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INTRODUCTION

Depuis quelques années les peptides ont pris une
grande importance dans le domaine de la biologie.

A cette famille de composés appartiennent certai-
nes hormones et des neurotransmetteurs qui pré&sentent une
activité considérable. Ils sont synthétisés, en particulier,
au niveau de 1l'hypothalamus et de 1'hypophyse.

La d&couverte des enképhalines (5 acides aminés)
possédant des propriétés anaigggzaﬁzgﬂgﬁuivalentes a la mor-
phine a encore augmenté leur intérét. De nombreuses molé&cu-
les de peptide ont é&té synthétisées par voie chimique dans
l'espoir d'obtenir un nouveau type de médicament présentant

peu d'effets secondaires.

Parallélement des études physico-chimiques et théo-
riques ont été& réalisées pour connaitre leur conformation,

dans le but de comprendre le mécanisme de leur action.

La résonance magnétique nucléaire, la spectrosco-
pie infra-rouge et Raman, le dichroisme circulaire et, & un
degré moindre, la spectrofluorimétrie ont &té employés pour
la détermination de leurs structures secondaires dans dif-
férents solvants.

L'usage du calcul numérique par ordinateur a permis
la recherche de structures théoriquement stables et la mise
en &vidence d'un certain nombre d'analogies éntre molécules
trés différentes chimiquement mais d'effet biologique iden-
tique.

Une équipe a &té& constituée au Laboratoire de Chimie
Macromoléculaire de 1'Université des Sciences et Techniques de
LILLE pour synthétisér et &tudier des peptides "modéles". C'est
dans ce cadre qu'a &té réalisé ce travail dont le but &tait
_ doublé.



- envisager l'utilisation du rendement quantique
de fluorescence pour la détermination de la conformation
des peptides, puis tenter de rendre compte, par un modéle
théorique, de la réactivité chimique des peptides avec ap-
plication & l'extinction de fluorescence.

L'ensemble a une finalité biologique, mais la
grande complexité des mécanismes mis en jeu dans la matiére
vivante exige préalablement d'étudier des cas plus simples,
en espérant que l'expérience acquise permettra, ultérieure-~
ment, d'aborder d'autres phénoménes.



GENERALITES SUR LES ACIDES AMINES ET LES PEPTIDES

L'enchainement des acides aminés est identique
dans les peptides et dans les protéines. La formule générale,
dans l'exemple d'un peptide possé&dant trois acides aminés,
est :

- 0 o] o)
i " 4
N - ?H - C - NH ~ ?H - C ~ NH -~ ?H - C
AN

R1 R2 R3 OH

H,

La structure primaire du peptide dépend de la na-
ture des substituants Rl' RZ’ R3. La structure secondaire
est l'arrangement spatial des atomes de la molécule. Elle
est complétement définie par un ensemble de.liaisdns inter-
atomiques, d'angles de valence, et d'angles dié&draux ¢i’ wi'

wy et Xy -

Soit Ci le carbone du groupement carbonyle de
l'acide aminé i et C% 1'atome de carbone portant le grou-

pement Ri’

Les angles ¢i’ wi et wy sont les angles diédres
des deux plans définis respectivement par les liaisons :

c® -c¢c, - N

o ' o
C - Ni - C C N Ci Ci Ni+l’ i i

Y

i-1 i i’ i i+l i+l

Les angles Y, définissent l'orientation des chaines
latérales.

Les conventions IUPAC (Gl) précisent que ces angles
doivent é&tre positifs quand ils sont orientés vers la droite.
Ils sont &gaux 3 zéro pour la conformation &clipsée (confor-
mation cis). |

L'angle w corréSpondant d la liaison peptidiqué trans
est donc égal a 180°.

Tous les angles sont exprimés par une valeur comprise
entre - 180° et + 180°.




Remargue :

Les conventions IUPAC datent de 1970. Dans les
anciennes conventions l'angle correspondant & une forme
éclipsée est &gal 3 180°. On passe de l'ancienne 3 la nou-
velle convention en ajoutant ou retranchant 180°.

Acides aminés utilisés

Nous avons étudié principalement des peptides
contenant la glycine, la proline et la tyrosine.

o
La glycine (H2N - CH, - CfOH ) ne possédant pas
de chaine latérale, est définie uniquement par ses angles

¢ et Y.

La proline est un acide aminé particulier (c'est,

en fait, un imino acide):

H H
1 |
H-C - C-H
g ! | 0
:c C —(::
~ /
H N OH
1
H

Le cycle interdit la libre rotation autour de la
liaison N - C*et l'angle ¢ sera considéré comme fixe (- 60°).

‘Dans les composés X-Pro la liaison peptidique peut
étre cis (Gll1 - Gl12) avec y = 0. La proportion des deux for-
mes cis et trans varie suivant les peptides et le solvant;
dans la majorité des cas la forme trans reste prépondérante.

La tyrosine posséde trois angles y :
Xy : angle du diddre défini par : N - C%- cB- cY

X, : angle du diadre défini par c®- cB- ¢¥- cb)

X, : angle du diddre défini par : c°1- c'- 0 - H



Structure des petits peptides

Dans les petits peptides il y a trop peu d'acides
~aminds pour que la structure secondaire puisse s'organiser
en hélice o ou en feuillet B. La structure organisée exis-
tant est le coude ou le repliement. Elle se caractérise par
le rapprochement des atomes C% des acides aminés i et i+3
pour le coude B (G2-G3) et i et i+2 pour le coude ¥y (G4-G5~G6).

; Les structures coudes se retrouvent également dans
les protéines et plus particulidrement dans les protéines glo-
~bulaires (G7 & G10). Trés souvent les "coudes” se situent 3
l'extérieur de la protéine et favorisent le repliement de la
chatne protéique vers l'intérieur.

Dans les petits peptides les forces qui peuvent fa-
voriser la forme repliée sont des liaisons hydrogéné'intramo-k
léculaires ou dés intéractions électrostatiques entre les ex-
trémités chargées. 4 '

Les liaisons hydrogéne s'établissent généralement_
entre le groupement carbonyle de 1'acide amin& i et 1'hydro-
géne 1ié 3 l'azote de 1l'acide aminé i+3 (pour un coude B).



Les angles ¢i+l' wi+1y ¢i+2’ wi+2 ont alors des
valeurs déterminées qui ont permis de distinguer différents

types de coudes (G2-G3) par exemple :

type I (- 60°, - 30°, -~ 90°, 0°)
type II (- 60°, 120°, 80°, 0°)
type III (-~ 60°, -~ 30°, - 60°, ~30°)

Dans les milieux ionisants et dans ceux ol la mo-
lécule de solvant peut former des liaisons hydrogéne avec les
fonctions de la molécule de peptide, la contribution de 1'in-
teraction 8lectrostatigue des charges terminales peut &8tre im-

portante (cas de l'eau).

‘Dans ces conditions le critére le plus général pour
déterminer une forme coude est la distance entre les carbones o
du résidu i et 1+3 (ou i et i+2). Par exemple pour un coude B

[+]
cette distance doit étre inférieure a 5,7 A,

Dans toutes les études que nous avons entreprises
nous avons cherchéd des propriétés générales de la forme coude,
quel dque soit son mode de stabilisation. Nous avons utilisé
le méthanol et surtout 1l'eau comme solvant et notre postulat
de départ est gue dans ces deux milieux, méme sous forme re-
plide, les atomes de la molécule de peptide possédent un de-
gré de liberté non négligeable. Dés lors, c¢'est un ensemble
de structures possibles que nous avons traité et non une struc-

ture rigide.



PREMIERE PARTIE

CONTRIBUTION A L'UTILISATION DU RENDEMENT QUANTIQUE
DE FLUORESCENCE POUR L'ETUDE CONFORMATIONNELLE

DE PETITS PEPTIDES






Les techniques fluorimétriques sont de plus en
plusvutilisées dans les études biochimiques et biologiques.
Elles permettent, suivant le type de paramétre observé
(rendement quantique, durée de vie, taux de polarisation...)
d'obtenir des informations sur la structure, la mobilité& ou
l'environnement des molécules portant un groupement fluoro-
phore.

Parmi ces techniques la mesure du rendement quanti-
que est la plus simple. Comme elle n'exige qu'une trés faible
quantité de produits, elle présente un grand intéré&t pratique.

Les &tudes sur le rendement gquantique des protéines
et des polypeptides sont nombreuses. Pour les oligopeptides
c'est surtout la relation structure primaire - rendement
quantique dans différents milieux qui a &té &tudide.

Un peptide comportant moins de huit acides aminés
peut, comme il a &té& noté, avoir deux types de structure se-
condaire : une structure "étendue statistique" et une struc-
ture repliée (coude B, coude y, etc.). Peu de travaux ont
6té réalisés pour savoir si une ou plusieurs mesures de ren-
dement quantique (dans des conditions différentes) permet-
taient, a priori, de distinguer l'existence d'une de ces
deux formes. Nous avons donc synthétisé& un certain nombre de
petits peptides contenant de la tyrosine. Dans un premier
temps nous avons mesuré leur rendement quantique dans diffé-
rents solvants et a différents pH.

Ensuite nous avons cherché un modale £héorique v
qui puisse rendre compte d'éventuelles variations de rende-
ment quantique en fonction de la conformation moléculaire.
Nous avons, enfin, comparé résultats expérimentaux et théo-
riques. |
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CHAPITRE I

ETUDE DU RENDEMENT QUANTIQUE DE PEPTIDES MODELES
CONTENANT UN OU PLUSIEURS RESIDUS TYROSYLES

I - FACTEURS DETERMINANT LE RENDEMENT QUANTIQUE D'UN PEPTIDE
CONTENANT DE LA TYROSINE

A - Généralités sur le rendement quantique

L'excitation du noyau phénol d'une tyrosine par un
rayonnement de fréquence v = 275 nm entraine le passage d'un
électron ™ de 1'état fondamental au premier é&tat excité sin-
gulet S
de Sl
d'une énergie hv.

1 Our plus exactement, 3 1l'un des niveaux vibrationnels

(Fig. 1) . Cette transition s'effectue avec absorption

13 3

s) des reconversions d'énergie intramoléculaires rame-

Tr&s rapidement (en un temps variant de 10~
~11 '
10
nent cet électron sur le niveau vibrationnel le plus bas de
1'état excité Sl‘ Il reste quelques nanosecondes a ce niveau

d'énergie.

Le retour & 1l'é&tat fondamental peut se faire de dif-
férentes fagons :

- par émission d'un photon de fréquence v' < v qui
raméne la molécule sur l'un des niveaux vibrationnels de l1l'état
fondamental : c'est le phénoméne de fluorescence

- par transferts d'énergie non radiatifs, intramolé-

culaires ou intermoléculaires

- par conversion singulet - triplet suivie de 1'émis-
sion d'un photon de phosphorescence.
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A: absorption D: desactivation non
radiative
F: fluorescence P: phoephorescehce

N, e

S1

Tl

‘\_’N.&N

| S e O R
pNV\J

S@

FIG 1: DIAGRAMME DES PREMIERS
NIVEAUX ENERGETIQUES
D’UNE MOLECULE
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Schématiquement :

Tyr + hv —w Tyr® (excitation)

Tyr* ——jaf——> Tyr + hv' (fluorescence)

Tyr* ———;———a- Tyr (ensemble des processus
N de désactivation sans &mis-
sion de fluorescence)

Soit un ensemble de molécules No et N1 le nombre
de molécules dans 1l'état S1 au temps t aprés l'excitation, si

les phénoménes sont du premier ordre :

- s=— = (kf + kN) Nl

soit : —(kf+kN)t
Ny = (Npdyg ©

Par définition le rendement quantique est le rapport
du nombre de photons émis par fluorescence au nombre de photons
absorbés. Ce rapport est &gal a la fraction de molécules exci-
tées qui reviennent & 1'état fondamental par é€mission de fluo-
rescence soit : '

t
f kf Nldt
(¢} kf

Q = =
N oo KE + Ky

La durée de vie est définie comme le temps nécessaire

pour que le nombre de molécules dans l'état S, soit &gal 2 % de

1
sa valeur initiale. On voit donc que :

T _ 1
kf + kN
Si T est 15 durée de vie en 1'absence de désactiva- -
tion non radiative :
To = &t et Q T

o
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Remarque

- L'ensemble des électrons ne retombant pas sur
le méme état vibrationnel du niveau fondamental, la lumiére
de fluorescence n'est pas monochromatigque et présente un
spectre caractéristique du composé étudié, le maximum étant

situé & 303 nm pour la tyrosine.

La suite du paragraphe envisage les différents
paramétres susceptibles de modifier le rendement quantique
de la tyrosine libre et engagée dans un peptide.

B - Influence du solvant

Lorsqu'une molécule est mise en solution dans un
solvant des énergies d'interaction soluté-solvant apparais-
sent, pouvant modifier les niveaux électroniques de la mo-
lécule & 1'état fondamental ou excité. Cette modification -
entraine généralement un glissement et une déformation des
spectres d'absorption ou d'émission. Il y a modification de

la valeur de kf et donc du rendement gquantique.

Pour la tyrosine, l'eau et les solvants organiques
n'ont pratiquement aucune influence sur les spectres (Fl).
Comme, trés probablement, les interactions é&lectroniques
existent, on peut en conclure que la modification des états
fondamentaux et excités est la méme, c'est-3a-dire que la géo-
métrie et le moment dipolaire de ces états sont trés proches.

Le kf n'est pas modifié par les solvants mais on
mesure des rendements quantiques trés différents pour les mé-
mes composés : ce sont donc les processus intermoléculaires
- et intramoléculaires (liés a la conformation) de désactivation
non radiative qui dépendent des caractéristiques de solvant
(moment dipolaire etc.).

C - Influence de l'ionisation sur le rendement quantique de

la tyrosine

La mesure d'un rendement gquantique absolu est trés
complexe et les résultats obtenus pour la tyrosine dans l'eau,

sous forme de zwitterion, différent selon les auteurs :
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0,09 pour BORRENSEN (F2)
0,12 pour FEITELSON (F3)
0,14 pour CHEN (F4)
0,21 pour TEALE (F5)

La valeur 0,14 est la plus employé&e, mais nous
exprimerons les rendements quantiques en valeur relative
par rapport au rendement quantique de la tyrosine (zwitterion)
arbitrairement fixé 3 1.

1 - Influence de l'ionisation de l'hydroxyle phénolique

La formation d'un ion phénate fait disparaitre la
fluorescence que l'amino-acide soit libre ou engagé dans un
peptide (F6, F7). La dissociation ayant lieu vers pH =10, il
est impossible d'effectuer des &tudes fluorimétriques a un,pH
supérieur.

Quand 1'hydrogéne du groupement hydroxyle est impli-
qué dans une liaison de type hydrogéne, le rendement quantique
est abaissé& par renforcement du caractére négatif de 1l'oxygéne
(formation d'un pseudo-phénate).

L'étude du rendement quantique en fonction du pH
montre que la protonation de la fonction acide de la tyrosine
diminue fortement la fluorescence (F6, F7). Toutefois, a des
pH inférieurs 3 2 oll le groupement acide n'est pas dissociég,
il existe une fluorescence résiduelle faible. Ceci est &gale-
ment observé quand la tyrosine est en position C terminale
d'un peptide. Le mécanisme de désactivation semble &tre déter-
miné par la présence d'une double liaison C = O et sera envi-
sagé en méme temps que l'effet de la liaison peptidique.

3 - Influence de l'ionisation de la fonction amine terminale

o

Dans l'intervalle de pH oll on peut mesurer la fluo-
rescence de la tyrosine, la fonction amine est protonée. L'in-
fluence de la déprotonation est difficule 3 évaluer, le pK de
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la fonction amine &tant trés voisin de celui de la fonction
hydroxyle. COWGILL (F8) a montré que cette dissociation avait
peu d'influence sur le rendement quantique de la O méthyl-
tyrosine.

Pour les peptides contenant la tyrosine la fonction
amine protonée abaisse la fluorescence.

B - Influence de la liaison peptidigue

La diminution du rendement quantique de la tyrosine
appartenant 3 un peptide ou & une protéine est bien connue
(F6, F10, Fl1). Par contre, le mécanisme de cette extinction
est encore mal &lucidé (F12). On peut dégager des travaux sur
les petits peptides quelques hypothéses :

1 - Transfert de proton

Le proton de 1'hydroxyle du phénol & 1l'é&tat excité
serait transféré sur le groupement C = O plus ou moins pola-
risé d'une liaison peptidigque de la molécule. Il se formerait

alors l'ion phénate gqui n'est pas fluorescent.

Ce type de mécanisme rend compte des effets inhibi-
teurs observés par FEITELSON (F3) quand sont présents dans le
milieu des composés possédant une fonction:carbonyle (diméthyl-
formamide, diméthylacétamide).

Par contre COWGILL (F13) a observé des valeurs ana-
logues de rendement quantique pour des peptides comportant
un résidu tyrosyl ou un résidu O méthyl-tyrosine.

Remarque :

Récemment GAUDUCHON et WAHL (F12, F14) ont repris
une hypothése de transfert de proton pour expliquer le ren-
dement quantique bas de Tyr-Gly-Gly sous forme de zwitterion.
Mais, dans ce cas, le proton n'est plus transféré vers le
carbonyle peptidique mais vers le groupement ionisé carboxy-
late terminal; ce transfert &tant rendu possible par la con-
formation repliée du peptide.
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2 - Transfert de charge

TOURNON et EL-BAYOUMI (F15, F16, F17) ont montré
gqu'un transfert de charge entre un noyau aromatique et des
groupements amides, esters ou carboxyles protonés, é&tait
possible et qu'il devait se traduire par une diminution im-
portante du rendement quantique. Comme précédemment ce type
de transfert implique la proximité des groupements mis en jeu.

3 - Augmentation du couplage vibrationnel

COWGILL (F13) a proposé d'expliquer 1l'effet d'ex-
tinction de la fluorescence en considérant que le groupement
carbonyle peptidique dans 1l'eau pouvait augmenter un couplage
vibrationnel intramoléculaire entre le plus bas niveau de
1'état singulet et 1'état fondamental du chromophore aromati-
que en favorisant une dé&sactivation non radiative. Il n'a
donné aucune justification expérimentale. Dans un tel mécanisme
le recouvrement partiel des orbitales du noyau aromatique et

du carbonyle est nécessaire, les fonctions doivent &tre proches.

4 - Effet du groupement amine protoné

Nous avons vu que la déprotonation du groupement
~amine semblait avoir peu d'influence sur le rendement quanti-
que de la tyrosine. Elle accroit par contre le rendement gquan-
tique des peptides suivants (F9) :

*u

3N - Tyr - (Gly)n - COO0 n>1

+H3N - (Gly)n - Tyr - COO n=1
L'extinction due & la proximité de NH; est confir-
mée par l'augmentation du rendement quantique quand on rem-
place Gly par Ala ou Leu dans le deuxi&me composé précité
(F18) .
GOWGILL en conclut (F13) que le groupement amine

protoné n'aurait aucun effet quand il est isolé mais viendrait
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renforcer 1'effet inhibiteur du groupement peptidique voisin
par effet direct sur le phénol ou par effet électronique &
travers la chaine carbonée.

GAUDUCHON (F14) a montré& que cette hypothése per-
mettait d'expliquer d'une manié&re cohérente un certain nom-
bre de résultats expérimentaux.

C - Conclusion

Sans choisir entre les différents mécanismes pro-
posés on peut dégager un certain nombre de paramétres pou-
vant influer sur le rendement gquantique :

~ la distance entre le groupement hydroxyle du phé-
nol d'une part, les groupements carbonyles des liaisons pep-~
tidiques et le groupement carboxyle terminal d'autre part

- la distance entre le groupement phényl et les
groupements carbonyles peptidiques

- la distance entre le groupement phényl et le
groupement amine terminal.

L'ensemble de ces distances dépend de la conforma-
tion de la molécule de peptide et le but du modéle de calcul
sera la recherche par la relation 'distance - conformation"de
la relation 'rendement quantique - conformation”

IT - RENDEMENT QUANTIQUE DES PEPTIDES ETUDIES

A - Partie expérimentale

Les mesures ont été effectuées sur un appareil FICA
55 MK II qui est un spectrofluorimétre "différentiel-absolu"
'3 double monochromateur.

L'appareil est équipé& d'une lampe au Xé&non et d'un
systéme de correction des spectres d'émission.

Les é&chantillons ont été& préparés par dilutions
" successives d'une solution mére dans des solvants distillés
ne présentant aucune fluorescence résiduelle. Afin d'éviter
l'effet de filtre interne tous les échantillons avaient une
densité optique inférieure 3 0,1, 3 la longueur d'onde’
d'émission maximum.
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La cellule de mesure &tant thermostatée (20°C) les.
solutions ont sté placées dans 1l'appareil guelgue temps avant
la mesure, en l'absence de toute radiation. L'enregistrement
du spectre de fluorescence a été réalisé assez rapidement de
fagon a éviter toute dégradation photochimique. La longueur
d'onde excitatrice est de 275 nm et les spectres d'émlssion
ont &té& enregistrés de 270 3 350 nm.

L'expression compléte du rendement quantique mesu-

ré est :
A2 9N -Ae : longueur d'onde excitatrice
./g (gxg) dx C : concentration
Q= -€, C1 4 1 : largeur de la cuve
k Io 10 e ' 5

ol l'1ntégrale représente les quanta é&mis sur tout le spectre,
I e— ‘e C 1 1l'intensité absorb&e et k un facteur tenant compte
de la géométrie de l'apparell qgui ne capte qu'une fraction des

quanta. En reliant le nombre de quanta 3 l'intensité& observée :

N, =k, I I : intensité observée en valeur

A

N )

/ y ,01
X1, * A(ax)d"

Q= =€ c1l
‘ kI 10 "€
o)

arbitraire

Si on mesure le rendement quantique des différents
composés par rapport au rendement quantique de la tyrosine
on obtient :

,/; k') Gxiad - €y C Tyrl
! 10 e

P ) -
f k' EE) an 10
A

Q x
Q Tyr - Elg Cx1
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Soit :
Q x - S X DO Tyr
Q Tyr S Tyr ° DO x
avec :
S : aire sous le spectre d'émission

DO : densité optique 3 la longueur d'onde d'excitation.

Ayant constaté que le rapport des aires &tait prati-
guement &gal au rapport des hauteurs (h) des spectres 3 la lon-
gueur d'onde d'émission maximum on peut écrire :

Q x h x . DO Tyr

Q Tyr h Tyr DO x

Nous avons vu précédemment que nous avons choisi de
travailler en valeur absolue, c'est-3a-dire que nous fixons ar-
bitrairement Q = 1 pour la tyrosine dans l'eau. Dans ces con-

ditions :

_ h x . DO Tyr
QX =§f7yr DO x

En conséquence chagque mesure fluorimétrique a &té
suivie par une mesure de densité optique 3 la longueur d'onde
excitatrice.

La concentration des solutions est de 1l'ordre de 3
34 .10° mole/l. Pour les &tudes en fonction du pH nous
avons utilisé& des tampons lysine 0,02 M - KC1 0,1 M ajustés
au pH désiré par NaOH ou HCl.

B ~ Résultats

Les composés étudiés sont la tyrosine et les pepti-
des modéles synthétisés (voir Annexe I et fig. 2).

Tyr ~ Pro - Gly - Gly tBoc - Tyr - Pro - Gly -~ Gly - Me
Gly - Pro - Tyr - Gly tBoc - Gly - Pro - Tyr - Gly - Me
Gly - Pro -~ Gly - Tyr tBoc - Gly - Por - Gly - Tyr - Me

(tBoc tertiobutylcarbonyl) (Me : méthyl)
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H2C-CH2 ‘V 0
/
H2C,_,CH-C~NH-CH2-C-NH-CH2-C

|
!\ 0 CH
: H2N-?H—C=O
' CHZ
HCOCH : TyrProGlyGly
HC CH |
€
OH
5 H2C CH2 0 0
H2C CH C ~NH- CH C —-NH-CHZ2- C
N 5 CH2 OH
H2N—CH2—C=0
HCOCH
GlyProTyrGly HC CH
| | ?
OH
H2C CH2 0 0‘

H2C CH C NH-CH2- C ~NH~- CH C

N 0 CH2 OH

'H2N~CH2~C=O » C
| HC CH
101
GlyProGlyTyr HCEFH

I
OH

FIG 2: FORMULES DES PEPTIDES
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La figure 3 montre les spectres obtenus dans 1'eau.
Il y a trés peu de différence de forme entre les spectres

quand on change de solvant.

Les tableaux 1 et 2 résument les résultats des me-

sures dans les différents solvants.

Remarque :
Les peptides protégés ne sont pas solubles dans
1'eau.
olvant Tyr-Pro-| Gly-Pro{ Gly-Pro- | tBoc-Tyr-Pro{tBoc-Gly- Pro{ tBoc-Gly-Pro
Gly-Gly | Tyr-Gly| Gly-Tyr | Gly-Gly-Me | Tyr-Gly-Me | Gly-Tyr-Me
(YPGG) | (GPYG) | (GPGY)
eau 305 302 303
méthanol 304 303 303 301 306 304
dioxanne 299 299 300
TABLFEAU 1
Longueur d'onde maximum d'émission
des différents composés (en nm)
solvant | Wr-Pro- Gly-Pro{ Gly-Pro-| tBoc-Tyr-Pro|tBoc-Gly- Pro| tBoc-Gly - Pro
Gly-Gly | Tyr-Gly| Gly-Tyr Gly-Gly-Me | Tyr-Gly-Me | Gly-Tyr-Me
(YPGG) (GPYG)| (GPGY) 7 4
eau 0,17 0,54 0,62
méthanol 0,28 | 0,69 ~ 0,75 0,65 1,09 0,52
dioxanne 1,55 1,81 1,76
TABLEAU 2

Rendements quantiques relatifs des différents compbsés
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Les figures 4, 5 et 6 représentent 1'évolution
du rendement quantique en fonction du pH des mémes composés
dans 1l'eau.

C - Discussion

On constate tout d'abord que les longueurs d'onde
d'émission maximum sont, comme prévues, trés voisines. Quel
que soit le peptideiles perturbations des niveaux électroni-
ques fondamentaux et excités sont identiques. '

1 - Milieu dioxanne

» Le rendement quantique de tous les composés est aug-
menté dans le dioxanne. Ce phénoméne a &té constaté &galement
par EDELHOCH (F10) dans les dicétopiperazines de la tyrosine.
Il l'explique par une influence directe du solvant sur les
phénoménes d'extinction de fluorescence et par un changement
de conformation des composés dans le dioxanne.

D'aprés les résultats d'EDELHOCH sur la tyrosinamide
on peut évaluer que l'effet direct du dioxanne sur la fluores-
cence (sans changement de conformation) multiplie le rendement
quantique environ par 3. Cet ordre de grandeur est observé
dans nos mesures.

On peut remarquer é&galement que les différences re-
latives de rendement quantique sont beaucoup plus faibles dans
le dioxanne. Les effets de structures primaire et secondaire
sont peu importants, de ce fait les &tudes fluorimétriques
dans ce milieu présentent peu d'intérét.

2.— Milieu méthanol

Le méthanol permet d'utiliser tous les dérivés de la
tyrosine, protégés ou non. Malheureusement il existe tré&s peu
d'études fluorimétriques dans ce milieu. La constante diélec-
trique étant inférieure & celle de 1l'eau on peut supposer que
les effets d'extinction intramoléculaires sont moins importants
ce qui expliquerait 1l'augmentation des valeurs de rendement
quantique. |
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Pour les peptides libres les résultats relatifs
sont comparables & ceux de l'eau et seront interprétés avec
les mémes critdres.

Si les fonctions amines et carboxyliques sont pro-
tégées on constate une forte augmentation de la fluorescence
quand la tyrosine est en position N terminale. Lorsque les
peptides sont en solution aqueuse on sait que la présence
d'un groupement +NH3~ augmente fortement l'extinction. Dans
le méthanol la fonction NH2 peut étre protonée, mais le taux
de protonation est plus faible que dans l'eau et il est nor-
mal que le rendement quantique de YPGG soit alors supérieur.
D'autre part la présence d'un groupement tBoc supprime la
possibilité de former +NH3, ce qui expliquerait le rendement

quantique élevé de tBoc YPGGMe.

Quand la tyrosine est en position C terminale le
rendement quantique diminue en présence de l'ester. L'effet
d'extinction des esters (dans l'eau) est &quivalent 3 celui
des amides et des acides protonés. On peut donc trouver dans
le méﬁhanol un phénoméne analogue.

La fluorescence &levée de tBoc GPYG Me est moins
facile & interpréter. Les extrémités étant relativement
€loignées leur influence doit étre faible d'autant que 1l'ex-
trémité la plus proche est une fonction ester qu{ devrait
diminuer le rendement quantique. Seule une augmentation de
la distance entre le phénol et le groupement carbonyle des
liaisons peptidiques semble pouvoir rendre compte des résul-
tats expérimentaux. Ceci implique une différence de struc-
ture secondaire entre le peptide libre et le peptide protégé.

2 - Milieu aqueux

GPGY est le plus fluorescent des trois composés,
1'ion carboxylate é&tant peu "extincteur". Quand on baisse
le pH on protone la fonction acide et on observe bien une
diminution du rendement quantique.

On peut également remarquer la disparition de la
fluorescence lors de la dissociation de 1'hydroxyle du phénol,
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vers pH 10. On notera, a ce sujet, un comportement identique
pour les trois peptides. ‘

YPGG est peu fluorescent, le groupement +NH3 est
proche de la tyrosine et son effet est important. La légére
augmentation vers pH 9 pourrait correspondre au début de la
déprotonation tandis qu'en milieu acide aucune différence
n'est observée.

Logiquement GPYG présente un rendement quantique
intermédiaire avec une faible diminution vers pH 3 - 4 qui
pourrait traduire l'influence du groupement C terminal.

On remarque que les résultats obtenus peuvent
s'expliquer par les seuls effets de structure primaire. Or,
c'est bien la relation conformation - rendement gquantique
qui présente le plus d'intérét.

Comme dans toutes les méthodes physico-chimiques
1l'observation d'un changement de fluorescence lorsque le
peptide est en milieu dénaturant serait une preuve de 1l'exis-
tence préalable d'une structure organisée.

Encore faut-il savoir si un changement de confor-
mation dans les petits peptides entraine systématiquement une
modification importante du rendement quantique. C'est dans ce
but que nous avons recherché un modéle quantitatif qui essaie
de rendre compte de la fluorescence de nos composés.
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CHAPITRE IT

MODELE POUR L'ETUDE DE LA RELATION ENTRE
LE RENDEMENT QUANTIQUE ET LA CONFORMATION DES PEPTIDES

La structure organisée la plus probable pour un
petit peptide est la structure repli&e ou coude. Nous avons
postulé que dans l'eau cette structure pouvait ne pas étre
complétement rigide et nous avons constaté que le critére
le plus simple qui la caractérise est la distance entre les
carbones o des résidus 1 et 4 (inférieure 3 5,7 R)

Si toutes les structures repliéés ont un rendement
quantique inférieur (ou supérieur) a celui correspondant a
la structure statistique, la fluorescence est une technique
applicable. Si les moyennes des rendements gquantiques des
deux formes ne sont pas significativement différentes 2 cas
peuvent se présenter : '

- il n'y a aucune variation engendrée par la déna-
turation et on ne peut conclure

- il y a variation du rendement quantique par déna-
turation et il existe une structure probablement rigide.

I - PRINCIPE DU MODELE

Un grand nombre de conformations sont générées a
partir d'angles ¢, ¥ et X al&atoires. Pour chaque conforma-
tion les coordonnées de chaque atome du peptide sont cal-
culées ainsi que les coordonnées des points suivants :

- Centre du noyau phénolique

- Localisation de la charge négative considérée
comme le barycentre de 1l'atome de carbone et des deux atomes
d'oxygéne de la fonction carboxylique

- localisation analogue de la charge positive.
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. A partir des coordonnées'correspondantes sont
évaluées les distances pouvant régir le rendement quantique
(voir chapitre précédent) :

o, A1 distances entre le groupement hydroxyle du
.dO, A2 phénol et les fonctions carbonyles des premiers,
dO, A3 deuxiémes et troisiémes acides aminés
'dO— distance entre le groupement hydroxyle du

phénol et la charge négative

dP, A1 , distances entre le centre du noyau phénol et les
dp, A, fonctions carbonyles des premiers, deuxilmes et
dP, A3 troisiémes acides aminés
dP, + distances entre le centre du noyau phénol et
dP, - les charges positives et négatives

d+, - distance entre les deux charges

Les résultats sont regroupés dans deux ensembles
I et II selon que la distance entre les carbones o des ré-
sidus 1 et 4 est inférieure ou supérieure 3 5,7 R. La mo-
yvenne des valeurs de l'ensemble I correspond 3 l'ensemble
des structures repliées. La moyenne de la somme des valeurs
des ensembles I et II correspond 3 l'ensemble des structu-
res statistiques.

De plus on calcule les valeurs pour une forme
coude rigide définie par les angles ¢, § des résidus 2 et
3 (B turn).

Pour les structures moyennes les résultats par-
tiels sont contr8lés toutes les 500 structures et le calcul
est arrété quand on n'observe plus de différences significa-
tives dans chaque ensemble.



- 31 -

II - DESCRIPTION DE L'ALGORITHME

Le calcul étant effectué sur un calculateur HP 9825 A
nous avons 4l tenir compte de la capacité de la mé&moire rela-
tivement faible (24 K) pour le choix des mé&thodes.

A - Calcul des coordonnées

Il s'agit de calculer 3 partir des caractéristiques
géométriques (distances interatomiques, angles de valence, an-
gles de torsion) les coordonnées des atomes d'une molécule.

Toutes les méthodes sont basées sur celles de FLORY
(F19) utilisant une représentation topologique de la molécule
en arbre et définissant un atome 3 partir des trois précédents.
Ce qui caractérise les différents types de calcul c'est la des-
cription de l'arbre et son mode de balayage systématique (F20).

Nous avons réalisé& un programme 3 partir de la mé-~
thode la plus simple pour l'utilisateur, directement dérivée
des calculs de FLORY et qui permettait de tenir compte des
limitations de notre calculateur.

Considérons quatre atomes liés possédant des angles
de valence et des liaisons interatomiques fixes :

ie ' , & X
, —

i+3

Jy

Supposons que l'on connaisse les coordonnées de

i+2 dans un systéme cartésien & 3 dimensions ayant pour ori-
gine i+l1, dont l'axe Ox est confondu avec la liaison i+l -
i+2, dont l'axe Oy est dans le plan défini par i, i+l et i+2
(son sens &tant choisi pour obtenir une projection positive
dans le sens i - i+1) et dont l'axe Oz est dans une position
conforme & un repére droit. '
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Si C+3 est défini dans un deuxiéme systéme équi-
valent centré en i+2, la matrice de changement de base du
deuxidme systéme dans le premier peut s'é&crire :

cos © sin © 0

T2 3 = sin 6 cos ¢ ~-cos 6 cos ¢ sin ¢
14

sin 6 sin ¢ =-cos 0 sin ¢ =~-cos ¢

supplément de l'angle de valence i+1, i+2, i+3
¢ : angle du diédre défini par les trois liaisons
i - i+41, i+l - i+2, i+2 - i+3.

Les coordonnées du vecteur f2_3 joignant i+2 et i+3
sont, dans le systéme de référence de i+3.:
Ti+3

0 IR distance interatomique i+2 - i+3

Dans le systéme de i+2 les coordonnées de ce vecteur

deviennent
ri+3 cos O . ri+3'
T2’3 . 0 = | sin 6 . cos ¢ . ri¥3
0 ’ sin 6 . sin ¢ . ri43

Si on connait T1 9t matrice de passage du systéme
de référence de i+l au systéme i+2 les coordonnées de I1 2
’
dans le systéme i+l seront de la méme manidre :
Tie2

T1,2 . 0

0
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et celles de 12'3

i+3

1,2 ° 72,3°

Finalement les coordonnées du point i+3 dans le
syst@me de référence de i+l seront la somme des'coordonnées
des vecteurs qui ont permis de l'atteindre : fl 2 + fz 3

. 4 [4

Par récurrence on peut calculer ainsi les coordon-
nées de n'importe quel atome d'une chafne dans un syStéme
situé 3 une extrémité, si on connait 1l'ensemble des ¢ et 8.
Pour un atome n :

n
X = 1 <T 4%, T
i=2
n
y. = 3 < T > . r r, : distance
n 1=2 1,i 02,1774 1 interatomique
n
2o= 1 <Tyi > 3,00 %
i=2

avec : <T1 i> a,b élément a, b de la matrice
r

Tl'ile .T . e & s s .\ T!

~ Quand la chafne est ramifiée il faut déterminer
le chemin qui a permis d'atteindre l'atome & partir de
l'origine des coordonnées. On utilise, pour cela, un "indi-
cage"systématique.




2,2,3

2,2,2

e 1l.,1,1
origine

Cet "indigage" permet de trouver automatiquement

1'atome précédent dans la description.

Les atomes de la chaine principale (ou tronc)
sont précédés par l'atome de premier indice inférieur.

Les atomes correspondant & une premiére ramifica-
tion (ou branche) sont précédés par l'atome de la chaine
principale ayant le méme indice et les deux autres &gaux &
1 (x, 1, 1).

Les atomes correspondant 3 une deuxiéme ramifica-
tion sont précédés par l'atome ayant les 2 premiers indices
identiques et le troisiéme égal a 1 (x, y, 1).

Ce type"d'indigage" se préte particuliérement bien
d un balayage systématique par boucle avec incrémentation
des indices dés que le taux de ramification maximum est at-
teint.

Pour un peptide on pourra indicer tous les atomes
de cette maniére. Par exemple, pour le résidu alanyle :
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origine

, Si x, y} z représentent les indices d'un atome celui-
- ci est complétement défini par la distance interatomique avec .
l'atome précédent R(x,y,z), 1° angle de valence de ce méme atome
B(x,yY,z) et par l'angle du di&dre formé par les trois 1iaisons
précédentes C(x,y,z)

L'angle du diédre peut &tre suivant les conventions
habituelles de: descrlptlon des conformations peptidiques : _;p

- ¢, ¢+120 $-120 pour les atomes précédés d'un
carbone o

- ¢, Y+180 pour les atomes pr&cédés du carbone de
la liaison peptidique e

= 0 ou 180 pour les atomes précé&dés par 1 azote de
1la liaison peptldique

kal, X +120, X =120 pour les atomes précédés d'
'~3 carbone C B.

Vetc. B
pRemarque : , ~ ~
: Par convention B(l 1,1) = 57° et c<1 1 1) = o

A partir de toutes ces données on applique les for-'°
mules précédemment exposées pour obtenir les coordonnées de

- chaque atome.
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27H "I'" 25
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E':IZ
CIJ 13 TyrProGlyGly
H

FIG 7: INDICAGE DES
| ATOMES
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Le résidu tyrosyle pose un probléme pratique. La
valence du carbone étant &gale 3@ quatre on peut remarquer
que chaque indice ne peut dépasser la valeur 3 sauf pbur le
premier qui correspond & la chaine principale. Toute ramifi-
cation doit se traduire par 1'addition d'un nouvel indice.
On est donc amené, pour définir 1l'oxygéne de 1l'hydroxyle
phénolique de la tyrosine, a utiliser 8 indices. L'ensemble
des indices étant tabulés on doit utiliser une matrice a 8
dimensions occupant une grande place mémoire tout en &tant
pratiquement vide. La taille de notre calculateur ne le per-
met pas et pour utiliser la méme méthode représentation nous
avons transformé provisoirement, dans le cas d'un nombre im-
portant de ramifications, la chaine latérale en chaine prin-
cipale ce qui permet "l'indigage"suivant :

i HX,3'3 . Cx'g"l_ CX,B,].
7 N |
T Sk T S IT S uht cTo—®
| \\~ ,‘,Rv x,7,1
N Hk’3'2 X,5,1 , X,6,1
chaine '
principale

‘ Dans le balayage systématique des atomes, le mode
reconnaissance de l'atome précédent est, alors, modifié dés:
‘que le deuxié&me indice est supérieur 3 4. Inversement, aprés
avoir atteint 1l'indice 9, le balayage normal reprend.

."L'indigagé'des.atomes est indispensable pour le
calcul des coordonnées mais devient péu pratique ensuite. Il
est donc remplacé par un nombre correspondant 3 1l'ordre des
atomes rencontrés lors du balayage. Un exemple est donné
pour le peptide Tyr Pro Gly Gly (fig. 7).
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B - Détermination des conformations permises

Chaque molécule dans une conformation donnée pos-
sé@de une énergie qui est la somme d'un certain nombre de
contributions. Le calcul de cette énergie a fait l'objet de
nombreuses &tudes : par des méthodes quantiques (F21 i F25)
ou par des méthodes semi-empiriques (F26 & F33).

Dans les méthodes semi-empiriques les contributions
d l'énergie totale sont :

~ l'énergie non liante gqui peut &tre calculée par le potentiel
de LENNARD-JONES (F26).

n-3 n
- . A __¢c
uy =1 ! F .02 b
i=1 3’ Tij 13

A, C : constantes déterminées expérimentalement
pour chaque couple d‘'atomes

F : constante de valeur 0,5 pour une interac-
tion 1 ~ 4, de valeur 1 pour tous les au-~
tres types d'interaction

rij : distance entre les atomes d'indices i et j

j' : indice de l'atome en interaction 1 - 4 avec
l'atome d'indice i.

- l'énergie électrostatique (F27)

n-3 n 4., q
Up = y 332 ., —1 3
i=1 3 Dry ;5

a4 qj : charges partielles des atomes i et j
D : constante diélectrique du milieu
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- l'énergie des liaisons hydrogé&ne (F28) :

U, = E _ F
H (r )12 (r )10
H-i H-i

E,F : constantes déterminées expérimentalement

LI distance entre l'hydrogéne et 1l'oxygéne

- l1'énergie de torsion (F27) :

Up = (Uo/r) (1 + cos nb)
U :'barriére de potentiel s'opposant 3 la
rotation

n : nombre de barriéres rencontrées lors d'une
rotation totale

Si on cherche les conformations permises et non
les plus stables, on doit éliminer celles dont le potentiel
est trés E&levé.

On peut remarquer que l'énergie des liaisons hy-
drogéne est stabilisatrice et n'est donc pas un critére
d'élimination.

Les potentiels de torsion ne sont généralement
pas trés &levés (la liaison peptidique est considérée comme
bloquée), et l'énergie électrostatique est soit faible, si
les atomes ne sont pas chargés, soit stabilisatrice, dans
nos modéles, puisque nous considérons que seules les extré-
mités peuvent é&tre ionisées (en pratique nous travaillons a
des pH inférieurs a3 9 et l'hydroxyle phé&noligque n'est pas
dissocié). "

Par contre l'énergie non liante croft trés rapi-
dement vers l'infini quand rij‘ tend vers de petites va-
leurs, et cette énergie peut &tre prise comme critére prin-
cipal des conformations interdites.
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Le potentiel de LENNARD-JONES peut étre relié di-
rectement 3 un effet stérique. Son minimum correspond (F29,
F30) & la distance de contact de VAN DER WAALS et il est
alors remplagable, avec une bonne approximation, par un mo-
déle de sphéres dures (F31). ‘

Ce modéle est du type tout ou rien. Si la distance
entre deux atomes du peptide (non voisins dans la structure
primaire) est inférieure 3 la distance de VAN DER WAALS ca-
ractéristique de ce couple d'atomes, la conformation est
stériquement interdite. | '

Nous avons utilisé& ce dernier modéle qui a l1l'avan-~-
tage de n'exiger qu'un nombre restreint de valeurs de ré&fé-
rence (distances de VAN DER WAALS) et convenait tout a fait
d notre calculateur. Pour une conformation donnée toutes les
 distances interatomiques des couples d'atomes non voisins ont
donc été calculées. Si une seule d'entre elles est inférieure
d la distance de VAN DER WAALS correspondante, la conformation
est impossible.

C - Génération aléatoire des angles

Lorsqu'on cherche a déterminer une é&nergie minimum
le probléme du balayage de l'espace des angles est trés im-
portant. Il est généralement résolu soit en partant de va-
leurs supposées voisines de ce minimum, soit en utilisant une
méthode statistique du type MONTE CARLO (F32). |

Nous recherchons des distances moyennes entre dif-
férents points d'un peptide suivant le type de conformation.
La variation des valeurs obtenues en fonction du nombre de
conformations utilisées représente un critére de validitévde
1'échantillon, si on utilise une méthode statistique. C'est
pourquoi nous avons généré d'une manid&re al&atoire tous les
angles définissant la conformation. Ensuite, en appliquant le
modéle de sphére dure, cette conformation a &té €liminée ou
conservée. Dans le cas favorable l'ensemble des distances,
faisant 1'objet de cette étude, ont &té calculées et introduites
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dans l'ensemble correspondant d la conformation statistique
ou repliée. Des moyennes de ces distances ont &té effectuées
- réguliérement et le calcul a été arrété dés que ces moyennes
restaient pratiquement constantes.

Pour obtenir des angles de maniére alé&atoire nous
avons utilisé& la fonction nombre alé&atoire du calculateur.
Mais pour éviter un trop grand nombre d'essais infructueux
nous n'avons transformé ce nombre qu'en angles compatibles
avec les valeurs de ¢ et ¥ correspondant 3 des structures
possibles des acides aminés respectifs (F33).

Pour les angles Xy de la tyrosine le choix aléa-
toire se fait entre les trois valeurs de rotam@res - 60°,

60°, 180°. L'angle X2 est fixé 3 90° (F34, F35).

III - RESULTATS

Les résultats sont résumés dans les tableaux 3, 4
et 5.

Les valeurs des distances sont exprimées en angs-
troms. Le pourcentage des formes repliées est calculé 3 par- -
tir du rapport nombre de structures repliées trouvé sur nom-
bre total de structures générées.

Environ 4000 structures ont &té nécessaires pour
obtenir des valeurs pratiquement invariantes; la précision
effectivement obtenue est de l'ordre de la deuxiéme dé&cimale.

e G . S . WS S T . D = g —— > " G e - —

, - La nomenclature des distances est donnée dans
le paragraphe "Principe du modéle"

- La forme replife correspond 3 une distance entre
les carbones o du premier et du quatriéme acide aminé
inférieure & 5,7 R sans qu'il y ait obligatoirement'une‘liéi-
son hydrogéne stabilisatrice ‘

- La conformation "coude B" correspond & des angles
¢, ¥ (des deuxiéme et troisiéme acides aminés) fikes.
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Pourcentage de formes repliées 11 %

AR
AS
LUk S

.
e

Distances dans le peptide
Tyr - Pro - Gly - Gly

Conformation | Conformation Conformation

"statistique" "repliée" "coude B"
dP'Al 4,43 4,66 5,08
dP;Az 6,71 7,59 7,62
dP'A3 8,37 8,02 8,52
dP,+ 4,51 4,36 4,29
dp _ 9,98 7 6,82
do, - 11,32 8,92 9,1'3
dO,Al 6,85 7,01 7,62
dO'A2 8,63 9,66 10,43
dO,A3 9,91 9,97 10,05
d+,_ 9f99 7,01 6,8

TABLEAU 3
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Pourcentage de formes repliées : 16 %

Conformation | Conformation| Conformation

"statistique" | “repliée" "coude B"
dP;Al 6,22 6,81 6,6
dP,A2 5,31 5,19 5,8
aP,A3 4,47 | 4,48 4,43
dP,+ 8,5 8,42 7,65
dP,- 6,9 7,38 7,4
do,— o 8,5 9,11 9,12
dO,Al 8,04 ; 8,65 8,44
dO,Az 7,34 7,19 7,8
dO,AB_ 6,56 6,62 6,53
d+'_ : 9,07 v 6,32 6,27

TABLEAU 4

Distances dans le peptide
Gly - Pro - Tyr - Gly
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......

Pourcentage de formes repliées 12 &
Conformation Conformation Conformation
"statistique"” "repliée" "coude g"
P,A, 8,03 6759 5,55
dP,Az 7,35 7,74 7,22
P,A, 5,28 5,24 5,05
p,+ 10,01 7,28 6,97
p,- 4,54 4,47 4,57
0,- 6,64 6,54 6,67
0,2, 9,62 8,58 7,72
0,3, 9,03 9,56 9,19
0,A, 7,33 7,28 7'0,9
+, - 9,33 5,97 6
TABLEAU &

Distances dans le peptide
Gly - Pro - Gly - Tyr
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A - Peptide Tyr = Pro = Gly - Gly

Considérons tout d'abord les effets qui doivent
étre prépondérants : la distance du noyau phé&nol 3 la plus
proche fonction carbonyle d'une liaison peptidique et la
distance de ce noyau 3@ la charge positive ﬂdP,Al et dP,+)°

On peut remarquer que la variation de ces distances en fonc-
tion de la conformation n'excéde pas 15 %.

Il en est pratiquement de méme pour toutes les
autres distances sauf dp, -, dO,-' et dy .. La distance dp _
n'a pas une importance primordiale pour le rendement quan=- .
tique du peptide sous forme de zwitterion. Tout au plus
pourrait-elle expliquer l'influence de la protonation du
carbonyle sur le rendement quantique quand le pH diminue.
La variation de la distance do’_ pourrait entrainer un
transfert du proton de 1l'hydroxyle (du phé&nol) dans une
seule des conformations. Mais, dans le meilleur des cas
(forme repliée) cette distance reste grande (8,92 ) et le
transfert semble trés peu probable.

La distance entre les charges extrémes varie beaucoup.
Elle ne peut pas avoir une influence directe sur le rendement
quantique, mais la proximité relative d'une charge né&gative
peut perturber 1l'énergie de la charge positive, qui servait
3 favoriser l'extinction par action indirecte. Dans ce cas
l'extinction de fluorescence serait moins importante dans
les formes repliées que dans les formes statistiques. Mais
on peut remarquer que la fonction carbonyle de la tyrosine a
une probabilité plus grande de former une liaison hydrogéne
dans la forme repliée. L'existence d'une liaison hydrogéne
favorise le transfert de charge entre le noyau phényle exci-
té et le groupement carbonyle, c'est-3-dire favorise 1l'ex-
‘tinction. L'effet de la charge positive et de la liaison hy-
drogéne sont antagonistes dans la forme repli&e et on peut
difficilement prévoir, théoriquement, une différence de ren-
dement quantique entre les formes repliées et statistiques
de ce peptide. '
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B - Peptide Gly - Pro - Tyr - Gly

On peut remarquer qu'aucune des distances ne va-
rie de plus de 10 % en fonction de la conformation, &

l'exception de la distance d, _.
4

Le noyau phénol de la tyrosine é&tant plus proche
de la charge négative que de la charge positive on peut
penser que la modification de la distance d+,- n'aura aucune
influence sur le rendement quantique. Pour ce peptide on re=-
trouve 1'impossibilité de distinguer théoriquement une forme
repliée d'une forme statistique par la mesure du rendement

quantique.

C - Peptide Gly - Pro - Gly - Tyr

Le repliement de la chaine entraine un rapproche-
ment du centre du noyau phénolique et de la fonction carbo-
nyle de la glycine située du cd6té N - terminal. Paralléle-
ment le centre du noyau phénolique est plus proche de la
charge positive quand le peptide est sous forme repliée. La
fonction carbonyle ayant une probabilité plus grande de for-
mer ure liaison hydrogé@ne dans la forme repliée, tous les
arguments sont en faveur d'une diminution du rendement quan-
tique quand la conformation est repliée. Mais il faut remarquer
que les différences sont beaucoup plus nettes dans le cas du
coude B que dans le cas de la forme "statistiquement repliée".

D'autre part, si 1l'augmentation de l'extinction par
la charge positive implique un effet &lectronique transmis par la
chaine peptidique, l'effet de la charge positive sur le der-
nier acide aminé est négligeable quelle que soit la distance

qui les sépare dans 1l'espace.

IV - CONCLUSIONS

Le modé&le que nous avons réalisé a permis 4'étu-
dier théoriquement une propriété fluorimétrique donnée (le
rendement quantique) de trois peptides particuliers dans
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un solvant donné, l'eau. Avant de tirer des conclusions et
‘d'essayer de les généraliser; on peut remarquer gque ce mo-
déle est basé& sur 1l'hypothése fondamentale que, dans l'eau,
les conformations des peptides ne doivent pas &tre rigides
du fait des multiples interactions eau - peptide qui peu-
vent s'ajouter aux interactions intramoléculaires du pep-
tide. On constate gque si 1'on choisit des conformations
rigides particuliéres des différentes formes repliées ou
statistiques on peut obtenir des résultats totalement dif-
férents de ceux indiqués précédemment. Le relatif degré de
liberté de chaque atome tend a diminuer la différence des
valeurs que l'on obtient pour les formes extré&mes des deux
types de conformation. Pour d'autres solvants gque l'eau il
est donc probable que les conclusions soient trés diffé-
rentes.

Dans le cas de Tyr - Pro - Gly - Gly et Gly -
Pro - Tyr - Gly les résultats montrent qu'il est trés dif-
ficile de prévoir, a priori, une différence de rendement
guantique entre les formes statistiques et repliées. Si on
confronte ces résultats théoriques aux résultats expérimen-
taux deux cas peuvent se produire : ‘

- si des essais de dénaturation du peptide ne pro-
voguent aucune vafiation du rendement quantique on ne peut
conclure ni 3 l'existence d'une structure organisée repliée
ni 4 1l'existence d'une structure purement statistique.

- 81 les essais de dénaturation provoquent une va-
riation du rendement quantique la structure organisée doit
&tre tout a fait rigide puisqu'elle doit correspondre a une
valeur singuliére de l'ensemble des angles des diédres.

Pour le peptide Gly - Pro - Gly - Tyr 1l'existence
d'une forme repliée devrait se traduire par une augmentation
du rendement quantique lors de la dénaturation. Cette augmen-
tation devrait étre importante dans le cas de l'existence
d'une forme repliée du type "coude B".
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Nous n'avons jamais pu faire varier le rendement
quantique relatif de 1'un des trois peptides par différents
essais de dénaturation. Mais il faut remarquer gue la déna-
turation des petits peptides dans l'eau pose un certain nom-
bre de problémes. Si on utilise le chlorure de guanidine
comme agent dénaturant on admet implicitement que c'est une
liaison hydrogéne qui stabilise la forme repliée. Or, on
considére généralement que la liaison hydrogéne n'est pas
une condition nécessaire pour l'existence d'une forme repliée.
Si on utilise des concentrations croissantes en ions on ne
provoquera une dénaturation du peptide que si les forces élec-
trostatiques sont prépondérantes pour stabiliser une confor-
mation particuliére. Or, il est possible que, dans un milieu
comme l'eau, aucune des contributions soit prépondérante;
dans ce cas, la réalisation pratique de la dénaturation est
treés difficile.

En résumé pour Tyr - Pro - Gly - Gly et Gly - Pro -
Tyr - Gly nous ne pouvons tirer aucune conclusion sur les
conformations par 1'étude du rendement quantique. Pour Gly -
Pro - Gly - Tyr la conformation statistique semble la plus
cohérente avec les résultats obtenus. Etant donné la valeur
élevée du rendement quantique de ce peptide il est trés peu
probable que la forme "coude B" soit prépondérante mais il
est impossible d'exclure totalement 1l'existence d'autres for-
mes repliées.

L'ensemble des résultats tend 3 montrer la limita-
tion du rendement quantique de fluorescence pour la déter-
mination des structures organisées des petits peptides dans
l'eau. Bien que cette conclusion ne soit pas en accord avec
un certain nombre de travaux d'autres auteurs nous pensons,
au vu des résultats, que les effets pouvant influer sur le
rendement quantique sont essentiellement dus & la structure
primaire. Les effets dus 3 la conformation implique une cer-
taine rigidité de la molécule qui ne peut apparaitre qu'avec
un nombre plus important d'acides aminés ou dans des solvants
structurants.
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Dans tous les cas un calcul analogue 3 celui ex-
posé permet de mettre en évidence un certain nombre de pa-
ramétres avec plus de précision que les modeles moléculai~-
res généralement employés.bL‘utilisation de cette mé&thode
est envisagée pour 1l'étude du rendement quanthue de pep-
tides de plus grande taille.
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La mesure du rendement quantique d'un peptide con-
tenant un fluorophore est une méthode statique dont nous
avons observé les limitations.

La valeur du rendement quantique d'un peptide dé-
pent des désactivations intramoléculaires. Mais on peut pro-
voquar une diminution de cette valeur en introduisant dans
la solution certains composés appelés "extincteurs" de fluo-
rescenée (quenchers) . Le processus de désactivation est alors
dt a des chocs intermoléculaires entre une molécule fluores-
cente et la molécule d'"extincteur". Cette mé&thode dynamique
permet, dans les protéines, d'évaluer expérimentalement 1l'ac-
cessibilité de certains fluorophores mais elle est trés peu
employée pour les petits peptides. Nous avons donc cherché& une
relation entre l'extinction de fluorescence et la conformation
des peptides.- :

Du fait des petites dimensions de la molécule pepti-
dique les variations de comportement dynamique ne sont pas
trés importantes et il a fallu les qﬁantifier, calculer des
valeurs théoriques. Constatant la grande analogie entre la

réaction chimique et 1l'extinction de fluorescence il nous a

semblé plus commode de traiter ce dernier phénom@&ne comme un
cas particulier de la réactivité des peptides.

Les composés étanf,vdans les études fluorimétriques
comme dans les processus biologiques, en faible concentration
nous avons considéré que les facteurs limitants dépendant de
la conformation, qui gouvernent la réactivité, é&taient 1l'acces-
sibilité de la fonctlon active et le coefficient de diffusion
de la molécule.

Les différents chapitres de cette partie exposent donc
les modéles proposés pour relier les différents facteurs i la
conformation,et l'introduction de l'accessibilité dans la théo-
rie de la réactivité limitée par la diffusion.

Le chapitre I a ét& l'objet d'une collaboration avec le
Professeur S. PREMILAT de l'Université& de NANCY.
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CHAPITRE I

DETERMINATION DE L'ACCESSIBILITE D'UNE FONCTION -

PORTEE PAR UN PEPTIDE

I - INTRODUCTION

Soit un peptide P possédant une fonction F suscep-
tible de réagir avec une molécule R. Si la fonction est isolée
toute molécule R se dirigeant vers F a une probabilité de réa-
gir qui ne dépend que de 1l'énergie des deux entités.

Si la réaction entre F et R a lieu quand la distance
qui les sépare est égale a r s on peut définir une sphére de
réactivité, sphére de rayon r, centrée en un point O appelé
centre de fonction. Le centre de fonction est, généralement,
le point de rencontre des éléments de symétrie des orbitales
moléculaires de la fonction considérée comme isolée.

Les atomes du peptide P situés a l'extérieur de la
sphére de réactivité interdisent, dans certaines directions de
l'espace, l'accés des molécules R 3 la sphére. Cet empéchement
modifie la vitesse globale de la réaction et est 1i& 3 la struc-
- ture primaire et 3 la conformation du peptide. |

Le but de ce chapitre est la recherche d'un algorithme
qui permette d'évaluer 1l'influence de la conformation d'un pep-
tide sur l'accessibilité& d'une fonction pour une ré&action donnée.

IT - LES MODELES D'ACCESSIBILITE STATIQUES

_ Le probl2me de l'accessibilité a déja été trailté, non
pas pour déterminer une réactivité&, mais pour é&valuer certains
paramdtres thermodynamiques liés a8 la surface de contact entre
un peptide (ou une protéine) et son solvant (Al -~ A6).
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Toutes les méthodes employées sont, plus ou moins,
l'application du modéle de LEE et RICHARDS.

Dans ce mod&le les molécules de solvant sont assi-
milées & des sphéres pouvant rouler sur d'autres sphéres
représentant les atomes de la molécule de peptide. Le pro-
gramme con¢u par LEE et RICHARDS mesure ainsi la surface de
contact entre le solvant et 'le peptide. L'exposition du pep-
tide au solvant (accessibilité statique) est définie par le
rapport :

surface de contact avec le solvant
Surface totale du peptide

Si cette méthode rend bien compte des ph&noménes
d'interaction solvant-soluté, elle est moins adaptée a 1l'étude
de la réactivité d'une fonction particuliére pour les raisons
suivantes :

LEE et RICHARDS utilisent, pour leur calcul, une
suite d'atomes pris individuellement et non des fonctions sus-
ceptibles de réagir, possédant leur propre centre de symétrie
et une sphére de réactivité déterminée.

D'autre part, les méthodes de calcul théorique des
vitesses de réaction gé&néralement utilisées concernént des en-
tités réactionnelles en concentration faible diffusant 1'une
vers l'autre. Les trajectoires relatives du réactif et de la
fonction peuvent, statistiquement, &tre considérées comme des
droites au voisinage de la sphére de réactivité. Dans ces con-
ditions, des atomes appartenant a3 la molécule de peptide peu-
vent couper certaines trajectoires, diminuant ainsi le nombre
de rencontres efficaces. Ce type d'empé&chement stériqué peut
étre prédominant et n'est pas pris en compte par le modéle de
LEE et RICHARDS.

Nous avons donc essayé d'établir un algorithme dif-
férent utilisable pour 1'é&tude de la réactivité.
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III - MODELE D'ACCESSIBILITE DYNAMIQUE PROPOSE

A - Principe

Comme nous 1l'avons déjd signalé si une réaction bimo-
léculaire est uniquement gouvernée par la diffusion (absence
‘de toute force entre les deux réactifs) on peut considérer les
trajectoires statistiques des molécules R vers une molécule P
comme des demi-droites convergeant vers cette molécule.

La fonction F, réactive, étant liée a la molécule P
on peut considérer de la méme fagon que les trajectoires des
molécules R susceptibles de réagir sont des demi~-droites con=-
vergeant vers le centre de réactivité de F. Si Ny est le nombre
total des trajectoires permettant d'atteindre F et n le nombre
des trajectoires effectivement permises (en tenant compte de
1l'encombrement stérique des atomes du peptide) l'accessibilité
dynamique peut se définir par le rapport : %— .

Le nombre des trajectoires é&tant thzoriquement infini
le probléme sera d'en choisir un nombre discret et de relier

le nombre de trajectoires coupées 3 la conformation du peptide.

B - Choix des trajectoires

Soit un faisceau de demi-droites passant par lé centre
de fonction 0. Ce faisceau peut représenter l'ensemble des tra-
jectoires permettant d'atteindre la sphére de réactivité.

v Si le systéme cartésien de ré&férence est centré en O
chacune des demi-droites peut étre définie par deux de ses coor-
données polaires F et Q (Fig. 8) et par les équations :

X = R cos Q sin F 0 £ R< + =
y = R sin Q sin F avec 0 < Q< 2
Z =R cos F 0O < Fgom

Pour choisir un nombre discret de trajectoires consi-
dérons A un entier tel que P = 180/N soit &galement entier.




FIG 8:

FIG O:
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Soit un couple de nombres X, Y (entiers) téls qué
1 < X< NetO<g Y< 2N-1 ; on peut faire correspondre a
ce couple la demi-droite d'équation :

X = R cos YP sin XP

Yy R sin YP sin XP avec 0 £ R < 4+ o

z = R cos XP

- L'ensemble des demi—drdites correspondant 3 tous
les couples représentera l'ensemble discret des trajectoi-
res, nous y ajouterons les deux demi-droites ¢onfondues
avec l'axe Oz d'équation :

x =20 | x =0
y=20 et y =0
z = R z = - R

En tout 2N(N-1) + 2 trajectoires sont ainsi dé&finies.

L'avantage de cette description est ddﬁble : le nom-
bre de trajectoires, qui ne dépend que de N, est aisément
choisi et, surtout, chaque trajectoire peut étre repérée par
un élément de matrice rectangulaire qui se préte bien & un

balayage systématique.

Si la fonction était isolée dans l'espace, chaque
trajectoire devrait avoir une probabilité é&gale d'étre sui-
vie par une molécule R. Ce qui revient a dire que les trajec-
toires doivent é&tre ré&parties d'une maniére uniforme dans
tout 1l'espace.

On peut voir que ce n'est pas le cas de notre ensem-
ble et i1 faut attribuer 3 chaque trajectoire un poids statis-
tique : probabilité& pour qu'une molécule de réactif la suive.

Soit une trajectoire coupant une sphére de réactivité

de rayon r_. On peut considérer que 1l'intersection de la demi-~

(o}
droite et de la sphére est le centre d'un &lément de surface
S[X,Y] (Fig. 9). Un réactif de rayon tr&s petit par rapport

a r, et se dirigeant vers 0 a une probabilité d'atteindre la

sphé&re en S[X,Y]| &gale 3 :
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C - Calcul de "l'accessibilité dynamigue"

L'accessibilité dynamique d'une fonction portée par
un peptide sera définie comme :

C= I ¢ H[X,Y] + (a+tb)H
XY °

les éléments correspondant a8 des trajectoires interdites
étant annulés (a ou b sont égaux &8 0 ou 1).

Quand toutes les trajectoires sont possibles 1l'acces-
sibilité est donc &gale a 1 sinon elle est exprimée par un
nombre inférieur a 1.

D - Détermination des trajectoires coupées :

1 - Changement de base

Pour simplifier le probléme de la détermination des
trajectoires coupées il convient d'exprimer les coordonnées
des atomes du peptide dans le systéme ol sont définies les
trajectoires c'est-ad-dire dans un repére orthonormé d'ori-

gine O (centre de fonction).

Généralement, le calcul des coordonnées atomiques
d'un peptide se fait dans un repére d'origine C différent
de 0. Il faut, alors, exprimer les coordonnées dans la base
centrée en O.

Soit x', y', 2' les coordonnées cartésiennes du cen-
tre d'un atome dans le systéme centré en C et x, vy, z les
coordonnées du méme atome dans le systéme centré en O.

1 1 1
X' = xé + ajx + ayy + azz

2 2 2
y' = yé + ax + oay + ajz

3 3 3

t=2' + +
z z} ajx + ayy ayz
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xé, yé, zé sont les coordonnées de O dans le systéme d'ori-
gine C. Les constantes al sont les &léments de la matrice
de changement de base c'est—-d-dire les coordonnées des vec-

teurs de la base O dans le systéme d'origine C.

Considérant la symétrie de la sphére de réactivité
on peut remarquer que l'accessibilité est, en principe, in-
dépendante de la direction des axes du repére cartésien cen-
tré en O, ce qui nous permet de choisir le systéme le plus
commode pour le calcul.

Soit A l'atome d'indice immédiatement inférieur 3 ce-
lui du centre de fonction dans la description des atomes. A
sera, par convention, situé sur 1l'axe Ox. On en dé&duit immé-
diatement que :

1 X
a, = X = x - X
15 V2, 42, 42 A o
a? = - Y=y, - ¥
17/ 2, 42, 42 A o
3 2 7 - _

4 T /.2 2 2 = 2p )

Le deuxiéme vecteur de la base doit &tre orthogonal
au premier et posséde un degré de liberté,pour simplifier
1l'expression du produit scalaire, nous fixerons arbitraire-

ment a; = 0 ce gui entraine :

al = 0 a2 = - a3 = - .
- - /——_ - /_'—“‘——
2 2 Y2 + Z2 2 Y2 + z2

Le troisiéme vecteur est alors totalement défini :

1 v2 + 72

/(Y2+Z2)2 + X2Y2 + X-ZZ2
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2 XY
a3 = 7
(Y2+z2)2 + xzyg + x23z2
.3 X7
a3 =

/(Y2+ZZ) + X2Y2 + X2Z2

Les deux bases étant orthonormées le déterminant de la
matrice de changement de base est &gal 3 1 et les nouvelles coor-
données sont définies par : ‘

(x' - x) a; aé ai (x' - xo) aé
x = det (y' - Y,) ag ag y = det af (y' - Yo) a§
(z' - zo) ag ag ai (z' - zo) ag

ai az (x' - x,)

z = det _af a% (y'" - vy,)

ai ag (z' - z)

Les coordonnées utilisées seront désormais celles de

la nouvelle base.

2 - Détermination de la distance d'un atome d une trajectoire

Soit Xpr Yo 27 les coordonnées du centre I d'un
atome. Calculons la distance d de ce point 3 une trajectoire
définie par le couple d'entiers X, Y.

Soit T un point de la trajectoire, la distance entre
I et T est exprimée par :

2 2 2|1/
Apop = ) ¥ = XD+ (yg - v+ (2p - 2p) ;
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soit :

2

] 2 ; 2
dI—T = g(R cos YP sin XP --xI) '+ (R sin YP sin XP yI) + (R cos XP zI)

la distance de I 3 la trajectoire est donc é&gale a :
D = min 3f(R)1/2€

avec :
2

f(R) = (R cos YP sin XP - xI)2 + (R sin YP sin XP - yI) + (R cos XP - zI)2

p? = min %f(R)

min gf(R)% = f(RO) avec RO solution de l1l'équation :
dE(R)..
51 iy

gsoilt

(cos YP sin XP)xI + (sin YP sin XP)yI + (cos XP)zI

(cos YP sin XP)2 + (sin YP sin XP)2 + (cos XP)2

finalement :

D = /f(Ro)

Remarques

- la distance aux trajectoires polaires est égale a :
. 2
e 1

Par définition Ro doit étre positif. Sinon la valeur

D
(o}

calculée correspond a la distance d@ la demi-droite de méme di-

rection mais de sens contraire.
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3 - Détermination des trajectoires coupées

Pour qu'un atome coupe une trajectoire il faut que
la distance D du centre de cet atome a4 la trajectoire soit
inférieure 3 son rayon de VAN DER WAALS.

La détermination des trajectoires coupées s'effec~
tuera de la fagon suivante :

Pour chaque atome du peptide situé 3 1l'extérieur
J2 la sphére de réactivité on calculera la distance entre le
centre de cet atome et les différentes trajectoires en par-
courant la matrice dans les deux directions. Si la distance
eat inférieure a4 son rayon de VAN DER WAALS H[X,Y] prendra

la valeur 0.

HZemargus o

Pour accélérer le calcul, le balayage de la matrice
sura pour origine 1'élément le plus proche des coordonnées
v~*aires du centre de l'atome et s'arrétera dés que, dans une

sirection, les éléments H[X,Y] ne s'annulent plus.

© - Infiuepce de la dimension du réactif

Les calculs précédents ont été effectués sans tenir
compte du réactif ou en considérant un réactif trés petit par

rapport aux atomes du peptide,ce qui n'est jamais le cas.

Quand un réactif n'est plus assimilable & son centre
il convient de red&finir pré&cisément la notion de sphére de
réactivité, c'est-a-dire la distance a laquelle se produit la
réaction. Dans notre cas ce sera la distance critique entre
les deux centres des fonctions participant a8 la réaction.

Considérons, tout d'abord, un ré&actif sphérique as-
similé 3 une fonction (c'est le cas d'un ion monoatomique mi-
néral, par exemple). A l'extérieur de la sph@re de réactivité
les trajectoires interdites par un atome du peptide sont celles
situées 3 une distance inférieure non plus au rayon de VAN DER WAALS
de 1'atome mais & la somme des rayons de VAN DER WALLS de
1'atome et du factif (Fig. 10a). Dans ce cas on constate
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(Fig. 10 b) é&galement que des atomes d l'intérieur de la
sphére de réactivité interdisent certaines trajectoires qu'il
convient de déterminer.

Soit un atome du peptide centré en A & l'intérieur
de la sphére de réactivité de centre O, et un réactif assi-
milé 3 une sphére de centre R (Fig. 11). Toutes les trajec-
toires situées 3 une distance de A inférieure 3 AA' sont in-
terdites (A' est la projection de A sur OR). Calculons AA' en
fonction des paramdtres connus :

02 a2 2 _ .2 .2
AA'C = AR RA'C = dy_ - RA!
2 _ 2 _ a1n2 _ 32 _ a2
AA'" = AO A'O” = dAO A'O
et : RA' + A'0O = OR = r
ce qui permet d'obtenir :
1/2
2 2 2 12
r +d4d,, ~-4d
ety - [0S0 o)
2r

Les distances dAO et dAR étant calculables 3 partir
des coordonnées atomiques d'une part, des rayons de VAN DER WAALS

~d'autre part, pour les atomes a l'intérieur de la sphére de
‘réactivité il suffira de remplacer dans le calcul pré&cédent le

rayon de VAN DER WAALS par AA'.

Sihle réactif comporte un nombre important d'atomes
le probléme est différent car l'accessibilité& de la fonction
réactive est a3 prendre en compte, et nous ne l'avons, pour
l'instant, pas traitée.
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IIT - COMPARAISON DES MODELES

Pour comparer l'accessibilité statique et 1l'acces-
sibilité dynamique nous avons &tudié le mé&me peptide que
LEE et RICHARDS : Gly - Ala - Gly.

Dans le but d'évaluer 1'effet des variations de
conformation de la chaine principale sur l'accessibilité des
atomes ces auteurs utilisérent neuf groupes d'angles’diédrauk
et déterminérent l'accessibilit&, dans chaque cas, des atomes
C8, C et O du résidu alanyl.

Le tableau 6 montre leurs résultats ainsi que les
valeurs de l'accessibilité dynamiqué gque nous avons détermi-
nées en considérant le solvant comme un réactif, les rayons
des atomes &tant identiques (le facteur C a &t& multiplié par
100 pour faciliter les comparaisons). |

ANGLES CARBONE C8 FONCTION C = O
" METHODE DE METHODE DE LEE ET Rrsmsr

¢ ¥ |LEE ET RICHARDS [Cx100 c | o mpyenne}Cxloo
-140 135| 47,9 34,6| 4,9 | 34,2 | 19,55 | 12,8
-120| 160 47 37,2| 4,4 | 34,1 | 19,25 | 12,7
-100| 135 = 49,8 40,8 1,8 | 31,7 16,75 | 10,3
- 70| 150| 47,9 40,9 0,2 | 26,1 | 13,15 | 4,8 L
-120| 80 48,4 30,7| 4,2 | 31,7 | 17,95 | 8,2
-100| o 51 37,2| 3,4 | 35 19,2 | 10,7
- 50| -26| 51,4 39,5 1,3 | 30,3 | 15,8 4,3
- 57| -48 51,8 41,71 1,6 | 30 15,8 9

57| 48| . 43,8 36,2 | 5,1 |23,9 | 14,5 | 4,2

TABLEAU 6

Accessibilités dans le peptide Gly - Ala - Gly
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On peut constater que 1l'accord n'est pas trés bon
pour l'atome CB mais devient nettement meilleur pour le grou-
pement fonctionnel C = O. ' '

Ce résultat peut s'expligquer en remarqﬁént que le
facteur C n'a aucun sens pour un atome isolé. On peut voir,
en effet, 1és atomes voisins prendre, dans ce cas, une trop
grande importance dans l'évaluation de 1l'encombrement.

L'accessibilité du groupement fonctionnel C = O 4é-
terminée paf notre méthode est toujours plus petite que 1la
moyenne de l'accessibilité statique de C et de 0. L'effet de
la conformation est plus important mais varie dans le méme
sens que dans le modéle de LEE et RICHARDS. Dans notre calcul
des atomes situés assez loin du centre de fonction sont pris
en compte et diminuent l'accessibilité, expliquant les diffé-
rences observées.

Le facteur accessibilité C est l'expression d'un
rapport de surface. Il peut &tre considér& comme une surface
de choc efficace normalisée pour un certain type de réaction.
Ce concept est différent de celui de 1'exposition d'une molé-
cule 3 un solvant comme le résultat des calculs le démontre.

L''accessibilité dynamique" est trés sensible aux
changements de conformation et présente, de ce fait, un grand
intéré&t pour 1l'évaluation des vitesses de réaction. Il est
important de remarquer que sa validité est limité&e aux réac-
tions entre deux réactifs dont 1'un, au moins, est en concen-
tration faible.

Ligde 3 une fonction chimique 1l'accessibilité dynami-
que permet des comparaisons entre peptides. Si un peptide pos-
séde plusieurs fonctions identiques leur accessibilité& peut
étre comparée.

v Il faut toutefois noter que l'addition des accessi-
bilités d'un méme peptide n'a qu'une valeur indicative.




- 71 =~

CHAPITRE I1I

CALCUL DU COEFFICIENT DE DIFFUSION D'UN PEPTIDE

I - INTRODUCTION

Il existe trois théories principales pour calcu-
ler un coefficient de diffusion : la théorie hydrodynamique,
la théorie moléculaire de microfriction et la théorie dite
"des trous". Ces théories ne sont pas totalement indépendan~
tes et doivent &tre adaptées au cas &tudié. |

Bien qu'il soit difficile de les résumer rapide-
ment nous en rappellerons les hypothéses de base.

a - Théorie "des trous"

Cette théorie est due & EYRING (D1l). EYRING consi-
dére que les molécules se déplacent dans un solvant en occu-
pant les trous qui peuvent se former entre les molécules de
solvant. L'é&nergie nécessaire au mouvement moléculaire est
8gale 3 la somme de l'é&nergie nécessaire a la formation'd‘un
trou et de l'énergie nécessaire au dé&placement de la molé&cule
dans le trou. Quand les molécules de soluté sont plus grosses
' que les molécules de solvant, EYRING ne consid2re que le mou-
vement des mol&cules de solvant, le soluté se déplagant
"8 contre courant". Le développement de cette théorie conduit
d une expression simplifiée du coefficient de diffusion (D2)

D = kT/anrn

constante de BOLTZMAN
température absolue

(1]

rayon moléculaire
viscosité
constante égale & 0,5 pour le solvant et supérieure a 1

3 R 3R

pour le soluté.
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La détermination de la constante a dépend des
paramétres moléculaires (D3) et n'est pas ais&e. De ce
fait les résultats théoriques ont des valeurs supérieures
d celles obtenues par des méthodes expérimentales; c'est

pourquoi nous n'avons pas utilisé cette méthode.

b - Théorie hydrodynamique

EINSTEIN (D4) et SUTHERLAND (D5) ont démontré que
le coefficient de diffusion d'une molécule dans une solution
infiniment diluée (extrapolation 3 la concentration nulle)
peut étre calculé par la relation :

Do = kT/f (1)

k : constante de BOLTZMAN
T : température

f : coefficient de frottement (appelé aussi &)

La valeur de f n'étant généralement pas connue
STOKES (D6) montra que dans le cas idéal d'une particule
sphérique de rayon r se déplagant dans un milieu continu
de viscosité n :

fo = 6mTnr

Le domaine d'application de cette &quation est
trés limité& puisque les molécules de soluté doivent &tre
sphériques et de rayon trés supérieur 3 celui des molécules
de solvant; faute de quoi la continuité du milieu n'est |
plus respectée.

PERRIN (D7) modifia 1'é&quation de STOKES pour
l'appliquer & des molécules de forme ellipsoide de révolu-

tion (oblate ou prolate) et obtint les relations suivantes :

= ™
fe 12 "/s
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avec : N
| s = (2//a%-p%) Log[(a " ./az—bz)'/b_i]
pour un ellipsoide prolate (a >b = c¢)
et . _

S = (2//nga2) arctg(u/bz—a2 /a)
pour un ellipsoide oblate (b > a = c¢)

a, b, c sont les trois axes de l'ellipsoide.

Enfin ELWORTHY &tablit (D8) les relations pour la
forme la plus complexe qui ait &té traitée 3 notre connais-
sance, l'ellipsoide dont les 3 axes sont différents :

fe = 12 mn/S
avec
s = (2/a/i-c?/a%) F(8,9)
8 = arcsin(:/Qaz-bz)/(az—cz)]
¢ = arcsin ( 1—c2/a2)

F(0,¢) est la fonction elliptique tabulée par DALE (D9), par
exemple.

Ces différentes modifications ne tenant compte gque
de la forme de la molécule de soluté, il faut faire appel a
la théorie moléculaire de la microfriction pour évaluer 1l'in-
fluence des tallles relatives des molécules de soluté et de
solvant sur le coefficient de diffusion.

c - Théorié moléculaire de la microfriction

Lorsqu'on considére que le milieu n'est plus con-
tinu on doit prendre en considération, pour 1l'étude de la
diffusion, deux facteurs nouveaux : 1'épaisseur finie des
couches de solvant autour de la molécule de soluté, et
l'existence éventuelle de trous dans le solvant. WIRTZ et
GIERER (D10, D11) développérent, pour ce faire, la théorie
moléculaire de la microfriction.

R
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Dans cette théorie le coefficient de friction de
STOKES (valable pour les molécules sphériques) est multi-

plié par un facteur correctif k :

k = [(1,5 r2/rl) + 1/(1+ r2/r1)] -1

r, : rayon du soluté

1

r, : rayon du solvant

v Ce facteur tend vers 1 quand le rayon du soluté
devient trés supérieur au rayon du solvant. Dans le cas ol
les deux rayons sont du méme ordre de grandeur 1l'expression
peut se réduire a :

k =0,19 + 0,31 rl/r2

Le coefficient de GIERER et WIRTZ a donné lieu &
un certain nombre de vérifications expérimentales satisfai-
santes'(D12, D13), nous l'utiliserons donc et serons amenés
d revenir sur sa signification physique.

I - MODELES PROPOSES

Le calcul théorique exact du coefficient de diffu-
sion pour une molécule de peptide semble pratiquement irréa-
lisable. En effet, la taille de ces molécules est intermé&-
diaire entre celle des petites molécules organiques et celle
des grandes molécules biochimiques, ce qui ne permet aucune
simplification importante. Nous devrons donc utiliser un mo-
déle aussi précis que possible tenant compte d'une part de
la forme de la molécule, d'autre part de 1'influence du sol-
vant.

A - Influence de la forme de la molécule

Quand on observe un modéle moléculaire on constate
qu'il est impossible d'assimiler une molécule de peptide a

une sphére, voire a3 un ellipsoide de révolution.
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La forme la plus complexe qui ait donné lieu a
‘1'&tablissement de formules de coefficient de diffusion
étant l'ellipsoide dont les trois axes sont différents, le
premier probléme a &té d'assimiler la forme d'une molécule
d l'ellipsoide le plus proche.

1 - Modele semi-graphique

Le principe de ce modéle est d'évaluer & partir
d'une représentation graphique de la molécule les trois axes
d'un ellipsoide enveloppe.

Afin de simplifier cette détermination nous avons
d'abord cherché un grand axe dans la molécule puis repré-
senté graphiquement la projection de tous les atomes dans un
Plan perpendiculaire a cet axe. |

—— o . - ——— — o — A g ——. o~ - ——-

L'ensemble des distances interatomiques dans la
molécule est calculé & partir des coordonnées de chaque
atome é&tablies précédemment. Soit dmax la valeur maximum
de cet ensemble. Si Ato et Atm sont les atomes correspon-
dants, le grand axe de la molécule sera :

a=4d + r + r
max Ato Atm

‘r ¢ rayon de VAN DER WAALS

P P e e L T L T T T T T T T T T

Par une méthode analogue a celle citée dans le
paragraphe concernant l'accessibilité, on effectue un chan-
gement de base en prenant pour nouvelle origine 1'atome
Ato et pour axe Ox le grand axe a.

- — — e T Gme T e e = v o S . ————

On représente, a partir des centres dec atomes
repérés par leurs coordonnées x et y, les surfaces des
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cercles engendrés par un rayon &gal a leur.rayon de
VAN DER WAALS.

Plusieurs méthodes sont utilisables dont le tra-
c¢age direct et la représentation ponctuelle.

Nous avons choisi la deuxiéme solution car elle
traduit mieux la densité des atomes dans l'espace et permet

une meilleure utilisation du graphe.

Soit Yy et zy les deux ensembles de coordonnées
atomiques et P un pas défini en fonction de la capacité mé-
moire du calculateur utilisé. On peut définir une matrice O
de dimension O[Y.,Z.].

avec : max(yy) - min(yy) + 2 r .
YN = ent
P
max(z,) - min(zg) + 2 r___
2, = ent! N N max
4
ent ( ) : entier le plus proche
max ( ) : élément maximum de 1l'ensemble
rax : rayon de VAN DER WAALS maximum de l'ensemble des

atomes.

La matrice est nulle au départ. Elle représente
l'espace discontinu dans lequel peut étre figurée la projec-
tion de tous les atomes.

Soit un atome I de coordonnées.(yI, zI). On attri-

bue la valeur 1 3 1'élément de matrice O[YI,Z défini par :

1]

Y; - min(yN) + 2
ent
P

I

P

Zz. - min(z.) + 2
Z, = ent% I N §

Cet Elément représente le centre de l'atome I dans

1'espace défini par la matrice.
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A partir de O[YI,ZI] la représentation de la pro-
jection de l'atome I se fait en attribuant la valeur 1 aux
éléments de matrice rencontrés lors du balayage systémati-

que de :
r r

- - | - ___I_
= ent(YI P ) a YI = ent(YI + B )

=

et pour chaque valeur de Y de :

1/2
2 2
Zy = entizZ; - (r] - IYI—YI ) %

2 2
+ (r7 - Y -¥|® )

1/2
I §

2" = ent%z

Le balayage dans chaque sens se fait avec un pas P
et (r% - [YI—le)l/2 représente la valeur de la projection
sur l'axe 0z du rayon de VAN DER WAALS rre

Ces opérations sont répétées pour tous les atomes
de la molécule de peptide. Enfin on fait correspondre aux
bornes de la table tragante les bornes de la matrice et
chaque élément égal & 1 est représenté& par un signe conven-

tionnel. Un exemple est donné dans la figure 12.

Pour obtenir une représentation de la densité de
"projection des atomes il suffit d'effectuer le balayage
suivant un pas 2 P ou 3 P. Les zones qui correspondent & la
projection d'un seul atome sont alors moins denses que les
autres. ’

Cette méthode est facilement applicable quand on
ne considére qu'un nombre restreint de conformations. Dés
‘que ce nombre croit la méthode devient extr@mement longue.

Or les peptides sont des molécules flexibles qui
peuvent subir des d&formations importantes. Pour rendre
compte de 1'influence des déformations sur le coefficient
de diffusion il faut envisager l'aspect statistique du pro-
bléme.

A un temps t on peut déterminer par le calcul

-

l'ensemble des conformations possibles de la molécule. A
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FIG 12: PROJECTION DE LA MET ENKEPHALINE
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chaque conformation correspond un poids statistique, une
forme et un coefficient de diffusion. Le coefficient de
diffusion "macroscopique® accessible par l'expérience est
égal & la moyenne des coefficients de chaque conformation
pondérés par leurs poids statistiques. Il faut donc cal-
culer un grand nombre de coefficients de diffusion, c'est-
a—dipe utiliser une méthode entiérement numérique.

2 - Modéle”numérique"

Ce modéle reprend les deux premiéres parties du
modéle semi-graphique : la détermination du grand axe de
la molécule et le changement de coordonnées.

v Soit (y,z) l'ensemble des points projections des
atomes du peptide dans le plan yOz. Si on connait les points
extérieurs de cette projection et s'ils appartiennent 3 une
ellipse ils vérifient 1'équation :

ax? + by’ + 2 cxy +2dx + 2 ey + £ =0 (2)

que l'on peut mettre sous la forme

xy + %Q 2e

x+Fytl= 0 (3)

Supposons que l'on connaisse un grand nombre de
points extérieurs de la projection, on peut former un sys-
tame surabondant d'é&gquations linéaires d'inconnues :

a b c de
£! £ £' £' £°

Si la méthode numérique de résolution du systéme
suiabondant est du type moindre-carrés, on obtiendra les
valeurs moyennes des inconnues, c'est-3a-dire 1'é&quation
d'une ellipse qui sera vraisemblablement proche de la forme
de la molécule.

Les demi-axes de cette ellipse peuvent &tre calculés
en &crivant les discriminants des formes quadratiques :
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a ¢ d
£ £ £ a ¢
f f
_ ¢ b e =
A' = -:'E- T r z' =
| c b
d e , £ £
£ f

Ce qui permet d'écrire 1'équation de l'ellipse
dans un repére ayant pour origine son centre :

i A et § sont les discriminants de 1'é&quation (2)

on démontre facilement (en remplagant 1 par % dans A') que

Les valeurs propres de A' sont alors :

. _ lla + b + (a—b)2 + 4c2 _ 51
S = aam - —
1 f 2 £
gr = 1jat b - /Qa—b)z + 4c” - iz
2 £l 5 f

Les demi-axes de l'ellipse

N Al _ _ A
AN " 535 ° s 8
1 1
Al A
A2= = ] [] = -
52 ) s2 )
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On peut remarquer gque le résultat pour l'éQua-
tion (3) est le mé&me que celui pour 1'é&quation (1). or
1'équation (3) est la seule utilisable puisque le deuxiéme
‘membre du systéme surdéterminé est alors connu (= - 1).

Pratiquement le calcul se fait en trois é&tapes :

I1 est nécessaire car le premier changement de
coordonnées a placé l'origine sur un point extérieur ce qui
-annule f créant un systéme homogéne difficile 3 traiter nu-
mériquement. On doit donc ajouter une valeur arbitraire a
toutes les coordonnées y.

b) D&termination des points extérieurs :

Les points extérieurs seront déterminés en ba-
layant le plan yOz par une droite paralléle 3 l1l'axe Oy.
Soit une telle droite d'éguation : z = Z.

Soit la projection d'un atome I centré en Yir 2
et de rayon de VAN DER WAALS r
respondant est :

I

I L'équation du cercle cor-

2 2 ' _
y +z° - 2 YiY¥ - 2 z;2 f k=0
avec :
_ 2 2 _ .2
k = Y1 t z31 ry

Les intersections du cercle et de la droite peu-
vent &tre calculées par l'équation :

yz + Z2 -2 yi¥ - 2 ZIZ +k =0
soit :

Y=y, ¢ ‘[yi - (z? - z;2 + k)

Ces intersections existent si :

yi - (Z2 - zIZ + k) > 0
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En répétant le calcul pour toutes les projections
des atomes on obtient un ensemble de points d'intersection.
Les deux valeurs limites seront prises comme abscisses des
points extérieurs d'ordonnée Z.

On recherche les atomes d'ordonnées limites Z nax’
Z in et le calcul est effectué entre Z nax + rmax et

Zhin ~ Tmin 2VeC un pas choisi préalablement (rmax et Tnin

sont les rayons de VAN DER WAALS des atomes correspondants).

¢) Résolution du_systéme surdéterminé :

Cette résolution est effectuée par un programme
existant dans la bibliothégue du calculateur utilisé. Le
principe du calcul est le suivant :

Soit MAX = Mp l'équation matricielle ol MA est la

matrice des valeurs (xZ, yz, 2 xy, 2 %X, 2y), X la matrice
colonne solution (%, %, %, %, %) et MB la matrice second
membre (égale & - 1 dans notre cas). En multipliant les

deux membres par la matrice transformée de M, on obtient :

T T
M, MX = M, Mp

qui est un systéme linéaire résolu par la méthode 4'élimi-
nation de GAUSS.

Ce type de résolution a valeur de moindre carré
du fait de la multiplication des matrices qui transforme

les variables en la somme de leurs carrés.

Remarque :

Dans certains cas le systéme des points extérieurs
obtenus peut é&tre suffisamment incohérent pour donner des va-
leurs non significatives. Dans ce cas on recherche dans le
plan yOz une distance interatomique maximum qui permettra de
définir un axe b de la m&me maniére gue le grand axe a.

L'axe c est alors déterminé dans la direction perpendiculaire
d 1'axe b dans le plan yOz.




- 83 -

d) Calcul du coefficient de frottement

Dans le calcul A'ELWORTHY (D8) le coefficient de
frottement s'exprime par :

f =12 mn/S
la valeur de S peut &tre calculée par deux méthodes.

La premidre consiste 3 utiliser l'&quation de
base qui a permis 3 ELWORTHY d'étgblir ses relations soit :

[}

S i/. ds
/
(o) /(a2+s)(b2+s)(cz+s)

La deuxi@éme consiste 3@ appligquer les relations
d'ELWORTHY :

S = (2/ a/l - c:/az) F(6,¢)
avec :

® = arcsin [/Qaz—bz)/(az-czkl

¢ = arcsin (/ 1 - cz/az)

ol F(0,¢) n'est autre que l'inté&grale elliptique :

6
j[ dx

(o} \h - sin2¢ sinzx

Dans la premiére méthode on doit effectuer une
intégratioh sur 1'infini (qui est remplacé dans le calcula-
teur par un nombre tré&s grand), dans la seconde l'inté&gra-
tion est limitée 3 un intervalle borné. Pour des raisons de
rapidité de calcul nous avons choisi la deuxiéme mé&thode
avec intégration par la méthode de SIMPSON.

Ainsi peut-on obtenir & partir des demi-axes la
valeur du coefficient de frottement £f.
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B - Influence de la taille du solvant

GIERER et WIRTZ (D11) ont introduit un coeffi-
cient correctif pour tenir compte de la taille relative des
molécules de soluté et de solvant :

-1
k = [(1,5 rl/rz) +1 / (1 + rl/rz)]

r, : rayon des molécules de solvant

r, : rayon des molécules de soluté

Les molécules étant, dans cette relation, consi-
dérées comme sph&riques il est nécessaire d'examiner les
principes qui ont permis d'établir cette formule pour voir
les conditions d'application @ notre cas. '

Dans un milieu continu la vitesse d'une particule

sphérique est é&gale &

F

V:E:-———-—_—
£ 6 ™I,

r, : rayon de la molécule de soluté

F : force qui provogque le mouvement

Cette relation est le résultat de l'intégration :

oll X est la distance entre le centre de la molécule de so-
luté et une molécule de solvant assimilée 3 son centre.

Si les molécules de solvant sont de taille non
négligeable on considére qu'elles forment des couches suc-

cessives de molécules autour du soluté&, couches dont 1'épais-

seur (AX) est &gale a 2 r, (r1 : rayon de la molééule de
solvant) .
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solvant

soluté

FIG 13: DISTANCE ENTRE LES ATOMES
DE SOLUTE ET DE SOLVANT




L'intégrale devient une somme :

avec x; = r, + (241 - l)r1 (voir Fig. 13)

Dans notre cas les molécules ne sont pas sphéri-
ques et nous avons déja appliqué la correction 4'ELWORTHY.

Le coefficient de frottement s'écrit maintenant :

£ =12 /S = 6 mn a’/l - cz/az/F(e,cp) = 6 mnr!

2

On peut voir que ré est homologue & un rayon de
sphére équivalente et que l1l'on peut écrire, par analogie
avec le calcul précédent :

X. = r

] T
i 2 + (2i 1)r1

Si les molécules de solvant ne sont pas sphéri-

ques un raisonnement analogue permet d'écrire :

X r

v s []
i 2 + (2i l)r1

avec : -
ry = avi-c'2a? / F(et,e0)
a', ¢' : demi-axes de l'ellipsoide du solvant.

Le calcul de GIERER et WIRTZ peut alors étre pour-
suivi et on obtiendra :

-1
k' =[(1,5 ri/ré) +1/ (1 + ri/ré)]

Remarques :
Si on ne veut pas effectuer un calcul complet on
peut faire 1l'approximation suivante. L'é&paisseur d'une




P o

couche Ax dépend de l'orientation des molécules de solvant.
Si la diffusion n'est pas trop rapide la perturbation sur
la rotation de la molécule sera négligeable. La rotation
pourra &tre considérée comme statistique et 1l'épaisseur
moyenne d'une couche de solvant exprimée par :

A =2l %(a' + b'" + ¢')

'
1
Pratiquement la correction de GIERER et WIRTZ
n'est utile que pour des études physicochimiques de petites
molécules, ou de molécules de taille moyenne (10 a 20 4)
dans des solvants lourds. Le rapport de taille d'une molécule
d'eau et d'une molécule de tétrapeptide, par exemple, est
suffisamment petit pour que la correction soit négligeable.

III - TEST DU MODELE

On a constaté dans les relations d'ELWORTHY que
la grandeur 2/S correspond au rayon d'une sphére présentant
un coefficient de diffusion équivalent 3 celui de 1l'ellip-
soide.

Nous avons testé le modéle sur un certain nombre
de molécules étudiées par GORREL et DUBOIS (D13). Les va-
leurs des rayons moléculaires calculées par différentes
méthodes et la valeur de 2/S que nous avons obtenue sont
indiquées dans le tableau 7.

Méthode de Méthode de 2/8
LEBAS GORREL
[Acétone 2,4 ol 2,2
Naphtaléne . 0 X 351 3,2
Biphényl 3,3 3,4 3
Phénanthréne 3,4 3,5 3,6
Chryséne 3,6 . [ ¢ 3,9
TABLEAU 7

Valeurs des rayons moléculaires (en B) obtenues par

différentes méthodes
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Remarques :

La méthode de LEBAS consiste 3 additionner des
incréments moléculaires proportionnels au volume de cha-
que atome (D14, D15). Si s est la somme de ces incréments :

1/3
3s
r = [Z?]

GORREL utilise la méme valeur de s mais consi-
dére que les atomes sphériques sont empilés suivant un

mode cubique :

(5)1/3

NO] bt

Y =

On constate gue les résultats sont du méme ordre
de grandeur mais varient d'un composé & 1'autre.

Si on calcule les coefficients de diffusion des
mémes molécules dans 1'hexadécane on obtient les valeurs
indiquées dans le tableau 8. ‘

Valeurs expérimen~|Valeurs théoriques |Valeurs de notre
tales de GORREL de GORREL modele
(cm.2/sec).106 (cmz/sec).lo6 (cmz/'sec).lo6
Acé&tone 13,2 11,9 14,2
Naphtaléne 7,3 8,5 6,8
Biphényl 7,1 7,6 7,7
Phénanthrane 6,9 7,2 6
Chryséne 7,5 6,3 7,2
TABLEAU 8

Valeurs des coefficients de diffusion obtenues dans

l'hexadécane par différentes méthodes
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On remarque que, sur des modéles ne pouvant pré-
senter des conformations différentes, les deux méthodes
semblent a8 peu prés équivalentes.

L'avantage de notre modéle est qu'il peut tenir
compte de la structure secondaire (conformation) des molé-
cules (peptides) ce qui ne serait pas le cas d'une appli-
cation des méthodes décrites par GORREL.
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e H AP I T RE I T LE

APPLICATION DE LA THEORIE DE LA DIFFUSION

‘A LA REACTIVITE DES PEPTIDES

I - INTRODUCTION

Nous avons considéré dans les chapitres précédents
que la vitesse de réaction des peptides en faible concentra-
tion &tait limitée par la diffusion des réactifs et nous
avons relié deux facteurs pouvant modifier cette vitesse
(accessibilité et coefficient de diffusion) & la conformation.

Il s'agit, maintenant, d'utiliser ces données pour évaluer la
réactivité des molécules.

Les réactions que nous envisageons sont bimolécu1a14
res élé&mentaires

P +R &- produits

et l'expression de leur vitesse est

o 2t LY

A% constante de vitesse

L'évaluation de la réactivité est, en fait, le cal-
cul théorique de k qui peut &tre comparé 3 des valeurs expé-
- rimentales. Si, pour deux conformations les valeurs théori-
ques de k sont significativement différentes et si 1'une cor-
respond & la valeur expérimentale, on considérera que l'on a
un argument en faveur de 1l'existence de cette conformation.

Outre la réaction chimique, avec disparition des
produits initiaux, il existe un autre type de phé&noméne régi
par la diffusion des réactifs : l'extinction de fluorescence
(quenching) par chocs intermoléculaires entre un fluorophore
et un "extincteur" (quencher) spécifique.
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Les équations de ce type de réaction peuvent

s'écrire :

P —liE-P* (excitation de la molécule)
x Kg
P ___—+.P + hv' (fluorescence)
% kN
P e—wF (ensemble des processus de
désactivation sans émission
de fluorescence et sans choc
avec "l'extincteur")
P* + E ~54-P + E (extinction bimoléculaire)

Quand on travaille en illumination constante l'un
des réactifs (E) ne disparait pas tandis que l'autre est ré-
généré, mais il y a modification de la fluorescence (rende-
ment guantique et durée de vie).

Si Qo est le rendement quantique en l'absence d'ex-
tincteur, Q le rendement en présence d'une concentration [E],
T et T les durées de vie correspondant :

D
k
£
Q = = k T
(o] kf + kN f o
Q = i
ke + kg + k [E]
soit :
Q0
g =1+ KSV[E] loi de STERN-VOLMER (T11)
avec :
KSV = kTo

k peut étre calculé comme une constante de ré&action
classique avec, comme nous le verrons, des contraintes supplé-
mentaires.
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Quand on calcule théoriquement la valeur absolue
d'une grandeur physique (comme la constante de vitesse) plu-
sieurs types d'erreur peuvent se produire

- des erreurs d'approximation (ou simplificatrices)
dans les hypothéses de base

- des erreurs numériques dans 1l'é&valuation de cer-
taines grandeurs non connues expérimentalement. '

Si, au lieu de calculer une valeur absolue, on cal-‘
cule une valeur relative de la grandeur physique, par rap-
port 3 une référence convenablement choisie, on peut diminuer
les deux types d'erreur par l'utilisation d'un raisonnement
analogique et la disparition d'un certain nombre de constan-
tes communes aux deux systémes.

Les méthodes expérimentales utilisent ce genre de
démarche quand elles se servent d'observations sur la varia-
tion d'une propriété en fonction des conditions ol elle est
mesurée. ’

Il semble donc plus facile d'étudier une réactivi-
t& relative dans le cas des peptides, d'autant que ce sont
finalement des comparaisons entre les réactivités de plusieurs
conformations d'un méme peptide qui sont intéressantes. De plus,
il existe une ré&fé&rence insensible aux variations de conforma-
tion : l'amino acide libre gui porte la fonction &tudiée.

Dans ce chapitre sera envisagée la ré&activité rela-
tive des fonctions portées par un amino acide (sur sa chaine
latérale généralement), selon qu'il est libre ou engagé dans
un peptide. Selon l'environnement (la conformation) de cette
fonction, seuls seront modifiés son accessibilité et le coef-
ficient de diffusion de la molécule entidre qui la porte; le
rayon de la sphére de réactivité sera considéré comme constant
pour un type de réaction.

Un rapport de constantes de vitesse sera établi dans
plusieurs cas : réaction chimique ou d'extinction de fluores-
cence,par des chocs bimoléculaires tdtalement ou partiellement
efficaces.
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Enfin un autre facteur important sera introduit :
1'effet €lectrostatique entre un réactif ionisé et les char-
ges portées par les peptides.

IT - MODELE POUR UNE REACTION OU TOUS LES CHOCS SONT EFFICACES

La théorie de la vitesse d'une réaction limitée par
la diffusion a été établie pour des cas idéaux ol les réac-
tifs sont assimilés 3 leur foncticn réactive, ol les milieux
sont continus et oil, généralement, la symétrie sphérique de
tous les paramétres‘est de rigueur. Dés que l'on veut rendre
compte d'une réaction réelle on ne peut tenir compte de tous
les paraﬁ%tres nouveaux qui apparaissent et il semble plus
adégual- de parler de modéle que de théorie.

L'hypothése de base de tous les mod&les sera le main-
tien pour le calcul d'une pseudo symétrie sphé&rique. On consi-
dérera qu'd une distance donnée du centre d'une molécule la
concentration (ou la probabilité de présence) d'un réactif se-
ra égale 3 la moyenne des concentrations sur une sphére de

rayon &gal 3 cette distance.

A - Réaction chimique

1 - Généralités

Les fondements de la théorie ont été& établis par
SMOLUCHOWSKI (T1l) pour la cinétique de-coagulation des col-
loides et ont été généralisés aux réactions bimoléculaires
par SVESHNIKOFF (T2, T3).

La théorie est basé&e sur 1l'hypothése qu'il existe,
autour d'une molé&cule réactive (un peptide P par exemple),
un gradient de concentration des molécules de l'autre espéce
(R) . Ce gradient obé&it 3@ la seconde loi de diffusion de

FICK :

aCR(xIYIZIt) 2 ; '
=DV CR(x,y,z,t) (1)

ot
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CR(x,y,z,t) ¢+ concentration de R au point x, y, z et au
temps t-

D : coefficient relatif de diffusion &gal a la
somme des coefficients de diffusion des deux

réactifs DP + DR

v2

opérateur Laplacien

SMOLUCHOWSKi a transformé cette &quation en coor-
données polaires dans le cas ol la concentration en réactif
R avait une symétrie sphérique autour de la molécule P.
CR(x,y,z,t) est, alors, remplacé par CR(r,t) ol r est la
distance entre les deux réactifs. :

Si tous les chocs entre réactifs sont efficaces la
réaction est totale et immédiate quand les deux réactifs sont
distants de ry (rayon de la sphére de réactivité). La condi-
tion limite de 1l'équation (1) s'écrit alors :

CR(ro,t) = 0 (2)
et la solution est

ro Ty ro
C.(r,t) = C [1 - 2 erfc ——-———] (3)
R X . /4Dt

Co R ° concentration moyenne du réactif R dans la
14

solution au temps t = 0

la fonction erfc est définie par :

£ 2
erfo.x = ./. e 2 dz (4)

X

S

'La constante de vitesse de la réaction est propor-
tionnelle au flux ¢ des molécules de R & travers la sphére
- de réactivité.

acR(r,t)].

d =4 nrg N'D [ e (5)

o) o
O
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N' : nombre de particules par millimole.

soit

r
(1 + —2) (6)
o,R /7DE

-— ]
¢ = 4'nroN D C

La constante de vitesse peut étre exprimée par

¢/Co,R soit :
r
k(t) = 4dwr N'D (1 + o) (7)
. o /mDt

On remarque que la constante de vitesse devient in-
dépendante du temps, guand celui-ci est suffisamment grand
pour rendre le facteur

négligeable.
YmDt

2 - Applicatioh aux peptides

La notion d'efficacité des chocs pour un cas idé&al
de réaction est uniquement liée 3 l'énergie relative des deux
réactifs qui est, ou n'est pas, supérieure a 1l'énergie d'ac-
tivation.

Dans un cas non idé&al, comme celui des peptides, ap-
parait une cause supplémentaire d'inefficacité des chocs,
l'encombrement stérique dépendant de l'accessibilité C de la
fonction. Considérons le cas ol tous les chocs possibles sté-
riquement sont efficaces.

Le flux a travers la surface de la sphére de ré&acti-
vité est toujours égal au produit de cette surface par le
coefficient de diffusion et le gradient de concentration en
r,- Mais la surface de cette sphére,que les molé&cules peuvent
traverser,est maintenant égale 3 la section efficace de choc
définie dans le chapitre sur l'accessibilité soit :

sS' = 4 ﬂrg C C : accessibilité de la fonction
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En admettant que 1l'on peut appliquer les résultats

trouvés précédemment pour l'équation de FICK on obtlent :
r,

k(t) = 41TroN D (1 +: ) C (8)

vYTDE
I1 faut toutefois remarquer qu'une telle expression
implique un certain nombre de conditions que l'on peut met-

tre en évidence comme suit.

Pour que l'équation (8) soit cohé&rente il faut que
le nombre de molécules R disparues par unité de temps soit
égal au flux .

Soit Npg le nombre de molécules R disparues au
temps t.
NRd = nombre de molécules R au temps 0
- nombre de molécules R au temps t.
NRd = Co,R f Sr dr —[ Sr CR(r,t)dr
o o

Sr : surface de la sphére de rayon r d'aprés (3).

soit :

r~r
= _9 O
NRd o,R[ S T erfc dr
r,

et le nombre de molécules R qui disparaissent par unité de
temps au temps est &gal a :

dN r r-r
dlzd = gt '[Co R/ -52 erfc o dr] {(9)
' /4Dt
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A partir de l'équation (9) on ne peut retrouver

rd O
—_— = ' ' =
- dnr NDC’F|1+ Ic )

que si l'on pose Sr =4 7 rZC sur tout l'espace intégré
(de r = r, dr= o,

Physiquement la condition sur Sr signifie que tout
lfespace de Ty d 1'infini est encombré stériquement de la
méme fagon que la sphére de réactivité. On obtient ce type
de condition si on considére des trajectoires linéaires des
molécules de réactif R vers P, en ne tenant pas compte dans
tout l'espace des trajectoires interdites (Fig. 10). Cette
condition est d'ailleurs cohérente avec la mé&thode de déter-
mination du facteur C.

Peut-on justifier des trajectoires relatives des

2 réactifs statistiquement droites ? Le mouvement d'une mo-
l8cule dans un solvant est du type brownien, le-gradient de
concentration, lors de la réaction, s'oppose ou s'ajoute &

ce mouvement. L'importance relative des deux effets dépend

de la grandeur du gradient. Plus il sera important plus les
molécules de réactif auront un mouvement résultant linéaire.
Pour que ce gradient soit important il faut que la réaction
soit rapide, que les chocs soient efficaces, ce qui est notre

hypothése de départ.

Supposons, maintenant, un cas limite opposé& : le pep-
tide est trés petit et ses atomes limitent la surface de la
sphére de réactivité sans modifier la distribution des molécu-
les de réactif dans son voisinage. De plus, les trajectoires

peuvent ne pas étre linéaires.

La résolution de l'équation (9) donne dans ce cas :

a NRd ro
=4 qgr_ N'DC _[1 + ]
dt 0 o,R' /7Dt .

qui est égal & % et non & ¢.
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L'incohérence nous semble venir de la condition
limite imposée lors de la résolution de 1l'&quation de FICK.
Si on admet que le voisinage de la fraction de surface non
efficace de la sphére de réactivité n'est pas stériquement
interdit, il existe des molécules R & une distance treés
proche de r, ce qui entrafne une nouvelle condition limite :

Clr_,t) = {C.(r,t) (1-C)
° { R ]r'*ro

Quand 1l'accessibilité est totale C = 1 et CR(quﬂq='0;
quand elle est nulle la condition est triviale et, bien enten-
du, il n'y a pas de réaction.

Une nouvelle résolution de l'é&quation de FICK est né-
cessaire. Nous ne l'avons pas effectuée car nous verrons dans
les paragraphes suivants que l'on peut traiter un cas plus géné-

ral qui englobe celui-13.

Mais l'existence de deux types de comportemént selon
les hypothéses d'occupation de l'espace et de forme des tra-
| jectoires nous semble importante et nous en tiendrons compte par
la suite dans la réalisation de modéles plus complexes.

3 = Evaluation du rapport des réactivités

Soit la m&me réaction sur la méme fonction dans deux

environnehents I et II.

D'aprés (8) :

r
ko (t) D.C .. J/nD.t
I _ 1 L I - (10)
kpr(®) DyyCyy Yo
1 + ==
/nDIIt

; Dans le cas de la réaction d'un peptide avec une
molécule organique simple L est de l'ordre de 5 & 10 &. Nous
avons vu précédemment que le coefficient de diffusion d'un pep-

tide &tait de 1'ordre de 10~ ° cm/sec. Ceci entratne que l'effet
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de la partie dépendant du temps dans l1l'équation (10) n'est
sensible que si t est inférieur & la milliseconde. Dans les
réactions chimiques classiques on pourra donc considérer que
le rapport des réactivités est égal a : ’

e S A |
kit Dy1Cr1

(11)

Remarqgues :

- Pour des réactions suivies par des techniques ra-
pides (M&thode des flux stoppés par exemple) il faudra prendre
en compte l'ensemble de 1l'é&quation (10)

- Une augmentation de la valeur ry entraine une dé-
pendance plus importante du temps.

B - Extinction de fluorescence

1 - Généralités

Soit une molécule de peptide P portant une fonction
susceptible d'étre fluorescente. Au temps t = 0 elle subit une
excitation. Supposons qu'il existe dans le milieu des molécules
d'un composé E extincteur de fluorescence, par collisions tota-
lement efficaces une molécule de E peut faire disparafitre com-
plétement la fluorescence de la molécule P. Mais il faut que
la diffusion de E vers P ait lieu dans un temps inférieur a la
durée de vie de 1l'é&tat excité du fluorophore. La durée de vie
des composés &tudiés étant de l'ordre de la nanoseconde, la
partie qui dépend du temps dans l'é&quation (7) est loin d'étre
négligeable.

En reprenant le schéma du mécanisme de 1l'extinction
de fluorescence décrit dans 1l'introduction :
arp*)

—3 = - k£[P*] - kg [P*] - k(v) [E][P*] + F(v) [P]
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oll F(t) est la fonction d'apparition des molécules fluores-
centes. Si F(t) est une fonction §(t) de DIRAC ( §(t) =1
pour t = 0, 6(t) = 0 pour t # 0) on peut finalement &crire
quand t est supérieur a 0 :

a[p*]
dt

= (--%,—(; - k(t) [E] ) [P¥] (12)
équation dont la résolution donnera une expression de
[P*] = £(t,[E]). Le rapport des rendements quantiques en
présence et en 1'absence d'extincteur est égal au rapport
des expressions de [P*] dans ces conditions.

Le calcul complet a été réalisé par SVESHNIKOFF
et WAWILOW (T2) et ils obtiennent :

Q

59 = (1 + 1, 4nr N'D [E])s (13)
avec
2 * 2 o
§ = [1 - 2ae” (-2'{-_71 ~/_e-z dz) ] (14)
o
et

3 1/2
o .—_Z[(N'Toro[E]) / (1 + 1/41rroN'D[E] )] (15)

Cette expression,qui n'est pas particuliérement
pratique 3 utiliser,a été simplifiée par LA MER (T4) dans
le cas oll 1l'extinction é&tait inférieure a 50 %. La loi de
STERN-VOLMER retrouve, alors, sa forme initiale avec K§v==k o
et k(tg) = 4mr N'D(1 + —Zo (16)
, , /D1
(Cette expression est valable dans le cas d'une illumination

constante) .

2 - Application aux peptides

Pour une réaction d'extinction de fluorescence le
probléme de l'encombrement de l'espace est plus simple que
pour une réaction chimique. Les molécules d'extincteur ayant‘
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un réle actif sont celles situées tout prés de la molécule
de peptide. L'espace d considérer est restreint et dans cet
espace la continuité de 1l'encombrement stérique est facile-

ment acceptable.

L'expression de k(t) dans 1'équation (12) est bien

celle décrite dans 1l'équation (7).

SVESHNIKOFF. et WAWILOW ont réalisé& leur calcul ori-
ginal en introduisant un facteur p compris entre 0 et 1, pro-
babilité énergétique de réaction d'une molécule E en r,. Ma-
thématiquement il est identique au facteur C mais nous verrons
dans le paragraphe suivant qu'il est physiquement trés diffé-
rent et d'ailleurs criticable. Toutefols le développement ma-
thématique réalisé est utilisable et en remplagant p par C

on obtient :

k(1)) = 4 Tr N'D(1 + —L2 ¢ (17)

Le rapport de réactivité devient alors :

r
-
ky P& "P1Tog
II 11°11 | r
1 + o _
JJE—
Drr Torr

(18)

Deux nouveaux paramétres r_ et To apparaissent

dans 1l'é&valuation du rapport. La durge de vie du fluorophore
doit donc étre mesurée. Si les deux molécules comparées pos-
sédent des structures primaires différentes cette mesure ne
pose aucun probléme. Mais si on compare les structures secon-
daires d'un méme peptide on ne peut généralement obtenir les
deux durées de vie. Dans ce cas on utilisera la valeur unique
mesurée pour Tor et Torr* L'erreur introduite doit é&tre faible
puisque nous avons remarqué dans un chapitre précé&dent que le
rendement quantique et la durée de vie dépendaient peu de la

structure secondaire pour les peptides que nous é&tudions.
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La valeur de r, peut ne plus &étre la somme des
rayons de VAN DER WAALS des deux entités réagissant, il
faut alors calculer cette valeur sur une molécule simple
portant la fonction envisagée.

Pour ce calcul l'accessibilité de la fonction
doit étre trés voisine de 1, sinon il faut effectuer un cal-
cul d'accessibilité, impliquant que 1l'on fixe le rayon de
la sphére de réactivité et on se trouve devant un paradoxe.

Quand la valeur de r, ne peut étre calculée son
évaluation doit &tre faite soigneusement et une &valuation
de l'~rreur sur le résultat du rapport trouvé est souhai-
table.

IITI - MODELE POUR UNE REACTION OU TOUS LES CHOCS NE SONT
PAS EFFICACES

On pourrait penser que l'inefficacité des chocs
due & un effet énergétique serait traitable de la méme ma-
niére que l'effet stérique. Ce n'est malheureusement pas

le cas.

SVESHNIKOFF a proposé de multiplier le flux qui
traverse la sphére de réactivité par un facteur p : proba-
bilité d'efficacité énergétique d'un choc bimoiéCulaire.
Mais, comme l'ont fait remarquer COLLINS et KIMBALL (T5),
cette solution n'est cohérente avec le hypothéses de départ.

Supposons une réaction sans effet d'encombrement
stérique, le nombre de molécules de réactif disparues aprés
un temps t est toujours égal a :

¥ ro r = ro
NRd = Co,R _Sr B erfc ————:— dr
r
o)

Puisqu'il n'y a pas d'hypothése d'occupation d'es-

2
pace : Sr = 4 Trg et
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d N r
Rd _ 4r7rnN'DC (1 + —2=)
dt o o,R /7Dt

Si on multiplie le flux ¢ par p on voit d'apreés
1'équation (6) que le nombre de molécules de réactif dis-
parues par unité de temps n'est plus &gal au flux. On re-

trouve une situation identique a celle d'un encombrement
stérique strictement limité 38 la sphére de réactivité.

On peut tenter d'expliquer physiquement la diffé-
rence des résultats pour un effet stérique (avec trajectoi-
res linéaires) et pour un effet énergétique, en considérant

les phénoménes élémentaires.

Supposons une molécule de réactif sur une trajec-
toire linéaire. Si cette molécule rencontre un obstacle
(atome) avant d'atteindre la sphére de réactivité elle
"rebondit" et repart sans avoir réagi.‘Ce faisant elle peut
~géner l'arrivée d'une autre molécule se dirigeant vers le
peptide mais, comme dans tous les cas cette molécule n'aurait
pas réagi (elle est sur une trajectoire interdite) il n'y
aura aucune modification du taux de réaction.

Par contre si la molécule arrive sur la sphére de
réactivité et rebondit parce que son énergie n'est pas suf-
fisante, elle peut empécher l'arrivée de molécules qui, elles,
seraient potentiellement actives. Or le calcul ne tient .pas

compte de cette éventualité.

C'est pourquoi il est nécessaire d'employer des
concepts plus élaborés pour décrire la distribution des parti-

cules et la vitesse de réaction.

A - Réaction Chimique

1 - Généralités

Les principaux travaux traitant du probléme des
réactions chimiques avec chocs inefficaces sont dus & COLLINS
et KIMBALL (T5) YGUERABIDE (T6, T7) NOYES (T8). Ils ont &té
résumés par NEMZEK et WARE (T9) et BIRKS (T10).
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La variation de la réactivité globale é&tant 1l'ex-
pression d'une modification des phénoménes élémentaires nous
raisonnerons sur le mécanisme moléculaire de la réaction.

Soit un ensemble constitué de n, paires de molé-
cules P et R dans un volume V.

Soit np(t) le nombre de molécules P n'ayant pas
réagi au temps t.

Soit Pp(t) la probabilité qu'une molécule P n'ait
pas réagi au temps t

n_(t)
Pp(t) = —Eﬁ———- (19)

O

La réaction a toujours lieu quand les molécules P
et R sont distantes de r, mais aucune hypothése n'est faite,
pour l'instant, sur le mode de réaction.

Supposons qu'au temps t = 0 la distance qui sépare
chaque paire de molécules soit égale a r' (r' > ro). On peut
représenter toutes les molécules R dans un repére cartésien
centré sur les molécules P. Dans ce cas les molécules R sont
situées sur une sphére dont le centre est 3 l'origine et de
rayon r'.

Au cours du temps on peut considérer que les molé-
cules P demeurent immobiles et que les molé&cules R diffusent
dans l'espace avec un coefficient de diffusion D = DR + D

P
(somme des coefficients de diffusion de chaque espéce).

L'état du systéme a l'instant t peut étre décrit
par une fonction densité p(r,r',t). Cette fonction représente
le nombre de molécules R, n'ayant pas réagi, par unité de vo-
lume, sur 1l'ensemble des points de coordonnée r (l'indice r'
spécifie que toutes les molécules &taient a l'origine du temps
sur la sphére de rayon r'). On peut également définir une pro-
babilité de trouver R en r :

plr,r',t) - plxr,r',t) (20)
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Le nombre total de molécules R n'ayant pas réagi
est l1l'intégrale sur l'ensemble du volume considéré de la

fonction densité :

nR(r',t) =J/;R(r,r',t)dr (21)

Comme il disparait une molécule de P quand réagit
une molécule de R, le nombre total de molécules de P n'ayant

pas réagi peut également s'écrire :

np(r',t) =J/;R(r,r',t)dr (22)

La probabilité qu'une molécule P ou R ait réagi au

temps t est (d'aprés (19) )

PR(r',t) = Pp(r',t) =./rp(r.r'.t)dr
pR(rrr' ')
Pp(r',t) = o dr (23)

-

La vitesse de la réaction a l'instant t peut étre

exprimée par :

ap_(r',t) a P (r',t)
- _ R = - _P
Ve T dt at (24)

soit d'aprés (23) :

9p(r,r',t)
- - 1 R
v, = no‘/. 3T dr (25)

Remarques :

Cette définition de la vitesse n'est pas la seule
possible. La vitesse instantanée peut &tre dé&finie, non pas
4 partir du nombre initial de molé&cules R mais du nombre de
molécules R & l'instant t.
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et en appliquant le théoréme de divergence :

d PR(r',t) >
= - Dn .V py(r,r',t)ds (32)
dt [ surface <V PRlf Ty

ol n est un vecteur unité perpendiculaire a8 la surface, diri-
gé vers 1'infini.

Quand r' > r, l'intégrale est égale au flux :

{f%;urface D n.V pgrlr,r’,t)ds Xr+r = ¢ (33)

o

Toutes ces équations sont générales, c'est—é-dife
indépendantes de l'efficacité totale ou non des chocs inter-
moléculaires.

L'hypothése de COLLINS et KIMBALL, pour tenir compte
des chocs qui ne sont pas efficaces, consiste & relier la vi-
tesse 3 la probabilité "a priori" de trouver une molécule R
dans un volume compris entre une sphére de rayon r, et une
sphére de rayon r, + Aro. Cette hypothése peut se traduire ma-
thématiquement par :

dPr(r',t)
R < '
Ve T dt K' Ar PP urface PriT T’ t)ds  (34)

La constante K = K' Aro est égquivalente a une vitesse.

2 - Application aux peptides

L'équation (34) est théoriquement valable pour une
réaction sans encombrement stérique. Dans le cas ol il y a
restriction de 1l'espace nous proposons, comme précédemment, de
distinguer plusieurs cas :

a - Hypothése_d'un_encombrement stérique_continu_dans_l1'espace

TP G S G Gy VN D D R AR G W — . G6 e ST W S G WED GAR GAR Y GED WL SED W IV GV AF GER SEY P S G U W S G S (R G SER IR OB S e e ok G0 The W G W

Dans ce cas la surface en r est égale, quel que soit

2C (Surface efficace définie comme précédemment), les

radnr
équations (32) et (34) sont applicables avec la surface corri-
gée. Si on combine (32) et (34) on obtient :
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D 3 v pR(r,r',t) = KpR(r,r',t)
Sur la sphére de réactivité on peut alors é&crire :
(D n .V pR(r,r',t))r=r = Klpglr,r',t)) _,. (35)

o o

soit sous une autre forme :

(36)

3PR(rlr' ' t) ]

' _D
Prirgrr'st) = ¢ [ or

r=x
(o]

Cette relation est une condition limite indépen-

dante du facteur C, de l'équation de FICK :

apR(r:r',pt)
ot

= D v2 pplr,r',t) (37)

La solution de l'é&quation (37) est alors connue :

r -8 r-r B r-r r-r -
prlr,r',t) = 1- o [erfc o +exp9-123+——q] erfc[—-'@i+———-9] (38)
| r VADE LB B B /aDt.

avec :

(39)

O
|

ol
+

HIH

o

En considé&rant le flux sur la surface de réactiviteé
on obtient : 2
(ro-B)

k(t) = 41rN'DC[rO - B+ 5 exp (—Z—tz:'-) erfc —-’/%E-] (40)

Remarques :

L'égquation (40) est obtenue que l'on définisse la
vitesse 3 partir d'une probabilité "a priori" (&quation (25))
ou "a posteriori" (équation (26) ), la différence Btant au

niveau de l'expression de cette vitesse.

COLLINS et KIMBALL ont montré& que la relation é&qui-
valente & (40), dans le cas d'une réaction chimique ordinaire,
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était .généralisable au cas d'une seule molécule P en pré-
sence de plusieurs molécules R & condition que le nombre

de molécules R ne soit pas trop important.

b - Hypothése_d'un_encombrement stérigque_limité

. ——— T Y " G G T S G S P e G S 005 L - G G W 58 S S

Considérons le cas limite envisagé lors d'une réac-
tion totalement efficace : un encombrement stérique limité a
la surface de la sphére de réactivité. L'équation (32) est
maintenant discontinue. En r, la surface intégrée est é&gale
a4 nrg C, partout ailleurs elle est &gale a 41Tr2. Si on
combine les équations (32) et (34) on obtient :

j‘jf- Dn .V pp(r,r',t)ds = K'Aroj[jng(r,r'.t)ds

Pour r = Tor S' est différent de S. Si on considére
que ArO S p(ro,r',t)ds représente une probabilité de pré-
sence dans un volume suffisamment petit au voisinage de ry,
pour que la surface des sphéres entre r, et r, + Aro soit

assimilable 3 celle de rayon ryr alors S' =S . C.

Le théoréme de la moyenne pour les intégrales dou-
bles précise qu'il existe, pour une fonction continue £(u),

un point du domaine d'intégration vérifiant :

f(u')ds = £(u') . 8
S

Comme la base de notre modéle est de considérer les
fonctions pR(r,r',t) continues et symétriques par rapport &
l'origine des coordonnées, l'existence d'un seul point véri-
fiant le théoréme entraine la possibilité d‘'appliquer ce théo-
réme 3 tous les points de la surface. On obtient, alors, la
nouvelle condition limite :

COpg (X, x',t)
\ o Joc PR
pR(ro'r"t)'"[K 3t ]

(41)

r=r
o
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En poursuivant le calcul comme précédemment on
trouve alors une expression identique a 1'é&quation (40)
mais avec :

1 K
2=pc *t

HlH

(42)
o
Dans l'expression de la constante de vitesse le
facteur C n'intervient plus comme un simple terme multipli-
catif.

Considérons le cas général d'un petit peptide
avec un encombrement stérique se limitant au voisinage de
la sphére de réactivité. Entre ry et I,
(accessibilité calculée pour le rayon considéré&) peut ne

+ Aro le facteur C

pas étre constant. Dans ces conditjons le calcul complet et

rigoureux de l'expression K' Ar (r,r',t) est

, Ysurface Pr
trés complexe, d'autant plus que 1l'équation de FICK devrait

étre modifiée pour tenir compte du volume exclu de 1l'espace.

On peut toutefois obtenir une solution approchée
en admettant que l'ensemble des restrictions peut &tre tra-
duit par une condition limite, représentant physiquement la
probabilité de présence moyenne entre o et r, + Aro. Cette
probabilité moy~nne peut &tre reliée a& un facteur d'accessi-
bilité moyenne CM par :

[ERm(r,r',tﬂ = Cy [pR(r,r',t)] (43)
ro<r<ro+Aro ro<r<ro+Aro

CM est calculé en effectuant la moyenne des va-
leurs des coefficients d'accessibilité pour des rayons de la
o et ro+Aro (méthode

exposée au paragraphe calcul de l'accessibilité).

sphére de réactivité compris entre r

On obtient alors l'équation (40) avec la constante
généralisée : |

1 _°M 1
B=bc *r (44)

o]
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On vérifie que si l'accessibilité est constante
entre r_ et r_ + Aro on retrouve l'égquation (39) et que si
elle est égale &8 1 dans les mémes conditions on retrouve

1l'&guation (42).

Généralement Aro ne peut étre calculée, on peut
alors faire 1l'approximation suivante :

Si le peptide "déborde" peu de la sphére de réac-

tivité, l'accessibilité en L est @gale a3 C et en r, + Aro

peut étre considérée comme égale d 1; il en résulte la va-

leur approchée de CM :

1 +C 1 K(1+C) 1

C.. = = = Ao =) oy o

M ) °t 87 72pc T,

d - Conclusions

On sait que l'expression asymptotique de erfc x
est :

— 1 3 15

1
erfc x = e e (y - + - + ..)
xvm 2x2 4x4 8xg

vDE

B
effectuer des simplifications. WARE (T9) reprenant les calculs

Si dans la relation (40) on pose x = on peut
de NOYES (T8) a montré gque méme pour des temps de l'ordre de
la nanoseconde on peut négliger les termes dépendant de x dans

la série entre parenthéses. En conséquence :

exp(Q%) erfc /Dt -8
] B Y/nDt

et l'expression de la constante de vitesse peut finalement

s'écrire :

k(t) = 4 TN'DC r'(1 + —E) (45)
/Dt
avec dans le cas gé&néral :
Yo
r' = 5C (46)
1+ KC,.r

M o
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Sous cette forme on voit bien l'analogie avec le
résultat obtenu pour des chocs totalement efficaces
(équation (8) ).

Quand la mesure des constantes de vitesse est faite
d des temps suffisamment grands, le terme dépendant du temps
s'annule et on peut exprimer plus simplement le rapport des
réactivités.

Soient deux conformations (ou structures) I et II

- hypothése de l'encombrement stérique de 1l'espace :

k D, C r K+ D
- ._© II (47)
kII DII CII rQK + DI

Pour une réaction rapide (K grand) on peut négliger
les coefficients de diffusion dans l'expression entre paren-
théses et on retrouve un résultat connu :

= (48)

et :

= (49)

Le rapport de réactivité ne dépend que de l'accessi-
bilité des fonctions. '

- hypothése de l'encombrement limité & la sphé@re de réactivité :

k D.C. rK+D..C |
1 _P1% % 1 C11 | (50)

kit DyiCrr  TK +Dp Cg
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Pour une réaction rapide on retrouve 1l'équation

(48) , mais pour une réaction lente :
— =1 ‘ (51)

La réactivité d'un petit peptide dans ces condi-
tions ne dépend pas de l'accessibilité (I1 faut remarquer
que le fait de négliger K vis-3-vis de DC impliqué que C ne
soit pas trop petit).

Ce résultat a une influence directe sur l'interpré-
tation des expériences de cinétique de réaction des peptides :
si on trouve, pour une méme réaction, des vitesses identiques
pour des peptides différents il faut, avant de conclure 3 une
analogie de structure, vérifier les caractéristiques des pep-
tides étudiés et de la ré&action employée.

-~ hypothé&se d'un cas "général" pour les petits peptides

kr _ Pr °m %o ¥ Crm * Prrfr (52)
K11 Drr 11 Crim To ¥ Cim * D1C;

Pour une réaction rapide :

kI _ DI CI 53

k - D C__ (53)
II IT "II

Pour une réaction lente :

kI _ CIM 54
II IIM

Le rapport des réactivit&s ne dépend que de l'en-
combrement stérique moyen dans le "volume de réactivité"
(entre r, et r  + Aro).
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Les relations (47) & (54) résument les résultats
obtenus par notre modéle dans les cas rencontrés pour une
réaction chimique classique uniquement régie par la diffu-
sion de la molécule . ef l'accessibilité de la fonction.

B - Extinction de fluorescence

Si on reporte dans l'équation (12) la valeur de
k(t) obtenue dans l'équation (45) on retrouve un résultat
analogue 3 l'équation (17) soit :

r' )

k(To) =4 77N'" r'D (1 +
/DTO

(55)

Les relations (47), (50) et (52) doivent donc étre
multipliées par un facteur :

r'

vD.To :

F = - 11 (56)
r'

"Dr1Torg

avec'dans>le cas le plus général :

Quelle que soit 1l'hypothése sur l'encombrement sté-
rique les simplifications du facteur F sont les mémes :

- Pour une réaction rapide :

Yo

F = (57)
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- Pour une réaction lente :

F=1

En combinant les relations obtenues dans le cas de
la réaction chimique et les corrections dues a8 la fluorescence
on obtient l'ensemble des résultats résumés dans les tableaux
9, 10 et 11. *

Remarque :

Le fait de considérer une réaction d'extinction avec
un K trés faible est souvent un paradoxe dans la pratique. Si
la cinétique d'extinction est lente par rapport a la durée de
vie de 1'état excité elle n'a pas le temps d'@tre efficace et

le rendement quantique n'est pas modifié.

IV - EFFETS ELECTROSTATIQUES

A - Généralités

L'étude des peptides se fait généralement a des pH
voisins de leur point isoélectrique. Les fonctions amines ter-
minales et carboxyles terminales peuvent donc porter des char-
ges. L'influence de ces charges sur la diffusion des réactifs

peut &tre négligée tant que ceux-ci ne sont pas ionisés.

Si le réactif est un ion sa probabilité& de présence
au voisinage du peptide ne sera pas identique du cbté N termi-
nal et C terminal.

Les différents travaux traitant de 1'influence de
l'effet é&lectrostatique concernent généralement des recombi-
naisons d'ions, c'est-d-dire des potentiels coulombiens.

ONSAGER (T13, T14), MOZUMDER (T15, T16), MAGEE (T17)
et récemment HONG et NOOLANDI (T18) ont envisagé le cas de la
neutralisation de paires d'ions dans l'espace soumis soit &

leur propre champ soit, en plus, & un champ extérieur.
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DEBYE (T19), UMBERGER et LA MER (T4), MONTROLL
(TZO), WILEMSKI eﬁ FIXMAN (T21), HONG et NOOLANDI (T22) ont
généralisé l'équation de SMOLUCHOWSKI et l'ont appligquée a
la réaction chimique et & l'extinction de fluorescence d'ions
(1'un des ions étant le fluorophore).

Les résultats de ces travaux sont résumés ci-aprés,
dans le formalisme précédemment employé.

L'équation de SMOLUCHOWSKI avec deux ions portant
une charge Z o+ et Z - peut s'écrire pour un mécanisme &lé-

mentaire :

2

BpR(r,r',t) 3 pR(r,r',t) 2 apR(r,r',t) Zot Zg- apR(r,r',t)
56 - D 2 YT T 2 o T T (58)

€ constante diélectrique du milieu
KB: constante de BOLTZMAN
T température absolue

Si on considére une réaction chimique avec chocs inef-
ficaces on peut inclure la condition de disparition du ré&actif R
par une fonction de DIRAC multipliée par une constante de réac-
tivité K (A;ro est alors considéré comme trés petit). On obtient
finalement 1l'équation & résoudre :

apR(r,r',t) Zo+ 2

2
apR(r,r',t) -b [3 DR(r:r',t) +~3 . o BDR(r,r'at) ]
ot 8r2 r or Er2 kBT r
+ K pR(r,r',t) é(r - rb) =0 (59)

Des solutions approchées (MONTROLL (T20) ) ou exac-
tes (HONG et NOOLANDI (T18, T22) ont &té& trouvées. Elles abou-
tissent 3 une expression de la constante de vitesse qui peut

se mettre sous la forme :
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k(t) = 47D A(1 + 2 (60)
vuDt
avec :
2 + Z2_-
A= e ¢ (61)
ze+ Ze‘ D ze+ ze-
ekBT [1 + ( 5 - 1) exp(~ E——.f—;')
K ekB T ro B o)

DEBYE (T19) a, d'autre part, calculé 1'influence
d'un potentiel quelconque sur la fréquence de collision en-
tre deux particules. Il a montré que cette fréquence pouvait

s'exprimer en l'absence de potentiel par :

= 1 1,22 B
v= g (2+ » + 3 ) 35 0 (62)
1
avec :
dl et d2 : diamétres des particules considérées
comme sphériques
n : viscosité du milieu

n : nombre de moles par ml.

S'il existe une énergie potentielle U dépendant de
la distance r entre les centres des particules la fréquence

devient :

1 1 1
‘z“a'l'““d—z’ 8 kyT
Vv o= . n (63)
J/f U/kBT dr 3
e A—
r2
d1+d2

HONG et NOOLANDI (T22) ont retrouvé un résultat
analogue en résolvant l'équation (59) pour un potentiel gé-
néralisé mais seulement dans les conditions d'état station-

naire envisagées par DEBYE.
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Ils n'ont pu résoudre exactement 1l'équation dans
le domaine des temps courts mais, utilisant la méthode des
"perturbations accordées" (matched perturbation) (T23) ils
ont obtenu de nouveau l'équation (60) avec :

U(ro)
k.T o) gm. '
-1 D e B kBT dr
A = + e - (64)
2 2
Kr r h
fe) o)

ol U(r) représente la fonction énergie potentielle.

Ce résultat n'est valable que si U(r) décroit

~ . . . 1
(vers zéro) au moins aussi rapidement que T quand r + o,

On peut remarquer qu'il existe toujours une deuxiéme
condition implicite : la symétrie du potentiel est centrée sur
1'ion.

Les relations de HONG et NOOLANDI représentent une
généralisation de 1'étude de DEBYE. Les auteurs ont &tendu
l'application 3 l'extinction de fluorescence. Dans ce cas la

constante de vitesse de la réaction bimolé&culaire s'8crit
| (pour une extinction 3@ 1'état stationnaire)

A
vD ’L‘O

k(t) = 47AD (1 +

) (65)
A &tant toujours défini par la relation (64)

B - Application_ aux peptides

La résolution des é&quations de SMOLUCHOWSKI dans
le cas oll i1 existe un potentiel ayant une symétrie sphéri-
que est, comme nous l'avons vu, complexe. Si on supprime
cette symétrie la difficulté s'accroit et le calcul rigou-
reux n'a, a notré‘connaissancé, jamais &té réalisé.

Or, l'énergie potentielle résultant de l'effet
8lectrostatique des 2 charges terminales d'un peptide doit
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8tre représentée dans le systéme de référence centré sur
la fonction réactive pour pouvoir utiliser 1'équation de
SMOLUCHOWSKI avec la pseudo symétrie de la fonction den-
sité. Dans ce systéme le potentiel résultant n'a pas de

symétrie sphérique. Nous avons donc cherché 3 &tablir un
modéle en utilisant une solution approchée.

Le potentiel créé par l'ensemble des deux char-
ges terminales du peptide est équivalent 3 un potentiel
créé par un dipdle, c'est-a-dire qu'il décroit plus vite

que % quand r tend vers 1l'infini.

Une des cnnditions de l'application des relations
de HONG et NOOLANDI est vérifiée.

La seconde condition est la symétrie du potentiel,
Le probléme est donc de savoir si on peut utiliser une pseudo
symétrie sphérique pour le potentiel comme on 1l'a fait pour
la fonction densité.

L'expression (64) se divise en 2 parties. La pre-
midre dépend du potentiel sur la sphére de réactivité :
c'est la contribution du potentiel 3 la probabilité de pré-
sence du réactif en r, que 1l'on pourrait appeler contribution
statique. Elle représente 1~ tendance, due au potentiel, a
"retenir" un temps plus ou moins long ou 3 "repousser" le

réactif qui arriverait 3 une distance r_. On peut remarquer

que ce terme s'annule quand K » = puisgue la réaction est
immédiate. Quand on observe un grand nombre d4d'é&vénements le
potentiel moyen auquel est soumis un ion arrivant sur la
sphére de réactivitg peut s'écrire :

- iz=1Ui o)

U(ro) =

n

Le modéle que nous proposons consiste a considé-
rer que l'on peut remplacer dans l'expression (64) U(ro)

par U(ro).
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La deuxiéme partie de cette &quation est la
contribution dynamique du potentiel. C'est la tendance a
favoriser ou défavoriser l'arrivée d'ions sur la sphére
de réactivité. On peut, d'une maniére analogue & la con-
tribution statique, considérer que U(r) peut &tre remplacé
par U(r) : n
oy 1t

U(r) = -

Mais il faut ajouter une condition supplémentaire
gui était implicite pour un potentiel coulombien : la mono-
tonie de la fonction U(r).

Supposons que U(r) ne soit pas monotone et qu'il
existe entre r, et 1'infini une barriére ou un puits de po-
tentiel. Dans le premier cas l'expression de 1l'intégrale
sera (par exemple) augmentée, dans le deuxiéme cas, elle
sera diminuée. Mathématiquement on obtiendra deux résultats
inverses. Physiquement le résultat sera pourtant le méme.
La barriére de potentiel empéchera une fraction du réactif
d'atteindre la sphére de réactivité et le puits de potentiel
retiendra une fraction de ce méme réactif qui n'atteindra
pas non plus la sphére de réactivité. Cette contradiction
entre les résultats mathématiques et physiques montre qu'il
est indispensable d'avoir une fonction monotone, ce qui est
facilement vérifiable.

Si on admet l'utilisation de potentiels moyens on
doit reprendre les calculs de HONG et NOOLANDI pour y in-
troduire la notion d'accessibilité et on obtient :

A

k(t) = 47D A(1 + —)C (67)
/#DE
avec : _ _
e or
B = Kp
A"l -DCe + [ e ar  (e8)
K C, r2 r?
M o r
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Dans le cas de l'extinction de fluorescence :

A
VDT
o

k(To) = 4 7DA (1 + ) C (69)

A &tant toujours défini par l'équation (68).

Exprimons les rapports de réactivité pour deux en-
vironnements de la fonction réactive I et II :

Réaction chimique :

kI _ DI CI AI {l + AI / MrDIt ] (70)
Ky Dpp Cpp Bpp L1 + App 7 /D E
Pour des temps suffisamment longs :
kI DI CI AI
Kyr D,  C._ A (71)
1T II IT "I
L
- si la réaction est rapide :
U(r)
o ,
k_t
2™t =/ &£ ¢ B (72)
r

- si la réaction est lente l'expression (71) se
simplifie :

U ()
k.t
Kkt _Smr e B (73)
ki1 Cuizx 0y (rg)
kBT
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Extinction de fluorescence :

kI ) YDI cI AI [ 1+ AI /»/DI TOI_ ] 70)
kpr Dy Cpp Bpz L 1+ Bpp /P17 Torg

- si la réaction est rapide on retrouve la condition (72)
- si la réaction est lente on retrouve la relation (73)

C - Modéle pour le calcul du potentiel moyen pour un peptide

. Considérons un peptide dont les extrémités (amine et
carboxyle) terminales sont chargées. Pour calculer le potentiel
moyen créé par ces charges & une distance r on considérera un
certain nombre de points situés 3 cette distance.

Avant de calculer en chaque point le potentiel résul-
tant il convient de connaitre si, en ce point, peut se trouver
le centre d'un ion réactif (s'il n'y a pas encombrement stéri-
que). On utilisera pour cela la matrice accessibilité définie
dans un chapitre précédent.

On peut remarquer que la notion de trajectoire liné&-
aire n'a plus de sens guand les extrémités du peptide sont char-
gées et qu'il convient de parler de probabilité de présence.

Hypothése de l'occupation continue de 1l'espace

L'accessibilité d'une sphére ne varie pas en fonc-
'tion de r. Les régions de l'espace non encombrées stériquément
correspondent & l'ensemble des points situés sur les trajec-
toires linéaires utilisées pour les réactifs non chargés. Les
ions centrés en ces points peuvent tous atteindre la sphére

de réactivité puisqu'ils ne sont arrété&s par aucun obstacle,
la déviation de leurs trajédtoirés pouvant, tout au plus, les
faire "rebondir".
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Dans ces conditions, quel que soit r, le calcul
des potentiels résultant se fera pour tous les points situés
sur les trajectoires permises déterminées lors de 1l'évalua-
tion de 1l'accessibilité.

Hypothése de 1'encombrement stérique limité 3 la sphére de
réactivité.

+ Le calcul en r, se fait pour les points situés sur
‘les trajectoires permises. Mais pour r > r, le calcul se fait
pour l'ensemble des Erajectoires.

Cas général

Pour calculer une accessibilité moyenne il est né-
cessaire de calculer un ensemble d'accessibilités. Pour cha-
cune de ces accessibilités il faut &tablir une matrice qui
servira €galement au balayage de l'espace pour 1l'établissement
d'un potentiel moyen. |

Considérons un point i & une distance r ol la pro-
babilité de présence d'un ion réactif n'est pas nulle. Ce
point ne sera soumis au potentiel cr&é par une charge que si

aucun atome du peptide ne fait écran entrela charge et lui.

Si le point i est situé sur une direction Xi’ Yi de
la matrice accessibilité :

»
I

r cos Yi P sin Xi P .

y; = r sin Yi p s:.n.Xi p

N
I

r cos Xi P.

Soient Xor Yo et Zan les coordonnées de la charge
et Xp, yA,VzA les coordonnées d'un atome du peptide.

i — H c  L'atome A ne fera pas é&cran si

AH (segment reliant 1l'atome 3
sa projection sur la droite joi-

gnant i 8 C) est supérieur au
rayon de VAN DER WAALS de l'atome A.
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Connaissant les coordonnées de i, C et A on peut calculer :
iA, AC, iC et on sait que : |

2Yu (u-AC) (u-iA) (u-iC)

AH = iC

avec : :
_ iA + AC + iC
= 2

, Si AH est inférieur au rayon de VAN DER WAALS de A,
cet atome ne fera pas écran si H est &8 l'extérieur du segment
iC soit :

iH > iC avec iH = iA2 - AH2
ou

Ac? - ap?

CH > iC avedr CH

Supposons que le point i soit soumis au potentiel
créé par C :
q; a'
Ug = i S v (75)
4meiC
On connaft qy et la distance 1C. e est la constante
diélectrique du milieu.

Les réactions avec les ions se font généralement

dans l'eau dont la constante diélectrique est &gale a €g * Ep°

€ * constante diélectrique du vide

€p 3 terme correctif

Au voisinage d'un ion il est bien connu que le terme
ér varie trés fortement. La théorie permettant un calcul ri-
goureux n'est pas, 3 notre connaissance, parfaitement é&tablie.
On connait, approximativement, la variation de €, en fonction
de la distance d & cet ion (T24); sa valeur devient constante

dés que d est supérieur 3 6 & ou inférieur 3 2 R.

Dans notre cas on peut frégquemment rencontrer des
points & des distances de l'ordre de 2 & 6 K_d'une charge.




- 126 -

Il est donc indispensable de tenir compte de la variation

de €_.
r

Pour cela nous avons utilisé la m&thode des poly-
ndmes de TCHEVYCHEFF. '

Soit la fonction sr(d) définie numériquement par
l'ensemble des valeurs €. a une distance d. Le principe de
la méthode est de limiter la représentation 3 la combinai-
son linéaire de n+l fonctions d'une base choisie a priori :

er(d) = aouo(d) + alul(d) +eoee + anun(d) | (76)

ol ui(d) sont les fonctions de la base et aj des coefficients
qu'il faut déterminer.

Afin d'éviter les erreurs de troncature dues aux
procédés de calcul on utilise généralement les bases "stables"
des polynémes de TCHEBYCHEFF.

T (V) = 2y T (y) - T, (¥)

|
[

avec T et T, (y) =y

sur l'intervalle - 1 < Tk (y) <1

La nécessité de n'utiliser les poiynémes de
TCHEBYCHEFF que sur l'intervalle - 1,+ 1 nous oblige 3 un
changement de variable préalable

2d - dmin

y = -
dmax dmin

- d
max -

d appartenant 3 l'intervalle dm. sur lequel est re-~

in’ dmax
cherchée: 1'approximation.

On peut voir d'aprés (76) que pour n valeurs de d
le probléme revient d résoudre un systémeAd'équations liné-

aires du type :
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FIG 13’: VARIATION DE €r EN FONCTION DE LA DISTANCE
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[v] [a] | (77)

matrice carrée des valeurs de u(d)

[e]
[v]
[A]
[e]

matrice colonne des coefficients recherchés

matrice colonne des valeurs de sr.

La résolution de 1l'équation (77) se fait en mul-
tipliant les 2 membres par la matrice inverse de [V].

VI el = V17T V1Al =[]

La programmation de cette méthode, classique #n
analyse numérique, est simple et nous avons trouvé pour
e entre 1,85 et 3,75 R un polyndme de TCHEBYCHEFF d'or-
dre 5 avec les coefficients :

a, = 35,

1 = 57,

a, az = - 20, a, = -1, ag = 4
Entre 3,75 et 6 2 1z variation de €p peut étre re-

présentée par la fonction

er(d) = 71,69 + 3,027 (4 - 3,75)

Pour d > 6 R e. = 78,5

Pour 4 < 1,85 R €. = 5,5
L'ensemble des résultats est résumé dans la fi-
gure 13'.La courbe représente une approximation des valeurs

de € suffisante pour notre calcul.

Dés lors connaissant toutes'les valeurs de 1l'équa-
tion (75) on peut calculer les potentiels moyens & diffé-
rentes valeurs de r. U(r)

k. T

B

On en dédult e . Quand il est nécéSsairé‘dé

calculer 1'intégrale :
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on utilise uné méthode d'intégration tabulée :

comme la fonction 3 intégrer tend rapidement vers 0 quand

r croit, on fixe une limite r' ol elle est considérée comme
nulle. Les valeurs entre rs et r' sont tabulées et on appli-
que la méthode d'intégration numérique a 5 points :

I= %% [7f(r) + 32f(r+h) + 12£f(r+2h) + 32 f(r+3h) + 7f(r+4hi]

h : intervalle entre 2 valeurs de r (cet intervalle
doit étre régulier)

f(x): valeur de la fonction au point x

La valeur de 1l'intégrale I est la somme des V entre

Le test de la monotonie de la fonction se fait en
comparant ses valeurs point & point.

A partir de toutes ces données les différentes &qua-
tions établies peuvent étre appliquées.

V - CONCLUSION

A partir de la thé&orie de la diffusion nous avons
établi un certain nombre de relations pérméttant de relier
la réactivité d'une fonction 3 la variation de conformation"
du peptide qui la porte, par l'intermé&diaire de l'accessibi-
lité et du coefficient de diffusion. ‘

Ces relations, regroupées dans les tableaux 9, 10,
11, 12 tendent & montrer que l'influence de la conformation
sur la réactivité& d'un peptide n'est pas la méme pour une
réaction rapide et pour une réaction lente, pour un peptilde
de petite dimension ét pour un péptide'de grande dimension.
Il convient donc, avant d'interpréter des résultats de réac-
tivite, d'éxaminer 1la naturé du peptidé et les conditions ex-
périmentales.
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TABLEAU 9

_ Expression pour
kI/kII Expression générale des temps de mesure
L suffisamment longs
Ty
réaction DICI(l + )
/nDIt DICI
chimique ro DIICII
DIICII(l + —=) .
vmD__t
1T
Yo
extinction c.(1 + ——)
/DIT
o1
de T
o)
DIICII(I + )
fluorescence Y DIITOII
D : coefficient de diffusion du peptide
C : accessibilité de la fonction
r,: rayon de la sphére de réactivité
Tot durée de vie du fluorophore en 1'absence d'extincteur

Rapport des constantes de vitesse de la réaction d'une

fonction dans deux structures peptidiques I et II

Cas de réactions avec chocs bimoléeculaires

o

4

-

totalement efficaces
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expression pour des tempe | Réaction|Ré&action
kI/kII Expression générale de mesure suffisamment rapide lente
longs s
thase a ‘ £
ypothese de DLCp(r K + Dgg) (1 + 5 o )
'encombrement I
(1 + =—)/7D_t
ontinu de K o 1 DICI(roK+DII) DICI CI
r D..C..(r K+D.) D..C C
'espace DI C..(r.K +D,.) (1 + o ) II"II' o I II7II II
I'ITI'o I DII
b *-R‘E;""Drxt
T +
ypothése de DLC, (E K + D Co) (1 + . )
'encombrement ° I'Ly /o e
’ (1 + g57)/m;¢ D.C.(r_K+D._C..) D.C
térique limits& o I'I "o II"IX I'I 1
la sphare de r, DyryCry (¥oR+D;Cy) PrCrx
Do.C.(x K + D,C.) (1 + )
IITII "o II D..C
gactivité (1 + 1T II)/FB'_E
Kr, II
— T
as général DICICm(rOK Cm-toncn) a1+ 5 )
I°I
de (1+ ) YTD_t
+encomb . RECpy 1 PrCCom (Fo®Crrm*PrrCir! | PiC: S
encomoremen T D..C..C.. (r 7c.+D_C.) |D..C €
cérique D..C ( +D.CHQ + ) y II"II"IIM "o "IM "I II71X IM
q 1111 o 1 D1rC1s
' ¥ gre)/m Dyt
: i o IIM
as d'un peptide To
s volume come | LI CroRIC) D Cryt *’( 70,5, ).’
) 14 AD_t '
arable 3 celui xro HCI) 1 DICI(1+C£(:‘°K(1§CII)+Z)IICII) DICI l.'i-CI
o la sphare de Ty | PraCr (e (R K (HC)+DiCp | DyCey 1+Cry
D Ic (1+cII)(r K(1+CI)+2D C}(1+
II7IX =) I 2D_.C
gactivité [ 2. # 4 ) /@
Kro(l@

é:ﬂ

constante &quivalente 3 une constante de vitesse (déterminable expérimentalement)
accessibilité moyenne au voisinage de la sph2re de réactivité

TABLEAU 10

Rapport des constantes de vitesse, cas d'une réaction chimique

avec possibilité de choes non efficaces du point de vue énergétique.
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x./k \ Expression g&nérale Ré&action rapide Réact
I’ 71T lent
hypothése de r,
1'encombrement DICI(rox * DII) (a+ Dy ) r,
continu de O+ % o) P1Tor o B 751101) <
1l'espace r Cn
o)
DIICII(roK + DI)(1,+ - DII ) DIICII(I + - )
a1+ xro) Driforz I en
X
hypothase de D,C.(r K + D,.Cor) (L + o )
1'encombrement "I -1z DICI )
G+ b /ey oy 1+ )
stérique limité o 1701 1
r r
4 la sphére de DyoCyp (X K + DLCo) (1 + 2 ) DyeCpr(l + )
réactivité (1 + }](:;l'.: Il)m 'BII TOII
]
r
[»] .
Cas général P1CrCm (oK Py 4+ 5,C; ) D.C. (1 4 —0my
: (1 + g=2l) /BT ‘1
1l'encombrement ro r, %J
stérique PrrCrrCrom(TokCm*PyCy) (1 + D77 ) DrpCrrld + —)
(1 + g===x )/5}}?5£} II ‘orr
o "IIM
] r
Cas d'un peptide DLC7 (14€) (r K(1+C 1) 42D, Co ) (1 + T )
de volume com- (1 + I'I VDT DICI {1+ )
rable 3 celui Kr (1+Cp)""ror ) o 1+
de la sphére de To o 1+
reactivits DIICII(1+CII)(rOK(1+CI)+2DICI)(1 + ZDIICII Drfaz(l + - = )
(1 + VB Tons II °r1

T rise—7) T
Kl-’o (1+CII) I1 01X

Rapport des constantes de vitesse, cas d'une réaction d'extinction

Ty ¢ durée de vie du fluorophore en l'absence d'extincteur

TABLEAU 11

de fluorescence avec possibilité de chocs non efficaces

du point de vue énergétique
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R8action chimique .
expression générale

Réaétion chimique-
expression pour des temps de
mesure suffisamment longs

Réaction d'extinction
de fluorescence

A.

A
1 ; 1
D.C (1 + ) D.C {1 b ememn)
I IAI /?BEE DICIAI I IAI /5;;;;
ke / koo [
oo D,.C 1+ e 3 DrrCrrPrz D..C . - S
II IIAII JiD—% II IIAII =
II 11911
A'1 expression générale - r8action rapide réaction lente
hypothase de T(xy) G(r) G(r) G(r,)
1'encombrement k.T kT © kT k,T
continu de D—----i—-e : +f e ® dr e > ar Del®
K r r r K r
1'espace o r o -]
o To
hypothase de G(z) G(r ) G(r) d(r,)
o - - [-)
l'encombrement k.T k. T kT kKoT
stérique limité ce 2, 2——35-—- ar 3—3—3- ar be 9-53—-
1 K 2 r r K r
i la sphare de s . . -]
réactivité ° °
Cas gé&néral U(ro) . U(r ) . U(r ) U(ro)
de DC e kBT . e kBT d ekBT dr DC ekBT
1'encombrement R CM ri x:i r ri KCM "
o , o
sgérique £, T
Cas d'un peptide Gt T(r) G(xr) d(r)
0 - . o
de volume com- EBT kBT kBT EBT :
: 2DC e . e e 2DC .o
a .
Parﬂblﬁ celui m—- +f —;T— dr f "—';T— dr 5 -—-;-:-——
de la sphare de o . r o
réactivité ° °

Rapport

: constante de BOLTZMANN
: température absolue

TABLEAU 12

des constantes de vitesse pour des réacttions

entre un ion et un peptide chargé.

U(r) : valeur moyenne de 1'Snergie potentielle 3 la distance r
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Remarques
Q
- Dans certains cas la fonction == = £(E) n'est

Q
pas une droite (T25, T26).
L'équation de STERN VOLMER doit é&tre modifiée et
s'écrit :

Q
o _ V[E]
g = (1 + Kgy[E] Ye (78)

ol V est la constante statique d'extinction.

Dans les exemples pratiques que nous avons éu a
traiter, nous n'avons pas observé ce phé&nom@ne et nous
n'avons pas cherché l'influence de l'accessibilité& dans un
tel cas.

- Les résultats présentés dans les tableaux ne
sont pas exhaustifs. Dans tous les cas les hypothésesfd'en-
combrement sont identiques pour les environnements I et II
du rapport. Si on veut comparer la réactivité de compdsés
de dimension trés différente, il suffit de se reporter aux
paragraphes correspondants et de calculer le nouveau fappgrt.




TROISIEME PARTIE

APPLICATION DES MODELES
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'Dans la deuxidme partie un certain nombre de mo-
déles théoriques ont &té élaborés. Afin d'illustrer leur
éventuel intéré&t deux exemples d'application sont‘l'objet

de cette troisiéme partie.

La pfemiére application consiste 3 é&valuer la ré-
activité poEentielle de deux conformations stables de la

Met-Enkephaline, déterminées par le calcul.

La seconde application est 1l'utilisation des mo-
déles pour 1la détermination de la conformation des petits
peptides a partir des résultats expérimentaux d'extinction

de fluorescence.
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CHAPITRE I

APPLICATION DES MODELES A L'EVALUATION DE

LA REACTIVITE DE LA MET-ENKEPHALINE

La Met-Enkephaline (fig. 14) est un peptide endo-
géne que l'on trouve dans le cerveau des mammiféres. Il pré-
sente la particularité d'avoir un effet physiologique ana-
logue & celui de la morphine.

Cet intérét biologique important explique qu'un
certain nombre de travaux physico-chimiques aient &té réa-
1iéés, notamment par Résonance Magnétigque Nucléaire, pour
étudier sa conformation.

Parallélement des modéles conformationnels obte-
nus par le calcul théorique (M1-M6) ont &té& proposés ain-
si que des comparaisons de structure et de forme avec la mo-
lécule de morphine (M7 - M9). ‘

Mais, 3 notre connaissance, peu de travaux théori-
ques ont eu pour objet direct d'évaluer 1l'influence de la
conformation sur une réactivité &ventuelle de la molécule.

I - PRINCIPE DU CALCUL

PREMILAT et MAIGRET (M6) ont trouvé par le calcul
deux conformations trés différentes de la Met-Enkephaline
correspondant & des minima d'énergie. L'une d'entre elles
est une forme étendue, l'autre est une forme repliée’ou
"coude” (Tableau 13). Nous avons cherché 3 évaluer la réac-
tivité de ces deux formes. |

La comparaison des réactivités n'a de sens dque
si 1'on connait le type de réaction ét les fonctions impli-
quées. Afin d'obtenir les résultats les plus généraux pos-
sibles nous avons admis les hypothéses suivantes.
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7 7 7 7 s
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; : Conformation Conformation
Résidu "coude" "&étendue"

o - 159,9 - 59,7

Xl - 120 - 120
Tyr X, - 120 120

' 0 - 120.

X3 .

¥ 140,9 IZQ)8’

) 120,8 - 79,7
Gly ‘

v - 59,7 100,7

) - 119,8 60,6
Gly

¥ - 79,17 180

¢ - 119,8 - 159,9

X, - 120 - 120
Phe Xé 120 - 90

v 140,9 120,8

) 80,6 - 159,9
Met v 40,6 140,9

TABLEAU 13

Angles diédraux de deux conformations gtables

de la Met enkephaline

" 2
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Dans notre calcul la Met-enkephaline est supposée
réagir ou interagir soit par les fonctions phénol (de la
tyrosine), benzéne (de la phényl alanine) et sulfure (de la
méthionine) car nous avions constaté que les autres fonc-
tions (carbonyles) étaient trés peu accessibles, les acides

aminés possédant de longues chaines latérales.

L'autre réactif est représenté& par une sphére
dont le rayon est variable. Quand celui-ci est extré@&mement
grand on peut considérer que le peptide "réagit" avec une
fonction portée par un plan ou avec un interface plan.
L'influence de la taille du réactif peut, ainsi, étre étu-
dige. |

Le calcul a été effectué sur le calculateur
Hewlett-Packard 9825 A. Les coordonnées des différents ato-
mes ont &té déterminés par l'algorithme décrit dans le
chapitre II de la premidre partie. L'accessibilité des fonc-
tions a 8té calculée par le modéle décrit au chapitre I de
la deuxid@me partie. Le coefficient de diffusion est &valué
4 partir d'un ellipsoide dont les axes sont mesurés gra-
phiquement (chapitre II, deuxiéme partie). Enfin, le rap-
port des réactivités a été calculé& dans 1l'hypothése des
trajectoires linéaires pour une réaction avec chocs tota-
lement efficaces :

Remarque :

Contrairement aux autres acides aminés la chaine
latérale de la méthionine a été& considérée comme une sphére
de rayon r = 2,32 R (M9). .



- 143 -

II - RESULTATS

A -~ Accessibilité des fonctions

Lorsqu'on utilise le modéle de calcul de 1'acces-
sibilité on doit choisir, arbitrairement un certain nombre
de trajectoires. Si ce nombre est trop faible, de grandes
parties de 1l'espace sont ignorées, et le résultat obtenu
peut &tre non significatif. Si on choisit un nombre trop
grand le temps de calcul sera augmenté sans améliorer la pré&-
~cision. | h

Le tableau 14 montre les résultats de 1‘accessibili-
té pour 182, 762 et 1742 trajectoires. On peut constater que
les valeurs obtenues sont du méme ordre de grandeur et le nom-
‘bre de 762 trajectoires a &té retenu pour la suite des cal-
culs. '

Le tableau 15 réunit les résultats de l'accessibi-
lité en fonction de la conformation pour différents rayons
de VAN DER WAALS du réactif.

‘Pour les trois ré&sidus on constate que 1l'accessi-
bilité diminue quand le rayon du réactif augmente mais ne
varie pratiquement plus quand ce rayon est‘supérieur a6 R.
On remarque &galement que 1l'accessibilité des fonctions la-
térales de la Tyrosine et de la Phénylalanine dépend de la
conformation_tandis que l'accessibilité de la fonction laté&-
rale de la Met-enkephaline n'en dépend pratiquement pas.

; C'est la fonction benzéne de la Phénylalanine qui
présente la plus grande variation d'accessibilité en fonction
de la conformation et des dimensions du réactif : 1l'accessi-
bilité est dix fois plus grande dans la forme repliée‘que _
dans la forme étendue quand le rayon du réactif est supérieur
ou égal & 6 R. La fonction phénol de la Tyrosine est également
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Influence du nombre de trajectoires sur

chaine famxlde
latérale | Van der Waals Conformation "coude"|Conformation "étendue"
du résidu| du réactif 182 | 762 | 1742 | 182 | 762 | 1742
R) traj. | traj.| traj. |traj. | traj.| traj.
0 0,851 | 0,852 0,860 | 0,776 | 0,764} 0,768
Tyr 1,4 0,734 { 0,734| 0,731 | 0,487 | 0,493 | 0,493
>>10 0,201 | 0,201 0,199 | 0,063 | 0,056 0,061
0 0,86 |0,867| 0,871 |0,718| 0,736| 0,741
Phe 1,4 0,717 | 0,721{ 0,724 | 0,533 | 0,518 0,519
>>10 0,208 | 0,209| 0,204 | 0,082 | 0,021 | 0,018
0 0,758 | 0,771| 0,770 | 0,747 | 0,775 | 0,765
Met 1,4 0,411 | 0,416 0,415 | 0,405| 0,391 | 0,388
>>10 0,116 | 0,121{ 0,124 | 0,133} 0,131 | 0,130
TABLEAU 14

le caleul des accessibilités dans le Met-enkephaline
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ﬁi:g;ie rayon de | conformation| conformation r==cbmrb
. . ” ” " "
du résidu Van der Waals coude éuifMe : Céteﬂdtue
0 0,852 0,764 1,12
1,4 0,734 0,493 1,49
'3 0,384 0,105 2,66
Tyr ‘ :
6 0,237 0,068 3,49
10 0,204 0,056 3,64
>>10 0,201 0,056 3,59
0 0,867 0,736 1,18
1,4 0,721 0,518 1,39
3 0,437 0,199 2,2
Phe ‘ ’
6 0,218 0,022 9,9
10 0,215 0,021 10,24
>>10 0,209 0,021 9,95
0 0,771 0,775 0,99
1,4 0,416 0,391 1,06
Met 3 0,223 0,230 0,97
6 0,128 0,138 0,93
10 0,121 0,131 0,92
>>10 0,121 0,131 0,92
TABLEAU 15

Influence de la conformatzon et du rayon de Van der Waals

du réactif sur les accessibilités dans la Met- enkephalzne

*}b""\

\LL

)
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plus accessible dans la conformation repliée que dans la
conformation &tendue, mais le rapport des accessibilités ne
dépasse pas 3,6. Pour le résidu Méthionine le rapport des
accessibilités est pratiquement constant et gal a 1 : il
n'y a aucune différence notable entre les 2 conformations.

3 - Influence des angles X

La conformation de la tyrosine et de la phénylala-
nine est définie par des angles ¢ et ¥ qui correspondent &
la chaine principale du peptide mais, aussi, par des angles
qui correspondent 3 l'orientation de la chaine latérale.

Il existe une relation entre les angles ¢ et Y
et les valeurs permises des angles X, mais il &tait intéres-
sant de connaitre si la variation de ces angles était plus
importante que la variation de la forme méme de la chaine
principale du peptide.

L'angle susceptible d'entrainer les plus grandes
variations d'accessibilité est l'angle Xq - Nous avons fait
varier systématiquement cet angle pour les deux résidus en
maintenant constants les autres angles. Le tableau 16 montre
- que la variation des angles XlAmodifie la valeur des accessi-
bilités. Mais, dans tous les cas, l'accessibilité pour la
conformation "coude" est supérieure a celle pour la conforma-
tion "étendue". Dans le cas envisagé c'est bien la forme de
la chaine principale qui est déterminante pour l'accessibilité

des fonctions des résidus Tyrosine et Phénylalanine.

B - Réactivité des fonctions

Le tableau 17 montre que le rapport des constantes
de vitesse de ré&éaction calculées est pratiquement identique .
au rapport des accessibilités des fonctions (tableau 15). Le
coefficient de diffusion du peptide, qui intervient &galement
dans le calcul des constantes de vitesse, a donc peu d'in-
fluence sur la réactivité de deux cohformations, pourtant ex-
trémes, de la Met-enkephaline.
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Influence des angles X

1

dans la Met enkephaline

Angles Conformation|Conformation |Conformation
llmlﬂe 1] "étendIB 1] llwlm [ 1]
X, Tyr | X, Phe Tyr Ty Phe-
- 120 | - 120 0,201 0,056 0,209
- 120 0 0,208 0,115 0,175 0,077
-120] 120 0,208 0,1 0,159 0,105
0} - 120 0,226 0,152 0,218 0
120 | - 120 0,228 0 0,218 0,05
TABLEAU 16

sur les accessibilités

Influence de la conformation

sur les constantes de vitesse

Rayon de Van der Waals
du réactif
l1,42 38| 6& |10& |>>10
k "coude" / k "Etendue" ‘
pour
Tyr 1,7 2,6 3,4 3,1
Phe 1,6 2,2 9,6 8,8
Met 1,2 | 1 0,9 0,8
TABLEAU 17
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III - CONCLUSIONS

L'application de notre modéle montre qu'il peut
exister une grande différence de réactivité entre la Met-
enkephaline dans la conformation "coude" et la méme molécule

dans la conformation "étendue™

Le facteur déterminant de la réactivité, si la réac-
tion est gouvernée par la diffusion des molécules, est l'ac-
cessibilité des fonctions. L'accessibilité des fonctions des
chaines latérales de la Tyrosine et de la Phénylalanine est
beaucoup plus grande dans la forme "coude" que dans le forme

"8tendue". Si une réaction met en jeu l'une de ces deux_ fonec-
tions la forme la plus active sera la forme coude. Si elle

met en jeu les deux fonctions & la fois (réaction du type
biochimique) 1l'activité de la forme "&tendue" sera prati-
quement négligeable par rapport & l'activité de la forme
"eoude". Par contre, une réaction sur la fonction de la
chafne latérale de la Méthionine est insensible a laAconfor-
mation du peptide, probablement du fait de la position ter-
minale de la Mé&thionine.

On peut voir, d'aprés cet exemple, plusieurs appli-
cations possibles du modéle. '

Il peut servir & choisir, parmi un ensemblé de confor-
mations probables, celles qui seront les plus activés pour une
réaction donnée. Inversecment, il peut &ventuellement permettre
de prévoir le type de fonction impliqué&e dans uné réaction de
mécanisme inconnu si on peut déterminer les conformations actives.

I1 peut également servir a introduire un nouveau
critére pour la comparaison des molécules naturelles et de
leurs analogues de synthése. En plus de la forme de la molé-
cule et de ses dimensions, il permet de comparer 1l'accessibi-
1lité des fonctions des analogues et, peut-étre, d'affiner les
critéres gouvernant le choix des composés a synthétiser.

Mais dans tous les cas la collaboration de 1'expé-
rimentateur qui connait le systéme &tudié est indispensable
pour appliquer correctement le modéle.
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CHAPITRE II

APPLICATION DES MODELES A LA DETERMINATION

DE LA CONFORMATION DES PEPTIDES EN SOLUTION

Dans le paragraphe précé&dent les modéles ont servi
d déterminer une réactivité connaissant la conformation d'un
'peptide. Il s'agit, maintenant, d'inverser le probléme, c'est-
d-dire d'essayer d'obtenir des informations sur la conforma-
tion d'un peptide en connaissant sa réactivité.

Malheureusement, si 3 une conformation correspond
une réactivité, 3 une réactivité mesurée peuvent correspondre
plusieurs conformations. Il est donc impossible, 3 partir de
la réactivité de déduire une conformation pré&cise. Mais, si
un ensemble de conformations présente une réactivité théori-
que trés différente d'un autre ensemble, on peﬁt espérer con-
nalitre l'ensemble augquel appartient la conformation du peptide
étudié.

Dans le cas des peptides que nous avons synthé&tisés
(Tyr - Pro - Gly - Gly ; Gly - Pro - Tyr - Gly ; Gly - Pro -
Gly - Tyr) deux types de conformations sont possibles : "coude"
ou "&tendue". Nous avons donc essayé d'évaluer théoriquement
la réactivité des peptides dans ces deux types de conformations,
pour des ré&actions particuliéres, puls nous avons comparé les
résultats théoriques 3 des mesures expérimentales.

Pour pouvoir tirer des conclusions des études de ré&ac-
tivité& il convient, tout d'abord, de bien choisir les réactions
d étudier. Ces réactions doivent &tre les plus simples possibles
et l'étape limitante doit &tre, impérativement, un choc bimolé-
culaire. De plus, les conditions expérimentales ne doivent pas
perturber la conformation des peptides. Enfin, plus le nombre de
paramétres, influant sur la réaction et dépendaﬁt de la confor-
mation, est grand, plus les différences de réactivité risquent
d'étre importantes. De ce fait les réactions avec les molécules
chargées sont particuliérement intéressantes.
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L'extinction de la fluorescence de la tyrosine
par des .ions répond & tous ces critéres. Elle est, généra-
lement, réalisée dans l'eau, ce qui favorisera la comparai-
son avec les études de rendement quantique précédemment réa-
lisées. Elle nécessite la mesure de la durée de vie moyenne
de fluorescence, qui peut apporter des informations supplé-
mentaires sur la conformation, et elle permet 1l'emploi de
réactifs (Cs+, I ) assimilables & une sphére, suivant les

hypothéses de nos modéles.

L'extinction de fluorescence de la tyrosine dans
les protéines peut étre réalisée par des ions positifs (Cs+)
ou négatifs (I , NOE, No;) provenant de la dissociation de
sels neutres dans l'eau. Afin de comparer les effets du po-
tentiel électrostatique créé par les peptides sous sa forme
zwitterionique sur des charges positives et négatives nous
avons choisi d'étudier l'extinction par les ions I et Cs+.

Contrairement au chapitre précé&dent, pour comparer
les résultats théoriques et expérimentaux il ne suffit plus
de savoir laquelle des deux conformations est la plus réac-
tive, mais il faut exprimer les constantes de vitesse par
rapport 38 une référence. L'acide aminé& Tyrosine est une ré-
férence de choix. Sa taille est petite et le calcul des para-
métres est rapide. Il ne pose pas de probléme de conformation
et les mesures d'extinction de fluorescence sont réalisées
dans des conditions identiques pour cet acide aminé et les

- peptides é&tudiés.

1 - APPLICATION DES MODELES THEORIQUES

A - Principes

Les quatre paramétres qui, selon les modéles réali-
sés, peuvent déterminer la vitesse de ré&action théorique sont :
l'accessibilité de la tyrosine, le coefficient de diffusion
relatif du peptide et du réactif, le potentiel moyen cré&é& par
les charges portées par le peptide et la durée de vie de fluo-
rescence de la tyrosine en 1l'absence d'extincteur.
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Les trois premiers paramétres ont &té& calculés
par les modéles correspondants, dans les deux ensembles de
conformation "&tendue" et "éoude". Comme pour les études
sur le rendement quantique, on a considéré que les conforma-
tions n'étaient pas rigides, c'est-a-~dire que les atomes de
la molécule de peptide possé&daient un certain degré de li-
berté. Les conformations sont générées de maniére aléatoire
(chapitre II, premiére partie) et classées dans 1l'ensemble
"coude" si la distance entre les carbones o du premier et
du quatriéme acide aminé est inférieure a 5,7 K. pans le cas
contraire,’la conformation est classée dans l'ensemble
"étendu". Une moyenne des valeurs des paramétres est ensuite
effectuée dans chaque ensemble.

La durée de vie de 1l'état excité du hoyau phénol
des résidus tyrosyles a été obtenue expérimentalement. On ne
peut pas connaitre la durée de vie moyenne de chaque ensem-~
ble et on a utilisé dans tous les cas la valeur mesurée. Il
est possible que cette approximation introduise une erreuf
dans le calcul mais, ayant constaté dans le chapitre II de
la premiére partie que le rendement quantique des peptides
étudiés dépendait peu de la conformation, on peut penser que
cette erreur est minime.

B - Résultats

1 - Accessibilité et coefficient de diffusion

Les coefficients de VAN DER WAALS d&terminés dans

' les cristaux ont une valeur de 2,16 & pour I, 1,69 & pour
Cs+ et 2,30 A pour l'ion césium hydraté (Sl). Pour simplifier
~le calcul nous avons utilisé& un rayon identique,pourvles deux
~ions (2,2 K). Conformément aux travaux de HOMER et ALLSOPP
‘(SZ) nous avons utilisé la valeur de 4 & pour le rayon de
fluorophore phénolique. Le rayon de la sphére de réactivité
(ro) a donc &té& fixé i 6,2 R dans les deux cas. v

Le tableau 18 donne les résultats obtenus.
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Coefficient de
Accessibilité diffusion
10_6cm2/sec
Tyrosine 0,907 3,45
Tyr Pro Gly Gly
0,693 2,18
conformation "é&tendue"
Tyr Pro Gly Gly
0,669 2,54
conformation "coude"
Gly Pro Tyr Gly
0,681 2,33
Conformation "&tendue”
Gly Pro Tyr Gly
0,675 2,05
Conformation "coude" N . ;
Gly Pro Gly Tyr
0,669 2,32
Conformation "é&tendue" .
Gly Pro Gly Tyr
0,676 2,38
Conformation "coude"
TABLFAU 18

Accessibilité et coefficient de diffusion théorique

des peptides dans deux conformations

On remarque, tout d'abord, que toutes les valeurs
des accessibilités sont trés voisines pour les peptides. Il
n'y a pratiquement pas de différences entre les accessibili-
tés des formes "coude" et &tendue" d'un méme‘peptide, et en-
. tre les accessibilités des différents peptides

Ainsi, on retrouve un phénoméne d&ja constaté lors
de 1'étude du rendement quantique. Quand on travaille sur
des ensembles de conformations possibles les caractériétiques
(ici l'accessibilité) des petits peptides tendent 3 prendre
des valeurs moyennes qui ne permettent pas de distinguer les
différents ensembles.
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Les valeurs théoriques des coefficients de diffu-
sion montrent qu'il n'y a pas de comportement systématique
' de la forme "coude" et de la forme "&tendue". Pour le pep-
'ftide Tyr Pro Gly Gly le coefficient est supérieur pour la“4
- conformation "coude", pour Gly Pro Tyr Gly c'est la confor-
vmation "étendue” qui est la plus mobile. Enfin, pour Gly
. Pro Gly Tyr, les résultats sont &quivalents pour les deux
~ formes. ‘

On constate, également, gue l'accessibilité du
noyau phénolcde la tyrosine n'est pas &gale 3 1, certains
‘atomes de la molécﬁle proVoquant un encombrement stérique ,v
a8 1'extérieur de la sphére de réactivité. Cet encombrement
: est toutefois beaucoup plus faible que dans le cas des pep- ‘
tides. Enfin, é&tant donné la taille de la molécule la mobi~ o
1lité de la tyrosine est supérieure a celle des peptides.

2 - Potentiels moyens

Les figures 15 3 17 représenteht les valeurs du
- potentiel cr&é& par les charges terminales des peptides ,
- Tyr Pro Gly Gly, Gly Pro Tyr Gly et Gly Pro Gly Tyr. Ce po-
tentiel est représenté en fonction de la distance r au pep4
tide, les échelles étant 1es mémes pour les trois figures.

4 On peut constater de grandes diffé&rences entre ,
. les peptides et entre les deux conformations d'un méme pep-

_ctide. Pour le peptide Tyr Pro Gly Gly (fig. 15) le,poten-',g_:f;
- tiel de la forme "étendue" a une évolution en fonction de

1avdistance, de la forme 1/rx (x>1). Le potentiel est po-< :
sitif sur la sphére de réactivité du noyau phénol, ce'qﬁi |
~est normal puisque les points situés sur cette sphére sont '
plus proches de la charge positive N-terminale que de la :
charge négative C - terminale. Il en va trds différemment v
du potentiel pcur la conformation "coude". Il y a un rappro- -
chement des extrémités du peptide et corr&lativement le
noyau phéncl'de la tyrosine subit les effets &lectrostatiques
antagonistes des charges positives et négatives. Le potentiel
b‘moyen est, de ce fait, trés faible et pratiquement. constant
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sur la sphére de réactivité. De plus la fonction potentielle
n'est pas tout d& fait monotone, ce qui posera le probléme de
1'application du modéle. Une telle différence entre les po-
tentiels des deux conformations doit, toutefois, avoir une

influence importante sur la réactivité.

Le noyau phénol de la tyrosine dans le peptide
Gly Pro Tyr Gly (fig. 16) est plus proche du résidu C termi-
nal que du résidu N terminal. Le potentiel moyen autour de
la sphére de réactivité est donc négatif. Sa valeur est as-
sez faible puisque la distance entre le ph&nol et les charges
est plus grande que dans les peptides ol le ré&sidu tyrosyle
est en position terminale. Il n'y a pas une grande différence
la forme "coude" et la forme "&tendue" car le repliement n'a
pas une influence prépondérante sur la distance phénol -
charges terminales. La variation du potentiel en fonction de
la distance n'est pas monotone pour la conformation "é&tendue".
On peut, compte tenu de ces observations, s'attendre & avoir
de grandes difficultés pour exploiter les résultats expérimen-
taux d'extinction de fluorescence.

L'&volution du potentiel pour les deux conformations
du peptide Gly Pro Gly Tyr (fig. 17) répond bien & une loi de
type 1/r*. Le potentiel moyen sur la sphére de réactivité est
négatif, du fait de la proximité de la charge portée par le
groupement carboxyle. Le repliement, en rapprochant les deux
charges terminales, diminue la valeur du potentiel de maniére
sensible dans la forme "coude". Toutes les conditions sont
réunies pour appliquer le modéle et espérer en tirer des con-
clusions.

La figure 18 représente 3 une é&chelle trés diffé-
rente 1l'é&volution du potentiel cr&&€ par l'acide aminé& Tyrosine.
On constate que ce potentiel est trés faible et l&gérement
positif. Son influence sur la réactivité doit &tre minime.

A partir des valeurs de potentiels, le tableau 19
donne les deux grandeurs qui vont permettre la détermination
de la constante de vitesse théorique : celle que nous avons
appelé, dans le chapitre III,contributions statiques et dyna-
miques du potentiel.
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U(ro) - U(r)
kT kT
B A B
m 2. 1018*_/ g arm™! .10%]
2 2 _
r r r
. O o
cst I cst 1
Tyr 2,81 2,75 1,48 1,46
Tyr Pro Gly Gly
3,96 1,95 1,8 1,21
"&tendu" :
Gly Pro Gly Gly
- 2,73 2,83 1,44 1,49
"coude"
Gly Pro Tyr Gly
2,59 2,98 1,41 1,53
"étendu"
Gly Pro Tyr Gly .
2,45 3,15 1,37 1,58
"coude" ' : '
Gly Pro Gly Tyr
1,46 5,27 1,04 2,15
"étendu” :
Gly Pro Gly Tyr
1,91 4,04 1,2 1,82
v"coude"

% Le modéle a €t& appliqué bien que le potentiel ne vérifie

pas les hypothéses de base du calcul.

TABLEAU 19
Valeurs des contributione du potentiel

d la constante de vitesse théorique

\ ULL,{/

A
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On constate que les valeurs obtenues ne sont significative-
ment différentes que pour les deux conformations des pepti-
des Tyr Pro Gly Gly et Gly Pro Gly Tyr. La contribution sta-
tique est beaucoup plus faible que la contribution dynamique
mais elle doit étre corrigée par le facteur gﬁf (voir cha-
pitre IIT).On remarque que les rapports contribution forme
"8tendue"/ contribution statique forme "coude" et
contribution dynamique forme "é&tendue" / contribution dyna-
migue forme "coude" sont assez semblables pour chaque pep-
tide. On peut donc s'attendre & ce que le rapport des réac-
tivités ne dépende pas d'une maniére importante de la vitesse

de réaction mais bien de la forme des fonctions potentielles.

3 - Valeurs théoriques des constantes de vitesse

La valeur théorique de la constante de vitesse
d'extinction de fluorescence répond, selon notre modéle, a

1'équation :

kK =47DCA (1 +—2
VDTO
avec dans le cas général :
U(ro) o U(rx)
k,T k. T
A—l= CD eB +/g_;;e B
C, Kr r2
M r

Tous les termes de ces relations ont été& détermi-
nés théoriquement & 1l'exception de la constante K. Le cal-
cul de K a &té réalisé a partir des résultats d'extinction
de fluorescence sur la tyrosine libre (voir paragraphe sui-
vant). Nous avons obtenu les valeurs indiquées dans le
tableau 20.

Ces valeurs sont liées a l'application de notre

~

modéle et serviront & obtenir des constantes relatives. On
remarque peu de différences entre les trois hypothéses et

nous avons choisi les valeurs moyennes 0,46 et 3,01 molémﬂe-l

sec”! pour 1'extinction par Cs' et I .
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K . i enconbrement limité |encombrement moyen
-1 -1tri2§§§§res ala autour de la
m.molécule “sec sphére de réactivité|sphére de réactivit§

extlnczlon 0,48 0,44 ~ 0,46
par Cs
extinftion 3,17 2,88 3,01
par I

TABLEAU 20

Valeur de la constante de vitesse K

dans les différentes hypothéses de calcul

Le tableau 21 donne les rapports kpeptide/kTyr des
constantes de vitesse théorique pour les réactions d'extinc-
tion des trois peptides. On constate des différences entre
les conformations d'un méme peptide (sauf pour Gly Pro Tyr
Gly) qui sont systématiques et ne dépendent pas de 1'hypo-

thése de calcul.

-~

Il reste 3@ comparer ces valeurs avec les constan-

tes de vitesse déterminées par l'expérience.

II - RESULTATS EXPERIMENTAUX

A - Méthodes

Dans les expériences que nous avons réalisées
(o0 on ne constate aucun effet transitoire) l'extinction
de fluorescence répond a la loi de STERN-VOLMER (S3) :

QO
Q—' =1 + KSV[E]

Qo : rendement quantique en 1l'absence d'extincteur

Q : rendement quantique en présence d'une concentration (E]
d'extincteur.
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enconmbrement

encombrement:
trajectoires | 1imité & la moyen autour
linéaires sphére de de la sphére de
réactivité | réactivité
Tyr Pro Gly Gly 1,08 1,23 1,16
"Stendu"
%
Iyr Pro Gly Gly 0,75 0,88 0,82
"COLﬂE"
*
Gly Pro Tyr Gly 0,7 0,81 0,76
Extinction "&tendu"
par I [Gly Pro Tyr Gly 0,65 0,75 0,71
"collde"
Gly Pro Gly Tyr 0,4 0,47 0,44
"&tendu" '
Gly Pro Gly Tyr 0,51 0,6 0,56
"~oude" .
Tyr Pro Gly Gly 0,54 0,73 0,64
"stendu” e
*
Tyr Pro Gly Gly 0,75 1,06 0,91
ouger | T e 0 |
b4
Gly Pro Tyr Gly 0,8 1,09 0,95
Extinction | "&tendu" | '
+
par Cs Gly Pro Tyr Gly 0,83 1,15 1
’ "couie"
Gly Pro Gly Tyr 1,36 1,87 1,63
"Stendu" R |
Gly Pro Gly Tyr 1,05 1,44 1,25
"wlﬁe" . . .

* Le modéle a été appliqué bien que le potentiel ne soit pas

conforme aux hypothéses de calcul.

TABLEAU 21

pour les réactions d'extinction

Rapport des constantes de vitesse théoriques
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sv = k To

k : constante de vitesse bimoléculaire

K

T_: durée de vie moyenne de 1'état excité& en 1l'absence

d'extincteur

La détermination de la constante k, qui est l'ob=-
jet de cette &tude nécessite la mesure du rendement quanti-
que des peptides en présence de quantités croissantes d'ex-
tincteur et la mesure de"ro pour les différents peptides.

1 - Mesure des durées de vie moyenne

Cette mesure a été effectuée dans le laboratoire
du Professeur LAUSTRIAT 3 l1'Université Louis Pasteur de
STRASBOURG.

La durée de vie est déterminée par la technique
du "photon-électron unique" (S4, S5, S6). Les groupements
fluorophores contenus dans la solution 3 &tudier sont ex-
cités par un éclair lumineux trés bref (= 6 ns). L'&mission
de fluorescence se poursuit pendant un temps trés court
aprés extinction de 1'éclair. Elle est détectée aprés pas-
sage 8 travers un monochromateur sélectionnant la longueur
d'onde choisie'(305 nm pour la tyrosine). Le systéme de dé-
tection comprend un photomultiplicateur, un convertisseur
temps-amplitude (couplé au générateur d'excitation) et un
sélecteur d'amplitude multicanaux. Ce dispositif est congu
de maniére que l'impulsion &lectrique d&livrée par le photo-
multiplicateur soit due 3 1'émission par la cathode d'un
seul photo-é&lectron provenant de la lumidre de fluorescence.
Le sélecteur d'amplitude enregistre une grandeur qui corres-
pond 4 l'intervalle de temps entre la fin de 1l'éclair et
1'&mission du photon capté. Aprés un grand nombre d'excita-
tions lumineuses on obtient finalement sur le sélecteur un
histogramme qui correspond 38 la probabilité d'é&mission 4'un
photon en fonction du temps : H(t).
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H(t) = r(t) « I(t)
ol :
r(t) est la fonction réponse du dispositif
I(t) est la fonction déclin de fluorescence
et :

—t/TO

I(t) = I0 e

T, ¢ durée de vie moyenne de fluorescence

Pour déterminer la fonction r(t) la solution étu-
dide est remplacée, dans l'appareil, par un miroir. Connais-
sant r(t) on peut calculer une série de courbes théoriques

rit) x e ~t/To

pour différents To® La comparaison de ces
courbes 3 la courbe expérimentale permet d'évaluer la durée

de vie avec une précision de 1l'ordre de 0,3 ns.

2 - Mesure des rendements quantiques

La mesure des rendements quantiques en présence
de concentrations croissantes d'extincteur a été effectuée
par la méthode décrite au chapitre 1. La forée'ionique du
milieu a été maintenue constante entre les différentes so-
lutions par addition de chlorure de sodium. L'ensemble des
produits utilisés &taient "supra pur" pour &viter toute
fluorescence parasite. Les mélanges ont &té& effectués juste

avant la mesure avec des solutions thermostatées.
B - Résultats

Le tableau 22 indique les valeurs mesurées pour
les différents peptides

Tyr | Tyr Pro Gly Gly|Gly Pro Tyr Gly|Gly Pro Gly Tyr
durée de vie 3,4 1,4 1,8 2,4
moyenne (ns) _
durée de vie
rendement quanti-{ 3,4 8,2 3,5 3,8
que relatif (hs) 1
TABLEAU 22

Durée de vie moyenne des peptides étudiés




ol 5

On peut remarquer que les durées de vie des é&tats
excités des peptides sont inférieurs a8 la durée de vie de
la tyrosine, ce qui est normal &tant donné 1e'nqmbre'p1us
grand de processus de désactivation. '

Le rendement quantique est relié 3 Lﬁldurée de vie
par la relation : ‘
durée de vie moYenne

durée de vie en absence de
désactivation non radiative

rendement quantique absolu =

De cette relation on déduit :

: T
g i Tpyr Qo

TTyr ¥ ‘i
Qr : rendement quantique relatif 3 la tyrosine
TTyr : durée de vie moyenne de la tyrosine

Le tableau 22 montre que, pour les peptides Gly
Pro Tyr Gly et Gly Pro Gly Tyr les rapports TO/Qr sont a
peu prés égaux & la durée de vie de la Tyrosine. Il n'en
est pas de méme pour le peptide Tyr Pro Gly Gly.

On interpréte la variation de ce rapport par
l'existence d'un effet d'extinction statique‘(s7, S8). Cet
effet n'est pas dG & des désactivations intramoléculaires
par chocs (ou par proximité) mais, généralement, par 1l'exis-
tence d'un champ électrostatique qui modifie le niveau élec-
tronique excité du fluorophore. On peut donc penser que
c'est la charge positive portée par le groupement N termi-
nal qui provoque cet effet dans le peptide Tyr Pro Gly Gly.

Mais on a vu, dans le chapitre II que la distance
entre la charge positive et le centre du noyau phénol ne dé-
pendait pratiquement pas des conformations moyennes dans ce
peptide. L'effet d'extinction statique n'apporte, donc, pas
d'information complémentaire sur la conformation.
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Les figures 19 38 26 représentent les courbes ex-
périmentales d'extinction de fluorescénce par Cs+ et I . Le
tableau 23 donne les valeurs de la constante dé STERN-VOLMER
(KSV} et de la constante de réa;tion biomoléculairé (k) dans
les différents cas. Enfin le tableau 24 donne le rapport des

constantes de vitesse expérimentales (kpeptide/kTyrosine)'
Tyr Tyr Pro Gly Pro Gly Pro
Gly Gly | Tyr Gly | Gly Tyr
Extinction | Kg, M 3,4 1 2,1 2,8
par o o
st xk M ins™t | 2 0,71 1,16 1,06
Extinction | Kg, M ' 12 3,4 5 4,2
par
I” k M ins™l | 3,5 2,43 2,8 1,75
TABLEAU 23
Constantes de vitesse expérimentales
pour les différents peptides
k/kTyr Ty Tyr Pro Gly Pro | Gly Pro
Gly Gly Tyr Gly Gly Tyr
Extinction par Cs+ 1 0,71 1,16 1,06
Extinction par I~ 1 0,69 0,8 0,5

TABLEAU 24
Rapporte des constantes de vitesse expérimentales

pour les différents peptides
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On constate que les constantes différent d'un pep-
tide 3 l'autre mais que la vitesse de réaction de 1l'ion 1
est supérieure 3 celle de cst. Les valeurs obtenues pour
l'extinction de la Tyrosine sont d'ailleurs trés proches de

celles déterminées par d'autres auteurs.

Référence S2 59 510 S11

R . +
Extinction par Cs

-1 3,6 2,8 3
Koy M | AR
Ext1nct10n_§ar I 14,4 10,6 15,5
Koy M o o

L'examen du rapport k/k ne permet aucune con-

clusion, sans l'application du moggie, pour les peptides
Gly Pro Tyr Gly et Gly Pro Gly Tyr. On peut remarquer que
les rapports de réactivités sont constants, pour Tyr Pro
Gly Gly, que l'on utilise Cs+ ou I . Or le noyau phénol

est plus proche de la charge positive N terminale. Pour at-
ténuer l'effet de cette charge, qui devrait dé&favoriser
l'extinction par Cs+, on peut penser 3 la proximité de la
charge négative C terminale, proximité ne pouvant s'expli-
quer que par l'existence d'une conformation repliée du pep-~
tide.

III - DISCUSSION

Si on compare l'ensemble des résultats du tableau
21 et du tableau 24 on constate que ce sont les calculs avec
1l'hypothése des trajectoires linéaires qui donnent les résul-
tats théoriques les plus comparables aux résultats expérimen-
taux. Il semble, en effet, que les dimensions du peptide en4
trainent, dans certaines directions des occupations de l'es-
pace suffisamment éloignées du centre de la fonction phénol
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pour qu'on ne puisse pas considérer 1l'encombrement stérique
comme strictement limité 3 la sphére de réactivité& ou méme

tendant vers zéro dans son voisinage.

Afin de pouvoir<miéux comparér résultats expéri-
mentaux et théoriques nous avons réprésénté sur les figures
20, 21, 22, 24, 25, 26 les courbes correspondant aux cal-
culs (dans 1l'hypothése des trajectoires linéaires) & c5té

-

de cellesvcorrespondant da l'expérience.

On peut constater (fig. 20 ét 24) pour le peptide
Tyr Pro Gly Gly que la courbe expérimentalé ne correspond
pas du tout & la courbe théorique pour une conformation
"8tendue" mais est trés proche de la courbe th&orique pour
une conformation "coude". Cette courbe théorique vient de
l'application du modéle & un potentiel qui ne vérifie pas
toutes les hypothéses de base du calcul (comme nous 1l'avons
remarqué au paragraphe précédent). Mais les valeurs faibles
des potentiels permettent d'avoir, malgré& tout, une idée
assez précise de la réactivité de la conformation coude.

Le calcul confirme les conclusions du paragraphe
précédent : la mesure de l'extinction de fluorescence ap-
porte un argument en faveur d'une conformation statistique-

ment repliée du peptide Tyr Pro Gly Gly dans 1l'eau.

Dans le cas de Gly Pro Gly Tyr le modéle est ap-
plicable dans les deux conformations sans restrictions et
les résultats sont indiqués dans les figures 22 et 26. Pour
l'extinction avec I et cst les résultats expérimentaux et
théoriques sont trés proches si on considére que la confor-
mation est &galement repliée.

Par contre, pour Gly Pro Tyr Gly les résultats
théoriques sont trés différents des résultats expérimentaux
(Fig. 21 et 25). Les courbes théoriques pour les formes
"coude" et "&tendue" sont pratiquement identiques mais au-
cune des deux ne correspond 3 la courbe expérimentale. On
peut proposer trois hypothéses pour expliquer ces diffé-

rences.
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La premiére est la non validité globale de 1la
théorie qui remettrait en cause 1' ensemble du travail. La
seconde est l'impossibilité d‘appliquer le modeéle 3 cause
de la forme des ﬂmxﬁions;xﬁentiélles, contraire aux hypo-
.théseé de calcul. On voit sur la figure 16 que la variation
‘du potentiel n'est pas une fonction en 1/rx (x >1) de la
distance r. La troisiéme hypothése est une bonne &valuation
de l'effet du potentiel mais une mauvaise é&valuation thé&o-
rique de 1'accessibilité. L'accessibilité réelle du noyau
phénol serait supérieure 3 celle trouvée én considérant des
‘ensembles de conformations. On serait en présencé d'une va-
leur singuliére donc d'une conformation assez rigide.

Il n'est pas possible de choisir formellemént 1'une
des trois hypothéses. Mais on peut opposer aux deux premidres
la cohérence des résultats obtenus pour les autres peptides
méme quand le potentiel n'était pas parfaitement conforme
aux hypothéses du calcul. )

IV - CONCLUSION

_ La comparaison des réactivités éxpérimentales et
théoriques a permis d'apporter des arguments en faveur de
l'existence de certaines conformations des peptides Tyr Pro
Gly Gly et Gly Pro Gly Tyr. Dans les deux cas ﬁn ensemble de
conformations repliées mais non rigides semblent exister dans
1'eau.

Dans le cas du peptide Gly Pro Tyr Gly aucune con-
clusion ne peut gtre avancée. L'hypothése que nous retién-
drons est l'existence d'une conformation organisée rigide |
que nous ne pouvons préciser. Seul 1l'apport d'autres techni-
- ques expérimentales permettront de l'élucider.

En résumé, les modéles théoriques peuvent dans cer-
tains cas et sous certaines conditions &tre utilisés 3 1'in-
~verse de leur finalité& initiale. Ils peuvent servir 3 recher-
cher des conformations. 3 partir de réactivités si cés confor-
‘mations ne sont pas rigides. Ils sont donc, dans ce séns, un'
; &€lément complémentaire du rendement quantique qui semble ne

pouvoir servir que pour la détermination de certaines structures

tigides.
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Dans la premidre partie du travail exposé 1'ap-

'plication d'une technique de calcul conformationnelisimpli-

- fiée a permis de mettre en &vidence les limitations de 1la
mésure du rendement quantique de fluorescence pour la déter-
mination de la conformation de certains peptides dans 1l'eau.
Dés que l'on admet une certaine flexibilité de la molé&cule
peptidique, les paramétres déterminant les propriétés phy-
siques prennent des valeurs moyennes qui ne perMettent plus
de distinguer les différentes conformations possibles.

Dans la deuxiéme partie, l'accessibilité& d'une
fonctlon réactive d'un peptlde a &té quantifige. Cette ac-
cessibilité et le coefficient de diffusion thé&orique de la
molécule dekpeptide‘ont &été reliés 3 la conformation. Un
certain nombre de relations ont, ensuite, été é&tablies qui

- permettent, 3 partir des paramétres précédents, de calculer

la réactivité théorique d'un peptide, dans une conformation
donnée, pour un type de réaction. La réactivité est calculée
dans 1'hypothése ol 1l'étape limitante du mécanisme réaction-
nel est la diffusion relative des deux réactifs. Ces relations
qui introduisent dans la théorie 1'encombrement stérique ne
nous semblent pas limitées & la réactivité des seuls peptides
mais doivent pouvoir étre appliquées 3 toutes les molécules
organiques. |

Dans la troisiéme partie deux types d'application
des mod2les &laborés ont &té& présentés : la détermination, 3
partir de la conformation, de la réactivité potentielle de la
Met-Enkephaline, et, inversement, la détérmination de la con-
formatibn de peptides 3 partir de leur r&activité&. Dans cette
derniére partie ont pumétre'mises en évidence 1l'apparente va-
1idité de la thé&orie dans certains cas et les 1imitations des
modéles dans d'autres cas.

. En résumé, ce travail a voulu contribuer 3 montrer

1'intérét que peut présenter la théorie et le calcul pour
1'étude des phénoménes de chimie biologique. Malgré 1'imperfec-
- tion et la relative simplicité des exemples exposés nous pensons
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que des modéles numériques pqufront apporter’de'réelles in-
formations pour la compréhensibn de mécanismes beaucoup plus
compliqués, comme ceux rencontrés en biochimié; C'est dans

ce type d'étude, qui nécessite une étroité collaboration en-
tre expérimentaliste et théoricien, et dans le perfectionne-

ment indispensable de nos modéles que nous voyons une suite

-~

logique a ce travail.
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La synthése des peptides présentée a été réalisée en col-

laboration avec Michel BATAILLE
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SYNTHESE DES PEPTIDES MODELES

I - CHOIX D'UNE METHODE

A - PRINCIPE DE LA SYNTHESE PEPTIDIQUE

La synthése peptidique consiste & former une liaison
amide entre deux molécules d'acides aminés :

o
T %
H.N-CH-COOH + H.N-CH-COOH = H_N-CH-C~NH-CH-C + H.O
27 27 27 I N 2
R, R, R, R, OH
By + A, - A, =R,

La réaction n'est pas spontanée et nécessite la pré-
sence d'un agent de couplage qui active généralement la fonc-
tion acide du premier acide aminé.

On remarque que la réaction peut donner un grand nom-

‘bre d'autres produits : A,-A;, A,-A, etc... Pour obtenir spé&-

1
cifiquement Al-A2 il est donc impératif de "proté&ger" les

fonctions ne devant pas réagir.

La synthése de A —A2 se fait en trois é&tapes :

1

1 - Protection des fonctions ne devant pas réagir

HIN-CH~-COOH + P! e——a P NH -CH - COOH + ...
| . ,

2 1l 1 )
R | | ®
: 4'0 ‘&O
2 l N 2 2 { N
R, oH R, o-?,
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2 - Couplage
0] ' 0] C 0 o)
7 z " 7
P NH-CH-C + H_ N-CH-C > P NH-~CH-C-NH-CH-C
1 N 27 q N 1 I ~
1 H R2 O—P2 R1 R2 O-—P2
C : agent de couplage
3 - Déprotection
0 0 0 0]
1 G I 2
PlNH-$H-C—NH-$H—C N —— HZN-?H—C-NH-$H-C
R1 R2 O—P2 R1 R2 OH

Pour ajouter un nouvel acide aminé une seule fonction

est déprotégée avant d'effectuer un nouveau couplage.

En pratique la synthé&se d'un peptide se fait toujours
par allongement du c6té N-terminal, la fonction acide &tant
protégée une fois pour toutes; c'est, d'ailleurs, la nature de
cette protection gui détermine la méthode de synthése.

Remarque :

Dans le cas ol les chaines latérales R R2 possédent

, 1’
une fonction susceptible de réagir lors du couplage, celle-ci

doit étre Agalement protégée.

B - METHODES CLASSIQUES DE SYNTHESE

Les critéres d'une bonne méthode de synth&se sont,
d'une part, un bon rendement de la réaction de couplage et,
d'autre part, une séparation facile du produit de couplage des

réactifs en excés.
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Plusieurs méthodes ont &té développées. Dans tous
les cas l'acide aminé N protégé participant au couplage est
soluble dans le milieu réactionnel, il n'en va pas de ﬁéme
pour l'acide aminé C protégé.

1 - Synthése en phase liquide

Le groupement protecteur de la fonction C terminale
est une fonction organique (généralement un ester). Lés aci-
des aminés ou peptides ainsi prot&gés sont solubles dans le
milieu réactionnel de couplage, ce qui favorise la cin&tique
de la réaction. Par contre, produit final et réactifs en ex-
cés sont dans le méme milieu ce qui rend plus difficile leur
séparation.

2 - Synthése en "phase solide”

Développée par MERRIFIELD (Pl), elle consiste & pro-
téger la fonction du premier acide aminé par un groupement
insoluble dans le milieu réactionnel. Ce groupement est un
polymére permettant la fixation de plusieurs acides aminés
(P2). Le polymére est réticulé et "gonfle" dans le solvant,
la réaction de couplage ayant lieu dans les pores du gel ain-
si formé. D&s que la chaine peptidique atteint une certaine
longueur le couplage devient difficile. Par contre, 1'é€limina-
tion des réactifs en excé@s est réalisée facilement par lavage
du peptide-polymére insoluble.

3 - Synthé&se en "phase liguide - solide"

Cette m&thode a 6té introduite par BAYER et MUTTER
(P3) . Elle a pour but d'associer les avantages respectifs des
deux méthodes précédentes.

; Le groupement protecteur de la fonction C-terminale
est toujours un polymére. Mais ce polymére (Pblyéthyléneglycol)‘
est choisi de manidre 3 &tre soluble dans le milieu de cou-
plage (dichlorométhane ou DMF) mais insoluble dans le solvant
de lavage (&ther &thylique).
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C - CHOIX DE LA METHODE

Nous avons testé les trois méthodes pour la synthése
du méme produit : Gly-Pro-Glv-Tyr en utilisant lé méme réac-
tif de couplage (DCCI, voir paragraphe suivant) et le méme
groupement protecteur de la fonction N-terminale (t Boc).Les
quelques remarques suivantes justifient le choix final de la
méthode en phase liquide pour la synth@se des trois peptides
modéles.

1 - La méthode en phase "liguide-solide" paraissait, a priori,
la plus séduisante mais elle présente dans notre cas trois in-

convénients :

- La réaction qui permet de fixer le premier acide
aminé sur le polymére (POEG 4000) est difficile (P4), plusieurs
jours & 90°C, ce qui accroit fortement les risques de racémisa-

tion de la L-Tyrosine.

- Les polyméres Tyr-POEG sont difficilement cristalli-
sables dans les solvants de lavage classiques : ils forment des
huiles et chaque opération de lavage entraine une perte non né-
gligeable du produit de couplage. Le rendement au terme de plu-
sieurs opérations de couplage et de lavage devient ainsi relati-
vement faible. |

- Le contréle du taux de couplage et de la pureté des
produits intermédiaires est long.

En résumé cette mé&thode nécessite une grande habitude
pour la production de quantités importantes de peptides et ne
s'est pas révélée étre la plus efficace.

2 - La synthése en "phase solide" et la méthode précédente pré-
sentent un inconvénient.commun : la difficulté pour contrdler

les produits intermédiaires.

Elle nécessite une grande quantité de polymére pour
l'obtention des centaines de milligrammes qu‘'exige une &tude
conformationnelle compléte.
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Enfin la séparation du peptide synthétisé et du po-
lymére pose un probléme spécifique pour les peptides conte-
nant la tyrosine. Le réactif le plus commode pour effectuer
cette coupure (HBr dans l'acide trifluoroacétique) entraine
une bromation du noyau phénolique de la Tyrosine (P2) et on
“est amené 3 utiliser l'acide fluorhydrique comme ageht de
cbupure, ce qui exige l'utilisation d'un appareillage en
Téflon.

Le grand attrait de la synthé&se en "phase solide”
est la possibilité d'automatisation qui libére l'opérateur
de toutes les manipulations nécessitées par une synthése
‘classique. Mais ne disposant pas, au début de ce travail de
"synthétiseur automatique" nous avons finalement opté& pour
la synth@se en phase liquide.
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IT - SYNTHESE DES PEPTIDES MODELES EN PHASE LIQUIDE

A - GROUPEMENTS PROTECTEURS

1 - Fonction carboxyle

En général la fonction carboxyle est bloquée sous
forme d'ester méthylique ou benzylique (P5, P6). Dans le cas
d'un ester méthylique la fonction carboxyle est régénérée
en fin de synthése par saponification. Dans le cas de l'ester
benzylique on utilise 1'hydrogénation catalytique sur palla-
dium. Cette méthode libérant &galement 1'éther benzylique de
la fonction phénol de la tyrosine (voir ci-dessous) nous
avons choisi d'utiliser 1l'ester méthylique pour pouvoir réa-

liser indépendamment les deux déprotections.

L'estérification des acides aminé&s (P7) se fait
dans l'alcool méthylique en présence d'un catalyseur acide.

2 - Fonction amine

Parmi les nombreux groupements protecteurs existant
(benzyloxycarbonyle, paratoluénesulfonyle, trifluoroacétyle,
etc.) nous avons choisi 1'un des plus courants le tertiobutyl-
oxycarbonyle ou t Boc (P8) pour sa facilité& d'utilisation et
parce que la libération de la fonction amine n'entraine pas
de modification des autres groupements protecteurs.

c1|{3 CI'{3

CH,-C-0-C-N, + NH.,~CH-COOH ——# CH_C-0-C-NH-CH-COOH + ... "
3 woo 2 3 I |
CH; O R CH; ©O R

t Boc
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La synth&se du t Boc acide amin& se fait par action
de l'azide de tertiobutyloxycarbonyle (P9) a pH constant, et
son &limination par l'acide trifluoroacétique (P10) ou le mé-
lange HCl-Dioxanne.

3 - Fonction phénolique de la Tyrosine

» L'éther de benzyle de la fonction phénolique est un
groupement protecteur de choix. Il est obtenu spécifiquement
par action du chlorure de benzyle sur le complexe cuivrique
de la Tyrosine (Pll) complexe qui empéche l'estérification de
la fonction acide.

Son élimination est rapide et compléte par hYdrogéna—
tion catalytique sur Palladium (P12). :

B - REACTION DE COUPLAGE

La réaction de formation de la liaison peptidique
s'effectue par activation de la fonction carboxylique de 1'un
des acides aminés. L'agent activant doit permettre une réac-
tion rapide, aussi compléte que possible et doit éviter toute
récémisation.

La méthode la plus utilisée est celle au dicyclohexyl~-
carbodiimide (P13) ou DCCI :

0]
]
t Boc -~ NH - ?H -C-O0H + N=C=N
R1 l
q i
t Boc - NH - ?H -C-0 =~ % - N
R N

1




0
t Boc - NH - CH - C - O -
i
Ry
0
£ Boc -~ NH - CH - C ~ NH -
R’y
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H 0 .
i /]
C - N + NH, - CH - C
f 2 ) \
N R OMe
2
HOBt 1
0 H O H |
/4 ! n ! ‘
CH - C + N -C-~-N
i \ ‘
R2 OMe

L'addition de 1 hydroxybenzotriazole (HOBt) au mi-

lieu diminue le pourcentage de racémisation sans diminuer le

taux de réaction (P14).

Cette méthode simple 3 mettre en oeuvre nous a donné

des résultats satisfaisants bien que l'élimination de la dicy-

clohexylurée ait posé quelques problémes.

Le taux de la réaction de couplage a été systémati-

quement suivi par chromatographie sur gel de silice, 1l'&luant

étant un mélange HCCl3 (85

%) - CH,COOH (5 %)

3

la révélateur étant la ninhydrine.

CH,OH (10 %),

3

Le solvant de couplage est le dichlorométhane. Les

réactifs en excds sont é€liminés par lavages successifs avec

des solutions acides (HC1l 10 %) et basiques (NaHCO

C - PURIFICATION DU PEPTIDE FINAL

3 4 3).

Le contr6le des couplages successifs et les différents

lavages permettent l'obtention d'un produit brut assez pur. De

sorte que, dans tous les cas, la purification par chromatogra-
phie de gel filtration (Sephadex G 15 sur colonne 150 x 3,5 cm)

en milieu aqueux s'est révélée suffisante.
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Le peptide purifié a &té& analysé par chromotographie
sur papier (&luant : Butanol, 35 ¢ - Pyridine 35 &% - HZO 30 %)
et rhéoélectrophor@se. Le pourcentage en acides aminés a &ga-
lement &t& d&terminé. Seuls les produits présentant une pureté
éupérieure 3 98 ¥ ont Eté retenus.

Le taux de rac&misation n'a pas &té évalué directe-
ment, mais les &tudes RMN réalis&es par Michel BATAILLE ont
démontré que ce taux &tait négligeable.

D ~ SCHEMAS DE SYNTHESE

1 - Tyr - Pro - Gly - Gly

Tyr Pro Gly , Gly
t Boc—[~ OH  HCl—{— OMe
t'Boc Oﬁe
t Boc—— OH  HCl,H—}— k OMe
TyrOBzl  t Boc -71— _ CMe
t Boc —|—OH TFA,H | OMe
t Boc Tyr - OMe
t Boc » OH.
TFA,H ——— — ' — OH

H —— . L OH
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2 - Gly-Pro-Tyr—-Gly

Gly Pro Tyr G%y
TyrOBzl

t Boc —— OH HCl,H —— OMe

t Boc OMe

+ Boc —-OH HC1,H OMe

t Boc OMe

t Boc—1OH TFA,H OMe
t Boc OMe
t Boc - Tyr . OM;
t Boc — - OH
TFA,H — OH
H OH

./‘—.‘
{?MS
\ LILE

Wt
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3 - Gly-Pro-Gly-Tyr

G;y Pgo Gly Tyr
TyrOBzl .

t Boc —+ OH HCl,H~_——f< OMe

t Boc : : OMe

t Boc4—OH  HCL,H — OMe

t Boc v | v ‘ - OMe

t Boc — OH HC1,H - L oMe
t Boc ’ »-OMe
t Boc - . ’, Tyr — OMe
t Bot | on
TFA,H - ' ' . oH
H OH

T
I

[N EIREY
9
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E - PARTIE EXPERIMENTALE

1 - Produits de départ

———— —— o ——

72,4 g (0,4 M) de L Tyrosine sont dissous dans 200 cm3

de MaOH (2 N). Une solution aqueuse de 49,9 g de CuSO4, 5 HZO
est ajoutée et le tout est chauffé une demi-heure au bain-marie.

Aprés refroidissement le complexe cuivrique est remis
en solution par l'addition de 1,5 1 de méthanol et 200 ml de
NaOH (2 N). 50 ml de bromure de benzyle sont alors ajoutés en

une seule fois. Le mélange est agité 1 heure 3 25°C.

Le précipité obtenu est lavé avec un mélange méthanol/
eau (1/3,5) et séché 3 60°C (jusqu'a poids constant). Le com-
plexe obtenu est détruit par plusieurs additions 4d'HC1l (N).
Filtré, le précipitd de Tyr OBzl est lavé 3 l'eau, & 1l'ammonia-
que diluée et au mélange acétone—-éther. Il est recristallisé

dans l'acide acé&tique 3 80 %.

Rendement 60 3 65 %.

it e i o i o s oty G OOV e M T N NS A S Y o WS S D - - - ——— s s o gy S S v — e w—

Préparation de 1'azide (P15)

26,4 g (0,2 M de carbazate de tertiobutyloxycarbonyle
sont dissous dans un mélange de 36,5 ml d'eau + 22,5 ml d'acide

acétique refroidi dans un bain de glace.

15,16 g (0,22 M) de nitrite de sodium sont ajoutés len-
tement (20 mn) en maintenant la température entre 9 et 13°C.

Aprés une agitation d'une heure 40 ml d'eau sont ajou-
tés et la couche d'azide (jaune) est séparée de la phase agqueuse
qui est extraite 4 fois avec 50 ml d'éther éthylique. Les pha-
ses organiques sont rassemblées et lavées 3 fois par 50 ml d‘'eau
et 3 fois par 50 ml de bicarbonate de sodium (M).
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Aprés séchage sur sulfate de magn&sium le solvant
est &vaporé sous vide sans chauffer. Le liquide restant
(t Boc azide) est utilisé sans autre purification. '

Rendement 85 & 90 %.

Préparation des t Boc amino-acides (P9)

0,05 mole d'amino-acide sont agitées dans un mé&lange
dioxanne (10 ml) - eau (10 ml), 7,8 g de t Boc azide sont
alors ajouté&s. L'addition d'une solution de NaOH 4 N maintient
le pH constant pendant la réaction suivant le tableau ci-aprés.

Acide aminé pH Temps de réaction
Tyr OBzl 10,4 9 h
K Gly 10 2,5 h
Pro 8,6 0,5 h

L'azide en excds est &liminé par extraction 3 1'éther
éthylique. Aprés acidification par 1l'acide citrique le t Boc
amino~acide est extrait 3 fois par 50 ml d'éther &thylique et
1 fois par 50 ml d'acétate d'éthyle. Aprés séchage les phases
organiques éont évaporées. Le ré&sidu est dissous dans un fai-
ble volume de dichlorométhane et précipité dans l'éther de
pétrole.

Rendement 70 &8 80 %.

v e i st e S iy G v - S W . — —— — - — W . o ot o = -

Un courant de HCl sec est introduit dans une solution
de mé&thanol (300 ml) contenant 20 g d'amino-acide pendant
3 heures sous lé&ger reflux. Si le produit de ré&action est in-
soluble il est lavé par du méthanol froid. S'il est soluble,
aprds évaporation du méthanol le résidu est recristallisé dans
1'éther &thylique anhydre.
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2 - RBaction de couplage et déprotection de la fonction

amine

Afin de faciliter la lecture, la procédure est pré-

sentée schématiquement :

. 2. 1072 mole de chlorhydrate d'ester d'acide

aminé (ou peptide) dans 30 ml de chloroforme

. 2,25 ml1 de N mé&thyl morpholine (pour neutraliser
le chlorhydrate)

. 1,8 . 10—2 mole de t Boc acide aminé

. 1,8 . 1072 mole de DCCI

. 1,8 . 1072 mole de HOBt

. laisser la solution 4 H sous agitation & 0°C
. ajouter 4 . 10_3 mole de DCCI

. laisser la solution 1 heure & 0°C puis une nuit

d température ambiante.

Elimination des réactifs en excés

. aprés contrdle du taux de réaction, ajouter 2 gout-
tes d'acide acétique (pour détruire le DCCI en

excés) et filtrer la dicyclohexylurée

. aprés rincage du filtre au chloroforme, le filtrat
est lavé 2 fois par une solution d'HC1 1 %, une
fois par HZO saturée en NaCl, 2 fois par une solu-

tion aqueuse de NaHCO, 4 % et une derniére fois

3
par H20 saturée en NaCl

. 1'efficacité du lavage est contrdlée par chromato-

graphie sur gel de silice

. la phase organique est séchée sur Nazso4 puis éva-

porée
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. le résidu est repris par quelques ml d'acétate
d'éthyle. Aprés une demi-heure la solution est
filtrée et l'acétate 4'éthyl évaporé.

—— T T S W - G N WP G W YA GLIS GG GEE G T U WS S G SIS SR G ST W G e W SN S S

. le résidu est dissous soit dans 30 ml d'une solu- -
tion dioxanne - HCl (4 M) soit dans 20 3 30 ml
d'acide trifluoroacétique

. quand la coupure est compléte (20 & 30 mn) 1la
solution est é&vaporée a sec

. le résidu, repris par quelques ml de dichloro-
méthane est précipité soit dans 1l'é&ther anhydre
soit dans 1l'éther de pétrole.

Rendement global (pour les 2 opérations) :
55 3 65 %

Remarque : ‘
Le choix entre le mélange HC1 - dioxanne et l'acide
trifluoroacétique dépend de la facilité de cristallisation

des sels correspondants.

-3 - Déprotection des autres fonctions

a - Fonction acide

L'ester méthylique de l'acide est saponifié& en milieu
basique (méthanol - soude N). Cette saponification est suivie
par chromatographie sur gel de silice.

— e o v v e o v i G W . - o . ae s Wi s v e . -

‘ L'éther benzylique est coupé par hydrogénation dans le
dioxanne en utilisant le palladium (10 % sur charbon) comme ca-
talyseur. La réaction est suivie par mesure du volume d'hydro-
géne utilisé et par chromatographie survgel de silice.







~ 297 =

BIBLIOGRAPHIE

Généralités sur les peptides

Gl IUPAC-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature (1970) 9, 3471-3478.

G2 VENKATACHALAM C.M.
Biopolymers (1968) 6, 1425-1436,

G3 CRAWFORD J.L., LIPSCOMB W.N., SCHELLMAN C.G.
Proe. Nat. Acad. Sei. USA (1973) 70, 538-542.

G4 PRINTZ M.P., NEMETHY G., BLEICH E.
Nature (1972) 237, 135-140.

G5 NEMETHY G., PRINTZ M.P.
Macromolécules (1972) 5, 755-758.

G6 KHALED ABU M., URRY D.W., OKAMOTO K.
Biochim. Biophys. Acta (1976) 72, 162-169.

G? LEWIS P.N., MOMANY F.A., SCHERAGA H.A.
Proe. Nat. Acad. Sci. USA (1971) 68, 2293-2297.

G8 LEWIS P.N., MOMANY F.A., SCHERAGA H.A.
Biochim. Biophys. Acta (1973) 303, 211-229.

G9 CHOU P.Y., FASMAN G.D.
Biochemistry (1974) 13, 222-245.

G10 CHOU P.Y., FASMAN G.D.
J. Mol. Btol. (1977) 115, 135-175.

G11 DEBER C.M., BOVEY F.A., CARVER J.P., BLOUT E.R.

"Peptides 1969" (North Holland Pub. Co. Amsterdam)
(1971) 181-199.

G12 WUETHRICH K., GRATHWOHL Ch.
F.E.B.S. Letters 43, 337-340.




- 1HE

PREMIERE PARTIE

CHAPITRES 1 et 2

F1

F2

F3

F4

Fb

Fé6

o

F8

F9

F10

F11

Fi12

F13

F14

COWGILL R.W.
Biochim. Biophys. Acta (1967) 133, 6-18.

BORRENSEN H.
Acta Chem. Scand. (1967). 21, 920-936.

FEITELSON J.
Photochem. Photobiol. (1969) 9, 401-410.

CHEN ‘R.F,
Anal. Lett. (1967) 1, 35-42.

TEALE F.W.J., WEBER G.
Biochem. J.‘(1957) 65, 476-482.

FEITELSON J.
J. Phys. Chem. (1964) 68, 391-397.

WHITE A. tidn
Biochem. J. (1959) 71, 217-220.

COWGILL R.W.
Biochem. Biophys. Acta (1965) 94, 81-88.

EDELHOCH H., PERLMAN R.L., WILCHEK M.
Bioehem. J. (1968) 7, 3893-3900.

EDELHOCH H., BERNSTEIN R.S., WILCHEK M.
J. Biol. Chem. (1968) 243, 5985-5992.

COWGILL R.W.
Biochem. Biophys. Acta (1968) 168, 417-430.

GAUDUCHON P.
Thése Orléans (1977).

COWGILL R.W.
Biochem. Biophys. Acta (1970) 200, 18-25.

GAUDUCHON P., WAHL Ph.
Biophys. Chem. (1978) 8, 87-104.



F15

F16

F17

F18

F19

F20

F21

Fa2

F23

F24

F25

F26

F27

F28

F29

= 199 -

TOURNON J., EL-BAYOUMI M.A.
J. Am. Chem. Soec. (1971) 93, 6396.

TOURNON J., KUNTZ E., EL-BAYOUMI M.A.
Photochem. Photobiol. (1972) 16, 425-433.

TOURNON J., EL-BAYOUMI M.A.

J. Chem. Phys. (1972) 59, 5128-5134.

COWGILL R.W.
in "Biochemiecal Fluorescence'", eds CHEN et EDELHOCH
(M. DEKKER, N.Y.) (1976) vol. 2, chap. 9.

FLORY P.
"Statistical Mechanics of Chain Molecules"
(WILEY-Interscience) (1969).

HERMANS "J., FERRO D.
Biopolymers (1971) 10, 1121.

HOFFMANN J.
J. Chem. Phys. (1963) 39, 1397.

POPLE G.A., SEGAL J. KEEE)
J. Chem. Phys. (1966) 44, 3289. e

-

DINER S., MALRIEV J.P., CLAVERIE P.
Theor. Chem. Acta (1969), 13, 1.

PULLMAN B.
"The conformation of biological molecules and polymers"
(Academie Press, N.Y.) (1973). ;

PULLMAN B., PULLMAN A.
Adv. in Protein Chemistry (1974) 28, 347.

MOMANY F.A., CARRUTHERS L.M., Me GUIRE R.F., SCHERAGA H.A.
J. Phys. Chem. (1974) 78, 1595.

MOMANY F.A., Mc GUIRE R.F., BURGESS A.W., SCHERAGA H.A.
J. Phys. Chem. (1975) 79, 22. ‘

Me GUIRE R.F., MOMANY F.A., SCHERAGA H.A.
J. Phys. Chem. (1972) 76, 375.

SCHERAGA H.A.
Adv. Phys. Org. Chem. (1968) 6, 103.



F30

F31

F32

F33

F34

F36

- 200 =

SCHERAGA H.A.
Chem. Kev. (1871823, 386,

LEACH S.J., NEMETHY G., SCHERAGA H.A.
Biopolymere (1966) 4, 369-407.

PREMILAT S., HERMANS J.

J. Chem. Phys. {31978) §9,:5,

ZIMMERMAN S.S., POTTLE M.S.,

2602-2612.

NEMETHY G.,

Macromolécules (1977) 10, 1-9.

COTRAIT M., BIDEAU J.P.

Acta Cryst. (1974) B30, 1024-1028.

copy v., DUAX W.L., HAUPTMAN H.

Int. J. Pept. Res. (1973) §,

297-308.

SCHERAGA

H.A.



w801 =

DEUXIEME PARTIE

- CHAPITRE 1

Al

LEE B., RICHARDS F.M.
J. Mol. Biol. (1971) 55, 379-400.

A2 CHOTHIA C.
J. Mol. Biol. (1976) 105, 1-14.
A3 GATES R.E.
. Mol. Brtol. (1879) 127, 3845.
A4 MANAVALAN P.
J. Mol, Biol. (1879) 127, 345,
Ab SHRAKE A., RUPLAY J.A.
d. Mol, Biol. (1873) 78, 351<871,
A6 RICHARDS F.M.
Ann. Rev. Biophysic. Bioeng (1978) 6, 151-176.
" 'CHAPITRE 2
D1 GLASSTONE S., LAIDLER K., EYRING H.
"Theory of rate processes" (Me GRAW-HILL, N.Y.) (1941).
D2 TYRREL H.J.V.
"Diffusion and Heat flow in Liquids" (Butterworths,
LONDON) (1961).
D3 BIRKS J.B.
"Organic Molecular Photophysics" (WILEY, LONDON) (1973)
403-456. S
D4 EINSTEIN A.
a) Ann. Physik (1905) 17, 549.
b) Ann. Physik (1906) 19, 371.
D5 SUTHERLAND W.
Phil, Mag. (1908) 9, 781,
D6 STOKES G.

Trans. Cambridge Phil. Soe. (1856) 9, §.



- 1202~

D7 PERRIN F.

J. Phys. Radium (1936) 7, 1.
D8 - ELWNORTHY P.H.,

J. Chem. Soe. (1962) 4, 3718-3720.
D9 DALE

"Five Figure tables of Mathematical Functions"

- (ARNOLD, LONDON) (1949), 94.
D10 “WIRTZ K.

Z. Naturf (1948) 3a, 672.
D11 GIERER A., WIRTZ K.

2. Naturf (1953) 8a, 532.
D12 SPERNOL A., WIRTZ K.

2. Natupl (1958) 8a, 6§22,
DS GORRELy o wllvy DUBOLS . dwills

Transfaraday Soc. (1967) 63, 347.
D14 BONDI A.

J. Phys. Chem. (1964) 68, 441.
D15 EDWARD J.dJ.

Welof Cheny EBd. (19020).47, 261
CHAPITRE &
7 SMOLUCHOWSKI M. von 2

Z. Phye. Chem. (1917) 22, '128.
T2 SVESHNIKOFF B.

Acta Physioehim. URSS (1935) 3, 257.
T3 SVESHNIKOFF B.

Acta Physiochim. URSS (1937) 7, 7565.
T4 UMBERGER J.Q., LA MER V.K.

J. Am.” Chem. Soec. (1945) 67, 1099.
TS5 COLLINS F.C., KIMBALL G.F.

J. Collotd Set. (1950) 5, 499.




Te

N i

T8

T9

Ti0

T11

Tiz

T13

T14

Ti1s5

T16

L1z

T18

T19

T20

=Ry v

YGUERABIDE J., DILLON M.A., BURTON M.
J. Chem. Phys. (1964) 40, 3040.

YGUERABIDE J.
J. Chem. Phys. (1967) 47, 8, 3049.

NOYES R.M.
Prog. Reaction Kinettcs (1961) 1, 131.

NEMZEK T.L., WARE W.R.
J. Chem. Phys. (1975) 62, 477-489.

ALWATTAR A.H., LUMB M.D., BIRKS J.B.

in "Organic Molecular Photophysics"” (WILEY Interscience)
(1973) 1, 403-456. :

STERN 0., VOLMER M.

Phys. Z. (1919) 20, 183.

GNEDENKQO B.V.

"Theory of Probability (Chelsea Publ. N.Y.) (1962).
ONSAGER L.

J. Chem. Phys. (1934) 2, 599.

ONSAGER L.
Phys. Rev. (1938) 54, 554.

MOZUMDER A.
Jd. Chem. Phye. (1974) 61, 780.

MOZUMDER A.
J. Chem. Phys. (1968) 48, 1659.

MAGEE J.L.
J. Chem. Phys. (1972) 56, 3061.

HONG K.M., NOOLANDI J.
J. Chem. Phys. (1978) 68, 5§163.

DEBYE P.
Trans. Electrochem. Soe. (1942), 82, 265.

MONTROLL E.W.
J. Chem. Phys. (1946) 14, 202.




ra21

Ta22

ra3

T24

Tras

Tra2e6

WILEMSKI G.,
J. Chem. Phys.

HONG K.M.,
J. Chem. Phys.

VAN DYKE M.D.
"Perturbation Methods in Fluids Mechanics"

(Academic Press,

RITSON D.M.,

R T

FIXMAN M.

(1973) 58,

NOOLANDI J.

(1978) 68,

HASTED J.B.

4009.

5172.

N.Y.) (1964).

J. Chem. Phys. (1948) 16, 11.

EFETINK M.R.,
Biochemistry (1976) 15,

EFTINK M.R.,

J.

Phys. Chem.

GHIRON C.A.

GHIRON C.A.

(1976) 80,

672-680.

486-493.




- 205 -

TROISIEME PARTIE

— o ——— o ——o— o 1

CHAPITRE 1

M1

MOMANY F.A.
Biochem. Biophys. Res. Commun. (1977) 75, 1098.

éme

M2 ISOGAI Y.I., NEMETHY G., SCHERAGA H.A.
Proe. Natl. Acad. Sei. USA (1977) 74, 414.
M3 DE COHEN J.L., HUMBLET C., KOCH M.H.J.
FE. B8, Lett: (I9Z27). 73, 38,
M4  LOEW G.H., BURT S.K.
Proc. Natl. Aead:"'Scy. USA (1978)-78,°7.
MS BALODIS Y.Y., NIKIFOROVICH G.V., GRINSTEINE I.V.,
VEGNER R.E., CHIPENS G.I.
F.E.B.S. Lett. (1978) 86, 239.
M6 PREMILAT S., MAIGRET B.
J. Phys. Chem. (1980) 84, 293-299.
M7 BRADBURY A.F., SMYTH D.G., SNELL C.R.
Nature (London) (1976) 260, 165.
M8 GORIN F.A., MARSHALL G.R.
Proc. Natl, Acad. S5ei. U.8.A. (1927) 74, §178;
M9 LEVITT M.
J. Mol. Biol. (1976)104, 59.
CHAPITRE 2
51 COTTON F.A., WILKINSON G.W.
"Advanced Inorganic Chemistry" (WILEY, LONDON) 2
S2 HOMER R.B., ALLSOPP S.R.
Biochem. Biophys. Acta (1976) 434, 297-310.
S3 STERN 0., VOLMER M.

Phys. 2. (1919) 20, 183.

ed.




~- 206 ~

S4 LAUSTRIAT G., PFEFFER G., LAMI H., COCHE A.
Acta Phys. Polon. (1964) 26, 449.

S LAUSTRIAT G., PFEFFER G., LAMI H., COCHE A.
Colloque International d'Electronique Nucléaire de
Paris (1963).

S6 LAMI H., PFEFFER G., LAUSTRIAT G.
J. Phys. (1966) 27, 384-404.

S7 GOWGILL R.W.
"Concept in Biochemical Fluorescence" (M. DEKKER, N.Y.)
(18786) Vol. 2.

S8 GERARD D., LAUSTRIAT G., LAMI H.
Biochem. Biophys. Acta. (1972) 263, 482-495.

S9 ALTEKAR W.
Biopolymers (1977) 16, 341.

S10 @ALTEKAR W.
Biopolymers (1977) 16, 369.

' S11 LUX B., GERARD D.,LAUSTRIAT G.
F.E.B.S. Lett. (1977) 80, 1, 66-70.



P

P2

P3

P4

P5

P6

27

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

- 01~

ANNEXE

e o > —-——

MERRIFIELD R.B.
J. Am. Chem. Soc. (1963) 85, 2149-2154.

STEWARD J.M., YOUNG J.D.
"Solid Phase pepttde synthests" (FREEMAN) (1969).

MUTTER M., BAYER E.
Angew. Chem. (1974) 88, 101-102.

MUTTER M., UHMANN R., BAYER E.
Liebigs Ann. Chem. (1975) 901-915.

GREENSTEIN J.P., WINITZ M.

"Chemistry of Amino Acids" (WILEY, N.Y.) (1961) vol.

SCHRODER E., LUBKE K.
"The peptides" (Academic Press, N.Y.) (1965).

CURPIUS T., GOEBEL F.
J. Prakt. Chem. (2) (1888) 37, 150.

Me KAY F.C., ALBERTSON N.F.
J. Am. Chem. Soc. (1957) 79, 4686-4690.

SCHNABEL E.
Liebigs Ann. Chem. (1967) 702, 188-196.

SCHWYZER R., KAPPELER H. ;
Helv. Chim. Acta (1961) 44, 1991.

WiiNSCH E., FRIES G., ZWICK A.
Chem. Ber (1958) 91, 542.

KATSOYANNIS P.G., SUZUKI K.
Jd. Am. Chem. Soc. (1962) 84, 1420.

SHEEMAN J.C., HESS G.P.
J. Am. Chem. Soc. (1956) 77, 1067-1068.

KOENIG W., GEIGER R..
Chem. Ber (1970) 103, 788-798.

CARPINO L.A.
J. Am. Chem, Soc. (1867) 79, 4427.



