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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. 
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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 : 



m 
a, 
7 
tr 
4 
c, 
m 
4 
+' 
a 
c, 
m 
m 
a 
4 
O 
CL 
X 
7 
a, a 
V) 
a, 
ri 

z 
ri 
a . 
a, 
k 
-rl 
O *  
-G rn 
U al 
a> & 
-n ri 
rd rd 
k d 
4 O a 
m 
rn m 

a, 
a, k a 4 

O 
a, 4J 
3 O 
D ' a ,  
-4 -n 
+' rd 
r n k  
d c, 
CI 
rd m 
c, a, 
m a 



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). 

- 61 - 

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 : 



Les deux bases étant orthonormées le déterminant de la 

matrice de changement de base est égal à 1 et les nouvelles coor- 

données sont définies par : 

z = det 

Les coordonnées utilisées seront désormais celles de 

la nouvelle base. 

1 1 
al (x' - xo) a3 
al 2 (y' - y,) a3 2 

3 3 
al (2' - zO) a3 

x = det 

2 - Détermination de Za distance d'un atome ti une trajectoire 

Soit XI, YI, zI les coordonnées du centre 1 d'un 
atome. Calculons la distance d de ce point 3 une trajectoire 

définie par le couple d'entiers X, Y. - 

1 1  
(x' - x0) a2 a3 

(y' - y,) ai a: 

a3 (2' - zO) a2 

l Soit T un point de la trajectoire, la distance entre 

1 et T est exprimée par : 

y = det 



la  distance de 1 a la trajectoire est donc Bgale à : 

2+,-:,.n3i = min 
,>+;*- 
g ~ i g . . ~ ~ ~ w  .. d$y4%ts+ { f ~ w l / f ! .  wpi$v5a, rp ,,: .3,kk$.H 
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soit : 

- Par definition % doit 8tre positif. Sinon Sa valeur 
3palcu&a49 correspond fâ la distance % la demi-droita de même di- 





3 - OItermination des tra~'ectoires coupées - -- 

Pour qu'un atome coupe une trajectoire il faut que 

La distance D du centre de cet atome à la trajectoire soit 

inf5rieure à son rayon de VAN DER WAALS. 

La détermination des trajectoires coupées s'effec- 

tuera de la façon suivante : 

Pour chaque atome du peptide situé 3 l'extérieur 
- =" 

.A-  ' a  sphère de réactivité on calculera la distance entre le 

cintre Se cet atome et les différentes trajectoires en par- 

courant la matrice dans les deux direction?. Si la distance 

e5.t ;nf&rlaure 3 son rayon de VAN DER WAALS H[X,Y] prendra 

Xa valeur O. 

Pour accélérer le calcul, le balayage de la matrice 

*%.Ira pour origine l'éél6ment le p l u s  proche des coordonnées 

: - ' 3 i r n ç  du centre de Eqatoome et s'arrêt-era dès que, dans une 

A a ~ z c t i o n ,  les éléments '1-1 [x, Y] ne ç ' annulent plus. 

- InFiunncc de la dimension du réactif --- ---- 

Les calculs précédents ont été effectués sans tenir 

compte du réactif ou en considérant un réactif très petit par 

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

Quand un réactif n'est plus assimilable 3 son centre 

il convient de redéfinir précisément la notion de sphsre de 

réactivité, c'est-à-dire la distance 3 laquelle se produit la 
réaction. Dans notre cas ce sera la distance critique entre 

les deux centres des fonctions participant à la réaction. 

Considérons, tout d'abord, un réactif sphérique as- 

similé à une fonction (c'est le cas d'un ion monoatomique mi- 

néral, par exemple). A l'extérieur de la sphère de réactivité 

les trajectoires interdites par un atome du peptide sont celles 

situées à une distance inférieure non plus au rayon de VANDERWALS 

de l'atome mais à la somme des rayons de VAN DER WALLS de 

l'atome et du .<actif (Fig. IOa). Dans ce cas on constate 





(~ig. 10 b) également que des atomes à l'intérieur de la 

sphère de réactivité interdisent certaines trajectoires qu'il 

convient de déterminer. 

Soit un atome du peptide centré en A 3 l'intérieur 

de la sphére de réactivité de centre O, et un réactif assi- 

mil6 à une sphère de centre R (Fig. 11) . Toutes les trajec- 
toires situées à une distance de A inférieure à AA' sont in- 

terdites (A' est la projection de A sur OR). Calculons AA' en 

fonction des paramétres connus : 

et : RA' + A'O = OR = r 

ce qui permet d'obtenir : 

Les distances dAO et dAR Btant calculables partir 

des coordonnées atomiques d'une part, des rayons d e V A N D E R W  

d'autre part, pour les atomes à l'intérieur de la sphère de 

reactivite il suffira de remplacer dans le calcul precedent le 
rayon de VAN DER WAALS par AA' .  

Si le réactif comporte un nombre important d'atomes 

le probléme est différent car l'accessibilité de la fonction 

réactive est Zi prendre en compte, et nous ne l'avons, pour 

l'instant, pas traitée. 



I III - COMPARAISON DES MODELES 

Pour comparer lgaccessibilit6 statique et l'acces- 
t 

sibilité dynamique nous avons étudié le mdme peptide que 

LEE et RICHARDS : Gly - Ala - Gly. 
Dans le but d'évaluer l'effet des variations de 

conformation de la chaîne principale sur l'accessibilité des 

atomes ces auteurs utilisèrent neuf groupes d'angles diédraux 

et déterminèrent l'accessibilité, dans chaque cas, des atomes 

CB, C et O du résidu alanyl. 

Le tableau 6 montre leurs résultats ainsi que les 

valeurs de l'accessibilité dynamique que nous avons détermi- 

nées en considérant le solvant comme un réactif, les rayons 

des atomes étant identiques (le facteur C a été multiplié par 

100 pour faciliter les comparaisons). 



On peut constater que l'accord n'est pas très bon 

pour l'atome Cf3 mais devient nettement meilleur pour le grou- 

l pement fonctionnel C = 0. 
1 

Ce résultat peut s'expliquer en remarquant que le 

facteur C n'a aucun sens pour un atome isolé. On peut voir, 

en effet, les atomes voisins prendre, dans ce cas, une trop 

grande importance dans l'évaluation de l'encombrement. 

L'accessibilité du groupement fonctionnel C = O dé- 

Le facteur accessibilité C est l'expression d'un 

rapport de surface. II peut être considéré comme une surface 

de choc efficace normalisée pour un certain type de réaction. 

Ce concept est différent de celui de l'exposition d'une molé- 

cule Zi un solvant comme le résultat des calculs le démontre. 

i terminée par notre méthode est toujours plus petite que la 

1 
moyenne de l'accessibilité statique de C et de O. L'effet de 

la conformation est plut important mais varie dans le même 

sens que dans le modèle de LEE et RICHARDS. Dans notre calcul 

L8'hccessibilité dynamique" est très sensible aux 

changements de conformation et présente, de ce fait, un grand 

intéret pour 116valuation des vitesses de reaction. Il est 

important de remarquer que sa validité est limitée aux réac- 

tions entre deux réactifs dont l'un, au moins, est en concen- 

tration faible. 

1 

Liée Zi une fonction chimique lBaccessibilit6 dynami- 

que permet des comparaisons entre peptides. Si un peptide pos- 
sède plusieurs fonctions identiques leur accessibilité peut 

être comparée. 

des atomes situés assez loin du centre de fonction sont pris 

en compte et diminuent l'accessibilité, expliquant les diffé- 

rences observées. 

Il faut toutefois noter que l'addition des accessi- 

bilités d'un meme peptide n'a qu'une valeur indicative. 



C H A P I T R E  I I  

CALCUL DU COEFFICIENT DE DIFFUSION D'UN PEPTIDE 

1 INTRODUCTION - 

Il existe trois théories principales pour calcu- 

ler un coefficient de diffusion : la thgorie hydrodynamique, 

la théorie moléculaire de microfriction et la théorie dite 

"des trous". Ces théories ne sont pas totalement independan- 

tes et doivent être adaptées au cas étudié. 

Bien qu'il soit difficile de les résumer rapide- 

ment nous en rappellerons les hypothèses de base. 

a - Théorie "des trous" 
Cette théorie est due à EYRING (Dl). EYRING consi- 

dère que les molécules se déplacent dans un solvant en occu- 

pant les trous qui peuvent se former entre les molecules de 

solvant. L'énergie nécessaire au mouvement moléculaire est 

égale 3 la somme de l'gnergie nécessaire a la formation d'un 
trou et de l'énergie nécessaire au deplacement de la mol&cule 

dans le trou. Quand les molécules de soluté sont plus grosses 

que les molécules de solvant, EYRING ne considere que le mou- 

vement des molécules de solvant, le soluté se déplaçant 

"a contre courant". Le développement de cette théorie conduit 
B une expression simplifiée du coefficient de diffusion (D2) : 

D = kT/aarq 

k : constante de BOLTZMAN 
T : température absolue 

r : rayon moléculaire 

q : viscosité 

a : constante égale 3 0,s pour le solvant et supérieure B 1 

pour le soluté. 



l 
l La détermination de la constante a dépend des 

paramètres moléculaires (D3) et n'est pas aisée. De ce 

fait les résultats théoriques ont des valeurs supérieures 
1 3 celles obtenues par des méthodes expérimentales; c'est 
I 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 à la concentration nulle) 

peut être calculé par la relation : 

k : constante de BOLTZMAN 

T : température 

f : coefficient de frottement (appelé aussi 5 )  

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 déplaçant dans un milieu continu 

de viscosité TI : 

Le domaine d'application de cette équation est 

très limité puisque les molécules de soluté doivent être 

sphériques et de rayon très supérieur 3 celui des molécules 

de solvant; faute de quoi la continuité du milieu n'est 

plus respectée. 

PERRIN (D7) modifia l'équation de STOKES pour 

l'appliquer 3 des molécules de forme ellipsoïde de révolu- 

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

fe = 12 *n/s 



avec : 
2 2 s = (2/=) Log [(a + m ~ b ]  

pour un ellipsoïde prolate (a > b = c) 

et 

s = 
2 2 (2/i62_a2) arctg(ib -a /a) 

pour un ellipsoïde oblate (b > a = c) 

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

Enfin ELWORTHY établit (D8) les relations pour la 

forme la plus complexe qui ait été traitée 3 notre connais- 

sance, 1'ellipsoXde dont les 3 axes sont différents : 

avec 
/--TT s = (2/al-c/a F ( e , @ )  

2 2 2 2 
û = arcsin [ &a -b )/(a -c )] 
7 @ = arcsin ( l-c /a ) 

F(û,$) est la fonction elliptique tabulée par DALE (Dg), par . 
exemple. 

Ces différentes modifications ne tenant compte que 

de la forme de la molécule de soluté, il faut faire appel à 

la théorie moléculaire de la microfriction pour évaluer l'in- 

fluence des tailles relatives des molécules de soluté et de 

solvant sur le coefficient de diffusion. 

c - Théorie moléculaire de la microfriction 
Lorsqu'on considère que le milieu n'est plus con- 

tinu on doit prendre en considération, pour l'étude de la 

diffusion, deux facteurs nouveaux : l'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. 



Dans cette t h é o r i e  l e  c o e f f i c i e n t  de  f r i c t i o n  de  

STOKES ( v a l a b l e  pour les molécules  sphé r iques )  est mul t i -  

p l i é  p a r  un f a c t e u r  c o r r e c t i f  k : 

l 
1 r 1 : rayon du s o l u t é  

r2 : rayon du s o l v a n t  

C e  f a c t e u r  t end  v e r s  1 quand l e  rayon du s o l u t é  

d e v i e n t  très s u p é r i e u r  au rayon du s o l v a n t .  Dans le  cas oh 

les deux rayons  s o n t  du m ê m e  o r d r e  de grandeur  l ' e x p r e s s i o n  

p e u t  se r é d u i r e  à : 

Le c o e f f i c i e n t  de GIERER e t  WIRTZ a donné l i e u  a 

I un c e r t a i n  nombre de v é r i f i c a t i o n s  expé r imen ta l e s  s a t i s f a i -  
P 

l s a n t e s  (D12, D13), nous l ' u t i l i s e r o n s  donc e t  s e r o n s  amenés 

à r e v e n i r  s u r  s a  s i g n i f i c a t i o n  physique.  

II - MODELES PROPOSES 

Le c a l c u l  t h é o r i q u e  e x a c t  du c o e f f i c i e n t  d e  d i f f u -  

s i o n  pour une molécule  de p e p t i d e  semble prat iquement  irréa- 

l i s a b l e .  En e f f e t ,  l a  t a i l l e  de ces molécules  est intermé- 

d i a i r e  e n t r e  celle des p e t i t e s  molécules  o rganiques  e t  celle 

des grandes  molécules  biochimiques ,  c e  q u i  ne permet aucune 

s i m p l i f i c a t i o n  impor tan te .  Nous devrons  donc u t i l i s e r  un mo- 

d è l e  a u s s i  p r é c i s  que p o s s i b l e  t e n a n t  compte d ' une  p a r t  de  

l a  forme d e  l a  molécule ,  d ' a u t r e  p a r t  de l ' i n f l u e n c e  du sol- 

van t .  

A - In f luence  de  l a  forme d e  l a  molécule  

Quand on observe  un modèle mo lécu la i r e  on c o n s t a t e  

q u ' i l  es t  imposs ib le  d'assimiler une molécule de p e p t i d e  

une sphère ,  v o i r e  à un e l l i p s o ï d e  de r é v o l u t i o n .  



La forme la plus complexe qui ait donné lieu 3 

l'établissement de formules de coefficient de diffusion 

étant l'ellipsoïde dont les trois axes sont différents, le 

premier problème a 6té d'assimiler la forme d'une molécule 

3 l'ellipsoïde le plus proche. 

1 - Modèle semi-graphique 
Le principe de ce modéle est d'évaluer 3 partir 

d'une représentation graphique de la molécule les trois axes 

d'un ellipsoïde 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 à cet axe. 

- Recherche du grand axe ------------- -------- 
L'ensemble des distances interatomiques dans la 

molécule est calculé à partir des coordonnées de chaque 

atome établies 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 = d  max + r ~ t  
O 

+ 

r : rayon de VAN DER WAALS 

- Changement de base des coordonnées ---- ............................. 
Par une méthode analogue à celle citée dans le 

paragraphe concernant l'accessibilité, on effectue un chan- 

gement de base en prenant pour nouvelle origine l'atome 

Ato et pour axe Ox le grand axe a. 

- Projection des atomes de la molécule dans le --- ........................................ 
@an yOz du nouveau systéme ---- --------------- ----- 

On représente, Zi partir des centres des atomes 

repéf6s par leurs coordonnées x et y, les surfaces des 



cercles engendrés par un rayon égal à leur. rayon de 

VAN DER WAALS. 

Plusieurs méthodes sont utilisables dont le tra- 

Cage direct et la représentation ponctuelle. 

Nous avons choisi la deuxième solution car elle 

traduit mieux la densité des atomes dans l'espace et permet 

une meilleure utilisation du graphe. 

Soit yN et zN les deux ensembles de coordonnees 

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 [yN, ZN] . 
avec : max(yN) - min(yN) + 2 rmax 

YN = ent 
P 

max (zN) - min (z 1 + 2 rmax N ZN = ent 
P 

ent ( ) : entier le plus proche 

max ( ) : élément maximum de l'ensemble 

rmax : 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 être figurée la projec- 

tion de tous les atomes. 

Soit un atome 1 de coordonnées (yI, zI). On attri- 

bue la valeur 1 Zi l'élément de matrice OIYI,ZI] défini par : 

- min(yN) + 2 
YI = ent 

Iz1 - mip(zNl + 2 
ZI = ent 

Cet élément représente le centre de l'atome 1 dans 

,leespace défini par la matrice. 



A partir de o [ Y ~ , z ~ ]  la représentation de la pro- 

jection de l'atome 1 se fait en attribuant la valeur 1 aux 

éléments de matrice rencontrés lors du balayage systémati- 

que de : 

et pour chaque valeur de Y de : 

Le balayage dans chaque sens se fait avec un pas P 
2 représente la valeur de la projection et (rI - 1yI-yI 

sur l'axe Oz du rayon de VAN DER WAALS rI. 

Ces opérations sont répétées pour tous les atomes 

de la molécule de peptide. Enfin on fait correspondre aux 

bornes de la table traçante les bornes de la matrice et 

chaque élément égal Zi 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 à la 

projection d'un seul atome sont alors moins denses que les ~ 
autres. 

Cette méthode est facilement applicable quand on 

ne considsre qu'un nombre restreint de conformations. Dès 

que ce nombre crolt la méthode devient extrêmement longue. 

Or les peptides sont des molécules flexibles qui 

peuvent subir des déformations importantes. Pour rendre 

compte de 13influence des déformations sur le coefficient 

de diffusion il faut envisager l'aspect statistique du pro- 

blème. 

A un temps t on peut déterminer par le calcul 

l'ensemble des conformations possibles de la molécule. A 



FIG 12: PROJECTION DE LA MET ENKEPHALINE 



chaque conformation correspond un poids statistique, une 

forme et un coefficient de diffusion. Le coefficient de 

diffusion "macroscopique" accessible par l'experience est 

égal a 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-dire utiliser une méthode entièrement numérique. 

2 - ModdZet'numérique " 

Ce modèle reprend les deux premiéres parties du 

modele semi-graphique : la détermination du grand axe de 

la molécule et le changement de coordonnées. 

Soit (y,z) l'ensemble des points projections des 

atomes du peptide dans le plan yOz. Si on connaTt les points 

extérieurs de cette projection et s'ils appartiennent a une 
ellipse ils vérifient l'équation : 

ax2 + by2 + 2 cxy + 2 dx + 2 ey + f = O 

que l'on peut mettre sous la forme : 

Supposons que l'on connaisse un grand nombre de 

points extérieurs de la projection, on peut former un sys- I 
tème surabondant d'équations linéaires d'inconnues : 

Si la méthode numérique de résolution du système 

surabondant est du type moindre-carrés, on obtiendra les 

valeurs moyennes des inconnues, c'est-3-dire l'équation 

d'une ellipse qui sera vraisemblablement proche de la forme 

de la molécule. 

Les demi-axes de cette ellipse peuvent etre calculés 

en écrivant les discriminants des formes quadratiques : 



Ce qui permet d'écrire l'équation de l'ellipse 

dans un repère ayant pour origine son centre : 

Si A et ô sont les discriminants de l'équation (2) 
f on démontre facilement (en remplaçant 1 par dans A') que 

Les valeurs propres de A' sont alors : 

Les demi-axes de l'ellipse : 



tion (3) est le mêm~ que celui pour l'équation (1) . Or 
l'équation ( 3 )  est la seule utilisable puisque le deuxième 

I membre du systéme surdéterminé est alors connu (= - 1). l 
Pratiquement le calcul se fait en trois étapes : 

I a) Changement _ _ _ _  .................... de coordonnées : I 
11 est nécessaire car le premier changement de 

coordonn6es a placé l'origine sur un point extérieur ce qui 

annule f créant un système homogène difficile 3 traiter nu- 

mériquement. On doit donc ajouter une valeur arbitraire Zi 

toutes les coordonnées y. 

b) Détermination des points extérieurs : ------------------ ---------------- 
! Les points extérieurs seront déterminés en ba- I 

layant le plan yOz par une droite parallèle 3 l'axe Oy. 

Soit une telle droite d'équation : z = Z. 

Soit la projection d'un atome 1 centré en yI, =1 
et de rayon de VAN DER WAALS rI. L'équation du cercle cor- 

respondant est : 

2 y 2 + z  - 2 y I y - 2 z I z + k = 0  

avec : 

Les intersections du cercle et de la droite peu- . 

vent être calculées par l'équation : 



En répftant 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 dlordonnOes limites zmax, 

z et le calcul est effectué entre zmax 
+ m a x  et min 

z - r min min avec un pas choisi préalablement (rmax et m i n  

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

@ )  R6solution du système surdéterminé : --------------- ------------------ 
Cette résolution est effectuée par un programme 

existant dans la bibliothèque du calculateur utilisé. Le 

principe du calcul est le suivant : 

Soit MAX = MB l'équation matricielle oil MA est la 
2 matrice des valeurs (x2, y , 2 xy, 2 x, 2 y), X la matrice 

a b c d e  colonne solution (?, F, f, T, F) et Mg la matrice second 
membre (égale à - 1 dans notre cas). En multipliant les 
deux membres par la matrice transformée de MA on obtient : 

qui est un système linéaire résolu par la méthode d'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 système des points extérieurs 

obtenus peut être 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 même manière que le grand axe a. 

L'axe c est alors déterminé dans la direction perpendiculaire 

3 l'axe b dans le plan yOz. 



d) Calcul du coefficient de frottement ................................... 

1 Dans le calcul d'ELWORTHY (D8) le coefficient de 

frottement s'exprime par : 

f = 12 lTrl/S 

la valeur de S peut être calculée par deux méthodes. 

I La première consiste à utiliser l'équation de 

base qui a permis à ELWORTHY d'étqblir ses relations soit : 

1 La deuxième consiste à appliquer les relations 

avec : 

+ = arcsin ( m) 
où F(8,d,) n'est autre que l'intégrale elliptique : 

dx 

2 2 
1 - sin d, sin x 

Dans la première méthode on doit effectuer une 

intégration sur l'infini (qui est remplacé dans le calcula- 

teur par un nombre très grand), dans la seconde l'intégra- 

tion est limitée à un intervalle borné. Pour des raisons de 

rapidité de calcul nous avons choisi la deuxiéme méthode 

avec intégration par la méthode de SIMPSON. 

Ainsi peut-on obtenir à partir des demi-axes la 

valeur du coefficient de frottement f. 



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 : 

rl : rayon des molécules de solvant 

r2 : rayon des molécules de soluté 

Les molécules étant, dans cette relation, consi- 

dérées comme sphériques il est nécessaire d'examiner les 

principes qui ont permis d'établir cette formule pour voir 

les conditions d'application à notre cas. 

Dans un milieu continu la vitesse d'une particule 

sphérique est égale à : 

r2 : rayon de la molécule de soluté 

F : force qui provoque le mouvement 

Cette relation est le résultat de l'intégration : 

où 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 considère qu'elles forment des couches suc- 

cessives de molécules autour du soluté, couches dont l'epais- 

seur (Ax) est egale à 2 rl (rl : rayon de la molécule de 

solvant) . 





L'intégrale devient une somme : 

avecx = r 2  i + (2i - l)rl (voir Fig. 13) 

Dans notre cas les molécules ne sont pas sphéri- 

ques et nous avons déjà appliqué la correction dlELWORTHY. 

Le coefficient de frottement s'écrit maintenant : 

f = 12 rn/S = 6 a m / F ( O , $ )  1 = 6 m r j  

On peut voir que rs est homologue 3 un rayon de 

sphère équivalente et que l'on peut écrire, par analogie 

avec le calcul précédent : 

Si les molécules de solvant ne sont pas sphéri- 

ques un raisonnement analogue permet d'écrire : 

avec : - 

a', cl : demi-axes de l'ellipsoïde du solvant. 

Le calcul de GIERER et WIRTZ peut alors être pour- 

suivi et on obtiendra : 

Remarques : 

Si on ne veut pas effectuer un calcul complet on 

peut faire l'approximation suivante. L'épaisseur d'une 



, . 

ur ra  Btre considérée comme s t a t i s t i q u e  e t  1 ' 6  

dans  des solvants  lourds.  L e  rapport  de t a i l l e  d 'une ml 
dkau e t  d'une molécule de t é t r apep t ide ,  par  exemple, est 

On a cons ta té  dans les r e l a t i o n s  dtELWOR 

andeur 2/S correspond au rayon d'une sphgre présent  

de mol6cules é tud iées  par  GORREL e t  DUBOIS (013). Les va- 

GT2pbK,leurs des rayons mol6culaires c a l c u l i e s  par  d i f f e r e n t e s  
av-t. 

- 

indiquées dans l e  tableau 7 

Méthode de MeSthode de 1 
LEBAS GORREL 2/s 

* ,' 

Acétone 2 ,4  , 2,5 2 4  

Naphtalene 3,1 3 , 1  3,2 

Biphényl 3,3 3,4 3 

Phénanthréne 3t4 3 ~ 5  3,6 

3,6 
A 

TABLEAU 7 

t~a~rs  dsa rauona gia2doatatre~ Ira 81 obtanttr 

diffdrentes mdt hodes 
A 



Remarques : 

La méthode de LEBAS consiste 2i additionner des 

incréments moléculaires proportionnels au volume de cha- 

que atome (D14, D15). Si s est la somme de ces increments : 

GORREL utilise la même valeur de s mais consi- 

dére que les atomes sphériques sont empilés suivant un 

mode cubique : 

On constate que les résultats sont du même ordre 

de grandeur mais varient d'un composé à l'autre. 

Si on calcule les coefficients de diffusion des 

mêmes molécules dans l'hexadécane on obtient les valeurs 

indiquées dans le tableau 8. 

TABLEAU 8 

Valeurs des coefficients d e  diffusion obtenues dans 

1 

Acétone 

Naphtalène 

Biphényl 

Phénanthrène 

lChr y sene 

Z'hexadécane par différentes méthodes 

Valeurs expérimen- 
tales de GORREL 

2 (m /sec) .10 6 

13,2 

713 

711 

6,9 

7,5 

. 
Valeurs théoriques 

de GO- 

(m2/sec) .10 

11,9 

8,5 

7,6 

7,2 

Valeurs de notre 
niodèle 

(cm/sec).lO 2 6 

14,2 

6,8  

7,7 

6 



1 On remarque que, sur des modéles ne pouvant pré- 

senter des conformations différentes, les deux méthodes 

semblent 3 peu près équivalentes. 

L'avantage de notre modèle 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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Les équations de ce type de réaction peuvent 

s 'écrire : 

h v  * P P (excitation de la molécule) 

(fluorescence) 

k~ P* - F (ensemble des processus de 

désactivation sans émission 

de fluorescence et sans choc 

avec "l'extincteur") * k P c E - P + E  (extinction bimoléculaire) 

Quand on travaille en illumination constante l'un 

des réactifs (E) ne disparaît pas tandis que l'autre est ré- 

généré, mais il y a modification de la fluorescence (rende- 

ment quantique et durée de vie) . 
Si Q est le rendement quantique en l'absence d'ex- 

O 
t i n c t e u r ,  Q le rendement en présence d'une concentration [E], 

r et T les durées de vie correspondant : 
3 

soit : 

oo = 1 + KSV 
Q 

[E] loi de STERN-VOLMER (T11) 

avec : 

k peut étre calculé comme une constante de réaction 

classique avec, comme nous le verrons, des contraintes supplé- 

mentaires. 



Quand on c a l c u l e  théoriquement l a  v a l e u r  absolue 

d 'une grandeur physique (comme l a  cons tan te  de v i t e s s e )  plu- 

s i e u r s  types  d ' e r r e u r  peuvent se produi re  : 

- des  e r r e u r s  d 'approximation (ou s i m p l i f i c a t r i c e s )  

dans les hypothèses de base  

- des  e r r e u r s  numériques dans l ' é v a l u a t i o n  de cer -  
t a i n e s  grandeurs  non connues expérimentalement. 

S i ,  au l i e u  de c a l c u l e r  une v a l e u r  absolue ,  on c a l -  
c u l e  une va leur  r e l a t i v e  de l a  grandeur physique, pa r  rap- 
p o r t  a une ré fé rence  convenablement c h o i s i e ,  on peut  diminuer 

les deux types  d ' e r r e u r  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  d 'un  raisonnement 
analogique e t  l a  d i s p a r i t i o n  d 'un  c e r t a i n  nombre de constan- 

tes communes aux deux systèmes. 

L e s  méthodes expérimentales  u t i l i s e n t  c e  genre de 

démarche quand elles se s e r v e n t  d ' o b s e r v a t i o n s  s u r  l a  va r i a -  

t i o n  d'une p r o p r i é t é  en fonc t ion  des  cond i t ions  où e l le  e s t  

mesurée. 

Il semble donc p l u s  f a c i l e  d ' é t u d i e r  une r g a c t i v i -  

t é  r e l a t i v e  dans l e  c a s  des  pep t ides ,  d ' a u t a n t  que c e  s o n t  

f inalement  des  comparaisons e n t r e  les r é a c t i v i t é s  de p l u s i e u r s  
conformations d 'un même  pep t ide  q u i  s o n t  i n t é r e s s a n t e s .  D e  p l u s ,  

il e x i s t e  une ré fé rence  i n s e n s i b l e  aux v a r i a t i o n s  de conforma- 

t i o n  : l 'amino a c i d e  l i b r e  q u i  p o r t e  l a  fonc t ion  é tud iée .  

Dans ce c h a p i t r e  s e r a  envisagée l a  r é a c t i v i t e  rela- 
t i v e  des  fonc t ions  p o r t é e s  p a r  un amino ac ide  ( s u r  sa chaine  

l a t é r a l e  genéralement)., s e l o n  q u ' i l  est  l i b r e  ou engagé dans 

un pept ide .  Selon l 'environnement ( l a  conformation) de  c e t t e  

fonc t ion ,  s e u l s  s e r o n t  modif iés  son a c c e s s i b i l i t é  e t  l e  coef- 
f i c i e n t  de d i f f u s i o n  de l a  molécule e n t i è r e  q u i  l a  p o r t e ;  le  
rayon de  l a  sphère  de r é a c t i v i t é  s e r a  cons idéré  comme c o n s t a n t  

pour un type  de  r é a c t i o n .  

Un r a p p o r t  de cons tan tes  de v i t e s s e  s e r a  e t a b l i  dans 

p l u s i e u r s  cas : r é a c t i a n  chimique ou d ' e x t i n c t i o n  de f l u o r e s -  

cence,par  des  chocs b imolécula i res  to ta lement  ou p a r t i e l l e m e n t  

e f f i c a c e s .  



Enfin un autre facteur important sera introduit : 

L'effet électrostatique entre un réactif ionisé et les char- 

ges portées par les peptides. 

91 - 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 où les réac- 

tifs sont assimilés à leur fonction réactive, où les milieux 

sont continus et où, généralement, la symétrie sphérique de 

tous les paramétres est de rigueur. Dès que l'on veut rendre 

compte d'unn réaction réelle on ne peut tenir compte de tous 

les parcm-2treç nouveaux qui apparaissent et il semble plus 

~d6yua f -  de parler de modèle que de théorie. 

LvhypothEse de base de tous les modèles sera le main- 

tien pour le calcul d'une pseudo symétrie sphgrique. On consi- 

dsrera qu'a une distance donnée du centre d'une molécule la 

.-cxcentration (ou la probabilité de présence) d'un réactif se- 

.: t-S-gaje a la moyenne des concentrations sur une sphère de 
rayon égal à cette distance. 

A - Réaction chimiaue 

Les fondements de la théorie ont été établis par 

SMOLUCHOWSKI (Tl) pour la cinétique de-coagulation des col- 

loldes et ont été généralisés aux réactions bimoléculaires 

par SVESHNIKOFF (T2, T3) . 
La théorie est basge sur l'hypothèse qu'il existe, 

autour d'une molécule réactive (un peptide P par exemple), 

un gradient de concentration des molécules de l'autre espèce 

(R). Ce gradient obéit à la seconde loi de diffusion de 

FICR : 
aCR(x,~,z,t) 2 

= D V CR(x,y,z,t) (1) 
at 



CR(x,y,z,t) : concentration dB R au po in t  x, A ,  y ,  2 e t  .au 

D : coe f f i c i en t  r e l a t i f  de d i f fus ion  égal  a l a  
s a m e  des c ~ e f f i c i e n t s  de d i f fus ion  des deux 

r d a c t i t s  Dp + DR 

v2 : oplrateur Laplacien 

SMOLUCHOWSKI a transformé cette gquation en coor- 
donnees po la i res  dans le cas  où l a  concentration en r e a c t i f  
R a v a i t  une symétrie sphérique autour de l a  molecule P. 

CR(x,y,z,t)  est, a l o r s ,  remplace par C R ( r , t )  où r est l a  
d i s tance  en t r e  les deux r e a c t i f s .  

S i  tous les cbcs ent re  r é a c t i f s  son t  a - ef f icqces  l a  
r l a c t i o n  est t o t a l e  e t  imm6diate quand les d e w  r e a c t i f i  sonk 
d i s t a n t s  de ro (rayon de la ' sphgra  de r e a c t i v i t 6 ) .  La eondi- 
t i o n  l i m i t e  de 1 '6quation (1) s 1 6 c x i t  a l o r s  : 



N t  : nombre de particules par millimole. 

soit : 
Y 

La constante de vitesse peut être exprimée par 

+'Co, R soit : 

On remarque que la constante de vitesse devient in- 

dépendante du temps, quand celui-ci est suffisamment grand - 
pour rendre le facteur négligeable. 

JirDt 

2 - A v v Z i c a t i o n  aux v e v t i d e s  

La notion d'efficacité des chocs pour un cas idéal 

de réaction est uniquement liée 3 l'énergie relative des deux 

réactifs qui est, ou n'est pas, supérieure i3 l'énergie d'ac- 

tivation. 

Dans un cas non idéal, comme celui des peptides, ap- 

paraît une cause supplémentaire d'inefficacité des chocs, 

l'encombrement stérique dépendant de l'accessibilité C de la 

fonction. Considérons le cas oh tous les chocs possibles sté- 

riquement sont efficaces. 

Le flux 3 travers la surface de la sphère de réacti- 

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 sphère,que les molécules peuvent 
O 
traversertest maintenant égale 5 la section efficace de choc 

définie dans le chapitre sur l'accessibilité soit : 

2 S r  = 4 nro C C : accessibilité de la fonction 



En admettant que l'on peut appliquer les résultats 

trouvés précédemment pour l'équation de FICK on obtient : 
W. 

Il 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 cohérente il faut que 

le nombre de molécules R disparues par unité de temps soit 

égal au flux . 
Soit NRd le nombre de mol6cules R disparues au 

temps t. 

N ~ d  = nombre de molécules R au temps O 

- nombre de molécules R au temps t. 

: surface de la sphère de rayon r d'après (3). 

soit : 
r r-r 
O 

N ~ d  = '0 ,R 1 Sr eric O dr 

et le nombre de molécules R qui disparaissent par unité de 

temps au temps est égal 3 : 

Cd 



A p a r t i r  de l ' é q u a t i o n  ( 9 )  on ne peut  r e t r o u v e r  

2 que s i  l ' o n  pose Sr = 4 n r C s u r  t o u t  l ' e s p a c e  i n t é g r é  

Physiquement l a  cond i t ion  s u r  Sr s i g n i f i e  que t o u t  

l ' e space  d e  ro à l ' i n f i n i  est encombré s tér iquement  de l a  

m ê m e  façon que l a  sphère de  r é a c t i v i t é .  On o b t i e n t  ce type 

de cond i t ion  s i  on cons idère  des  t r a j e c t o i r e s  l i n é a i r e s  des  

molécules de r é a c t i f  R v e r s  P ,  en  ne t e n a n t  pas compte dans 

t o u t  l ' e s p a c e  des  t r a j e c t o i r e s  i n t e r d i t e s  (Fig.  1 0 ) .  Ce t t e  

condi t ion  est d ' a i l l e u r s  cohérente  avec l a  méthode de dé te r -  

mination du f a c t e u r  C.  

Peut-on j u s t i f i e r  des t r a j e c t o i r e s  r e l a t i v e s  des  

2 r é a c t i f s  s t a t i s t i q u e m e n t  d r o i t e s  ? L e  mouvement d'une mo- 

l é c u l e  dans un so lvan t  e s t  du type  brownien, l e - g r a d i e n t  de 

concent ra t ion ,  l o r s  de l a  r é a c t i o n ,  s 'oppose ou s ' a j o u t e  3 

c e  mouvement. L'importance r e l a t i v e  des  deux e f f e t s  dgpend 

de l a  grandeur du g rad ien t .  P l u s  il s e r a  important  p lus  l e s  

molécules de r é a c t i f  au ron t  un mouvement r é s u l t a n t  l i n é a i r e .  

Pour que ce grad ien t  s o i t  important il f a u t  que l a  r é a c t i o n  

s o i t  r ap ide ,  que l e s  chocs s o i e n t  e f f i c a c e s ,  c e  q u i  e s t  n o t r e  

hypothèse de dépar t .  

Supposons, maintenant,  un cas  l i m i t e  opposé : l e  pep- 

t i d e  e s t  t r è s  p e t i t  e t  ses atomes l i m i t e n t  l a  s u r f a c e  de l a  

sphère de  r é a c t i v i t é  s a n s  modif ier  l a  d i s t r i b u t i o n  des  molécu- 

les de r é a c t i f  dans son vois inage .  D e  p l u s ,  les t r a j e c t o i r e s  

peuvent ne pas ê t r e  l i n é a i r e s .  

La  r é s o l u t i o n  de l ' é q u a t i o n  ( 9 )  donne dans ce  cas : 

2 e t n o n a $ .  q u i  e s t  é g a l  3 



L'incohérence nous semble venir de la condition 

limite imposée lors de la résolution de l'équation de FICK. 

Si on admet que le voisinage de la fraction de surface non 

efficace de la sphère de réactivite n'est pas stériquement 

interdit, il existe des mol6cules R à une distance très 

proche de ro ce qui entrarne une nouvelle condition limite : 

Quand l'accessibilité est totale C = 1 et CR(ro,t) = O; 

quand elle est nulle la condition est triviale et, bien enten- 

du, il n'y a pas de réaction. 

Une nouvelle résolution de l'équation 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 g8né- 

ral qui englobe celui-là. g!j5 
CILLE 

Mais l'existence de deux types de comportement selon 0 
les hypothèses 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 modèles plus complexes. 

3 - EvaZuation du rapport des rdactivitds 
I 

Soit la méme réaction sur la même fonction dans deux 

environnements 1 et II. 

D'après (8) : 

kI (t) - D ~ C ~  E l +  l"] J7rDIt 
r 1 

(10) kll(t) 
- 
D ~ ~ C ~ ~  - 

[ l +  

O 

JnDIIt 

Dans le cas de la réaction d'un peptide avec une 

molécule organique simple ro est de l'ordre de 5 3 10 A. Nous 
avons vu précédemment que le coefficient de diffusion d'un pep- 

tide était de l'ordre de cm/sec. Ceci entraine que l'effet 



de l a  p a r t i e  dépendant du temps dans  1 'équat ion  (10) n 'est 

s e n s i b l e  que s i  t est  i n f é r i e u r  à l a  mi l l i seconde .  Dans les 
r é a c t i o n s  chimiques c l a s s i q u e s  on pourra  donc c o n s i d é r e r  que 

l e  r appor t  d e s  r é a c t i v i t é s  est  é g a l  à : 

Remarques : 

- Pour d e s  r é a c t i o n s  s u i v i e s  p a r  d e s  techniques  r a -  

p ides  (Méthode d e s  f l u x  s topp6s  p a r  exemple) il faudra  prendre 

en compte 1 'ensemble de l ' é q u a t i o n  (10) 

- Une augmentation de l a  v a l e u r  ro e n t r a i n e  une de- 

pendance p l u s  importante  du  temps. 

B - Ext inc t ion  de  f luo rescence  

1 - G é n é r a l i t é s  

Soit une molécule de p e p t i d e  P p o r t a n t  une f o n c t i o n  

s u s c e p t i b l e  d ' ê t r e  f l u o r e s c e n t e .  A u  temps t = O e l le  s u b i t  une 

e x c i t a t i o n .  Supposons q u ' i l  e x i s t e  dans le  m i l i e u  des  molécules 

d'un composé E e x t i n c t e u r  de f luorescence ,  p a r  c o l l i s i o n s  t o t a -  

lement e f f i c a c e s  une molécule de E peu t  f a i r e  d i s p a r a f t r e  com- 

plètement l a  f luo rescence  de  l a  molécule P. Mais il f a u t  que 

l a  d i f f u s i o n  dc E v e r s  P a i t  l i e u  dans un temps i n f é r i e u r  Zi l a  

durée  de v i e  de l ' é t a t  e x c i t é  du f luorophore.  La durée  de v i e  

des  composés é t u d i é s  é t a n t  de l ' o r d r e  de l a  nanoseconde, l a  

p a r t i e  q u i  dépend du temps dans l ' é q u a t i o n  ( 7 )  es t  l o i n  d ' ê t r e  

négl igeable .  

En r ep renan t  l e  schgma du mécanisme de l ' e x t i n c t i o n  

de f luorescence  décrit  dans  1 ' i n t r o d u c t i o n  : 



où F(t) est la fonction d'apparition des molécules fluores- 

centes. Si F(t) est une fonction 6(t) de DIRAC ( (j(t) = 1 

pour t = 0, 6(t) = O pour t + O) on peut finalement écrire 
quand t est supérieur à O : 

équation dont la résolution donnera une expression de 

[P*] = f(t,[~]). Le rapport des rendements quantiques en 

présence et en l'absence d'extincteur est égal au rapport * des expressions de [P 1 dans ces conditions. 

Le calcul complet a été réalisé par SVESHNIKOFF 

et WAWILOW (T2) et ils obtiennent : 

avec 

Cette expression,qui n'est pas particulièrement 

pratique 3 utiliser,a été simplifiée par LA MER (T4) dans 

le cas où l'extinction était inférieure à 50 %. La loi de 

STERN-VOLMER retrouve, alors, sa forme initiale avec K W =  k , 
r 

et k(r0) = 4 nroN'D(l + O 1 (16) 

(Cette expression est valable dans le cas d'une illumination 

constante) . 
2 - AppZication aux peptides 

Pour une réaction d'extinction de fluorescence le 

problème de l'encombrement de l'espace est plus simple que 

pour une réaction chimique. Les molécules d'extincteur ayant 



un r61e actif sont celles situées tout près de la molécule 

de peptide. L'espace à considérer est restreint et dans cet 

espace la continuité de l'encombrement stérique est facile- 

ment acceptable. 

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

celle décrite dans l'équation (7) . 
SVESHNIKOFF et WAWILOW ont réalisé leur calcul ori- 

ginal en introduisant un facteur p compris entre O et 1, pro- 

babilité énergétique de réaction d'une molécule E en ro. Ma- 

thématiquement il est identique au facteur C mais nous verrons 

dans le paragraphe suivant qu'il est physiquement trés diff6- 

rent et d'ailleurs criticable. Toutefois le developpement ma- 
thématique réalisé est utilisable et en remplaçant p par C 

on obtient : 

Le rapport de réactivité devient alors : 

Deux nouveaux paramètres ro et ro apparaissent 
dans l'évaluation du rapport. La durée de vie du fluorophore 

doit donc être mesurée. Si les deux molécules comparées pos- 

sèdent des structures primaires différentes cette mesure ne 

pose aucun problème. Mais si on compare les structures secon- 

daires d'un même peptide on ne peut généralement obtenir les 

deux durées de vie. Dans ce cas on utilisera la valeur unique 

mesurée pour ioI et T ~ ~ ~ .  L'erreur introduite doit étre faible 

puisque nous avons remarqué dans un chapitre précédent que le 

rendement quantique et la durée de vie dépendaient peu de la 

structure secondaire pour les peptides que nous étudions. 



La valeur  de ro peut  ne p lus  être la  sonune des 
rayons de VAN DER WAALS des deux e n t i t d s  réag issan t ,  il 
f a u t  a l o r s  ca l cu l e r  cette valeur  s u r  une molécule simple 
por tan t  l a  fonction envisagee. 

Pour ce c a l c u l  l'accessibilité de la  fonction 
d o i t  être très vois ine  de 1, sinon il f a u t  e f f e c t u e r  un cal- 
c u l  d ' a c c e s s i b i l i t é ,  impliquant que l ' o n  f i x e  le  rayon de 
l a  sphère de r e a c t i v i t é  e t  on se trouve devant un paradoxe. 

Quand la  valeur  de ro ne peut  être ca lcu lee  son 
évaluat ion d o i t  d t r e  f a i t e  soigneusement e t  une évaluat ion 
de l ' e r r e u r  s u r  le  r é s u l t a t  du rapport  trouvé est souhai- 
table .  

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

On pour ra i t  penser que l ' i n e f f i c a c i t é  des chocs 
ue ii un e f f e t  énergétique serait t r a i t a b l e  de l a  &me ma- 
i g r e  que l ' e f f e t  s t e r ique .  C e  n ' e s t  malheureusement pas 
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S i  on m u l t i p l i e  l e  f l u x  4 p a r  p on v o i t  d ' a p r è s  
l ' é q u a t i o n  ( 6 )  que le  nombre de molécules de r é a c t i f  d i s -  

parues p a r  u n i t é  de temps n ' e s t  p l u s  é g a l  au f l u x .  On re- 

t rouve une s i t u a t i o n  iden t ique  à c e l l e  d 'un encombrement 

s t é r i q u e  s t r i c t e m e n t  l i m i t é  à l a  sphére de r é a c t i v i t é .  

On peut  t e n t e r  d ' exp l iquer  physiquement l a  d i f f é -  

rence des r é s u l t a t s  pour un e f f e t  s t é r i q u e  (avec t r a j e c t o i -  

r e s  l i n é a i r e s )  e t  pour un e f f e t  énergét ique ,  e n  cons iderant  

l e s  phénomènes é lémenta i res .  

Supposons une molécule de r é a c t i f  s u r  une trajec- 

t o i r e  l i n é a i r e .  S i  c e t t e  molécule rencont re  un o b s t a c l e  

(atome) avan t  d ' a t t e i n d r e  l a  sphére  de r é a c t i v i t é  e l le  

"rebondi t"  e t  r e p a r t  sans  a v o i r  r é a g i .  C e  f a i s a n t  e l l e  peut  

gêner l ' a r r i v é e  d 'une a u t r e  molécule se d i r i g e a n t  v e r s  l e  

pept ide m a i s ,  comme dans t o u s  les c a s  c e t t e  molécule n ' a u r a i t  

pas r é a g i  ( e l l e  e s t  s u r  une t r a j e c t o i r e  i n t e r d i t e )  il n 'y  

aura  aucune modif icat ion du taux  de  réac t ion .  

P a r  c o n t r e  s i  l a  molécule a r r i v e  s u r  l a  sphère  de 

r é a c t i v i t é  e t  rebondi t  pa rce  que son éne rg ie  n ' e s t  pas  su f -  

f i s a n t e ,  e l l e  peut  empêcher l ' a r r i v é e  de  molécules q u i ,  elles, 

s e r a i e n t  po ten t i e l l ement  a c t i v e s .  O r  l e  c a l c u l  ne t i e n t . p a s  

compte de c e t t e  é v e n t u a l i t é .  

C ' e s t  pourquoi il e s t  n é c e s s a i r e  d'employer des  

concepts p l u s  é l aborés  pour d é c r i r e  l a  d i s t r i b u t i o n  des  p a r t i -  

c u l e s  e t  l a  v i t e s s e  de r é a c t i o n .  

A - Réaction Chimique 

L e s  pr inc ipaux t ravaux t r a i t a n t  du probléme d e s  

r é a c t i o n s  chimiques avec chocs i n e f f i c a c e s  s o n t  dus à COLLINS 

e t  KIMBALL (T5) YGUERABIDE (T6, T7) NOYES (T8). Ils o n t  é t é  

résumés p a r  NEMZEK e t  WARE (Tg) e t  BIRKS ( T 1 0 ) .  



La variation de la réactivité globale étant l'ex- 

pression d'une modification des phenoménes élémentaires nous 

raisonnerons sur le mécanisme moléculaire de la réaction. 

Soit un ensemble constitué de no paires de mol6- 

cules P et R dans un volume V. 

Soit n (t) le nombre de molécules P n'ayant pas 
P 

réagi au temps t. 

Soit P (t) la probabilité qu'une molécule P n'ait 
P 

pas réagi au temps t : 

La réaction a toujours lieu quand les molécules P 

et R sont distantes de ro mais aucune hypothese n'est faite, 

pour l'instant, sur le mode de réaction. 

Supposons qu'au temps t = O la distance qui separe 

chaque paire de molécules soit egale 8 r' r ro) . On peut 
representer toutes les molécules R dans un repére carté~ien 
centrQ sur les molécules P. Dans ce cas les molécules R sont 

siCuées sur une sphère dont le centre est a l'origine et de 
rayon r ' . 

Au cours du tempe on peut mn~iderer que les mo16- 

dans l'espace avec un coefficient de diffusion D - DR + D 
- [[floa, .,?,:. 

P 
- 

Lletat du systllnle a I,'insîsmt t peut Btre d6crit 
. par une fonction densite 0 (r,rt , t) . Cette foncaon reprdsente 
le nombre de mPécules R, n'ayant pas reagi, par unit6 de W- 

l m ,  eur 1 'ensemble des points de ooordonnle r (l'indice r' 
+cifie que toutes les mol&cules Btaient 1 l'origine d k t e m p ~  

sÙr la sphere de rayon r'). On peut &galement definir une pro- 
' &> 



Le nombre total de molécules R n'ayant pas réagi 

est l'intégrale sur l'ensemble du volume considéré de la 

fonction densité : 

Comme il disparaît 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 : 

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

temps t est (d'après (19) ) : 

La vitesse de la réaction à l'instant t peut être 

exprimée par : 

soit d'après (23) : 

Remarques : 

Cette définition de la vitesse n'est pas la seule 

possible. La vitesse instantanée peut être definie, non pas 

3 partir du nombre initial de molécules R mais du nombre de 

molécules R à l'instant t. 





e t  en appl iquant  le  théorème de divergence : 

-+ 
oh n e s t  un vec teur  u n i t é  pe rpend icu la i re  à l a  s u r f a c e ,  d i r i -  

gé ve r s  1 ' i n f i n i .  

Quand r l +  r l ' i n t é g r a l e  est é g a l e  au  f l u x  : 
O 

Toutes c e s  équat ions  s o n t  généra les ,  c ' e s t - à -d i re  

indépendantes de l ' e f f i c a c i t é  t o t a l e  ou non des  chocs i n t e r -  

moléculaires .  

L'hypothèse de COLLINS e t  KIMBALL, pour t e n i r  compte 

des  chocs q u i  ne s o n t  pas  e f f i c a c e s ,  c o n s i s t e  à relier l a  v i -  

t e s s e  a l a  p r o b a b i l i t é  "a p r i o r i "  de  t rouver  une molécule R 

dans un volume compris e n t r e  une sphère  de rayon ro e t  une 

sphère de rayon ro + A r o .  C e t t e  hypothèse peu t  s e  t r a d u i r e  ma- 

thématiquement p a r  : 

d P r ( r l , t )  
v = -  
t d t  s u r f a c e  p R ( r , r l  , t ) d s  (34) 

La cons tante  K = K '  A r  est  équiva lente  3 une v i t e s s e .  
O 

2 - A v v Z i c a t i o n  aux v e o t i d e s  

L16quation (34) e s t  théoriquement v a l a b l e  pour une 

r é a c t i o n  sans  encombrement s t é r i q u e .  Dans l e  cas oa il y a 
r e s t r i c t i o n  de l ' e s p a c e  nous proposons, comme précédemment, de 

d i s t i n g u e r  p l u s i e u r s  c a s  : 

Dans ce c a s  l a  su r face  en  r est éga le ,  que l  que s o i t  
2 r a 4 ~r r C ( s u r f a c e  e f f i c a c e  d é f i n i e  comme précedemment) , les 

équat ions  (32) e t  (34) s o n t  app l i cab les  avec l a  su r face  c o t r i -  

gée. S i  on combine (32) e t  (34) on o b t i e n t  : 



Sur l a  sphére  de  r é a c t i v i t é  on p e u t  a l o r s  écrire : 

s o i t  sous une a u t r e  forme : 

C e t t e  r e l a t i o n  est une cond i t ion  l i m i t e  indépen- 

dan te  du f a c t e u r  C ,  de  l ' é q u a t i o n  d e  FICK : 

La s o l u t i o n  de 1 'équat ion  (37) est  a l o r s  connue : 

avec : 

En cons idé ran t  l e  f l u x  s u r  l a  s u r f a c e  de r e a c t i v i t é  

on o b t i e n t  : 9 

(ro-B) 
k i t )  =4nN1DC[r0-B+ fi exp (-9 D t  e r f c  - 

B B "1 
Remarques : 

L'équat ion  (40) es t  obtenue que l ' o n  d é f i n i s s e  l a  

v i t e s s e  3 p a r t i r  d 'une  p r o b a b i l i t é  "a  p r i o r i "  (équat ion  ( 2 5 ) )  

ou "a p o s t e r i o r i "  (6quat ion ( 2 6 )  ) , la différancle étnnt; AM 

niveau  de l ' e x p r e s s i o n  de cette v i t e s s e .  

COLLINS e t  KIMBALL o n t  montre que l a  r e l a t i o n  équi-  

v a l e n t e  3 ( 4 0 ) ,  dans  le  c a s  d 'une r é a c t i o n  chimique o r d i n a i r e ,  



était-généralisable au cas d'une seule molécule P en pré- 

sence de plusieurs molécules R à condition que le nombre 

de molécules R ne soit pas trop important. 

Considérons le cas limite envisagé lors d'une réac- 

tion totalement efficace : un encombrement stérique limité 3 

la surface de la sphère de réactivité. L'équation (32) est 

maintenant discontinue. En ro la surface intégrée est égale 
2 2 3 4 nro C, partout ailleurs elle est égale 3 4 n r  . Si on 

combine les équations (32) et (34) on obtient : 

Pour r = r S' est différent de S. Si on considère 
O '  

que Arofh p (ro , r ' , t) ds ~~epresente une probabilité de pr6- 
sence dans un volume suffisamment petit au voisinage de ro 

pour que la surface des sphères entre ro et ro + Aro soit 
assimilable à celle de rayon rot alors S' = S . C. 

Le théorème de la moyenne pour les intégrales dou- 

bles précise qu'il existe, pour une fonction continue f(u), 

un point du domaine d'intégration vérifiant : 

f(u')ds = f(u') . S 

Comme la base de notre modèle est de considérer les 

fonctions pR(r,r8,t) continues et symétriques par rapport 3 

l'origine des coordonnées, l'existence d'un seul point véri- 

fiant le théorème entraîne la possibilité d'appliquer ce théo- 

rème à tous les points de la surface. On obtient, alors, la 

nouvelle condition limite : 



En poursuivant le calcul comme précédemment on 

trouve alors une expression identique à l'équation (40) 

mais avec : 

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 sphere de réactivité. Entre ro et ro + Aro le facteur C 
(accessibilité calculée pour le rayon considéré) peut ne 

pas être constant. Dans ces calcul complet et 

rigoureux de l'expression K' pR(rIr'It) est 
très complexe, d'autant plus de FICK devrait 

&tre modifiée pour tenir compte du volume exclu de l'espace. 

On peut toutefois obtenir une solution approchée 

en admettant que l'ensemble des restrictions peut être tra- 

duit par une condition limite. representant physiquement la 

probabilité de présence moyenne entre r O et ro + Aro. Cette 
probabilité moy-nne peut être reliée 3 un facteur d'accessi- 

bilité moyenne CM par : 

CM est calculé en effectuant la moyenne des va- 

leurs des coefficients d'accessibilité pour des rayons de la 

sphGre de réactivité compris entre ro et ro+Aro (méthode 

exposée au paragraphe calcul de l'accessibilité). 

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



On vérifie que si l'accessibilité est constante 

entre r et ro + Ar on retrouve l'équation (39) et que si 
0 O 

elle est égale 3 1 dans les mêmes conditions on retrouve 

bVquation (42). 

Généralement Aro ne peut être calculée, on peut 

alors faire l'approximation suivante : 

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

tivité, l'accessibilité en ro est égale 3 C et en ro + Aro 
peut être considérée comme égale à 1; il en résulte la va- 

leur approchée de CM : 

d - Conclusions ----------- 
On sait que l'expression asymptotique de erfc x 

est : 

1 
L -x 3 15 erfc x = 

' + 7 - -8 + .a.) ( 1  - - 
2x 4x 8x 

dm Si dans la relation (40) on pose x = - B 
on peut 

effectuer des simplifications. WARE (Tg) reprenant les calculs 

de NOYES (T8) a montré que même pour des temps de l'ordre de 

la nanoseconde on peut négliger les termes dépendant de x dans 
la série entre parenthèses. En conséquence : 

Dt L e ~ p ( ~ )  erfc - = 
B B JwDt 

et l'expression de la constante de vitesse peut finalement 

s'écrire : 

avec dans le cas général : 

r' 3 
ro 

1 + DC 

KC~ro 



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 

à 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) 1 et II 

- hypothèse de l'encombrement stérique de l'espace : 

Pour une réaction rapide (K grand) on peut négliger 

les coefficients de diffusion dans l'expression entre paren- 

thèses et on retrouve un résultat connu : 

Dans le cas d'une réaction lente K peut être négligé 

et : 

Le rapport de réactivité ne dépend que de l'accessi- 

bilité des fonctions. 

- hypothèse de l'encombrement limité 3 la sphère de réactivité : 



Pour une r é a c t i o n  r ap ide  on r e t rouve  l ' é q u a t i o n  

( 4 8 ) ,  mais pour une r é a c t i o n  l e n t e  : 

La r é a c t i v i t é  d 'un  p e t i t  pep t ide  dans ces condi- 

t i o n s  ne dépend pas  .de l ' a c c e s s i b i l i t é  ( I l  f a u t  remarquer 

que l e  f a i t  de n é g l i g e r  K v i s -a -v is  de DC implique que C ne 

s o i t  pas t r o p  p e t i t ) .  

C e  r é s u l t a t  a une i n f l u e n c e  d i r e c t e  s u r  l ' i n t e r p r é -  

t a t i o n  des  expér iences  de c i n é t i q u e  de r é a c t i o n  d e s  p e p t i d e s  : 

s i  on t rouve ,  pour une même  r é a c t i o n ,  des  v i t e s s e s  i d e n t i q u e s  

pour des pep t ides  d i f f é r e n t s  il f a u t ,  avant  de  conclure  3 une 

ana logie  de s t r u c t u r e ,  v é r i f i e r  les  c a r a c t é r i s t i q u e s  des  pep- 

t i d e s  é t u d i é s  e t  de l a  r é a c t i o n  employée. 

- hypothése d 'un  c a s  "géné ra l "  pour les p e t i t s  pep t ides  

Pour une r é a c t i o n  r ap ide  : 

Pour une r é a c t i o n  l e n t e  : 

Le r a p p o r t  des  r é a c t i v i t é s  ne dépend que de l ' e n -  

combrement s t é r i q u e  moyen dans le  "volume de r é a c t i v i t é "  

( e n t r e  ro e t  ro + A r o ) .  



Les relations (47) à (54) résument les résultats 

1 obtenus par notre modéle dans les cas rencontrés pour une 

réaction chimique classique uniquement régie par la diffu- 

sion de la molécule et l'accessibilité de la fonction. 

B - Extinction de fluorescence 

1 Si on reporte dans l'équation (12) la valeur de ~ k (t) obtenue dans 1 'équation (45) on retrouve un résultat 

analogue à l'équation (17) soit : 

Les relations (47), (50) et (52) doivent donc être 

multipliées par un facteur : 

1 + r' 

Tq- 
F = (56) 

1 + r' 

JDI~roI~ 

avec dans le cas le plus géneral : 

1 r 
1 

r' e O 

i 1 + DC 

KC~ro 

Quelle que soit l'hypothèse sur l'encombrement sté- 

rique les simplifications du facteur F sont les mêmes : 

- Pour une réaction rapide : 
1 + r0 

F = arroi 
(57) 

1 + ro 

I I  '011 



- Pour une r é a c t i o n  l e n t e  : 

F = l  

En combinant les r e l a t i o n s  ob tenues  dans  l e  cas de 

l a  r é a c t i o n  chimique e t  les c o r r e c t i o n s  dues  à l a  f l u o r e s c e n c e  

on o b t i e n t  l ' ensemble  d e s  r é s u l t a t s  résumés dans  les t a b l e a u x  
e 

9 ,  1 0  e t  11. 

Remarque : 

Le f a i t  de c o n s i d é r e r  une r é a c t i o n  d ' e x t i n c t i o n  avec 

un K t r é s  f a i b l e  est  souvent  un paradoxe dans  l a  p r a t i q u e .  S i  

l a  c i n é t i q u e  d ' e x t i n c t i o n  es t  l e n t e  p a r  r a p p o r t  à l a  d u r é e  de  

v i e  de l ' é t a t  e x c i t é  e l l e  n ' a  p a s  le  temps d 'être e f f i c a c e  e t  

l e  rendement quan t ique  n ' e s t  pas  modi f ié .  

I V  - EFFETS ELECTROSTATIQUES 

A - G é n é r a l i t é s  

L 'é tude  des  p e p t i d e s  se f a i t  généralement  a des pH 

v o i s i n s  de l e u r  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e .  L e s  f o n c t i o n s  amines ter- 

minales  e t  carboxyles  t e r m i n a l e s  peuvent  donc p o r t e r  d e s  char -  

ges .  L ' i n f luence  de ces cha rges  siIr l a  d i f f u s i o n  des  r é a c t i f s  

p e u t  être nég l igée  t a n t  que ceux-ci ne s o n t  pas  i o n i s é s .  

S i  l e  r é a c t i f  est  un i o n  sa p r o b a b i l i t é  de  p ré sence  

a u  vo i s inage  du p e p t i d e  ne  sera pas  i d e n t i q u e  du c ô t é  N termi- 

n a l  e t  C t e rmina l .  

L e s  d i f f é r e n t s  t r avaux  t r a i t a n t  de  l ' i n f l u e n c e  de  

l ' e f f e t  é l e c t r o s t a t i q u e  concernent  généralement  d e s  recombi- 

na isons  d ' i o n s ,  c ' e s t - à - d i r e  d e s  p o t e n t i e l s  coulombiens. 

ONSAGER (T13, Tl 4 )  , MOZUMDER ( T l  5 ,  T l  6)  , MAGEE (T17) 

e t  récemment HONG e t  NOOLANDI (T18) o n t  env i sagé  l e  cas de l a  

n e u t r a l i s a t i o n  de p a i r e s  d ' i o n s  dans  l ' e s p a c e  soumis s o i t  à 

l e u r  p rop re  champ s o i t ,  e n  p l u s ,  à un champ e x t é r i e u r .  



DEBYE (Tl 9) , UMBERGER et LA MER (T4) , MONTROLL 
(T20), WILEMSKI et FIXMAN (T21), HONG et NOOLANDI (T22) ont 

généralisé l'équation de SMOLUCHOWSKI et l'ont appliquée a 
la réaction chimique et à l'extinction de fluorescence d'ions 

(1' un des ions étant le f luorophore) . 
Les résultats de ces travaux sont résumés ci-après, 

dans le formalisme précédemment employé. 

L'équation de SMOLUCHOWSKI avec deux ions portant 

une charge ze+ et ze- peut s'écrire pour un mécanisme 011- 

mentaire : 

2 
apR(r,rV ,t) a pR(r,r',t) apR(r.rn,t) ze+ ze- apR(r,r',t) 

=D[ 2 + - + a t r ar Er2 T ar ar 

E : mnstante diélectrique du milieu 

kg : mnstante de BOLTZMAN 

T : température absolue 

Si on considère une réaction chimique avec chocs inef- 

ficaces on peut inclure la condition de disparition du réactif R 

1 par une fonction de DIRAC multipliée par une constante de réac- 

tivité K (Ar, est alors considéré comme très petit). On obtient 

finalement l'équation 3 résoudre : 

Des solutions approchées (MONTROLL (T20) ) ou exac- 

tes (IIONG et NOOLANDI (T18, T22) ont et6 trouvées. Elles abou- 

tissent 3 une expression de la constante de vitesse qui peut 

se mettre sous la forme : 



avec : 

DEBYE (Tl 9) a ,  d ' a u t r e  p a r t ,  c a l c u l é  1 ' i n f l u e n c e  

d'un p o t e n t i e l  quelconque s u r  l a  f réquence de c o l l i s i o n  en- 

tre deux p a r t i c u l e s .  Il  a montré que cette fréquence pouvai t  

s 'exprimer  en l ' a b s e n c e  de p o t e n t i e l  p a r  : 

avec : 

dl e t  d2  : diamèt res  des  p a r t i c u l e s  cons idé rées  

comme sphér iques  

n : v i s c o s i t é  du m i l i e u  

n  : nombre de moles p a r  m l .  

S ' i l  e x i s t e  une éne rg ie  p o t e n t i e l l e  U dépendant de 

l a  d i s t a n c e  r e n t r e  les c e n t r e s  des  p a r t i c u l e s  l a  f réquence 

dev ien t  : 

HONG e t  NOOLANDI (T22) o n t  r e t r o u v é  un r é s u l t a t  

analogue en r é s o l v a n t  l ' é q u a t i o n  ( 5 9 )  pour un p o t e n t i e l  gé- 

n é r a l i s é  mais seulement dans les cond i t ions  d ' é t a t  s t a t i o n -  

n a i r e  envisagées  p a r  DEBYE. 



Ils n'ont pu résoudre exactement l'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 : 

oii U(r) représente la fonction énergie potentielle. 

Ce résultat n'est valable que si U(r) décrolt 
1 (vers zéro) au moins aussi rapidement que ; quand r -r W. 

On peut remarquer qu'il existe toujours une deuxisme 

condition implicite : la symétrie du potentiel est centrée sur 

l'ion. 

Les relations de HONG et NOOLANDI représentent une 

généralisation de l'étude de DEBYE. Les auteurs ont étendu 

l'application à l'extinction de fluorescence. Dans ce cas la 

constante de vitesse de la réaction bimoléculaire s'écrit 

(pour une extinction à l'état stationnaire) 

A étant toujours défini par la relation (64) 

La résolution des équations de SMOLUCHOWSKI dans 

le cas otl il existe un potentiel ayant une symétrie sphéri- 

que est, comme nous l'avons vu, complexe. Si on supprime 

cette symétrie la difficulté s'accroît et le calcul rigou- 

reux n'a, à notre connaissance, jamais été réalisé. 

Or, l'énergie potentielle résultant de l'effet 

électrostatique des 2 charges terminales d'un peptide doit 



ê t r e  r ep résen tée  dans l e  système de ré fé rence  c e n t r é  s u r  

l a  fonct ion  r é a c t i v e  pour pouvoir u t i l i s e r  l ' é q u a t i o n  de  

SMOLUCHOWSKI avec l a  pseudo symétr ie  de l a  fonc t ion  den- 

s i t é .  Dans c e  système l e  p o t e n t i e l  r é s u l t a n t  n ' a  pas de  

symétrie sphérique.  Nous avons donc cherché à e t a b l i r  un 

modèle e n  u t i l i s a n t  une s o l u t i o n  approchée. 

Le p o t e n t i e l  c r é é  pa r  l 'ensemble des  deux char- 

ges  te rminales  du pept ide  est  équ iva len t  à un p o t e n t i e l  

c r é é  pa r  un d i p ô l e ,  c ' e s t - à -d i re  q u ' i l  d é c r o î t  p l u s  v i t e  
7 
I que - quand r t end  ve r s  l ' i n f i n i .  r 

Une des  cond i t ions  de l ' a p p l i c a t i o n  des  r e l a t i o n s  

de HONG e t  NOOLANDI est v é r i f i é e .  

La seconde cond i t ion  e s t  l a  symétr ie  du p o t e n t i e l ,  i i 

Le problème e s t  donc de s a v o i r  s i  on peut  u t i l i s e r  une pseudo 

symétrie sphérique pour le  p o t e n t i e l  comme on l ' a  f a i t  pour 

l a  fonct ion  d e n s i t é .  

L 'expression ( 6 4 )  se d i v i s e  en 2 p a r t i e s .  La pre- 

mière dépend du p o t e n t i e l  s u r  l a  sphère de r é a c t i v i t é  : 

c ' e s t  l a  c o n t r i b u t i o n  du p o t e n t i e l  3 l a  p r o b a b i l i t é  de pré- 

sence du r é a c t i f  en r que l ' o n  p o u r r a i t  appe le r  c o n t r i b u t i o n  
O 

s t a t i q u e .  E l l e  r e p r é s e n t e  1- tendance, due au p o t e n t i e l ,  à 

" r e t e n i r "  un temps p l u s  ou moins long ou à "repousser"  l e  

r é a c t i f  q u i  a r r i v e r a i t  à une d i s t a n c e  ro. On peu t  remarquer 1 
que ce terme s ' annu le  quand K + puisque l a  r é a c t i o n  est  

immédiate. Quand on observe un grand nombre d'événements l e  
p o t e n t i e l  moyen auquel e s t  soumis un ion  a r r i v a n t  s u r  l a  

sphère de  r é a c t i v i t é  peut  s ' é c r i r e  : 
n  

Le modèle que nous proposons c o n s i s t e  à considé- 

r e r  que l ' o n  peu t  remplacer dans l ' e x p r e s s i o n  ( 6 4 )  U ( r o )  

par  Ü ( r o ) .  



La deuxiéme p a r t i e  de cette équat ion est l a  

con t r ibu t ion  dynamique du p o t e n t i e l .  C ' e s t  l a  tendance à 

f a v o r i s e r  ou d é f a v o r i s e r  l ' a r r i v é e  d ' i o n s  s u r  l a  sphére  

de r é a c t i v i t é .  On peut ,  d'une manière analogue à l a  con- 

t r i b u t i o n  s t a t i q u e ,  cons idé re r  que U ( r)  peu t  ê t r e  remplacé 

par  Ü ( r )  : n 

Mais il f a u t  a j o u t e r  une condi t ion  supplémentaire 

q u i  é t a i t  i m p l i c i t e  pour un p o t e n t i e l  coulombien : l a  mono- 

t o n i e  de l a  fonct ion  Ü ( r ) .  

Supposons que Ü (r)  ne s o i t  pas monotone e t  q u ' i l  

e x i s t e  e n t r e  ro e t  l ' i n f i n i  une b a r r i e r e  ou un p u i t s  de po- 

t e n t i e l .  Dans l e  premier c a s  l ' e x p r e s s i o n  de  l ' i n t é g r a l e  

s e r a  (par  exemple) augmentée, dans l e  deuxiéme cas ,  e l l e  

s e r a  diminuée. Mathématiquement on ob t i endra  deux r é s u l t a t s  

inve r ses .  Physiquement l e  r é s u l t a t  s e r a  pour tan t  l e  même. 

La b a r r i è r e  de  p o t e n t i e l  empêchera une f r a c t i o n  du r é a c t i f  

d ' a t t e i n d r e  l a  sphère de r é a c t i v i t é  e t  l e  p u i t s  de p o t e n t i e l  

r e t i e n d r a  une f r a c t i o n  de c e  même  r é a c t i f  q u i  n ' a t t e i n d r a  

pas non p lus  l a  sphère de r é a c t i v i t é .  C e t t e  c o n t r a d i c t i o n  

e n t r e  l e s  r é s u l t a t s  mathématiques e t  physiques montre q u ' i l  

est  indispensable  d ' a v o i r  une fonc t ion  monotone, ce q u i  es t  

faci lement  v é r i f i a b l e .  

S i  on admet l ' u t i l i s a t i o n  de p o t e n t i e l s  moyens on 

d o i t  reprendre l e s  c a l c u l s  de HONG e t  NOOLANDI pour y  in-  

t r o d u i r e  l a  not ion  d ' a c c e s s i b i l i t é  e t  on o b t i e n t  : 

avec : 



Dans l e  cas de l ' e x t i n c t i o n  de f luorescence  : 

A é t a n t  t o u j o u r s  d é f i n i  p a r  l ' é q u a t i o n  (68) .  

Exprimons l e s  r appor t s  de r é a c t i v i t é  pour deux en- 

vironnements de l a  fonct ion  r é a c t i v e  1 e t  II : 

Réaction chimique : 

Pour des temps suffisamment longs : 

- s i  l a  r é a c t i o n  e s t  rap ide  : 

- s i  l a  r é a c t i o n  e s t  l e n t e  l ' e x p r e s s i o n  (71) se 
s i m p l i f i e  : 



Ext inc t ion  de f luorescence  : 

- s i  l a  r é a c t i o n  est rapide  on re t rouve  l a  cond i t ion  (72) 

- s i  l a  r é a c t i o n  est l e n t e  on re t rouve  l a  r e l a t i o n  (73) 

C - Modèle pour l e  c a l c u l  du p o t e n t i e l  moyen pour un pep t ide  

Considérons un pep t ide  dont  l e s  ex t rémi tés  (amine e t  

carboxyle) te rminales  s o n t  chargées. Pour c a l c u l e r  l e  p o t e n t i e l  

moyen c r é é  par  c e s  charges a une d i s t a n c e  r on cons idèrera  un 

c e r t a i n  nombre de p o i n t s  s i t u é s  a c e t t e  d i s t a n c e .  

Avant de c a l c u l e r  en chaque p o i n t  le  p o t e n t i e l  r é s u l -  

t a n t  il convient  de connaxtre  s i ,  en c e  p o i n t ,  peut  se t r o u v e r  

l e  c e n t r e  d'un ion  r é a c t i f  ( s ' i l  n 'y  a pas encombrement s t é r i -  

q u e ) .  On u t i l i s e r a  pour c e l a  l a  matr ice  a c c e s s i b i l i t é  d é f i n i e  

dans un c h a p i t r e  précédent.  

On peut  remarquer que l a  not ion  de t r a j e c t o i r e  l i n é -  

a i r e  n ' a  p lus  de sens  quand les ex t rémi tés  du pept ide  s o n t  char-  

gées e t  q u ' i l  convient  de p a r l e r  de  p r o b a b i l i t é  de présence. 

Hypothèse de l 'occupat ion  cont inue de l ' e s p a c e  

L ' a c c e s s i b i l i t é  d'une sphère ne v a r i e  pas en fonc- 

t i o n  de r. L e s  rég ions  de l ' e space  non encombrées s tér iquement  

correspondent a l 'ensemble des  p o i n t s  s i t u é s  s u r  les t r a j e c -  

t o i r e s  l i n é a i r e s  u t i l i s é e s  pour les r é a c t i f s  non chargés. Les 

i o n s  c e n t r é s  en c e s  p o i n t s  peuvent tous  a t t e i n d r e  l a  sphère 

de r é a c t i v i t é  p u i s q u l i l s  ne s o n t  a r r ê t é s  pa r  aucun o b s t a c l e ,  

l a  d é v i a t i o n  de l e u r s  t r a j e c t o i r e s  pouvant, t o u t  au p lus ,  les 

f a i r e  "rebondir".  



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 l'évalua- 

tion de l'accessibilité. 

Hypothèse de l'encombrement stérique limité à la sphère de 

réactivité. 

Le calcul en ro se fait pour les points situés sur 

les trajectoires permises. Mais pour r > r le calcul se fait 
O 

pour 1 'ensemble des trajectoires. 

Cas général 

Pour calculer une accessibilité moyenne il est né- 

cessaire de calculer un ensemble dlaccessibilités. Pour cha- 

cune de ces accessibilités il faut établir une matrice qui 

servira également au balayage de l'espace pour l'établissement 

d'un potentiel moyen. 

Considérons un point i à une distance r oh la pro- 

babilité de présence d'un ion réactif n'est pas nulle. Ce 

point ne sera soumis au potentiel créé par une charge que si 

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

si le point i est situé sur une direction Xi, Yi de 

la matrice accessibilité : 

x = r COS Yi P sin Xi P . i 

Yi = r sin Yi P sin Xi P 

'i = r cos Xi P. 

Soient xC, yC et zC les coordonnées de la charge 

et xA, yA, zA les coordonnéee d'un atome du peptide. 

L'atome A ne fera pas écran si 

AH (segment reliant l'atome 

sa projection sur la droite joi- 

gnant i à C) est supérieur au 
A 

rayon de VAN DER WAALS de l'atome A. 



Connaissant les coordonnées de  if C e t  A on peu t  c a l c u l e r  : 

i A ,  AC, i C  e t  on s a i t  que : 

avec : 

u = i A  + AC + i C  
2 

S i  AH e s t  i n f é r i e u r  au  rayon de VAN DER WAALS de A, 

c e t  atome ne f e r a  pas écran  s i  H est à l ' e x t é r i e u r  du segment ~ 
i C  s o i t  : 

i H  > i C  avec i H  = h~~ - AH 2 

OU 

CH > i~ avec CH = hT_AH2 

Supposons que l e  p o i n t  i s o i t  soumis au  p o t e n t i e l  

c r é é  pa r  C : 

On conna i t  qi e t  l a  d i s t a n c e  i C .  E est l a  cons tan te  

d i é l e c t r i q u e  du mi l i eu .  

L e s  r é a c t i o n s  avec les ions  se f o n t  généralement 

dans l ' e a u  dont  l a  cons tante  d i é l e c t r i q u e  est é g a l e  à . cr. 
cons tan te  d i é l e c t r i q u e  du v ide  

€0 l 
€1: 

: terme c o r r e c t i f  

Au vois inage  d'un i o n  il est  b ien  connu que le  terme 

'r v a r i e  trés fortement.  La  t h é o r i e  permet tant  un c a l c u l  ri- I 
goureux n ' e s t  pas,  a n o t r e  connaissance,  par fa i tement  é t a b l i e .  
On connaxt, approximativement, l a  v a r i a t i o n  de  E, en fonc t ion  

de l a  d i s t a n c e  d à cet ion  (T24) ; sa v a l e u r  dev ien t  c o n s t a n t e  

des  que d est supér i eu r  à 6 ou i n f é r i e u r  a 2 A. 

Dans n o t r e  c a s  on peu t  fréquemment r encon t re r  des  

p o i n t s  des  d i s t a n c e s  de l ' o r d r e  de 2 3 6 A d'une charge. 



- 1 2 6  - 

I l  e s t  donc ind i spensab le  de t e n i r  compte de  l a  v a r i a t i o n  

Pour c e l a  nous avons u t i l i s é  l a  méthode d e s  poly- 

nômes de  TCHEVYCHEPF. 

1 S o i t  l a  fonc t ion  c r (d )  d é f i n i e  numériquement p a r  
! 

l 'ensemble des  va leur s  cr  3 une d i s t a n c e  d. Le  p r i n c i p e  de 

l a  méthode e s t  de  l i m i t e r  l a  r e p r é s e n t a t i o n  à l a  combinai- 
I ~ son l i n é a i r e  de  n + l  fonc t ions  d 'une base c h o i s i e  a p r i o r i  : 

or(d)  = a u (d )  + a lu l (d )  +.... + a  u (d) 
O O n  n (76) 

où ui(d)  s o n t  les fonc t ions  de  l a  base e t  ai des  c o e f f i c i e n t s  

q u ' i l  f a u t  déterminer.  

Afin d ' é v i t e r  l e s  e r r e u r s  de  t ronca tu re  dues aux 

procédés de c a l c u l  on u t i l i s e  généralement les bases  " s t a b l e s "  

des polynômes de TCHEBYCHEFF. 

avec To = 1 e t  Tl ( Y )  = Y 

s u r  l ' i n t e r v a l l e  - 1 4 Tk (y)  ,( 1 

La n é c e s s i t é  de  n ' u t i l i s e r  l e s  polynômes de  

TCHEBYCHEFF que s u r  l ' i n t e r v a l l e  - 1 , +  1 nous o b l i g e  à un 

changement de v a r i a b l e  p r é a l a b l e  : 

d appartenant  à l ' i n t e r v a l l e  dmin, dmax s u r  l e q u e l  est  re- 
cherchée 1 ' approximation. 

On peu t  v o i r  d ' a p r è s  ( 7 6 )  que pour n v a l e u r s  de d 

l e  problème r e v i e n t  à résoudre un système d 'équat ions  l i n é -  

a i r e s  du type : 





[v] : matrice carrée des valeurs de u(d) 
l 
I [A] : matrice colonne des coefficients recherchés 
I 

1 [E] : matrice colonne des valeurs de cr. 

I La r6solution de l'équation (77) se fait en mul- 

tipliant les 2 membres par la matrice inverse de [v]. 

La programmation de cette méthode, classique pn 

analyse numérique, est simple et nous avons trouvé pour 

E entre 1,85 et 3,75 f i  un polynôme de TCHEBYCHEFF d'or- r 
dre 5 avec les coefficients : 

Entre 3,75 et 6 1s variation de E, peut être re- 

présentée par la fonction : 

Pour d > 6 A ' r = 78,5 

Pour d < 1,85 = 5,5 

L'ensemble des résultats est résumé dans la fi- 

gure 13'.La courbe représente une approximation des valeurs 

de rr suffisante pour notre calcul. 

Dès lors connaissant toutes les valeurs de l8équa- 

tion (75) on peut calculer les potentiels moyens à diffé- 

rentes valeurs de r. 0 (r) 

On en déduit e . Quand il est nécessaire 'de 
calculer 1 'intégrale : 



on utilise une'mgthode d'intégration tabulée : 

comme. la fonction à intégrer tend rapidement vers O quand 

r crort, on fixe une limite r' oh elle est considérée comme 

nulle. Les valeurs entre ro et r' sont tabulees et on appli- 

que la méthode d'intégration numérique Zi 5 points : 

h : intervalle entre 2 valeurs de r (cet intervalle 

doit être régulier) 

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

La valeur de l'intégrale 1 est la somme des V entre 
r etr'. 
O 

Le test de la monotonie de la fonction se fait en 

comparant ses valeurs point à point. 

A partir de toutes ces données les différentes équa- 

tions établies peuvent être appliquées. 

V - CONCLUSION 

A partir de la théorie de la diffusion nous avons 

établi un certain nombre de relations permettant de relier 

la réactivité d'une fonction à la variation de conformation 

du peptide qui la porte, par l'intermédiaire de l'accessibi- 

lité et du coefficient de diffusion. 

Ces relations, regroupées dans les tableaux 9, 10, 

11, 12 tendent à 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 peptide 
de petite dimension et pour un peptide de grande dimension. 

Il convient donc, avant d'interpréter des résultats de réac- 

tivité, d'examiner la nature du peptide et les conditions ex- 
périmentales. 



D : coefficient de diffusion du peptide 

C : accessibilité de la fonction 

r rayon de la sphère de réactivité o. 
T : durée de vie du fluorophore en l'absence d'extincteur 
O 

k ~ f i l ~  

réaction 

chimique 

extinction 

de 

fluorescence 

TABLEAU 9 

Rapport des constantes de oitesse de la réaction d'une 

fonction dans deux structures peptidiques I et II 

Cas de rdactions avec chocs bimoZécuZaires 

totalement efficaces 

Expression générale 

r 
DICI(l + O 1 

4 i q E  
r 
O 1 D ~ ~ C ~ ~ ( l  + h i ï p  

r 
DICI(l + O 1 
5 

r 
O 

D ~ ~ C ~ ~ ( l  + / 1 
D ~ ~ T ~ ~ ~  

Expression pour 
des temps de mesure 
suffisamment longs 

DICI 

D ~ ~ C ~ ~  

I 



expression pour desraipi RBaction Réaction 
k ~ ' k ~ ~  Expression génerale de mesure suffisamment rapide lente  

longs 

'mthèse de DICI ( roK + DII) (1 + - ro 1 
' encombrement 1 (1 + -1JnDIt 
,ontinu de r~ DICI ( roK+DII)  D ~ C ~  - 

r 
O DIICII ( roK+DI)  'espace 

DIICII( roK + DI) (1 + 1 D ~ l C ~ ~  C 1 ~  

D~~ (1 + -1- 
O 

r t 
ypothèse de 

DICI ( r o K  + DIICII) (1 + O 
D C 1 

' encombrement 
(1 + - = 1 q  

terique liacité DICI (roK+DIICII) - D ~ C ~  
DIICII (roK+DICI) 

1 
la  sphère de ro 

DIICII(roK + DICI) (1 + 1 D ~ l C ~ ~  

,éact iv i t€  (1 + U ) " G q T  
r0 

as genéral D C C (r K Cm+DnCII) (1 + r0 
1 1 m  O 1 

de (1 +- +D C ) DICI ' encombrement D ~ C ~ C ~ ( r o x C ~ ~ ~  II II Cm 
ro + D c )  

terique D ~ ~ C ~ ~ C ~ m ( r o ~ c m  1 1 
D ~ ~ C ~ ~ C ~ ~ r O ~ +  (l + 

CIIM 
D ~ ~ C 1 l  (1+ - ) T t  

roC1lM 
as " 

DI% (14&0K(1%) +2DIIQ(1 + 
e volums com- 

r0 1 
D I C 1  

arable a ce lu i  ' " ~ r G ' q  D~I(l+Cl)(roKll+(&l + 2 D ~ I i  DICl - lK1 

e l a  sphare de =O -- l + C ~ ~  

6act iv i t4  

11 : constante Bqulvalente B une constante de vi tesse  (determinable exp8rimantalemsnt) 
CM: access ib i l i t4  moyenne au voisinage de l a  sphere de rgac t iv i t6  

TABLEAU 10 

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

avec possibilite de chocs non efficaces du point de vue dnerg8tique. 
y- . 

J :j !j . 
i 
\,Lit;: L." .F. ,' 



Expression generaie Réact 
Réaction rapide 

de volume com- 

rable a celui 
de la sphere de 

reactivi te 

ro :dur6e de vie du fluorophore en l'absence d'extincteur 

TABLEAU 11 

Rapport d e s  c o n s t a n t e s  de  v i t e s s e ,  ca s  d 'une  r é a c t i o n  d ' e x t i n c t i o n  

de f l uore scence  avec  p o s s i b i t i t k  de chocs  non e f f i c a c e s  

du p o i n t  de vue Q n e r g é t i q u e  



hypothèse de ü(r ü(r ü (r,) - 
1 encombrement 

DC e DC e 
kgT 

stbrique lini te 

a la sphere de "10 
reactivité 

k1 ' k~~ 

J 

7 

Réaction chimique 
expression pour des temps de 
mesure suffisamment longs 

DICPL~ 

D ~ ~ C ~ p l l l  

Reaction chinique 

expression generale 

I DICplI (1 + - 
JlrDIt 

A~~ ) 
D ~ ~ C ~ p l ~ ~  (l + - / n ~ f ~ t  

Ü(r) : valeur moyenne de l'énergie potentielle a la distance r 
kB : constante de BOLTZMANN 
T : température absolue 

TABLEAU 1 2  

Rapport d e s  c o n s t a n t e s  de v i t e s s e  pour d e s  r d a c t i o n s  ,./--. 

e n t r e  un i o n  e t  un p e p t i d e  chargd .  

Réaction d'extinction 

de fluorescence 

A 
D,Cpl1 (1 + A) 

JDIioI 
A11 

D ~ ~ c ~ h r ( l  + 

11~011 

réaction lente 

ü(r0) 

kgT D e 
K 2 

Cas général Ü (ro) Ü(r Ü(r I Ü(r I - O 
de - - k g T  

DC e +le dr dr DC e 
1 'encombrement * CH r: r stgrique ro 

réaction rapide 

üir 

O k g T  
J ydr 
ro 

A- 1 

hypothese de 

l'encombrement 

continu de 

1' espace 

Cas d' un peptiàe 
de volume com- 

parable a celui 
de la sphhre de 

r6activit6 

expression gen6rale 

ü (ro) ü(r 1 
7 0 - 

D e 

r: 
ro 

Ü(r I 

kgT 2DC e dr 

Ü(r I 

O k g T  
j dr 

r0 

Ü (fol 

2DC e kgT 
kIq'x!Z Z 

ro 



Remarques 

Qo - Dans certains cas la fonction - - Q - f(E) n'est 
pas une droite (T25, T26) . 

L'équation de STERN VOLMER doit être modifige et 

s'écrit : 

où V est la constante statique d'extinction. 

Dans les exemples pratiques que nous avons eu 3 

traiter, nous n'avons pas observé ce phénomène 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 hypothèses d'en- 

combrement sont identiques pour les environnements 1 et II 

du rapport. Si on veut comparer la réactivité de composés 

de dimension très différente, il suffit de se reporter aux 

paragraphes correspondants et de calculer le nouveau rapport. 







Dans la deuxiéme partie un certain nombre de mo- 

dèles théoriques ont été élaborés. Afin d'illustrer leur 

éventuel intérét deux exemples d'application sont l'objet 

de cette troisième partie. 

La premiare application consiste 3 6valuer la ré- 

activité potentielle de deux conformations stables de la 

Met-Enkephaline, déterminées par le calcul. 

La seconde application est l'utilisation des mo- 

déles pour la détermination de la conformation des petits 

peptides 3 partir des résultats expérimentaux d'extinction 

de fluorescence . 





C H A P I T R E  1 

APPLICATION DES MODELES A L'EVALUATION DE 

LA REACTIVITE DE LA MET-ENKEPHALINE 

l 
La Met-Enkephaline (fig. 14) est un peptide endo- 

gène que l'on trouve dans le cerveau des mammifères. Il pré- 

sente la particularité d'avoir un effet physiologique ana- 

logue 3 celui de la morphine. 

Cet intérêt biologique important explique qu'un 

certain nombre de travaux physico-chimiques aient été réa- 

lisés, notamment par Résonance Magnétique Nuclbaire, pour 

étudier sa conformation. 

Parallèlement des modèles conformationnels obte- 

nus par le calcul théorique (Ml-M6) ont été proposés ain- 

si que des comparaisons de structure et de forme avec la mo- 

lécule de morphine (M7 - Mg). 
Mais, à notre connaissance, peu de travaux théori- 

ques ont eu pour objet direct d'évaluer l'influence de la 

conformation sur une réactivité gventuelle de la molécule. 

1 - PRINCIPE DU CALCUL 

PREMILAT et MAIGRET (M6) ont trouvé par le calcul 

deux conformations très différentes de la Met-Enkephaline 

correspondant à 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 que 

si l'on connaît le type de réaction et les fonctions impli- 

quées. Afin d'obtenir les résultats les plus généraux pos- 

sibles nous avons admis les hypothèses suivantes. 



FIG 14s FORMULE DE LA MET ENKEPHALINE 





Dans notre calcul la Met-enkephaline est supposée 

réagir ou interagir soit par les fonctions phénol (de la 

tyrosine), benzène (de la phényl alanine) et sulfure (de la 

méthionine) car nous avions constaté que les autres fonc- 

tions (carbonyles) étaient très peu accessibles, les acides 

aminés possédant de longues chaînes latérales. 

L'autre réactif est représenté par une sphère 

dont le rayon est variable. Quand celui-ci est extrêmement 

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, être étu- 

diée. 

Le calcul a été effectué sur le calculateur 

Hewlett-Packard 9825 A. Les coordonnées des différents ato- 

mes ont été déterminés par l'algorithme décrit dans le 

chapitre II de la première partie. L'accessibilité des fonc- 

tions a été calculée par le modéle décrit au chapitre 1 de 

la deuxiéme partie. Le coefficient de diffusion est évalué 

à partir d'un ellipsoïde dont les axes sont mesurés gra- 

phiquement (chapitre II, deuxiéme partie) . Enfin, le rap- 
port des réactivités a été calculé dans l'hypothèse des 

trajectoires linéaires pour une réaction avec chocs tota- 

lement efficaces : 

Remarque : 

Contrairement aux autres acides aminés la chaîne 

latérale de la méthionine a été considérée comme une sphère 

de rayon r = 2,32 A (Mg). . 



II - RESULTATS 
A - Accessibilité des fonctions 
1 - Influence du nombre de trajectoires sur ZtaccessibiZitd 

I Lorsqu'on utilise le modèle de calcul de l'acces- 

sibilité on doit choisir, arbitrairement un certain nombre 

de trajectoires. Si ce nombre est trop faible, de grandes 

parties de l'espace sont ignorées, et le résultat obtenu 

peut étre non significatif. Si on choisit un nombre trop 
grand le temps de calcul sera augmenté sans améliorer la pré- 

cision. 

Le tableau 14 montre les résultats de l'accessibili- 

té pour 182, 762 et 1742 trajectoires. On peut constater que 

les valeurs obtenues sont du même ordre de grandeur et le nom- 

bre de 762 trajectoires a été retenu pour la suite des cal- 

culs. 

2 - Influence de Za conformation 

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 résidus on constate que l'accessi- 

bilité diminue quand le rayon du réactif augmente mais ne 

varie pratiquement plus quand ce rayon est supérieur à 6 A. 
On remarque également que l'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 benzène de la Phénylalanine qui 

présente la plus grande variation d'accessibilité en fonction 

de la conformation et des dimensions du réactif : l'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 à 6 A. La fonction phénol de la Tyrosine est également 



T A B L E A U  1 4  
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p l l i s  accessible dans la conformation repliée que dans la 

conformation étendue, mais le rapport des accessibilités ne 

dépasse pas 3 , 6 .  Pour le résidu Méthionine le rapport des 

accessibilités est pratiquement constant et égal a 1 : il 
n'y a aucune différence notable entre les 2 conformations. 

3 - InfZuence d e s  a n g l e s  x 

La conformation de la tyrosine et de la phgnylala- 

nine est définie par des angles 4) et $ qui correspondent à 

la charne principale du peptide mais, aussi, par des angles 

qui correspondent à l'orientation de la chaIne latérale. 

Il existe une relation entre les angles 4 et $ 

et les valeurs permises des angles X, mais il était intéres- 

sant de connaître si la variation de ces angles était plus 

importante que la variation de la forme même de la chaîne 

principale du peptide. 

L'angle susceptible d'entraîner les plus grandes 

variations d'accessibilité est l'angle xl. 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 XI modifie la valeur des accessi- 

bilités. Mais, dans tous les cas, l'accessibilité pour la 

conformation "coude" est supérieure à celle pour la conforma- 

tion "étendue1'. 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 réaction calculées est pratiquement identique 

au rapport des accessibilités des fonctions (tableau 15). Le 

coefficient de diffusion du peptide, qui intervient également 

dans le calcul des constantes de vitesse, a donc peu d'in- 

fluence sur la réactivité de deux conformations, pourtant ex- 

trêmes, de la Met-enkephaline. 
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TABLEAU 1 6  
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III - CONCLUSIONS 

L 'app l i ca t ion  de n o t r e  modéle montre q u ' i l  peut  

e x i s t e r  une grande d i f f é r e n c e  de r é a c t i v i t é  e n t r e  l a  Met- 

enkephaline dans l a  conformation "coude" e t  l a  même molécule 

dans l a  conformation "étendue".  

Le f a c t e u r  déterminant  de l a  r é a c t i v i t é ,  s i  l a  réac-  
t i o n  e s t  gouvernée par l a  d i f f u s i o n  des molécules,  est l 'ac- 

c e s s i b i l i t é  des fonct ions .  L ' a c c e s s i b i l i t é  des fonc t ions  des  

chaînes l a t é r a l e s  de l a  Tyrosine e t  de l a  Phénylalanine est  

beaucoup p l u s  grande dans l a  forme "coude" que dans l e  forme 

"Btendue". S i  une r é a c t i o n  met en jeu l ' u n e  de c e s  deux-_~oPnc-- 
t i o n s  l a  forme l a  p l u s  a c t i v e  s e r a  l a  forme-coude. S i  e l le  

m e t  en jeu l e s  deux fonc t ions  2 l a  f o i s  ( r é a c t i o n  du type 

biochimique) 1 ' a c t i v i t é  de  l a  forme "étendue" s e r a  p r a t i -  

quement négl igeable  p a r  r a p p o r t  3 l ' a c t i v i t é  de  l a  forme 

"coude". Par  con t re ,  une r é a c t i o n  s u r  l a  fonc t ion  de l a  

chafne l a t é r a l e  de l a  Méthionine e s t  i n s e n s i b l e  3 l a  confor- 

mation du pept ide ,  probablement du f a i t  de  l a  p o s i t i o n  t e r -  

minale de l a  Méthionine. 

On peut  v o i r ,  d ' a p r è s  c e t  exemple, p l u s i e u r s  app l i -  

c a t i o n s  p o s s i b l e s  du modèle. 

I l  peut  s e r v i r  2i c h o i s i r ,  parmi un ensemble de confor- 

mations probables ,  c e l l e s  q u i  se ron t  les p lus  a c t i v e s  pour une 

r é a c t i o n  donnée. Inversement, il peut éventuellement permet t re  

de p révo i r  l e  type de fonc t ion  impliquée dans une r é a c t i o n  de 

mécanisme inconnu s i  on peu t  déterminer  l e s  confomtiom actives. 

11 peut également s e r v i r  3 i n t r a d u i r e  un nouveau 

c r i t è r e  pour l a  comparaison des molécules n a t u r e l l e s  e t  de 

l e u r s  analogues de synthèse .  En p lus  de l a  forme de l a  molé- 

c u l e  e t  de s e s  dimensions, il permet de comparer l l a c c e s s i b i -  

l i t é  des fonct ions  des  analogues e t ,  peu t -ê t r e ,  d ' a f f i n e r  les 
c r i t é r e s  gouvernant l e  choix des composés 3 s y n t h é t i s e r .  

Mais dans tous  l e s  c a s  l a  c o l l a b o r a t i o n  de l l e x p é -  

r iménta teur  qu i  conna î t  l e  système é t u d i é  e s t  indispensable  

pour appl iquer  correctement  l e  modgle. 



C H A P I T R E  I I  

APPLICATION DES MODELES A LA DETERMINATION 

DE LA CONFORMATION DES PEPTIDES EN SOLUTION 

Dans le paragraphe précédent les modèles ont servi 

à déterminer une réactivité connaissant la conformation d'un 

peptide. Il s'agit, maintenant, d'inverser le problème, c'est- 

a-dire d'essayer d'obtenir des informations sur la conforma- 

tion d'un peptide en connaissant sa réactivité. 

Malheureusement, si à une conformation correspond 

une réactivité, a une réactivité mesurée peuvent correspondre 
plusieurs conformations. Il est donc impossible, a partir de 
la réactivité de déduire une conformation précise. Mais, si 

un ensemble de conformations présente une réactivité theori- 

que très différente d'un autre ensemble, on peut espérer con- 

naXtre l'ensemble auquel appartient la conformation du peptide 

étudié. 

Dans le cas des peptides que nous avons synthétisés 

(Tyr - Pro - Gly - Gly ; Gly - Pro - Tyr - Gly ; Gly - Pro - 
Gly - Tyr) deux types de conformations sont possibles : "coude" 
ou "étendue". Nous avons donc essayé d'évaluer théoriquement 

la réactivité des peptides dans ces deux types de conformations, 

pour des réactions particulières, puis nous avons comparé les 

résultats théoriques à des mesures expérimentales. 

Pour pouvoir tirer des conclusions des études de réac- 

tivité il convient, tout d'abord, de bien choisir Les réactions 

a étudier. Ces réactions doivent être les plus simples possibles 
et l'étape limitante doit être, impérativement, un choc bimolé- 
culaire. De plus, les conditions expérimentales ne doivent pas 

perturber la conformation des peptides. Enfin, plus le nombre de 

paramètres, influant sur la réaction et dépendant de la confor- 

mation, est grand, plus les différences de réactivité risquent 

dlBtre importantes. De ce fait les réactions avec les molécules 

chargées sont particulièrement int6ressantes. 



L'extinction de la fluorescence de la tyrosine 

par des ions répond à tous ces critères. 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 l'emploi de 

réactifs (CS', 1-) assimilables à une sphère, suivant les 

hypothèses de nos modèles. 

L'extinction de fluorescence de la tyrosine dans 
+ 

les protéines peut être réalisée par des ions positifs (Cs ) 

ou négatifs 1 NO;, 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 1 'extinction par les ions 1- et Cs . 
Contrairement au chapitre précédent, 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 à une référence. L'acide aminé Tyrosine est une ré- 

férence de choix. Sa taille est petite et le calcul des para- 

mètres est rapide. Il ne pose pas de problème de conformation 

et les mesures d'extinction de fluorescence sont réalisées 

dans des conditions identiques pour cet acide aminé et les 

peptides étudiés. 

1 - APPLICATION DES MODELES THEORIQUES 

A - Principes 
Les quatre paramètres qui, selon les modèles réali- 

sés, peuvent déterminer la vitesse de réaction theorique sont : 

l'accessibilité de la tyrosine, le coefficient de diffusion 

relatif du peptide et du réactif, le potentiel moyen créé par 

les charges portées par le peptide et la durée de vie de fluo- 

rescence de la tyrosine en l'absence d'extincteur. 
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L e s  t r o i s  premiers paramètres o n t  été c a l c u l é s  

pa r  les modèles correspondants ,  dans les deux ensembles de  

conformation "étendue" e t  "coude " . Comme pour les é tudes  

s u r  l e  rendement quant ique,  on a cons idéré  que les conforma- 

t i o n s  n ' é t a i e n t  pas  r i g i d e s ,  c ' e s t - à -d i re  que les atomes de 

l a  molécule de pept ide  possédaient  un c e r t a i n  degré de  li- 

b e r t é .  L e s  conformations s o n t  générées de manière a l é a t o i r e  

( c h a p i t r e  II, première p a r t i e )  e t  c l a s s é e s  dans l 'ensemble 

"coude" s i  l a  d i s t a n c e  e n t r e  les carbones a du premier e t  
du quatrième a c i d e  aminé est  i n f é r i e u r e  3 5,7  A. Dans le  cas 

c o n t r a i r e ,  l a  conformation est  c l a s s é e  dans l 'ensemble 

"étendu". Une moyenne des  v a l e u r s  des  paramètres est e n s u i t e  
e f f e c t u é e  dans chaque ensemble. 

La durée de v i e  de l ' é t a t  e x c i t é  du noyau phénol 

des r é s i d u s  t y r o s y l e s  a é t é  obtenue expérimentalement. On ne 

peut  pas conna î t r e  l a  durée de v i e  moyenne de  chaque ensem- 

b le  e t  on a u t i l i s é  dans t o u s  les cas l a  v a l e u r  mesurée. I l  

est  p o s s i b l e  que c e t t e  approximation i n t r o d u i s e  une e r r e u r  

dans l e  c a l c u l  m a i s ,  ayant  constatE dans l e  c h a p i t r e  II d e  

l a  premi5re p a r t i e  que l e  rendement quant ique des pep t ides  

é t u d i é s  dépendai t  peu de l a  conformation, on peu t  penser que 

cette e r r e u r  e s t  minime. 

B - R é s u l t a t s  

1 - AccessibiZité et coefficient de diffusion 

L e s  c o e f f i c i e n t s  de VAN DER WAALS déterminés dans 

les c r i s t a u x  o n t  une va leur  de  2,16 A pour 1-, 1,69 A pour 

CS' e t  2.30 A pour 1 ' i on  césium hydra té  ( S l )  . Pour s i m p l i f i e r  

l e  c a l c u l  nous avons u t i l i s é  un rayon i d e n t i q u e  pour les deux 
i o n s  ( 2 , 2  A ) .  Conformément aux t ravaux de  HOMER e t  ALLSOPP 

( 5 2 )  nous avons u t i l i s é  la  v a l e u r  de 4 A pour l e  rayon de 
f luorophore phénolique. L e  rayon de l a  sphère de r é a c t i v i t é  

(rO) a donc é t é  f i x é  3 6.2 dans les deux cas. 

Le t a b l e a u  18 donne les r é s u l t a t s  obtenus.  

I 



TABLEAU 18 

Accessibilitg et coefficient de diffusion thdorique 

des peptides dans deux conformations 

C o e f f i c i e n t  de 
d i £  fus ion  
-6 2 10  c m  /sec 

3,45 

2,18 

1 

Tyrosine 

* 

Tyr Pro Gly Gly 

conformation "étendue " 

Tyr Pro Gly Gly 

On remarque, t o u t  d 'abord,  que t o u t e s  les v a l e u r s  

des  a c c e s s i b i l i t é s  son t  t r è s  v o i s i n e s  pour les pept ides .  Il 

n 'y  a pratiquement pas de  d i f f é r e n c e s  e n t r e  les a c c e s s i b i l i -  

t é s  des formes "coude" e t  etendue" d 'un méme pep t ide ,  e t  en- 

tre l e s  a c c e s s i b i l i t é s  des  d i f f é r e n t s  pep t ides  

7 

A c c e s s i b i l i t é  

O ,  907 

0,693 

Ains i ,  on re t rouve  un phénomène d é j à  c o n s t a t é  l o r s  

Conformation "@tendueu 

de l ' é t u d e  du rendement quant ique.  Quand on t r a v a i l l e  s u r  

des  ensembles de  conformations p o s s i b l e s  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

( i c i  1 ' a c c e s s i b i l i t é )  des  p e t i t s  pep t ides  t enden t  à prendre 

des  va leur s  moyennes q u i  ne permet tent  pas de  d i s t i n g u e r  les 

Gly Pro Gly Tyr 

Conformation "coude" 

d i f f é r e n t s  ensembles. 

0,676 2,38 
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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 "étendue". Pour le pep- 

tide Tyr Pro Gly Gly le coefficient est supérieur pour la 

conformation "coude", pour Gly Pro Tyr Gly c'est la confor- 

mation "étendue" qui est la plus mobile. Enfin, pour Gly 

Pro Gly Tyr, les résultats sont équivalents pour les deux 

formes. 

On constate, également, qiie l'accessibilité du 

noyau phénol de la tyrosine n'est pas égale a 1, certains 
atomes de la molécule provoquant un encombrement stérique 

a l'extérieur de la sphère de réactivité. Cet encombrement 
est toutefois beaucoup plus faible que dans le cas des pep- 

tides. Enfin, étant donné la taille de la molécule la mobi- 

lité de la tyrosine est supérieure Zi celle des peptides. 

2 - P o t e n t i e l s  moyens 

Les figures 15 a 17 représentent les valeurs du 
potentiel créé 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 pep- 

tide, les échelles étant les mêmes pour les trois figures. 

On peut constater de grandes différences entre 

les peptides et entre les deux conformations d'un méme pep- 

tide. Pour le peptide Tyr Pro Gly Gly (fig. 15) le poten- 

tiel de la forme "@tenduew a une,Evolution en fonction de 
la distance, de la forme l/rx (x>l) . Le potentiel est po- 
sitif sur la sphère de réactivité du noyau phgnol, ce qui 

est normal puisque les points situés sur cette sphère sont 

plus proches de la charge positive N-terminale que de la 

charge négative C - terminale. Il en va très differemment 
du potentiel pour la conformation "coude". Il y a un rappro- 

chement des extrémités du peptide et corrélativement le 

noyau phénol de la tyrosine subit les effets électrostatiques 

antagonistes des charges positives et négatives. Le potentiel 

moyen est, de ce fait, très faible et pratiquement, constant 
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s u r  l a  sphère  de r é a c t i v i t é .  D e  p l u s  l a  fonct ion  p o t e n t i e l l e  

n ' e s t  pas t o u t  à f a i t  monotone, ce q u i  posera l e  problème de  

l ' a p p l i c a t i o n  du modèle. Une te l le  d i f f é r e n c e  e n t r e  les po- 

t e n t i e l s  des  deux conformations d o i t ,  t o u t e f o i s ,  a v o i r  une 

in f luence  importante  s u r  l a  r é a c t i v i t é .  

L e  noyau phénol de l a  t y r o s i n e  dans l e  pep t ide  

Gly Pro Tyr Gly ( f i g .  1 6 )  e s t  p l u s  proche du r é s i d u  C termi- 

n a l  que du r é s i d u  N te rminal .  L e  p o t e n t i e l  moyen au tour  de 

l a  sphère de  r é a c t i v i t é  est  donc néga t i f .  Sa va leur  est as- 

sez  f a i b l e  puisque l a  d i s t a n c e  e n t r e  le  phénol e t  les charges 
est p l u s  grande que dans les pep t ides  otî le  r é s i d u  t y r o s y l e  
est  en  p o s i t i o n  te rminale .  Il  n ' y  a pas une grande d i f f é r e n c e  

l a  forme "coude" e t  l a  forme "étendue" c a r  l e  repl iement  n ' a  

pas une in f luence  prépondérante s u r  l a  d i s t a n c e  phénol - 
charges te rminales .  La v a r i a t i o n  du p o t e n t i e l  en fonc t ion  de 

l a  d i s t a n c e  n ' e s t  pas monotone pour l a  conformation "étendue". 

On'peut,  compte tenu  de ces observat ions ,  s ' a t t e n d r e  à a v o i r  

de grandes d i f f i c u l t é s  poux e x p l o i t e r  les r é s u l t a t s  expérimen- 
taux  d ' e x t i n c t i o n  de f luorescence.  

L 'évolu t ion  du p o t e n t i e l  pour les deux conformations 

du pept ide  Gly Pro Gly Tyr ( f ig .  17) répond b ien  à une l o i  de 

type  l/rX. Le  p o t e n t i e l  moyen s u r  l a  sphère de r é a c t i v i t é  est 

n é g a t i f ,  du f a i t  de  l a  proximité  de  l a  charge por tée  pa r  le 

groupement carboxyle.  Le  repl iement ,  en rapprochant les deux 

charges t e rmina les ,  diminue l a  v a l e u r  du p o t e n t i e l  de manière 
, s e n s i b l e  dans l a  forme "coude". Toutes les cond i t ions  s o n t  

r é u n i e s  pour appl iquer  l e  modéle e t  e s p é r e r  en tirer des con- 

c lus ions .  

La  f i g u r e  18 r e p r é s e n t e  3 une é c h e l l e  très d i f f é -  

r e n t e  l l é v o l u t i o n  du p o t e n t i e l  c r é é  pa r  l ' a c i d e  aminé S r o s i n e .  

On c o n s t a t e  que c e  p o t e n t i e l  est  t r è s  f a i b l e  e t  légèrement 

p o s i t i f .  Son in f luence  s u r  l a  r é a c t i v i t é  d o i t  étre minime. 

A p a r t i r  des  va leur s  de p o t e n t i e l s ,  l e  t a b l e a u  1 9  

donne les deux grandeurs q u i  vont  permettre  l a  dé terminat ion  

de l a  cons tan te  de v i t e s s e  théor ique  : c e l l e  que nous avons 

appelé ,  dans l e  c h a p i t r e  111,contributions s t a t i q u e s  e t  dyna- 

miques du p o t e n t i e l .  



Distance CA) 

FIG 18: POTENTIEL AUTOUR DE 

T y r  



L e  modéle a é té  appl iqué  b i e n  que l e  p o t e n t i e l  

-. 

Tyr 

Tyr Pro Gly Gly 

"étendu" 

~ ï y  Pro ~ ï y  G I ~ *  

"coude " 

91y Pro Tyr G l y *  

"étendu" 

Gly Pro T y r  Gly 

"coude " 

Gly Pro Gly Tyr 

"étendu" 

Gly Pro Gly Tyr 

"coude " 

pas  les hypothéses  de base  du c a l c u l .  

TABLEAU 1 9  

Ü (ro) ü i r )  
0 3 -  

kBT e -2 18. e k ~ T  

2 m . 10 2 d m 1  .log) 
r r 

Valeurs des contributions du potentiel 

O 

4- 
C s  

2,81 

3,96 

2,73 

2,59 

2,45 

1,46 

1,91 

à Za constante de vitesse théorique 

- 
1 

2,75 

1,95 

2,83 

2,98 

3,15 

5,27 

4,04 

r 
O 

CS+ 1- 

1,48 1,46 

1,8 1,21 

1,44 1,49 

1,41 1,53 

1,37 1,58 

1,04 2,15 

Ir2 1,82 



On c o n s t a t e  que les v a l e u r s  obtenues ne s o n t  s i g n i f i c a t i v e -  

ment d i f f é r e n t e s  que pour les deux conformations d e s  pep t i -  

des Tyr Pro  Gly Gly e t  Gly Pro Gly Tyr. La c o n t r i b u t i o n  sta- 

t i q u e  es t  beaucoup p l u s  f a i b l e  que l a  c o n t r i b u t i o n  dynamique 
- 

m a i s  e l le  d o i t  être c o r r i g é e  p a r  l e  f a c t e u r  - CD ( v o i r  cha- CMK 
p i t r e  III). On remarque que les r a p p o r t s  c o n t r i g u t i o n  forme 

"étendue I f /  c o n t r i b u t i o n  s t a t i q u e  forme "coude " e t  

c o n t r i b u t i o n  dynamique forme "étendue" / c o n t r i b u t i o n  dyna- 

mique forme "coude" s o n t  a s sez  semblables pour chaque pep- 

t i d e .  On peu t  donc s ' a t t e n d r e  à ce que l e  r a p p o r t  des  réac- 

t i v i t é s  ne  dépende pas  d 'une manière impor tan te  de  l a  v i t e s s e  

de  r é a c t i o n  mais b i en  d e  l a  forme des  f o n c t i o n s  p o t e n t i e l l e s .  

3 - VaZeurs thboriques des constantes de vitesse 

La v a l e u r  théo r ique  de  l a  cons tan te  de v i t e s s e  

d ' e x t i n c t i o n  de f luo rescence  répond, s e l o n  n o t r e  modèle, 3 

l ' é q u a t i o n  : 

A k = 4 T D C A  (1 + -  1 
JDDz 

O 

avec dans l e  c a s  géné ra l  : 

Tous les termes de ces r e l a t i o n s  o n t  é t é  détermi- 

nés  théoriquement 3 l ' e x c e p t i o n  de  l a  c o n s t a n t e  K. L e  cal- 

c u l  de K a é t é  réalisé a p a r t i r  d e s  r é s u l t a t s  d ' e x t i n c t i o n  

de f luorescence  s u r  l a  t y r o s i n e  l i b r e  ( v o i r  paragraphe s u i -  

v a n t ) .  Nous avons obtenu les v a l e u r s  ind iquées  dans  l e  

t a b l e a u  20. 

C e s  v a l e u r s  s o n t  l i é e s  à l ' a p p l i c a t i o n  de n o t r e  

modéle e t  s e r v i r o n t  à o b t e n i r  d e s  cons tan te s  r e l a t i v e s .  On 

remarque peu de d i f f é r e n c e s  e n t r e  les t r o i s  hypothéses  e t  
nous avons c h o i s i  les v a l e u r s  moyennes 0,46 e t  3.01 moléculee1 

-1 sec pour ïwextinction par -+et I-. 



K trajectoires enaxhrement limité e n d m m m t  mqyen 
a la autour cbe la 

-n.mle~ule-~sec-~ linéaires swère de &activité sphère de réactivit6 

extinction 
4- 

0,48 0,44 0,46 
par Cs 

extinction 3,17 2,88 3,Ol 
par I- 

I I I I 

T A B L E A U  20 

Valeur  de l a  c o n s t a n t e  de v i t e s s e  K 

dans Zes d g f f é r e n t e s  hypo thèses  de caZcuZ 

Le tableau 21 donne les rapports kpeptide /k Tyr des 

constantes de vitesse théorique pour les réactions d'extinc- 

tion des trois peptides. On constate des différences entre 

les conformations d'un même peptide (sauf pour Gly Pro Tyr 

Gly) qui sont systématiques et ne dépendent pas de l'hypo- 

thése de calcul. 

Il reste à comparer ces valeurs avec les constan- 

tes de vitesse déterminées par l'expérience. 

II - RESULTATS EXPERIMENTAUX 

A - Méthodes 
Dans les expériences que nous avons réalisees 

(où on ne constate aucun effet transitoire) l'extinction 

de fluorescence répond 2i la loi de STERN-VOLMER (S3) : 

Qo : rendement quantique en l'absence d'extincteur 

Q : rendement quantique en présence d'une concentration [E] 

d'extincteur. 



I + Le modèle a  é t é  appl iqué b ien  que l e  p o t e n t i e l  ne s o i t  pas 

conforme aux hypothèses de  c a l c u l .  

TABLEAU 2 1  

Rapport des constantes de vitesse théoriques 

pour Zes réactions d'extinction 



k : constante de vitesse bimoléculaire 

r durée de vie moyenne de 1 'état excité en l'absence o. 
d'extincteur 

La détermination de la constante k t  qui est l'ob- 

jet de cette étude nécessite la mesure du rendement quanti- 

que des peptides en présence de quantités croissantes d'ex- 

tincteur et la mesure de r0 pour les différents peptides. 

1 - Mesure des durées de v i e  moyenne 

Cette mesure a été effectuée dans le laboratoire 

du Professeur LAUSTRIAT 2i l'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 à étudier sont ex- 

cités par un éclair lumineux très bref ( *  6 ns). L'émission 

de fluorescence se poursuit pendant un temps très court 

après extinction de l'éclair. Elle est détectée après pas- 

sage à travers un monochromateur sélectionnant la longueur 

d'onde choisie (305 nm pour la tyrosine). Le système de dé- 

tection comprend un photomultiplicateur, un convertisseur 

temps-amplitude (couplé au générateur d'excitation) et un 

sélecteur d'amplitude multicanaux. Ce dispositif est conçu 

de manière que l'impulsion électrique délivrée par le photo- 

multiplicateur soit due à l'émission par la cathode d'un 

seul photo-électron provenant de la lumière de fluorescence. 

Le sélecteur d'amplitude enregistre une grandeur qui corres- 

pond 2i l'intervalle de temps entre la fin de l'éclair et 

l'émission du photon capté. Après un grand nombre d'excita- 

tions lumineuses on obtient finalement sur le sélecteur un 
histogramme qui correspond 2i la probabilité d'émission d'un 

photon en fonction du temps : H(t) . 



H ( t )  = r ( t )  * U t )  
où : 

r ( t )  es t  l a  f o n c t i o n  réponse du d i s p o s i t i f  

I ( t )  est  l a  f o n c t i o n  d é c l i n  de f luo rescence  

1 T : durée  de v i e  moyenne de f luo rescence  
1 O 

Pour dé te rminer  l a  fonc t ion  r ( t )  l a  s o l u t i o n  é tu -  

d i é e  est  remplacée, dans l ' a p p a r e i l ,  p a r  un m i r o i r .  Connais- 
I s a n t  r ( t )  on peu t  c a l c u l e r  une s é r i e  de  courbes  théo r iques  

r ( t )  * e -t'rO pour d i f f é r e n t s  -ro. La comparaison de ces 
courbes  à l a  courbe expér imenta le  permet d ' é v a l u e r  l a  du rée  

de v i e  avec une p r é c i s i o n  de l ' o r d r e  de  0 , 3  ns .  

2 - Mesure des rendements quantiques 

1 La mesure d e s  rendements quant iques  en présence  

de concen t ra t ions  c r o i s s a n t e s  d ' e x t i n c t e u r  a  é té  e f f e c t u é e  

pa r  l a  méthode d é c r i t e  a u  c h a p i t r e  1. La f o r c e  ion ique  du 

m i l i e u  a  é t é  maintenue c o n s t a n t e  e n t r e  les d i f f é r e n t e s  so- 

l u t i o n s  p a r  a d d i t i o n  de c h l o r u r e  de sodium. L'ensemble d e s  

p r o d u i t s  u t i l i s é s  é t a i e n t  "supra pur"  pour é v i t e r  t o u t e  

f luo rescence  p a r a s i t e .  L e s  mélanges o n t  é t é  e f f e c t u é s  j u s t e  

avant  l a  mesure avec d e s  s o l u t i o n s  thermosta tees .  

1 B - R é s u l t a t s  

l Le  t a b l e a u  2 2  ind ique  les v a l e u r s  mesurées pour 

1 les d i f f é r e n t s  p e p t i d e s  

TABLEAU 2 2  

Durée de vie moyenne des peptides dtudids 

Gly P m  Gly Tyr 

2,4 

3 3  
1 

dur& de vie 
moyenne (ns) 
durée de vie 
%?mimentquanti- 
gue re la t i f  uis) 

2 
Tyr Pro Gly Gly 

1 8 4  

8,2 

Tyr 

3,4  

3,4 

Gly Pro Tyr Gly 

I I8  

3,5 
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durée de v i e  m0 ebnè ' rendement quantique absolu = de vie da 
désactivation non radiative 

i;F&;$ 
e cette relation on déduit 

=* 

--?Tyr 2-.duxé_e de vie moyenne! de &a t + x - ~ s h  .-.- L T - .  

. . 

Ls tableau 22 montre que, pour les'-peptideas G l y  

ast pas de méme pour 1e peptide ~ y r  ~m dii 4% 
i i 



L e s  f i g u r e s  1 9  2i 26  r e p r é s e n t e n t  les courbes  ex- 
+ 

p6ximentales d ' e x t i n c t i o n  de  f l u o r e s c e n c e  p a r  C s  e t  1-. Le 

t a b l e a u  2 3  donne les v a l e u r s  de l a  c o n s t a n t e  de  STERN-VOLMER 

(K ) et de l a  c o n s t a n t e  de  r é a c t i o n  b iomolécu la i r e  (k) dans SV 
les d i f f é r e n t s  c a s .  Enf in  l e  t a b l e a u  24  donne l e  r a p p o r t  des 

c o n s t a n t e s  de v i t e s s e  expé r imen ta l e s  (kpeptide/kTyrosine). 

TABLEAU 2 3  

Constantes de vitesse expérimentaZes 

pour Zes diff'drents peptides 

E x t i n c t i o n  p a r  1- 
I I I I I I 

T A B L E A U  24 

/y,-.' Rapports des constantes de vitesse ezpbrimentates 
1 ' 1  1 

\ iIc,i. pour Zes différents peptides 
'-..".,4 
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FIS 22: EXTINCTION PAR Cs+ DE GlyProGlyTyr 



,FIG 23: EXTINCTION PAR I- DE Tyr  





On constate que les constantes diffèrent d'un pep- 

tide à l'autre mais que la vitesse de réaction de 1 'ion 1- 
4- 

est supérieure à celle de Cs . Les valeurs obtenues pour 
l'extinction de la Tyrosine sont d'ailleurs très proches de 

celles déterminées par d'autres auteurs. 

L'examen du rapport k/k 
Tyr 

ne permet aucune con- 

clusion, sans l'application du modèle, pour les peptides 

Référence 

f 
Extinction par Cs 

-1 
K~~ 

Extinction par 1- 
-1 

Gly Pro Tyr Gly et Gly Pro Gly Tyr. On peut remarquer que 

les rapports de réactivités sont constants, pour T'jr Pro 
+ 

Gly Gly, que l'on utilise Cs ou 1-. Or le noyau phénol 

est plus proche de la charge positive N terminale. Pour at- 

ténuer l'effet de cette charge, qui devrait défavoriser 
+ 

l'extinction par Cs , on peut penser à 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 

S2 

3 , 6  

1 4 , 4  

Si on compare l'ensemble des résultats du tableau 

21 et du tableau 24 on constate que ce sont les calculs avec 

l'hypothèse 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 en- 

traînent, dans certaines directions des occupations de l'es- 

pace suffisamment éloignées du centre de la fonction phénol 

S9 

I 
10,6 

I 
15,5 

S10 

2,8 

S11 

3 



pour qu'on ne puisse pas considérer l'encombrement stérique 

comme strictement limité à la sphère de réactivité ou même 

tendant vers zéro dans son voisinage. 

Afin de pouvoir mieux comparer résultats expéri- 

mentaux et théoriques nous avons représenté sur les figures 

20, 21, 22, 24, 25, 26 les courbes correspondant aux cal- 

culs (dans l'hypothèse des trajectoires linéaires) à côté 

de celles correspondant à l'expérience. 

On peut constater (fig. 20 et 24) pour le peptide 

Tyr Pro Gly Gly que la courbe expérimentale ne correspond 

pas du tout 3 la courbe théorique pour une conformation 

"étendue" mais est très proche de la courbe théorique pour 

une conformation "coude". Cette courbe théorique vient de 

l'application du modèle à un potentiel qui ne vérifie pas 

toutes les hypothèses de base du calcul (comme nous l'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 1 'eau. 

Dans le cas de Gly Pro Gly Tyr le modèle est ap- 

plicable dans les deux conformations sans restrictions et 

les résultats sont indiques dans les figures 22 et 26. Pour 

l'extinction avec 1- et CS+ les résultats experimentaux et 

théoriques sont très proches si on considère que la confor- 

mation est également replige. 

Par contre, pour Gly Pro Tyr Gly les résultats 

théoriques sont très différents des résultats expérimentaux 

(Fig. 21 et 25). Les courbes théoriques pour les formes 

"coude" et "étendue" sont pratiquement identiques mais au- 

cune des deux ne correspond Ei la courbe expérimentale. On 

peut proposer trois hypothèses pour expliquer ces diffé- 

rences. 



de la forme des fonctions potentielles, contraire aux hypo- 

7 

thèses de calcul. On voit sur la figure 16 que la variation 

du potentiel n'est pas une fonction en l/rx (x > 1 )  de la 

La premiére est la non validité globale de la 

théorie qui remettrait en cause l'ensemble du travail. La 

seconde est l'impossibilité d'appliquer le modéle 3 cause 

distance r. La troisième hypothèse est une bonne évaluation 

de l'effet du potentiel mais une mauvaise 6valuation théo- 

rique de l'accessibilité. L'accessibilité réelle du noyau 

phénol serait supérieure à celle trouvée en considérant des 

ensembles de conformations. On serait en présence d'une va- 

leur singulière donc d'une conformation assez rigide. 

Il n'est pas possible de choisir formellement l'une 

des trois hypothèses. Mais on peut opposer aux deux premières 

la cohérence des résultats obtenus pour les autres peptides 

même quand le potentiel n'était pas parfaitement conforme 

aux hypothèses du calcul. 

IV - CONCLUSION 

La comparaison des réactivités expérimentales 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 un ensemble de 

conformations repliées mais non rigides semblent exister dans 

l'eau. 

Dans le cas du peptide Gly Pro Tyr Gly aucune con- 
clusion ne peut étre avancée. L'hypothsse que nous retien- 

drons est l'existence d'une conformation organisée rigide 

que nous ne pouvons préciser. Seul l'apport d'autres techni- 

1 ques expérimentales permettront de l'élucider. 

En résumé, les modèles théoriques peuvent dans cer- 

tains cas et sous certaines conditions être utilis6s à l'in- 

verse de leur finalité initiale. Ils peuvent servir à recher- 

cher des conformations a partir de réactivités si ces confor- 
1 mations ne sont pas rigides. Ils sont donc, dans ce sens, un 

élément'complémentaire du rendement quantique qui semble ne 

poumîr servir que pour la détermination de certaines structures 

rigides. 









Dans l a  première p a r t i e  du t r a v a i l  exposé l ' a p -  

p l i c a t i o n  d'une technique de  c a l c u l  conformationnel s impl i -  

f i é e  a permis de mettre en  évidence les l i m i t a t i o n s  de l a  

I mesure du rendement quant ique de f luorescence  pour l a  dé te r -  
mination de l a  conformation de c e r t a i n s  pep t ides  dans l ' e a u .  

D é s  que l ' o n  admet une c e r t a i n e  f l e x i b i l i t é  d e  l a  molécule 

1 pept id ique ,  les paramètres déterminant les p r o p r i é t é s  phy- 
s i q u e s  prennent des  v a l e u r s  moyennes q u i  ne permettent  p l u s  

de  d i s t i n g u e r  l e s  d i f f é r e n t e s  conformations poss ib les .  

Dans l a  deuxième p a r t i e ,  l ' a c c e s s i b i l i t é  d 'une 

fonc t ion  r é a c t i v e  d 'un pep t ide  a é t é  q u a n t i f i é e .  C e t t e  ac- 
c e s s i b i l i t é  e t  l e  c o e f f i c i e n t  de d i f f u s i o n  théor ique  de l a  

molécule de pep t ide  o n t  é t é  reliés à l a  conformation. Un 
c e r t a i n  nombre de r e l a t i o n s  on t ,  e n s u i t e ,  é t é  é t a b l i e s  q u i  

permet tent ,  à p a r t i r  des paramétres précédents ,  de c a l c u l e r  

l a  r é a c t i v i t é  théor ique  d'un pept ide ,  dans une conformation 
donnée, pour un type  de r é a c t i o n .  La r é a c t i v i t é  e s t  c a l c u l é e  

dans l 'hypothèse otî l ' é t a p e  l i m i t a n t e  du mécanisme réac t ion-  
n e l  es t  l a  d i f f u s i o n  r e l a t i v e  des  deux r é a c t i f s .  C e s  r e l a t i o n s  
q u i  i n t r o d u i s e n t  dans l a  t h é o r i e  l'encombrement s t é r i q u e  ne  

nous semblent pas l i m i t é e s  à l a  r é a c t i v i t é  des s e u l s  pep t ides  

m a i s  do ivent  pouvoir être appl iquées 3 t o u t e s  l e s  molécules 

organiques.  

Dans l a  t ro i s i ème  p a r t i e  deux types  d ' a p p l i c a t i o n  
des modèles é l aborés  o n t  é t é  p résen tés  : l a  dé terminat ion ,  a 
p a r t i r  de l a  conformation, de l a  r é a c t i v i t é  p o t e n t i e l l e  de l a  

Met-Enkephaline, e t ,  inversement, l a  déterminat ion de l a  con- 

formation de  pep t ides  3 p a r t i r  de l e u r  r é a c t i v i t é .  Dans cette 
d e r n i è r e  p a r t i e  o n t  p u - ê t r e  m i s e s  en évidence l ' a p p a r e n t e  va- 

l i d i t é  de l a  t h é o r i e  dans c e r t a i n s  cas e t  les l i m i t a t i o n s  des  

modèles dans d ' a u t r e s  cas .  
\ En résumé, ce t r a v a i l  a voulu c o n t r i b u e r  3 montrer 

1 8 i n t é r i 3 t  que peut  p r é s e n t e r  l a  t h é o r i e  e t  le  c a l c u l  pour 

l ' é t u d e  des phénoménes de  chimie biologique.  Malgré l ' imperfec-  
t i o n  e t  l a  r e l a t i v e  s i m p l i c i t é  des  exemples exposés nous pensons 



que des modèles numériques pourront apporter de réelles in- 

formations pour la compréhension de mecanismes beaucoup plus 

compliqués, comme ceux rencontrés en biochimie. C'est dans 

ce type d'étude, qui nécessite une étroite collaboration en- 
tre expérimentaliste et théoricien, et dans le perfectionne- 

ment indispensable de nos modèles que nous voyons une suite 

logique à ce travail. 
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SYNTHESE DES PEPTIDES MODELES 

1 - CHOIX D'UNE METHODE 

A - PRINCIPE DE LA SYNTHESE PEPTIDIQUE 

La synthèse peptidique consiste 3 former une liaison 

amide entre deux molécules d'acides aminés : 

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 : A2-Al, A2-A2 etc... Pour obtenir spé- 

cifiquement Al-A2 il est donc impératif de "protéger" les 

fonctions ne devant pas-rgagir. 

La synthese de Al-A2 se fait en trois étapes : 

1 - Protection des fonctions ne devant pas réagir 

H2N - CH - COOH + Pi - PINH - CH - COOH + . . . 
I I 

R1 R1 

O 
// 

O 
// 

H2N - CH - C + PW2-H2N - CH - C + a . .  

I \ I \ 

R2 OH 
R2 

O-P2 



2 - Couplage 

C : agen t  de  couplage 

3 - Dépro tec t ion  

O O 
I I  + O O 

5 
_I) 

II 
P, NH-CH-C-NH-CH-C H- N-CH-C-NH-CH-C 

Pour a j o u t e r  un nouvel  a c i d e  aminé une s e u l e  f o n c t i o n  

est dépro tégée  avan t  d ' e f f e c t u e r  un nouveau couplage.  

En p r a t i q u e  l a  syn thèse  d 'un p e p t i d e  se f a i t  t o u j o u r s  

p a r  al longement du c ô t é  N-terminal ,  l a  f o n c t i o n  a c i d e  é t a n t  

p ro t égée  une f o i s  pour t o u t e s ;  c ' e s t ,  d ' a i l l e u r s ,  l a  n a t u r e  de  

cette p r o t e c t i o n  q u i  dé te rmine  l a  methode de syn thèse .  

Remarque : 

, Dans l e  cas où les cha ines  l a t é r a l e s  R I ,  R2 possedent  

une f o n c t i o n  s u s c e p t i b l e  d e  r 6 a g i r  l o r s  du couplage,  celle-ci 

d o i t  ê t re  Bgalement p ro t égée .  

B - METHODES CLASSIQUES DE SYNTHESE 

L e s  c r i t è r e s  d 'une  bonne méthode de s y n t h è s e  s o n t ,  

d 'une  p a r t ,  un bon rendement de l a  r é a c t i o n  de  couplage e t ,  

d ' a u t r e  p a r t ,  une s é p a r a t i o n  f a c i l e  du p r o d u i t  d e  couplage d e s  

r é a c t i f s  en excès .  



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 même 

pour l'acide aminé C protégé. 

1 - Synthèse en phase liquide 

Le groupement protecteur de la fonction C terminale 

est une fonction organique (généralement un ester). Les aci- 

des aminés ou peptides ainsi protégés sont solubles dans le 

milieu réactionnel de couplage, ce qui favorise la cinétique 

de la réaction. Par contre, produit final et réactifs en ex- 

cés sont dans le même milieu ce qui rend plus difficile leur ~ séparation. 

2 - Synthèse en "phase solide" 

Développge par MERRIFIELD (Pl), elle consiste à pro- 

téger la fonction du premier acide aminé par un groupement 

insoluble dans le milieu réactionnel. Ce groupement est un 

polymère permettant la fixation de plusieurs acides aminés 

(P2). Le polymère est réticul6 et "gonfle" dans le solvant, 

la réaction de couplage ayant lieu dans les pores du gel ain- 

si formé. Dès que la chaîne peptidique atteint une certaine 

longueur le couplage devient difficile. Par contre, l'élimina- 

tion des réactifs en excès est réalisée facilement par lavage 

du peptide-polymère insoluble. 

3 - Synthése en "phase liquide - solide" 
Cette méthode a été 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 polymère. Mais ce polymère (Polyéthyl~neglycol) 
est choisi de manière 3 être soluble dans le milieu de cou- 

plage (dichloromethane ou DMF) mais insoluble dans le solvant 

de lavage (Bther éthylique) . 



C - CHOIX DE LA METHODE 

Nous avons testé les trois méthodes pour la synthèse 

du même produit : Gly-Pro-Gly-Tyr en utilisant le même r6ac- 

tif de couplage (DCCI, voir paragraphe suivant) et le même 

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 synthèse des trois peptides 

modèles. 

1 - La méthode en phase "liquide-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 polymère (POEG 4000) est difficile (P4), plusieurs 

jours à 90°C, ce qui accroît fortement les risques de racémisa- 

tion de la L-Tyrosine. 

- Les polymsres Tyr-POEG sont difficilement cristalli- 
sables dans les solvants de lavage classiques : ils forment des 

huiles et chaque opération de lavage entraîne 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 contrôle du taux de couplage et de la pureté des 
produits intermédiaires est long. 

En résumé cette méthode nécessite une grande habitude 

pour la production de quantités importantes de peptides et ne 

s'est pas révélée être la plus efficace. 

2 - La synthèse en "phase solide" et la méthode précédente pré- 
sentent un inconvénient.commun : la difficulté pour contrôler 

les produits intermédiaires. 

Elle nécessite une grande quantité de polymère pour 

l'obtention des centaines de milligrammes qu'exige une étude 

conformationnelle complète. 



1 Enfin la séparation du peptide synthétise et du po- 

I lymére pose un problème spécifique pour les peptides conte- 
nant la tyrosine. Le réactif le plus commode pour effectuer 

cette coupure (HBr dans l'acide trifluoroacétique) entrafne 

une bromation du noyau phénolique de la Tyrosine (P2) et on 

est amené 3 utiliser l'acide fluorhydrique comme agent de 

coupure, ce qui exige l'utilisation d'un appareillage en 

Téflon. 

Le grand attrait de la synthèse en "phase solide'' 

I est la possibilité d'automatisation qui libère l'opérateur 

1 de toutes les manipulations nécessitées par une synthase 

1 classique. Mais ne disposant pas, au début de ce travail de 

1 "synthétiseur automatique" nous avons finalement opté pour 



II - 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 synthèse par saponification. Dans le cas de l'ester 

benzylique on utilise l'hydrogénation catalytique sur palla- 

dium. Cette mgthode lib6rant également l'gther benzylique de 

la fonction phénol de la tyrosine (voir ci-dessous) nous 

avons choisi d'utiliser l'ester méthylique pour pouvoir réa- 

liser indépendamment les deux déprotections. 

L'estérification des acides amines (P7) se fait 

dans l'alcool méthylique en pr6sence d'un catalyseur acide. 

2 - Fonction amine 

Parmi les nombreux groupements protecteurs existant 

(benzyloxycarbonyle, paratoluènesulfonyle, trifluoroacétyle, 

etc.) nous avons choisi l'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'entralne pas 

de modification des autres groupements protecteurs. 

t Boc 



La synthèse du t Boc acide aminé se fait par action 

de 1'azj.de de tertiobutyloxycarbonyle (P9) pH constant, et 

son élimination par l'acide trifluoroacétique (P10) ou le mé- 

lange HC1-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 (P11) comwlexe qui empêche l'estirrification de 

la fonction acide. 

Son élimination est rapide et complète 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 l'un 

des acides aminés. L'agent activant doit permettre une réac- 

tion rapide, aussi complbte que possible et doit éviter toute 

récémisation . 
La méthode la plus utilisée est celle au dicyclohexyl- 

carbodiimide (P13) ou DCCI : 



t Boc 

O O 
II // 

~ B o c - N H - C H - C - N H - C H - C  + 
I 1 \ 

R1 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 à mettre en oeuvre nous a donné 

des résultats satisfaisants bien que l'élimination de la dicy- 

clohexylurée ait posé quelques problèmes. 

Le taux de la réaction de couplage a été systémati- 

quement suivi par chromatographie sur gel de silice, l'éluant 

étant un mélange HCCl3 (85 % )  - CHjCOOH (5 % )  - CH30H (10 %) , 
la révélateur étant la ninhydrine. 

Le solvant de couplage est le dichlorométhane. Les 

réactifs en excès sont éliminés par lavages successifs avec 

des solutions acides (HC1 10 % )  et basiques (NaHC03 4 %)  . 

C - PURIFICATION DU PEPTIDE FINAL 

Le contrôle 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,s cm) 

en milieu aqueux s'est révélée suffisante. 



Le peptide purifié a été analysé par chromotographie 

I sur papier (Gluant : Butanoll 35 % - Pyridine 35 % - H20 30 8 )  

1 et rhéoélectrophorèse. Le pourcentage en acides aminés a éga- 

I lement ét6 determing. Seuls les produits présentant une pureté 

I supérieure 2i 98 % ont été retenus. 

I Le taux de racémisation n'a pzs été évalué directe- 

I ment, mais les études RMN réalisées par Michel BATAILLE ont 

démontré que ce taux était négligeable. 

D - SCHEX4AS DE SYNTHESE 

1 1 - Tyr - Pro - Gly - Gly 
Pro 



2 - G l v - P r o - T v r - G l v  

G ~ Y  P r o  T y r  G ~ Y  

OMe 

OMe 

OMe 

OMe 

OP4e t B o c  

t B o c  

t B o c  

t BOC - 

TFA,H 

H 

1 
I 

T y r O B z L  

L- HC1,H 

I 

1 

t B o c  

A s  - 

OMe 

Tyr -- - OMe 

- OH 

OH 

OH 

t B o c  

t BOC - 

--OH TFA , H 

-OH HC1,H 



3 - Gly-Pro-Gly-Tyr 



E - PARTIE EXPERIMENTALE 

1 - Produits de départ 

a - Tyr - OBzl (P11) 

72,4 g (0,4 M) de L Tyrosine sont dissous dans 200 cm 3 

de PTaOH (2 N). Une solution aqueuse de 49,9 g de CuSO4. 5 H20 

est ajoutée et le tout est chauffé une demi-heure au bain-marie. 

Après 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 à 25OC. 

Le précipitb obtenu est lavé avec un mélange méthanol/ 

eau (1/3,5) et séch6 à 60°C (jusqu'à poids constant). Le com- 

plexe obtenu est détruit par plusieurs additions d'HC1 (N) . 
Filtré, le précipite de Tyr OBzl est lavé à l'eau, ?i l'ammonia- 

que diluée et au m6lange acgtone-éther. 11 est recristallisé 

dans l'acide acétique à 80 %. 

Rendement 60 à 65 %. 

b - P r - E a r a ~ L o n , G e i - S - B o c - a c I d s ~ ~ ~ i ~ ~ ~ - ? - ~ a ~ Z i ~ - i ~  
tertiobutyloxycarbazate _ _ _ _ _ _ _ _ _  _ _ _  _____--__ 

Préparation d e  1 ' a z i d e  ( P 1 5 )  

26,4 g (0,2 M de carbazate de tertiobutyloxycarbonyle 

sont dissous dans un melange de 36,5 ml d'eau + 22,s 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 13OC. 

Après une agitation d'une heure 40 ml d'eau sont ajou- 

tés et la couche d'azide (jaune) est separée de la phase aqueuse 

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). 



Après séchage sur sulfate de magnésium le solvant 

est évaporé sous vide sans chauffer. Le liquide restant 

(t Boc azide) est utiliso sans autre purification. 

Rendement 85 3 90 %. 

P r é p a r a t i o n  d e s  t Boc a m i n o - a c i d e s  (P9) 

0,05 mole d'amino-acide sont agitées dans un mglange 

dioxanne (10 ml) - eau (10 ml), 7,8 g de t Boc azide sont 
alors ajoutes. L'addition d'une solution de NaOH 4 N maintient 

le pH constant pendant la &action suivant le tableau ci-après. 

L'azide en excès est éliminé par extraction à l'éther 

Acide aminé 

Tyr OBzl 

G ~ Y  

Pro 

éthylique. Après acidification par l'acide citrique le t Boc 

amino-acide est extrait 3 fois par 50 ml d'ether éthylique et 

PH 

10,4 

1 O 

8,6 

1 fois par 50 ml d'acétate d'éthyle. Après séchage les phases 

Temps de réaction 

- 

9 h  

2,s h 

0,s h 

organiques sont évaporées. Le résidu est dissous dans un fai- 
ble volume de dichlorométhane et précipité dans l'éther de 

pétrole. 

Rendement 70 à 8 0 % . 

c - Pré~aration des esters méthyiHgu~s --- ....................... 
Un courant de HC1 sec est introduit dans une solution 

de méthanol (300 ml) contenant 20 g d'amino-acide pendant 

3 heures sous léger reflux. Si le produit de réaction est in- 

soluble il est lavé par du methano1 froid. S'il est soluble, 

apras évaporation du méthanol le résidu est recristallisé dans 

l'éther éthylique anhydre. 



2 - Réaction de couplage et déprotection de la fonction 
amine 

Afin de faciliter la lecture, la procédure est pré- 

sentée schématiquement : 

Mélange réactionnel ----- ------------- 
-2 . 2 . 10 mole de chlorhydrate d'ester dIacj.de 

aminé (ou peptide) dans 30 ml de chloroforme 

. 2,25 ml de N méthyl morpholine (pour neutraliser 
le chlorhydrate) 

-2  . 1,8 . 10 mole de t Boc acide aminé 

. 1.8 . 10-' mole de DCCI 

. 1,8 . 1 0 - ~  mo1.e de HOBt 

. laisser la solution 4 H sous agitation à O°C 

-3 . ajouter 4 . 10 mole de DCCI 

. laisser la solution 1 heure à O°C puis une nuit 

à température ambiante. 

Elimination des réactifs en excès ................................. 

. après contrôle du taux de réaction, ajouter 2 gout- 
tes d'acide acétique (pour détruire le DCCI en 

excès) et filtrer la dicyclohexylurée 

. aprés rinçage du filtre au chloroforme, le filtrat 
est lavé 2 fois par une solution d'HC1 1 %, une 

fois par H20 saturée en NaCl, 2 fois par une solu- 

tion aqueuse de NaHC03 4 % et une dernière fois 

par H20 saturée en NaCl 

. l'efficacité du lavage est contrôlée par chromato- 
graphie sur gel de silice 

. la phase organique est séchEe sur Na2S04 puis éva- 
porée 



. le résidu est repris par quelques ml d'acétate 
d'éthyle. Après une demi-heure la solution est 

filtrée et l'acétate d16thyl évaporé. 

Déprotection de la fonction amine 
------------------------'----------- 

. le résidu est dissous soit dans 30 ml d'une solu- 
tion dioxanne - HC1 (4 M) soit dans 20 3 30 ml 

d'acide trif luoroacétique 

. quand la coupure est complète (20 à 30 mn) la 

solution est évaporée à sec 

. le résidu, repris par quelques ml de dichloro- 
méthane est précipité soit dans 116ther anhydre 

soit dans l'éther de p&trole. 

Rendement global (pour les 2 opérations) : 

55 à 65 % 

Remarque : 1 - 

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 I 
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. 

b - Fonction ~hénol de la Tyrosine --------- ------------- ------ 
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 d1hydro- 

gène utilisé et par chromatographie sur gel de silice. 
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