dans CHZCl2 par initiation avec
la triéthylamine et par le méthanolate de sodium.




1 - Initiation par le TEA.

: R -CH — CQ
3 | 0
=0 ' - ut e° HN - CO
R-CH~cCT | R - CH—C - OH
| Do+ mRy — TN ,
HN - c\\0 RyNH o — c%o_
ol '//6 . '
R (|:H - C - co, RCH - c\ |
7 -y /Q
N -C ? N -¢cl
| o) I =0
co co -
i . _ I
CHRNHCOOH IR CHRNH,,
2 - Initiation par.le mé&thanolate de sodium.
O N
o . .
R-cH-cZ RCHCOOCH, - - P
I 0 + %CH —_— ] + Co,.
8N - ¢ 3 » 2
N H
Ty o | oM
_ £ '
R-cH~-c’ @ © S
I 0 +  NHCHRCOOCH ;¥ HNCHR~CO-NH-CHR-NH~-COOCH,
HN - C ' - ‘
o :

La polymérisation peut se faire thermiQuement Q'il sﬁbsiste quel-

gues ppm d'eau ; 1'eau présente entraine ‘aussi la dégradation de
1'anhydride de Leuchs en acide aminé de départ.

_ . En mllieu aprotique (dioxanne,...) HC1 forme peut donner
le chlorure d’acide. ‘




- is -

O

R-CH-C
!
HN - C

HC1 R CHCOCl
' Dioxanne

NCl 2

7\ /N
(@) O\

H

IR

Il convient donc de purifier par recristallisations SuCCessives .
au maximum 1'anhydride de Leuchs. -

3 - Synthése du NCA de l'aspattate de benzyle.

On met 14,7 g (0,57 mole) deg L Aspartate de benzyle
dans un tricol. (branché& sur réfrigérant avec tube de KOH)“et
150 ml de dioxanne. On fait passer un courant d'azote pendant une
dami-heure en chauffant dans un bain d'huile & 40°C. Ensuite on
fait passer le phosdéne jusqu'ad dissolution du_NCA et on laisse
a 409C une heure. On chasse le phosg@ne résiduel pendant une demi-
heure en changeant frégquemment les tubes 3 potasse. On distille
sous vide jusqu'd cristallisation. On disscut"avec le minimum
d'acétate d'éthyle et on précipite avec 1,5 1 d*heptane fraiche-
ment distillé. | SRR

On laisse une nuit 3 4°C et on recristallise plusieurs
fois ainsi aprés filtration sous azote, dissolution dans 1'acé-
tate d'éthyle et précipitation dans le n-heptane.

Le NCA est séché dans un dessiéateur spusyvide'avec KOH
ou CaCl2 d 20°C. Rendement : 35 %.

4 - Polymérisation de l'anhydride de”Leuchs'; formation du poly
o L Aspartate de g benzyle. ' ‘

Onvprend le l,zf-;Dichloroéthane (i,Z_DCE{'comme solvant
et la triéthylamine comme amorceur.

De nombreux essais ont &té effectués dans différents sol-
vants (1,2 DCE, CHC13, Dioxanne, acétate d'éthyle),a différentes
températures (20°C & 60°C) et & différentes concentrations en
amorceur (A/I = 0, 10, 20, 50, 100, 200, 400, 500, 1000). Des
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resultats 1dentiques ‘sont notés pour les polymérlsats préci pites
dans le méthanol.

L'emploi d'un réactif de couplage entre les fonctions
amino et acide terminales, tel que la DCCI n'a donné aucun ré-
sultat. _

Rendement de polymérisation : 47 %

[n]

0,26 dl/g (C =1 % dans CHClg-* ADC (2 % en
volume) a 25°C ).

‘ ﬁ& 23 000 (4) (d'apras &talonnage par sédimentation).‘

C -~ DEBENZYLATION DU POLY o-L-ASPARTATE DE B8 BENZYLE (PLAB).

| On dissout 17 g de P.L.AB & 10 % dans CHCl,. On fait pas-
ser un courant de HBr gazeux préalablement séché sur benzé&ne trés
sec jusqu'a saturation. On laisse 24 h en agitation 3 25°C. L'aci-

de Poly-L~Aspartique est filtré, lavé & l'acétone par distillation
‘sur extracteur Soxhlet.

On dissout dans NaOH 0,1 N et on dialyse 2 & 3 jours con-
tre NaOH 0,1 N pour enlever les petites masses (oligomeéres), puis
contre HC1l 0,05 N pendant 2 jours pour neutraliser la soude res-
tante et enfin contre 1'eau.

Afin de contrdler le rendement de débeﬁzylation on pré-

cipite une petite partie par l'alcool é&thylique, L'étude en U.V.

montre une débenzylation totale (taux de groupements'benzyle ré-

siduels < 0,5 % ¢ =200 1 mole ! em ! 3 260 my ).

L'acide poly-a-L Aspartique est alors lyophilisé.

L'étude rapide en Infra-Rouge (pastille KBr) donne les

bandes Amide A ' 13300 cm-l
(C=0) streching acide 1720 cm ' . , .
“Amide I ' : ~ 1650 cm—;' (-CO-NH-streching).
. "

Amide II , 1520 cm (-NH streching)
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Caractérisation et pureté de l'acide Poly o-L—Aspartigque

a - Mesutes des masses moléculaines

Par tonométrie et osmométrie, le polym2re obtenu par
NCA a une masse en nombre de 7000 6700 < ﬁh < 7360 (DPn 56).

Par tonométrie Solvant DMF, référence benzyle (masse 210)
hétalonnage : 8830 kg/mole

K pL Aspartique 1,21 kg/mole
7000< M_ < 7500

Par osmométrie Solvant NaCl 0,2 M
6700 < Mn!< 7300

' Etude viscosimétrigue [n] = O,163 dl/g & pH f,3‘dahs Nacl 0,2 M.

b - Etudes U.V. et T.R. : Recherche des cycles succinimides

En U.V. on observe une débenzylation totale
(e = 200 1.mole > cm ' 2260 mu T % < 0,5

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

La formation possible de cycles succinimldes lors de la
'débenzylation du poly L Aspartate de bengzyle: doit étre contrdlée.
NOGUCHI J. (5), KOVACS et al. (6), ADLET et FASMAN (7) ont re-
porté les spectres I.R. des cycles succinimides (1782 cm -1 falble'
1715 cm -1 (s) 1670 cm -1 (s) : cycle pyrrolidone) formés lors de
la débenzylation du ‘PLAB (dans 1l'acide acétique glacial) ou lors
de sa polymerisatlon dans des sqlvants tels que Duso_ou DMF (7),.-,’
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el 0

: H «

? ﬁ ? NaOCH, b0 - NaOH il T
(—?—C—N-) n T ( -c—c\N> —_— <?H—C—NH) (CH—CHZ—C—NH

cH DMS0 R CH | .

2  DMF H,C Cgb |2 'x CO,Na .y

5 ' CO,Na

i l 2 , ‘

CH2 (::) . ; a~8 poly L Asp

| AmM.I 1620 cm © K3r
1

CAM.II 1527 cm - XBr

Cependant ADLER et'FASMAN (7) n'ont pas rapporté la présence de
cycles imides lors de la polymérisation dans CHC13'et solvants
chlorés.

D= plus ADLER et FASMAN (7) signalent 1'existence d'un
large effet Cotton ﬁégatif en Dichroisme circulaire & 258 % 2 my
et 242 mpy dU 3 1l'absorption dq cycle imide.

Aucune des bandss I.RQ et dichroiques n'est venue confir-
mer dans notre polymére la présénce de tels c¢ycles ou du copoly-
mére a- B~ L poly Aspartate de -sodium, ni un restant de groupe
benzyle (1734 - 1673 - 1527 cm ).

¢ - Etudes en D.0.R.

Les études en dispersion optique rotatoire ont amené
pour le poly L Aspartate de benzyle les valeurs suivantes selcn
le mode de polymérisation utilisé. |

Pour l'ester actif du pentachlorophénol (polycondénsation) :

|a|546 MH- - 16,4° (C = 1 % dans A.D.C.)
20°C '

Pour les N carbokyanhy@ridides (polymérisation)

I0'1546 mu= - 16’80 - (C =1 % dans A.DBC-)
20°C . ‘

Deux solutions peuvent se présenter : .
- ou les deux polyméres ont racémisé de la méme facon

- ou les deux polymé&res n'ont pas du tout racémisé et
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ne contiennent que des résidus L. C'est cette dernigre solution
que nous avons préféré prendre car en effet il paraitrait treés

étonnant qua dsux fagons aussi différentes (par synthése pepti-
digue ou par polymerlsatlon par ouverture de cycles) puissent

récémiser de la méme facon.

d - Recherche des cycles sucecdnimides pan méthode enzymatique :
Digestion de £'acide poly L-Aspantique par L'aminopepntidase M.

Des cyclés succinimides n'ayant pas &té décelés (oﬁ déce-
lables) par des méthodes opthues, nous avons essayé de les mst-
tre éventuellement en évidence bar une méthode de digestion enzy-
matique. L'hydrolyse & partir des extrémités aminées s'effectue
par l'aminopeptidase M. L'hydrolysat a €té ensuite déposé sur
une plaque d'électrophorése a basse tension, puis une chromato-
graphie a été effectuée avec la ninhydrine (révélation du L -
Aspartique) et 1'Ortho—Tolidiné - Chlorine (8) (révélation des
cycles succinimides). Seule une tache révélée par la ninhydrine
appparalt et est caractéristique de l'acide L - Aspartique. La
révélation par 1'0. Tolidine n'a donné aucune tache. Il semble-
rait donc qu'aucun cycle succinimide n'‘existe dans le polymére
(auquel cas on aurait eu un polypeptide dont la migration est
proportionnelle 4 la masse). ' '

Mode operat01re. hydrolyse par l amlnopeptldase M.

0,1 - 0,5 p mole de peptlde lyophilisée est dissous
dans 0,2 - 1-m1 de tampon bicarbonate d'ammonium 0,1 M & pH 8.
L'hydrolyse est effectude avec 1' aminopreptidase M
(0 5 mg p mole de peptide) pendant 24 h - 48 h en présence d'une
goutte de toluéne. L'hydrdlysat est ensuite lyophilisé&. Les aci-
des aspartique et glutamique ainsi que leurs amides respectives

sont identifiées par électrochromatographie sur papier.

Réactifs : 3 mg Acide poly L Aspartique + 1 ml Bicarbonate
NH, 0,1 M pH 8 sont ajoutés & 5 mg Aminopeptidase M dans 1 ml

-

de bicarbonate NH, . L'hydrolyse s'effectue pendant 24 h & 37°C.
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L'électrophorése se fait 3 basse tension 400 V pH 3,9
en présence d'un témoin (L-Aspartique).

La chromatographie se fait dans le Butanol - aéide acé-
tigue - eau et la révélation i la fluoroscamine (ou la ninhy-
drine) et révélation par la chlorine - 0. Tolidine (8).
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A - ETUDES EN INFRA-ROUGE FONDAMENTAL.

a - Rappels bibliographiques.

1 _ 950 em™l) .

est une technigue puissante d'investigation de la structure des

L'infra-rouge fondamental (ré&gion 4000 cm

protéines et des polypeptides. De nombreuses études, tant guali-
tatives (1), (2) que théoriques (3), (4), (5) ont fait de cette
méthode d'investigation une source riche de rénseignements sur
la structure conformatiohnelle des protéines, principalement
dans 1l'étude des bandes amides A, B, I, III, V et VII. (Afin

de bien situer le probléme), nous avons reporté& les caractéris-
tiques des bandes Amideé.

- Les bandes Amide A (3300 cm-l) et B (3100 cm—l) 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 I (v 1650 cm‘l) est un mode streching (C=O)S
78 &, (C-N) 10 % et N-H bend 10 2.
H
\\ !
C-—N

A AN

0

~ Amide II (1550 cm ') NH bending (63 %) dans le plan
et (C-N) streching 44 % '

H

e

/ N\

\ '\
C —N
7N
l1'Amide II et l'amide III viennent de l'interdction du groupe

O =C~-N=etN - H.

~

. ~ 1'Amide III est due i l'interaction (C - N)st 35 %
et (N - H) 29 % (couplage de phases opposées) .
S

P

T~ — N
/

/\[?




...23_

la bancde Amide III (v~ 1450 cm—l) se situe dans la région des

(C - C)St et (C - N) streching ainsi que des déformations des

CHa et CHZ'

- L'Amide IV est un mode bending O = C - N peu dépla-
cé par DZO‘ Les fréquences amide IV sont sensibles aux interac-
tions vibrationnelles sur les groupes CONH d'une chaline polypep-
1).

- Amide 'V (v 700 cm © (N H) bending hors du plan. Cette
bande est déplacée vers 500 cm—; dans D20 ; elle est de plus
trés sensible 3 la force des liaisons H.

1

tidique. (région 600 - 650 cm
1

=~ Amide VI (v 600 cm™ 1Y) (C = 0) bending hors du plan

- Amide VII : cette bande est associée 3 la rotation

interne autour de la liaison C - N (vers 210 cm-l)

Symbolisme employé pour Les vibrations en I.R. et Raman.

H H ve () (Vibration de valence symétrigue)
cH 5 S
Zf N Streching Symetric
H H Ve ( ) (Vibration de valence antisymétrique)
}§>C1?§ S . a '
17\\ Antisym streching.
?\ .
H:i; ///H s () (Déformation angulaire)
A/Q\ Binding -
+ - . .
H\\\ //,H Yi ( ) . (Torsion).
179\ Twisting
\\‘\ .
e Cem—
H H Yrt( ) (Rotation dans un plan)
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+ +

H\\\ ///j//#' | Yo (Balahcement)
Q\ 2 'Wrigging
\
47' vt .

Expressions des potentiels de tornsion autoun des Liaisons

(N - C¢*) et C®* - C0)

N - ¢c% ‘ V¢ = % VZ (1 + cos 39¢) Vz = 1,5 Kecal/mole
c*-¢c' (=0) Vv = % V$ (1 - cos 39¢) v$ =1 Kecal/mole

Les spectres infra rouges des protéines dans les régions des
bEandes amide I et IT sont caractérisés par des fréguences gqui
sont déplacées suivant la nature de la structure secondaire de
ces protéines (hélice , structure désordonnée (ou Random Coil) )
Le tableau I

résume l'ordre de ces férquences suivant la structure secondaire

ch@ines plissées paralléles ou antiparalléles).

des protéines.

Amide T Amide IXI Solide
Conformation "I mode DZO cm—lHZO cm—l HZQAcm—l cm-l Am I
8 antiparallélefv(m,0), 1632 F| 1632 1540 1632
(B £4) | 1630
v{0o,m™ A 1675 1690 1550 v{(w,7)} 1690~95
3 parallele v(0,0) | 1648
(8 //) v(r,0) | 1632 F
hélice «o v(O)a 1650 1652 1516 faible| 1650-53
v (8) | 1646 F
non ordonnée {vin.o.)} 1660 1656 1535 F 1660-64
TABLEAU I

Fréquences Infra-Rouge observées pour les protéines.




Le tableau IT donne les fréguences observables pour
des polyveptides comme la Poly-L-Lysine et l'acide Poly - L -
Clutamigue.

Polyreptide v(O)a hélice v (non ordonnée)

-1 _ -1
cn cm

Poly L Lysine

Solution dans D2O 1635 1645

Acide Poly L Glutamigue

solution dans D,0 1640 1643

f£film (non deutéréd) 1652 - 1657

TABLEAU II (réf 2)

Bandes amide I (HZO)'et I (Déo) de la poly L-Lysine et de
l'acide p»oly L-glutamique -dans les conformations hélice «
et non ordonnée.

b - Mcde opératoire

Les spectresg infra-rouges ont &té& obtenus soit en pas-
tille KBr pour la forme soiide, soit en solutién a différentes
concentrations 'dans 1'oxyde de deuté&rium (DZO) plutdt que dans .
l'eau, celle-ci ayant de nombreux pics dans la région étudiée
(entre 2000 - 1400 cm ‘). Une cellule i &paisseur variable com-—
portant des fenétres de bromure d'argent (60 % ABS jusqu'a
250 cmql) a été utilisée pour enregistrer les spectres sur un ap- 
pareil Perkin-Elmer 257).

Les plus fortes concentrations (70 % en poids dans DZO)
ont été enregistrées avec des pastilles d'AgCl, et des concentra--
tions de 1,5 % a 0;75 % ont 2té enregistrées dans une cellule &
épaisseur variable (fen&tres en AgBr) afin d'obtenir la meilleure

définition possible des spectres.
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— Régultats et interprétation.

sofide
Le tableau III et les figures 1 et 2 donnent l'allure

des spectres de 1l'acide poly L aspartique ainsi gue son sel de

scdium sous la forme solide (pastille KBr).
Poly-L-Aspartate Poly-L-
Na (en cm“l) Aspartigue Attributions
H (em™ %)
3610-3490 Bande OH associé
intra et intermo-
: léculaire
3310 Amide
2959 f CHoy
2600 £ COOH
_ 2320 = NH+t
(groupement COO ) {1730 (C=0)strech.acide
1690 M Veng DON solvaté 1650 F Am I (o hélice)
1672 M Aam I B AL 1520 F Am II(a h)
1455 M aAam I (EC ou PG 1II) 1410 F § CH, Am III
1295 F  am I (B4 (forme g ) 1310 Y, CH
560 M (CO07) 2 £ 2
T 1230 £ CH2 \
2235 M Am IX (R.C + B k) 1140 £ CH2
1420 TF SCH + Am III + (COO )S 975 f
1337 M Yy CH, 925 (Ca- C -~ N)strech
1270 M ' 835 F (C-N) _op + CHyr
1140 : 775 F Cr, T -
94> ¥ v(C-C). ch. latérale 695 M ATV (pAA)
onn £ S 670 ' ‘
810 M 650 F Ant V (R. coil)
TT0OM CH, T 595 M Am IV (o hélice)
630 M - 537 £
£25 450 M
DU 405 ,
450 M 335 Déformation du sgque-
473 ¢ hélice (C-C-N) lette (o hélice)
203 L »m VII (hélice 31)
335 M (hélice o)
izg Déformation du squelette
. hélice 3, (I.R.lointain)
_ _ ITABLEAU I11
Spectres infra-rouge a4 l'état solide de l'acide poly L aspar-

tigue et de son sel de sodium.
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Sous sa forme sel de sodium, le polypeptlde (solide)

(fig II-1) montre des bandes amide I 3 1690, 1672, 1655, 1595 -cm
caracterlsthues des formes B antlparalléles (1690 - 1672 cm 1)
(r&f 5), non ordonnées (1655 cmfl) et une derniére bande trds in-

tense & 1595 cm L.

-1

- Sous sa fo:ms neutre, l'acide Poly ﬁ-Aspartique
| (L-Asp) l voit sa bande 3 1655 cm” ! Se déplacer & 1650 cm—l,»va-
OoH

leur caracterlsthue d' une structure en hélice a . Pour le sel
de sodlam, la bande amide III est trés intense et semble conte-
nir olus1eurs pics ( 6(CH), Am III, v (CO0™) ) La bande &

1560 cm I(COO ) ! disparait complétement sous la forme acide,

en relation avec 1 absorption du groupement carboxylate observée

par CHIRGADZE, FEDOROV et TRUSHINA (7). La bande & 945 am ', ca-

ractéristigue de la vibration streching \)(C-C)S de la chalne la-
térale portant le groupement carboxylate est déplaCée 3 925 cm
guand on passe au groupement carboxyllque non 1onlse (17)

({hélice o) (flg II- 2)

Dans la région (1000 - 250 cm‘l) (fig. II-2), région

des vibrations du squelette peptidique; la région amide V offre
une grande diversité de‘fréquences'; la bande du polyacide non
ionisé a 650 cm ! est celle d'une hélice a. (17) (Voir tableau 1IV).
Sous forme sel de sodium, les bandes & 625, 595 et 520
520 cm—1 sont,saréctéristiques d'une sﬁructure 8 antiparalléle
(tableau V). Les bandes & 945 em }

-

tribuées & une structure proche d'unekhéliCe_Bl.comme de la poly-
- 1 )

et 375 cm” ! peuvent &tre at-

) (1) et le pic large vers 520 cmf1 pouvant
-1

glycine IT (365 cm
et 352 cm ' pour
(L—Ala-—Gly-‘-Gly)n (17) qui est aussi une hél’ice'3l (tableau VI).

aussi @tre attribué A cette structure (559 cm

La bande & 335 cm -1 neise déplace pas lorsqu‘on bassé
du sel de sodium é.la forme neutre mals est fortement elargle
(région hélice o 335 - 350 cm —. (1) )

La bandera 945 cm l,(sel de Na) disparalt complétement
lorsqu'on pdsse 8 la forme non ionisée, et‘la»bande,av925,cm—1
augmente fortement en intensité. (h&lice o) (tableau IV).

1
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Infra-Rouge| Raman Attributions
908 (//) 909 (A) v—CB streching (C -N) et (C -C! ) modes
893 (L) 889 (El) streching en phase

700 @EZ) déformation de l'hélice
691 (//) 695 (A) o |
658 (L) C = O vibration hors du plan (bending)
616 (L) _ NH bending hors du plan; (Amide V)
528 (//+L) [531 (A) | C=0 bending dans le plan ~

536 (El)

; < . . .

371 (L) 37¢ (El).Deformatlon de 1'hélicé
324 (L) c® - ¢B pending
284 (//) 294 ()

268 (A) | Déformation de l'hélice

216 (E,)

195 (Ez).Deformatlon de 1° hélice +
185 (1) 194 %8 bending
163 (1) 170
120 (/) | Déformation de 1'hélice
113 (L) - '

TABLEAU IV

1

Fréquences observées (cm ) et attributions,aes bandes pour 1la
poly L Alanine (a hélice) (réf 17) (SHIMANOUSHI - KOYAMA - ITOH)
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"I R Attributions
613 (L) C' = O bending hors du plan
622 (//) (Bl) .NH bending hors dukplan (am V)
528 : Déformation du squelette peptidique
434 (//) (B,) c® - c® bending
447 (1) %Bl et B3) (résidu alanine)
329 (L,//) c® - ¢® bending:
242 déformation de 1la éhaine principaie.

(//) (B

TABLEAU V

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

avec la structure B antiparallé&le (réf 17).

Forme (L Ala=~Gly) ' L Ala Gly Gly)n
443 427
B 259 260
PG IT 559
(hélice 3,) 352
a hélice 527
375
TABLEAU VI

Frégquences observées (cm_l) et attribution des bandes pour les

copolyméres (L'—Ala—Gly)n (forme B) et (L—Ala~Gly—Gly)n“(forme PG II)

en infra rouge lointain (xé&f 17)
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A 1000 cm—l on observe une faible bande, intéressante par
le fait gu'elle redonne par combinaison avec les bandes amide V
les bandes amide I.

(Am IV) -1

Pour 1l'g hélice 650 cm—1 + (1000 cm l)____9 1650 cm

Pour les (3/%- 625 : > 1625 cm *
595 ——— 1595 cm 1
520 — 1520 cm *

2 - Etude en mifieu deuténié de La transition en {fonction du pH :

Nous avons choisi de prendre D,0 comme solvant "aqueux"
les bandes de 1' eau pure etant importantes dans la région etudiee
(2000 ~ 1400 cm’ ) alors ‘que 1' oxyde de deutérium n'offre pas ces
inconvénients.

Deux types de spectre infra rouge‘ont &té observés sui-
vant que l'on s ‘est placé a forte concentration (fig. II 3) ou
en milieu dilué (fig .II-4 et II-5). '

En milieu tré&s concentré (fig. II-3) une"bandé'a}
1635"cm“l (intense) subsiste pendant toute 1la transition en fonc-
tion du pH ; en plus de la bande & 1445 - 1455 em il apparalit
alors une bande i 1475 cm 1 lorsqu'on balsse le pH, bande qui est
retrouvée seule, en milieu dilué (bande Amlde IT'). La bande i
1635 cm © a 6té attribude & une chaine B parallele (5), la bande
3 1445 cm™!
1475 cm ! & 1'amide II' ar 'une structure hélicoldale.

a l'amide II' de la forme antlparallele et celle a

Le fait qu' en milieu dilué, la bande a 1475 cm-'1 subsiste
en milieu basique semble indiquer la présencé d'uné'structure
proche'd'uﬁe hélice o. SMALL, FANCONI et PETITCOLAS ont  rapporté
pour 1'hélice 3 de la polyglycine II une.bandé a 1476 cm"1 én mi=
lieu deutéré (13) Cette structure tend 3 décroitre en intensité
(en milieu dilué 0,75 % dans D20) lorsqu'pn abaisse le pH.




1 €
{1 ¢
o
p
10
.A 0
qu
]
-
m o
49
4
L
()
(@] X
-0
- 0C91 {~
. GEQL— ]
-~ GG9 |
0891 —
-—G0LL - ;
o)
@) Jdo
£ a
o £ .
7))
A 0/0 -
]
=2 R
M\N..:..%uj w
12D o)
. - N

ll(




En milieu concentré, la région amide I' montre une re-
lative complexité. En milieu basique, on observe des bandes

faibles 3 1680 cm ! et & 1620 cm ! qui augmentent en intensité
1

~

lorsqu'on abaisse le pH & 2,1, et une bande & 1720 - 1730 ca

de faible intensité, accompagnée d'une bande de tré&s forte in-

-~

s ~1 . s . ;
tensité a 1595 cm 7, cette derniére disparaissant presque tota-
lement en milieu acide.

- —1 (] 03 - . -~
La bande 3 1645 cm ~, d'intensité moyenne disparait et
est remplacée en milieu acide par une bande de forte intensité

3 1655 cmnl (hélice u’. Néus avons attribué cette bande

~

(1545 cm_l) a& une structure désordonnée (incluse dans une struc-
ture Z-antiparalléle (tableaux VII et VIII).

Zn milieu dilué (fig. II-4 et II-5, les bandes sont con-

servées 3 1730 et 1595 cm * & 1680 - 1610 cm Y. La bande 3

- 1 s Co i1 . - -
65 cm a eté assimilée a4 la partie chaine non ordonnée solva-

y—t
[0)

t
Dy

e par DZOQ

La bande a 1595 cm—l diminue en intensité& lorscu'on
passe a un pH acide et en méme temps apparalt une bande étroite
et intense 3 1705 cm~l((C=O)svdu groupe COOD) alors que dis-

narait la bande & 1560 cm - (C00T) | (fig. TI:4)

Les bandes infra rouges 3 1730, 1595 cm—1 et 1680 -
1620 cm“1 ont été attribuées en prenant encconsidération le tra-
vail de ITOH, FOXMAN‘et FASMAN (9) sur les deux formes £ de
l'acide poly-L-glutamique obtenus par précipitation en milieu
acide. Ces deux formes B-antiparalléles dépendant de la tem-
pérature de chauffagé 3 partir des hélices o agrégées

forme 2. obtenue & 40°C (1681 em b et 1615 cm‘l) structure mono-

1 vﬁo,n) v(m,0)
clinique avec d001 = 9,03 , et forme 82 obtenue en chauffant

la forme 81 3 80°C (1728 Cmfl et 1597 cm™!l), de ré&seau monocli-
nigue dOOl = 7,83 A (structure trés compacte) .

Ce résultat a été confirmé pour l'acide polyaspartigue
tout au moins sous la forme sel de sodium comme nous le verrons
dans le chapitre traitant de 1'étude de la structure cristalline

de ce polypeptide par rayons X.
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Forme am I Am II | COO_ | COOg humidité
' relative %
3 16251 |1525 //|1570-75] 1408 | < 10 HyO |
an 1615 L |1525 //|1560-65| 1408 | 30-70 1,0
' 1645-50//{1550 L {1570-75| 1410 | < 10 H,0
" 1635-40 {1550 4 | 1560 |1410 | > 90 H,0
3! 1620 1445 1570-75| 1410 { < 10 solide
el 1610 1445 1565 | 1410 60 solide
a D,0 1625-40 |1445 tf | 1565 |1410 90 solide
o 1660 1445 1565 |1405 | 100 P»D 7,3
S 1615 1445 1565 100 PD 4,7

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

et // indiquenf le dichroisme perpendiculaire et paralléle.

TABLEAU VII

PR -1 -1ic=0 |Am. Am.Eéférence
Polypeptidea hgéigc cmjR.C cm B1 /7 em COOD| IT ITT
2LGA DZO 1639 1660 81(1681 v(0, ™M1705] 1460 ITOH,
1615 (1,0) FOXMAN
VT, FASMAN
Am I° 82 1728 (9)
1638 1597
dans 82
PLGA DZO 1640 1705] 1460 MENDELKER
(10)
Am I' ' AV R
hélices ag. 1720 ZIMMERMAD
' 1595
Poly L Ly- | 1635 1671 PAINTER
sine D.O KOLNIG
2 (11)
1 M NaClO4 1638 .
D,O )
2 1659
4 M NaCl2 1647
D.O
2
Poly Pro=- 1610 (12)
élge IT hélice 31 (1)
2 1650 (HZO)
Poly gly- 103%
cine II DZO 1639 (h 31) 1476} 987 (13)
H,0 5 15541249} _

TABLEAU VIII
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CONCLUSIONST

Il avparait donc deux phénoménes. suivant la concentration du »o-
lvmére. En milieu treés concentré on observe une transition clas-
sigue chaine non ordonnée - hélice o, mais de plus une transi-

tion dans les structures R antiparalléles 82 -+ Bl {en akaissant

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

PH et permettant ainsivune solvatation de la chaine latérale,

résultat compatible avec les études de solvatation.

En milieu dilué, il apparait que les phénomé&nes ne sont
Pas si nets. En effet; en milieu acide la structure 82 diminue
en pourcentage mais reste présente. Nous avons pensé que cela
signifiait gu'il existe une association intermoléculaire en rmi-
lieu concentré et intramoléculaire en milieu dilué. Ceci reste &
confirmer par des études de sédimentation et de RMN comme nous

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

résume les bandes Infra Rouge pour 1l'acide poly Asparticque.
1 .

i 6,56 _ oH 2,1
D,0" s o D50
1730 g 1 . 1730 M
1680 £ 1720 M
1545 M | am I' (chaine non ordonnée) 1705 TF v (COOD)
1635 F | milieu concentré Am*' B // 1680 F &l ske Am I
1620 £ | Aam I Bl aqtiparalléle 1655 F Am I'hélice «a
1595 F {Am I' 8, &ntiparalléle 1635 F 2am I' 8 //
1560 F Vg (COQ )é 16200 M Am I'_Sl-%%
1455 £ 1595 £ Am I' 8, 4L
| 1445 M 1475 M '
I‘1390 F 1455 M
1200 TF 1445 p BAm IT'
1405 f
1200 TF .

TABLEAU IX
Fréguences et attributions du spectre Infra-Rouge de l'acide

poly - L - Aspartique. Région bandes Amides I' et II'.
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B - ETUDE DES VIBRATIONS DU SOUFLETTE INFRA ROUGE LOINTAIN PAR
TRANSFORMEE DE FOURIER.

La région Infra-Rouge lointain n'est pas accgssible par
les tcchniqucs infra rouges habituelles 3 cause de la forte ab-
sorption des‘polypeptides dans ce domaine de frégquences. SCHOTTS
et SIEVERS (14) ont_enregistré les spectres de différents poly-
peptides comme le polyglutamate de benzyle, la poly L-alanine,
le Poly L leucine, :la poly - L - proline, la myoglobine (de ba-
leine) et de divers acides aminés.

Thécrie » _

La technique de base repose sur lé théorie de l'interfé-
rométrie. Il nous & semblé intéressant de décrire mathématique-
ment les fonctions spectralés.

Intenfiromitne de MICHELSON.

LULLL L1 1Ll 22000 M ' Un faisceau paralléle émis par une
2 source monochromatique de nombre

~

d'onde v est divisé par une sépa-
Y2 Y1 2 ‘

]
1}
[]
[}
| - e ~ .

1 ratrice non absorbante et trés min-
]

N o

i
t
¥
'
|
!
)
}

L

cen goas & mae s

S¢—t—————>A -

ce en deux faisceaux qui vont se

e m.nm e s

réfléchir respectivement sur les
Q
&
@
Q
&L L

miroirs M1 et M2. De retour sur

I
' - . . 3

| la séparatrice, chaque vibration
A .

'y

2 TYTTR AT

S 7
Q.

0 4 sinusoidale a pour équation :
y, = a cos 2 1 V(ct - dl)

y, = a cos 2 T Vlict - d2)
La vibration résultant de l'interférence des deux faisceaux pour-

ra s'écrire : ' : , : .
2 ]

d2 + d
Y =y, + ¥, =2 a cos wv(dz—dl) cos 2 ™ vilct - i~————-

et son amplitude iﬂdépendante du temps A = 2 a cos 7 vx (avec

X = d2 - d1 différénce de mafchc'cntrc les deux faisceaux).
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o
Le flux de la radlatlon regue par le détecteur est mesure par le
carré de 1° amnlltuae
F(x)-= 4 a2 &os’ﬂ v X aVe¢ 4 2% est la brillance B (V)
| de la source F(x) = B(J) cos’ty x

| .
Source polychnomat{qua-

Un élement spectral ‘d'onde moyen Vv de 1argeur a4y don-
nera une contrlbution au flux

aF(x) = B(3) cos? n9x &%
1 1nterférogramme éomolet d'une source polychromathue s'obtien-
‘ dra en intégrant smr tous les ndmbres d'onde : ’

F(x) = é(v) cos2 v XdG
‘o 1 e AR
;F(X),=-%>( B(V) 4V + %;J"B(U) cos 2 wux dv

’O} : N« _ . .
Le premler terme eét indépendant de x et est la valeur moyenne
de 1° 1nterferogramﬁe

F(0) = ;/' B(3) &%

o
Le 2&me terme:eét égalké 2 [F(x) --% F(O)[

ceci montre qu 'a F(O) preés 1°' interférogramme,mﬁsuré F(x) est la
transformée de FOURIFR du spectre.v

En effet les fonctlons B(v) et F(x) sont ‘des fonctlons
paires et la formuie intégrale de FOURIER

‘ +& : ~ _
¢ (x) =;}F £(t) e? “?tx dt

devient P o |
d(x) = ZVJP f£(t) cos 2 7 tx dt

@)
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la formule de réciprocité donne :
[ o

f(t)-

it

2./‘ $p{x) cos 2 7mtx dx
A | ; |
le spectre peut étr?valors'calculé d?aprés,l'éénétiOn
) K o
B(J) = J[[F(x) - % F(Oﬂ' cos 2 mox dx

-

Pour des raisons 1nherentes a l'appareil, x dlfference de marche

ne peut avoir un domalne de variation infini mais llnlte ala re—'
gion (- L, + L)

On aura donc une'valeur approchée du'SDéctre BTG):

B' (V) est la. transfcrmée de FOURIER des 2 fOnctlons F(x) et D(x)
aveac : = +oo"' ' i S B . ;
B'(U) = J/‘F(x)~D(x) cos 2 7y dx

200

D(x) = 1} - L < X < + L
D(x) = 0 X >+ L
et

X < =L~
D(x) est donc une fonction de DIRAC

B'(3) = TF IF(x)| % TF |D(x)]|

et le produit de convolution de deux fonctions est h(x) =f(x)kg(x)

. oo

/ £ g (x-y’)’ dy

-0

h (x)

La transformée de F OURIER de F(x) est le soectre réel B(v) et en
calculant la TF de D(x)
4oo - : _ _
B'(3) = B(W £(5 -5 @

-to
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-

calculer B'(v) revient 3 intégrer une fonction nulle en toutepoint

sauf pour v = Vo *

a"oa B = B(V) . £ - T,)

Ci
0
<

on obtlent ainsi 'une courbe ayant un maximum céntre

A

FiX) R (Y

; - » u, ;
Si le spectre comprend beaucoup de raies, les osc1llatlons situées

de part et a° autre de chaque frégquence peuvent céner 1 1nterore—
tation du spectre. On les atténue par "1'°' apodlsatlon (on multi-

plie l'interférogramme par A(x) fonctlon d'apodisation
B +oo | . ) |
B" (V) = ‘J( F(x) A(x) cos 2 7V x dx
R ST :

parmi les apodisations on a la fonction triangle :

A(x) e _.L_..——l_).(..[_;- L < x < + 1
A(x) =0 ' X > L
’ x < -L

Le pouvoir de résolution est alors R =:2 L

b - Mode opératoire,

Les é&chantillons de poly L-aspartique et d'acide poly
L-~glutamique solideés (aeide et‘sels de Na) ont‘été ﬁélangés a '
5% & du poiyéthyléne trés pur et comprimés pour formerldes pas4‘f
tilles. ‘ " : ,

Les spectres ont été enreglstres sur un "FOURIER Soectro”
2000 CODERG" muni d'un calculateur digital & T.F., & deux tempé~
ratures 25 C et - 100°cC. Le spectre a ete déduit du polvethylene
(flg. 6). o :




C = Résultats et
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interprétation ;'

Le tableau X 1ndlcue les frecuences observees oour

l'acide poly - L - asparthue (25°C et

Poly L-glutamique

~

a - 100° C) et pour 1°' ac1de

g P-L-A p [P-L-Asp |
p-L-Asp H' P-L-Asp Na gt Na prca u¥ | PLGA Na
25°C 125°¢ | -100°C | -100°C |~-100°C | -100°C

195 Trés large| 163 (F-large)| 163 TF {163 M 180 TF | 145 F
W i . ‘ - .

(h 3)) (h 3,) | (h 31) | h 3, (ah) (R.C.)
230 £ 8 // 195 (F-large)| 180-300 [263 TF |261 F | 180 £

(h 3)) |Forte aBS|(8 A*) | (8 77) | ()
Trés forte ABS|220 M g // | 271 TF
vers 300 cm b (B )
251 M B #A

F : intensité Eorté, f faible, M;moyenne.
h 3, ¢ hélice 3, ¢ (oh) hélice ao; (8 //) chaine 8 ‘antiparalléle
—2 %izbleau suivant! XI denne les valears troavées pour 1a‘?cly-L-

i
H

alanine par SCHOTTs et SIEVERS (14) ainsi que pour la PG II (15)

quelques polypeptldes (v01r aussi le tableau VI )

!
polypeptide hélice forme B. ‘hélice 31_ ‘
90 s
P-L-Alanine 120 250
370 440
| 1104 (a,)
PG II 158 (E)
200 (E)
365 (C-N)
/5 TABLVAU XT |
,\ifﬁ Fréquences (cm ) ét attributlons en infra roudge 101nta1n pour
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Nous nous sommes s%rtout servi de l'acide pol§ L-glutamicue

(fig. 8) pour attribuer nos pics. Sous sa'forﬁe‘salifiéepsolide,
XEITH, PADDEN et G. GIANNONI (16) ont montré par rayons X cue
1'acide Poly glutamlque cantenait une forte provmortion de
forme .g antlparallples formant un systéme mon&cllnlaue. La bande
a 271 cm -1 semble COrrespondre & cette forme. Sous forme sel de
sodium deux bandes; apparaissent aussi, une d' ntensité moyenne
3 145 cm ! (attribhiée 3 la Random Coil) et unj faible & 180 cm |
(attribuée a une "hélice a") (17) (tableau IV 185 cm l). Cette
derniére augmente con51derablement en 1nten51ée lorsqu on passe
au solide sous sa forme protonée (a hélice) Jlo*s que la bande
i 145 cm t a comolétenent disnaru. La bande & 271 cm'1 s'est dé-
rlacée 3 261 cm -1

ravons X de ITOH, FOXMAN et FASMAN (9) (tableau VI et ré&f 17).

(forme R) compatible avec lés observations en

A 25°C (fig. 6), le Poly-L~-aspartate de sodium montre“'
2 bandes de forte intensité 3163 cm_1 et 195 cm -1 caractéristi-
cues d'une structufe proche d'une hélice 3 comme celle rappor-

tée pour la polyglyc1ne II par MIYAZAWA (15)
o _ : ‘ _ ,
La bande é 163 cm 1 (mode E) reste intense & - 100°C

(fig 7) et.celle 35195'cm‘1 disparait & cette température.

Les bandeé observées enﬁre 200 et 250 cm‘_1 ont été at-
tribuées 3 des formes B, leé‘deUX pandes & 220 cm * (forte) et
230 cm -1 (faible) pouvant étre des formes B8 oaralleles alors gue
la bande & 251 cm % est une bande due 3 la forme Bantlparallele
(observee par rayons X et Raman) |

Pour le poly aspartate de sodium 3 - 100°C-la bande due
"1 (251 en”?

3 la forme R antiparalléle a &té déplacée & 263 cm
25°C) montrant une dépendance tr&s nette du mode de vibration

91

avec la temoératuré De plus la structure trouvée proche d'une
nélice &tendue 3 emble étre stabllisee en augmentant la tem-
pérature. La strucéure desordonnee reste ceoendant 1nv151ble 3.
145 cm -1 pour 1' acide poly- a-L- asparthue, cependant les fortes

absorptions des baﬂdes voisines peuvent cacher cette structure.
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c =~ Conclusicn de l'étucde infra-rougsz.

'infra-rouge fondamental et lcintain nous cnt nermis
de révéler une structure relativement complexz de

Aspartigue & savoir : en milieu hasique, cré
1

antirarali&les, de chalne non ordonnéce e €lice &tendus pro-
che d'une h2lice 31, En pil acide, les formes B conservent leur
réseau cristallin mais leurs paramdtres varient (Etudes RX), la

chaine statistique qu £ 4 elle se transforme en hélice o
(1833 e 7) ; le fait gu'une des deux bandes & 163 cn

c
raisse 'en abaissant le pH de la solition semble montresw cgue l'on

a une transformation en hélice o de 1'hélice étendue. Nous mon-
trercons ecffectivement en Ré&sonancza magne+1que nucléaire et en

dichroisme circulaire quza 1° hellce a provient de ces ceux formes.




CHAPITRE IITI

ETUDES EN SPECTROSCOPIE RAMAN




CHAPITRE III

ETUDE DE L'ACIDE POLY o L ASPARTIQUE EN SPECTROSCOPIE RAMAN,

A = Introduction
a = Introduction

b - Mode opératoire

B - Résultats

& - Spectres Raman sur 1'stat solide

b - Spectrés Raman en solution aqueuse

- dans H20

= dans l'eau lourde

'C - Conclusions

D = Calculs des fréquences par la méthode des perturbations.
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A ~ INTRODUCTION - MODE OPERATOIRE

4 Nous avone tenté de suivre les transitions conformation=-
nelles dans 1l'eau, l'oxyde de deutérium et i 1'état solide de
l‘acide'polyci—LFAspartique. La spectrométrie Raman se~préte
fcrt.bien i l'analyse des différentes structures conformation-
nelles des poiypeptides. L'étude des bandes amide T (H 0) et I
(D 50) ainsi que celle des bandes amide IIT et III' (1) a été
effectuée par de nombreux chercheurs en partlculler KOENIG et
FRUSHOUR (2) (6) sur les polypeptides.

De plus le Raman est une technique a' étude aussi bien
adaptee en milieu SOllde qu'en solution alors que peu de techni-
ques (R.X, ou D.C.) permettent une - etude aussi compléte.

Des traitéments théoriques des interactions de résonance
de la vibration amide I ont é&té effectués par. tne approx1mation
dipole - dipole sur la base de la théorie des perturbatlons (14),
(15), (16), nous y reviendrons en fln de chapltre.

Mode opératoire

Nous avons employé un spectrom@&tre Raman CODERG 800 et
comme source lumineuse un laser & Argon & une longueur d'onde de
5145 R ; la puissance utilisée a &té de 400 - 600 mW & 25°C.

Les échantiilons employés pfoviennent ae i'acide poly-’
L-Aspartique de Mn 7000 obtenus par la méthode des N—carboxy
anhydrides. Chaque échantillon a été laissé en solution ba51que
une semaine en présence de charbon actlf, ou d'abord lavés par
Soxhlet & 1'&ther et i 1'acétone puis laissés sur charbon actif
afin de dimlnuer en grande partie la fluorescence.

Les échantillons ont &té lyophilisés‘dans H,O0 ou D,0
avant de serv1r en solution dans ces solvants.

Les formes solides ont été 1yophlllses dans 1* ‘eau.
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B -~ RESULTATS.

Dans le tableau I, les bandes Raman en solutions agqueu-
ses (HZO) et (DZO) sont rapportées.

a - Spectres Raman & l'état solide.

Sous sa forme acide solide (fig. 1), lé P-L-Aspartique
~montre une bande amide plutdt compliquéejavec des bandes plus ou
moins larges & 1670, 1654 et 1638 cm_l. La premiére de ces ban-
des (1670 cm_l) a été attribuée .3 une structure B antiparalléle
(B #A4) ainsi que l'on peut le voir é&galement dans les spectres
de la poly-L-Lysine (2), (4) La seconde bande i 1654 cm"1 est .
caractéristique d'une chalne non ordonnée (R.C.) et la troisiéme
a ét& attribude & la forme en hélice a (1650 <:'m“1 en I.R. sous
la forme solide). ‘ '

1 (1682 cm“1 pour le sel de sodium)

La bande & 1689 cm
indique la présence d'un groupement C = O non hydraté et celle
31722 em™?
Une petite quantité de groupements carboxyliques ionisés (coo0™)
demeuré comme 1'indique la bande 5,1587 cm"l. De plus la bande
trads faible & 1609 cm * (et 1005-1002 cmnl) peut étre attribuée
a des cycles benzéniques restants (< 0,5 % : détermination par
U.V. & 260 my). | |

est due a la vibration (C=0)st du groupement COOH.

-

La bande amide III est identifiée & 1229 cm--1 avec une.
forte intensité et un peril effilée (1410 cm—l en I.R.).

~28 bandes sont toutefois déplacées dans la forme ioni-
sée solide (fig. 2). Les bandes i 1672 - 1668 cm—l (1690 -
1672 c:m_1 en I.R.) proviennent des formes B antiparalléles et
une forte bande survient 4 1640 cm . '

Cependant la bande amide IIT vers 1235 cm“l

(8 #4) (1)

devient trés large et une autre bande apparait & 1257 em~ 1 que

l'on assimile & la partie inordonnée (R. Coil) (1) du polymére.

Une autre bande fine est détectable & 1285 cm_1 (a

1279 cmm1 et faible pour la forme acide ; 1283 cm-1 pour une




SRS
AN

-
C
»

2
1)

Fréquences

i
5

(cm™ 1)

et attributiong des bandes Raman pour l'acide poly a~L-Aspartique

T.F.(trés forte), F(forte), M(moyenne), f(faible), t.£f. (trés faiblé), S(fine),br(étaléde)

E (épaulement), L(large), §(mode de déformation), vy
de balancement), v

vg (symétrique), P fbande polarisée).

(vibration de torsion, yy(vibration
(rotation dans le plan), v(vibration de valence), v,(antisymétrique),

- &% -

(L-Asp Na)n (L-Asp)n (L-Asp)n (L-Asp Na)n (L-2sp Na)n‘(L—Asp Na)n (L—Asp)n Atitributions
HZO 10 & HZO 10 % solide solide DZO 20 % DZO 20 % D20
pH 10 pH 4,7 pH 11 pH 7,4 pH 4,3
2979 {
2929 p v (C-H) 5
2938 M,S '
1722 £ 1722 F 1755 M
o 1730 M v (C=0)
1701 TF,P 1710 M 1710 M
1689 E 1689 M 1708 £
1680 M 1677 F 1670 F,S {1682 M 1672 M 1672 M 1670 F
1666 M 1670 F 1654 br 1672 £
1660 M 1655 M 1668 ) S
1644 M(H,0)[1635 F,P 1652 M 1653 M "1653 M 1658 F | Am I + § (H,0)
1621 £ 1613 1638 f,br| 1640 F 1640 F 1638 M 1645 M
1621 £
1592 £ 1587 £ 1584 F 1569 f 1569 £ 1589 f _
o 1562 £ v (CO0 )
1553 £ 1545 £
1524 £ 1529 £ 1513 M Am 11
1489 f 1479 f 1471 tf 1471 TF| NH + ND
1449 £ 1461 M 1447 br 1454 F | & (CH,)berding
1419 F,E 1427 ¥,P | 1412 F 1417 F 1421 F 1421 M 1421 M | & (CH)
1404 TF 1405 f£ 1403 T.F 1403 TF 1407 M | v {CO07)
1338 £ 1363 F 1342 £ 1346 £ 1346 £ 1358 £ (CH. )
1336 £ 1346 Tw'-"2
1321 M 1326 £ 1315 £ 1321 M 1321 M 1324 M | vy, (CH,)
1276 £ 1276 £ 1279 £ 1306 £ -
1300 £
1285 M
1257 1259 £ 1254 M

TABLEAU IX.
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structure hélicoidale 3, de type PG IT). Dans les deux formes
(acide cu sel de sodium) la région Amide pour la chaine ncn or-

1

donnée (1654 cm"l forme acide, 1652 cm - forme basique) est

compatible avec celle trouvée pour le poly L glutamigue (1656 cm-'1
et poly L-glutamate de sodium (1649 cm—l) d'apré&s KOENIG et

FRUSHOUR (2).

Un autre point d'intérét est la présence dans (P-L-
1 et 1708 cmwl (ré-
gion v{(C=0)st ). Les &chantillons ayant &été plusieurs fois dia-

Asp Na) de plusieurs bandes entre 1755 cm

lysés, il apparait peu probable que des oligoméres aient été la
cause de l'apparition de ées pics. L& présence de la bande &
1640 cm-l dans la forme éel de sodium a été attribuée a la vi-
bration BZ(W,O) de la bande amide I (B //) comme nous le verrons
dans le calcul des fréquences par la méthode des perturbations.

b - Spectres Raman en solutions agueuses.

Avec les solutions aqueuses (10 % en poids de P-L-
Aspartique dans HZO) peu de changements interviennent dans la
nature des bandes amide I (fig. 3), ces derniéres étant toutefois
obscurcies par l'eau (1644 cmﬁl), En solution basique (pH 10
(fig. 4) ), les bandes & 1680 em™ ! - 1666 em™t se déplacent &
1677 et 1670 cm—1 lorsqu'on abaisse le pH i 4,7 (fig. 4) montrant
la présence de formes B antiparalléles (4 pH basique et acide).
(Pour des formes B paralléles comme la polyglycine I (9) les ban-
des amide I' se situent & 1665 et 1674 em™t et pour la B L Valine
4 1666 cm

La partie chaline non ordonnée se déplace de 1660 cm'"1 a

1655 cm ! lorsgu'on passe de pH 10 & pH 4,7 (1656 cmm1 pour PGA Na
(2), 1660 et pour la poly L Lysine, HC1l (3) et 1658 em” Y pour

la kératine de la plume (7) ). En pH acide, une nouvelle bande ap-
parait & 1635 cm” (fortement polarisée). Nous avons attribué cet-
te bande & 1'hélice o.

I.a faible bande 3 1613 cm—1 (pH acide) peut é&tre due a

des cycles benzéniques résiduels ainsi que la bande a 1621 cm"1

)
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& pH 10. Cependant les calculs des coefficients d'interaction
montreront que ces bandes peuvent é&tre dues & la vibration
A(0,0) de la forme 32 antiparalléle.

Durant la transition Random Coil - hélice a, les ban-

des amide III ne se déplacent pas mais un grand effet hypochromi-

que survient a 1250 cm—l (chaine non ordonnée) (1249 cm"l pour

PLGA (8) ). Cependant la bande 3 1242 cm"l reste constante en in-

1

o~

tensité & tout pH et est compatible avec une forme B (1240 cm
pour la Poly L Lysine (2) ). Une autre bande observée i 1276 cm
ne se déplace pas en abaissant le pH (1285 cm” ! (forte da s le

1

plANa solide) et peut €tre attribuée 3 la bande amide III d‘'une
structure proche d'une hélice 31 (PG II) (9) ). Ces bandes sont

-

déplacées & 1013 et 1010 em”t par N-deutération.

Un autre pSle d'intérét est l'étude de la bande de forte
intensité & 935 cm—l'a PH 11 qui est remplacée paf une bande &
941 cm—l d pH acide. Cette bande correspond au mode streching
v(C—C)S du squelette (C-C-N) (§38 cm-l pour PLGA Na solide et

-

949 cm 1 pour PLGA Na en solution aqueuse (2). La bande i 941 et

a 2té attribuée 3 la vibration du squelette peptidique ayant
1'hélice o pour structure secondaire.

Specines Raman dans L'oxyde de Deutérium (D,0)

*t

L'eau lourde est un excellent solvant pour 1l'atude des
bandes Amide I, Par la nature méme de la vibration amide I
(fig. 3) cette dernidre est peu déplacée en fréquence par N- deu-
tération alors gque la bande Amide IIT subit un fort déplacement
par deutération. Les spectres ont &té enregistrés avec une con-
centration de 20 % en poids.

Dans D,0 & pH 7,4 (fig.6 1) les bandes (C-H)st possé&dent
une forte intensité & 2979 cm T (épaulement) et 2938 em™ ! (trés
forte) ainsi qu'une faible bande a 2959 cmnl. Ces bandes sont

typiques d'une structure PG II N deutéré.

Lz bande amide I' a pH basique (fig3et5) montre trois

bandes distinctes 3 1672, 1653 et 1638 cm '. La premidre bande
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est surprenante, en effet les feuillets plissés antiparalléles
(B #4) devant étre déplacés vers 1658 cm-l, par N-deutération
(1658 cm"1 pour la P-L-Lysine (3) ) restent et sont déplacés &
1670 cm“l en abaissant le pH.

L'étude en rayons X suggére (3 l'état solide sous forme
sodium) qu'une structure trés compacte intervient comme pour le
PLGA (forme Bs antiparalléle obtenu= paf précipitation (12) ) ol
les chaines B~antiparalléles forment une structure monoclinigue.
Aucune solvatation n'apparalt dans cette structure comme on le
verra lors de l'étude en Infra-Rouge proche.

En pH acide (fig. 5) cette structure 32 antiparalléle
(62f¥% se transforme en une structure 61 antiparalléle (81' +A)
dont les plans dOOl) s'écartent et pvermettent la solvatation des
groupements carboxyliques, En fait la bande i 1658 cm"1 a pH 4,3
peut &tre due au groupe amide solvaté de la forme By 77 3 pH 7,4.

' La bande & 1655 c:m'.1 est attribude 3 une conformation
Random Coil tandis que la bande a 1638 cm”l est comparable a la
bande amide I' d'une structure PG IL N deutérée (9) (1640 cm ).
Cette bande disparait par protonation (pH 4,3) et une bande &

-~

1645'cmf1‘apparait et que nous avons attribuée & une hélice a.

Si 1l'on compare ces résultats avec les spectres Infra-
Rouge (ch. II) on voit que dans D20 4 pH 6,5 1'on obtient plu-

1 ( v(C=0)st chaine latérale), 3 1680,
i

sieurs bandes 3 1730 cm
1645, 1635 et 1595 cmfl. Les bandes a 1730 - 1720 et 1595 cm
peuvent &tre attribuées & la structure Bsy 7= qui disparait com-
plétement & pD 2,1 alors que les bandes & 1650 - 1620 cm-l

(B1 7 grandissent en intensité. La bande 3 1645 cm_l (chainf1
non ordonnée) disparait et se transforme en hélice o (1655 cm 7).
En lointain Infra-Rouge une bande & 420 cm'_l se déplace a 405 cm-.1
(¢ hélice) & pH acide. (413 cm_l pour o PLGA). Nous avons vu gue
les bandes a 375, 195 et 163 cm—l étaient caractéristiques d'une
structure proche d'une hélice 31. Les bandes a 695, 650 et

595 cm” ! ont été attribuées aux formes B;%, chaine non ordonnée et
hélice o respectivement. En Raman, nous n'avons pu descendre en

~

dessous de 750 cmnl 3 cause de la forte fluorescence.




o%G ut %02 i Qd |
| L- 11 Did

Urpar .o
(eN"cSV-T)
. esct L oGl 004Gt 0Gg¢l cnel OGSt COLL
¢ ¥ M v $ hd v L b 2 14 .ﬂ L4 ] S sme s 1 v - x - i = S— . - - - ) : - .

441

-
E-N
N
-t

€eovi




L-Hi D43

G°a ul %0z
Uen-dsy- 1)

Lge
W3S ) o5 000L 0SoL Qot
“ TR T i 3 T ¥y T e,
ok
pay
S5 g
A o

LEG

Qo
L
O

wesh
5o
o
-

-t
o
&)
~

N

o 3d




Les bandes amide III' sont trd@s faibles et visibles seu-
lement en Raman 4 pH basique (1013 cm”t intensité moyenne 3 pH 112
1010 cm—1 faiblé d pH 4,3). Dans la région des vibrations CH2
bendirg (1470 - 1450 cmnl) les bandes présentent un fort hyper-
chromisme lorsqu'on passe du milieu basique au milieu acide en

accord avec un plus grand degré de liberté (de mobilité).

La bande i 935 cmml en solution basique nz se déplace
pas en abaissant le pH et indique les mouvements du squelette
peptidique ( v(C—C~N)S) A pH acide apparait une bande 3 965 cm™ 1
dans D,0 (969 em” ! dans H,0) qui peut &tre attribuge a une struc-

ture en hélice a.

C - CONCLUSION

Nous avons vu que l'acide Poly a-L-Aspartique posséde
différentes conformations qui sont conservées de l'étaﬁ solide
4 la solution aqueuse ; ces conformations sont toutefois dépen-
dantes du pH. Une structure proche d'une hélice 31 comme la Poly-
Glycine IT ou la Poly L Proline IT existe en solution basique.

Cependant la concentration employée dans les solutions,
fait qu'il apparait des liaisons intermoléculaires (forte bande
& 1535 cm“; en I.R, disparailssant dans les solutions diluées).

; Le spectre dichroique de l'acide Poly a~-L-Aspartique
se rapproche fortement de celui de la poly-L-Lysine, HCl dans
4 M CaCl2 dans laquelle DEARBORN et WETLAUFER {5) pensent avoir

trouvé une partie hélicoldale dans la conformation inordonnée.

En résumé, en milieu basique, le poly-L-aspartate de
sodium présente un mélange de structures secondaires telles la

chaine non ordonnée, des chaines g antiparallé&les, et une struc-

ture secondaire comparahle d 1‘'hélice 31 de la polyglycine II.
4

3
En pH acide, 1l'hélice 3l disparait. De 1'hé&lice a se forme, ce-—
Pendant il demeure de la chaine non ordonnée. La structure B yo~.
subsiste en pH acide. Il n'est pas possible m@me avec la recom-—

position des spectres dichroiIques (ch. VI) d'affirmer avec
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certitude si 1'hélice 31 disparait seule pour donner 1l'hélice o,

cu =i elle se transforme en Fandom Coil pour subir la transition
cha¥ne non ordonnée - hélice a.

D - RESONANCE D'INTERACTIONS DES VIBRATIONS AMIDE I. TRAITEMENT
PAR LA THEORIE DES PERTURBATIONS.

De nombreux auteurs ont effectué des calculs théoriques
les vibrations amide I et IT et ont montrs gue leurs frégquences
caractéristiques pouvaient Btre comprises en termes d'interac-
tions entre groupes peptidiques adjacents & travers des liaisons

hydrogénes aussi bien inter, gufintramoléculaires,
Le premier d'entre eux, T. MIYAZAWA (14) montrait par
un traitement de perturbation 1l'influence des liaisons hydro-

génes sur les bandes amide T et IT de l‘'hélice o et des confi-

~gurations étendues (formes g ), a partir de la méthode matriciel-

le de WILSON.

D'autres auteurs, MOORE et KRIMM (15) ont am&lioré cette
méthode en faisant intervenir de nouvelles constantes d'interac-—
tion dans 1'éguation de MIYAZAWA ; pour un mode amide I, celle-
ci est de la forme

v(8, &") =v_+ )_  D_, cos (s8) cos (t &%)
Q st st A
et ol v, est la frégquence du groupe peptidique non perturbé
st constante d'interaction entre les groupes peptidigues
séparés par t chaines et ¢ groupes le long de la

premiére chaine ’

5,8' angles de phases entre les vibrations des différents
groupes
§' angle de phase entre groupes adjacents & travers une

lialson hvdrogéne interchaine.

(@]

angle de phase entre grcupes adjacents appartenant a
la méme chalne.

- & = Y . » - n
La figure (7) montre pour des feuillets g§ antiparalléles les dif-
férentes constantes d'interactions.




— H-----0==C 7! Dy N—H
MC“/ Do3 \éH ~R "R— Hz:;/
SN T
Iv:.l;* ' :
H—N C'=0---H —N
\.. a . \.
CH—R  R—H H=R

constantes d’interaction du.mode ‘Amide 1

pour les feuillets p- antiparalleles (couplages dipole~dipole )

Fig m-77
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Plus récemment (16) CHIRGADZE, NEVSKAYA amélioraient en-
core la description des interactions entre groupes péptidiques
en éffécbuant un trai£ément théorique de 1la réSonanée d'interac-
tion par une apnrOXLmatlon dipdle—~dipdle sur la base de la théo-
rie des perturbatlons.

La figure (8) montre le centre des d1po es de transition
du mode Anide I pour différentes structures neotldlques
(CHIRGADZE, NEVSKAYA).

Feuillet plissé 8 antiparalléle

FIG 1lI-8

o hélice

Pour les régions hachurées dans 1e~plan du groupe pep—
tldlque, les frequences calculees coincident avec les fréquences
observees. La flgure.(ﬂ),montre l'aspect général d'une forme §
antlparallele;s(LnAla) . Les numéros dans: les cercles sont ceux
des groupes peptldlques dans les cellules unités. Les numéros
dans les carrés permettent d'identifier les cellules unités voi=
sines de la cellule unité. '
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Rappels théoniques (Méthode de CHIRGADZE-NEVSKAVA)

‘ Dans- la tHéorie de la perturbation du premier ordre, -
l'énergie d'excitation dans un cristal est :

£ B £

= Al + AE,  + E .
AE : AEO A 1 res
avec :
‘AEO : &nergie de transition dans une molécule isolée
AE; : charngement dans 1'énergie d'interaction d'une
molécule donnée dii a4 son environnement,
Eiés: énergie de la résonance d'interaction de la vi-

bration avec celle de'symétrie f.

la fréquence de transition est alors :

£ 1,
vooo= v+ (H) E

£
res
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avec Vv, = 34(&E + AE ) fréquence de l'oscillateur non.perturbé;

Dans un cristal ayant o groupes identiques dans la cellu-
le unité, l'énergie d'excitation est dégénérée en o bandes d'ex-

citation -ayant dlfferents déplacements de résonance Eies'

Lé distribution de phase des vibrations d'un groupe
pour un exciton donné est décrite par les coeffic1ents ‘de symé-
trlelei ‘Les valeurs du déplacement du a 1'énergie de résonance
et les coefflcients de symétrie sont respectivement les valeurs
propres et les vecteurs propkes de la matrice -résonance d'inter-
action L. o

Pour des v1brations opthuement actives, les éléments de
la matrice L sont : '

M,
Lij ' ='-v ‘ ijrni‘
n .
ol :
irJ :l, 2,... © nombre de groupés dans la cellule unité
n,m  :1,2,... M nombre de cellules unités.
ij niv*élément de matrice due au transfert de l'excitation
[X -
du groupe ni au groupe mj.
! 'Somme sur tous les termes sauf pour i = j et n=m |
simultanément.
Les fréquences de résonance sont obtenues alors par @
o | c M
£ 1 1
v, = v+ = C.. L,. C.. =vyv_+ = '"Co o Voo s Cpos
‘s . ni °f
e} h i3 if Tij T£j 9 h i, n if 'mj, ‘ J
ou . : .
£ _ - C v F
V. T VY T AVpgg T Vot AVpegt AVieg
5 ) _ |
c _1 ) - _ . _ )
AV o™ % Cif Lii Cfi (terme de déplacement de fréquence :

indépendant de la.symétrie, il provient de l'interaction des
groupes identiquement localisés dans les cellules unités). Il re-
présente le déplacement de ré&sonance par rapport 3 vo (constant
pour toutes les bandes excitoniques).
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Le deuxiéme terme Avies dépend de la symétrie. Il détermine le
déplacement de fré&quence de résonance tel que :
f1 f2 f . £

O | Cory 2
v 2 = BAvog ._A\)re.S

Ce terme est determlne par les €léments non diagonaux
de 1a matrlce de résonance d' interaction et provient des interac-
tions des groupes localisés dans différentes positions dans la
néme ou dans une autre cellule unité

Si une excitation est fortement 1ocalisée dans un groupe
et si les distances entre groupes sont assez grandes, les €lé-
ments V j ni dfinteraction entre les transitions de 2 groupes
peuvent &étre prls en compte par une approximation dipole—dipole.

Dans ce cas les transitlons sont associees ‘aux moments
de transition des dlpoles électrlques et 1' interactlon de réso-
nance peut &tre calculée par :

Av_ . Av

= ni "~ 'mj o
Vmjeni 3 [(eny eng) = 3(ng epy) (g eny) |

Av module du moment de transition du dipble
e vecteur unité du dipS8le de transition

n_ vecteur unité dirigé du centre d'un dipGle vers
le centre de 1l‘'autre

R  distance entre les centres des dipdles

Les Lntensnes = pour des echantillons non orientés sont

déterminés par :
3 : 3 3
. 1 2 1 . 2
I~ == AMy = = ( Cip Av,y)
O k=1 K 9Ty gmy E K
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ol :
&Mk ‘projection du dig@le de transitiop de la cellule
uniité sur les axes x, y ou z. |
Avik projection du moment de’ transition du iéme groupe
peptidique. '
Cif coefficients de symétrie pour les vibrations de
symétrie £, ‘

Calculs et nZsuliats poun une‘chazné B antipd&aﬂlélé

~

Lé modadle employé a'unéAstructuré de'groupé D, (systéme
orthogonal) avec 4 groupes peptidiques par cellule unité. Pour
une chafne B // de longueur. infinie on doit avoir 4 transitions
de résonance, une du typg A (Raman) et trois du type B (81,82,53)
actives en IR et Raman et polarisées suivant les axes y, Y: 2
réspectivément (fig. ITI.10). . '

Le tableau suivant nous donne les coefficients de symé-
trie, les angles de différence de phase et les régles-de sélec-
i

tion avec vC?- = g
. 1f
i
type de coefficients de symétrie . 3?%%2§e§§@ACtiVité
symétrie Cis | Coas g Cag de phase | -
1 cos 8§ | cos § cos{8'cos &' § &'. [IR Raman
A 1 1 1 1 0, 0 -+
. 1 1 -1 -1 0, + +
B, 1 -1 -1 1 s, O + +
B3 1 - Y k1 -1 Ty T + +

La formule générale pour les fréquences de résonance est donnée

par :
f ¥ = }; : | - . '
VI8, 87) = v+ IL11 + L,,c0s § + L, ,c0os & cos §' + L ,cos § l
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Dans 1'approximation du plus proche voisin on a,

£ _  .1 ! ' , A
1v = v, + (h) 2 Vll’lzcos &+ ( h);(V11’13+ V11,83) +cos & cos '§
+ 2(1) v cos &' |
h' V11,14 o |
et
B B
1 2 _ 1,
\Y ‘a\) = h,4 V11'14

Si on compare aux équations générales données par MIYAZAWA :

£

= " ‘ v ' '
v o= vy + D1 cos & + Di cQs 6, + (Di3 + Dls.)cos 8 cos §
On a : .
D. = () 2 v bt = (A 2v.. o,
1 h 11,12 1. h 11,14

coefficients d'interaction de 2 groupes dans la chaine (Dl) et

a travers la liaisons hydrogéne (Di,)_

' ='_];. . ' ='l_'
13 ,(h) 11,13 et Digr = () V11,83

coefficients des interactions (diagonales) de 2 groupes dans la
méme Di3 et dans des cellules unités adjacentes (Di3.) gui sont
des &léments différents de zéro jusqu'd maintehant toujours né-
gligés. , ' |

La grandéur du moment de transition de 1'Amide I (8 7%
est égéléfa.0,39 Debye (intensité : 6,1.104 1.mole t cmfz). Le
moment‘de'transition est situé dans le plan du groupe peptidique,
prés de 1'atome d'oxygéne et incliné de 19° de la liaison CO vers

la liaison C-C,
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v = 1715 cm = (non observée en Raman ou IR sur
| (L—Asp Na) )
avec Vo = 1680‘cm'-1 (observée en Raman).

ne doit pas étre confondue avec la bande i
1645 cmfl (Random ¢oil. IR dans D,0) (1655 cm™t pour p L Asp Na
solide en IR). ' |

La bande v

On a :
B, z ;
— - L ! ' _
V. F Vg 7Dy Dy D3+ Drg)
B1 :
- . - [ . t ' .
vV = Vg + Dy =Dy = (Dy3 o+ Dyge)
B
v 2 - vB1 =-5 em! = 2 p!
D! =D = - 25 cm t
1 ol .
Ce terme Di = D,y montre que les interactions interchaines sont
trés fortes et stabilisent fortement le syst&me (signe £0).
B, A | | IR |
On a aussi v 4+ v =2v,+ 2D = 3260 cm = 2 v
= -1
V, = 1680 cm
, /
t 5 . ' —_ —

Les\interactgonswintrachaine'éntré'groupements;peptidiqués sont
trés faibles. On retrouve un résultat préconisé par MOORE et
KRIMM (15) pour la Polyglycine (forme 5),(1)10 = 0).

De méme on trouverait :

' ' = 1 -1
D13 + D13'. 10 cm \
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Bien que faibles, ces interactions devaient effectivement dtre
prises en compte. ' -

CHIRGADZE ét NEVSKAYA (16) ont pris cOmmé groupe de sy-
métrie le groupe Dy (réseau orthogonal) ; cependant nos études
par rayons X (cliché Debye~Scherrer) ont montré que nous avions
un‘réseau monoclinique.(groupe Cz). La‘symétrié cristalline dé-
croit de ce fait et nous ne devrions voir que deux vibrations de
symétrié A et B ‘

Groupe D2 : . Groupe 02
systéme orthdg@nal‘ _ systéme monoclinique
A A

Bl
B2 B
B3

Caleul des pertunbations pourn un systime P, antiparatlile

Ce systéme est monoclinique encore mais les feuillets sont beau-
coup plus rapprochés.

En attribuant la forte bande & 1595 cm™! (IR) i la bande
vBZ(ﬂ'O) la plus intense) on trouve :
1595 = v _ - 35 v = 1630 cm !
' ) o.
/
et . S :
‘ vA(O’O)' = 1615 cm ! (1613 cm ' en Raman sel de Na
dans HQO),

_ (1609'cm—l.en Raman H solide)
- B, (0,m) .

v ! = 1645 cm}

VB2 (M0 595 ot

B3(W,ﬂ)' -1

v = 1665 cm




On retrouve :

Dy =0'=Dgy
D! = - 25 em™t =D,
1 10
et aussi' : D!, + D! = 10 émnl'
‘ 13 13 '

Les coefficients d'interaction apparaissent alors indépéndants
desdﬁnenﬁodé du réseau cristallin. Cependant la fréquence de
l'oscillateur non perturbé& varie considérablement lorsqu'on passe
d'un systémeks1 7 a 82 ##. Ce déplacement est négatif et indi-
gque une forte stabilisation du systéme par une plus grande inter-
pénétration. C'est,en quelque sorte une mesure du caractére hydro-

phobe des chaines latérales.

Les bandes A, B, B,, B3 doivent donc &tre effectivement
observées (systéme D, ou C2).
_ Ceci améne 3 se poser la question de la mise en évidence
de la structure non ordonnée. On voit que les bandes i 1645 cm--1
et 1665 cm *

bien &tre dues 4 la structure By v# (disparaissant d'ailleurs en

(IR) prises en tant gue Random Coil peuvent trés

abaissant le pH)., Pourtant, les spectres dichroIgques semblent in-
diquer la présence d'une structure random coil comme nous le ver-

rons dans la tentative de reconstitution des spectres dichrolIques.

Par contre un point positif a &té marqué : cé que nous
avions pris en Raman pour des cycles benzéniques résiduels
(1613 cn™}) doit tre dd i la bande v (%7 (3 1613 cm™!) de 1a
forme B, 77 '

Caleul pour une hélice o drnoite (Méthode de CHIRGADIE).

Pour une hélice o, la cellule unité contient 18 groupe-
ments peptidiques inclus dans 5 tours. L'angle de torsion
vg—%éwg = 100°C = 8 et la longueur de la cellule unité est 27 &
dans la direction z. Le pas est 5,4 A. Chaque transition possade
18 modes de vibrations A symétrique (Raman), B antisymétrique

(IR et Raman) et 8 modes E doublement dégénérés.
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En I.R. les vibrations El et Ei,sont actives. Les coefficients

de symétrie sont alors donnés par :

= V/2/18 cos ( -1)9
1i . '

Cow = ¥2/18 sin(i-1)8

"
Ei

{

i=1, 2,es...+18 nombre d'unités peptidiqueé dans lé groupe.

Les fréquences de résonance en I.R. sont données par :

18 18
A 1 1 1
v = vy + = - L, =V + o= L,
:o h 18 1,3=1 ij o h i=1 1,
E! 1 1 18 .
v =v, + v T3 . Lij cos (i-1)6 cos (j-1)6
i,J=1
53 T N
v =y _ + 5 L.. sin (i-1)9 sin (j-1)e
o) h "18 . . ij
: i,3=1
ou encore
VA = 4+ D, + b + D, =y + 2V +V + Vv )
Yo 1 2 37 V%o T R"Mi1,12 7 V11,3 11,14
El
v = v, * chos 6 + D2 cos 2 6. +_D3 cos 3 8
/
- 2 |
=V, tE (Vll,lzcos 8 + Vv cos 2 6 + V11,14 cos 3 9)

11,13

Le dipdle de transition pour l'amide I a un module de 0,3 D

(4,15 104 1 mole—J,cm_z). '
Pour 1'amide II (0,18 D : 1,4.10% 1 mole™ em™?).
Le calcul théorique méne a Amide I Vo =‘1663 em™?
= 1537 cm™}

Amide II vo
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Pour l'acide poly a L aspartique on trouve :

1638 cm"1 Raman Amide I

<
i

= 1655 cm © Raman
En reprenant ces valeurs, on trouve si l'on fait D, = 0. (influence
dans une hé&li€e a que par les premier et troisidme résidus).

- -1 -1 . ,

D1 = ~- 6 cm D3 = ~ 14 cm Amide T
Le terme D3 montre que .1'énergie de stabilisation par liaison
hydrogéne est prés du double de 1l'énergie de stabilisation ap-
portée par un résidu adjacent engagé dans une hélice droite
(Amide I).

Pour l'amide ITI (IR solide : 1520 cm—l forme'd hélice).
Le calcul’nous'donne en conservant les valeurs de D1 et D3 H
1

Vam IT = 1537 - 6 - 14 é 1517 cm

Ce résultat est en trés bon accord avec la bande Amide II expé-
rimentale.
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I - RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Introduction

Depuis quelques annéés, de nombreux travaux d'analyse
des peptides par Rayons X, sé‘sont développés,iprincipalement'
par 1'Eétude des diaQrammeé de fibre (Poly o méthyl-L-glutamate,
poly L-alanine, Poly L-Proline I et II (1) ) od éncoré sur des
protéines fibreuses telles que la chrysope FLAVA (2).

Cependant ces méthodes d'analyse demandalent la prépara-
tion de fibres de polymére assez grandes (plu51eurs mlcron') que
nous ne pouvxons préparer A cause des trés falbles masses de
1l'acide poly o L aspartique (Mn 7000).

Ceoendant une étude de Rayons X sur le polymere sous
forme de poudre (clichés Debye—Scherer) devait nous apporter
des renseignements quant 3 la structure cristalline des formes
antiparallélés et & la conformation des chainéé lat&rales.

I1 y a guelques années, KEITH, PADDEN et GIANNONI (3)
établissailent les structures cristallines de l1l'acide Poly L
glutamique et de ses sels alcalino-terreux (sels de calcium,
strontium et de barium),

Les chafnes g antiparallé&les ont toutes une cellule uni-
té monocllnlque (groupe d'espace P2 ) dont les paramétres va-
rient suivant la nature du sel. Soua la forme sel alcalino-terreux
les plans des ions carboxylates s'étendent parallélement a l'axe
de la chaine, chague cation étant en contact avec 4 anions carbo-
xylates. En convertissant ces sels (en restant 3 l'état solide
sous la forme g) en acide Poly L glutamigue les groupes carboxy-—
ligues maintiennent l'orientation des ions Carboxylates~mais les

S R o -~ P
feuillets se rapprochent de 13 AR a 8,8 A (d D'un autre cdté,

) .
l'acide poly L glutamique préparé directemegglpar précipitation
4 partir d= solutions aqueuses & bas pH, voit le plan de ses
groupes carboxyliques s'étendre perpendiculairement & l'axe des
chaines 8 (axe\b), les chaines s'interpénétrant plquprbfondément

&

ramenant l'espace interfeuillet 3 7,8 R~(form@ 82 +7) -




D'autre pért, beaucoup plus récemment ITOH, FOXMAN et
FASMAN (4) ont étudié les transitions hélice & + chaline B de
1'acide poly-L-glutamigue en fonction de la température. Se ba-
sant sur les &tudes ae KEITH (3) ils obtinrent deux formes B8
antiparalleéles (8 ##) & partir de la structure en hélice a par
chauffage. Ces deux formes possédent toutes deux ﬁne structure

monoclinigque dont les paramétres sont indiqués dans le tableau T.

paramétres cristallins ‘ Mode d'obtention et
Forme ,
(cellule monocliniqgue) caractéristiques en IR dans DZO
81-%% a=29,79 2 Le gel i bas pH contenant des hé-
b = 6,82 & lices o (1639 em © en IR : Am I)
c = 9,35 & a été chauffé a 40°cC.
g = 105° By 77 (1681 et 1615 cm—'l en IR)
v(C,m) v(r,0)
B, Hfm a=29,75 A La forme B, a &6té chauffée 3 85°C
b =6,84 8 B, ## (1597 et 1728 em™! en I.R)
¢ £ 8,06 & b Degré de cristallinité By > N
B = 104°
TABLEAU T

Etude par R.X de (L-—Glu)n REEf (4)

ITOH, FOXMAN et FASMAN (4) avaient trouvé que la tran-
sition 81 +-82»(en fonction de la température, suivait un proces-—
sus de nucléation et de croissance 3 partir de la forme 51, pro-
cessus qui se révélait &tre trés bien expliqué par la théocrie ci
nétique des transitions de phase développée par AVRAMI. Ils
montraient de plus que les groupes carboxyliques des chaines laté-
rales et que le mode de liaison hydrog&ne entre chaines latérales
subissaient d'appréciables changements durant la transition.Dans
la forme 62, les groupes carboxyliques ont leurs plans normaux a

l'axe de la chaine {meilleure interpénétration), tandis que dans
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la forme 81 ces plans sont paralléles & l'axe de la cha’ne

(établissement des liaisons 4 entre groupes cérboxyliques).

II - ETUDE DU RESEAU CRISTALLIN DU POLY-L~ASPARTATE DE SODIUM.

Les études en Raman et surtout infra rouge nous avaient
montré l'existence des chaines B antiparallélés (ch IT et III).
C'est surtout l'apparition en milieu Basiqué {concentré) des
bandes I R & 1595 cm ' (F) et 1730 cm™ ¥ (£) disparaissant en
abaissant le pH (alors que deux bandes & 1680 et 1620 cm_1 aug=-
mentent en intensité)‘qui'nous a poussé & suivre l'analogie par

rappert & l'acide poly~L~glutamique en rayons X.

Dans le cﬁapitre III, le calcul des qohstantés d'inter-
action de résonance ont montré que seule la fréquence de l'oscil-
lateur non perturﬁé‘(vo)‘subissait un fort déplacément pour la
structure B ¥ dont les bandes IR & 1595 et 1730 em” ! représen-
taient la structure (82 7 Ce‘déplacement ne pouvait provenir
que de la distance interfeuillets, ainsi donc on établissait a
priori une relation vibration de la band: Amide T - structure
cristalline (djq;) -

a =~ Mode opératoire.

Le diagramme de poudre a été effectué sur un échantillon
du sel de sodium de l'acide poly L aspartique lyophilisé dans HZO
avant usage. Une-caméra Philips Debye-Scherrer a été employée
(Rayon de 1la chémbre 57,3 mm) . L‘exposition § une source de radia-
tion (raie Cu Ka:1,542'ﬁ) a été:effectuée.pendant 24 heures.

La disténce linéaire sur le £film (S en mm) entre une ra
raie de diffraction (pour un angle de Bragg 6¢) et la raie 8 = 0° .
est donnée par la relation de Bragg :

dyq = et
hkl 2 sin e(hkl)

avec S(mm)b=.4 9
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b - Etude du réseau

Le tableau II montre les distances (S en mm) oBbservées
sur le cliché de diffraction, l'attribution des raies aux plans

diffractants (h, k, 1).

: ' Structure B, donnée par
Slum) =46} sin (hekrd) 4 dy g1 FA)FOXMAN, ITOH, FASMAN (4)
| | d(h,k,1)
40 Forte| 0,174 | (2 )| 4,43
24 F . |o,191 | (002 | 4,03 B, ( 4,03)
57 F 0,246 (0 21) | 3,13 B, ( 3,14)
69,5 M 0,299 (0 03)| 2,58 B, ( 2,60)
73 M 0,314 2,46
73,5 £ 0,315 | (33 1) ]| 2,45
78,5 tf 0,335 2,30,
81 M 0,346 | (3 12) | 2,23
89 f 0,378 (2 33) | 2,03 |
91,5 M 0,388 .| (00 4) | 1,98 B, (1,98)
109,5 F 0,46 o 1,675

F : forte intensité, M : moyenne, £ : faible, tf trés faible.
TABLEAU IT

Cliché Debye-Scherrer du poly-L-Aspartate de sodium solide.

- Les bandes a 4,43 ; 2,46 et 1,67 i‘n'appartiennent pas a la
structure 82-¥¥; Les autres bandes cbrrespondent a cette struc-
ture 82-%#7 dhkl ayant été calculé pour un systéme monoclinique
par la relation

K . ‘ . ’ 2
- S 1 [h%2 €+ 12 24 2 1n cos 8] + &
a2 .2 a c b2
Lkl a-c sin“g

avec a, b, ¢, paramdtres de la cellule monoclihique

(a=9,75A, b=26,848%, c=28,06R, 8 =104°, o = v = 90°)
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MAILLE MONOCLINIQUE

Figure IV-1l.

ou encore @

a_l___.= V/o,01149 h
h,.k,1

2

+ 0,01294 12

+ 0,0631 1h + k2,48,72

On a fait varier 1és paramétrés a, b, ¢ et B8 . Les résultats
obtenus par exempie pour B =,100q.ét 110° ne sont pas du tout
en accord avec lé9~résultats~expérimentauk. Le systéme est donc
fort bien décrit par une structure 52 antiparaliéle incluse dans

une cellule unité monoclinique,

’

III - RELATION AVEC L'INFRA-ROUGE. INFLUENCE DES CHAINES LATERALES.

En infra-rouge en fonction du pH, on voit cette structure

disparaitre (en milieu concentré mais pas en milieu dilué).

Nous avons pris un cliché& Debye-Scherrer de l'acide
Poly a L Asyartique'solide.'LeS~trés»faibles bandes observées
étalent encore caractéristiques d'un systéme g, 4/ Cecl peut
&tre di au mode de préparation de l'acide solide (passage en
milieu aqueux dilué, neutralisation'des»groupements carboxyvlates,
~dialyse puils lycphilisation).
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Le fait gu'en milieu concentré, la structure 82 dispa-
rait (IR) pour laiSSer la place & 2 bandes 3 1680 - 1620 cm—1
en abaissant le pD, alors que la structure 52 est conservée dans
DZO d basse concentration nous montre que le mécanisme By > Bl

obtenu par abaissement du pH n'est pas un mécanisme simple.

Le plan dOOi dans le systéme.gz ook n‘est pas observé
ol 1l'intensité de la diffraction est trop faible, ceci pouvant
étre dli aux plans contenant les ions Na* affaiblissant la dif-
' fraction du plan dggyc KEITH et coll. ont observé un tel résul-
tat dans leurs études du polyglutamate de calcium.

Les plans“doOn sont beaucoupr plus rapprochés (distance
interfeuillets pour la structure 82.¢¥. que pour la structure
Bl #/. En milieu Pasigque et concentré les plans}cgrboxylaﬁes de-
vant &tre normaux a la chalne peptidique (axe b) tandis que
1'écartement des feuillets en milieu acide permet une rotation
des groupements carboxyliques (plans paralléles a l'axe de la
chalne) pour permettre des liaisons hyd.og&ne dé s'établir en-
tre elles.

La figure 2 gchématise un tel processus. Il est 3 no-
ter que dans un systéme monoclinigue les chailnes latérales adja-
centes pour deux feuillets voisins sont décalées de % (modéle

2
le plus compact selon KEITH).

La forme Bl “/ permet ainsi une solvatation du groupe
carboxylique gqui n'existe pas dans le groupement carboxylate
(forte_interpénétration des chaines latérales en milieu basique
(forme 82 A . C{ést un résultat‘que nous avons retrouvé lors
de l1'étude de la solvatation de ce polypeptide et que nous dé-

-

velopperons dans le chapitre consacré & cette é&tude.
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IV - RECHERCHE DE LA STRUCTURE CORRESPONDANT AUX RAIES NON
ATTRIBUEES. '

Dans le cliché de diffractidn obtenu, les bandes cor-
respondant & la diffraction de plans réticulaires tels que
d = 4,43 - 2,46 - 2,30 (trds faible) et 1,67 A n'appartiennent
ni & un systéme 82 47 ni 3 Blﬁé%. Or les études en Infra-Rouge
- fondamental, lointain et en Raman nous ont fait soupgonner
l'existence d'une hélice &tendue (hélice 31) ou une structure

rroche de cette hélice.
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Pour la Poly-L-Proline II (ou la Poly Glycine II) tous
deux formant une hélice 31, le systéme cristallin est hexagonal.

Le »nas de 1'hélice est 9,36 i, la translation du résidu : 3,12 A
Q

et les paramétres sont a = 6,62 A=Db, ¢ = 9,36 A a =8 =y = 90°,

La distance du plan dhkl réticulaire pour la diffraction (h,k,1)
est 1

) } o 1 (
< = e
h,k, 1 VL£§~(h2 + kK% + hk) + 1z
- 2
2 C

Les réflexions les plus intenses devraient &tre
dogy = 4089 &, dgq, = 2,444 B et gy, = 1,63 & (on trouve
d=4,43 R, 2,46 & et 1,67 A).

- On ne peut attribuer les diffractions manguantes &
1 ex15tence d'une hellce;3 pure, bien gue l'on puisse soupgon-
ner une structure av0151nante. De plus, les'études faites en
prenant une chaine g paralléle ne donnent aucun résultat en ac-
cord avec les raies réstant d déterminer.

V —~ TRAVAUX DE‘BIRSHTEIN—PTITSYN, EXPLICATION DE L'EXISTENCE DE
CHAINES B8 ANTIPARALLELES POUR L'ACIDE POLY o L ASPARTIQUE.

BIRSHTEIN et PTITZYN (5) ont montré par des calculs
théoriques basés sur les interactions dipdle-dipdle des chalnes
latérales que les polypeptides contenant des hétéro-atomes en
position y (rattaché&s au carbone B) dans la chalne latérale
(Poly-L~ Sériné; ‘—L Cystéine, P~L Thréonine) forment des struc-
tures B plutdt que des hélices a. Les interactions des groupes
CB - MY avec des groupes\oeptldlques adjacents dépendent des
angles ¢ et y de rotation interne autour des liaisons N - Ca
et Ca - C'0 de la chalne principale et de l'ahgle x de rotation

autour de la liaison C, ~ CB de la chaine latérale, avec

¢ = 38°, ¢ = 225° pour des chaines g-antiparalléles et ¢ = 122°%.

et ¢ = 123° pour une hélice a droite.




Ins ont considéré trois conformations privilégiées pour les rota-

: : ‘i o B ' '
tions autour des liaisons C° ~ C°
leurs de y = 180° et F 60°.

gul correspondent d des va-

En prenant un moment dipolaire de 0,39 D pour la liai-~
3 et 4,

¥ = 180° est la plus avantageuse

son peptidique et une constante didlectrique g = ils
montrent gue la configuration
pour toutes les structures (fig. 3) car elle correspond & une

répulsion dipdle~dipdle dans le cas de 1'hélice a et une énergie

d'interaction dipB8le-dipdle proche de 0 pour les structures B.

co

H o o
.My A:60

s N
O ‘
0 C H ! NH
P\M‘ : o
My %.-60
H/f3

FIG

De méme la structuré,x = 60° est exclué'(énergiendipale—dipale
négative pour une hélice o. Le tableau ITIT donne les valeurs

de l'énergie‘d'intéraCtion dipélé—dipéle. On voit gue les con-
formations x = 60 (pot 2) et x = ~ 60° (rot 3),séront des @on-~

figurations privilégiées pour les chaines B antiparalléles,

tandis que la configuration y = - 60° sera priVilégiée pouf
1'hélice a. ;
V’(Kcal/molé)

Structure x = 60° y = 18O°.3‘ x = - 60°
o hélice - 0,5 + 0,5 + 0,1

B antiparalléle '0 f - 0,1 + 0,1

B paralléle - 0,3 o + 0,1

TABLEAU 1ll

Or dans 1'é@€tude gque nous avons menée en R.M.N. les rotaméres

trouvés a l'aide des constantes de couplages (pour les formes

8 77

.

correspondent & x = + 60° (45 %) (a,) et y = - 60° (55 %)

(pH basigue). Nous reprendrons ces résultats dans le prochain
chagtre 1i& & 1'étude en R.M.N.
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I1 semblerait done, qu'ad la suite des é&tudes de BIRSHTEIN et de
PTITSYN qufun groupement‘carboxylique'joue‘(au moins sous forme
carboxylate) le rdle d'un hétéro-atome (O,‘S.;.) quant 3 son

énergie d'interaction avec le squelette peptidique.

VI - CONCLUSIONS DE L'ETUDE MENEE EN RAYONS X.

- Les résultats des rayons X nous ont permis de retrouver -
la méme'structu:e'c,sz antiparalléle)vpour le Poly-L-Aspartate
de sodium solide que celle qui existe pour l'acide poly-L-—-
Glutamique (neUtre);OBténue par .chauffage dans DZO‘

Cect éét un résultat trd&s &tonnant. Bien que les chai-
nes latérales ihterviénﬁent pour une part importante dans la
struéturé du polypeptide (structures secondaire et tertiaire), .
il semble qué cela ne soit pas le seul facteur entrant en compte
quant i la structure et aux param&tres cristallins, la chaine
latéralé de l’acidé poly—a~-L~glutamique contenant un groupement.
Cﬂz‘supplémentairé par rapport d l'acide poly a-L-Aspartique.
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A= Nomenclature des angles |
B - Conformation generale des polypeptides

C = Etude théorique du systéme de spin ABa
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I - RAPPELS BIBLTOGRAPHIQUES ETUDE THEQPTQUE DU SYSTLME ABX
(CH - CH £) «

13 c)

est une méthode puissante 4°' analyse des protéines et des poly-

L'étude en résonance magnethue nuclealre ( H et

peptides, en partlcu ler dans l analyse des constanteo de cou-
place, des relations angulalres (faisant 1ntervenir les angles'
¢ ¢ Vs ‘et ¥x) et des temps de relaxatlons caracterlstlcues d'un

systeme donné.

De nombreuses études sur les polypeptides ont ete menées
par la RMN, et les mesureS*des angles bdr Ve w,_ Xj (flg. 1)
grdce aux constantes de couplages ont permis de suivre des tran-
sitions chaine statlsthue + hélice o ou encore ‘d'étudier la po-
Slthn des chalnes laterales-par rapport au squelette pentldi—
gue comme par exemple les études conformatlonnelles~de BRADBURY,'

'CARPENTER, ROBINSON et GOLDMAN (2) par les déplacements chinl-e’

ques des dlfférentes structures des esters de l ac;de poly
asoarthue. ' L ‘

Avant 4’ exposer les resultats obtenus lors de 1'ana-
lyse conformatlonnelle de l'acide poly o -L- aeparthue, il est
bon dans un prem1ér temps de raopeler les caractérlsthues con-
formatlonnelles des dlfferentes structures secondalres ‘connues,
puis de falre une analyse theorlque ar un spectre ABX car nous
retrouverons ce type de spectre dans nos - resultats experlmentaux.

A/ ‘ )
A -~ Conventions’ et nomenclature.A

La conformation du squelette et des: chaines latérales

.est blen détermlnee par un certain nombre a’ angles de torsion

(fig. 1). L* angle de torsion t LABCD) des atomes A et D autour
de la llaison B~C dans la molecule A—B C—D est 1 angle diédre
défini par les plans ABC et BCD (fig. 2). Il est pOSltlf lors-
que regardant le long de. la llalson B—C de B vers C, on fait ,
tournex le plan ABC dans le sens des- algullles d une.montre pour

le superposer au plan BCD.




L
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Trois angles de torsion sont nécessaires pour décrire une unité
peptidigue (fig. 1).

' Ll
03 (Ciq ~ N

e @O o
vy o =} ~c

;N 4 - -
‘w\ (Oi C N H

Dans la convéntion la onlus :éconté‘(1970)[ léé anglés'¢l.’wi:
w, sont &gaux 5‘180° lorsque le squelette polypeptidique est
plan et complétenent étendu,'la'liaison peptidique'étant sous
forme trans. Ainsi dans cette nomenclature (Bioch;mle IUPAC-IUB
1970) un angle de. torsion est nul lorsque les trois llalsons
auxquelles 11l se rapporte sont coplanaires, la premidre et la

troisi2me &tant en position cis par rapport 4 la seconde

NN
Pour les chaines latérales (flg. 1), la désxgnation des atomes

commence 3 partir du carbone ‘% . Les atones lourds (0, C, N) |
sont repérés par les lettres grecques Be Y G.

Lt angle de torsion autour de la jiéme iiaison est appe-

le X4 et est compté positivement lorsque la (3--1)e liaison

tourne autour de la jxéme 1ialson dans le sens des algullles d'une
- montire pour éclipser la- (j+1)eme‘liaison (fig. 2). La convention
de 1970 adopte ‘Xj =0 lorsque les liaisons J~1, J et j+1 sont
coplanalres (j=1 et j+l1) cis.
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B - Conformatiéns‘généréles des polypeptides.

Pour les polyamino—aeidee,“la conformation trans du
groupenent peptidique est largement préférée (R' = H) ‘

0 . chatne R?
Qk*c-——-N’/’ g \\\C——d-N

chalne. 7~ : \\§R'- : ' chalne : chalne

/ " trans o EERITIES cis

Le tableau I montre quelques systémes de chaines polypentldlques
suivant les angles de torsion (convention de.1970) (en degrés).

SR ' Diédre U ,
Squelette'é ’ ¢°.;ﬁ ~H;?; . H»;yw’ w’
ZIGZAG plan | - 180 | 120 | - 180 | 180
hélice droite (ap) - } 58 118 I 47 | 180
héiice gauche (ag) 58 | ,0:‘ - 47 | 180
B ahtiparalléle.(sff), - 140 1601“ 135 180
B paralldle (8 //) - 120 .1‘80 | 115 180 
Poly Pro T quv83 o iSBv 0
Poly Pro II.(helice‘31)w ﬁ.e78 . ‘,e . 149 : i80
7 ' -'TABLEAU‘I (réf 1)

Une carte conformatlonnelle peut etre établie alors
(conventlon 1970) (reference 3. ' '

i
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L1200 g PP

GOgﬁ%iééfd » %%&.“ : . Les:régionsvblanchés sont les
N ' | - conformations totalement per-
yoay aﬂ/af mises, extensibles aux régions
~60§%@;ﬁ? LY hachées en "compressant™ les
180 ' R
-%m -120 -60- 0 60 120 180 :

¢(q

c “‘Eéﬁde théorigue du systdme de spin ABX

Un spectre ABX comme celui observé pour la chaine 1a-
térale (CaH - CHZB) se compose de 4 raies A, 4 rales B, 4 raies
X et 2 rales de combinaison soit au total 14 raies (numerotees
de 1 & 14). ‘

Les signes relatifs des constantes de couplage affec-
tent 1! apparence d'un spectre ABX comme on peut le voir sur la
figure 3, l'intensité et la position des transitions dependant
des signes relatifs de Jpx et Jgy mais é&tant indépéndants du

signe de JA

- La partie AB du spectre se comnose de deux pseudo :

quartets qui peuvent se recouvrir partiellement ou totalement
' ou ne pas se recouvrir du tout. La partie X consiste en 6 rates

symétriques par rapport QVQX.

'Il'existe un certain nombre de‘relations entre les
frequences d une part et 1es inten81tés d'autre part.

Pour la partle AB on a @

V] T V3 TV T Vg S Vg TV SV T Vg T Jpap
Vl‘ - \)5 = V3 - V7 = 2 D+
-V, =V, =g =2 D=




@ e

5 1

i fepp
- AB

w

()

R-vg=2
PABl =10

figureva  kx =4




Pour la partie X on

Vg T Vyp T
Vio T Vi1 T
Vi3 7 Via
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a -

J-AX + JBX

2(D+ - D-)
= 2(DO - D+)

L'intensité des raies est proportionnelle aux probabilités de

transition rassemblées dans le tableau II.

De plus,. on a les relations suivantes :

1 -

e 1 - B .
5 (vA - VB)

D_ . sin 2 e;

D cos 2 8

D+ sinrz e+

+

Ces relations permettant de calculer JAX' JBX’ JAB' Va 7

etc... (Tableau II)

D, cos 2»6+

S

+ (JAXY—
; 1 .
Z'(JAX
2
— vA _ \)B -
2
_Jms
C2
N VL
= _A B

Ipx!

BX)'

VB
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Canétante de. ecouplage 3}CH@" Cgﬂz

La conformatlon de la chalne latérale d'un résidu est
fonction de 1' angle de torsion Xy+ Il est 1nt@ressant de posse—

der une relation du type KARPLUS reliant la constante de couplage

3 dB entre le ploton porté par le carbone o et un proton atta-

ché au carbone g de la chailne latérale avec 1 angle w du diédre

d'aréte C - CB
Ca - Ha et CBHB

dont les faces s'appuient sur les liaisons

"N

KOPPLE, WILEY, TAUKE (4) ont proposé.labrelatiOn suivante”:'

st.'= 11 COSzw - 1,4 cos w + 1,6 sinzw'

et w est relié a Xy Par

an

P
1 36044 X1

€
it

péur le proton H
| By

proton H

=
il

240°% =~
8, RS
En fait 11 existe trois-valeurs privilégies de l'angle X1
(rotamdtres 1 &. 3) et J3B
constantes de couplages. On a ainst un ‘mélange dynamique de ro-

mesurée est une moyenne pondérée des

taméres donnant plu51eurs valeurs possibles de X1 comme nous
allons le voir. dans 1'étude de l acide poly L- Aspartique.“
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II - RESULTATS, APPLICATIONS A L'ACIDE POLY 0-L~ASPARTIQUE.

A - Etude en résonance du proton en uolutwon aquev se en fonction
du pH ‘ ' '

A étude en R.M. N. en fonctlon du pH a éte effectuee sur
un appareil CAMECA (250 MHz & transformée de Fourler) dans D,0

’a.l 5 % avec le D. S.S., comme reference.

La flgure 4 montre le spectre enregistré, A haut champ
vers 2,7 ppm on observe un massif contenant huit raies corres- ‘
pondant & 1la partie AB. (protons CH.B) du systeme ABX (CH - CH, B)v,
Le pic a o' quant & lui est sous la forme d'un triplet d'lnten51~
tés (1:2: 1). Le petlt plc résonnant du plus bas champ est un plc
de rotation de l'eau et non pas une raie attribuable au pic X
(CH*){ Nous avons‘montré ce dernlervpoint en‘corrigeant_les,pha-'
ses et en employant diverses vitesses de rotation de 1'échantil-’
lon, Les'temps'de conversion a' une'struCture secondaire en une
autre sont de l'ordre de 10 7 sec. Ils sont trop rapldes pour
que l'on puisse séparer le quadruplet o CH d'intensité (1:3: 33 1)
en deux triplets d'intensité (1:2: l) représentant deux struc—
tures secondalres qui auralent un temps de vie beaucoup plus
long que 10 =7 sec. C'est une questlon qui avait &té soulevee par j
BRADBURY pour le Poly L-Aspartate de B benzyle (2) mais qui a

&té résolue par TAM et KLOTZ (9) en melange solvant organlque -

solutlon aqueuse.

- Le proton A est le proton de CH2 B qui résonne au plus
bas champ (fig. 4)- (constante de couplage JAX < JBX). Le ta-
bleau III résume les valeurs des constantes de couplage (fig.
et flg. 6) et des deplacements chlmiques en fonctlon du pD. '

A titre de comparalson, la figure 5' montre les depla-'
cements chimlques enreglstres pour l'acide poly L- glutamique
dans D20 (8). On voit qu'en pH basique (chaine non ordonnee) le_
proton CH resonne a plus faible champ qu'en milieu acide (he—
lice a), a l'lnverse de 1l'acide poly o L asparthue qui résonne




S wddgg’

- . :.TZ&WA\..@

}/4

o

R

21 ad

ZHY'5L9

R/

J81BM JO pueq
jeuotieiol

W

/
QoM

ZH ISl




<
L
o

-
-
L
4
<

Hd : .

£y

DS ¢ S .,Qu‘m 1 0L0¢
w o . ﬂwvﬂuv : p .

-A OI: :
s.m. O m.mn

0602

S fors ‘s |

IR 4R ¢
. ZHINoSsZ
NO-1~d

PN

=5
K]
-
N

borg - ese}

ﬁ L : : : L .. 10, .

NI«OW 9 . o098 p- %, .
T wddew. g 2

Hd

,ymmw . UUEIETIE RS IR s AR A4

eXeomovee o0, .o

T N CARIEE Y B D |

B I
OB [ ———— R T . _.. doev o wEy

0501

20201

Yevecan " ean . . o *oﬁ;...l.ounonc nﬁw.m:...y\- ‘

) . : ek ; L et e aa e . o
Q.O.N ] u.l.lnvl.tr “oe o, ) .o—.m .v tevy MRS l.bh“tl'ln-.'w‘“c-ih.-..v X
] cox B o - R T rd‘.a

”‘. K o . 5 .i.o.lu-... no..‘o*.n.q. .

1 W 0s0L

cre oes oy _ EE w:.,A - R mr
wddyg _ . : L
. 0zt ‘

[
3
-
3

U
L
S




m wﬂm.ﬂ .@ @ v - — . " s SOBEAReS  —— R g ﬁ TR ML e .: 0~m§\ O.m‘v e

G-A 914 i

G/'Tl S189 GOy

, oHo )
i ofa suep % gl !
INTILYVYESY-1-d ]
08¢ 002 ZHIN 052 H GLBILTI 5
D wi Ssa/
mmo\._.;_i - ZH . | g Z by wddg

v : | 4




10
CONSTANTES DE COUFLAGE
9 DU P-L-ASP- EN FONCTION DU PH
DO 250 MHZ |
8 |
S —a
- “BX
+5 JAX
3‘ .//‘
|2
1 FIGV-6
[ _
' 1 1 1 L i i . 1 t . _&
4 5 6 7 '8 9 10 11 12 pH
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& plus bas Champ.en mil;eﬁ acidé,(distances‘interfeuillets

plus grandes pour les formes § antiparalldles en milieu acide).

| .o120 | 6a 4,6
Ty W2) o530 ser |63
Tax  ®2) | 7,86 BT ol s
Jap  ®2) | 16,3 15,25 13,80
|8 cm, Cepm) | 4,83 4,65 4,68
s CHy elppm) | 2,7 | - 2,95 | 2,82
TABLEAU III

On remarque que les.dé?lacements’des»protons CH, B sont plus

.grands que celui du carbone en ab(fig. 5). Le spectre enregis-

tré est compatible avec le systéme &tudié (formes B antiparal-
leles). En effet le proton a'conéerve‘son environnement tandis .
que les protons CH"g'changent'leur'orientation'en fonction du
pH. Cependant nous$ avons plusieurs formes en presence, c'est
par 1' analysa des chalnes laterales et la proportion des rota-
meéres en presen9e gque nous~pourrons1examlner les~structures '
existantes.

B =~ Etude de 1la cdnfonmaticn desvchaine5~latéréles;,

Il est 1htéressant a' utiliser les constantea de cou-
plage vicinales J3 é pour obtenir aes~infonmatlons sur les |
configurations~pemmlses autour de la liaison CH\ - CH2 B . Oon
peut representer simplement les conformatlons en termes de
trois rotaméres (£fig. 7), dont 1es proportlons (ou +emps de

v1e dans une. conflguratlon précxse) sont ayr a2 et aje.
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~Les valeurs prises par BRADBURY et collaborateurs (2) de J et

t

g pour le groupement moleculalre C - CH2 - CH - (NH,) - CO§1 :
(r&sidu aspartique) sont J,. = 13,6 Hz etxJg ='2,64Ez" &

t
(PASCHLER (5) ).

D' une facon generale pour une. constante de couplage
JH'H_on a ‘ : ‘ ' '
o B

Jﬂaﬂsqbserve =}aiJ1 + a2J2,+ a3J3r

avec al'f a, + a3 =‘1
Jl' J2, J3 sont 1es constantes de couplageAaséociees au proton

: |

H respectivement dans les’ rotaméres 1, 2 et 3. LT - ‘i
' |

|

Pour conﬂaltre le p01ds statlsthua des~d1fferents

' rotamereo il faut connaitre.les constantes de, couplage Jq et

N 4 t

J, (on suppose;que Jg et J
le rotamere considérd), alors ;»'

ont 1a méme valeur quel que soit -

.Jv c -J R - J }-—_J »
HGEB;- g - _ "'HGHSZ g ‘

1 : . " _
_ Jt qg " I, = I

Lors de 1'analyse du Poly L-aspartate de benzyle, BRADBURY (2)1
a montré que a, = 0 lorsque le polymere est sous forme hélice o

gauche. Alors,

L+ 3 | =g + 3
HaH§1 HaH52 g t

3 (a, =0)

ce qui n'a pas été vérifié Il conciﬁt que les Chaibés latéra--
les du PLAB sont en rotatlon raplde entre les: rotameres 1 et3
(le rotamére 3 a &té mis en évidence en dichr01sme infra rouge

par la vibration du CH2 bending a 1416 cm‘;

Résulitats pour L'acide poly o L aapant&qua

Avec les constantes de couplages J, = 13,6 Hz et =

= + = =0
Jg, 2,6 Hz, la rglat;on ;AX + JBX ’Jt + Jg en falsant az =
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ne se vérifiait qu'en pH basique. Or cette solution &tait tout

a fait a-l'encontré‘des»observations faites en rayons X pour

lesguelles, dahe la forme

g antiparalléle compacte (B AA) les

- groupements carboxylates etaient pmrpendlculalres a l'axe de la
chaine (rotamdre 2).

Nous avons repris les travaux de KAINOSHO
et AJISAKA (6). Ces chercheurs ont effectué une analyse confor-
mationnelle d'aminho-acides et de peptides en utilisant des subs-

titutions isotopiques spécifiques afin d'attribuer des constantes

de couplages non ambigiies aux protons CH2'B A partir de leur
analyse des populatlons pour 1° acide L-aspartique dans différents

€tats ioniques, nous avons trouvé

J

J

1]

5,19

= 13,52 Hz

Hz

d. partir des relatlons Iy

. c4 :
!

9
H

:;: a JE

i

couplages trouvés par eux (6)

(4 Hz et 9,85 Hz en milieu basique

rotaméres obtenus i

. Hz et 6,4 Hz en milieu acide).

2,6 Hz

les valeurs su1vante= -

= 13,6 Hz pour BRADBURY_(Z)

.. 72

_ét des eonstantes de

Le tableau IV suivant r3sume les poids statistiques des

partir de ces nouvelles valeurs de J, et

Jg en utilisant nos résultats expérimentaux.

. PD o conformation,suivant
rotamdre® 4,6 'v6’4' 12 "BIRSHTEIN (voir ch IV)
a; 0,13 0,06 ’,‘5 0,01>' g' 180
52 0,20 0,26 | 0,453 x 60
a, 0,66 .10;66k o;sé x - so
TABLEAU IV

Poids statlsthue des rotam@reos

Comparaison de nos valeurs avec les valeurs de ¥ selon BIRSHTEIN
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(a noter qu' '‘a pH l 6 dans D20, tous les groupéments carboxylates
ne sont pas neutrhlisés (a, = 0,2).

On voit gu'en milieu basique on se trouve en présence
de deux structures, montrées par les rotaméreb 2 et 3. Le rota-
‘m3re 2 est compatible avec la structure 82 laa (groupements car-
boxylates) perpendiculaires a 1l'axe b de la chaine, les protons

B s étendant de chaque coté d° ce plan (fig 8)

ffyig v-8

- coo”
ROTAMERE 2

 En milteu basique le rotamére 1.est ~totalen_,ieht absent, le rota- '
mére 3 est dfi auk structures conformationnelles autres que les
- chalnes  antiparalldles (Par dichroYsme circlulaire. et RMN on
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montre que la formé @2 ##Lreprésente 45 % environ des résidus
du polymére, or a2 = 0,43).

1 passe d'une valeur nulle en milieu basique a3 0,13 en
pD acide. Ce rotamére correspond & la conformation X180 de
BIRSHTEIN, ¢ est-a“dire une conformation peu stable a.cause des
interactions dip&le—dipble entre chaines latérales.

Par contrb le poids du rotamare 3 augmente en pH acide.
En considérant un quéle moléculaire, on <woit que le plan des
groupements carboxyliques neutre peut s'étendre dans le plan c
du réseau monoclinique parall2lement 3 1l'axe B de la chaine et
’étxe'.stabilisé par formation de liaisons }'hydrdgénes (£ig. 9).

ROTAMERE 3 .

figv-9
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BRADBURY et coll. (2) n'ont pu décider compl&tement
de la orépondérance d'un des deux rotaméres en &quilibre ranlde
1 ot 3. Leur analyse en dichroisme infra-rouge ne leur avait
“1 bande // forte
2 bendiné) Dans nos spectres infra-rouge (milieu

révélé que la présence du rotamére 3 (1416 cmo
‘due au CH '
dilué), en mllleu basique comme en milieu acide on a une bhande

3 1420 cm ~ de forte intensité comnatlble avec le mode CH
bending d'un rotamére 3. Le rotamére 3 a ses groupements carbo—
_xYliques paralléles 3 1l'axe b de la chaine oeptidique; ceux-ci
étant coplanaires permettant des lialsons hydrogenes interfeuil-~
lets (forme By A

En conclusion,‘nous retrouvons une conformation des chai-
nes latérales attendue gri3ce aux résultats des rayons X et compa-
tible avec les formes B-antiparalléles en milieu basique et acide.

Le rotamére 3 permet des liaisons H éentre 1l'hydroxyde du
groupe carboxylique et le protoi amide pdur fbérmer des cycles en

C7.

C - Etude en fonc@ion de la concentration

‘Il nous a paru intéressant a' tudler les effets a’ agre—
gation par RMN afin de mettre en &vidence les interactions inter
ou intramoléculaires selon que l'on se trouve en milieu concen-
tré ou dilyé. :

Pour cela, nous nous sommes basé&s sutr une id&e de |
SCHWARTZ et FASMAN (7). .Ces derniers ont &tudié un copolymére
(DLLys) , (VAL)ZO*(DLLys)lo ; & l'aide de mesures de temps de

relaxation spin réseau et des rapports RNH et RCH avec

Surface du pic NH3
Rya ® “5TNE groupe amide)

Lysine

et
| S (CH, VAL)
R

CH ~ S(CH Lys)

lls ont pu donner un modéle corresoondant a des assoc1atlons




intramoléculaires en milieu dilué (les blocs DL Lysine inter-
agissant avec la structure 8 L-Valine).

La figure 10 nous montre les déplacements chimigues
observés pour le o CH et .le B8 CH2 en fonction de la concentra-
tion en milieu basique. Les spectres ont été effectués sur un

appareil 90 MHz H-PERKIN-ZLMER R 22.

En mesuraht le rapport relatif des pics o CH et 8 CHZ'
correspondant 3 la structure B antiparalléle, en fonction de
la concentration, bn voit.que ce rapport tend vers 0,25 en mi-
lieu dilué alors gh'il tend vers 0,4 en milien concentré (va-
leur théorigque : 0,5). Ce rapport estlune mesure de l'effet
chaine latérale - Equelette peptidique. Il doit tendre vers sa
valzsur théorique lbrsque la chaine est libre. Il correspond au
coefficient Ry, de SCHWARTZ et FASMAN.

Ainsi, il apparait qu’én milieu concentré (& partir de
3 % environ et au-dessus) les interactions sont de nature inter-
mdléculaire tandis qu'en milieu dilué (& partir de 1,5 - 1 % et
en dessous) les interactions sont de nature intramoléculaire.

La figure 11 illustre ce systéme.

Les &tudes en infra-rouge ont montré qu'en milieu concen-
tré, il bouvait exister des chalnes B8 parallidles (8 //) incluses
dans la structure B 44 (I.R. Am I' & 1635 cm-l).

'De plus les mesures de constantes de sédimentation n'ont
donné de résultat gue pour une concentration élevée (10 mg/l) avec
S = 1,1 Svedberg, et il n'a pas &té possible d'avoir la constante
de sédimentation pour de faibles CGncentfations de l'ordre de

0,08 % (0,8 mg/l) pour la comparer 3 la valeur obtenue i concen-

. tration &levée et en tirer des renseignements sur l'existence de

liaisons intermolé8culaires.

Ce qui parait intéressant, c'est la possibilité qu'a la
chaine B o4t en milieu dilué de se recourber. Les &tudes RMN étant

- faites en milieu dilué (3 % et moins), on peut s'attendre & voir

apparaitre en milieu organique (DMSO) (Lorsque les protons NiH ne

sont plus &changéd avec D20, les pics NH apparaissant) des pics
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caractéristiques de ces "turns". C'est 1'&tude que nous allons
entreprendre maintenant avec l'évaluation des constantes de

couplage JaCH-NH'

IIT - ETUDE EN SOLVANT ORGANIQUE

' f . , o
A - Constante de douplage 3J(NH— CH)

Les premiers travaux théoriques visant & reliecr une
constante de couplage 3J avec la géométrie de la molécule ont

&té faits par KARPLUS sur les dérivés de substitution de 1'é&tha-

ne (10) et (11). Ils se traduisent par une relation trigonomé-
trigue faisant intervenir l'angle 6 du diédre forTé p?r les
plans H-C - C' dt C - C' - H' de la molécule - ? - ?"‘

' H &'

et la valeur expérimentale de la constante de couplage 3JCH-C'H'

“J A+ Bcos 6+ C cos 2 6

CH-C'H'

Il est apparu intéressant & de nombreux chercheurs
d'établir une relation analogue pour la consténte de couplage
BJNH-QCH entre lé proton de la liaison amide et l'hydrogéne

en o .

BYSTROV ¢t ses collaborateurs exprimént INH- CHyq ©oR
fonction de 6 (6 angle du diddre d'aréte N- C (fig. 12) par une
relation du type t

FIG V-12

2 2 .
NH-oCH A cos 0 - p cos & + C sih™ 6




EIGURE V13
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entre l'angle © et l'angle de torsion ¢ on a

9 = |60 - o] avec 0 < 6 <180° (fig. 13)

CUNG, MARRAUD, NEEL (12), en se basant sur 1'étude d'amides mo-
; deles (cycliques et rigides) recons1derent le orobléme et pro-
oosent : ‘

J () = (4,55 L 0,25)cos 2 8- (3,55 +0,35Jcoss +(4,8  0,1)
corr ‘ v . T -

soit _ _ »

_ i SRS - ' ' ' O o+ -
Jeorr(®) = (0,1 % 0,5)cosZQ'-(3,35 0,35 cos 9) + (0,25 = 0,25)
avec . . .

J’ ha (1 -a 1 aE)" 1"

corrigée exn i 1

: Jexp': vdleur expérimentale de la constante de couplage

35 - . :
INH-aCH

Ei : différence a’ électronegat1v1té entre le substi-

tuant i et 1° hydrdgene.

a : cdefficient éfOChe de 0,1

BALASHOVA, OVCHINNIKOV (13) ont proposé&

- 2 . A
qcorr =9,4 cos®® =~ 1,1 cos § + 0,4

avec

J . 1,09 3 . (figure 14).
cor; ) exp >

Selon BOVEY (1) la relation précédente est valable sans ﬁorrec—
tion pour des valeurs JNH aCH comprises entre 0,5 et 11 Hz.»

= £(5)

On a repfesente flg.‘14 les fonctlons JNH CH
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D'autres auteurs comme RAMACHANDRAN et R. CHANDRASEKARAN
(14) se basant sur des modéles tels les N-acetylamino acides N
méthylamides ont trouvé une relation de la forme :

J (8) = 7,9 cos’e - 1,55 B cos 6 + 1,35'sin29

et 1l'ont appliqueé ‘aux couplages JVH oCH Pour: la gramicidine S.A.
A partir de ces résultats, NEMETHY et PRINTZ (15) en ont tiré

des constantes de couplages théoriques de "turns" B8 et y présents
dans les protéines.

Il est & remarquer cependant que dan$ un mé&lange dyna-
migque de rotaméres, la constante de couplage esurée est en falt

une moyenne ponderée des constantes de couplaqe correspondant
a dlfferents rotameres.

}( Vb xy//exy)
_Jge KT 4o dvdx &

JNH-qCH : :
MACZESDSREED &Y

obServé=<JNH—aCH>

- kT . o

avec V{¢,y, Xl""xn) énergie potentielle de la conformation dé&-
crite par les angles ¢, ¥, Xpeors X

J{'est 1'inté&gration surkl'espace‘des degrés de liberté.

La valeur de V (¢,y, xl.,Q.x n) est donnée par l'analyse confor-
‘mationnelle, et JNH-aCH conduit & deux ou quatre valeurs de ¢ .

_ Des calculs théoriques (16) (17) sugddrent Qﬁe la pré-
-sence d'un doublet électronique libre sur 1l'atome d'azote et que
1'existence d'une liaison hydrogéne dans laquelle le proton de

la liaison peptidique est engagé modifient la valeur des paramé&-
tres A, B et C de la relation de KARPLUS. Cependant on obtient en
général des résultgté cohérents avec de telles’expreSSions de

.3
JNH-aCH'
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5 ;
Constantes de coupzaga J(NH aCH) pour Le Poly L- -Aspantate de

sodium.,

Les spectres ont &té effectués dans le seul solvant or-
ganigue que nous connaissions ol l'acide poly L-aspartique se dis-
sout (aprés léger chauffage) : nous avons employé le Diméthyl-
sulfoxide deut&ré (bon accepteur. de protons) comme solvant. Nous
avons ajouté 12 % d'acide trlfluoroacethue pour vermettre de
voir ‘les plcs aoparaltre (& la concentration de 4 % en polyoeptide)
Nous retrouvons les mémes deplacements chlmlques pour le o CH et |
le CH2 B dans le DMSO gque dans l'eau. Ces pics se deblacent
lorsqu'on ajoute plus de 16 & 18 % de TFA). La figure (15) nous -
permet d'attribuer les plcs R CH2 vers 2,8 ppm (prés des CHy de

la référence TMS), du pic aCH vers 4,6 - 4,7 ppm et des pics NH
entre 8 et 8,5 Hz.

Le pic de trés forte intensité vers 6,1 ppm est di au
proton acide du.TFA. Il se déplace en fonction de la concentra-
tion en TFA (liaisbns hydrogénes avec les groupements carbonyles

de la liaison peptidiqué).vers les bas champs.

On voit que les pics a CH et N - H sont de nature com-
plexe. De plus on Voit vers 3,3 pom apparaitre un pic large de
faible intensité&. Nous avons attribué ce pic i des CHé R couplés

avec le proton du groupement amide.

Le pic NH se compose en fait de plusieurs signaux. Nous
. . . a .
avons tenté d'attribuer les différents couplages NH - C H au

moyen de découplageés’ sélectifs en ondes continues.

B - Découplage des protons par irradiations sélectives.

Nous avont tenté de voir quels sont les protons o CH gui

-~

sont couplé&s avec le proton NH et i quelle structure ces protons

- peuvent appartenir. Ceci a été fait en irradiant par exemple le
proton NH se situaht & 8,1 ppm avec un chawmp Hye. L'addition de

ce champ fait que l1l'on sature les nivéaux.énergétiques (popula-
tions égales) relatifs & 'ce proton et 3 empécher ainsi les tran-

sitions. Ainsi le & CH cbuplé'avec le NH irradié va-til voir son
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signal de résonance disparaicre (fig. 16). Le pic & CH se compose

en fait de 2 massifs séparés C et D.

On voit gue l'irradiation de A laisse inchangé&e la par-
tie o CH, tandis que l'irradiation du pic B fait dismaraitre les
vics C et F. Le pic B se compose en fait de deux parties trop
oroches pour &tre irradides séparément (B et X}. L'irradiation
de C et F nous montre que la partie X disparait. La partie X
représente un tiers environ de la surface du pic B total. Par
contre, l'irradiation du pic D ne fait disparaltre gu'une partie
du pic B tandis qué le pic X est conservé.

Il est difficile de prédire plus pour l'attribution des

différents couplages J L'expérience mérite d'étre refaite

a plus haut champ (250N3H2$? Le pic D est donc complexe. Le seul
résultat positif de l'irradiation a &t& d'attribuer la partie X
du NH (8,4 ppm) au o CH (& 5,05 ppm) et au CH», 8 a 3,4 nom. Ce-
pendant 1'étude du pic cu, bien qu'elle soit difficile va nous

permettre de connaftre les constantes de counlage JNH—CHa’

C = Analyse du pic o CH

La partie C du pic o CH a été attribuée 3 la présence de
chaine non ordonnée dans le systéme. Sur les figures 15 et 17 on

voit la forme compliquée du pic a CH principal (pic D).

Afin d'en déduire et d'y trouver différentes constantes

de couplages J nous avons pris en considération en premier

NH-«CHg, :
lieu des constantes J (figure 17). Noud avons déduit du

Ho-CH

pic o CH ces raies (aitgigugson univogue : une seule possibilité

a été trouvée pour faire correspondre les raies), et nous avons
cherché dans les raies restantes en nous aidant des intensités,
des constantes de couplége, en formant plusieurs systémes possi-
bles. La séule bade de constantes de couplages logique nous a été
donnée par un systéme de raies (partie B). Les raies restantes
forment encore le méme systéme. On.a ainsi trois systémes de cons-

tantes de couplagd telles que on ait 8,9 - 6,6 et 4 Hz. En
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recherchant dans la littérature, on retrouve cés constantes de
couplages pour un coude (turn) B II gu'ont décrit NEMETHY et
PRINTZ (15). Etant en milieu dilué&, ol l'on a-des interactions
intramoléculaires dans les chaines B8 AL, ce résultat ne peut
sursrendre. Cependantkil aurait besoin lui aussi d'@tre affiné
i plus haut champ. ' | ’ |

, Le tableau V nous montre les résultats trouvés par
NEMETHY et PRINTZ par des calculs semi-empiriqgles.

Turn Constantes de couplage Angles dihédraux
(Hz) | Oar v 030 3

Bt (i+1i+4) 8,8 - 7,9 - 8,7 - 8,9) - 60°, ~ 30°, - 90°, 0°
BII(1*1+4) : (8’9 -4 - 6'6 - 8'9) - 6001 "'12_0?I .8001 . 0°

| $,=172° ¢,=-170° ¢,==61°
y (i»i+3) | (2,3 - 7,9 - 9,7)
. ¢,= -131°

1900 - ) =190
¢1—128 wz— 68 Vs 172

TABLEAU V

Les figures isvet 19 nous montrent les différents coudes Brr By
et Y. Les turns BI et BII ont &été mis en évidence par ;es cal-
culs théoriques de VENKATACHALAM (18). De nombreuses é&tudes ont
été effectuées tdnt sur des oligOpeptides (19), (20), (21) et
(22) par effet Overhauser et en rayons X, que sur des protéines

~globulaires ((23), (24).

L'introduction d'une forme g turn II a permis la recons
titution compléte des speétres dichroiques alors gu'en son:absence
nous n'étions jamais arrivé & un résultat satisfaisant (chapitre
VI Dichroisme circulaire). Ce résultat ténd 3 'suggérer gue 1'on
a bien un turn g II. ' | |
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Le développemént du modé&le statistiqué de CHOU et
FASMAN (25), (26) nous donne les fréquences d'apparitions £fj
des résidus L aspartyl suivant leurs places respectives en i,

i+1, i+2, i+3 et léur paramétre conformationnel (tableau VI)
Pt.

Résidu £ Eier | Fie2 | Fies fita
Aspartique 0,137 0,088 0,069 | 0,059 | 1,26

TABLEAU VI

La probabilité pouf qu'un "tétrapeptides” forme un turn unique-
ment avec des résidus L4aspattiques est
4

Pp=£f . £, + £, . fi+3 = 0,491 19

Or selon CHOU et FASMAN, la valeur P = 0,5 10-4 semble &tre une
valeur limite correcte pour la prévision de l'existence turn.
Ceci est fait sans prendre en compte les structures particulie-

res dans lesquelles le B-turn prénd place.

Nous sommes juste 3 la limite de la probabilité d'un
B-turn, cependant on doit prendre en considération l'effet coo-

pératif des chaines B antiparalléles- intramol8culaires.

°)

FIGV-19
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CHAPITRE VI

'ETUDES EN DICHROISME CIRCULAIRE ELECTRIQUE.

A - Rappels bibliographigues
I - Rappelé théoriques

IT - Description du chromophore amide

B - Résultats. Spectres de l'acide Poly o-L-Aspartique.

Reconstitution des spectres dichroiques.

C - Paramétres influencant l'allure des spectres dichroiques.
I - Influence de la masse moléculaire
IT - Influence de la température

IIT - Influence de la nature des contre—ions et

influehce de la taille des contre-ions.

D - Conclusions
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A - RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I - Rappels théoriques.

Lorsqu'une onde électromagnétique lindairement polarisée
‘traverse un milieu possédant un grouvement chromophore ocptigue-
ment actif, ses composantes circulairement polarisées gauche et
' €q* Il y
a alors apparition du dichroisme circulaire. Ce dichroisme peut

droite ne sont pad absorbées de la mé&me maniére €p +

résulter de la présence d'un carbone asymétrique (comme le o CH
des polypeptides).

L'extrémité du vecteur champ électridue E décrit 3 la
sortie une ellipse (fig. 1).

L'angle y appelé ellipticité est relié aux indices
d'absorption K et Ky des lumidres circulairement polarisées
gauche et droite par la relation du type FRESNEL.

=X -
v o= 5 (Kg = Kp).L
¢ : ellipticité (en radians)
A : longueur d'onde de 1l'onde électromagnétique

L : épaisseur du milieu.

Deux grandeurs macroscopigques ont été introduites pour exprimer

l'ellipticité d'un soluté d'une maniére commode.
p

' 1
- l'ellipticité spécifique lv| = I
Y : ellipticité (en degré)
I, : épaisseur du milieu (en dm)
1

C : concentration du soluté (g ml~

)
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- l'ellipticité molaire fel = [w] Té%

Sachant que l'indice d'absorption X est relié au coefficient

d'extinction molaire ¢ par la relation :

_ _ 2,303
K = Log 10 —z~— C.e = === A C <

'C : concentration molaire du soluté (mole l_l).
On montre que :
|8 = 3300 (eg -~ ep)
be = - € est l'absorption différentielle dichroique.

l'ellipticité molaire |8| s'exprime en degré cm? décimole” )

Le dichrographe fournit directemsnt la différencs de
densité optique (AG - AD) d la sortie de l'échantillon pour les

composantes circulairement pnolarisées gauche et droite.

- M -
Ag = N7 (AG AD) . S

M : masse moléculaire du soluté (résidu peptidique)

(en g)
C : concentration du soluté (g 1—1)
1L : épaisseur de la cuve {(cm)
la différence A, - A, est mesurée sur le spectre en mm. Elle est

G D
retranchée de la ligne de base (solvant).

S : sensibilité (en mm—l)
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Théonies qudntéqdeé de L'activité optique.

L'origine de l'activité optique d'un milieu peut avoir
deux origines :

- une trahsition &lectronique peut impliquer le dépla-
cement linéaire des charges électroniques et créer par 13 méme

un mo ent &électrique appelé momenf de transition électrique.

~ ou entrainer la rotation des charges &lectriques au
tour d'un axe, donhant naissance & un moment magnétique appelé
moment de transitibn magnétique.

D'une fagon générale les transitions électroniques peuvent &tre
électriquement ou magnétiquement permises mais les transitions
électriquement permises sont dix mille fois plus intenses gque

les transitions magnétiques.

En 1928 ROSENFELD (1) donne une premié&re théorie quan-
tique de l'activité optique, avec l'expression de la force ra-
-tationnelle R, de la transition électronique 0 -+ a

R, I <A0lp]a > T<’a|m]0 >

Im “'partie imaginaire
IRt opérateﬁr moment dipolaire électrique
m opérateur moment dipolaire ﬁagnétique
0 fonction d'onde de 1l'état fondaméntal
a fonction d'onde de 1l'état excité.

Puis en 1937 KIRKWOOD (2) éropose la théorie de l'os-
cillateur couplé tandis que la méme année CONDON, ALTAR et
EYRING (3) proposeht une théorie & un électron, puis MOFFIT
reprend en 1956 (4) la théorie de l'oscillateur qui fait lever

la dégénérescence Hes états excités.
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D'autres auteurs comme TINQCOk(S) développent pour les
polyméres une théorie quantique faisant intervenir la théorie
des perturbationsQ sur le,méme,modéie, SCHELLMAN et ORIEL (6)
développent les caléuls relatifs aux Structures'hélicoidales v
des polypeptides. Enfin SCHELLMAN (7) fait intervenir le méca-
nisme u - m qui met en jeu d'interaction d'une transition élec-
‘triquement permise d'un chrom0ph6re avec une transition magné-
tiquement permise d'un autre chromophore, interaction qui fut
jusqu'alors complétement négligée. v

II - Description du chromophore amide.

La figuré_z montre le diagramme énergétique du chromo-
phore amide (- ﬁ - NH - ) h '
o .

o

85}

04— ‘ - "‘ - FIG VI-2

Pour les polypeptides~hélicoidaux il existe trois bandes carac-
. ' : . 4
téristiques pour une hélice o droite ( Poly L-Lysine (fig. 2) ) :
- une bande négative a& 222 pm (transition n ~ fkcorres-

pondant a la transition d'un €lectron appartenant 3 une orbitale

non liante de 1'atbme d'oxygéne de labliaison amide vers
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1'orbitale antiliante ¥ Jmax & 222 nm

[6] ~ - 36 000 * 5000 degré cm? décimole

- une bande négative a 209 nm (n > {*polarisee paralle—
lement & 1l'axe de 1l'hélice).

- une bande positive & 190 nm (g » ﬁ*nolarlsée perpendi-

culalrement d 1'axe d' 1 hellce) (+ 70_000Ad cm2 dm 1).

Pour les;chaines B

- une bande negatlve vers 215 - 217 nm. Cn > »ﬂ*
- 18 000 deg cm? aécimole™}) ' -

= une bande pos;tlve vers 190 nm (w I )
+ 25 000 deg cm? Bécimole™
Pour les chaines non ordonnées ;

= une bande négative a 198 nm (- 42 000 + 5000 deg cm
decimole';) ' 3

2

\‘— une bande positive a 217:nm (+ 5000 deg. cm2 decimolef
Pcur les chaines non ordonnees le prohlene est plue aé-
licat car certains auteurs prcccn1sent 1 exxstence d'une autre
structure existant seule ou ex1stant avec la ¢ha1ne non ordor-
née. Selon TIFFANY et KRIMM (8), (9) or auréit pour l'acide poly
L- glutam:cue présence d'une hélice etendue (2 8 & 3 résidus bar
tour) occupant de petites portions cependant assez grandes pour

engendrer un signal dlchroicue.'
Pour l’hélice étendue (selon TIFFANY et KRIMW) or

= une bandeiposxtive.EFZIS nm'|e|=.+ 5000 deg cm2 déci-
mole".l_ . . : ' R ‘

| - ure bdnde négative & 195 nm |0f= = 33l000 deg;cm2.f
décimdlé’l_ ' C - ' S .
Nous revierdrons sur l'existence d'une tellé hélice

dans 1'acide poly a - L - Asvartique sous sa forme ionisée.

1y
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B - RESULTATS : SPECTRES DICHROIQUES DE L'ACIDE POLY a-L-
ASPARTIQUE ' '

~ Les figures 3 et 4 uéus mohtréﬁt l'ailure des Spectres
dichroiques de l'acide poly afL—Aspartiqué (NaF 0,2 M et 2,5 M
dans 1'eau)en fondtion du pH en présence de sél de forces ioni-
ques différentes. Les ellipticités. mdlaires égparaisseut indé-
vendantes de la force ionlque en pH ba31que cdmme en milieu,.
acide. En pH ba51que 1 elllpt1c1té molaire atteint 1
le] = 10 -4 degré cmz décimole -1 pour la bande négative & 198 nm.
A la transition "chaine non ordonnee - hélice vers pH 4, 5 une
b and? négative apparalt vers 220 nm |e|=-4 ‘10" -3 ~degré cm2 déci-
mole

-

). La bande vers 220 nm semble blen correspondre a& la ban-
de caractérlsthue d'une structure en hélice o (fig. 2). Cepen—
dant la bande‘vers 207 nm (7w +'#W S )on ahparait pas. Les spec-
tres infra-rouge et Raman nous ayant_revelevla présencevde for-
mes R antiparalléies, on s'attend & avoir une bande négative
vers 217 nm, ce qui. donne une bande trés 1argé avec la transi=-
tion (n - *) de 1 hélice a. Pour les formes B antlparalleles'
on n'observe- cependant pas de bande p031t1ve Vers 190 nm, de ‘
méme, une structure non ordonnée devrait produlre une bande po-
sitive vers 217 -nm de faible elllpt1c1te molaire (flg. 2).

Depuis quelques amnnées, quelques autéurs se sont oppo-
'sés sur 1' 1nterpretatlon a donner d la bande p051t1ve vers 217 nm'
pour la structure.honordonnee pour un polya01de comme 1l'acide
poly L-glutamique ou pour une polybase comme la poly L-lysine.
Notamment TIFFANY et KRIMM (9), (10) ont é&tudié la conformation
'honordonnée"” des polypeptides dans 1l'urée et le chlorhydrate de
guanidine . Selon eux la structure non ordonnée" est en fait une
hélice &tendue locale proche. d'une structure an hé&lice 31 (selqn
eux, cette hélice aurait 2,6 a 2,8 résidus par tour) D'autres
auteurs tels DEARBORN WETLAUFFR (11) contestert cette 1nterore—
tation en attrlbuant 1! absence de la bande p051tlve a 217 nm
d une structure locale proche d'une hélice o . D' autres auteursk
tels ZUBKCV et collaborateurs (12) developpent une methode de:
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calculs statistiques pour recalculer le spectre dichroique &'une
structure "non ordonnée” selon les angles dihédraux. D'autres au-
teurs reprennent ces calculs (13) et donnent un spectre dichroi-
gue totalement différent des formes ionisées du PLGA et de la
voly L Lysine souptonnées étre une héliée étendue. La figure 5

montre ce spectre bkbtenu par RONISH et KRIMM (13).

[@1 10% DEGRE cM>' DECIMOLE ' ,
# ' .

v

STRUCTURE INORDONNEE

(RONISH AND KRIMM)

ol L FIG V-5
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Cependant avant la.feconstitutioﬁ du spectre dichroique, nous
allons discuter uh peu des épectres dichroiques des différentes .
structures, B antiparalleles trouvées par certains auteurs. ‘
ITOH, FOXMAN et FASMAN (14) dans leurs analyses des deux formes.
B de l'acide poly L-glutamique rapportent le spectre dichroi-
gue suivant (fig. 6) pour la forme 82 A4 (existant dans l'acide

-

(la forme 61 étant comparable 3 une struc-
ture 8 pour la poly L-lysine fig. 2).

[9] EN UNITES ARBITRAIRES (ref 14)

250 275

- CHAINE 32 antiparallele

FIG VI-6
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D'autres auteurs, tels MADISON, SCHELLMAN (15) recalculent les s
spectres dichroiques pour des formes g antiparall2les en fonc-
tion du nombre de c¢haines et du nombre de ré&sifus inclus dans ces
chaines.. Le tableau (I) résume les valeurs des ellipticités mo-

laires et des longueurs d'onde X et A_.._.
7 max min

nombre de chaines 2 4 6 8 8 (mécanisme
reptidiques “U=m non inclus)
nombre d'unités
par chalne 10 5 ’ 4 3 3

Mol pin ~11300 |-10500 |-10400 |- 9600 900

(Mg ] ax 12600 | 12400 | 12200 | 11100 3600

[Me]en degres cm? decimole™ |
TABLEAU I
(réf 15) Apax = 196 mnm, A .= 218 nm

De plus ces auteurs étudient en‘fonction du nombre de résidus in-
clus dans chaque structure, des polypeptides téls qﬁe les Poly-
Proline I et II, le collagéne, et les hélices d de protéines.
(Lysozyme, Ribonucléase S,a-chymotrypsine Myogiobine).

Le tableau II donne les valeurs trouvées par MADISCN et
SCHELLMAN pour deé hélices idéales incluses dans des protéines
globulaires. Les éllipticités meclaires sont trés.éloignées de
celles trouvées pour. l'acide poly L-glutamique:
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nombre d'unités )
peptidiques Xnm = 222 | 207 nm 194 nm
7 - 6400 8150 34600
8 - 6750 6100 | 40000
9 | - 7100 | 1730 49200
10 . | - 7400 - 1670 55000
12 ' - 7850 - 6600 66700
16 - 8800 | - -14500 | 83200
20 © - 8900 -19600 - 93200
26 | - 9300 24000 103000
TABLEAU II

2

[6] degré em? @scimole” !

L'étude en IR lointain entre 0 et 80 cm ' aurait pu
nous donner le nombre de résidus inclus dans les hélices (vi-
brations en accordéon) (16). Cependant cette é&tude n'a pas été
faite. Elle aurait pu nous donner une elliptidité de référence
"dans la reconstitution des/spectres dichroiqués comme nous

l'avons fait (partie B) pour les chaines R antiparalléles.

Pour l'hélice 3l (héliqé gauche) noud nous sommes servi
du spectre dichroique du poly (L Ala - Gly - Gly) donné par
RIPPON et WALTON’(17) (figure 7). La bande nédative & 198 nm ob-
servé par ces autéurs a - 112°C ‘suggére la présence de forme
inordonnée & cdté de la structure en hélice 31. C'est ce que
nous observons pour l'acige poly L Aspartigue & 25°C. Un maxi-
mum positif est observé & 213 nm ([6] 6000 degré cmz/décimole)
et une forte bande négative est observée a 19% nm
(|6] ~- 22000 degré cm?/décimole) .

Par comparaison,'l'étude menée par BALASUBRAMANIAN sur
le poly B-L-Aspartique (24) et sur le poly y-L-Glutamique montre
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que le poly B8+L-Aspartate de sodium (—NH—CH—CHZ—CO-—)n semble
Co,-Na*

adopter une conformation en hélice 3l ( concentration 0,2 &
2 g/1) avec une bande positive vers 225 nm |6| = + 3000 degré.
cm2 décimole_l et une bande négative a 198 nm

6| =-15000degré cm® décimole™ ) (fig. 6').

8l [9] degre cmm? de_cimole'I X ‘|0'3

>
4f
o 2Q0 X
> +5 °
-4 e
x I
_gl o ﬁ\
_12 = - G
I [NH-?H—EHZ—CO]“
. : co0
-16} T x [NH-CH-CHCHCOJ
2 1o | Coo
| S
3
o -
-20} 5
=
- 24} s
) 2 i e L 'y 1 A 1
FIG VI-7 200 220 240 260 nm

I polyB-l-asp pH 12

Spectre dichroique de (ref 24)

I poly-Y-L-glutamique PH 12
L-—ALA-GLY~GLY It poly-y-L-9 a

n

HELICE 31 ref 17, ', " FIGV!-6’
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Une derniére série de spectres dichroliques est a prendre en con-
sidération ; c'est~a~dire les spéctres'des B-ﬁurns calculés par
VENKATACHALAM (18) (fig. 8) et dont les spectres dichrolgques sont
donnés par WOODY (25). Nous allons nous servir du spectre du turn
8 II pour recalculer les spectres dichroiques: Cependant il ne
faut pas oublier que la forme des spectres dichroIques est tribu-
taire des légéres variations pou?ant intervenir dans les angles
dihédraux. |

Calcul des specthes dichrolques

Dans un premnier temps nous avions tenté de recalculer
nos spectres avec les valeurs données pour.l'hélice a , la
random coil, la forme B par GREENFIELD et FASMAN (19) et l'hélice
31 de 1la L—Ala*gly—gly)n. Cependant nous ne sommes pas arrivés
i reconstituer les spectres avec toutes ces valeurs, aussi avons-
nous prié les modéles de'MADISON;pour les formes B antiparalle-
les, celles-ci étant intramoléculaires 3 la concentration utili-

sée en dichroisme.

C'est le modéle compris entre 4 et 6 ¢haines peptidi-
gues (ayant 5 et 4 résidus par chaine respectivement) gqui nous
a donné la meilleure satisfaction. Les fig. 3 ét 4 nous montrent
les spectres dichroIques en fonction du pH dang NaCl 0,2 M et
NaCl 2,5 M pour l'acide poly L Aspartique.

Les calculs ont été faits suivant un systéme d'équa-
tion a trois inconnues (en fait quatre mais la somme des quatre

faisant 1) en faisant

(fraction des résidus adoptant la forme B antiparalléle)

X
y (fraction des résidus adoptant la chaine non ordonnée)
z (fraction des résidus adoptant 1'hélice 31)

W

‘(fraction des résidus adoptant la forme turn 8 II).

En milieu légérement basique (pH 7,6),; On retrouve pbur
toutes les longueurs d'onde le spectre dichroique expérimental

3 [6] =% 1000 degré cm? décimole ) (pour un DPn = 56).
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hélice (gauche) 3l : 10 %

- DU Ph76
chaine non ordonnée : 25 % ’
B antiparalléle : 45 %

g turn II : 20 %

En RMN la partie X du proton Amide NH et la partie C du
o CH semblent bien dues 3 celle du mélange ("hélice 31“ + chaine
non ordonnée), la surface du pic X correspondant au tiers des
protons Amide.

Nous avons repris les calculs en éliminant la structure

-

corre pondant & la chaine non ordonnée.

Le spectre calculé ne correspond plus du tout au spectre
expérimental. En milieu basique on a alors (en solution) un mé-
lange de Random Coil et d'hélice 31. Ceci est compatible avec le
fait qu'en ajoutant l'urée 8 M en milieu basique on ait un (bo)
qui passe de - 50 & 0.

Pour un degré moyen de polymérisation en nombre
(DPn = 56) on a 5 résidus sous forme hélice 31, 14 résidus R.C.,
25 résidus B A il reste 12 résidus inclus dans les g turns II
(liaison i + i+3) soient trois turns. Le mod&le proposé est alors
celui gue l'on peut voir sur la figure 9 (4 chalnes B8 /4 de six

résidus chacun).

o H e
- i IN .‘HR g‘
‘\'T/C\“RR/ \ﬁ/L \ﬂ/ \'éég
3 ‘.I* |
: : N
: " \\4f
H ) N & 7
i 4* I % ' || /

H4h\\ ? - H
<& : ;
/ D q &
oM T s ] |
l
M o]

H

FIGV -9 CHAINE B A LIAISONS HYDROGENE |INTRAMOLECULAIRES
SE REPLIANT SUR ELLE-MEME PAR P TURNS (TYPE P,
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En milieu acide (pH 4,5) on trouve avec une précision
de t 1000 degré cm2 élécimole-1 pour toutes les longueurs d'onde

Hélice 3l : 0 3
Hélice a : 20 %
PH 4,5
Chaine non ordonnée : 15 %
B Fr~ s 45 %
8 II turn : 20 %

La forme hélice 31 a complétement disparu.

En milieu plus acide (pH 2,35) les valeurs trouvées ne
donnent plus le spectre. On peut penser qu'il y a un phénoméne
d'agrégation a& ce moment-1l3.

Le pourcentage d'hélicité obtenu est compatible avec les
valeurs de (bo) obtenues par D.0O.R.), mais on voit qu'il reste
cependant de la structure non ordonnée. L'hélice doit &tre peu
stabilitée par les liaisons hydrog&nes pour l'acide Poly a-L-
Aspartique, une partie de la structure non ordonnée (10 % environ)
s'étant transformée en hélice a.

C - PARAMETRES INFLUENCANT L'ALLURE DES SPECTRES DICHROIQUES.

I - Influence de la masse moléculaire

La figure 10 montre l'aspect du spectre dichroique ob-
tenu pour une masse moléculaire en poids ﬁ% = 14000 (échantillon
obtenu chez SIGMA). '

En milieu basique, le spectre dichroique ressemble d ce-

lui obtenu pour une masse moléculaire plus petite (Mn = 7000)
(fig. 3).0n obtient la méme ellipticité pour la bande i 198 nm

_ 3 3 _ 4 - 3
( [6] =13 107 pour M_ 14 10” et [6] = - 10" pour un M = 7 107).
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En milieu acide, cependant la bande vers 220 nm voit
son ellipticité passer de [8] = - 4500 pour ﬁ£ = - 7000 &
(8]

(0] =-- 104 degré cm2 décim le ! pour la plds forte masse tan-

7 10° pour M; = 14000. La bande & 198 nm donne un

dis gue pour un ﬁ; = 7000, on a [6] = - 7 103 degré cm® déci-

mole_l.

On ne note pas grande différence entre les deux spec-

tres, cependant une ﬁ;= 14000 reste une massd relativement fai-
ble.

IT - Influence de la température.

La figure 11 donne les spectres dicﬁroiques du poly
L aspartate en fonction de la température. Le fait de chauffer
d 60°C a deux effets ; d'abord 4'augmenter l'ellipticité de 1la
bande & 198 nm ([6]198 passe de - 11 10° degré cm? décimole !
4 25°C & - 15 10° degré cm® décimole ! i 60°C), et l'ellipticité
vers 215 nm diminue, ce gui aurait tendance i montrer gu'en
chauffant en pH basique on ait une-transitioﬂ B 44 > random coil
On trouve en recalculant le spectre dichroique, la composition

approximative suivante a 60°C avec :

als| = ¥ 1000 degré cm® dscimole”!
(tableau III)
T°C Random Coil B AA B turn 1I hélice 3,
25°C 25 % 45 % 20 % 10 %
60°C - 45 % 33 % 14 % 8 %

TABLEAU ITI

Pourcentage des diverses structures en fonction de la température.
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III =~ Influence_de la nature des contre-ions.

Divers auteurs ont étudié l'influence des contre-ions
sur des polypeptides. Il convient cependant cde distinguer deux

modes d'interaction des contre-ions sur le polyptptide

1) Pour des chalnes latérales ionisables comme l'acide
poly-L-glutamique ou la poly-L-Lysine les contre-ions peuvent
jouer un rdle stabilisateur de 1l'hélice o comme dans l'acide
poly-L-glutamique en présence de chlorures de tétraalkylammonium
(20). C'est alors le rayon ionique du contre+ion qui intervient
(3 cdté de l'interaction électrostatique) pour modifier la struc-
ture du solvant ervironnant.

2) Il existe aussi une interaction des ions métalliques
avec le groupe peptidique, particuliérement avec les sels des
groupes I A (LiT, Nat) et 11 & (Mg?t, ca’) (21) .

Nous allons d'abord développer le premier point.

E{fet du rayon Londque du contre-Lon.

Nous basant sur les travaux de KANEHIRO (20)et collabora-
teurs, il nous a semblé intéressant d'essayer d'avoir une propor—
tion plus grande d'hélice o que nous n'en trouvons dans NaCl
0,2 M et NaCl 2,5 M (dﬁ la force ionique ne semkle avoir dque
peu d'effets (fig. 3 et fig. 4).

_ Nous avons regardé l'effet que produisait l'introduc-
tion d'un contre-ion plus gros tel le contre-ion tétraéthyl-
ammonium. Le polypeptide a été dissout pér le tétraéthylammonium
hydroxyde (Et4NOH) et on a effectué une traﬁsition en fonction
du pH (fig. 12). En comparant cette transition avec celle obtenue

dans NaCl 0,2 M (fig. 3), on peut remarguer plusieurs effets.

A pH basique,lil semble y avoir plus de chaine non ordon-

née dans (L-Asp NEt (pH 6,7) gue dans (L—AspNa)n (pil 7,6)

4)n

+ —

( [8]]ea " = - 15000 d.cm’décimole et
Na _ 2., . =
(81165 nm = - 10000 d.cm®décimole.
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Lorsqu'on abaisse le pH (neutralisation partielle),
1'hélice o apparait & plus haut pH (6,4) pour le contre-ion
tétraéthylammonium que pour le contre-ion sodium (pH 4,5) ;

)

cecl est mis en évidence par l'apparition pour (L-Asp NEt, A
s

des deux bandes & 209 et 222 nm ([6]3554 = - 5000 dem® /dnm
et [9];;2 o = 5000 d.cm%d mole_l). La bande i 198 nm reste
plus importante pour le contre-ion N+Et4 [e|§§§4nm = - 13000
d.cm® d mole” ! (pH 6,4) gue pour le contre-ion

Na+:[e]f;8 om =~ 9000 d.cm® dmole™ ) (pH 4,5). A plus bas pH

les deux bandes 3 209 et 222 nm disparaissent pour (L-Asp NEt4)n
(pH 3,4) et une Pande & 216 nm apparait (structure : B

_ - 2 .. -1
[6]216 om = = 7000 degré cm® décimole 7).

Pour le sel de sodium, l'ellipticité de la bande &
222 nm ne change plus lorsgu'on abaisse le pH (pH 2,4).

-~

La bande a 198 nm (chaine non ordonnée) reste plus
intense a bas pH pour le contre-ion tétraéthylammonium gue pour

. NEt,
le contre 1onN§a (61155 o d as
pH 3,4 et [6], = - 7000 degré cm” décimole 7).

-

= - 12000 degré cm® décimole ' 3

198 nm
En conclusion, l'introduction d'un contre-ion de forte
taille. semble audmenter la quantité de la chaine non -ordcnnée,
mais aussi de promouvoir la transition chaine non ordonnée -

hélice o & plus haut pH.

De plus, a bas pH on voit apparaitre une transition
hélice o —+ B gui semble &tre due & un phénomé&ne d'agrégation
(pH 3,4). A pH trés basique (pH 12 fig. 12) la bande 3a 216 nm

semble avoir disparue et la bande & .198 nm (chaine non ordonnée)

a une ellipticité forte [e}?g Nnm = - 20000 degré.cmzdécimole~l
Le rdle du contre-ion N Et, serait de "s'infiltrer" dans le réseau

4
monoclinique des formes B 7/ et de les détruire, stabilisant ain-

si les groupements carboxylates de la chaine non ordonnée. On au-
rait alors une transition 8 /44 + chaine non ordonnée & haut pii,

due 3 la taille du contre—-ion.
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Ef4et de La nature du conthe-4ion

BALASUBRAMANIAN et MISRA (21) ont montré que les cations
des groupes I A et II A interagissent avec le groupe peptitique
par un mécanisme d'interaction ion-dipdle. Ils ont montré que
l'interaction du groupe peptidique avec le cation varie dans
l'ordre # > LiT » Ca2+-> Mg2+ > Na© > K+. Le cation se lie &
1'oxygéne du carbonyl,‘amenant une augmentation de l'ordre de
la liaison CN et une diminution dans l'ordre de la liaison C=0,
ce qui change de fagon significative les propriétés optiques
du chromophore amide. '

En général:l'addition de ces ions induit des déplace-
ments hypochromigues (réduction dans l'intensité de la bande)
et hypsochromigues (déplacement vers les plus faibles longueurs
d'onde) dans les spectres du chromophore amide. La présence de
points isobestiques dans le spectre obtenu par addition de ces

cations montre l'existence d'un équilibre :

M-*-(HZO) + n amide — [A>——— N/-—-) >==N+ﬂ + m H,0
m <~ e N \ 2
ol 0
L .‘.' \ J
M M
n

Nous revierdrons sur ce probléme de polvatation (structure de
1'eau au voisinage du groupe amide) dans le chapitre suivant.

La figure 13 nous montre les spectres dichroiIgques ob-

. : L+ 2+
"tenus lorsqgu'on prend des cations complexants comme Li ou Ca .
g9 P P

En pH acide on voit immé&diatement que les spectres di-
chroiques des sels de Li+ et Ca2+ ressemblent tout & fait au

spectre dichroiIque du polypeptide neutralisé.

E&n milieu basigue, l'addition d'ions Ca2+ augmente
1l'ellipticité de la bande & 215 - 220 mmb([eﬁ ==4 103 degré cm2
décimole—l) par rapport a l'addition de Na® (NaF 0,2 M et 2,5 M
fig. 3 et 4), alors que 1'=dditior d'ions Li' donne une ellipti-

cité légérement positive & 217 nm (tande correspondant a la
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structure 8 %) (pour le glutamate de sodium l'addition de Lit
fait disparaltre cette baade (23) ). Il semblerait donc gue Lit
gui se fixe (avec H*) plus fortement sur l'oxygéne'carbonyle du
groupe amide que Na+, empé&cihe la formation de formes B /A% en dé-
truisant les liaisons hydrogénes des formes § /#~ (liaison C = 0
plus courte et oxygéne complexé). Cependant les ions Ca2+ de-
vralent eux aussil &tre des destructeurs des liaisons hydrogénes
engagées dans les formes g /4%, mais nous avons deux effets com-
pétitifs : complexation du groupe amide et fixation sur le grou-
pe carboxylate. C'est ce dernier point gqui senble l'emporter
pour Ca2+ . De plus, ces ions sont solvatés par l'eau et pour
Ca2+, n HZO c'est la grosseur du cation hydraté qui semble empé&-

cher celui-ci de parvenir au groupe amide engagé dans des formes

g

C - CONCLUSIONS

Nous avons vu que la nature des spectres dichroigues
n'est pas simple et gu'il a fallu recourir a& des méthodes d'ana-
luse telles 1l'infra-rocuge et le Raman pour identifier les struc-
_tures en présence et pouvoir ensuite reconstituer approximati-
vement les spectres dichrofcues. Nous avons vu quels principaux
paramegtres (masse, température, nature du contre-ion) il fallait
faire intervenir. Nous avons vu aussi apparaitre des transitions
dues & la température (B ;% - Random Coil) ou révélées par la

présence de contre-ions (Random Coil + hélice a« ~+ B ).

On s'aperc¢oit par 1l'influence des conhtre-ions que la
nature du champ électrostatique au voilsinhage du polymére joue
sur la structure du polypeptide. Il serait intéressant d'étu-
dier levchangement’de solvation (et denc de constante diélectri-

gque) au cours d'une transition en fonction du pH.
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CHAPITRE VII

SOLVATATION DE L'ACIDE POLY a-IL ASPARTIQUE

A - Bibliographieg Les différents modes d'étude de la solvatation
des polypeptides.

I = Calculs quantigques

II - Mesure de relaxation en spectroscopie mécanique

dynamique.
III - Dispersion-diélectfique
IV -~ Temps de relaxation par RMN

\Y/ - Infra-Rouge proche.

B - Etudes en Infra-Rouge proche de 1l'acide poly a-L-Aspartique
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A - DIFFERENTES METHODES D'ETUDE DE LA SOLVATATION DES POLY-
PEPTIDES ET DES PROTEINES.

L'hydratation des polypeptides est l'un des plus impor-
tants phénoménes intervenant dans l'existence des structures
secondaires, prindipalement au niveau moléculaire oll l'eau se
trouve associée par_liaisons hydrogénes au squelette peptidique
ainsi’ gque sur les groupes polaires portés par les chaines laté-
rales. ‘ '

Il existe différentes maniéres de considérer le probléme.
On peut regarder-la variation dés propriétéé du polymére par sol-
vatation par des technigques telles qﬁe la relaxation mécanique
dynamique, la relaxation diélectrique, ou encore en mesurant les
yariations de certaines ptopriétés du solvant lui-méme au voisi-
nage du.polymére (temps de relaxation des deutérons par RMN,
Infra-Rouge proche).

Il nous d paru intéressant, avant d'entamer 1'étude par
infra-rouge proche de résumer quelgques techniques de mesure de
la solvatation des polypeptides.

I - Les calculs semi-empiriques

De nombreux calculs guantiques et semi-empiriques ont

été effectués sur les polypeptides visant a donner .une évalua-

tion de l'énergie libre de solvatation minimale pour le systéme

polypeptide - eau de solvatation considéré. HQPFINGER (1) a réa- .-

1isé un tel calcul sur les acides Poly-L-Glutamique et poly-L-
Aspartique suivant leur structure secondaire. Il a trouvé qu'un
modéle & 2 molécules d'eau par groupement peptidique offrait
1'énergie libre minimale d'interaction polymére-solvant (ici
l'eau). Il montrait que les interactions groupe polaire - solvant
aquauX‘étéient plus Stabilisantes. I1 montrait de plus que de
toutes les Structﬁres secondaires, c'était 1'hélice a droite qui
avait 1l'énergie libre d'interaction polymére-gsolvant la moins
favorable. .
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II - Mesure de relaxation en spectroscopie mécanique dynamique.

Par des mesures de pefte mécanique dynamique en fonction
de la solvétatidn sur le sel de sodium de l'acide poly L-gluta-
mique, SHIRAISHI (2) et collaborateurs mettaient en &vidence deux
modes différents de relaxation des chalnes latérales, correspon-
dant & la présence de deux structures secondaires dont les pour-
centages variaient avec l'hydratation.-

Par ces mesures sur des films différémment‘hydratés et
en s'aidant 4'autres techniéues comme l'infra-rouge fondamental
et la D,S.C; (Différential Scanning Calorimeter : Analyse ther-
migque différentielle) ils ont pu identifier les deux structures
secondaires et l'hydratation correspondante. Ainsi & 46’% d'humi-
dité on peut voir des formes g tandis qu'd 86 % en humidité appa-
rait la forme hélice o tandis qus disparalt la forme g . Entre

ces deux taux d'humidité on a un mélange des deux formes.

Ils en concluent la solvatation suivante pour les deux.
formes:4 molécules d'eau par résidu pour les chaines 3 -
0,5 g eau/g de PGANa) et 7,5 molécules d'eau de solvatation par
résidu pour les hélices a (0,9 g eau/g de PGANa), l'eau exté-

rieure (eau de remplissage) ne changeant pas les propriétés.

Ainsi pbur l'hélice o (humidité > 86 %) il existe des
répulsions électrostatiquas entre chaines latérales, tandis
qu'a un taux d'humidité < 46 %, il y a compétition entre forces
_électrostatiques interchailne et'liaisons'hydrdgéne qui ‘stabili-
sent la forme B8.

III - Mesure de dispersion diélectrique.

Les mesures de dispersioh diélectrique et l'étude de la
relaxation diélectrique du squeiette peptidique; surtout des ‘
 chaines latérales, peut amener des renseignemeénts sur la solvata-
tion des polypeptides et la détermination de la quantité d'eau

associée (mesures a basse fréquence) a l'aide de la perte dié-

lectrique (3) .




Cependant, les mesureside'dispersion diélectrique dans
l'eau sont g@nées par la forte conductance du milieu. Nous
nfavons pu mener cette étude & bien pour ces raisons techniques.
TAKASHIMA (4) a mené cette &tude pour l'acide poly L-glutamigque
dans l'eau et &tudié la perte diélectrique lors de la transition
chaine non ordonnée + hélice o en mettant en évidence la possi-
bilité d'avoir une structure intermédiaire lors de cette tran-
~sition. | ' |

IV - Mesures des temps ds relaxation spin réseau (T,) de D,O

par RMN.

‘GLASEL (5) a men& l'étude des Tl.en fonction du pH des -
molécules de DZO (temps de réorientation des deutérons libres
T1 v 0,5 sec) qui solvatent l'acide poly-L-glutamique et 1la

poly-L-Lysine. Il en dé&duisait un seul temps de corrélation

(T = 1,6 10-8 sec) et plusieurs régles phénoménologiques, a
savoir : - ’
, L + -
a) les groupements :p = 0, /}N - H, - C=-0 Nr, c - NH3 X
.n'ont pas de fortés interactions avec 1'eau.
g <
b) - - OH, C —‘N\\ ont de fortes interactions avec l'eau.
; H A

c) Les fortes interactions de l'eau avec decs polyméres ayant une
charge formelle se produisent lorsque cette charge est partiel-
lement ou totalement neutralisée. '

“Quand les fluctuations intramoléculaires ont une durée
de vie &gale i 1073 seconde, les interactions polyméres—solvants
sont détruites. : '

_Ainsi-il en conclut que les ions COO~ de la chafne la- .
térale de l‘acide.polYQlutamique pauvent interagir avec des '
groupes NH avec délocalisation de la charge et gu'il y a un pro-
écssus compétitif entre les intcractions pqumére - eau et polyf

mére contre-ion.
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De élus il montre que les interactions dz l'eau avec
les groupements imides ou les fonctions carbonyles des groupes

peptidigques doivent &tre trés faibles.

V - INFRA ROUGE PROCHE.

Cette méthode plus simple que les autres nous a cepen-
dant donné de bons résultats. Elle est bas€e sur les déplacements
de la bande de vibration de l'eau (vl + v3) ernigagée dans une in-
teraction polymére - solvant. (Domaine du proche infra-rouge 1,3

31,7 u ou 8000 - 6000 cm™t,

Mc CABE et FISHER (6) ont les premiers utilisé la métho-
de de 1l'absorption 1nfra rouge différentielle pour connaltre la
solvatation des sels alcallns.

La figure' 1 schématise les composants spectraux et le

spactre différentiel. Polymére (échantillon) = eau (référence)

Ici :
in est le volume molaire intrinséque du soluté
¢v est le volume molaire apparent du soluté
th volume d'hydratation (eau fixée sur le polymére)
n nombre de molécules d'eau fixée
exclu volume molaire exclu par le soluté hydraté
Vei volume d'&lectrostriction (perte -de volume de 1l'eau

interagissant avec le polymére

Des équations simples nous donnent

_ 103 BV

Vexclu C

c concentration molaire du soluté

FV = fNu facteur de normalisation = ‘%A%L
2

|AA] absorption différentielle (valeur absolue)
entre l'échantillon et la référence (prise

3 la fréquence u )
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l
ECHANTILLON REFERENGE DIFFERENGE
- ABY ABS AABS ‘
,, EXcLY
r' "\ . / ‘\
o'. | \\ th ’”\‘ l" \‘
',’VEXC, ,". . 4 ~~.

Figure VII-1

‘ H,0 Absorption par l'eau (prise & la fréquence p ).
le rapport fNu est pris a la frégquence (u) ol l'eau a un maxi-

mum d'absorption (ciest—a—dire a 1,44 y ) ou AABS(HZO)l 44U=l,34;
. . : 4

. On a aussi :

d densité du soluté

do densité de l'eau

M, masse du résidu peptidiqué

C  concentration molaire = 0,13 M

Le produit f& (HZO) pour toutes les longueurs d'onde donne le
o ‘

spectre "normalisé" de 1'eau qui représente la contribution
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nette de l'absorption par l'eau dans la cellule référence

(courbe B).

L'addition de cette courbe au spectre différentiel
donne la contribution nette de l'absorption par l'eau dans
l'échantillon (courbe C).

On a donc l'expression :

Vexclu _\ ¢y = BV,
avec . Vy ¢ volume molaire de 1'eau libre (&8 25°C)
4, : densité de l'eau a 25°C = 0,997048 g/ml
v, : 18,053 cm’/ml |
n : nombre de moles d'eau fixées sur le polymére par
résidu. |

B - ETUDES EN INFRA ROUGE PROCHE DE.L‘ACIDE POLY a-L-ASPARTIQUE

Ce que'nous voyons dans les speCtres, ce sont les ban-
i . - +
des de l'eau associée aux polyméres (plus des bandes NH et NH3

gui absorbent dans ces régions).

Il est donc nécessaire d'avoir des composés modé&les
(acide propionique pour les chalines latérales, la N-acétyl
'glycine pour le groupe peptidique) pour pouvoir attribuer les
bandes de l'eau fixée Qu'des bandes de vibration N - H qui ap-

paraissent aussi dans ce domaine.

Nous allons nous servir également de 1'étude faite par
SUBRAMANIAN et FISCHER (7) sur l'acide poly L—glutamique, sur
la‘poly—L-Lysine'et sur des modéles comme la L-Lysine, l'aniline

et la N-Butyl amine.

Ces auteurs étudient la bande a4 1,4 u due a la bande de

comrbinaison (v, + v3) de 1l'eau.

1
Ils montrent que l'eau (sous forme de monomére dans

CCl4) a un Xmax d'absorption vers 1,4 u et dque ce sont les
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€lectrons p libres de l'oxygéne gqui sont engagés dans des liai-
sons H pour l'eau interagissant avec la poly L-Lysine
(groupe ¢ NHé).

De plus, selon eux les groupements - NHE (longueur
d'onde supérieure & 1,54 u) doivent se combiner avec Cl car
on n'observe pas de solvatation de ce groupement (ABS résiduelle
et non de solvatation). Le tableau I résume les fréguences et

les attributions des raies observées par SUBRAMANIAN et FISCHER.

Longueurs d'onde . Composé Attribution des bandes
(en ) |
1,406 P-L-Lysine Eau liée au groupe NH2
(par 1l'oxygéne)

1,408 L-Lysine
1,402 n—-BU NH2
1,46 P-L-Lysine | N - H libre (de e-NH,)
1,54 P-L-Lysine | N - H lié 3 H,0 (de e-NH,)
1,49 . P-L-Lysine bandes Vi + Vv, asymétrique et

. symétrique du groupe e—NHZ
1,527 | e

-1 non ionisé
TABLEAU I

Les figures 2, 3 e£ 4 donnent les spectres différentiels pour
l'acide propioniqué, la N acétyl-glycine et l'acide poly o-L~
aspartique (échantillons) contre leur sel de sodium (ré&férence).
Ils représentent la différence de solvatation entre pH acide et

basigque.

Cependant pour avoir une analyse plus fine nous avons

pris chaque soluté (échantillon) contre 1l'eau (référence). La




¢-UA Otd
. 8 v
)
120'0-
—OhO
e €'l .
A
& 3 ) 0
100
\
\ Z0'o
"NOTTIINVHO31SNVa Nv31 30 NOILdHOSEY.Q 3H1D3ds @ !
(0%-W £10) N €00
. N ! .
(4@dley 3 LVNOIAOHd 9241u00 JNDINOIdOHd  3AI0V @ -\ !
N - ’
v, YVt oo
, ]
Ilss [




»

g-1A DId

NOTTILNVHO3 ] :
A SNYA NV3 v ianag -sav(Q)

NY3ia Hvd 3ISIITVWHON mm.rum_n_w,@

BN 9P 3 LVNIDATD TALIOV-N JHINOD

(0% SNva Welo) INIDATD TAL3DV-N @

vy

z20‘'0-

OO

¢c00

£00

t0‘




v-1lA 913

©
S
¢

! § " v v

-~

Ll

-
- o
- -

\‘

nu_m<|_n_ 3_0 Co_u.m,wm\_mus»ﬂ_u OLHOOQm@

| dg9sijewlou ONI@
(PIBHd - ¥ Hd (®

AONI:EmTO IND I LHVdSV-d

@ u-.vllc.aoc.ﬁs

141




- 128 -

différence de solvatation entre la forme acide et basique a été

retrouvée la m@me gue pourfl'absorptiOn différentielle directe

(aicde (8chantillon) - base (référence) ).

Les figures 5, 6 et 7 montrent ces spectres différen-

tiels (contre l'eal). Pour les spectres de la N acétyl-glvcine

et de l'acide poly a L aspartique contre l'eau, l'allure dissy-

métrigque de la bande 4 1,41 y nous a conduit & chercher d'autres

bandes en recomposént,le spectre. Les longueurs d'onde des maxi-

ma d'absorption sont montrés dans le tableau II.

Composé

longueur d'onde

attribution

EAU FIXEE SUR COOT]

propionate de sodium 1,41 ¢
acide propionique 1,41 y EAU FIXEE SUR COOH
N acétyl glycinate de
sodium ’ 1,41 y -|EAU FIXEE SUR COO~
N acétyl glycine 1, 36 EAUFgggggﬁiﬁ?
1,41 EAU FIXEE SUR COOH
1,46 4 NH HYDRATE |
P-L-Aspartate de sodium 1,41 EAU FIXEE SUR COO
P-L-Aspartique Acide 1,36 y EAU FIXEE gxgsgguﬁ-
i 1,41 u EAU FIXEE SUR COOH
1,46 u NH HYDRATE
1,54 u NH LIBRE NON HYDRATH
« +
1,6 q - NHj

TABLEAU IT




(@ PROP.Na OI3M contre leau

. - ®PROP-H"'O,I3M contreleau

FIG VII-5
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Le tableau III nous montre les résultats obtenus par les calculs

des deux volumes exclus et des volumes molaires apparents.

Composé densité fN Vexelu b, n HQO/ An An
(0,13 M) cm3/  |em3/
_ mole mole |{résidu calc. exp.
propionate |1,002453|7,62 107°>| 204 | 58,6 | 7,22
de sodium 4,25 4,5
Acide pro- |0,99629 |9,33 107°| 137,7]| 84,08] 2,97
pionique
N
N acétyl
glycinate |1,006012{2,81 107 2| 215,4| 71,2 | 7,98
de sodium 3,9 4
N acetyl 1,001003]1,12 1072 | 160,8 | 86,8 | 4,1 -
glycine
P-L-Aspar-
tate de 1,00443 |2,05 1072 | 157,8 | 80,45 | 4,28
sodium ‘ '
| 0,6

P-L—Aspar— -2
tique Acide 0,99843 {2,98 10 172,3 | 104,6 | 3,75

TABLEAU III

Le rapport du nombre de moles de solvatation des sels de sodium
du poly L-Aspartate de sbdium au nombre de moles pour le sel de
Na de la N-acétyl glycine est égal a 0,57. Il y aurait donc en
milieu basique environ 43 % des groupements carboxylates du poly-

peptide qui ne seraient pas solvatés. Ceci correspond aux valeurs
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trouvées par dichroiIsme circulaire (45 % de forme.52%¥¥ dont

les groupements carboxylates s'interpénétrent trés fortement).
Le groupe amide dans la N-acétyl glycine a 1,1 mole d'eau d'hy-
dratation (par résidu). En milieu basique comme en milieu acide
le groupe peptidique est solvaté (0,7 mole d'eau en milieu basi-

que, 1,1 mole d'eau en milieu acide).

Pour la N-acétyl glycine, la bande a 1,46 p doit exister
mais n'est pas décelable d'aprés le spectre en milieu basique. On
la voit apparaitre grace a la déformation du pic a 1,41 y en
milieu acide. La bande a 1,36 j n'apparait qu'en milieu acide

et son intensité est environ moitié de celle El 1,46 u.04083

Pour l'acide poly-L-Aspartique la bande & 1,36 u devient

trés intense . (deux fois la bande & 1,46 y AA = 0,001). De plus
apparaissent deux autres bandes a 1,54 p et 3 1,6 yu. (FKSQ)

La bande & 1,36 y ne peut &tre due au groupement hydro-
xyle du groupement carboxylique car on ne la met pas en évidence

pour 1l'acide propionique.

Nous pensons qué la bande a 1,36 y est due a la solva-

tation du groupe amide.

De plus, SUBRAMANIAN et FISCHER (7) en prenant leurs modéles mon-
trent que la bandé 3 1,46 u est due & un N - H libre tandis que
la bande & 1,54 py est due au proton amide 1lié & 1l'eau. La bande
vers 1,6 y trouve son origine dans l'absorption résiduelle des
NH;. Cependant on ne voit pas de bande 3 1,54 py pour la N-acétyl
glycine alors que le NH amide doit &tre hydrété (0,7 mole HZO/
groupe N-H). Nous pensons pouvoir attribuer les bandes pour
l'acide poly a L aspartique, a 1,36 p au CO carbonyle hydraté et
d 1,46 p au proton amide hydraté; Les deux bandes ont environ la
méme intensité&. Nous proposons le modéle suivant d'hydratation

du groupement amide (1 mole HZO/résidu).
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SUBRAMANIAN et FISCHER signalent la possibilité d'avcir plusieurs
bandes dans la région 1,4 - 1,41 u (absorption de l'eau vers les

groupes carboxylate et carboxyliques).

Pour l'acide propionique, on a une bande tré&s large et

~

aplatie a 1,41 u. Nous. pensons qu{il y aurait la 2 bandes cor-
respondant & l'équilibre - COOH 7 - COO  + HY  od chague es-
péce (carboxyligque et carboxylate serait hydratée. Le caractére
acide devrait alors changer avec la solvatation. Une derniére re-
margue s'impose. Il est &tonnant qu'en milieu basigque on trouve
une solvatation du groupe amide et aucune pour le groupement car-
boxylate pour la structure 62-%%3 Les résultats obtenus sont des
résultats d'ensemble. Si alors dans cette structure le groupe
amide n'était pas solvaté, on aura une solvatation du groupe
amide de 2 moles/H20 par résidu pour les autres structures, ré-

sultat en accord avec les calculs de HOPFINGER (1).
Conclusions.

Le groupe amide est faiblement hydraté par rapport au
groupement carboxylique. De plus le groupement carboxylate lui-
méee est beaﬁéoup plus hydraté que le méme groupement carboxyli-
gue (COOH). Ces observations sont en accord avec les régles phé-
noménologiques de GLASEL; a savoir que les groupes C =20
(carbonyl) et N =« H ne fofment pas de fortes interactions avec
l'eau.

Dans la solvatation des groupes amides ou carboxylates
il y a compétition entre l'eau et les contre-ions au voisinage

de ces groupes.

Dans la partie B ## du poly L-aspartate de sodium, les
groupements carboxylates ne sont pas solvatés. On doit alors
avoir une paire d'ions 1liés (—COO_Na+). Au niveau des groupements
carboxylates>dans les. formes B3 44 la constante diélectrique doit
étre faible. ' '

Il est possible gque les chaines latérales (dans les
structures secondaires autres que la forme 8 /4*) se replient ou
aient des interactions avec les protons du groupement amide afin

de neutraliser partiellement la charge.
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Enfin, la méthode d'étude de la solvatation par infra-
rouge proche semble &tre une bonne technique pour distinguer
les différentes contributions des interactions polypeptide -
solvant. On voit que l'hydratation est fonction et aussi la

cause (hydratation du carbonyleen milieu acide (bande & 1,36 u))
de la structure des polypeptides.




CONCLUSTION
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Les études en Infra-—-Rouge et en spectroscopie Raman
nous ont permis de déduire les structures secondaires qui appa-

raissent dans l'acide Poly-o-L-Aspartique.

- En milieu basdique concentrné, ces études réveélent la
présente de structures seccndaires telles : la chaline non ordon-
née, une structure hélicoidale étendue proche d'une hélice 3i
et des chaines B~antiparalléles engagées dans une structure mono-
clinique (structure tertiaire) avec de faibles distances inter-

feuillets (structure 82 A

- En milieu acide concentré, la structure proche d'une
hélice 3l disparait. Les chalnes p-antiparalléles conservent
une structure tertiaire monoclinigue, mais leur distance inter-

feuillets augmente (structure 84 /A

De 1l'hélice o apparait, et la chaine non-ordonnée sub-
siste. On ne peut décider si 1'hélice étendue ou la chalne non-

ordonnée ou les deux se trancforment en hélice a.

En milieu concentré, les chaines B8-antiparalléles possé-
dent des liaisons hydrogéne intermoléculaires. La structure §

parallélé disparait en milieu acide.

- En militu basique difu?, on observe les structures
chaine non-ordonnée, hélice étendue (structure secondaire proche
d'une hélice 31) ainsi que des chaines g—antiparalléles:a faible

distance interfeuillets (structure B, 77) .

- En milieu acdde difué, la structure proche de 1'hélice
3l disparait. Les chaines B-antiparalléles 3 faible distance in-
terfeuillets subsistent (structure 82 44}, tandis que 1l'hélice q
apparait.

De plus en milieu diulé, les chaines @-antiparalléles
ont leurs liaisons hydrogéhes intramoléculaires. Les études en
Résonance Magnétiqhe Nucléaire ont montré qu'il existait des
coudes (turns B II), amenant des repliements de la chalne -

antiparalléle sur elle-méme.




milieu dilué

les feuilletspeuvent appartenir - adeux
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e
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chaines B #aliaisons
hydrogéne intramoleculaires

«+—random coil

milieu concentré

gire
UL"; v

chaines 8 # a liaisons hydrogene intermoleculaires
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La structure tertiaire dans laquelle sont impliguées
les chaines B-antiparallé&les en milieu concentré, a &té détermi-
née par les rayons X, et l'on a vu que la solvatation du poly-

peptide était fonction de cette structure tertiaire.

Enfin, des &tudes ultérieures pourraient nous donner
une idée de la facgon dont s'opére le passage de systdmes 2 in-
teractions intermoléculaires (en milieu concentré) 3 des interac-
tions intramoléculaires (en milieu dilué) telles les liaisons
hydrogenes , avec comme conséguence l'apparition de coudes dans’

les chalnes g-antiparalléles.




