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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 présentent une 

activité considérable. Ils sont synthétisés, en particulier, 

au niveau de llhypothalamus et de l'hypophyse. 

La découverte des enképhalines (5 acides aminés) --.- 
possédant des propriétés analgésiques équivalentes a la mor- 
phine a encore augmenté leur intérêt. De nombreuses molécu- 

les de peptide ont été synthétisées par voie chimique dans 

l'espoir d'obtenir un nouveau type de médicament présentant 

peu d'effets secondaires. 

Parallèlement des études physico-chimiques et théo- 

riques ont été réalisées pour connaître leur conformation, 

dans le but de comprendre le mécanisme de leur action. 

La résonance magnétique nucléaire, la spectrosco- - 

pie infra-rouge et Raman, le dichroïsme circulaire et, 3 un 

degré moindre, la spectrofluorimétrie ont été 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 évidence d'un certain nombre d'analogies entre molécules 

trés différentes chimiquement mais d'effet biologique iden- 

tique. 

Une équipe a été constituée au Laboratoire de Chimie 

Macromoléculaire de l'Université des Sciences et Techniques de 

LILLE pour synthétiser et étudier des peptides "modèles". C'est 

dans ce cadre qu'a été réalisé ce travail dont le but était 

double. 



- envisager l'utilisation du rendement quantique 
de fluorescence pour la détermination de la conformation 

des peptides, puis tenter de rendre compte, par un modèle 

théorique, de la réactivité chimique des peptides avec ap- 

plication 3 1 'extinction de fluorescence. 

L'ensemble a une finalité biologique, mais la 

grande complexité des mécanismes mis en jeu dans la matière 

vivante exige préalablement d'étudier des cas plus simples, 

en espérant que l'experience acquise permettra, ultérieure- 

ment, d'aborder d'autres phénomènes. 



GENERALITES SUR LES ACIDES AMINES ET LES PEPTIDES 

L'enchafnement des acides aminés est identique 

dans les peptides et dans les protéines. La formule générale, 

dans l'exemple d'un peptide possédant trois acides aminés, 

est : 

La structure primaire du peptide dépend de la na- 
ture des substituants R1, R2, R3. La structure secondaire 

est l'arrangement spatial des atomes de la molécule. Elle 

est complètement définie par un ensemble de liaisons inter- 

atomiques, d'angles de valence, et d'angles diédraux 4i, Oi, 

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

pement Ri. 

Les angles Oi, Jii et ui sont les angles dièdres 

des deux plans définis respectivement par les liaisons : 

Les angles xi définissent l'orientation des chaines 
latérales. 

Les conventions IUPAC (Gl) précisent que ces angles 

doivent être positifs quand ils sont orientés vers la droite. 
Ils sont égaux à zéro pour la conformation éclipsée (confor- 

mation cis). 

L'angle w correspondant 3 la liaison peptidique trans 

est donc égal à 180'. 

Tous les angles sont exprimés par une valeur comprise 

entre - 180' et + 180'. 



Remarque : 

Les conventions IUPAC datent de 1970. Dans les 

anciennes conventions l'angle correspondant à une forme 

éclipsée est égal a 180°. On passe de l'ancienne à 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 - CH2 - 
C'OH 

) ne possédant pas 

de chafne latérale, est définie uniquement par ses angles 

4 et $. 

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

en fait, un imino acide) : 

H H 
I I 

H - C  - C - H  

Le cycle interdit la libre rotation autour de la 

liaison N - cCL et llangle 4 sera considéré comme fixe (-  60') . 
Dans les composés X-Pro la liaison peptidique peut 

être cis (G11 - G12) avec o = O. 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 possède trois angles x : 

X1 : angle du diedre défini par : N - ca- cB- CY 

x2 : angle du diedre défini par : ca- cB- cY- c 6 i  
f X3 : angle du dièdre défini par : ~ € 1 -  C - O - H 



Structure -- des pe kits pejtides 
a-- 

Dans les petits peptides il y a trop peu d'acides 

aminés pour que la strtacture secondaire pirisse s'organiser 

en hélice a ou en feuillet B .  La structure organisée exis- 

tant est le coude ou le repliement. Elle se caractérise par 

Le rapprochement des atomes ca des acides aminés i et i+3 

pour Le coude B (G2-GJ) et i et i - t 2  pour le coiide y (G4-G5-G6). 

Les structures coudes se retrouvent également dans 

les protéines et plus particulièrement dans Les protéines glo- 

bulaires (G7 3 G10). Très souvent les "coudes" se situent 3 

l'extérieur de la protêine et favorisent ïe repliement de la 

chafne protéique vers l'intérieur. 

Dans les petits peptides les forces qui peuvent fa- 

voriser la forme repliée sont des liaisons hydrogéne intramo- 

léculaires ou des interactions éleetraçtatiques entre les ex- - 
trémités chargées, 

&es liaisons hydrogène çEetabLissent. généralement 

entre le groupement carbonyle de l'acide aminé i et llhydro- 



Les angles 4 $i+l t $14-2p qi-t2 o n t  alors des  

valellrs déterminees qid. o n t  permis de d i s t i n g u e r  d i f f e r e n t s  

types  de coudes (G2-133) par exemple : 

type I ( -  60°, - 30°, - 90'. 0') 

type II ( -  60'. 120°, 8 0 ° ,  Q O )  

type  131 ( -  60'. - 30'.  - 60'. --30°) 

Dans les milieux ionisantr ;  e t  dans ceux où l a  mo- 

l é c u l e  de ç o l ~ r û n t  p e u t  former des  l i a i s o n s  hydrogène avec les 

fonctions de l a  mol6c:i1la do peptide, l a  c o n t r i b u t i o n  de l ' i n -  

teraction ëIsctroltat iqne des charges terminales peu t  étre i m -  
portante (cas de L'eau) . ~ Darts ces condi t io i i s  l e  critère Le plus  génera l  pour 

détermi-ner une forme coude est  l a  d i s t a n c e  entre les carbones a 
du rés idu  i e t  i + 3  (ou i e t  i + 2 ) .  Par  exemple ,. pour un coude $ 

Dans tontes Ics Dtudes que nous avons e n t r e p r i s e s  

nous ùv$vrons cherch8 des p r o p r i é t é s  gdnéra les  de 1.a forme coude, 

quel que  s o i t  son i n d e  de stabilisation. Nous avons u t i l i s e  

l e  niéthanol et. si ir toi~t l'eau comme solvant: e t  n o t r e  p o s t u l a t  

de depart  est qiie dans ces deux mi l i eux ,  m6me sous forme re- 

p l i & ,  l e s  atomes de l a  molecule de pep t ide  possèdent un de- 

aré de l i b e r t é  non nggligeable. D è s  lors, c'est un ensemble * 

de s t ruc t i i r eç  poss ib les  q u e  nous avons t.raité e t  non une s t r u c -  
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Les  techniques  f l u o r i m é t r i q u e s  s o n t  de p l u s  e n  

p l u s  u t i l i s e e s  dans les é tudes  biochimiques e t  b io logiques .  

E l l e s  permet ten t ,  s u i v a n t  l e  type  de  paramétre observé 

(rendement quant ique ,  durGe de  vie ,  t a u x  de p o l a r i s a t i o n . . . )  

d ' o b t e n i r  des  in fo rma t ions  s u r  l a  s t r u c t u r e ,  l a  m o b i l i t é  ou  

l 'environnement d e s  molécules p o r t a n t  un groupement f luoro-  

phore.  

Parmi ces techniques  l a  mesure du rendement quan t i -  

que es t  l a  p l u s  s imple .  Comme el le  n ' ex ige  qu'une t r è s  f a i b l e  

q u a n t i t é  de p r o d u i t s ,  e l l e  p résen te  un grand i n t e r e t  p r a t i q u e .  

L e s  é t u d e s  s u r  l e  rendement quant ique  d e s  p r o t é i n e s  

e t  des  po lypep t ides  s o n t  nombreuses. Pour les o l i g o p e p t i d e s  

c 'es t  s u r t o u t  l a  r e l a t i o n  s t r u c t u r e  p r ima i re  - rendement 
quant ique  dans d i f f é r e n t s  mi l i eux  q u i  a é t é  é tud iée .  

Un p e p t i d e  comportant moins de  h u i t  a c i d e s  aminés 

peu t ,  comme il a été no té ,  a v o i r  deux types  de s t r u c t u r e  se- 

conda i re  : une s t r u c t u r e  "étendue s t a t i s t i q u e "  e t  une s t r u c -  

t u r e  r e p l i é e  (coude 6 , coude y , etc. ) . Peu de t r avaux  o n t  

été r é a l i s é s  pour s a v o i r  s i  une ou p l u s i e u r s  mesures de ren-  

dement quant ique  (dans des  c o n d i t i o n s  d i f f é r e n t e s )  permet- 

t a i e n t ,  a  p r i o r i ,  de  d i s t i n g u e r  l ' e x i s t e n c e  d 'une de ces 
deux formes. Nous avons donc s y n t h é t i s e  un c e r t a i n  nombre de 

p e t i t s  pep t ides  contenant  de l a  t y r o s i n e .  Dans un premier  

temps nous avons mesuré l e u r  rendement quant ique  dans d i f f é -  

r e n t s  s o l v a n t s  e t  Zi d i f f é r e n t s  pH. 

Ensu i t e  nous avons cherché un modèle théo r ique  

q u i  p u i s s e  r endre  compte d ' é v e n t u e l l e s  v a r i a t i o n s  de rende- 

ment quant ique  e n  fonc t ion  de  l a  conformation molécula i re .  

Nous avons,  e n f i n ,  comparé r é s u l t a t s  expérimentaux e t  théo- 

r i q u e s .  





C H A P I T R E  1 

ETUDE DU RENDEMENT QUANTIQUE DE PEPTIDES MODELES 

CONTENANT UN OU PLUSIEURS RESIDUS TYROSYLES 

1 - 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 IT de l'état fondamental au premier état excité sin- 

gulet S1 ou, plus exactement, 3 l'un des niveaux vibrationnels 

de S1 (Fig. 1). Cette transition s'effectue avec absorption 

d'une énergie hv. 

Très rapidement (en un temps variant de 10 -13 , 
1 0-1 s) des reconversions d' énergie intramoléculaires ramè- 

nent cet électron sur le niveau vibrationnel le plus bas de 

l'état excité SI. 11 reste quelques nanosecondes 3 ce niveau 

d ' énergie. 

Le retour à l'état fondamental peut se faire de dif- 

férentes façons : 

- par émission d'un photon de fréquence v' < v qui 

ramène la molécule sur l'un des niveaux vibrationnels de l'état 

fondamental : c'est le phénomène de fluorescence 

- par transferts d'énergie non radiatifs, intramolé- 
culaires ou intermoléculaires 

- par conversion singulet - triplet suivie de l'émis- 
sion d'un photon de phosphorescence. 



A: absorption 

F: f luoreecence 

0: desactivation non 

radiative 

P: phoaphoreacence 

FIG 1: DIAGRAMME DES PREMIERS 
NIVEAUX ENERGETIQUES 

0' UNE MOLECULE 



Schématiquement : 

Tyr + hv - Tyr * (excitation) 

~ ~ r *  kf Tyr + hv' (fluorescence) 

~ ~ r *  - Tyr (ensemble des processus 
kN de désactivation sans émis- 

sion de fluorescence) 

Soit un ensemble de molécules No et N1 le nombre 

de molécules dans l'état S1 au temps t apres l'excitation, si 

les phénomènes sont du premier ordre : 

dN1 - -  
dt = (kf + kN) N1 

soit : - (k£+kN) t 
- 

Ni - (Nl)t=O e 

Par définition le rendement quantique est le rapport 

du nombre de photons émis par fluorescence au nombre de photons 

absorbés. Ce rapport est égal 3 la fraction de molécules exci- 

tées qui reviennent à l'état fondamental par émission de fluo- 

rescence soit : 

La durée de vie est définie comme le temps nécessaire 
1 pour que le nombre de molécules dans l'état S1 soit égal 3 5 de 

sa valeur initiale. On voit donc que : 

Si ro est la durée de vie en l'absence de désactiva- 

tion non radiative : 



Remarque 

- L'ensemble des  é l e c t r o n s  ne retombant pas  s u r  

l e  même é t a t  v i b r a t i o n n e l  du niveau fondamental,  l a  lumière  

de f luorescence  n ' e s t  pas monochromatique e t  p r é s e n t e  un 

s p e c t r e  c a r a c t é r i s t i q u e  du composé é t u d i é ,  l e  maximum é t a n t  

s i t u é  à 303  nm pour l a  t y r o s i n e .  

La s u i t e  du paragraphe envisage  les d i f f é r e n t s  

paramètres  s u s c e p t i b l e s  de mod i f i e r  l e  rendement quant ique  

de  l a  t y r o s i n e  l i b r e  e t  engagée dans un pep t ide .  

B - In f luence  du s o l v a n t  

Lorsqu'une molécule est  m i s e  en  s o l u t i o n  dans un 

s o l v a n t  des  é n e r g i e s  d ' i n t e r a c t i o n  so lu té - so lvan t  appa ra i s -  

s e n t ,  pouvant mod i f i e r  les niveaux é l e c t r o n i q u e s  de l a  mo- 

l é c u l e  à l ' é t a t  fondamental ou e x c i t é .  C e t t e  mod i f i ca t ion  

en t r azne  généralement un g l i s semen t  e t  une déformation d e s  

s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  ou d 'émiss ion .  I l  y a  mod i f i ca t ion  de  

l a  va leu r  d e  kf e t  donc du rendement quant ique .  

Pour l a  t y r o s i n e ,  l ' e a u  e t  les s o l v a n t s  organiques  

n ' o n t  prat iquement  aucune i n f l u e n c e  s u r  les  s p e c t r e s  (Fl). 

Comme, très probablement, les i n t e r a c t i o n s  é l e c t r o n i q u e s  

e x i s t e n t ,  on peut  en  conc lu re  que l a  m o d i f i c a t i o n  d e s  é t a t s  

fondamentaux e t  e x c i t é s  e s t  l a  m ê m e ,  c ' e s t - a - d i r e  que l a  géo- 

m é t r i e  e t  l e  moment d i p o l a i r e  de ces é t a t s  s o n t  t r è s  proches.  

L e  kf n ' e s t  pas  modif ié  pa r  les s o l v a n t s  mais on 

mesure des  rendements quant iques  t r è s  d i f f é r e n t s  pour les mê- 
m e s  composés : ce s o n t  donc les processus  i n t e r m o l é c u l a i r e s  

e t  i n t r a m o l é c u l a i r e s  ( l i é s  à l a  conformation) de  d é s a c t i v a t i o n  

non r a d i a t i v e  q u i  dépendent des  c a r a c t é r i s t i q u e s  de s o l v a n t  

(moment d i p o l a i r e  e t c . ) .  

C - In f luence  de l ' i o n i s a t i o n  s u r  l e  rendement quant ique  d e  

l a  t y r o s i n e  

La mesure d 'un rendement quant ique  abso lu  est très 

complexe e t  les r é s u l t a t s  obtenus pour l a  t y r o s i n e  dans l ' e a u ,  

sous  forme de z w i t t e r i o n ,  d i f f é r e n t  s e l o n  les a u t e u r s  : 



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 employée, mais nous 

exprimerons les rendements quantiques en valeur relative 

par rapport au rendement quantique de la tyrosine (zwitterion) 

arbitrairement fixé 3 1. 

1 - I n f  Zuence de Z ' i o n i s a t i o n  de Z 'hydroxyZe phdnoZique 

La formation d'un ion phénate fait disparaître 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 études fluorimétriques 3 un pH 

supérieur. 

Quand l'hydrogène du groupement hydroxyle est impli- 

qué dans une liaison de type hydrogène, le rendement quantique 

est abaissé par renforcement du caractère négatif de l'oxygène 

(formation d 'un pseudo-phénate) . 

2 - InfZuence de Z ' i o n i s a t i o n  de Za f o n c t i o n  t e rmina le  

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, 3 des 

pH inférieurs 3 2 oh le groupement acide n'est pas dissocié, 

il existe une fluorescence résiduelle faible. Ceci est égale- 

ment observé quand la tyrosine est en position C terminale 

d'un peptide. Le mécanisme de désactivation semble être déter- 

miné par la présence d'une double liaison C = O et sera envi- 
sagé en même temps que l'effet de la liaison peptidique. 

3 - I n f l u e n c e  de Z ' i o n i s a t i o n  de Za f onc t ion  amine Zerminale 
O 

Dans l'intervalle de pH oO 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 



l a  fonct ion  amine é t a n t  t r è s  v o i s i n  de c e l u i  de  l a  fonc t ion  

hydroxyle. COWGILL (F8) a  montré que c e t t e  d i s s o c i a t i o n  a v a i t  

peu d ' i n f l u e n c e  s u r  l e  rendement quant ique de l a  O méthyl- 

ty ros ine .  

Pour l e s  pep t ides  contenant  l a  t y r o s i n e  l a  fonc t ion  

amine protonée a b a i s s e  l a  f luorescence .  

B - Inf luence  de l a  l i a i s o n  pept id ique  

L a  diminution du rendement quant ique de  l a  t y r o s i n e  

appartenant  à un pept ide  ou à une p r o t é i n e  e s t  b i e n  connue 

(F6, F10, F11) .  Par c o n t r e ,  l e  mécanisme de c e t t e  e x t i n c t i o n  

est  encore m a l  é luc idé  (F12) .  On peut  dégager des  t ravaux s u r  

les p e t i t s  pep t ides  quelques hypothèses : 

1 - T r a n s f e r t  de pro ton  

Le proton de l 'hydroxyle  du phénol à l ' é t a t  e x c i t é  

s e r a i t  t r a n s f é r é  s u r  le  groupement C = O p lus  ou moins pola- 

r i s é  d'une l i a i s o n  pept id ique  de l a  molécule. I l  s e  fo rmera i t  

a l o r s  l ' i o n  phénate q u i  n ' e s t  pas f luorescen t .  

C e  type de mécanisme rend compte des  e f f e t s  i n h i b i -  

t e u r s  observés p a r  FEITELSON (F3) quand son t  p r é s e n t s  dans l e  

mi l i eu  des composés possédant une fonc t ion  carbonyle (diméthyl- 

formamide, diméthylacétamide) . 
Par c o n t r e  COWGILL (F13) a  observé d e s  v a l e u r s  ana- 

logues de rendement quant ique pour des pep t ides  comportant 

un r é s i d u  t y r o s y l  ou un r é s i d u  O méthyl-tyrosine.  

Remarque : 

Récemment GAUDUCHON e t  WAHL (F12, F14) o n t  r e p r i s  

une hypothèse de t r a n s f e r t  de proton pour exp l iquer  l e  ren- 

dement quant ique bas de Tyr-Gly-Gly sous forme de z w i t t e r i o n .  

Mais, dans ce cas, le  proton n ' e s t  p l u s  t r a n s f é r é  v e r s  le  

carbonyle pept id ique  mais ve r s  l e  groupement i o n i s é  carboxy- 

l a t e  te rminal ;  c e  t r a n s f e r t  é t a n t  rendu p o s s i b l e  pa r  l a  con- 

formation r e p l i é e  du pept ide .  



2 - Transfert de charge 

TOURNON et EL-BAYOUMI (F15, F16, F17) ont montré 

qu'un transfert de charge entre un noyau aromatique et des 

groupements amides, esters ou carboxyles protonés, était 

possible et qu'il devait se traduire par une diminution im- 

portante du rendement quantique. Comme précédemment ce type 

de transfert implique la proximitg des groupements mis en jeu. 

3 - Augmentation du coupZage vibrationne2 

COWGILL (F13) a proposé d'expliquer 1 'ef £et d'ex- 

tinction de la fluorescence en considérant que le groupement 

carbonyle peptidique dans l'eau pouvait augmenter un couplage 

vibrationnel intramoléculaire entre le plus bas niveau de 

l'état singulet et l'état fondamental du chromophore aromati- 

que en favorisant une désactivation 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 quan- 

tique des peptides suivants (F9) : 

+ H 3 ~  - Tyr - (Gly), - Coo- n > l  

+ H ~ N  - (Gly), - Tyr - COO- n = l  

+ 
L'extinction due 3 la proximité. de NH3 est confir- 

mée par l'augmentation du rendement quantique quand on rem- 

place Gly par +la ou Leu dans le deuxieme composé précité 

GOWGILL en conclut (F13) que le groupement amine 

protoné n'aurait aucun effet quand il est isolé mais viendrait 



r en fo rce r  l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  du groupement pept id ique  v o i s i n  

p a r  e f f e t  d i r e c t  s u r  l e  phénol ou pa r  e f f e t  é l ec t ron ique  3 

t r a v e r s  l a  chaîne carbonée. 

GAUDUCHON (F14) a montré que cette hypothèse per- 

m e t t a i t  d ' exp l iquer  d 'une manière cohérente  un c e r t a i n  nom- 

bre de r é s u l t a t s  expérimentaux. 

C - Conclusion 

Sans c h o i s i r  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  mécanismes pro- 

posés on peut  dégager un c e r t a i n  nombre de paramètres pou- 

v a n t  i n f l u e r  s u r  le  rendement quantique : 

- l a  d i s t a n c e  e n t r e  le groupement hydroxyle du phé- 

n o l  d'une p a r t ,  les groupements carbonyles  des l i a i s o n s  pep- 

t i d i q u e s  e t  l e  groupement carboxyle t e rmina l  d ' a u t r e  p a r t  

- l a  d i s t a n c e  e n t r e  l e  groupement phényl e t  les 

groupements carbonyles pept id iques  

- l a  d i s t a n c e  e n t r e  l e  groupement phényl e t  l e  

groupement amine te rminal .  

L'ensemble de c e s  d i s t a n c e s  dépend de  l a  conforma- 

t i o n  de l a  molécule de  pept ide  e t  l e  b u t  du modèle de c a l c u l  

s e r a  l a  recherche p a r  l a  r e l a t ion 'k l i s t ance  - conformationWde 

l a  r e l a t i o n  'kendement quant ique - conformation': 

- RENDEMENT QUANTIQUE DES PEPTIDES ETUDIES 

A - P a r t i e  expérimentale 

L e s  mesures o n t  é t 6  e f f e c t u é e s  s u r  un a p p a r e i l  FICA 

55 MK II q u i  e s t  un spec t ro f luor imè t re  " d i f f é r e n t i e l - a b s o l u "  

à double monochromateur. 

L ' appare i l  es t  équipé d'une lampe au Xénon e t  d'un 

système de  c o r r e c t i o n  des s p e c t r e s  d 'émission. 

L e s  é c h a n t i l l o n s  o n t  é t é  préparés  par  d i l u t i o n s  

success ives  d'une s o l u t i o n  mère dans des  s o l v a n t s  d i s t i l l é s  

ne p résen tan t  aucune f luorescence  r é s i d u e l l e .  Afin d ' é v i t e r  

l ' e f f e t  de f i l t r e  i n t e r n e  t o u s  les é c h a n t i l l o n s  a v a i e n t  une 

d e n s i t é  opt ique  i n f é r i e u r e  à 0,1, à l a  longueur d 'onde .  
d 'émission maximum. 



La cellule de mesure étant thermostatée (20°C)  les 

solutions ont été placées dans l'appareil quelque temps avant 

la mesure, en 1 ' absence de toute radiation. L 'enregistrement 
du spectre de fluorescence a été réalisé assez rapidement de 

façon a éviter toute dégradation photochimique. La longueur 
d'onde excitatrice est de 275 nm et les skctres d'émission 

ont été enregistrés de 270 à 350 nm. 

L'expression complète du rendement quantique mesu- 

ré est : 

Xe : longueur d'onde excitatrice 

C : concentration 
Q = -E C 1 1 : largeur de la cuve 

k Io 10 Xe 

09 l'intégrale représente les quanta émis sur tout le spectre, 

Io 
-''e l'intensité absorbée et k un facteur tenant compte 

de la ggométrie de l'appareil qui ne capte qu'une fraction des 

quanta. En reliant le nombre de quanta à l'intensité observge : 

Ne = kA 1 1 : intensité observée en valeur 

arbitraire 



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 était prati- 

quement égal 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-à-dire que nous fixons ar- 

bitrairement Q = 1 pour la tyrosine dans l'eau. Dans ces con- 

ditions : 

h x . DO Tyr 
* = h Tyr DO x 

En conséquence chaque mesure fluorimétrique a été 

suivie par une mesure de densité optique la longueur d'onde 

excitatrice. 

La concentration des solutions est de l'ordre de 3 

3 4 . IO-' mole/l. Pour les études en fonction du pH nous 

avons utilise des tampons lysine 0,02 M - KC1 0,l M ajustés 
au pH désiré par NaOH ou HC1. 

B - Résultats 
Les composés étudiés sont la tyrosine et les pepti- 

des modeles synthétisés (voir Annexe 1 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) 







La f i g u r e  3 montre les s p e c t r e s  obtenus dans l ' e a u .  

11 y a t r è s  peu de d i f f é r e n c e  de forme e n t r e  les s p e c t r e s  

quand on change de so lvan t .  

L e s  tab leaux 1 e t  2 résument les r é s u l t a t s  des  me- 
s u r e s  dans les d i f f é r e n t s  so lvan t s .  

1 

Remarque : 

L e s  pep t ides  protéggs ne s o n t  pas s o l u b l e s  dans 

l ' e a u .  

TABLEAU 1 

Longueur d 'onde maximum d '&mission 

des différents composbs (en nm) 

eau 1 0.17 

eau 3 05 3 02 3 03 

~ t h a n o l  304 3 03 3 03 3 O1 3 06 3 04 

dioxanne 299 299 3 00 

Gly - Gly M e  
tBoc.Tyr-Pro-tBoc-Gly-Pro. 

Tyr- Gly -Me 

1 
TABL 

Gly-pro- 
Gly T p  
(GPGY) 

tBoc-Gly-Prc) 
Gly-?$P Me 

tBoc-Tyr-mi0 
Gly . Gly M e  

Gly-Pro. 
Tyr -Gly 
(GPYG) 

r 

tBoc-Gly-Pm tBoc-Gly- 
Tyr- Gly -Me Gly. Tyr-. M e  "i 

Gly - Gly 
(YPGG) 

Rendements quantiques relatifs des différents composés 



FIG 4: Qr-f (PH) pour TyrProGlyGly 





Les figures 4, 5 et 6 représentent l'évolution 

du rendement quantique en fonction du pH des mêmes composés 

dans l'eau. 

C - Discussion 

On constate tout d'abord que les longueurs d'onde 

d'émission maximum sont, comme prévues, très voisines. Quel 

que soit le peptide les 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 phénomène a été constaté également 

par EDELHOCH (F10) dans les dicétopiperazines de la tyrosine. 

Il l'explique par une influence directe du solvant sur les 

phénomènes d'extinction de fluorescence et par un changement 

de conformation des composés dans le dioxanne. 

D'après les résultats dlEDELHOCH 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 également que les différences re- 

latives de rendement quantique sont beaucoup plus faibles dans 

le dioxanne. Les effets de structms primaire et secondaire 

sont peu importants, de ce fait les études fluorim6triques 

dans ce milieu présentent peu d'intérêt. 

2 - MZZieu méthanol 

Le méthanol permet d'utiliser tous les dérivés de la 

tyrosine, protégés ou non. Malheureusement il existe très peu 

d'études fluorimétriques dans ce milieu. La constante diélec- 

trique étant inférieure à celle de l'eau on peut supposer que 

les effets d'extinction intramoléculaires sont moins importants 

ce qui expliquerait l'augmentation des valeurs de rendement 

quantique . 



Pour les peptides libres les résultats relatifs 

sont comparables à ceux de l'eau et seront interprétés avec 

les mêmes critéres. 

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 être 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 NHjr 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 équivalent 3 celui 

des amides et des acides protonés. On peut donc trouver dans 

le méthanol un phénomène analogue. 

La fluorescence élevée de tBoc GPYG Me est moins 

facile Zi interpréter. Les extremités étant relativement 

éloignées leur influence doit être faible d'autant que l'ex- 
& 

trémité la plus proche est une fonction ester qui 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, 

l'ion carboxylate étant 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 l'hydroxyle du phénol, 



vers pH 10. On notera, à 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 légsre 

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 quantique 
qui présente le plus d'intérêt. 

Cmme dans toutes les méthodes physico-chimiques 

l'observation d'un changement de fluorescence lorsque le 

peptide est en milieu dénaturant serait une preuve de l'exis- 

tence préalable d'une structure organisée. 

Encore faut-il savoir si un changement de confor- 

mation dans les petits peptides entraîne systématiquement une 

modification importante du rendement quantique. C'est dans ce 

but que nous avons recherché un modèle quantitatif qui essaie 

de rendre comp'te de la fluorescence de nos composés. 
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C H A P I T R E  I I  

MODELE POUR L'ETUDE DE LA RELATION 

LE RENDEMENT QUANTIQUE ET LA CONFORMATION 

ENTRE 

DES PEPTIDES 

La structure organisée la plus probable pour un 

petit peptide est la structure repliée ou coude. Nous avons 

postulé que dans l'eau cette structure pouvait ne pas être 

complètement rigide et nous avons constaté que le critère 

le plus simple qui la caractérise est la distance entre les 

carbones a des résidus 1 et 4 (inférieure Ci 5,7 f i )  

Si toutes les structures repliées ont un rendement 

quantique inférieur (ou supérieur) à celui correspondant a 
la structure statistique, la fluorescence est une technique 

applicable. Si les moyennes des rendements quantiques 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. 

1 - PRINCIPE DU MODELE 
Un grand nombre de conformations sont générées à 

partir d'angles 4 ,  $ et X aléatoires. 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 considéree 

comme le barycentre de l'atome de carbone et des deux atomes 

d'oxygène de la fonction carboxylique 

- localisation analogue de la charge positive. 



A partir des coordonnées correspondantes sont 

évaluées les distances pouvant régir le rendement quantique 

(voir chapitre précédent) : 

distances entre le groupement hydroxyle du 

phénol et les fonctions carbonyles des premiers, 

deuxièmes et troisièmes acides aminés 

do- distance entre le groupement hydroxyle du 

phénol et la charge négative 

dpt Al distances entre le centre du noyau phénol et les 

dpt A2 fonctions carbonyles des premiers, deuxièmes et 

'P. Aj ] troisièmes acides aminés 

d ~ ,  + ) distances entre le centre du noyau phenol et 

d ~ t  - les charges positives et négatives 

d+t - distance entre les deux charges 

Les résultats sont regroupés dans deux ensembles 

1 et II selon que la distance entre les carbones a des ré- 

sidus 1 et 4 est inférieure ou supérieure 3 5,7 A.  La mo- 
yenne des valeurs de l'ensemble 1 correspond 3 l'ensemble 

des structures repliées. La moyenne de la somme des valeurs 

des ensembles 1 et II correspond à l'ensemble des structu- 

res statistiques. 

De plus on calcule les valeurs pour une forme 

coude rigide définie par les angles 4 ,  @ des résidus 2 et 

3 ( 6  turn). 

Pour les structures moyennes les résultats par- 

tiels sont contrôlés toutes les 500 structures et le calcul 

est arrêté 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 da tenir compte de la capacité de la mémoire rela- 

tivement faible (24 K) pour le choix des méthodes. 

A - Calcul des coordonnées 
Il s'agit de calculer à 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 précedents. 

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 à 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 : 

Supposons que l'on connaisse les coordonnées de 

i+2 dans un système cartésien 3 3 dimensions ayant pour ori- 

gine i+l, dont l'axe Ox est confondu avec la liaison i+l - 
i+2, dont l'axe Oy est dans le plan défini par if i+l et i+2 

(son sens étant choisi pour obtenir une projection positive 

dans le sens i - i+l) et dont l'axe Oz est dans une position 
conforme h un repére droit. 



S i  C+3 e s t  d é f i n i  dans un deuxième système équi- 

v a l e n t  c e n t r é  en i+2,  l a  mat r i ce  de  changement de base du 

deuxième système dans l e  premier peut  s ' é c r i r e  : 

Icos 8 s i n  8 O 1 
T = s i n  0 cos c) -cos 0 cos c) s i n  4 

2.3 1 
s i n  8 s i n  4 -cos 8 s i n  4 -cos c) 1 

8 : supplément de  l ' a n g l e  de valence i + l ,  i + 2 ,  i+3  

4 : angle du d i è d r e  d é f i n i  p a r  les t r o i s  l i a i s o n s  

i - i+l ,  i + l  - i + 2 ,  i + 2  - i+3 .  

-% 

L e s  coordonnées du vec teur  12-3 jo ignant  14-2 e t  i + 3  

s o n t ,  dans l e  système de ré fé rence  de i + 3  . :  

Dans l e  système de  i + 2  l e s  coordonnées de  c e  vec teur  

deviennent : 

cos 0 . ri+3 

s i n  8 . cos c) . ri+3 

s i n  8 . s i n  4 . ri+3 

S i  on conna î t  mat r ice  de  passage du système 
-t 

de ré fe rence  de i + l  au système i + 2  l e s  coordonnées de  

dans l e  systéme i + l  s e r o n t  de l a  même manière : 



Finalement les coordonnées du point i+3 dans le 

systéme de référence de i+l seront la somme des coordonnees 
+ 

des vecteurs qui ont permis de l'atteindre : 1 + T2, 3. II2 
Par récurrence on peut calculer ainsi les coordon- 

nées de n'importe quel atome d'une chalne dans un systéme 

situé Zi une extrémité, si on connaît l'ensemble des 4 et 8. 
Pour un atome n : 

n 

x = 1 < T  > n l,i 1,l ri 
i=2 

n 

Yn = 1 < T 1,i > 2,l' r i r : distance 
i=2 interatomique 

, 
n 

z = C < T  > n 1 , i  3,1eri 
i=2 

avec : <TIIi> a,b élément a. b de la matrice 

T 
l,i 

= Tl . T2 . W . . .  . Ti 

Quand la chafne est ramifiée il faut déterminer 

le chemin qui a permis d'atteindre l'atome 3 partir de 
l'origine des coordonnées. On utilise, pour cela, unt'indi- 

çagensystématique. 



o r i g i n e  

C e t  "indiçage" permet de  t r o u v e r  automatiquement 

l ' a tome p récéden t  dans  l a  d e s c r i p t i o n .  

L e s  atomes de l a  cha îne  p r i n c i p a l e  (ou  t r o n c )  

s o n t  p récédés  p a r  l ' a t ome  de premier  i n d i c e  i n f é r i e u r .  

L e s  atomes cor respondant  à une première  r ami f i ca -  

t i o n  (ou branche)  s o n t  p récédés  p a r  l ' a tome de l a  cha fne  

p r i n c i p a l e  a y a n t  l e  même i n d i c e  e t  les deux a u t r e s  égaux a 
1 ( x ,  1. 1) 

L e s  atomes co r r e spondan t  à une deuxième r ami f i ca -  

t i o n  s o n t  p récédés  p a r  l ' a tome a y a n t  les 2 p remiers  i n d i c e s  

i d e n t i q u e s  e t  le t r o i s i è m e  é g a l  3 1 (x ,  y ,  1) . 
C e  t ype  "d ' indiçage" s e  p r ê t e  p a r t i c u l i è r e m e n t  b i e n  

a un ba layage  sys témat ique  p a r  bouc le  avec inc rémen ta t ion  

d e s  i n d i c e s  d è s  que l e  t a u x  de r a m i f i c a t i o n  maximum est a t -  

t e i n t .  

Pour un p e p t i d e  on pour ra  i n d i c e r  t o u s  les atomes 

de cette manière.  Pa r  exemple, pour  le  r é s i d u  a l a n y l e  : 





FIG 7: INDICAGE DES 
ATOMES 



Le résidu tyrosyle pdse un problGme pratique. La 

valence du carbone &tant égale 3 quatre on peut remarquer 

que chaque indice ne peut dépasser la valeur 3 sauf pour le 

premier qui correspond à la chalne principale. Toute ramifi- 

cation doit se traduire par l'addition d'un nouvel indice. 

On est donc amené, pour définir l'oxygène de l'hydroxyle 

phénolique de la tyrosine, à utiliser 8 indices. L'ensemble 

des indices étant tabulés on doit utiliser une matrice à 8 

dimensions occupant une grande place mémoire tout en gtant 

pratiquement vide. La taille de notre calculateur ne le per- 

met pas et pour utiliser la même méthode représentation nous 

avons transformé provisoirement, dans le cas d'un nombre im- 

portant de ramifications, la chaîne latérale en chaîne prin- 

cipale ce qui permet '1 'indiqage" suivant : 

C Hx,3 ,3 cx,'9 ,L I 
Cx,8,1 

0 
C x,4,1 

\ - î x , r  cx,37 x,2,1 
C - O H  

\ / x,7,1 
C - 

N H x,5,1 'x,6,1 
x,3,2 

* 
chaîne 

principale 

Dans le balayage systématique des atomes, le mode 

reconnaissance de l'atome précédent est, alors, modifié des 

que le deuxième indice est supérieur a 4. Inversement, aprgs 
avoir atteint l'indice 9, le balayage normal reprend. 

"L1indiçagewdes atomes est indispensable pour le 

calcul des 'coordonnées mais devient peu pratique ensuite. Il 

est donc remplacé par un nombre correspondant a l'ordre des 



B - Détermination des conformations permises 

Chaque molécule dans une conformation donn6e pos- 

sède une énergie qui est la somme d'un certain nombre de 

contributions. Le calcul de cette énergie a fait l'objet de 

nombreuses études : par des méthodes quantiques (F21 3 F25) 

ou par des méthodes semi-empiriques (F26 3 F33) . 
Dans les méthodes semi-empiriques les contributions 

a l'énergie totale sont : 

- l'énergie non liante qui peut être calculée par le potentiel 
de LENNARD-JONES (F26). 

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 

ri j : 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) 

qi1 qj : charges partielles des atomes i et j 

D : constante diélectrique du milieu 



- l'énergie des liaisons hydrogène 

E,F : constantes déterminées expérimentalement 

r H  distance entre l'hydrogène et l'oxygène 

- l'énergie de torsion (F27) : 

UT = (Uo/r) (1 t cos ne) 

barrière de potentiel s'opposant à la 

rotation 

nombre de barrières rencontrées lors d'une 

l rotation totale I 

Si on cherche les conformations permises et non 

les plus stables, on doit éliminer celles dont le potentiel 

est très élevé. 

On peut remarquer que l'énergie des liaisons hy- 

drogène est stabilisatrice et n'est donc pas un critère 

d'élimination. 

Les potentiels de torsion ne sont généralement 

pas très élevés (la liaison peptidique est considérée corne 

bloquée), et l'énergie électrostatique est soit faible, si 

les atomes ne sont pas chargés, soit stabilisatrice, dans 

nos modèles, puisque nous considérons que seules les extré- 

mités peuvent étre ionisées (en pratique nous travaillons a 

l des pH inférieurs à 9 et l'hydroxyle phénolique n'est pas 

dissocié). 

Par contre l'énergie non liante crolt très rapi- 

dement vers l'infini quand r 
i j 

tend vers de petites va- 

leurs, et cette énergie peut être prise comme critère prin- 

cipal des conformations interdites. 



L e  p o t e n t i e l  d e  LENNARD-JONES p e u t  etre relié d i -  

rectement  à un e f f e t  s t é r i q u e .  Son minimum cor respond  (F29, 

F30) à l a  d i s t a n c e  de c o n t a c t  de  VAN DER WAALS e t  il est 

a l o r s  remplaçable ,  avec une bonne approximat ion,  p a r  un mo- 

d è l e  de  sphè re s  d u r e s  (F31) .  

C e  modèle es t  d u  type  t o u t  ou r i e n .  S i  l a  d i s t a n c e  

e n t r e  deux atomes du  p e p t i d e  (non v o i s i n s  dans  l a  s t r u c t u r e  

p r ima i r e )  est i n f é r i e u r e  à l a  d i s t a n c e  de  VAN DER WAALS ca- 

r a c t é r i s t i q u e  de  ce couple  d 'a tomes,  l a  conformation est 
s t é r iquemen t  i n t e r d i t e .  

Nous avons u t i l i s é  c e  d e r n i e r  modèle q u i  a l ' avan -  

t a g e  de n ' e x i g e r  qu 'un nombre r e s t r e i n t  de  v a l e u r s  d e  r é f é -  

r ence  ( d i s t a n c e s  d e  VAN DER WAALS) e t  convena i t  t o u t  3 f a i t  

a n o t r e  c a l c u l a t e u r .  Pour une conformation donnée t o u t e s  les 

d i s t a n c e s  i n t e r a tomiques  d e s  coup le s  d 'atomes non v o i s i n s  o n t  

donc é t é  c a l c u l é e s .  S i  une s e u l e  d ' e n t r e  elles est  i n f é r i e u r e  

à l a  d i s t a n c e  de  VAN DER WAALS cor respondante ,  l a  conformat ion 

est imposs ib le .  

Générat ion a l é a t o i r e  des a n g l e s  

Lorsqu'on cherche à dé te rmine r  une é n e r g i e  minimum 

le  problème du  ba layage  de l ' e s p a c e  des  a n g l e s  est  t r è s  i m -  

p o r t a n t .  I l  est généralement  r é s o l u  s o i t  en  p a r t a n t  d e  va- 

l e u r s  supposées v o i s i n e s  de ce  minimum, s o i t  e n  u t i l i s a n t  une 

méthode s t a t i s t i q u e  du t y p e  MONTE CARLO (F32) .  

Nous recherchons des d i s t a n c e s  moyennes e n t r e  d i f -  

f é r e n t s  p o i n t s  d ' un  p e p t i d e  s u i v a n t  l e  type  de  conformation.  

La v a r i a t i o n  d e s  v a l e u r s  ob tenues  en  f o n c t i o n  du  nombre de  

conformat ions  u t i l i s é e s  r e p r é s e n t e  un c r i t è r e  d e  v a l i d i t é  de  

l ' é c h a n t i l l o n ,  s i  on u t i l i s e  une méthode s t a t i s t i q u e .  C ' e s t  

pourquoi nous avons généré  d 'une  manière  a l é a t o i r e  t o u s  les 

a n g l e s  d é f i n i s s a n t  l a  conformation.  Ensu i t e ,  en  a p p l i q u a n t  le  

modéle de sphè re  du re ,  cette conformation a é té  é l i m i n é e  o u  

conservée.  Dans l e  c a s  f a v o r a b l e  l ' ensemble  d e s  d i s t a n c e s ,  

f a i s a n t  l ' ob je t  de cette é t u d e ,  o n t  é t é  c a l c u l é e s  e t  i n t r o d u i t e s  



dans l'ensemble correspondant à la conformation statistique 

ou repliée. Des moyennes de ces distances ont été effectuées 

régulièrement et le calcul a été arrêté dès que ces moyennes 

restaient pratiquement constantes. 

Pour obtenir des angles de manière aléatoire nous 

avons utilisé la fonction nombre aléatoire 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 9 correspondant à des structures 

possibles des acides aminés respectifs (F33). 

Pour les angles X1 de la tyrosine le choix aléa- 

toire se fait entre les trois valeurs de rotamères - 6 0 ° ,  

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

III - RESULTATS 

Les résultats sont résumés dans les tableaux 3, 4 

Les valeurs des distances sont exprimees en angs- 

tr6ms. 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 été nécessaires pour 

obtenir des valeurs pratiquement invariantes; la précision 
effectivement obtenue est de l'ordre de la deuxième décimale. 

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

- La forme repliée correspond à une distance entre 

les carbones a du premier et du quatriéme acide aminé 

inférieure à 5,7 A sans qu'il y ait obligatoirement une liai- 
son hydrogène stabilisatrice 

- La conformation "coude (3" correspond 3 des angles 

, $ (des deuxiPme et troisième acides amines) fikes. 



Pourcentage de formes repliées 11 % 

TABLEAU 3 

dp ,A, 

d 
l',A2 

7 

dp ,A3 

d ~ , +  

d ~ ,  - 

do.- 

d 
0,A2 

d ~ , ~ 3  

Distances  dans Ze pept ide  

Tyr - Pro - Gly - GZy 

Conformation 

"statistique " 

4,43 

6,71 

8,37 

4,51 

9,98 

11,32 

6,85 

8,63 

9,91 

I 9,99 

Conformation 

"repliée " 

4,66 

7,59 

8,02 

4,36 

7 

8,92 

7,Ol 

9,66 

9,97 

Conformation 

"coude 6" 

5,08 

7,62 

8,52 

4,29 

6,82 

9,13 

7,62 

10,43 

10,05 

7,Ol 6,8 





P o u r c e n t a g e  de fo rmes  r e p l i é e s  : 1 2  % 

TABLEAU 5 

Distances dans Ze peptide 

GZy - Pro - GZy - Tyr 

1 

Conforma t ion  

"coude f 3 "  

5 , 5 5  

7 ,22  

5 ,05  

6 ,97  

4 ,57  

6,67 

7 ,72  

9 ,19  

7 , 0 9  

6 

C o n f o r m a t i o n  

" r e p l i é e "  

6 ,59  
I 

7 ,74  

5 ,24  

7 ,28  

4 ,47  

6,54 

8 ,58  

9,56 

7 , 2 8  

5 ,97  

d 
P ,A1 

d 
P ,A2 

d 
P ,A3 

d ~ , +  

d p t -  
- 

dot- 

d 
0 1 A 2  

do ,A3 

Confo rma t ion  

" s t a t i s t i q u e "  

8 , 0 3  

7 , 3 5  

5 ,28  

10 ,Ol  

4 ,54  

6 ,64  

9 ,62  

9 ,03  

7 , 3 3  

9 ,33  



A - Peptide Tyr - Pro - Gly - Gly 

Considérons tout d'abord les effets qui doivent 

être prépondérants : la distance du noyau phénol a la plus 
proche fonction carbonyle d'une liaison peptidique et la 

distance de ce noyau 3 la charge positive (dptA1 et dp,+). 

On peut remarquer que la variation de ces distances en fonc- 

tion de la conformation n'excède pas 15 %. 

Il en est pratiquement de même pour toutes les 

autres distances sauf dp,-, do,-, et d+,-. 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 diminbe. 

La variation de la distance do,- pourrait entraber un 

transfert du proton de l'hydroxyle (du phénol) dans une 

seule des conformations. Mais, dans le meilleur des cas 

(forme repliée) cette distance reste grande (8,92 A) et le 
transfert semble très peu probable. 

La distance entre les charges extrOmes varie beaucoup. 

Elle ne peutpas avoir une influence directe sur le rendement 

quantique, mais la proximité relative d'une charge négative 

peut perturber l'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 hydrogène 

dans la forme repliée. L'existence d'une liaison hydrogène 

favorise le transfert de charge entre le noyau pheny3e exci- 

té et le groupement carbonyle, c'est-à-dire favorise l'ex- 

tinction. L'effet de la charge positive et de la liaison hy- 

drogène sont antagonistes dans la faxme repliée et on peut 

difficilement prévoir, théoriquement, une différence de ren- 

dement quantique entre les formes repliées et statistiques 



B - Peptide Gly - Pro - Tyr - Gly 
On peut remarquer qu'aucune des distanczs ne va- 

rie de plus de 10 % en fonction de la conformation, 3 

l'exception de la distance d+ -. 
? 

Le noyau phénol de la tyrosine étant 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 l'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 chaîne entraîne un rapproche- 

ment du centre du noyau phénolique et de la fonction carbo- 

nyle de la glycine située du côté 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 probabilitg plus grande de for- 

mer ure liaison hydrogène 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 f3 que dans Le cas de la forme "statistiquement repliée". 

D'autre part, si l'augmentation de l'extinction par 

la charge positive implique un effet électronique t r h s  par la 

chaîne peptidique, l'effet de la charge positive sur le der- 

nier acide aminé est négligeable quelle que soit la distance 

qui les sépare dans l'espace. 

IV - CONCLUSIONS 

Le modèle que nous avons réalisé a permis d'étu- 

dier théoriquement une propriété fluorimétrique donnée (le 

rendement quantique) de trois peptides particuliers dans 



un solvant donné, l'eau. Avant de tirer des conclusions et 

d'essayer de les généraliser, on peut remarquer que ce mo- 

dèle est basé sur l'hypothèse fondamentale que, dans l'eau, 

les conformations des peptides ne doivent pas être rigides 

du fait des multiples interactions eau - peptide qui peu- 
vent s'ajouter aux interactions intramoléculaires du pep- 

tide. On constate que si l'on choisit des conformations 

rigides particulières des différentes formes repliées ou 

statistiques on peut obtenir des résultats totalement dif- 

férents de ceux indiqués prgcédemment. Le relatif degr6 de 

liberté de chaque atome tend a diminuer la différence des 
valeurs que l'on obtient pour les formes extrêmes des deux 

types de conformation. Pour d'autres solvants que l'eau il 

est donc probable que les conclusions soient très diffé- 

rentes. 

Dans le cas de Tyr - Pro - Gly - Gly et Gly - 
Pro - Tyr - Gly les résultats montrent qu'il est très dif- 
ficile de prévoir, a priori, une différence de rendement 

quantique 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- 
voquent aucune variation du rendement quantique on ne peut 

conclure ni a l'existence d'une structure organisée repli6e 
ni Zi l'existence d'une structure purement statistique. 

- si les essais de dénaturation provoquent une va- 
riation du rendement quantique la structure organisée doit 

être tout Zi fait rigide puisqu'elle doit correspondre à une 

valeur singulière de l'ensemble des angles des dièdres. 

Pour le peptide Gly - Pro - Gly - Tyr l'existence 
d'une forme repliée devrait se traduire par une augmentation 

du rendement quantique lors de la dénaturation. Cette augmen- 

tation devrait être importante dans le cas de l'existence 

d'une forme repliée du type "coude 6".  



Nous n'avons jamais pu faire varier le rendement 

quantique relatif de l'un des trois peptides par différents 

essais de dénaturation. Mais il faut remarquer que la déna- 

turation des petits peptides dans l'eau pose un certain nom- 

bre de problèmes. Si on utilise le chlorure de guanidine 

corn,? agent dénaturant on admet implicitement que c'est une 

liaison hydrogène qui stabilise la forme repliée. Or, on 

considère généralement que la liaison hydrogène 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 particulière. 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 

très difficile. 

En résumé pour Tyr - Pro - Gly - Gly et Gly - Pro - 
Tyr - Gly nous ne pouvons tirer aucune conclusion sur les 
conformations par l'étude du rendement quantique. Pour Gly - 
Pro - Gly - Tyr la conformation statistique semble la plus 
cohgrente avec les résultats obtenus. Etant donné la valeur 

élevée du rendement quantique de ce peptide il est très peu 

probable que la forme "coude 6 "  soit prépondérante mais il 

est impossible d'exclure totalement l'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 à la structure 

primaire. Les effets dus à la conformation implique une cer- 

taine rigidité de la molécule qui ne peut apparaître qu'avec 

un nombre plus important d'acides aminés ou dans des solvants 

structurants. 











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- 

voqusr une diminution de cette valeur en introduisant dans 

la solution certains composés appelés "extincteurs" de fluo- 

rescence (quenchers) . Le processus de désactivation est alors 
dii 3 des chocs intermoléculaires entre une molécule fluores- 

cente et la molécule d'"extincteur". Cette méthode dynamique 

permet, dans les protéines, d'évaluer expérimentalement l1ac- 

cessibilité de certains fluorophores mais elle est très 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 

très importantes et il a fallu les quantifier, calculer des 

valeurs théoriques. Constatant la grande analogie entre la 

réaction chimique et l'extinction de fluorescence il nous a 

semblé plus commode de traiter ce dernier phénomène comme un 

cas particulier de la réactivité des peptides. 

Les composés étant, dans 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, étaient l'acces- 

sibilité de la fonction 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 3 la 

conformation,et l'introduction de 11accessibilit6 dans la théo- 

rie de la réactivité limitée par la diffusion. 

Le chapitre 1 a été l'objet d'une collaboration avec le 
Professeur S. PREMILAT de l'université de NANCY. 





C H A P I T R E  1 

DETERMINATION DE L'ACCESSIBILITE D'UNE FONCTION 

PORTEE PAR UN PEPTIDE 

1 - 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 l'énergie des deux entités. 

I Si la réaction entre F et R a lieu quand la distance 

qui les sépare est égale à rot on peut définir une sphère de 

réactivité, sphère de rayon ro 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 à l'extérieur de la 

sphère de réactivité interdisent, dans certaines directions de 

l l'espace, l'actes des molécules R 3 la sphère. Cet empechement 

modifie la vitesse globale de la réaction et est lié à la struc- 

l ture primaire et 3 la conformation du peptide. 

! Le but de ce chapitre est la recherche d'un algorithme 

qui permette d'évaluer l'influence de la conformation d'un pep- 

tide sur l'accessibilité d'une fonction pour une réaction donnée. 

II - LES MODELES D'ACCESSIBILITE STATIQUES 

Le problème de l'accessibilité a déjà été traité, non 

pas pour déterminer une réactivité, mais pour évaluer certains l 
paramètres thermodynamiques liés à la surface de contact entre 

un peptide (ou une protéine) et son solvant (Al - A 6 ) .  



Toutes les méthodes employées sont, plus ou moins, 

l'application du modèle de LEE et RICHARDS. 

Dans ce modéle les molécules de solvant sont assi- 

milées à des sphères pouvant rouler sur d'autres sphères 

représentant les atomes de la molécule de peptide. Le pro- 

gramme conçu 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 phénoménes 

d'interaction solvant-soluté, elle est moins adaptée l'étude 

de la réactivité d'une fonction particulière 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 sphère de réactivité déterminée. 

D'autre part, les méthodes de calcul théorique des 

vitesses de réaction généralement utilisées concernent des en- 

tités réactionnelles en concentration faible diffusant l'une 

vers l'autre. Les trajectoires relatives du réactif et de la 

fonction peuvent, statistiquement, être considérées comme des 

droites au voisinage de la sphère de réactivité. Dans ces con- 

ditions, des atomes appartenant 3 la molécule de peptide peu- 

vent couper certaines trajectoires, diminuant ainsi le nombre 

de rencontres efficaces. Ce type d'empêchement stgrique peut 

être prédominant et n'est pas pris en compte par le modèle de 

LEE et RICHARDS. 

Nous avons donc essay6 d'établir un algorithme dif- 

férent utilisable pour l'étude de la réactivite. 



III - MODELE D'ACCESSIBILITE DYNAMIQUE PROPOSE 

A - Principe 

Comme nous l'avons déjà 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. 

I La fonction F, réactive, étant liée 3 la mol6cule P 

I on peut considérer de la même façon que les trajectoires des 

l molécules R susceptibles de réagir sont des demi-droites con- 

vergeant vers le centre de réactivité de F. Si nT est le nombre 

total des trajectoires permettant d'atteindre F et n le nombre 

I des trajectoires effectivement permises (en tenant compte de 

I l'encombrement stérique des atomes du peptide) l'accessibilité 
n dynamique peut se définir par le rapport : - . 
"T 

Le nombre des trajectoires étant théoriquement infini 

l le problème sera d'en choisir un nombre discret et de relier 

le nombre de trajectoires coupées a la conformation du peptide. 

I B - Choix des trajectoires 

Soit un faisceau de demi-droites passant par le centre 

de fonction O. Ce faisceau peut représenter l'ensemble des tra- 

jectoires permettant d'atteindre la sphère de réactivité. 

Si le système cartésien de référence est centré en O 

chacune des demi-droites peut être dgfinie par deux de ses coor- 

données polaires F et Q (Fig- 8) et par les équations : 

x = R cos Q sin F O < R < + m  

y = R sin Q sin F avec 0 4 Q < 2 

I z = R COS F O < F Q R  

Pour choisir un nombre discret de trajectoires consi- 

dérbns A un entier tel que P = 180/N soit également entier. 



FIG 8: 

FIG 9: 



Soit un couple de nombres X, Y (entiers) tels que 

1 s X < N et O a Y < 2N-1 ; on peut faire correspondre 3 

ce couple la demi-droite d'équation : 

x = R cos YP sin XP 

y = R sin YP sin XP avec O 4 R < + 

z = R cos XP 

L'ensemble des demi-droites correspondant à tous 

les couples représentera l'ensemble discret des trajectoi- 

res, nous y ajouterons les deux demi-droites confondues 

avec l'axe Oz d'équation : 

En tout 2 N ( N - 1 )  + 2 trajectoires sont ainsi définies. 

L'avantage de cette description est double : le nom- 

bre de trajectoires, qui ne dépend que de N, est aisément 

choisi et, surtout, chaque trajectoire peut être repérée par 

un élément de matrice rectangulaire qui se prête bien CI un 

balayage systématique. 

Si la fonction était isolée dans l'espace, chaque 

trajectoire devrait avoir une probabilité égale d'être sui- 

vie par une mol6cule R. Ce qui revient CI dire que les trajec- 

toires doivent être réparties d'une maniére uniforme dans 

tout l'espace. 

On peut voir que ce n'est pas le cas de notre ensem- 

ble et il faut attribuer à chaque trajectoire un poids statis- 

tique : probabilité pour qu'une molécule de réactif la suive. 

Soit une trajectoire coupant une sphsre de réactivité 

de rayon ro. On peut considérer que l'intersection de la demi- 

droite et de la sphère est le centre d'un élément de surface 

S [x,Y] (Fig. 9) . Un réactif de rayon très petit par rapport 
3 ro et se dirigeant vers O a une probabilitg d'atteindre la 

sphère en S [X ,Y] égale à : 
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L'accessibilité dynamique d'une fonction portée par 

un peptide sera définie comme : 

i 

les éléments correspondant à des trajectoires interdites 

étant annulés (a ou b sont égaux 3 O ou 1). 
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C - Calcul de "l'accessibilité dynamique" 

Quand toutes les trajectoires sont possibles l'acces- 

sibilité est donc égale 3 1 sinon elle est exprimée par un 

nombre inférieur 3 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 système oCt sont définies les 

trajectoires c'est-à-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 repère d'origine C différent 

de O. Il faut, alors, exprimer les coordonnées dans la base 

centrée en O. 

Soit x', y ' ,  z' les coordonnées cartésiennes du cen- 

tre d'un atome dans le système centré en C et x, y, z les 

coordonnées du même atome dans le systsme centré en O. 



x;, y;, z '  sont les coordonnées de O dans le système d'ori- 
O i gine C. Les constantes a sont les éléments de la matrice 

j 
de changement de base c'est-à-dire les coordonnées des vec- 

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

Considérant la symétrie de la sphère de réactivité 

on peut remarquer que l'accessibilité est, en principe, in- 

dépendante de la direction des axes du repère cartésien cen- 

tré en O, ce qui nous permet de choisir le système le plus 

commode pour le calcul. 

Soit A l'atome d'indice immédiatement inférieur à ce- 

lui du centre de fonction dans la description des atomes. A 

sera, par convention, situé sur l'axe Ox. On en déduit immé- 

diatement que : 

Le deuxième vecteur de la base doit être orthogonal 

au premier et possède un degré de liberté,pour simplifier 

l'expression du produit scalaire, nous fixerons arbitraire- 
1 ment a2 = O ce qui entraîne : 

Le troisième vecteur est alors totalement défini : 




































































































































































































































































































