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a conformation n'est nas nrécisée, cela sous entend gue

exnosant de la relaticon de Mark-Houwinck

volume spécifique vartiel

fraction de polymére sous forme hélicoidale.
constante universelle de Florv

iongueur du segment statisﬁique de Xuhn

longueur de‘persistancé

1bngueur du contour de la molécule

drojection d'une unité monomére sur 1l'axe de 1'hélice «a
éiamétre hydrodynamigque

nombhre d'unitéé monoméres ar segment statistique
temps de relaxation

loncueur d'une liaison non pertﬁrbée

ccefficiént d'expansion

masse moléculaire d'une uhité monomére




rotation molaire corrigée 3 334 nm

33
e ellioticité molaire
2 T
Y paramétres de l'éqguation de Moffitt et Yang
S0 '
FH fraction de polymére sous forme hélicoidale

1y

constante diélectrigue du sclvant

4

force ionicue

ZTUDE POTENTIOMETRIQUE

Ko constante de dissociation

a ccefficient de disscciation

al/2 coefficient de dissociation & la demi transiﬁion
P fraction de polymére soué forme hélicoidale

R constante des gaz parfaits

AGO énercie libre de transition

A“O enthalpie libre de transition

ASO entropvie de transition.

£ constante diélectrique du solvant

AH enthalpie d'ionisation.

ZTUDZ DE LA SOLVATATION

(“é )m 4 incrément d'indice & molalité constante du solvant
2 crganicue
(;8 ) incrément d'indice A potentiel chimigue constant du
1?“2 -
2 "3 solvant organigue
59
(gzi). coefficient de solvatation Hréférentielle exprimé
394 i .

en ¢/g

S—




indice de réfraction du polymere

indice de réfraction du solvant ou du nélange de

solilvants

uantité absolue d'eau adsorbée en g par g du polymére

19
iy

guantité absolue de solvant organique en g par ¢ de

nolymére.

LN




la synthdse et les -remidres études physico-
(L glutama ate de Benzyle) (PLGB) et de l'acide
) (PLGA)(l_b) de nombreux travaux ont &té con-

tuce en soluticn des poly o amino ac;ces ayntnetl—
es homo?olypep* des sont conalderes comme des

mocéles simplifiés des protéines naturelles et leur étude

physice chimigue permet une approche intéressante des facteurs
s d2 la stabilité conformationnelle des protéines.

Les protéines et les polypeptides synthétigues peu-
nt adopter des conformations organisées dont la structure est
sien connue : en particulier 1'hélice o de PAULING et CORZY ou
tructures 8 en feuillets p2lissés paralléles et antiparallé-
les. On rencontre aussi des cenformations désordonnées appelées

2galement pelote ou chalne statistigue.

La svnthése de polveeptides de haute masse moléculai-
re a permis de mettre en évidence par de nombreuses méthodes

une transition conformaticnnelle entre 1l'hélice g4 et une con-

h

formation désordonnée. Cette transition est provoguée de maniére

-

ifférente selon gue 1l'on a affaire 3 un polypeptide & chaine

Qn

latérale ionisakle ou non ionisable :

Si la chaine latérale n'est pas ionisable (c'est le
cas du polyglutamnats de benzyle :(-N% - CH - CO---)n
(C'Snz)2 |
co-0-cH, -

-

la transition est provoguée par un changement de la composition
du sclvant (5). On utilise dans ce cas un mélange de deux sol-

vants dont 1l'un stabilise et l'autre déstabilise la confcrmation
nélicoidale. A composition constante du solvant, la variation de

la température peut &galement induire la transition.

Dans le cas ol la chalne latérale est ionisable (cas

de la pcly L Lysine : (=XH -~ %H - €O~} ©ou de l'acide
(CH2)4
JF

2
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coly Logly :;m:qae (=35 - CC«)r c'est 1l'ionisation des £fonc-

+

b
bdey
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tions portées par la chaine latdrales, c'est-i-dire la variation

Zu i de la solution gul améne une réoulsion électrostatigue im-
S = 7

oortante conduisant 3 ia cestruction de la structure or ganlsee( )

Zans le cas du PLGA on aura une hélice a aux bas pH et une con-

Zormation désoraonnée aux pi €levés

st d'un grand intér&t car la
cnaine latérale hydrophile permet la solubilisation de ces poly-
ux. Ceci expligue gu'un grand

acrés au cours de ces vingt der-

S
ces systeémes.

Au contraire le nombre de travaux concernant 1l'étude
des pclypentides dans des solvants organigues ou des m&langes
2au =~ solvant organigue est beaucoup plus restreint. De plus,
cdans de nombreux cas, le choix d'un mé&lange eau - solvant orga-
nigue n'a été dicté gue par des considérations pratigues. Ainsi

(4) )

) permet

ilisaticon d'un mé&lange @au - dioxanne (DOTY et coll.

~ . - AT o 8
u - 2 chnlorodthanol (GOLDSTEIN et XKATCHALSKY (8)
les phénoménes de précipitation et d'agrégation gui se

r
estent cdans les solutions agueuses d'acide polyglutamigque

Parmi les polypeptidss &tudiés, l'acide »oly L cluta-
r

NS
migue est celui dont les iétés physico chimigues en sclu-

tion purement agususe 3o0nt les mieuxX connues.
C'est la raison pour laguelle nous l'aveons choisi
pour une &iude en nélange ecau/sclvant organigue, 2tude dont les

résultats peuvent 8tre cemparéds a ceux fournis par la littéra-
u

O

ture pour les solutions purament agueuses.
Dans ce travail nous avons choisi d'utiliser plus par-

ticulidremaert les mélanges de l'eau avec le dioxanne et le
1




un

ot

Le dicoxanne eést connu depuis longtemps comme étan

()

stabilisant ce la conformation hélicoIdale. Il présente 1'int

o]

2t de modifier trés peu le pH des golutions agueuses auxguelles
outé. De plus, parmi les solvants organigues miscibles
& l'eau, le dioxanne est celuli dont la constante diélectrigue
est la i»lus faible (¢ = 2,2 3 25°C contre 78,5 pour l'eau). Le
melange eau - dicxanne permet donc de faire varier dans dz lar-
ges proportions la constante diélectrique du solvant ce gui doit
se traduire par certaines modifications des proprig&tés du poly-
mére en solution. Le 2 chloroé&thanol est un agent de dénatura-
structurante des protéines. C'est un solvant acide qui,

nt zu dioxanne, améne un abaissement du pE de la so-

étude de 1'influence de ces deux solvants sur les
f2rentes confermations et sur la transition conformationnelle

s2ra axée sur trolis asoects :

- 1'influence de la nature et de la quantité de sol-

vant organigue sur la transition induite par le pH.

£

v constant l'infliluence de la nature du solvan

sur les différentes conformations et leur stabilité.

-la transition chaine [ hé&lice induite par le change-

‘ment de la composition du sclvant.
Plusieurs méthcdes d'étude physico ¢chimiques ont été utilisées :

whe de La viscositl des solutions donne un aspect du
yarodynamigue global du polvmére et permet dans
s c¢onditions de mettre en évidence la transiticn
chaine.Cette métHode a &té utilisée pour suivre la
e hélice dans un mélange NaCl {,2 ¥ - dioxanne
tion du piH. Elle a également été employée pour comparer

Ton
la coopérativité de la transition dans WacCl 0,2 M et dans des
an

- . , (9 ‘ PN <
né gesg HaCl 0,2 M - dioxanne ° ). Nous avons chercng & comple—
ter ces résultats en dé&terminant les paramétres de MARK- WINK
dans différentes conditions du pi et de solvant,




25 miinodes cpidigues telles gue la dispersion du pouvoir op-
(D.0.R.) le dichroisme circulaire (D.C.) et la
scectroscopie infra-rouge (I.R.)! donnent une image de la confor-

i mation locale du colymére et germettent de caractériser les dif-
r

mations rencontrées,., Nous noug sommes ”articulié—

ntéressds 3 la transition chaine < hélice'irdulte Dar ie

; SR < - 10) ¢ :
sclvant gui a été peu Studiée jusqgu'a hresent( >. L'influence
de divers paramétres sur cette transition chalne hélicé a &té
examninée.

ftude potentlomitaique de la transition permet de comparer
la stapilité de la conformation hélicoidale dans les différen-

nditions de solvant. Elle fournit en particulier les pa-

¢
o

S
ram2tres thermodynamigues (enthalpie et entropie) de la transi-

4 tion conformationnelle.

- {a mesune de La solvataticn prifirentielle du polymére dans

le mélange de solvant permet de préciser les interactions entre

e m&re 2t cnacun des solvants. Cette solvatation préféren-

tielie est due a une différence d'affinité entre le polypeptide
s ses différentes conformations et chacun des solvants cons-

ant le mélange. Cela se traduit par une différence de compo-

tion entre la couche de solvatation et le reste du solvant qui

cssible la détermination de la solvatation préférentielle

i
M l-‘
]
(o}
'(5

par différentes méthodes telles gue la mesure des incréments
d'indice de réfraction.

Moyennant certaines hypothéses sur 1l'hydratation du
polypeptide, il est possiblé de calculer la solvatation absolue
par le solvant organigue et de suivre son évolution au cours de

la transition chalne 2 hélice induite par le solvant.

-

De nombreuses études ort &té consacrées 3 1a solvata-

&t
ion préférentielle des polyméres vinyliques en mélanges de sol-
(11)

fu I—‘
3
cr
17

. D'autre part la solvatation préférentielle et abso-
orotéines a été étudide en mélange eau - solvant
crganigue . Ce travail, consacré & l'étude de la solvata-
un nolvpeptide apte 3 subir une transition conformationnel-

le en mélange de solvants, est en guelque sorte le lien entre ces

deux ensembles de travaux.




La clupart des travaux consacrés a l'acide poly L

glutamigue {(PLGA) en mélanges de solvants concernent les mélan-

- 17-20 _ 21~ .
ges zau - méthancl (17 ) au - éthanol (21-24) eau - cnloro
. 8,2,25,26 o - (25 ~ 2
éthancl (8/9,25,26) eau - éthyléne glycol (25) eau - glycerol( 7
s (28)
et eau - tertiobutanol ‘28’.

Une grande part de ces travaux est consacrée i la dé-

termination des paramétres thermodynamicues de la transition

lice ¥ chalne au moyen des titrages potentiométrigues.

{Dv

-

Parmi les autres mélanges de solvants utilisés citons

. - i oA 29;
encore le mélange eau -~ pyridine (29)

eau - dioxanne (4r9s10417,25,27,30-32) 11 i iicte cependant

»as d'étude compléte consacrée au PLGA dans les mélanges eau —

et, bien slir, le mélange

dioxanne. Enfin, on peut signaler une étude systématique de
CASSIM et TAYLOR (33) portant sur l'influence des solvants or-

ganigues sur le paramétre bo de la dispersion optique rotatoire.

Parmi les travaux mentionnés ci-dessus un nombre assez
restreint d'entre eux a permis de mettre en évidence une transi-

tion chalne 7 hélice induite par le changement de composition du

solvant. C'est le cas des mé€langes eau — méthanol (18) eau -

(10) (29)

dioxanne et eau - pyridine .

D'autres pblyméres hydrosolubles peuvent subir une
transition chaine z hélice induite par le solvant. C'est le cas

{
par exemple de la poly L lysine en mélanges eau - méthanol‘34'35)

: . 36
ou eau = dioxanne ( ).

~ Au cours de ces derniéres années d'autres polypeptides
d chalne latérale hydroshile ont &té synthétisés. Il s'agit des
roly EN5(~hydroxyalkyl)~L glutamines] préparés par action d'un
amino alcool sur le poly (L glutamate de benzyle):




= 0
{
NH
w1
(C‘Az)n'
b
0H n' =2 3 4.

Ced polyméres gui ne s'ionisent gu'a pH trés acide ou trés ba-
sigue peuvent subir eux aussi une transition chaline < hélice

T . - , . 27,3
induite par l'addition dg solvant organigque (2 ’38),

Une étude de l'adsorpticn préférentielie de la poly
(57 (3 hydroxypropyl) L-glutamine) dans les mélanges eau -
dioxanne a &té publiée trés récemment par INOUE et IZUMI (16).
L.2s résultats ds ce travail seront comparés & nos propres ré-
sultats expérimentaux concernant le PLGA dans le m@me mélange

de soeolivants.
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P RZPARATION ET CARACTERISATTION

D'ACIDE SO0OLYGLUTAMTIOQU E.




PREFARATION ET CTARAC TEZRISATION DES Z "VTIuL
D'ACIDE POLY L GLUTAMIQUZ (RLGA)

et XKARLSON ) ..

3
late de sodium ou la triethy lamxnau

La débenzylatibn se fait dans un mélange chloroforme/

<Jd = CH - CO +, —_—— ~1lt CH - CO —-)-n + ¥ CHzEr
(CH,) HBr (c.)
TH22 72’2
ainle) CCOH
1
cH
72
¥ . . .

Le PLGA inscluble dans le mélange chloroforte-benzéne
précipite. Il est filtré et lavd 3 l'ac3tone.

L'échantillon ést ensuite dissous dans la soude 0,1 N,
filtré, puis mis 3 dialyser contre de l'eau renouvelée, pour en-
lever les ‘mpuretés de petite masse moléculaire.

Eniin, on dialyse contre HCl 0,1 . Le polyglutamate
de sodiun revasss sous forse acids et précirite. Le PLGA ainsi

L'amorceur utilisé peut &tre le méthano-

én utilisant l'acide brdémhydrigque gazeux se

poly L glutamate de benzj‘e est lui-
de l'ahhivdride de Leuchs (NCA)

effectude dans le dioxanhe anhydre

Cs

La débenzylation est contrdlée par spectroghotomstrie
J.V. EZn effet le chromophore benzylicue présente uné banda d'ap=-
- ' . .sl ..l'
sorstion 5 280 nm( € = 200 1 mclie ~ em ).




Le spectre U.V. d'une solution de PLGA (C = 5 g/1)
cermet; & sarzir de la densité optigue & 260 nm, de calculer la
tsneur en groupement benzyle. Dans le cas de tous les échantil-

ons “tilisés, celle—-ci east infériedre 3 0,25 %. Dans ces condi-
isns, les guelques gro. as benzyle résiduels ont un effet négli-
caable sur l2s proorid . s du PLGA, comme l'ont montré RAD et

oy
s (3)

MILLEE car des mesures de viscosité et de dichroisme dirgu-

C ~ MEISURE D25 MASSES MOLECULAIRZS. POLYDISPERSITE.
La dsbenzylation de la chalhe latérale du PLG3 s'ac-

ccmzagne de coupures dans la chaine principale du polymére. Ceci

]
ot
[
jal]
&3
3
)
o

e diminution du degré de polymérisation moyen comme

le montrent les résultats du tapleau I.1l.

. : Taux de ¢toupure
_ 2hes . PLeA oar chaine
¥ oP M TP _
A W W Bl
300.000 | 1370 61.000 473 | - 2,90
130.000 | 457 33.000 256 1,80

Tableau I.1

Variation du degré de polymérisation au cours de la débenzylation

I1 vy a donc en moyenne deux coupures par chalne dans

a

le cremier cas et une dans le second, et ceci dans des condi

g
D

ot

s

i
océratoires icen iques Ceci parait IOgique si l'on considare gue
C

la prepapilits de coupure dans une méme chalne augmente ave

Q-

|
=

iongueur de czlle-

i. A priori, con doit r'a*tendre 4 ¢z gue los
coupures dans la chalne principale du polymerm entraihent une

augmentaticn de la polydispersité de 1 échantll’on.

.L.

rature 'arésente peu de données ex

p.
( )\

-
L

a
concernant la polvdispersité des polypeptides poly

—~ mx LIS ]

x
) X < o - Ty A 4
vir d'aniydrides de Leucis. Sn 1965, BRANT et FLORY




guelgues donndes expdrimentales relatives au polyasrartate de

senzyaie; au polyglutamate de benzyle, & la polvlysine et &

'....A

'acide polyglutamique. Dans ce dernier cas, la masse moyenne

en nemdre Mn mesurée est de 63.500 tandis que la masse en poids
M est estimée & 136 000 ce gui donne une polydispersité prati-

Zuement &gale d 2. Cependant il faut remarguer gue cette valeur

-
et de ncmbreux exemples de la littérature montrent gue celle-ci

(3)

ce M est celle indiquée par le fournisseur (Pilot Chemical Co)

w

t souvent largement surestimée . La polydispersité réelle
est donc probaplement inférieure a 2. Dans le cas du PLGB, les

mé&mes autaurs suppoOsent Jue la distributiOn est suifisamment

¢t

Ccite pour gue l'on puisse assimiler 4 ﬁ;. Nous avons ten=
té d'évaluer la polydispersité de 1'un de nos échantillons. Pour
sa masse moléculaire moyenne en poids ﬁ@ a &té mesurde par

deux méthodes :

(6) établi

a) nous avons utilisé 1l'étalonnage de WADA
i partir d'échantillons non fractionnés dont la masse én poids
ait

été mesurée de maniére absolue par diffusion de lumiére.

Cet étalonnage relie ﬁ% 3 la viscosité mesurée dans
NaCl 0,2 ¥ a8 pd 7,3 par la relation :

[n] = 4,1 1072 EZ 0,94

ette relatioh donne pour une viscosité de 0,73 dl/g une masse
= 33,000.

fal=y
o
—
W

b) nous avons mesuré Mw par équilibre de sédimentation.
Cette méthode absolue donne M = 33.600 en trds bon accord avec

.
v

le résultat précédent.

La masse moléculaire moyenne en nombre M a été déter-
minde par cemométrie & l'aide d'un osmomdtre i dépressiOn Knauer.
ne utilisée a une limite évaluée &2 M~ 1500 Les don-

-

a
érimentales ont €té tracées en tant que ( ) en fonction
L'extrapolation § ¢ = 0 fournit (C)C 0 reliée EY ﬁg par

la relation :
i RT
(& eso T

#




Catte mesure, faits dahs les m3zed conditions que la visccosité
et 1'éguilibre de sédimenkatibn, c'est-3-dire dans NaCl 0,2 M
5 »4 7,3, dohna Mn = 53.504 * 3000. La solydispersité &st dohc

dans ge cas égale a énviron 1,4.

Cétte valeur ebt assez faible. Cela peut Stre attri

-

Bué 3 une sorte de fractionnement gui a lieu lors de la dében-
zvliation du PLGB. Lorsgue le PLGA précipite, les plus petites

LA

es re

o1}
4]
0

r
J

(

stent en solution. Le PLGA es® ensuite dissous dans une

"

[
\

2

[N

4o

tion agueuse pasigue, dialysé contre HCLl pour obtenir la for-

me acide et enfin dialysé c¢contre l'eau pcur ehléver les impure-
tés de petites masses.

Ces dialyses sont 2ffectuées avec des membranes dont
le diamétre de pore correspond 4 des masses d'environ 300. La
sclydispersité doit dond Bire peu affectfe par la dialyse.

53
931

D - DIFFCRENTS ZCHANTILLOJS UTILIZ

Le tableau I.2 présente les différents échantillons
tacide polyglutaniique syntliétisgés, avec leur masse moléclulaire
en poids. Celles-ci ont été évaluées grice 3 la relation de
WADA e) donnée plus haut.

" ] e L i Lol SN i "
folymdre | Massé moléculaire en poids
PGA 10 | 9 80d
PGA 12 12 200
PGA 27 27 000
SGA 33 33 000
| poa s58* ' 58 000
i R
. ssa 51 ! | 61 000
{ i ) el imindantie i < . . 4 . i l
T -

-

ableau I.2 : .lasses moléculaires en poids
farents échantillons utilisés.

des 4&if
% L'&chantilleon PGA 58 provient de la Société 2ilot Chenical Inc.
=

Dans tous les cas 1a téneur en grounements henzyle résidu
est inférieurs & 0,25 %.
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V?SCOSIMETRIQUE




ETUDE VISCOSIMETRIQUE

Wous é&tudierons dans ce chapitre le comportement vis-

s
-

ccsimétrique de l'acide peolyglutamigue en solution agueuse et

dans un mé&lange de solvant (NaCl 0,2 M/Dioxanne) & différentes
valeurs cu pi. Nous établirons en particulier les lois de vis-,
Ccs51ités (relations de MARXK-HOUWINK) correspondant 3 ces condi-
Ticns expérimentales.
RAPPELS SUR LE COMPORTEMENT VISCOSIMETRIQUZ
DZ5 POLYMERES CAARGES EN SOLUTION AQUEUSE.
A - L'EFFET POLYELECTROLYTE

“n solution ayueuse basigue toutes les fonctions car-
boxyligues portées pvar les chalines latérales de l'acide poly L
Slutamigue sont ionisées. Lorsgue la force ionigue est nulle,
c'est-3-dire lorsqu'aucun sel n'a été ajouté a la solution, les
seuls ions présents dans la solution en dehors du poclyion néga-—
al

48
L

r sSont les contre ions positifs (ex : Na+) provenant de la
salification des fonctions acides. Lorsque l'on dilue une telle
solution les ions compensateurs se répartissent dans un plus
grand volume autour du pclyion tandis que la concentration loca=-
le en charges négatives (groupes Co0") varie peu puisgue ces
charges sont liZées i la chaine macromoléculaire. L'effet d'écran
dd 3 la présence des contre iohs positifs va donc s'atténuer au
fur et & mesure de la dilution. Les répulsions é&lectrostatiques
entre les groupes chargés portés par la chalne latérale augmen-—

tent alors st l'expvansion de la chaine macrcmoléculaire s'accroit.

On observe donc une viscosité de plus en plus importan-
te de la solution 3 mesure gue la concentration en polymére dimi-
nue. On définit ainsi l'effet poly&lectrolyte gui est d'autant

2lus marqué gue le taux de neutralisation du polyacide est grand.

¥

¥

jo ]

Dans le cas des polyméres non chargés on caractérise le com

-

"

tement hydrodynamigue par la viscosité intrinségue [ﬁ] cgul est




=

l'extrapolation 3 concentration nulle de la viscosité réduite

nSD
ml = lim (—&)
L ] o0 C

Dans le cas de polyméres portant des charges, l'effet polyélec-
trolyte observé en absence de sel interdit une telle détermina-

tion de [n]. On peut néanmoins exprimer la variation de visco-
sité en utilisant une relation empirigue, celle propcsée par

"

ruoss (1) par exemple

(IT-1)

L'addition de sel i une solution de polymére chargé réduit 1'im=-
tance de l'effet pdlyélectrolyte et permet de retrouver, pour
- C . s s ns
une force ionigue suffisante, une variation linéaire de =22

C
avec la concazntration.

B -~ INFLUENCE DE LA FORCE IONIQUE

L'addition A la solution de polyélectrolyte d'un élec-
trolyte fort permet d'atténuer l'effet polyélectrolyte de telle
sorte gue la courbe ﬂ%ﬁ = f(C) soit une droite. On peut ainsi
déterminer [n] de manidre classique par 1l'extrapolation & con-
centration nuile. C'eést ainsi gu'on peut évaluer la rnazse molé-
culaire d'un échantillon d'acide polyglutamique par une mesure

de [n} dans NaCl 0,2 M a pd 7,3(2).

Si on augmente encore la force ionique, l'effet d'écran

s'intensifie et on observe une diminution importante de la vis-

coOsité intrinséque. PALS et HIRMANS (3) ainsi gue FUOSS et

’STRAUSS(4) ont montré gue la viscosité intrinségue varie liné-

airement avec la racine cdrrée de la force ionigue I.

[n]z i‘+AB ou [n] =a+ bI—l/2 (IT-2)




CIUPORTEMENT VISCOSIMETRIQUL DU PLGA EN MELANGES DE SOLVANTS
TS EXPERIMINTAUX

A = LA TRANSITION HELICE;::Q?%;NE INDUITE PAR LE pH

[’]]AC m3g-"

150 ¢
e ok
100 <
50 ® ~8-
S . 3 | 4—» DH
6 8 10 12 P

3

rigure II-1 : Transition chaline i® hélice induite par le pH
pour l'échantillon PGA 58 :

M ’

M/Dioxanne (2/1 en volume)

¥ dahs NacCl

(]
-
[\

o]
-~
5]

® dans NaCl

La figure II-1 montre la variation de la viscosité
intrinségque du PLGA en fonction du pH dans une solution de
~NaCl 0,2 M et dans un mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1 en volume
par volume) pour l'échantillon de masse moléculaire moyenne en
paids M; = 38 000. Ces deux courbeés sont similaires 3 celles pu-

e s S 5 , myag (B -
oiiées par DOTY et coll. (5) et par PTIT3YN ( ). Elles permettent
de mettre en évidence la transition entre 1'hélice a stable aux

sas pd et une Iorme désordonnée stable aux pH élevés.,
T — 4 - ' 339+
La comparaison des deux courbes montre que l'addition
de

Loxanne déplace le p¥ de la transition de 5,5 dans NaCl 0,2 M

ai
5,9 dans NeCl 0,2 M/Dioxanne (2/1 ; v/v).

s




Dans NaCl 0,2 M la viscosité de la forme hélicoidale

- tout d'abord la force ionigue 0,2 M n'est pas suifisante pour

entiérement toute interaction électrostatigque entre.

H
QK
0]
(O]
go!

a portées par les cnalines latérales. On est donc en
osrésence d'une structure désordonnée assez étendue dont le com-
ent hydrodynamigue est trés différent de celui d'une vé-
selote statistigue. Ceci est confirmé par le fait gue
ugnente la force ionigue de 0,2 M 4 5 M la viscosité in-

ue sasse de 130 & 86 cmo/g.

-~ Zn milieu acide la visccsité de 1'hélice a est beaucoup plus
elle gu'on peut attendre d'un batonnet rigide d'une
asse égale % 58 000. On peut donc supposer gu'en solution pu-
remant agueuse, l'hélice de PLGA n'est pas parfaitement rigid
rais présente un certain nombre de cassures le long du batonnet.

ioxanne en milieu acide améne une auvgnentaticn

£h

de
importante de la viscosité intrinségue de 1l'hélice a.
Au contraire, éen milieu basique le dioxanne provogue

une diminutidn importante de la viscosité.

AuX deux pd extrémes (oH 4,8 et 11,7) la variation de

viscosité se fait trés progressivement lorsqu'on fait varier la

L/

composition en dioxanne de 0 & 33 % (figure II-2). Pour un pour-
centage plus élevé de dioxanne le polymére précipite lorsgue l'on

est en présence de sel.

Afin de décrire d'une manidre plus compléte les carac-—
téristigues hydrodynamiques dés conformations rencontrées dans
les différentes conditions de solvant et de pH, il est plus in-
téressant de déterminer les paramétres K et a de la reiation de
MARK-HOUWINK

[n]=x (I1-3)

dans laguelle les paramdtres X et a dépendent de la nature du
polymdre~solvant. La valeur de a en particulier peut &tre

8e comme une 2valuation de la rigidité de la macromolécule.
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Figure II-2 : Variation de la viscosité de 1'échantillon PGA 58

en fonction de la composition en dioxanne :

% pH 4,8 : ® pH 11,7

3 - DETERMINATION DES PARAMETRES DE LA RELATION DE MARK~HOUJINK

La relation de MARK-HOUWINK [n] = K M® peut &tre &ta-
- blie en mesurant la viscosgité intrinséque d'échantillons de PLGA
de masses moléculaires différentes.

1 - Masses moléculaires des échantillons utilisés :

Cing échantillons différents ont été utilisés. Leurs
masses moléculaires en poids ﬁ; ont été déterminées par mesures
de viscosité dans NaCl 0,2 M & pd 7,3 en utilisant 1l'é&talonnage
de WADA (2). Cet étalonnage est basé sur des mesﬁres absolues de

“-ﬂ
'"Iv

M par diffusion de la lumiére pour des &chantillons non frac-

2,

tionnés de masse comprise entre 22 000 et 56 000.
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Le tableau II-1 regroupe les caractéristiques des

&chantillons que nous avons utilisés.

- X ‘
? i 5 ? v ! e

' Polymére 3 ['ﬂ] a pH 7,3 o Mw i Mw

; . dans NaCl 0,2 M!(viscosité) | (ultracentrifugation) -
) s ;

o PeAl, | 24,0 ecm>/g | 9 800 | 9 400

o eeA,, 29,0 em/g | 12 200

| 2GA4, 73,0 em/g | 33 00O | 33 600

é . ] \ i

. PGA g 127,0 cm3/g . 58000 |

~ | | n |

| 2ca, 130,6 en>/c | 61 000 |

: i ! i

L | l t

.Tableau II-1 : Viscosité et masse moléculaire moyeéenne en poids
' des échantillons de PLGA utilisés.

Il est important de noter que)l'utilisatibn d'un tel étalonnage
peut entrainer une erreur dans la détermination des masses si
les Caractéristiques de l'écnantillon, et en particulier sa po-
lydiSpersité, sont différenteé de celles des échantillons utili-
$és pour 1'établissement de la loi de viscosité. C'est pdurquoi
nous avons effectué sur deux de nos échantillons une mesure ab-
solué de la masse moléculaire en poids ﬁ; par éguilibre de sé-
dimentation. Ces mesures ont été effectuées dans NaCl 0,2 M a
pH 7,3 pour les polyméres PGA,, et PGA33. La valeur de M est

-

obtenue a partir de la relation :

| S
o= 2 RT L 1
- vt 2 ) (11-4)
1 2
oll M& est la masse moleéculaire
‘ 7
R

est la constante des gaz parfaits é&gale 3 8,313 10
est la température absolue o |

\% est le volume spécifique partiel du polymére

o) " est le volume spécifigue du solvant




Cl et C2 sont les‘conCentratiéns en soluté aux distances

r, et r, de l'axe du rotor

w est la vitesse angulaire de rotation

Le choix de la valeur de ¥V est important car il conditionne la .
précision sur la valeur de M;,

On trouve dans la littérature différentes valeurs de
¥V pour le PLGA :
0,675 cm3/g dans le diméthylformamide (7)
(8)

i

v

3

v 0,66 Cm3/g en solution agueuse
La valeur ¥ = 0,66 cm3/g semble la plus convenable car elle a

été déterminée en solution agqueuse et,correspond aux conditions
de mesures viscosimétriques. Cependant la différence obtenue en
utilisant la valeur ¥ = 0,675 cm3/g est faible ; en effet selon

la valeur de ¥, on obtient pour PGAlO :

9100 < M_ < 9600

et pour PGA33 :

32800 < ﬁ; < 34400

La valeur moyenne de ﬁ; pour ces échantillons est donnée dans
le tableau II-1.

On constate un tré&s bon adcord entre les valeurs dé-
terminées par viscosité et égquilibre de sédimentation ce qui
justifie 1l'utilisation de 1'étalonnage de WADA (2).

La détermination de ﬁ;-par‘une méthode absolue est
particulidrement importante dans le cas de 1l'échantillon PGAlO‘
En effet, dans le cas des polyméres de faible masse moléculaire
l'utilisation d'un étalonnage ViScosimétrique’et de la loi

[n] = K M® conduit généralement a des masses surestimées. L'er-
reur peut étre d'autant plus importante que l'on utilise dans




Ce cas précis une extrapolation et non une interpolation de la
lol de WADA. Une telle surestimation de‘ﬁ;‘conduirait d une sous-
estimation du paramétre a, déterminé dans d'autres conditions

des solvant.

2 - Mesures de viscosité dans différentes conditions de solvant.

a} Mesures en mélange eau - dioxanne :

Les mesures de viscosité ont été effectuées dans des. -
conditions telles que la fraction F, de polymé&re sous forme
d'hélice a soit é&gale &4 1,0 ; 0,5 oa,zéro guelle que soit la
proportion de dioxanne dans le solvant. (La valeur de FH est dé-
terminée par dichroisme circulaire en utilisant la relation :

[e] -[o], |

H -eh—ec

dans laguelle [¢]est 1'ellipticité du polymére. [e]h et[6] , sont
les ellipticités des formes entidrement hélicoidale et entidrement

dégordonnée) .

Le polymére est alors entiérement hélicoidal, 3 la

detti-transition ou enti&rement sous forme désordonnée.

Les conditions expérimentales sont :

NaCl 0,2 M :
FH = 0 ad pd 7,3
FH = 0,5 d pH 5,0
Fy = 1,0 a pd 4,3
NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1 ; v/v)
F, =0 3 pH 7,3
FH = 0,5 ad pd 5,9
FH =1,0 d.pH 5,0

. P o L. 3 -
Les viscosités intrinséques (exprimées en cm™/g) obtenues dans

ces conditions sont reportées dans le tableau II-2.




] E r ;

o : | | |

© Polymére G ; 3 ; G 3 i

« Qijwe* $PuAlo | PGAl2 | PGA33 PUA58 ;PGA61 s

' ¥aCl 0,2 M ! | !

" pE 7,3 F, =0 124,0 § 29,0 73,0 127,0 130,6
: = | 5 |
‘JacCl 0,2 M ! ; § N
e 5,0 Fy o= 0,5 L 13,6 1 44,1 | 74,4 80,0

| | | ;

' NaCl 0,2 M s - ;

o 5d 4,3 F. =1 | ' 15,6 . 48,1 . 98,1 | 100,2 |

: % | . | g 3

NaCcl 0,2 M/Diox.| ' | |

PH 7,3 F, =0 | 16,2 . 34,4 54,0 | 47,2 i

- 5 ; | |

NaCl 0,2 M/DioX.| | i g

1 ) )

pH 5,9 F, = 0,513,0 é g 45,0 87,0 E |

i {

i ! i i

' WaCl 0,2 M/Diox.| ; g % |

: ! | i : i {

pH 5,0 Fy =1 , 19,3 76,6 | 156,0 | 194,0 ‘
} L ! | ) 1 |

Tableau II-2 : Viscosités intrinséques des échantillons

de PLGA dans différentes conditions de solvant et de pH.

Les résultats expérimentaux ont &été traités par la méthode des
moindres carrés linéaires de maniére 3 déterminer les paramétres
K et a de la relation de MARK-HOUWINK.

Ces valeurs sont données dans le tableau II-3.

JEPRE S———Y

piH L e a 10 &
= ’ H
4,3 ! 1,09 4,6
PLGA dans NaCl 0,2 M i
5,0 0,5 1,09 5,4
7,3 0 0,94 | 41
PLGA dans NaCl 0,2 M/ 5,0 1,40 | 0,40
: : j ; |
Dioxanne (2/1 ; v/v) | 5,9 0,5 : 1,07 6,5
: | 7,3 | 0,72 | 200 !
L b | 1 {

Tableau II-3 : Paramétres de l'éguation de MARK~-HOUWINK pour
le PLGA dans NaCl 0,2 M et le mélange NaCl 0,2 M-Dioxanne

(2/1 en volume).




Les droites correspondantes sont représentées sur la figure II-3.

{ [loms ‘

100+

60

40+

20 [ o

N =
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N =
B oode
(o)}

Figure II-3 : Lois de viscosité pour le PLGA :

% NaCl 0,2 M Fyp = 1 ; A\ NaCl 0,2 M/Dioxanne FH =1
- NaCl 0,2 M Fy = 0,5; p NaCl 0,2 M/Dioxanne F, = 0,5
A NaCl 0,2 M FH = 0 ; © NaCl 0,2 M/Dioxanne FI = 0

b) Mesures en mélfange eau - 2 chloroethanck.

Nous avons égélement effectué quelques mesures de
viscosité sur les échantillons PGAlO PGA33 et PGA61 dans un
mélange NaCl 0,2 M/2 chloroethanol (2/1 ; v/v) & pH 5,0 condi-

- tions dans lesquelles la molécule est entieérement sous forme hé-

licoidale. (Tableau II-4) (Figure II-4).
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Tasleau II-4 : Paramdtres de 1'S8guation de MARK-KOUWINK oY
le PLGA dans NaCl 0,2 M/chlarpethanal pH 5,0

1] cmig-t
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Figure II-4 : Lois de viscosité& pour le PLGA:

® ¥acl 0,2 M pH 4,3 ; ANaCl 0,2 M/2-chloroethancl (2/1) & 5.0




C - DISCUSSION DZ5 RESULTATS O3TENUS

1 - Milieu acide ; modéles éroposés

In milieu acide la molécule est une hélice plus ou

noir

jo!

s rigide selon la naturée du solvant ou du mélange de sol-

b

vants (1'hélicité est toﬁjOurs de 100 ¢ mais le coefficient a
de MARK-HCUWINX varie de 1,09 3 1,60). La comparaison des ré-

suitats oitenus en milieu acide pour F, = 1 montre que 1'addi-

4

4]

ia
icn de dioxanne augmente la rigidité de 1'hélice a puisque le
ient a prend une valeur plus proche de la valeur théori-

i
e 2. La valeur a = 1,40 pour une solution contenant 33 %

~

Xanne peut étre comparée a d'autres valeurs trouvées dans

c
ttérature. En particulier SCHIFFZIR et HOLTZER (9)’ont trou-

<
m

a = 1,61 pour le PLGA en solution dans le N méthylacétamide
ur. Ce solvant ést connu comme un pulssant agert stabilisant

"
£

de la conformation hélicoidale du PLGA. L'énergie de transition
nécessaire pour passer de 1'hélice o 3 une configuration désor-
aonnée est en effet dix fois plus grande dans le N méthylacéta-

mide que dans l'eau (10)

. Malheureusement le PLGA n'est pas so-
luble dans le dioxanne pur. On observe néanmoins une augmenta-—
tion de la rigidité de l1'hélice par addition de dioxanne a une
solution agueuse.

-

Nos résultats sont &galement comparables & ceux de
LOTAN et coll.(ll)
mine (PHPG) dans le méthanol. Ce polypeptide est alors sous

gui ont &tudié la poly hydroxypropyl gluta-

fornme d'hélice o et a = 1,5.

Les résultats Cbtenus en mélénge eau - -chloroethanol
(figure II-4 et Tableau II-4) montrent que, comme dans le cas
du dioxanne 1'addition de chloroéthanol augmente la rigidité de
1'hélice a. Nous verrons plus loin gue parallélement L'addition
de chloroethanol augmente'l'énergie de stabilisation de l'hé~
iice o d'une maniére plus imsortante gue ne le fait le dioxanne.
Pour expliquer la faible viscosité de 1'hélice de PLGA en milieu

surement agueux nous envisagerons successivement plusieurs ay-




~

- des cassures d'origine chimique dues 3 des réactions
parasites au niveau de quelgues résidus lors de la débenzylation
du polyglutamate de benzyle.

-~

- des cassures d'origine physigue dues & la rupture
de liaisons hydrogéne intramoléculaires le long de l'axe de
l'hélice. Le modéle correspondant est le modé&le d'"hélice brisée"

- des cassures d'origine physigque mettant en jeu des

"

structures particuliéres telles gue "3 turns" ou "+ +urns".
M D H

- il est également possible d'envisager un ncdéle de
cidtonnet he présentant pas de cassure nette mai s ayant une sou-

3
cle
s

(D

suffisante pour que l'écart guadratique moyen et donc la

<
[
(n

ité scient inférieurs a l'écart guadratique moyven et la

<
'~l.
(Il

ité d'un batonnet parfaitement rigide. Un tel bdtonnet
scuple peut &tre représenté par le modéle de cylindre courke
continu proposé par YAMAKAWA et FUJII.ra rigidité de la molé-

cule est alors caractérisée par sa longueur de persistance.

al Cassures d'ondgine enimigue :

ADLER, FASMAN et BLOUT (12)

taines conditions la débenzylation du polyaspartate de benzyle

ont montré que dans cer-

conduit i des réactions de ¢cyclisation (formation de polysucci-
nide) et que la débénzylation du polyglutamate de benzyle con-
duit & wune dépolymérisation. Dans le cas du polyglutamate de
benzyle une éventuelle réaction de c¢yclisation serait :

. c
-~ CH - CO - NH= ooy --CH/O\N—

L
(Cl:ﬂz)2 ’
' cHy CO
co 2. S
i CH2
0
l LA
ci, - f

Dans cette hypothése les liaisons hydrogé&ne intramoléculaires
NH «+..CO le long de l'axe de l'hélice du PLGA seraient




interrompuss au niveau des résidus

ce gul expliquerait l'existence de

ayaht subi la cyclisation,

cassures,.

Il faut cependant remargquer gue :

- la réaction de cyclisation n'a été mise en évidence
gue dans le cas du polyaspartate de benzyle. Dans le cas du
nolyglutamate de benzyle c'est une dépolymérisation qui est ob-
servée dans les ménes conditions opératoires.

- ces réactions n'ont lieu gque lorsgu'elles sont cata-

F--4

ysées par le méthanolate de sodium dans des solvants tels que

[

e diméthylformamide, dimethylsulfoxide et W methylacétamide.
Dans les conditions gue nous avons utilisées pour débenzyler
nos échantillons de PLG3 (débenzyLatiOn par H3r dans un mélan-
ge chloroforme~-benzéne) la débenzylation se déroule sans réac-

ticen secondaire (12).

L'hypothése de réactions de cyclisation semble donc
devoir &tre exclue. De plus, On congoit mal comment 1'addition
de dioxanne 3 la solution pourrait augmenter la rigidité de
1'hélice si les cassures sont dues & une modification chimique
de la molécule.

’

b) Cassures d'ciadigine physique

Nous envisagerons maintenant l'existence .de cassures
dues & la rupture de certaines liaisons hydrogéne le long de
l'axe de l'hélice en l'absence de toute modification chimigue
de la molécule. Dans un premier temps nous suppcsons les cas=
sures telles que l'on puisse considérer la molécule comme é&tant
formée de deux ou plusieurs b@tonnets rigides reliés entre eux
par un ou plusieurs joints flexibles (modéle de 1'"hélice brisée").
bans un second temps nous envisagerbhs des cassures & structures
bien définies telles'que des "B turns" ou des "Y tarns”.

a) modele de YU et STOCKMAYER et de TAKI et FUJITA :
Le modéle de calcul proposé nar YU et STOCKMAYER(13) est

constitué de deux batonnets rigides reliés par un joint flexible

autour duguel la molécule posséde une certaine souplesse.




Sgient 1 la longusur dée la molécule et ¥ la fraction de cette

molécule qui constitue 1'un des batonnets.

Les calculs de YU et STOCKMAYER aboutisséent &
1'éguation
[ 5 , ‘
—£= 1 -0,6F (1L =F) (1I-5)
JiR '

dans laguelle E@R et GﬁB sont les viscosités du modgle par-
faitement rigide et du modéle présentant une cassure. Seldn

la position du joint flexible, c'est-d-dire selon la valeur de
F c¢n obtient les v

aleurs revrésentées sur la figure II-5.

F

t r- i >
0.1 0.3 0.5
Figure II-5 : Variation de viscosité du modéle de YU et

sTOCKMAYER 13) selon 1la position du joint flexible.




On constate que, selon la théorie de YU et STOCKMAYER, la va~-

riation de viscosité serait au maximum de 15 % ce gui ne peut

rendre compte de nos résultats.

Les résultats de YU et STOCKMAYER ont é&té récemment

remis en cause par TAKI et FUJITA (14). Observant que la dimi-
nution de 15 % de viscosité calculée par YU et STOCKMAYER pa-

ralit. faible si on considére gue le carré moyen du rayon de gi-
ration diminue de 37 %, ces auteurs ont repris ces calculs en

utilisant une solution asymptotique de 1'éguation intégrale

Proposée par X%ﬁAKAWA et FUJII (15).Leurs calculs aboutissent

- LU ; . e . X

a un rapport 7;% = % ce gul signifie gue l'introduction d'un
[y

joint flexible au centre de la molécule diminuerait la viscosi-
té de 38 %, résultat trés différent de celui de YU et
STOCKMAYER.

En utilisant une méthode de calcul différente,

(16a)

HASSAGER aboutit au m&mne résultat que TAKI et FUJITA.

Dans notre cas la diminution de viscosité est d'envi-
ron 40 % pour les échantillons de masse comprise entre 33 000
et 61 006 lorsgu'on passe du mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1)
3 NaCl 0,2 M. Nos résultats semblent donc pourvoir &tre inter-
prétés par la théorie de TAKI et FUJITA. Cependant il faut re-
marguer gue méme en présence de.dioxanne la molécule n'est pas
un batonnet parfaitement rigide. La diminution de viscosité de
l'hélice dahs l'eau par rapport 3 un batonnet idéal est donc
supérieure 3 40%.'De plus la valeur de 38 % calculée par TAKI
et FUJITA est un maximum puisgu'elle s'applique & un b&tonnet
présentant une cassﬁre au centre de‘;a‘molécule. Si l'on veut
faire appel & un modéle, il estvdohé nécessaire de faire inter-

venir au moins deux cassures (mod&le de l'hélice brisée).

3) Modale de "l'hélice brisée".

o - ——— - — —— S Vo W .

Nous envisageons maintenant comme modé&le pour la mo-

lécule de PLGA en solution agueuse un b3atonnet qui présenterait

un certain nombre de cassures telles gque la molécule puisse

prendre une conformation relativement compacte correspondant a




la valeur a = 1,09. L'addition de dioxanhe supprimerait der-

taines de ces cassures rendant ainsi la molécule plus rigide
4

On peut interpréter cela en termes de liaisons aydro-

g2ne. Zn effet le diokanne formé rnoins facilement que l'eau des
liaisons hydrogéne intermoléculaires avec le soluté (5). Si on

s
enrichit le solvant en dioxanhe, on doit donc favoriser lés

liaiscns hvdrog&ne intramoléculaires gqui sont responsables de
a

la stabilité de 1'hélice o . Cette internrdtation peut &tre rap-
Drochée de la notion de dé&naturation restructurante selon
- . 150 . . ‘ - o
JIRGENSONS ( ). Le schéma ci~ dessous revrésente le modéle
DroNosel
e ~ o o i
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On peut chercher a évaluer le nombre moyen de segments hélicoI-
daux du modeéle proposé. Pour cela nous avons assimilé cette molé-
cule modéle. 34 une chaline de Gauss doht le chainon est représenté par

la portion d'hélice située éntre deux points de cassuré :




On envisage donc un ensemble dé n ¢hailnons hélicoldaux de lon=

gueur 1. Si on suppose gue lés cialinons ont la méme longueur,
chdcun d'edx contient a%g unités de tépétition (DP @8t le de~

gré de polymérisation). Comme chague monocmére contribue pour
1,5 23 la longueur du cHalinon (prédjéction d'une unité monomére
sur l'axe d'une hélice ) la longueur deée chadgue chalinon est :

.

1 = 1.5 #%3 R =1,5 1078 ﬂgﬂ om (II~6)

L'écdrt guadratigue moyen (Ez 1/2 g¢st exprimé par :
72 = n 12 | (11-7)

D'aprés la tHéorie de XKIRKWOOD~RISEMAN (17) la visdosité in-
trinsdque ] d'une telle molécule est donrde par la relation :

(n] M= s (22)3/2

(11-8)
dans laquelle M est la masse moléculaire du polymére et ¢ est
la constante de¢ FLORY é&dale a 2,86 1021;

M est reliée & la masse M_ d'une unité monomére par
la reélation : '

M = DP X Mb

La lohdgueur totale du batonnet est égale 3

8

nl = 1,5 10°° DP (exprimée en cm)

Dol 0212 = (1,5)2 10716 pp?
Cothme £2 = nlz,.on obtient :
nE? = (1,5)2 10710 pp?
op o F2
ou o = 3 =1 (X1%9)

(1,5)" 10 DP




- 33 =

zn remplag¢ant fz par son expression en fonction de Dﬂ, M et ¢,
on obtient finalement :

1373 4*/3
Y

| o)
et Tl T P
(1,5)" 10 DP L b J

(II+10)

expression dans ladquelle [n] doit &tre exprimée en dl/g.
‘ 4

2% représente le nombre moyen de résidus par chainon hélicoidal
rigide. ‘

DP
= A
100 +
5¢¢u
b i . HRRVI =. TN AT L YRS IR VR “"i ‘;‘.n VTN,
250 500

Figure II-6 : Variation du‘nombre moyen de résidus par
c¢haihon hélicoidal : ‘
A NaCl 0,2 M pd 4,3
® NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1 en volume) pH 5,0
La figure II~6 préserite les résultats obtenus pour les différents

échantillons de PLGA dans 1'eau et le mélange eau~dioxanne
(2/1 ; v/v).




Les valeurs de —%B sont toujours supérieures dans le mélange
¢au - dioxanne. Le nombre de batonnets n est d'environ 4 dans
le mélange eau - dioxanne et d'environ 6 dans l'eau pure pour
1'échantillen de masse 61 000..Ce type de calcul ne donne gu'un
ordre de dgrandeur du nombre de chaiInons car il repose sur l'hy-
vothése d'une chalne gaussienne dans NaCl 0,2 M et les divers
mélanges de solvants utilisés. Or deux raisons nous montrent
gue cette hypothése est en fait tres hardie. En effet d'une .
part le nombre n de chainons hélicoIdaux constituant la chaine
est tré&s petit, et d'autre part les conditions expérimentales
sont loin d'@tre celles d'un solvant théta comme le prouve
1'étude viscosimétrique. Dans ces conditions tous les résultats.
¢oncernait ce type de calcul doivent 8tre considérés avec pru-
dence. Cependant leur ordre de grandeur reste trés plausible et
il n'y a pas incompatibilité entre le modé&le d'une macromclé--
cule gqui se rigidifie par disparitidn d'un certain nombre de
repliements,vet les résultats de 1'étude hydrodynamique. Néan-
moins, on comprend mal pourguoi 1l'addition de dioxanne ne sup-—

primerait gu'une partie des cassures et non leur totalite.

Les modéles proposés ci-dessus sont basés sur l'exis=
tence de segments hélicoldaux rigides reliés entre eux par des
joints flexibles. Il y a donc liberté de rotation autour des

points de cassure de la molécule. Ces moddles ne tiennent aucun
compte de la nature polypeptidigue du PLGA. Il est donc néces-
saire de considérer différents mod&les de "cassure" spécifiques

des chaines polypeptidigues..

povnpruritputuhuiybushuh un e L —— i —— g

y) Structures_en_ "B turn” et "y turn®.

Des structures spécifiques des chalnes polypeptidi-
ques ont été proposées pour expliquer le repliement des chal-
nes observé par exemple dans le cas des protéines globulaires.

Ce sont les structures dites en "g turn" et "y turn".

Dans cette hypothése,‘la molécule de PLGA serait cons-
tituée de segments rigides reliés entre eux par des "8 turns"

ou des "y turns". Contrairement au joint flexible envisagé dans




les modéles précédents, ces structures ont des caractéristiques
spatiales bien définies présentant des restrictions 4 la rota-

tion.

o o 8 ou vy turn

G o Gt — o o - - ——— it o

Cette structure a été proposée sur des bases théori-
dues par VENXATACHALAM (18)
lographie.

puls mise en évidence par cristal-

Le schéma ci-dessous proposé par URRY et OHNISHI (19)

représente une telle structure :

i i+3 Ni+3
A——N; s O
: H
¢L+1E;i //h ' ¢1+2 W1¢2
O, C N e




- . - . . . 2
La structure en “B turn" répond aux critéres suivants :( 0)
. o a P .
1 La distance Ci - Ci+3 est inférieure ou é€gale
is,7 A

2 Les angles dinédraux ¢i et sont

TR {
+17 Yivrr %540 Yi+2
dans un domaine de 15° autour des valeurs données

par VENKATACHALAM(lg) sauf pour l'un d'eux gui peut

8tre dans un domaine de 30°.

3 I1 y a une liaison hydrogéne entre Oi et H La

"i+3°

‘distance Oi - N est alors inférieure d 3,2 i et

i+3

' v . - 3 = Q
l'angle Oi Ni+3 di+3 est inférieur a 307 .

On définit plusieurs types de R turns selon gue la structure
répond d un, deux, ou trois de ces critéres. Remargquons en par-
ticulier gue l'existence de la liaison hydrogéne n'est pas né-

cessaire (critére 3).

Structuse_en y furn”
Cette structure représentée sur le schéma ci—dessou§21)
a été proposée par NEMETHY et coll.(22_23) et mise en évidence
par diffraction des rayons X (24).
¢i
C, el
N C;_z
- ¢ ' \ / \
N R
| !
fi///- \\\\ ////




Alors gue dans la structure en "B turn" il existe une liaison
hydrogéne de 4 vers 1. (NH du 4° résidu vers CO du 1% résidu),
il y a dans la structure en "y turn" une liaison hydrogéne de

1 vers 3 (NH du 1% résidu vers le cO du 3° résidu). Il peut

en exister une autre du NZ du 3° résidu vers le CO du 1°% rési-

du (3 » 1). Les modeéles en "f turn" et "y turn" sont concilia-

bles avec le modéle en batonnet brisé. En effet, si certaines
liaisons hydrogéne paralléles & l'axe de 1'hélice sont rompues,
les groupes CO et NH ainsi 1ib&rés peuvent participer & la for-

mation de structures telles jue les "B turns" et "y turns"

Remargquons que l'existence d'un seul "8 turn" ou
"y turn" dans la molécule doit amener une diminution importante
de la viscosité. En particulier cette diminution de viscosité
doit &tre plus grande que celle observée en utilisant le modéle
de YU et STOCKMAYER ou celui de TAKI et FUJITA. Dans ce dernier
cas, en effet, les deux bdtonnets hélicoidaux peuvent tourner
librement autour du joint flexible alors que dans le cas des
8 et y turns, méme s'il n'y a pas formation de liaisons hydro-
géne, il reste des contraintes en ce qui concerne les valeurs

des angles dihédraux.

Lorsque les g turns sont présents en quantité non né-
glig=zable leur existence peut &tre mise en évidence par dichrois-
: 25-26b) : A
me c1rcula1re( . Dans notre cds la différencé entre les

spectres dichroiques obtenus en présence et en absence de dio-

xanne est faible (Figure II-7). Si on suppose une hélice par-—
faite en présence de dioxanne ([6]22“ = - 40 000 d°cm2décimole—l)
et une 'hélice brisde" dans l'eau [6]222 = - 36 000 4° Cﬂzdéci-

mole ) on peut évaluer tres approximativement la gquantité de
"8 turn" en utilisgant pour 100 % de "8 turn®" la valeur moyenne
([6]222 = - 5 600 d° cm2 duécimole—1 proposée par FREYSSINEIT (26)e
far ce calcul on obtiendrait environ 10 % de "§ turn" pour le

PLGA dans l'eau.
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Figure II-7 : Spectres dichroiques du PLGA dans NaCl 0,2 M
a pd 4,3 ( =% ) et dans NaCl 0,2 M/Dioxanng
(2/1 en volume) & pd 5,0 ( ° ).

I1 faut remarguer Jue :

. la différence entre les valeurs de [9]222 mesurées
‘en présence ou en absence de dioxanne peut &tre due au moins

en partie i des erreurs expérimentales.

. on zuppose dans ce calcul que les cassures du ba-
tonnet sont dues A l'existence de "B turns". On peut aussi envi-
sager des "y turns" ou d'autres structures. Cependant les spec-

tres dicaroligues correspondants ne sont pas connus.

. la valeur de [9]227 oour 100 % de "§ turns" que
nous avons utilisée est tirde d'un spectre moyen sur de nom-
breux types différents de "8 turns". Ce n'est donc pas né&ces-

sairement la valeur cgul convient & notre cas particulier.




N

. Pour une molécule de DP 450,10 % de "8 turn" signi-

mw A~

fie que 45 résidus seraient inclus dans cette structure. Corme
un "8 turn" e

st formé de 4 résidus il y aurait environ 10 & 12
"Q‘

8 turns® ce qui parait beaucoup si on considére les propriétés

hydrodynamigues d'une telle molécule.

. Nous avons suppvosé une hélice parfaite en présence

de dioxanne ce qui n'est pas le cas.

La probabilité pour gu'un ensemble de quatre résidus
(26)

forme un 8 turn peut &tre calculée . Cette propapilité P
est exprimée par la relation :

P =F, x F, X I, x F, I1-1

ol i i+1 i+2 i+3 (II-11)

dans laquelle F est la fréquence d'apparition d'un résidu dans
une structure en 8 turn selon sa position en i, i+1, i+2 ou

i+3 dans le tétrapeptide.

Dans le cas du résidu glutamiqgque :

F. = 0,011 ; Fioq = 0,032 ; Fopg = 0,053 ; F.,3 = 0,021
.. ' ~-7
ce gqui donne : P = 3,9 10 ..
2
Or(°6), la valeur limite pour qu'un tétrapeptide adopte une
structure en "B turn" est P = 0,5 1074,

On voit donc gue la probabilité pour gque quatre résidus
glutamigues soient inclus dans une structure "8 turn" est

trés faible. Nos résultats expérimentaux peuvent donc diffici-

lement &tre attribués & l'existence de "8 turns” dans la molécu-
£e de PLGA. L'&tude d'oligoméres de l'acide glutamigue (26¢) mon-

tre également gque l'hypoth&se de 8 turns est fort veu probable.

Les structures "B et v turn" font apparaitre des liai-
sons hydrogéne entre les groupes CO et NH. On peut imaginer des
structures différentes dans lesquelles les groupes CO et Nil se-
raient liés entre eux par l'intermédiaire de molécules d'eau,
les aminoacides formant la cassure de la macromolécule n'ayvant

alors plus de conformation particuliére en "g" ou "y turn".
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De telles structures devraient présenter moins de contraintes
et en particulier moins de contraintes angulaires que les struc-

tures "B et y turns".

RolLe du dioxanne

Nous avons vu gue le dioxanne augmente la rigidité du

batonnet. Cela peut &tre di & un double effet :

- 1'addition de dioxanne diminue l'activité de l'eau
" dans le solvant. L'eau est donc moins disponible pour la forma-
tion de liaisons hydrogé&ne telles que nous les avons représen-
tées ci-dessus. |

- le dioxanne forme avec l'eau des complexes 1-3 de

formule : C4H802, 3 HZO (27). Les moldcules d'eau incluses dans

ces complexes ne peuvent participer & des liaisons hydrogéne
avec le soluté. L'addition de dioxanne doit donc défavoriser les
structures proposées ci-dessus et rigidifier le b&tonnet.

Dans le cas des mélanges eau méthanol, il existe &ga-
lement un complexe 1-2 de formule CH3OH, 2 HZO (27 et on ob-
serve comme dans notre cas une augmentation de rigidité de l'hé-

lice o du PLGA lorsgu'on ajoute du méthanol au milieu (28).




¢} Modele de batonnet souple {(chalne & Longueur de persistance).

Les modéles envisagés ci-dessus supposent l'existence
de "cassures” le long du batonnet. Nous avons d'abord examiné
le cas o2 il y a libre rotation au niveau de ces cassures (mo-
déle de YU et STOCKMAYER et de TAKI et FUJITA), puis nous avons
supposé l'existence de structures 3 géométrie définie telle que

"

les "R turns" et "y turns". On peut également imaginer un baton-

net dont la souplesse augmenterait en méme temps gue la longueur.

Ce modéle présente, par rapport aux précédents, l'avan-
tage de ne pas supposer l'existence de cassures nettes dans la
molécule, cassures dont l'existence peut difficilement &tre at-

p
tribuée a des modifications chimigues ou a la présence de

"turns".

Un tel modéle également appelé modéle de cylindre cour-’

be continu a été proposé par YAMAKAWA et FUJII(15’29) en s'inspi-
rant des travaux de POROD et KRATKY (30). Les équations établies

par ces auteurs permettent de définir la viscosité intrinséque
d'une chaine a longueur de persistance avec une bonne précision
dans tout le domaine de masses moléculaires. La longueur de per-
sistance, notée q, caractéfise la rigidité de la molécule (30).
Plus la molécule est rigide, plus g est grand. Dans le cas d'une
chalne gaussienn=, la longueur de persistance est reliée 3 la

longueur du segment statistigque de KUHN K_l par la relation :

La longueur de persistance est donc dans ce cas la moitié du

segment statistique de KUHN (31).

Deux relations analytiques semi empiriques ont é&té proposées
par YAMAKAWA et FUJII (15). Selon la longueur L de la molécule,

l'une ou l'autre de ces relations doit &tre employée.
. L3/2

(n]= . I

1

pour L>>2,28 (II-12)




1 TN, L F (L) |
Bq = ey - —;pour Li< 2,28 (II-13)

24 M Ln(3) T L d]

d 1 +} Ay Ln(d)

i b

Dans la premiére de ces relations :

b = 2,87 1023

L est la longueur de contour de la molécule (longueur norméa)

M est la masse moléculaire

P

Les coefficients Ci sont indépendants de L mais dépendent du

C s = . . NP 15 Do s -
diamétre hydrodynamigue d de la chalne (15) (diamétre normé)

Dans la seconde relation :

RN est le nombre d'Avogadro

F (L) est une fonction de la longueur de contour L

F(L) = (——13> et -1+ 21n-21%+ % L3 (II-14)

2L o
Les valeurs d= Ai sont indépandantes de L et'd :
A, = 1,8395 A, = 8,2406 A3 = 32,8628 A, = 41,1045
(pour 4 < 0,1).
Toutes les longueurs qul apparaissent dans ces relations ont
comme unité la longueur du segment statistique de XUAN K—l.
(Seules les valeurs de L utilisées dans le premier terme de
chacune des &quations (II-12) et (II-13) (termes en L3/2 et L3)

. ~ C . . . C s 3
doivent étre exprimées en cm pour obtenir la viscosité en cm™/g.)

La longuedar de contour L, normés dans ce systéme, dé-
pend donc de la masse mdléculaire, mais aussi de la loagu=sur de
persistén:e g. Elle dépesnd également de la projection 1 de 1l'uni-
té monomére sur le contour de la chaine. Dans le cas d'une hé-
lice a, la projection de l'unité& monomére est égale & 1,5 A. La

O N - - -~
longueur, exprimée en 4, de la molécule est alors égale a 1,5 DP.




Les relations ci-dessus dépendent donc des trois paramatres 1,

g et d. Pour rendre compte des résultats expérimentaux et déter-

1

iner la longueur de persistance de la molécule il faut d'abord
sz IZixer la valeur de 1 et de d puis tracer un faisceau de cour-
ces Log [n]= f(Log M) correspondant aux différentes valeurs de
g. La longueur de persistance de la molécule est alors la valeur
g pour laquelle il y a le meilleur accord entre la courbe expé-
rimentale et la courbe calculée. On peut également faire varier

le diamétre hydrodynamique d pour améliorer l'accord entre les
X

Pour tcus nos échantillons, la masse moléculaire est

uffisamment faible pour gue la ‘condition : L < 2,28 soit rem-

0]

plie dans tous les cas. La seconde relation donnée plus haut

¢
F

sera donc seule utilisée.

La projection de 1'unité monomére d'un polypeptide sur
l'axe d'une hélice ¢ est de 1,5 A. Ce sera la valeur de 1 gque
nous utiliserons pour calculer la longueur de contour. Le diamé-
tre d d'une hélice o est de 10,5 A & 1'état solide. En solution,
la valeur d = 15 A a &té proposée dans le cas du PLGA dans le

(9)

N methylacétamide

La figure II-8 montre les courbes obtenues pour diffé-
rentes valeurs de g en se fixant 1 = 1,5 A et d =15 ﬁ, dans le
cas du PLGA dans NaCl 0,2 M & pd 4,3. On constate gque 1l'accord
entre courbe expérimentale et courbe calculée est satisfaisant
pour q = 220 * 20 A. Cependant le point correspondant i
M = 12 200 est toujours hors de la droite. L'hélice o de PLGA
dans NaCl 0,2 M peut donc &tre représentée par les valeurs sui-

vantes :

1=1,58 d=158 et gq=2207%203%

Dans le cas du PLGA dans le mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1 en
volume) nous avons d'abord tenté de représenter la courbe ex-
périmentale en nous fixént 1 =1,528etd=15 & comme précédem-
ment et en; faisant varier g. On constate alors qu'aucune valeur

de g entre 100 et 2000 & ne peut rendre compte de nos résultats
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igure II-8 . Comparaison entre la loi de viscosité expérimen-
tale et les lois de viscosités calculées i partir des relations
de YAMAXKAWA et FUJII dans le cas du PLGA dans NaCl 0,2 M.

1 =1,52; d=15A4A ; g varie de 100 & 400 A.

mio4 .




expérimentaux. Nous avons alors tracé d'autres faisceaux de
courbes en faisant varier également le diamétre de 1'hélice
solvatée entre d = 10 A et & = 25 A (Figure II-9). Le meilleur
accord entre la courbe expérimentale et la courbe calculée est

alors obtenu pour les valeurs :

1=1,5 24 d =252 et g= 5004

Ceci confirme la plus grande rigidité du PLGA dans le mélange
NaCl 0,2 M/Dicxanne, puisqué la longueur de persistance est
plus élevée. Cependant la valeur de d = 25 2 gui permet de ren-
dre compte des résultats expérimentaux semble difficilement ac-
ceptable car elle serait comparable au diamétre de la double

hélice du pya (1°r29)

Dans le but de contrdler et préciser 3 la fois les
valeurs de d et g obtenues ci-dessus, nous avons traité nos
résultats expérimentaux selon une modification mathématique pro-
posée par VITOVSKAYA et TSVETKOV (32) . L'équation proposée par

YAMAKAWA et FUJII (équation II-13) est modifiée pour obtenir
(32)

une fonction y définie par :
y = —%ﬂi—é— w2 finZ - 1,839 + S22 3zésg + 41313 (II~15)
M A In a Ln 3 Ln 3

La fonction y est également représentée par la relation :

_ 13 _ 2 1 2 1 2 _ _
vy = 17 (1 .SMSM + s M ceeaes) (II-16)

Dans la relation (II-16) 1l est la projection de la longueur de
1'unité monomére sur l'axe de la molécule, S est le nombre

d'unités monoméres par segment statistique.

~

La méthode consiste & calculer la quantité y par la
relation (II-15) et & tracer ensuite y en fonction de la masse

mcléculaire M. La relation (II-16) montre que l'ordonnée 3

l'origine fournit la valeur de 1l et que la pente initiale de

(=

la courbe est proportionnelle 3 .

Ly
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Figure II—9V. Comparaison entre la loi de viscosité expérimen-

tale et les lois calculées a partir des relations de YAMAKAWA
et FUJII dans le cas du PLGA dans NaCl 0,2 M/Dioxanne.
1 =1,5% ; d varie de 10 3 25 & ; g varie de 500 a 1000 A




- 48 -

13A

15A

20A

v -

| M

Figure II-10. Tracé de la fonction y = £(M) pour d 13 A,

15 A et 20 &
A Nac1 0,2 M

@ NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1 en volume)




Par conségquent nous avons tracé les courbes y = £ (M)

[] o]

en supposant d = 13 A, d = 15 A et d = 20 A.

Dans le calcul de y intervient la valeur de L c'est-

da-dire la valeur de 1 puisque L = 1DP. L'ordonnée i l'origine
ce la courbe y = f£(M) permet de retrouver cette valeur. La meil=-
leure courbe y = £(M) doit donc étre celle qui donne le meil-

leur accord entre la valeur de 1 utilisée pour le calcul de L

et la valeur de 1 déterminée graphiquement. La figure II-10

montre les résultats obtenus pour d = 13 i, 15 R et 20 & avec
1 =1,5A.

L'ordonnée a l'origine de ces courbes fournit res-
pectivement : 1 = 1,67 i ; 1,63 % et 1,73 i. R

Le meilleur accord est donc obtenu pour 4 = 15 R. ‘
Nous constatons de plus qu'unevseule valeur de d permet de ren-
dre compte des résultats obtenus dans NaCl 0,2 M et dans le mé-
lange NaCl 0,2 M/Dioxanne, ce qui n'était pas le cas lorsgue la
méthode de YAMARAWA et FUJII était utilisée. De plus cette va-
leur d = 15 A est beaucoup plus plausible gque la valeur d = 25 A
obtenue précédemment pour le PLGA en mélange NaCl 0,2 M Dioxanne.’
Nous avons vu que la pente initiale des courbes y = £(M) est
inversement proportionnelle a S, le nombre d'unités par segment
statistique. Dans 1'hypothdse d = 15 A on obtient S = 150 * 20
pour le PLGA dans NaCl 0,2 M et S = 750 ¥ 30 pour le PLGA dans

le mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne.

En multipliant S par la projection de l'unité monomeére
sur l'axe de 1'hélice on obtient la longueﬁr du segment statis-
tique &gale a 225 t 30 A et 1125 T 45 R, -

Ces résultats confirment la plus grande rigidité de
1'hélice de PLGA dans le mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne puisque

le nombre d'unités par segment statistique y est plus grand.

La valeur trouvée pour 1 (1 = 1,63 A) est supérieure
a la valeur théorique de 1,50 %. Cependant elle nous semble sa-
tisfaisante. Par exemple, dans le cas du polyglutamate de ben-
zyle, VITOVSKAYA et TSVETROV (5}) ont obtenu 1 = 2,0 X, valeur

encore plus différente de la valeur théorique.




La figure II-11 présente la courbe y = £ (M) pour le PLGA dans
le mé&lange NaCl 0,2 /2 chloroédthanol (2/1 en volume).

R 102
44
| - ® °
3L ®
2 } 4 ) - .4
2 4 M10
'4 Figure II-11. Tracé de la fonction y = f(M) pour d = 15 & pour

le PLGA dans le mélange NaCl 0,2 M/chloroéthanol: (2/1 en velume)

Pour d = 15 i, on obtient 1 = 1,45 2. La pente de la courbe
est pratiquement nulle, ce qui indique que S est tré&s grand.
Ceci e¢st en bon accord avec la valeur du coefficient de 1'équa-
tion de MARK~HOUWINK qui est de 1,60 (voir Tableau II-4) et
confirme la rigidité accrue de la molécule en présence de chlo-
roéthanol.

- La molécule de PLGA sous forme hélicoidale peut donc
8tre représentée par un batonnet souple caractérisé par sa lon-
gueur de persistance g ou par le nombre S d'unités monoméres
par segment statistique.

La méthode de détermination de S proposée par VITOVSKAYA

et TSVETKOV présente déux inconvénieénts pratiques :

. elle nécessite une extrapolation curviligne
. la valeur de S est déterminée 3 partir de la pente a

l'origine de cette courbe, ce gui est peu précis.

La modification suivante permet une détermination plus précise

de S. La fonction y est de la forme

y=A+2M + = u2og....
Y 5 2




Si on trace ——— A en fonction de M on doit obtenir une droite
dont l'ordonnée 3 l'origine fournit é et la pente _lf .
S
3
v - 1" _ 2 1 2 1 _1g0
w0 5 WS -{—15 M2 SZM+..... (II-16")
.;..O E
3
ordonnée 3 l'origine = - % .lg 1
-Ao
. 2 1 3
pente = —— —1
15 Mi 82

Remarquons gue dans le cas o0 S est grand, le terme en —%— est
négligeable. Dans ces conditions la fonction y est S 3
représentée par une droite et le tracé de la fonction z—i—l—

n'a vas d'intérét. -

Nous avons repris les hypothéses d = 13, 15 et 20 2 et nous avons
fait varier 1 entre 1,5 et 1,75 A

La figure II-11' montre, dans le cas ot d = 15 &, un exemple des

résultats obtenus.

3
- 29
A Y-17 4o
.0

- l=1,50A
A A
o » |:1,5.7%
|=1,60 A
(o]
l-1,63 A

2 4 6 M 10°*

] i L 1 1 1 .

, 3 e
Figure II-11', Tracé de la fonction —X—§~l = £(M) pour diffé-

rentes valeurs de 1.




On constate que la représentation la plus linBaire est obtenue
oour 1 = 1,60 A. On obtient alors S = 200 par 1l'ordonnée & 1l'ori-
gine et S = 250 par la pente, c¢'est-a-dire S = 225 T 25. ceci est

en assez bon accord avec les wvaleurs obtenues ci-dessus.

Le tableau suivant résume les résultats obtenus selon les diffé-

rentes méthodes.

r 3
tracé de y = £(M) tracé de L = £(m)

NaCl 0,2 M

a=132% l1=1,678 s=120 |1=1,644 s =2107 30

a =15 2% 1 =1,63R S =150 |1 =1,60 2 s = 225 % 30

d =20 A 1 =1,73 A & =100 |1 =1,70 R S = 145 * 30

Nacl 0,2 M/

dioxanne

da =13 A 1 =1,67A& S = 1000

a = 15 A 1 =1,63 A & = 750

a = 20 A& 1=1,73 A S = 200 |1=1,73 A s = 220 & 20
1=1,75 & s =190 £ 20

Tableau II-4'. Valeurs calculéés des paramétres 1 et S.

Quelle gue soit la méthodée utilisée, les résultats ob-
tenus indigquent dans tous les cas une augmentation de g ou de S

c'est-a-dire une augmentation de la rigidité de la molécule.

, Dans le cas des solutions de PLGA dans NaCl 0,2 M,
1'hypoth3se d = 15 A semble plausible car elle conduit & une va-
leur de 1 égale 3 1,60 a'1,63 R ce qui est proche de la valeur

théorique.

Dans le cas du mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne, le traite-

‘ment selon YAMAKAWA et FUJII et celui de VITOVSKAYA et TSVETKOV

gqui sont deux aspects mathématiques de la méme théorie conduisent
a des valeurs de d égales 3 25 R et 15 A.




_ | | .
Bien gue dans le second cas, la valeur 4 = 15 A con-
duise 3 une valeur de 1 plus proche de la valeur théorique, on

]
2, Er affet, le

ne peut rejeter complétement 1'hypothdsa 4 = 25
lamétre hydrodynamigue dépend de la solvatation de la molécule.
Nous verrons au chapitre V que, dans ces conditions de solvant,

[

la molécule est fortement solvatie.
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2 - Discussion des autres résultats.

-Le tableau II-3 montre que le coefficient a varie peu
en solution dans NaCl 0,2 M au cours de la transition hélice =
¢chaine (a = 1,09 quand FH =1 et a = 0,94 guand FH = 0). Ceci
n'est pas surprenant si on considére le modéle d'"hélice brisée".
En effet le comportement hydrodynamique doit &tre peu sensible
a l'augmentation du nombre de cassures dans un batonnet qui en
comporte déjad un certain nombre. Dans NaCl 0,2 M, si on s'inté-
g = 1 et FH‘=0,5
le tableau II-3 montre que le coefficient a est constant et

resse plus spécialement 3 ce gui se passe entre F
égal & 1,09. Ce résultat confirme une observation de RAO et
MILLER (33) gui ont constaté que a est pratiquement indépendant
du pH jusgu'au milieu de la transition, en solution agueuse.
Dans ce cas la variation de viscosité observée au cours de la
transition hélice Z chalne est due pour la plus grande part &
la variation du coefficient XK. ANUFRIEVA et cOll.(34)

dié la variation du temps de relaxatioh Ty de la molécule de

ont étu-

PLGA au cours de la transition induite par leé pH. Figure (II-12).

o)
40+
1
20+ .
I T

Figure II-12. Variation du temps de relaxation du PLGA dans

NaCl 0,2 M en fonction du pH (34).




Ces auteurs constatent qu'entre pH 5,0 et pd 4,65 (c'est-a-dire
entre FH = 0,54 et FH = 0,80) la valeur de T est pratigquement
constante ce qui signifie que la rigidité de la molécule ne chan-
ge pas. Ceci est en bon accord avec nos valeurs du coefficient a
dans le mé&ne domaine de la transition. Entre pH 4,65 et pH 4,3
(c'est-ad-dire entre FH = 0,8 et FH ~ o 1,0) ANUFRIEVA et coll.
Observent une nouvelle augmentation de T gu'ils attribuent a
une agrégation intermoléculaire. Dans notre cas on n'observe
aucune augmentation de a entre ces deux valeurs de pH et les
spectres dichroigues ne montrent aucune agrégation en solution.
Cette différence peut &tre attfibuée & la présence de sucrose
dans les solutions utilisées par ANUFRIEVA et coll. pour les
mesures de temps de relaxation.

En présence de dioxanne, le coefficient a varie de

-

1,40 & 0,72 au cours de la transition hélice 2 chaine.

La figure II-13 montre gquée pour des masses moléculai-
res supérieures a 10 000 la viscosité de 1'hélice est supérieure
3 celle de la chaine ce gqui justifie 1l'allure de la courbe de
transition (figure II-1) pour 1'échantillon de masse 58 000.
Cette valeur limite de M = 10 000 est en accord avec les pré-
visions théoriques de MILLER et FLORY (35).

La comparaison des paramd@tres a et K pour Fy = 0,5
dans NaCl 0,2 M et dans NaCl 0,2 M/Dioxanne montre gue all mi-
lieu de la transition, ces paramé&tres sont insensibles a la na-

ture du solvant.

La valeur a = 0,94 trouvée dans NaCl 0,2 M & pH 7,3
c'est-3-dire dans les conditions de 1'étalonnage de WADA est
en bon accord avec les valeurs trouvées pour des forces ioni-
ques voisines par‘HANKINS et HOLTZER (36) (a = 1,115 pour
I =0,11 Met a= 0,92 pour I % 0,41 M) Dans ce dernier cas, les
masses moléculaires des échantillons utilisés ont été& déterminées
par diffusion de la lumiére et le domaine d'étalonnage s'étend
de 44 300 a 152 000. On peut donc penser que le domaine d'éta-

lonnage de WADA est valable entre 10 000 et 150 000 environ.
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Figure II-13 : Comparaison des lois de viscosité du PLGA dans

NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1)
® pH 5,0 i A pH 7,3.

En milieu basique (pH 7,3) la_valeﬁr de a en présence
de dioxanne est égale a 0,72. Cette valeur est &gale & celle ob-
tenue par HAWKINS et HOLTZER (36) pdur le PLGA 3 force ionique
infinie (par extrapolation de mesures a différentes forces ioni-
gues). L'addition de dioxanne a donc¢ le méme effet sur le com-
portement hydrodynamique du PLGA qu'une force ionique infinie.
Cependant le phénoméne mis en jeu est différent. Dans le second
cas les ré&pulsions é&lectrostatigues qui sont & l'origine de l'e2~
pansion du polymé&re sont supprimées par l'effet d'écran trés im-
portant. Dans ces conditions, on peut estimer que la viscosité

est celle qu'aurait le polymdre en absence de charges. Dans notre




-

Ccas l'addition de dioxanne entraine une diminution de la constan-
te diélectrique de 1ld solution ce qui a deux conséquences impor-

tantes :

- une augmentation des répulsions électrostatiques en-
tre les groupes chargés dé méme signe portés par la chalne laté-

rale ce qui devrait conduire 3 une expansion plus importante du
polymeére.

- une augmentation des interactions entre les groupes
COO0™ et les contre ions positifs gqui diminue la charge apparente
du polymére et réduit ainsi les répulsions électrostatiques. Cet
effet est prépondérant puisqu'on observe une diminution de la
viscosité.

On observe le méme phénoméne dans le cas de 1l'acide
pelyacryligque. L'addition de 15 % de dioxanne 4 une solution de
polyacrylate de sodium (f_ = 48 000) dans NaCl 0,2 M provogue

une diminution de la viscosité de 640 & 290 cm3/g‘(37).

3 - Dimensions non perturbées en mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne
d pH 7,3. '

Les dimensions non perturbées du polymére peuvent étre
déterminées en utilisant la méthode de STOCKMAYER et FIXMAN (38)

La relation fondamentale utilisée est :

n =K. + 0,15 ¢ B ML/2

(IT-17)
M1/2 6

ol B est une constante dépendant du couple polymére solvant
¢ est la constante universelle de FLORY é&gale a 2,86 1021'
Keest défini par la relation :

[ = K, M1/?2 (II-18)

dans laguelle En]e est la viscosité gu'aurait le polymére s'il

était en solution dans un solvant theta.




De plus : r b‘e —}3
T = P A -
Kg o) 173 | (I11-19)
M 4
o
o M_ est la masse d'un résidu monomére,

et 1
S

permet par extrapolation a M

ol

-

[@v]

la longueur d'une liaison non perturbée.

1/2
1/2

1/2

Le tracé de {n /M en fonction de M (Figure I1I-14)
: )

= 0 de déterminer K, et donc

j 103m 271

1
N 2
=

100 200

Figure II-14. Tracé de STOCKMAYER - FIXMAN pour le PLGA dans

NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1) & pH 7,3.
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extrapolatlon d masse moleculalre nulle de nos valetrs expéri-
ﬂenuales obtenues 3 pH 7, 3 en nresence de dloxahne donne le ré-
sultat suivant

Dl 21,03 1073 + 0,428 1073 wl/2

M1/2 ‘
Ceci conduit & la valeur by, = 8,15 & en utilisant 1'équation
(II-19). La valeur de be trouvée pour le PLGA dans le mélange
NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1) est voisine de celles obtenues par
HAWKINS et HOLTZER. (36) pour le PLGA i force ibnique infinie
b, = 8 ) ex pour le polygluéamate de benzyle dans l'adide
1;‘loLoacev1que (b = 7,9 ﬁ)}

, La validité de l'équation de STOCKMAYER = FIXMAN est
d au*ant meilleure que les conditions de mesure sonht brocHes

des conditions de solvant 6 c'est-a-dire gque a est proche de 0,5.

Cependant le tracé de la courbe de STOCKMAYER+FIXMAN
pour les valeurs déterminées dans NaCl 0,2 M (cohditions dans
lesguelles a = 0,94) permet de constater gque la pente de la
=5

droite est plus grande dans ce cas (pente = 1,7 10 ~ contre

0,43 107°).

Le mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne est donc uh moins bon
solvant: pour le polyglutamate de sodium que NaCl 0,2 M de gui
est compatible avec le phénomdne de précipitation observé au-

dela de 33 % en dioxanne.

Ceci est confirmé par la variation du coeffidient

d'expansion du polymére avec la teneur en dioxadhne.

4 - Le coefficient d'expansion o :

La détermination de Ke permet de calculer »our chague

échantillon.ﬁﬂe et le. facteur d'expansion o défini par :

='£11— - (11~20)
[nlgy |




Le tableau 1I-8 doénne la valeur de & dang NaCl 0;2 M et dans
Nacl 0,2 M/DioxXanne {(2/1). ‘ |

el b

. | o |[INaci 0,2 u|aNacl 0,2 M [ NaCl 0,2 M/]avacl 0,2 4/ |
L L I Dioxanne | Digxanné ‘
12 200f 11,4 | 29,0 {1,365 ‘ 15;2 1,124
33 000! 18,7 73,0 '1,57$ 34,4 1,225
58 000! 24,8 127,0 | 1,734 54,0 1,296

Tableau II~5 : Coefficients d'expansion o

On constate que la valeur de & croit en méme~£emps gque la masse
moléculaire du poiyméreh Il sembleérait donc que,; gualitativement
le mélange de solvants se conporte éomme un golvant unilfjue pour
lequel 1l'éguation elassique de FLORY (39) 4

(> - o«3) = 2 ¢(0,5 - xymM/2? (I1=91)

oourralt s'appliquer.

De plus pour ut &chantillon de mAs§e mome&ulaire donnée le fac*
teur d'expansion est plus faible lmrsqma le milieu tontient au

dioxanne ce qui cdnfitme uhe dimihution de 14 qualmté du solvant.

La mesure de la viscosité intrmnséqué de l’echantlilon
de masse 58 000 en fonction de la terneur eh didsanne én milieu
basique précise cette diminution de o lorsque la teheur en dio-
xanne croit. (Tableau If-6): .

$ Dioxanne Lk

i " LA e

| 1,724

io 1,638

20 . 1,502

30 1,372

33 1,296
. J

Tableau II-6. Coefficiént d'expansion en fonction de la compo-
‘ sition du mélande MaCl 0,2 M % Diodxanne.
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D - LA TRANSITION CHAINE 2 HELICE mwovxmn ?AR LE CHANGmMEVT

- Wi,

Q&LQQMEQSIWION DU SOLV%NT

a r mé@angﬁh%Qy,- digxdnne

‘Commé nous 1'avons vu pllé haut le domaine de compo<
sitién en didxanne dans ledquel on peéut studier les solutions de
PLGCA est limité 3 33 % en dioxanne en ptésence de sel (Xacl
0,2 My. Au=déli de cé pourcentage le polymére n'est plus so=
luble. ‘

La dolubilité est différente si on considdre une 8o
lution dang laquelle la force ionique est fdible ou nulle.pans
ce cas le domaine de solubilité du polymére s'édtend au-deld de
50 % eh didxantie. De plus, si la proportion de diokanne devierit
suffisamrent importante, on peut mettre en évidence Une transi-
tion chdine > hélice induite par le solvant 4 pH constant
(pH appatrent : 7.3). Cette transitidh edt carhctérisée par dés
changéments importants des propriétés optigues dés sblutions"

Elle devtait se manifester par und adgmenkatioh ith=
portanté de la viscbsité comme c'est le cas lors de la trahsix
tion chdine » hélige indulte par le pﬂ en preSGncé de sel. BEn
effet 14 viscosité d'un batonnet est én général plus imbortante
gte celle d'une thaine statistiqué de méme tasse mdléculaire.

- Cependant comme cette transition a lieu en absende de
sel l'effet polyélectrolyte joue un rdle pwépondéraht surtout
dahs le domaine des faibles pourcentages en dioxanre et masque
le phénomdhe de transition conformationnelie.

La figure II~15 mohtre la variation de la visooBité
relative d'une solutidn de PLGA en absence de sel en fondtion
du pourcentage en volume de dioxanhe & cOncehtfatidn c¢otistante

en polymdte (4¢)‘
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Figure 1I=15. La transitioh chaine hélice induite par le

dioxanne. Varidation de —rlé’ﬁ ( [J ) et de la

fraction d'nélice F. (@ ).




Noug avons égaleément représenté sur cette figure la variation
de 1'hélicité déterminée par dispersidn du pouvoir rotatéire

gu par dichroiIsme circulaire. On constate qﬁ‘il n'y a aucune
corrélation entre le comportement viscosim3trigue et la transi-
tibh»conformaﬁianelle. Pour leés faibles taux en dioxanne l'ef~
fét polyélectrolyte est important et la viscosité est élevée.
Lersque le taux de dioxanne augmente la viscosité diminue. Ce-
c¢i peut &tre intérprété, commé hous l'avons fait précédemment
dang le cas des solutions dans NaCl 0,2 M, par la formation d‘'une
baire d'ions entre le groupe carboxylique chargé et son contreé |
1sa positif, favorisée par la diminution de la constante diélec=
trigue. On diminue ainsi la charge apparente du polymére et on

Pt

diminue les interactions électrostatiques, donc la viscosité.

o = mifange eau - chloroézthancl

Le 2 chloroethanol est un solvant acide qui provogue
un abaissement du pH de la solution. On ne pourra donc parler
de transition induite par le solvant & pH constant comme c'est
le cas avec le dioxanne. On peut s'attehdré & observer la tran-—
sition chaine 7 hélice dans le mélange eau - chloroethanol méme

en présence d'une force ionigque lmadrtante.

La figure II-16 montre les résultaﬁs obtenus dahg dif«
ferentes conditions de force 1onique et de masse moléculaire.
Noug avons représenté la variation de -E d& c¢concentratiodn coris~
tante en fonction de la composition du solVaht ainsi que la va-
riation de 1l'hélicité déterminée par dicHroIsme circulaire.

Dans le premier cas (fidure II=16 a) la force ionigueé
est nulle et la masse moléculaire est de 33 000. Comme dans le
cas des mélanges eau - dioxanne la transition est masguée par
I'importance de l'effet polyélectrolyte surtout pour les faibles
taux &n chloroethanol.

Dans le second cas (figure II- 15 b) l'effet bolyelecd
urdlyte est totalement supprimé par la force iobnique importante
(I = 1 M). Pour l'échantillon de masse 61 000 on observe une
nette transition pour une composition d¢ 35 % environ en c¢hloro=
ethanol. '
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Figure‘ 1I-16. La transition chalne héliﬁce induite par le
chloroethanol : n ’

" a) A variation de —%P— (mélanges H,O/CE)

o

b) @ variation de (mélanges NaCl 1 M/CE)

c) sk variation de Fy




On observe un minimum de viscosité juste avant la transition,
qui rappelle celui observé lors de la transition induite par lé
pH dans le mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne (2/1) (figure II-1).

£ - CONCLUSION

L"étude viscosimétrigque du PLGA en solution dans des
riélanges de solvants a montré que l'addition de solvant orga-
nigue a une solution aqueuse du polymére déplace le pH de la
transition chaine I hélice vers les pH basiques. On observe donc¢
une stabilisation de la structure hélicoidale qui existe aux bas
pH. Ceci est confirmé par 1'augmentation de la valeur du coeffi~
¢cient de MARK-HOUWINK qui tend vers la valeur observée dans un
solvant fortement hélicogéne tel que le N méthyl acétamide.

Pour expliquer la faible viscosité de 1'hélice g du
PLGA en milieu purement agqueux nous avons émis un certain nom-

bre d'hypothéses :

- nous avons d'abord supposé une modification chimi-
gue de la molécule lors de la débenzylation du PLG3 conduisant
a une cyclisation de certains résidus. Cependant les données de

la littérature (12)

excluent l'existence d'une telle réaction
dans les conditions opératoires que hous avons utilisées. De
plus, cette réaction est pratiquement irréversible et le nombre

de cycles formés doit étre insensible & la présence de dioxanne.

Nous pouvons cependant remarquer que SCHIFFER et

- HOLTZER (3) ont également envisagé l'existence d'une modification
chimique, mais d‘'une maniére trés vague, sans émettre d'hypothése
sur la nature de la réaction en cause. Il semble qu'ils aient

ensuite abandonné cette hypothése.

= le mod&le d'"hélice brisée" est &galement peu satid=
faisant. Dans le cas oll on suppose un seul point de cassure
(modele de YU et STOCKMAYER et de TAKI et FUJITA) la diminutioh

de viscosité calculée est inférieure i la diminution observée
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expérimentalement. Il faut donc introduire au moins deux points
de cassure [("hélice brisée"). Dans ce cas nous avons assimilé
1'hélice brisée a une chaine de Gauss mais le calcul du nombre
de chainons montre a posteriori gue cette hypothése de travail

n'est pas correcte.

De plus rien ne justifie l'exisﬁence de cassures et
on congoit mal pourquoi une partie seulement des cassures serait
supprimée par l'addition de dioxanne.

- 1'hypothése de l'existence de "8 turns" ou "y turns”
est séduisante. Elle se heurte cependant a un certain nombre
d'arguments tant théoriques gu'expérimentaux. Nous avons vu gue
la probabilité d'existence d'un "8 turn"” dans un homopolypeptide

constitué de résidus glutamiques est trés faible.

‘ De plus, ces structures sont caractérisées par des con-
traintes angulaires importantes. L'existence de liaisons hydro-
géne y est possible mais non nécessaire. Or l'addition de dioxan-
ne a la solution peut modifier les liaisons hydrogéne mais non
les angles dihédraux. Les "turns" ne peuvent donc étre supprimés

par l'addition de dioxanne au milieu.

5

Seuls les modéles modifiés de "turns" faisant interve-
nir les molécules d'eau sont compatibles avec l'influence du
dioxanne, 3 condition de supposer gque ces modéles modifiés de
"turns" présentent des contraintes ahgulaires beaucoup moins

strictes.

- le modéle de bitonnet souple (chaine & longueur de
persistance) que nous avons envisagé en dernier lieu nous parait
‘8tre celui gui convient le mieux. Il ne présuppose pasS la rupture
de certaines liaisons hydrogéne le lbng de la moiécule. Alors que
le modéle d'"hélice brisée" suppose que l'addition de dioxanne
reconstitue certaines liaisons hvdrogéne rompues, le modele en
batonnet souple ne nécessite qu'un renforcement de chacune des

liaisons hydrogéne déja présentes dans la molécule.

A Il permet enfin de caractériser la rigidité de la mo-
lécule par la longueur de persistance g ou par le nombre S d'uni-

tés monoméres par segment statistidque.




Lorsgue le volymére est sous forme ionisée, lfaddition
de dioxanne diminue l'expansion du polyélectrolyﬁe gqui adopte un
comportement hydrodynamique plus proche d= celui d'une chaine de
Gauss. Nos résultats expérimentaux justifient a posteriori 1le
choix du mélange eau dioxanne (2/1) comme solvant par DOTY et
coll. (5). En effet dans Ces conditions de solvant, la molécule
sous forme désordonnée a un comportement assez voisin de celui
d'une chaine de Gauss (a = 0,72) (tandis gue sous forme hélicoi—
dale la molécule adopte un comportement plus proche de celui d'un

batonnet idéal (a = 1,40) ).

La diminution de l'expansion du polymé&re en miliéu eau
dioxanne a €té interprétée comme étant due 3 la formation de '
paires d'ions gui diminuent la charge apparente du polyélectro-
lyte. C'est la diminution de la constante diélectrique du milieu
gui favorise la formation de ces pair=s d'ions. En l'absence de
sel, le polymére subit une transition chaine 7 hélice induite
par le solvant lorsgu'on augmente la guantité de dioxahne. Mal-
heureusement les'mesures de viscosité conviennent mal pour

1'étude de ce phénoméne en raison de l'effet polyélectrolyte.

Les méthodes optiques (D.O.R. et D.C.) sont mieux
adaptées 3 une telle &étude et permettent d'examiner 1'influence
de différents paramétres sur cette transition induite par le
solvant.
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ETUDE OPTIQUE

L'étude viscosimétrigque nous a permis d'étudier l'in-
fluence du dioxanne sur les différentes conformations du PLGA
eri solution. Elle permet &galement la mise en évidence de la
transition chalne 7 hélice induite par le pH. Cependaht, cette
méthode de mesure convient mal pour 1'étude de la transition
induite par le changement de compesition du solvant, transition
qui ne peut avoir lieu qu'en absence de sel dans la solution.
Nous nous sommes donc tournés vers les méthodes optiques Gui
conviennent mieux pour cette étude. Elles permettent également
de considérer l'effet de paramétres tels que la force ionidue,
la concentration, la masse moléculaire ou la présence de grou-

ves protecteurs résiduels.

RAPPELS

A - DEFINITIONS

Le pouvoin notatoire d'une solution d'un composé opti-
quement actif est gé&néralement exprimé par la rotation molaire
corrigée du facteur de LORENTZ :

M

" 3 o o) :
]2 - (ITI-1)
24, , 1c 7100 »

Dans ¢ette relation n est l1l'indice de ré&fraction du solvant ou

du mélange de solvant, a est l'angle de rotation exprimé en de-
grés, 1 est le trajet optique en dm, C est la concentration en

g/ml et Mb est la masse moléculaire d'un résidu.




Le dichrolsme circulaire &st exprimé par l'ellipticité
molaire [8] exprimée par la relation :

M
1 M

1 = I vy i _O©
[6] =5 X - %) & 150

G D (I1I-2)

dans laquelle KG et KD sont les indices d'absorption des lumiéres

polarisées gauche et droite, A la longueur d'onde, C la concentra-
tion en g/ml et M, la masse d'un résidu.

KG et KD sont relié&s aux coefficients d'ektinction molaire g et

£n et on peut montrexr que

[e] = 3300 ac | (III-3)
avecCc
he = e = €p (I11-4)
Expérimentalement on mesure la différence d'absorption
M (III-5)
he = ——7 (AG - AD)S

relation dans laguelle s est la sensibilité en mm*l.

B - DETERMINATION DE L'HELICITE A PARTIR DES MESURES DE DISPERSION
OPTIQUE ROTATOIRE ET DE DICHROISME CIRCULAIRE.

1 - Dispersion optique rotatoire.

La courbe de dispersion o?tique rotatoire d'un poly-
peptide en solution dépend de la conformation de celui-ci.
MoFriTT (1) en a proposé une représentation mathématique sous
la forme d'une équation de DRUDE 3 deux termes :

] ' '
m'|= a ———— + b
o 2 > o (ITI-6)
a2 -2 (% - a2
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a A_ et bo sont des constantes.

o' "o
a, dépend de la nature du polymére et du solvant,_lo est égal &
212 nm. bO dépend de la conformation du polypeptide. En tragant
A2 -a2 |

Enﬂ——————g— en fonction de on obtient les valeurs de

(2)

a_ et bO (MOFFITT et YANG ) .

Le paramétre bo est d'environ - 630 pour un polypeptide adoptant
entidrement une conformation en hélice o droite et de zé&ro pour
un polypeptide sous forme désordonnée. Le taux d'hélice o droite

FH peut donc étre exprimé par :

Fy = "ifgiﬁ_ » (I11-7)
Si la courbe de dispersion optique rotatoire contient la contri-
bution d'autres conformations, le taux d'hélice a déterminé com-
me ci-dessus sera faux. Pour résoudre ce probléme, SHECHTER et
BLOUT (3) ont proposé d'autres éguations qui permettent de détec~
ter la présence d'autres conformations organisées que 1l'hélice

(par exemple les structures g).

Au lieu de déterminer le taux d'hélice a partir de b,
en tracant la courbe de dispersion optique rotatoire, on peut'
simplement mesurer la valeur de [m'] 3 une longueur d'onde don-
née. Comme Bn'l dépend de la conformation du polypeptide, on
peut ainsi évaluer 1'héliciteé .

Par exemple i 234 nm [m'] = - 14 000 pour l'hélice a

et [m']# 0 pour une conformation désordonnée

_‘[m']234

Onaalors‘:FH—W .

La mesure de bO ou de [m'] permet de suivre la transition

hélice 7 conformation désordonnée.




2 - DichroiIsme circulaire.

Le chromophore peptidique présente deux bandes d'‘'ab-
sorption :
. la bande n -+ m° situde & 220 nm.

. la bande 7 » 7% situde & 190 nm. .

Dans le cas ol le polypeptide adopte la conformation o hélicoi-

dale, la bande 1 - nx est dédoublée en deux bandes attribuées

-~

a la transition 7w - e polarisée parallé&lement et perpendiculsi=-
rement & l'axe de l1l'hélice. Ces bandes sont situées a 209 et
190 nm.

~

Les figures III-1 i III-3 présentent les spectres di-

chroiques de 1'hélice a/de la structure B et de la conformation

4
désordonnée, tels qu'ils ont été proposés par GRATZER et COWBURN( )

[6]107*
10

2-. . /\
¥ 7

190 210 230 190 210 230 190 210 230 -/1

Figures III-1 a III-8. Spectres dichroiques de la conformation
(4)

désordonnée, de 1'hélice o, et de la structure B

La structure B8 est caractérisée par une bande négative.

située vers 220 nm et une bande positive située vers 195 nm.




Le spectre dichroique d'une structure en hélice o droi-
te présente deux bandes négatives situées a 209 et 222 nm et une

bande positive située a 190 nm.

Enfin la conformation désordonnée présente une faible

bande positive & 218 nm et une bande négative a 198 nm.

A 222 nm les ellipticités de 1'hélice o et de la con-
formation désordonnée sont trés différentes. Si la solution étu-
diée ne contient gue ces deux conformations, on peut calculer la
teneur en hélice par la relation :

4 000 - [e],,,

FH = (ITI-8)
40 000

si 1l'on adopte les valeurs :

[6]222 = + 4 000 d° cm’/décimole pour la conformation

entiérement désordonnée,

(81,5, 36 000 d° cm?/décimole pour la conformation

entiérement o hélicoidale.

RESULTATS EXPERIMENTAUX

A - TRANSITION INDUITE PAR LE pil.

Les figures III-4 a I1I1-6 montrent les spectres di-
chroiques correspondant & la transition induite par le pid dans
l'eau ef dans différents mélanges de solvants en absence de sel.
Tous les spectres présentent un point isodichroIque situé a
202 nm pour une ellipticité de - 17 000 4° cmz/décimole. Cela
signifie gue seules 1'hélice a et une conformation désordonnée

sont présentes dans la solution.

Le tracé de [61222 en fonction du pH (pH apparent en
milieu eau/solvant organique) permet de mieux mettre en é&vidence
la transition. (figure III-7).
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Figure III- 4.

sition chaine hélice induite par le pH :

B '
Ry 2) dans
N #

b) dans le m#élange H?O/Dioxanne (2/1).

l'eau

pH 7,7
7,2

&,5

Spectres dichroiques obtenus au cours de la tran-
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Spectres dichroIques obtenus au cours de la transition

dans le mélange Hzo/Dioxanne (58 % en dioxanne)

chaine hélice induite par le pH :

dans le mélange HZO/chloroéthanol (20 % en chlorcéthanol)




- PH

Figure III-7. Variation de Ee]zzz en fonction du pH dans

- différents mélanges de solvants :

A Hzo : /\ Nacl 0,2 M ; ¢ Hzo/Dioxanne (33 &
en dioxanne) ; [J] NaCl 0,2 M/Dioxanne (33 % en
dioxXanne) ; % H20/DiOXanne (58 %3 en dioxanne) ;

B Hzo/chloroethanol (20 2 en CE)

Cette figure montre 8galement la transition dans NaCl 0,2 M

et dans un mélange NaCl 0,2 M/Dioxanne (67 %/33 % en volume)..
On constate que le pH apparent de la transition augmente lors-
gue la proportion de solvant organigue augmente. L'addition de

sel diminue au contraire le pH de la transition.

En réalité, le parameétre dont dépend le plus directe-
ment la conformation du polymére n'est pas le 'pH mais a , le




Coefficient de dissociation des groupes carboxyliques (Les va-
leurs de o sont calculées & partir des donndes potentiométrigues
du chapitre IV). o dépend du pH mais aussi de la constante de

dissociation KO qui diminue & mesure gue la quantité de solvant
organigque croit.

Il est donc plus correct de tracer [6]222 en fonction

de a plutdt gu'en fonction du pH. (figure III-8)

) [6h10”

222

OI-

10

-205

230

_40+

+ ] } 3 B
02 0.4 06 0,8 64

Figure III-8. Variation de [0 avec le coefficient de

i222
dissociation w:
ﬁxHZO : n HZO/Dioxanne (33 ¢ en dioxanne)

.}AZO/Dioxanne (58 2 en dioxanne).

Le coefficient de dissociation 3 la demi-transition al/z aug-
mente avec la quantité de solvant organique. Cela signifie que

la stabilité de 1'hélice est alors augmentée.




La fZigure III-7 montre é&galement gue l'ellipticité
mAaximale atieinte aux pH les plus acides augmente en milieu or-

= - 43 000 en

ganique:i%:z,. = - 36 000 dans l'eau et [9]222
e

oxanne ou de chloroéthanol. Ceci est en accord
(

S
5)
>

S

avec .25 IeLsuitacs de FASMAY ot collaborateurs gqul ont ob-
servé uane agqgmentation de bo dans les mélanges eau-solvant or-
ganigue. Nous avens vu au chapitre ITI gue l'addition de solvant

organigue azgmente la longueur de persistance de la molécule. On

h

Deut penser gue L augmentation observée de 97272 est due a 1l'aug—
n

-

tation de la longueur de la sé&quence hélicoidale. Les incerti-

mesure de [el sont cependant trop grandes pour

a 222 |

sropeser une relation quantitative entre ces deux phéncménes. De

plus, la modification du milieu environnant le centre actif

{chancemen:z de pclaritd du solvant) doit également entrainer une
ol ®

variarion de L33222'

Dans le cas du mélange & 58,5 % de dioxanne le spectre

optenu 3 pHE 3,% est différent de celui obtenu pour d'autres com-
peositions. Ncous verrons gue cela est di au début de la transition

induite par le solvant.

Ccmme nous le verrons par la suite, la présence-d'élec—
lyte dans la sclution contenant le pelymére chargé modifie
considéraplemenc les conditions dans lesquelles s'effectue la
zransiticn. Il est donc nécessaire d'éliminer toute trace de ces
PLGA est dissous dans un léger excés de

de sodiuam du PLCA. La solution

cing a six fois contre un excés d'eau par-
faitement exempte de sel. On obtient ainsi une solution ne con-
tenant que le polyélectrolyte et ses contre-ions associés. Le

pH de cette soclution est d'environ 7.




1 - Transition induite par le solvant en absence de sel.

La figure III-9 montre 1'évolution des spectres di-
chroiques lorsgqu'on ajoute des quantités croissantesg de dioxarne

d une solution agueuse de PLGA chargeé.
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Figure III-9. Spectres dichroiques au cours de la transition

induite par le dioxanne.

Les premiers spectres sont Caractéristiques d'une’conformation
déscrdennéde et on obtient ensuite le spectre d'une hélice d.
Tous les spectres présentent un point isodichroigue pour

A = 203 mm et’[G] = - 15 000 @g° cmz/décimole.

Le méme type de transition est obtenu avec le
2 chloroéthanol (dans ce cas la transition est en fait une tran-

sition induite par le pd) (figure III-10), et avec le tertiobu-
tanol (fig. III-1l1).
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Figures III-10 et III-11l. Spectres dichroigques au cours de la
transition induite par le chloroéthanol et par le t-Butanol.

Si la nature du solvant n'a pas d'influence sur l'aspect des
spectres, elle modifie par contre la composition du solvant
correspondant au point de demi-transition.

. La figure III-12 regroupe les résultats obtenus pour
les différents solvants en donnant [6]222 en fonction du pour-
centage de solvant organique.

Le tableau III-1 donne pour le PLGA les pourcentages
de solvant organigque & la demi-transition ainsi que la cons-
tante diélectrique correspondante.
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Figure III-12. Variation de [61222 au cours de la transition

induite par le solvant :

A dioxanne ; % chloroethanol ;® ¢t Butanol
- c)
Solvant % en volume ‘ . E
Dioxanne 60 2 32,7
t. Butanol 82 % 22,3
Méthanol &) 88 % 37,1
2 chloroéthanol - - 27 & 64,3
Pyridine D) ~ 48 % 46,6

Tableau Iii;l;'Constanté‘diélectrique du mélange de solvants a
la demi-transition : cas du PLGA.

a) TIFFANY et KRImM (°)

b) GIANCOTTI, QUADRIFOGLIO, CRESCENZI (7)

c) calculée en supposant que la constante diélectrigque d'un
mélange de solvants varie linéairement avec la composition.




Le 2 chloroéthanol et la pyridine sont des cas particuliers ol
la transition n'a pas lieu & pH constant. Le 2 chloroéthanol est.
un solvant acide. La pyridine est une base gui forme un ¢omplexe
en solution avec le PLGA. M@&me si 1l'on exclut cesd deux cas bar-
ticuliers il ne semble pas y avoir de corrélation é&troite entre
i'apparition de la transition et la wvaleur de la constante dié-~

lectrigue du milieu.

Il faut cependant remarquer que la constante diélec=~
trigue envisagée icl est la constante diélectrigue moyennhe du
milieu €n En réalité le paramétre important est la valeur de
la constante diélectrique au voisinage immédiat du polymére sp
c'est-3a-dire la constante diélectrigque de la couche de Bolvata=-
tion du polyélectrolyte. Cette valeur de ep peut 8tre différente
de € si la composition de la couche de solvatation est diffé-
rente de celle du milieu. Ce sera le cas si on est en pré&sehnhce
d'un phé&noméne de solvatation préférentielle d'un des consti-
tuants du mélange de solvants. Il n'est donc pas exclu gque la coris-
tante diélectrique au voisinage immédiat du polymére au moment

de la transition soit indépendante de la nature du solvant.

Le tableau III-2donne les valeurs du pourcentage de

solvant organique et de la constante diélectrique 3 la transition
pour d'autres polypeptides.

A l'examen des tableaux III-1 et III-2 on constate
gu'en ce qui concerne les pélypeptides ionisables (acide Pdly“
glutamique Poly L Lysine et Poly arginine) la transition a lieu
pour des valeurs de g comprises entre 22 et 37. Or lorsqu'on di=
minue la constante diélectrique d'une solution, ¢'est entre
€ = 20 et e = 40 gu'on observe la formation de paires d'ions.
En dessous de & = 15 environ il n'y d pratiguement pas de dig=

sociation et au dessus de ¢ = 40 les ions libres prédominent(lz)

On peut donc penser gue pour un polypeptide ionisé,
la transition chalne I hélice a lieu lorsque le nombre de paires
d'ions formées eSt suffisamment important pour diminuer la charge
nette et permettre la formation d'une‘structﬁre hélicoidale.




1

quyméré Solvant % en volume e
Poly L Lysine Méthanol a) 88 % 37,1
Poly L Lysine o i Propanol R 77 % 32,1
Poly L Lysine Dioxanne c) 71 % 24,3
éPoly arginine Dioxanne c) 71 % 24,3
iPoly hydroxypropyl
glutamine Dioxanne d) 40 % 47,8

a) EPAND et SCHERAGA (8)
b) BARTERI et PISPISA (9)
c) RIFKIND ' (10)
d) INOUE et IZUMI (11)

Tableau III-2. Constante diélectrique du solvant & la demi-
) transition : autres polypeptides.

2 - Influence de la force ionigue sur la transition induite par

le solvant.

En absence de sel, la transition induite par le dioxan=

ne ou le 2 chloroéthanol est compléte c'est=3-dire qu'il est pos-
" sible d'obtenir 100 % d'hélicité sans observer aucun phé&noméne
de précipitation en solution. Nous allons examiner maintenant
l'influence de la force ionique sur la transition. Les figures
III-13 a a III-13 c montrent 1l'effet de l'addition d#¢ dioxanne

Y

a des solutions de PLGA contenant des quantités croissantes de

sel de %0—3 a 107t M. , '

} éour 10-'3 M en NacCl, la transition a lieu vers 60 % en
dioxanne. Le spectre correSponaant semble é&tre celui d'un mé;ange
hélice - chaine. Cependant l'intensité relative des bandes si-

. tuBes vers 208 et 222 nm est différente (voir figures III-10 et
III-11) et il est probable que la bande & 208 nm est dé&ja atté-
nuée par le début de la précipitation. Au dela de 60 % les spec-
tres sont déformés la bande située i 208 nm disparalit. Simultané-

ment la solution devient opalescente nuis un précinité avparalt
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Figure III-13.
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40

LI

Transition induite par le dioxanne, i différen=~
tes forces ioniques.
a) 1073w ;b)) 1072M ;o) 107 M

d) variation de [6],,, en fonction du pourcentage
de dioxanne




si on continue l'addition de. dioxanne. En l'absence de sel, la

solution reste limpide au moins jusgu'A R0 % en dioxanne.

3

En présence de 10 ° M NaCl le spectre obtanu &4 80 %

de dioxanne ne présente qu'une bande située 3 228 nfa d'inténsité
assez faible. Si 1'on augmente la force ionique de la solution
de départ, le phénoméne s'accentue. Pour 10 % M la transition
n'est que partiellement réalisée avant la précipitdtidn. Pour
1071
50 % de dioxanne. La limite de solubilité est donc 60 % pour

1073 M, 50 3 pour 107%M et 40 % pour 10 M.

M la transition n'a pas lieu et le préc¢ipité apparait deég

La figure III-13 d (voir plus haut) montre que le pour=
centage de dioxanne & la demi-transition tend & diminuer iorSQue
la force ionigque augmente. Le passage 3 l1'hélice est doné¢ favo=-
risé par la présence de sel, du moins dans la limite de c¢onc¢en=~

tration ol la transition est encore possible. Si on conpare ce
résultat 3 ceux obtenus dans le cas de la transition conforma-
tion désordonnée 7 hélice induite par abaissement du pH ( voir
figure III-7), on constate que dans le cas d'un mélange & 33 %
en dioxanne la transition vers l1'hélice a lieu A pH 6,9 en mé-
lange eau - dioxanne et & pH 6,0 en mélange NaCl 0,2 M =dioxannhe.
Dans ces mélanges le passage d 1'hélice est dénc retardé paf la
présence de sel. Ceci est donc contraire aux résultats obtenus

lors de la transition induite par le solvant.

Dans le cas du 2 chloroéthanol, le phéncméne est
trés différent. Comme le montre la figure III-14 la transition
est compléte pour toutes les valeurs de la force ionique com=-

3 et 1 M. Aucun phénom&ne de précipitation n'ap-

prises entre 107
parafit dans le milieu. La composition du solvant 3 la demi<
transition dépend de la force idnique. En effet le pourcentage

~

de 2 chloroéthanol a la demi-transition passe de 32 & 23 % lors-
gue la force ionigue varie de 0 a@ 1 M. Simultanément le pH de

la solution & la demi-transition passe de 6,7 & 5,3. Si on consi-
dére cette transition comme une transition induite par le pH,
1'hélice est stable si le pH est inférieur & 6,7, lorsque I = 0

et pour des pH inférieurs & 5,3 ‘lorsque I = 1 M. L'augmentation
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de la force ionique diminue donc le domaine de stabilité de 1'hé-
lice ce qui est en accord avec les résultats de IIZUKA et YANG (13)
et ceux de la figure III-7 pour ce gui est de la transition in-

duite par le pH.

104 [g]

222

60 %CE
.

L i '

. 1 14

Figure III-14. Transition induite par le chloroé&thanol &
différentes forces ioniques :

3

- ' "
¥ I =0 ; e I =10 "M ; B I=10

M ;

A T =10M : ¢ 1 =1 M

 ‘:h5Dans le cas du dioxanne, le sel de sodium de L'acide
polyglutamigue devient insoluble dans le milieu, précipite, et
la transition ne peut pas avoir lieu. Par contre lorsque le mi-
lieu contient du 2 chloroethanol, le polymére peut passer sous
“forme acide. La forme hélicoidale est donc favorisée, d'autant
plus qu'elle est stabilisée par la présence de solvant organique.
Aucun. précipité n}est alors observeé.




pour étudier d'une manidre »nlus compléte 1'influence

du sel sur la transition nous avons choisi deux solutions conte+
nant respectivement 58,3 et 71,2 % de dioxanne c¢'est-a-dire si-
tuées au début et i la fin de la transition induite par cé sol-
vant, en absence de sel (voir figure III-12).

e Des gquantités croissantes de sel variant entre lE)‘d3
et 10-2 M NaCl ont été ajoutdes a ces solutions. Les spectres
obtenus sont présentés sur les figures III-15 et III-16.

\ 58% [6]&10-3 71%

o

| :zoo;Jj

Lol
)

— L

o O

1 A _10‘3 3 _30- 5
A 2.10’3 .v
X 5 .1%' : 5‘10“3 '
e 10°°

Figures III-15 et III-16. Influence de la force ionique sur une

solution de PLGA dans un mélange eau dioxanne 3 58 % e¢n dioxanne
et'd 71 % en dioxanne.

A 58,3 % de dioxanne le spectre est caractéristique
d'un mélange hé&lice/chaine. Lorsque la force ionique augmente,




on observe une évolution du spectre vers une hélicité plus grande

correspondant d une augmentation de [61222.

Jusqu'a une force ionigue de 2 10—3

M la solution est
limpide. Les spectres obtenus présentent un point isodichrolque.

Si 1l'on augmente encore la force ionique, on augmentée
la valeur de [9]222? Simultanément la solution se trouble, les
spectres sont déformés et le point isodichroIque disparaft. Oh
peut donc dire que l'addition de sel favorise dans une certaine
mesure la formation d'hélice mais le polymére précipiﬁe bien

avant d'avoir une hélicité de 100 %.

Si 1l'on part d'une solution contenant 71,2 % de dio-
xanne (fig. III-16) 1'h3licité est déja importante. Unhe augmen=
taﬁion faible de la force ionigue provoque immédiatement un
trouble dans la solution et les:spectres sont déformés. L'aug-

mentation de la force ionique ne fait gu'accentuer le phénoméne.

" La premiére étape de l'évolution observée dans la solu-
tion & 58,3 % de dioxanne, c'est-i-dire 1l'augmentation de 1'héli-
cité, n'existe évidemment pas et on obtient immédiatement la pré-
cipitation du poiymére. Les figures I1II-17 et III-18 montrent
1'é&volution dans le temps des spectres ainsi obtenus. Pour les
solutions 3 58,3 % de dioxanne et de forces ioniques 5 10*3 et
10"2 M en NaCl (fig. III-17 a et fig III.17 b) on obserwve une
forte diminution de l'intensité de la bande & 209 nm. La bande
située & 225 nm diminue légé&rement en intensité et subit un
effet bathochrome.

OnpobserVe les mémes effets sur les solutions & 71,2 %

en dioxanne et 1073 et 2 1073 M en sel (fig. III-18 a et III-18 b)

3 ~« Influence dﬁ pH de départ de la solution.

a -~ Dioxanne
Si l'on ajoute du dio#anne i une solution de PLGA dis~
sous dans NaOH 0,1 N aucune transition n'est observée. Trés rapi-

dement un précipité apparait dans la solution, de maniédre analo-~
gue & ce qu'on obtient en présence de WaCl 0,1 M.
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Figures III-17 et III-18. Evolution des spectres dichroIques du
PLGA dans les mélanges eau/dioxanne a 58 ¢ (figure III~17) et
71 % (Figure III-18) en dioxanne 4a différentes forces ionidues.
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b - 2 chlornoéthanol

La figure III-19 montre les résultats obtenus lorsqu'on
ajoute du 2 c¢hloroédthanol 3 une solution de PLGA dans NaOH 0,1 N

) [6]10-3

200

L

A
e 556 %
A 61
2T A 63
% 65
71
"‘4.-

Figure III-19. Spectres dichroIques obtenus par addition de
chloroéthanol 4 une solution de PLGA dans NaOH 0,1 M.

Jusqu'a 59 % en 2 chloroéthanolfle polym&re a une conformation
désordonnée. Vers 61 % la transition commence. Simultanément un




trouble apparait dans la solution et une partie du polymére
précipite. Si l'on poursuit 1l'addition de 2 chloioéﬁhanol, les
spectres dichroIques énregistrés d partir dé la solution surnagean-
te montrent une augmentation de 1'hélicité. L'ellipticité maxi-
male atteinte dans ces conditions est de - 4 000 4° cmzfdécimole.
Si le polymére était entiérement en solution l'ellipticité serait
de - 40 000 d° cm®/décimole ce qui signifie que seuls 10 % en-
viron du polymére sont restés en solution. La figure IIL1-20 moh-
et[m

tre la variation de [6]222, b

'1334

o en fonction de la pro-

portion de 2 chloroéthanol.

‘[9]22210'3 | '[m]::si!‘bo |
O

- 400

o

200 =
200

- 0

—t——— % CE

: | —— i :
20 40 60 |

Figure III-20. Variation de b_, [m']$34 et [6],,, au cours de
1'addition de chloroé&thanol & une solution de PLGA dans NaOH 0,1 M.

Le précipité obtenu dans les conditions ci—&essus a été récupéfé
puis lyophilis&. Sa masse molécﬁlaire déterminée dans les condi=
tions décrites par WADA (NaCl 0,2 M ; pd 7,3) est d'environ
15 000 tandis que la masse du cémposé de départ est de 33 000.




La transition serait donc accompagnée d'un fractiohnnement, les
molécules de plus grandeg masseé molédculaires restant en solution
et passant sous forme hélicoidale tandis que les molécules de
masses plus faibles précipitent. Ceci rappelle le phénoméne
de fractionnement observé par SPACH et collaborateurs (14713)
sur les solutions acides de PLGA dans 1'eau. Si 1'on abaisse
fortement le pH d'une solution de PLGA dans l'eau, on o¢bserve
3@ la fois un phénoméne de précipitation et d'agrégation. SPACH
et collaborateurs ont montré qu'il se produit un fractionnement,
les fortes masses restant en solution sous forme d'agrégats
d'hélices tandis que les faibles masses précipitent. Dans notre
cas, on n'observe aucune agrégation en solution en raison de la
présence de solvant organique. Une interprétation approfondie
de ce phénoméne nécessiterait une étude expérimentale plus pous-
sée que nous ne l'avons fait. Méme lorsque la solution ne con-
tient aucun sel ou aucune base en excés, la transition dépend
du pH de départ de la solution. Ainsi nous avons provogué la
transition par le 2 chloroéthanol dans des solutions dont le
pH de départ était 7,25 et 6,45. La figure III-21 montre la va-
riation de Bo ét [61222 pburrces solutions.

Lorsque le pH de départ est de 7,25 le pourcerntage de
2 chloroéthanol & la demi~transition est de 30 %. Ce pourcentage
passe 3 10 % lorsque le pH de départ est de 6,45. Si 1'cn traqe
[61222 et b en fonction du pH de la solution, les deux courbes
obtenues sont extr@mement voisines, ce qui montre une nouvelle
fois que la transition provoguée par l'additidn de 2 chloroétha=
nol est en fait une transition induite par le pH.

4 - Evolution des spectres au cours du temps.

Dans ce qui précéde tous les spectres ont &té enregis-
trés immédiatement aprés la préparation des solutions. Cependant
nous avons observé que dans tous les cas oll 1l'on a affaire a une
solution de PLGA dans un mélange de solvants, les spectres ob-
tenus présentent une é&volution au cours du temps et indiguent
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tous une augmentation de 1'hélicité. Ce phénomé&ne a déji été
observé pour le PLGA dans ie;mélénge eau - méthanol (TIFFANY
et KRIMM
€thanol et eau -~ isopropanol et pour la poly L Lysine dans le
mélange eau - isopropanol (BARTERI et PISPISA

(6) ), pour la poly L ornithine dans les mélanges eau =

9y,

10°[6] Ab, | A

O wbm () =5
-1 o
= 200 -
bO
-2
= ™
-3 ==400

-4-
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ﬁ.

20 a0 %CE & 7 pH

Figure III-21. Variation de [6]222 et bO en fonction du pH ou

du pourcentage en chloroéthanol. pH de départ 6,45 ou 7,25.

Il semble donc que ce phénoméne soit caractéristique

des poly o aminocacides dans des mélanges de solvants. Cependant
aucune &tude approfondie n'en a &té faite jusqu'i ce jour.

Les figures III-22 et III-23 montrent guelques exem-

ples de 1l'évolution des spectres. pour des solutions de PLGA
dans des mélanges eau - dioxanne} eau - 2 chloroéthanol, et
eau - tertiobutanol, en l'absence de sel. Il est important de
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Figure III-22. Evolution au cours. du temps des spectres dichroi-
ques du PLGA obtenus dans des mélanges eau - dioxanne.
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Figure III-23. Evolution au cours du temps des spectres dichroI-
ques du PLGA obtenus dans des mélanges eau chloroé&thanol (a,b et c)
et eau - t butanol (d). ‘ ' .
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noter qu'aucun changement de pH n'a lieu en solution pendant la
période envisagée. La variété des mélanges utilisés montre bien
gque le phé&nom&ne n'est pas le fait d'un solvant particulier. De
plus la comparaisdn des fig. ITI-22 b,-c-et d montre qué les
possibilités d'évolution vers une hélicité totale sont d'autant
plus grandes gue la solution de départ a une plus faible hélici-
té & condition de se trduQer dans la zone de transition. La con=~
séquence en est gue si l'on trace les courbes de transition, non
plus & partir des valeurs instantanées de [6]222, mais & partir
des valeurs mesurées 72h apreés, on observe i

- que la transition a lieu pour un pourcentage en sol-
vant organique plus faible. , _ ,

- gue cette transitioniest plus coopérative ¢'est-a-
dire qu'elle s'effectue totalement dans un domaine plus étroit
de composition. .

La figure III-24 met en évidence ces résultats. La composition
correspondant & la demi~transition est déplacée de 62 3 58 % dans

-~

le cas du, dioxanne et de 30'a 25 % dans le cas du 2 chloroéthanol.

-41- e

20 : e 80 %
o , t —f . '} : g
Figure III-24. Influence de l'évolution au cours du temps sur la

courbe de transition. a) mélahge eau-chloroéthanol
b) mélange eau~dioxanne.
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Nous avons vu que la force ionique a un effet important sur la
transition induite par le solvant. Il faut donc s'attendre i ce
que l'évolution des spectres au cours du temps dépende fortement
de la force ionigue de la solution. La figure III-25 montre un

exemple de 1l'influence de la force ionique sur 1'évolution ciné-
tique des spectres.

10°¢ N |
A[g]zgz 210 230 g 230 A

o,

58 %D

Figure III-25. Influence de la force ionique sur l'évolution des
spectres au cours du temps.

On constate que l'évolution est beaucoup plus rapide dans le cas
ol la solution contient du sel. On obtient la méme ellipticité
en_1h40 lorsque I = 2 107> qu'en 24" lorsque I = 0. |
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Ceci est en bon accord avec l'observation gue nous
avions faite précédemment : l'addition de sel augmente 1‘'hé&lici-
té dans les limites de solubilité du polymére. Cet effet est mis
en évidence sur la figure ILII-26 oll nous avons tracé en unités
arbitraires 1'é&volution de l'ellipticité & 222 nm au cours du
temps pour différentes forces ionigques entre 0 et 4 10~3 M dans
le cas du mélange contenant 58,3 % de dioxanne en volume. L'aug-

mentation de 1'hélicité est d'autant plus rapide que l1la force

ionigque est grande. I
0]222 o
A 107°
-3
40 A 210 .
o 4.10°

-80=

tps h
s

1 1 1 1 ad 1 1 A i | |

5h 10h

Figure III-26. Variation de [8],,, au cours du temps pour diffé-
rentes forces ioniques. PLGA dans un mélange eau dioxanre & 53 %

en dioxanne.
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La figure III-27 montre gque pour le systéme eau/dioxanne l'ellip~
ticité 3 222 nm varie linéairement avec la racine carrée du temps.

A Bj]222

L}
—.80 [l
JAN
/X
-60 =+ X o
. [ “ ; I
-3
e 4,10
y, ; A 2107
A 10‘3
J
o0
-40 &
O
Vt mn
't 4 e i
o 10 20

Figure III-27. Variation .de [8]222 en fonction de vt & différen-
tes forces ioniques. '

Pour les solutions de force ionique 2 et 4 1073M en Nacl les
derniers points sont en dehors de la droite, ce gui peut &tre
expligu?: par un début de précipitation dans la solution avant
méme que le phénoméne ne soit visible a4 l'oeil nu.

On peut néanmoins déterminer i partir de ces courbes
les constantes de' vitesse correspondantes gqul sont données dans
le tableau III-3. \
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force ionique ok k en ~1/2
en unités arbitraires{d°cm”décimole "mn

0 ' 1.40 | 228

1073 M 2.20 358

2 1073 u 4.20 684
-3

4 100° M 9.25 1500

Tableau III-3. Constantes de vitesse de l'augmentation d'hélicité
en fonction de la force ionique. PLGA dans le mélange dioxanne-
eau (58,3/41,7 en volume).

La cinétigque d'évolution des spectres dichrolIgues peut donc &tre
représentée par la relation:y

t | _
(6155, =[61%5, -k %

Les résultats ci dessus suggérent que la conformation du polymére
et la maniére dont s'effectue la transition chaine & hélice in-
duite par le solvant sont fortement dépendantes de la distribu-
tion de l'eau et du solvant organique entre la couche de solva-
tation d'une part et le reste du solvant d'autre part. En parti-
culier le fait que les spectres dichroiques &voluent au cours du
temps suppose un échange entre les molécules d'eau et les molé-
cules de solvant organigue qui modifie la composition de la cou-
che de solvatation . '

I1 faut distinguer deux aspects du phénoméne :

. la transition ihstantanée provoquée par 1'augmenta-
tion de la concentration en dioxanne.

. l'augmentation d'hélicité au cours du temps dans une

solution de composition en dioxanne inférieure & celle qui pro-

voque la transition instantanée.




a) Trhansitlon Anstantanée

Si on augmente la concentration en solvant organigue
dans le mélange on diminue simultanément l'activité de 1'eau.
La couche de solvatation du polymére ést au départ riche en eau.
A mesire que l'activité de 1l'eau dans le mélange de solvant di-~
minue la différence de composition en eau entre la couche de sol-
vatation et le solvant s'accentue. On atteint alors une valeur
critique telle gu'elle provoque la destruction de la couche de
solvatation du polymére.

{ Il vy a & ce moment un échange rapide entre les molé-
cules d'eau et de dioxanne gul conduit 3 la formation d'une nou-
velle couche de solvatation plus riche en dioxanne que labprécé~
dente. Cette couche de solvatation a un caractére hydrophobe
plus marqué qui favorise la formation d'une structure hélicoI-

dale.

De plus, l'augmentation de la teneur en dioxanne dans
la. couche de solvatation entraine une diminution de sa constante
diélectrique. Les groﬁpes carboxyligues chargés ont alors ten=
dance a s'associer davantage avec les contre ions correspondants
pour former des paires d'icns. La charge nette diminue. Ces deux

=

effets favorisent le passage 3 la forme hélice.

% Dioxanne/

> / Solvant

o / o - |

~ §

- Splvant,h -
. - ' . )
: couche de solwvatation couche de solvata-
. tion riche en
riche en eau L
Dioxeanns

% bioxanne/

Chaine > hélice
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b - Evolutdlon au courd du Lemps

Considérons maintenant une solution de polymére dans
un mélange eau = dioxanne de composition telle qu'on n'ait pas
atteint la valeur critique provoguant la dedtruction de la cou-
che de solvatation du polymdreé. Si on anticipe sur les résultats
obteénus par mesure de la solvatation préférentielle (chapitre V)
on constate que le début de la transition coincide avec le chan-
cement de solvatation préférentielle. En d'autres termes on pas-
¢2 d'un domaine ol le polymdre est préférentiellement solvaté
par le dioxanne a un domaine ol il est préférentiellement hydra-
+é. Le domaine de composition en dioxanne dans lequel on observe
une &volution dans le temps est celui pour lequel il vy a hydra-
tation préférentielle, La couche de solvatation est donc plus
riche en eau gue le solvant "extérieur".

Si on laisse évoluer la solution sans agitation et
sans modifier aucun paramdtre, on va assister 3 une diffusion
du dioxanne du solvant extérieur 3 la macromolécule vers la cou-
che de solvatation, diffusion qui va tendre & compenser la dif~
férence de composition en dioxanne entre les deux couches et
qui a pour origine la différence de potentiel chimigue du dio=
xanne entre les deux couches. Dans un systéme & deux éomposants,
la distance moyenne parcourus par une espéce diffusante vérifie
la relation x2 = 2 Dt. Donc cette distance est proportionnelle
4 la racine carrée du temps t. Dans un systéme & trois compo-
gsants tel que le systé@me PLGA - eau - dioxanne; cette loi ne

(165. De plus, dans le cas par-

s'applique plus en toute rigueur
ticulizr des macro-ions la diffusion du poiymére est perturbée
par 1zs fluctuations du potentiel éleétrostatiquea Cet effet est
¢fautant plus important gque l'on opére en abseénce de sel (16).
Il est donc difficile de donner ﬁne forme mathématique au phéno-
méne observé dans notre cas. On peut simplement remarquet gue
1'on observe expérimentalement une dépendance en fonction de la

racine carrée du temps.

Le phénoméne de diffusion impligue un échange entre

molécules d'eau et molécules de dioxanne. La structure de 1l'eau
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dans la couche de solvatation doit donc jouer un rdle impor-
tant. '

Lorsqu'on introduit du sel en solution, les ions mo+
difient la structure de l'eau. Cela se traduit par un changement
dans la constante de diffusion. EXpérimentalement on observe une‘
augmentatlon de 1'hélicité d'autant plus rapide que la force
ionique est élevée.

La diffusion entraine une augmentation de la concen-
tration en dioxanne dans la couche de solvatation. Nous verrons
au chapitre V gue l'augmentation d'hélicité est directement lié&e
3 la composition en dioxanne de cette couche de solvatation.

5 - Influence de la concentration

Dans un article récent, NITTA, YONEYAMA et OHNO (17)
cnt,étud;é l1'influence de la concentration én polymére sur la
transition induite par le p{ en solution agueuse dans le cas de
l'acide polyglutamique. On peut distinguer deux cas selon gue
la force ionigque I est supérieure ou inférieure 3 la conCentré~
tion en polymére Cp exprimée dans les mémes unités. (Cela équi~
vaut a comparer les concentrations en ions compensdteurs du po-
lymére et en ions provenant de la force ionique additiobnnelle).
Si I est supérieur a C, la transition est indépendante de la
concentration en polymére. Par contre sl C_ est supérieure a I,

le pH de transition est trés sen31ble 3 la concentration en po-
lymére (Figure III 28).

Dans notre cas, la transition est induite par le chan+
gement de composition du solvant. Cependant comme la force io-
nigue est trés faible et nulle dans certains cas, on peut &ga-
lement se poser le probl&me de 1l'influence de la concehtratlon

de polymdre sur la transition.




- 105 -

pH

Figure III-28. Influence de la concentration en polymére sur la
(17)

transition chaine hélice du PLGA induite par le pH :
A : I =20,05 M : CP varie de 0,0065 & 0,0132 M
B : 1 =0,005M P Cp = 0,0365 M e

0,0181 M &
0,0065 M A

Dans le cas des mélanges eau - dioxanne, la figure
III-29 montre que 1l'influence defCetté concentration est négli-
geable, au moins dans le domaine de concentration envisagé.

' Dans le cas du’chloroéfhanol (figure III~-30 4&),od ob-
se:vé ah”déplacemént important de la transition gqui se situe &

28 % déwghlo?oéthanol iorsque la concentration de la sdlution

est de 0,70 g/l et 4 63 % de chloroéthanol lorsque la concentra-
tion est de 4,90 g/1. Cependant la figure III-3D b montre é&gald~
ment gque si l'on trace [0],,, non plus en fonctioh du % &e chloro-
éthanol, mais en fonction du pH, la transition se situe & pH 64,4

-~

lorsque C = 0,7 g/l et & pH 6,7 iorsque C = 4,9 g/l.
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400004

Figure III-29. Influence de la concentration en polymére sur la
‘transition chaine hélice du PLGA induite par le dioxanne.

P

c, = 0,0052 M %
c, = 0,0095 M A
C. = 40,324 M ®
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%CE
i

Figure III-30. Influence
transition chaine hélice
a) [6],,, en fonction du
b) [e],,, en fonction du
Cp = 00,0054 M ® :

40 ' 80
“de la concentration en polymére sur la
induite par le chloroéthanolu

% de ¢hloroéthanol

PH.

c.=10,038 M A
p
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Ceci montre une fois encore que la transition induite par le
2 chlorocéthanol est en fait une transition induite par le pH.
Il y a néanmoins un léger déplacement du pH de transition gqui
pourrait:étre attribué cette fois a la différence de cohcentra=
tioh!ﬁNoué observons doﬁc une augmentation du pd de transition
lorsque la concentration en polymére augmente ce qui est contrai-
re aux résultats de NITTA et coll. En fait le risultat gque nous
obtenons est la résultante de deux effets :

- un effet de concentration similaire & celui obserité
par NITTA et coll. o

- un effet de composition de solvant gqui fait gue le
pH de transition augmente lorsgue la proportion en solvant or-
ganique croit (voir par exemple la figure III;7).

6 - Influence de la masse moléculaire moyenne du polymére.

La figure III-31 présente les courbes de transition
obtenues pour différents échantillons d'acide poly L glutamique
de masse moléculaire moyenne en poids ﬁ; comprise entre 10 000
et 60 000.

(271, — _
222
0-- - o 33000
| A 10000
® 60000
;2..
4T 50 M\7O %D

Figure III-31. Effet de la wasse moléculaire moyenne sur la
transition chaine hélice induite par le dioxahne.
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Les résultats obtenus montrent gue la transition induite gar le
changement de com9051tlon du melange cau - dioxanne est indépen=
dante de la masse moleculalre de l‘'échantillon, dans le domaine

de masses moléculaires enV1sage.

7 - Influence de la présence de groupements protectours résiduels.

La dernidre étape dans la synthé&se de l'acide poly L
glutamigue est la débenzylation du poly L glutamate de benzyle
par l'acide bromhydrigue.

-(-\zﬁ—c:{~co+ 4Br gu(—NH-CH—CO"}-n
(c&z) 5 (caz) 2
coo | cooa
l .
oz{z
i

Cette débenzylation doit &tre guasi totale. On met i profit le
fait que le groupement benzyle présente une bande d'absorption
dans 1'ultra-violet située a 276 nm, (¢ = 200 1 mole ! em *)
pour déterminer la teneur en groupementsbenzyle résidusls. Dans
le cas des &chantillons utilisés pour cette étude par dichroiIsme
circulaire, cette teneur qst toujours inférieure & 0,25 %. '

L'influence de la teneur en groupements benzyle dans

le PLGA a été étudiée par RAO et MILLER (18). Ces derniers se

sont essentiellement intéressés a4 la transition induite par le

pH et ont examiné les modifications apportées au spectre dud

PLGA en milieu basique (conformation désordonnée) patr la présence
de groupements benzyle. La figure III-32 a montreé un éxemple des

résultats obtenus.

Nous nous sommes plus particulidrement intéressés a
1'effet de la teneur en groupements protecteurs résiduels sur
la transition induite par le diokanne. Nous avons utilisé pour
cela un copolymére'd‘acide polyglutamique et de polyglutamate
d'orthonitrobenzyle contenant 6 $ de grouoements nitrobenzyle
préparé au Laboratoire par J. ESTEVEZZ.

e e i
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Figure III-32. Influence de la teneur en grouves protecteurs

résiduels sur les spectres dichroiques,du PLGA (forme chaine).

a) résultats de RAO et MILLER (18) : teneur eh groupements
benzyle égale a:moins de 0,05 ¢ (I) ; 1 % (II) ; 3,8 & (Ifi1) ;

16 & (IV).

b) nos résultats : teneur en groupements nitrobenzyle égile

© La‘figure III~33 présente les courbes de trahéitlén
obtenues pour 1'homopolymére de l'acide glutamique et le copo=
lymére a6 % d'ester nitrobenhzylique. On constate que la présen-
ce de groupements nitrobenzyle augmente le pourcentadge de dio-
xanne correspondant a la demi~transition. Le passage a4 la forme
hélicoidale est donc moins aisé lorsque le polymére contient

quelques groupes protecteurs résiduels.
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_%D

Figure III-33. Transition induite par le dioxanne :
@ PLGA contenant moins de 0,25 % de groupes
protecteurs

A PLGA contenant 6 % de groupes nitrobenzyie‘
3. ESTEVEZ et M.H: LOUCHEUX-LEFEBVRE (1°) ont montré
que, en solution aqueuse, la transition induite par le pH a lieu
au édhﬁféife 3 un pH plus &levé lorsqu'on augmente la tenelir en
‘grqupemgnts nitrobenzyle. Dans ce cas la forme hélicotdale est
‘donc stabilisée vis-a-vis de la transition induite par le pH.

En ce qui concerne l'allure ded spectres obtenus en
milieu basique, la figure III-32 b montre gue le sPectfé de la
conformation désordonnée n'est pas modifié& par la présence de
6 % de groupements nitrobeénzyle, ce gui est contraire aux ré=
sultats obtenus par RAO et MILLER (18) . Une explication possible
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a4 cette différence pourrait &tre la nature de la chaine latérale
benzyle dans le cas de RAO et MILLER et nitrobenzyle dans notre
cas.

6 - Influence de la température.

-~

Considérons une solution aqueuse de PLGA 3 température
ambiante telle gue le polymére se trouve dans la zone de transi-
tion hélice - chalne. Si l'on augmente la température de la solu=-
tion, on constate une destruction progressive de la structure
hélicoIdale au profit de la configuration désordonnée. On observe
donc la transition provoguée par une augmentation de température.
Si l'hélice est déstabilisée par l'augmentation de la température
cela signifie que l'entropie de transition est négative, en effet
AF = AH = T AS. A température ambiante AF est négatif
(ex. : = 105 cal/°/mole environ dans NaCl 9,2 M i 25°C). La dé=~
stabilisation de 1'hélice signifie que AF augmente lorsgue T aug-

mente. Il faut pour cela que AS soit négatif.

Nous avons examiné le comportement du PLGA en mélange

de solvants en fonction de la température.
L

Dans les mélanges 3 10 % de chloroéthanol (pH initdial
6,45) ou a 60 % de dioxanne, le polymére est i la demi-~transition
(voir fig. III-12 et III-21). Dans le mélange 3 15 % de chloro-
éthanol le polymére est entiérement hélicoidal. La figure III—34‘

montre dans ces trois cas les valeurs de[m en fonction de

']

. 334
la température. On ne constate aucune variation de[m']334 donc
aucun changement de conformation entre 22 et 62°C. il n'y a
donc pas de déstabilisation de 1'hélice lorsque la température
augmente. On peut en déduiré dque l'entropie de transition est

nulle dans ces deux solvants.

Ceci est en bon accord avec les résultats de FASMAN
et coll. (%) qui ont trouvé une entropie nulle dans les mélanges

eau - dioxanne et eau - chloroéthanol, en présence de NaCl 0,2 M.
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Figure III-34. Variation de [m'];;, en fonction de la température.
PLGA en solution dans les mélanges:
eau ¥ dioxanne (60 % en dioxanne)
eay ® chloroéthanol (10 % en CE)
eau g chloro&thanol (15 % en CE)

DISCUSSION

Dans ce qui précéde, laftransition induite par 1lé chan-
gement de composition en dioxanne a lieu vers 60 % de dioxanne.
Cette valeur est indépendante de ia masse moléculaire et de la
concentration et peu sensible i la force ionique du milieu dans
les limiféspdﬁ la transition reste poésible.

Nous avons &galement étudié la transition induite par
le dioxanne sur un échantillon différent de masse moléculaire
M; = 27 000. Nous avons obtenu dans ce cas la transition pour
un pourcentage en dioxanne -de 40 %. Ce résultat est surprenant
car il est trés éloigné de ceux obtenus sur les autres échantil-
lons et aucun des différents paramdtres gue nous avons pﬁ'envi-_
sager ne permet de rendre compte ae cette différence.
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Dans le cas de 1l'échantillon M = 27 000, les solutions
utilisées pour la transition induite par le dioxanne, n'ont pas
été dialysées. Elles peu#ent donc contenir du sel en excés. Nous
~avens vu que l'augmentation de la force ionique provogue un dé-
placement de la transition vers les pourcentages les plus faibles
en dioxanne. Cependant, mé&me dans le cas d'une force ionigue de
10”2 M, le déplacement observé de 62 3 56 % ne peut expliquer la
transition observée a3 40 %. Pour des forces ionigques plus éle-
vées la transition devient impossible. Nous avons vu que ni la
différence de masse moléculaire, ni une éventuelle différence
de concentration ne peut justifier les résultats contradictoi=-

res obtenus,

Dans tous les cas, la teneur en groupements benzyle a
été contr&lée. Elle est toujours inférieure & 0,25 %. De plus
la présence de groupes hydrophobes dans la chalne latérale ten-
drait plutdt & augmenter le pourcentage de dioxanne 4 la tran-
sition (voir fig. III-32). L'évolution des spectres dichroiques
au cours du temps montre que celle ci conduit & une hélicité
croissante. Ceci améne donc une diminution du pourcentage de
dioxanne & la transition par rapport 3 sa valeur "instantanée".
Mais ici encore,cette &volution se fait dans la limite de quel=
ques pourcents. De plus dans les deux cas (transition & 62 &

et transition & 40 %) les spectres ont été enregistrés immédia-

tement aprés la préparation des solutions.

Les raiéons exactes des différences observées entre
deux échantillons apparemment analogues sont don¢ actuellement
obscures. On trouve par ailleurs un reflet de ces contradictions
dans la littérature. ITZUKA et YANG (13) ont été les premiets
a mettr= en évidence une transition induite par le digxanne en
mesurant [m'] et b en fonction de la composition en diokanne.
La transition obtenue se situe a 40 % comme dans le cas de notre

échantillon;ﬁ; = 27 000. (Voir figure III-35).

L'&chantillon utilisé par IIZUKA et YANG a une masse
de 79 000. Leurs solutions ont été préparées par dissolution du
polymére suivie d'une dialyse contre l'eau. Ceci nontre une fois

encore que la différence observée entre nos résultats ne peut
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&tre imputée d la présence de sel dans la solution.

*[@} 1073

; 222
+1OI-
e y -

O L

_20 o=
° % D
-40 + ; : : t ——
Y 20 40 60

Figure III-35. Transition chaine hélice induite par le dioxanne
pour 1l'échantillon de PLGA de masse ﬁ; = 27 000.

D'autre part, on trouve dans un article de STEIGMAN et
(20)

COSANT une courbe de transition pour le PLGA en solution
dans .rn mélange eau dioxanné (50/50 en volume) en fonc¢tion du pH
ou plus exactement en fonction de . A pH 7,3 o est &gal a 0,75.
La figuré III-36 montre que pour cette valeur de o le polymere
est essentiellement sous forme désordonnée ce qui est en contra-
diction avec les résultats de YANG. Il semble donc gu'un paramé-
tre encore mal défini fait que la transition a lieu dans certains
cas a 40 % de dioxanne et dans d'autres & 60 %. On peut cependant
émettre l'hyoothése selon laguelle cette différence serait due &
une différence de polydispersité entre nos échantillons. Nous ne

disposons malheureusement pas d'informations suffisantes sur cette
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Figure III-36. Variation de Ae avec le coefficient de dissocia-
tion o . PLGA dans un mélange eau dioxanne (50/50) (20).

polydispersité. Ceci est d'autant plus important que 1'étude
notentiométrique et 1l'étude par absorption préférentielle qui
font l‘objet des chapitres suivants, ont été faites sur l'échan‘
tillon de masse moyenne E% = 27 000, c'est-i-dire dans les condi-
tions ol la transition conformationnelle a lieu pour 40 % en

dioxanne.

-C = NATURE DES PRECIPITES OBTENUS EN PRESENCE DE SEL.

La conformation gui existe dans les solutions richés
en diokanne est une hélice a comme le montrent les spectres di-
chroigues obtenus. Le passage de la structure désordonnée 3
1'hélice o qui se produit lorsqu'bn augmente la concentration

en dioxanne, n'est possible que pour des solutions contenant peu
de sel. ' 3

Si on ajoute des quantités croissantes de dioxanne i

une solution de PLGA contenant 0,2 M de NaCl, on observe un’
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précipité dans la solution. Le probléme qui se pose est de déter-
miner la nature de ce précipité.

1 - Dichroisme circulaire.

BARTERI et PISPISA (9)

= hélice de la poly L Lysine dans les mélanges eau~isopropanol.>

ont étudié la transition chaine

Lorsgue la force ionique est suffisante ils observent 1'appari~
tion d'un précipité en solution. Pour déterminer la nature de
ce précipité, la solution est centrifugée et on enregistre le
spectre du surnageant. Le spectre du précipité est ensuite cal-
culé par différence entre le spectre de la solution non centri-
fugée et celui du surnageant. Dans le cas de la poly L Lysine
en mélange eau - isopropanol le précipité a pu &tre identifié

4 une structure B.

. Dans notre cas les tentatives d'identification du pré-
cipité par cette méthode n'ont donné aucun résultat et nous nous
sormes tournés vers la spectroscopie infra rouge pour tenter de

résoudre ce probléme :

2 - Spectroscopie infra rouge.

a) Spectres I.R. du précipite

Le PLGA est mis en'solution dans l'eau lourde sous for-
me de sel de sodium en présence de NaCl 0,2 M. On ajoute ensuite
du dioxanne de maniére 3 obtenir un mélange DZO/Dioxanne 50/50.
Le polymére précipite alors. Il est ensuite lyophilisé. Le spec-—
tre infra rouge du précipité d 1l'état solide est présenté sur
la figqre ITI-37 a.

1

On observe la bande Amide I située 3 1650 cm ~. La bande

Amide II située normalement a 1550 cmil lorsque le polymére est
" non deutéré apparait a 1450 cm”t lorsque le polymére est deutéré(Zl)

Elle est présente sur ce spectre sous forme d'un épaulement.
P P P
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Figure 111-37. Spectreés infra rouge du PLGA précipité par le
dioxanne.
a) précipité sec |
b) préeipité + mélange DZO/dibxanne (50/50)

Les deux bandes situes & 1570 - 1575 om © &t 1420 cm”
peuvent &tre attribuées au groupe carboxylique chargé coo™ (22),

la setonde masquant en partie la bande Amide II.
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LENORMANT et‘coll.(zz)’ont montré gu'un changement
d'humidité relative péut‘moaifier la conformation du polymare.

Le spectre présentéd sur la figure III-37 b a été ob-
teny & partir du précipité non lyophilisé mais simplement décan-—
té, Le précipité se prééente alors sous la forme d'une pate hu-
midifiée par le mélange eau lourde -~ dioxanne. Le spectte &bténu
est identique 3 celui enregistré‘sur le précipité lyophilisé.

‘L'existence des bandes i 1570 et 1420 cm” ! caractéris-
tiques du groupe carboxylique chargé montre que la précipitation
du polymdre a partir de la solution se fait sans changeément d'io=-
nisation. Le précipité obtenu est donc sous la forme sel de so-
dium. ‘ ‘

Lorsque le précipité lyophilisé est mis en présence
d'eau il se dissout treés rapidement. Ceci indidue que le précipi=

té est bien sous forme sel de sodium puisgue la forme #4cide n'est '

pas directement soluble dans 1'eau.

La figuré III-38 montre les spectres infra rouge des

formes o et B du PLGA obtenues par précipitation a parhif de so=

lutiohs agqueuses en milieu acide (23“24).

.4

a0

ol i R |
1800 1600 (400 cm

Figure III=38. Spectres infra rouge des formes o ét B du PLGA

précipité (23’24).




Ces spectres sont différents de ceux de la figure III-37 et pré-
sentent en particulier deux bandes situées respectivement & 170%
et 1720 em™1 pour la structure o et la forme 8. (attribudes au
(22) ). De plus la forme B
présente une bande intense située & 1595 cm_l. Les spectres de

groupe carboxyligue - COOD non ionisé

la figure III-37 re présentent aucune bande aux environs de
1700 cmm1
g pour le précipité. Il reste la possibilité d'une conformation

. Ceci écarte donc les possibilités de structure a ou

désordonnée ce qui est en accord avec l'existence des bandes

correspondant 4 COO  situées & 1570 et 1420 cm-l.

b -~ Spectre 1.R. en solution

La figure III-39 a montré le spectre infra-rouge d'une
solution de polyglutamate de sodium dans l'eau lourde a D ~ 7
conditions dans lesquelles le polymére a une conformation non
organisée.

On retrouve la bande Amide I située & 1640 cmml la

/7
bande Amide II & 1465 cm ', et les bandes COO~ a 1560 et 1410 om >,

Ce spectre est tré&s semblable & celui du précipité (figure III-37)
et permet d'attribuer & celui-ci une conformation désordonnée.

Nous avons vu que l'addition de dioxanne 3 une solution
de polyglutamate de sodium en présence de sel permet d'obtenir
la transition chaine . hélice induite par le solvant.

La figure III-39 b montre le spectrée obtenu par addi-
tion de 60 % de dioxanne. Bien que le spectre soit mal résdlu

-~

on observe l'appariﬁion 31710 cm t d'une bande carac¢téristique
. (23,24)
e

de 1'hélice o comportant un groupe carboxylique'non charg

Ceci est en faveur de l'hypothése de la formation de
paires d'ions dans les mélanges riches en dioxanne.
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Figure III-39. Spectres infra.rouge du sel de sodium du PLGA
dans D,0 & pH 7 (a) et dans le mélange DZO/Dioxanne_(SO/SO) (b).

D - CONCLUSION.

L'étude par dichrolIsme circulaire et dispersion optigue
rotatoire nous a permis de préciser 1l'influence de divers pafamé*
tres sur la transition chaine 7 hélice en mélanges de solvants et
en particulier la transition induite par le solvant. Parmi ces
différents paramétres l'effet conjugué de la force ionique et du
temps écoulé entre la préparation des solutions et le tracé des
spectres est important et peut conduire & une variation impor-
tante de 1'hé&licité du polymdre. Ce point qui a &té jusqu'a pré-
sent négligé dans les études de polypeptides en mélanges de sbl-
vaﬁts, sera discuté plus loin en relation avec les résultats de

solvatation préférentielle. Les spectres infra-rouge du précipité
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obtenu en présence de sel en milieu riche en dioxanne permettent
d'attribuer i celui-ci une conformation non organisée. En ab-

sence de sel l'addition de dioxanne induit la transition vers
l'hélice «a.




ETUDE

CHAPITRE Iv

POTENTIOMETRIQUE
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ETUDE POTENTIOMETRIQUE.

L'étude hydrodynamique et 1'étude optique nous ont
montré gue, 3 pH constant, l'addition de solvant orgatique ren=
force la rigidité de 1l'hélice o et la stabilise vis«i-vis de la
transition chafne 2 hélice induite par le pH.

, L'étude potentiométrigue constitue ure dutre approche
du probléme et permet d'évaluer les paramétres théfmﬁdynamiqheé
qui sont 4 l'origine de la stabilisation de 1'hélice.

En effet les courbes de titration modifiées permettent
de déterminer l'énergie libre AG° de transition. L'étude en fond-
tion de la température permet de décomposer celle-ci en ses com=
posantes enthalpique et entropigue AHC et ASO selon la relation :

O

AcP = A

- TAS®

RAPPELS THEORIQUES‘

A - COURBES DE TITRATION MODIFIEES.

La dissociation d'un monoacide féible; en solution
aqueuse peu concentrée dépend de la constante de dissoeciation
K, définie par la relation : ‘

Xo

_ [COO-][H+]>

(IV-1)
[coon]

Cette constante est indépendante de la présence en solution dad

groupements acides déja ionisés.

$i l'on considé@re maintenant l'ionisation d'ufi pdly-
acide faible,le probléme se pose de maniére différente. Les














































































































































































































































































































































































