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Les protéines et les polypeptides synthétiques
peuvent adopter des structures organisées, telles que 1'hé-
lice a de PAULING et COREY ou les structures en feuillets
plissés, ou prendre simplement une conformation désordonnée.
Par de nombreuses méthodes physico-chimiques on a pu mettre
en évidence une transition conformationnelle entre 1'hélice o
et une conformation désordonnée qui peut &tre induite, en

solution, de plusieurs fagons :
- par une variation de température
- par un changement de composition du solvant

- par uné variation du degré d'ionisation des
chaines latérales, dans le cas des polypeptides
porteurs de chalnes latérales ionisables.

Le milieu biologique étant essentiellement aqueux,

il est intéressant de pouvoir disposer de polypeptides de
synthése, modéles simplifiés des protéines, solubles en mi-
lieu aqueux. Un certain nombre de ces polypeptides sont por-
teurs de chaines latérales ionisables (acide polyglutamique,
acide polyaspartique, polylysine par exemple), ce qui ne per-
met pas de s'affranchir de l'influence du degré d'ionisation
et des interactions électrostatiques entre charges électriques
sur la structure secondaire, lorsque l'on veut étudier l'ef-
fet de la température ou du solvant sur la stabilité de 1l'une
ou l'autre conformation. Un moyen de résoudre ce probléme

est de synthétiser un polypeptide & chaine latérale non po-
laire,soluble en milieux aqueux ; ce fut résolu par la

1,2 des POLY(NS—(HYDROXYALKYL—L—GLUTAMINE), qui ré-
pondent a la formule :

synthése



4NH - CH - CO¥
| n

($H2)2 m = 2 : poly(NS-(hydroxy ethyl)-L-glutamine)
CO PHEG
i
NH m= 3 : poly(NS—(hydroxy propyl)-L-glutamine)
|
(CH,) _ FHPG
! m=4 : poly(NS-(hydroxy butyl)-L-glutamine)
OH .

PHBG

En solution aqueuse, on observe une augmentation de la fraction
en hélice a fH du polypeptide dans le sens PHEG<PHPG<PHBG. Cela
a été attribué o4 a l'effet stabilisant des interactions hy-
drophobes, de plus en plus marqué lorsque le nombre de méthylé-
nes croit dans la chaine latérale. Cet effet a été observé sur

d'autres séries homologues de polypeptides 5-8. Toutes ces ob-

n

servations ont contribué& & confirmer le r&le stabilisant des
interactions hydrophobes entre groupements non polaires 9,10

sur la structure hélicoidale des chalnes polypeptidiques.

Il nous a alors paru intéressant de synthétiser des
copolyméres formés par l'association en proportions variables
d'un résidu hydrophile et d'un résidu hydrophobe, afin d'étu-
dier l'effet des interactions-hydrophobes sur la stabilité& con-

formationnelle des polypeptides.

=

La plupart des études menées & ce jour sur de tels

-~

copolyméres consistent & incorporer un acide aminé hydrophobe,

non soluble dans l'eau, dans une chalne polypeptidique soluble

11-28

dans l'eau , généralement ionisable. Pour éviter 1'influ-

ence des chaines latérales ionisables, des poly(NS-(hydroxy alkyl)

-L- glutamine) ont été copolymérisés avec des acides aminés

hydrophobes tels que la p'-hydroxy phenyl azo phénylalanihe 29,

l'alanine 30, la leucine 31’32, la phényl-alanine 33’ 1a

valine 34 et la tyrosine 35.



Dans le travail présenté ici, nous avons étudié
l'effet de l'incorporation, dans une chaine polypeptidique

constituée par la PHEG, d'un résidu d'acide aminé hydrophobe

dérivé de la glutamine, la Nb—benzyl—L—glutamine (BGln) :

- CO - CH - NH -
|

(CH
|

CO
!
NH
|

CH2

2) >

Nous avons étudié également les propriétés de ces copolymeéres
en solution dans des mélanges eau/solvant organique. Une tran-
sition conformationnelle peut, en effet, &tre induite par une
variation de la composition d'un mélange de deux solvants, si
un des deux solvants favOrisé 1'hélice a et l'autre la forme
désordonnée. Dans le cas des poly(NS—(hydroxy alkyl)-L-
glutamine), l'eau favorise une structure désordonnée 2, alors

que les solvants organiques (méthanol 2, dioxanne 36,

2-chloroethanol 37, isopropanol 38) diméthylformamide39) favo-

risent une structure hélicoidale.

Dans de tels mélanges eau/solvant organique, on a
observé une relation entre le comportement conformationnel
des protéines globulaires et l'adsorption préférentielle de
1'un des composants du mélange de solvants sur les chaines
protéiques. L'interprétation de ce phénoméne est rendue déli-
cate par la présence des différents acides aminés constitutifs
de la protéine (qui ne se comportent pas de la méme fagon vis-
d-vis des deux solvants) et par l'existence d'une structure

globulaire comprenant une couche extérieure, en contact avec



_lo_.

le solvant, et une couche interne, qui n'est mise au con-
tact des solvants que lors de la dénaturation de la struc-
tude globulaire native par le solvant organique. La couche
polypeptidique mise en contact avec le mélange de solvants
évolue alors, aussi bien par le nombre d'acides aminés dé-
couverts que par leur nature (la zone interne est nettement
plus hydrophobe que la couche externe). Les études en mé-
lange de solvants de polypeptides de synthése,comme modéles
simplifiés des protéines, sont peu nombreuses et limitées

aux homopolypeptides >0737s40744

En ce qui concerne les
polypeptides, notre étude sera la premiére & tenter de
#elier la variation de la composition d'un copolymére a la
Variation de l'adsorption préférentielle dans un mélange
eau/solvant organigque. Nous nous sommes limités au mélange
eau/2-chloroethanol, qui a été utilisé dans le cas des
43_44et de la PHPG 37

vVrait permettre d'intéressantes comparaisons, aussi bien

érotéines globulaires r ce gqui de-

du point de vue de l'effet de l'hydrophobie que de l'ef-
fet de la transition chaine - hélice.
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CHAPITR RE I

SYNTHESE ET CARACTERISATION
DE LA POLY(NS—(Z—HYDROXYETHYL)-L—GLUTAMINE) ET DES COPOLYMERES

POLY BNS ~ (2-HYDROXYETHYL) ~L-GLUTAMINE) ~CO~ (N° -BENZYL-L-GLUTAMINE )
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I.1. INTRODUCTION

Les poly(NS—(hydroxyalkyl)—L—glutamine ) sont ob-
tenues par aminolyse 1,2 d'un échantillon de poly(L-glutamate
de y benzyle) (PLGB) par l'amino-alcool adéquat : ‘

H-CH - - -
{N l CO)-n ’ +NH ?H CO-)-n CH20H
C=0 + NH, - (CH,) - OH C=0 +
! ' 2 2'm ] alcool
? amino—-alcool ?H benzylique
CH, (c‘:HZ)m

O -
" Poly (N°- (hydroxyalkyl) -
PLGB . ~L-glutamine)

C'est ainsi qu'est synthétisée la poly(Ns—(2—hydroxyethyl)—L—
glutamine) (PHEG). Nous avons tenté d'appliquer cette réaction
a4 la synthése de la poly(Ns-benzylﬁL-glutamine) (PBGln), afin
de réaliser des copolyméres par deux aminolyses partielles suc-
cessives, mais sans succés, quelle;que soit la température ou
le solvant utilisé (dioxanne, diméthylesulfoxide, pyridine,
diméthylformamide, N—méthylacétamide,.....).

Les résultats obtenus montraient que la désestérifi-
cation n'était pas compléte. Pour pallier cet inconvénient,
nous avons effectué l'aminolyse du PLGB par un mélange
benzylamine/éthanol—amine, afin que 1l'éthanolamine puisse réa-
gir avec les groupements ester benzyligque qui n'auraient pas
été attaqués par la benzylamine. En travaillant dans des condi-
tions telles que l'aminolyse du PLQB par l'éthanolamine seule
soit compléte, il a été possible de synthétiser les copolyméres
recherchés. '
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I.2. SYNTHESE DE LA PHEG ET DES COPOLYMERES (HEG-CO-BGln)

I.2.1. Synthése du Poly(L-glutamate de y benzyle)

Le poly(L-glutamate de y benzyle) (PLGB) a été syn-

thétisé par polymérisation du N-carboxy-anhydride de gluta-

mate de benzyle, selon la méthode de.BLOUT et KARLSON 3. Sa

masse moléculaire moyenne en poids a &té évaluée par mesure

de la viscosité intrinséque & 25°C dans le diméthylformamide4 :

[n] = 5,20 d1/g  Mw = 320 000

I,2.2. Synthése de la PHEG

La transformation du PLGB s'effectue dans le dio-
xanne a 60°C, en présence~d'un excés d'éthanolamine, ce qui
a pour effet de solubiliser la PHEG formée, insoluble dans
le dioxanne méme a cette températu?e. Au cours de l'aminolyse
des esters benzyliques par des ami§0ualcools de faible masse,

on observe souvent une réaction de cyclisation de la chaine

latérale 1'2'5. Le cycle oxazoline :
- NH - CH - CO -
i
(cHy) 5
O~C-=N
/ /
CH2 - CH2(
ainsi formé est une base faible, de pK apparent égal & 6,5 1’2.

‘ ~ . .. 2 , -
Le mode opératoire que nous avons choisi a permis de mini-

miser cette cyclisation.
L'aminolyse s'effectue comme suit :

| - L'échantillon de PLGB est lyophilisé & partir d'une
solution dans le dioxanne(l g/100 ml). L'éthanol-amine est sé-

chée sur oxyde de Baryum, puis distillée & pression réduite.



- L'échantillon de PLGB lyophilisé est dissous
dans le dioxanne (4 ml/g de PLGB), dans un réacteur ther-
mostaté & 60°C, surmonté d'un réfrigérant et d'un piége
a chlorure de calcium. On introduit ensuite 1°éthanolamine
(6 ml/g de PLGB,soit vingt fois la quantité stoechiométrique)
On maintient une agitation modérée du milieu réactionnel tout
au long de l'aminolyse. La durée de l'aminolyse est de 72 heu-
res. On la poursuit quelques heures si on observe une gélifi-
cation du milieu réactionnel (due aux réactions de cyclisa-
tion). Le mélange est alors dilué dans un minimum d'eau, puis
dialysé contre un mélange eau/méthanol (1/1). Il est ensuite

dialysé exhaustivement contre de l'eau distillée et lyophi-

oe

lisé. Rendement en poids : 80

I.2.3, Synthése des copolymeéres

Afin d'obtenir une désestérification compléte du
PLGB, on effectue l'aminoine dans les mémes conditions que
celles nécessaires d la synthése de la PHEG. Le mélange réac-
tionnel est constitué par un mélange é&thanolamine/benzylamine.
Un étalonnage préalable est nécessaire pour déterminer la cor-
respondance entre la fraction molaire des résidus Ns—benzyl—
L-glutamine dans les copolyméres et la fraction molaire de la

benzylamine dans le mélange réactionnel.

Les rendements de l'aminolyse sont de l'ordre de

90 % en poids (voir Tableau I.1l).

I.3. CARACTERISATION DE LA PHEG ET DES COPOLYMERES
POLY (HEG-CO-BGln) .

Au cours des réactions de transformation des poly-
méres, on observe parfoils des taux de conversion limités du
fait de la nature macromoléculaire des composés et de l'inter-
vention des groupes fonctionnels portés par la chaine polymé-

rique. Lorsque la nature de la réaction chimique permet un
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AMINOLYSE N° G-XI G~-X G-XII | G-IX

% molaire des motifs

BGln déterminés par

3,84 6,97 10,03 14,85
U.Vv.
$ molaire de motif
BGln attribué

4 7 10 15
Désignation du
copolymére BGln4 BGln7 BGlnlO BGlnl

Poids moléculaire

apparent :

: 174 175 177 179
PMypg (17%) + PMpoq X .

Rendement de

1l'aminolyse 93 % 95 & 85 % 82 %

(en poids)

TABLEAU I.1

P
( AtS
\\U:.LE

-
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taux de conversion égal a4 l'unité, ii y a lieu de se placer
dans les conditions opératoires appropriées et de s'assurer
ensuite de la pureté du polymére obtenu. Ainsi, la caracté-
risation des polypeptides synthétisés dans ce travail com=-

porte deux axes :

1 - Il faut s'assurer gue l'aminolyse du PLGB a
été totale ; il faut s'assurer en outre de l'absence de
groupements ionisables provenant de la cyclisation de la
chaine latérale, d'une coupure au niveau du y -carbonyle, ou
d'un branchement de l1'éthanol amine par:' le groupement

hydroxyle.

2 - Il faut déterminer la composition des polyméres
en résidus (NS—(2—hydroxyethyl)L—glutamine) et (NS—benzyl—L—

glutamine).

T.3.1. Caractérisation par spectroscopie U.V.

1.3.1.1. Caracténisation de La PHEG

Si l'aminolyse a &été compléte, la PHEG doit é&tre
exempte de groupements ester benzylique,qui absorbent entre
270 et 250 nm. Le spectre U.V. de la PHEG, entre 270 et 250 nm,
ne doit donc y présenter aucﬁn épaulement On vérifie alors,
sur une solution aqueuse de PHEG (5 <C<.10 g/l.), gque le spec-
tre U.V. ne présente aucun épaulement dans cette région. Sa-
chant que la glutamate de benzyle est caractérisé& par un coef-
ficient d'extinction molaire e, = 200 L.mole t cm—l, on
peut détecter jusqu'a 0,1 % de motifs L-glutamate de benzyle
résiduels. La précision de la spectroscopie U.V. nous permet

de contrdler les échantillons de PHEG.

1.3.1.2. Caracténisation des copolymernes

La benzylamine, en solution aqueuse, présente un
spectre d'absorption U.V. caractérisé par une large bande cen-
trée sur 260 nm, (figure I.1) présentant des épaulements a
270, 265 et 255 nm :



€r90 = 1101_.mole“l.cm“l
€yp5 = 160 1 .mole t.cm ™t
é260 = 2101 .mole t.em ™t
€ocg = 180 l.mole_l.cm"l

N'ayant pu synthétiser la poly(Ns—benzyl~L—glutamine), nous
assimilerons les coefficients d'extinction molaire des ré-
sidus (BGln) a ceux de la benzylamine en solution aqueuse.

Les copolyméres, en solution aqueuse, présentent bien les
bandes caractéristiques du chromophore benzylique (figure I.1).
On peut alors déterminer la composition des copolyméres en
résidus (BGln) par mesure de 1'absorbance U.V. & 270, 265, 260
eﬁ 255 nm. En effet, si € et €5 représentent, respectivement,
les coefficients d'extinction molaire des résidus (HEG) et

(BGln), on a la relation

DO = slcll + €2C21
ol Cl et C2 représentent, respectivement, les concentrations
en g/1, des résidus (HEG) et(BGln) et 1 la longueur du trajet

optique en cm.

Si on appelle Ma la masse apparente d'un motif mo-

PP
nomére, sachant gque les masses moléculaires des résidus (HEG)
et (BGln) sont respectivement égales a 172 et 218, on a la re-

lation :
M = 172(1-x) + 218 x = 172 + 46 x
app

ou x représente la fraction molaire en résidus (BGln) dans le

copolymére.

Dans ces conditions, si C représente la concentration

en g/1 du copolymére, on obtient :
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1 ElC - 172.DO

46.D0 + 1C(el—€2)

-1

e. est de 1l'ordre de 0,05 ]«mole—l.cm .

1
Le tableau I.l1 présente les valeurs de x ainsi dé-
terminées, ainsi que la désignation des copolyméres suivant

leur teneur en résidus (BGln).
REMARQUES

- Nous nous sommes limités a4 un taux en (BGln) de
15 ¢. En effet, au delad, le copolymére n'est plus soluble
dans l'eau. Lors des études préliminaires que nous avons ef-
fectuées, nous avons observé que l'introduction d'une faible
quantité de résidus (BGln) amenait & une variation marquée de
13 conformation du polypeptide ; cela justifie le choix de la

gamme de composition des topolymeres.

~ Statisticité des copolyméres .Nous n'avons pas pu vé-
rifier si les résidus (BGln) étaient distribués statistiquement
sur la chaine polypeptidique. Le fait que la benzylamine ne per-
mette pas une aminolyse compléte du PLGB indique qu'a partir
d'un certain taux de substitution, la réaction n'est plus pos-
sible, peut-&tre pour des raisons d'encombrement stérique. On
peut en conclure que la formation de longues séquences de ré-
sidus (BGln) sur la chaine polypeptidique est défavorisée. Il
se peut aussi que le caractére de plus en plus hydrophobe du
polypeptide rejette a l'extérieur 1l'aminoalcool et défavorise
lé réaction. Ceci peut constituer une indication - et non une
preuve - gue la distributioﬁ des résidus (BGln) est a peu
prés statistique. Il faut mentionner a ce sujet les travaux
dé KONISHI et HATANO 6 gui ont montré que, dans des copolymé-
res (poly(y-méthyl-D-glutamate-CO-y benzyl-D-glutamate), les
résidus‘(y-benzyl—D—glutamate) interagissaient de maniére ré-

pulsive les uns avec les autres au cours de la réaction de
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transestérification du poly(y-méthyl-D-glutamate) par l'al-
cool benzylique. Bien que l'on ne puisse pas extrapoler ces
résultats au cas de la benzylamine, ces observations fournis-
sent une indication supplémentalire permettant d'envisager la

formation de séquences (BGln) comme peu probable.

~ Le spectre U.V. du groupe ester benzylicue se
superpose a celul du groupe N-benzylamide de la chaine la-
térale. Il n'est pas possible alors, par sepctroscopie U.V.,
de vérifier 1l'absence de résidus L-glutamate de benzyle. Néan-
meins, l'aminolyse étant effectuée dans les mémes conditions
que celles aboutissant a la formation de la PHEG, les groupes
ester benzylique non attagués par la benzylamine seront subs-
titués par l'éthanol-amine présente en quantité suffisante
(Qingt fois la quantité stoechiométrique) dans le milieu
réactionnel. L'éthanol-amine permettant une désestérification
compléte du PLGB, il n'y a aucune raison que le taux en mo-
tifs L-glutamate de benzyle résiduels soit plus important dans
le cas des copolyméres que dans le cas de la PHEG (ot il est

inférieur a 0,1 %).

I.3.2. Caractérisation par analyse €lémentaire

On constate un bon accord entre les valeurs calculées
et les valeurs expérimentales x de la teneur en éléments C, H,
N et 0, si on tient compte, comme cela a &té observé dans le
cas de la poly(NS-(3—hydroxy propyl)—L~glutamine)2’7, d'une

-~

demi-molécule d'eau de constitution (tableaux I.2 3 I.6).

I.3.3. Caractérisation par dosage des groupements hydroxyle

portés par la chaine latérale.

Le dosage des fonctions hydroxyle (-CHZOH) portées
par la chaine latérale des motifs monoméres (HEG) s'effectue
par acéthylation par l'anhydride acétique en présence de

pyridine x, Les résultats sont exprimés en pourcentage en poids

% Je nemencie M. CALME qudi s'est changé des mesures d'analyse
élémentaine et de dosage des hydrnoxyles au Centre de Rechexn-
ches sun Les Machomolécules de Strasboung.
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% calculé pour %
ELEMENT ) EXPERIMENTAL
(C7H12N203’ 2 Hzo)n
C 46,41 47,58
H 7,18 7,23
N 15,47 15,38
0 30;09 29,79
TABLEAU I.2. Analyse élémentaire de la PHEG
% calculé pour
ELEMENT ‘ %
1
(e, N,0.) o 96 (CooH g N)0)) g og 5 HyOJ, |EXPERIMENTAL
c 47,25 48,20
H 7,15 7,28
N 15,31 16,12
0 30,28 28,39

TABLEAU I.3. Analyse élémentaire du copolymére BGln,
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% calculé pour )

ELEMENT
[C7H12N203)0 93(C12 14%29) 0,07 3 Hzé:ln EXPERIMENTAL

c 47,87 49,23»
H 7 7,13 7,48
N 15,19 15,23
0 29,79 28,06

TABLEAU I.4. Analyse élémentaire du copolymére BGln

7
$ calculé pour 3%
ELEMENT _
Ec7 12N ,9(C1oH 420,00, 1 5 Hzc_)_ln EXPERIMENTAY]
C ' 48,49 49,84
H 7,11 7,19
N 15,09 15,57
0 29,31 27,39

TABLEAU I.5. Analyse &lémentaire du copolymére BGln10
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%

calculé pour

oe

ELEMENT 1
(CoH)oN»03) g, 85 (CyoH14N00) 0,15 3 H2§]n EXPERIMENTAL
c 49,49 51,83
H 7,08 7,31
N 14,90 14,96
0 28,52 25, 89

TABLEAU I.6. Analyse é&lémentaire du copolymére BGln15




- 29 -

% en poids d'hydroxyle théorique = (1-x) . 17 . 100

M
app

ol x représente la fraction molaire en résidus (BGln) des co-
polyméres et Mapp la masse moléculaire apparente d'un motif
monomére. Les résultats expérimentaux obtenus (tableau I.7)
montrent un bon accord avec les valeurs calculées, si 1l'on
tient compte du fait que les polyméres étant insolubles dans
le mélange pyridine/anhydride acétique, 1'acétylation des

fonctions alcool primaire n'a peut-&tre pas été compléte.

I .3.4. Caractérisation par dosage conductimétrique

On vérifie par un dosage conductimétrique que les
polyméres ne présentent aucun groupement ionisable tels que
—‘COOH, - NH2 ou le cycle oxazoline observé par LOTAN et ses
coll. 1,2 : une solution agueuse de PHEG ou de copolyméres
(HEG—CO—BGln) est titrée par une sélution diluée d4'acide
chlorhydrique ou de soude. Les résultats expérimentaux obte-
nus montrent gue le taux en groupements ionisables résiddels

est inférieur a 0,5 % en moles.

I.3.5. Détermination de la pureté& optique

Afin de vérifier si l'aminolyse n'a provoqué aucune
racémisation des résidus d'acide aminé, nous avons hydrolysé

-

les polyméres par HCl 6 N & 105 °C pendant 24 heures et compa-
ré le pouvoir rotatoire & 546 nm des hydrolysats & celui d'un
échantillon d'acide L-glutamique soumis aux mémes conditions.
L'écart maximum observé, par rapport au témoin acide L~
glutamique, correspond a 1,9 % de la valeur du pouvoir rota-
toire du témoin. Le taux de racémisation n'a donc pas dépassé

1 3.

I.3.6. Mesure de la masse moléculaire moyenne

Les masses moléculaires moyennes en poids ont été

déterminées par la technique de l'équilibre de sédimentation.
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% en poids d'hydrolyle (OH)
POLYMERE
théorique expérimental

PHEG 9,4 8,9
COPOLYMERE

8,9 8,1
BGln4
COPOLYMERE

8,6 8,6
BGln7
COPOLYMERE

8,2 7+7
BGlnlo
COPOLYMERE

7.7 7,1
BGln15

TABLEAU I.7. Dosage des groupements hydroxyle (OH) de la

fonction alcool primaire de la chaine latérale des résidus (HEG)

Alis
LILLE
-’
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La masse moléculaire de 1l'échantillon est donnée par la re-
lation :

ol : représente la masse moléculaire moyenne en poids
représente la densité de la solution

représente le volume spécifique partiel du soluté
représente la cqhstante des gaz parfaits

représente la température absolue

e 3w <l o EI

représente la vitesse angulaire de rotation

Cl et 02 représentent la concentration du soluté aux
distances r, et r, de l'axe de rotation, respec-
tivement.

-

Les volumes spécifiques partiels des solutés ont été détermi-
nés a partir des mesures des incréments de densité en solution
aqueuse (voir ch. III).'Les résultats obtenus >~ sont consi-
gnés dans le tableau (I.8) et montrent que 1'aminolyse a pro-
voqué une dégradation du polymére : le degré de polymérisa-
tion moyen en poids des polyméres obtenus est de l'ordre de

30 & 40 % de celui du PLGB initial (tableau I.8).

On observe une dégradation d'autant plus importante
que le taux en BGln est grand. Il apparait donc que la benzyl-
amine, présente en proportions croissantes dans le milieu
réactionnel lors de l'aminolyse des copolyméres BGln4 a
BGlnlS’ provoque des coupures plus importantes que l'éthanol-

amine sur la chalne polypeptidique.

I.4. CONCLUSION

Nous nous étions fixé pour but de synthétiser des

copolyméres non-ionisables, solubles dans l'eau, dérivés de

x Je nemencie Mme Myniam CONTEZ qui a bien voulu effectuern Les
mesures d'ultra-centrifugation au Laboratoine de chimie Bio-
Logique de L'Undivernsité des Sciences et Techniques de Lille.
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et
B4

g g

COPOLY COPOLY COPOLY COBOLY
POLYMERE PHEG
BGln4 BGln7 BGlnlo BGln15
volume spéci-
fique partiel.
Hans 1'eau % 0,722 0,727 0,727 0,729 0,739
en ml/g
Mw x 10~4
déterminée par]
équilibre de 10,3 9,5 | 9,2 8,3 8,2
sédimentation
JR— %%
Dpy; app 600 546 526 470 458
b 3 3
DP,; app
x100
5P, PLGB 41 % 31 & 36 % 32 % 31 %

TABLEAU I.8. Masse moléculaire moyenne en poids déterminée
par équilibre de sédimentation de la PHEG
et des copolyméres (HEG-CO-BGln)

* déterminé 3 partir de la mesure des incréments de
densité (§ III.6.1.)

b3 Dp, app = _ M avec M = (1-x) + x
By Mapp app MiEG MBgin

voir Tableau III.1l

F 3 3 DPW du PLGB = 1460
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la L-glutamine et dont on pouvait faire varier le caractére
hydrophobe en contrbdlant le taux en motifs monoméres 3 chaine
latérale non-polaire. L'aminolyse couplée du PLGB par un mé-
lange éthanolamine/benzylamine nous a permis, en nous plagant
dans les conditions adéquates, de préparer une série de copo-
lyméres dont nous avons pu tester la pureté et déterminer la

composition.
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CHAPITRE I1I

ETUDE DE LA TRANSITION HELICE - CHAINE






IIX.1. INTRODUCTION

Lorsqu'une onde électromagnétique linéairement po-
larisée traverse un milieu optiquement actif, dans le do-
maine de longueurs d'onde d'absorption de ce milieu, ses
composantes circulairement polarisées gauche et droite ne
sont pas absorbées de la méme maniére. Il y a alors appari-
tion du phénoméne de dichroisme circulaire. C'est le cas des
sélutions de polypeptides, qui possédent un carbone assymé-
trique sur la chaine principale. Le dichroisme circulaire est
egprimé par l'ellipticité molaire [@]X a la longueur d'onde

A par la relation :

M 1
o

= I - o
[6]ly= % &g - Xp) —o5c

ol K, et Ky désignent les indices d'absorption des lumiéres
polarisées gauche et droite, Mo la masse molaire d'un résidu,

C‘la concentration en g/ml et 1 la longueur du trajet optique.

Expérimentalement, le dichrographe fournit direc-
tement la différence de densité optique (AG - AD) d la sortie
de 1'échantillon pour les composantes polarisées gauche et

droite. Dans ces conditions :

M
- . -
(6], = 3300 ——7 (A, - Ap)S

ol S désigne la sensibilité de détection.

Si AA désigne la différence (AG - AD) mesurée pour la solution,

diminuée de la valeur de (AG - AD) dua solvant’ on a alors :

[6], = 3300 z5— 4 s

[Q]k est exprimée en degré.cmz/décimole.
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Le chromophore peptidique (- C - NH -) présente deux bandes
[B]
d'absorption : 0

-~ la bande n - Hx située a 220 nm

~ la bande I ~ H}t située a 190 nm

Dans le cas ol le polypeptide adopte la conformation en hé-
lice a , la bande I ~» H* se dédouble en deux bandes situées
da 190 et 209 nm.

Les bandes caractéristiques des différentes confor-
mations prises par les polypeptides en solution ont pu étre
précisées et sont constituées par 1,

~ une bande négative vers 217 nm ([8] =-5000)

et une bande positive vers 198 nm ([ﬁ] =42000)

pour la conformation désordonnée ;

r

Y

- une bande négative vers 216 nm (6] - 36000)

+ 25000)

R’

et une bande positive vers 190 nm ([p]
pour les feuillets plissés ;

- une bande né&gative a 222 nm ([6] = - 36000 )
une bande négative d 209 nm, et une bande
positive & 190 nm ([6] = + 70000)
pour la conformation en hélice o droite.

A 222 nm, les ellipticités de 1'hélice o et de la
chaine désordonnée sont trés différentes. Si la solution étu-
diée ne contient que ces deux conformations, on peut calculer

la fraction en hélice du polypeptide, FH’ par la relation :

(61522 = [¢]220

H RC H
(61252 — (8150

(I1.1.)

ol [G]ggz et [Q]gzz représentent, respectivement, les ellip-

ticités molaires 3 222 nm d'une chaine totalement désordonnée
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et d'une hélice o droite compléte. Ces valeurs varient sui-
vant la nature du solvant. En solution aqueuse, on utilise

généralement les valeurs suivantes :

[6155, = 4000
[615,, = -36000

II.2. ETUDE CONFORMATIONNELLE DE LA PHEG ET DES COPOLYMERES
POLY (HEG-CO-BG1ln) EN SOLUTION AQUEUSE

I1.2.1. Etude conformationnelle & température ambiante

Le spectre dichroique * de la PHEG en solution
aqueuse a température ambiante présente (Figure 1II.1) une
bande négative, de faible intensité, entre 230 et 240 nm,
une bande positive, de faible intensité, centrée 3 216 nm
et une bande négative, intense, 3 199 nm. Ces caractéristi-
ques démontrent que la PHEG se présente sous une forme désor-
donnée, conformément a ce qui avait été observé par d'autres

auteurs 2-6.

Les spectres dichroiques des copolyméres (fig.II.1l)
montrent des caractéristiques différentes. En effet, lorsque
l1'on augmente la quantité de motifs (Ns—benzyl—L—glutamine)

(BGln) dans la chaine polypeptidique, on observe :

= une diminution progressive de l'intensité de la
bande située aux faibles longueurs d'onde ; son maximum se
déplace vers des longueurs d'onde plus grandes (200, 202,

203 nm). Pour le copolymére BGln elle est remplacée par

_ 15
une bande négative intense située & 207 nm.
- la diminution en intensité de la bande positive

centrée sur 216 nm, qui devient négative.

x Mme M.P. HILDEBRAND a bien voulu se charngen de L'enrnegdis-
trement des spectres dichroilques a L'Institut de Rechenche
sun Le Cancer de Lifle. Qu'elle s0it vivement remenrcdife ded.
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FIGURE I1II.1

Spectres dichroiques de la PHEG (1), des copolymeéres BGln4 (2)

BGln., (3), BGln

. 10 (4) et BGln15 {(5) en solut%on aqueuse a

température ambiante,
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- la bande négative centrée sur 235 nm augmente en
intensité et se déplace vers des longueurs d'ondes plus cour-
tes (225, 223, 222 et 222 nm).

Ceci démontre que l'on est en présence d'un mélange
de deux conformations : la chaine désordonnée et 1l'hélice ¢
droite ; en outre lorsque les copolyméres s'enrichissent en
motifs BGln, la proportion d'hélice o augmente progressive-
ment, comme le montre la variation de l'ellipticité molaire
d 222 et 216 nm (figure II.2.).

Deux remarques peuvent &tre faites :

. la variation de L@]ZZZ et de [p]216 en fonction
du taux de BGln n'est pas linéaire. Cela avait déja été ob-
servé dans le cas de copolyméres optiguement actifs 7_12,
de copolyméres poly (méthyl-L-aspartate-CO-nitrobenzyl~IL-

aspartate) 13 et poly(acide~L-glutamigque ~CO-L-glutamate de

benzyle) 14. Cette variation non-linéaire a été expliquée
sur la base d'effets de voisinage pris en compte en termes
11

de triades .

. l'enrichissement en hélice o des copolypeptide%
lorsque l'on augmente la teneur en BGln, est rapide :
[}1222 = - 17200 pour le copolymére BGln ;. En outre, on
constate que 1l'incorporation, méme en faible proportion, de

résidus BGln aboutit 3 une modification importante de la

conformation du copolypeptide.

L'incorporation d'un groupement benzylique non po-
laire sur la chaine latérale contribue donc & la stabilisa-
tion de la conformation hélicoidale du polypeptide, en solu-
tion aqueuse. Cette stabilisation de 1'hélice o a pour ori-
gine des interactions spécifiques entre groupements non-
pblaires en solution agueuse, nommées interactions hydro-

phobes.
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FPIGURE II.2

Variation de l'ellipticité molaire 3 222 et 216 nm de la PHEG et des

copolyméres en fonction de la composition en motifs (BGln).

(solvant : eau ; température ambiante).
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Transition helice - chaine ¢t inferactions hydrophobes

On trouvera en annexe de ce chapitre un résumé de

la définition et des propriétés des interactions hydrophobes.
Rappelons simplement que KAUZMANN 15, NEMETHY et SCHERAGA16’17
ont défini 1l'effet hydrophobe comme étant une propriété par-
ticuliére des groupements chimiques non polaires en solution
aqueuse, caractérisée par une attraction mutuelle de ces
groupements afin de former des "zones hydrophobes" desquelles
l'eau est exclue. De nombreux auteurs ont montré que ces in-

-~

teractions hydrophobes contribuent 4 la stabilisation de la

structure hélicoidale en solution agueuse 24 16_24, en ren-

forcant les liaisons hydrogéne interpeptidiques caractéristi-
ques de l1l'hélice o et en augmentant l'entropie de stabilisa-
tion de 1'hélice o . Ainsi, par exemple, l'entropie de 1la
transition chaine - hélice o augmente dans l'ordre Polyglycine/
Poly-L-Alanine/Poly~L-Leucine/Poly-L-Valine, reflétant un ren-
forcement des interactions hydrophobes di & 1'allongement de
la chaine latérale non polaire 24. De la méme fagon, si 1l'on
considére des séries homologues de polypeptides, ne différant
que par le nombre de groupements méthyléne dans la chaine la-
térale, on observe une stabilisation de la conformation héli-
coidale en solution aqueuse, lorsque le nombre de (-CH2—)
croit dans la chaine latérale : c'est le cas de la série de

25-28
7

la poly-L-Lysine et de ses homologues et de la série

29

des poly(S-alkyl-L-cystéine) .C'est également le cas de la

série des poly(NS-(hydroxyalkyl)—L—glutamine) 2 : lorsque le
nombre de méthyléne de la chaine latérale est augmenté de 4 &
6 (PHEG/PHPG/PHBG), la fraction d'hélice a des polypeptides

~

en solution aqueuse est, respectivement, égale 4 0, 0,16 et

0,65, & température ambiante.

L'effet stabilisant vis—-4-vis de 1*'hélice o des in-

teractions hydrophobes a également été& montré dans le cas de

-~

copolyméres contenant un acide aminé& & caractére non polaire, '

comme l'alanine 30, la leucine 31'32, la phényl-alanine 33,
14 34,35

le glutamate de benzyle et le glutamate de 2-nitrobenzyle



En conclusdion, l'accroissement de la teneur en
hélice o des copolyméres étudiés dans le présent travail,
en solution aqueuse, a pour origine une stabilisation de
1'hélice o , provenant des interactions de type hydrophobe
entre les groupemants benzyliques des résidus BGln. L'ef-
fet stabilisant des résidus hydrophobes BGln est important:
[}]222 = - 17200 pour le copolymére BGln,;, ce qui indique

une fraction en hélice proche de 0,5 *

IT.2.2. Etude conformationnelle en fonction de la température

La stabilité de la conformation adoptée par un po-
lypeptide en solution dépend de la température. En ce qui
concerne la transition hélice - chaine en solution aqueuse
induite par une variation de la température, on distingue

deux cas :

.~

- la transition est dite "normale" lorsqu'une aug-
mentation de la température induit une transition hélice -
chaine ;

- la transition est dite "inverse" lorsqu'une aug-
mentation de la température stabilise la conformation héli-

coidale.

La plupart des polypeptides se rangent dans le
premier cas. En effet, la formation de liaisons hydrogéne
intermoléculaires, nécessaires a 1l'établissement d'une
structure hélicoidale, est défavorisée a haute température.
Par contre, les interactions hydrophobes sont favorisées

par une augmentation de la température (voir annexe).
La figure II.3. montre la variation de l'ellipti-

cité molaire a 222 nm en fonction de la température des dif-

férents copolypeptides et de la PHEG.

Pour la PHEG, [91222 reste positif, ce qui indique que

1'hélice « reste instable dans tout le domaine de température

* les valeurs exactes de la fraction en hélice sont calculées
au § 11 .3



FIGURE II.3

-~

Variation de l'ellipticité molaire a 222 nm en fonction de

la température (méme numérotation que pour la figure II.1l).
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étudié, comme l'avaient déji noté dfautres auteurs 2’4’36.
Au contraire, 1'hélice o des copolyméres est d'autant plus
stable que la température est basse. Ce qui implique que,
lorsque 1l'on augmente la température, l'effet stabilisant
des interactions hydrophobes est masqué par la rupture des

liaisons hydrogéne intramoléculaires l6~18.

A une température donnée, l'hélice est plus stable
si le copolypeptide est doué d'un caractére plus hydrophobe ;
cet effet tend 3§ s'amenuiser vers les hautes températures.

La température de transition, Tr, déterminée par extrapola-
tion sur les courbes (voir Tableau I1.1) augmente avec le

~ - aq 18
taux en résidus hydrophobes, conformément aux prévisions ¢

et a4 d'autres observations 2’30_33'33.

II.3. ETUDE.DE LA TRAMNSITION HELICE-CHAINE DANS LES MELANGES
DE SOLVANTS EAU/SOLVANT ORGANIQUE.

Il est maintenant bien connu que l'addition d'un
solvant organigque non polaire ou faiblement polaire a une
solution agueuse de protéine globulaire ou de polypeptide de
synthésé induit une dénaturation de la structure secondaire
native de la chaine polypeptidique 24’37—38. Cette dénatura-
tion peut s'accompagner d'une structuration de la chaine poly-
peptidique (en hélice ou en feuillets plissés). Une telle
transition conformationnelle induite par une modification de
la composition du solvant est alors appelée dénaturation re-
structurante 39. De nombreux solvants organiques sont capa-
bles d'induire une telle restructuration 37. Deux d'entre eux
nous ont paru particuliéremeht intéressants : le méthanol,
qﬁi est un des meilleurs agents hélicogénes des poly(NS—

2,40-41

(hydroxyalkyl)-L-glutamine) et le 2-chloroethanol, con-

nu pour ses propriétés hélicogénes vis-a-vis des protéinés
37,39,42-51 25,52-55

- dont la PHPG 6 _ et dont les interactions avec les proté-

39,45:46 ot 14 pEpG °°

globulaires , des polypeptides de synthése

ines ont été étudiées.
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Grice a la relation (II.1l), il est possible de dé-
terminer les changements conformationnels des polypeptides,

en mesurant [@ dans les mélanges de solvants. Les diffé-

1
rentes solutionizint été préparées en mélangeant, dans des
proportions connues, deux solutions de polymé&re, de méme con-
centration molaire : une solution aqueuse et une solution a
95 % en volume de solvant organique (la PHEG et les copoly-
méres sont insolubles dans le méthanol et le 2-chloroéthanol
purs), obtenue par addition du solvant organique & une solu-

tion agqueuse de polymeére.

I1.3.1. Etude de la transition chaine - hélice dans les mélanges

de solvants eau/méthanol et eau/2-~chloroethanol 3 tem-

pérature ambiante.

IT.3.1.1. Résulitats

Les figures II.4. et II.S. représentent les varia-
tions de l'ellipticité molaire & 222 nm de la PHEG et des co-
polyméres en fonction de la composition du mélange de solvants
eau/méthanol et eau/2-chloroéthanol, respectivement. Dans les
deux cas, on observe une augmentation rapide de la valeur de
- [8]222, ce qui indique que les deux solvants organiques
induisent une transition chaine - hélice. La transition est
atteinte d'autant plus rapidement que les copolyméres possé-
dent un éaractére hydrophobe plus marqué ; cet effet tend

néanmoins ad s'amenuiser lorsque la proportion de solvant or-

ganique est prédominante dans le mélange de solvants.

En ce qui concerne la PHEG, la valeur de [6]222 dans
le mélange eau/méthanol 95/5 ([{]222 = — 39200) est supérieure
d celle observée par ADLER et ses coll.”. Cette différence est
peut-&tre attribuable a l'influence de la masse moléculaire

moyenne du polypeptide.



% en vol. de méthanol

FIGURE I1I.4 . m
\ RIELY |
S
Variation de [6]222 en fonction de la composition du mélange
eau/méthanol, a température ambiante (m&me numérotation que

pour la figure II.1)
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% en vol. de 2-chloroéthanol

FIGURE II.5

Variation de [6]222 en fonction de la composition du.mélange

eau/2-chloroéthanol, & température ambiante (m&me numérotation
gque pour la figure II.1l).
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11.3.1.2. Détermination de La fraction d'hélice

La détermination de la fraction d'hélice, f se

Hl
fait grace a la relation II.1l. :

6% [8]
£ 222 222

o= A
- 1RC H
(6155, - (8152

o RC H . . . .
ot [8 229 et [6]222 désignent, respectivement, les ellip-
ticités molaires & 222 nm d'une chaine totalement désordon-
née et d'une hélice o droite. Dans la plupart des cas, on

choisit les valeurs standards :

[9]222 = - 36000
o155, = 4000

Néanmoins, dans lé cas des poly(Ns%hydroxy alkyl)-L-glutamine),

40

LOTAN et ses coll. ont été amené & proposer des valeurs

différentes, notamment :

- 53000

- H _
[6_| 222

RC __
[8] 222 0

pour la PHPG.

Pour la PHEG, ADLER et ses coll. 3 proposent :
H — -
[6] 99y = = 33600

[6]55, ~ + 1000

Ces derniéres valeurs nous paraissant trop faibles au regard

de nos résultats expérimentaux, nous avons choisi :



- pour [6]222, la valeur expérimentale la plus élevée

observée pour [6]222, arrondie par excés, a savoir :

H . .
[6]5,, = = 43000 (voir figure II.4)

- pour [d]ggz, la valeur la plus faible observée pour
[}]222 dans le cas de la PHEG, arrondie par excés,

a savoir :

RC _ . .
[5]222 = 4+ 2000 (voir flgur? II.3)

La fraction en hélice £, se calculera donc 3 partir de la

relation :

2000 - [6],,,

45000

fH =

(T1.2)

Dans le tableau II.2, nous avons regroupé les va-
leurs de la fraction en hélice ainsi calculée, pour la PHEG
et les copolyméres, en solution agueuse, et dans quelques
mélanges de solvants particuliers. Aux fins de comparaisen,
npus y avons ajouté les valeurs de fH trouvées dans la lit-
térature pour la PHEG dans d'autres solvants, ainsi que pour
sés homologues supérieurs , la PHPG et la PHBEG. '

IT.3.2. Discussion des résultats

L'addition de méthanol ou de 2-chloroé&thanol a une
solution aqueuse des polypeptides étudiés provogue une aug-

mentation rapide de la fraction d'hélice o . Dans les domaines



SOLVANT & “H fu i 3t Iy fu
copoly copoly copoly copoly
PHBG PHPG PHEG BGln4 BGln7 BGlnlO BGln15
EAU 0,65 0,20 0 0,07 0,16 0,22 0,40
Référence (2) (2) (%Légéil trgsail trgiail trgsailuutrgsi;}
H,0/méthanol *  90/10 0,70 0,40 g:gz 0,14 | 0,28 0,35 0,54
H,0/méthanol *  50/50 0,89 0,77 8:;2 0,74 | 0,95 | 0,86 0,96
H,0/méthanol * 5/95 0,96 0,90 0,91 0,91 0,99 0,99 0,96
R&férence (2) (2) (2) «ce ce ce ce ce
travail | travail | travail|travail |travail
H,0/2-chloroéthanol™ 90/10 0,26 0,08 0,14 | 0,28 0,37 | 0,57
H20/2—chloroéthanolx 50/50 0,70 0,56 0,60 0,73 0,78 0,84
H20/2—chloroéthanolx 5/95 0,78 0,86 0,88 0,95 0,96 0,93
Référence (56) ce ce ce ce ce
travail | travail| travail|travail |travail
HZO/isopropanol * 30/70 0,89
Référence (36)

%* en vol/vol.
TABLEAU II.2.

Fraction d'hélice o ,

f

Hl

- §§

de la PHBG, PHPG, PHEG et des copolyméreé (HEG-CO-BG1ln)

dans différents solvants a température ambiante
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de composition ol l'eau est prépondérante, cette augmenta-
tion est d'autant plus grande que le polypeptide est riche

en résidus BGln : l'effet stabilisant des interactions entre
chaines latérales hydrophobes sur la structure hélicoidale

se maintient. Si 1l'on compare la composition du mélange de
solvant 3 la demi-~transition, on constate (tableau II. 1)
qﬁ'il faut ajouter d'autant moins de solvant organique que

le polypeptide est plus hydrophobe. On constate également
gue le méthanol est plus hélicogéne que le 2-chloroéthanol.
Lorsque le mélange de solvants s'appauvrit en eau, 1l'augmen-
tation de la fraction d'hélice devient moins importante. On
atteint un palier, au-deld duquel 1'addition de solvant or-
ganigue ne provogque pas ou peu de changements dans la confor-
mation du polymére. Ce palier est situé a 75 % en vol. de
2-chloroéthanol ou de méthanol. Sur la figure (II.6), nous
avons reporté les variations de fH en fonction de la teneur
en (BGln), pour différents mélanges eau/2-chloroéthanol.

Aux faibles concentrations en 2-chloroéthanol, les courbes
représentatives sont concaves, ce qui indique que les interac-
tions hydrophobes stabilisent la structure hélicoidale d'une
maniére coopérative. Aux plus fortes concentrations en
2-chloroéthanol (> 15 % en vol.), les courbes représentatives
sont convexes, ce qui démontre que l'augmentation de la te-
neur en résidus (BGln) ne contribue plus de fagon marquée a
la stabilisation de 1'hélice a. Ceci peut s'expliquer par

une disparition des fortes interactions hydrophobes qui exis-
tent en solution aqueuse : le solvant étant devenu moins po-
laire, les groupements chimigues non-polaires, rapprochés

les uns des autres en milieu fortement polaire, ont tendance
4 se "relaxer" et leurs interactions avec le solvant peu
polaire sont alors tout aussi favorables que leurs interac-
tions mutuelles. Les interactions hydrophobes s'amenuisent

16,17

alors (cf. annexe).

BLANCO, GOROSTIDI et MUNTANER >7 ont étudié

la transition chaine - hélice de copolyméres de compo-
sition variable dans le mélange chloroforme / acide

dichloroacétique (DCA) et ont observé une dépendance entre



% BGln

FIGURE II.6

Variation de la fraction d‘'hélice fH dans les mélanges eau/

2-chloroé&thanol en fonction de la teneur en motifs (BGln)

s i . P 343
(les % indiqués dans la figure se référent au % en volume UUE

de 2-chloroéthanol).

!
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la composition des copolypeptides et la composition du mé-

=~

lange chloroforme/DCA & la demi-transition. Ce résultat est
comparable é celui de ARFMANN,LABITZKE et WAGNER 58 gqui ont
étudié la transition conformationnelle dans des mélanges
eau/méthanol de copolyméres de la L-Lysine et de divers aci-
des aminhés a4 chalne latérale ndn polaire. Ainsi, & pH 8,5,
la demi-transition est obtenue a des quantités décroissantes
de méthanol, dans le mélange eau/méthanol, lorsque 1l'on in-
corpore des quantités croissantes de norleucine dans les co-

polyméres (L-Lysine-CO-L-Norleucine).

Ces résultats sont en bon accord avec les notres et
confirment l'effet stabilisant sur 1'hélice &« des interac-
tions hydrophobes dues aux chalnes latérales non polaires :
pour induire une transition chaine hélice isotherme, il faut
rajouter d'autant plus'de solvant hélicogéne que le polypep-

tide est plus hydrophile.

La structuration en hélice o« d'une chaine poly-
peptidique désordonnée s'accompagne nécessairement de 1la
formation de liaisons hydrogéne intramoléculaires, essen-
tiellement entre le carboxyle et l'amide de la chaine prin-

cipale. L'eau est connue comme étant un trés bon donneur de

liaisons hydrogéne, notamment avec les groupements amides
37'59_64, contrairement aux solvants non aqueux. La transi-
tion hélice - chaine dans les mélanges de solvants eau/solvant
non polaire peut &tre interprétée de la maniére suivante24'37:
la liaison hydrogéne intrapeptidique est formée entre un don-
neur de liaison hydrogé&ne (NH) et un accepteur (CO) 37'65.
Dans un solvant accepteur de liaison hydrogéne (la plupart
des solvants peu polaires), il y aura pas ou peu de compéti-
tion entre le solvant et la liaison peptidique. Cette compé-
tition sera d'autant moins forte que le solvant poss&de un
caractére donneur de liaisons hydrogéne plus faible 66. Au
contraire, en solution aqueuse, il y aura compétition entre
les molécules d'eau et le groupement (NH). Sachant que celui-
ci est un faible donneur de liaisons hydrogéne 37’62'65’67,
cette compétition aboutit & une rupture de liaisons hydrogéne

intrapeptidiques.
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En outre, les liaisons hydrogéne carbonyle - eau
59

sont plus fortes que les liaisons hydrogéne eau/eau ;
elles sont d'ailleurs renforcées par la proximité d'un azote
59'61. Le solvant organique, en abaissant l'acti-

vité de 1l'eau 68

organique 69_74, diminue la capacité des molécules d'eau a

substitué
et en formant des complexes eau/solvant

former des liaisons hydrogéne avec les groupements amides 75.

Il appafait donc que la dénaturation restructurante
de la PHEG et des copolyméres (HEG-CO-BGln) a pour origine

plusieurs effets :

¥ un abaissement de l'activité de 1l'eau, solvant

bon donneur de liaisons hydrogéne,

* le remplacement d'un milieu polaire peu propice
aux liaisons hydrogéne intrapeptidiques par un

milieu moins polaire, plus favorable.

De nombreux auteurs ont interprété la dénaturation

restructurante des protéines;24'3-7'39'75
24,25,26,37,56,76-82

et des polypeptides
de synthése par des mélanges de solvants
de cette maniére ; deux d'entre elles nous paraissent parti-
culiérement significatives.

WEN et WOODY 80 ont étudié la transition chaine -

hélice de la poly-L-tyrosine dans le mélange diméthylsulphoxide/
acide dichloroacétique (DMSO/DCA) : en solution dans le DMSO,

la Poly-L~tyrosine se présente sous forme d'une chaine désor-
donnée, et l'addition de DCA induit une structuration en hé-
lice o. Ils ont observé, en mesurant la viscosité des mélanges
DMSO/DCA, que ces deux solvants interagissent fortement entre
eux. Pour ces auteurs, la transition est induite par une baisse

~

importante de la capacité du DMSO a solvater le squelette pep-
tidique et les chalnes latérales aromatiques, 3 cause de la
formation de complexes DMSO/DCA. Aux fortes concentrations en
DCA, celui-ci étant un mauvais solvant de la poly~-L-tyrosine
(elle est insoluble dans le DCA pur), les chaines interagissent
de préférence entre elles, et on observe une structuration im-

portante.



De la méme fagon, LOTAN, BIXON et BERGER 7® ont

mis en évidence une relation existant entre les activités
des constituants d'un mélange de solvants eau/acide formique
et la transition conformationnelle (voir figure II.7). Ces
auteurs ont étudié trois polyméres dans le mélange eau/
acide forﬁique : la PHEG, la PHPG et la PHBG. En solution
aqueuse, la fraction d'hélice dépend essentiellement du
caractére hydrophobe de ces polypeptides 2, comme nous
l'avons vu précédemment ; en solution dans l'acide formique,
ces trois polyméres se présentent sous une forme totalement
désordonnée : le caractére acide de 1l'acide formique pur en
serait responsable, probablement a cause de la protonation
des liaisons peptidiques. Dans les mélanges eau/acide formique,
les trois polypeptides présentent un maximum dans la varia-
tion de la fraction en hélice, maximum situé a une fraction
molaire d'acide formique égale & 0,3 (voir fig. II.6). Cela
a été interprété par LOTAN et ses coll. comme é&tant la con-
séguence d'une interactioh entre les deux solvants, sous la
forme de complexes eau/acide formique. Ces complexes seraient
inactifs vis-&-vis des polypeptides qui atteignent alors une
cénformation structurée maximale. Le pouvoir hélicogéne du
méthanol et du 2-chloroéthanol vis-a-vis de la PHEG et des
copolymé&res (HEG-CO-BGln) peut alors se comprendre a la lu-
midre des considérations que nous venons de développer : en
réduisant l'activité de l'eau, en formant des complexes eau/

méthanol 70 et eau/2-chloroéthanol 83, ils diminuent sa capa-

cité 3 former des liaisons hydrogéne avec la chaine polypep-
tidique qui est alors capable de se structurer. Peu polaires,
moins bons donneurs de liaison hydrogéne, ces molécules doi-
vent créer un environnement favorable a l'enroulement en hé-
lice. Le plus grand pouvoir hélicogéne du méthanol, comparé

3 celui du 2-chloroéthanol, doit pouvoir s'expliquer par de

plus fortes interactions avéc l'eau et/ou par une plus faible

activité vis-&d-vis des chaines peptidiques.
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FIGURE II.7

Variation de la fraction d'hélice de la PHEG, de la PHPG et de la
PHBG et de l'activité de l'eau et de l'acide formigue dans les

mélanges eau/acide formique (d'aprés LOTAN, BIXON et BERGER 76

).




I.4. CONCLUSION

L'étude de la transition chaine - hélice de 1la
PHEG et des copolyméres (HEG-CO-BGln) en solution aqueuse
et dans les mélanges eau/solvant organique, nous a permis
de confirmer l'existence de deux effets stabilisant la

structure ordonnée :

L'effet des interactions hydrophobes entre chaines
latérales non polaires : la PHEG, de par son caractére hy-
drophile se:présente, en solution aqueuse a température am-
biante, sous . une =~ c¢onformation totalement dé&sordon-
née. Lorsqgue l'on substitue le groupement hydroxyéthyl en bout
de la chaine latérale par un groupement benzylique hydro-
phobe, la structuration de la chaine polypeptidique est

stabilisée de fagon marquée.

L'effet des internacitions solvant - polypeptide et

s0lvant - s0lvant : dans un solvant "actif" 24'40, les in-
teractions solvant - polypeptide déstabilisent la structure
hélicoidale ; dans un solvant "inerte" 24’40, au contraire,

l'hélice ¢ est stabilisée. Lorsque l'on mélange les deux
solvants, les interactions entre le constituant "inerte" et
le constituant "actif" entrent en compétition avec les inter-
actions constituant "actif"/Polymére, et contribuent a in-

duire une transition chaine - hélice.

En synthétisant une série de polypeptides non ioni-
sables, solubles dans l'eau, d'hydrophobicité wvariable, nous
avons pu confirmer quantitativement l'effet stabilisant des
interactions hydrophobes vis—a—vis de l'hélice ¢ , aussi
bien en solution agueuse qu'en mélange eau/solvant organique.
L'hypothése, selon laquelle les différences du comportement
conformationnel entre protéines globulaires, en solution
agueuse et en mélange eau/solvant organique, seraient dues,
dans une large mesure, d des différences d'hydrophobie
(dues 3 des différentes compositions en acides aminés hydro-

15,17,24,37

phobes) se trouve ainsi confirmée.
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REMARQUE : INFLUENCE DE LA MASSE MOLECULAIRE MOYENNE SUR
LA TRANSITION CHAINE - HELICE.

La fraction d'hélice d'un polypeptide, dans un
solvant donné et a une température donnée, dépend de sa

38,84-87 la fraction d'hélice

masse moléculaire moyenne
est plus petite pour les faibles masses. Néanmoins, l'in-
fluence de la masse moléculaire est peu marquée pour des
degrés de polymérisation moyens en poids DP. > 500. Ceci
alpu &tre vérifié dans le cas de la PHPG 40,88 ot de 1la
PHEG 5,36

en poids de la PHEG et des copolyméres étudiés dans ce

. L'écart entre les masses moléculaires moyennes

travail n'est pas assez important pour pouvoir avoir un
effet notable sur leurs propriétés physico-chimiques, et

notamment sur la fraction d'hélice.
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A - INTRODUCTION

KAUZMANN 15 dans une mise au point concernant les

facteurs responsables du maintien de la structure secondaire

-

des protéines, était amené a dé&finir une liaison non-covalente
d'un type nouveau, la liaison hydrophobe, et & dégager son
r0le primordial dans la stabilisation de la structure native
des protéines en solution aqueuse. Parmi tous les modéles
théoriques qui furent élaborés par la suite, nous retiendrons
notre attention sur celui de SCHERAGA et NEMETHY, qui a é&té
le plus appliqué aux protéines et aux polypeptides.

Nous utiliserons tout au long de cet exposé le ter-
me d'"interaction hydrophobe" gqui s'est substitué 24,89 au

terme de "liaison hydrophobeﬁ

B - THEORIE DE KAUZMANN

Comme les chaines latérales non-polaires des protéi-
nes possédent une faible affinité pour l'eau, les configura-
tions que prendront les chaines polypeptidiques qui favorisent
un large contact entre ces chalnes latérales, et de 13 tendent
les soustraire de la phase aqueuse, seront plus stables que
toutes les autres configurations - toutes choses étant égales
par ailleurs. Ces chaines latérales pourront former des
"micelles" intramoléculaires analogues, & ceux formés par les
savons en solution aqueuse. Cette tendance des groupes non-
polaires, en phase aqueuse, & adhérer les uns aux autres cons-
titue la liaison hydrophobe. Pour étudier les propriétés de
la liaison hydrophobe, KAUZMANN 15 prend pour modéle le trans-
fert des hydrocarbures d'un solvant non polaire dans l'eau.
Ainsi, le solvant non polaire représente le milieu non-polaire
formé par le regroupement des chaines latérales non-polaires.
Ce transfert s'accompagne de variations d'entropie, d'énergie

libre, d'enthalpie libre et de volume molaire :

Y,
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AS, < 0 AG, > 0

M, < 0 AV, < 0

Ceci a pour conséquences que :

- tout groupe aliphatique non-~polaire qui quitte en environ-
nement aqueux pour entrer dans un environnement non polaire

voit son entropie augmenter ;

- les liaisons hydrophobes sont plus stables & température

ambiante gu'a 0°C, a cause du caractére endothermique du

transfert milieux agqueux =~ milieu non polaire,

C - MODELE DE NEMETHY et SCHERAGA

NEMETHY et SCHERAGa 16718,20-21,90-91

Pé un modéle statistique de l'interaction hydrophobe (qu'ils

ont dévelop-

dénommaient encore ‘liaison hydrophobe), basée sur la défini=-
tion de KAUZMANN '

la structure de l'eau

. Ce modéle est fondé& sur une théorie de
90,91

aqueuses d'hydrocarbures 90;

et sur une théorie des solutions

DEFINITIONS

Les interactions hYdrophobes sont caractéristiques
des groupes non - polaires des protéines

en solution aqueuse.

L'interaction d'un groupe non-polaire avec l'eau est thermo-
dynamiquement défavorisée. C'est pourquoi il existe une
"tendance thermodynamique" de ces groupes non-polaires pour
se regrouper et diminuer par 13 leurs contacts avec l'eau.
Cette "tendance thermodynamique" est d'ordigine entropique
(ASE < 0) et indique que le changement de structure de l'eau
qui accompagne l'interaction hydrophobe est un facteur essen-
tiel.
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STRUCTURE DE L'EAU

L'étude des propriétés de l'eau indique que sa
structure doit comprendre certaines particularités dues,
notamment,d l'existence de nombreuses liaisons hydrogéne.
Des "aggrégats" doivent exister. Ils seraient constitués
de molécules d'eau liées entre elles par plusieurs liai-
sdns hydrogéne (4 au maximum pour une molécule d'eau). On
considére alors que l'eau est constituée par un mélange
fluctuant de plusieurs sortes de molécules qui différent
pér leur nombre de liaisons hydrogéne (de 0 a 4/molécule
d'eau). L'énergie interne de ces agrégats est une fonction
de la somme des énergies des liaisons hydrogéne de ces

agrégats. L'entropie est :

S =R Ln (3¥)!

-

ol:j représente le nombre de molécules formant un agrégat
w représente un paramétre qui permet de tenir compte du
fait qu'il existe plusieurs arrangements possibles
des liaisons hydroééne dans un agrégat donné et que

cet agrégat n'est pas forcément de symétrie sphérique.

A partir de ces données, NEMETHY et SCHERAGA ont
calculé toutes les variables thermodynamiques. Leur modéle
s'est avéré étre en bon accord avec les données expérimen-
tales sur l'eau, pour des températures <& 60°C, seuil &
partir duquel les différences sont trés marquées. Ce seuil
provient des approximations introduites dans l'élaboration
du modéle :

- il n'a pas été tenu compte de la coopérativité

de la liaison hydrogéne de l'eau ;

- l1'énergie de formation d'une liaison hydrogé&ne

dans un agrégat a été supposée indépendante de
la taille de 1l'agrégat et de sa géométrie. -
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STRUCTURE DES SOLUTIONS AQUEUSES D'HYDROCARBURES SATURES

Selon NEMETHY et SCHERAGA, les solutions aqueuses
d'alcanes linéaires sont caractérisées par une importante
énergie libre de dissolution, correspondant a une faible
solubilité et résultant d'une enthalpie‘de dissolutioh né-
gative contrebalancée par une entropie d'excés négative

(¢'est,en partie, l'inverse dans le cas des protéines).

Lorsqu'une molécule de soluté est introduite dans
1l'eau, quelques molécules d'eau, précédemment entourées de
molécules d'eau, recevront comme voisins des molécules de
soluté. Dans le cas de molécules ayant 0,1, 2, 3 ou 4 liai-
sons hydrogé&ne, une molécule voit son voisin non £42 pan
Liaison hydrogéne &tre remplacé par une molécule de soluté.
Or, les interactions Hzo/soluté sont plus faibles que les
interactions entre molécules d'eau : d'ol une baisse de
1'énergie interne de la molécule d'eau. Une molécule d'eau
ayant eu 4 voisins liés par liaison hydrogéne peut acqué-

rir la molécule de soluté comme cinquiéme voisin :

§O - \T/
\T///L\Té . N
N (:: L
|
c

Ceci est possible car les molécules d'hydrocarbures, inertes,
n'interférent pas dans l'orientation des molécules d'eau en-
tre elles. La formation d'une telle structure, dans laqu@lle
le soluté occupe un espace partiellement "vide" dans la |
structure de l'eau pure, explique la diminution du volumel

partiel molaire de l'hydrocarbure en solution aqueuse.
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Ceci concerne les solutions diluées, dans lesquel-
les chaque molécule d'eau ne peut avoir qu'une molécule de

soluté au maximum comme voisin.

Le modéle théorique a pu montrer que la fraction
de molécules d'eau liées entre elles par liaison hydrogéne

est accrue lorsque l'on ajoute le soluté non polaire :

Q
N
n
o
O
Hh
i

0,45 pour 1l'eau pure

£, = 0,57 pour une solution diluée d'hydrocarbure

-aliphatique

Il faut signaler que l'effet stabilisateur de l'introduc-
tion d'un groupe non-polaire dans l'eau sur la structure de

l'eau avait déja été noté (bien que sous une forme réfutée

par NEMETHY et SCHERAGA) par FRANCK et EVANS 92 et par

KLOTZ 93. Il‘a été également confirmé par des calculs quan-

tiques CNDO 94—95:

-

FACTEURS AGISSANT SUR L'INTERACTION HYDROPHOBE

Les interactions groupes non-polaires/eau sont dé-
favorables thermodynamiquement ; par conséquence, les grou-
pes vont avoir tendance 3 se regrouper (diminuant par 13
leurs contacts avec l'eau) plutdt que de rester séparés et

entourés d'eau.

La formation d'une interaction hydrophobe dans une
protéine consiste dans le rapprochement de deux (ou de plu-
sieurs) chaines latérales non-polaires (3 l'origine entourées
d'eau) jusqu'a ce qu'elles se touchent (dans la limite des
rayons de Wan der Waals) et par 1la diminuent le nombre de
molécules d'eau avec qui elles sont en contact.L'énergie li-

bre de formation d'une liaison hydrophobe est :

o _ o) o
APy = OFy +  AFg
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ol AFS représente la contribution du changement de structure

de 1l'eau ; AF%

clues de la zone d'hydratation des chaines latérales non-

est fonction du nombre de molécules d'eau ex-—

polaires lors de leur regroupement et de la différence d'éner-
gie libre de ces molécules d'eau qui accompagne leur exclu-

sion ;

ol AFg représente la contribution du changement d'état de la
chaine latérale non-polaire ; AFg est fonction du nombre de

contacts eau/groupe non-polaire et groupe nOn—polaire/groupe
n@n-polaire, de la différence d'énergie interne qui accompa-
gne la formation de l'interaction hydrophobe et de 1l'énergie

libre gagnée par liaisons C - C lors du changement d'état.

NEMETHY et SCHERAGA ont calculé les valeurs de
AES et AFg pour la formation d'une liaison hydrophobe entre

des acides aminés constitutifs des protéines.

ASIC;¢ restant pésitif jusgqu'a une tgmpérature de
l'ordre de 65°C, les interactions hydrophobes sont stabili-
sées lorsque la température augmente, dans lé limite des
60 - 70°C. Les interactions hydrophobes sontfpeu spécifiques
et dépendent du solvant : elles ne peuvent atteindre une
grande importance qu'en milieu aqueux. En solvant non aqueux,
méme trés polaire, il faut plutdt parler de liaisons non-
pblaires. En solvant non aqueux, non polaire ou faiblement
pblaire, les chaines latérales non-polaires n'ont aucune rai-
s@n d'interagir entre elles ; leurs interactions avec le
sblvant sont tout aussi favorables. En mélanges eau/solvant
o?ganique, ce dernier peut former des interactions hydrophobes
a&ec les chaines latérales non-polaires, facilitant ainsi le
dépliement de la protéine. Les interactions hydrophobes ren-
fbrcent_les liaisons hydrogéne. Elleé ne provoquent un affai-
blissement des liaisons hydrogéne que si elles doivent &tre

brisées pour permettre & la liaison hydrogéne de s'effectuer.
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D - LES AUTRES MODELES

Dans le modéle proposé par BEN-NAIM 96, l'&nergie

libre de l'interaction hydrophobe provient du travail fourni
par deux molécules non-polaires en solution agueuse lors de
leur rapprochement depuis une distance infinie. Dans le cas
de mélange de solvants eau/solvant organigue, BEN-NAIM a
montré 7 que l'addition d'une faible quantit& de dioxanne
o@ d'éthanol provogue une augmentation des interactions hy-
d%ophobes. Si l'on ajoute encore du dioxanne ou de l'é&thanol,
les interactions hydrophobes s'amenuisent pour atteindre un
minimum dans le solvant organique pur.

Le modéle de FRIEDMAN et KRISHNAN 98 est fondé sur

le calcul du potentiel d'interaction d'une paire soluté/
soluté, qui contient un terme dfl aux répulsions &lectrosta-
t;ques et un terme 40 2 une diminution de la sphére d'hydra-
tation des deux moléculeg de soluté lors du rapprochement hy-
drophobe.

Dans un modéle assez différent de ceux de NEMETHY
et SCHERAGA, de BEN=-NAIM ou de FRIEDMAN et KRISHNAN, FRANKS
propose de maintenir plusieurs couches de molécules d'eau en~

99

tre les groupes non-polaires. L'interaction hydrophobe est
considérée comme une interaction & longue distance et non
plus comme une interaction due au regroupement de molécules
aliphatiques en solution aqueuse.

De nombreux autres mod@les ont &té& proposés 100'106,

parfois critiquant et améliorant les modeéles de NEMETHY et
SCHERAGA et de BEN-NAIM.

Il faut noter que la notion méme d'interaction hy-
drophobe est parfois sévérement critiquée 107-109
réfutée 110.
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CHAPITRE ITI1I

ETUDE DE L'ADSORPTION PREFERENTIELLE ET ABSOLUE

DANS LES MELANGES EAU/2-CHLOROETHANOL
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I11.1. INTRODUCTION

Lorsqu'une macromolécule est dissoute dans un mé-
lange de solvants, la couche de solvatation - c'est-3-dire
lés molécules de solvant gqui se trouvent dans le voisinage
immédiat‘du polymére - n'a pas la méme composition que le
mé&lange des solvants purs. Cela est di au fait que le poly-
mére a une affinité plus grande pour 1l'un des constituants
dﬁ mélange. Lorsque la couche de solvatation est ainsi en-
richie, par rapport a la composition globale, en 1l'un des:
constituants du mélange de solvants, on considére qu'il y-
a ADSORPTION PREFERENTIELLE par ce constituant sur le po-

lymére.

Dans le cas de macromolécules polypeptidiques dis-
soutes dans un mélange de solvants ou dans un mélange solvant/
dénaturant, l'adsorption préférentielle peut évoluer avec la
composition du mélange. En effet, la variation de la composi-
tion du mélange de solvants au voisinage de la macromolécule
peut induire une transition conformationnelle. Ce qui a pour
conséquence de modifier les interactions polypeptide =
solvant : chaque conformére n'a pas toujours la méme affinité
pour un solvant donné. Ainsi, par exemple, la formation des
liaisons hydrogéne dans le squelette peptidique, qui accom-
pagne la structuration en hélice a , diminue la capacité des
groupements amides a former des liaisons hydrogéne avec les
petites molécules du milieu solvant extérieur. D'autre part,
certains groupements chimigues peuvent étre'plus ou moinsg ex-~
posés ou soustraits & l'influence des molécules de solvant
lors de la transition conformationnelle. Ce phénoméne prend
une trés grande importance dans le cas de la dé&naturation des
protéines globulaires 1.

C'est pourquoi 1'étude de la variation de 1l'adsorp-
tion préférentielle et de l'adsorption absolue (c'est-a-dire
la composition de la couche de solvatation) en fonction de la
composition du mélange de solvants est d'un grand intérét,
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dans la mesure ol elle peut contribuer & la connaissance
des mécanismes responsables de la transition conformation-

nelle.

TERMINOLOGIE

Nous emploierons la terminologie de SCATCHARD 2
“et STOCKMAYER 3

tent aux polymeéres et les indices impairs aux petites mo-

dans laquelle les indices pairs se rappor-

lécules. Généralement l'indice 1 est attribué au solvant
chsidéré comme "principal". Dans le cas des mélanges eau/
sélvant'organique, eau/dénaturant et eau/sel, on choisit
1'eau comme "solvant principal™. Dans tout ce qui suit,
l'indice 1 se rapporteré donc & l'eau, l'indice 2 au polypep-
tide .et l'indice 3 au solvant organique. D'autre part,le sym-
+bole 0 | | o
| -~ en indice, indiquera que l'on se référe aux mé-
langes des solvants purs ;

- en exposant, indiquera que l'on a effectué 1l'ex-
trapolation a quantité nulle.

Nous utiliserons indifféremment les expressions adsorption
préférentielle et solvatation préférentielle ; lorsqu'il y a
"adsorption préférentielle par l'eau, on écrira également hy-

dﬁatation préférentielle.

viII.Zf METHODES D'ETUDE DE LA SOLVATATION PREFERENTIELLE.

- Nous décrirons rapidement le principe des diffé-
,réntes méthodes d'étude de la solvatation préférentielle
pqur‘décrire ensuite de maniére plus approfondie la mesure
des incréments de densité que nous avons utilisée dans ce
tgavail. o

III1.2.1. La diffusion de la lumiére

‘Lorsque l'on envisage la diffusion de la lumiére

par un homopolymére en solution dans un mélange binaire, on



...87_

constate que la masse moléculaire mesurée dépend 3 la fois
de la nature et de la composition du mélange de solvants.
Cela provient de la solvatation préférentielle et en parti-
culier de la variation de la valeur de l'incrément d'indice
de réfraction de la solution. L'analyse théorique de ce phé-

5 3-5
nomeéne

a permis de relier la variation de la masse appa-
rente du polymére au coefficient d'adsorption préférentielle.
Cétte méthode a été appliquée, notamment, au systéme
B-Lactoglobuline A/eau/Méthoxyéthanol 6 ot eau/2-chloroéthanol

7’9, et au systéme PLGB/Chloroforme/Acide dichloracétique 10.

I1I1.2.2. Les équilibres de dialyse

Le phénoméne de dialyse entre une solution ternaire
polymére/mélange de deux solvants et le mélange des 2 sol-
vants purs est 3 la base d'une autre méthode pour déterminer
lés coefficients d'adsorption préférentielle ; cette dialyse,
q@i a pour effet d'égaliser les potentiels chimiques des deux
sélvants dans les deux phases, supprime en fait le phénoméne
dé solvatation préférentielle. La comparaison de la valeur
d;un paramétre physico-chimique X, caractérisant le polymére,
avant et aprés dialyse, permet de déterminer la valeur dé
lfadsorption préférentielle.

a- La nefractométnie diggerentielle

Dans ce cas X est &gal & l'indice de réfraction ;

on a alors la relation =12,
: 1 ( an) _ (Bn ]
(ag3) _ (1 - v3C3) 9C, U, ac, m.
99, HpriH3 o, (I11.1)
: 3C3 m,
ol :
: 394
(—= représente le coefficient d'adsorption
99, W rug - .

préférentielle, Ci la concentration de i en g/ml
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an
. on o . =
de solution, (555)“3' et (8C3)m2 les incré

ments d'indice de réfraction & potentiel chimiqﬁe

on
BCZ m3

(

constant, d composition constante du solvant 3 et

du mélange de solvants purs.

Cette méthode, qui est la plus utilisée, a servi 3
étudier des systémes tels que B-Lactoglobuline A/eau/éthyléne
glycol 6, B-Lactoglobuline A/eau/méthoxyethanol 6, B~Lacto-
glbbuline A/eau/2-chloroéthanol 6_3, Sérumalbumine bovine/
eaﬁ/LiCl 13, PLGA/eau/dioxanne 14, PHPG/eau/dioxanne 15,
polylysine HBr/eau/solvants organiques 16, dérivés de la

Polylysine/eau/sel 17.

b- Les Anecrniéments de densdité

Dans ce cas X représente la densité de la solution.
Cette méthode sera détaillée au § III.3.

IIT.2.3. L'ultracentrifugation

La masse moléculaire apparente du soluté dans un mé-

-

lange de solvants peut &galement &tre reliée 3 l'adsorption

18. Cette méthode a été utilisée pour détermi-

ner l'hydratation préférentielle des protéines 19-21 et des

22,23

préférentielle

dans des mélanges eau/sel o
6,24-25 '

polypeptides de synthése
des mélanges eau/dénaturant

IJII.2.4. Autres méthodes

. La spectroscopie Infra-Rouge permet de mettre en
évidence certaines interactions spécifiques entre 1l'un des-

solvants et un groupe fonctionnel porté par le polymére 26_28,

. La résonance magnétique nucléaire : on mesure le
temps de relaxation spin - réseau des protons de l'un des
deux solvants, qui dépend de la présence du polymére et de la

composition de la couche de solvatation 2° 32,
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. On peut encore citer la chromatographie par per-

méation de gel 33, la diffusion libre 34, la distillation’

isopiestiqueBS, et la diffusion des rayons X aux petits an-
36

gles .

IITI.3. DETERMINATION DE L'ADSORPTION PREFERENTIELLE PAR MESURE
DES INCREMENTS DE DENSITE .

II1.3.1. Introduction

- La base théorique nécessaire 3 la détermination du
coefficient d'adsorption préférentielle 3 partir des mesures
des densités des solutions polymére/mélange de solvants a &té

établie par CASASSA et EISENBERG 11, qui lui ont donné une

justification rigoureuse a partir des données de la thermodyna-
mique des solutions 12 1es justifications théoriques présen-

tées par d'autres auteurs 37-42

reprennent, en fait, les mémes
méthodes que celles employées par CASASSA et EISENBERG, et
aboutissent 3 un résultat semblable. Il n'est pas de notre pro-
pos de reprendre ici toute l'argumentation déployée par CASASSA
et EISENBERG 12 ; nous nous contenterons d'un rappel des équa-
tions qui permettent de déterminer l'adsorption préférentielle

3 partir de mesures de densité.

III.3.2. Rappels théoriques

a - Définditions

- les concentrations 95 sont exprimées en grammes de
composé i par gramme de composant 1 ; les concentrations Ci

sont exprimées en grammes de compos€ i par ml de solution.

- le terme adsorption préférentielle, qui ne dési-
gne aucun phénoméne moléculaire particulier, est pris ici au
sens large : il signifie que dans le domaine immédiat de la

macromolécule, l'un des solvants est en excés par rapport a
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la composition du reste du mélange. Il rend compte de tous

les effets produits par les iﬁteractions polymére - mélange
de solvants, depuis le retard que prend une molécule de sol-
vant dans ses mouvements de rotation ou de translation lors-

(Y

qu'elle arrive & proximité du polymére, jusqu'a 1l'adsorption
sur des sites particuliers de la macromolécule, par liaison
'hydrogéne ou électrostatique par exemple.L'adsdrption préfé-
rentielle du solvant 3 est exprimée en grammes de solvant 3
par gramme de polymére et se symbolise par (%gé) pour
le cas d'un systéme ternaire. 92 M1¥3

- Dans tout ce gqui suit, on aura supposé que la
température et la pression sont constantes ; il sera donc

inutile d'indicer "& T et P constants".

- L'incrément de densité est défini, par analogie
avec l'incrément d'indice de réfraction, par 1l'augmentation
de la densité d'une solution de solvants de densité Po
lorsqu'on a ajoutéC2 grammes de polymére :

p =0
20y - ___° (I11.2)

2 S,

oll p désigne la densité de la solution résultante.

On peut également définir un incrément de densité

spécifique (gg-) et un incrément de densité molaire (%ﬁ—).
2 2

Pour une solution diluée, on supposera que 1l'aug-

mentation de la densité de la solution est une fonction li-

néaire de la concentration. On peut alors écrire :

- 3p '
p P t Cz(acz) , (ITI.3)

- L'augmentation de volume d'un liquide liée 3 la
dissolution d'un soluté, ramenée 3 un gramme de soluté, est
appelée volume spécifique apparent (¢2) du soluté ; elle est
exprimée en mi/g. Dans le cas ol cette augmentation est indé-

pendante de la quantité relative masse de soluté/masse de
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solvant, le volume spécifique
lume spécifique partiel (52).

volume spécifique apparent ¢2

=

cifique partiel qu'a dilution

-0 .
v2 = Lim ¢2
C2+0

ou encore

_=o 9%
%2 T V2 T 92 39,

apparent est identique au vo-
Dans le cas contraire, le
ne devient égal au volume spé-

infinie :

(IT1.4)

(ITT.5)

b - Détenmination de L'adsornption préférentielle

a parntin des mesunes de densité d'aprés

CASASSA et EISENBERG

17,7112

L'addition de P

d'un mélange de deux solvants

, grammes de polymére a PO grammes

de densité p_ entraine une va-

riation Av du volume du systéme et une variation p- Po de

la densité de la solution. Le

du polymére est alors :

2 P, P,
_1 - Po(o-po)
P P, P
P=p
= a-=2)
po 2

Le

volume spécifique apparent ¢2

(IT1I.6)

phénoméne d'adsorption préférentielle implique

une modification des potentiels chimiques des solvants, My

et Hye Pour que la valeur de chacun des potentiels chimiques

des solvants soit &gale & celle gu'il a dans le mélange pur,
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en l'absence de toute adsorption préférentielle, on devra

ajouter p*

5 grammes de polymére & la solution :

8g3

E + (Bg

L'augmentation de volume de la solution qui en résulte permet

| (II1.7)

-~

de définir un nouveau volume spec1f1que apparent, ¢2 , 4 par-

tir des nouvelles valeurs C et p prises par la concentra-

2
tion en polymére et par la densité de la solution :

*
p = p

¢, = —;—- (r - ) (II1.8)

En fait, expérimentalement, pour ramener les potentiels chi-
migues des solvants dans la solution a leurs valeurs dans le
mélange sans polymére, on dialyse la solution contre le mé-
la@ge de solvants. On obtient alors, de la méme fagon, une

noyvelle valeur du volume spécifique apparent du soluté :

%
p -0
v 1 _ e]
0, = - U ¢, ) (I11.9)
L'égquation (III.7) nous permet d'écrire :
og
* 3
c, = 1 + III.
5 = C, [ ( 392)111'1*3] ( 10)
alors :
' a9
, % 1 % 3
= - {— - = I1T.11
¢2. ¢, (po ¢2)»(892)ulru3 ( )

Or, vu les définitions employées, on a les relations :
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et

3g.
Axv= Ay + (————-:i v

v,9
ot V3 désigne le volume spécifique partiel du solvant 3;

d'old on déduit :

¢ 23, v
+ (—2 v
% 2 99, uysug 3

¢, =
Bg3
1 +(+—=)

L'équation (IIX.1ll1l) devient alors

(ITI.13)
Po 37 799, MyaHg

Grdce aux équations (III.6) et (III.9), on peut réécrire
l'équation (IIX.13) sous la forme :

o= p p = p
39 - (= 2) - C =)
3 _ -2 2
75 = — (TII.14)
92 HprH3 1 - Yy o,

que l'on peut également mettre sous une autre forme, grice
4 l'éguation (III.2):

(QB_) - (ﬁﬂ_)
993 90C, Uy rHy 2 M3

1l - V3 po

ol (éﬁ—) représente l'incrément de densité & potentiel
90y My kg

chimique constant des solvants 1 et 3 et (AQ—) l'incré-
; 3C2 m, ,m

‘ 1"73
ment de densité &

composition constantes
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op :
oX = o 4 c. (29 (ITI.16)
o) 2 3C2 “1’”3
o = +c. (22 (II1.17)
o 2 8C2 m -

Au cas ol les incréments de densité sont fonction

de la concentration, il faut remplacer :

¢, et ¢, par'?r'2 et Vg dans 1'éq. (III.13)

-p -p -p -p
(——2) et (——2) par ( )0 et (—2)° dans 1'8q. (III.14)
C C C C ;
2 2 2 2 -
et
3p 3p 3p O 3p O
( ) et ( ) par ( ) et ( ) ' x
acz A acz m 4 BCZ Uyrlg 3C2 msy dans 1'éq. (III.1l5)

Les relations (III.13), (III.14) et (III.15) sont équivalentes

et sont utilisées indifféremment, au gré des auteurs.

o9
En conclusion, la détermination de (EE%)“1'“3 néces-
site la détermination des densités des solutions de polymére,

avant et aprés dialyse contre le mélange des solvants purs,
en fonction de la concentration en polymére. Les mesures sont

alors exploitées :

% en termes de volume spécifique partiel

(6. ITI.13) 6,38f40,42,43

% en termes d'incréments de densité
' 37,38,41-45

(ég. III.14 et III.15)

'C'est la méthode que nous avons choisie dans

ce travail.
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III.4. DETERMINATION DE L'ADSORPTION ABSOLUE

IIT.4.1. Définition

Si l'on se référe & la définition de 1l'adsorption
préférentielle, on constatera que celle-ci ne donne aucune
information sur la composition exacte de la couche de sol-
vatation. En effet, si-l'on veut établir une corrélation
e#tre la transition conformationnelle du polypeptide et son
éﬁat de solvatation, il est nécessaire de connaitre 1'adsorp-
tion absolue, c'est-a-dire le nombre de grammes (ou de moles)
dé solvant 1 et de solvant 3 qui solvatent un gramme (ou une
mole) de polymére. C'est pourquoi certains auteurs ont cher-
ché & établir une relation entre la composition de la couche
de solvatation et l'adsorption préférentielle, paramétre dont
il est possible de déterminer la valeur. Nous allons donc

-~

examiner les différentes théories développées 3 cet effet.

-

iII.4.2. Relation adsorption préférentielle - adsorption

absolue

a - Théornie de TANFORD (1969)

Selon TANFORD 46, l'adsorption préférentielle d'une
petite molécule est définie comme la quantité en excés de
cette molécule lige sur la macromolécule, en excés par rap-
port d la quantité qui serait adsorbée si la couche de sol-
vatation avait la méme composition que le mélange de solvants
déns lequel la macromolécule est dissoute. Ainsi, si le mé-
lgnge est constitué de n; moles d'oau et de n, moles du troi-
siéme composant et si an, et.om3 représentent le nombre de
moles de 1 et de 3 qui seraient liées 3 la macromolécule si
la couche de solvatation était idehtique au mélange des sol-
vants purs, l'adsorption préférentielle de 3 (v3,pref.) sera
définie par :

733, pref =7, - an

3 3
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ol Vé représente le nombre moyen de moles de 3 liée & cha-

que mole de motif monomére de la macromolécule. Si"()'1 repfé—
sente le nombre moyen de moles d'eau liée, on a :
vl
vy T ony = a = .
1
d'old :
n, _
v3’pref = V3 - (HI) vy (II1.18)

Cette équation comporte deux inconnues : v3 et 51.
Pour déterminer l'une d'entre elles, il est nécessaire de
fixer une valeur & l'autre : si l'on veut connaitre la va-
leur de la solvatation absolue par le composé 3, il est né-

cessaire de fixer certaines valeurs 3 Vv c'est-a~-dire a

, 1’
l'hydratation absolue. Ces valeurs, comme nous le verrons
plus loin, peuvent &tre évaluées a partir de données expé-
rimentales sur le degré d'hydratation des polypeptides en

film, en solution agqueuse ou en mélange de solvants.

b - Théorie de INOUE et TIMASHEFF (1968-1972)

Considérons 1,6,47

un sac a dialyse formé par une
membrane imperméable 3§ la macromolécule mais perméable aux

deux solvants. On introduit dans le sac un gramme de compo-
sant 1 et g3 grammes de 3. Le sac est alors immergé dans un
volume infini (en pratique, dans un large excés) du mélange
de solvants de méme composition. On ajoute maintenant au

contenu du sac une quantité dgé grammes de polymére. Si Al
et A3 représentent le nombre de grammes de composant 1 et 3

gui se lient & un gramme de polymére, la quantité de solvant
non lié au polymére, dans le sac a dialyse, diminue de Aldgé

pour 1 et de A dgé pour 3.

3
La concentration du composant 3 devient alors :
93 ~ B399

gé = (I11.19)
1 - Aldg2
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Lorsque l1l'équilibre de dialyse est atteint, les potentiels
chimiques du composant 3 dans le sac & dialyse et a l'ex-—

térieur doivent &tre égaux :

Hy = M3
.soit :

RT Log a, = RT Log aé

ol a désigne l'activité.Qu encore :

RT Log 95 + RT Log Y3 = RT Log gé + RT Log Yé

Si on suppose que la différence entre les coefficients d'ac-
tivités Yy et yé est uniquement due aux interactions avec le

polymére, on peut écrire :

L] —
Y3 = Y3 - F3

od F3 désigne la fraction en poids de composant 3, dans le

sac & dialyse, qui n'est pas liée au polymére. On a donc :

93 - F3 = 93

Fy-1
g3 ( F, ) = dg,

Q
w
I
le}
w
Il

-

C'est la quantité de composant 3 qui doit diffuser & travers
la membrane pour établir 1'égalité My = “5' L'égquation

(ITI.19) permet alors d'écrire :

- '
(Ay - g54,)dg,

- [
1 Aldg2

La concentration en polymére dans le sac a dialyse est alors

. dg!
2
dg2 =

1 - Aldg2



3g
3
— = A, - g.A .
(— 2) " 3 W2 (III.20)

INOUE et TIMASHEFF 1’0747

ont ainsi pu donner une relation
entre le coefficient d'adsorption préférentielle et 1'adsorp-
tion absolue par les composants du mélange de solvants. Cette

relation, comme celle de TANFORD, comporte deux inconnues:a

1
et A3.
¢ - Théonie de REISLER, HAIK et EISENBERG (19%7).
Le traitement théorique proposé par REISLER, HAIK
" et EISENBERG 42 est constitué par une représentation en plu-

sieurs étapes du phénoméne de dissolution d'un polymére dans

un mélange de solvants :

- 34 1 ml du mélange de solvants, on ajoute C, gram-—

2
mes de polymére (Etape I) ;

- on mélange et on laisse les interactions soluté -
solvants s'établir (Etape II) ;

- la fraction de volume occupée par le polymére
est alors : Ezgz = 0272 puisque v = 1 ml. Mais 1'&tape II
a provoqué une variation de volume de la solution. Pour re-
trouver le volume initial (1 ml), il faut enlever CZVZPO

grammes de mélange de solvants purs de densité po(Etape III) ;

— il faut ensuite retrouver les valeurs initiales
des potentiels chimiques de 1 et de 3, modifiées par le phé-

noméne d'adsorption préférentielle. On appelera B, la quan-

3

tité de solvant 3 liée au polymere, B, la quantité d'eau liée

1

au polymére et E_, la quantité de solvant 3 exclue de la cou-

3 .
che de solvatation par des phénoménes d'origine électrosta-
tique.

Pour retrouver la valeur non perturb&e du potentiel

chimique du solvant.3, il faut alors :
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- ajouter (B3 - E3)C2 grammes de composant 3
(Etape 1IV) ;

- mélanger et laisser s'effectuer les différentes

interactions (Etape V) ;

- enlever (B3 - E3)C2 vV, p, grammes de mélange de

solvants, afin de retrouver un volume de 1 ml (Etape VI) ;

- de méme, pour maintenir le potentiel chimique de

1'eau 3 sa valeur dans le mélange de solvants, il faudra

ajouter BlC2 grammes d'cau (Etape IV' et V') et enlever

BlC;$ipo grammzs de mélange de solvants (Etape VI').

Pour retrouver un volume de 1 ml, il a donc fallu
effectuer 9 opérations, ce qui se traduit par une variation

de densité égale 3 :

30
(5c=)

C upug - TTV2%0 T (B3-E3) (1-¥30,) + B (1-v,0.)

ou, en remplacgant (1—vlpo) par - g3(lfv3po)

dp - = _E - |
(acz)“l’“3 (1 Vzpo) + (1 V3po) (33 E3 g3Bl) (I11.21)

Sachant que le coefficient d'adsorption préférentielle peut

s'écrire 37,38,41
)
(=22) - (15¥,p )
(393) _ acz “1’“3 250
99, Uy sl - =
2 71'73 1 Vil

L'éguation (III.21) peut alors se mettre sous la forme :

(ITI.22)
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Cette expression est identique, en fait, & celle établie par
INOUE et TIMASHEFF 1,6,47 pour le cas ol le composant 3 n'est

pas un électrolyte : en effet, il suffit d'écrire

d - Théornie de KOMIYAMA, MORI, YAMAMOTO et ITJIMA
(1977)

Les résultats obtenus dans 1'étude du systéme
Poly-L-Lysine HBr / eau / solvant organique et solvant or-
ganique 1 / solvant organique 3, ont amené KOMIYAMA, MORI,
YAMAMOTO et IIJIMA 16 a élaborer un modéle théorique dans
lequel chaque unité de répétition du polypeptide est consti-
tuée par j segments ayant des affinités différentes vis-a-
vis des constituants du mélange de solvants. Ils ont ainsi
considéré deux segments :~la partie polaire de la chaine la-

térale et le reste du résidu.

Soit :

n la solvatation totale du Segment j

(en moles/mole) .

n; le nombre de moles du solvant i présentes dans

la couche de solvatation du segment j

Xi la fraction molaire du solvant i dans la cou-

che de solvatation du segment j

n la solvatation totale de chaque résidu

On a les relations :
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YOMIYAMA et ses collaborateurs Lo introduisent ensuite une
constante d'échange, caractéristique de 1l'éguilibre existant
antre la couche de solvatation du segment j et le mélange de

solvants "extérieur au polymére" :

J
. xJ x
K =31 (IIT.23)
3.1 xJ x
1 %3

ol Xl et X3 représentent les fractions molaires des solvants

et 3 dans le mélange de solvants purs.
3

On a alors, en remplagant X3 par 1 - Xi dans

1'éq. (III.23)

j
j _ n X1
nj ;
Xl + K3’l(l~Xl)
ot )
] iy
nj _ K3,l n 1\.3
> .
1 + (K3,; - }) X3

En utilisant la relation entre l'adsorption préférentielle

et 1l'adsorption absolue sous la forme :

om _ o . X .
am3)u My Zn% -5(_3 2 ny
2 713 3 1 5
{ a
am_ o ,(Kj - l)nj X
(—-§—) = Z 3.1 3 (III.24)
omy MyrMz 3
1+ X, (L<3'l - 1)

On a la une éguation comportant plusieurs inconnues :

1 2 3 1 2 3
N, N ceovse n et K3,l' K3,1 ...... K3,l°



- 102 -

KOMIYAMA et ses coll. ont donné une méthode permettant de

calculer les constantes d'échange dans le cas simple ol

j = 2 : si dans un mélange de solvant donné le graphe de
am3 o X3 ' X3
—) = f(=~=) est une fonction linéaire de —= ,
om, HyrHg X X

cela implique que :

J ] -
¥/K3'l ; K3 =0

La pente du graphe est alors :

P

£ (K . - 1)n? =-n

3 31

il est alors possible de déterminer la solvatation totale.
En supposant gque cette valeur était identique & celle du
polypeptide dans un autre mélange de solvants ol
Bm3 o ' . . S X

n'est pas une fonction linéaire de —3=

(___.....

14

les auteurs ont pu calculer les constantes d'échange grace

3 la relation :

am_. O X

3 3
Pente de (—) = £ (—=)
amy Uy sy Xy
a l'origine = Z(KJ -~ 1)nd
. 3,1

J
et & la relation (III.24), en ajustant la valeur de nt pour

retrouver les valeurs expérimentales de l'adsorption pré-

férentielle.

L'originalité de ce modéle est de représenter un
résidu du polypeptide sous la forme de segments ayant des
cdmportements différents vis—~a-vis du mélange de solvants
et de caractériser ces segments par une constante d'échange
couche de solvatation - solvant et de chiffrer la solvata-
tion absolue de chacun de ces groupements chimiques. Néan-
moins, l'utilisation de ce modéle est limitée par la néces-

sité d'avoir un graphe linéaire de :



8m3 o _ X3
2 173 1

e - Conclusion

Les modéles proposés par TANFORD 46, par INOUE et

TIMASHEFF 1,6,47 et par REISLER, HAIK et EISENBERG 42 abou-
tissent au méme résultat, que nous reprendrons sous la forme

proposée par INOUE et TIMASHEFF

Elle comporte deux inconnues A3 et Al. Afin de connaitre
l'une d'entre elles, i1l faut ou bien se fixer une valeur
pour l'autre, ou bien déterminer l'autre par une méthode

expérimentale indépendante. Nous y reviendrons plus loin.

IIT.5. MODE OPERATOIRE

Les densités des solutions sont mesurées sur un
densimeétre digital de précision, le DMAO2D 48 de la firme
Anton Paar, qui permet une mesure rapide et précise de la
densité d'une solution. Des mesures répétitives sont effec-

tuées et enregistrées par une imprimante Newport 810.

III.5.1. Mesure des densités

a - Principe du densimétre de précision DMA

La mesure de la densité est déduite de la détermi-
nation de la fréquence de vibration d'un oscillateur excité
€électroniquement, dont la masse effective est composée de

sa masse propre et de la masse du liquide qu'on y introduit.
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L'oscillateur est formé par un tube en U creux (voir figure
ITI.1). Les limites du volume occupé par la solution qui prend
part aux oscillations sont maintenues constantes par un chan-
gement brusque dans la section du tube. Le systéme d'excita-
tion est congu de fagon & maintenir une oscillation non amor-
tie du tube (fig. III.1). Le systéme peut &tre décrit par le
modéle simple du ressort pesant, de constante d'élasticité C

et de masse m :

m = MO + 4dv

ol MO désigne la masse effective de l'oscillateur vide, d la
densité de la solution et V le volume de la solution qui prend
part aux oscillations. Si le systéme est en oscillation non

amortie, sa fréquence de résonance f est donnée par :

_,c\1/2_, C

1/2

La période correspondante T est alors :

1/2
que l'on peut réécrire sous la forme :

kvd + I 1
T =27 (——————~9) /2
C

ol IO désigne le moment d'inertie du tube vide et k une cons-

tante dépendant de la géométrie de l'oscillateur.

kvd + I
On a: T2 = 4 nz(——————“g)

4')T2 Io

= KA + S
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FIGURE III.1

Schéma illustrant le principe du densim&tre de précision DMAO2

46

(d'aprés KRATKY, LEOPOLD et STABINGER )
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4 1 kv

avec K =

La densité est alors donnée par la relation

La détermination de la constante K peut s'effectuer 3 l'aide

de deux fluides de référence, de densités dl et d2 connues,
et de périodes de vibration correspondantes, mesurées Tl et
T2:
-2 - k@ -4, (III.25)
1 2 1 2 '

b - Facteuns déterminant La priécision des mesunes

* la températuré : le coefficient de dilatation des
liquides é&tant de l'ordre de 0,001/degré, la température de
la cellule de mesure doit étre maintenue constante avec une
grande précision. Le tube oscillant est placé dans une en-
ceinte remplie par un gaz & trés haute conductivité thermi-
que ; l'enceinte est thermostatée par une circulation d'eau
commandée par un ensemble thermostaté. La base de temps con-
siste en un quartz résonnant a8 1 MHz. La variation de la
fréquence du quartz étant de l'ordre de 10-7/degré, il faut
s'assurer, si le quartz n'est pas thermostaté, que la tempé-
rature ambiante ne subit pas de variations trop importantes.
Sinon, il faudra effectuer une nouvelle mesure de la cons-
tante K. ‘

~

% la période d'oscillation du tube est de 3 4 4
millisecondes. Grace au quartz de référence, on peut mesurer
la période sur 4.104 cycles au maximum, ce qui donne une pré-

cision de * 1.10“5 secondes sur T 48.

* impuretés : la propreté du tube peut &tre testée

aisément en mesurant fréquemment la période du tube rempli
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d'air, qui doit rester constante, a pression atmosphérique

égale.

* dégazage : les gaz dissous dans la solution n'ont
qu'un effet négligeable sur la densité 48. Néanmoins, dans
certains cas, le dégazage de la solution provoqué par une
augmentation de la température peut entrainer la formation
de‘bulles, qui déstabilisent le tube oscillant : les pério-
des mesurées varient alors considérablement. Il faut alors
retirer la solution et la dégazer, en la portant 3 1 ou 2 de-

grés de plus que la température de mesure .

* reproductibilité des mesures : il s'agit de vé-
rifier qu'il n'y a pas dérive systématique due & 1l'appareil-
lagae. Ainsi, la période mesurée de l'eau utilisée comme ré-
férence, était reproductible & % 10.10_5 secondes, sans va-
riation systématique. De méme, la constante K é&tait repro-

~

ductible 3 XY 0,01 %, en erreur relative.

-

¢ - Protocole expérnimental

% la thermostation est assurée par un thermostat
LAUDA PTR20/2.

Toutes les mesures sont effectuées 3 25°C * 0,01°.

% détermination de la constante. A l'aide de deux
fluides de référence, on peut déterminer la constante K
(ég. IIIX.25). Nous avons utilisé 1l'air et l'eau bidistillée,

dont la densité, a 25°C, est

Poau = 0,997048 g/ml

La constante est alors :

2 _ a2

T~ .
- _eau air
0,997048 - o

., 4P mmH
air °@ 9
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#* La densité d'une solution est alors déterminée
par comparaison avec un fluide de densité connue. En effet,

1'ég. 1II1.25 permet d'écrire
q

Nous avons utilisé l'eau bidistillée comme étalon de réfé-
rence ’
2 2

T
o = =X Keau + 0,997048 (III.26)

-~

% L.a solution est introduite dans le tube a 1l'aide
d'une seringue. On attend quelqgues minutes afin que 1l'équi-
libre thermique soit assuré. On effectue alors une série de
mesures de la période, jusqu'a rep:oductibilité satisfai-
sante. La solution est alors retirée du tube. Le nettoyage
du tube est assuré par plusieurs lavages successifs a l'eau
distillée, suivis de plusieurs lavages au méthanol. Le tube
est ensuite séché & l'air , gréce a la pompe construite dans
l'appareil, pendant plusieurs minutes. On mesure alors la
période de l'air, qui doit étre la méme que celle mesurée
pour l'étalonnage, afin de s'assurer de la propreté du
tube. §'il y a lieu, on lave ou on sé&che 3 nouveau le tube
suivant le méme processus. On peut alors introduire la solu-
tion suivante. L'étalonnage de l'appareil est effectué jour-

nellement.
% préparation des solutions.
Le mélange de solvants est réalisé volumétriquement :

s 2-chloroethanol = volume de 2~chloroethanol introduit % 100

volume total du mélange

Le mélange de solvants est ensuite filtré sur filtre Milli-
pore (Millipore Corp. Type LS @ 5 pm).

Une solution stock de polypeptide est filtrée sur
filtre Millipore, lyophilisée et stocké&e dans un dessicateur.

La solution est alors préparée par pesées.
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La concentration C, est ensuite convertie en g/ml par la

2
relation :

_ Masse de polypeptide en grammes
2 Masse de la solution en grammes

x L
P

ol p représente la densité de la solution en g/ml. La mesure
de la densifé ne nécessite qu'un millilitre de solution ;
néanmoins, afin d'améliorer la précision sur C2, on prépare
envirion 3 ml de solution. Nous nous sommes limités & la

gamme 5 <C. < 20.1073 g/ml

2

% Les dialyses sont effectuées dans des sacs 3
dialyse (Union Carbide Co.) dans un grand excés de soclvant
( ~ 600 ml pour 4 solutions de 3 ml chacune). Une étude ci-
nétique nous a montré qu'une durée de 24 heures était suf-
fisante pour atteindre 1l'équilibre de dialyse. Afin d'évi-
ter 1l'évaporation des solvants, la solution dialysée est
prélevée directement dans-le sac a dialyse & l'aide de la

-~

seringue qui sert @ injecter la solution dans le densimétre.

*IIT.5.2. Exploitation des résultats

a - Détenmination des Aincrniments de densité

Dans la gamme de concentration utilisée, nous n'a-
vons pas observé de variation de l'incrément de densité avec
la concentration. Il est donc inutile d'effectuer 1'extrapo-

lation & C2 = 0.

Dans un premier temps, on vérifie graphiquement
que tous les points expérimentaux ( p, C2) sont parfaitement
alignés. Dans ce cas, l'incrément de densité est calculé par
un calcul des moindres carrés. Dans un deuxiéme temps 1l'in-

crément de densité est déterminé par la valeur moyenne de p-Po

cC
(ég. III.2). La valeur retenue pour (%%—) est alors la va- 2

leur moyenne des deux valeurs ainsi déterminées.
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b - Précisdion des nésultats

La précision maximale observée sur la période T
est de £ 1.10'.5 secondes, pour un temps de comptage de

4.104 cycles 48.

Dans notre cas, pour un temps de comptage de l.lO.4
cycles, la précision sur T est typiquement de T 5.10—5 secon-
des. Dans ces conditions Ap = % 5.10‘-6 g/ml. Sachant que la
précision des pesées est de T 0,1 mg, un calcul d'erreur mon-
trg que :

A(-g—%;) nto6.1073

Un calcul d'erreur sur l'éq. (III.iS) donne alors :

ITI.6. RESULTATS EXPERIMENTAUX

IIT.6.1. Incréments de densité

Les variations des incréments de densité, & compo-
sition constante et & potentiel chimique constant des cons-
tituants du mélange de solvants, en fonction de 1la composi-
tion du mélange de solvants sont reportées sur la figure
ITII.2 et sur le tableau III.1 pour la PHEG, et sur les fi-
gures III.3. & III.6 et sur les tableaux III.2. & III.5 pour

les copolyméres (HEG -~ co- BGln).
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POLYMERE : PHEG
% en volume
de 2~ (%%—)m (%g—) (ggé <§g§) fq
2 M3 2 Hyr¥g 99, HyrMg 2 HyrHal f
chloroethanol en moles/
moles
0 0,280 : 0
10 0,254 | 0,258 0,022 0,047 |0,08
20 0,234 | 0,248 0,086 0,185 0,17
30 0,200 | 0,210 0,077 0,164 0,30
40 0,201 | 0,205 0,037 0,086 0,43
50 0,198 | 0,176 - 0,269 -0,576 0,56
60 0,163 | 0,146 - 0,273 -0,584 0,67
80 0,144 | 0,142 |- 0,065 -0,138 0,83

TABLEAU IIT.1

=

Variation des incréments de densité & composition constante

(39—) , des incréments de densité 3 potentiel chimique
BCZ m,

99
constant (ﬁg_) , de l'adsorption préférentielle (—~§ ’
9C, U, s U 99, U, U
2 "1°73 m 2 71773
de 1'adsorption préférentiellé molaire ( 3)

N ’
et de la fraction d'hélice o fH (cf. § 1I1.3.1.2.) de la PHEG

a 25°C, en fonction de 1la composition du mélange eau/2-

chloroé&thanol.
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COPOLYMERE BGln,

2 en volume

de 2- (=22 (22) (ggé (afé) £
9C, Myt 13C, Uy s U4 3G, My sly FOMy Uy vl | TH
chloroethanol
eng/g | poled

0 0,275 | ' 0,07
10 10,253 0,259 0,032 0,068 0,14
20 0,230 0,252 0,134 0,290 0,28
30 0,217 0,245 0,211 0,455 0,41
40 0,205 0,210 0,046 0,099 0,50
50 - 10,185 0,168 - 0,204 - 0,439 0,60
60 0,176 0,155 - 0,341 - 0,735 0,70
80 0,151 0,132 - 0,674 - 1,453 0,87

TABLEAU III.Z2

Variation des incréments de densité a composition constante

~

(%%—)m , des incréments de densité a potentiel chimique
2 3 . 3g3
constant (~E~) , de l'adsorption préférentielle (x+—) ’
0C, M, ,H 0g., U, rl
2 1"73 2 1°"73
am
3)

de l'adsorption préférentielle mblaire (55‘
2

I
U11U3
et de la fraction d'hélice o fH (c£.8§111.3.1.2.) du copo-

lymére BGln4, a 25°C, en fonction de la composition du mélange

eau/2-chloxoéthanol.
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COPOLYMERRE BGln7
% en volume 3 'Bm
de 2- (=22) | (2e- (—2) (=2 £
9C, My | "3C, My g 9g, g | My My sHgl TH
chloroethanol
en g/9 en moles/
moles
0 0,274 0,16
10 0,257 0,273 0,085 0,186 0,28
20 0,235 0,255 0,129 0,280 0,45
30 0,213 0,238 0,201 0,438 0,59
40 0,205 0,214 0,082 0,179 0,67
50 0,191 0,193 0,029 0,063 0,73
60 0,175 0,}69 - 0,080 - 0,175 0,79

TABLEAU III.3

Variation des incréments de densité & composition constante

5Cm. des incréments de densité & potentiel chimique

2 3
30 . g . 393
constant ( ) , de l'adsorption préférentielle (:— ’
3C, uyru - 99, uyru
2 F1'F3 am 2 "1°F3
de 1'adsorption préférentielle molaire (——é) '
oMy Wypr¥3

et de la fraction d'hélice o £ (cf. § IT.3.1.2.) du copo-

lymeére BGln7, 3 25°C, en fonction de la composition du mé-

lange eau/2-chloroéthanol.
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COPOLYMERE BGln,
% en volume 3g am
de 2- I K B (G IR C N
chloroéthanol 23 2 13 271773 271773
en g/9g en moles/
moles

0 0,273 0,22
10 0,251 0,275 0,133 0,293 {0,37
20 0,228 0,256 0,174 0,381 {0,55
30 0,211 0,245 0,260 0,572 |0,65
40 0,196 0,227 0,293 0,644 |0,72
50 10,187 0,203 0,192 0,422 [0,78
60 0,172 0,163 - 0,146 - 0,321 |0,84
80

TABLEAU III.4

-

Variation des incréments de densité 3 composition constante

(%%—) , des incréments de densité & potentiel chimique
273

constant (iﬂ_)
3C2

99
u sy, de 1'adsorption préférentielle (565)”1'“3'
om
de 1'adsorption préférentielle molaire (——é) '
am, My rly

et de la fraction d'hélice a fH (cf. § II.3.1.2.) du copo-

~

lymére BGln, g, a 25°C, en fonction de la composition du mé-

lange eau/2-chloroéthanol.
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COPOLYMERE BGlnl

5
3
ezeviume | 3 (o2 =3 £

) 9C, M3l 9C, U rHy gy My sHy | OMy Uy sl |

chloroéthanol

en /g 7 1o1S%

0 0,262 0,40
10 0,244 | 0,245 0,007 0,017 |0,57
20 0,222 | 0,256 0,205 0,456 | 0,70
30 0,196 | 0,262 0,512 1,138 |0,78
40 0,194 | 0,237 0,415 0,923 |o0,81
50 0,188 | 0,215 0,336 0,748 |o0,84
60 0,154 | 0,165 0,170 0,378 0,87
80

TABLEAU III.5

Variation des incréments de densité a composition constante

~

(%%—)m + des incréments de densité 3 potentiel chimique

> 3p 993
constant ( ) + de l'adsorption préférentielle (—= '
0C, U sl 99, U sl
2 "1°73 am 2 71773
de l'adsorption préférentielle molaire (———?1 p
. omy My sy

et de la fraction d'hélice o £, (cf. § II.3.1.2.) du copo-
lymeére BGlnlS' a 25°C, en fonction de la composition du mé-

lange eau/2-chloroéthanol.
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FIGURE III.2

Variation des incréments de densité a composition constante
N ( —e—— ) et 3 potentiel chimique constant du mélange de
{?1{' solvants ( — -A~ = ), de la PHEG en fonction de la concentra-
N tion en 2-chloroéthanol, & 25°C.
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FIGURE III.3

-

Variation des incréments de densité a composition constante
( ~-o== ) et 3 potentiel chimique constant du mélange de
solvants ( --*.".),du copolymére BGln4 en fonction de la

concentration en 2-chloroéthanol, a 25°C.
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FIGURE III.4

~

Variation des incréments de densité & composition constante
( =—e— ) et 3 potentiel chimique constant du mélange de
solvants (=== ),6 du copolymére BGln7 en fonction de la
(EFSX concentration en 2-chloroé&thanol, & 25°C.
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FIGURE III.5

Variation des incréments de densité 3 composition constante
(~—e¢— ) et 3 potentiel chimique constant du mélange de sol-
vants (f-qk-qldu copolymére.BGlnlO en fonction de la concen-
tration en 2-chloroéthanol, a 25°C.
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FIGURE III.6
Variation des incréments de densité 3 composition constante
<§§§}‘ ( —e—— ) et & potentiel chimique constant du mélange de sol-
7 vants (==%==),du copolymére BGln . en fonction de la concen-
tration en 2-chloroé&thanol, a 25°C.
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Aux fortes concentrations en 2-chloroéthanol (au-deld de
80 ¢ en volume dans le cas de la PHEG et des copolyméres
BGln4 et BGln7,
copolyméres BGln10 et BGlnlS), les polypeptides sont inso-

au-delid de 60 % en volume dans le cas des

lubles dans le mélange de solvants. Pour les solubiliser,

il faut ajouter (cf. § II.3) du 2-chloroéthanol pur & une
solution aqueuse de polypeptide. Cependant, les solutions
ainsi préparées se troublaient assez rapidement (agrégation
et/ou précipitation du polymére). Les imprécisions et le
manque de reproductibilité dus a cette méthode de préparation
de ces solufions, et le phénoméne de précipitation nous ont
amené 3 abandonner l'étude dans ces domaines de composition.
L'allﬁre de la variation des incréments de densité avec la
composition du mélange de solvants montre deux points d'in-
flexion dans le cas de la PHEG. Dans le cas du copolymére
BGln4, on n'observe qu'un seul point d'inflexion, qui n'ap-
parait plus pour le copolymére BGln7. Dans le cas des copo-
lyméres BGln10 et BGln15' il apparait un maximum de plus en
plus prononcé. Au fur et au mesure que le taux en motifs
(HEG) diminue dans les copolyméres les caractéristiques de

ce résidu (points d'inflexion) deviennent moins nettes.

IT.6.2. Variation de l'adsorption préférentielle avec la

composition du mélange eau/2-chloroé&thanol

Les valeurs de l'adsorption préférentielle de la
PHEG et des copolyméres (HEG - co - BGln), calculées par les
relations(III.15)et(III.14), sont reportées dans les ta-
bleaux III.l & III.S. Les valeurs de Vé ont été prises dans
la littérature 8. Dans la variation de (igi) , &0 fonc-
tion de la composition du solvant, on peut noter les carac-

3

téristiques suivantes (figure III.7) :

a) aux faibles concentrations en 2-chloroéthanol, .- 3

. 993
il a solvatati réfé tiell —= >

Y ation préférentielle ( (aqz)ul'u3 0) par le
2-chloroéthanol sur les cing polypeptides &tudiés ;
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FIGURE III.7

Variation de l'adsorption préférentielle en fonction de la

composition du mélange eau/2-chloroéthancl, a 25°C,
PHEG ( ©

sur la
) et sur les copolymeéres BGln4 ( * ),

g BGln7 ( a ), BGlnlo ( m ) et BGln15 ( A ‘).




- 123 -

8g3

mum puils diminue avant de s annuler.

augmente dans un premier temps, passe par un maxi-

l Ce maximum est situé & 20 % en vol. de 2-chloro
éthanol dans le cas de la PHEG, a 30 % dans le cas des copo-
lyméres BGln4, BGln7 et BGln15 et a 40 % dans le cas du copo-
lymeére BGlnlO. Il n'y a donc pas de variation systématique
de la position du maximum avec la composition des copolyméres;
ce maximum apparait, pour les cing polypeptides étudiés, dans
une zone de composition du solvant assez voisine (entre 20

et 40 % en 2-chloroéthanol}.

. A chaque pourcentage en 2-chloroéthanol, on ob-
serve que les valeurs de (—Ei)ul T sont d'autant plus gran-
des que le polypeptide est plus riche en résidus (BGln) (a
quelques exceptions prés). Cela est également vrai pour la
valeur positive maximale de la solvatation préférentielle
(figure III.8). Cette observation suggére l'existence d'une
relation entre la valeur de l'adsorption préférentielle et
la composition des copolyméres. Nous avons tenté d'établir

une relation simple entre (392)u1’U3 et le ¢ en (BGln),
du type :

og dg., (PHEG) 39, (BGln)

3 _ 3 3

3 = ¢ G5, f G G5
valeur expé- valeur expéri- valeur théorique
rimentale mentale (PHEG) (&3 déterminer)
(copolyméres)
ol C, et C2 sont des coefficients dépendant de la composi-

tion des copolyméres - mais sans succés. La variation ob-
servée n'est pas linéaire, ce gui suggére une relatiqon
complexe. En outre, il faudrait tenir compte des différen-
ces de conformation des copolyméres 3 chagque % de 2-chloro
éthanol (c¢f. § III.7).

b) Mis 3 part le copolymére BGln15 pour lequel

nous n'avons pas pu mener 1l'étude aux fortes concentrations



% en vol. de 2-chloroéthanol

393
pour lequel (—5—g-—-)U S 0
valeur positive maximale 2’ 173
994 (valeur extrapolée pour
de (Bgz)ul,u3 (9/9) Copoly BGln,¢)
480
-
450
| s 2 30
(-] L ,
o 5 10 15

% BGln, en moles

FIGURE III.S8

Variation de la valeur positive maximale de 1l'adsorption préfé-

rentielle ( ==O—— ) et de la composition du mélange de solvants

eau/2-chloroéthanol (exprimé en % en vol. de 2-chloroéthanol)au

point d'inversion de l'adsorption préférentielle (== -A=~==) en
508 fonction du taux en motifs (BGln).

\t“‘.LE
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en 2-chloroéthanol, tous les polypeptides présentent une
inversion du signe de_lfadsorption préférentielle. Lorsque
le taux de (BGln) augmente, la position de ce point d'in-
version est déplacé vers des concentrations plus élevées
en 2-chlorocéthanol. Ce déplacement semble &tre une fonction
linéaire de la composition des polypeptides (figure III.8).
On observe donc une solvatation préférentielle par le 2-
chloroéthanol dont 1l'ampleur est fonction du taux en (BGln)
et qui s'étend sur un domaine de concentrations en solvant
organique toujours pluys large. '
993 . . )

c) Lorsque (555)U1'U3 < 0, il y a adsorption pré-
férentielle par l'eau ou encore hydratation préférentielle.
Dans le cas de la PHEG, l'hydradation préférentielle passe

par un maximum, puis diminue.

Par contre, dans le cas des copolyméres, 1l'hydra-
tation préférentielle augmente lorsque le solvant s'enri-
chit en 2-chloroéthanol. bgntrairement d ce qui était obser-
9°3
'3755)“1'113
plus de maniére paralléle mais se recoupent, ce qui rend

vé dans les domaines ou { >0, les courbes ne varient
difficile l'établissement d'une relation entre la teneur en
(BG1ln) et la valeur de l'hydratation préférentielle.

Lorsque l'on exprime l'adsorption préférentielle
" en moles de 2-chlorcéthanol par mole de motif monomére, on

observe les mémes caractéristiques (tableaux III.1 & III.5).

En résumé& de ce paragraphe, on notera que les va-
riations de 1l'adsorption préférentielle avec la composition
du mélange eau/2—chloroéthanol, sont analogues pour la PHEG
et les copolyméres (HEG—-co-BGln), mais d'amplitgdes diffée-

3) en

099  HysHU3
fonction du % en (BGln) pour les différents mélanges de sol-

rentes. Lorsque l'on trace les variations de (

vants, on observe gque les points expérimentaux ne sont ni
alignés sur une droite, ni alignés sur une courbe réguliére,

ce qui exclut la possibilité d'une corrélation simple entre



99

(=>)

dgp ' H17H3
tions entre chalines latérales de méme nature et entre chai-

et la composition des copolyméres. Les interac-

nes latérales de nature différente, la variation de la frac-
tion en hélice o , et les interactions entre les groupements
chimiques. constitutifs du polypeptide et les constituants du
mélange de solvants n'agissent certainement pas indépendam-
ment les uns des autres. On ne peut pas alors rendre compte
des variations de l'adsorption préférentielle avec la com-
position des copolyméres par une simplé additivité des ef-
fets. Ceci avait déja été observé dans l'étude de 1l'hydra-
tation de poudres de copolyméres de la L-Lysine et de la N=-
sggginyl—L—Lysine 49. Néanmoins, l'augmentation constante de

(39‘2)“1lu3
un mélange eau/2-chloroéthanol donné, est en bon accord avec

avec la teneur en (BGln) des copolyméres, pour

1l'hypothése selon laquelle le solvant marquerait une affi-
nité certaine pour les groupements hydrophobes 1’6’47. Cette
affinité eét d‘ailleurs trés marquée dans le cas du trichloro-
éthanol, comme cela a été démontré pour le syétéme eau/

trichloroéthanol/protéines globulaires >0,

Nous nous é&tions fixé pour objectif & ce travail,
d'étudier 1l'influence de la teneur en résidus hydrophobes
sur la transition chalne-hélice (ch. II) et sur les interac-
tions polypeptide/mélange de solvants. Les résultats obtenus
sont encourageants dans la mesure ol l'adsorption préféren-
tielle varie de fagon constante avec la teneur en motifs
monoméres hydrophobes : la substitution du groupement hy-
drophile (—CHZOH) de la PHEG par un groupement non polaire
hydrophobe entraline une augmentation des interactions
polypeptide/solvant non polai;e.

On pourrait Egalement penser qu'une micellisation
intramoléculaire pourrait avoir lieu pour les copolyméres,
comme c'est le cas pour les poly(2-vinyl pyridine) et les

poly (4-vinyl pyridine) quaternisées par des bromures d'al-

kyle d& longue chaine hydrophobe >1 ou encore pour l'acide
52

polyméthacrylique - lorsque le degré d'ionisation est
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faible. Une micellisation de plus en plus importante pour-
rait avoir lieu lorsque 1'hydrophobie du copolymére est
augmentée. L'addition du 2-chloroéthanol provoque une dé-
stabilisation de cette structure micellaire, ce qui abou-
tit 3 mettre en contact la "“zone interne" hydrophobe avec
le solvant. L'adsorption préférentielle du solvant organi-
que sur le polypeptide sera alors d'autant plus forte que
le polypeptide porte plus de motifs hydrophobes. On se rap-
proche alors du cas de la protéine globulaire : l'addition
de solvant organique provoque une dénaturation de la struc-
ture native et un dépliement de la "zone interne" hydrophobe,
qui était stabilisée par des interactions non-covalentes
(interactions hydrophobes, liaisons hydrogéne) ou des ponts
disulfure. L'interprétation de nos résultats par des phéno-
ménes de micellisation nous parait hypothétique, aucune
étude n'ayant démontré a ce jour l'existence de telles mi-
celles ou de telles "zones internes" hydrophobes dans les

polypeptides de synthése.-

Il ne nous est pas possible de comparer nos résul-
tats avec ceux d'autres systémes copolyméres/mélange de
solvants, notre é&tude étant la premiére de ce type a avoir
été menée 3 bien. Néanmoins, il nous parait intéressant de
comparer nos résultats d ceux obtenus par d'autres auteurs
dans 1'étude de systémes ternaires polypeptide/mélange de
solvants, notamment dans 1l'étude de l'homologue supérieur
de la PHEG, la PHPG. ‘

Dans 1l'étude, menée au laboratoire, de 1l'adsorp-
tion préférentielle sur la PHPG dans le mélange eau/2-
chloroéthanol, nous avions observé 45, aux faibles concen-
trations en solvant organique, une solvatation préféren-
tielle par le 2-chloroéthanol, qui décroissait de fagon
monotone ; elle était suivie par une hydratation préféren-
tielle, lorsque le milieu s'apauvrissait en eau. Mis a part

le fait que nous n'avions pas observé de maximum dans la
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variation de'(%%%)ul,u3 ,Aon constate une certaine analogie
entre la PHPG et les polypeptides étudiés dans ce travail.
Le point d'inversion est cependant'situé'§ une concentra-
tion en 2-chloroéthanol beaucoup plus faible (20 % en voi.).
Les interactions de la PHEG avec le solvant organique sont
moins importantes que celles de la PHPG((%%%)ﬁl,U3 atteint
1,14 g/g) mais s'étendent sur un domaine de composition
beaucoup plus vaste. Dans le cas des copolyméres (HEG- co -
BGln), le point d'inversion est déplacé vers les fortes
concentrations en 2-chloroéthanol, lorsque leur caractére
hydrophobe est accru. Dans le cas de la PHPG, plus hydro-
phobe que la PHEG, le point d'inversion est reculé vers les
mélanges plus riches en eau. Il apparait donc que le méthy-
léne supplémentaire de la chalne latérale de la PHPG, compa-
rativement & la PHEG, s'il accroit l'hydrophobie du polypep-
tide, contribue de maniére différente aux propriétés du po-
lymére vis-3a-vis des constituants du mélange de solvants.

Il serait alors tentant de conclure qgue l'accroissement des
affinités 2-chloroéthanol/copolyméres serait dii essentiel-
lement au groupement benzyle. Mais la complexité des effets
mis en jeu (voir plus haut) ne nous autorise pas & formu-
ler une telle hypothése de maniére définitive ; seule uné
étude comparative avec l'homologue supérieur, la poly(Ns-
(4?hydroxy butyl)-L-glutamine) ou avec des copolyméres |
(HBG-co~BGln) permettrait de répondre & la question.

KOMIYAMA et ses coll. 16 ont effectué une étude

systématique de l'adsorption préférentielle sur la Poly(L-
Lysine HBr) des constituants des mélanges eau/solvant
organique suivants : eau/diméthylsulfoxide (DMSO) ,
eau/diméthylformamide (DMF), eau/N-méthylformamide (NMF),
eaﬁ/éthyléne glycol (EG), eau/2-propanol (2 PrOH) et
eau/l1-méthyl-2-pyrrolidinone (NMP). Dans le cas des trois
premiers mélanges de solvants(figure III.9), le solvant or-
ganique est adsorbé préférentiellement sur une large gamme

_ﬂde composition, avec un maximum situé 3 40 %, 50 % et 20 %,
 /en volume, dans le cas du DMSO, du DMF et du NMF. La valeur
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FIGURE III.9. Variation de l'adsorption
préférentielle sur la Poly(L-Lysine HBr)
en fonction de la fraction molaire X3 du
solvant organique dans des mélanges eau/

solvant organique (D'aprés KOMIYAMA et
16
coll. ).
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du maximum de l'adsorption préférentielle décroit dans l'or-
dre DMSO>DMF>NMF. Dans le cas des trois derniers mélangeé

de solvants (figure III.9), on observe une hydratation pré-
férentielle croissante lorsque l'on enrichit le milieu en
solvant organique. Au vu de ces résultats, il serait inté-
ressant de comparer la variation de l'adsorption préférent-
tielle sur la Poly(L-Lysine HBr) et la variation d'un para-
métre physico-chimique caractérisant le solvant organique.
Une classification des solvants organiques selon leur hy~-
drophobie n'existe pas a ce jour. Quant au pouvoir donneur
de liaisons hydrogéne, les classifications disponibles 53
sont trop différentes les unes des autres pour que 1l'on
puisse les utiliser. Une comparaison de la constante diélec-
trique ou du moment dipolaire des solvants organiques con-
sidérés ne donne pas non plus de résultats encourageants 16 .
Les auteurs ont proposé une interprétation basée sur le cal-
cul de constantes d'échange entre la couche de solvatation
du polypeptide et le solvant (cf. § III.4.d) pour la partie
polaire et la partie non-polaire de la chaine latérale. La
constante d'échange caractérisant la partie polaire varie
peu avec la nature du solvant organique ; par contre, la
constante d'échange de la partie non-polaire de la chaine
latérale décroit dans le sens DMSO>DMF>NMF>EG>NMP>2-PrOH.
(rappelons que la solvatation préférentielle maximale dé-
croit dans le sens DMSO>DMF>NMF et que 1l'hydratation pré-
férentielle croit dans le sens NMP<EG<2-PrQOH). Mais cette
classification n'a pas pu étre reliée a une classification
des solvants par un paramétre physico-chimique caractéris-
tique 16. Tous les mélanges eau/solvant organique étudiés
par KOMIYAMA et coll. 16 tintroduisent aucune modification
de'la conformation de la poly(L-Lysine HBr) : la fraction
d'hélice o reste nulle dans tous lés cas. Les différences
observées dans la variation de l'adsorption préférentielle
ne trouvent donc pas leur origine dans des différences de
conformation, mais bien dans des différences d'affinité
solvant/polypeptide, comme le montre la variation de la
constante d'échange Kl de la partie non-polaire de la chaine
latérale :
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11 solvatation préférentielle sur une

DMSO : K =
large gamme de composition ; maxi-
mum prononcé (4,83 mole/mole)
DMF : Kl = 3,4 solvatation préférentielle sur une
NMF : Kl = 2,0 large gamme de composition ; maximum
peu prononcé (1,15 et 0,37 mole/mole)
EG
NMP : kY < 2 hydratation préférentielle uniquement
2-PrOH

Ce sont également des différences d'affinité solvant/poly-
peptide qui doivent &tre a l'origine des différences notées
dans la variation de (ggg)ul,u3 sur la PHPG dans le mélange
eau/z-chloroéthanol45 et dans le mélange eau/dioxanne, é&tu-
dié par INOUE et IZUMI 15. Dans le premier cas, une adsorp-
tion préférentielle décroissante par le solvant organique
précédait l'hydratation préférentielle (voir plus haut),
alors que dans le second cas, l'eau est adsorbée préféren-
-tiellement dans tout le domaine de compdsition du mélange
eau/dioxanne. Dans les deux cas, le solvant organigue pro-

vogue une transition chaine - hélice de la PHPG.

INOUE et TIMASHEFF ont étudié la variation de
l1'adsorption préférentielle sur des protéines globulaires
dans les mélanges eau/2-chloroéthanol, eau/éthyléne glycol
et eau/méthoxyéthanol 1’6’8’47. Dans le cas de la B -Lacto-
globuline A, ils ont observé une solvatation préférentielle
croissante par 1l'éthyléne glycol et le méthoxyé&thanol 6 ;

dans le cas du 2-chloroéthanol 6,8,24

la solvatation pré-
férentielle par le solvant organique passe par un maximum,
décroit, avant d'étre remplacée par une hydratation préfé-
rentielle croissante aux faibles concentrations en eau.
INOUE et TIMASHEFF ont supposé alors que les variations de
1'adsorption préférentielle avec la composition du mélange
eau/solvant organique différent avec la nature du solvant

organique, pour une protéine donné . C'est ce que KOMIYAMA
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et coll. observérent dans le cas d'un polypeptide, la poly
(L-Lysine HBI) 16 (voir plus haut). INOUE et TIMASHEFF ont
étayé leur hypothése par une étude comparée de plusieurs
protéines globulairés en solution dans le mélange eau/ 2-
chloroéthanol : la pR-Lactoblobuline A, d€j& citée, 1'Insu-
line, la Sé&rum albumine bovine et le Lysozyme. Ils ont ob-
servé une variation analogue de 1'adsorption préférentielle
sur les quatre protéines 6 (voir tableau III.6) et ont con-
égé) dans le

092" ul’u3
mélange eau/2-chloroéthanol était une propriété du solvant

clu que la variation particuliére de (

et non de la protéine. L'allure de la courbe représentative
de la variation de (%%%)u1'u3 dans 1l'eau/2-chloroéthanol
des protéines globulaires étudiées par INOUE et TIMASHEFF
est analogue &4 celle de la PHEG et des copolyméres
(HEG~co~BGln) étudiés dans ce travail (voir tableau III.6),
ce qui pourrait constituer un argument en faveur de 1'hypo-
thése d'INOUE et TIMASHEFF. De méme, les différences obser-
vées dans le cas de la Pdiy(L—Lysine HBr) dans différents
mélanges de solvants, et dans le cas de la PHPG dans les

45

mélanges eau/dioxanne 15 et eau/2-chloroéthanol militent

également en faveur de cette hypothése.

Les valeurs positives maximales atteintes par
(=—=), .+ différent avec la nature de la protéine globu-
laire considérée (voir tableau III.6). Au vu des résultats
'que nous avons obtenus sur les copolyméres (HEG-co-BGln),
"on pourrait attribuer ces variations a des différences d'hy-
drophobie de ces protéines, provenant de différentes compo-
sitions en acides aminés hydrophobes. Mais il est difficile
d'extrapoler d'un polypeptide constitué par l'enchalnement
de deux acides aminés non-ionisables & une protéine consti-
tuée par une vingtaine d’acides aminés, & chalines latérales
non-polaires et & chaines latérales ionisables : la struc-
ture de la protéine n'est pas identique, aussi bien en ce
qui concerne la couche superficielle hydrophile que la zone

interne de caractére plus hydrophobe.
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valeur posi-| , % en vol. de
PROTEINE tive maximale| ° en vol.de - chloroethanod
GLOBULAIRE de 2=-chloro- R&E
ou 5g ethanol correspondant )
3 °0g
(=—=) correspon- ||, , -3 _
POLYPEPTIDE | "3, Hyrls dant a (Bgz)ul,u3—0
en g/g "

B -Lacto o % '
globuline A 0,718 40 % 65 % (6,8)
Insuline 0,664 40 3% 65 3 X (6)
Lysozyme 0,44 * 30 8 X 60 3 X (6)

Serumalbumine % x %
bovine 0,68 35 % 60 % (6)
PHPG 20 % (45)
PHEG 0,086 20 % 42 g ce tra-
vail
|copoLy BGln, 0,211 . 30 % 42 3% "
COPOLY BGln7 0,201 30 % 53 % "
COPOLY BGlnlO 0,293 40 % 57 % "
COPOLY BGln, g 0,512 30 % 65-70 & *% "

TABLEAU III.6

Caractéristiques de la solvatation préférentielle des protéines

6,8 5

étudiées par INOUE et TIMASHEFF et de polypeptides & chaine

latérale non ionisable, dans les mélanges eau/2-chloroéthanol.

* valeurs déduites de la figure 2 de la référence 6

x% valeur extrapolée (fig. III.7).
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Les interactions du 2-chloroéthanol avec les
chaines polypeptidiques ont donc été étudiées avec les pro-
téines globulaires et des polypeptides modéles & chaine la-
térale non-ionisable, d'hydrophobie variable. On ne dispose
3 ce jour que d'études limitées sur des polypeptides poly-
électrolytes : l'acide polyglutamique par exemple, n'a été
étudié que dans le mélange eau/dioxanne 14. Dans le cas del
polym&res non peptidiques tels que le poly(hydroxy éthyl
méthacrylate) 54, l'acide polymé&thacryligue 55, ou des copo-
lyméres (méthacrylate de benzyle - co = acide méthacrylique)55
1'adsorption préférentielle varie de facon trés différente
suivant la nature du polymére, contrairement a ce que l'on

coﬁstate dans le cas des protéines et des polypeptides.

Aux fortes concentrations en 2-chloroéthanol, il y
a hydratation préférentielle sur la PHEG (figure III.7). Le
fait gu'en milieu faiblement agqueux l'eau soit encore adsor-
bée préférentiellement sur le polymére démontre son carac-
. teére hydrophile, gui trouve son origine dans les dJroupes
amides et alcools primaires. Lorsque l'on incorpore le rési-
du hydrophobe (BGln), l'hydratation préférentielle ne s'ob-
serve qu'a des concentrations de plus en plus fortes de
2-chloroéthanol, ce qui indique une diminution du caractére
hydrophile du copolymére. Par contre, dans le cas de la
PHPG 45, plus hydrophobe que la PHEG, l'hydratation préfé-
rentielle apparait dés 20 % en vol. de 2-chloroéthanol. Il y
a l3a une contradiction, qui trouve peut-étre son origine
dans une différence d'affinité pour le 2-chloroéthanol entre

le groupement hydroxypropyle et le groupement hydroxyéthyle.

CONCLUSTION

L'étude des interactions des constituants du mé-
lange de solvant eau/2-chloroéthanol avec la PHEG et les
copolyméres (HEG-co-BGln) nous a permis de mettre en évi-

dence une variation concomittante entre les interactions
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2-chloroéthanol/polypeptide (mesurée par la variation de
1l'adsorption préférentielle) et 1'hydrophobie du polypeptide
(déterminée par la variation de la teneur en résidus non-
polaires (BGln)): lorsque l'on augmente le caractére hydro-
phobe du polypeptide, la solvatation préférentielle par le
2-chloroéthanol est accrue (sa valeur positive maximale est
plus forte ; point d'inversion reculé vers de plus fortes
concentrations en solvant organique). Ceci constitue une
illustration particuliérement significative de l1l'hypothése
formulée par INOUE et TIMASHEFF l'6'8'47, selon laquelle

le 2-chloroéthanol interagit préférentiellement avec les

sites hydrophobes des protéines.

En intégrant nos résultats 3 l'ensemble des études
menées a ce jour sur les interactions polypeptide/mélange
de solvant, nous avons vu que la nature du solvant organique
n'était pas indifférente. Ceci peut s'expliquer si on con-
sidére qgue les interactions d'une chaine macromoléculaire
particuliére avec les constituants d'un mélange eau/solvant
organique donné,dépendent des caractéristiques propres du
solvant organique : hydrophobie, pouvoir donneur ou receveur
de liaisons hydrogéne, propriétés électrostatiques par exem-
ple. En outre, la formation de complexes eau/solvant orga-
nigque peut également jouer un rdle important : les interac-
tions’entre les constituants du mélange de solvants doi-
vent certainement interférer avec celles qui ont lieu entre
le polypeptide et chacun des constituants du mélange de
solvants. On ne peut également pas exclure la possibilité
d'interactions entre le polypeptide et un complexe eau/

solvant organique de stoechiométrie définie.

8g3
La valeur de (555)U11U3

ou du déficit du solvant organique dans la couche de solva-

est une mesure de l'excés

tation du polymére, comparativement au solvant "extérieur"”.
Il serait donc intéressant de pouvoir déterminer la variation

de la composition exacte de la couche de solvatation avec la
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composition des copolyméres. Ce sera l'objet du § III.6.3.
Nous avons vu au chapitre II que le 2-chloroéthanol était
capable de provoquer une transition conformationnelle chaine~
hélice:. Nous étudierons au § III.7 s'il existe une relation
entre les propriétés hélicogénes du 2-chloroéthanol et les
interactions polypeptide/mélange de solvants évaluées par

la mesure de l'adsorption préférentielle et de l'adsorption

absolue.

III.6.3. Variation de l'adsorption absolue avec la composi-

tion du mélange eau/Z—chlordéthanol.

INTRODUCTION

Nous avons vu (§ III.4) qu'il était possible de
relier la solvatation absolue par le solvant organique (A3)
et par l'eau (Al)' a l'adsorption préférentielle par une re-
lation simple, que nous donnerons sous la forme proposée

par INOUE et TIMASHEFF 1,6,47 :
(ag3) (III.20
—— = A_ - A ITIT.
59, 1) 1 Hy 3 7 93 )

ou g5 représente la concentration en 2-chlorométhanol, ex-
primée en g/g de solvant 1. Cette équation comporte deux in-
connues : A3 et A/. Si l'on se fixe pour but de déterminer A

1 37
il faut :

- soit déterminer A, par une méthode expérimentale
indépendante de la mesure de 1l'adsorption préférentielle ;

la seule qui ait été utilisée 3 présent est la Résonnance

Magnétique Nucléaire.La méthode, mise au point par KUNTZ56,
consiste d geler rapidement 1'échantillon dans 1l'azote liquide
afin de figer l'état de solvatation existant i température ambian-

te. L'échantillon est ensuite amené & une température proche de
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- 20°C ; dans ces conditions, l'eau "solvant" reste gelée
tandis que l'eau incluse dans la couche de solvatation du
polymére ne l'est pas et donne naissance 3 un signal RMN.
Pour déterminer la quantité d'eau a partir de la surface
du pic obtenu, il faut avoir recours a un étalonnage avec
une protéine dont le degré d'hydratation est connu par d4d'au-
tres méthodes. INOUE et IZUMI 15, dans l'étude du systéme
PHPG/eau/dioxanne, ont eu recours & cette méthode pour dé-
terminer les valeurs de A, et Ajy. MORCELLET >7 a montré
qu'il existait une grande différence entre les valeurs ex-
égé) obtenues par INOUE et IZUMI15-

092 u1'u3
avec celles calculées par la relation (III.20) & partir des

périmentales de (

valeurs expérimentales de Ay et A3. Le fait que de l'eau
adsorbée puisse étre gelée ou gqu'une fraction de l'eau non
liée ne soit pas gelée peut &tre a l'origine d'erreurs dans

la détermination de A, et A3 par cette méthode.

1
- soit évaluer Al a partir des données expérimen-

tales disponibles sur l'hydratation d'autres polypeptides

ou de protéines, en solution purement aqueuse ou en mélange

de solvants, comme nous allons le faire.

EVALUATION DE L'HYDRATATION ABSOLUE

Des méthodes nombreuses ont été utilisées pour dé-
terminer le degré d'hydratation des protéines en solution
aqueuse (tableau III.7). En ce gui concerne les polypeptides,
les résultats connus sont moins nombreux (tableau III.8).
L'étude systématique menée par RMN & 1'état "gelé&" par KUNTZ
et coll.56 sur plusieurs polypeptides a permis de dégager
quelques caractéristiques de l'hydratation des chaines laté-

rales :
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METHODE DE DEGRE D'HYDRATATION
PROTEINE EN G D'EAU PAR REF.
DETERMINATION G DE PROTEINE
Méthodes hydro- |Ribonucléase 0,5 56
dynamiques B-Lactoglobuline 0,5 56
(diffusion et  |P : 0,72 58
viscosité) 0,61 58
Sérum albumine 0,4 56
Bovine 0,48 59
0,75 58
Hémoglobine 0,6 56
0,36 58
Ovalbumine 0,45 58
Lysozyme 0,89 58
R M N selon Ovalbumine 0,3 56
‘ Hémoglobine 0,4 56
Lysozymei 0,3 56
Calorimétrie Lysozyme 0,3 56
piactoglobuline A 0,5 : 56
Hémoglobine 0,3 56
Mesure du volume Sérgm albumine 1 0,28 60
spécifique Bovine
partiel Lysozyme 0,2 61

TABLEAU III.7

Degré d'hydratation de quelques protéines globulaires

en solution agqueuse

®
ULt E‘
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en solution
purement

aqueuse

-hydroxyproline-
Glycine

METHODE DE ‘ HYDRATATION EN
DETERMINATION POLYPEPTIDE MOLES D'EAU PAR REF
MOLE DE RESIDU
ACIDE AMINE
R M N selon PLGA 8
KUNTZ en Acide Poly Aspartique 2 3 8
solution Poly L Glycine 0,9
purement Poly L Valine 0,9 56
aqpeuse Poly L Proline 3,1
Poly L Arginine 3
Poly L Ornithine 4,5
R M N selon
KUNTZ en so-
lution dans |PHPG 2 34 15
les mélanges
eau/dioxanne
Absorption carbobenzoxy-Glycyl-L 10 *
des ondes -hydroProline 62
ultrasonores Carbobenzoxy-Glycyl-L 19 *

Hydratation de quelques polypeptides en solution

TABLEAU III.8

% exprimé en moles d'eau/mole de peptide
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% résidus 3 chaine latérale ionisée : de 3 4 7 moles d'eau/

mole résidu

~

* résidus 3 chaine latérale polaire:s de 2 4 4 moles d’'eau/

non ionisée ou peu polaire mole résidu

* résidus & chaine latérale < 1 mole d'eau/

LR

non-polaire mole résidu

A partir des valeurs ainsi déterminées et en comparant les
différents polypeptides entre eux, KUNTZ a pu évaluer le
degré d'hydratation du groupe amide (1 mole d'eau/mole) et
du groupe hydroxyle (1 mole d'eau/mole), valeurs en bon
accord avec celles déterminées par les calculs gquantiques
63'64. Ceci conduit 3 attribuer 3 moles d'eau/mole de motif
monomé&re dans le cas de la PHPG, soit 0,31 g/g - valeur pro-
che de la valeur expérimentale obtenue par RMN & 1'état
"geld" en solution purement agueuse 15. C'est cette valeur
gue nous retiendrons pour la PHEG en solution aqueuse :

3 moles/mole, soit 0,31 g/g.

~

Lorsque du dioxanne est ajouté a la solution aqueuse
de PHPG, le degré d'hydratation mesuré par INOUE et IZUMI 15
baisse de fagon sensible et atteint 0,20 g/g pour 60 % en
poids de dioxanne. Ceci peut &tre attribué au fait que, lors
‘de la transition chaine-hélice induite par l'addition de
dioxanne, l'aptitude & l'hydratation des groupes peptidiques
diminue du fait de la formation de liaisons hydrogéne intra-
moléculaires..Ceci est confirmé par de nombreuses études de
1'hydratation de chaines polypeptidiques en fonction du taux
d'hélicits 27737/6576% 11 Lous a donc paru indispensable de
tenir compte d'une diminution de la valeur de A, avec une

1
augmentation du % de solvant organique. Nous avons imposé

ur

la valeur de Al une diminution identique & celle du degré

d'hydratation de la PHPG dans le mélange eau/dioxanne

(voir colonne 2 du tableau III.9). Les calculs gue nous avons



Ay 9/9
% en vol. de Al ] COPOLY|; COPQLY | COPOLY| COPOLY
2-chloroéthanol| g/g |FHEG 8Gln, | BGIn, | BGIn ;| BGln,
10 0,31/0,06 | 0,07 0,13 | 0,17 | 0,05
20 0,28/0,17 | 0,22 0,21 0,26 | 0,29
30 0,25/0,20 | 0,34 | 0,33 | 0,39 | 0,64
40 0,24/0,23 | 0,23 0,27 | 0,48 | 0,60
50 0,23/0,63 | 0,06 0,29 | 0,46 | 0,61
60 0,21/0,09 | 0,03 | 0,28 | 0,22 | 0,54
80 0,20/0,86° | 0,25

TABLEAU III.9

Détermination de A3 : calcul n° 1
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effectués montrent que l'amplitude de la diminution de Al

ne modifie pas de facgon critique la valeur de A, pour peu

que l'on se maintienne dans des limites raisonnables.

Nous avons é&galement calculé la valeur de A

les différents copolyméres, en gardant la méme valeur de A

3 pour

1

dans chaque cas (voir tableau III.9 et figure III.10). Ceci

constitue le calcul n° 1.

Les travaux de KUNTZ cités au paragraphe précédent

ont montré que les polypcptides 4 chalne latérale non polaire

sont trés faiblement hydratés en solution agueuse ( ¢ 1 mole

d'eau/mole) .

Ainsi, l'introduction d'un groupement phényli-

que s'accompagne de la baisse du degré d'hydratation de

1 mole/ mole de résidu, si 1l'on compare, par exemple, les

degrés d'hydratation de la r ‘ly-L-Alanine et de la polv-L-

phénylalanine. On pourrait alors considérer que le degré

d'hydratation du résidu (BGln) est de 3 -~ 1 = 2 moles d'eau/

mole, soit 0,16 g/g.

Si
copolyméres

on écrira :

Ay

[ ] ”
ou Al et Al

on considére que les degrés d'hydratation des

sont une fonction linéaire de leur composition,

—_ ' - n
= Al (1-x) + Al X

représentent, respectivement, les degrés d'hy-

dratation d'un motif (HEG) et d'un motif (BGln) pour une

méme composition du mélange de solvant, et x la fraction

pondérale de motifs (BGln) dans le copolymére. Les valeurs
sont celles utilisées dans le calcul n® 1 et A; 0,16 g/g.

]

Ceci constitue alors le calcul n° 2. On constate (voir

figure III.10) que les valeurs de A, ainsi calculées sont

3

peu différentes de celles obtenues par le premier calcul :

pour un polymére donné, l'allure de la variation de A,

n'en est pas modifiée.
[y

de A!

Remarque. Si l'on veut tenir compte du caractére plus hydro-
i p Y

phile de la PHEG, on peut augmenter la valeur du degré d'hy-

dratation de 3 3§ 3,5 ou 4 moles d'eau/mole. La variation de



o5}

FIGURE

Variation de A3 avec la composition du mélange de solvant

50

% 2 chloroethanol (V/v)

ITI.10

eau/2-chloroéthanol : trait plein

trait interrompu

@ PHEG % COPOLY
COPOLY
# COPOLY
A copoiy

7

[

BGln4

Glr
B ln7

BGlnlO

BGln15

calcul N°

calcul N° 2
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A3 avec la composition du mélange de solvant reste parallé&le

d celle représentée sur la figure IIT.10.

VARIATION DE L'ADSORPTION ABSOLUE PAR LE 2-CHLOROETHANOL

Les variations de A3 avec la composition du mélange
de solvant montrent (figure III.10), pour la PHEG et les
copolyméres (HEG-co-BGln) les caractéristiques communes sui-
vantes : lorsque la concentration en 2-chloroéthanol aug-
ménte, la valeur de A3 augmente régulierement dans un pre-
mier temps, passe par un maximum puis diminue. Passé le
minimum (non observé dans le cas des copolyméres BGln

BGlnlo et BGlnlS), A3 augmente a nouveau.

On n'ocbserve pas, comme dans le cas des protéines

7!

globulaires 47, d'augmentation réguliére de A3 avec la

concentration en solvant organique. INOUE et TIMASHEFF 47
avaient choisi des valeurs croissantes pour Al, afin de
tenir compte de 1l'exposition graduelle de résidus d'acides
aminés hydrophiles, placés dans la zone interne de la pro-
téine, lors de la dénaturation restructuranté par le sol-
vant organique.agans ces conditions,' le produit A193 croit

; 3
plus vite que (§§§)U1:U3

lons A3 d partir de valeurs croissantes de A

. $i, dans notre cas, nous calcu-

, (0,30 a .
0,40 g/g au lieu de 0,30 & 0,20 g/g), les minima s'estompen
et un palier apparait a partir de 40 % en 2-chloroéthanol.
Mais nous ne pouvons pas appliguer cette méthode aux poly-
peptides : il n'existe pas, 4 1l'état natif, de zone interne
"soustraite" au solvant, comparable & celle des proté&ines
globulaires.Il y aurait alors une structure compacte, dont
il faudrait démontrer l'existence par des techniques vis-
cosimétriques. En outre, 1l faut tenir compte de la baisse
du degré d'hydratation avec la structuration en hélice a.
Dans le systéme PHPG/eau/dioxanne, INOUE et IZUMI 15 ont

observé par RMN une augmentation de A, aux faibles concen-

3
trations en dioxanne, et un palier ensuite. Il faut noter

que, dans ce systéme, le dioxanne est trés peu adsorbé :
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3 £ 0,05 g/g,soit 0,1 mole/mole. Ceci dénote que les in-
teractions PHPG/dioxanne sont défavorisées au profit des

A

interactions PHPG/eau - d'old l'hydratation préférentielle
observée. Par contre, A3 atteizg 2 moles/mole dans le sys-
téme PHPG/eau/2-chloroéthanol . Il apparait donc que la
PHPG posséde plus d'affinités pour le 2-chloroéthanol que

pour le dioxanne. Dans le cas de la PHEG, A, atteint

0,4 moles/mole : les interactions solvant ngn—polaire/
p@lypeptide sont plus faibles pour le polypeptide plus hy-
drophile. Ceci est confirmé dans le cas des copolyméres
(HEG-co-BGln) : la valeur maximale de A, située a 30 -

40 % de 2-chloroéthanol est d'autant plus importante que le
cbpolymére est plus riche en motifs hydrophobes (BGln)

(fig. III.10) ; on retrouve la les interactions solvant
n@n—polaire,/sites hydrophobe:; du polypeptide dénotées au

§ 11I.6.2. ' ‘

Nous avons tenté de trouver une relation entre les
valeurs expérimentales de A3 et la composition des copnoly-
~ méres, en tracant A3 en fonction du taux de (BGln), pour
les différents mélanges eau/2-chloroéthanol. Les points ex-
périmentaux obtenus sont difficilement exploitables en vue
de 1'établissement d'une relation linéaire. Par contre, la
valeur maximale située a 30 - 40 % de 2-chloroéthanol parait
8tre une fonction linézire du taux d= (BGln) (figure IIT.11).

On aurait alors

exp _ HEG e BGln
A3 s A3 (1-x) + A3 X
Qﬁ A?EG et A?Gln représentent, respectivement, la solva-

tation maximale par le 2-chloroéthanol sur un motif (HEG)
et (BGln) et x la fraction pondérale en motifs (BGln). Gra-
phiquement, on peut alors déterminer A?Gln : A3 v 2 g/g
soit 5 moles/mole. Il y a donc une affinité marquée des
mbtifs (BGln) pour le 2-chloroéthanol. Cette relation in-
dique que les deux motifs des copolyméres agissent indé-
pendamment les uns des autres du point de vue de la solva-

tation maximale. Le fait que l'on ne retrouve pas cet effet



valeur maximale de A3 située & 30 - 40 % de

2-chloroéthanol, en g/g.

FIGURE III.1ll

Variation de la valeur maximale de A3, située & 30/40 % en
vol. de 2-chloroéthanol, en fonction de la composition des

polyméres en motifs (BGln),

calcul N° 1

e e calcul N° 2
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dans tous les domaines de composition du mélange de sol-

vants donne la limite d'une telle interprétation.

Cependant, l'allure de la variation de A3 permet
de retrouver ce gue nous avions observé au § II1.6.2. :
les interactions solvant hydrophobe/polypeptide apparais-
sent étre en relation avec 1l'hydrophobie du polypeptide

mesuré par sa composition en résidus (BGln).

ITI.7. INTERACTIONS POI.YPEPTIDE - MELANGE DE SOLVANT ET
TRANSITION CHAINE-HELICE

La nature et l1l'importance des interactions déter-
minant la stabilité conformationnelle des protéines et des

polypeptides en solution ont été étudiées aussi bien d'un

point de vue expérimental 1,47,70-74

vue théorique 71’/5_78. Ces travaux ont montré gue, dans

que d'un point de

une large mesure, la structure des chaines polypeptidiques
en solution était fonction de la structure du solvant et,

a partir de 13, de la nature des interactions chaine
polypeptidique/solvant. La mise au point de la théorie et
des technigues expérimentales permettant de déterminer la
composition de la couche de solvatation (§ III.2 & III.4)

en termes d'adsorption préférentielle et absolue a permis
d'étudier la dénaturation restructurante des chaines po-
lypeptidiques en relation avec la variation de leurs in-
teractions avec les constituants des mélanges eau/dénaturant

(solvant organique ou détergent) 1’6—10’14_17'26’28’40’45.

VARTATION DE L'ADSORPTION PREFERENTIELLE AVEC LA FRACTION
D'HELICE o ‘

Lorsque l'on trace la variation de 1'adsorption
préférentielle en fonction de la fraction d'hélice (dé-
terminée dans chague mélange de solvant, 3 partir des don-
nées du ch. II), on constate (figure III.12) que 1l'allure
générale des courbes représentatives est sensiblemént

-~

identique 3 celles représentées sur la figuré (ITI.7).
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FIGURE III.12

Variation de 1l'adsorption préférentielle molaire en fonction

de la fraction d'hélice fH dans les mélanges eau/2-chloroéthanol.

(M8mes symboles que pour la figure III.10).
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Pour les copolyméres, les courbes sont déplacées les unes
par rapport aux autres, ce qui traduit le fait que, dans
chagque mélange de solvant, la fraction d'hélice & est plus
importante lorsque le taux de (BGln) est plus grand. Pour
une fraction d'hélice donnée, l'adsorption préférentielle
est d'autant plus importante gque le copolymére est plus ri-

che en résidus (BGln).

Lorsque 1l'on trace :

- la variation de 1l‘'adsorption préférentielle en
fonction du taux en résidus (BGln) pour une fraction d'hé-

lice o donnée

~ la variation de 1l'adsorption préférentielle en
fonction de la fraction d'hélice pour un mélange de solvant

donné,

les courbes représentatives obtenues ne permettent
pas d'établir une relatidn simple entre la composition du
mélange de solvants, la fraction d'hélice o des polypepti-
des, l'adsorption préférentielle et la composition des co-

polyméres.

Par contre, la fraction d'hélice atteinte par les
polypeptides a la valeur maximale positive de l‘'adsorption
préférentielle et au point d'inversion, montre (figure III.13)
une variation croissante avec la teneur en résidus (BGln).
Dans le premier cas, la valeur positive maximale de 1'ad-
sorption préférentielle étant située 3 des concentrations en
2-chloroéthanol voisines, la variation observée traduit plu-
tdt 1'accroissement de la fraction d'hélice due 3 1'effet des

interactions hydrophobes.

En résumé&, l'allure des courbes représentées sur les
figures III.12 et III.13 démontre que l'adsorption préféren-
tielle n'est pas une fonction directe de la conformation de
la macromolécule ; au vu des résultats discutés au § III.6, ‘
il apparait que le facteur déterminant soit la composition duk‘

mélange de solvants (et les propriétés de celui-ci). Rappelonsw



fH correspondgﬁt a la valeur fH au point d'inversion
maximale de (-§) > 0 de 1'adsorption préfé-

oy Ky sl

rentielle.
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%2 motifs BGln

FIGURE III.13

Variation de la fraction d'hélice :
- correspondant 4 la valeur maximale positive de l‘'adsorption
préférentielle ( ~w@—)
- correspondant au point d'inversion de 1l'adsorption

préférentielle ( ——h—— )

en fonction de la teneur en motifs (BGln).
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que, pour la poly(L-Lysine HBr)16, en l'absence de tout
changement conformationnel, ce sont les différences d'af-
finité du polypeptide avec les deux constituants du mé-
lange de solvants qui déterminent la valeur de 1l'adsorption

préférentielle.

VARTATION DE LA SOLVATATION ABSOLUE AVEC LA FRACTION
D'HELICE o

On retrouve, dans la variation de la solvatation
absolue A3 en fonction de la fraction d'hélice—q, (figure
IITI.14), les variations observées au § III1.6.3. , si ce
n'est que les courbes sont déplacées les unes par rapport
aux autres, traduisant les différences de conformation
entre les polypeptides. La valeur de la fraction d'hélice,
fye , 3
ble étre une fonction liqéaire de la composition des copo-

pour laquelle on observe la valeur maximale de A, sem-
lyméres (figure III.15). Ceci traduit l'augmentation de

fH avec l'hydrophobie des polypeptides dans la zone de
concentration en 2-chloroéthanol oil est située la valeur

maximale de A, (figure III.10).

3

En résumé, l'allure de la variation de 1l'adsorp-

tion préférentielle et absolue avec la fraction d'hélice a
montre que la transition conformationnelle et les interac-
tions polypeptide/solvant ne sont pas en relation directe.
Nous avons wvu, au ch. II, comment la transition chaine-
hélice pouvait s'expligquer en relation avec les propriétés
de l'eau et du 2~chloroéthanol. Il s'agit maintenant d'éten-
dre le schéma explicatif donné au ch. II aux variations des

interactions polypeptide/mélange de solvants.

RELATION DE LA TRANSITION CONFORMATIONNELLE INDUITE PAR LA
VARTATION DE LA COMPOSITION DU MELANGE EAU/2-CHLOROETHANOL
AVEC LES INTERACTIONS POLYPEPTIDE/SOLVANTS.

Les premiéres études menées par INOUE et TIMASHEFF

sur les interactions des protéines globulaires avec les mé-

1,6-9,47

langes eau/2-chloroéthanol ont montré qu' une
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FIGURE III.1l4

Variation de la solvatation absolue A. (calcul N° 1) avec la

3
fraction d'hélice o (mémes symboles que pour la figure III.1l0).



fH pour laquelle

A, est maximale

O .

0 5 30 —5

% (BGln) en moles

FIGURE III.15
Variation de la fraction d'hélice fH correspondant 3 la valeur
maximale de la solvatation absolue (située & 30 - 50 % en vol.
de 2-chloroéthanol) en fonction de la teneur en motifs (BGln) ,
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solvatation par le solvant organique accompagnait la dé-
naturation restructurante des protéines (cf. § III.6).
Ils avaient interprété leurs observations de la maniére
suivante : les liaisons peptidiques possédent une plus

grande affinité pour l'eau que pour le solvant organique

~e

cette propriété explique la structuration en hélice des
chaines polypeptidiques lors de l'addition du solvant or-
ganique : les liaisons hydrogéne intrapeptidiques pren-
nent le pas sur les liaisons hydrogéne eau/liaison pep-
tidique x. On observe alors, aux faibles concentrations en
2-chloroéthanol, une solvatation de faible ampleur. Au

fur et a mesure que la protéine se structure, les résidus
d'acides aminés constitutifs de la zone interne hydrophobe
sont progressivement mis en contact avec le mélange de
solvants. Si l'on admet que les résidus hydrophobes ont
une plus grande affinité pour le solvant non-polaire que
pour l'eau, la structuration de la protéine va s'accompa-
gner d'une augmentation des contacts résidus hydrophobes/
solvant non-polaire, d'ol une augmentation trés nette de
la solvatation absolue par le 2-chloroéthanol (de 0,13 g/g
3 1 g/g pour le cas de la B-Lactoglobuline A dans 5 3 40 $%
en 2-chloroéthanol 47). Lorsque la plus grande partie de
cette zone interne de la protéine s'est structurée

(fy 2 0,5), l'étendue des contacts résidus hydrophobes/
solvant non-polaire n'augmente presque plus, et on assiste
da un palier dans la variation de A3 (1,004 g/g 3 1,093 g/g
pour 40 a 80 % en 2-chloroéthanol (voir figure III.16).
Les différences de variation de l'adsorption préférentielle
dans les systémes protéines globulaires/eau/méthoxyéthanol
et eau/éthyléne glycol avaient été interprétées par INOUE
et TIMASHEFF comme provenant de différences d'affinités de
ces solvants pour les chalnes polypeptidiques. Ceci est
confirmé par 1l'étude de la poly(L-Lysine HBr) dans diffé-
rents mélanges de solvants 16 et par 1'étude de la PHPG

dans deux mélanges eau/solvant organique 15'45.

x nous avons discuté ce mécanisme au § 171.3.2.
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FIGURE III.16

Variation de la solvatation absolu=s A.3 et de la fraction

d'hélice fH de la R-Lactoglobuline A en fonction de la

composition du mélange eau/2-chloroéthanol (d'aprés INOUE

et TIMASHEFF 47).
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~

L'addition de 2-chloroéthanol & une solution
aqueuse de PHEG provogque une baisse de l'activité de 1l'eau
et un environnement favorable a la structuration de la
chaine polypeptidique. Il y a alors déficit d'eau dans la
couche de solvatation du polymére; mais 1l'absence de sites
véritablement hydrophobes sur la PHEG empéche une solvata-
tion importante par le solvant organique. Lorsque le po-
lymére se structure, les fortes interactions entre 1l'eau
résiduelle du mélange de solvants et‘la chaine latérale
hydrophile du polypeptide prennent le pas sur les plus
faibles interactions polymére/2-chloroéthanol : A, diminue

3
devant A, et on observe une hydratation préférentielle sur

1
la PHEG. Le fait que l'hydratation préférentielle ne s'ob-
serve qu'a fraction d'hélice > 0,5 peut s'expliquer aussi
par une plus faible affinité pour le 2-chloroéthanol des

résidus sous forme hélicoidale que sous forme désordonnée

~e

au aurait donc, schématiquementjla superposition de plu-

sieurs effets :

- des interactions eau/liaison peptidique qui di-
minuent lors de l'addition de 2-chloroéthanol et par suite

de la structuration de la PHEG ;

- des interactions eau/chaine latérale hydrophile

importantes ;

- des interactions 2-chloroéthanol /PHEG, de fai-
ble ampleur, diminuant lors de la structuration de la
PHEG en hélice o (fH 20,5).

Dans le cas de la PHPG 45, on observe également une
hydratation préférentielle lorsque fH > 0,5. On aurait donc,
lorsque le polypeptide est essentiellement sous forme dé-
sordonnée (fH < 0,5) une solvatation par le 2-chloroéthanol,
qui est plus importante dans le cas de la PHPG, polymére

plus hydrophobe que la PHEG.

Dans le cas de la PHEG et de la PHPG, il y a donc
une variation paralléle de la transition chaine-hélice et

de l'adsorption préférentielle : l'addition de 2-chloroéthanol
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entraine une stabilisation de 1'hélice o , qui est d'autant
plus rapide que le polymé&re est plus hydrophobe. Ce phénoméne
s'accompagne d'une adsorption de 2-chloroéthanol sur le po-
lymére, qui est d'autant plus forte que le polymére est plus
hydrophobe. Cette adsorption de solvant organique diminue
lorsque le polypeptide est essentiellement sous forme hé-

licoidale.

Dans le cas de la PHPG, on n'observe qu'une faible
solvatation par le dioxanne 15 ; corrélativement, il faut
plus de dioxanne pour induire la transition conformationnelle:
40

Ceci confirme l'existence d'une corrélation entre 1'ampleur
p

~

de dioxanne et 25 % de 2-chloroéthanol 3 la demi-transition.

oo

des interactions solvant non-polaire/polypeptide et le pou-

voir hélicogéne du solvant non-polaire.

Dans le cas des copolyméres (HEG-co-BGln), nous ob-
servons également une augmentation des interactions polypep-
tide/2-chloroéthanol lorsque le polypeptide est plus hydro-
phobe ; cependant, elles s'étendent au-deld de fH =0,5,
contrairement au cas de la PHEG et de la PHPG (figure III.12).
Nous avons vu (figure III.8) qu'il existait une relation 1li-
néaire entre la teneur en motifs (BGln) des copolyméres et
la concentration en 2-chloroéthanol 3 laquelle il y a inver-
sion du signe de l'adsorption préférentielle, et (figure III.1ll)
la teneur en (BGln) et la valeur maximale de A3. Les interac-
tions spécifiques du 2-chloroéthanol avec le groupe benzyli-
que du résidu (BGln) pourraient &tre responsables alors du
maintien de l'adsorption préférentielle par le solvant or-
ganique. Dans le cas des copolyméres, le point d'inversion
n'est plus situé 3 la demi-transition, mais varie en sens in-
verse (figure III.17) du sens de variation de la quantité de
2-chloroéthanol requise pour atteindre fH = 0,5. Corrélati-
vement, l'hydratation préférentielle (traduisant une baisse
de A3) a lieu @ des fractions d'hélice d'autant plus impor-
tantes que le copolymére est plus hydrophobe, traduisant
l'influence prépondérante des interactions hydrophobes dues

aux résidus non-polaires sur l'hydrophilie des résidus (HEG).



fH correspondant a la valeur fH correspondant au point

maximale positive de 1l'adsorp- au point d'inversion de
tion préférentielle 1'adsorption préférentielle
1 1

05¢ 05

2 s i M 4
0 20 40

% vol. 2 chloroéthanol &8 la demi-transition

FIGURE III.17

Variation de fH correspondant a la valeur maximale positive
de l'adsorption préférentielle (~~4=-) et au point d'inver-

sion de l'adsorption préférentielle ( —~=@=m).
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Rappelons que les modéles théoriques de l'interac-
tion hydrophobe (cf. annexe du ch. II) font intervenir,
lorsque l'on ajoute un solvant non-polaire, une diminution
des interactions entre chaines latérales non-polaires, qui
deviennent tout aussi favorables que leurs interactions
avec le solvant non-polaire. Ceci pourrait expliquer é&gale-
ment l'adsorption croissante de 2-chloroéthanol aux fai-
bles concentrations en solvant organique ; au vu des résul-
tats consignés sur les fig. III.7, III.10, ITII.12 et
I1I.14, ceci est indépendant de la conformation du poly-
peptide. Le fait que le maximum des interactions 2-chloro-
éthanol/polypeptide soit situé dans une méme zone de com-
position du mélange de solvants, indique que ce maximum
doit étre relié& aux propriétés particuliéres du mélange
eau./2-chioroéthanol. Au-dela du maximum, la structuration
du polymeére entraine une diminution de Ay ot le maximum est
situé preés de fH = 0,5 pour la PHEG. Dans le cas des copo-
lyméres, la présence des.résidus hydrophobes impose un
maintien des interactions avec le solvant organique : le
point d'inversion de l'adsorption préférentielle est recu-
1& vers des % en 2-chloroéthanol et des fH toujours plus

grands.
ITI.8. CONCLUSION

L'étude de la variation de l'adsorption préféren-
tielle et absolue avec la composition du mélange eau/2-
chloroéthanol et avec la composition des copolyméres a clai-
rement montré la dépendance des interactions du solvant
non-polaire avec la teneur en motifs monoméres non-polaires.
Nous avons pu établir que le 2-chloroéthanol interagissait
spécifiguement, et de maniére quantitative, avec les sites

hydrophobes des copolyméres.

Dans le cas de la PHEG et de la PHPG, les interac-
tions polypeptide/2-chloroéthancl diminuent lorsque le po-
lymére devient essentiellement hélicoidal : les résidus

dfacides aminés, sous forme d'hélice o , sont moins solvatés
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que sous forme désordonnée. Le 2-chloroéthanol apparait
donc comme un solvant "inerte" 74 vis—3~vis de 1'hélice a,
Par contre, on observe un maintien des interactions du
2-chloroéthanol avec les résidus (BGln), méme lorsque le
polymére est essentiellement sous forme structurée. IL'ef-
fet stabilisant du 2-chloroéthanol sur la conformation hé-
licoidale se superpose aux effets stabilisants des interac-

tions hydrophobes :

- dans la zone de concentration de 2-chloroéthanol
ol la structuration des polyméres en hé&lice o est la plus
rapide (0 - 40 % en vol.) (fig. II.5 et II.6), l'adsorption
du 2-chloroéthanol croit rapidement et atteint sa valeur
maximale, et ceci quelle que soit la fraction d'hélice du
copolymére dans l'eau pure (fig. III.7, III.10, III.1l2 et
ITI.14) ; l'amplitude de ce phénoméne est fonction de 1'hy-
drophobie du polypeptide.

Ce phénoméne doit &tre relié a une substitution
des interactions hydrophobes entre chaines latérales non-
polaires au profit d'interactions hydrophobes avec le sol-

vant organique.

~ dans la zone de concentration située au-deld, on
observe une baisse des interactions polypeptide/2-chloro-
éthanol, lorsque le polymére est essentiellement sous forme
structurée. Cette diminution est contrebalancée par des
interactions hydrophobes spécifigques entre groupes chimiques

non-polaires.
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Nous nous étions fixé pour objectif dans ce tra-
vail d'étudier la variation des propriétés de copolyméres
d'hydrophobie variable dans des mélanges eau/solvant orga-
nique. Pour ce faire, nous avons synthétisé des copolyméres
comprenant un motif monomére dont le caractére hydrophile
est connu, la NS—(2-hydroxyethyl)—L—glutamine) et un motif
monomére analogue comprenant un groupement phénylique,
dont nous espérions qu'il introduirait un caractére hydro-
phobe marqué. En appliguant la méthode de synthése des
poly(Nﬁ(hydroxyalkyl)—L—glutamine), nous avons pu obtenir
les copolymeéres recherchés, dont nous avons pu déterminer

la composition.

En solution aqueuse et en mélange eau/solvant
organique, nous avons pu relier la structure secondaire
des copolymdres et la transition chaine - hélice induite
par l'addition de solvant organique a la composition des
copolyméres en résidus (NS— benzyl-L~ glutamine). Nous
avons pu ainsi confirmer l'effet stabilisant sur la struc-—
ture ordonnée en hélice o des interactions spécifiques
entre chalines latérales non-polaires : la substitution,
en bout de la chaine latérale, du groupement méthylique
du résidu (HEG) par un groupement benzylique, amenait,
méme en faible proportion, & un accroissement de la frac-—

tion d'hélice.

‘ L'étude de l'adsorption préférentielle et abso-
lue des constituants de mélanges eau/solvant organique
sur les protéines globulaires et les polypeptides de syn-

thése avait amené de nombreuses hypothé&ses, notamment :

- pour une chaine polypeptidique donnée, 1'adsorp-
tion du solvant organique devait dépendre de la nature de
ce solvant, c'est-a-dire de l1'affinité de la chaine pour

ce solvant ;

- dans le cas du 2-chloroéthanol, la variation

de l'adsorption préférentielle et absolue sur les protéines
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avec la composition du mélange eau/2-chloroéthanol et avec
la transition conformationnelle avait été interprétée en
termes d'interactions hydrophobes spécifiques entre ce sol-

vant organique et les résidus d'acides aminés non-polaires.

L'étude des polypeptides de synthése, modéles sim-
"plifiés des protéines, dans les mélanges eau/solvant orga-
nique avait permis de confirmer de maniére qualitative et
quantitative la premiére hypothése (&tude de la PHPG dans
les systémes eau/dioxanne et eau/2-chloroéthanol ; étude

de la poly(L-Lysine HBr) dans différents mélanges eau/
solvant organique). En entreprenant l'étude d'une série

de copolyméres dont on faisait varier le rapport
résidus hydrophobes
résidus hydrophiles’
variation de l'adsorption préférentielle et absolue avec

nous espérions pouvoir observer une

ce rapport. Le choix du 2-chloroéthanol comme solvant or-
ganique nous était dicté pour deux raisons : le 2-chloro-
éthanol était susceptible d'interactions hydrophobes avec
les groupements non-polaires, qui devaient entrainer la
structuration en héliée<des copolyméres ; en outre, les
protéines globulaires et la PHPG avaient &té &tudids en
solution dans les méianges eau/2-chloroéthanol ce qui de-

vait nous permettre de fructueuses comparaisons.

Les résultats gue nous avons obtenus nous ont
permis de mettre en évidence une augmentation de 1'adsorp-
tion par le 2-chloroéthanol sur les copolyméres lorsque
leur caractére hydrophobe était accru. Nous avons pu ainsi
démontrer l'existence d'interactions hydrophobes spécifi-
ques entre le 2-chloroéthanol et les résidus a chaine la-
térale non-polaire. Le résultat majeur de ce travail est
d'avoir pu dégager une dépendance de l'adsorption préfé-
rentielle et absolue du solvant organique avec la compo-
sition des copolyméres d'hydrophobie variable. Bien que
nous n'ayons pas pu interpréter cette dépendance sous la
forme d°une simple additivité des effets provenant des

deux motifs constitutifs des copolyméres, nous avons pu
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caractériser les résidus d'acides aminés hydrophiles (HEG)
et hydrophobes (BGln) par leurs interactions avec l'eau
et le 2-chloroéthanol et leurs capacités 4 stabiliser la

conformation hélicoidale en solution.






