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I N T R O D U C T I O N  





Les protéines et les polypeptides synthétiques 

peuvent adopter des structures organisées, telles que l'hé- 

lice cl 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 l'hélice a 

et une conformation désordonnée qui peut être induite, en 

solution, de plusieurs façons : 

- par une variation de température 
- par un changement de composition du solvant 

- par une variation du degré d'ionisation des 
chaînes latérales, dans le cas des polypeptides 

porteurs de chaînes latérales ionisables. 

Le milieu biologique étant essentiellement aqueux, 

il est intéressant de pouvoir disposer de polypeptides de 

synthèse, modèles simplifiés des protéines, solubles en mi- 

lieu aqueux. Un certain nombre de ces polypeptides sont por- 

teurs de chaînes latérales ionisables (acide polyglutarnique, 

acide polyaspartique, polylysine par exemple), ce qui ne per- 

met pas de s'affranchir de l'influence du dsgré 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 l'une 

ou l'autre conformation. Un moyen de résoudre ce problème 

est de synthétiser un polypeptide à chaîne latérale non po- 

laire,soluble en milieux aqueux ; ce fut résolu par la 

synthèse l r  des POLY ( N ~ -  (HYDROXYALKYL-L-GLUTAMINE) , qui ré- 
pondent à la formule : 



(CH2) 
I 

m = 2 : poly (N5-  (hydroxy e t h y l )  -L-glutamine) 

CO PHEG 
I 

NH m = 3 : poly (N5-  (hydroxy propyl )  -L-glutamine) 

PHPG 
c 

m = 4 : poly (Nd-  (hydroxy b u t y l )  -L-glutamine) 

PHBG 

En s o l u t i o n  aqueuse, on observe une augmentation de  l a  f r a c t i o n  

en h é l i c e  a f  du po lypept ide  dans l e  sens  PHEG<PHPG<PHBG. Cela  

3 t 4  2 l ' e f f e t  s t a b i l i s a n t  d e s  i n t e r a c t i o n s  hy- a é t é  a t t r i b u é  

draphobes, de  p l u s  en p l u s  marqué lo r sque  l e  nombre de  méthylè- 

nes  c r o î t  dans l a  cha ine  l a t é r a l e .  C e t  e f f e t  a  é t é  observé s u r  

d ' a u t r e s  s é r i e s  homologues de  po lypept ides  5-8. Toutes c e s  ob- . 

s e r v a t i o n s  o n t  c o n t r i b u é  confirmer l e  r ô l e  s t a b i l i s a n t  des  

i n t e r a c t i o n s  hydrophobes e n t r e  groupements non p o l a i r e s  9,lO 

s u r  l a  s t r u c t u r e  h é l i c o ï d a l e  des  cha ines  po lypept id iques .  

Il nous a a l o r s  paru  i n t é r e s s a n t  de  s y n t h é t i s e r  d e s  

copolymères formés p a r  l ' a s s o c i a t i o n  en p ropor t ions  v a r i a b l e s  

d ' un  r é s i d u  hydrophi le  e t  d ' un  r é s i d u  hydrophobe, a f i n  d ' é t u -  

d i e r  l ' e f f e t  des  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes s u r  l a  s t a b i l i i g  con- 

fo rma t ionne l l e  des  po lypept ides .  

L a  p l u p a r t  d e s  é tudes  menées à c e  jour s u r  de  te ls  

copolymères c o n s i s t e n t  à i nco rpo re r  un a c i d e  aminé hydrophobe, 

non s o l u b l e  dans  l ' e a u ,  dans  une cha ine  po lypept id ique  s o l u b l e  

dans l ' e a u  1-28, généralement  i o n i s a b l e .  Pour é v i t e r  1 ' i n f l u -  

ence d e s  cha înes  l a t é r a l e s  i on i sab le s ,  de s  p o l y ( ~ 5 - ( h y d r o x y  a l k y l )  

-L- g lutamine)  o n t  é t é  copolymérisés avec d e s  ac iües  m i n é s  
2 9  hyqrophobes t e l s  que l a  pl-hydroxy phenyl azo phénylalanine , 

l ' a l a n i n e  30,  l a  i e u c i n e  33 31'32t l a  phényl-a lanine , l a  

v a l i n e  35 
34 e t  l a  t y r o s i n e  . 



Dans l e  t r a v a i l  p r é sen té  i c i ,  nous avons é t u d i é  

l ' e f f e t  de  l ' i n c o r p o r a t i o n ,  dans une cha îne  po lypept id ique  

c o n s t i t u é e  pa r  l a  PHEG, d ' u n  r é s i d u  d ' a c i d e  aminé hydrophobe 
5 d é r i v é  d e  l a  glutamiiie, l a  N -benzyl-L-glutamine (BGln) : 

Nous avons é t u d i é  é g a l e m q t  les p r o p r i é t é s  de ces copolymères 

en s o l u t i o n  dans des mélanges eau /so lvan t  organique.  Une t r a n -  

s i t i o n  conformat ionne l le  peu t ,  en  e f f e t ,  ê t r e  i n d u i t e  par  une 

v a r i a t i o n  de  l a  composit ion d 'un mélange de deux s o l v a n t s ,  s i  

un d e s  deux s o l v a n t s  f a v o r i s e  l ' h é l i c e  a e t  l ' a u t r e  l a  forme 
5 désordonnée. Dans l e  cas des  poly(N -(hydroxy alky1)-L- 

g lu t amine ) ,  l ' e a u  f a v o r i s e  une s t r u c t u r e  désordonnée 2 ,  a l o r s  
36 que l e s  s o l v a n t s  organiques  (méthanol 2 ,  dioxanne , 

2-chloroethanol  37, i sopropanol  38, dirnéthylf ormamide3') favo- 

r i s e n t  une s t r u c t u r e  h é l i c o ï d a l e .  

Dans de  t e l s  mglanges eau /so lvan t  organique,  on a  

observé une r e l a t i o n  e n t r e  l e  comportement conformationnel  

des p r o t é i n e s  g l o b u l a i r e s  e t  l ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  de  

l ' u n  d e s  composants du mélange de s o l v a n t s  s u r  les cha înes  

p ro t é iques .  L ' i n t e rp rÉ td t io r i  de ce phénomene e s t  rendue d é l i -  

c a t e  p a r  l a  présence  d e s  d i f f é r e n t s  a c i d e s  aminés c o n s t i t u t i f s  

d e  l a  p r o t é i n e  (qu i  ne se comportent pas  de  l a  m ê m e  façon v i s -  

à -v i s  d e s  deux s o l v a n t s )  e t  par  l ' e x i s t e n c e  d 'une  s t r u c t u r e  

g l o b u l a i r e  comprenant une couche e x t é r i e u r e ,  en  c o n t a c t  avec 



l e  so lvan t ,  e t  une couche i n t e r n e ,  q u i  n ' e s t  mise au con- 

t a c t  des  s o l v a n t s  que l o r s  de  l a  d é n a t u r a t i o n  de  l a  s t r u c -  

t ude  g l o b u l a i r e  n a t i v e  p a r  l e  s o l v a n t  organique.  La couche 

po lypept id ique  m i s e  en  c o n t a c t  avec l e  mélange de s o l v a n t s  

évolue a l o r s ,  a u s s i  b i en  par  l e  nombre d ' a c i d e s  aminés dé- 

couver t s  que pa r  l e u r  n a t u r e  ( l a  zone i n t e r n e  es t  net tement  

p l u s  hydrophobe que l a  couche e x t e r n e ) .  Les é tudes  en mé- 

lange  de s o l v a n t s  de  po lypept ides  de  synthèse,comme modèles 

s i m p l i f i é s  des  p r o t é i n e s ,  s o n t  peu nombreuses e t  l i m i t é e s  

aux homopolypep t i d e s  36,37,40-44 . En ce  q u i  concerne les 

polypept ides ,  n o t r e  é tude  s e r a  l a  première  à t e n t e r  de 

r e l i e r  l a  v a r i a t i o n  de l a  composit ion d ' un  copolymère à l a  

v a r i a t i o n  de  l ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  dans un mélange 

eau /so lvan t  organique.  Nous nous sommes l i m i t é s  au mélange 

eau/2-chloroethanol ,  q u i  a  é t é  u t i l i s é  dans  l e  c a s  des  

p r o t é i n e s  g l o b u l a i r e s  43-44 e t  de l a  PHPG 37, c e  q u i  de- 

u r a i t  permet t re  d ' i n t é r e s s a n t e s  comparaisons, a u s s i  b i e n  

du po in t  de  vue de  l ' e f  £ e t  de  l ' hydrophobie  que de l ' e f -  

ee t  de l a  t r a n s i t i o n  cha îne  - h é l i c e .  
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C H A P I T R E  1 

SYNTHESE ET CARACTERISATION 

DE LA POLY (N>- (2-HYDROXYETHYL) -L-GLUTAMINE) ET DES COPOLYMERES 





1.1. INTRODUCTION 

Les ( N ~ -  (hydroxyalkyl) -L-glutamine ) sont ob- 

tenues par aminolyse 1f d'un échantillon de poly (L-glutamate 

de y benzyle) (PLGB) par l'amino-alcool adéquat : 

amino-alcool NH 
I benzylique 

Poly ( N ~ -  (hydroxyalkyl) - 
PLGB -L-glutamine) 

3 C'est ainsi qu'est synthétisée la poly(<N -(2-hydroxyethy1)-L- 

glutamine) (PHEG). Nous avons tenté d'appliquer cette réaction 
5 à la synthèse de la poly(N -benzyl-L-glutamine) (PBGln), afin 

de réaliser des copolymères par deux aminolyses partielles suc- 

cessives, mais sans succès, quelle que soit la température ou 

le solvant utilisé (dioxanne, diméthylesulfoxide, pyridine, 

diméthylformamide, N-méthylacétamide, .....). 

Les résultats obtenus moqtraient que la désestérifi- 

cation n'était pas complète. Pour pallier cet inconvénient, 

nous avons effectué l'aminolyse du PLGB par un mélange 

benzylamine/éthanol-amine, afin que l'éthanolamine puisse réa- 

gir avec les groupements ester benzylique qui n'auraient pas 

été attaqués par la benzylamine. En travaillant dans des condi- 

tions telles que l'aminolyse du PLGB par l'éthanolamine seule 

soit complèteI il a été possible de synthétiser les copolymères 

recherchés. 



1.2. SYNTHESE DE LA PHEG ET DES COPOLYMERES (HEG-CO-BGln) 

1.2.1. Syn thèse  du Poly  (L-glutamate de  y benzy le )  

L e  poly(L-glutamate  de y benzyle)(PLGB) a é té  syn- 

t h é t i s é  p a r  po lymér i s a t i on  du N-carboxy-anhydride d e  g l u t a -  
3 m a t e  de  benzy l e ,  s e l o n  l a  méthode de.BLOUT e t  KARLSON , Sa 

masse m o l é c u l a i r e  moyenne e n  p o i d s  a é t é  éva luée  p a r  mesure 

d e  l a  v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  à 2 5 O ~  dans  l e  diméthylformamide4 : 

1.2.2. Syn thèse  de l a  PHEG 

La t r a n s f o r m a t i o n  du PLG3 s ' e f f e c t u e  d a n s  le  d i o -  

xqnne à 60°c ,  e n  d ' u n  e x c è s  d ' é thano lamine ,  ce q u i  

a pour e f f e t  d e  s o l u b i l i s e r  l a  PHEG formée, i n s o l u b l e  dans  

l e  dioxanne m ê m e  à cet te  températuye .  Au c o u r s  d e  l ' a m i n o l y s e  

d e s  esters benzy l i ques  p a r  des amino-a lcoo l s  d e  f a i b l e  masse, 

on obse rve  souven t  une r é a c t i o n  d e  c y c l i s a t i o n  de l a  c h a î n e  

l a t é r a l e  1r2,5. ~e c y c l e  o x a z o l i n e  : 

a i n s i  formé es t  une  ba se  f a i b l e ,  d e  pK appa ren t  é g a l  à 6,5  1,2 
2 

Le mode o p é r a t o i r e  que nous avons c h o i s i  a permis  d e  mini -  

m i s e r  ce t te  c y c l i s a t i o n .  

L 'aminolyse  s ' e f f e c t u e  comme s u i t  : 

- L ' é c h a n t i l l o n  d e  PLGB es t  l y o p h i l i s é  à p a r t i r  d ' une  

s o l u t i o n  d a n s  le dioxanne(1  g/100 m l ) .  L 'éthanol-amine es t  sé -  

ch.ée s u r  oxyde d e  Baryum, p u i s  d i s t i l l é e  à p r e s s i o n  r é d u i t e .  



- L ' é c h a n t i l l o n  d e  PLGB l y o p h i l i s é  es t  d i s s o u s  

d a n s  l e  d i s x a n n e  ( 4  ml/g d e  PLGB), d a n s  un r é a c t e u r  t h e r -  

m o s t a t é  à 6 O o C ,  surmonté d ' u n  r é f r i g é r a n t  e t  d ' u n  p i s g e  

à c h l o r u r e  d e  ca lc ium.  On i n t r o d u i t  e n s u i t e  L"éthano1amine 

( 6  ml/g d e  PLGB,soit  v i n g t  f o i s  l a  q u a n t i t é  s t o e c h i o n ~ é t r i q u e )  

On m a i n t i e n t  une a g i t a t i o n  modérée du m i l i e u  r é a c t i o n n e l  t o u t  

au  long de l ' a m i n o l y s e .  La d u r é e  de l ' a m i n o l y s e  e s t  d e  72 heu- 

ses, On l a  p o u r s u i t  q u e l q u e s  h e u r e s  s i  on o b s e r v e  une g é l i f i -  

c a t i o n  du m i l i e u  r é a c t i o n n e l  (due aux r é a c t i o n s  d e  c y c l i s a -  

t i o n ) .  Le mélange es t  a l o r s  d i l u é  d a n s  un minimum d ' e a u ,  p u i s  

d i a l y s é  c o n t r e  un mélange eau/méthanol  (1/1). I l  es t  e n s u i t e  

d i a l y s é  exhaus t ivement  c o n t r e  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l y o p h i -  

l i s é .  Rendement e n  p o i d s  : 80 % . 

1 . 2 . 3 ,  S y n t h è s e  d e s  copolymères 

A f i n  d ' o b t e n i r  une d é s e s t é r i f i c a t i o n  complè te  d u  

PLGB, on e f f e c t u e  l ' a m i n o l y s e  d a n s  les m ê m e s  c o n d i t i o n s  que  

celles n é c e s s a i r e s  à l a  s y n t h è s e  d e  l a  PHEG. L e  mélange rsac- 

t i o n n e l  est  c o n s t i t u é  p a r  un mélange éthanolamine/benzylami.ne. 

Un é t a l o n n a g e  p r é a l a b l e  es t  n é c e s s a i r e  pour d é t e r m i n e r  l a  cor-  
5 

respondance  e n t r e  l a  f r a c t i o n  m o l a i r e  d e s  r é s i d u s  N -benzyi -  

L-glutarlline d a n s  les  copolymères e t  l a  f r a c t i o n  m o l a i r e  d e  13  

benzylamine dans  l e  mélange r é a c t i o n n e l ,  

L e s  rendements  d e  l ' a m i n o l y s e  s o n t  d e  l ' o r d r e  d e  

90 % e n  p o i d s  ( v o i r  Tab leau  1.1) . 

1.3 .  CARACTERISATION DE LA PHEG ET DES COPOLYMEREÇ 

POLY (HEG-CO-BGln) . 
Au c o u r s  d e s  r é a c t i o n s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  d e s  2oiy-- 

m è r e s ,  on o b s e r v e  p a r f o i s  d e s  t a u x  d e  c o n v e r s i o n  l i m i t é s  du 

f a i t  d e  l a  n a t u r e  macromolécu la i re  d e s  composés e t  d e  l ' i n t e r -  

v e n t i o n  d e s  g r o u p e s  f o n c t i o n n e l s  p o r t é s  p a r  l a  c h a î n e  p o l p é -  

r i q u e .  Lorsque l a  n a t u r e  d e  l a  r é a c t i o n  chimique permet  un 



TABLEAU 1.1 



t aux  de  convers ion  é g a l  à l ' u n i t é ,  ii y a l i e u  de  s e  p l a c e r  

dans l e s  c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  app rop r i ée s  e t  de s ' a s s u r e r  

e n s u i t e  de  la  p u r e t é  du polymère obtenu. A ins i ,  l a  c a r a c t é -  

r i s a t i o n  d e s  po lypept ides  s y n t h é t i s é s  dans  c e  t r a v a i l  com- 

p o r t e  deux axes  : 

1 - I l  f a u t  s ' a s s u r e r  que l ' amino lyse  du PLGB a 

é t é  t o t a l e  ; il f a u t  s ' a s s u r e r  eii o u t r e  de l ' a b s e n c e  de  

groupements i o n i s a b l e s  provenant de l a  c y c l i s a t i o n  de  l a  

chaîne l a t é r a l e ,  d 'une  coupure au  n iveau  du y -carbonyle ,  ou 

d 'un branchement de  l ' é t h a n o l  amine p a r '  l e  groupement 

hydroxyle. 

2 - I l  f a u t  déterminer  1.a composit ion des  polymeres 
5 5 en r é s i d u s  (N - (2-hydroxyethyl) L-glutamine) e t  (N -benzyl-L- 

g lu tamine) .  

1-3 .1 .  C a r a c t é r i s a t i o n  par  spec t roscop ie  U.V. 

1 . 3 . 1 . 1 .  CanactEniaaXion de La P H E G  

S i  l ' amino lyse  a é t é  complète, l a  PHEG d o i t  ê t r e  

exempte de  groupements e s t e r  benzyl ique ,qu i  absorbznt  e n t r e  

270 e t  250 nm. Le s p e c t r e  U.V. de l a  PHEG, e n t r e  270 e t  250 m, 

ne d o i t  donc y p r é s e n t e r  aucun épaulement On v é r i f i e  a l o r s ,  

s u r  une s o l u t i o n  aqueuse de  PHEG (5 <Cc 1 0  g / l . ) ,  que l e  spec- 

t r e  U.V. ne p r é s e n t e  aucun épaulement dans  c e t t e  rég ion .  Sa- 

chant  que l a  g lu tamate  de  benzyle e s t  c a r a c t é r i s é  par  un coef-  
-1 £ i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  mola i r e  E~~~ = 200 ~ . r n o l e - l  an , on 

peu t  d é t e c t e r  jusqu 'à  0 ,1  % de  m o t i f s  L-glutamate de  benzyle  

r é s i d u e l s .  La p r é c i s i o n  de  l a  spec t roscop ie  U.V. nous permet 

d e  c o n t r ô l e r  les é c h a n t i l l o n s  de  PHEG. 

1 . 3 . 1 . 2 .  CanacXékiaa;tion dea copo&ym~neh 

L a  benzylamine, en s o l u t i o n  aqueuse, p r e s e n t e  un 

s p e c t r e  d k b s o r p t i o n  U.V. c a r a c t é r i s é  p a r  une l a r g e  bande cen- 

t r é e  s u r  200 nrn, ( f i g u r e  1.1) p r é s e n t a n t  d e s  épaulements à 



N ' a y a n t  pu s y n t h é t i s e r  l a  p o l y  ( ~ ~ - b e n z ~ l - ~ - g l u t a m i n e )  , nous 

a s s i m i l e r o n s  l e s  c o e f f i c i e n t s  d % x t i n c t i o n  m o l a i r e  d e s  r é -  

s i d u s  (BGln) à ceux d e  l a  benzylamine e n  s o l u t i o n  aqueuse.  

L e s  copolyrnères,  e n  s o l u t i o n  aqueuse,  p r é s e n t e n t  b i e n  les 

bandes c a r a c t é r i s t i q u e s  du chromophore b e n z y l i q u e  ( f i g u r e  1.1). 

O n  p e u t  a l o r s  d é t e r m i n e r  l a  compos i t ion  d e s  copolymères en  

r é s i d u s  (BGln) p a r  mesure  d e  l ' a b s o r b a n c e  U.V. à 270, 265, 260 

e t  255 nm. En e f f e t ,  s i  E~ e t  c2 r e p r é s e n t e n t ,  r e s p e c t i v e m e n t ,  

les  c o e f f i c i e n t s  d ' e x t i n c t i o n  m o l a i r e  d e s  r é s i d u s  (HEG) e t  

(BGln),  on a  l a  r e l a t i o n  : 

où Cl  e t  C2 r e p r é s e n t e n t ,  r e s p e c t i v e m e n t ,  les c o n c e n t r a t i o n s  

e n  g/l, d e s  r é s i d u s  (HEG) et(l3Gln) e t  1 l a  longueur  du t r a j e t  

o p t i q u e  e n  c m .  

S i  on a p p e l l e  M l a  masse a p p a r e n t e  d ' u n  mot i f  mo- 
aPP 

nomère, s a c h a n t  que  les  masses m o l é c u l a i r e s  d e s  r é s i d u s  (HEG) 

e t  (BGln) s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  é g a l e s  à 172 e t  218, on a  l a  re- 

l a t i o n  : 

où x  r e p r é s e n t e  l a  f r a c t i o n  m o l a i r e  e n  r é s i d u s  (BGln) dans  l e  

c o p o l p è r e .  

Dans ces c o n d i t i o n s ,  s i  C r e p r é s e n t e  l a  c o n c e n t r a t i o n  

e n  g / l  du  copolymère, on o b t i e n t  : 





-1 -1 
e s t  de l ' o r d r e  de  0,05 1.mole .cm . 

Le t ab l eau  1.1 p r é s e n t e  les v a l e u r s  de x  a i n s i  dé-, 

terminées ,  a i n s i  que l a  d é s i g n a t i o n  des  copolymères s u i v a n t  

l e u r  t eneu r  en r é s i d u s  (BGln) . 

REMARQUES 

- Nous nous sommes l i m i t é s  à un t aux  en  (BGln) de 

15 %. En e f f e t ,  au d e l à ,  l e  copolymère n ' e s t  p l u s  s o l u b l e  

dans  l ' e a u ,  Lors des  é tudes  p r é l i m i n a i r e s  que nous avons e f -  

f ec tuées ,  nous avons observé que l ' i n t r o d u c t i o n  d 'une  f a i b l e  

q u a n t i t é  de r é s i d u s  (BGln) amenait  à une v a r i a t i o n  marquée de  

13 conformation du po lypept ide  ; c e l a  j u s t i f i e  le  choix de  l a  

gamme de composit ion des  copolymères. 

- S t a t i s t i c i t é d e s  co~oly-rnères .Nous n 'avons pas pu vé- 

r i f i e r  s i  les r é s i d u s  (BGln) é t a i e n t  d i s t r i b u é s  s t a t i s t i q u e m e n t  

s u r  l a  cha îne  polypept idique.  Le f a i t  que l a  benzylamine ne per-  

m e t t e  pas une aminolyse complète du PLGB ind ique  q u ' à  p a r t i r  

d ' u n  c e r t a i n  taux de s u b s t i t u t i o n ,  l a  r é a c t i o n  n ' e s t  p l u s  pos- 

s i b l e ,  peu t - ê t r e  pour des r a i s o n s  d'encombrement s t é r i q u e .  On 

p e u t  en conc lure  que l a  fo rmat ion  de longues séquences de  ré- 

s i d u s  (BGln) s u r  l a  cha îne  po lypept id ique  e s t  dé favor i s ée .  I l  

se peut  a u s s i  que l e  c a r a c t è r e  de p l u s  en p l u s  hydrophobe du 

po lypept ide  r e j e t t e  à l ' e x t é r i e u r  l ' aminoa lcool  e t  dé favor i s e  

l a  r é a c t i o n .  Ceci p e u t  c o n s t i t u e r  une i n d i c a t i o n  - e t  non une 

preuve - que  l a  d i s t r i b u t i o n  des  r é s i d u s  (BGln) es t  à peu 

p r è s  s t a t i s t i q u e .  I l  f a u t  mentionner à ce  s u j e t  l e s  t ravaux 
6 de  KONISHI e t  HATANO q u i  o n t  montré que, dans des  copolymè- 

res !poly(y-méthyl-D-glutamate-CO-y benzyl-D-glutamate), l e s  

r é s i d u s  (y-benzyl-D-glutamate) i n t e r a g i s s a i e n t  d e  manière r é -  

p u l s i v e  les uns avec l e s  a u t r e s  au cours  de l a  r é a c t i o n  de 



t r a n s e s t é r i f i c a t i o n  du poly(y-méthyl-D-glutamate) p a r  l ' a l -  

c o o l  b e n z y l i q u e .  Bien  que l ' o n  ne  p u i s s e  p a s  e x t r a p o l e r  ces 

r é s u l t a t s  a u  c a s  d e  l a  benzylamine ,  c e s  o b s e r v a t i o n s  f o u r n i s -  

s e n t  une i n d i c a t i o n  s u p p l é m e n t a i r e  p e r m e t t a n t  d ' e n v i s a g e r  , a  

f o r m a t i o n  d e  séqüerice:~ ( R G l n )  c o m s  peu p robûb le .  

- Le s p e c t r e  U.V. du groupe ester b e n z y l i q u e  se 

superpose  à c e l u i  du groupe N-benzylanide d e  l a  c h a î n e  l a -  

t é r a l e .  I l  n ' e s t  p a s  p o s s i b l e  a l o r s ,  p a r  s e p c t r o s c o p i e  U.V., 

de v é r i f i e r  l ' a b s e n c e  d e  r é s i d u s  L-glutamate d e  b e n z y l e .  Néan- 

m ~ i n s ,  l ' a m i n o l y s e  é t a n t  e f f e c t u é e  dans  les  m ê m e s  c o n d i t i o n s  

que c e l l e s  a b o u t i s s a n t  à l a  f o r m a t i o n  d e  l a  PHEG, les groupes  

ester b e n z y l i q u e  non a t t a q u é s  p a r  l a  benzylamine s e r o n t  subs-  

t i t u é s  p a r  l ' é t h a n o l - a m i n e  p r é s e n t e  e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  

( v i n g t  f o i s  l a  q u a n t i t é  s t o e c h i o m é t r i q u e )  dans  l e  m i l i e u  

r é a c t i o n n e l .  L 'é thanol- -amine  p e r m e t t a n t  une d é s e s t é r i f i c a t i o n  

complè te  du  PLGB, il n ' y  a  aucune r a i s o n  que  l e  t a u x  e n  mo- 

t i f s  L-glutamate d e  benzy-le r é s i d u e l s  s o i t  p l u s  i m p o r t a n t  dans  

l e  c a s  d e s  copolymères que dans  l e  c a s  d e  l a  PHEG (où il est  

i n f é r i e u r  à 0 , l  % ) .  

1 . 3 . 2 .  C a r a c t é r i s a t i o n  p a r  a n a l y s e  é l é m e n t a i r e  

On c o n s t a t e  un bon a c c o r d  e n t r e  les v a l e u r s  c a l c u l é e s  

e t  les  v a l e u r s  e x p é r i m e n t a l e s  * d e  l a  t e n e u r  e n  é l é m e n t s  C ,  H ,  

N e t  O,  s i  on t i e n t  compte, comme c e l a  a é t é  o b s e r v é  d a n s  l e  

cas d e  l a  p o l y  (PJ5- (3-hydroxy p r o p y l )  -L-glutamine) 2 f  7, d ' u n e  

demi-molécule d ' e a u  d e  c o n s t i t u t i o n  ( t a b l e a u x  1.2 à 1.6)  . 

1.3.3. C a r a c t é r i s a t i o n  p a r  dosage  d e s  groupements  hydroxy le  

p o r t é s  p a r  l a  c h a î n e  l a t é r a l e .  

Le dosage  d e s  f o n c t i o n s  hydroxy le  (-CH O H )  p o r t é e s  2  
p a r  l a  c h a î n e  l a t é r a l e  d e s  m o t i f s  monomères (HEG) s ' e f f e c t u e  

p a r  a c é t h y l a t i o n  p a r  l ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  en  p r é s e n c e  d e  

p y r i d i n e  *. L e s  r é s u l t a t s  s o n t  expr imés  e n  pourcen tage  e n  p o i d s  : 

x J e  h e m e h c i e  M .  CALIME q u i  s  ' e s $  changé  des mesunes d'analyse 
E l é m e n t a i h e  e t  d e  d o s a g e  dea h y d h ~ ~ y l ~ h  a u  C e n t n e  d e  Rechen- 
chea au& Lea  M a c h o m o l Q c u l e a  d e  SXhaa boung . 



TABLEAU 1.2. A n a l y s e  élémentaire de l a  PHEG 

% 

EXPERIMENTAL 

- 

4 7 , 5 8  

7 , 2 3  

1 5 , 3 8  

2 9 , 7 9  l 

LEMENT ' 

C 

H 

N 

O 

TABLEAU 1.3. A n a l y s e  é l é m e n t a i r e  du c o p o l y m è r e  B G l n 4  

% ca lcu lé  pour 

1 
(C7H12N203 1 2 H2'In 

- 

4 6 , 4 1  

7 , 1 8  

1 5 / 4 7  

3 0 ; 0 9  

% 

EXPERIMENTAL 

4 8 , 2 0  

7 , 2 8  

1 6 , 1 2  

2 8 , 3 9  

ELEMENT 

C 

H 

N 

O 

% calculé pour 

( C H  N O )  (C H N O )  H  O] 
[ 7 1 2 2 3 0 , 9 6  1 2  1 4 2 2 0 , 0 4 3  2  n 

4 7 ,  2 5  

7 , 1 5  

1 5 , 3 1  

3 0 , 2 8  



EXPERIMENT .1 
ELEMENT 

TABLEAU 1.4. Analyse élémentaire du copolymère BGln 7 

% calculé pour 

(C  H N O )  ' H  03 
~ ~ 7 ~ 1 2 ~ 2 ~ 3 ~ 0 ~ 9 3  1 2  14 2  2  0 , 0 7  2  2  n 

% calculé pour - 

ELEMENT 
( C H  N O )  (C  H N O )  ' H O  [ 7 12 2 3 O,? 1 2  1 4  2  2 0 , l  2 2 1 n  

TABLEAU 1.5. Analyse élémentaire du copolymère BGln 
1 O 



TABLEAU 1 . 6 .  A n a l y s e  é l é m e n t a i r e  du c o p o l y m è r e  BGln15 

9 

EXPERIMENTAI, 

5 1 , 8 3  

7 .31  

14 .96  

2 5 , 8 9  

ELEMENT 

C 

H 

N 

O 

% ca lcu lé  pour 

( C H  N O )  (C H N O )  
1 

1 1 7  1 2  2  3 0 . 8 5  1 2  1 4  2 2 0 , 1 5 2 ~ 2 g n  

4 9 . 4 9  

7 . 0 8  

1 4 . 9 0  

2 8 . 5 2  



% e n  po id s  d ' hyd roxy l e  t h é o r i q u e  = (1-x) . 
l7 100 

M 
aPP 

où x  r e p r é s e n t e  l a  f r a c t i o n  m o l a i r e  en  r é s i d u s  (3Gln) d e s  co- 

polymères e t  M l a  masse m o l é c u l a i r e  appa ren t e  d ' u n  mot i f  
aPP 

monomère. L e s  r é s u l t a t s  expér imentaux obtenus  ( t a b l e a u  1 . 7 )  

mont ren t  un bon accord  avec  l es  v a l e u r s  c a l c u l é e s ,  s i  l ' o n  

t i e n t  compte du f a i t  que les polymeres é t a n t  i n s o l u b l e s  dans 

l e  mélange py r id ine / anhyd r ide  a c é t i q u e ,  l ' acé ty la t ion  de s  

f o n c t i o n s  a l c o o l  p r i m a i r e  n ' a  p e u t - ê t r e  pa s  é t é  complète.  

1 . 3 . 4 .  C a r a c t é r i s a t i o n  p a r  dosage  conduc t imét r ique  

On v é r i f i e  p a r  un dosage conduc t imét r ique  que  les 

polymères ne  p r é s e n t e n t  aucun groupement i o n i s a b l e  te ls  que 

- COOH, - NH ou l e  c y c l e  o x a z o l i n e  obse rvé  p a r  LOTAN e t  ses 
2 

CG 11. : une s o l u t i o n  aqueuse de PHEG ou de copolymères 

(HEG-CO-BGln) es t  t i t r é e  p a r  une s o l u t i o n  d i l u é e  d '  a c i d e  

ch lo rhyd r ique  ou d e  soude. L e s  r é s u l t a t s  expérimentaux obte-  

nus mont ren t  que  l e  t aux  e n  groupements i o n i s a b l e s  r é s i d u e l s  

es t  i n f é r i e u r  à 0,5 % en  moles. 

1.3.5. Dé te rmina t ion  d e  l a  p u r e t é  o p t i q u e  

Af in  de v é r i f i e r  s i  l ' amino ly se  n ' a  provoqué aucune 

r a c é m i s a t i o n  d e s  r é s i d u s  d ' a c i d e  aminé, nous avons hydro lysé  

les  polymères p a r  HC1  6 N à 105 OC pendant  2 4  h e u r e s  e t  compa- 

ré  l e  pouvoi r  r o t a t o i r e  à 546 nrn des h y d r o l y s a t s  à c e l u i  d ' un  

é c h a n t i l l o n  d ' a c i d e  L-glutamique soumis aux m ê m e s  c o n d i t i o n s .  

L ' é c a r t  maximum observé ,  p a r  r a p p o r t  au témoin a c i d e  L- 

g lu tamique ,  correspond à 1,9 % d e  l a  v a l e u r  du pouvoi r  r o t a -  

t o i r e  du témoin. L e  t a u x  d e  r a c é m i s a t i o n  n ' a  donc p a s  dépas sé  

1 %. 

1.3.6. Mesure de l a  masse m o l é c u l a i r e  movenne 

L e s  masses m o l é c u l a i r e s  moyennes e n  p o i d s  o n t  é t é  

dé t e rminées  p a r  l a  t e chn ique  de  l ' é q u i l i b r e  de séd imenta t ion .  



TABLEAU 1.7. Dosage des groupements hydroxyle (OH) de la 

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

POLYMERE 

PHEG 

COPOLYMERE 

BGln4 

COPOLYMERE 

BGln7 

COPOLYMERE 

BGln10 

COPOLYMERE 

BGln15 

-- -- -- 

% en poids d'hydrolyle (OH) 

théorique expérimental 

l 
I 
1 

914 819 

j 
i 
I 
l 

819 

816 

717 

8,1 

8 r 6 

711 



La masse mo lécu la i r e  de  l ' é c h a n t i l l o n  e s t  donnée p a r  l a  r e -  

l a t i o n  : 

2 l og  -- - 
MW = 

- 
oil : MW r e p r é s e n t e  l a  masse mo lécu la i r e  moyenne en poids  

P r e p r é s e n t e  l a  d e n s i t é  de l a  s o l u t i o n  - 
v r e p r é s e n t e  l e  volume s p é c i f i q u e  p a r t i e l  du s o l u t é  

R r e p r é s e n t e  l a  cons t an t e  des  gaz p a r f a i t s  

T r e p r é s e n t e  l a  température  absolue 

w r e p r é s e n t e  l a  v i t e s s e  a n g u l a i r e  d e  r o t a t i o n  

Cl e t  C2 r e p r é s e n t e n t  l a  concen t r a t i on  du s o l u t é  aux 

d i s t a n c e s  r e t  r2 de l ' a x e  de  r o t a t i o n ,  respec- 
1 

t ivement  . 
Les volumes s p é c i f i q u e s  p a r t i e l s  des  s o l u t é s  o n t  é t é  détermi- 

nés  à p a r t i r  des  mesures d e s  incréments de  d e n s i t é  en  s o l u t i o n  

aqueuse ( v o i r  ch. I I I ) .  Les r é s u l t a t s  ob tenus  * s o n t  cons i -  

gnés  dans  l e  t a b l e a u  (1.8)  e t  montrent  que l 'a rninolyse  a  pro- 

voqué une dégrada t ion  du polymère : l e  degré  de  polymérisa- 

t i o n  moyen en po ids  d e s  polymères obtenus  es t  de  l ' o r d r e  de 

30 à 4 0  % de c e l u i  du PLGB i n i t i a l  ( t a b l e a u  1 .8)  . 
On observe une dégrada t ion  d '  a u t a n t  p lu s  importante  

que l e  t aux  en BGln e s t  grand.  I l  a p p a r a î t  donc que l a  benzyl- 

amine, p r é s e n t e  en p ropor t ions  c r o i s s a n t e s  dans l e  m i l i e u  

r é a c t i o n n e l  l o r s  de  l ' amino lyse  des  copolyrnères BGln à 
4 

BGln15, provoque d e s  coupures p l u s  impor tan tes  que l ' é t h a c o l -  

amine s u r  l a  cha îne  polypept idique.  

1 . 4 .  CONCLUSION 

Nous nous é t i o n s  fixé pour b u t  de  s y n t h é t i s e r  des  

copolymères non- ion isab les ,  s o l u b l e s  dans l ' e a u ,  d é r i v é s  de . 

a Je  nemencie Mme Myniarn C O N Z E Z  qui a bien voulu ed6ecXueh lea 
me6 ukea dlulXha- cenkhidugakion au LabohaXoihe de chimie Bio- 
logique de L'UnbvehhiXé dea Sciencea e t  Techniques de Lille. 



TABLEAU 1.8. Masse m o l é c u l a i r e  moyenne  en  poids  d é t e r m i n é e  

par é q u i l i b r e  de s é d i m e n t a t i o n  de l a  PHEG 

e t  des c o p o l y m è r e s  (HEG-CO-BGln) 

* d é t e r m i n é  à p a r t i r  de l a  m e s u r e  des i n c r é m e n t s  de 

COEOLY 

BGlnlS 

0 , 7 3 9  

8 t 2 

d e n s i t é  (5 III. 6 .1 . )  

COPOLY 

BGln10 

-- MW 
*M D P ~  app = -- M avec M 

a P P  
= ( l - ~ ) % ~ ~  + X MBGln 

(<*\ aPP 
tj !,i :: voi r  T a b l e a u  111.1 

COPOLY 

BGln7  

\ : I L : ;  <j 

- 
r t f  DPw du PLGB = 1 4 6 0  

COPOLY 

BGln4  POLYMERE 

v o l u m e  s p é c i -  

5 4 6  

3 1  % 

PHEG 

- 
DPw aPP "* 

- %f f 

DP, aPP  
x loo  

Ijp, PLGB 

+ 

5 2 6  

36 % 

0 , 7 2 7  

9 1 5  

6 0 0  

4 1  % 

f i q u e  pa r t i e l  

d a n s  l ' e a u  P 

e n  m l / g  

- 
MW 10-4 

d é t e r m i n é e  par 

é q u i l i b r e  de 

s é d i m e n t a t i o n  

1 
0 , 7 2 7  

9  t 2 

0 , 7 2 2  

1 O f 3  

0 , 7 2 9  

8 1 3 

l 

4 7 0  1 418  

3 2  % 3 1  % 



l a  L-glutamine e t  don t  on pouva i t  f a i re  v a r i e r  l e  c a r a c t è r e  

hydrophobe en c o n t r ô l a n t  l e  taux en m o t i f s  monomères à cha îne  

l a t é r a l e  non-polaire.  L'aminolyse couplée  du PLGB p a r  un mg- 

l ange  éthanolarnine/benzylamine nous a permis ,  en  nous p l a ç a n t  

dans l e s  cond i t i ons  adéquates ,  de p r é p a r e r  une s é r i e  de copo- 

lymères dont  nous avons pu tester l a  p u r e t é  e t  dé te rminer  l a  

composition. 
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C H A P I T R E  I I  

ETUDE DE LA TRANSITION HELICE - CHAINE 





II. 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 même manière. Il y a alors appari- 

tion du phénomène de dichroïsme circulaire. C'est le cas des 

solutions de polypeptides, qui possèdent un carbone assymé- 

trique sur la chaîne principale. Le dichroïsme circulaire est 

exprimé par l'ellipticité molaire [O]  à la longueur d'onde X 
A par la relation : 

où KG et KD désignent les indices d'absorption des lumières 

polarisées gauche et droite, M la masse molaire d'un résidu, 
O 

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 - A ) à la sortie D 
de l'échantillon pour les composantes polarisées gauche et 

droite. Dans ces conditions : 

où S désigne la sensibilité de detection. 

si ~?i désigne la différence (AG - A ) mesurée pour la solution, D 
diminuée de la valeur de (AG - AD) du solvant, on a alors : 

2 [el est exprimée en degré. cm /décimole. 



L e  chromophore pep t id ique  ( -  C - NH - )  p r é s e n t e  deux bandes 
I I  

d ' absorp t ion  : O 

- l a  bande n  + II* s i t u é e  à 2 2 0  nm 

- l a  bande Il + II* s i t u é e  à 190 nm 

Dans l e  c a s  où l e  po lypep t ide  adopte l a  conformation en  hé- 

l ice  a , l a  bande Il + Ilf se dédouble en  deux bandes s i t u é e s  

à 190 e t  209 nm. 

L e s  bandes c a r a c t é r i s t i q u e s  des  d i f f é r e n t e s  confor-  

mations p r i s e s  par  l e s  po lypept ides  en s o l u t i o n  o n t  pu ê t r e  

p r é c i s é e s  e t  s o n t  c o n s t i t u é e s  par  : 

- une bande néga t ive  v e r s  217  nrn ( f8] --5000) 

e t  une bande p o s i t i v e  v e r s  198 nm (183 242000) 

pour l a  conformation désordonnée ; 

- une bande néga t ive  v e r s  216 nm ([O] = - 36000) 

e t  une bande p o s i t i v e  v e r s  190 nm ([O] - + 25000) 

pour les  f e u i l l e t s  p l i s s é s  ; 

- une bande néga t ive  à 222 nm ( [ O ]  - - 36000 ) 

une bande néga t ive  à 2 0 9  nm, e t  une bande 

p o s i t i v e  à 190 nm ([O] - + 70000) 

pour l a  conformation en h é l i c e  a d r o i t e .  

A 222 nm, les e l l i p t i c i t é s  de  l ' h é l i c e  a e t  de l a  

cha îne  désordonnée s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s .  S i  l a  s o l u t i o n  é tu-  

d i é e  ne c o n t i e n t  que c e s  deux conformations,  on peu t  c a l c u l e r  

l a  f r a c t i o n  en  h é l i c e  du po lypept ide ,  FH, pa r  l a  r e l a t i o n  : 

e t  [O] y22  r ep ré sen ten t ,  respect ivement ,  les e l l i p -  

t i c i t é s  mo la i r e s  à 222  nrn d 'une  cha îne  to ta lement  désordonnée 



et d'une hélice a droite complète. Ces valeurs varient sui- 

vant la nature du solvant. En solution aqueuse, on utilise 
\ 

généralement les valeurs suivantes : 

11.2. ETUDE CONFORMATIONNELLE DE LA PHEG ET DES COPOLYMERES 

POLY (HEG-CO-BGln) EN SOLUTION AQUEUSE 

II. 2.1. Etude conformationnelle à température ambiante 

Le spectre dichroique * de la PHEG en solution 
aqueuse à température ambiante présente (Figure 11.1) une 

bande négative, de faible intensité, entre 230 et 240 nm, 

une bande positive, de faible intensité, centrée à 216 nm 

et une bande négative, intense, à 199 m. Ces caractéristi- 

ques démontrent que la PHEG se présente sous une forme désor- 

donnée, conformément à ce qui avait été observé par d'autres 

auteurs 2-6 

Les spectres dichroîques des copolymères (fig.II.l) 

montrent des caractéristiques différentes. En effet, lorsque 

l'on augmente la quantité de motifs (~~-benz~l-~-~lutamine) 

(BGln) dans la chaîne 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 copolymère BGln 
1 5 '  

elle est remplacée par 

une bande négative intense située à 207 nm. 

- la diminution en intensité de la bande positive 
centrée sur 216 nm, qui devient negative. 

a Mme M . P .  H l L D E B R A N D  a b i e n  vou lu  a e  chattgeh de  L ' e n n e g i a -  
themen t   de^ apecthea dichttoZquea 2 t ' l n n t i t u t  de Rechehche 
au& l e  Canceh de L i l l e .  Q u ' e l l e  a a i t  v i vemen t  aemehci&e i c i .  



F I G U R E  11.1 

s p e c t r e s  d i c h r o i q u e s  d e  l a  PdEG i l ) ,  des c o ~ o l y m è r e s  BGln4 ( 2 )  

UGln, ( 3 ) ,  BGln10 ( 4 )  et BGln15 (5) e n  s o l u t i o n  aqueuse  à 

t e m p é r a t u r e  ambiante, 



- la bande négative centrée sur 235 nrn 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 chaîne désordonnée et l'hélice a 

droite ; en outre lorsque les copolymères s'enrichissent en 

motifs BGln, la proportion d'hélice a augmente progressive- 

ment, comme le montre la variation de l'ellipticité molaire 

à 222 et 216 nm (figure 11.2.). 

Deux remarques peuvent être faites : 

. la variation de Le! 222 et de [ O ]  216 en fonction 

du taux de BGln n'est pas linéaire. Cela avait déjà été ob- 

servé dans le cas de copolymères optiquement actifs 7-12 I 
de copolyrnères poly(méthy1-L-aspartate-CO-nitrobenzyl-L- 

aspar tate) et poly (acide-L-glutamigue -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 a des copolypeptides, 
lorsque l'on augmente la teneur en BGln, est rapide : 

EO1 222 = - 17200 pour le copolymère BGln 15. En outre, on 
constate que l'incorporation, même en faible proportion, de 

résidus BGln aboutit à une modification importante de la 

conformation du copolypeptide. 

L'incorporation d'un groupement benzylique non po- 

laire sur la chaîne latérale contribue donc à la stabilisa- 

tion de la conformation hélicoïdale du polypeptide, en solu- 

tion aqueuse. Cette stabilisation de l'hélice a a pour ori- 

gine des interactions spécifiques entre groupements non- 

polaires en solution aqueuse, nommées interactions hydro- 

phobes. 



% (BGln) en moles 

FIGURE 11.2 

V a r i a t i o n  de l ' e l l i p t i c i t é  mo la i r e  à 2 2 2  e t  216  nm d e  l a  PHEG e t  des  

copolymères en fonc t ion  d e  l a  composition en m o t i f s  (BGln). 

( s o l v a n t  : eau  ; température  ambiante) .  



T k a n s i i i a n  h é l i c e  - chazne et i n t e k a c A i a n h  hydtophabes 

On t r o u v e r a  en annexe de ce  c h a p i t r e  un résumé de 

l a  d é f i n i t i o n  e t  d e s  p r o p r i é t é s  des  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes. 

Rappelons simplement que KAUZMANN 5, NEMETHY e t  SCBERAGA 16,17 

o n t  d é f i n i  l ' e f f e t  hydrophobe corne é t a n t  une p r o p r i é t é  par-  

t i c u l i è r e  des  groupements chimiques non p o l a i r e s  en s o l u t i o n  

aqueuse, c a r a c t é r i s é e  p a r  une a t t r a c t i o n  mutue l le  de c e s  

groupements a f i n  de former des  "zones hydrophobes" d e s q u e l l e s  

l ' e a u  e s t  exclue.  De nombreux a u t e u r s  o n t  montré que c e s  in -  

t e r a c t i o n s  hydrophobes con t r ibuen t  à l a  s t a b i l i s a t i o n  de  l a  

s t r u c t u r e  h é l i c o ï d a l e  en  s o l u t i o n  aqueuse 2 ,  16-24 , en ren-  

f o r ç a n t  l e s  l i a i s o n s  hydrogène i n t e r p e p t i d i q u e s  c a r a c t é r i s t i -  

ques  de l ' h é l i c e  a e t  en augmentant l ' e n t r o p i e  de  s t a b i l i s a -  

t i o n  de  l ' h é l i c e  a . A i n s i ,  par exemple, l ' e n t r o p i e  de l a  

t r a n s i t i o n  cha îne  - h é l i c e  a augmente dans l ' o r d r e  Polyglycine/  

Poly-L-Alanine /Poly-L-Leueine /Poly-L-Valne  r e f l é t a n t  un ren- 

forcement des  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes dû à l ' a l longement  de 

l a  chaîne l a t é r a l e  non p o l a i r e  2 4 .  D e  l a  même façon,  s i  l ' o n  

cons idère  des  s é r i e s  homologues de po lypept ides ,  ne d i f f é r a n t  

que p a r  l e  nombre de  groupements méthylène dans l a  cha îne  l a -  

t é r a l e ,  on observe une s t a b i l i s a t i o n  d e  l a  conformation h é l i -  

c o ï d a l e  en s o l u t i o n  aqueuse,  l o r sque  l e  nombre de (-CH - )  2 
c r o î t  dans l a  cha îne  l a t é r a l e  : c ' e s t  l e  c a s  de l a  s é r i e  de  

l a  poly-L-Lysine e t  de  s e s  homologues 25-28, e t  de l a  s é r i e  

des  poly  (S-alkyl-L-cystéine) 2 9  .C ' e s t  également l e  c a s  de  l a  

s é r i e  des  poly  (N'- (hydroxyalkyl)  -L-glutamine) : l o r sque  l e  

nombre de  méthylène de l a  chaîne l a t é r a l e  e s t  augmenté de  4 à 

6 (PHEG/PHPG/PHBG), l a  f r a c t i o n  d % é l i c e  a des  po lypept ides  

en s o l u t i o n  aqueuse e s t ,  r espec t ivement ,  éga l e  à 0 ,  O,l6 e t  

0,65, à température  ambiante. 

L ' e f f e t  s t a b i l i s a n t  v i s -à -v i s  de l ' h é l i c e  a d e s  in-  

t e r a c t i o n s  hydrophobes a  également é t é  montré dans l e  cas de 

copolymères contenant  un ac ide  aminé à c a r a c t è r e  non p o l a i r e ,  

comme l ' a l a n i n e  30,  l a  l euc ine  3 3  3 1 r 3 2 ,  l a p h é n y l - a l a n i n e  , 
- - 

l e  g lutamate  de  benzyle  l4  e t  l e  g lu tamate  de  2-ni t robenzyle  34,35 



En c o n c l u b i o n ,  l ' a c c r o i s s e m e n t  de l a  t eneu r  en 

h é l i c e  a d e s  copolymères é t u d i é s  dans l e  p r é s e n t  t r a v a i l ,  

en s o l u t i o n  aqueuse, a  pour o r i g i n e  une s t a b i l i s a t i o n  de  

l ' h é l i c e  ci , provenant d e s  i n t e r a c t i o n s  de type  hydrophobe 

e n t r e  l e s  groupements benzyl iques  des  r é s i d u s  BGln. L 'e f -  

f e t  s t a b i l i s a n t  des  r é s i d u s  hydrophobes BGln est  impor tan t :  

222 = - 1 7 2 0 0  pour l e  copolymère BGln15, c e  q u i  ind ique  

une f r a c t i o n  en h é l i c e  proche de 0,s d 

1 1 . 2 . 2 .  Etude conformat ionne l le  en f o n c t i o n  de l a  température  

La s t a b i l i t é  de  l a  conformation adoptée  pa r  un po- 

l ypep t ide  en s o l u t i o n  dépend de l a  température .  En ce  q u i  

concerne l a  t r a n s i t i o n  h é l i c e  - channe en s o l u t i o n  aqueuse 

i n d u i t e  p a r  une v a r i a t i o n  de  l a  t e x ~ é r a t u r e ,  on d i s t i n g u e  

cieux c a s  : 

- l a  t r a n s i t i o n  es t  d i t e  "normale" lo rsqu 'une  aug- 

mentat ion d e  l a  t empéra ture  i n d u i t  une t r a n s i t i o n  h é l i c e  - 
cha îne  ; 

- l a  t r a n s i t i o n  es t  d i t e  " inve r se"  l o r squ 'une  aug- 

mentat ion d e  l a  t empéra ture  s t a b i l i s e  l a  conformation h é l i -  

co ïda le .  

La p l u p a r t  de s  po lypept ides  s e  rangent  dans l e  

premier ca s .  En e f f e t ,  l a  format ion de l i a i s o n s  hydrogène 

in t e rmolécu la i r e s ,  n é c e s s a i r e s  à l ' é t a b l i s s e m e n t  d 'une  

s t r u c t u r e  h é l i c o ï d a l e ,  es t  dé favor i s ée  à hau te  température .  

Par  con t r e ,  l e s  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes s o n t  f a v o r i s é e s  

par  une augmentation de l a  température  ( v o i r  annexe) .  

La f i g u r e  11.3.  montre l a  v a r i a t i o n  de  l ' e l l i p t i -  

c i t é  mo la i r e  à 222 nm en fonc t ion  de l a  température  des  d i f -  

f é r e n t s  copolypept ides  e t  de  l a  PHEG. 

Pour l a  PHEG, r e s t e  p o s i t i f ,  c e  q u i  indique que 

l ' h é l i c e  oc r e s t e  i n s t a b l e  dans t o u t  l e  domaine de  température  

l e s  v a l e u r s  e x a c t e s  de l a  f r a c t i o n  en h é l i c e  s o n t  c a l c u l é e s  
au 5 II . 3  



FIGURE 11.3 

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

la température (même numérotation que pour la figure 11.1). 



étudié, comme l'avaient déjà noté d'autres auteurs 2,4,36 

Au contraire, l'hélice a des copolymères est d'autant plus 

stable que la température est basse. Ce qui implique que, 

lorsque l'on augmente la température, l'effet stabilisant 

des interactions hydrophobes est masqué par la rupture des 

liaisons hydrogène intramoléculaires 16-18 

A une température donnée, l'hélice est plus stable 

si le aopolypeptide est doué d'un caractère plus hydrophobe ; 

cet effet tend à s'amenuiser vers les hautes températures. 

L a  température de transition, Tr, déterminée par extrapola- 

tion sur les courbes (voir Tableau 11.1) augmente avec le 

taux en résidus hydrophohês, corifor!n6me:rt aux prévisions 18 

2,30-33,35 
et à d'autres observations 

IX. 3 .  ETUDE DE LA TRA'PTÇITXO~J ZIELICE-CHAIN3 DANS LES MELANGES 

DE SOLVANTS EAU/SOLVANT ORGANIQUE. 

Il est maintenant bien connu que l'addition d'un 

solvant organique non polaire ou faihlement polaire à une 

:;olution aqueuse de protéine globulaire ou de polypeptide de 

synthèse induit une dénaturation de la structure secondaire 

native de la chaîne polypeptidique 24137-38. Cette dénatura- 

tion peut s'accompagner d'une structuration de la chaîne 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 particulièrement intéressants : le méthanol, 
5 

qui est un des meilleurs agents hélicogènes des poly(N - 
(hydroxyalkyl) -L-glutamine) 2 r 4 0 - 4 1  et le 2-chloroethanol, con- 

nu pour ses propriétés hélicogènes vis-à-vis des protéines 

globulaires 37t 39 142-51t des polypeptides de synthèse 
25,52-55 

- dont la PHPG 56 - et dont les interactions avec les proté- 
ines 39f45t46 et la PHPG 56 ont été étudiées. 





Grâce à l a  r e l a t i o n  ( I I . l ) ,  il es t  p o s s i b l e  d e  dé- 

t e r m i n e r  les changements c o n f o r m a t i o n n e l s  d e s  p o l y p e p t i d e s ,  

e n  mesuran t  d a n s  les  mélanges d e  s o l v a n t s .  L e s  d i f f é -  

r e n t e s  s o l u t i o n s  o n t  é t é  p r é p a r é e s  e n  mélangean t ,  dans  d e s  

p r o p o r t i o n s  connues, deux s o l u t i o n s  d e  polymère,  de  même con- 

c e n t r a t i o n  m o l a i r e  : une s o l u t i o n  aqueuse  e t  une  s o l u t i o n  à 

95 % e n  volume de  s o l v a n t  o r g a n i q u e  ( l a  PHEG e t  les  copoly- 

mères  s o n t  i n s o l u b l e s  dans  l e  méthanol  e t  l e  2 - c h l o r o é t h a n o l  

p u r s ) ,  o b t e n u e  p a r  a d d i t i o n  du s o l v a n t  o r g a n i q u e  à une s o l u -  

t i o n  aqueuse  d e  polymère. 

11.3.1. E t u d e  de  l a  t r a n s i t i o n  c h a î n e  - h é l i c e  dans  les  mélanaes  

d e  s o l v a n t s  eau/méthanol  e t  eau /2 -ch lo roe thano l  à t e m -  

p é r a t u r e  ambiante .  

Les  f i g u r e s  1 1 . 4 .  e t  11.5. r e p r é s e n t e n t  les v a r i a -  

t i o n s  d e  l ' e l l i p t i c i t é  m o l a i r e  à 222 nrn d e  l a  PHEG e t  d e s  CO- 

polymères e n  f o n c t i o n  d e  l a  compos i t ion  du mélange  d e  s o l v a n t s  

eau/méthanol  e t  eau /2 -ch lo roé thano l ,  r e s p e c t i v e m e n t .  Dans les 

deux c a s ,  on  obse rve  une augmenta t ion  r a p i d e  d e  l a  v a l e u r  d e  

- ce q u i  i n d i q u e  q u e  les deux s o l v a n t s  o r g a n i q u e s  

i n d u i s e n t  u n e  t r a n s i t i o n  c h a î n e  - h é l i c e .  La t r a n s i t i o n  e s t  

a t t e i n t e  d ' a u t a n t  p l u s  r ap idement  que  les copolymères possè-  

d e n t  un c a r a c t è r e  hydrophobe p l u s  marqué ; cet  e f f e t  t e n d  

néanmoins à s ' a m e n u i s e r  l o r s q u e  l a  p r o p o r t i o n  d e  s o l v a n t  o r -  

gan ique  est  prédominante d a n s  l e  mélange d e  s o l v a n t s .  

En ce q u i  concerne  l a  PHEG, l a  v a l e u r  d e  101 2 2 2  d a n s  

l e  mélange eau/méthanol  95 /5  ( [O] 2 2 2  = - 39200) es t  s u p é r i e u r e  

à c e l l e  o b s e r v é e  p a r  ADLER e t  ses co11. 3 .  C e t t e  d i £  f é r r n c e  es t  

p e u t - ê t r e  a t t r i b u a b l e  à l ' i n f l u e n c e  d e  l a  masse m o l é c u l a i r e  

moyenne du p o l y p e p t i d e .  



% en vo l .  de  méthanol 

FIGURE 11.4 

Var ia t i on  de  [O] 222 en fonc t ion  de l a  composit ion du mélange 

eau/méthanol, à température  ambiante (même numérotat ion que 

pour la  f i g u r e  II. 1) 



% en vol. de 2-chloroéthanol 

F I G U R E  11.5 

Variation de en fonction de la composition du mélange 

eau/2-chloroéthanol, à température ambiante (même numérotation 

que pour la figure 11.1). 



1 1 . 3 . 7 . 2 .  DZ.tekminaXiun d e  l a  6kacX.ian d ' h é l i c e  

La détermination de la fraction d'hélice, fH, se 

fait grâce à la relation 11.1. : 

où [O] ;22 et [el 222 désignent, respectivement, les ellip- 
ticités molaires à 222 nrn d'une chaîne totalement désordon- 

née et d'une hélice a droite. Dans la plupart des cas, on 

choisit les valeurs standards : 

5 Néanmoins, dans le cas des poly(N -(bydroxy alky1)-L-glutamine), 

LOTAN et ses coll. 4 0  ont et6 amené à proposer des valeurs 

différentes, notamment : 

pour la PHPG. 

Pour la PHEG, ADLER et ses coll. proposent : 

Ces dernières valeurs nous paraissant trop faibles au regard ' . 
de nos résultats expérimentaux, nous avons choisi : 



l a  v a l e u r  expér imenta le  l a  p l u s  é l e v é e  - pour 
observée  pour [ O ]  2 2 2 '  

a r r o n d i e  pa r  excès ,  à s a v o i r  : 

- - - 43000 ( v o i r  f i g u r e  II. 4 )  

- pour [O] 222, l a  v a l e u r  l a  p l u s  f a i b l e  observée  pour 

LeJ 2 2 2  
dans  l e  c a s  de  l a  PHEG, a r r o n d i e  p a r  excès ,  

à s a v o i r  : 

( v o i r  f i g u r e  11.3)  

La f r a c t i o n  en  h é l i c e  f H  se c a l c u l e r a  donc à p a r t i r  d e  l a  

r e l a t i o n  : 

Dans le t a b l e a u  1 1 . 2 ,  nous avons regroupé  les  va- 

l e u r s  de l a  f r a c t i o n  en  h é l i c e  a i n s i  c a l c u l é e ,  pour  l a  PHEG 

e t  les copolymères, en  s o l u t i o n  aqueuse,  e t  dans  que lques  

mélanges d e  s o l v a n t s  p a r t i c u l i e r s .  Aux f i n s  de  comparaison, 

nous y avons a j o u t é  les v a l e u r s  de  f H  t rouvées  dans  l a  lit- 

t é r a t u r e  pour  l a  PHEG dans  d ' a u t r e s  s o l v a n t s ,  a i n s i  que pour 

ses homologues s u p é r i e u r s  , l a  PHPG e t  l a  P H ~ G .  

I I .3 .2 .  Discuss ion  d e s  r é s u l t a t s  

L ' a d d i t i o n  de  méthanol  ou de  2 -ch loroé thanol  à une 

s o l u t i o n  aqueuse d e s  po lypep t ide s  é t u d i é s  provoque une aug- 

menta t ion  r a p i d e  de  l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e  a . Dans les domaines 



*,*- 

( 2 TABLEAU II. 2. Fraction d l  hélice ci , fH. de la PHBG, PHPG, PHEG et des ~~polymères (HEG-CO-BGln) . 7 -  .. . 
\<; A dans différents solvants à température ambiante 

SOLVANT 

EAU 

Référence 

H O/méthanol * 
90/10 2 

H20/méthanol * 50/50 

H20/méthanol 5~ 5/95 
- - 

Référence 
----- 

~~0/2-chloroéthanol* 90/10 

H20/2-chloroéthanol* 50/50 

~~0/2-chloroéthanol~ 5/95 
I 

~ é f  érence 

H20/isopropanol i 30/70 

Référence 

f~ 

PHBG 

O, 65 

(2) 

0,70 

O, 89 

O, 96 

(2) 

PHPG 

0,20 

(2) 

0,40 

0,77 

0,90 

£H 

PHEG 

O 

(2) (3) 
travail 

W.- 

f~ 

copoly 

BGln4 

0,07 
ce 

tr-j 1 

ce 
travail - - 

0,57 

0,84 
- 

0,93 

ce 
travail 

(2) (2) ce ce 
t r U 1  

f~ 

copoly 

BGln7 

0,16 
ce 

t . r a ~ a  1 
* 

O, 54 

0,96 

O, 96 

O, 05 
0,04 
O, 70 
O, 74 

0,91 

ce 
travail 

0,28 
. 

0,73 
-- 

0,95 

ce 
travail 

0,26 

0,70 

0,78 

(56 

ce 
travail 
- -~ 

0,37 
--- - -- 

0,78 
-- - - 

0,96 

ce 
travail 

H 
copoly 

BGln10 

0,22 
ce 

travail 

0,14 

O, 74 
I 

0,91 

0,08 

0,56 

O, 86 

ce 
travail 

0,89 

(36) 

£ H  
copoly 

BGln15 

0,40 
ce 

travail - 

1 0.14 

0,60 

0,88 

ce 
travail 

0,28 

0,95 

0,99 

0,35 

0,86 

0,99 



de composit ion où l ' e a u  e s t  prépondérante ,  c e t t e  augmenta- 

t i o n  e s t  d ' a u t a n t  p l u s  grande que l e  po lypept ide  est  r i c h e  

en r é s i d u s  BGln : l ' e f f e t  s t a b i l i s a n t  des  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  

cha înes  l a t é r a l e s  hydrophobes s u r  l a  s t r u c t u r e  h é l i c o ï d a l e  

s e  ma in t i en t .  S i  l ' o n  compare l a  composit ion du mélange de 

s o l v a n t  à l a  demi - t r ans i t i on ,  on c o n s t a t e  ( t a b l e a u  11.1) 

q u ' i l  f a u t  a j o u t e r  d ' a u t a n t  moins de  s o l v a n t  organique que 

l e  po lypept ide  e s t  p l u s  hydrophobe. On c o n s t a t e  également 

que l e  méthanol e s t  p l u s  hé l icogène  que l e  2-chloroéthanol.  

Lorsque l e  mélange d e  s o l v a n t s  s ' a p p a u v r i t  en eau,  l'augmen- 

t a t i o n  de  l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e  d e v i e n t  moins importante .  On 

a t t e i n t  un p a l i e r ,  au-delà duquel l ' a d d i t i o n  de  s o l v a n t  o r -  

ganique ne provoque pas  ou peu de changements dans l a  confor-  

mation du polymère. Ce p a l i e r  est  s i t u é  à 75 % en vo l .  de 

2-chloroéthanol  ou de  méthanol. Sur  l a  f i g u r e  (II.6), nous 

avons r e p o r t é  l e s  v a r i a t i o n s  de f H  en f o n c t i o n  de  l a  t e n e u r  

en (BGln), pour d i f f é r e n t s  mélanges eau/2-chloroéthanol.  

Aux f a i b l e s  concen t r a t i ons  en 2-chloroéthanol ,  les courbes  

r e p r é s e n t a t i v e s  s o n t  concaves, c e  q u i  i nd ique  que les i n t e r a c -  

t i o n s  hydrophobes s t a b i l i s e n t  l a  s t r u c t u r e  h é l i c o ï d a l e  d 'une  

manière coopéra t ive .  Aux p l u s  f o r t e s  concen t r a t i ons  en 

2-chloroéthanol  ( >  15 % en v o l . ) ,  l e s  courbes  r e p r é s e n t a t i v e s  

s o n t  convexes, ce  q u i  démontre que l ' augmenta t ion  de l a  te- 

neur  en r é s i d u s  (BGln) ne con t r ibue  p l u s  de faqon marquée à 

l a  s t a b i l i s a t i o n  de  l ' h é l i c e  a. Ceci  peu t  s ' e x p l i q u e r  pa r  

une d i s p a r i t i o n  des  f o r t e s  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes q u i  e x i s -  

t e n t  en s o l u t i o n  aqueuse : l e  s o l v a n t  é t a n t  devenu moins po- 

l a i r e ,  l e s  groupements chimiques non-polai res ,  rapprochés 

les uns d e s  a u t r e s  en  m i l i e u  for tement  p o l a i r e ,  o n t  tendance 

à se " r e l a x e r "  e t  l e u r s  i n t e r a c t i o n s  avec l e  s o l v a n t  peu 

p o l a i r e  s o n t  a l o r s  t o u t  a u s s i  f a v o r a b l e s  que l e u r s  i n t e r a c -  

t i o n s  mutue l les .  Les i n t e r a c t i o n s  hydrophobes s 'amenuisent  

a l o r s  16,17 ( c f .  annexe) .  

BLANCO, GOROSTIDI e t  MUNTANER 57 o n t  é t u d i é  

l a  t r a n s i t i o n  cha îne  - h é l i c e  de  copolymères de  compo- 

s i t i o n  v a r i a b l e  dans  le mélange chloroforme / a c i d e  

d i ch lo roacé t ique  (DCA) e t  o n t  observé une dépendance e n t r e  



% BGln 

FIGURE II. 6 

V a r i a t i o n  de  l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e  f H  d a n s  les mélanges eau/ 

2-chloroéthanol  en  f o n c t i o n  de l a  t eneu r  en  m o t i f s  (BGln) 

( les B i nd iqués  dans  l a  f i g u r e  se r é f g r e n t  au P. en volume (9 
d e  2-chloroéthanol)  . 



l a  compos i t ion  d e s  c o p o l y p e p t i d e s  e t  l a  c o n p o s i t i o n  du mé- 

l a n g e  chloroforme/DCA à l a  d e m i - t r a n s i t i o n .  C e  r é s u l t a t  e s t  

comparable à c e l u i  de ARFMANN~LA~ITZKE e t  WAGNER 58 q u i  o n t  

é t u d i é  l a  t r a n s i t i o n  c o n f o r m a t i o n n e l l e  d a n s  d e s  mélanges 

eau/méthanol  de copolymères d e  l a  L-Lysine e t  d e  d i v e r s  a c i -  

d e s  aminés à c h a î n e  l a t é r a l e  non p o l a i r e .  A i n s i ,  à pH 8 , 5 ,  

l a  d e m i - t r a n s i t i o n  est o b t e n u e  à des q u a n t i t é s  d é c r o i s s a n t e s  

d e  méthano l ,  dans l e  mélange eau/méthanol ,  l o r s q u e  l ' o n  i n -  

c o r p o r e  d e s  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d e  n o r l e u c i n e  dans  les CO- 

polymères (L-Lysine-CO-L-Norleucine)  . 
C e s  r é s u l t a t s  s o n t  e n  bon a c c o r d  a v e c  les n ô t r e s  e t  

c o n f i r m e n t  l ' e f f e t  s t a b i l i s a n t  s u r  l ' h é l i c e  6 d e s  i n t e r a c -  

t i o n s  hydrophobes d u e s  aux c h a î n e s  l a t é r a l e s  non p o l a i r e s  : 

pour i n d u i r e  une t r a n s i t i o n  c h a î n e  h é l i c e  i s o t h e r m e ,  il f a u t  

r a j o u t e r  d ' a u t a n t  p l u s  d e  s o l v a n t  h é l i c o g è n e  que  l e  polypep- 

t i d e  e s t  p l u s  h y d r o p h i l e .  

L a  s t r u c t u r a t i o n  e n  h é l i c e  d ' u n e  c h a î n e  poly-  

p e p t i d i q u e  désordonnée  s 'accompagne n é c e s s a i r e m e n t  d e  l a  

f o r m a t i o n  d e  l i a i s o n s  hydrogène i n t r a m o l é c u l a i r e s ,  e s sen-  

t i e l l e m e n t  e n t r e  le  c a r b o x y l e  e t  l ' a m i d e  d e  l a  c h a î n e  s r i n -  

c i p a l e .  L ' e a u  e s t  connue comme é t a n t  un  t r è s  bon donneur de 

l i a i s o n s  hydrogène, notamment avec  les  groupements  amides 

37f  59-64 , c o n t r a i r e m e n t  aux s o l v a n t s  non aqueux. La t r a n s i -  

t i o n  h é l i c e  - c h a î n e  d a n s  les mélanges d e  s o l v a n t s  e a u / s o l v a n t  

non p o l a i r e  p e u t  ê t re  i n t e r p r é t é e  d e  l a  man iè re  s u i v a n t e  24,37.  

l a  l i a i s o n  hydrogène i n t r a p e p t i d i q u e  es t  formée e n t r e  un don- 

neur  d e  l i a i s o n  hydrogène ( N H )  e t  un a c c e p t e u r  (CO) 
37,65 

Dans un s o l v a n t  a c c e p t e u r  d e  l i a i s o n  hydrogène ( l a  p l u p a r t  

d e s  s o l v a n t s  peu p o l a i r e s ) ,  il y  a u r a  p a s  ou peu d e  compéti- 

t i o n  e n t r e  l e  s o l v a n t  e t  l a  l i a i s o n  p e p t i d i q u e .  C e t t e  compé- 

t i t i o n  sera d ' a u t a n t  moins f o r t e  que l e  s o l v a n t  possède  un 

c a r a c t è r e  donneur d e  l i a i s o n s  hydrogène p l u s  f a i b l e  6 6 .  Au 

c o n t r a i r e ,  e n  s o l u t i o n  aqueuse ,  il y  a u r a  c o m p é t i t i o n  e n t r e  

les m o l é c u l e s  d ' e a u  e t  l e  groupement (NH). Sachan t  que c e l u i -  

c i  es t  un f a i b l e  donneur  d e  l i a i s o n s  hydrogène 37,62,65,67 
1 

cet te  c o m p é t i t i o n  a b o u t i t  à une r u p t u r e  d e  l i a i s o n s  hydrogène 

i n t r a p e p t i d i q u e s .  



En o u t r e ,  les l i a i s o n s  hydrogène c a r b o n y l e  - eau 

s o n t  p l u s  f o r t e s  que les  l i a i s o n s  hydrogène eau/eau 59 . 
el les  s o n t  d ' a i l l e u r s  r e n f o r c é e s  par l a  p r o x i m i t é  d ' u n  a z o t e  

s u b s t i t u é  59161. Le s o l v a n t  o r g a n i q u e ,  e n  a b a i s s a n t  1 ' a c t i -  

v i t é  d e  l ' e a u  6 8  e t  e n  formant  d e s  complexes e a u / s o l v a n t  

o rgan ique  69-74 , diminue l a  c a p a c i t é  d e s  molécu les  d ' e a u  à 
75 former d e s  l i a i s o n s  hydrogène a v e c  les groupements amides . 

I l  a p p a r a î t  donc que l a  d é n a t u r a t i o n  r e s t r u c t u r a n t e  

de l a  PHEG e t  des copolymères (HEG-CO-BGln) a  pour o r i g i n e  

p l u s i e u r s  e f f e t s  : 

u un aba i s sement  de  l ' a c t i v i t é  d e  l ' e a u ,  s o l v a n t  

bon donneur d e  l i a i s o n s  hydrogène,  

f l e  remplacement d ' u n  m i l i e u  p o l a i r e  peu p r o p i c e  

aux l i a i s o n s  hydrogène i n t r a p e p t i d i q u e s  p a r  un 

m i l i e u  moins p o l a i r e ,  p l u s  f a v o r a b l e .  

D e  nombreux a u t e u r s  o n t  i n t e r p r é t é  l a  d é n a t u r a t i o n  

r e s t r u c t u r a n t e  des p r o t é i n e s  2 4 1 3 7 t 3 9 t  75 e t  d e s  p o l y p e p t i d e s  
de s y n t h è s e  241251  2 6 1  3 7 t 5 6  r76-82  p a r  d e s  mélanges de s o l v a n t s  

de c e t t e  man iè re  ; deux d ' e n t r e  el les nous p a r a i s s e n t  p a r t i -  

c u l i è r e m e n t  s i g n i f i c a t i v e s .  

WEN e t  WOODY o n t  é t u d i é  l a  t r a n s i t i o n  c h a î n e  - 
h é l i c e  d e  l a  po ly -L- ty ros ine  dans  l e  mélange d iméthy l su lphox ide /  

a c i d e  d i c h l o r o a c é t i q u e  (DMSO/DCA) : e n  s o l u t i o n  d a n s  l e  DMSO, 

l a  Poly-L- tyros ine  se p r é s e n t e  s o u s  forme d ' u n e  c h a î n e  désor -  

donnée, e t  l ' a d d i t i o n  d e  DCA i n d u i t  une s t r u c t u r a t i o n  en hé- 

l i c e  a. Ils o n t  o b s e r v é ,  e n  mesuran t  l a  v i s c o s i t é  d e s  mélanges 

DMSO/DCA, que ces deux s o l v a n t s  i n t e r a g i s s e n t  f o r t e m e n t  e n t r e  

eux.  Pour c e s  a u t e u r s ,  l a  t r a n s i t i o n  es t  i n d u i t e  p a r  une b a i s s e  

i m p o r t a n t e  d e  l a  c a p a c i t é  du DMSO à s o l v a t e r  l e  s q u e l e t t e  pep- 

t i d i q u e  e t  les  c h a î n e s  l a t é r a l e s  a r o m a t i q u e s ,  à c a u s e  de l a  

f o r m a t i o n  de complexes DMSO/DCA. Aux f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  

DCA, c e l u i - c i  é t a n t  un mauvais  s o l v a n t  d e  l a  poly-L- tyros ine  

( e l l e  e s t  i n s o l u b l e  dans  l e  DCA p u r ) ,  les  c h a î n e s  i n t e r a g i s s e n t  

d e  p r é f e r e n c e  e n t r e  el les,  e t  on o b s e r v e  une s t r u c t u r a t i o n  im- 

p o r t a n t e .  



D e  l a  même façon,  LOTAN, BIXON e t  BERGER 76 o n t  

m i s  en évidence une r e l a t i o n  e x i s t a n t  e n t r e  l e s  a c t i v i t é s  

d e s  c o n s t i t u a n t s  d ' u n  mélange de s o l v a n t s  eau /ac ide  formique 

e t  l a  t r a n s i t i o n  conformat ionne l le  ( v o i r  f i g u r e  11.7). Ces 

a u t e u r s  o n t  é t u d i é  t r o i s  polymères dans l e  mélange eau/ 

a c i d e  formique : l a  PHEG, l a  P H P G  e t  l a  PHBG. En s o l u t i o n  

aqueuse, l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e  dépend e s s e n t i e l l e m e n t  du 
2 c a r a c t è r e  hydrophobe de  c e s  po lypept ides  , comme nous 

l ' a v o n s  vu précédemment ; e n  s o l u t i o n  d a n s  l ' a c i d e  formique, 

c e s  t r o i s  polymères se p r é s e n t e n t  sous une forme to ta lement  

désordonnée : l e  c a r a c t è r e  a c i d e  de l ' a c i d e  formique pur en  

s e r a i t  responsable ,  probablement à cause  de l a  p ro tona t ion  

d e s  l i a i s o n s  pep t id iques .  Dans l e s  mélanges eau /ac ide  formique, 

l e s  t r o i s  po lypept ides  p r é s e n t e n t  un maximum dans  l a  v a r i a -  

t i o n  de  l a  f r a c t i o n  en  h é l i c e ,  maximum s i t u é  à une f r a c t i o n  

mola i re  d ' a c i d e  formique é g a l e  à 0 , 3  ( v o i r  f i g .  11.6). Cela  

a é t é  i n t e r p r é t é  p a r  LOTAN e t  s e s  c o l l .  comme é t a n t  l a  con- 

séquence d ' une  i n t e r a c t i o n  e n t r e  l e s  deux s o l v a n t s ,  sous l a  

forme de complexes eau /ac ide  formique. C e s  complexes s e r a i e n t  

i n a c t i f s  v i s -à -v i s  d e s  po lypept ides  q u i  a t t e i g n e n t  a l o r s  une 

conformation s t r u c t u r é e  maximale. Le pouvoir  hé l icogène  du 

méthanol e t  du 2-chloroéthanol  v i s - à -v i s  de  l a  PMEG e t  des  

copolymères (HEG-CO-BGln) p e u t  a l o r s  se comprendre à l a  lu -  

mière  des  c o n s i d é r a t i o n s  que nous venons de développer  : en 

r é d u i s a n t  l ' a c t i v i t é  de  l ' e a u ,  en formant des  complexes eau/ 

méthanol 70 e t  eau/2-chloroéthanol 8 3 ,  i l s  diminuent s a  capa- 

c i t é  à former des  l i a i s o n s  hydrogène avec l a  cha îne  polypep- 

t i d i q u e  q u i  est a l o r s  capable  de s e  s t r u c t u r e r .  Peu p o l a i r e s ,  

moins bons donneurs de  l i a i s o n  hydrogène, c e s  molécules do i -  

v e n t  c r é e r  un environnement f avo rab le  à l ' enrou lement  en hé- 

l i c e .  Le p l u s  grand pouvoir  hé l icogène  du méthanol,  comparé 

à c e l u i  du 2-chloroéthanol ,  d o i t  pouvoir  s ' e x p l i q u e r  p a r  de  

p l u s  f o r t e s  i n t e r a c t i o n s  avec  l ' e a u  e t / ou  pa r  une p l u s  f a i b l e  

a c t i v i t é  v i s -à -v i s  d e s  c h a î n e s  pep t id iques .  



fraction 

d'hélice a fH 

activités de l'eau ( q )  et de 
l'acide formique (at) dans les 
mélanges eau/acide formique 

fraction molaire 6e l'eau dans les 

mélanges eau/acide formique 

F I G U R E  II. 7 

Variation de la fraction d'hélice de la PHEG,  de la P H P G  et de la 

PHBG et de l'activité de l'eau et de l'acide formique dans les 

mélanges eau/aci.de formique (d'après LOTAN, BIXON et BERGER 7 6 ) .  



1 . 4 .  CONCLUSION 

L 'é tude  de  l a  t r a n s i t i o n  chaîne - h é l i c e  de l a  

PHEG e t  d e s  copolymères (HEG-CO-BGln) en s o l u t i o n  aqueuse 

e t  dans les mélanges eau /so lvan t  organique,  nous a  permis 

de  confirmer l ' e x i s t e n c e  de  deux e f f e t s  s t a b i l i s a n t  l a  

s t r u c t u r e  ordonnée : 

L ' ed deX des  i n t e h a c X i o n h  hydhopho bes e n t r e  cha înes  

l a t é r a l e s  non p o l a i r e s  : l a  PHEG, de pa r  son c a r a c t è r e  hy- 

d r o p h i l e  se p ré sen te ,  en s o l u t i o n  aqueuse à température  am- 

b i a n t e ,  sous une conformation to ta lement  désordon- 

née. Lorsque 1 ' on s u b s t i t u e  l e  groupeinent hydroxyéthyl  en bout  

de l a  cha îne  l a t é r a l e  pa r  un groupement benzyl ique  hydro- 

phobe, l a  s t r u c t u r a t i o n  de  l a  cha îne  po lypept id ique  e s t  

s t a b i l i s é e  d e  façon  marquée. 

L ' e d d e t  cieh i n t e h a c t i o n a  s o l v a n t  - p o l y p e p t i d e  e t  

d o l v a f l t  - Aalvan t  : dans un s o l v a n t  " a c t i f "  2 4 r 4 0 ,  l e s  in-  

t e r a c t i o n s  s o l v a n t  - polypept ide  d é s t a b i l i s e n t  l a  s t r u c t u r e  

h é l i c o ï d a l e  ; dans un s ~ l v a n t  " i n e r t e "  2 4  ' 4 0  , au c o n t r a i r e ,  

l ' h é l i c e  a e s t  s t a b i l i s e e .  Lorsque l ' o n  mélange les deux 

so lvan t s ,  l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e  c o n s t i t u a n t  " i n e r t e "  e t  

l e  c o n s t i t u a n t  " a c t i f "  e n t r e n t  en compét i t ion avec l e s  i n t e r -  

a c t i o n s  c o n s t i t u a n t  "ac t i f " /Po lymère ,  e t  c o n t r i b u e n t  à i n -  

d u i r e  une t r a n s i t i o n  cha îne  - h é l i c e .  

En s y n t h é t i s a n t  une s é r i e  de po lypep t ides  non i o n i -  

s a b l e s ,  s o l u b l e s  dans l ' e a u ,  d 'hydrophobic i té  v a r i a b l e ,  nous 

avons pu confirmer q u a n t i t a t i v e m e n t  l ' e f f e t  s t a b i l i s a n t  des  

i n t e r a c t i o n s  hydrophobes v i s - à -v i s  de l ' h é l i c e  a , a u s s i  

b i en  en s o l u t i o n  aqueuse q u ' e n  mélange eau /so lvan t  organique.  

L'hypothèse,  s e lon  l a q u e l l e  l e s  d i f f é r e n c e s  du comportement 

conformationnel  e n t r e  p r o t é i n e s  g l o b u l a i r e s ,  en  s o l u t i o n  

aqueuse e t  en mélange eau /so lvan t  organique,  s e r a i e n t  dues,  

dans une l a r g e  mesure, à des  d i f f é r e n c e s  d 'hydrophobie  

(dues à des  d i f f é r e n t e s  composit ions en a c i d e s  aminés hydro- 

phobes) 1 5 ~ 1 7 r 2 4 r 3 7  s e  t rouve  a i n s i  confirmée. 



R E M A R g U E  : 1 N F L U E N C E  D E  L A  M A S S E  M O L E C U L A Z R E  M O Y E N N E  S U R  

L A  T R A N S I T I O N  C H A l N E  - U E L I C E .  

La fraction d'hélice d'un polypeptide, dans un 

solvant donné et à une température donnée, dépend de sa 

masse moléculaire moyenne 38f 84-87 : la fraction d'hélice 

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 
W 

a pu être vérifié dans le cas de la PHPG 40,88 et de la 

PHEG 3 6 .  L' écart entre les masses moléculaires moyennes 

en poids de la PHEG et des copolymères étudiés dans ce 

travail n'est pas assez important pour pouvoir avoir un 

effet notable sur leurs propriétés physico-chimiques, et 

n~tamment sur la fraction d'hélice. 





A N N E X E  

L'INTERACTION HYDROPHOBE 





A - INTRODUCTION 

KAUZMANN l5 dans  une m i s e  a u  p o i n t  concernant  l e s  

f a c t e u r s  responsables  du main t ien  de  l a  s t r u c t u r e  s econda i r e  

d e s  p r o t é i n e s ,  é t a i t  amené à d é f i n i r  une l i a i s o n  non-covalente 

d ' un  type  nouveau, l a  l i a i s o n  hydrophobe, e t  à dégager son 

r ô l e  p r imord ia l  dans  l a  s t a b i l i s a t i o n  de  l a  s t r u c t u r e  n a t i v e  

d e s  p r o t é i n e s  en s o l u t i o n  aqueuse. P a r m i  t o u s  les modéles 

théor iques  q u i  f u r e n t  é l abo rés  p a r  l a  s u i t e ,  nous r e t i e n d r o n s  

n o t r e  a t t e n t i o n  s u r  c e l u i  de SCHERAGA e t  NEMETHY, q u i  a é t é  

l e  p l u s  app l iqué  aux p r o t é i n e s  e t  aux po lypept ides .  

Nous u t i l i s e r o n s  t o u t  au long  de  c e t  exposé le  ter- 

m e  d ' " i n t e r a c t i o n  hydrophobe" q u i  s 'es t  s u b s t i t u g  24.89 au 

terme de " l i a i s o n  hydrophobeb: 

B - THEORIE DE KAUZMANN 

Comme les cha înes  l a t é r a l e s  non-polai res  des  p r o t é i -  

nes  possèdent une f a i b l e  a f f i n i t é  pour l ' e a u ,  l e s  conf igura-  

t i o n s  que prendront  les chaînes  po lypept id iques  q u i  f a v o r i s e n t  

un l a r g e  c o n t a c t  e n t r e  c e s  chaînes  l a t é r a l e s ,  e t  de l à  t e n d e n t 3  

les s o u s t r a i r e  de l a  phase aqueuse, s e r o n t  p l u s  s t a b l e s  que 

t o u t e s  l e s  a u t r e s  con f igu ra t ions  - t o u t e s  choses é t a n t  é g a l e s  

p a r  a i l l e u r s .  C e s  cha înes  l a t é r a l e s  pour ron t  former des  

"mice l les"  i n t r a m o l é c u l a i r e s  analogues ,  à ceux formés p a r  l e s  

savons en s o l u t i o n  aqueuse. C e t t e  tendance d e s  groupes non- 

p o l a i r e s ,  en  phase aqueuse, à adhé re r  l e s  uns aux a u t r e s  cons- 

t i t u e  l a  l i a i s o n  hydrophobe. Pour é t u d i e r  l e s  p r o p r i é t é s  de  

l a  l i a i s o n  hydrophobe, KAUZMANN l 5  prend pour modèle l e  t r a n s -  

f e r t  des  hydrocarbures  d ' un  so lvan t  non p o l a i r e  dans l ' e a u .  

Ains i ,  l e  s o l v a n t  non p o l a i r e  r e p r é s e n t e  l e  mi l i eu  non-polai re  

formé p a r  l e  regroupement des  cha înes  l a t é r a l e s  non-polai res .  

C e  t r a n s f e r t  s'accompagne de v a r i a t i o n s  d ' e n t r o p i e ,  d ' é n e r g i e  

l i b r e ,  d ' e n t h a l p i e  l i b r e  e t  de  volume mola i r e  : 



AG, > O 

Ceci  a pour conséquences que : 

- t o u t  groupe a l i p h a t i q u e  non-polaire q u i  q u i t t e  en environ- 

nement aqueux pour e n t r e r  dans  un environnement non p o l a i r e  

v o i t  son e n t r o p i e  augmenter ; 

- l e s  l i a i s o n s  hydrophobes s o n t  p l u s  s t a b l e s  à température  

ambiante q u ' à  O'C, à cause  du c a r a c t è r e  endothermique du 

t r a n s f e r t  mi l ieux  aqueux -+ m i l i e u  non p o l a i r e ,  

MODELE DE NEMETHY e t  SCHERAGA 

NEMETHY e t  SCHERAGA 
16-18,20-21,90-91 

o n t  develop- 
pé un modèle s t a t i s t i q u e  de  l ' i n t e r a c t i o n  hydrophobe ( q u ' i l s  

dénommaient encore l i a i s o n  hydrophobe), basée  s u r  l a  d é f i n i -  

t i o n  de KAUZMANN 15. Ce modèle e s t  fondé s u r  une t h é o r i e  de  

l a  s t r u c t u r e  de l ' e a u  91 e t  s u r  une t h é o r i e  des  s o l u t i o n s  
90 aqueuses d 'hydrocarbures  . 

Les i n t e r a c t i o n s  hydrophobes s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  

d e s  groupes non - p o l a i r e s  des  p r o t é i n e s  

L ' i n t e r a c t i o n  d ' un  groupe non-polai re  avec l ' e a u  est  thermo- 

dynamiquement dé favor i s ée .  C ' e s t  pourquoi il e x i s t e  une 

" tendance thermodynamique" de ce s  groupes non-polaires pour 

s e  regrouper  e t  diminuer p a r  l à  l e u r s  c o n t a c t s  avec l ' e a u .  

C e t t e  " tendance thermodynamique" e s t  d'ahigine enthopique 

(ASE < O )  e t  ind ique  que l e  changement de s t r u c t u r e  de  l ' e a u  

q u i  accompagne l ' i n t e r a c t i o n  hydrophobe e s t  un f a c t e u r  essen- 

t i e l .  



STRUCTURE DE L ' E A U  

L 'é tude  d e s  p r o p r i é t é s  d e  l ' e a u  ind ique  que sa 

s t r u c t u r e  d o i t  comprendre c e r t a i n e s  p a r t i c u l a r i t é s  dues,  

notanmentlà l ' e x i s t e n c e  de nombreuses l i a i s o n s  hydrogène. 

D e s  "aggrégats"  do iven t  e x i s t e r .  I l s  s e r a i e n t  c o n s t i t u é s  

de  molécules d ' e a u  l i é e s  e n t r e  el les pa r  p l u s i e u r s  l i a i -  

sons  hydrogène ( 4  au maximum pour une molécule d ' e a u ) .  On 

cons idère  alors que l ' e a u  e s t  c o n s t i t u é e  p a r  un mélange 

f l u c t u a n t  de p l u s i e u r s  s o r t e s  de molécules  q u i  d i f f è r e n t  

par  l e u r  nombre de  l i a i s o n s  hydrogène (de  O à $/molécule 

d ' e a u ) .  L ' é n e r g i e  i n t e r n e  de c e s  a g r é g a t s  es t  une f o n c t i o n  

de  l a  somme des  é n e r g i e s  d e s  l i a i s o n s  hydrogène d e  c e s  

agréga ts .  L ' en t rop ie  est  : 

oa:j r e p r é s e n t e  le  nombre de  molécules  formant un agrégae  

w r e p r é s e n t e  un paramètre q u i  permet de  t e n i r  compte du 

f a i t  q u ' i l  e x i s t e  p l u s i e u r s  arrangements p o s s i b l e s  

d e s  l i a i s o n s  hydrogène dans un a g r é g a t  donné e t  que 

cet  a g r é g a t  n ' e s t  pa s  forcément de symét r ie  sphér ique.  

& p a r t i r  de  ces données, NEMETHY e t  SCHERAGA o n t  

c a l c u l é  t o u t e s  les  v a r i a b l e s  thermodynamiques. Leur modèle 

s ' e s t  avéré  être en  bon accord avec  les données expérimen- 

t a l e s  s u r  l ' e a u ,  pour d e s  températures  d 60°C, s e u i l  à 

p a r t i r  duquel les d i f f é r e n c e s  s o n t  t r è s  marquées. C e  s e u i l  

p r o v i e n t  d e s  approximations i n t r o d u i t e s  dans  l ' é l a b o r a t i o n  

du modèle : 

- il n ' a  sas é t é  t enu  compte de  l a  c o o p é r a t i v i t é  

d e  l a  l i a i s o n  hydrogène de  l ' e a u  ; 

- l ' é n e r g i e  de  format ion d ' une  l i a i s o n  hydrogène 

dans  un ag réga t  a é t é  supposée indépendante d e  

l a  t a i l l e  de l ' a g r é g a t  e t  de sa géométrie.  



STRUCTURE DES SOLUTIONS AQUEUSES D'UYDRUCARBURES SATURES 

Selon NEMETHY et SCHERAGA, les solutions aqueuses 

d'alcanes linéaires sont caractérisées par une importante 

énergie libre de dissolution, correspondant à une faible 

solubilité et résultant d'une enthalpie de dissolution né- 

gative contrebalancée par une entropie d'excès négative 

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

Lorsqu'une molécule de soluté est introduite dans 

l'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 hydrogène, une molécule voit son voisin non l i é  put 

L i a i h o n  hydkogène être remplacé par une molécule de soluté. 

Or, les interactions H20/soluté sont plus faibles que les 

interactions entre molécules d'eau : d'où une baisse de 

l'énergie interne de la molécule d'eau. Une molécule d'eau 

ayant eu 4 voisins liés par liaison hydrogène peut acqué- 

rir la molécule de soluté comme cinquième voisin : 

Ceci est possible car les molécules d'hydrocarbures, inertes, 

n'interfèrent pas dans l'orientation des molécules d'eau en- 

tre elles. La formation d'une telle structure, dans laquelle 

le soluté occupe un espace partiellement "vide" dans la 

structure de l'eau pure, explique la diminution du volume 

partiel molaire de l'hydrocarbure en solution aqueuse. 



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 modèle théorique a pu montrer que la fraction 

de molécules d'eau liées entre elles par liaison hydrogène 

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

à 25OC fH = 0,45 pour l'eau pyre 

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

aliphatique 

11 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 déjà été noté (bien que sous une forme réfutée 

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

KLOTZ 93. 11 a été également confirmé par deg calculs quan- 

tiques CNDO 94-95. 

F A C T E U R S  A G I S S A N T  S U R  L ' l N T E R A C T l O N  H Y D R O P H O B E  

Les interactions groupes non-polaires/eau sont dé- 

favorables thermodynamiquement ; par conséquence, les grou- 

pes vont avoir tendance à se regrouper (diminuant par là 

leurs contacts avec l'eau) plutôt 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) chaînes latérales non-polaires ( à  l'origine entourées 

d'eau) jusqu'à ce qu'elles se touchent (dans la limite des 

rayons de Wan der Waals) et par là diminuent le nombre de 

molécules d'eau avec qui elles sont en contact.L1énergie li- 

bre de formation d'une liaison hydrophobe est : 



où @ r e p r é s e n t e  l a  c o n t r i b u t i o n  du changement de  s t r u c t u r e  W 
de l ' e a u  ; Al?; e s t  f o n c t i o n  du nombre de molécules  d ' e a u  ex- 

c l u e s  de  l a  zone d ' h y d r a t a t i o n  des  cha înes  l a t é r a l e s  non- 

p o l a i r e s  l o r s  de l e u r  regroupement e t  de  l a  d i f f é r e n c e  d ' éner -  

g i e  l i b r e  de  c e s  molécules  d ' e a u  q u i  accompagne l e u r  exclu- 

s i o n  ; 

où AFÇ r e p r é s e n t e  l a  c o n t r i b u t i o n  du changement d ' é t a t  de  l a  

chaîne l a t é r a l e  non-polai re  ; A F ~  e s t  fonc t ion  du nombre de  

c o n t a c t s  eau/groupe non-polai re  e t  groupe n o n - p o l a i r e / g r ~ u p e  

non-polaire,  de l a  d i f f é r e n c e  d ' é n e r g i e  i n t e r n e  q u i  accompa- 

gne l a  format ion de l ' i n t e r a c t i o n  hydrophobe e t  de  l ' é n e r g i e  

l i b r e  gagnée p a r  l i a i s o n s  C - C l o r s  du changement d ' é t a t .  

NEMETHY e t  SCHERAGA o n t  c a l c u l é  les v a l e u r s  de 

AF; e t  A F ~  pour l a  format ion d 'une  l i a i s o n  hydrophobe e n t r e  

des  a c i d e s  aminés c o n s t i t u t i f s  d e s  p r o t é i n e s .  

AS:@ r e s t a n t  p o s i t i f  jusqu 'à  une température  de  

l ' o r d r e  de  65"C, l e s  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes s o n t  s t a b i l i -  

sges  l o r s q u e  l a  température  augmente, dans l a  l i m i t e  de s  

60 - 70°C. L e s  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes s o n t  peu s p é c i f i q u e s  

e t  dépendent du s o l v a n t  : e l l e s  ne peuvent a t t e i n d r e  une 

grande importance qu 'en  m i l i e u  aqueux. En s o l v a n t  non aqueux, 

meme t r è s  p o l a i r e ,  il f a u t  p l u t b t  p a r l e r  de  l i a i s o n s  non- 

p o l a i r e s .  En so lvan t  non aqueux, non p o l a i r e  ou fa ib lement  

pblaire, les cha înes  l a t é r a l e s  non-polai res  n ' o n t  aucune rai-  
son d ' i n t e r a g i r  e n t r e  e l l e s  ; l e u r s  i n t e r a c t i o n s  avec l e  

s o l v a n t  s o n t  t o u t  a u s s i  f avo rab le s .  En mélanges eau /so lvan t  

~ r g a n i q u e ,  c e  d e r n i e r  p e u t  former des  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes 

avec les cha înes  l a t é r a l e s  non-polai res ,  f a c i l i t a n t  a i n s i  l e  

depl iement  d e  l a  p r o t é i n e .  L e s  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes ren- 

f o r c e n t  les l i a i s o n s  hydrogène. E l l e s  ne provoquent un a f f a i -  

b l i s sement  d e s  l i a i s o n s  hydrogène que s i  e l les  d o i v e n t  être 

b r i s é e s  pour permet t re  à l a  l i a i s o n  hydrogène de s ' e f f e c t u e r .  



D - LES AUTRES MODELES 
Dans le modLle propose par BEN-NAIM 961 1 'Bnergie 

libre de l'interaction hydrophobe provient du travail fourni 

par deux mol6cules non-polaires en solution aqueuse lors de 
leur rapprochement depuis une distance infinie. Dans le cas 

de mélange de solvants eau/solvant organique, BEN-NAIM a 
montre 97 que l'addition d'une faible quantite de dioxanne 
ou d'éthanol provoque une augmentation des interactions hy- 
dyophobes. Si l'on ajoute encore du dioxanne ou de l'ethanol, 
les interactions hydrophobes s'amenuisent pour atteindre un 
minimum dans le solvant organique pur. 

Le modèle de FRIEDMAN et KRISWNAN 98 est fonde sur 
le calcul du potentiel d'interaction d'une paire soluté/ 
soluté, qui contient un terme dQ aux repulsions électrosta- 
tiques et un terme dû une diminution de la sphgre d'hydra- 

tation des deux  molécule^ de soluté lors du rapprochement hy- 
drophobe. 

Dans un modèle assez different de ceux de NEMETHY 
et SCHERAGA, de BEN-NAIM ou de FRIEDMAN et KRISHNANI F R A N K S ~ ~  
propose de maintenir plusieurs couches de molécules d'eau en- 
*re les groupes non-polaires. L'interaction hydrophobe est 
considérée comme une interaction à longue distance et non 
plus comme une interaction due au regroupement de mol6cules 
aliphatiques en solution aqueuse. 

De nombreux autres modèles ont été proposés 100-106 I 
parfois critiquant et améliorant les modèles de NEMETHY et 

SCHERAGA et de BEN-NAIM. 

11 faut noter que la notion même d'interaction hy- 
drophobe est parfois sévèrement critiquee lo7-lo9 voire 
réfutée 110 
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C H A P I T R E  I I I  

ETUDE DE L'ADSORPTION PREFERENTIELLE ET ABSOI+UE 

DANS LES MELANGES EAU/2-CHLOROETHANOL 





111.1. INTRODUCTION 

Lorsqu'une macromolécule est dissoute dans un mg- 

lange de solvants, la couche de solvatation - c'est-à-dire 
les molécules de solvant qui se trouvent dans le voisinage 

immédiat du polymère - n'a pas la même composition que le 
malange des solvants purs. Cela est dû au fait que le poly- 

mare a une affinité plus grande pour l'un des constituants 

du mélange. Lorsque la couche de solvatation est ainsi en- 

richie, par rapport à la composition globale, en l'un des 

constituants du mélange de solvants, on considère qu'il y 
a ADSORPTION PREFERENTIELLE par ce constituant sur le po- 

lymère. 

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. ~n effet, la variation de l a  c~mposi- 
tion du mélange de solvants au voisinage de la macromoiécule 

peut induire une transition conformationnelle. Ce qui a pour 
conséquence de modifier les interactions polypeptide - 
solvant : chaque conformère n'a pas toujours la même affinité 

pour un solvant donné. Ainsi, par exqple, la formatjon des 

liaisons hydrogène dans le squelette peptidique, qui accom- 

pagne la structuration en hélice ci , diminue la capacité des 
groupements amides 3 former des liaisons hydrogène avec les 

petites molécules du milieu solvant extérieur. D'autre part, 

certains groupements chiniiques peuvent être plus ou moinq ex- 
posés ou soustraits à l'influence des molécules de solvant 

lors de la transition conformationnelle. Ce phenomène prend 

une très grande importance dans le cas de la dénaturation des 
1 protéines globulaires . 

C'est pourquoi l'étude de la variation de l'adsorp- 
tion préférentielle et de l'adsorptior, absolue (c'est-a-dire 

1â composition de la couche de solvatation) en fonction de la 
camposition du mélange de solvants est d'un grand int&rêt, 



dans la mesure où elle peut contribuer à la connaissance 

des mécanismes responsables de la transition conformation- 

nelle. 

TERMINOLOGIE 

Nous emploierons la terminologie de SCATCHARD L '  

et STOCKMAYER dans laquelle les indices pairs se rappor- 

tent aux polymères et les indices impairs aux petites mo- 

lécules. Généralement l'indice l est attribu4 au solvant 

cqnsidéré comme "principal". Dans le cas des mélanges eau1 

sqlvant organique, eau/dénaturant et eau/sel, on choisit 

l'eau comme "solvant principal". Dans tout ce qui suit, 

l'indice 1 se rapportera donc à l'eau, l'indice 2 au polypep- 

tide et l'indice 3 au solvant organique. D'autre part,le sym- 

bole O . . 

. . - en indice, indiquera que l'on se réfère aux mé- 
langes des solvants purs ; 

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

Nous utiliserons indifféremment les expressions adsorption 

préférentielle et solvatation préférentielle ; lorsqu'il y a 

adsorption pré£ érentielle par l'eau, on écrira également hy- 

dratation préférentielle. 

Nous décrirons rapidement le principe des diffé- 

rentes méthodes d'étude de la solvatation préférentielle 

paur décrire ensuite de manière plus approfondie la mesure 

des incréments de densité que nous avons utilisée dans ce 

travail. 

l 111.2.1. La diffusion de la lumière 

Lorsque l'on envisage la diffusion de la lumière 

par un homopolymère en solution dans un mélange binaire, on 



constate que la masse moléculaire mesurée dépend à 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 çe phé- 

nomène 3-5 a permis de relier la variation de la masse appa- 

rente du polymère au coefficient d'adsorption préférentielle. 

Cette méthode a été appliquée, notamment, au système 

8-Lactoglobuline ~/eau/~éthoxy6thanol et eau/2-chloroéthanol 
10 7-9, et au système PLGB/Chlorof orme/Acide dichloracétique . 

111.2.2. Les équilibres de dialyse 

Le phénomène de dialyse entre une solution ternaire 

polymère/mélange de deux solvants et le mélange des 2 sol- 

vants purs est à la base d'une autre méthode pour déterminer 

les coefficients dladsorp.tion préférentielle ; cette dialyse, 

qui a pour effet d'égaliser les potentiels chimiques des deux 

solvants dans les deux phases, supprime en fait le phénomène 

de solvatation préférentielle. La comparaison de la valeur 

d'un paramètre physico-chimique X ,  caractérisant le polymère, 

ayant et après dialyse, permet de déterminer la valeur de 

l'adsorption préférentielle. 

Dans ce cas X est égal à l'indice de réfractio~ ; 

on a alors la relation 11-12 . 

--- 1 an - 
] ag 3 

(7) 

- - aC2 m3 
ag2 pltu3 

m, 

oq : 

ag3 
(q)u1,p3 

représente le coefficient d'adsorption 

préférentielle, Ci la concentration de i en g/ml 



an an d e  s o l u t i o n ,  (--) , - e t  (-1 les i n c r é -  
a c 2  !-'3 ac2 "3 ac3 m2 

ments d ' i n d i c e  de  r é f r a c t i o n  à p o t e n t i e l  chimique 

c o n s t a n t ,  à composit ion c o n s t a n t e  du s o l v a n t  3 e t  

du mélange de s o l v a n t s  purs .  

C e t t e  méthode, q u i  es t  l a  p l u s  u t i l i s é e ,  a serv i  à 

é t u d i e r  des  systèmes te l s  que B-Lactoglobuline A/eau/éthylène - 

6  g l y c o l  6 ,  B-Lactoglobuline ~ /eau /méthoxyé thanol  , 6 - ~ a c t o -  

g lobu l ine  ~ / e a u / 2 - c h l o r o é t h a n o l  6-8, Sérumalbumine bovine/  
15 eau/LiCl 13, ~LGA/eau/dioxanne 14, PHPG/eau/dioxanne , 

po ly lys ine  HBr/eau/solvants organiques  16, d é r i v é s  de  l a  
1 7  Poly lys ine /eau /se l  . 

Dans ce  c a s  X r e p r é s e n t e  l a  d e n s i t é  d e  l a  s o l u t i o n .  

C e t t e  méthode s e r a  d é t a i l l é e  au 5 111.3. 

III. 2.3. L ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

La masse mo lécu la i r e  apparen te  du s o l u t é  dans  un m é -  

l ange  de s o l v a n t s  p e u t  également ê t r e  r e l i é e  à l ' a d s o r p t i o n  

p r é f é r e n t i e l l e  18. C e t t e  méthode a  é t é  u t i l i s é e  pour détermi-  

n e r  l ' h y d r a t a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  des  p r o t e i n e s  lgV2l e t  d e s  

po lypept ides  de  syn thèse  2 2 t 2 3  dans d e s  mélanges e a u / s e l  ou 

d e s  mélanges eau/dénaturant  6,24-25 

111.2.4. Aut res  méthodes 

. La spec t roscop ie  Infra-Rouge permet de  m e t t r e  e n  

évidence c e r t a i n e s  i n t e r a c t i o n s  s p é c i f i q u e s  e n t r e  l ' u n  des  

s o l v a n t s  e t  un groupe f o n c t i o n n e l  p o r t é  par  l e  polymère 26-28 

. La résonance magnétique n u c l é a i r e  : on mesure l e  

temps de r e l a x a t i o n  s p i n  - r é seau  des  pro tons  de  l ' u n  des  

deux s o l v a n t s ,  qu i  dépend de  l a  présence  du polymère e t  d e  l a  

composition d e  l a  couche de s o l v a t a t i o n  29-32 



. On p e u t  encore  c i t e r  l a  chromatographie p a r  per-  

méation de  g e l  33,  l a  d i f f u s i o n  l i b r e  3 4 ,  l a  d i s t i l l a t i o n  

i ~ o ~ i e s t i ~ u e ~ ~ ,  e t  l a  d i f f u s i o n  des  rayons X aux p e t i t s  arr- 
36 g l e s  . 

III. 3. DETERMINATION DE L 'ADSORPTION PREFERENTIELLE PAR MESURF 

DES INCREMENTS DE DENSITE 

111.3.1. I n t r o d u c t i o n  

L a  base  t héo r ique  n é c e s s a i r e  à l a  dé t e rmina t ion  du 

c o e f f i c i e n t  d ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  à p a r t i r  des  mesures 

d e s  d e n s i t é s  d e s  s o l u t i o n s  polymère/mélange d e  s o l v a n t s  a  é t é  

é t a b l i e  p a r  CASASSA e t  EISENBERG ll. q u i  l u i  o n t  donné une 

j u s t i f i c a t i o n  r igou reuse  à p a r t i r  de s  données de  l a  thermodyna- 

mique des  s o l u t i o n s  1 2 .  L e s  j u s t i f i c a t i o n s  t héo r iques  présen-  

t é e s  pa r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  37-42 r ep rennen t , ,  en f a i t ,  les m ê m e s  

méthodes que c e l l e s  employées p a r  CASASSA e t  EISENBERG, e t  

a b o u t i s s e n t  à un r é s u l t a t  semblable. I l  n ' e s t  p a s  de  n o t r e  pro- 

pos  de r ep rendre  i c i  t o u t e  l ' a rgumen ta t ion  déployi5e pa r  CASASSA 

e t  EISENBERG l2  ; nous nous conten te rons  d 'un  r a p p e l  d e s  équa- 

t i o n s  q u i  pe rme t t en t  d e  dé te rminer  l ' a d s o r p t i o n  p r é f e r e n t i e l l e  

3 p a r t i r  de  mesures de  d e n s i t é .  

111.3.2. Rappels t héo r iques  

- les c o n c e n t r a t i o n s  gi s o n t  exprimées en grammes de 

composé i p a r  gramme de composant 1 ; les concen t r a t i ons  C i 
s o n t  exprimées en  grammes de  composé i p a r  m l  d e  s o l u t i o n .  

- l e  t e r m e  adso rp t ion  p r é f é r e n t i e l l e ,  q u i  ne d é s i -  

gne aucun phénomène molécu la i r e  p a r t i c u l i e r ,  est p r i s  i c i  au 

sens  l a r g e  : il s i g n i f i e  que dans l e  domaine immédiat de l a  

macromolécule, l ' u n  d e s  s o l v a n t s  est  en  excès  pa r  r a p p o r t  à 



la composition du reste du mélange. Il rend compte de tous 

les effets produits par les interactions polymère - mélange 
Ge solvants, depuis le retard que prend une molécule de sol- 

vant dans ses mouvements de rotation ou de translation lors- 

qu'elle arrive à proximité du polymère, jusqu'à l'adsorption 

sur des sites particuliers de la macromolécule, par liaison 

hydrogène ou électrostatique par exemple.L1adsorption préfé- 

rentielle du solvant 3 est exprimée en grammes de solvant 3 
343 par gramme de polymère et se symbolise par (-) pour 
ag2 P1'1-i3 

le cas d'un système ternaire. 

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

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

- L'incrément de densité est défini, 2ar analogie 
avec l'incrément d'indice de réfraction, par l'augmentation 

de la densité d'une solution de solvants de densité po 

lorsqu'on a ajouté C2 granimes de polymère : 

où p désigne la densité de la solution résultante. 

On peut également définir un incrément de densité 

spécifique (&-) et un incrément de densité molaire (k) . 
a92 am2 

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

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

néaire de la concentration. On peut alors écrire : 

P = Po + c 2 ac2 (III. 3) 

- L'augmentation de volume d'un liquide liée à la 

dissolution d'un soluté, ramenée à un gramme de soluté, est 

appelée volume spécifique apparent ( $ 2 )  du soluté ; elle est 

exprimée en ml/g. Dans le cas où cette augmentation est indê- 

pendante de la quantité relative masse de soluté/masse de 



so lvan t ,  l e  volume s p é c i f i q u e  apparen t  est i d e n t i q u e  a u  vo-. 

lune s p é c i f i q u e  p a r t i e l  ( v 2 ) .  Dans l e  c a s  c o n t r a i r e ,  l e  

volume s p é c i f i q u e  apparen t  $2 ne d e v i e n t  é q a l  au volume spé- 

c i f i q u e  p a r t i e l  q u ' à  d i l u t i o n  i n f i n i e  : 

-0 v  = L i m  
2 

c,+o 
$ 2  

OU encore  : 

(III. 4) 

(III. 5) 

L ' a d d i t i o n  de  P2 grammes de  polymère à P grammes 
O 

d 'un  mélange d e  deux s o l v a n t s  de  d e n s i t é  p e n t r a î n e  une va- 
O 

r i a t i o n  Av du volume du système e t  une v a r i a t i o n  p- po  de  

l a  d e n s i t é  d e  l a  s o l u t i o n .  Le volume s p é c i f i q u e  appa ren t  4 
2 

du polymère est a l o r s  : 

L e  phénomène d ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  impl ique 

une mod i f i ca t ion  d e s  p o t e n t i e l s  chimiques des  s o l v a n t s ,  p l  

e t  p 3 .  Pour que l a  v a l e u r  de  chacun d e s  p o t e n t i e l s  chimiques 

d e s  s o l v a n t s  s o i t  é g a l e  à c e l l e  q u ' i l  a dans le  mélange pur ,  



en l ' a b s e n c e  d e  t o u t e  a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e ,  on devra  

a j o u t e r  PZ grammes de  polymère à l a  s o l u t i o n  : 

(III. 7) 

L'augmentation de  volume de l a  s o l u t i o n  q u i  en  r é s u l t e  permet 
d de d é f i n i r  un nouveau volume s p é c i f i q u e  apparen t ,  $ I ~  , à par-  

t i r  d e s  nouve l les  v a l e u r s  C* 2 e t  pt p r i s e s  par  l a  concentra-  

t i a n  en polymère e t  p a r  l a  d e n s i t é  de  l a  s o l u t i o n  : 

(III. 8) 

En f a i t ,  expérimentalement,  pour ramener les p o t e n t i e l s  ch i -  

miques des s o l v a n t s  dans  l a  s o l u t i o n  à l e u r s  v a l e u r s  dans l e  

mélange sans  polymère, on d i a l y s e  l a  s o l u t i o n  c o n t r e  l e  me- 

lange de s o l v a n t s .  On o b t i e n t  a l o r s ,  d e  l a  m ê m e  façon ,  une 

nouvel le  v a l e u r  du volume s p é c i f i q u e  appa ren t  du s o l u t é  : 

(III. 9) 

L'equat ion (111.7) nous permet d ' é c r i r e  : 

a l o r s  : 

(III. 10) 

(III. 11) 

O r ,  vu l e s  d é f i n i t i o n s  employées, on a les r e l a t i o n s  : 



où T3 désigne le volume spécifique partiel du solvant 3; 

d'où on-déduit : 

L'équation (111.11) devient alors : 

(III. 13) 

Grâce aux équations (111.6) et (III.9), on peut réécrire 

l'équation (111.13) sous la forme : 

(III. 14) 

que l'on peut également mettre sous une autre forme, grâce 

à l'équation (III. 2) : 

(III. 15) 

a p  représente l'incrément de densité à potentiel 
Où (q ~~t1-i-3 
chimique constant des solvants 1 et 3 et (k) 1 ' incré- ac2 mltm3 
ment de densité à composition constante: 



(III. 16) 

a P (---i = Po + '2 
ac, m3 

(III. 17) 

Au cas où les incréments de densité sont fonction 

de la concentration, il faut remplacer : 

-0 

42 
et @; par y2 et v2 dans l'éq. (111.13) 

par ( 
pf- p-Po 0 

et (- ) dans l'éq. (111.14) 
C2 C2 

(k) 
O 

ac2 ~i~f~i-3 et par (ae) 
aC2 m3 ac2 ultp3 et dans 1'éq. (III.15) 

aC2 m3 

Les relations (III.13), 111.14) et 1 1 1  1 sont équivalentes 

et sont utilisées indifféremment, au gré des auteurs. 

ag 3 En conclusion, la détermination de (-) néces- 
a92 u1tFi3 , 

site la détermination des densités des solutions de polymère, 

avant et après dialyse contre le mélange des solvants purs, 

en fonction de la concentration en polymère. Les mesures sont 

alors exploitées : 

z en termes de volume spécifique partiel 

(éq. 111.13) 
6,38-40,42,43 

f en termes d'incréments de densité 

(éq. 111.14 et 111.15) 
37,38,41-45 

C'est la méthode que nous avons choisie dans 

ce travail. 



111.4. DETERMINATION DE L'ADSORE'TION Ai3SOLUE 

111.4.1. Définition 

Si l'on se réfère à la définition de l'adsorption 

préférentielle, on constatera que celle-ci ne donne aucune 

iqformation sur la composition exacte de la couche de sol- 

vatation. En effet, si l'on veut établir une corrélation 

entre la transition conformationnelle du polypeptide et son 

état de solvatation, il est nécessaire de connaître l'adsorp- 

tion absolue, c'est-à-dire le nombre de grammes (ou de moles) 

de solvant 1 et de solvant 3 qui solvatent un gramme (ou une 

mole) de polymère. C'est pourquoi certains auteurs ont cher- 

ché à établir une relation entre la composition de la couche 

de solvatation et l'adsorption préférentielle, paramètre dont 

il est possible de déterminer la valeur. Nous allons donc 

examiner les différentes théories développées à cet effet. 

111.4.2. Relation adsorption préférentielle - adsorption 
absolue 

a - ThCohie de  T A N F O R D  ( 7  9 6 9 )  

Selon TANFORD 4 6 ,  1 'adsorption préférentielle d'une 

petite molécule est définie comme la quantité en excès de 

cette molécule liée sur la macromolécule, en excès par rap- 

port à la quantité qui serait adsorbée si la couche de sol- 

vatation avait la même composition que le mélange de solvants 

dans lequel la macromolécule est dissoute. Ainsi, si le mé- 

lange est constitué de nl moles d'eau et de n3 moles du troi- 

sième composant et si an et an représentent le nombre de 1 3 
moles de 1 et de 3 qui seraient liées à la macromolécule si 

la couche de solvatation était identique au mélange des sol- 

vants purs, l'adsorption préférentielle de 3 ( v  ?pref.) sera 
3 

définie par : 
- - v pref = v - an 3' 3 3 



où V3 r e p r é s e n t e  l e  nombre moyen de moles de  3 l i é e  à cha- 

que mole de  motif  monomère de  l a  macromolécule. S i T l  repré-  

s e n t e  l e  nombre moyen de moles d ' eau  l i ée ,  on a : 

d 'où  : 

(III. 18)  

C e t t e  équa t ion  comporte deux inconnues : jj e t  cl. 
Pour déterminer  l ' u n e  d ' e n t r e  el les,  il e s t  n é c e s s a i r e  de  

f i x e r  une v a l e u r  à l ' a u t r e  : s i  l ' o n  v e u t  c o n n a î t r e  l a  va- 

l e u r  de l a  s o l v a t a t i o n  abso lue  par  1.e composé 3, il e s t  né- 

cessaire de  f i x e r  c e r t a i n e s  v a l e u r s  à T c ' e s t - à - d i r e  à 1 ' 
l ' h y d r a t a t i o n  absolue.  C e s  v a l e u r s ,  comme nous l e  ve r rons  

p l u s  l o i n ,  peuvent ê t re  éva luées  à p a r t i r  de  données expé- 

r imen ta l e s  s u r  l e  deg ré  d V h y d r a t a t i o n . d e s  po lypep t ides  en 

f i l m ,  en s o l u t i o n  aqueuse ou en mélange de  s o l v a n t s .  

Considérons l r 6 '  4 7  un s a c  à d i a l y s e  formé pa r  une 

membrane imperméable à l a  macromolécule mais perméable aux 

deux so lvan t s .  On i n t r o d u i t  dans  l e  s ac  un gramme de compo- 

s a n t  1 e t  g3  grammes de  3. L e  s a c  e s t  a l o r s  immergé dans un 

volume i n f i n i  (en p r a t i q u e ,  dans  un l a r g e  excès)  du mélange 

d e  s o l v a n t s  de  même composit ion.  On a j o u t e  main tenant  au 

contenu du s a c  une q u a n t i t é  dg; grammes de polymère. S i  Al 

e t  A3 r e p r é s e n t e n t  l e  nombre d e  grammes de composant 1 e t  3 

q u i  s e  l i e n t  à un gramme de polymère, l a  q u a n t i t é  d e  s o l v a n t  

non l i é  au polymère, dans  le  s a c  à d i a l y s e ,  diminue de Aldg; 

pour 1 e t  d e  A3dgS pour 3. 

L a  concen t r a t i on  du composant 3  d e v i e n t  a l o r s  : 

(III. 19) 



Lorsque l ' é q u i l i b r e  de  d i a l y s e  e s t  a t t e i n t ,  l e s  p o t e n t i e l s  

chimiques du com2osant 3 dans l e  s a c  à d i a l y s e  e t  à l ' e x -  

t é r i e u r  do iven t  être égaux : 

s o i t  : 

RT Log a3 = RT Log a; 

où a  dés igne  l ' a c t i v i t é . 0 ~  encore : 

RT Log g j  + RT Log y3 = RT Log g; + RT Log y; 

S i  on suppose que l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  les c o e f f i c i e n t s  d ' ac -  

t i v i t é s  y3 e t  y; es t  uniquement due aux i n t e r a c t i o n s  avec  le  

polymère, on p e u t  é c r i r e  : 

QÙ Fj désigne l a  f r a c t i o n  en po ids  de  composant 3 ,  dans l e  

sac à d i a l y s e ,  q u i  n ' e s t  pas  l i é e  au polymère. On a  donc : 

d ' o ù  : F,-1 

C ' e s t  l a  q u a n t i t é  de  composant 3  q u i  d o i t  d i f f u s e r  à t r a v e r s  

l a  membrane pour é t a b l i r  l ' é g a l i t é  pj = y;. L'équa t ion  

(III. 1 9 )  permet a l o r s  d ' é c r i r e  : 

(A3 - g3Al)dg; 
dg, = g3 - g; = 

1 - A,dg; 

La concen t r a t i on  en polymère dans l e  s a c  à d i a l y s e  est a l o r s  : 



d ' o ù  : 

I N O U E  e t  TIMASHEFF ' ' 4 7  o n t  a i n s i  pu donner une r e l a t i o n  

e n t r e  l e  c o e f f i c i e n t  d ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  e t  l ' adso rp -  

t i o n  absolue par  les composants du mélange de s o l v a n t s .  C e t t e  

r e l a t i o n ,  comme c e l l e  de  TANFORDI comporte deux inconnues:A1 

e t  A3. 

c - ThiZunie d c  R E T S L E R ,  H A l K  ex EISENBERG ( 7 9 3 7 ) .  

Le t r a i t e m e n t  t héo r ique  proposé p a r  REISLER, H A I K  

e t  EISENBERG 4 2  e s t  c o n s t i t u é  pa r  une r e p r é s e n t a t i o n  en plu-  

s i e u r s  é t a p e s  du phénomène de  d i s s o l u t i o n  d ' u n  polymère dans  

un mélange de  s o l v a n t s  : 

- à 1 m l  du mélange de s o l v a n t s ,  on a j o u t e  C 2 gram- 

m e s  de  polymère (Etape 1) ; 

- on mélange e t  on l a i s s e  les i n t e r a c t i o n s  s o l u t é  - 
s o l v a n t s  s ' é t a b l i r  (Etape II) ; 

- l a  f r a c t i o n  de  volume occupée par  l e  polymère 
9  V est  a l o r s  : 2 = C 7 puisque v = 1 m l .  Mais l ' é t a p e  II v  2 2 

a provoqué une v a r i a t i o n  de volume de l a  s o l u t i o n .  Pour re- 

t rouve r  l e  volume i n i t i a l  (1 m l ) ,  il f a u t  en l eve r  C 2 v 2Po 

grammes de  mélange d e  s o l v a n t s  purs  de  d e n s i t é  p (Etape III) ; 
O 

- il f a u t  e n s u i t e  r e t r o u v e r  les v a l e u r s  i n i t i a l e s  

d e s  p o t e n t i e l s  chimiques de 1 e t  de  3 ,  modi f iées  pa r  l e  phé- 

n ~ m è n e  d ' adso rp t ion  p r é f é r e n t i e l l e .  On appe le ra  B 3 l a  quan- 

t i t é  de s o l v a n t  3  l i é e  au polymère, 
B1 

l a  q u a n t i t é  d ' eau  l i é e  

au polymère e t  E l a  q u a n t i t é  de  s o l v a n t  3  exc lue  de  l a  cou- 3  
che de  s o l v a t a t i o n  par des  phénomènes d ' o r i g i n e  é l e c t r o s t a -  

t i q u e .  

Pour r e t r o u v e r  l a  v a l e u r  non pe r tu rbée  du p o t e n t i e l  

chimique du s o l v a n t  3 ,  il f a u t  a l o r s  : 



- ajouter (B - E ) C grammes de composant 3 
3 3 2 

(Etape I V )  ; 

- mélanger et laisser s'effectuer les différentes 
interactions (Etape V) ; 

- - enlever (B3 - E ) C  p grammes de mélange de 3 2 v 3  O 
solvants, afin de retrouver un volume de 1 ml (Etape V I )  ; 

- de même, pour maintenir le potentiel chimique de 
l'eau à sa valeur dans le mélange de solvants, il faudra 

ajouter B1C2 grammes d'cm (Etapc IV' et V ' )  et enlever 

B C 7 p gra.nmes de mGlange de solvants (Etape V I ' ) .  1 2 1 0  

Pour retrouver un volume de 1 ml, il a donc fallu 

. effectuer 9 opérations, ce qui se traduit par une variation 

de densité égale à : 

-0 
= 1-Y2P0 + (B3-E3) (1-V3pO) + B1 (1-Tlpo) 

ac2 Fi1,Fi3 

ou, en remplaçant (1-F p ) par - gj (1-7 p ) 
1 O 3 0 

( I I I .  2 1 )  

Sachant que le coefficient d'adsorption préférentielle peut 

s ' écrire 37,38,41 

L'équation (111.21) peut alors se mettre sous la forme : 

( I I I .  2 2 )  



C e t t e  express ion  e s t  i d e n t i q u e ,  en f a i t ,  à c e l l e  é t a b l i e  p a r  

I N O U E  e t  TIMASHEFF l r 6 '  4 7  pour l e  c a s  où l e  composant 3 n ' e s t  

pas  un é l e c t r o l y t e  : en e f f e t ,  il s u f f i t  d ' é c r i r e  : 

d - Thtahie de K O M I Y A M A ,  M O R I ,  Y A M A M O T O  ex 7 l J l M A  

L e s  r é s u l t a t s  obtenus  dans l ' é t u d e  du système 

Poly-L-Lysine H B r  / eau / s o l v a n t  organique e t  s o l v a n t  or-  

ganique 1 / s o l v a n t  organique 3 ,  o n t  amené KOMIYAMA, MORI, 

YAMAMOTO e t  I I J I M A  l6 a  é l a b o r e r  un modèle t héo r ique  dans 

l e q u e l  chaque u n i t é  de  r é p é t i t i o n  du po lypept ide  es t  c o n s t i -  

tu6e  par  j segments ayan t  des  a f f i n i t é s  d i f f é r e n t e s  vis-à- 

v i s  des c o n s t i t u a n t s  du mélange  de s o l v a n t s .  I ls  o n t  a i n s i  

çons idéré  deux segments : l a  p a r t i e  p o l a i r e  de l a  cha îne  la- 

t é r a l e  e t  l e  r e s t e  du r é s i d u .  

S o i t  : 

n3 l a  s o l v a t a t i o n  t o t a l e  du segment j 

(en moles/mole) 

nJ l e  nombre de  moles du s o l v a n t  i p r é s e n t e s  dans i 
l a  couche de s o l v a t a t i o n  du segment j 

X: 
l a  f r a c t i o n  mola i r e  du s o l v a n t  i dans l a  cou- 

che d e  s o l v a t a t i o n  du segment j 

nP l a  s o l v a t a t i o n  t o t a l e  de  chaque r é s i d u  

On a  l e s  r e l a t i o n s  : 



~!;JIIYAMA et ses collaborateurs l6 introduisent ensuite une 

(-,Instante d'échange, caractéristique de 1 'équilibre existant 

-:ntre la couche de solvatation du segment j et le mélange de 

sc~lvants "extérieur au polymère" : 

(III. 2 3 )  

où X1 et X j  représentent les fractions molaires des solvants 

" et 3 dans le mélange de solvants purs. 

On a alors, en remplaçant xj par 1 - 3 
X: dans 

En utilisant la relation entre l'adsorption préférentielle 

et l'adsorption absolue sous la forme : 

O n  a là une équation comportant plusieurs inconnues : 



KOMIYAMA e t  s e s  c o l l .  o n t  donné une méthode permet tan t  de 

c a l c u l e r  les cons t an t e s  d 'échange dans 1.e c a s  s imple  où 

j = 2 : s i  dans un mélange de so lvan t  donné l e  graphe de 

am3 O 

(-1 X3 X3 
= f ( X )  e s t  une f o n c t i o n  l i n é a i r e  de  - , 

am2 iil'ii3 1 X1 

c e l a  impl ique que : 

La pente  du graphe es t  a l o r s  : 

il e s t  a l o r s  p o s s i b l e  de  dé te rminer  l a  s o l v a t a t i o n  t o t a l e .  

En supposant  que c e t t e  v a l e u r  é t a i t  i d e n t i q u e  à c e l l e  du 

po lypept ide  dans un a u t r e  mélange de s o l v a n t s  où 

am O 3  
(-) n ' e s t  pa s  une' f onc t ion  l i n é a i r e  de  - *3 , 

ams i i , ~ ~ ,  X1 

l e s  a u t e u r s  o n t  pu c a l c u l e r  l e s  c o n s t a n t e s  d 'échange g r â c e  

à l a  r e l a t i o n  : 

am O 3  Pente  de (-1 = f (-) X3 
am2 ~ i ~ t ~ i 3  X1 

J - 1 ) n  à l ' o r i g i n e  = ; ( K 3 #  j 
-, 

e t  à l a  r e l a t i o n  (III.24), en a j u s t a n t  l a  v a l e u r  de  n1 pour 

r e t r o u v e r  les v a l e u r s  expér imenta les  de l ' a d s o r p t i o n  pré-  

f @ r e n t i e l l e .  

L ' o r i g i n a l i t é  de  ce  modèle e s t  de  r e p r é s e n t e r  un 

r é s i d u  du po lypept ide  sous  l a  forme de segments ayant  des 

comportements d i f f é r e n t s  v i s - à -v i s  du mélange de s o l v a n t s  

e t  de c a r a c t é r i s e r  c e s  segments par  une cons t an t e  d 'échange 

couche de s o l v a t a t i o n  - s o l v a n t  e t  de c h i f f r e r  l a  so lva t a -  

t i o n  abso lue  de  chacun de c e s  groupements chimiques. Néan- 

moins, l ' u t i l i s a t i o n  de c e  modèle e s t  l i m i t é e  p a r  l a  néces- 

s i t é  d ' a v o i r  un graphe l i n é a i r e  de  : 



e - C o n c l u s i o n  

Les modèles p r o p o s é s  p a r  TMFORD 4 6 ,  p a r  INOUE e t  

TIMASHEFF 1 ' 6 r 4 7  e t  p a r  REISLEX, H A I K  e t  EISENBERG 42  abou- 

t i s s e n t  a u  même r é s u l t a t ,  que nous r e p r e n d r o n s  qous l a  forme 

p roposée  p a r  INOUE e t  TIMASHEFF : 

E l l e  comporte deux inconnues  A e t  Al. A f i n  d e  c o n n a î t r e  3 
l ' u n e  d ' e n t r e  e l les ,  il f a u t  ou b i e n  s e  f i x e r  une v a l e u r  

pour  l ' a u t r e ,  ou b i e n  d é t e r m i n e r  l ' a u t r e  p a r  une méthode 

e x p é r i m e n t a l e  indépendan te .  Nous y r e v i e n d r o n s  p l u s  l o i n .  

111.5. MODE OPERATOIRE 

L e s  d e n s i t é s  d e s  s o l u t i o n s  s o n t  mesurées  s u r  un 

d e n s i m è t r e  d i g i t a l  d e  p r é c i s i o n ,  l e  DMA02D 4 8  de  l a  f i r m e  

Anton P a a r ,  q u i  permet  une mesure r a p i d e  e t  p r é c i s e  d e  l a  

d e n s i t é  d ' u n e  s o l u t i o n .  D e s  mesures  r é p é t i t i v e s  s o n t  e f f e c -  

t u é e s  e t  e n r e g i s t r é e s  p a r  une imprimante Newport 810. 

111.5.1. Mesure d e s  d e n s i t é s  

a - P h i n c i p e  du densimCZfie d e  p h é c i h i o n  DMA 

La mesure d e  l a  d e n s i t é  es t  d é d u i t e  d e  l a  dé te rmi -  

n a t i o n  d e  l a  f r é q u e n c e  de  v i b r a t i o n  d ' u n  o s c i l l a t e u r  e x c i t é  

é l e c t r o n i q u e m e n t ,  d o n t  l a  masse e f f e c t i v e  es t  composée d e  

sa masse p r o p r e  e t  d e  l a  masse du l i q u i d e  q u ' o n  y i n t r o d u i t .  



L ' o s c i l l a t e u r  est  formg par  un tube  en U creux ( v o i r  f i g u r e  

111.1). Les l i m i t e s  du volume occupé pa r  l a  s o l u t i o n  q u i  prend 

p a r t  aux o s c i l l a t i o n s  s o n t  maintenues cons t an t e s  p a r  un chan- 

gement brusque dans l a  s e c t i o n  du tube.  L e  système d ' e x c i t a -  

t i o n  e s t  conçu de façon  à main ten i r  une o s c i l l a t i o n  non amor- 

t i e  du tube ( f i g .  111.1). Le système p e u t  être d é c r i t  pa r  l e  

modèle s imple  du r e s s o r t  pesan t ,  de  c o n s t a n t e  d ' é l a s t i c i t é  C 

e t  de  masse m : 

où M, dés igne l a  masse e f f e c t i v e  de  l ' o s c i l l a t e u r  v i d e ,  d l a  

d e n s i t é  de  l a  s o l u t i o n  e t  V l e  volune d e  l a  s o l u t i o n  q u i  prend 

p a r t  aux o s c i l l a t i o n s .  S i  l e  système e s t  en  o s c i l l a t i o n  non 

amoxtie, sa f réquence  de  résonance f es t  donnée pa r  : 

La pér iode correspondante  T e s t  a l o r s  : 

que l ' o n  p e u t  r é é c r i r e  sous  l a  forme : 

05 Io dés igne  l e  moment d ' i n e r t i e  du tube  v i d e  e t  k une cons- 

t a n t e  dépendant d e  l a  géométr ie  de  l ' o s c i l l a t e u r .  



solénoïde 
de mesure amplification 

. 
*mesure de 
période 

Feed-back 

tube limitation 
oscillant solénoïde 

d'excitation 

F I G U R E  111.1 

Schéma illustrant le principe du densimètre de précision DMA02 

(d 'après KRATKY, LEOPOLD et ÇTA13INGER 4 6 )  



avec K = 
C 

La densité est alors donnée par la relation : - 

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

de deux fluides de reférence, de densités d et d2 connues, 
1 

et de périodes de vibration correspondantes, mesurées T et 
1 

2 2 
Tl - T2 = K (dl y d2) (III. 25) 

b - Facteuhb detehminan2 l a  pk.Eciaian dea mebuaeb 

k la température : le coefficient de dilatation des 

liquides étant de l'ordre de O.OOl/degré, la température de 

la cellule de mesure doit être maintenue constante avec une 

grande précision. Le tube oscillant est placé dans une en- 

ceinte remplie par un gaz à très 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 à 1 MHz. La variation de la 

fréquence du quartz étant de l'ordre de 10-~/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. 

a la période d'oscillation du tube est de 3 à 4 

millisecondes. Grâce au quartz de référence, on peut mesurer 

la période sur 4. 104 cycles au maximum. ce qui donne une pré- 
48 cision de 2 l . l ~ - ~  secondes sur T . 

a impuretés : la propreté du tube peut être testée 
aisément en mesurant fréquemment la période du tube rempli 



d ' a i r ,  q u i  d o i t  rester c o n s t a n t e ,  à p r e s s i o n  a tmosphér ique  

é g a l e .  

a dégazage : l es  gaz d i s s o u s  dans  l a  s o l u t i o n  n ' o n t  

q u ' u n  e f f e t  n é g l i g e a b l e  s u r  l a  d e n s i t é  48. Néanmoins, dans  

c e r t a i n s  cas, l e  dégazage  d e  l a  s o l u t i o n  provoqué p a r  une 

augmenta t ion  d e  l a  t e m p é r a t u r e  p e u t  e n t r a î n e r  l a  f o r m a t i o n  

d e  b u l l e s ,  q u i  d é s t a b i l i s e n t  l e  t u b e  o s c i l l a n t  : les p é r i o -  

d e s  mesurées  v a r i e n t  a l o r s  cons idé rab lement .  I l  f a u t  a l o r s  

r e t i re r  l a  s o l u t i o n  e t  l a  d é g a z e r ,  e n  l a  p o r t a n t  à 1 ou 2 de- 

g r é s  d e  p l u s  que  l a  t e m p é r a t u r e  d e  mesure . 
f r e p r o d u c t i b i l i t é  d e s  mesures : il s ' a g i t  d e  v é ~  

r i f i e r  q u ' i l  n ' y  a  p a s  d é r i v e  s y s t é m a t i q u e  due  à l ' a p p a r e i l -  

l a g e .  A i n s i ,  l a  p é r i o d e  mesurée  d e  l ' e a u  u t i l i s é e  comme ré- 

f  é r e n c e ,  é t a i t  r e p r o d u c t i b l e  à ? 1 0 . 1 0 - ~  secondes ,  s a n s  va- 

r i a t i o n  s y s t é m a t i q u e .  D e  m ê m e ,  l a  c o n s t a n t e  K é t a i t  r e p r o -  

d u c t i b l e  à 2 0 , 0 1  % , e n  e r r e u r  r e l a t i v e .  

2 l a  t h e r m o s t a t i o n  e s t  a s s u r é e  p a r  un t h e r m o s t a t  

LAUDA PTR20/2. 

Tou tes  les mesures  s o n t  e f f e c t u é e s  à 25OC 2 O , O l O .  

* d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  c o n s t a n t e .  A l ' a i d e  d e  deux 

f l u i d e s  d e  r é f é r e n c e ,  on p e u t  d é t e r m i n e r  l a  c o n s t a n t e  K 

(éq.  111 .25) .  Nous avons u t i l i s é  l ' a i r  e t  l ' e a u  b i d i s k i l l e q ,  

d o n t  l a  d e n s i t é ,  à 2 5 ' ~ ,  e s t  : 

L a  c o n s t a n t e  es t  a l o r s  : 

T~ - T 2 
eau  a i r  K = 



z La d e n s i t é  d ' u n e  s o l u t i o n  e s t  a l o r s  d é t e r m i n é e  

p a r  comparaison a v e c  un f l u i d e  d e  d e n s i t é  connue. En e f f e c ,  

l'éq. 1 1 1 . 2 5  permet  d ' é c r i r e  : 

NOUS avons u t i l i s é  l ' e a u  b i d i s % i l l é e  comme é t a l o p  d e  r é f é -  

r e n c e  : 

T* - 2 
- - X 

Px 
Teau + 0,997048 
K 

f La s o l u t i o n  e s t  i n t r o d u i t e  dans  l e  t u b e  à l ' a i d e  

d ' u n e  s e r i n g u e .  On a t t e n d  que lques  m i n u t e s  a f i n  que  l ' é q u i -  

l i b r e  thermique s o i t  a s s u r é .  On e f f e c t u e  a l o r s  une s é r i e  d e  

mesures de l a  p é r i o d e ,  j u s q u ' à  r e p r o d u c t i b i l i t é  s a t i s f a i -  

s a n t e .  La s o l u t i o n  es t  a l o r s  r e t i r é e  du tube .  Le n e t t o y a g e  

du t u b e  e s t  a s s u r é  p a r  p l u s i e u r s  l a v a g e s  s u c c e s s i f s  à l ' e a u  

d i s t i l l é e ,  s u i v i s  d e  p l u s i e u r s  l a v a g e s  au méthanol .  L e  t u b e  

e s t  e n s u i t e  séché  à l ' a i r  , g r â c e  à l a  pompe c o n s t r u i t e  d a n s  

l ' a p p a r e i l ,  pendant  p l u s i e u r s  minu tes .  On mesure a l o r s  l a  

p é r i o d e  de  l ' a i r ,  q u i  d o i t  ê t re  l a  m ê m e  que c e l l e  mesurée 

pour l ' é t a l o n n a g e ,  a f i n  d e  s ' a s s u r e r  d e  l a  p r o p r e t é  du 

t u b e .  S ' i l  y a  l i e u ,  on l a v e  ou on s è c h e  à nouveau l e  t u b e  

s u i v a n t  l e  m ê m e  p r o c e s s u s .  On p e u t  a l o r s  i n t r o d u i r e  l a  s o l u -  

t i o n  s u i v a n t e .  L ' é t a l o n n a g e  d e  l ' a p p a r e i l  es t  e f f e c t u é  j o u r -  

ne l lement .  

+ p r é p a r a t i o n  d e s  s o l u t i o n s .  

Le mélange d e  s o l v a n t s  e s t  r é a l i s é  volumétr iquement  : 

volume de  2- c h l o r o é t h a n o l  i n t r o d u i t  
% 2-ch lo roe thano l  = x 1 0 0  

volume t o t a l  du mélange 

L e  mélange d e  s o l v a n t s  e s t  e n s u i t e  f i l t r é  s u r  f i l t r e  M i l l i -  

p o r e  ( M i l l i p o r e  Corp. Type LS @ 5 y m ) .  

Une s o l u t i o n  s t o c k  de  p o l y p e p t i d e  es t  f i l t r é e  s u r  
f i l t r e  M i l l i p o r e ,  l y o p h i l i s é e  e t  s t o c k é e  d a n s  un d e s s i c a t e u r .  

L a  s o l u t i o n  est a l o r s  p r é p a r é e  p a r  p e s é e s .  



La c o n c e n t r a t i o n  C e s t  e n s u i t e  c o n v e r t i e  e n  g/ml p a r  l a  2  
r e l a t i o n  : 

- - Masse de  p o l y p e p t i d e  en  qrammes 1 
' 2  Masse de  l a  s o l u t i o n  e n  grammes X - 

P 

où p r e p r é s e n t e  l a  d e n s i t é  de l a  s o l u t i o n  e n  g/ml. La mesure 

d e  l a  d e n s i t é  ne n é c e s s i t e  q u ' u n  m i l l i l i t r e  d e  s o l u t i o n  ; 

néanmoins, a f i n  d ' a m é l i o r e r  l a  p r é c i s i o n  s u r  C on p r é p a r e  2' 
e n v i r i o n  3 m l  de  s o l u t i o n .  Nous nous sommes l i m i t é s  à l a  

g m e  5 <C < 2 0 . 1 0 - ~  g/ml 
2  

z L e s  d i a l y s e s  s o n t  e f f e c t u é e s  d a n s  d e s  s a c s  à 

d i a l y s e  (Union Carb ide  Co.) dans  un g rand  e x c è s  d e  s o l v a n t  

( - 600  m l  pour 4 s o l u t i o n s  d e  3  m l  chacune) .  Une é t u d e  c i -  

n é t i q u e  nous a  montré q u ' u n e  d u r é e  d e  2 4  h e u r e s  é t a i t  s u f -  

f i s a n t e  pour  a t t e i n d r e  l ' é q u i l i b r e  d e  d i a l y s e .  A f i n  d ' é v i -  

ter l ' é v a p o r a t i o n  d e s  s o l v a n t s ,  l a  s o l u t i o n  d i a l y s é e  es t  

p r é l e v é e  d i r e c t e m e n t  d a n s - l e  s a c  à d i a l y s e  à l ' a i d e  d e  l a  

s e r i n g u e  q u i  sert à i n j e c t e r  l a  s o l u t i o n  dans  l e  dens imèt re .  

-111.5 .2 .  E x p l o i t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  

Dans l a  gamme d e  c o n c e n t r a t i o n  u t i l i s é e ,  nous n ' a -  

vons  p a s  o b s e r v é  d e  v a r i a t i o n  d e  l ' i n c r é m e n t  d e  d e n s i t é  avec  

l a  c o n c e n t r a t i o n .  I l  es t  donc i n u t i l e  d ' e f f e c t u e r  l ' e x t r a p o -  

l a t i o n  à C2 = 0 .  

Dans un p remie r  temps, on v é r i f i e  graphiquement  

que  t o u s  les p o i n t s  expér imentaux ( p ,  C ) s o n t  p a r f a i t e m e n t  
2  

a l i g n é s .  Dans c e  c a s ,  l ' i n c r é m e n t  d e  d e n s i t é  es t  c a l c u l é  p a r  

un c a l c u l  d e s  moindres c a r r é s .  Dans un deuxième temps l ' i n -  
P- Po crément  d e  d e n s i t é  e s t  d é t e r m i n é  p a r  l a  v a l e u r  moyenne d e  - 

(éq .  1 1 1 . 2 ) .  La v a l e u r  r e t e n u e  pour  (*) es t  a l o r s  l a  va- C2 
ac2 

l e u r  moyenne d e s  deux v a l e u r s  a i n s i  d é t e r m i n é e s .  



La p r é c i s i o n  maximale o b s e r v é e  s u r  l a  p é r i o d e  T 
-5 est  de  f 1 . 1 0  secondes ,  

4 4 8  
4 . 1 0  c y c l e s  . 

pour  un temps 
- 

comptage 

Dans n o t r e  c a s ,  pour un temps d e  comptage d e  1.10 '4 
-5 c y c l e s ,  l a  p r é c i s i o n  s u r  T  es t  typiquement  d e  2 5.10 secon- 

-6 d e s .  Dans ces c o n d i t i o n s  Ap = 2 5 . 1 0  g/ml. Sachan t  que  l a  

p r é c i s i o n  d e s  p e s é e s  e s t  de 2 0 , l  mg ,  un c a l c u l  d ' e r r e u r  mon- 

t r e  que : 

Un c a l c u l  d ' e r r e u r  s u r  l ' é q .  ( 1 1 1 . 1 5 )  donne a l o r s  : 

III. 6 .  RESULTATS EXPERIMENTAUX 

1 1 1 . 6 . 1 .  Inc réments  d e  d e n s i t é  

Les  v a r i a t i o n s  d e s  i n c r é m e n t s  d e  d e n s i t é ,  à compo- 

s i t i ~ n  c o n s t a n t e  e t  à p o t e n t i e l  chimique c o n s t a n t  d e s  cons-  

t i t u a n t s  du mélange de s o l v a n t s ,  e n  f o n c t i o n  d e  l a  composi- 

t i o n  du mélange d e  s o l v a n t s  s o n t  r e p o r t s e s  s u r  l a  f i g u r e  

1 1 1 . 2  e t  s u r  l e  t a b l e a u  111.1 pour l a  PHEG, e t  s u r  les f i -  

g u r e s  111.3, à 1 1 1 . 6  e t  s u r  l e s  t a b l e a u x  1 1 1 . 2 .  à 1 1 1 . 5  pour  

l es  copolymères (HEG - c o -  BGln) . 



Variation des incréments de densité à composition constante 

1 

( 1  , des incréments de densité à potentiel chimique 
2 3  ?P. 

constant (-) 
0y3 , de l'adsorption préférentielle (--) ac2 Ui8P3 r. a5J2 u1'1i3r 

POLYMERE : PHEG 

de l'adsorption préferentielle molaire (2) 
am2 1 i1~"3r  

et de 1s fraction d'hélice o fH (cf. 5 1 1 . 3 . 1 . 2 . )  de la PHEG 

à 25'Cr en fonction de la composition du mélange e a u / 2 -  

chloroéthanol. 

% en volume 

de 2- 

chloroethanol 

O 

1 0  

2 0  

30 

40  

5 0  

6 0  

8 0  

a P 

(%lm3 

O ,  2 8 0  

0 , 2 5 4  

0 , 2 3 4  

0 , 2 0 0  

0 , 2 0 1  

0 , 1 9 8  

0 , 1 6 3  

0 , 1 4 4  

£II: 

O 

0 , 0 8  

Q , 1 7  

0 , 3 0  

0 , 4 3  

0 , 5 6  

0 , 6 7  

0 , 8 3  

am3 
(-) am2 PlI1i3 

en moles/ 
moles 

0 , 0 4 7  

0 , 1 8 5  

0 , 1 6 4  

0 , 0 8 6  

- 0 , 5 7 6  

- 0 , 5 8 4  

- 0 , 1 3 8  

a~ 
p l  

0 , 2 5 8  

0 , 2 4 8  

0 , 2 1 0  

0 , 2 0 5  

, 0 , 1 7 6  

0 , 1 4 6  

0 , 1 4 2  

pl t1i3 

0 , 0 2 2  

0 , 0 8 6  

0 , 0 7 7  

0 , 0 3 7  

- 0 , 2 6 9  

- 0 , 2 7 3  

- 0 , 0 6 5  



TABLEAU 1 1 1 . 2  

COPOLYMERE B G l n 4  

Va r i a t i on  d e s  incréments  de  d e n s i t é  à composit ion cons t an t e  

( )  , d e s  incréments  de  d e n s i t é  à p o t e n t i e l  chimique ac, m, 

% en volume 

de 2- 

cons t an t  (%) 
OY3 , de 1' adso rp t ion  ? r é f é r e n t i e l l e  (-1 ac2 P,1P3 ag2 P ~ ~ P ~ '  

am,  

(-1 a 9 3  

de  1' adso rp t ion  p ré£  é r e n t i e l l e  mo la i r e  (L) am2 P l t P 3 '  

(-1 am3  (4 

e t  de  l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e  a f H  ( c f . § I I I . 3 . 1 . 2 . )  du copo- 

ch loroe thanol  

O 

1 0  

20 

3 0  

40  

5 0  

6 0  

8 0  

a P (-) 

lyrnère B G l n 4 ,  à 2 5 O ~ ,  en  f o n c t i o n  de  l a  composit ion du mélange 

am2 l i l+  

en moles/ 
moles 

0 , 0 6 8  

0 , 2 9 0  

0 , 4 5 5  

0 , 0 9 9  

- 0 , 4 3 9  

- 0 , 7 3 5  

- 1 , 4 5 3  

ac2 m3 

0 , 2 7 5  

0 , 2 5 3  

0 , 2 3 0  

0 , 2 1 7  

0 , 2 0 5  

0 , 1 8 5  

0 , 1 7 6  

O ,  151 

0 , 0 7  

0 , 1 4  

0 , 2 8  

0 , 4 1  

0 , 5 0  

0 , 6 0  

0 , 7 0  

0 , 8 7  

ac2 agz P ~ ~ P ~  

9 , 2 5 9  

0 , 2 5 2  

O ,  2 4 5  

0 , 2 1 0  

0 , 1 6 8  

O ,  1-55 

0 , 1 3 2  

en g / g  

0 , 0 3 2  

0 , 1 3 4  

0 , 2 1 1  

0 , 0 4 6  

- O ,  2 0 4  

- O ,  3 4 1  

- O ,  6 7 4  



TABLEAU 111.3 

COPOLYMEPoT BGln7 

Variation des incréments de densité à composition constante 

( k ) ,  , des incréments de densité à potentiel chimique 
aC2 3 

cons tant (k) 
ag 3  , de 1 ' adsorption pré£ érentielle (-, --) 

ac2 Fil"13 d g 2  ~ ~ f 1 i ~ ~  
am, 

0 , 1 6  

0 , 2 8  

O ,  45  

O , 5 9  

0 , 6 7  

O t 7 3  

0 , 7 9  

0 , 9 1  

de 1' adsorption pré£ érentielle molaire (2) 
am2 " 1 ~ ~ ~  

am3 (--1 
am2 p l + 3  

en moles/ 
moles 

0 , 1 8 6  

0 , 2 8 0  

O ,  4 3 8  

0 , 1 7 9  

0 , 0 6 3  

- 0 , 1 7 5  

- 2 , 0 8 1  

et de la fraction d'hélice a fH (cf. 5 1 1 . 3 . 1 . 2 . )  du copo- 

a 4 3  (--1 
a g 2  p11p3 

en g/g 

0 , 0 8 5  

0 , 1 2 9  

0 , 2 0 1  

0 , 0 8 2  

0 , 0 2 9  

- 0 , 0 8 0  

- 0 , 9 5 7  

lynère B G l n 7 ,  à 2 5 ' ~ ~  en fonction de la composition du mé- 

a P (-1 
aC2 p 1 f ~ 3  

0 , 2 7 3  

0 ,  2 5 5  

O , 2 3 8  

0 , 2 1 4  

0 ,  1 9 3  

O ,  1 6 9  

0 , 1 4 9  

% en volume 

de 2- 

chloroethanol 

O 

1 0  

20 

30 

40 

50 

60 

80  

lange eau/2-chloroéthanol. 

a P (-1 
ac2 m3 

0 , 2 7 4  

0 , 2 5 7  

O ,  2 3 5  

0 , 2 1 3  

0 , 2 0 5  

O ,  1 9 1  

0 , 1 7 5  

0 , 1 7 8  



TABLEAU 1 1 1 . 4  

Variation des incréments de densité à composition constante 

COPOLYMERE BGln10 

a P (-) , des incréments de densité à potentiel chimique ac, m, 

ag 3 
'Onstant p  , , de l'adsorption préférentielle (-1 

2 1 3  a42 u ~ ~ v ~ ~  
am 3 

de l'adsorption préférentielle molaire (-) am2 P l t P 3 '  

% en volume 

de 2- 

chloroéthanol 

O 

1 0  

20 

3  O 

40 

50  

60  

8 0  

et de la fraction d'hélice a fH (cf. § 1 1 . 3 . 1 . 2 . )  du cppo- 

a m  3 (-1 
am2 P ~ ~ P ~  

en moles/ 
moles 

0 , 2 9 3  

0 , 3 8 1  

0 , 5 7 2  

0 , 6 4 4  

0 , 4 2 2  

- 0 , 3 2 1  

lymère B G l n l O ,  à 2 5 ' ~ ~  en fonction de la composition du mé- 

0 , 2 2  

0 , 3 7  

0 , 5 5  

0 , 6 5  

0 , 7 2  

0 , 7 8  

0 , 8 4  

$4 
ac2 m 3 

0 , 2 7 3  

0 , 2 5 1  

0 , 2 2 8  

0 , 2 1 1  

O ,  1 9 6  

0 , 1 8 7  

0 , 1 7 2  

lange eau/2-chloroéthanol. 

1 (%) (--1 
dC2 ag2 p 1 r v 3  

0 , 2 7 5  

0 , 2 5 6  

0 , 2 4 5  

0 , 2 2 7  

0 , 2 0 3  

0 , 1 6 3  

en g/g 

0 , 1 3 3  

0 , 1 7 4  

0 , 2 6 0  

0 , 2 9 3  

0 , 1 9 2  

- 0 , 1 4 6  



TABLEAU 111.5 

COPOLYMERE BGlnl 

Variation des incréments de densité à composition constante 

9, en volume 

de 2-  

chloroéthanol 

O 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

8 O 

i .  

(k) des incréments de densité à potentiel chimique ac2 m ' 3 

cons tant (*) , de l'adsorption préférentielle (--) 
aC2 ' ~ ~ 1 ~ 3  ag2 ~ i ~ f l i ~ '  

am, 
de l'adsorption préférentielle molaire (2) 

am2 li1f!J31 

et de la fraction d'hélice a f H  (cf. § 11.3.1.2.) du copo- 

£H 

0,40 

O157 

0,70 

0,78 

OI81 

0184 

O, 87 

n moles/ 

lymère BGln15, à 2S0c, en fonction de la composition du mé- 

0,262 

0,244 

0,222 

0,196 

0, 194 

0,108 

0,154 

lange eau/2-chloroétha~ol. 

0,245 

0,256 

O, 262 

0,237 

0,215 

O, 165 

, moles 
l 

0,007 

0,205 

0,512 

O, 415 

0,336 

0,170 

0,017 

0,456 

1,138 

0,923 

0, 748 

0,378 





% en vol.  de  2-chloroéthanol  

FIGURE III. 3 

Var ia t i on  des  i n c r é n e n t s  de  d e n s i t é  à composition cons t an t e  

( -=a-- ) e t  à p o t e n t i e l  chimique cons t an t  dq mélange de 

s o l v a n t s  ( --*-- ), du copolymère BGln4 en fonc t ion  de  l a  

concen t r a t i on  en 2-chloroéthanol ,  à 25OC. 



% en vol .  de 2-chloroéthanol 

FIGURE 111.4 

Variat ion des incrGmqnts de d e n s i t é  à composition constante  

( ) e t  à p o t e n t i e l  chimique constant  du mélange de 

so lvants  (--*-- ), du copolymère BGln, en fonct ion de l a  

Gl 
concentrat ion en 2-chloroéthanol, à 25OC. 



% en vol .  de 2-chloroéthanol 

Variat ion des incréments de denqi té  à composition constante  

(- ) e t  à p o t e n t i e l  chimique constant  du mélange de sol-  

vants  (--*--), du copolymPre BGln10 en fonct ion  de l a  concen- 

t r a t i o n  en 2-chloro6thano1, à 2S°C. 



- 

% en vo l .  de  2-ehloroéthanol  

F I G U R E  111.6 

V a r i a t i o n  des  incréments  de  d e n s i t é  à conpos i t i on  ç s n s t a n t e  

( -c) e t  à p o t e n t i e l  chimique cons t an t  du mélange de s o l -  

van t s  (--*--), du  copolymère B G l n  15 en f o n c t i o n  de l a  conceq- 

t r a t i o n  e n  2-chloroéthanol ,  à 25OC. 



Aux fortes concentrations en 2-chloroéthanol (au-delà de 

80 % en volume dans le cas de la PHEG et des copolyinères 

BGln4 et BGln7, au-dela de 60 % en volume dans le cas des 

copolymères BGln10 et BGln15), les polypeptides sont inso- 

lubles dans le mélange de solvants. Pour les solubiliser, 

il faut ajouter (cf. 9 11.3) du 2-chloroéthanol pur à une 

solution aqueuse de polypeptide. Cependant, les solutions 

ainsi préparées se troublaient assez rapidement (agrégation 

et/ou précipitation du polymère). Les imprécisions et le 

manque de reproductibil$té dus à cette méthode de préparation 

de ces solutions, et le phénomène de précipitation nous ont 

amené à abandomer l'étude dans ces domaines de composition. 

L'allure de la variatiop des incréments de densité avec la 

composition du mélange de solvants montre deux points d'iq- 

flexion dans le cas de la PHEG. Dans le cas du copolymère 

BGln4, on n'observe qu'un seul point d'inflexion, qui n'ap- 

paraît plus pour le copolymère BGln7. Dans le cas des copo- 

lyrnères 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 copolymères les caractéristiques de 

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

11.6.2. Variation de l'adsorption préférentielle avec la 

composition du mélange eau/2-chloroéthanol 

Les valeurs de l'adsorption préférentielle de la 

PHEG et des copolymères (HEG - co - BGln), calculées par les 
relations(III.15)et(III.14), sont reportées dans les ta- 

bleaux III. 1 à 111.5. Les valeurs de < ont été prises dans 
8 8 9 3  la littérature . Dans la variation de (-) en fonc- 

a92 W U 3  
tion de la composition du solvant, on peut noter les carac- 

téristiques suivantes (figure 111.7) : 
I 

a) aux faibles concentrations en 2-chloroéthanol, . 
ag 3 il y a solvatation préférentielle ( (--) > 0) par le 
a42 ~1'1 .13 

2-chloroéthanol sur &es cinq polypeptides étudiés ; 



% en vol. de 2-chloroéthanol 

FIGURE 111.7 

Variation de l'adsorption préférentielle en fonction de la 

composition du mélange eau/2-chloroéthanol, à 25OC, sur la 

PHEG ( @ ) et sur les ~opoiymères BGln ( ) '  4 
BGln7 ( A 1, BGlelo i ) et BGln15 ( A - 



a43 
(---) augmente dans un premier temps, passe par un maxi- a42 Plrp3 
mum puis diminue avant de s'annuler. 

. Ce maximum est situé à 20 % en vol. de 2-chl~ro 

éthanol dans le cas de la PHEG, à 30 % dans le cas des copo- 

lymères BGln4, BGln7 et BGln15 et à 40 % dans le cas du copo- 

lymère BGlnlO. Il n'y a donc pas de variation systématique 

de la position du maximum avec la composition des copolypères; 

ce maximum apparaît, pour les cinq polypeptides étudiés, dans 

une zone de composition du solvant assez voisine (entre 20 

et 40 % en 2-chl~roéthanol). 

. A chaque pourcentage en 2-chloroéthanol, on ob- 
a4 serve que les valeurs de (a) 
842 pl'p3 

sont d'autant plus gran- 

des que le polypeptide est plus riche en résidus (BGln) ( à  

quelques exceptions prés). Cela est également vrai pour la 

valeur positive qaximale de la solvatation préférentielle 

(figure 111.8). Çette observation suggère l'existence d'une 

relation entre la valeur de l'adsorption préférentielle et 

la composition des copolymères. Nous avons tenté d'établir 
393 une relation simple entre (-) et le % en (BGln) , 
aga P1'113 

du type : 

valeur expé- valeur qxpéri- valeur théorique 

rimentale mentale (PYEG) ( à  déterminer) 

(copolymères) 

où Cl et C2 sont des coefficients dépendant de la composi- 

tion des copolymères - mais sans succès. La variation ob- 
servée n'est pas linéaire, ce qui suggère une relatiqn 

complexe. En outre, il faudrait tenir compte des différen- 

ces de conformation des copolymères à chaque % de 2-chloro 

éthanol (cf. § IJI.7). 

b) Mis à part le copolymère BGln15 pour lequel 

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



valeur positive maximale 

% en vol. de 2-chloroéthanol 

ag 3  
pour lequel (-1 = O 

ag2 l J 1 ' P 3  

(valeur extrapolée pour 

Copoly BGln15) 

F I G U R E  111.8 

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

rentielle ( --+- ) et de la composition du mélange de solvants 

eau/2-chloroéthanol (exprimé en % en vol. de 2-chloroêthano1)au 

point d' inversion de 1 'adsorption préf éren-kielle ( 0 -  6-00 
/-\ 

) en 
fonction du taux en motifs (BGln) . 



en 2-chloroéthanol, tous les polypeptides présentept une 

inversion du signe de l'adsorption préférentielle. Lorsque 

le taux de (BGln) augmente, la position de ce point d'in- 

version est déplacé vers des concentrations plus elpvées 

en 2-chloroéthanol. Ce déplacement semble être une fonction 

linéaire de la composition des polypeptides (figure 111.8). 

On observe donc une solvatation préferentielle par le 2- 

chloroéthanol dont l'ampleur est fonction du taux en (BGln) 

et qui s'étend sur un domaine de concentrations en solvant 

organique toujours plys large. 

ag3 c) Lorsque (-1 < O, il y a adsorption pré- 
a47 ~ 1 ~ ~ 3  

férentielle par l'eau ou-encore hydratation préférentielle. 

Dans le cas de 19 PHEG, l'hydradation préférentielle passe 

par un mai;imum, puis diminue. 

Par contre, dans le cas des copolymères, l'hydra- 

tation préférentielle augmente lorsque le solvant s'enri- 

chit en 2-chloroéthanol. Contrairement à ae qui était obser- 
ag 3 vé  dans les domaines où (--) ag2 w l - i 3  >O, les courbes ne varient 

plus de manière parallèle mais se recoupent, ce qui rend 

difficile l'établissement d'une relation entre la teneur en 

(BGln) et la valeur de l'hydratation préférentielle. 

Lorsque l'on exprime l'adsorption préferentielle 
en moles de 2-chloroétbanol par mole de motif monomère, on 

observe les mêmes caractéristiques (tableaux 111.1 à 111.5). 

En résumé de ce paragraphe, on notera que les va- 

riations de l'adsorptian préférentielle avec la composition 

du mélange eau/2-chloroéthanol, sont analogues pour la PHEG 

et les copolymères (HEG-CO-BGln), mais d'amplitudes diffé- 
39 3 rentes. Lorsque 1'9n trace les variations de (-) 
892 PlflJ3 en , 

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

vants, on observe que les points expérimentaux ne sont ni 

alignés sur une droite, ni alignés sur une courbe régulière, 

ce qui exclut la possibilité d'une corrélation simple entre 



3g 3 
p3 et la composition des copolymères. Les interac- 

tions entre chaînes laterales de même nature et entre chai- 

nes latérales de nature différente, la variation de la frac- 

tion en hélice a , et les interactions entre les groupements 
chimiques, constitutifs du polypeptide et les constituants du 

mélange de solvants s'agissent certainement pas indépendam- 

ment les uns des autres. On ne pzut pas alors rendre compte 

des variations de l'adsorption préférentielle qvec la corn- 

position des copolymères par une simple additivité des ef- 

fets. Ceci avait déjà été observé dans l'étude de l'hydra- 

tation de poudres de copolymkres de la L-Lysine et de la N- 

s ccinyl-L-Lysine 49. Néanmoins, 1 ' augmentation constante de 
!g 3 (-1 a42 ~ 1 1 ~ 3  

avec la teneur en (BGln) des copolymères, pour 

un mélange eau/2-chloroéthanol donné, est en bon accord avec 

l'.hypothèse selon laquelle le solvant marquerait une affi- 

nité certaine pour les groupements hydrophobes 1'6'47. cette 

affinité est d'ailleurs tFès marquée dans le cas du trichloro 

éthanol, comme cela a été démontré pour le système eau/ 
50 trichloroéthanol/protéines globulaires . 

Nous nous étions fixé pour objectif à ce travail, 
d'étudier l'inflyence de la teneur en résidus hydrophobes 

sur la transition chaîne-hélice (ch. II) et sur les interac- 

tions polypeptide/mélange de solvants. Les résultats obtenus 

sont encourageants dans la mesure oil l'adsorption préféren- 

tielle varie de façon constante avec la teneur en motifs 

monomères hydrophobes : la substitution du groupement hy- 

drophile (-CH20H) do la PHEG par un groupement non polaire 

hydrophobe entraîne une augmentation des interactions 

polypeptide/solvant non polaire. 

On pourrait Bgalement penser qu'une micellisation 

intramoléculaire pourrait avoir lieu pour les copolymères, 

comme c'est le cas pour les poly(2-vinyl pyridine) et les 

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

kyle à longue chalne hydraphobe ou encore pour l'acide 

palyméthacrylique 5 2  lorsque le degré d'ionisation est 



faible. Une micellisatiop de plus en plus importante pour- 

rait avoir lieu lorsque l'hydrophobie du copolyrnère est 

augmentée. L'addition du 2-chloroéthanol provoque une dé- 

stabilisation de cette structure micellaire, ce qui abou- 

tit à 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 struç- 

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- 

mènes de micellisation nous paraît hypothétique, aucune 

étude n'ayant démontré à ce jour l'existence de telles mi- 

celles ou de tel,les "zones internes" hydrophobes dans les 

polypeptides de synthèse.' 

Il ne nous esiz pas possible de comparer nos résul- 

tats avec ceux d'autres systèmes copolym~res/mélange de 

solvants, notre étude étant la première de ce type a avoir 

été men6e à bien. Néanmoins, il nous paralt interessant de 

comparer nos résultats a ceux obtenus par d'autres auteurs 
dans l'étude de systèmes ternaires polypeptide/mélange de 

solvants, notamment dans l'etude de l'homalogue supérieur 

de la PHEG, la PHPG. 

Dans l'étude, menée au laboratoire, de l'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 façon 

monotone ; elle était suivie par une hydratation préféren- 

tielle, lorsque le milieu s'apauvrissait en eau. Mis à part 

le fait que nous n'avions pas observé de maximum dans la 



993 variation de (-) , on constate une certaine analogie 
a47 1-i1w 

entre la PHPG et-les polypeptides étudiés dans ce travail. 

Le point d'inversion est cependant situé à une concentra- 

tion en 2-chloroéthanol beaucoup plus faible (20 & en vol.), 

Les interactions de la PHEG avec le solvant organique sont 
a4 

moins importantes que celles de la PHPG((-3) 
a42 ~ 1 ~ ~ 3  

atteint 

1,14 g/g) mais s'étendent sur un domaine de composition 

beaucoup plus vaste. Dans le cas des copolymères (HEG- CO - 
BGln), le point d'inversion est déplacé vers les fortes 

concentrations en 2-chloroéthanol, lorsque leur caractère 

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 apparaît donc que le méthy- 

lène supplémentaire de la chaîne latérale de la PHPG, compa- 

rativement à la PHEG, s'il accroît l'hydrophobie du polypepr 

tide, contribue de manière différente aux propriétés du po- 

lymère vis-à-vis des constituants du mélange de solvants. 

11 serait alors tentant dé conclure que l'accroissement des 

affinités 2-chloroéthanol/copolymères serait dû essentiel- 

lement au groupement benzyle. Mais la complexité des effets 

mis en jeu (voir plus haut) ne nous autorise pas 3 formu- 

ler une telle hypothèse de manière définitive ; seule une 

étude comparative avec 1 ' homologue supérieur, la poly ( N ~ -  

(4-hydroxy buty1)-L-glutamine) ou avec des copolymères 

(HBG-CO-BGln) permettrait de répondre à la question. 

KOMIYAMA et ses ~011. l6 ont effectué une étude 

systématikue 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), 

eau/éthylène glycol (EG) , eau/2-propanol (2 PrOH) et 
eau/l-méthyl-2-pyrrolidinone ( N M P ) .  Dans le cas des trois 

premiers mélanges de solvants(figure III.9), le solvant or- 

ganique est adsorbé préférentiellement sur une large gamme 

de composition, avec un maximum situé à, 40 &, 50 % et 20 %, 

en volume, dans le cas du DMSO, du DMF et du NMF, La valeur 



FIGURE 111.9. V a r i a t i o n  de  l ' a d s o r p t i o n  

p r é f é r e n t i e l l e  s u r  l a  Poly(L-Lysine HBr) 

ep  fonc t ion  d e  l a  f r a c t i o n  mola i re  X du 
3 

s o l v a n t  organique dans  des  mélanges eau/ 

s o l v a n t  organique (D'après KOMIYAMA e t  

c o l l .  16). 

H 2 0 /  DMSO 



du maximum de l'adsorption préférentielle décroit dans l'or- 

dre DMSO>DMF>NMF. Dans le cas des trois derniers mélanges 

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 préfgrent- 

tielle sur la Poly(L-Lysine HBr) et la variation d'un para- 

mètre physico-chimique caractérisant le solvant organique. 

Une classification des solvants organiques selon leur hy- 

drophobie n'existe pas à ce jour. Quant au pouvoir donneur 

de liaisons hydrogène, les classifications disponibles 53  

sont trop différentes les unes des autres pour que l'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. 5 III.4.d) pour la partie 
polaire et la partie non-polaire de la chaîne 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 chaîne 

latérale décroît dans le sens DMSO>DMF>NMF>EG>NMP32-PrOII. 

(rappelons que la solvatation préférentielle maximale dé- 

croît dans le sens DMSO>DMF>NMF et que l'hydratation pré- 

férentielle croît dans le sens NMP<EG<2-PrOH). Mais cette 

classification n'a pas pu être reliée à une classification 

des solvants par un paramètre physico-chimique caractéris- 

tique 16. Tous les mélanges eau/solvant organique étudiés 

par KOMIYAMA et coll. n' introduisent aucune modification 

de la conformation de la poly(L-Lysine HBr) : la fraction 

d'hélice a reste nulle dans tous les 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 K~ de la partie non-polaire de la chaîne 

latérale : 



DMSO : K1 = 11 solvatation préférentielle sur une 

large gamme de composition ; maxi- 

mum prononcé ( 4 , 8 3  mole/mole) 

DMF : KI = 3,4 solvatation préférentielle sur une 

NMF : K~ = 2 , 0  large gamme de composition ; maximum 

peu prononcé (1,15 et 0,37 mole/mole) 

EG 

NMP : K~ < 2 hydratation préférentielle uniquement 

2 - P r O H  

Ce sont également des différences d'affinité solvant/poly- 

peptide qui doivent être à l'origine des différences notées 
3 dans la variation de (-) sur la PHPG dans le mélange 

242 U11113 
eau/2-~hloroéthanol~~ et dans le mélange eau/dioxanne, étu- - 

dié par I N O U E  et I Z U M I  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 composition du mélange 

eau/dioxanne. Dans les deux cas, le solvant organique pro- 

voque une transition chaîne - hélice de la PHPG. 
INOUE et TIMASHEFF ont étudié la variation de 

l'adsorption préférentielle sur des protéines globulaires 

I dans les mélanges eau/2-chloroéthanol, eau/éthylène glycol 

et eau/méthoxyéthanol 1r6r8t47. Dans le cas de la -Lacto- 
/ 

globuline A, ils ont observé une solvatation préférentielle 
6 croissante par l'éthylène glycol et le méthoxyéthanol ; 

dans le cas du 2-chloroéthanol 6 r 8 1 2 4  la solvatation pré- 

férentielle par le solvant organique passe par un maximum, 

décroît, avant d'être remplacée par une hydratation préfé- 

rentielle croissante aux faibles concentrations en eau. 

I N O U E  et TIMASHEFF ont supposé alors que les variations de 

l'adsorption préférentielle avec la composition du mélange 

eau/solvant organique diffèrent avec la nature du solvant 

organique, pour une protéine donné . C'est ce que KONIYAMA 



e t  c o l l .  o b s e r v è r e n t  dans l e  ca s  d ' un  polypept ide ,  l a  po ly  

(L-Lysine H B r )  l6  ( v o i r  p l u s  h a u t ) .  I N O U E  e t  TIMASHEFF o n t  

é t a y é  l e u r  hypothèse  par  une é tude  comparée de p l u s i e u r s  

p ro t é ines  g l o b u l a i r e s  en s o l u t i o n  dans  le  mélange eau/ 2- 

ch loroé thanol  : l a  6-Lactoblobuline A, d e j d  cii-Ge, I. 'Insu.- 

l i n e ,  l a  Sérum albumine bovine e t  l e  Lysozyme. I l s  o n t  ob- 

s e r v é  une v a r i a t i o n  analogue de l ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  

s u r  l e s  q u a t r e  p r o t é i n e s  ( v o i r  t a b l e a u  1 1 1 . 6 )  e t  o n t  con- 
34 3 c l u  que l a  v a r i a t i o n  p a r t i c u l i è r e  de (-) dans l e  
842 p l f  p3 

mélange eau/2-chloroéthanol  é t a i t  une p r o p r i é t é  du s o l v a n t  

e t  non de l a  p r o t é i n e .  L ' a l l u r e  de  l a  courbe r e p r é s e n t a t i v e  

de  l a  v a r i a t i o n  de  ( 3%) dans lUeau /2 -ch lo roé thano l  
392 1-ilt1i3 

des  p r o t é i n e s  g l o b u l a i r e s  é t u d i é e s  pa r  I N O U E  e t  TIMASHEPF 

es t  analogue à c e l l e  de l a  PHEG e t  d e s  copolymères 

(HEG-CO-BGln) é t u d i é s  dans ce  t r a v a i l  ( v o i r  t ab l eau  III. 6)  , 
ce  q u i  p o u r r a i t  c o n s t i t u e r  un argument en faveur  de  l ' hypo-  

t h è s e  dlINOUE e t  TIMASHEFF. De même, l e s  d i f f é r e n c e s  obser-  

vées  dans l e  cas  d e  l a  p A y  (L-Lysine H B r )  dans d i f f é r e n t s  

mélanges de  s o l v a n t s ,  e t  dans l e  c a s  de  l a  PHPG dans les 

mélanges eau/dioxanne l5 e t  eau/2-chloroéthanol  45 m i l i t e n t  

également e n  f aveu r  de  c e t t e  hypothèse.  

Les v a l e u r s  p o s i t i v e s  maximales a t t e i n t e s  par  
ag 3 d i f f è r e n t  avec l a  n a t u r e  de l a  p r o t é i n e  globu- 

l a i r e  considérée  ( v o i r  t a b l e a u  1 1 1 . 6 ) .  Au vu des r é s u l t a t s  

que nous avons ob tenus  s u r  l e s  copolymères (HEG-CO-BGln), 

on p o u r r a i t  a t t r i b u e r  ce s  v a r i a t i o n s  à des  d i f f é r e n c e s  d 'hy-  

drophobie d e  ces  p r o t é i n e s ,  provenant  de d i f f é r e n t e s  compo- 

s i t i o n s  en ac ides  aminés hydrophobes. M a i s  il e s t  d i f f i c i l e  

d ' e x t r a p o l e r  d 'un po lypept ide  c o n s t i t u é  p a r  l ' enchaînement  

de  deux a c i d e s  aminés non- ionisables  à une p r o t é i n e  c o n s t i -  

t u é e  par une v i n g t a i n e  d ' a c i d e s  aminés, à cha înes  l a t é r a l e s  

non-polai res  e t  à cha înes  l a t é r a l e s  i o n i s a b l e s  : l a  s t r u c -  

t u r e  de l a  p r o t é i n e  n ' e s t  pas  i d e n t i q u e ,  a u s s i  b i e n  en ce 

q u i  concerne l a  couche s u p e r f i c i e l l e  hydrophi le  que l a  zone 

i n t e r n e  de  c a r a c t è r e  p l u s  hydrophobe. 

' -  



TABLEAU 111.6 

Caractéristiques de la solvatation préférentielle des protéines 

ébudiées par INOUE et TIMASHEFF 6r8 et de polypeptides à chaîne 

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

A 

a valeurs déduites de la figure 2 de la référence 6 

x* valeur extrapolée (fig. 111.7). 

a en vol .de 
2-chloro- 
ethanol 

correspon- 
dant 

40 % 

40 % 

30 % 
* 

35 % 
f 

20 % 

30 % 

30 % 

40 % 

30 % 

% en vol. de 

2-chloroethanol 

correspondant 

ag3 à (--1 =O 
ag2 U1,P3 

65 % 
* 

65 % 
j: 

60 % * 

60 % 
i 

20 % 

42 % 

42 % 

53 % 

57 % 

65-70 % 
** 

GLOBULAIRE 

OU 

POLYPEPTIDE 

-Lacto 
globuline A 

Insuline 

~ysozyme 

Serumalbumine 
bovine 

PHPG 

PHEG 

COPOLY BGln4 

COPOLY BGln7 

COPOLY BGln10 

COPOLY BGln15 

Ré£ .  

(6,8) 

(6) 

(6) 

(6) 

(45) 

ce tra- 
vai 1 

Il 

II 

II 

II 

valeur posi- 
tive maximale 

de 

ag 3 (-1 
ag2 u ~ , u ~  

en g/g 

0,718 

0,664 

0,44 * 

0,68 h 

0,086 

0,211 . 
0,201 

0,293 

0,512 



L e s  i n t e r a c t i o n s  du 2 - c h l o r o é t h a n o l  avec les 

c h a î n e s  p o l y p e p t i d i q u e s  o n t  donc é t é  é t u d i é e s  avec  les pro-  

t é i n e s  g l o b u l a i r e s  e t  d e s  p o l y p e p t i d e s  modèles à c h a i n e  l a -  

t ê r a l e  n o n - i o n i s a b l e ,  d 'hydrophob ie  v a r i a b l e .  On ne d i s p o s e  

à c e  jour  q u e  d ' é t u d e s  l i m i t é e s  s u r  d e s  p o l y p e p t i d e s  poly-  

é l e c t r o l y t e s  : l ' a c i d e  polyglutarnique p a r  exemple, n ' a  é t é  

é t u d i é  que d a n s  l e  mélange eau/dioxanne 14. Dans l e  c a s  d e  ' 

polymères non p e p t i d i q u e s  t e l s  que  l e  po ly (hydroxy  é t h y l  

m é t h a c r y l a t e )  5 4 ,  l ' a c i d e  po lyméthacry l ique  55, ou d e s  copo- 

lymères ( m é t h a c r y l a t e  d e  b e n z y l e  - CO - a c i d e  m é t h a c r y l i q u e )  55 

l ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  v a r i e  d e  f a ç o n  t r è s  d i f f é r e n t e  

s u i v a n t  l a  n a t u r e  d u  polymère, c o n t r a i r e m e n t  à c e  que  l ' o n  

c o p s t a t e  d a n s  l e  cas des p r o t é i n e s  e t  d e s  p o l y p e p t i d e s .  

Aux f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  2 -ch lo roé thano l ,  il y 

a h y d r a t a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  s u r  l a  PHEG ( f i g u r e  1 1 1 . 7 ) .  L e  

f a i t  q u ' e n  m i l i e u  f a i b l e m i n t  aqueux l ' e a u  s o i t  e n c o r e  adsor -  

bée  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  s u r  l e  polymère démontre son c a r a c -  

tère h y d r o p h i l e ,  q u i  t r o u v e  son o r i g i n e  dans  les g r o u p e s  

amides e t  a l c o o l s  p r i m a i r e s .  Lorsque l ' o n  i n c o r p o r e  l e  r é s i -  

du hydrophobe (BGln),  l ' h y d r a t a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  ne s ' o b -  

s e r v e  q u ' à  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  p l u s  e n  p l u s  f o r t e s  d e  

2 -ch lo roé thano l ,  ce q u i  i n d i q u e  une d i m i n u t i o n  du c a r a c t è r e  

hydroph i l e  d u  copolymère. P a r  c o n t r e ,  dans  l e  c a s  d e  l a  

PHPG 4 5 ,  p l u s  hydrophobe que l a  PHEG, l ' h y d r a t a t i o n  p r é f é -  

r e n t i e l l e  a p p a r a î t  d è s  20 % e n  v o l .  d e  2 -ch lo roé thano l .  I l  y 

a l à  une c o n t r a d i c t i o n ,  q u i  t r o u v e  p e u t - ê t r e  son o r i g i n e  

dans  une d i f f é r e n c e  d ' a f f i n i t é  pour l e  2 -ch lo roé thano l  e n t r e  

l e  groupement hydroxypropyle  e t  l e  groupement hydroxyé thy le .  

C O N C L U S I O N  

L ' é t u d e  d e s  i n t e r a c t i o n s  d e s  c o n s t i t u a n t s  du mé-  

l a n g e  de s o l v a n t  eau /2 -ch lo roé thano l  avec  l a  PHEG e t  l es  

copolymères (HEG-CO-BGln) nous a  pe rmis  d e  mettre e n  é v i -  

dence  une v a r i a t i o n  c o n c o m i t t a n t e  e n t r e  l e s  i n t e r a c t i o n s  



2-chloroéthanol/polypeptide (nesurée par la variation de 

l'adsorption préférentielle) et l'hydrophobie du polypeptide 

(déterminée par la variation de la teneur en résidus non- 

polaires (BGln)): lorsque l'on augmente le caractère 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 particulièrement significative de l'hypothèse 

formulée par INOUE et TIMASHEFF 
L16,8,47 , selon laquelle 

le 2-chloroéthanol interagit préférentiellement avec les 

sites hydrophobes des protéines. 

En intégrant nos résultats à l'ensemble des études 

menées à 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- 

sidère que les interactions d'une chaîne macromoléculaire 

particulière avec les constituants d'un mélange eau/solvant 

organique d~nné~dépendent des caractéristiques propres du 

solvant organique : hydrophobie, pouvoir donneur ou receveur 

de liaisons hydrogène, propriétés électrostatiques par exem- 

ple. En outre, la formation de complexes eau/solvant orga- 

nique peut également jouer un rôle 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 excllire la possibilité 

d'interactions entre le polypeptide et un complexe eau/ 

solvant organique de stoechiométrie définie. 

ag3 La valeur de (-) 
ag2 1-i111-i3 

est une mesure de l'exeSs 

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

tation du polymère, comparativement au solvant "extérieur". 

Il serait donc intéressant de pouvoir déterminer la variation 

de la composition exacte de la couche de solvatation avec la 



composition des copolpères. Ce sera l'objet du 5 111.6.3. 
NOUS avons vu au chapitre II que le 2-chloroéthanol était 

capable de provoquer une transition conformationnelle chaîne- 

hélic~~. Nous étudierons au § 111.7 s'il existe une relation 

entre les propriétés hélicogènes du 2-chloroéthanol et les 

interactions polypeptide/mélange de solvants évaluées par 

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

absolue. 

111.6.3. Variation de l'adsorption absolue avec la composi- 

tion du mélange eau/2-chloroéthanol. 

NOUS avons vu ( 5  111.4) qu'il était possible de 
relier la solvatation absolue par le solvant organique (A ) 3 
et par l'eau (A1), à l'adsorption préférentielle par une re- 

lation simple, que nous donnerons sous la forme proposée 

par INOUE et TIMASHEFF 1,6147 . 

(III. 20) 

où g3 représente la concentration en 2-chlorométhanol, ex- 

primée en g/g de solvant 1. Cette équation comporte deux in- 

connues : Aj et A Si l'on se fixe pour but de déterminer A 1 ' 3 ' 
il faut : 

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

la seule qui ait été utilisée à présent est la Résonnance 
56 Magnétique Nucléaire.La méthode, mise au point par KUNTZ , 

consiste à geler rapidement l'échantillon dans l'azote liquide 

afin de figer l'état de solvatation existant à température ambian- 

te. L'échantillon est ensuite amené à une température proche de 



- 2 0 ° c  ; dans ces conditions, l'eau "sol.vant" reste gelée 

tandis que l'eau incluse dans la couche de solvatation du 

polymère ne l'est pas et donne naissance 5 un signal RMN. 

Pour déterminer la quantité d'eau à partir de la surface 

du pic obtenu, il faut avoir recours à un étalonnage avec 

une protéine dont le degré d'hydratation est connu par d'au- 

tres méthodes. INOUE et I Z U ' I I  15, dans l'étude du système 

PHPG/eau/dioxanne, ont eu recours à cette métnode pour dé- 

terminer les valeurs de Al et A3. i4ORCELLET 57 a montré 

qu'il existait une grande différence entre les valeurs ex- 
3 périmentales de (-1 obtenues par INOUE et IZUMI 15 

842 ~1'Fig 
avec celles calculées par la relation (111.20) à partir des 

valeurs expérimentales de Al et A3. Le fait que de l'eau 

adsorbée puisse être gelée ou qu'une fraction de l'eau non 

liée ne soit pas gelée peut être à l'origine d'erreurs dans 

la détermination de Al et A3 par cette méthode. 

- soit évaluer A à partir des données expérimen- 
-1 

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. 

E V A L U A T i U N  DE L I U Y D R A T A T I O N  A B S O L U E  

,' 
/ 

/ Des méthodes nombreuses ont été utilisées pour dé- 

/ terminer le degré d'hydratation des protéines en solution 

aqueuse (tableau 111.7). En ce qui concerne les polypeptides, 

les résultats connus sont moins nonibreux (tableau 111.8). 

L'étude systématique menée par RIQJ à l'état "gelé" par KUNTZ 

et ~ 0 1 1 . ~ ~  sur plusieurs polypeptides a permis de dégager 

quelques caractéristiques de l'hydratation des chaînes laté- 

rales : 



TABLEAU 

Degré d ' h y d r a t a t i o n  de  que lques  p r o t é i n e s  g l o b u l a i r e s  

e n  s o l u t i o n  aqueuse 

REF.  

5 6  

5  6  

5 8  

5  8  

5 6  

5 9  

5 8  

5 6  

5 8  

5 8  

5 8  

-56- 

5 6  

5 6  

5 6  

5 6  

5 6  

5 6  

60  

6 1 

L 

DEGRE D ' HYDRATATION 
EN G D 'EAU PAR 
G DE PROTEINE 

0,5 

0  1 5  

0172  

0 ,61  

0 1 4  

0,48 

0,75 

016 

0,36 

0,45 

0,89 

KI- 3 - 

0  14 

0 1 4  

0 1 3  

0 1 3  

0 1 5  

0  13  

0 1 2 8  

0 1 2  

METHODE DE 

DETERiiINATION 

Méthodes hydro- 

dynamiques 

( d i £  f u s ion  e t  

v i s c o s i t é )  

R M N s e l o n  

KUNTZ 

C a l o r i m é t r i e  

Mesure du volume 

s p é c i f i q u e  

p a r t i e l  
- 

PROTE I N E  

Ribonuc léase  

0 -Lac tog lobu l ine  
A 

Sérum albumine 
Bovine 

Hémoglobine 

Ovalbumine 

Lysozyme 
------ 
Ovalb-mine 
Sérum aloumine 
Bovine 
Hémoglobine 

Lysozyme 

Lysozyme 

fb lac tog lobu l ine  A 

Hémoglobine 

Sérum albumine 
Bovine 

Lysozyme 



TABLEAU 111.8 

I 

, 

L 

Hydratation de quelques polypeptides en solution 

* exprimé en moles dleau/mole de peptide 

MÈTHODE DE 

DETERMINATION 

R M N selon 

KUNTZ en 

solution 

purement 

aqueuse 

R M N selon 

KUNTZ en so- 

lution dans 

les mélanges 

eau/dioxanne 

Absorption 

des ondes 

ultrasonores 

en solution 

purement 

aqueuse 

POLYPZPTIDE 

PLGA 

Acide Poly Aspartique 

Poly L Glycine 

Poly L Valine 

~ o l y  L ProLine 

Poly L Arginine 

Poly L Ornithine 

PHPG 

carbobenzoxy-Glycyl-L 

-hydroProline 

Carbobenzoxy-Glycyl-L 

-hydroxyproline- 

Glycine 

HYDRATATION EN 

MOLES i3 'EAU PAR 

MOLE DE RESIDU 

ACIDE AMINE 

8  

2 à 8  

0, 9  

0 ' 9  

3 ' 1  

3 

4‘5 

2 à 4  

1 0  * 

19 f 

RE F 

5 6  

15  

6 2  

L 

ï 



u r é s i d u s  à c h a î n e  l a t é r a l e  i o n i s é e  : d e  3 à 7  moles  d ' e a u /  

mole r é s i d u  

a r é s i d u s  à c h a î n e  l a t é r a l e  p o l a i r e :  d e  2 à 4 moles  d ' e a u /  

non i o n i s é e  ou peu p o l a i r e  mole r é s i d u  

a r é s i d u s  à c h a î n e  l a t é r a l e  : 4 1 mole d ' e a u /  

non-po la i re  mole r é s i d u  

A p a r t i r  d e s  v a l e u r s  a i n s i  d é t e r m i n é e s  e t  e n  comparant les 

d i f f é r e n t s  p o l y p e p t i d e s  e n t r e  eux,  K U N T Z  a  pu é v a l u e r  l e  

d e g r é  d % y d r a t a t i o n  du groupe amide (1 mole  d1eau/mole)  e t  

du groupe hydroxyle  (1 mole d ' e a u / m o l e ) ,  v a l e u r s  e n  bon 

a c c o r d  avec c e l l e s  d é t e r m i n é e s  p a r  les  c a l c u l s  q u a n t i q u e s  

6 3 t 6 4 .  C e c i  c o n d u i t  à a t t r i b u e r  3  moles dVeau /mole  de m o t i f  

monomère dans  l e  c a s  d e  l a  PHPG, s o i t  0 , 3 1  g/g - v a l e u r  p ro -  

c h e  d e  La v a l e u r  e x p é r i m e n t a l e  obtenue  p a r  RMlV à l ' é t a t  

' g e l é "  en  s o l u t i o n  aqueuse  15. c ' e s t  cet te  v a l e u r  

que nous r e t i e n d r o n s  p o u r  l a  PHEG e n  s o l u t i o n  aqueuse  : 

3 moles/mole, s o i t  0 , 3 1  g/g. 

Lorsque du d ioxanne  es t  a j o u t é  à l a  s o l u t i o n  aqueuse  

de PHPG, l e  d e g r é  d ' h y d r a t a t i o n  mesuré p a r  I N O U E  e t  IZUMI 15  

b a i s s e  de f a ç o n  s e n s i b l e  e t  a t t e i n t  0,20 g/g pour 60 % e n  

p o i d s  d e  dioxanne.  C e c i  p e u t  ê t r e  a t t r i b u é  a u  f a i t  que, l o r s  

fi d e  l a  t r a n s i t i o n  c h a î n e - h é l i c e  i n d u i t e  p a r  l ' a d d i t i o n  d e  
d ioxanne,  1 ' a p t i t u d e  à 1 ' h y d r a t a t i o n  d e s  g roupes  p e p t i d i q u e s  

diminue du f a i t  d e  l a  f o r m a t i o n  d e  l i a i s o n s  hydrogène i n t r a -  

m o l é c u l a i r e s .  C e c i  e s t  conf i rmé  p a r  d e  nombreuses é t u d e s  de 

l ' h y d r a t a t i o n  d e  c h a î n e s  p o l y p e p t i d i y u e s  e n  f o n c t i o n  du t a u x  

d ' h é l i c i t é  1 7 ' 5 7 ~ 6 5 - 6 9 .  11 nous a donc p a r u  i n d i s p e n s a b l e  d e  

t e n i r  compte d ' u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  v a l e u r  d e  A avec  une 
1 

augmenta t ion  du % d e  s o l v a n t  organique .  Nous avons imposé à 

l a  v a l e u r  d e  Al une d i m i n u t i o n  i d e n t i q u e  à celle du d e g r é  

d ' h y d r a t a t i o n  de l a  P H P G  d a n s  l e  mélange eau/dioxanne 15 

( v o i r  colonne 2 du t a b l e a u  111.9). Les c a l c u l s  que  nous avons  



TABLEAU 111.9 

D é t e r m i n a t i o n  de A3 : c a l c u l  no 1 



effectués montrent que l'amplitude de la diminution de A 
1 

ne modifie pas de façon critique la valeur de A3, pour peu 

que l'on se maintienne dans des limites raisonnables. 

Nous avons également calculé la valeur de A pour 3 
les différents copolymères, en gardant la même valeur de A 

1 
dans chaque cas (voir tableau 111.9 et figure 111.10). Ceci 

constitue le calcul no 1. 

Les travaux de KUNTZ cités au paragraphe précédent 

ont montré que les polypdptides à chaîne latérale non polaire 

sont très faiblement hydratés en solution aqueuse ( < 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 l'on compare, par exemple, les 

degrés d'hydratation de la F ly-L-Alanine et de la poly-L- 

phénylalanine. On pourrait alors considérer que le degré 

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

mole, soit O, l 6  g/g. 

Si on considère que les degrés d'hydratation des 

copolymères sont une fonction linéaire de leur composition, 

on écrira : 

ofi A i  et Al représentent, respectivement, les degrés d'hy- 

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

même cornposition du mélange de solvant, et x la fraction 

pondérale de motifs (BGln) dans le copolymère. Les valeurs de A' 
1 

sontcellesutilisées dans le calcul no 1 et A'; = 0.16 g/g. 

Ceci constitue alors le calcul no 2. On constate (voir 

figure 111.10) que les valeurs de A ainsi calculées sont 3 
peu différentes de celles obtenues par le premier calcul : 

pour un polymère donné, l'allure de la variation de A3 

n'en est pas modifiée. 

Remahque. Si l'on veut tenir compte du caractère plus hydro- 

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

dratation de 3 à 3,5 ou 4 moles dteau/mole. La variation de 



. 
F I G U R E  III. 10 

Variation de 83 avec la composition du mélange de solvant 
eau/2-chlsroethanol : trait plein calcul No 1 

trait interrompu calcul N o  2 

@ PHEG 3k COPOLY BGln 4 
COPOLY R G l n  

7 
B COPOLY B G l n  

1 O 
COPOLY BGln15 



A3 
avec l a  compos i t ion  du mélange de s o l v a n t  reste p a r a l l è l e  

à c e l l e  r e p r é s e n t é e  s u r  l a  f i g u r e  111.10.  

V A R I A T I O N  D E  L'ADSORPTION ADSOLUE PAR LE  2 - C H L U R U E T H A N U L  

Les  v a r i a t i o n s  de  A a v e c  l a  composi t ion  du mélange 3 
d e  s o l v a n t  mont ren t  ( f i g u r e  I I I . 1 0 ) ,  pour l a  PHEG e t  les 

copolymères (HEG-CO-BGln) les c a r a c t é r i s t i q u e s  communes s u i -  

v a n t e s  : l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  2 -ch lo roé thano l  aug- 

mente, l a  v a l e u r  de A3 augmente r é g u l i è r e m e n t  dans  un p r e -  

m i e r  temps, p a s s e  p a r  un maximum p u i s  diminue. P a s s é  l e  

rqinimum (non obse rvé  dans  l e  c a s  d e s  copolymères BGln 7  ' 
BGln10 e t  BGlnlg) ,  A3 augmente à nouveau. 

On n ' o b s e r v e  p a s ,  comme dans  l e  c a s  d e s  p r o t é i n e s  

g l o b u l a i r e s  47, d ' a u g m e n t a t i o n  r é g u l i è r e  d e  Aj a v e c  l a  

c o n c e n t r a t i o n  e n  s o l v a n t  o rgan ique .  INOUE e t  TIMASHEFF 
47 

a v a i e n t  c h o i s i  d e s  va leuxç  c r o i s s a n t e s  pour A a f i n  d e  1 ' 
t e n i r  compte de  l ' e x p o s i t i o n  g r a d u e l l e  de r é s i d u s  d ' a c i d e s  

aminés h y d r o p h i l e s ,  p l a c é s  d a n s  l a  zone i n t e r n e  d e  l a  pro-  

t é i n e ,  lors  d e  l a  d é n a t u r a t i o n  r e s t r u c t u r a n t e  p a r  l e  s o l -  

v a n t  o rgan ique .  Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l e  p r o d u i t  Alg3 c r o î t  
8 9 7  p l u s  v i t e  que ( - ) , , , 3  S i f  dans  n o t r e  c a s ,  nous c a l c u -  
34% 

1-ons A j  à p a r t i r  d e  v ù l c ü r s  c r o i s s a n t e s  d e  A (0 ,30  à 
1 

0,40 g/g a u  l i e u  d e  0,30 à 0,20 g / g ) ,  les minima s ' e s t o m p e n t  

e t  un p a l i e r  a p p a r a i t  à p a r t i r  d e  4 0  % en 2 - c h l o r o é t h a n o l .  

Mais nous ne  pouvons p a s  a p p l i q u e r  c e t t e  méthode aux poly-  

p e p t i d e s  : il n ' e x i s t e  pas ,  à l ' é t a t  n a t i f ,  d e  zone i n t e r n e  

" s o u s t r a i t e "  au  s o l v a n t ,  comparable à c e l l e  d e s  p r o t é i n e s  

g l o b u l a i r e s . 1 1  y a u r a i t  a l o r s  une s t r u c t u r e  compacte,  d o n t  

il f a u d r a i t  démontrer  l ' e x i s t e n c e  p a r  d e s  t e c h n i q u e s  v i s -  

c o s i m é t r i q u e s .  En o u t r e ,  il £ a u t  t e n i r  compte d e  l a  b a i s s e  

du degré  d ' h y d r a t a t i o n  avec  l a  s t r u c t u r a t i o n  en  h é l i c e  a .  

Dans l e  sys tème PHPC/eau/dioxanne, INOUE e t  I Z U M I  l5 o n t  

observé  p a r  RMN une augmenta t ion  d e  A aux f a i b l e s  concen- 
3 

t r a t i o n s  e n  d ioxanne,  e t  un p a l i e r  e n s u i t e .  I l  f a u t  n o t e r  

que ,  dans ce système,  l e  d ioxanne  est  t r è s  peu a d s o r b é  : 
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< 0,05 g/g,soit 0 , l  mole/rnole. Ceci dénote que les in- 

teractions PHPG/di2xanne sont défavorisées au profit des 

interactions PHPG/eau - d'où 1'hydratat.ion préférentielle 
observée. Par contre, A atteint 2 moles/mole dans le sys- 3 
tème ~~~G/eau/2-chloroéthanol 45. 11 apparaît donc que la 

PHPG possède plus d'affinités pour le 2-chloroéthanol que 

pour le dioxanne. Dans le cas de la PKEG, A3 atteint 

0,4  moles/mole : les interactions solvant non-polaire/ 

polypeptide sont plus faibles pour le polypeptide plus hy- 

drophile. Ceci est confirmé dans le cas des copolymères 

(HEG-CO-BGln) : la valeur maximcle de A3 située à 30 - 
40 % de 2-chloroéthanol est d'autant plus importante que le 

copolymère est plus riche en motifs hydrophobes (BGln) 

(fig. 111.10) ; on retrouve là les interactions solvant 

non-polaire/ sites hydrophobe.; du polypeptide dénotées au 

9 111.6.2. 

Nous avons tenté de trouver une relation entre les 

valeurs expérimentales dg A et la composition des copoly- 3 
,, mères, en traçant A3 en fonction du taux de (BGln) , pour 
les différents mélanges eau/2-chloroéthanol. Les points ex- 

,/ périmentaux obtenus sont difficilement exploitables en vue 
/ 

J" 
de l'établissement d'une relation linéaire. Par contre, la 

valeur maximale située à 30 - 40 % de 2-chloroéthanol paraif 

Str2 une fonction linGaire du taux dl3 (BGln) (f iguze III. 11) . 
On aurait alors : 

où A BEG et 3 BG'n 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- 
BGln phiquement, on peut alors determiner A3 : A3 fIJ 2 g/g 

soit 5 moles/mole. Il y a donc une affinité marquée des 

motifs (BGln) pour le 2-chloroéthanol. Cette relation in- 

dique que les deux motifs des copolymères 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 A j  située à 30 - 40 8 de 

2-chloroéthanol, en g/q. 

% BGln 

FIGURE 111.11 

Variation de la valeur maximale de A 3' située à 30/40  % en 

vol. de 2-chloroéthanol, en fonction de la composition des 

polymères en motifs (BGln). 

- calcul N o  1 

- calcul No 2 



dans  t o u s  les  domaines de compos i t ion  du mélange d e  s o l -  

v a n t s  donne l a  l i m i t e  d ' u n e  t e l l e  i n t e r p r é t a t i o n .  

Cependant ,  l ' a l l u r e  d e  la v a r i a t i o n  d e  A pe rmet  
3 

de r e t r o u v e r  c e  que nous a v i o n s  o b s e r v é  au 111.6.2.  : 

les i n t e r a c t i o n s  s o l v a n t  hydrophoSe/polypeptide a p p a r a i s -  

s e n t  ê t re  e n  r e l a t i o n  avec  l ' h y d r o p h o b i e  du p o l y p e p t i d e  

mesuré p a r  s a  c o i ~ p o s i t i o n  e n  r é s i d u s  (BGln).  

III .  7. INTERACTIONS POJSYPEPTIDE - MELANGE DE SOLVANT ET 

TRANSITION CHAINE-IIELICE 

La n a t u r e  e t  l ' i m p o r t a n c e  d e s  i n t e r a c t i o n s  d é t e r -  

minan t  l a  s t a b i l i t é  c o n f o r m a t i o n n e l l e  d e s  p r o t é i n e s  e t  d e s  

p o l y p e p t i d e s  e n  s o l u t i o n  o n t  é t é  é t u d i é e s  a u s s i  b i e n  d ' u n  

p o i n t  d e  vue  e x p é r i m e n t a l  1,47,70-74 que  d ' u n  p o i n t  d e  

vue t h é o r i q u e  71f / 5 - 7 8 .  Ces t r a v a u x  o n t  montré que ,  dans  

une l a r g e  mesure,  l a  s t r u c t u r e  d e s  c h a î n e s  p o l y p e p t i d i q u e s  

e n  s o l u t i o n  é t a i t  f o n c t i o n  de l a  s t r u c t u r e  du s o l v a n t  e t ,  

à p a r t i r  d e  l à ,  d e  l a  n a t u r e  d e s  i n t e r a c t i o n s  c h a î n e  

p o l y p e p t i d i q u e / s o l v a n t .  La mise  au p o i n t  d e  l a  t h é o r i e  e t  
d e s  t e c h n i q u e s  e x p é r i m e n t a l e s  p e r m e t t a n t  de  d é t e r m i n e r  l a  

composi t ion  d e  l a  couche d e  s o l v a t a t i o n  ( 5  1 1 1 . 2  à 1 1 1 . 4 )  

e n  termes d ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  e t  a b s o l u e  a  pe rmis  

d ' é t u d i e r  l a  d é n a t u r a t i o n  r e s t r u c t u r a n t e  d e s  c h a î n e s  po- 

l y p e p t i d i q u e s  en  r e l a t i o n  a v e c  l a  v a r i a . t i o n  d e  l e u r s  i n -  

t e r a c t i o n s  avec  les  c o n s t i t u a n t s  des  mélanges e a u / d é n a t u r a n t  

( s o l v a n t  o rgan ique  ou d é t e r g e n t )  
1,6-10,14-17,26,28,40,45 

V A R Z A T Z O N  D E  L ' A D S O R P T I O N  P R E F E R E N T Z E L L E  A V E C  L A  F R A C T Z 0 N  - 
D'ffELlCE a 

Lorsque l ' o n  t r a c e  l a  v a r i a t i o n  de  1' a d s o r p t i o n  

p r é f é r e n t i e l l e  en  f o n c t i o n  de  l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e  (dé-  

t e rminée  dans  chaque mélange d e  s o l v a n t ,  à p a r t i r  d e s  don- 

n é e s  du ch .  I I ) ,  on c o n s t a t e  ( f i g u r e  1 1 1 . 1 2 )  que  l ' a l l u r e  

g é n é r a l e  d e s  courbes  r e p r é s e n t a t i v e s  e s t  s e n s i b l e m e n t  

i d e n t i q u e  à celles r e p r é s e n t é e s  s u r  l a  f i g u r e  ( 1 1 1 . 7 ) .  



FH 
FIGURE III. 12 

Variation de l'adsorption préférentielle molaire en fonction 

de la fraction d1h6lice fH dans les mélanges eau/2-chloroéthanol. 
(Mêmes symboles que pour la figure 111.10). 



Pour les copolymères, les courbes sont déplacées les unes 

par rzpport aux autres, ce qui traduit le fait que, dans 

chaque mélange de solvant, la fraction d'hélice a 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 que le copolymère est plus ri- 

che en résidus (BGln). 

Lorsque l'on trace : 

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

lice cx donnée 

- la variation de l'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 relation simple entre la composition du 

mélange de solvants, la fraction d'hélice a des polypepti- 

des, l'adsorption préférentielle et la composition des CO- 

polymères. 

Par contre, la fraction d'hélice atteinte par les 

polypeptides à la valeur maximale positive de l'adsorption 

préférentielle et au point d'inversion, montre (figure 111.13) 

une variation croissante avec la teneur en résidus (BGln). 

Dans Le premier cas, la valeur positive maximale de l'ad- 

sorption préférentielle étant située à des concentrations en 

2-chloroéthanol voisines, la variation observée traduit plu- 

tôt l'accroissement de la fraction d'hélice due à l'effet des 

interactions hydrophobes. 

En résumé, l'allure des courbes représentées sur les 

figures 111.12 et 111.13 démontre que l'adsorption préféren- 

tielle n'est pas une fonction directe de la conformation de 

la macromolécule ; au vu des résultats discutés au 5 111.6, 
il apparazt que le facteur déterminant soit la composition du,, . . 
mélange de solvants (et les propriétés de celui-ci). Rappelons 



f correspond r t à la valeur 
H 3' .3 

maximale de (-1 > O an p 2 1 1 ~ 3  

f~ 

au point d'inversion 

de l'adsorption préfé- 

rentielle. 

% motifs BGln 

F I G U R E  111.13 

Variation de la fraction d'hélice : 

- correspondant à la valeur maximale positive de l'adsorption 

préférentielle ( +) 

- correspondant au point d'inversion de l'adsorption 
préférentielle ( --4- ) 

en fonction de la teneur en motifs (BGln). 



que, pour l a  poly(L-Lysine H B r )  16, en l ' a b s e n c e  de  t o u t  

changement conformat ionnel ,  c e  s o n t  les d i f f é r e n c e s  d ' a f -  

f i n i t é  du po lypept ide  avec l e s  deux c o n s t i t u a n t s  du mé- 

lange  de s o l v a n t s  q u i  dé te rminent  l a  va l eu r  de  l ' a d s o r p t i o n  

p r é f é r e n t i e l l e .  

V A R I A T I O N  D E  L A  S O L V A T A T Z O N  A B S O L U E  A V E C  L A  F R A C T I O N  

On re t rouve ,  dans l a  v a r i a t i o n  de l a  s o l v a t a t i o n  

abso lue  A3 en  f o n c t i o n  de l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e  a ,  ( f i g u r e  

I I I . 1 4 ) ,  les  v a r i a t i o n s  observées  au 5 111.6.3. , s i  ce  

n ' e s t  que les courbes s o n t  dép lacées  l e s  unes p a r  r a p p o r t  

aux a u t r e s ,  t r a d u i s a n t  l e s  d i f f é r e n c e s  de conformation 

e n t r e  les polypept ides .  La v a l e u r  de  l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e ,  

f H t  pour l a q u e l l e  on observe l a  v a l e u r  maximale de  A3 Sem- 

b l e  ê t r e  une fonc t ion  l i n é a i r e  de l a  composit ion des  copo- 

lymères ( f i g u r e  111.15).  Ceci  t r a d u i t  l ' augmenta t ion  de  

f  avec l ' hydrophobie  des  po lypep t ides  dans l a  zone de 
H 

c o n c e n t r a t i o n  en 2-chloroéthanol  ail es t  s i t u é e  l a  v a l e u r  

maximale de  A3 ( f i g u r e  III. 1 0 )  . 
En résumé, l ' a l l u r e  de  l a  v a r i a t i o n  de l ' a d s o r p -  

t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  e t  abso lue  avec l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e  a 

montre que l a  t r a n s i t i o n  confornia t ionnel le  e t  l e s  i n t e r a c -  

t i o n s  po lypept ide / so lvan t  ne s o n t  pas  en r e l a t i o n  d i r e c t e .  

Nous avons vu, au ch. II ,  comment l a  t r a n s i t i o n  chaîne-  

h é l i c e  pouva i t  s ' e x p l i q u e r  en r e l a t i o n  avec l e s  p r o p r i é t é s  

de  l ' e a u  e t  du 2-chloroéthanol .  I l  s ' a g i t  maintenant  d ' é t e n -  

d r e  l e  schéma e x p l i c a t i f  donné au ch. II aux v a r i a t i o n s  des  

i n t e r a c t i o n s  polypeptide/mélange de so lvan t s .  

R E L A T I O N  D E  LA T R A N S l T l O N  C O N F O R M A T Z O N N E L L E  I N D U Z T E  P A R  L A  

V A R Z A T Z O N  D E  L A  C O M P O S i T Z O N  D U  M E L A N G E  E A U / ? - C H L O R O E T H A N O L  

A V E C  L E S  Z N T E R A C T Z O N S  P O L Y P E P T Z D E I S O L V A N T S .  

L e s  premières  é tudes  menées pa r  INOUE e t  TIMASHEFF 

s u r  l e s  i n t e r a c t i o n s  des  p r o t é i n e s  g l o b u l a i r e s  avec l e s  mé- 

langes  eau/2-chloroéthanol 6-9 47  o n t  montré qu' une 



FIGURE 111.14 

Variation de la solvatation absolue A (calcul No 1) avec la 3 
fraction d'hélice a (mêmes symboles que pour la figure 111.10). 

i i i i c  (3 7 



f pour laquelle 
H 

A est maximale 
3 

% (BGln) en moles 

FIGURE III. 15  

Variation de la fraction d1h61ice fH correspondant à la valeur 

maximale de la solvatation absolue (située à 30 - 50 % en vol. 

de 2-chloroéthanol) en fonction de la teneur en motifs (BGln) . 



s o l v a t a t i o n  p a r  l e  s o l v a n t  o r g a n i q u e  accompagnait  l a  dé- 

n a t u r a t i o n  r e s t r u c t u r a n t e  d e s  p r o t é i n e s  ( c f .  § III. 6 ) .  

I l s  a v a i e n t  i n t e r p r é t é  l e u r s  o b s e r v a t i o n s  d e  l a  man iè re  

s u i v a n t e  : les  l i a i s o n s  p e p t i d i q u e s  p o s s è d e n t  une p l u s  

g r a n d e  a f f i n i t é  pour  l ' e a u  que pour l e  s o l v a n t  o rgan ique  ; 

c e t t e  p r o p r i é t é  e x p l i q u e  l a  s t r u c t u r a t i o n  en  h é l i c e  d e s  

c h a î n e s  p o l y p e p t i d i q u e s  l o r s  d e  l ' a d d i t i o n  du s o l v a n t  o r -  

gan ique  : les l i a i s o n s  hydrogène i n i r a p e p t i d i q u e s  pren- 

n e n t  l e  p a s  s u r  les  l i a i s o n s  hydrogène e a u / l i a i s o n  pep- 

t i d i q u e  *. On o b s e r v e  a l o r s ,  aux f a i b l e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  

2 -ch io roé thano l ,  une  s o l v a t a t i o n  de  f a i b l e  ampleur.  Au 

f u r  e t  à mesure  q u e  l a  p r o t é i n e  se s t r u c t u r e ,  les  r é s i d u s  

d k c i d e s  aminés c o n s t i t u t i f s  d e  l a  zone i n t e r n e  hydrophobe 

s o n t  p rogress ivement  m i s  e n  c o n t a c t  a v e c  l e  mélange de  

s o l v a n t s .  S i  l ' o n  admet que l es  r é s i d u s  hydrophobes o n t  

une p l u s  g r a n d e  a f f i n i t é  pour l e  s o l v a n t  non-po la i re  que 

pour  l ' e a u ,  l a  s t r u c t u r a t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  va s 'accompa- 

g n e r  d 'une  augmenta t ion  8 e s  c o n t a c t s  r é s i d u s  hydrophobes/ 

s o l v a n t  n o n - p o l a i r e ,  d ' o ù  une augmenta t ion  t r è s  n e t t e  d e  

l a  s o l v a t a t i o n  a b s o l u e  p a r  l e  2 -ch lo roé thano l  ( d e  0,13 g/g 

à 1 g/g pour  l e  c a s  d e  l a  p -Lac tog lohu l ine  A dans  5  à 40 % 

e n  2 -ch lo roé thano l  4 7 ) .  Lorsque l a  p l u s  grande  p a r t i e  de  

ce t t e  zone i n t e r n e  d e  l a  p r o t é i n e  s ' e s t  s t r u c t u r é e  

(fH >' 0,5)  , 1 ' é t e n d u e  d e s  c o n t a c t s  r é s i d u s  hydrophobes/ 

s o l v a n t  n o n - p o l a i r e  n 'augmente p r e s q u e  p l u s ,  e t  on a s s i s t e  

à un p a l i e r  dans l a  v a r i a t i o n  d e  A (1 ,004 g/g à 1,093 g/g 3  
pour  4 0  à 80 % e n  2 - c h l o r o é t h a n o l  ( v o i r  f i g u r e  111 .16) .  

Les d i f f é r e n c e s  d e  v a r i a t i o n  d e  l ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  

d a n s  l e s  sys tèmes  p r o t é i n e s  globulaires/eau/méthoxyéthanol 

e t  e a u / é t h y l è n e  g l y c o l  a v a i e n t  é t é  i n t e r p r é t é e s  p a r  INOUE 

e t  TIMASHEFF comme provenan t  d e  d i f f e r e n c e s  d ' a f f i n i t é s  d e  

ces s o l v a n t s  pour les c h a î n e s  p o l y p e p t i d i q u e s .  Ceci e s t  

con£ irmé p a r  1 ' é t u d e  d e  l a  p o l y  (L-Lysine H B r )  dans  d i £  f  é- 

r e n t s  mélanges d e  s o l v a n t s  l6 e t  p a r  l ' é t u d e  d e  l a  PHPG 

dans  deux mélanges e a u / s o l v a n t  o r g a n i q u e  15,45 



3 en vol. de 2-chloroéthanol 

FIGURE III. 16 

Variation de la solvatation absolue A et de la fraction 3 
d'hélice fIi de la f3-Lactogloùul.ine A en fonction de la 

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

et TIMASHEFF 7, . 



L'addition de 2-chloroéthanol à une solution 

aqueuse de PHEG provoque une baisse de l'activité de l'eau 

et un environnement favorable à la structuration de la 

chaîne polypeptidique. Il y a alors déficit d'eau dans la 

couche de solvatation du polymère; mais l'absence de sites 

véritablement hydrophobes sur la PHEG empêche une solvata- 

tion importante par le solvant organique. Lorsque le po- 

lp.ère se structure, les fortes interactions entre l'eau 

résiduelle du mélange de solvants et la chalne latérale 

hydrophile du polypeptide prennent le pas sur les plus 

faibles interactions polymère/2-chloroéthanol : Aj diminue 

devant Al et on observe une hydratation préférentielle sur 

la PHEG. Le fait que l'hydratation préférentielle ne s'ob- 

serve qu'à fraction d'hélice > 0,5 peut s'expliquer aussi 
par une plus faible affinité pour le 2-chloroéthanol des 

résidus sous forme hélicoïdale que sous forme désordonnée ; 

au aurait donc, s~hématiquement~la 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/chaîne latérale hydrophile 
importantes ; 

- des interactions 2-chloroéthanol /PHEG, de fai- 
ble ampleur, diminuant lors de la structuration de la 

PHEG en hélice a (fH 20,5) . 
Dans le cas de la PHPG 45, on observe également une 

hydratation préférentielle lorsque fH 2, 0,s. On aurait donc, 

lorsque le polypeptide est essentiellement sous forme dé- 

sordonnee (fH 6 0,5) une solvatation par le 2-chloroéthanol, 

qui est plus importante dans le cas de la PHPG, polymère 

plus hydrophobe que la PHEG. 

Dans le cas de la PHEG et de la PHPG, il y a donc 

une variation parallèle de la transition chaîne-hélice et 

de lkdsorption préférentielle : l'addition de 2-chloroéthanol 



entraîne une stabilisation de l'hélice a , qui est d'autant 
plus rapide que le polymère est plus hydrophobe. ~e'~hénomène 

s'accompagne d'une adsorption de 2-chloroéthanol sur le po- 

lymère, qui est d'autant plus forte que le polymère est plus 

hydroshobe. Cette adsorption de solvant organique diminue 

lorsque le polypeptide est essentiellement sous forme hé- 

licoïdale. 

Dans le cas de la PHPG, on n'observe qu'une faible 

solvatation par le dioxanne l5 ; corrélativement, il faut 

plus de dioxanne pour iLduire la $ransition conformationnelle: 

40 % de dioxanne et 25 % de 2-chloroéthanol à la demi-transition, 

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

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

voir hélicogène du solvant non-polaire. 

Dans le cas des copolymères (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-delà de f H  = 0,5, 

contrairement au cas de la PHEG et de la PHPG (figure 111.12). 

Nous avons vu (figure 111.8) qu'il existait une relation li- 

néaire entre la teneur en motifs (BGln) des copolymères et 

la concentration en 2-chloroéthanol à laquelle il y a inver- 

sion du signe de l'adsorption préférentielle, et (figure III. 11) 

la teneur en (BGln) et la valeur maximale de A 3 .  Les interac- 

tions spécifiques du 2-chloroéthanol avec le groupe benzyli- 

que du résidu (BGln) pourraient être responsables alors du 

maintien de l'adsorption préférentielle par le solvant or- 

ganique. Dans le cas des copolymères, le point d'inversion 

n'est plus situé à la demi-transition, mais varie en sens in- 

verse (figure 111.17) du sens de variation de la quantité de 

2-chlor~éthanol requise pour atteindre fH = 0,5. Corrélati- 

vement, l'I-riydratation préférentielle (traduisant une baisse 

de A j )  a lieu à des fractions d'hélice d'autant plus impor- 

tantes que le copolymère est plus hydrophobe, traduisant 

l'influence prépondérante des interactions hydrophobes dues 

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



fH correspondant à la valeur f II correspondant au point 

maximale positive de 1 ' adsorp- au point d'inversion de 

tion préférentielle lhdsorption préférentielle 

1 1 

O 

% vol. 2 chloroéthanol à la demi-transition 

Variation de f H  ccrrespondant à la valeur maximale positive 

de 1' adsorption pré£ érentielle ( A )  et au point d' inver- 

sion de l 'adsorption préfgrentielle ( -) . 



Rappelons que les modèles théor iques  de  l ' i n t e r a c -  

t i o n  hydrophobe ( c f .  annexe du ch. I I )  f o n t  i n t e r v e n i r ,  

l o r sque  l ' o n  a j o u t e  un s o l v a n t  non-polai re ,  une diminut ion 

des  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  cha înes  l a t é r a l e s  non-pola i res ,  q u i  

deviennent  t o u t  a u s s i  f a v o r a b l e s  que l e u r s  i n t e r a c t i o n s  

avec l e  s o l v a n t  non-polaire.  Ceci p o u r r a i t  e x p l i q u e r  éga le -  

ment l ' a d s o r p t i o n  c r o i s s a n t e  de  2-chloroéthanol  aux f a i -  

b l e s  concen t r a t i ons  en s o l v a n t  organique ; au vu des  r é s u l -  

t a t s  consignés  s u r  l e s  f i g .  111.7, 111.10, 1 1 1 . 1 2  e t  

111.14, c e c i  e s t  indépendant de l a  conformation du poly- 

pep t ide .  Le f a i t  que l e  m a x i m u m  des  i n t e r a c t i o n s  2-chloro- 

é thanol /po lypept ide  s o i t  s i t u é  dans une même zone de com- 

p o s i t i o n  du mélange de s o l v a n t s ,  ind ique  que ce  maximum 

d o i t  ê t r e  r e l i é  aux p r o p r i é t é s  p a r t i c u l i è r e s  du mélange 

eau, '2-chioroéthanol.  Au-delà du maximum, l a  s t r u c t u r a t i o n  

dii p o l p è r e  e n t r a î n e  une diminut ion de A : l e  maximum e s t  
3 

s i t u é  p r è s  de f H  = 0,s pour l a  PHEG. Dans l e  c a s  des  copo- 

lymères, l a  présence d e s - r é s i d u s  hydrophobes impose un 

main t ien  des  i n t e r a c t i o n s  avec l e  s o l v a n t  organique : l e  
, p o i n t  d ' i n v e r s i o n  de l ' a d s o r p t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  es t  recu- 

l é  v e r s  des  % en 2-chloroéthanol  e t  des  f H  t o u j o u r s  p l u s  

grands.  

111.8. CONCLUSION 

L 'é tude  de  l a  v a r i a t i o n  de  l ' a d s o r p t i o n  pré fé ren-  

t i e l l e  e t  absolue avec l a  composit ion du mélange eau/2- 

ch loroé thnnol  e t  avec l a  cornposition des  copolymères a  c l a i -  

rernent montré l a  dépendance des  i n t e r a c t i o n s  du s o l v a n t  

non-polai re  avec l a  t eneur  en mo t i f s  monomères non-polai res .  

Nous avons pu é t a b l i r  que l e  2-chloroéthanol  i n t e r a g i s s a i t  

spécif iquement ,  e t  de  manière q u a n t i t a t i v e ,  avec les s i t e s  

hydrophobes des  copolymères. 

Dans l e  c a s  de l a  PHEG e t  de l a  PHPG, les i n t e r a c -  

t i o n s  polypeptide/2-~h~oroéthanol diminuent l o r s q u e  l e  po- 

lymère d e v i e n t  essen t ie l l -ement  h é l i c o ï d a l  : les r é s i d u s  

d ' a c i d e s  aminés, sous forme d ' h é l i c e  cx , s o n t  moins s o l v a t é s  



que sous  forme désordonnée.  L e  2 - c h l o r o é t h a n o l  a p p a r a î t  

donc comme un s o l v a n t  " i n e r t e "  74 v i s - à - v i s  d e  l ' h é l i c e  a. 

Par  c o n t r e ,  on o b s e r v e  un m a i n t i e n  d e s  i n t e r a c t i o n s  du 

2 -ch lo roé thano l  a v e c  les r é s i d u s  (BGln),  même l o r s q u e  l e  

polynEre e s t  e s s e n t i e l l m e n t  sous  f o r n z  s t r u c t u r 5 e .  1, 'ef-  

f e t  s t a b i l i s a n t  du 2 -ch lo roé thano l  s u r  l a  conformat ion  hé- 

l i c o ï d a l e  se s u 2 e r p o s e  aux e f f e t s  s t a b i l i s a n t s  d e s  i n t e r a c -  

t i o n s  hydrophobes : 

- dans l a  zone de  c o n c o n t r a t i o n  d e  2 - c h l o r o é t h a n o l  

où l a  s t r u c t u r a t i o n  d e s  ~ o l y m è r e s  e n  h é l i c e  a es t  l a  p l u s  

r a p i d e  ( O  - 40 % e n  v o l . )  ( f i g .  11 .5  e t  I I . 6 ) ,  l ' a d s o r p t i o n  

du 2 - c h l o r o é t h a n o l  c r o Z t  r ap idement  e t  a t t e i n t  s a  v a l e u r  

maximale, e t  c e c i  q u e l l e  que s o i t  l a  f r a c t i o n  d ' h é l i c e  du  

copolyrnère dans  l ' e a u  p u r e  ( f i g .  111.7, 1 1 1 . 1 0 ,  111.12 e t  

III. 1 4 )  ; l ' a n i p l i t u d e  d e  c e  phénomène est  f o n c t i o n  d e  l ' h y -  

drophobie  du p o l y p e p t i d e .  

C e  phéno~.ène  d o i t  ê t re  r e l i é  à une s u b s t i t u t i o n  

d e s  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes e n t r e  c h a î n e s  l a t é r a l e s  non- 

p o l a i r e s  au p r o f i t  d ' i n t e r a c t i o n s  hydrophobes avec  l e  s o l -  

v a n t  o rgan ique-  

- dans  l a  zone de  c o n c e n t r a t i o n  s i t u é e  au-de là ,  on 

observe  ilne b a i s s e  d e s  i n t e r a c t i o n s  po lypep t ide /2 -ch lo ro -  

é t h a n o l ,  l o r s q u e  l e  polymère es t  e s s e n t i e l l e m e n t  s o u s  forme 

s t r u c t u r é e .  C e t t e  d i m i n u t i o n  es t  c o n t r e b a l a n c é e  p a r  d e s  

i n t e r a c t i o n s  hydrophobes s p é c i f i q u e s  e n t r e  g roupes  chimiques  

non-po la i res .  
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C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  





Nous nous étions fixé pour objectif dans ce tra- 

vail d'étudier la variation des propriétés de copolymères 

d'hydrophobie variable dans des mélanges eau/solvant orga- 

nique. Pour ce faire, nous avons synthétisé des copolymères 

comprenant un motif monomère dont le caractère hydrophile 

est connu, la N5- (2-hydroxyethyl) -L-glutamine) et un motif 

monomère analogue comprenant un groupement phénylique, 

dont nous espérions qu'il introduirait un caractère hydro- 

phobe marqué. En appliquant la méthode de synthèse des 
5 poly (N -(hydroxyalkyl) -L-glutamine) , nous avons pu obtenir 

les copolymères 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 copolymères et la transition chaîne - hélice induite 
par l'addition de solvant organique à la composition des 

5 copolymères en résidus (N - benzyl-L- glutamine). Nous 
avons pu ainsi confirmer l'effet stabilisant sur la struc- 

ture ordonnée en hélice a des interactions spécifiques 

entre chaînes latérales non-polaires : la substitution, 

en bout de la chaîne latérale, du groupement méthylique 

du résidu (HEG) par un groupement benzylique, amenait, 

même en faible proportion, à 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- 

thèse avait amené de nombreuses hypothèses, notamment : 

- pour une chaîne polypeptidique donnée, l'adsorp- 
tion du solvant organique devait dépendre de la nature de 

ce solvant, c'est-à-dire de l'affinité de la chaîne pour 

ce solvant ; 

- dans le cas du 2-chloroéthanol, la variation 
de l'adsorption préférentielle et absolue sur les protéines 



avec la com~osition du mélange eau/2-chloroéthanol et avec 

la transition conformationnelle avait été interprétée en 

termes d'interactions hydrophobes spécikiques entre ce sol- 

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

L'étude des polypeptides de synthèse, modèles sim- 

plifiés des protéines, dans les mélanges eau/solvant orga- 

nique avait permis de confirmer de manière qualitative et 

quantitative la première hypothèse (étude de la PHPG dans 

les systèmes 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 copolymères dont on faisait varier le rapport 
résidus hydrophobes 
-A nous espérions pouvoir observer une 
résidus hvdrophiles' 

a 

variation de l'adsorption préférentielle et absolue avec 

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 entraîner la 

structuration en hélice.des copolymères ; en outre, les 

protéines globulaires et la PHPG avaient été étudiés en 

solution dans les mélanges eau/2-chloroéthanol ce qui de- 

vait nous permettre de fructueuses comparaisons, 

Les résultats que nous avons obtenus nous ont 

permis de mettre en évidence une augmentation de l'adsorp- 

tion par le 2-chloroéthanol sur les copolymères lorsque 

leur caractère hydrophobe était accru. Nous avons pu ainsi 

démontrer l'existence d'interactions hydrophobes spécifi- 

ques entre le 2-chloroéthanol et les résidus à chaîne 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 copolymères 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 copolymères, nous avons pu 



caractériser les résidus d'acides aminés hydrophiles (HEG) 

et hydrophobes (BGln) par leurs interactions avec l'eau 

et le 2-chloroéthanol et leurs capacités à stabiliser la 

conformation hélicoïdale en solution. 




