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Les études récentes menées en biochimie révélent de
plus en plus le réle indispensable des ions métalliques dans
les fonctions vitales de notre organisme. En effet, le bon
fonctionnement des phénoménes vitaux dépend directement des

3 % de métauxr contenus normalement dans le corps humain.

Le réle des ions métalliques dans les processus biochi-
miques peut étre mis en évidence dans un grand nombre de
phénoménes biologiqueg. Par exemple, on peut montrer qu'une
concentration anormale de cuivre dans le corps humain pro-
voque la maladie de Wilson qui se manifeste par une dégéné-
rescence des organes affectés (foie et systéme nerveux) et

un fonctionnement anormal de l'organisme.

De plus, dans un certain nombre de maladies telles que
l'arthrite, 1'épilepsie, certains cancers et leucémies ainsi
que la plupart des carcinomes, 1l'augmentation de la concen-
tration du cuivre dans le sérum et le plasma sanguin est di-
rectement fonction du déroulement de la maladie, de méme que
le retour a des concentrations normales correspond avec sa
rémission (95). De la méme fagon, 1l a été montré que cer-
tains cations métalliques pouvaient avoir une importance ca-
pitale dans 1'induction des cancers (composés du nickel) ou
dans leurs traitements (96), on peut noter par exemple la
découverte par Rosenberg (97) des propridtés antitumorales

du Cis-dichlorodiamine-platine(II).

Enfin, 1l'accumulation dans les espéces vivantes de mé-
taux tels que le cadmium, le mercure ou le plomb, consécu-
tive & la pollution de 1'environnement a provoqué un énorme
intérét en ce qui concerne l'étude de leur interaction avec

les protéines naturelles.

Parmi les différents sites réactifs existant sur la
chaine macromoléculaire d'une protéine, les motifs de la
cystéine et de la cystine semblent étre d'une grande impor-
tance dans la chimie de beaucoup de molécules biologiques.

La création des liatisons soufre — métal est fondamentale.




pour l'activité de nombreuses molécules naturelles.

Les propriétés particuliéres de 1'atome de soufre en
tant qu'atome donneur vis & vis des cations métalliques sont
aussi trés intéressantes dans le domaine de la chimiothé-
rapie utilisée pour déplacer sélectivement certains métaux
en excés dans l'organisme (par exemple la D-pénicillamine

dans la maladie de Wilson).

Ainsi, les réles trés nombreux joués par l'atome de
soufre dans les systémes biologiques sont souvent attribués

a son interaction avec des cations métalliques.

La formation d'une liaison métal - thio-éther introdutit
dans la molécule de nouveaux caractéres chimiques, structu-
raux et spectroscopiques qui, dans la plupart des cas ne
sont pas bien connus, ceci 4 cause du manque de théorie con-

vaincante décrivant l'effet donneur de l'atome de soufre.

Le nombre d'études systématiques de l'atome de soufre
en tant qu'atome donneur ne semble pas étre suffisant pour
établir une théorie satisfaisante bien que plusieurs pro-

blémes soient bien décrits dans la littérature.

L'étude des mécanismes réactionnels impliquant les mo-
lécules biologiques telles que les métalloprotéines et les
métalloenaymes ainst que la détermination de leurs struc-
tures se heurtent a des problémes pratiquement insurmonta-
bles résultant de la complexité de ces systémes macromo-

léculaires.

Ainsi, le fait que dans beaucoup de systémes bioinor-
ganiques, des groupements sulfures et thio-éther soient des
sites de complexation privilégiés pour des ions métalliques
rend indispensable 1'étude de peptides incorporant des mo=-
tifs dérivés de la cystéine, ceci principalement dans un but
de recherche fondamentale; mais on peut toutefois supposer
que les résultats ainsi obtenus puissent apporter certaines
réponses aux problémes posés par 1l'étude des interactions

métaux - molécules naturelles.

Aussi, nous nous proposons dans ce mémoire d'exposer

les résultats provenant de l'étude de deux séries de pep-
tides soufrés avec le PA(II), le Pt(II) et le Hg(II).




La premiére série implique la S-Méthyl-L-cystéine comme
résidu soufré; ainsi, i1l est intéressant de comparer les
structures des complexes mettant en jeu la Glycyl-Glyeyl-
S—Méthyl—L—cystéine>avec celles des complexes de la S-Mé-
thyl-L-cystéine avec le PA(II) et le Pt(II) dont 1'étude a
été faite par A. Allain (89) et des complexes de la Glycyl-
S-Méthyl-L-cystéine avec le Pd(II) dont 1'étude a été mende

au laboratoire (59).

Il en est de méme pour la série utilisant la S-Benzyl-
L-cystéine comme résidu soufré : S-Benzyl-L-cystéine, Gly-
cyl-S-Benzyl-L-cystéine et Glycyl-Glycyl-S-Benzyl-L-cys-
téine.

D'autre part, la complexation par l'atome de soufre
introduit d'importants changements de structure sur le thio-
éther et il est intéressant de mettre en évidence 1'impor-
tance de ces changements en fonction de l'encombrement des
substituants du soufre (passage du groupe méthyl au groupe

benzyl).

L'ensemble de ces considérations nous a amené d& choistir
de préparer et d'étudier dans tout le domaine de pH, les

peptides suivants

- Gly-Gly-SMC libre et complexée avec le PA(II) et le
Pt(II)

- SBC, Gly-SBC et Gly-Gly-SBC libres et complexées avec
le PA(II) et le Pt(II)

- SMC et Gly-SMC complexées avec le Hg(II) et le Pt(II)
- SBC et Gly-SBC complexées aveéc le Hg(II)

par spectroscopie électronique U.V. et visible, dichroisme

circulaire et résonance magnétique nucléaire.
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La synthése peptidique consiste a former une liaison
amide (dite aussi liaison peptidique) entre deux molécules

d'acides aminés selon le schéma réactionnel suivant :

H,N - CH - COOH + H,N - CH - COOH _—)

R R

1 2

HZN - CH -~ C -~ NH - CH - COOH + HZO

| I
R, O R,

Etant donné le caractére au moins bifonctionnel des
acides aminés, il est nécessaire de neutraliser la réacti-
vité des fonctions ne devant pas intervenir directement
dans le processus de couplage. Ceci est obtenu par intro-

duction sur ces fonctions de groupes protecteurs.

Les groupes protecteurs doivent présenter certaines
caractéristiques bien précises ; notamment une bonne faci-
lité de mise en place, leur élimination doit étre sélec-
tive et tls doivent montrer une bonne stabilité chimique

vis-a-vis des agents de couplage.

Trois étapes essentielles interviennent donc dans le

processus de formation de la liaison peptidique

- Protection des fonctions ne devant pas réagir
- Couplage

- Déprotection
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I PROTECTION ET DEPROTECTION

Troie types de protections peuvent intervenir selon
les acides aminés et les méthodes de couplages utilisés.
Il peut étre nécessaire de protéger la fonction amine, la

fonction acide ou la fonction portée par la chaine latérale.

Nous avons utilisé les acides aminés sutivants

- glycine HZN - CH2 - COOH

- S-Methyl-L-cysteine HZN - CH - COOH
I
CH

S

CH

2

3

- S-benzyl-L-cysteine HZN - CH - COOH

CH2

Hy

O —Q—un—

H

65

Aucun de ces acides aminés ne posséde de fonction la-
térale a protéger. Nous présenterons donc essentiellement
la protection de la fonction amine terminale en insistant
sur la méthode utilisée pour la synthése des peptides €tu-
diés, et briévement la protection de la fonction carboxy-
lique qui n'a pas été nécessaire étant donné la méthode de

couplage utilisée.

A) Protection N-terminale

Il existe de nombreux groupes protecteurs de la fonc-
tion amine décrits dans la littérature (1, 2, 4), ne seront

présentés ici que les deux plus employés.
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a) Le groupe benayloxycarbonyle : (Z)

C
a été introduit pour la premiére fois en synthése peptidique
par Bergmann et Zewas (3).

Il est obtenu facilement en faisant réagir le chlorure

de benzyloxycarbonyle sur l'acide aminé suivant le schéma

réactionnel suivant : (4)
OH™
- - — _ _ - —_———>
C6H5 CH2 9] ﬁ Cl + HZN TH COOH
(0] R
C6H5 - CH2 - O - C - NH - CH - COOH
I |
O R

Le chlorure de benzyloxycarbonyle est lui-méme obtenu

par action de phosgéne sur l'alcool benzylique.

L'un des grands intéréts du groupement 7 est sa remar-
quable stabilité face a 1'hydrolyse en milieu alecalin ; par
conséquent, 1l est possible de déplacer selectivement un au-
tre groupe ester, tel qu'un ester utilisé pour la protec-
tion de la fonction acide terminale du peptide sans toucher
a la protection N-terminale.

La déprotection de la fonction amine peut se faire de

plusieurs fagons dont les plus employées sont

- hydrogénolyse catalytique sur palladium/charbon 10 %
(inutilisable dans le cas des aminoacides soufrés en

raison de 1l'empoisonnement du catalyseur par le soufre).
- coupure a 1'HBr dans l'acide acétique (5)

- coupure a L'HF liquide (6).




b) Le groupe terttobutyloxycarbonyle (t.Boc.)

- S " -ty - 0 - e oma o o —— S e~ - —_— o —

H,C - C -0-C -
| I
0

CH

a été introduit en synthése peptidique par Mac Kay et Albert-

son (7) et Anderson et Mac Gregor (8).

La fonction amine terminale de 1l'acide aminé est faci-

lement protégée par réaction avec le tertiobutylazidoformiate

en milieu basique (9 - 12) lui-méme préparé & partir du car-

bazate de tertiobutyle selon le schéma réactionnel suivant

HNO
H,C - C -0 ~-C - NH - NH, ——— C(CH - C -
I 2 3

CH 0 CH

carbazate de tertiobutyle

La réaction de protection se fait alors de la facgon

suivante

CH3

| OH™

H3C - ? - 0 - ﬁ - N3 + H2N - ?H - COOH

CH R

3 1

o
H.C - C - 0 - C = NH - CH - COOH
3 I |

CH3 0O Rl

v




Pour la protection des acides aminés que nous avons utili-
sés nous avons choisi la méthode de Schnabel (13) qui utilise
un autotitrateur permettant de maintenir le pH constant au
cours de la réaction de formation du t-Boc ce qui améliore
les rendements, et a le gros avantage de simplifier consi-

dérablement les conditions opératoires.

La déprotection intervient par coupure & l'acide chlo-
rhydrique~dioxanne 4N & 0°C (14), a l'acide chlorhydrique N
dans 1l'acide acétique (15) ou a@ l'acide trifluoroacétique

(16).

La grande stabilité de ce groupe protecteur vis-d-vis
de 1'hydrogénolyse catalytique est l'intérét principal de
la protection par le t-Boc. Il peut donec étre utilisé con-
jointement avec des protections qui peuvent Etre enlevées
par cette méthode. Par ailleurs, les protections hydrogéno-
lysables sont stables dans les conditions de déprotection

du groupe t-Boc.

De ce fait, le groupement offre un excellent complément &
méthode de protection par le groupe benzyloxycarbonyle pour
protéger sélectivement la fonction N-terminale d'un acide ami-
né basique alors que sa fonction amine latérale est protégée
par le groupe t-Boc.

Dans le cadre de notre étude, ce groupement protecteur
s'impose étant donné la présence de l’atome de soufre sur
la foﬁtion latérale de la S-Méthyl-L-cysteine, qui pourrait
poser des problémes, au cours de la déprotection d'un grou-
pement 2.

B) Protection de la fonction carboxylique

Dans la plupart des cas, la protection de la fonction
carboxylique intervient par formation d'ester d'alkyl (mé-
thyle, éthyle...) ou d'ester de benzyle (1, 2, 4).

la
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Cette protection est mise en place par esterification
de la fonction carboxylique avec 1l'alcool correspondant en
présence d'acide chlorhydrique anhydre (17) ou du chlorure
de thionyle (80012) (18).

La protection est facilement enlevée par une saponifi-
cation dans l'acétone, le méthanol ou le dioxanne 4 tempé-

rature ambiante ou 4 0°C.

2) Les esters benzyliques

Ils sont obtenus par estérification de la fonction car-
boxylique de l'acide aminé par 1'alcool benzylique en pré-

sence de catalyseur dont les plus importants sont
- l'acide paratolugne sulfonique (19)
- l'acide benzéne sulfonique (20)

- l'acide polyphosphorique (21, 22) en tant qu'agent
de déshydratation.

La déprotection peut se faire comme pour les esters d'al-
kyles par saponification ou plus aisément par hydrogénolyse
catalytique en présence de palladium fixé sur charbon ;
c'est ce dernier mode de déprotection qui fait 1'intérét de
l'ester benzylique, car la saponification présente parfois

un risque de racémisation (23).
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II METHODES DE COUPLAGE

La réaction de couplage met en jeu un acide aminé pro-
tégé sur sa fonction N-terminale et un autre protégé ou non
sur sa fonction carboxylique selon la méthode de couplage
utilisée, éventuellement leurs fonctions latérales doivent

étre protégées pour éviter les couplages parasites.

Les acides aminés étant a 1'état naturel peu réactifs,
1l est nécessaire poﬁr que la réaction atit lieu d'activer
une des deux fonctions mises en jeu (21). Le plus souvent,
c'est l'activation de la fonction carboxylique quti est pra-
tiquée. Quant & l'activation de la fonction amine, elle est
peu répandue, la seule méthode encore utilisée passe par

1'intermédiaire d'un isocyanate d'ester d'acide aminé (25).

Nous ne parlerons dans ce chapitre que de 1l'activation
de la fonction carboxylique en insistant sur les méthodes de

couplage que nous avons utilisées pour cette étude.

A) Méthode aux anhydrides mixtes

La formation de la liaison peptidique par la méthode aux
anhydrides mixtes a été developpée simultanément par Wieland
et Bernhard (26), Boissonnas (27) et Vaughan (28).

Le couplage intervient en deux étapes bien caractéris-

tiques

- a) Activation de la fonction carboxylique par formation
d'un anhydride mixte, obtenu par réaction du premier
acide aminé avec un chloroformiate d'alkyle, en présence
de triéthylamine, dans un solvant rigoureusement anhydre,
a basse température (-15°C).

N(C,H) 5
X - NH -CH ~COOH + R -0 -C - C1

Rl 0)

Vv

- 15°C

.
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R
1 o
| 7
X - NH = CH - C
™, *NH(C.LH.),, Cl~
/o + H(C H.) 5,
R -0 -C
AN

X est un groupe protecteur.

- b) Formation de la liaison peptidique par réaction avec

le second acide aminé selon le schéma réactionnel

suitvant

R

1 0
I 7

X -~ NH - CH - C\\ _ 15°C
o + H2N - CH - COOH >
R 0 C// I puis 0°C
AN Ry

X est un groupe protecteur.

X - NH -CH -C - NH - C
| I
R

1 © 2

H - COOH 4+ R - OH + CO

Les intéréts de la méthode sont nombreux

- le faible taux de racémisation 4 condition que certai-
nes précautions soient prises (travail & basse tempé-
rature, éviter les excés de triéthylamine).

- la rapidité d'obtention des peptides

- 1'inutilité de la protection de la fonction C termi-

nale du second acide aminé a4 coupler.
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B) Méthode aux azides

Bien qu'une des plus anciennes méthodes de synthése pepti-
dique (introduite en 1902 par Curtius (29)), elle est encore
employée actuellement (30).

La préparation de l'azide de l'acide aminé est analogue aQ
la préparation du tertiobutylazidoformiate (utilisé pour la
préparation des t-Boc).

Il est a noter qu'au cours de cette réaction la racémisa-
tion n'est pas négligeable (31).

¢c) Méthode & la D.C.C.I.

Introduite en 1955 en synthése peptidique par Sheehan et
Hess (32,1) en utilisant la dicyclohexylecarbodiimide (D.C.C.I.)
comme agent d'activation.

La D.C.C.I. est devenue l'agent d'activation le plus lar-
gement utilisé en synthése peptidique (33); a la fois la syn-
thése en phase solide et la synthése en phase homogéne utilisent
la D.C.C.I., ou directement ou indirectement pour la formation
d'esters actifs. Ces méthodes de couplage qui impliquent la
formation d'un intermédiaire réactif de la fonction carboxy-
lique sont basées sur l'augmentation de la réactivité de cette
fonetion acide par un accroissement du caractére électrophyle
de 1'atome de carbone du carbonyle.

1) Méthode directe

Elle permet la formation de liaison peptidique entre deux
acides aminés obligatoirement protégés sur leurs fonctions
non réactives .

La D.C.C.I. réagit en premier lieu avec le groupe carbo-

xyle pour former un agent acylant trés réactif, 1'Oacylurée
non isolable.




X - NH - CH - COOH + C_.H - N=C =N - C_H

X - NH -CH - CO -C
| Ny

Rl 6711

0O acylurée (I)

A partir de 1d, plusieurs schémas réactionnels sont

possibles

- attaque directe du second acide aminé sur 1'intermédiaire
réactif avec formation de la liaison peptidique
o°C
(1) + HZN - CH - CO0OY

Ry

%

X - NH -CH -CO - NH - CH -CO0Y + R -NH -C - NH - R

l I I

Rl RZ 0

R = C6Hll dicyclohexyluree
- formation d'un anhydride symétrique par réaction avec

une autre molécule d'acide aminé N-protégé

0°C
(I) + X - NH - CH - COOH

A 4

Ry
R
1 0]
X NBH éH C4¢
N
//O + C6Hll - NH - CO - NH - C6Hll
X - NH - CH -~ C
Y,
R
1
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(II) est ensuite aminolysé par l'acide aminé C-protégé

(II) + H,N - CH - COOY
|

R,

A4

X - NH -CH -C -~ NH -CH -COOY + Y - NH -~ CH - COOH

| l |

I
R, O R R

1 2 1

X et Y sont des groupements protecteurs.

- formation de 5(4H)-0xazolone qui est fesponsable de la

racémisation (voir chapitre sur la racémisation).

H X H X
[, | | « I -HX
R, -C ~ =0 —> R, -C - C=0 >
/ [ )
HN o) HN o)
N Z N
C o
| |
R3 Ry
H
'* - H+
R, -C - C=0 > Ry - c - C=0
\ racémisation / \
N o) N o)
\C/ \C/
| l
R4 Ry
CH
NH - C.Hy, | 3
X =~0 -C Ry = - 0 - ? - CH,
N - CgHyy CH
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Nous avons utilisé cette méthode directe a la D.C.C.I.
pour la synthése en phase solide 4 l'aide d'un synthétiseur

automatique (34).

2) Méthode aux esters actifs

La méthode aux esters actifs est connue depuis long-
temps, mats elle a pris un essor particulier depuis que
Rothe et Kunitz (35) et parallélement Elliott et Russel (36)
ont proposé l'utilisation de la dicyclohexylcarbodiimide

pour la préparation d'esters de para-nitrophénol.

La transformation de l'acide aminé N—prbtégé en un es-
ter porteur d'un groupe électroattracteur facilite considé-

rablement 1'aminolyse en activant la fonction C-terminale.

Il existe de nombreuses sortes d'ester actif selon le

type du groupe activant (1,37).

L'utilisation des esters actifs dans la synthése pepti-
dique s'est particuliérement développée par l'introduction
d'hydroxylamines substituées telles que le N-hydroxyphtali-
mide (38, 39) comme agent d'estérification. Toute une série
de dérivés substituds ont été proposés, mais le plus utilisé
de ceux-ci demeure le N-hydroxysuccinimide (40, 41). Nous
développerons cette méthode qui a été utilisée dans nos syn-
théses.

Le couplage passe par deux étapes bien distinctes

- a) formation de l'ester actif

- b) aminolyse de 1l'ester actif par un second acide ami
o)
a) D.C.C.I.
X - NH - CH - COOH + HO - N >
| 0°C
Ry 0
0
X - - CH - -0 - - - C - -
NH IH Co 0 N + C6Hll NH ﬁ NH C6H
Ry 0 ©

ester actif d'hydroxysuccinimide. D.C.U.

né




D.M.P.
X - NH -CH - CO - O -~ N + HZN - CH - CooY >4
| ‘ | t.ambiante

Ry o Ry

X - NH - CH - CO - NH - CH - COOY + HO - N

Ry Ry 0

s

est un groupement protecteur.

<

= H ou est un groupement protecteur.

L'hydroxysuccinimide régénérée est éliminée par lavage
@ 1'eau alors que le peptide est extrait par un solvant or-

ganique.

Les esters actifs dérivés de la N-hydroxysuccinimide ’
doivent leur trés bonne réactivité vis-a-vis des nucléophi-
les aux effets attracteurs d'électrons et d@ la catalyse ba-

sique intramoléculaire (asstistance anchimérique).

Nous avons choisi cette méthode pour les couplages ef-
fectués en phase homogéne pour diverses raisons dont les

plus importantes sont

- la possibilité de cristalliser l'intermédiaire de
couplage (ester actif) par rapport a la méthode directe
a la D.C.C.I., ce qui apporte de nombreux avantages
notamment en ce qui concerne la pureté des produits

obtenus et la souplesse de la syntheése.

- l'aminolyse de 1l'ester actif peut se faire par un
second acide aminé non protégé sur sa fonction C-termi-
nale, ce qui réduit considérablement les opérations

de protection et de déprotection.

- Par rapport aux anhydrides mixtes, les esters actifs
sont moins réactifs mais beaucoup plus sélectifs et,

de ce fait ils sont plus résistants a l'hydrolyse.

- La méthode est connue pour conduire & des peptides

non racémisés (42,43).




III LES DIFFERENTS TYPES DE SYNTHESE

Il existe plusieurs types de synthése peptidique utili-
sant l'une ou l'autre des méthodes de couplage que nous
avons décrites plus haut. On peut les ranger dans deux gran-

des familles bien distinctes
- la synthése en phase liquide

- la synthése en phase solide

A) La phase liquide

Toutes les réactions caractéristiques de la synthése
peptidique (protection, activation, couplage et déprotec-
tion) se font en milieu homogéne comme une réaction organt-

que classique, dans des solvants appropriés.

Cette synthése en phase liquide est évidemment la plus
simple a mettre en oeuvre car elle ne nécessite aucun appa-

reillage particulier.

Les diverses réactions sont suivies par chromatographie
sur couche mince. Dés que la réaction est terminée, les pep-
tides sont extraits du milieu réactionnel par un solvant
organique et les produits n'ayant pas réagi sont éliminéds

par lavages acides et basiques.

Les réactifs sont purifiés par cristallisation d& chaque
étape de la synthése et le peptide final par chromatographie

sur gel perméable.

-

Cette méthode est particuliérement adaptde & la synthé-
se de petits peptides (jusqu'd environ quatre motifs), et

présente comme avantages
- facilité de mise en oeuvre
- préparation de quantités importantes

- synthése par couplage de fragments comportant quel-

ques résidus.

- bonne pureté des produits obtenus, du fait des puri-

fications intermédiaires.
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Néanmoins, elle présente certains inconvénients, notam-
ment en ce qui comcerne la durée et le nombre d'étapes né-

cessaires a l'obtention du peptide.

B) La phase solide

Le besoin de simplification et d'automatisation de la syn-
thése peptidique, notamment pour les peptides assez longs a
conduit Merrifield (44) & proposer un type de synthése
basé sur une stratégie dite "pas ad pas" ou le premier aéide
aminé est fixé par son groupe C-terminal sur un polymére

insoluble.

Toutes les opérations de couplage se font tant que le
peptide est fixé au support gonflé dans un solvant organi-
que (1,45).

Les couplages se font le plus souvent par la méthode
directe & la D.C.C.I. exposée plus haut. Le support utilisé est
constitué généralement par du polystyréne réticulé par du

divinylbenzéne (1 d& 2 %) et partiellement chlorométhylé.

Pour le greffage du premier acide aminé sur le support
polymérique, un certain nombre de sels de l'acide aminé N-pro-
tégé sont utilisés (46 ,45), parmi lesquels on peut retenir
le sel de triéthylamine (44) ou le sel de césium (47) que nous
avons utilisé pour cette étude. Le cycle des réactions inter-

venant dans la synthése en phase solide se résume par le schéma

suitvant

POLYMERE == C1 + Cs' 00C - CH - NH - Y

e

greffage

v

POLYMERE === OOC - CH - NH - Y

Ry

déprotection
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POLYMERE === 0OC - CH - NH

A— 3
[\S]

couplage + HOOC - CH -~ NH - Y

D.C.C.I.

V

POLYMERE == OOC - CH - NH - CO - CH - NH - Y

Ry R2
> autre cycle
coupure
\/
POLYMERE + HOOC - ?H - NH - CO - CH - NHZ
| |
Ry R2

En fin de synthése, le peptide est coupé du support
polymérique généralement par un traitement acide (46,45).
Nous avons utilisé la méthode de coupure par l'acide fluo-

rhydrique anhydre.

L'utilisation du support polymérique et la répétitivité
des opérations a effectuer permettent de réaliser la synthése
a l'aide d'appareils automatiques. Pour cette étude, nous

avons utilisé un appareil mis au point au laboratoire (34).

Parmi les avantages que présente la synthése en phase

solide, on peut citer

- 1'élimination par filtration des réactifs non couplés
ce qui théoriquement devrait assurer une haute pureté aux
peptides synthétisés. Pratiquement, les couplages n'étant
pas réalisés a 100%, 1l est nécessaire de pratiquer une

purification finale soignée.

- la simplification des interventions qui se limitent 4

un contréle du bon fonctionnement de 1'appareil.

- la rapidité d'obtention des produits (4 heures sont de-

mandées pour chaque cycle d'opérations).
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Néanmoins, elle présente quelques inconvénients

- il est nécessaire d'augmenter de 2 @ 3 fois la quantité

de réactifs a4 introduire par rapport a la quantité stoe-
chiométrique

|

1l faut disposer d'un synthétiseur automatique couteux
l'achat ou & la mise au point.

Qr

- la microporosité du polymére limite souvent 1'accrois-

sement de la chaine peptidique.

- la libération du peptide final est souvent délicate.




IV RACEMISATION

La racémisation est un des problémes les plus impor-
tants de la synthése peptidique. De nombreuses études ont
été menées sur ce sujet. On peut citer comme principaux fac-

teurs favorisant la racémisation :
- la présence d'un excés de base (49)

- l'utilisation de solvants polaires tel que le DMF

l'augmentation de la température (50)

certaines méthodes de couplage

La racémisation peut intervenir & plusieurs stades de
la synthése; aux étapes de protection et déprotection, mais
surtout pendant 1l'activation de la fonction acide.

L'introduction de groupements amino-protecteurs du type
uréthane, tels que les groupes benzyloxycarbonyle ou tertio-
butyloxycarbonyl (que nous avons utilisés), ne provoque pas
de racémisation évidente. De méme, les méthodes habituelles
de déprotection comme l'utilisation d'acide chlorhydrique 4N
dans le dioxanne interviennent sans risque pour la pureté

optique des produits.

Par contre, la formation de la liaison peptidique est
incontestablement 1l'étape qui dffecte le plus la pureté
optique des acides aminés. Avec l'activation de la fonction
acide, la formation d'oxazolinone (48) ou le départ du
proton porté par le carbone assymétrique en & peuvent in-
terventir, provoquant ainsi une racémisation partielle ou
totale.

Habituellement, aucune perte d'activité optique n'est
observée pendant le couplage d'acides aminés protégés par
des groupes de type uréthane.

Pour cette étude, nous n'avons pas rencontré ces pro-
blémes puisque nous avons utilisé l'ester actif de la N-Boc
glycine.
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Nous pouvons cependant conclure que la racémisation

est dvitde en respectant certaines régles

travailler & basse température

mener le couplage en milieu concentré

éviter des excés de base

utiliser un solvant non polaire

- ajouter des additifs inhibiteurs de racémisa@ion
pour la méthode a la D.C.C.I., tels que la N-hydroxy-

succiminide ou le l-hydroxybenzotriazole.
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Nous allons présenter dans cette seconde partie la
synthése de quatre peptides :

Glycyl-S-Benzyl-L-cystéine

Glycyl-Glycyl-S-Benzyl-L-cystéine

|

Glycyl-S-Méthyl-L-cystéine

Glycyl-Glycyl-S-Méthyl-L-cystéine

Tous ces peptides ont été préparés par voie classique
(phase homogéne), sauf Gly-Gly-SMC qui a été synthétisé par

la méthode en phase gel & l'aide d'un synthétiseur automa-
tique de peptides.
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I SYNTHESE EN PHASE HOMOGENE

1) Stratégie de synthése

Etant donné la petite taille des peptides, nous avons
utilisé la méthode récurrente out chaque é€tape consiste da

ajouter un résidu.

Gly Gly SRC
HZN ~—t+— OH HZN —1t— OH HZN —T— OH
t-Boc OH
ester
t-Boc actif
t-Boc ——— OH t-Boc OH
ester - +
t-Boc " actif Cl H3N OH
t-Boc OH
c17u.nT OH
3
R = -CH3 ou -C7H7




2) Techniques analytiques

L'analyse chrbmatographique sur couches minces (gel de
silice Merck) des peptides protégés a été un auxiliaire
trés utile en cours de synthése. Elle nous a permis de
suivre l'évolution des réactions de couplage, de déprotec-

tion et de vérifier la pureté des produits de départ.

L'éluant retenu est le mélange chloroforme - méthanol -
acide acétique en proportions volumiques 85/10/5 respecti-

vement.

Les peptides libres sont élués quant & éux aprés dépot
sur papier Whatmann n°l1, dans le mélange ternaire (pyridine
35%, n-butanol 35%, eau 30%) ou dans le mélange quaternaire
(n-butanol 30%, acide acétique 6%, pyridine 20%, eau 24%).

Les chromatogrammes sont révélés par pulvérisation
d'une solution de ninhydrine (2,5 grs dans 50 mls d'éthanol)
et chauffage a 100°C.

Pour les peptides N-protégés, un passage dans des va-
peurs d'acide chlorhydrique, avant pulvérisation de nin-

hydrine, est nécessaire pour libérer la fonction amine.

En fin de synthése, les peptides obtenus sont purifiés
sur gel perméable (Séphadex G.10 ou LH.20) dans 1l'eau ou le
méthanol.

La pureté des produits est controlée par chromato-
graphie liquide a hautes performances sur colonne phase
inverse (WATERS Micro-Bondapak C.18).

3) Préparation du Tertiobutylazidoformiate

Cette synthése doit étre effectuée sous une hotte, le

tertiobutylazidoformiate étant un hypertenseur.

on introduit dans un ballon de 250 ml, 36,5 ml d'eau
et 22,5 ml d'acide acétique glacial. A cette solution
refroidie a 0°C, on ajoute 26;4 gr (0,2 mole) de carbazate
de tertiobutyle progressivement. Aprés dissolution compléte

(environ 1/2 heure), on additionne lentement, en maintenant
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la température entre 9 et 13°C, 15,16 gr (0,22 mole) de
nitrite de sodium dissout dans 150 ml d'eau (environ une
heure). On laisse sous agitation pendant une heure, putis
on ajoute 40 ml d'eau. Aprés décantation, on receuille
la phase organique jaune d'or. 0On extrait l'azide restant
dans la phase aqueuse avec 50 ml d'éther éthylique (4
fois). '

Les phases organiques sont réunies et lavées trois
fois avee 50 ml d'eau et trois fois avec une solution de
bicarbonate de sodium a4 5%. Aprés séchage sur sulfate de
magnésium, la solution est filtrée et évaporée a froid sous
vide. On receuille un résidu huileux jaune, que l'on con-

serve au froid.

L'azide n'est jamatis distillé 4 cause des risques

d'explosion.

4) Préparation du t-Boc-Glycine

Il est préparé par action en milieu basique du tertio-

butylazidoformiate sur la glycine.

on dissout dans 10 ml d'eau 3,76 gr (0,05 mole) de
glyecine. On ajoute 10 ml de dioxanne et 7,8 gr (0,0545
mole) de tertiobutylazidoformiate. Le pH de la solution est
maintenu constant @ 10 par une solution de soude 4N et &
l'aide d'un autotitrateur. La réaction dure environ deux

heures et demi.

On extrait l'azide restant avec de l'éther éthylique
une fois. La solution aqueuse est acidifiée avec de l'acide
ecitrique jusqu'a un pH d'environ 3 (on libére ainsi 1l'acide
du sel de sodium). On extrait le t-Boc-Glycine deux fois
par de l'éther éthylique et deux fois par de 1l'acétate
d'éthyle. Les phases organiques réunies sont lavées & 1'eau
saline, & 1l'acide chlorhydrique 1% et 4 l'eau, puis séchées
sur sulfate de magnésium. La solution est filtrée puis éva-
porée sous vide.
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La poudre blanche obtenue est reprise par un minimum
de dichlorométhane puis précipitée dans l'éther de pétrole,

filtrée et séchée sous vide.

La pureté du produit est controlée par chromatographie

sur couche mince, comme indiqué plus haut.

5) Préparation de l'ester actif du t-Boc-Glycine

On dissout dans 10 ml de chloroforme fraichement dis-
tillé 1,75 gr (0,01 mole) de t-Boc-Glycine, 1,265 gr
(0,011 mole) d'hydroxysuccinimide et 2,266 gr (0,011 mole)
de dicyclohexylcarbodiimide. La solution est refroidie
a -10°C dans un bain de glace et d'acétone. On laisse une
nuitt. La réaction est suivie par chromatographie sur couche

mince.

La réaction terminée, on filtre et on lave sur Buchner
avec du chloroforme la dicyclohexylurée formée. La so-
lution est lavée au bicarbonate de sodium (4%), & 1'eau,

@ l'acide chlorhydrique (1%) et & l'eau, puis séchée une
nuit sur sulfate de magnésium, filtrée et évaporée sous

vide.

Le résidu est repris par de l'acétate d'éthyle et la
solution filtrée et évaporée sous vide; on recristallise
dans l'itsopropanol pour obtenir des cristaux blancs que

l'on séche sous vide.

6) Couplage de 1l'ester actif du t-Boc-Glycine avec la
S-Métyl (ou Benzyl) L-cystéine

On dissout dans 10 ml de diméthoxyéthane 0,912 gr
(0,004 mole) de l'ester actif du t-Boc-Glycine et dans 10
ml d'eau 0,005 mole de S-Méthyl-L-cystéine ou de S-Benzyl-
L-cystéine et 0,506 gr (0,005 mole) de triéthylamine. On
réunit les deuxr solutions. La réaction est suivie par chro-

matographie sur couche mince.

La solution est acidifiée par de l'acide citrique

jusqu'a un pH d'environ 3. On extrait avec de 1l'éther Ethy-




lique (deux fois) et de l'acétate d'éthyle (deux fois).
Les phases organiques sont lavées deux fois avec une solu-
tion d'acide chlorhydrique 1% puis avec de 1l'eau, séchées

sur sulfate de magnésium, filtrées et évaporées sous vide.

La recristallisation est identique 4 celle utilisée

pour la purification du t-Boc-Glycine.

?) Coupure de la protection N-terminale

on dissout 0,01 mole de peptide N-protégé dans 30 ml
d'une solution d'acide chlorhydrique 4N dans du dioxanne.
L'évolution de la coupure est suivie par chromatographie
sur couche mince. 0On évapore sous vide a froid la solution.
Le résidu huileux est repris par du méthanol sec et préci-
pité dans de 1'éther éthylique anhydre. Aprés filtration
sous vide, on place le peptide dans un dessicateur et on

séche sous vide sur anhydride phosphorique.

8) Couplage de l'ester actif du t-Boc-Glycine avec la

Glyecyl-S-Méthyl (ou Benzyl) L-cystéine

Le mode opératoire est identique 4 celui du couplage
de l'ester actif du t-Boc-Glycine avec la S-MEéthyl (ou

Benzyl) L-cystéine.
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II SYNTHESE EN PHASE GEL
Préparation de Gly-Gly-SMC
Le résidu C~terminal de la séquence du peptide doit
étre introduit le premier; i1l s'agit dans le cas présent

de la S-Méthyl-L-cystéine. Il est accroché sur la résine
selon la méthode de GISIN (47) par son sel de césium.

1) Préparation du sel de césium de la S-Méthyl-L-cystéine

2 gr de t-Boc-SMC sont ajoutés a une solution de 10
15 ml d'éthanol et de 3 a § ml d'eau. Le pH est ajusté

Qr

Qe

? au moyen d'une solution aqueuse de carbonate de césium
20%.

Qe

On ajoute un peu de toluéne 4 la solution qui est éva-
porée rapidement. Le sel de césium de l'acide aminé est
obtenu sous forme de poudre blanche qui est ensuite séchée

sur P,0c pendant 5 heures.

Le sel de césium est obtenu avec un rendement de 90%.

2) Flottation de la résine

La résine utilisée est un polystyréne copolymérisé
avec 2% de divinylbenzéne, chlorométhylé (comportant 0,7

mole de Cl par gramme de résine).

Avant la fixation du premier acide aminé, les fines
particules de la résine doivent étre éliminées afin que les

pores du verre fritté du réacteur ne se bouchent pas.
Pour les enlever, on procéde comme suit

La résine est placée dans du dichlorométhane. La so-
lution est ensuite introduite dans une ampoule & décanter.
La résine remonte en surface, seules les petites particules
restent en suspension et sont éliminées avec le dichloro-

méthane.
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Cette opération est répétée plusieurs fois, puis la
résine est filtréde, séchée et peut alors étre utilisée pour

greffer le premier acide aminé.

3) Fixation sur la résine

La méthode générale a utiliser pour fixer le premier

acide aminé est la suivante
- On place dans un tube

- 1,5 millimole de sel de césium de t-Boc acide

aminé (en large excés)

- 1 équivalent de résine chlorométhylée (0,7
millimole de C1 donc 1 gr de résine)

- 6 & 8 ml de DMF purifié par gramme de résine.

- Le tube est scellé sous vide et mis sous agitation

a 50°C pendant 16 heures.

- La résine gréffée est ensuite filtrée, lavée avec
successivement du DMF, une solution de DMF/eau

(9 vol /1 vol), puis du DMF et enfin de 1'éthanol.

La résine est ensuite séchée et peut étre utilisée

pour les couplages.

Nous avons procédé de cette fagon en utilisant comme
acide aminé de départ la S-Méthyl-L-cystéine. La quantité
de résine utiliséde est 10 gr (7 millimoles de Cl ) et celle
de t-Boc-SMC est 15 millimoles (5,5 gr ).

4) Couplage en phase gel :

L'ensemble (résine -~ acide aminé protégé) alors obtenu
est introduit dans le réacteur, puis mis & gonfler dans

un solvant judicieusement choisti.

Aprés élimination de ce solvant, la résine est prélavée
par le réactif de déprotection de la fonction aminée pendant

2 minutes.




Le groupement protecteur est totalement €liminé par
réaction pendant 30 minutes, avec le réactif (HC1l 4N/dio-

ranne).

La résine - acide aminé - chlorhydrate est lavée plu-
steurs fois afin d'éliminer 1l'excés de réactif emprisonné

dans les pores de la résine.

Le méme type d'opérations (prélavage - neutralisation -
lavage) est répété avec le réactif de neutralisation. La
résine obtenue, lavée, est sous forme résine - acide aminé

et peut alors étre utilisée pour la réaction de couplage.

La résine est mise & gonfler et lavée par le solvant

servant pour le couplage.

On additionne le second acide aminé protégé et le réac-

tif de couplage.

Aprés deux heures de réaction, on élimine le réactif
et l'acide aminé en excés, puis on lave l'ensemble résine -
AA, - Ad, protégé par le solvant utilisé lors de la réaction
de couplage.

Le cycle est alors terminé, et une nouvelle réaction
de couplage d'un troisiéme acide aminé peut alors étre en-
visagée.

Le schéma récapitulatif des opérations est présenté
a la figure 1 pour un couplage & la D.C.C.I., H.0.B.T.

On introduit 2,5 fois plus d'amino acide a coupler
que celui fixé sur la résine. Il en est de méme pour les

réactifs de couplage.

On prépare une solution de 3,06 gr (17,5 millimoles)
de t-Boc-Glycine dans 35 ml de dichlorométhane et une solu-
tion contenant 3,61 gr (17,5 millimoles) de D.C.C.I. et
2,68 gr (17,5 millimoles) d'H.0.B.T. dans 13 ml de CH 012

2
ceci pour un couplage.
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RESINE - AAl - X 3 lavages de 2 mn par du dioxanne

A4

- 1 prélavage par HCl 4N/diox. (1 mn)
\2

RESINE - AA HC1 / Déprotection par HC1l 4N/diox. (30 mn)

I

3 lavages de 2 mn par du dioxanne

3 lavages de 2 mn par du CHCl3

1 prélavage de 1 mn par TEA/CHCl3
A\

RESINE - A 1 Neutralisation par TEA/CHC1

>
!

3 flO mnp )

3 lavages par CHCl3 de 2 mn

3 lavages de 2 mn par CHZCl2

REACTION DE COUPLAGE (2 heures)

- addition de AA2 - X

- addition des réactifs de couplage
D.C.C.I. et H.O.B.T.

N\

RESINE - AA, - AA, - X - 3 lavages de 2 mn par CH2C12

Vers un autre couplage ou coupure du

peptide de la résine.

\4

FIGURE 1
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Le bon déroulement du couplage est suivi par un certain

nombre de tests.

Ces tests ont €té proposés par KAISER et Coll. (94).

Un peu de résine est prélevée puis soumise a4 deuxr opé-

rations.

a) Réaction directe avec la ninhydrine

Un échantillon de résine est placé dans un tube a
hémolyse, on ajoute la ninhydrine. Le tube est laissé dans
une enceinte chauffée a 100°C pendant deux & trois minutes.
Si la résine reste blanche et la solution jaune, alors le
test est négatif. Ceci veut dire que la réaction de couplage
a été compléte et que le groupe t-Boc protége la fonction

amine.

b) Réaction aprés déprotection

—— ——— . —t . —— o — - —————— - — ——— —

La fonction amine du peptide fixé sur la résine est
déprotégée par addition d'acide trifluoroacétique puis lavée

par du dichlorométhane.

-

Le test a la ninhydrine est exécuté sur la résine
lavée.

La réaction est positive et montre bien que la fonction

amine était protégée par le groupe t-Boc.

Ces deux opérations complémentaires sont les seuls
tests rapides qui peuvent nous donner une indication sur le.

taux de couplage & chaque étape.

Dés que la synthése de la séquence est terminée, 1l'en-
semble (résine - peptide) est lavé par de 1l'éthanol, filtré
et séché. Il est conservé au froid sur desséchants (P205
et soude).




5) Déprotection par l'acide fluorhydrique

L'appareil qui est utilisé pour ce type d'opérations,
doit étre construit entiérement en polyméres fluorés
(téflon).

L'appareil utilisé se compose de trois réacteurs en
téflon (Rl - Ry - RS)’ d'une bouteille réservoir de HF,
d'un piége de sortie (R4) et d'une trompe & eau (P). Les

réacteurs sont isolés par des vannes (Vl - V2 - VS)'

- Le premier réacteur (Rl) sert 4 mesurer le volume de
HF qui est condensé par de l'azote liquide. Le HF condensé
est desséché sur trifluorure de cobalt. En effet, toutes les
opérations doivent étre menées en milieu rigoureusement
anhydre afin d'éviter le risque d'hydrolyse des fonctions

amides.

- Le second réacteur (RZ) recoit l'ensemble résine -
peptide. On ajoute éventuellement de 1l'anisole pour protéger

les acides aminés sensibles.

- Le troisieme réacteur (RS) sert lors de la distil-

lation du HF vers le piége.

HF est un gasz trés toxique, aussi l'opération est-elle
menée sous une hotte fortement ventilée et en prenant des

précautions particuliéres.

On procéde comme suit pour enlever le peptide de la

résine

1) - Le vide est fait dans la ligne HF au moyen d'une
trompe 4 eau.

Le premier réacteur R1 est ensuite i1solé en maintenant

fermées les vannes v, et V.

Il est refroidi par de l'azote liquide.

Le robinet de la bouteille (D) est ouvert doucement

atnst que la vanne V Le HF distillé est condensé, dans le

7
réacteur R, jusqu'a 1'obtention d'un volume prédéterminé.




Le volume atteint, le robinet (D) est fermé, puis la

vanne Vl .

Le HF condensé est alors desséché sur trifluorure de
cobalt; une agitation est maintenue constante tout au long

de cette opération.

2) - Aprés un quart d'heure, le HF est transféré du
premier réacteur (Rl) au réacteur contenant la résine (RZ)'

Pour ce faire, on procéde de la fagon suivante

- le vide est fait dans le réacteur R2 qui est refroidi

par de l'azote liquide (la vanne V, est maintenue

3
ouverte).

- la vanne V2 est ouverte doucement; le HF est alors
réchauffé lentement & température ambiante. Il est
transféré par distillation du réacteur R, au réacteur
Ry. Cette distillation est controlée par un robinet de

dépression V, qui permet d'augmenter ou de diminuer le

4
vide dans la ligne HF.
- cette distillation controlée évite 1l'entratnement du

trifluorure de cobalt par HF dans le réacteur R, con-

2
tenant l'ensemble résine - peptide.

- la distillation terminde, le réacteur RZ est isolé

par fermeture des vannes V3 et V2.
- une agtitation constante est maintenue au sein de la
solution, gardée a une température de 0°C par un bain

de glace.

- la coloration dans le réacteur RZ devient souvent
rouge. Elle disparaitra lors de la distillation du HF

et de 1'élimination de 1l'anisole.

3) - Le temps de coupure étant dépassé, le HF est éliminé
par distillation.

Pour ce faire, on laisse revenir 4 température ambiante
le réacteur R,, on ouvre la vanne vV, et le HF distille len-
tement vers le réacteur R3 dans lequel 11 est condensé, puis

vers le piége de sortie contenant de la chaux (R4).
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Quand la réaction est terminde, le HF condensé est

neutralisé par de 'la chaux.

4) - Le peptide et la résine sont alors mis en suspension
dans de 1l'éther ou de 1l'acétate d'éthyle qui €limine les

derniéres traces d'anisole.
L'éther ou l'acétate d'éthyle sont éliminés par fil-
tration.

Le peptide est extrait par lavage & l'eau ou a l'acide

acétique a 5%.
Les phases aqueuses sont ensuite lyophilisées et le
peptide est purifié.

Nous avons obtenu le peptide Gly-Gly-SMC avec un ren-
dement aprés coupure de prés de 25% par rapport au t-Boc-

SMC fixé sur la résine.
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ETUDE DE LA COMPLEXATION DU Pd (II)

ET DU Pt (II) PAR DES AMINO ACIDES SOUFRES

PAR DICHROISME CIRCULAIRE ET SPECTROSCOPIE ELECTRONIQUE






Les peptides libres et complexés peuvent étre étudiés
par spectroscopie électronique et par dichroisme circulaire

en raison de la présence de centres asymétriques.
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I ETUDE THEORIQUE DES TRANSITIONS

ELECTRONIQUES DES PEPTIDES LIBRES

A) Chromophores amide et acide

Ces chromophores symétriques sont optiquement inactifs
mais placés dans un environnement moléculaire asymétrique,

1ls deviennent optiquement actifs.

La figure 3 représente le diagramme énergétique du

chromophore amide.

a*
A = 150 nm
nx -
A = 190 nm n
X = 165 nm
R
Ty
FIGURE 3

L'interaction entre les électrons non liants de 1l'oxy-
géne ou de l'azote et les orbitales n du groupement carbo-
nyle a pour effet d'augmenter 1'énergie de 1l'orbitale anti-
liante n* et de séparer l'orbitale n liante en deur orbi-

tales L et LB (54).
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Il existe done

- une transition n - =% d'un électron d'une orbitale
non liante de l'atome d'oxygéne vers l'orbitale anti-

liante n*x (A max = 820 nm).

- deux transitions n — n* dont la plus intense est

celle centrée & x maxr = 190 nm.

- et une transition n - o% centrée vers 150 nm met-
tant en jeu les électrons non liants de 1l'atome d'azote

qui est difficilement accessible expérimentalement.

Pour le chromophore acide, on distingue également une
transition n - n* que l'on situe vers 207 nm. La longueur
d'onde et 1'intensité de cette bande d'absorption varient

souvent aqvec le pH du milieu (55).

Cette transition est habituellement faible, la bande
correspondante peut étre partiellement masquée par la pré-
sence dans la méme région de la bande =, - n* amide qui est

plus intense.

Le groupement carboxyle présente également une transi-
tion mn, - n* située approximativement a 170 nm mais quti est

difficilement observable expérimentalement.

B) Chromophore benzénique

La molécule de benzéne posséde six orbitales molécu-
laires de caractére n. Il y a trois transitions électroni-
ques bien définies qui apparaissent dans le spectre du ben-
zéne entre 180 et 300 nm (51, 56)

- une transition (ZBZu - ZAlg), interdite pour des

raisons de symétrie, qui donne naissance a une bande

de faible intensité centrée a 256 nm.

- deux transitions appelées bandes principales ou pri-

maires donnant deux bandes d'absorption 1l'une trés

forte a 185 nm notée lElu - 1A1g et l'autre située
. 1 1
a 200 nm ( B, Alg)‘




C) Chromopho¥e sulfurgti; gt

Lesvspeatnesa&habaanptﬁanadaﬁs&whfwﬂea organiques (RZS)

ont été trés étudiés bien que la majeure partie des travaux

concerne les composés aromatiques (56).

En spectroscopie U.V., lés didikylés Sulfuves présen-

"tent une. bande:d'absorption. de::fatble intensité habituellement

observée. comme un épaulement .proche ;de 230 nm-. (57, 58). De

plus, une: transttion:électroniqué interviént d-de plus cour-

tes longueurs d'onde; @ ienviron 210 nm-avec:un ' c.compris

entre 1000 et 2500. .
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II ETUDE THEORIQUE DES TRANSITIONS

ELECTRONTQUES DES PEPEIDES COMPLEXES

A) Transitions électroniques du métal :

Les cinq orbitales d du palladium ou du platine, bien
que différentes, ont toutes la méme énergie dans 1'atome ou
dang 1l'ion libre. Or, la présence autour du cation des char-
ges négatives dues aux ligands léve cette dégénérescence.

L'effet prdduit sur les énergies des orbitales d, dé-
pend de la disposition des ligands autour du cation métal-
lique. De ce fatit, l'éclatement des niveaux d'énergie de
l'ion complexé est une mesure de la symétrie de son environ-
nement chimique.

Les complexes du Pd(II) et du Pt(II) que nous avons
étudids prdsentent une symétrie de type D h caractéristique
des complexes dit "plan-carrés”.

La figure 4 montre le diagramme énergétique des orbi-
tales de ces cations métalliques :

— X —y
4,277
6/
<
/ ‘g\\ a2
/ \2
/ N\ — dxy
F— e - 7
d an “ N
X"-y XYy Yz "Xa - dxy
\N— tz N
\—4g \\
< — dZZ
< ,
~xz,yz
~
S~ P —
’ Xz ,yz
Oh D,h D4h ‘
octahédrique distorsion plan
tétragonale - carré

FIGURE 4
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De ce fait, les spectres d'absorption dans la région
visible et du proche U.V. des complexes du Palladium (II) et

du platine (II) sont dus aux transitions électroniques

suivantes
- blg dXZ_yz
A
B
b2g dxy
BE
alg dZZ
e dxz,yz
g Y
Avec B alg - blg (Alg - Blg)
E -~ b (A - E )
g lg lg
A bzg - blg (Alg - Azg)
FIGURE 5

De plus, une levée de dégénerescence des niveaux d'é-
nergie dxz et dyz est mise en évidence lorsqu'une diminu-
tion de symétrie du complexe intervient, celui-ci passant
d'un type "plan carré” (D4h) a une symétrie de type ortho-
hombique (DZ)' Ce passage G une symétrie plus basse provo-
que le dédoublement de la transition E en deux transitions

dichroiques T'a et Tb (figure 6) (53).




r, () r_(g)
a

FIGURE 6

Les maxima d'absorption pour les bandes d-d du Pd(II)
et du Pt(II) sont situés entre 300 et 500 nm. En spectros-
copie U.V. la visualisation des transitions d-d est diffi-
cile. Elles se manifestent sous la forme d'un épaulement
englobant les différentes transitions situé sur la bande de
transfert de charge soufre-métal, les e des transitions d-d
étant faibles comparés au e des transitions de transfert

de charge.

B) Transitions électroniques par transfert de charge

L'absorption par transfert de charge est caractéris-
tique des transferts électroniques d'une orbitale principa-
lement localisée sur un atome vers une orbitale essentiel-
lement localisée sur un autre atome. Les énergies de ces
transitions sont habituellement beaucoup plus élevées que

celles correspondant aux transitions d-d.
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Le spectre de transfert de charge qui en résulte pré-
sente une absorption intense, généralement dans le domaine

de 1'ultraviolet.

Ces processus de transfert de charge sont de deux
types : du type ligand vers le métal, noté L —~ M, dans
lequel un électron est transféré d'une orbitale localisée
en grande partie sur le ligand vers une orbitale localisée
surtout sur le métal, et du type métal vers ligand, noté
M -~ L, dans lequel 1'électron est transféré dans le sens

inverse du cas précédent.

Les transitions par transfert de charge, au contraire,
des transitions d-d, ne sont souvent interdites ni par
multiplicité ni au sens de Laporte; par conséquent, elles
donnent de fortes bandes d'absorption avec des coefficients
d'extinction dont les valeurs sont comprises entre 500 et
2000.

Ce fait, associé a la différence d'énergie, permet de
distinguer 1'absorption par transfert de charge des absorp-
tions dues a4 des transitions d-d pour lesquelles e est en

général inférieur d 100.
Avec des ligands de type glycine ou S-alkyl-L-cystéine,
trois types de transfert de charge peuvent intervenir
oN - PA(II) ou Pt(IT)
oS — PA(II) ou Pt(II)
S - Pd(II) ou Pt(II)
L'énergie du transfert de charge soufre - métal est
plus faible que pour le transfert azote - métal. Le nombre

de couches électroniques de l'atome d'azote étant inférieur
@ celui de l'atome de soufre.
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III ETUDE THEORIQUE DU DICHROISME CIRCULAIRE

Quand une onde électromagnétique linéairement polarisée
traverse un milieu possédant un chromophore optiquement ac-
tif, ses composantes circulairement polarisées gauche et
droite sont différemment absorbées : s # €p- Il y a appa-
rition du phénoméne de dichroisme circulaire. La lumiére

résultante est elliptiquement polarisée (51 - 53).

L'activité optique est donc liée a4 l'antisotropie opti-

que du milieu.

FIGURE 7
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L'angle ¢ appelé ellipticité est relié aux indices
d'absorption KG et KD des lumiéres circulairement polarisées
gauche et droite par la relation

¢ = — (KG - KD) L
A

¢ : ellipticité exprimée en radians
longueur d'onde de l'onde électromagnétique

L : épaisseur du milieu

Pour exprimer 1l'ellipticité d'un soluté d'une maniére
pratique, deux grandeurs macroscopiques ont été introdui-

tes

9
¢ = —
le
¢ : ellipticité exprimée en degrés
1 : épaisseur du milieu exprimée en décimétres
c : concentration du soluté exprimée en gramme par

millilitre de solution

100
M : masse moléculaire du soluté

Sachant que l'indice d'absorption K est relié au coef-

ficient d'extinction molaire e par la relation

K = 230 .

4

C : concentration du soluté exprimée en mole par litre
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On montre que

8 = 3300 ( e, -~

¢ eD) = 3300 Ae

Ae = e, - € porte le nom d'absorption différentielle

D
dichroique.

L'ellipticité molaire © s'exprime en degré.cm_l.déci-

“1 . - P
mole ~, unité hors systéme consacrée par l'usage.

Le dichrographe fournit directement la différence de
densité optique (AG - AD) a& la sortie de l'échantillon pour

les lumiéres circulatirement polarisées gauche et droite.

On a done

3300 M (AG - AD) S

0 =
le
¢ : concentration du soluté exprimée en gramme par
litre
1 : épaisseur du milieu exprimée en centimétre
Sy e s, 2 . -1

S : est la sensibilité exprimée en mm

La différence A, - A_ est mesurée sur le spectre en mm.

G D
La combinaison de l'absorption différentielle (dichro-
isme circulatire) et de la différence de vitesse de trans-
mission de la lumiére polarisée droite et gauche (activité
optique) , dans la région spectrale ol se manifeste une bande
d'absorption optiquement active est appelée "effet COTTON".

Les courbes dichroiques représentent les variations de
be ou © en fonction de la longueur d'onde. On obtient
ainsi des courbes a effet Cotton positif ou effet Cotton
négatif représentant les mémes absorptions que les courbes

de spectroscopie é€lectronique.
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Il peut étre nécessaire d'expliciter une autre gran-
deur qui permet de mesurer les interactions entre un chro-
mophore et son entourage asymétrique : la force rotation-
nelle. Elle est parfois utilisée pour mesurer l'asymétrie

indutte dans la distribution électronique du chromophore.

Les phénoménes d'absorption et de dichroisme trouvent
leur origine dans des déplacements de charges induits par
une onde électromagnétique; ces déplacements produisent
des dipbles électriques et magnétiques, c¢'est pourquoi la

force rotationnelle R, d'un chromophore est liée a ces mo-

K
ments électriques et magnétiques induits

u_ et Mo ont respectivement les dimensions des mo-

ments électriques et magnétiques.

Si une molécule posséde soit un centre de symétrie,

soit un plan de symétrie, R, sera égal a4 zéro et on n'obser-

K
vera pas d'activité optique.
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IV ETUDES EN DICHROISME CIRCULAIRE
DES TRANSITIONS ELECTRONIQUES DES

PEPTIDES LIBRES ET COMPLEXES

En examinant les spectres dichroiques des peptides
libres et complexés, trois régions particuliéres peuvent
étre mises en évidence

- région des transitions intraligand du type amide ou
acide (A<220 nm)

- région des transitions électroniques par transfert

de charge et intrasulfure (225 nm<ix<290 nm).

- région des transitions électroniques centrées sur
les orbitales d-d du métal (A>300 nm).

Les transitions intraligand du type amide ou acide
présentent un spectre beaucoup trop compliqué pour pouvoir
étre aisément exploité. De nombreuses bandes se superposent
dans cette région spectrale et 1l est pratiquement impos-

sible d'extraire individuellement ces transitions.

Par contre, les deux autres régions correspondant aux
transitions électroniques par transfert de charge et aux
bandes d-d du métal sont d'une atde trés précieuse et four-
nissent de nombreux renseignements concernant les complexes
formés.

A) Région spectrale des transitions d-d du métal

Les différentes transitions électroniques pouvant in-
tervenir sur les couches d-d du métal ont €té présentées
dans le chapitre II et il y est précisé que celles-ci se
traduisent en spectroscopie U.V. comme un large épaulement

rendant impossible la différenciation de ces transitions.

La proximité immédiate dans l'espace du carbone assy-
métrique des acides aminés coordonnés au métal provoque une

perturbation asymétrique des transitions électroniques d-d.
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Il y a ainsi création d'un effet Cotton qui va per-
mettre d'individualiser les cing transitions possibles. De
plus, la région d-d ne se présente plus comme un épaulement
de la bande de transfert de charge mais devient bien indé-

pendante du reste du spectre.

En dichroisme circulaire, la transition B est "inter-
dite" pour le groupe de symétrie D4h, seules les transitions

A et E peuvent Etre observées.

B) région spectrale des transitions électroniques aroma-

tiques, intrasulfures et par transfert de charge

Les transitions électroniques aromatiques, intrasul-
fures et par transfert de charge ne présentent pas habituel-
lement de signal dichroique. Toutefois, lorsque les chromo-
phores impliqués dans ces transitions sont au voisinage d'un
centre chiral, celles-ci sont perturbées asymétriquement

et deviennent actives en dichroisme circulaire.

L'apparition et 1l'activation de ces bandes dichroiques
particuliéres sont trés utiles pour mettre en évidence et
déterminer les différents sites de complexation ainsi que

les changements de conformation des complexes étudiés.
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V PARTIE EXPERIMENTALE

Toutes les solutions ont été préparées & partir d'eau
distillée. Les concentrations en aminoacide et peptide sont

3

comprises entre 5.10 ° et 5.10°% motle par litre suivant la

solubilité du composé et le rapport peptide/métal est de 1.

Les spectres d'absorption ont été effectués sur un
spectrophotomeétre U.V. - visible Cary 219. Les cellules
utilisées sont en quartz et d'épaisseur 0,1 cm ou 1 cm.

Les régions explorées vont de 200 & 500 nm.

Les spectres dichroiques ont €té réaliséds sur un di-
chrographe Jobin et Yvon Mark III muni d'un systéme d'acqui-
sition et de traitement de données. Les mesures ont €té
faites avec des cellules en quartz de 0,01 a 2 cm d'épais—
seur. Le domaine de longueur d'onde exploré est de 200 nm

a 500 nm.
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VI ETUDE DES COMPLEXES DU PdA(II)

A) S-Benzyl-L-cystéine : Pd(ITI)

a) Spectroscopie U.V.

Comme cela a été exposé dans les généralités la spec—
troscopie U.V. n'apporte pas beaucoup de renseignements en

ce qui concerne le complexe étudié.

L'apparition de transitions électroniques par transfert
de charge (T.C.) dans la zone 250-300 nm semble indiquer que
l'on a bien la formation d'un complexe (Tableau II). Néan-
moins, ces bandes observées comme des épaulements peuvent
aussi renfermer les transitions électroniques intrasulfures

et aromatiques propres au ligand.

Toutefois, en comparant les valeurs et longueurs d'onde
maxima des transitions spécifiques aux orbitales d-d du
métal (tableau III) on observe un net déplacement des éner-
gies de ces transitions vers les plus courtes longueurs
d'onde, ce qui semple révéler la formation d'un complexe

impliquant la S-benzyl-~L-cysteine.

En examinant les variations énergétiques des transi-
tions d-d en fonction du pH, un changement de substituants
sur les deuxr sites de coordinations du Pd(II) non occupés
par la SBC est mis en évidence. Les Cl sont totalement ou

partiellement remplacés par H,0 ou OH en fonction de la va-~

2
riation de pH (62,69) et provoquent ainsi un déplacement de

longueur d'onde en accord avec la série spectroscopique.

b) Dichroisme circulaire

Région visible

Dans ce domaine de longueur d’'onde, les complexes mé-
talliques des acides aminéé ou des peptides présentent des
effets Cotton positifs et négatifs caractéristiques des
transitions électroniques d-d d 1l'intérieur de 1'ion mé-

tallique, comme cela a été exposé précédemment.
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TABLEAU IV

Principales bandes dichroiques de Pd(II)-SBC
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Quelqgue goil le pll (jusqgue 5), les spectres dichroiques
de Pd(IT)-S-Benzyl-L-cystéine sont identiques et présentent
un effet Cotton négatif situé a 400 nm ( Ae=-0,80) et un
effet Cotton positif a 350 nm environ ( Ae=+0,58) (tableau
IV). Ces deux bandes d'absorption peuvent étre attribuées
d'une part a la transition électronique A (400 nm) et pour
la bande non symétrique situde & environ 350 nm aux deux
transitions Fa(E) et Pb(E) résultant de la levée de dégé-

nérescence de la transition E.

Dans ce domaine de pH, le spectre dichroique de la
S-Benzyl-L-cystéine : Pd(II) est sensiblement identique 4
celut de la S-Méthyl-L-cystéine : PA(II), et la valeur des
énergies des transitions électroniques semble caractéris-
tique d'une coordination [N,S], comme cela a été mis en
évidence dans le cas du complexe de la S-Méthyl-L-cystéine
et du PA(II) (59-61). |

CH

N

NH, CH,

/’Té-———-—— s\

En se référant a la série spectroscopique, le rempla-
cement d'un Cl  par un azote ou un soufre sur le métal pro-
voque une stabilisation du complexe par effet de champ de
ligand, donc une augmentation d'énergie des transitions
€lectroniques d-d.

D'autre part, les valeurs des X max observées en U.V.

sont sensiblement les mémes que celles calculées & partir
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des parametres 6, déterminés pour les complexres plan-carrés
du Pd(II) (76). Ces paramétres caractérisent les groupes
fonctionnels du ligand complexés a un ion métallique spé-
cifique.

Les & pour différentes fonctions liées au Pd(II) sont

présentés dans le tableau V.

fonction : 6x (kK)
H,O 6,6
c1L” 5,3

NH,, 8,1
ofolo N 7,5
N~ (1) 8,3
N~ (2) 9,4

W

\
N

N

TABLEAU V

Ils ont été approchés empiriquement par comparaison
des spectres d'absorption de différents complexes du Pd(II)

portant ces groupes fonctionnels.

La variation d'énergie des transitions électroniques
d-d due au remplacement des ligands est calculée en uti-

lisant 1'équation suivante

&
A =n_ 6  + nb Gb + N 6c + nd éd et ? n. = 4
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6 6, et 6, sont les parameétres des ligands

a’ 6b‘
placés dans le plan x,y du complexe.

A pH > 7, le spectre dichroique change totalement
d'aspect et présente trois effets Cotton a 330 nm
( Ae = 0,21), 367 nm ( Ae = +0,49) et 425 nm ( Ae = +0,25).
De plus, la transition électronique située a 425 nm se pré-

sente comme une bande trés élargie.

Les deux transitions a 330 et 367 nm correspondant
aux deux transitions Fa(E) et Fb(E) , la bande large a 425
nm pourrait recouvrir les deux transitions é€lectroniques
A et B, cette derniére normalement interdite, devenant visi-
ble en dichroisme circulaire a la suite de la diminution

de symétrie de la molécule & plus haut pH.

Cette diminution de symétrie peut avoir diverses ori-
gines; cependant, le fait que les spectres soient iden-
tiques de pH = 0,8 G pH = 4,2 exclut l'effet de changement
de conformation du cycle du chelate du & la déprotonation

de la fonction carboxylique (pKa = 2,2).

Le remplacement de Cl par H,0 ou OH sur les deux

sites restant sur le Palladium achours du gradient de pH
se traduirait par une diminution des longueurs d'onde ma-
xima, conformément auxr régles de la série spectroscopique
dans la théorie du champ de ligand, phénoméne qui n'est

pas observé.

Ainsi a pH > 7, il est possible qu'il y ait la forma-
tion d'un dimére du typé

\
\/\/\/ on

wz(\/\/\
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Dimére supposé aussi par Lim et Martin (62) pour le
complexe Pd(OHZ)g# a pH > 7.

Il est intéressant de noter que l'on observe les mémes
variations de Ae 4 peu prés au méme pH dans le cas du com-
plexe PA(II)-S-Méthyl-L-cystéine (63), ce qui pourrait révé-

ler aussi la formation d'un dimére du méme type.

D'autre part, le spectre dichroique du complexe Pd(II)
- SMC présentant lesvmémes variations et changements de
signe des effets Cotton en fonction du pH que ceux du com-
plexe PA(II) - SBC, le remplacement du substituant méthyl
sur le soufre par un groupe plus volumineux ne semble pas

modifier considérablement le type de complexe formé.

Région U.V.

Le complexe Pd(II)-S-Benzyl-L-cystéine présente 4 pH
acide quatre signaux dichroiques a 296 nm ( Ae = -0,26), 865
nm ( Ae = +0,90), 238 nm ( Ae = +4,70) et 210 nm ( he =
-10,8, bande trés large) qui semble correspondre aux tran-
sitions amides intraligand. Les trois premiéres bandes

résultent de la formation du complexe.

Il est possible, dans un premier temps, d'éliminer les
transitions électroniques par transfert de charge azote
(NHZJ - palladium. D'aprés la théorie du champ de ligand,
plus 1l'atome de métal est volumineux, plus les électrons
affectés par les ligands sont sensibles a la levée de dégé-
nérescence, donc les transitions électroniques sont plus
énergétiques. Aussi, 1l est possible d'anticiper 1'ordre
dans lequel vont se situer les transitions azote (NHZ)

- métal

AoN -~ Pd(II) 2?2 < XoN - Ni(II) ? < AoN - Cu(II)
(270 nm)

Il en est de méme pour les transitions par transfert
de charge azote (N ) - métal (70 - 73), de ce fait la tran-

sition électronique par transfert de charge de 1l'azote
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(NHZ) -~ Pd(II) se situe a4 un niveau d'énergie trop haut
pour étre visible en dichroisme circulaire & une A>210 nm.

~

Il est clair que le signal situé & 296 nm (& plus fai-
ble énergie) correspond a la transition par transfert de
charge nS -~ Pd(II) (64 - 66). Cependant, si l'origine de
la bande & 238 nm est aussi la transition 4 transfert de
charge oS - PdA(II) (64,65), la bande dichroique a@ 265 nm
pourrait résulter de transitions intrasulfures mélangées

aux transitions intraaromatiques.

Ces transitions intrasulfures sont actives en dichrois-
me circulaire de par la proximité d'un centre chiral. Dans
le cas du complexe Pd(II) - SBC, deux types de centre asy-
métriques peuvent perturber ces transitions : le carbone
chiral de la S-~Benzyl-L-cystéine et l'atome de soufre rendu
chiral par la formation du complexe. Celle-ci provoque
l'apparition d'un troisiéme substituant sur le soufre qui
supporte de ce fait quatre substituants différents : le ca-
tion métallique, les deux groupes méthylénes non équivalents
et un doublet libre d'électrons. Lorsque l'on compare les
spectres dichroiques du complexe Pd(II) - SMC et ceux de
Pd(II) - Met (67), les transitions intrasulfures sont obser-

vées dans les deux cas.

Ainsi, 1l est peu bfobable que le carbone asymétri-
que joue un réle trés important dans 1l'activation des tran-
sitions électroniques sur le soufre, i1l faut impliquer l'ap-
parition d'un centre chiral sur l'atome de soufre au cours

de la formation du complexe.

La bande située & 265 nm observée comme un large épau-
lement peut contenir plus d'une transition. La transition
intrasul fure située dans cette région du spectre dichroique
peut étre accompagnée par des transitions centrées sur le
noyau aromatique du groupe benzylique. Ces derniéres peuvent
étre asymétriquement perturbées par la proximité du centre
chiral sur le soufre du a la formation du complexe (Pd)II -
SBC.
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En ce qui concerne les transitions par transfert de
charge supposées a 296 et 238 nm, 1l peut étre mentionné
qu'aucune transition de ce type n'est observée dans le com-
plexe PA(II)-L-Alanine avec une coordination du type [N,0],
elles semblent donc étre caractéristiques du transfert de

charge soufre - palladium.

D'autre part, l'attribution des bandes a4 265 et 238 nm
aux transitions par transfert de charge de n et oS 4
L'ion métallique du palladium respectivement, est en bon
accord avec ce qui est proposé par Miskowski et Schugar (66)
pour les complexes du cuivre avec des ligands contenant un
thioéther, si on tient compte de la levée de dégénérescence
plus élevée des orbitales d dans PA(II) (69).

A plus haut pH, les bandes dichroiques autour de 270 nm
deviennent trés larges et l'identification des différentes
transitions électroniques a partir du spectre n'est plus

possible.

Il est trés important de noter que l'on observe le méme
changement dans le spectre dichroique de cette région U.V.
a pi > 7?7 que celui observé pour les transitions d-d du pal-
ladium (inversion de signe de Ae). Cette totale modifica-
tion suppose une nouvelle fois 1l'existence d'un changement

important dans le type de complexe présent & ce pH.

En ce qui concerne cette région spectrale des transi-
tions électroniques par transfert de charge, le spectre di-
chroique du complexe PA(II) - SMC apparait mieux résolu que
celui du Pd(II) - SBC, notamment 1'individualisation des
deux bandes de transfert de charge S - PA(II) et des bandes
intrasul fures est plus atisée; cecti s'explique par la pré-
sence des transitions intra-aromatiques qui viennent com-

pliquer le spectre de la S-benzyl-L-cystéine.

Le complexe PAd(II) - SMC présente un effet Cotton né-
gatif a 256 nm attribué aux diverses transitions intrasul-
fures alors que celles-ci sont attribuées pour le complexe

Pd(II) - SBC a une large bande d effet Cotton positif d
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265 nm. Cette différence illustre bien 1l'importance de la
contribution des transitions électroniques intra-aromatiques

dans le spectre de la S-Benzyl-L-cystéine : PA(II).

Comme pour les transitions d-d, les bandes de transfert
de charge présentent les mémes vartiations en fonction du pH
pour les deux complexes (inversion du signe des effets
Cotton), ceci laisse supposer que l'on peut avoir des chan-
gements de conformation identiques en élevant le pH (possi-

bilité de formation d'un dimére a pH > 7).

B) Glyeyl-S-Benzyl-L-Cystéine : PA(II)

a) Spectroscopie U.V.

Contrairement au complexe Pd(II) - SBC, aucune varia-
tion d'énergie des transitions électroniques d-d du PA(II)
en fonction du pH n'est observée. Toutefois, un déplacement
général des longueurs d'onde maximum est constaté pour les
bandes d-d, elles passent de 380 nm pour le complexe de la
S-Benzyl-L-cystéine a 320 nm pour celui de la Glycyl-S-

Benzyl-L-cystéine.

Ce déplacement énergétique laisse supposer que dans le
cas de ce dipeptide un deuxiéme azote (de la fonction amine
terminale) intervient sur le troisiéme site de complexation
du Pd(II). Le complexe Pd(II) - GSBC présente donc une coor-
dination du type [N,N,S].

La bande caractéristique des transitions électroniques
d-d du métal se présente sous la forme d'un épaulement situé
sur la bande de transfert de charge, ceci peut expliquer

son absence de variation apparente en fonction du pH.

D'autre part, avec un complexe du type [N,N,S], 1l
ne reste plus qu'un seul Cl~ susceptible d'étre remplacé
par un OH  ou un H20 sur le métal lorsque l'on éléve le pH;
ainst, l'effet produit par ce remplacement sur la levée de
dégénérescence des niveaux d est beaucoup moins forte que
dans le cas du complexe Pd(II) - SBC.
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FIGURE 10

Spectre D.C. de Gly-SBC - Pd(II)

pH = 2,19

(400-250 nm)
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TABLEAU VII

Principales bandes dichroiques de PA(II) - GSBC
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b) Dichroisme circulaire

— o — ———— Wit i > U o T o e i O S0 T

Région visible

Dans tout le domaine de pH étudié, le spectre dichro-
tque de la région des transitions électroniques d-d du
pd(II) présente une extréme simplicité par rapport a celut
du complexe Pd(II) - SBC. Une large bande montrant un effet
Cotton négatif est observée & 340 nm. Celle-ci subit un net

effet hypsochome pour des pH > 10 (325 nm avec Ae = &8,76).

La largeur de cette bande dichroique laisse supposer
qu'elle représente le recouvrement des deux transitions

€lectroniques d-d permises A et E.

La faible longueur d'onde de cette transition compa-
rée & celle observée pour le complexe PAd(II) - SBC suggére
la formation d'un complexre faisant intervenir un troisiéme
site de coordination et semble caractéristique d'un com-

plexe du type [N,N,S].

CO\ /CH
/TN

CH, CH,

e
\2
/
AN

\

Cette proposition est en accord avec ce que propose
Bruce Martin pour les complexes du Pd(II) avec la di et tri-
glycine (61,74), le PA(II) étant capable de déprotoner

l'azote de la liaison peptidique avec un pKa d'environ 2.

Contrairement & ce qui est observé pour PA(II) - SBC
aucun changement significatif du signe des effets Cotton

n'est observé sur tout le domaine de pH étudié. Ainsi, au-




cune vartation de conformation du complexe ne semble inter-

venir en fonction du pH.

Le déplacement de longueur d'onde intervenant a haut pH
est du au remplacement de Cl  par 0H sur le quatriéme site
de coordination du Pd(II). La relative stabilité de 1'éner-
gie de transition d-d jusque pH = 9 peut suggérer que Cl~
demeure sur le dernier site du métal jusqu'a un pH nette-

ment basique.

Les transitions électroniques d-d du complexe Pd(II) -
GSBC se situent auxr mémes niveaux énergétiques environ que
celles du complexe PA(II) -~ GSMC (59), ce qui peut donner a
penser que le type de complexe est le méme en ce qui concer-
ne les sites de coordination et les atomes impliqués, cect
quelque soit la taille du substituant sur l'atome de soufre

de la cystéine.

Il n'en est certainement pas de méme pour le type de
conformation de ces deux complexes puisque les valeurs de
Ae pour PA(II) - GSBC sont nettement plus €lévées que
celles pour PA(II) - GSMC. La raison de cette différence
repose sur une répartition différente entre les 1soméres
possibles, notion qui sera développée 4 1l'aide des résul-

tats obtenus par résonance magnétique nucléaire.

Région U.V.

La région U.V. ne présente que trois signauxr dichroi-
ques sur tout le domaine de pH et plus particuliérement
pour un pH = 5,90 a 277 ( Ae=-0,99); 248 nm ( Ae=+1,82)
et 220 nm ( Ae=+0,1 ?).

Les bandes dichroiques situdes 4 248 et 277 nm peuvent
étre attribuédes respectivement aux transitions électro-

niques par transfert de charge oS — PdA(II) et nS — Pd(II)

Il est remarquable, cependant, du fait de la largeur de
ces bandes qu'elles contiennent chacune d'autres transi-
tions électroniques comme les transitions intrasulfures et

intra-aromatiques. Enfin, la bande & 220 mm peut étre at-
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tribuée a@ la transition n - n* du chromophore amide (75).

Comme pour Z& région visible, les valeurs de Ae pour
les transitions électroniques par transfert de charge sont
plus fortes pour le complexe PdA(II) - GSBC que pour Pd(II) -
GSMC, ce qui confirme la possibilité d'une répartition dif-

férente des populations d'isoméres entre ces deux complexes.

C) Glyeyl-Glyeyl-S-benzyl-L-cystéine : PA(II) et Glycyl-
Glycyl-S-méthyl-L-cystéine : Pd(II)

a) Gly-Gly-SBC - Pd(II)

Dans tout le domaine de pH étudié, le spectre dichro-
ique présente dans sa totalité une extréme complexité con-

trairement a celui du complexe Gly-~SBC — PdA(II).

De plus, on peut observer des changements considérables
en fonction du pH concernant 4 la fois les valeurs de Ac

ainst que l'allure du spectre dichroique.

De ce fait, l'attribution des différentes bandes di-

chroiques est relativement difficile.

On peut observer dans une grande partie du domaine de
pH exploré, une bande dichroique située 4 environ 450 nm qui
peut étre attribuée a une transition électronique de type B.
L'apparition de cette bande est principalement la conséquen-
ce d'un abaissement de symétrie intervenant sur les types de

complexes présents en solution.

Toutefois, la complexité du spectre dichroique semble
révéler la présence d'un mélange d'espéces qui se trouvent
en échange assez rapide. Le méme phénoméne est observé sur
le spectre de résonance magnétique nucléaire du proton du
complexe Gly-Gly-SBC — PA(II). Celui-ci n'est absolument pas
résolu (méme sur un appareil & haut champ 500 MHz), on ne
peut observer qu'une "bande" large d'environ 3 ppm située &
la fréquence de résonance des protons du systéme ABC et des

différents protons méthyléniques.
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F1GURE 10

Ypectre D.C. de Gly-Gly-SBC - Pd(LI) (500-300 nm)
pH = 0,9(—=); 2,15(....); 5,73(---); 8(— —)

’
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Ainsi, la présence d'un résidu diglycine semble rendre
difficile la formation d'un complexe de type [S,N,N,N], quti
impliquerait 1'établissement de contraintes stériques assesz
importantes. Aussi, @ partir de cette hypothése, nous pou-
vons avoir en solution un mélange de différents complexes
possibles & partir des sites de complexation présents sur
la molécule. Malheureusement, 1l est difficile d'individua-
liser ces complexes car le spectre dichroique n'est qu'une

résultante des spectres dichroiques de ces espéces.

L'analyse par spectroscopie électronique du complexe
GGSBC - Pd(II) donne un faible épaulement sur la bande de
transfert de charge (280 nm) situé a environ 320 nm, qui

correspond a la transition d-d du métal.

Cette valeur est a rapprocher de la longueur d'onde de
la méme transition concernant le complexe GSBC - PA(II) et
semble étre une preuve de la non existence de maniére pré-
pondérante d'un complexe de type [(S,N,N,N], plus que les
valeurs des transitions électroniques en dichroisme circu-
laire sensiblement identiques G celles de 1'espéce GSBC -~
Pd(II).

b) Gly-Gly-SMC — Pd(II)

Le spectre dichroique du complexe GGSMC - PA(II) est
sensiblement moins compliqué que celut de GGSBC - Pd(II).

L'allure du spectre est presque identique en ce quti
concerne les valeurs des énergies de transition que celutil
observé pour le complexe SMC - PA(II) (59), ceci pour une

méme zone de pH.

Il serait alors factile de conclure que 1l'on a le méme

type de complexe [S,N] observé pour les espéces SMC - Pd(II)

(59) et GGSMC - Pd(II). De plus, l'absence de spectre di-
chroique caractéristique d'une coordination de type [S,N,~

N,N] peut résulter des mémes causes exposées pour le com-
plexe GGSBC - PA(II).




Toutefois, tl est plus probable que 1'on ait comme pour
GGSBC - PA(II), un mélange d'espéces en échange rapide, phé-
noméne & l'origine de la trés mauvaise résolution du spectre :

de résonance magnétique nucléaire des différents protonsfdu
complexe GGSMC - PA(II).
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TABLEAU IX
Principales bandes dichroiques de GGSMC - PdA(II)
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.FIGURE 12
de Gly-Gly-SMC - PdA(II)

Spectre D.C.

(500-270 nm)
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FIGURE 13

Spectre D.C. de Gly-Gly-SMC - Pd(II)

(320-220 nm)
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VII ETUDE DES COMPLEXES DU Pt(II)

A) S-Benayl-L-cystéine : Pt(II) et S-Méthyl-L-cystéine
> Pt(II)

a) Dichroisme circulaire

- ——— . — o —_— - (r—— (. - —— o~ ———

Il faut noter que dans le cas du complexe du platine,
seule la complexation en milieu acide a pu étre étudiée,

une élévation de pH entrainant la formation d'un prééipité.

Il est bien connu que le Pt(II) présente le méme type
de complexes que le Pd(II) (89), ainsi les complexes Pt(II)
- SBC et Pt(II) - SMC présentent une coordination du type
[N,S], comme cela a été mis en évidence dans le cas du com-
plexe PA(II) - SBC.

Région visible

A pH = 1,1 les spectres dichroiques présentent un effet
Cotton négatif situé a 402 nm ( Ae=-0,07), un effet Cotton
positif a 357 nm ( Ae=+0,22) et un effet Cotton négatif
@ 320 nm ( Ae=-0,06) qui peuvent étre attribués respec-

‘tivement aux transitions électroniques d-d A, Pa(E) et

Il est intéressant de noter le caractlre non symétrique
de la bande d'absorption située a 402 nm qui pourrait de ce
fait contenir la transition B en plus de la transition A, ce
qui avec la levée de dégénérescence de E peut étre carac-
téristique d’'un abaissement de symétrie sur le platine. Ce
type de spectre était aussi observé pour le complexe PA(II)
- SBC.

Il faut remarquer que les bandes dichroiques des com-
plexes Pd(II) - SBC et Pt(II) - SBC sont is0énergétiques,
résultat assez inattendu car un effet hypsochrome devrait
étre observé dans le cas de Pt(II) - SBC puisque celui-ci
posséde une couche électronique supplémentaire (passage de
4d%(pacrry)) a 548 (Pt(11)). Les électrons 5d° étant plus sen-
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~-sibles d l'effet de champ des ligands, la levée de dégéné-
rescence est plus' importante donc les transitions électro-
niques plus énergétiques pour le Pt(II) pdr rapport au
Pd(II) (87).

Pour expliquer cette similitude entre les deux spectres
du PA(II) et du Pt(II) il est possible de supposer que l'un
des deux sites non complexés par la SBC sur le Pd(II) su-
bisse un échange en solution aqueuse et qu'un des Cl soit
remplacé par une molécule d'eau, ce qui aurait pour effet
d'aprés la lot de la série spectrosopique d'augmenter 1l'ef-
fet de champ des ligands, donc d'augmenter 1l'énergie des

transitions électroniques intervenant sur le palladium.

Cet échange de ligand trés probable dans lé cas du
Pd(II), l'est beaucoup moins en ce qui concerne le Pt(II).
Les électrons périphériques du platine étant plus éloignés
du noyau que ceux du palladium, ceux-ci sont beaucoup plus
fortement impliqués dans les liaisons intervenant dans le
complexe. Ainsi la liaison Pt(II) - Cl doit étre beaucoup
plus forte que la liaison Pd(II) - Cl.

De plus, les cinétiques de formation des complexes du
Pd(II) et du Pt(II) sont trés différentes et la réaction
d'échange du ligand sur le palladium est 105 fois plus
rapide que celle du complexe du Pt(II) correspondant. La
substitution d'un C1 par une molécule d'eau dans le com-
plexe cis [dichloro-Pt-amines] est trés lente (88).

Ainsi, 11 pdrait Zogiqﬁe de supposer qu'un échange du
¢l  par H,0 intervient sur le complexe Pd(II) -~ SBC et non
sur le complexe Pt(II) - SBC. Ceci pourrait expliquer l'éga-

lité de longueurs d’'ondes des différentes transitions.

En ce quibconcerne le complexe du Pt(II) - SMC, les
mémes remarques peuvent étre faites comparativement au com-
posé PA(II) - SMC (59). Le complexe du platine comme dans

le cas du palladium présente une coordination du type [N,S].

A pH = 1,58, les spectres dichroiques montrent deux
bandes & 394 nm (~0,03) et 353 nm (+0,18) qui peuvent étre
attribuées respectivement aux transitions électroniques
A et E.
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FIGURE 15
Spectre D.C. de SBC - Pt(II) {(290-230 nm)
pH = 1,1
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FIGURE 16
Spectre D.C. de SMC - Pt(II) (500-300 nm)
pH = 1,58( —): 6,42(....); 8,09 (-=-)
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200

250 nm

FIGURE 18

Spectre D.C. de SMC ~ Pt(II) (250-200 nm)
pH = 1,58(—): 6,42(....); 8,09(~---)
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Il faut noter une variation de signe de l'effet Cotton
de la bande A en fonction du pH; le signe est négatif a
'pH = 1,58 et devient positif a4 pH = 8,09. Toutefois, un tel
changement n'affecte pas la transition E comme dans le cas
du complexe du Pd(II) - SBC.

De ce fait, 11 est délicat d’expliquér cette variation
de signe de l'effet Cotton de la bande A par un changement
de type de conformation du complexe en fonction du pH comme
nous l'avions supposé pour Pd(II) - SBC (formation d'un
dimére) puisque la bande E semble peu affectée.

Région U.V.

Pour le complexe Pt(II) - SBC a pH = 1,1, une bande
dichroique est observée a 290 nm‘(+0,33) et une autre a
250 nm (-1,25) qui peuvent étre affectées respectivement a
la transition €lectronique par transfert de charge =S
- Pt(II) et a la transition T.C. oS - Pt(II) associée aux

transitions intrasulfures et intra-aromatiques.

En ce qui concerne Pt(II) - SMC, & pH = 1,58 le spectre
dichroique montre un effet Cotton positif & 278 nm ( Ae=
+0,53) et un autre négatif a 222 nm ( be=-5,4). Le premier
peut étre attribué a la transition électronique par trans-
fert de charge =S - Pt(II) et le second au transfert
oS - Pt(II). Ces bandes sont assez larges et doivent con-

tenir les transitions intrasulfures et intra-aromatiques.

Les résultats obtenus avec le Pd(II) sont sensiblement
identiques 4@ ceux obtenus avec le Pt(II). Ainsi, le rempla-
cement de l'atome de palladium par le platine ne semble pas
provoquer de grands changements dans le type de complexe
avec¢ la SBC et la SMC (figure 19); toutefois, i1l faut noter
que la formation d'un dimére & pH > 7 n'est pas vraiment

mis en évidence en ce qui concerne le complexe Pt(II) - SMC.




105

OWS - (II)3d °p sonbrTuox30979 suoTlTsueay saredIduTad
IIX NVITIEYL
i : : i i
i A : : i i
i (II)3d -~ ¢S : : i i
1 abaeyo op -sueiy : 00S¢ : 00¢ H i
§ i . i . ]
i [l & : 0TS . : 9G¢ i Zv’ 9 i
i o - i ]
i : : i i
i (II)3ad S : : i i
i @ebieyo sp -suriz : 0562 : S0t i i
i : . i i
i p-p : 09L : 09€ i 8 T i
i : : i i
i : : i i
T : : , i H
i : (1° nwaOE.HIEUV : (wu) i i
i uoraingrilae : 3 : Xeuw Y i Hd i
i R : i i
i : : i i




- - 106 -

\

CH —— ch,

/

NH, 'S

~N T

Pt

FIGURE 19

-—— - —— - o - —— -

Les valeurs des longueurs d'onde sont sensiblement
identiques & pH = 1,58 comme & pH = 6;42, aucun déplacement
énergétique n'est observé, ce qui semble indiquer qu'il n'y
a pas d'échange de ligand (remplacement d'un Cl~ par un H 40
ou un OH™ ) en fonction du pH sur les sites libres du cation
du platine; ceci étant du & la force particuliére de la
liaison Pt - Cl.

" B) Glyecyl-S-benayl-L-cystéine : Pt(II) et Glycyl-S-méthyl-
L-cystéine : Pt(II) ’

~ Une diminution trés sensible des longueurs d'onde est &
noter en comparant le spectre d'absorption électronique du
complexe Gly-SMC — Pt(II) avec celui du complexe SMC -
Pt(II). La bande d'absorption de la transition d-d du Pt(II)
du composé SMC — Pt(II) située & 305 nm & pH = 1,58 (épau-
lement) passe pour le complexe Gly-SMC — Pt(II) a 255 nm &
pH = 2,10 (épaulement).

Cette variation de la valeur de longueur d'onde peut
étre significative de l'intervention d'un nouveau site de
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complexation sur le platine d savoir l'atome d'azote de la
liaison peptidique. Ainsi, pour 1'espéce GSMC-Pt(II), on
peut supposer la formation d'un complexe du type [S,N,N] im-
pliquant l'atome de soufre,yl’azote de la liaison peptidique
et celui de la fonction amine terminale du résidu Glycine,
tdentique a ce qui a été mis en évidence pour le complexe
Gly-SMC — PA(II) (59).

co CH
/ ™~ N — \
CH2 ) CHZ
\\\\ ////” Pt ////
NH; T~
! ! !
! ! !
pH ! A max ! € !
! nm ! cm_l.moleﬁl.l !
! ! !
; : !
2,10 ! 255 (ep.) : d-d !
] . 1
4,26 ! 256 (ep.) : d-d !
! : !
6,66 ! 255 (ep.) : da-da !
! ) : !
11,50 ! 260 (ep.) : d-d !
1 : !

G e tuw bm b bm b b= se s b s b

TABLEAU XIV

Principales transitions électroniques de GSMC - Pt(II)
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Il en est de méme pour le complexe Gly-SBC — Pt(II).
L'espéce SBC — Pt(II) présente 4@ pH = 1, une transition
électronique d-d située & 305 nm (e = 330) alors que le com-
plexe Gly-SBC — Pt(II) montre & un pH = 2,30 un épaulement

& 255 nm correspondant & cette méme transition d-d.

Cet effet hypsochrome, comme pour le complexe GSMC —
Pt(II), peut étre caractéristique de la formation (par la
présence d'un résidu Glycine éupplémentaire par rapport d
1'espéce SBC — Pt(II)) du complexe de type [S,N,N] figuré
plus haut.

De plus, pour les deux complexes, on peut remarquer la
stabilité des valeurs de longueur d'onde en fonction du pH
qui est caractéristique de la force de la liaison Cl - Pt,
comme cela a déjd été souligné pour les complexes impliquant
la S-benayl-L-cystéine et la S-méthyl-L-cystéine.

! ! ! !
! ! ! !
! pH ! A max ! -1 € 1 !
! ! nm ! cm “.mole .1 !
! ! ! !
! ! : !
! 2,30 ! 255 (ep.) : d-a !
! ! : !
! 4,36 ! 258 (ep.) : d-d !
! ! : : !
! 7,69 ! 255 (ep.) : d-da !
! ! : !
! 11,08 ! 255 (ep.) : d-d !
! ! : !

TABLEAU XIII

Principales transitions électroniques de GSBC - Pt(II)




b) Dichroisme circulaire :

. ——— - - - — ——— o g

jaY)

Les spectres bichroiques du complexe Gly-SBC — Pt(II)
‘pH = 2,30 montrent plusieurs bandes situées d@ 353 nm ( Ae=
-0,20), 275 nm (Ae = -0,77), 233 nm (Ae = +2,70) et 220 nm
(Ae = -4,40) qui peuvent étre attribuées respectivement aux
transifions électroniques A + E, par transfert de charge
S - Pt(II), intrasulfures et intra-aromatiques et par
transfert de charge'oS -~ Pt(II).

Quant aux spectres du complexe Gly-SMC — Pt(II), ils
présentent a pH = 2,10 plusieurs bandes dichroiques situées
a 356 nm (Ae = -0,16), 281 nm (Ae = -0,47) et 233 nm (Ae =
+3,00) attribuées respecfivement auxr transitions d-d A + E,
par. transfert de charge xS — Pt(II) et intrasulfures et par
par transfert de charge oS - Pt(II).

Ces différentes valeurs issues des spectres dichroiques
des complexes Gly-SBC — Pt(II) et Gly-SMC -~ Pt(II) sont si-
milaires & celles des complexes SBC — Pt(II) et SMC — Pt(II)
ce qui peut poser certains problémes quant 4 la détermina-

tion du type de complexe présent en solution.

) Toutefois, comme nous 1'avons vu plus haut, 1'étude par
spectroscopie €lectronique U.V. et visible ne laisse aucun
doute sur la nature du complexe formé (type [S,N,N]).

C) Glycyl-Glycyl-S-Benzyl-L-cystéine : Pt(II)

~ Le spectre d'absorption U.V. du complexe Gly-Gly-SBC -
Pt(II) montre un leger épaulement situé & 265 nm qui peut
~étre attribué aux transitions électroniques d-d du platine.
Cette valeur est d’comparer avec celles des complexes Gly-
SBC ~ Pt(II) et SBC — Pt(II), étant respectivement 255 nm et
305 nm.

Ainsi, on peut exclure la présénce d'une coordination
de type [S,N,N,N] de fag¢on majoritaire, du fait de l'inexis-
tence d'un effet hypsochrome sur 1l'ensemble des longueurs
d'onde. Aussi, il est possible que 1l'on ait en solution, un

mélange d'espéces de différents types de coordination, ceci
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Principales bandes dichroiques de Pt(II) - GSBC
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FIGURE 22

Spectre D.C. de GSBC - Pt(II) (250-200 nm)
pH = 2,3(—), 4,39(---), 7,69(...5), 11,08(—¢—e—
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TABLEAU XVI
Principales bandes dichroiques de GSMC - Pt(II)
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300 , ‘ 400 - 500 nm

FIGURE 23

Spectre D.C. de GSMC - Pt(II) (500-300 nm)
pH = 2,1(—), 4,26(---), 6,66(....), 11,16(—-—.— )
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FIGURE 25

Spectre D.C. de GSMC - Pt(II) (250-200 nm)

2,1 (——), 4,26(-<=), 6,66(....), 11,16(—.—-—
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ouvant étre du, comme nous l'avons supposé dans le cas du
p .

complexe du palladium, & la présence du résidu diglycine.

Ceci est plus ou moins confirmé & la lecture des spec-
tres dichroiques qui sont toutefois moins complexes que ceux
de 1'espéce Gly-Gly-S-Benzyl-L-cystéine — PA(II), ce qui
peut s'expliquer par la différence de cinétique des réac-
tions d'échange de ligand existant entre le palladium et le
platine, celui-ci étant beaucoup moing réactif.

Toutefois, 11 est interessant de comparer le spectre
dichroique du complexe Gly-Gly-~SBC — Pt(II) & celui de SBC —
Pt(II). Ainsi, on retrouve sensiblement les mémes transi-
tions placées & des longueurs peu différentes en ce qui con-
cerne les transitions d-d du platine, matis 1l faut noter
1'inversion de signe de Ae.

Ceci pourait signifier que nous sommes principalement
en présence d'un complexe de type [S,N], 1l'apparition d'une
coordination [S,N,N,N] pouvant étre contrariée par le »
"poids" du résidu diglycine comme cela a été avancé pour les
complexes du PA(II) avec le méme ligand. De plus, la chaine
diglycine pourait étre a 1'origine de 1'inversion de signe

de Ae remarquée entre SBC — Pt(II) et Gly-Gly-SBC — Pt(II).
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TABLEAU XVII

Principales bandes dichroiques de GGSBC - Pt(II)
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FIGURE 28

Spectre D.C. de GGSBC -~ Pt(II) (250-200 nm)
pH = 1,2(....), 6,3(—), 9,5(---)
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La comparaison des spectres R.M.N. des peptides libres
et complexés apporte beaucoup de renseignements sur les
sites de complexation et la stéréochimie des complexes étu-
diés. L'étude par R.M.N. permet de confirmer et d'approfon-
dir les hypothéses émises a partir des spectres d'absorp-

tion électronique et de dichroisme circulaire.

Les seuls acides aminés optiquement actifs dtudiés
dans ce travail sont des dérivés S-alkylés ou arylés de la
cystéine et présentent donc un spectre ZH R.M.N. de type

ABC correspondant a la résonance de l'unité — CH — CHy —.

En effet, les protons géminés sont le plus souvent
is0chrones. Cependant un‘phénoméne de non équivalence magné-
tique au sens du déplacement chimique est susceptible d'étre
tntroduit par une disymétrie ou pseudodisymétrie molécu-

laire.

C'est le cas des amino acides autre que la glycine quti
présentent un centre de chiralité (Ca), ce qui entraine

la non équivalence des protons du -— CBHz .

\ _.NH,

ﬁ:‘:;a—--(x30f|

HE \

Donc les deux protons Ha et Hb du méthyléne en o du

Hc

carbone asymétrique, ne présentant pas le méme environnement
chimique sont diastéréotopiques, ils présenteront donc un

spectre du type AB.

De plus, dans le cas des amino acides, on a la présence
en position wictinale du proton He porté par le carbone asy-
métrique qui donne donc avec les protons Ha et Hb un spectre
R.M.N. de type ABC.
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FIGURE 29
Spectre lH R.M.N, de type ABC .
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SR, SR, ?

Hc COoH R,HN Hc J
H H
HA HB A B
NHR, COOH
1 | 2
SR,
HoOC NHR,
Ha Hg
He
3
|
FIGURE 30
Notation des rotaméres (autour de la liaison Ca — CB)
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En solutton, un amino acide présente un équilibre ra-
ptde entre trois rotaméres différents, 1a rotatton se fai-.

sant autour de la liaison Ce — (B.

Ces trois types de rotaméres sont représentés par des
progecttons de Newman (figure 30) et leurs rapports de popu-

latton sont égaux a P PII et Pr.. .

Les deux groupements volumineux — COOH et - SR, sont
en position trans dans le rotamére II, gauche dans le rota-
mére I et gauche aussi dans le rotamére le plus encombré
(rotamére III) ou les trois substituants sont adjacents.

La détermination 4 partir du spectre'des six paramétres
qui caractérisent le systéme ABC ne présente habituellement
aucune difficulté (figure 29). Ces paramétres sont les dif-
férentes constantes de couplage Jags Y00 JBC et les dépla-
cements chimiques des protons concernés v, vg et v, .

k]

‘La lecture directe sur le spectre ne permet de connai-
tre exactement que JAB et Vo toutes les autres variables
ne peuvent étre qu'approximées dans un premier temps; il
est nécessaire d'utiliser une méthode de calcul par itéra-

tions permettant d'approcher leurs valeurs exactes.

Karplus a proposé une méthode d'approximation des cons-
tantes de couplage vicinal en fonection des angles entre
les différentes Ziaisons C — H de — CaH - C8H, pour les
trois rotaméres (77). Selon la valeur de l'angle dihédral,

Karplus propose deux équations pour déterminer J vicinal

‘ _ b oy’
pie = k1 cos” 0 + A (0 < & < 90°)

J

I
~
Q
<
-7}

vie = kg 6 + B (90 < ® < 180°)
Certaines corrections doivent étre introduites car la
"constante de couplage gauche dans 1'isomére trans (II) peut
différer des deux autres éonstantes'de couplage gduches dans
~les isoméres gauches (I et II); il en est de méme pour les
couplages trans. '
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~ L'évaluation de ces constantes de couplage gauche (Jg)
et trans (Jt) permet de déduire la population des trois con-

forméres décalés.

J,.p €t Jpo Peuvent étre rapportées aux fractions mo-

laires de chacun des trois rotaméres et aux paramétres Jg et

J, dus aux positions du proton H, relativement & H, et HB

t c A
par l'intermédiaire des équations de Pachler (78,79)

JAC = PI Jg + PII Jt + PIII Jg
JBC = PI Jt + PII Jg +'PIII Jg
avec PI + PII + PIII =1
done Jpo — JAC = (PII - PI) (Jt - Jg)

de ce fait quand J, est supérieur a Jg et Jpn supérieur a4

J la fraction molaire P est supérieure a P

AC Ir I -
De ces équations, on en déduit les populations des dif-

férents rotaméres

. (Tpo = 94)
;=

(7, = d,)
. (4o = 94
Ir -

(Jt — Jg)
. (Jp0 = 9,0
IIr -

(7, = J,)

Les paramétres les plus utilisés sont ceux proposés en

premier par Pachler (78 — 80) avec

J = 2,566 Hz

J, = 13,60 Hz
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PARTIE EXPERIMENTALE

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du pro-
ton ont été€ enregistrés sur un spectrométre Brucker WP 80
(80 MHz) et un Brucker WP 200 (200 MHz) avec une concentra-

2

tion en amino acide et en peptide de 10 ° mole par litre

@ 300 + ou — 2°K en ce qui concerne la S-Benazyl-L-cystéine,
la Glycyl-S-Benzyl-L-cystéine et la Glycyl-Glycyl-S-Méthyl-

L-cystéine.

Les spectres R.M.N. du proton de la Glycyl-Glycyl-S-
Benzyl-L-cystéine ont été enregistrés sur un spectrométre
Brucker WM 500 (500 MHz) avec une concentration de 5.10"3
mole par litre & 300 + ou — 2°K.

L'analyse et la simulation du spectre de type‘ABC ont
été mendes sur un calculateur de type Apple II; nous avons
utilisé pour le calcul des popuiations de rotaméres le jeu
de constantes de Pachler. '

Toutes les solutions sont faites dans D,0 et les pH
ajustés avec du DCl ou NaOD. La référence utilisde est le
3-(Triméthylsilyl)~1-propane-sulfonique acide (sel de so-
dium) . |

 Tous les complexes étudiés sont dans le rapport 1:1.
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I ETUDE DES SPECTRES R.M.N. DES PEPTIDES LIBRES

A) S-Benzyl-L-cystéine : (Tableaux XVIII et XIX)

Le spectre de résonance magnétique nucléaire du pro-
ton de la SBC non complexée en solution aqueuse est composé
a tout pH, d'un singulet pour les protons du méthyléne du
groupe benzyl, d'un autre singulet plus ou moins élargi a
la base pour les protons portés par le cycle aromatique et
de deux multiplets caractéristiques d'un systéme ABC pour

les protons de l'unité — CaH — CBH, (figure 31).

2
Le dérlacement vers les champs faibles du pic de réso-
nance du CH2 benzylique (3,8 ppm) par rapport 4 un CHZ ali-
phatique s'explique par le déblindage opéré par les élec-
trons n du noyau aromatique, ces protons sont toutefois
moins déblindés que ceux portés par le cycle aromatique
dont la position du pic de résonance est caractéristique

(7,5 ppm).

La résolution apportée par un spectrométre 80 MHz n'est
pas suffisante pour individualiser les différents types de
protons aromatiques présents dans la SBC, un singulet plus
ou moins large d la base est seulement obtenu & la place du
multiplet attendu. |

Le signal du proton CaH se présenie comme un triplet
avec un large pic médiant (résultant du recouvrement des 2
raties centrales du quartet théoriquement attendu) et les
deux protons du CBH2 montrent un multiplet caractéristique
d'un systéme ABC (8 raies visibles sur les 15 théoriquement

calculées).

Le pic de résonance situé & 4,8 ppm est celui des pro-
tons de HZO présents sur tous les spectres R.M.N. du fait de
l'échange hydrogéne-deutérium des protons portés par 1'atome

d'azote et le groupement carboxyle.

L'utilisation des constantes de couplage vicinales

J et JB

AC calculées a partir du spectre R.M.N., nous permet

c
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Priz

Prr

-t amp

Jpc

Jac

Jan

pH

Hz!

Hz!

Hz!

0,33

0,55

0,12

15,1

0,93

o

0,34

0.64

0,02

14,9

6,20

e

LX)

-

-

-
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0,35

0,55

0,10

13,7

10,90

-

(3

TABLEAU XIX

Constantes de couplage et population des rotaméres de la SBC
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d'évaluer les populations relatives des trois rotaméres
(tableau XIX). Le éonformére II (figure 30) posséde la frac-
‘tion molaire la plus élevée, ce qui s'explique par les ef-
fets stériques qui favorisent la position trans du thio-
éther volumineux par rapport au groupement carboxylique. Ce
résultat est similaire & ceuxr trouvés pour la S-Méthyl-L-
cystéine (86). |

B) Glycyl-S-Benzyl-L-cystéine : (Tableaux XX et XXI)

Les spectres R.M.N. du proton de la Gly-SBC non com-
plexée présentent le méme systéme ABC déjd mis en évidence
pour la SBC (figure 32). Les noyaux H, et Hpy possédent envi-
ron les mémes déplacements chimiques que ceux des protons
A et B dans la S-Benzyl-L-cystéine, alors que le quartet du
proton CaH est déplacé vers les champs faibles (Tableau

XX). Le noyau H, de la Gly-SBC subit un déblindage par rap-

c
port au proton HC de la SBC de par la formation de la liati-
son peptidique qui déplace la densité électronique sur la
liaison N — Ca un peu plus vers l'azote que dans le cas de

la SBC.

' D'autre part, le singulet du & la résonance des deurx
protons méthylénes du groupe benzylique présente le méme
déplacement chimique que pour la SBC et se trouve confondu
avec le singulet résultant de la résonance des deux protons
du résidu Glycine.

Les fréquences de résonance des différents protons va-
rient trés peu en fonction du pH, sauf pour les noyaux du
CH, de la Glycine qui subissent & partir de pH = 8 la dépro-
tonation de 1l'amine terminale et le blindage en résultant,
d'ou le déplacement des fréquences de résonance vers les
’ champs forts. Le méme phénoméne est remarquable en ce quti

concerne le proton H, du résidu S-Benzyl-L-cystéine (dépro-

c
tonation de la fonction carboxylique 4 un pH d'environ 2).

Les fraction molaires des différents rotaméres sont
sensiblement identiques d celles trouvées pour la SBC (Ta-



-136-

.0gs-ATD el op suojzoiad s31uaI93IJTP sop sanbrwrtys siuawsdeTdaq

XX OVdT1dVYL

i i i
i : : i i
i 96z'¢€ : z18’¢ : S8E’¥ : oLs’z 068°2 i 0€’ 1T i
i : : : i i
i : : _ : i i
i Z6S'€ : TZ8' € : £6€'¥ : 186°C : v88'¢ i ov's8 i
1 : ) : : H 1 i
1 H : : . h 1
i 608" € : ST8' € : T6E’ Vv : S86°¢C : 658°¢ i 06V i
1 : ‘ : H : 1 1
i : . : H H i
i €6L°€ : s08° € : veE’' Y : €86°C : 8587 i ve'e i
i . : : : : i i
i . _ : : _ : : i i
i 0s8°€ : 0S8’ € : €29'¥ : vS0'€ : Z€6'2 i 99°0 i
H . ’ : ol : i h
i : : : : i i
i (wdd) i (wad) i - (wdd) g (wdd) i (wad) i i
i 9 i z i S i i i
i a i H9q i Ja i 4 i Ya i nd i
i i i i i i i
i i i i i i i




-

Prit

PII

- -

Jae

- -

Jac

JaB

[T —

-

—

Hz!

Hz

Hz!

-

-

0,26

0,55
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TABLEAU XXT

Constantes de couplage et population des rotaméres de la Gly-SBC
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bleau XXI) et le rotamére IT qui présente le moins d'effets

stériques est prédominant en solution.

C) Glyecyl-Glycyl-S-Méthyl-L-cystéine : (Tableau XXII)

Les spectres R.M.N. du proton de la GGSMC non complexée
présentent le méme systéme ABC déja mis en évidence pour la
SMC et la SBC (figure 32). Les noyaux HA et HB

déplacements chimiques relativement identiques 4 ceux des

possédent des

protons A et B de la GSMC (59), ceci pour une méme zone de
pH. Il en est de méme pour les valeurs de 6 du proton C du
résidu SMC. '

D'autre part, le singulet du & la résonance des trois
protons du groupe méthyle — S - CH3 présente la méme fré-

quence de résonance que pour GSMC.

Les fréquences des différents protons varient trés peu

en fonction du pH, sauf pour les noyaux du — CH,— du résidu

glycine qui subissent pour un pH = 8,10 la dépritonation de
la fonction amine et le blindage en résultant; d'ott le dé-
placement des fréquences de résonance vers les champs forts.
Ceci nous permet d'individualiser les deux groupes méthy-
lénes des motifs glycine, le singulet situé & 3,92 ppm
correspondant au — CH o~ de la glycine terminale et celuti si-

tué & 4,57 ppm & l'autre motif glycine.

Les fractions molaires des différents rotaméres sont
sensiblement identiquee & celles trouvées pour la GSMC et le
rotamére II qui présente le moins d'effets stériques est
prédominant en solution.
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II ETUDE DES SPECTRES R.M.N. DES COMPLEXES DU Pd(II)

A) S-Benzyl-L-cystéine : PdA(II)

La complexation par le palladium de la SBC entraine
une modification totale de l'aspect du spectre 1H R.M.N.
(figure 35).

Le signal situé a 3,86 ppm pour la SBC (pH = 0,9), at-
tribué aux deux protons méthylénes du groupement benzylique
est d'une part constidérablement déplacé vers le domaine des
champs faibles et d'autre part modifié pour donner deux
quartets caractéristiques du systéme AB a environ 4,4 et 4,3
ppm. Le déblindage de ces deux protons indique que l'on a
effectivement une coordination par l'atome de soufre comme
cela avait été supposé aprés examen des spectres de dichro-

isme circuldire.

La variation du déplacement chimique du groupe méthyle
par complexzation avec le PA(II) dans le cas de la S-Méthyl-
L-cystéine est du méme ordre de grandeur (86).

La coordination par l'atome de soufre implique, comme
nous l'avons vu précédemment la formation d'un centre chiral
sur le soufre, les quatre substituanfs'étant différents
(Pd(II), CBHZ’ CH2 benzylique et.un doublet libre). La for-
mation de ce centre chiral et la présence du cycle aroma-
tique entratinent la non équivalence magnétique des protons
du CH, benzylique et expliquent la transformation du singu-
let en quartet, caractéristique d'un systéme AB.

Le fait que deux quartets apparaissent, démontre que'
deux complexes existent en solution. Kozlowski H. et al
ont montré dans le cas de la S-Méthyl-L-cystéine, que la
complexation par le‘'soufre entrainait la formatioﬁ de deux
diastéréoisoméres, résultant du phénoméne d'inversion du
soufre (celui-ci étant visible du fait de sa vitessé fatible
comparée au temps de prise du spectre R.M.N.). On peut donc
supposer que le méme phénoméne est observé dans le cas de la

S-Benzyl-L-cystéine.
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" Le proton CaH donne deux quartets bien séparés 4 en-
viron 3,5 et 4,0‘ppm, résultant Zd4encore de la.présence’des
deux diastéréoisoméres. La variation du déplacement chimique
de ce proton comparé a l'amino acide libre montre une com;
plexation par l'atome d'azote. Le blindage du proton C indi-
que la déprotonation de la fonction amine'qui ne peut inter-

venir 4 ce pH que consécutivement 4 1l'action du palladium.
p

Les protons du groupe CBH2 présentent un multiplet

complexe correspondant & deux systémes AB superposés.

Les protons du cycle aromatique montrent deux multi-
‘pZets assez proches, dans un rapport 2:1 en ce qui concerne
l'intensité des pics de résonance.

La comparaison des populations des trois rotaméres dans
le produit libre et complexé est intéressante (Tableau XXVI).
La formation du complexe entraine la disparition totale du
rotamére III, le rotamére II dtant fortement prépondérant.

Il est clair que la complexation par l'azote et le sou-

fre favorise les rotaméres II et III et que le rotamére II
ol les groupements S — Pd(II) et — COOH sont en position

trans est le moins défavorisé stériquement.

\Pd/
pd \

FIGURE 37
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11 faut noter que pour exclure totalement la possibi-
lité d'une complexation par le carboxyle, 1l aurait €té sou-
haitable d'étudier la complexation paf R.M.N. du carbone 13,
ce qui n'a pas été possible pour des raisons de solubilité
(les concentrations possibles sont trop faibles).

Toutefois, les résultats de dichroisme circulaire et de
Iy R.M.N. obtenus avec la SBC sont comparables & ceux obte-
nus pour la SMCy ou la non intervention du groupe carboxyle

13

a été clairement établie par R.M.N. du C et par infra-

rouge (86).

La grande différence entre la SMC et la SBC se situe

dans la proportion des deux diastéréoisoméres.

Le diastéréoisomére de SMC - Pd(II) avec les protons

de CaH et de S — CH, déplacés vers les champs faibles est

3
l1'espéce prédominante dans la solution (rapport molaire 2:1)
tandis que pour le complexe SBC - Pd(II), ce diastéréoiso-

mére est moins favorisé (rapport molaire 1:2).

-Etant donné que la vartiation des déplacements chimiques
entre les produits libres et complexés dans le cas de SMC et
de SBC est comparable, on peut supposér que les diastéréo-
isoméres dont les protons H, et CH

c 3
nent & champ faible correspondent au diastéréoismére avec

ou CH, benzyliques réso-

méme configuration absolue sur l'atome de soufre.

Il est done clair que la pfésence d'un groupe encom-
brant comme le gfoupement'benzyle défavorise un des deux
~diastéréoisoméres, qui différent 1'un de 1l'autre au niveau de
la position du groupe benzylique sur l'atome de soufre,
celui-ci étant soit en position trans soitren position cis
par rapport au plan § — Pd(II) — N (figure 38 et 39).

‘ - Toutefois, les renseignements obtenus jusqu'd présent
ne éont pas suffisants pour déterminer la configuration ab-
solue de 1'atome de soufre dans chaque diastérédoisomére;
l'étude du complexe Gly-SBC - Pd(II) nous permettra, comme

nous le verrons ultérieurement, cette attribution.




FIGURE 38

Diastéréoisoméres de SBC - PA(II)




~ 149 -

O
-
u
//’C)‘-—:I
/.0
o
\\J:
I

C:zn ///v
e
N

-

" FIGURE 39

Quant & l'éventuelle existence & un pH supérieur & 7 d'un
dimére, comme cela a été supposé en examinant les spectres
de dichroisme circulaire, elle n'a pu étre vérifiée par
R.M.N. du proton, du fait de la faible solubilité de SBC &
un tel pH qui n'a pas permis d'obtenir des spectres exploi-

tables.

B) @lycyl-S-Benzyl-L-cystéine : PA(II)

La variation des déplacements chimiques des différents
protons présents dans la molécule de Gly-SBC aprés complexa-
tion aveec le Pd(II)‘montre clairement que les sites de coor-
dination sur le ligand a& pH = 4,3 sont les deux atomes d'a-
zote (NHZ et‘N_ amide), et l'atome de soufre (Tableau XXVII).
Ce sont les mémes sites que ceux mis en évidence pour le
complexe Gly-SMC - PA(II) dans un domaine de pH allant de 2
a 13 (59). . . ' |
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Le déplacement de la fréquence de résonance des deux
protons méthyléneé du groupe benzylique vers les champs fai-
‘bles montre comme pour le complexe SBC - PA(II), 1l'inter-
vention du soufre dans la complexation. Il en est de méme
pour les protonskdu motif CBH2 .

Par contre, le proton CoaH et les deux protons de la
Glycine subissent une variation de déplacements chimiques
vers les champs forts qui est caractéristique d'une augmen-
tation de densité électronidue sur les liaisons — N — Ca —
et — N — CGly —,vrésultante de la déprotonation de l'amine
(comme dans le cas du complexe SBC - PA(II)), celle-ci ne

pcuvant intervenir 4@ un tel pH sans l'action du palladium.

Cette étude par R.M.N. confirme le type de complexation
[N,N,S], qui avait €été supposé a partir des résultats de di-
chroisme circulaire.

Comme pour le complexre SBC - Pd(II), 1'individualisa-
tion des deux noyaux du‘méthyléne benzylique est observée
aprés complexation du Pd(II) et de la Gly-SBC qui crée un
. centre chiral sur 1'atome de soufre. La non équivalence de
ces deux protons donne donc lieu a un systéme AB (figure
41).

D'autre part, le spectre R.M.N. du complexe Gly-SBC -
Pd(II) montre aussi la formation de deux diastéréoisoméres
résultant de l'inversion lente sur le soufre, comme cela a
€té exposé pour le complexe SBC - Pd(II). L'existence de ces
deux isoméres est aussi responsable de la présence de deux

multiplets pour les protons du cycle aromatique (figure 40).

Mais la région la plus intéressante du spectre du com-
plexe Gly-SBC - PdA(II) est celle des protons du CHZ de la
Glycine. Ces noyaux, de par la formation d'un cycle chéla-
tant sur la Glycine n'ont plus le méme entourage et présen-

tent de ce fait, une non équivalence magnétique.

Ces deux types de spectres peuvent suggérer que le
cycle chélatant de la Glycine est présent avec plus d'une

conformation (ne dérivant pas nécessairement de la configu-



ration absolue de l'atome de soufre) dans le complexe Gly-
SBC - PA(II); cepéndant, la non équivalence des protons de
la Glycine peut aussi résulter des différentes conformations

du cycle chélatant sur la résidu S-Benzyl-L-cystéine.

Le résidu Glycine dans le complexe Gly-SBC - PA(II)
semble étre un facteur important qui influence la conforma-
tion du cycle chélatant de la SBC. Le rotamére III devient
le conformére prédominant alors que dans le complexe SBC -

Pd(II) sa population est proche de zéro, malgré 1'encombre-

ment stérique de ce rotamére.

La stabilisation de l'isomére gauche peut laisser sup-
poser un équilibre entre les conformations X et & (8§1-83)
du cycle chélatant [N,S] de la SBC (figure 42), la confor-

mation A correspondant au rotamére II et la conformation

6 au rotamére III.

Ha
N. (o{o]0)
/
Pd —
N
S Hp
He
A
FIGURE 42

coo
/5 A
Pd
\\"N He ‘
Hp
0

Conforméres A et 6du cycle chélatant de la SBC

La forte population du rotamére III dans le complexe

étudié (0,6) signifie que le conformére 6 du cycle chéla-

tant de la SBC avec la fonction carboxylique en position
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[

FIGURE 40

Spectre 1y R.M.N. de Gly—SBC - PA(II)

pH = 4,3
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ariale pourratit prédominer. L'étude du complexe SBC ~ Pd(II)
a montré que, dans ce cas, la coordination par 1l'atome d'a-
zote et l'atome de soufre ne stabilise pas le rotamére III,
mais le rotamére II qui est fortement favorisé par rapport

aux deux autres.

Si la supposition de l'existence d'un équilibre A==6
est raisonnable, dans le complexe SBC - Pd(II), le confor-
mére x avec la fonction carboxylique en position équato-
riale serait prédominant avec une faible proportion de 1'i-
somére 6. Cela signifie donc que le cycle chélate Glycine
force le cycle chélate SBC & adopter une conformation 6
- méme si celle-ci entraine une géne stérique plus timportante
que pour le conformére A. La méme influence du résidu Gly-

cine a été observée pour le complexe Gly-SMC - PA(II) (59).

Il est intéressant de noter, toutefois, que des confor-
mations de type "enveloppe" sont aussi possibles, notamment
ceci a été supposé pour des dérivés simples de la S-Méthyl-
L-cystéine (84).

L'augmentation du conformére & du cycle chélatant de
la SBC dans le complexe Gly-SBC ~ PA(II) provoque de plus
une diminution de la population du diastéréoisomére carac-
térisé par les fréquences de résonance situées d champs fati-
bles, puisque l'intensité relative passe de 1:2 pour le com-
plexe SBC - PA(II) & 1:3 pour le composé Gly-SBC - Pd(II)
(Tableau XXVIII).

La variation de population des diastéréoisoméres quand
un groupe plus volumineux est placé comme substituant sur le
soufre et le changement de conformation de cycle chélatant
de » (SMC - RdA(II), SEC - Pd(II), SBC - Pd?II)) asé (Gly-
SMC - Pd(II), Gly-SBC - PdA(II)) peuvent permettre l'attri-
bution de la configuration absolue sur 1'atome de soufre

dans les diastéréoisoméres correspondants.

En effet, il semble clair que l'augmentation de la
population du conformére 6 dans les complexes du palladium
et des dipeptides en comparaison des complexes des amino
acides peut déstabiliser fortement la configuration S de
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Sem G tem s Smw b B G=s b Gum b pom pem| tew b 4w s+
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! !
! !
complexe ! Il/IZ ! diastéréoisomeére
! ! dominant
! !
!‘ .
! :
SMC - PA(II) ! 2.0 : C {R)S(S)
' ! ' :
SEC - PA(ID® 1 2,0 : C fR)S(S)
! :
Gly-SMC - PA(II) ! 1,2 : C (R)S(S)
1 .
SBC - PdA(II) ! 0,5 - : C R)S(R)
! ' :
Gly-SBC - PA(II) ! 0,3 : C dR)S(R)
t .
1

TABLEAU XXVIII

) Attribution des diastéréoisoméres

a) I, et I, correspondent a l'intensité relative du si-
gnal de la résonance de CaH (ou S-CH3) des diastéréo-
isoméres a champ magnétique faible et fort respec-
tivement.

b) S-Ethyl-L-cystéine (85).

l'atome de soufre, ceci résultant des effets stériques entre
un groupe carboxylique en position axiale (dans le conformére
6 ) et les substituants respectifs sur le soufre (figure 43).

Ainsi, la comparaison des changements de population dans
les deux groupes de complexes SMC - PA(II), Gly-SMC - Pd(II)
et SBC - PA(II), Gly-SBC - PdA(II) (Tableau XXVIII) semble
suggérer que le diastéréoisomére avec la résonance du proton
CoH & champs faibles présente une configuration absolue S

sur l'atome de soufre et l'autre une configuration R.

Cette attribution semble aussi étre vérifide en consi-
dérant les effets stériques dans les paires de complexes

SMC ~ Pd(II) et SBC -~ Pd(II) ou GZy—SMC - Pd(II) et Gly—SBC -
Pd(II). “
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La conformatign du cycle chélatant du résidu soufré
dans Gly-SMC - PA(II) et Gly-SBC - PA(II) semble &tre simi-
laire dans chaque complexe. Ainsi, le groupe benzyle plus
volumineux pourait déstabiliser la configuration S sur l'a-
tome de soufre beaucoup plus fortement que ne le ferait le
groupe méthyle du résidu SMC. Ces déductions sont visibles
dans le tableau XXVIII.

Des résultats similaires peuvent dériver de la compa-
raison des complexes SMC - Pd(II) et SBC - Pd(II), dans les-
quels les effets stériques du groupement benzylique sont
~aussi d'une importance primordiale dans la distribution des

populations des diastéréoisoméres.

C¢) Glyeyl-Glycyl-S-Benzyl-L-cystéine : PA(II) et Glycyl-
Glycyl-S-Méthyl-L-cystéine : PA(II)

Nous avons obtenu pour ces deux complexes, des spectres

pauvrement résolus, méme sur des appareils d haut champ.

. Cette absence de résolution‘peut s'expliquer, comme
nous l'avons supposé pour l'interprétation des spectres de
dichroisme circuldire, par la présence en solution d'un mé-
lange de différentes espéces en échange lent d 1'échelle de
la R.M.N.

Toutefois; 11 semble qu'il n'y ait pas formation majo-
ritaire d'un complexe de type [(S,N,N,N], mais un mélange de
différents types de complexes en proportions variables uti-
lisant plusieurs combinaisons de sites de complexation pré—
sents sur les molécules des deux tripeptides; ce qui provo-
querait la trés faible résolution des spectres obtenus et
cect dans tout le domaine de pH étudié.
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Bien que le mercure soit un des métaux les plus toxr-
tques pour le corps humain, peu d'études ont été menédes
pour connaitre les types de complexation qu'il peut pré-

senter.

Li et Manning (90) ont conclu & partir d'études par ré-
sonance magnétique nucléaire du proton en solution que le
soufre n'est pas impliqué dans la coordination de la méthio-
nine avec le mercure. Par la suite, Lenz et Martell (91) par
des études potentiométriques ont supposé que dans les com-
plexes du mercure avec la méthionine, la S-Méthyl-L-cystéine
et l'éthionine, l'atome de soufre n’intervenai? pas ou trés

peu dans la chélation.

Toutefois, Natusch et Porter (92) ont montré plus ré-
cemment & partir d'études R.M.N. du proton que le mercure
(II) se complexe par l'atome de soufre en milieu acide a la
cystéine, @ la S-Méthyl-L-cystéine et & la méthionine. Ces
résultats ont é€té confirmés par Jezowska-Trzebiatowska, Ko-
walik et Kozlowski en ce qui concerne les complexes de 1'é-

thionine et de la méthionine avec le mercure (93).
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I ETUDE DE LA COMPLEXATION DE LA
S-METHYL-L-CYSTEINE AVEC LE MERCURE (II)

EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN LIGAND

Les études faites antérieurement sur les compleres du
mercure et de la SMC ont montré une complexation en milieu
actde par l'atome de soufre et la formation d'un complexe de
type M(LH2)2 (92). Ces études ont €té menées en solution.
fortement acide (2,0 M en acide nitrique) et avec une concentra-
tion de 0,5 mole par litre en ligand soufré.

11 n'existe aucun autre travail faisant état d'un autre
type de complexe, notamment M(LH2)X.

Nous avons donc étudié 1l'influence de la concentration
du ligand SMC sur la type de complexe obtenu.

Partie expérimentale :

Les complexes ont été préparés d partir de S-Méthyl-L-
cystéine et de nitrate mercurique en solution dans 1'eau
lourde fortement acidifiée par DNO, (2M).

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont é&té
obtenus sur BRUCKER WP 80 avec le sel de sodium de 1l'acide
3-(Triméthylsilyl)-1-propane sulfonique comme référence in-
terne. '

La simulation du systéme ABC et le calcul des popula-
tions des trois rotaméres ont été menés sur un calculateur
Hewlett Packard 9826.
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Résultats :

Le spectre de résonance magnétique nucléaire du complexe
SMC - Hg(II) présente le systéme ABC attendu pour le motif
- CoH - CBH, - (figure 45).

La variation de déplacement chimique des protons et plus
précisément des protons du méthyl, montre bien la coordina-
tion par 1l'intermédiaire de 1'atome de soufre, comme cela

avait été remarqué par Natusch et Porter (92) (figure 44).
Hge—— §

CH,—— CH
\

\

CH,

NH,

COOH
FIGURE 44

Il est intéressant de noter que, contrairement aux spec-
tres obtenus avec le palladium, aucun mélange de diastéréo-
isoméres n'est observé en solution. Cette absence peut s'ex-
pliquer par un phénoméne d'inversion de configuration sur le
soufre beaucoup plus rapide que dans le cas des complexes

du palladium.

Celui-ct est plus rapide & l'échelle de la R.M.N. car le
complexe formé avec le mercure(II) n'étant pas un chélate
contrairement aux complexes du palladium, 1'échange entre les

deux diastéréoisoméres est facilité.

Jusqu'a présent, les études faites sur les complexes
SMC - Hg(II) faisaient état d'un complexe de type M(LHZ)z
dans des milieux fortement acides et trés concentrés. Lorsque

la concentration en ligand diminue, 1'apparition du complexe
g s pp



165

€

(WZ “ONd) [W S0°Q] (II)PH - DWS ®p "N'W'¥ H, SeI3lqueied
XIXX NYd1dvYL
h . N . M . M 1 H
1 M M M : . M 1 i
i ve’ : 670 LT'0 ¢ 6zg'2 €pe'y ¢ 9ge‘¢g 8GZ'¢ i 0S'1T i
h M M : . : . H H
i e’ : LYo ¢ 610 gez'z ¢ 96Z2°'% 6vE‘€ @ ote'e i 00°T i
i M . . : : . i 1
i g’ : 6'0 ¢ v1'0 Tet'z ¢ we'y Lot'e Z90'¢ i 990 i
i . M . . . : i 1
i 9g’ : 1¢°0 ¢ €10 Lzi'z ¢ wz'y ¢ vLT € ¢ L90°€ i 06°0 i
h M M . . H : 1 i
i Le’ : 060 A Ol O 6902 : osz’'y ¢ €11'e ¢ 600°¢€ i 8z'0 i
1 . . : : M . 1 1
i 9¢’ : Zs'o ¢ I1°0 : ts0'z * SkZ'%¥ * 00T'€E : 000°€ i 0z'0 i
1 . : : . . M i i
i M : : . . . i 1
1 7 H i wdd ; wdd ; wad § wdd ; H
i i i i€ [ i i i CBTT/PH
i 11T i HHm i Hm i HOq i Oa i 9a i Ya i 21a1oddey i
i i i i i i i i i
i i i i i i i i i




-

-

-

-

-t - e

PIII

PII

v
CH3

! ppm

! ppm

{ ppm

- -8

-

0,35

0,51
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e
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0,19

2,341
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3,396 :

3,258

0,50

-
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0,34

e

0,45

0,21

2,445

4,375

3,510

3,357

'
-

0,66

-—s

0,31

0,41

0,28

4,430

-

3,731

.

3,551

1,00

2,661

-

0,32

.o

2,762

-

3,828

3,647

1,35

-

4,486

-

3,823

(X}

-

0,30

0,41

0,29

2,753

4,484

3,640

1,50

-

TABLEAU XXX

Paramétres 1y R.M.N. de SMC - Hg(1I) [0,1 M] (DNo3 2M)
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M(LHZ) est évidente, en examinant les variations des dépla-
cements chimiques des protons du systéme ABC et du — S — CH3
entre l'amino acide libre et complexé a différents rapports
Hg(II)/SMC (figure 46 & 48).

Y
CH3

ppm

II ITI

ppm ppm ppm

3,122 t 3,220 ! 4,387 0,10 53 37

’ ’

2,182

S L T L
O T T L
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TABLEAU XXXII

Paramétres lH R.M.N. de la SMC (DNO3)

A une coneentration de 0,5 mole par litre de S-Méthyl-
L-cystéine (figure 46), on observe un palier 4 partir du
rapport mercure sur ligand 0,5, cecti impliqué la formation
a cette concentration d'un complexe du type'M(Lﬁz)Z unique-
ment.

Par contre, pour les concentrations 0,1 et 0,05 mole
par litre en ligand (figure 47 et 48), 1l'apparition d'un
complexe de type M(LHZ) est effective. Ainsi, cette étude a
permis de mettre en évidence un complexe 1:1 pour de faibles
concentrations en ligand, alors que jusqu'& présent le com-
plexe 1:2 était signalé.

L'existence de ce complexe M(LH2) est aussi mise en
~évidence sur la courbe de titration potentiométrique de la
S-Méthyl-L-cystéine par des ions mercuriques (nitrate mercu-
rique). Nous pouvons observer deux points d'inflexion aux
rapports H92+/SMC 0,5 et 1,1 correspondant respectivement
aux deux espéces M(LHZ)Z et'M(LHZ), leurs constantes de for-
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mation sont d'environ 2.108 pour le cohplexe M(LH2)2 et 108

pour le complexe M(Lﬂg).

D'autre part, l'augmentation de pH complique considé-
rablement la forme du spectre. A pH = 5,7, on obéerve plu-
sieurs espéces en solution mises en évidence par la trans-
formation du singulet des prbtons ~ 8§ —CHgz en multiplet et
par 1’ apparttton de plusieurs systémes ABC.

Il n'a pas été possible d'exploiter ces dtfférents
spectres du fait de leur complexité.

Natusch et Porter (92) ont avancé la présence d'un ché-
late & haut pH mettant en jeu 1'atome de soufre‘et l'atome
d'azote de la fonction amine terminale, ceci intervenant
aprés rupture d'une liaison Hg(II) — § du complexe M(LHZ)Z’

‘ Dans notre cas, l'incrément de pH se fait & partir

d'une solution faiblement concentrée; ainsi nous passons
~d'un complexe du type M(LH2) en milieu acide impliquant 1'a-

tome de soufre a un mélange de différentes espéces en milieu .
alcalin faisant peut-étre intervenir des'compiexes du type
[S,N] (92) ou autre (91,93). | o

Mais l'atome de soufre reste toutefois un site cohple-
~xant méme & haut pH, car le déplacement chimique observé
pour les protong — S — CH, a pH = 9,6 est & peu prés’le méme
qu'en solution trés acide. ' '

On peut supposer que 1l'apparition de plusieurs systémes
ABC soit due & la formation d'un chélate de type (N,S] qui
génerait considérablement le phénoméne d'inversion de confi-
guration du soufre, comme dans le cas des complemés du pal-
ladium. Ainsti, la diminution de vitesse de cette inversion
provoquerait l'apparition sur le spectre des isomeres en
résultant. '
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FIGURE 49

- Spectre lH‘R.M.N. de SMC - Hg(II) pH = 9,6
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II ETUDE DE LA COMPLEXATION DE LA

GLYCYL-S-METHYL-L-CYSTEINE AVEC Hg(II)

Nous avons étudié la complexation de la Gly-SMC avec le
mercure(II) avec le rapport 1:1, dont les résultats issus de
l'étude R.M.N. du proton sont présentés dans les tableaux
XXXIII et XXXIV.

Le spectre de résonance magnétique nucléaire du proton
du complexe de la Glycyl-S-Méthyl-L-cystéine avec Hg(II)
 présente le méme type de spectre que pour SMC — Hg(II) en ce
qut concerne le systéme ABC.

Il faut noter qu'aucun dédoublemént de ce systéeme et du
singulet des protons — s - CH3 n'est visible contrairement
a ce que l'on peut observer pour le complexe Gly-SMC-PA(II)
(59), ceci étant du a la rapidité de l'inversion de configu-
ration du soufre a l'échelle de la R.M.N. comme cela a été
expliqué pour le complexe SMC — Hg(II).

L'examen des variations de déplacements chimiques dues
@ la formation du complexe conduit a considérer l'atome de
soufre comme principal site de complexation : les protons
du - § — CH, sont fortement déplacés vers le domaine des
champs faibles ainsi que les deux protons du groupe méthy-
léne - Colly —. Par contre, le proton — CgH — ne subit qu'une
faible variation de déplacement chimique, ce qui laisserait
supposer que l'atome d'azote de la fonction amide n'inter-
vient pas dans la complexation. |

Toutefois, on peut constater un déplacement du 6 des
prdtons du méthyléne de la glycine vers les domaines des
champs forts. A un tel pH (0,76), il ne semble pas que 1l'on
soit- en présence d'une coordination par l'intermédiaire de
l'atome d'azote de la fonctidn amine terminale ; par contre,
il est possible d'attribuer cette variation de fréquence de
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résonance & des interactions longues distances.

Toutefois, cés résultats de Ty R.M.N. ne peuvent appor-

ter plus de renseignements en ce qui concerne la structure
du complexe Gly-SMC - HG(II).

Pour le peptide libre, le rotamére II posséde la frac-
tion molaire la plus importante, ce qui est en accord avec
la présence d'un encombrement stérique minimum; il en est de
méme pour le peptide complexé avec le mercure(II). Ainst,
le processus de complexation ne modifie presque pas la dis-
tribution des fractions molaires des trois rotaméres, de ce
fait 11 ne semble pas qu'il y ait format{on d'un chélate qui
favoriserait fortement 1'un ou 1l'autre des rotaméres comme
nous l'avions observé dans le cas des complexes Gly-SMC -
PA(II) et Gly-SBC - PA(II).
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ITI ETUDE DE LA COMPLEXATION DE LA S-BENZYL-L-CYSTEINE

ET DE LA GLYCYL-S-BENZYL-L-CYSTEINE AVEC Hg(II)

Comme pour les complexes SMC - Hg(II) et Gly-SMC -
Hg(II), une variation des déplacements chimiques des protons
méthyléne du groupe benzyl, caractéristique d'une coordina-
tion par le soufre est observde pour'les_compiexes SBC -
Hg(II) et Gly-SBC - Hg(II).

La faible variation du déplacementvchimique du proton
— CouH — peut nous permettre de supposer que l'atome d'azote
de la fonction amine dans le cas de la SBC, ou de la fonc-
tion amide dans le cas de la Gly-SBC ne joue pas de réle
prépondérant dans la complexation. |

Dans le cas du complexe Gly-SBC - Hg(II), un blindage
des protons méthylénes du résidu Glycine est 4 noter. ’

En ce qui concerne le complexe impliquant la SBC, on
peut supposer que sa structure est du méme type que celle du
composé SMC - Hg(II), c'est a dire que l'atome de soufre est
le seul site de complexation mis en évidence par R.M.N. du '
proton.

Il est a noter, en examinant la répartition des popu-
lations des différents rotaméres pour la SBC et le complexe -
SBC - Hg(II) que, d'une part, la complexation par le mercure
ne modifie pas la prédominance du rotamére II et que, d'au-
tre part, le remplacement sur 1l'atome de soufre du groupe-
ment méthyl par un groupe benéyl plus volumineux ne modifie

en rien le fait que le rotamére II soit le plus peuplé,

Pour le complexe Gly-SBC - Hg(II), il est possible de
faire les mémes observations que pour le complexe Gly-SMC -
Hg(II) et, aussi, de supposer avec les mémes réserves, l'é-
xistence d'un dimére ou d'oligoméres.
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-184-

pEL=g-

1hzusq -%po-

sutokto -%HD -

==

H®D

(II)BH - DHSD 9P "N'W'¥ Hy o1300dg
Zs FWNOIJ

.9







e




- 187 -

La premilre partie de ce travail a donc consisté en la
gsynthése de peptides comportant un résidu thioéthenr.

La synthése'classique en phase homogéne nous a permié
de préparer la Glycyl-S-Bensyl-L-cystéine, la Glycyl-S-
Méthyl-L-cystéine et la Glycyl-Glycyl-S-Benzyl-L-cystéine.
Par la méthode en phase gel, nous avons obténu.la Glyecyl-
Glycyl-S-Méthyl-L-cystéine. |

Nous avons alors, dans une deuxidme partie, étudié la

-~ complexation des peptideé pféparésvainsi que celle des amino
acides soufrés impliqués dans les dipeptides, avec le PA(II)
le Pt(II) et le Hg(II). | '

Ainsi, & l'aide de la spectroscopie électronique U.V.-Visible,
du dichroisme circulaire et de la:R.M.N. du proton, nous
avohs'pu déterminer les différénfs sites de complexation et
la structure des divers complexes formés en solution aqueuse.

Les sites de complexation dans le cas du PA(II) et du
Pt(II) sont dans chaque cas le soufre et le ou les azotes
conduigant d la formation de complexes possédant 1 ou 2 cy-
cles chélatés. Dans le cas du tripeptide, il semblerait
qu'une cbmplexation de type [S,N,N,N] n'intervienne pas,
cect étant probablement du aux tensions stériques trop im-
portantes qui résulteraient d'un systéme & trois cycles ché-
latés. |

En effet, nous avons montré que la présénce d'un seul
" résidu Glycine force le cycle comportant l'atome de souffe
@ adopter une conformation qui engendre une géne stérique
‘maximum par le groupement thioéther.

Dans le cas des amino acides et des peptides, 1'étude
R.M.N. montre clairement la formation de deux diastéréoiso-
méres résultant de la formation d'un centre chiral sur le
soufre. La comparaison des résultats obtenus par R.M.N.
quant & la proportion des deux diastéréoisoméres obtenus,
lorsqu'un groupement peu encombrant (CH3) est remplacé par

un groupement volumineux (CH, - C.H;) et lorsque 1l'amino
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acide est seul complexé ou lorsqu’il s'agit d'un'dipeptide
permet l'attribution de la configuration absolue de l'atome

de soufre dans les diastéréoisoméres considérés.

L'étude de la complexation de la SMC avec le mercure en
fonection de la concentration nous a permis de mettre en évi-
dence un complexe de type M(LHZ) alors que jusqu'd présent
la littérature ne faisait état que de complexe de type
'M(LHZ)Z' Avec le mercure seul le soufre est coordiné, aussi
bien pour SMC que pour SBC. Les. résultats pour les deux ami-
no acides sont identiques, l'influence d'un groupement vo-
lumineuzr étant iei négligeable car il n'y a pas formation
d'un cycle chélaté.

Enfin, dans le cas des dipeptides Gly-SMC et Gly-SBC,
1'étude R.M.N. montre, comme pour les complexes aminoacides,
que,ie soufre est toujours le site de complexation principal,

ceci sans formation de cycle chélaté.
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Le but de ce travail est l'étude de la complexation d'aminoacides
et d'oligopeptides portant une fonction thioether par Lle Pd(II), Lle
Pt(II) et le Hg(II). Nous nousvsommeS'pfoposééde définir en fonction du
. pH les différents sites de complexation et le type des complexes obtenus

en milieu aqueux.

Nous avons d'abord synthétisé deux dipeptides et deux tripeptides
contenant Lle  résidu s¥ﬂéthyl(ou Benzyl)-L-cystéine, les autres motifs
étant des Glycines. Les Synthéses ont été effectuées soit en phase
homogéne soit en phase gel.

Dans une seconde étape, nous avons identifié et caractérisé par
spectroscopie électronique U.V.-Visible, dichroisme circulaire et R.M.N.
du proton, les complexes obtenus.

Nos études nous ont permis de mettre en évidence des complexes de
type <S_N> pour les amino acides et de type <S,N,N> pour les dipeptides
soufrés ; quant aux tripeptides, il semblerait qu'une complexation de

type <S,N,N,N> n'intervienne pas.

L'étude de la .complexation de Lla S-Méthyl-L-cystéine avec Le
mercure en fonction de la concentration nous a permis de mettre en
évidence un complexe de type H(LHZ) alors que la littérature ne faisait
état que de complexe de type H(LHZ)Z.

Dans le cas des dipeptides, L'étude R.M.N. montre que le soufre
est toujours le site de -complexation principal mais que L'atome d'azote

terminal est aussi impliqué sans formation de cycle chélaté.

MOTS-CLES

- Peptide soufré - Aminoacide soufré,
- Complexation, '

- Palladium,

= Platine,

= Mercure,

- Spectre U.V.-visible,

- Spectre R.M.N.,

- Dichroisme circulaire.




