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De nombreuses études biochimiques ont permis depuis une
vingtaine d'annces de mettne en dvidence Le ndle essentiel des
métaux dans Les onganismes vivants. Dans certaines molécules
dmpliquées, Le Asoufre foue un rdle déterminant qu'illustrent fLes
exemples sudivants.

L'¢tude des protéines du méfabolisme sougre-fer a donné Lieu
a de nombreuses revues (1 et bibLiographie). Les principaux sites
de complexation sont de type nrubredoxine (quatrne atomes de sougre
Lies au fern) ou ferredoxine (deux des atomes de sougre du complexe
précédent sont Li€s a un authe atome de {fern), cet ensemble
intervenant essentiellement dans Les mécanismes de réduction comme
Le Raissent envisagenr Les propriétés d'oxydo-réduction du fer et
du sougre.

Les "protéines bleues du cuivre" que £'on trouve comme fLeun
nom £'indique, complexées au cuivrie ont fait L'objet de plusieurns
dtudes de complexation avec d'autres métaux comme Le nickef et Le
cobatt®™? . Cos ctudes ont montrs que fLes sites de complexation
talent de deux sontes : Les soufres de La cystéine el fLes azotes
imidazoles de L'histidine, qui conduisent a un complexe de Lype
tetraddrique. On trouve généralement thois types de ces protéines
: La stellacyanine, Les plastocyanines et fLes azurines qui fouent
essentiellement un néle dans Les mécanismes d'oxydo-réduction.

Les métallothionéines contiennent une quantité inhabituel-
Lement élevée de sougre et de métaux. Ces molécules qui ont éte
découvertes comme constituants d'un tissu, sont nresponsables de
L'accumulation du cadmium dans L'organisme humaind. Le cadmium
n'est pas fLe seul métal contenu dans ces protéines : Le zine
neprésente La majeure parntie des métaux contenus dans celles-ci.
Contrnairement aux "protéines bleues du culvre", £'imidazole




n'intervdient pas dans La complexation.

Le glutathion est un peptide naturel abondant dans £Les
onganismes vivants. Ce trnipeptide a 4ait L'objet de nombreuses
ctudes biochimiques et sa complexation par Les métaux de
transition a défa donné Liew & beaucoup de publications (2 et
bibliographie). Cependant, Les dEtudes effectudes avee Le nickel
(I1) sur ce peptide n'ont pas encore permis de bien diéfinin La
structune des complexes obtenus’

Les complexes du nickel peuvent se trouver sous différentes
géometries® ot b est difficite de différencien celles-ci
spectroscopiquement quand elles sont présentent dans une solution.
Pourtant £'étude des complexes du nickel (II) est intéressante en
raison de La toxicité de ce métal. De nombreuses études ont permis
de montren qu'une augmentation Aimpontante du nickel dans un
organisme pouvait conduire @ une cancérogénése. Une dtude nécente
a montré £'inténst de fLa détoxification par Le glutathion'?.

1 nous a paru Lntéressant d'entrneprendre £'étude de La
complexation en miliew aqueux de La cystéine et d'oligopeptides
possédant un groupe thiol avee Le nickel (II). Le nickel forme
généralement avee £es aminoacides des complexes octaddriques malis
avec L'histidine et La cysidine on obtient plus souvent des
complexes plan-carnés et méme parfois te:tnaéd)z,équué. Pour
compléter cetife &tude, nous avons comparé Les résuliats obtenus
pour £e nickef avec ceux des complexes du palladium.

Aussd, nous nous proposons d'exposern dans ce mémoire d'abord
Les méthodes de synthése pepiidique ol nous nous attacherons &
prnésentern La protection des thiols. Nous présenterons ensuitfe Les
resultats obfenus dans La synthése de GLyCys et de CysGly et dans
Le second chapitre, fes méthodes expénimentales que nows avons
utilisées pour étudiern Les complexes.

Dans La seconde partie, nous avons interpréité Les nésuliats
obtenus parn potentiométrie, et par spectroscopie U.V. visible, de
dichroisme cirewlaire et de R.MN. avec fLes complexes de La
cystiine, de deux pepitides synthétisés et de deux tripeptides
commenciaux (Le glutathion et GLyGLyCys) .
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I — PRINCIPES GENERAUX DE LA SYNTHESE PEPTIDIQUE

C'est la formation d'une liaison amide entre deux acides aminés

selon le schéma réactionnel suivant :

NH2-CHR1- C02H + NH2 -CHR2-C02H — NH2-CHR -CO-NH—CHRZ-COZH + H20

1

Les acides aminés possédant les deux fonctions amine et acide
et une fonction latérale dans certains cas, il est nécessaire pour
former une liaison peptidique de neutraliser les fonctions non

impliquées durant le couplage.
Ainsi trois étapes sont nécessaires :
o la protection des fonctions non réactives,

o le couplage lui-méme qui nécéssite l'activation des fonctions

acide ou amine et la présence d'agent de couplage,

o la déprotection de tous les groupements du peptide formé.

A -PROTECTION ET DEPROTECTION

Les groupes protecteurs doivent étre faciles & mettre en place,
stables chimiquement durant les différentes étapes de la synthese

peptidique et s'éliminer facilement et sélectivement.

A-1) PROTECTION N TERMINALE

Parmi les nombreux groupes protecteurs de la fonction amine
. . 1,2,3 . .
décrits dans la littérature™’ ™", nous ne présenterons ici que les deux

plus employés.

Le groupe benzyloxycarbonyle (Z) CgHg-CH,-0-CO
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On 1'obtient facilement en faisant réagir le chlorure de benzyl-

oxycarbonyle sur l'acide aminé suivant le schéma réactionnel suivant2

OH™
C6H5-CH2-0-CO—C1 + H2N-CHR-C00H —_— C6H5—CH2-O-C0-NH-CHR-—COOH

La déprotection se fait soit par hydrogénolyse catalytique sur
Pd/charbon 10% (difficilement utilisable dans le cas des amino-acides
soufrés en raison de l'empoisonnement du catalyseur par le soufre,
bien que certaines conditions le permettent44), soit par action de
1'acide bromhydrique dans 1'acide acétiques, soit par coupure dans

1'acide fluorhydrique anhydre6.

Le groupe tertiobutyloxycarbonyle (BOC) (CH3)3—C—O—CO-

La fonction amine terminale est protégée par réaction avec le

tertiobutylazidoformiate en milieu basique.

C-0-C0-N, + NH,-CHR, ~COOH OH  ((cH

((CH3)4 3 + NH,

3 )3C-O-CO--NH-CHR1 -COOH

Pour mener & bien cette protection, nous avons utilisé la méthode
de SCHNABEL’

titrateur. La déprotection se fait par l'acide chlorhydrique 4N dans le

ou le pH est maintenu constant grdce a un auto-

dioxanne a 0°C8, par l'acide chlorhydrique normal dans l'acide acé-
tiqueg, par l'acide trifluoroacétiquelo ou par le trifluorure de bore -

Complexe d'Ether1 1.

Ce groupe est trés stable & 1'hydrogénolyse et s'avére étre un
excellent complément du groupement benzyloxycarbonyle qui, lui, est

stable dans les conditions de coupure du BOC.

Dans la plupart des cas, la protection carboxylique intervient par

la formation d'ester d'alkyle ou de benzyle1’2’4.

Les esters d'alkyle sont mis en place par estérification carbo-
xylique avec l'alcool correspondant en présence d'acide chlorhydrique
amhydre12 ou le chlorure de thionyle (SOC12)13. La protection est

facilement retirée par une saponification dans 1'acétone, le méthanol
4
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ou le dioxanne & température ambiante.

Les esters de tertiobutyle sont préparés par réaction de l'isobu-
tyléne en présence d'un catalyseur acide (généralement H,SO 4)14. Les
mémes acides forts que ceux utilisés pour le BOC15 les coupent

facilement.

Les esters benzyliques sont obtenus par estérification de la
fonction carboxylique de Il'acide aminé par 1'alcool benzylique en
présence de catalyseur acide (A.paratolugne sulfoniquelé, A_.benzene
sulfonique17 et A.polyphosphoriquels) en tant qu'agent de déshydra-

tation.

La déprotection se fait soit par saponification comme précédem-
ment soit par hydrogénolyse sur Pd. Cette derniere méthode est
d'ailleurs préférable a la saponification car elle présente moins de

risque de racémisation.

B - METHODE DE COUPLAGE

Aprés la protection des aminoacides en vue du couplage, il faut
activer l'une des fonctions libres restantes en raison de leur faible
réactivitéls. L'activation de l'acide carboxylique, la plus utilisée, sera
la seule décrite ci-dessous.

B-1) METHODES AUX ANHYDRIDES MIXTES19

Le couplage se passe en deux étapes.

D'abord, I'activation de la fonction acide est obtenue par
formation d'un anhydride mixte sur le premier aminoacide avec un
chloroformiate d'alkyle en présence de triéthylamine dans un solvant

rigoureusement anhydre & basse température (-15°C).

N(CHg) 5

-15°C

X-NH-CHR1—COOH + R-0-C0-C1

+ -
X-NH-CHR1 -C0-0-C0-0-R + NH(C2H5 )3 ,Cl
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Ensuite, la formation de la liaison se produit par

réaction du deuxitme acide aminé sur 1'anhydride mixte :

N-CHR,~COOH Bl

X—NH-CHR1-C0-0-C0-0R + H
puis 0° C

X-NH-CHR, -CO-NH-CHR

1 Z—COOH + ROH +

(X étant un groupement protecteur)

Cette méthode présente plusieurs avantages : peu de racémisa-
tion & basse température et en faible excés de base, rapidité du

couplage, suppression de la protection C terminale.

B-2 METHODE AUX AZIDESZ?

C'est une des plus anciennes méthodes de synthése peptidique.
La préparation de l'azide de l'amino-acide est analogue & celle du
tertiobutylazidoformiate. Au cours de cette réaction, la racémisation

est importante.

B-3 METHODES A LA DICYCLOHEXYLCARBODIMIDE (DCCI)

Ces méthodes sont les plus utilisées actuellement3.

Elles impliquent la formation d'un intermédiaire réactif
entrainant une augmentation de la réactivité de la fonction carbo-
xylique par accroissement du caractére électrophile de 1'atome de

carbone du carboxyle.

La méthode directe permet la formation de liaison peptidique

entre deux amino-acides protégés sur leurs fonctions non réactives.

La DCCI en réagissant d'abord avec le groupe carboxyle forme
un agent acylant trés réactif, 1'Oacylurée non isolable :
e 0°C
-COOH + R-N=C=N-R ————»X-NH-CHR

X-NH-CHR -CO-('I-NHR (1)

NR

1 1
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A partir de cet intermédiaire, plusieurs schémas réactionnels sont

possibles :
o Soit l'attaque du second aminoacide sur l'intermédiaire
réactif pour former une liaison peptidique :

0°C

(I) + H2N-CHR2-C00Y ———» X-NH-CHR,-C0-NH-CHR,-C00Y + RNH-C-NHR

1 N
0 (DCU)

2

R=C6H11, X et Y étant 2 groupes protecteurs.

o Soit la formation d'un anhydride symétrique par
réaction avec un autre aminoacide N protégé :
(1) + X—NH-CHR1-COOH EE—» X-NH-CHR1-C0-0-CO-CHR1-NH-X + RNH-CO-NHR
(DCY)

ui est ensuite aminolysé par l'acide aminé C protégé comme dans la
q yse p p g

méthode aux anhydrides mixtes.

o Soit la formation de 5(4H)-oxazolone qui est respon-

sable de la racémisation.

La méthode aux esters actifs permet la transformation de
1'aminoacide N protégé en un ester porteur d'un groupe électroat-
tracteur activant la fonction C terminale dans l'aminolysen. Il existe
de nombreuses sortes d'esters actifs3 mais c'est l'introduction
d'hydroxylamines substitués qui a provoqué le développement de cette
méthode. Le plus utilisé est le N hydroxysuccinimide22 dont nous

décrirons l'utilisation ci-dessous.

On forme d'abord 1'ester actif :

X-NH-CHR, -COOH + HO-Su et X-NH-CHR, -C0-0Su + DCU
0°C

Ensuite l'ester actif réagit avec un deuxiéme aminoacide :
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X-NH-CHR | -CO-0Su + H,N-CHR,,~CODY _DME

X-NH-CHR1-CO-NH—CHRZ—COOY + HOSu

>
]

groupe protecteur

Y = H ou groupe protecteur

C - STRATEGIE DE SYNTHESE

C-1 PHASE LIQUIDE

Toutes ces méthodes de couplage, de protection et de déprotec-
tion sont utilisées dans la synthése en phase liquide. C'est la méthode
la plus simple & mettre en oeuvre car elle ne nécessite aucun
appareillage particulier. Les réactions sont suivies par chromatographie
sur couche mince. Aprés chaque réaction, les peptides sont extraits par
un solvant organique. Les produits n'ayant pas réagi sont éliminés par
des lavages acides et basiques. Ils sont ensuite purifiés par cristal-
lisation a chaque étape, le peptide final étant purifié par chromato-
graphie. Cette méthode permet la préparation de quantités importantes,
la synthése par fragment et donne une bonne pureté des produits
finaux grace aux purifications intermédiaires. Néanmoins, elle reste
longue a effectuer et les étapes de cristallisation sont parfois dif-

ficilement réalisables.

C-2 PHASE SOLIDE

La répétitivité des étapes a entrainé le besoin d'automatiser

cette synthése pour les grands peptides. C'est MERRIFIELDZ3

qui l'a
mise au point en utilisant la stratégie de synthése '"pas & pas" en
fixant le premier aminoacide par son groupe C terminal sur un
polymere insoluble gonflé dans les solvants organiques. Celui-ci est le
plus souvent du polystyréne réticulé par du divinylbenzéne (1 & 2%) et
partiellement chlorométhylé sur lequel on greffe le premier aminoacide
sous forme de sel de triéthylamine ou de césium. Les couplages se
font le plus souvent par la méthode directe 2 la DCCI et les pro-
tections par Je groupe BOC.
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Polymére-Cl + Cs* "00C-CHR | -NH-Y
‘greffage
Polymére-OOC-CHR1-NH-Y
‘déDVOtGCtiOH ~— Autre cycle
Polymér‘e-OOC-CHR1-NH2
lcouplage
Polymére-OOC-CHR1—NH-CO-CHRZ-NHY —

En fin de synthése, le peptide est coupé du support polymérique

par un traitement acidezs’26

qui s'avere délicat. Pratiquement les
couplages qui devraient théoriquementvétre quantitatifs ne le sont pas.
Il est donc nécessaire de pratiquer une purification aprés déprotection.
Son principal avantage est la rapidité du couplage qui est d'environ 4
heures par cycle d'opération. La microporosité du polymere limite

1'accroissement de la chaine peptidique 2 50 aminoacides.

D - RACEMISATION

La racémisation est un des problémes délicats de la synthese
peptidique. De nombreuses études ont été menées dans ce sens et ont

été rassemblées dans les articles de J. KOVACS et D.S. KEMPSZé.

L'introduction de groupe protecteur, comme le BOC ou le Z, de
méme que les méthodes de déprotection utilisées n'entrainent pas de
racémisation sauf avec l'utilisation de bases fortes dans le cas des

esters méthyliques.

En fait, la formation d'esters actifs et le couplage & la DCCI

sont les réactions qui sont les plus aptes 2 y conduire.

La présence de base en forte concentration permet la formation
de l'intermédiaire oxazolone entrainant le départ du proton porté sur

le carbone assymétrique du cycle qui conduit ainsi & la racémisation.

L'utilisation de solvant polaire tel que le DMF favorise cette

réaction et augmente la vitesse de racémisation. Lors du couplage

{
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entre deux aminoacides, l'effet de dilution entraine une augmentation
de la durée du couplage, 2 peu prés dix fois plus pour une concentra-
tion de 0,01 M par rapport 4 0,13 M. Cette durée est aussi favorable a

la racémisation.

Les températures €élevées peuvent favoriser cette réaction ce qui

nous oblige & travailler & basse température.

Des inhibiteurs de racémisation, comme 1-hydroxybenzotriazole,
permettent de rendre la racémisation négligeable pour la méthode 2 la
DCCI.

Un mécanisme de (3 élimination a été plusieurs fois proposé
comme mécanisme de racémisation qui est favorisée en présence de

-

. 26
base forte, de bon groupe partant ou & haute température” .

E - PROTECTION DES THIOLS DANS LA SYNTHESE PEPTIDIQUE

L'importance de la cystéine et de la cystine dans les polypep-
tides naturels comme sites actifs et dans la stabilisation conformation-
nelle a entrainé la nécessité de développer la synthése et la dépro-
tection des groupes protecteurs de thiols. Bien qu'elle n'ait pas
toujours été utiliséezs, la protection du soufre durant la syntheése
peptidique est fortement recommandée a cause du haut degré de
nucléophilie de l'atome de soufre et de la facilité d'oxydation des
thiols en disulfure. Beaucoup de synthéses ont porté sur les peptides
soufrés comportant des ponts disulfures et ont entrainé leurs auteurs a
pratiquer une protection sélective des groupes thiolés. Les groupes les
plus couramment utilisés sont les thioéthers dont nous étudierons la
préparation et les différentes méthodes de déprotection. Parmi les
autres groupes utilisés, les thiazolidines avec notamment le groupe
acétamidométhyl et les dérivés sulfénylés nous ont paru étre les plus
intéressants. Nous parlerons enfin de deux groupes dont 1'utilisation

semble diminuer : les thioacétals et les thioesters.
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E-1 PREPARATION DES THIOETHERS
o Depuis les travaux de du VIGNEAUD29, les thioéthers
sont devenus les groupes protecteurs les plus utilisés. Ils sont généra-

lement préparés par substitution nucléophile dans laquelle 1'atome de

soufre sert de nucléophile.
Ces réactions réclament :

¢ soit un catalyseur basique pour générer un ion sulfure plus

nucléophile :

RSH + B~ ——» RS™ + BH —Rle R-S-R' + L~

La S-benzyl cysteine30 et la S paraméthoxybenzylcysteine ont ainsi été
préparées par alkylation du sel de sodium.

0 soit un catalyseur acide pour générer un cation qui réagit

avec le thiol :

+
5C*B” S RyC SH-R BT —sHB + RyC-S-R

A'B™ + RyC-L —m A-L + R

Nous avons choisi cette méthode pour la synthese de la
S-triphénylméthyl-L-cystéine en utilisant le triphénylméthanol pour
générer le cation et l'acide trifluoroacétique31 ou le trifluorure de
bore complexe d'éther33 comme catalyseur. L'action de l'acide sur des
alcools, des ofélines ou des alogénures conduisent en fait & la synthése
d'un carbocation qui réagit sur le thiol pour conduire au produit

. .28
protégé™ .

La S tertiobutyl cystéine a été synthétisée soit avec l'acétate
. . . R 2 .
de tertiobutyle soit avec l'1sobutene3 . Dans le cas des thioéthers
, 2 S . . N eqs 4 . +
préparés a partir de cations trés stabilisés comme le trityle (PkR™ =

-6,63) la réaction conduit & une coupure importante acidocatalysée.

Dans cette situation, les conditions d'équilibre34 sont atteintes
rapidement et la réaction doit étre menée a terme soit par évapora-
tion d'un acide volatii (TFA ou HBr) soit par diminution de la

concentration d'acide.
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o Déprotection Sodium/Amine, Sodium/Ammoniac

La coupure réductive des liaisons carbone-soufre a été durant de
nombreuses années avec l'utilisation du benzyle comme groupe protec-
teur le principal procédé de déprotection dans la synthése de peptides
soufrés.

Les thioéthers de type S-trityl , S-benzhydryl et S-benzyl sont
coupés par les combinaisons sodium/amine pour donner des thiolsss.
Cette méthode est utilisée sans changement significatif dans la synthése
peptidique depuis sa créationzs. Cependant, il a été montré que des
réactions secondaires se produisent lorsque le temps de déprotection du

. 36
peptide est prolongé™ .

La mise en oeuvre assez délicate et la réduction par le sodium

peu sélective nous ont amenés & éliminer cette méthode.

o Déprotection par les acides
La coupure des thioéthers par voie acide peut se faire soit par
réaction directe :

1

R-S-R! + HtA~ _rapide p opt gl o oa- _lente oo ria

ou par l'intermédiaire d'un ion carbonium :

1 1 1

R-s—R! « WA~ raRide_ pglpl , p- lemte ooy ply am . glA
Bien que les deux types de réactions soient connus, la seconde
semble étre la plus représentative37. D'ailleurs, une étude sur les
différents groupes protecteurs montre qualitativement la relation entre
la vitesse d'une réaction SN1 et la stabilité de l'ion carbonium. Il en
découle que le déblocage des groupes thioéthers par un acide se fait
en trois étapes : la premiére, rapide de formation de 1'acide conjugué,
la seconde, lente déterminant la vitesse de déprotection en formant
I'ion carbonium et la troisiegme ol l'ion carbonium réagit soit irréver-
siblement avec un cation fixateur (scavenger), soit réversiblement avec
la base conjuguée comme dans I'équation ci-dessus ou avec un

nucléophile ajouté 39.

Une étude sur la compétition entre un solvant (alcool) et un
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agent nucléophile (Y™) en fonction des ions carboniums utilisés montre
que plus la stabilité du cation est grande, plus l'énergie d'activation
requise pour sa transformation est élevée4o. Ainsi, 1'utilisation de
scavengers comme le phénol et Il'anisole dans la déprotection du
benzhydryle permet une augmentation notable du rendement de la
réaction, alors que dans la déprotection acidocatalysée du trityle, cela

a peu d'effet sur le rendement de la coupure.

Ces résultats peuvent étre attribués a la trés grande stabilité du

.

cation trityle comparée a celle du benzhydrylezs.

Les thioéthers d'alkyle ne sont pas touchés par les coupures
acides sauf le t.butyle qui est enlevé quantitativement par un acide
fort en présence d'un scavenger (HF, Anisole)38.

La S-benzyl -cystéine est, elle aussi, inerte aux acides comme
1'acide trifluoroacétique ou l'acide bromhydrique dans l'acide acétique

mais le groupe benzyle est coupé par HF en présence d'anisole.

Dans les mémes conditions, les groupes paraméthoxybenzyle et
benzhydryle sont coupés plus rapidement du fait de la stabilité de leurs

ions.

La coupure de nombreux groupes protecteurs a été effectuée
avec l'acide trifluoroacétique en présence de phénol en améliorant

largement le rendement de la réaction2'8.

o Coupure par les métaux lourds

L'affinité du soufre comme accepteur de métal est connue
depuis longtemps et lui a valu son appellation de mercaptan.
PEARSON42 considere que les thiols et les méraux donnent des

réactions "douces'".

SAVILLE43 a étudié la solvolyse de plusieurs thioethers d'allyle
avec le nitrate d'argent et conclu que deux ions Ag® sont nécessaires

dans la réaction de déprotection :

+ Ag
— R-S R, ——= R-$""-R, —=R" 4

Ag* + RSR ,
Ag Ag
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Elle est plus attractive car la précipitation des mercaptides la
rend irréversible. De plus, la simplicité de sa mise en oeuvre et sa
sélectivité sont des atouts supplémentaires. Elle a permis dans nos
synthéses une purification du peptide en éliminant tous les élements
non soufrés.

La réaction avec les alkylthioéthers est difficile et seul le
t-butyl a été déprotégé par action de HgC12 a reflux dans l'eausz.
Plus récemment, la synthése de la somatostatine44 a été effectuée en

utilisant le StBu qui est ensuite coupé par Hg(ll) & pH4.

Dans les groupes aryles, le trityle, le diphénylméthyle et le
benzhyldryle ont été les plus étudiés pour la déprotection. Le trityle a

méme pu étre coupé  sans toucher le groupe benzhydryle45_46.

La démétallation des sulfures. d'argent ou de mercure peut
s'obtenir par action de l'acide chlorhydrique (47) pour donner un
précipité de chlorure d'argent ou du sulfure d'hydrog(‘-:ne48 pour donner

le sulfure d'argent.

E-2 SYNTHESE ET DEPROTECTION DES AUTRES GROUPES
PROTECTEURS DES THIOLS

o Les thiazolidines et leurs dérivés

Bien que les thiazolidines ne soient pas trés utilisées, 1'utilisa-
. < . < < . 4
tion de l'acétamidométhyles'est développée dans les syntheéses 9 avec

sa déprotection par le mercure.

La réaction de la cystéine avec les aldéhydes a été utilisée vers

le milieu du siécle pour donner les dérivés du 4-carboxy -thiazolidine.
Id rd rd rd - B4 rd 50 Ve .

De nombreux aldéhydes et cétones ont été utilisés™ . Le mécanisme de

formation étudié par KALLON51 est montré ci-dessous :

?RZ-S-CRZ-OH ?RZ-S-CRZ-OH

CR,-SH
V2 + RC=0 == ——

2 \ NH<
CRZ{NHZ CR,-NH,~CR,~OH CR, TH CR,
CR,-SH CR,-SH CR,=S S,
CR,-NH-CR,0H CRZ-EH=CR2 CR,~NH

Produits final
1
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Le deuxieme équilibre se produisant lorque les états thermo-

dynamiques de 1'hemithioacetal ne sont pas favoriséssz.

L'acétamidométhyl (Acm) passe aussi par un intermédiaire

iminium résultant de la deshydratation du réactif carbinolamine,

1'acétamidométhanol, & pH 0,549 :

+
+ —
2CYS Y. -CO-NH-CH,=S~CH.. ~CH-CO._H
3 2 270
NH

3

Dans les deux cas, le groupe thiol fortement nucléophile réagit
sur le carbone sp2 plus rapidement que l'amine, l'oxygéne du groupe
carboxylique ou le solvant53 pour donner dans un cas les thiazolidines
et dans l'autre, les dérivés S-Acm.

CHAKRAVARTY et OLSENS4 ont obtenu un mélange avec la

protection par le groupe Acm et ont trouvé une bonne alternative en

utilisant le groupe S.benzamidométhyle.

La présence d'eau entraine la décomposition du cycle thiazolidine
alors que le groupe Acm est stable et résiste méme a des conditions
trés dures comme HF & 0°C et des pH allant de 0 & 13. 1l peut
cependant étre déprotégé de facgon irréversible par action de I'ion

mercurique en milieu aqueux™".

Les groupes thiazolidines donnent des rendements de 30 & 70%

alors que le groupe Acm donne 95% de rendement28.

L'acétamidométhyle est assez couramment utilisée
par exemple pour la synthése de modeéles proches des métallo-
thionéines56 de méme que pour des séquences de la ribonucléase A.
Cette déprotection n'a pu se faire qu'avec une solution aqueuse
d'acide acétique & 50% en présence d'ion mercurique avec un peptide

. . . 52
contenant huit motifs cystéine

L'Acm peut donner directement des disulfures par action de

1'iode ou des thiocyanogénesl.
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o Les thioesters et leurs dérivés

Cette série de groupes protecteurs comprend en plus des alkyl
et aryl thioesters, les alkyloxycarbonyles (ROCOSRI), les alkylthio-
carbamates (R-NH—CO—SRI) et les dithiocarbonates (R-S—CO—SRI).

La réaction des mercaptans avec les acides acétique et
benzoique donnent seulement 15% de thioester ce qui a conduit & les
préparer par action soit des halogénures d'acide, soit des anhydrides
sur le thiol.

Les syntheses de la S.acétyl et de la S.benzoyl cysteine ont été

b

menées a partir d'anhydride acétique et de chlorure de benzoy1e57.

On retiendra en particulier la synthése de la S.carbamoyl

cystéine par action de l'isocyanate d'éthyle sur la cystéine58.

Le probléme essentiel de la S.aryl et de la S.alkoxy-carboxy-L-
cystéine, est la migration S—»N acyle qui résulte de la présence d'une

. . » . 28
amine libre sur le résidu” .

Ce type de probléeme a été rencontré lors de la préparation mais
aussi lors des réactions de couplage aussi bien en phase liquide qu'en
phase solide. La synthése et 1'utilisation du groupe éthylcarbamoyle par

contre n'a pas posé ce type de probléme.

Les thioesters sont facilement déprotégés par réaction du sodium
dans l'ammoniac liquide. Dans une étude sur la déprotection du groupe
éthylcarbamoyle, GUTTMANS8 montre que l'on pourrait aussi obtenir
le thiol avec 1'ammoniac seul. En fait, ces groupes se coupent
facilement par action basique comme le S.benzoyle par action de la
soude O,2N57 mais de sérieuses réactions secondaires peuvent se
produire : les composés contenant la cystine conduisent aprés dépro-
tection 2 un mélange de polyméressg. Cette labilité aux bases est un
probléme supplémentaire lors de la synthese peptidique.

La coupure acide du groupe benzoyle est faible avec HBr dans
l'acide acétique ou l'acide trifluoroacétique en présence de phén0157
alors que le groupe paraméthoxybenzyloxycarbonyle est coupé par le
TFA 2 température ambiante et HBr 0,2N dans l'acide acétique60.

Les métaux lourds ont aussi été utilisés. Le groupe benzoyle a

été coupé aussi bien par l'argent (I) et le mercure (II) que par le
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cuivre (11) et le plomb (11)28. L'étude de 1'hydrolyse de différents
éthylthiobenzoates para substitués montre que 1'argent et le mercure
sont plus efficaces que l'ion hydroxonium et que l'argent fait inter-
venir un systéme bimoléculaire alors que le mercure réagit uni-

moléculairement.

Le groupe éthylcarbamoyle a été wutilisé pour la synthése de
peptides dans lequel la récupération du thiol a été effectuée par le

. 28
chlorure mercurique™".

o Les thioacétals

Les dérivés sont préparés avec un bon rendement soit par
catalyse acide soit par catalyse basique. Seulement on obtient dans
certains cas un mélange de diastéréoisoméreszs. Leur compatibilité
avec les autres groupes protecteurs durant la synthése peptidique a été
démontrée dans la synthé&se de l'insuline bovine62.

Les coupures acides ont été signalées mais n'ont pas été

utilisées car le rendement était faible.

Seule la coupure par les métaux lourds parait intéressante.
Ainsi, la S-(2tétrahydropyranyl)-L-cystéine a été rapidement convertie
en sulfure d'argent et la 0 hydroxyvaléraldéhyde par le nitrate
d'argent dans l'eau63. Seulement dans certains cas la coupure opérée
par les métaux lourds pose des probléemes de solubilité qui rendent leur

sre . . 28
utilisation moins attrayante”".

L'utilisation d'électrophiles tels que les thiocyanogénes permet

) . . 27
une conversion directe en disulfure”’.

o Les sulfényls et leurs dérivés

On retrouve dans ces composés entre autres les sulfonates, les
disulfures et certains métaux lourds qui servent pour la protection des

thiols lors de la synthése peptidique.

Les plus utilisés sont les sulfonates ; ils sont synthétisés & partir

soit de disulfure par oxydation soit de sulfites et de cuivre (11)28. Ils




-19-

sont particulierement utiles dans la synthése et la purification de
. 1 . . o

grands peptides . Les iodures de sulfényles sont trop réactifs pour étre

utilisés comme groupe protecteur et leur nature insoluble les rend

difficilement utilisablesZ®.

Par contre, les groupes aryle, éthyle et t-butyle sont plus
facilement utilisables. Ils sont trés stables aux conditions de la synthése
peptidique et sont récupérés en présence de mercaptans comme le

mercaptoéthanol 64.

Les disulfures intrachaines sont peu utilisables car leur solubilité
est faible. Leur déprotection est obtenue en présence de sodium dans
1'ammoniac liquide. En milieu acide les sulfonates sont stables alors
que les composés disulfurés peuvent &tre séparés surtout si la coupure
est activée par la présence d'électrophiles.

+ : Nu
1t E' e— RS—?-R1 ——» RSNu + ESR
E

R-S-SR 1

Les métaux lourds peuvent aussi jouer le rdle d'électrophiles et

couper les ponts disulfures en présence de nucléophile.

La plupart des composés sulfénylés peuvent étre déprotégés par
action de mercaptans. Cette méthode est pratique car la réaction est

rapide, spécifique et accomplie dans des conditions douces.
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Utilisation
Coupure
Acide

Na/NH3
Métaux lourds
Basique

COMPOSES

: Thioéthers : : : : : :
: Alkyls Do-= - - -y -
: Aryls O T+ o+ o+ -

: Thiazolidines
M CRZ-S . - . . . .
CR2 | : - : - - - -
: CRZ—NH

: S-acétamidométhyl : ++ : T+ -+ -

: Thioéthers

¢ RO- : : : : : :

: RNH-< CO-SR T+ T+ T+ o+ -
¢ RS-

: Thioacétals
: RS-CHZ—O—R

:RS-CHZ-S—R - :-:-:+:-:
: Sulfényls : : : : : : :

: R-S-SO3' s o+ (@) 0 - o+ o+ -
: R-S-S-R! o+ s (a) ¢+ - o+ s+ -

(a) déprotection possible avec les mercaptans.

TABLEAU I : RECAPITULATIF DES PROTECTIONS EN THIOLS EN SYNTHESE
PEPTIDIQUE ET DE LEURS METHODES DE DEPROTECTION ; ++ tres utilisé,
+ utilisé, - et -- peu ou pas utilisé.
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F -DESCRIPTION DES SYNTHESES

F-1 SCHEMA DE SYNTHESE

Gly Cys Cys Gly
BOC —J .. OH HZN OH BOC -—< OH HZN P
STr STr
BOC Osu HZN OH BOC OSu HZN
STr STr
BOC OH BOC
STr STr
H2N OH HZN
STr STr
HZN OH HZN
SAg SAg
HZN OH H2N
SH SH

F-2 TECHNIQUES ANALYTIQUES

La chromatographie sur silice en couche mince (Merck F254) a
été le principal outil de contrdle de 1'évolution des réactions pour les
peptides protégés avec comme éluant le mélange chloroforme-

méthanol-acide acétique(85/10/5).

Les peptides libres sont élués sur papier WHATMAN N° 1 dans
le mélange ternaire pyridine-nbutanol-eau (35/35/30). Les peptides
thiolés sont chromatographiés sur silice en couche mince (Merck F254)
avec un mélange méthanol-eau-acide acétique-pyridine (4/2/1/1) avec
0,1% de mercaptoéthanol. On révele les chromatogrammes par
pulvérisation d'une solution de ninhydrine (2,5 g dans 50 ml d'éthanol)
et par chauffage a 100°C. Les peptides N protégés sont passés dans

1

OH

OH

OH

OH

OH

OH
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des vapeurs chlorhydriques avant la pulvérisation pour libérer la
fonction amine. La pureté des produits thiolés a été contrdlée par
H.P.C.L. sur colonne en phase inverse (WATERS BONDAPACK C18) en

utilisant un programme de gradient avec de 1'eau et du méthanol.

F-3 PREPARATION DU TERTIOBUTYLAZIDOFORMIATE

Cette synthése s'effectue sous hotte car le tertiobutylazido-

formiate est un hypotenseur.

On introduit dans un ballon bicol 36,5 ml d'eau et 22,5 ml
d'acide acétique glacial. La solution étant refroidie a 0°C, on ajoute
progressivement 0,2 mole (26,4 g) de carbazate de tertiobutyle. Aprés
dissolution, on additionne, en maintenant la température entre 9 et
13°C, une solution de 0,22 mole (15,16 g) de nitrite de sodium dans
150 ml d'eau. Aprés avoir laissé la solution une heure sous agitation,
on ajoute 40 ml d'eau et on recueille la phase organique. L'azide
restant dans la phase aqueuse est extrait trois fois par 50 ml d'éther

éthylique.

Les phases organiques sont lavées trois fois avec 50 ml d'eau et
deux fois avec une solution de bicarbonate de sodium i 5%. Aprés
séchage sur sulfate de magnésium, la solution est filtrée, évaporée a

froid sous vide pour donner un résidu huileux que l'on conserve au
froid.

F-4 S.TRIPHENYLMETHYL-L-CYSTEINE (S.trityl-cystéine)
La S.trityl-cystéine est préparée par catalyse acide. On dissout
le mélange de cystéine 5.10_3 mole (0,6 g) et de triphénylméthanol
-3
5.10

est laissée sous agitation 30 minutes puis 1'acide trifluoroacétique est

mole (1,3 g) dans 9 ml d'acide trifluoroacétique. La solution

évaporé sous vide jusqu'a l'obtention d'un résidu visqueux que l'on
dissout dans 100 ml d'éther éthylique. On ajoute a la solution obtenue
une solution aqueuse de 10% d'acétate de sodium jusqu'a pH7 ol la
S.trityl-cystéine précipite. Le précipité est ensuite filtré, lavé deux

fois & 1'eau puis plusieurs fois & 1'éther chaud et séché sous vide.
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F-5 BOC S.TRITYL-CYSTEINE (BOC GLYCINE)

Les deux BOC aminoacides sont synthétisés par la méthode de
SCHNABEL. On ajoute & une suspension de 0,02 mole (7,27 g) de
S.trityl-cystéine dans 20 ml d'eau et 20 ml de dioxanne, 0,022 mole
de tertiobutylazidoformiate. Le pH de la solution est maintenu constant
4 10,2 par une solution de soude 4N & l'aide d'un autotitrateur. La

réaction dure 24 heures et conduit & une solution limpide.

On extrait 1'azide restant deux fois par 50 ml d'éther éthylique.
Ensuite, la solution est acidifiée jusqu'a pH2 avec de l'acide chlor-
hydrique & 1%. Le BOC S-trityl-cystéine est extrait deux fois par
1'acétate d'éthyle et deux fois par 1'éther é&thylique. Les phases
organiques sont ensuite lavées successivement par une solution saline,
de l'acide chlorhydrique a 1%, de l'eau et séchée sur sulfate de
magnésium. La solution est filtrée puis évaporée sous pression réduite.
On obtient une huile puis une mousse que l'on arrive 4 précipiter

difficilement dans un mélange éther sec-hexane (1-1).

Pour le BOC-glycine, le pH de travail est 10. L'acidification de
la solution aqueuse se fait avec l'acide citrique 4 pH3. La poudre
obtenue aprés évaporation est dissoute dans un peu de dichlorométhane

avant d'étre précipitée dans 1'hexane.

F-6 PREPARATION DE L'ESTER ACTIF DU BOC STRITYL-L-CYSTEINE

—— e e e e e e s e . . e S — e e i ey . . W . e . S = S o S — o o e e S g

On dissout dans 20 ml de chloroforme fraichement distillé et
refroidi & -10°C (glace dans l'acétone), 0,01 mole (4,6 g) de BOC
S-Tritylcystéine, 0,011 mole d'hydroxysuccinimide (1,3 g) et 0,011
mole de DCCI. On laisse la solution 2 -10°C durant une heure et a
température ambiante la nuit et on vérifie 1'avancement de la réaction

par chromatographie sur couche mince.

La réaction terminée, on filtre sur biichner et lave avec du
chloroforme la dicyclohexylurée formée. Le filtrat est lavé succes-
sivement par du bicarbonate de sodium & 5%, de l'eau, de l'acide
chlorhydrique & 1%, de l'eau, puis séché sur sulfate de magnésium,
filtré et évaporé sous pression réduite pour donner un résidu mousseux

que 1'on utilisera directement pour le couplage.

1
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Avec la glycine, on obtient un solide blanc que l'on recristallise
dans 1'isopropanol pour obtenir des cristaux blancs que l'on s&che sous

vide.

F-7 COUPLAGE DE L'ESTER ACTIF DU BOC S-TRITYLCYCTEINE

AVEC LA GLYCINE ( ET BOC GLYCINE AVEC LA S.TRITYLCYSTEINE)

On dissout dans 20 ml de diméthoxyéthane 4.1073 mole (2,242
g) de BOC S.Tritylcysteine ester actif. A cette solution, on ajoute une
solution de 5.10”3 mole (0,375 g) de glycine et de 5.10°3 mole de
triéthylamine (0,7 ml) dans 10 ml d'eau. La réaction est suivie par

chromatographie sur couche mince et dure environ trois heures.

La solution est ensuite acidifiée jusqu'a pH3 par de 1'acide
citrique puis extraite deux fois par 50 ml d'acétate d'éthyle et deux
fois par 50 ml d'éther éthylique. Les phases organiques sont recueillies,
lavées successivement par une solution d'acide chlorhydrique & 1% et
de l'eau puis séchées sur du sulfate de magnésium. La solution est

ensuite filtrée puis évaporée sous pression réduite.

Le résidu est repris par de 1'éther éthylique sec auquel on
ajoute 5.10"3 mole (1 ml) de dicyclohexylamine. La solution est mise
au froid et le sel de dicyclohexylamine formé est filtré puis lavé

plusieurs fois & 1'éther éthylique avant d'étre séché sous vide.

F-8 COUPURE DU GROUPE BOC DU BOC S.TRITYLCYSTEINYLGLYCINE

(ET DU BOC GLYCINYL-S.TRITYLCYSTEINE)

5.1073 mole (3,5 g) de BOC S.Tritylcystéinylglycine est dissous
~dans 25 ml d'acide acétique. Aprés dissolution, on rajoute lentement 2
ml de trifluorure de bore, complexe d'éther et on laisse la solution
sous agitation durant une heure. La solution est alors versée dans une

solution glacée d'acétate de sodium (18 g dans 100 ml d'eau).

Le gel formé est filiré, lavé deux fois avec de l'eau et quatre
fois avec 1'éther éthylique. Le précipité est ensuite séché sous pression

réduite.
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F-9 COUPURE DU TRIPHENYLMETHYL PAR L'ARGENT PUIS LE SULFURE

D'HYDROGENE DANS S.TRITYLCYSTEINYLGLYCINE (ET GLYCYL S.TRITYL

CYSTEINE)

On ajoute & une solution chaude saturée de 3.1O°3 mole (1,26 g)
de S.Tritylcystéinylglycine dans le méthanol, une solution de 3.10'3
mole (0,51 g) de nitrate d'argent et de 3.1073 mole (0,24 ml) de
pyridine dans 10 ml de méthanol. On obtient immédiatement un
précipité jaune et laisse la solution une heure. Le précipité est filtré,

lavé trois fois par du méthanol puis séché sous vide.

Le sulfure d'argent ainsi obtenu est mis en suspension dans 10
ml de méthanol 2 travers lequel on fait passer un courant de sulfure
d'hydrogéne produit par action de l'acide chlorhydrique sur le sulfure
de fer. Aprés 30 minutes, le précipité a pris la couleur noire du
sulfure d'argent. On le filtre sur bichner et le lave soigneusement
avec du méthanol. Le filtrat est évaporé sous pression réduite, repris
dans un peu de méthanol et précipité dans une solution d'éther avec
de 0,1% de mercaptoéthanol. Le précipité est filtré puis lavé deux fois
par la solution d'éther sec a4 0,1% de mercaptoéthanol sans laisser le

précipité i sec.

Apres le dernier lavage, le précipité de chlorhydrate de cystéinyl
glycine (ou de glycylcystéine) est immédiatement séché dans un

dessicateur sous vide.
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COMPQSE . Rendement : Point de fusion : Rf Couche Mince : Rf Papier :

BOC 83% - - -
........................... g e gy PGS YN UG QPRI S,
: S.Tri-Cys 98% 182°C 0,38 0,84
: BOC Gly 82% 85°C 0,55 -
: BOC S.Tri Cys : 68% : 126°C : 0,77 : -
MITTITETT Y I PP DT PP e S L L P e PP T P P PP TP Y PR R LT TP PR PV LY YR TP YT DY T DY T TR
: BOC Gly ester actif : 63% : 164°C : 0,67 : -
: BOC S.Tri Cys ester actif : 80% : - : 0,85 : -
e $memmescmmeemcnecfecan——————— :
: BOC Gly S.Tri Cys DCHA : 75% : 129°C : 0,61 : -
L EE L PR : - -4 mmmmmcmemmcccjecsmmceme——————— $mmmmmemnne
: BOC S.Tri Cys Gly DCHA : 70% : 114°C : 0,66 : -
N A AN NSRS SR A SRS NSNS EEE AN RN SR AR RERn YN S e |
: Gly S.Tri Cys : 88% : 165°C : - . 0,80
: S.Tri Cys Gly : 90% : 116°C : - . 0,73
: Gly S Ag Cys : 84% : 141°C(2) : - : -
: S Ag Cys Gly : 87% : 145°C(2) - - : -
LTI LIPS P T P Y P Py P T P P P L Y LT L L LY P PP T TP ITI T
: Gly Cys HCI : 67% : - : 0,35(1)

Cys Gly HCI 77% - 0,37(1)

(2) Pt de décomposition thermique
(1) Avec le mélange méthanol-eau-acide acétique-pyridine avec 0,1% de mercaptoéthanol.
TABLEAU II : RESULTATS DES SYNTHESES EN PHASE HOMOGENE.
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THEORIES ET METHODES

EXPERIMENTALES

~=0000000=~

Ce chapitre présente les différentes techniques spectrochimiques
et électrochimiques que nous avons employées. Nous y montrerons
I'intérét que peut avoir la R.M.N., la potentiométrie, le dichroisme
circulaire et la spectroscopie électronique U.V.-visible dans la

détermination des complexes.

Pour ces deux derniéres techniques, la présentation des dif-
férentes transitions impliquées dans le domaine U.V.-visible est menée
dans le cas de la complexation de peptides thiolés avec le Nickel(ll) et
le Palladium(Il) c'est-a-dire les transitions électroniques des chromo-

phores du ligand, d-d du métal et de transfert de charge.
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A - TRANSITIONS ELECTRONIQUES DES PEPTIDES LIBRES

Les chromophores symétriques deviennent optiquement actifs dans

un environnement moléculaire asymétrique.

A-1Chromophores amide et acide

Les différentes transitions entre les électrons non liants de
I'oxygeéne ou de l'azote et les orbitales 0 et ™ du groupe carbonyle sont

présentées ci-dessous,

o.
1‘-.
A = 150 nm
A=190nm A =220 nm
d n
P
A =165 nm
T
Figure 1

Transitions du groupe carbonyle

L'interaction existant entre les orbitales non liantes et celles du
groupe carbonyle a pour effet d'augmenter I'énergie de I'orbitale
antiliante T* et de sép:arer I'orbitale 7 liante en deux orbitales T, etT
27. Pour le chromophore amide, on observe une bande n —m* vers 220

nm avec € assez faible.

Les bandes T —TT*, 7I'2-——~>7r* et n—=7* avec un € de 10+3

N 4 .
2 1077 se trouvent respectivement vers 165 nm, 190 nm et 150 nm et

sont de ce fait difficilement observables.

Dans le chromophore acide, on observe une transition n—=T* que
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I'on situe vers 207 nm et qui varie en intensité et en position de A
maximum en fonction du pH. Cette transition est souvent masquée par la
présence de la bande T, —= T* du chromophore amide. La bande 7, —=

1
T* vers 170 nm est difficilement observable.

A-2 Le chromophore amine

On note essentiellement la transition n —— g * qui se situe vers
200 nm et se confond avec la transition 7!'2———71'* du chromophore
amide.

A-3 Les chromophores soufrés
(sulfhydryle et disulfur(-:)l_3

Une bande vers 200 nm est observée pour différentes molécules
possédant un groupe sulfhydryle et est attribuée a la transition n— J.
Lors de la déprotonation du thiol, cette bande passe a 240 nml. Dans les
spectres de disulfure, une bande centrée a 250 nm est observée avec un
coefficient d'extinction molaire relativement important en milieu acide.
Une autre transition vers 190 nm a été observée sous forme d'un

épaulement de la bande n—=T * de l'amide.

B - LES TRANSITIONS d-d

Dans l'ion métallique, les 5 orbitales d sont équivalentes. La
présence de charges dues aux ligands léve cette dégénérescence a cause
de la perte de symétrie sphérique. La dégénérescence des niveaux
d'énergie de l'ion complexé donne une mesure de la symétrie et de son
environnement. Le remplacement d'un atome par un autre produit un

effet bathochrome ou hypsoéhrome des bandes d-d.

Les deux métaux étudiés ici, le nickel(ll) et le palladium(ll)

forment des complexes de symétrie D4h de type carré-plan. La
dégénérescence de ce complexe donne lieu & 4 niveaux d'énergie eg, alg’
b2g et blg comme le montre la figure 2. On obtient donc trois
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transitions :
E: eg—bg (A g—Eg)
A b2g—->b1g (Alg—->A2 g)

B:ag=bg (Ag—=Au)

. . . . . 4
Cette derniére transition est interdite et ne sera donc pas observable .

big
]
Ds—D
E,|E, =2 |E B A
b2g
alg
> s

Figure 2

Trhansitions d-d des complexes plan-carniés

Comme on peut le voir sur la figure 2, le passage d'une symétrie
D 4h a D, entraine une levée de dégénerescence du niveau eg donnant
deux transitions E, et E28. La substitution du chlorure par un groupe
fonctionnel entraine une variation hypsochrome qui exprime la somme des
contributions individuelles de chaque groupe participant 3 la comple-
xation23. Les paramdtres Ox qui expriment cette contribution ont été
évalués empiriquement par comparaison des spectres d'absorption de
complexes du Pd(ll)g.
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Fonction ¢ O6x (KK) :

HZO 6,6
Cl™ : 5,3
S~ 5,3
NH2 8,1
: N™ 1er peptide : 7,5
: N” 28me : 8,3
: C00~ : 9.4

TABLEAU III : CONTRIBUTION DES FONCTIONS SUR LA VALEUR DU MAXIMUM
DE LA BANDE d-d DES COMPLEXES DU PALLADIUM (II).

Le palladium est le métal qui a la plus grande capacité a

déprotoner une fonction amide (pK : 2,4 pour les petits peptides)lo.

Les maximums des bandes d-d du palladium sont situés entre 300
et 500 nm, ce qui les fait le plus souvent apparaitre sous forme

d'épaulement des bandes de transfert de charge.

La figure 3 présente les différentes dégénérescences de niveaux de
I'ion libre dans les symétries rencontrées avec la complexation du nickel
(I1) auxquelles il ne manque que la symétrie D,h caractéristique de la
géométrie bipyramidale trigonale2_24. Parmi ces géométries, les plus
couramment rencontrées sont l'octaédrique, la  pseudooctaédrique
(C4v)(bleu—vert) et les complexes plan-carrés (jaune-rouge). Ces derniers
donnent les mémes transitions que le palladium (i) et sont principalement
formés avec des ligands de forte liaison covalente ou possédant un fort
caractere de liaison T 2. Dans le cas des complexes octaédriques, les
distorsions géométriques ou la présence de donneurs différents détruisant
la géometrie n'entrainent que peu de variations dans le spectre U.V.

visiblell.
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Figure 3

b1g

7
2 2,7
blg dx“_y?
e
7~
e
~
\\819 dZ2

~

Cav

Eclatement des niveaux énengétiques sulvant La symétrnie
dans Le cas du nickel (IT)

Les transitions observées pour le complexe octaédrique sont celles

rd . e , - 4
des états triplets présentés ci-dessous

>T1g(P) \
Va
3T1g(F)
3T24(F)
3A24g(F)
Figurne 4

Thansitions d-d des complexes octaldrniques
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3 3
75 Azg(F) —_— ng(F)

: 3ALg(F) ——»3T1g(F)

V3 i 38 g(F) —=>T,g(F)

La transition v, est magnétiquement interdite et ne sera pas

visible en dichroisme circulaire.

Dans le cas du complexe avec l'eau, la bande v, est dédoublée.
Avec le soufre, les complexes les plus observés sont carrés plans mais
ceux-ci sont proches de la symétrie t:étraédriquez1 et peuvent en avoir
certaines propriétéss. On peut de méme noter l'effet néphélauxétique
provoqué par la présence du soufre qui rend mal aisé 1'interprétation de
certains spectresz. Les bandes d-d du nickel sont situées entre 350 et
1200 nm ce qui permet de les observer assez facilement et de connaitre

la structure du complexe dans la plupart des cas.

C - TRANSITIONS DE TRANSFERT DE CHARGE

Ces transitions trés énergétiques sont dues aux transferts
électroniques entre les ligands et le métal. Elles sont de deux sortes,
d'abord les plus courantes, qui vont du ligand vers le métal a partir des
états 0 ou T vers les niveaux d libres. Les secondes, qui vont des niveaux
d occupés du métal vers 1'état 7* du ligand, ne sont généralement pas
observées sauf dans quelques cas particuliers comme celui de Ni(CN)i—
19. Les bandes ligand — métal sont comprises entre 400 et 200 nm
pour le nickel et 200 a 300 nm pour le palladium. Elles ont des
coefficients d'extinction molaire de l'ordre de 103 a 104 et ne sont

interdites ni par la multiplicité ni au sens de LAPORTE.
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Figwe 5

Transitions de transfert de charge
entrne un Ligand et un métal

D - SPECTROSCOPIE U.V. -VISIBLE

Elle a été effectuée sur un spectrophotomeétre Cary 219 en
utilisant des cuves en quartz de trajet optique de 0,1 et 1 cm. Chaque
série de spectres a été effectuée avec des solutions fraichement
préparées. La concentration du perchlorate de nickel érait 5.10‘3
molaire pour toutes les solutions et celle de palladium 10"3 molaire

pour tous les rapports étrudiés.
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E - DICHROISME CIRCULAIRE®13

Une onde électromagétique linéairement polarisée peut &tre
considérée comme la résultante des deux composantes gauche et droite
circulairement polarisées. Lorsque cette onde traverse un milieu
contenant des chromophores optiquement actifs, l'indice de réfraction
des deux composantes différe, entrainant une rotation du plan de
polarisation d'un angle & . On observe alors le phénoméne de dispersion
optique rotatoire. Si l'onde se trouve sur une bande d'absorption
optiquement active, le coefficient d'extinction de chacune des
composantes sera différent. Alors le rayon émergent sera ellipti-
quement polarisé (figure 6) et le milieu présente le phénomene de
dichroisme circulaire. La combinaison de 1'absorption différentielle et
de la différence de vitesse de transmission de la lumigtre polarisée
droite ou gauche dans la région spectrale oli se manifeste une bande
d'absorption optiquement active est appelée "effet Cotton". Il se
manifeste en dichroisme circulaire par une variation de Ace positive ou

négative.

L'éllipticité lpest reliée aux coefficients d'absorption droit ou

gauche KG et KD.

Y = (KG - KD) 1/X avec Y en radians.

tg 1!/ = a/b, a et b étant respectivement les grand
et petit axes de 1'éllipse.

Deux grandeurs ont été introduites pour exprimer 1'ellipticité

d'une solution :
L'ellipticité spécifique

[¥]=Y/ic

avec en degrés, 1 en dm et ¢ en g/ml.

L'ellipticité molaire
(61 =0 Im/100
M étant la masse molaire de la solution.

Le coefficient d'absorption K est relié au coefficient d'extinc-

tion molaire par la relation : K = 2,303 Ac/4.




Figure 6

Schéma du phénoméne de dichroisme circulaire

Ce qui entraine que :

[ 0] =3300 A€  (en degrés.cm?® décimole™})
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Le dichrographe fournit directement la différence de densité optique :

AA:AG—AD

On obtient donc 0 = 3300 M D A/lc avec ¢ en g/l et | en cm.

La force rotationnelle RK permet de mesurer les interactions
entre un chromophore et son entourage asymétrique. Les phénomenes
d'absorption et de dichroisme circulaire sont produits par des dépla-
cements de charges induits par une onde électromagnétique en créant
des dipoles électriques et magnétiques. Elle correspond a l'aire de la

bande en dichroisme circulaire.

L'équation de RK, en prenant une transition située entre les

états électroniques a et b est :
R =1 (a |p,e| b) (b ]lumla)

c'est a dire la partie imaginaire du produit scalaire des moments de

transition dipolaire électrique K, et magnétique B e

L'équation devient en prenant comme angle entre les moments

magnétique () et électrique (p) (1) :
Ry, = ppcos?

La transition sera active en dichroisme circulaire si RK est non
nul. Les mesures de dichroisme circulaire ont été effectudes sur un
dichrographe JOBIN et YVON MARK 1II équipé d'un systéme d'acquisi-
tion des données couplé avec un ordinateur APPLE II. Le traitement
des données fournit un spectre représentant la longueur d'onde ( \ )

en fonction de la différence d'absorption ( A € ).

Les mesures ont été effectuées avec des cellules en quartz de

trajet optique de 1,0.1 et 0.01 cm.

Les solutions ont été préparées dans les mémes conditions que

pour 1'U.V. visible.
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F - LA POTENTIOMETRIE

L'apport de l'informatique dans le traitement des courbes
potentiométriques a permis ['affinement des constantes obtenues et une
meilleure connaissance des espéces en solution. De ce fait, la poten-
tiométrie constitue un moyen de vérifier la validité des hypotheéses
faites a partir des méthodes spectroscopiques. La complexation
s'accompagne le plus souvent du départ de protons, ce qui permet de

suivre son évolution par pHmétrie.

Aprés traitement des courbes de titration, les constantes de
formation des espeéces permettent de tracer les courbes de répartition
de celles-ci en fonction du pH et ainsi de connaitre la zone d'exis-
tence des especes en solutions. Les études potentiométriques ont été

réalisées & 1l'Institut de Chimie Inorganique et Analytique de 1'Université
LAJOS KOSSUTH & DEBRECEN (Hongrie).

Les mesures ont été effectudes dans une cellule thermostatée a

298 0,1 K sous atmosphére d'argon.

Les rapports ligand/métal des solutions allaient de 1 4 4, l'ion
métallique se trouvant a une concentration voisine de 10—3 mole/litre.
Un pHmeétre Radiometer PHM64 équipé d'électrodes de verre
(Radiometer G2040B) et de calomel (Radiometer K4040) a été utilisé
pour effectuer les mesures. Une autoburette ABU13 ou ABU80 a servi
a ajouter la potasse 0,1 molaire. La force ionique de la solution était
stabilisée par l'utilisation d'une solution de KCl 0,2 molaire permettant

ainsi de travailler avec un coefficient d'activité presque constant.

Le pHmetre a été calibré avec une solution 0,05 molaire

d'hydrogénophtalate de potassium.

Les constantes de protonation et de stabilité des complexes ont
été calculées & partir des courbes de titration a l'aide du programme
PSEQUADZZ. Il consiste a affiner 1'écart-type entre les points
expérimentaux et les points calculés & partir des constantes de
stabilité et de protonation des différentes espéces que l'on a intro-
duites dans les données. Il permet en plus d'affiner différents types de
grandeurs dépendant soit des constituants chimiques soit des chaines de

mesures. Dans les résultats, on note L le ligand ayant perdu tous ses
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protons ionisables & 1'état libre. Lorsqu'on forme un complexe MpLqHr,

il est caractérisé par sa constante de formation globale (3 pqr et sa

constante d'équilibre KI;)qr définie comme suit :

(MpLgHr)

Bpar =
MP(H) ()1

pour l'équilibre pM + qL + rH —=MpLqgHr

L (MpLqgHTr)
K =

PAT (MpLq - [HI)(L)

pour 1'équilibre MpLq - ,Hr + L —» MpLqHr

1

A partir de ces constantes, on peut tracer des courbes de
répartition des especes qui nous permettent de visualiser les espéces en

fonction du pH.

G - ETUDE PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE12

La R.M.N. permet grice a la mesure du déplacement chimique

de connaitre la déprotonation en fonction du pH14’15

. La déprotonation
d'une fonction entraine le blindage des protons en fonction de leur
proximité. La mesure du déplacement chimique des protons en fonction
du pH permet donc de connaitre le ou les centres de déprotonation et
de pouvoir évaluer la valeur du pK de ceux-ci. La comparaison des
spectres du peptide libre et complexé permet de confirmer et d'ap-
profondir les hypothéses émises & partir des spectres d'absorption et
de dichroisme circulaire. L'unité CH-CH2 des amino-acides présentant
une activité optique est susceptible d'introduire la non équivalence des
protons géminés par une dissymétrie moléculaire. Les protons o et 3

donnent un spectre de type ABC (figure 7).
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jAC JAB J/\B
— [ ' l
j JAB JAB
A — 1
JBC JAC
[ LI 1 i | 1 1

/Ub Jm‘q kUL__

Figure 7

Speetre R.M.N. de type ABC de fa cgétéinezo

En solution, un équilibre rapide s'établit entre les trois
rotameres représentés ci-dessous : @

SH

z;%;z zgﬁ;[ ROC NHR,
H; 4

NHR, He

| f I

Figure §

Notation des rotaménes de nésidus thiols d'amino-acides
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On peut déterminer les constantes de couplage et les dépla-
cements chimiques de ces trois protons mais seuls la constante JAB et
le déplacement 5C sont obtenus avec assez de précision. Les autres
valeurs étant approximatives, il est nécessaire d'utiliser une méthode
de calcul pour les affiner par itération. Dans le cas du mélange des
rotameéres, les déplacements chimiques et les constantes de couplage
représentent la moyenne de ceux-ci pour chaque rotamérelé. KARPLUS
a proposé une méthode d'approximation des constantes de couplage
vicinales en fonction des angles de liaison CH de CH—CH2 pour les
trois rotaméres”. L'évaluation des constantes de couplage gauche et
trans permet alors de déduire la population des trois rotaméres, JAC
et JBC pouvant étre exprimés en fonction des fractions molaires des

trois rotameres et des parametres Jg et Jt’

Equation de PACHLER :

Jac = PJg + Pyt + Pyle

Pljt + Pujg + PIIIJg

avec PI + PII + PIII =1

On obtient donc les populations en fonction des constantes de

couplage :

JBC - Jg ‘]AC - Jg JBC - JAC
Pz — P = — P -
I ’ I ’ i

Ju - Jg Ju -Jg Ju - Jg

Plusieurs jeux de valeurs ont été utiliséslé’ls, nous utiliserons
celui de PACHLER (Jg = 2,56 Hz et Jt = 13,6 Hz). ’

Les mesures des spectres du proton et du carbone 13 ont été
effectuées sur BRUCKER WP80 ou BRUCKER AM 400. Les spectres
ABX ont été traités sur HP 9826 avec les programmes LAOCN et
ROTAMERE, adaptés au calculateur par T. TATAROWSKI et Z.
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SIATECKI. Les solution ont été préparées dans DZO avec comme
référence le sel de sodium de [1'acide 3-triméthylsilyl-1-propane

sulfonique et les pH ont été ajustés avec DCl et NaOD.

-=0000000=-
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ETUDE DE LA COMPLEXATION AVEC LE NICKEL(I)

DE PEPTIDES CONTENANT LA CYSTEINE.

-=0000000=-

INTRODUCTION

La plupart des peptides donnent avec le nickel (II) des complexes
octahédriquesl’z’B. Cependant avec des résidus comme la cystéine et
I'histidine, on obtient dans la plupart des cas des complexes plan-
carrésl’z’s ou tétraédriques3’4. La structure des complexes thiolés

n'est pas toujours bien établie10’25’26’27

. Nous avons donc mené une
étude spectroscopique de différents peptides thiolés pour nous
permettre de mieux comprendre cette complexation. Pour cela, nous
avons utilisé les spectroscopies d'absorption U.V.visible et de
dichroisme circulaire ainsi que la R.M.N. lorsque cela était possible.
En paralléle, une étude potentiométrique nous a permis de connaitre

I'importance des espéces en solution.
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A - LA CYSTEINE

La complexation de ligands soufrés avec le nickel (II) donne lieu

a la formation de complexes plan-carrés dans la plupart des

2,14,15,16,18

cas’ . Ces complexes présentent une bande d-d facilement

détectable dans les spectres d'absorption située entre 400 et 600 nm1l
suivant les groupes fonctionnels coordinés. Il semble acquis que l'on ait
une coordination avec deux azotes et deux soufres lorsque I'on observe

une bande centrée a4 460 nm. C'est le cas de la L-cystéine, de la

7,9,10,20,21

D-penicillamine et d'autres composés du méme type . Nous
p yp

b

observons cette espéce a haut pH et & fort rapport ligand/métal ( 2).

Cependant, en U.V. visible et en dichroisme circulaire, nous observons

0N

une diminution de la bande d'absorption située & 370 nm lorsque le pH
ou le rapport ligand/métal augmentent. Cette bande a déja été
observée avec d'autres ligands7’11. Elle est due & la formation du
complexe Ni3L4 ot deux complexes NiL2 mettent leurs quatre soufres
en commun pour former un complexe central NiS4 qui a déja été
décrit pour différents composés contenant une fonction amine et une

fonction thiolée6’7’9’23.

Figure 9

Structure du complexe Ni3L4 avec le 2—aminoéthanethiol6

;
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Dans les spectres de la cystéine (tableau III), on observe pour
I'espéce polynucléaire, une bande d-d & 490 nm, une bande & 370 nm
correspondant & la transition S (liaison centrale) — Ni, deux bandes &
310 nm et 270 nm correspondant respectivement aux transitions 7 xS—>
Ni et 0 S—>Ni dues aux deux ions de nickel périphériques. Le
dichroisme circulaire permet d'observer deux bandes d-d & 523 et 438
nm respectivement attribuées aux transitions A et E et quatre bandes
de transfert de charge dues aux deux types de complexation du soufre,
la complexation de 1'atome de nickel central induisant des transitions

électroniques d'énergie plus faible.

Cela se vérifie dans les études cristallographiques effectuées sur
le 2—a.minoél:hanethiol6 oiu la distance Ni-S du nickel interne est
supérieure a celle du nickel périphérique (2,156 K). Lorsque 1'on
augmente le pH ou le rapport ligand/métal, on obtient alors le spectre
de Il'espéce NiL

central-soufre dans le polymeére sont de stabilité inférieure a celle des

2 ce qui est normal puisque les liaisons nickel

liaisons nickel-soufre dans NiLZ. Dans le cas de cette espéce, on
observe dans le spectre d'absorption deux bandes d-d & 580 et 467 nm
qui sont dues aux bandes A et E du complexe plan-carré. Elles se
situent dans les spectres dichroiques & 533 et 449 nm (figure 16). Ces
deux bandes sont en bonne concordance avec une coordination de deux
azotes et deux soufres. L'étude de la région de transfert de charge
confirme que la bande 4 370 nm provient de liaison Ni-S du nickel
central de 1'espece polynucléaire, puisque celle-ci disparait alors que
les deux autres & 270 et 310 nm sont encore plus importantes. En
dichroisme circulaire, on observe trois bandes centrées a 337, 272 et
250 nm que l'on peut attribuer d'aprés les travaux de SOLOMON aux
trois transitions S T x—»Ni, Sg y—> Ni et S 0 z—>Ni que nous
exposerons dans le chaptire sur le palladium.

9,23

Les études potentiométriques ne montrent que l'existence de

I'espece NiLz. L'absence de l'espéce Ni3L4 peut s'expliquer car les
deux espéces donnant la méme déprotonation du ligand, elle ne peut
pas étre visualisée en pHmétrie. Seule ['utilisation d'électrodes
spécifiques du nickel permettrait de connaitre l'importance relative des
deux espéces. On obtient avec la cystéine un systéme trés stable avec

un chélate a cing chai‘nons28




-52-

e
/\/NI\

/

Figure 10

Structure du complexe Ni3Cys4

NH,
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Figure 11

Structure du complexe NiL2 pour Cys et CysGly

H pour Cys

Gly pour Cys Gly
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L




.
-

DICHROISME CIRCULAIRE U.V. VISIBLE
pH e $ 3 § $ + —a——— -
A e Attribution N € ¢ Attribution
Rapport 1 : :
5,6 526 : + 0,08 A : :
453 -0,09 : g 9 4%e : 148 : d-d
362 - 0,35 wSb— Ni 370 522 : MnSb—rNi
322 - 0,60 mS — Ni 310 1600 : TS —Ni
290 + 0,59 oSb—Ni 270 3580 : oS —Ni
259 - 1,05 oS —Ni : :
216 + 1,25 C=0 H : :
8,5 523 + 0,17 A : : :
444 -0,13 : g 949 . 490e 184 : d-d
362 -0,42 :wSb—> Ni :  370e 620 : wShb—>Ni
320 - 0,65 S —Ni : 310e 1820 : wS—INi
294 + 1,37 oSh—INi 2700 1 4020 : oS—>Ni
260 - 1,07 oS —Ni :
218 + 1,86 c=0 : :
9,8 532 + 0,12 A : :
. 449 -o0,8 : g 4 . 47 188 : d-d
340 + 0,26 oS —Ni :  370e 520 : ws—yNi
271 - 2,49 c=0 270 4020 : oS—7 Ni
: Rapport 2 : : :
5,6 519 + 0,38 A : :
T 440 - 0,13 E s 492 188 : d-d
360 - 0,58 T Sb—o Ni T 370e 640 : wWSb—Ni
322 -0,86 : wS— Ni 310e 1050 : 7wS—> Ni
292 +2,22 aSb—Ni 270 5520 : ¢S —>Ni
258 - 2,54 05 —» Ni
8,0 21 +2,92 c=0
10,0 532 +0,20 : A 570e 40 : A
447 -0,28 :E 465 108 : E
338 +0,36 : wS— Ni 310e 940 : wS— Ni
272 - 4,74 oS — Ni 270 10800 : oS —Ni
218 + 4,48 C=0
Rapport 4 pour C.D. et 10 pour U.V. visible :
6,3 524 1 +0,47 A 570e 38 : A
449 - 0,48 E T 467 108 : E
374 -0,22 7Sb ~»Ni 310e 2550 : WS —»Ni
338 : +0,M oS —Ni 270 30600 : ogS—>Ni
318 - 0,29 oSb—>Ni 220e 34800 :  C=0
: 269 - 8,28 oS —> Ni
212 + 9,84 =0
8,1 : 534 + 0,29 A 580e 40 : A
449 - 0,58 E 467 118 : E
337 + 1,10 S —¥Ni 310e 2520 : WS —> Ni
272 - 9,88 05— Ni 270 14400 : oS — Ni
214 +12,32 c=0 230e 31200 :  C=0

avec Ni(11})
e : épaulement

TABLEAU IV : Valeur des maxima en dichroisme circulaire et en

U.V. visible de la cysteine

-53.
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B - L-CYSTEINYLGLYCINE

La complexation de ce ligand est semblable & celle de la
cystéine. Les bandes d-d en absorption & 475 puis 464 nm et 600 nm
sont caractéristiques de la coordination avec deux amines et deux
soufres. L'espece Ni?’L4 est présente en solution mais elle est vite
remplacée par 1'espece NiL2 lorsque le pH devient basique. Cette

N

faible stabilité est sirement due & I'encombrement du résidu glycine
bien que celui-ci ne soit pas coordinég. Dans les bandes de transfert
de charge, on observe les mémes bandes qu'avec la cystéine mais
celles provenant de 1'espgce polynucléaire disparaissent 3 un pH plus
bas que pour la cystéine confirmant la faible stabilité de 1'espece
Ni3L4 pour Cys-Gly. Lorsque le rapport ligand/métal dépasse 1'unité,
I'esptce polynucléaire est peu stable et disparait treés rapidement. Les
études potentiométriques montrent l'importance de I'espece NiL2 alors
que l'espéce NiL. est faiblement représentée (figure 24). La faible
importance de celle-ci n'a pas permis d'en connaitre les données

spectroscopiques.

ESPECES : Log(B) Cys-Gly 1 Log(B) Cysg'30
LH 9,37 10,36
LH2 16,31 18,62
LH3 19,44 20,90

Ni3L4 : : .44 51

NiL2 : 17,77 : 19,61

NiL : 7,94 : 8,7

TABLEAU V : Log(B) des espéces en solution de L-Cys-Gly avec le nickel(II)

La potentiométrie n'a pas permis de différencier les
deux especes Ni?)L4 et NiI_.2 puisque celles-ci ne présentent pas de
différence dans leur déprotonation. Comme avec la cystéine, on obtient

un systéme chélaté 4 cing chainons qui est le plus stablezg.




-55-

LILLE

Figure 12

Spectre dichroique visible de Cys avec Ni(ll) rapport 1
pH 9,8 —--8,5— 7,5+ 56--~
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Figure 13

Spectre dichroique U.V. de Cys avec Ni(II) rapport 1
pH 9,8 —=-=85— 75 56---

(BU
LiLLE

-0,2

Figure 14

Spectre dichroique visible de Cys avec Ni(ll) rapport 2
pH 10,0 -+ 7,6 == 56— 51-=—



®
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Figure 15

Spectre dichroique U.V. de Cys avec Ni(ll) rapport 2
pH 10,0 7,6 ——5,6— 5,1-——



~-58-

Figure 16

Spectre dichroique visible de Cys avec Ni(ll) rapport 4
pH 112 3 8,1--= 6,3+ 58 —-—5,1 —
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Figure 17

Spectre dichroique U.V. de Cys avec Ni(ll) rapport 4
pH 11,2 42 8,1---6,3---+ 58 —-—5.1
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Figure 18

Spectre dichroique visible de CysGly avec Ni(ll) rapport 1
PH 9,3 —==81-- 66—-— 51—
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DICHROTISME CIRCULAIRE U.V. VISIBLE
pH A A e Attribution A € Attribution
: Rapport 1 :
: 6,3 : 532 : +0,23 A :
a9 : -o0,6 : g 99 :
378 : -0,09 7 Sb—» Ni
HE 1 : +0,16 ¢ WwS—>Ni :
: I - 0,12 0Sb— Ni : :
: 266 - 2,34 oSy-—->Ni : :
244 - 0,70 oSz-->Ni
: 9,3 529 + 0,13 A :
: : 451 -0,21 ; g 9
340 + 0,47 *S—>Ni :
278 - 1,77 o Sy—>Ni
T 244 + 0,44 oSz— Ni
: Rapport 2 :
: 6,2 : 537 + 0,62 A
448 - 0,52 E d-d 475 138 . d-d
349 + 0,64 : 7Sx—>»Ni 380e 330 : Sb—Ni
270 - 2,58 oSy—Ni 310e 2300 TSx -3 Ni
246 + 0,40 oSz—» Ni 270 7400 oSy—»Ni
245e 6600 oSz->Ni
10,0 538 + 0,23 A 600e 46 A
452 - 0,32 E 464 134 E
: 339 + 0,66 TSX—>Ni 310e 2300 TSx—=>Ni
284 HEEEES IS B oSy—>Ni 270 7100 oSy—>Ni
246 : + 0,35 oSz— Ni 245e 6600 oSz—» Ni
: Rapport 4 :
5,9 534 + 0,47 A :
s 450 -0,64 : E
338 + 1,66 : wSx—>Ni
278 -4,68 : oSy-»Ni
246 : +0,76 : oSz—»Ni
10,0 531 + 0,44 A
457 - 0,66 E
338 : + 1,66 TSx—> Ni
278 - 3,92 oSy —»Ni :
246 + 1,72 oSz —»Ni

e we

.
-

TABLEAU V1 : Valeur des maxima en dichrolsme circulaire et en U.V. visible pour
L-cystéinylglycine avec Ni(II).
e : épaulement.




62—

Figure 20

Spectre dichroique visible de CysGly rapport 2
pH 10,0-~=~83—-—6,2 —
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Figure 19
—\-

Figure 21

\ ! Spectre dichroique U.V. de CysGly avec Ni(il) rapport 2
/
NG/ pH10,0=——=8,3 ——6,2
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Figure 22

Spectre dichroique visible de CysGly avec Ni(ll) rapport 4
pH 10,0 & 5,9
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A (nm)

Figure 23

Spectre dichroique U.V. de CysGly avec Ni(ll) rapport 4
pH 10,0 a 81— 59— ——
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Figure 24

Courbes de répartition des espéces de CysGly avec Ni(ll)

Rapport 2
wig 4
531 IN{ 12
4pt Ng&*
"l K
EZJ(
NiL
184
NiL
e — + ~+
4 5 (] 7 e
! Figure 25

Courbes de répartition des espeéce de CysGly avec Ni(ll)
Rapport 1
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C - GLYCYL L-CYSTEINE

Dans le cas de ce peptide, la complexation se fait par 1'amine,
I'amide et le thiolate. Le dernier point de coordination est occupé par le
soufre d'un autre ligand. Dans le cas ou le métal et le ligand sont en
rapport égal, le seul soufre pouvant intervenir est celui d'un ligand déja
complexé avec un autre nickel et on obtient un pont soufré entre les
deux atomes métalliques qui ~donne I'espéce dimérique Ni,L,H

272 -2
présentée ci-dessous.

=~ S- NH

NN S
Ni2+ Ni2+

H2N/ \S/ \ 2

Figure 26

Structure du complexe I\IiZLZH_2

Lorsque le rapport ligand/métal et le pH augmentent, les espices
NiL2 puis NiLZH__1 apparaissent. La liaison dative d'un thiolate libre
étant plus stable que la liaison covalente du soufre dans le dimeére. Les
deux espéces ont le méme type d'environnement, la déprotonation de
I'amide du second ligand ne changeant rien dans la complexation. La
structure des différentes espéces est semblable : c'est & dire que l'on a
une coordination avec deux soufres et deux azotes sur le nickel. Cela se
traduit par deux bandes d-d dans tout le domaine de pH a 480 et 410
nm correspondant aux transitions A et E en dichroisme circulaire (figures
28 et 30). L'existence de 1'espgce binucléaire est confirmée par la
présence d'une bande & 335 nm en U.V. visible qui subit un déplace-

ment bathochrome par rapport aux transitions datives de transfert de
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charge. Ce genre de complexes a déja été signalé dans la littérature
pour un ligand possédant trois groupes soufrés complexant524. Avec
1'augmentation du rapport ligand/métal, cette espéce décroit comme le
montre la figure 33. On note que l'espéce binucléaire est assez stable
et on observe une décroissance importante lorqu'on dépasse le rapport
deux. Ce changement peu important dans les spectres dichroiques est
plus notable dans les spectres d'absorption pour un rapport ligant/métal
égal a 4 nous permettant d'obtenir & un pH supérieur & 10 le spectre
de 1'espeéce NiAH_lA. Dans le spectre d'absorption, on observe mieux
la bande & 460 nm avec un épaulement & 540 nm lorsque la bande &
335 nm correspondant 4 l'espéce binucléaire disparait. Les spectres
dichroiques présentent deux bandes d-d A et E & 483 et 408 nm. La
bande a4 356 nm serait due au dédoublement de la transition E. Dans
le domaine de l'ultra-violet, on a trois transitions de transfert de
charge & 310 nm ( 7 Sx—Ni), 280 nm ( ¢ Sy—=Ni) et 235 nm ( 0 Sz
—-Ni). La bande & 265 nm est une bande de transfert de charge amide
—¥nickel. Pour confirmer ce type de complexes, on a étudié l'influence
d'ajouts de cystéine a4 une solution de glycylcystéine et de nickel en
rapport égal. En spectroscopie d'absorption, la bande & 335 nm
disparait totalement lorsque l'on atteint un ajout d'un équivalent de
cystéine confirmant la dépendance de cette bande avec l'espece
binucléaire Ni,A,H_,. En dichroisme circulaire (figure 32), on observe
peu de changement dans la partie visible sauf avec un fort ajout de
cystéine, celle-ci substituant la cystéinylglycine car le spectre
ressemble & celui de la cystéine. Dans la région de transfert de
charge, on a une inversion de la bande & 270 nm qui correspond au
changement de coordination produit avec l'arrivée de la cystéine. Il
semble donc que l'on ait la coordination d'un ligand avec l'amine,
I'amide et le thiol avec Ni(ll) et du soufre d'un second ligand soit en

liaison covalente (NiZLZH-Z) soit en liaison dative (NiL., et NiLzH_l).

2
Le spectre R.M.N, & pH 12 (figure 27a) en rapport L/M 2 a permis de
déterminer 1'existence de trois types de systéme ABC de la cystéine,
le systéme libre dii a2 1'excés de ligand donnant un quadruplet a 3.88
ppm et un triplet 2 2,91 ppm. Les deux autres systémes n'ont pu étre
compris que par irradiation sélective 4 2.59 ppm comme le montre la
figure 27b.

.

Les deux doublets a 3.96 et 2.18 ppm sont couplés avec le

massif centré & 2.6 ppm. Le second doublet représente les protons 3
1
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L s g .

- WU
CH Cys CH Cys CHZGly CHZCys CH Cys CH2 Cys
comp. 1 libre Libre et comp. 1 et 2 Libre comp, 2 comp, 2
CH2 Cys
comp. 1
1 ¥ T I LN
8.0 3.5 3.0 2.8 2.0
PPH
Figure 27

Spectre R.M.N. de glycylcystéine avec Ni(Il) a pH 12 (a) avec
découplage a 2,6 ppm (b) (comp. 1 1ié par le soufre,

comp. 2 lié par le soufre, I'amide et 1'amine)
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CH, du complexe 1ié a 1'amine, 1'amide et le thiolate (comp 2) dont
le proton CH est situé dans le massif &2 2.6 ppm. Ces trois protons
sont fortement déplacés vers les champs faibles. Le proton ¢ CH du
complexe 1 1ié donne un doublet & 3,9 ppm et les protons (3 CH2
donnent probablement un systéme AB, situé dans le massif 4 2,6 ppm,
les déplacements chimiques de ces trois protons sont plus proches de
ceux du produit libre que ceux du complexe 2 out il y a un chélate. La
superposition des deux systémes ne permet pas de les résoudre. Ce
spectre montre que l'on a en présence deux espéces de cystéine
coordinées ce qui est en corrélation avec les résultats obtenus en
dichroisme circulaire, en U.V. visible et en potentiométrie. Les
complexes obtenus forment deux chélates a cinq chainons d'une bonne
stabilitézg. Le deuxidme chélate étant moins stable que le premier

comme le montre l'expérience avec la cystéine.

ESPECES : Log(RB)

AH 9,48
AH, 17,52
AHg 20,25

NiAM_, 6,85

NiA,, 14,91

NiAMH_, : 6,42

TABLEAU VII : Log (B) des espéces en solution de GlyCys(L) et du Ni(II)
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DICHROISME CIRCULAIRE : U.v. VISIBLE
pH : 4 4 + 4 + :

A : A€ i Attribution ) € : Attribution

de
i,

: Rapport 1 : :
6,0 - 478 : -0,92 : A

e se d

408 : -0,93 : E1 :
: 3% : + 1,16 E2 : : :
: 308 : +0,98 : STx—Ni : :
: 280 : +2,00 : S oy—Ni : :
: 264 : +3,19 : N —»Ni : :
11,0 : 238 -1,91 Soz—->»Ni :
: Rapport 2 : : : : :
: 6,0 : 481 : -1,76 : A : 460e @ 330 : d-d :
: 409 : - 1,41 E1 ¢ 338 : 2320 : Swx—> Ni :
3% : + 1,86 : E2 ¢ 280e : 2000 : Sgy—=>Ni
308 r +1,37 @ SHTx-=>Ni : 240e @ v Sogz->Ni
280 +2,13 : Sogy->Ni : :
: 268 : +3,74 : N —»Ni : :
11,0 234 -4,34 : Soz->»Ni : :
: Rapport 4 : : : : :
: 7,0 481 : - 1,59 : A : 460e : 360 : d-d
406 : - 1,87 : E, ¢ .33%5e @ 2460 : Swx—Ni ;
3% : +2,10 : E2 : 280e : 4000 . Soy—=>Ni i
310 : +2,08 : Swx—>Ni : 234e ;14400 : Sogz + N=>Ni :
280 : Soy—>Ni : : : :
266 : +4,08 @ N> Ni :
234 : -3,89 : Sgz->Ni :
10,0 489 : -1,63 : A ¢ 540e : 90 : A
405 : -2,16 E1 t 460 220 : E1 + E2

3%6 : + 2,46 : E2 :
308 : +2,00 : Swx—>Ni :
280 : Soy— Ni .
266 : +5,18 : N —Ni : : : :
234 : -4,32 : Sgz—> Ni : : : :

TABLEAU VIII : Valeurs des maxima en dichroisme circulaire et en U.V. visible pour
GlyCyl-L-cystéine avec Ni(Il).
e : épaulement.
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500 600 A (nm)

! e e T e

Figure 28

Spectre dichroique visible de GlyCys avec Ni(ll) rapport 1
pH  10,5-==8,0—— 63" 6,0—=5,6="" =
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Figure 29

Spectre U.V. visible de GlyCys avec Ni(ll) rapport
pH  10,5—— 8,6===6,3" 6,0="—5,6 = —

i
K
)
0
-0,5L

Figure 30

Spectre dichroique visible de GlyCys avec Ni(ll) Rapport 4
pH 10,0 - ~—8,2 6,7 — —6,0——
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Figure 31

Spectre dichroique U.V. de GlyCys avec Ni(ll) Rapport 4
pH 10,0 = 82-=- 6,7 =" — 6,0 —
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Figure 32

Spectre dichroique d'un mélange GlyCys:Ni 1:1 avec différents

~

rapports de cystéine a pH 8,7
60— 05--- 10" 1,2———18—"—
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Figure 34

Courbes de répartition des espéces du mélange GlyCys

avec Ni(Il) dans le rapport 2,4

S5 8 7 8 =} i

: Figure 35

Courbes de répartition des espéces du mélange GlyCys

avec Ni(ll) dans le rapport 1,5
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D - GLYCYLGLYCYL-L-CYSTEINE(GLYGLYCYS)

Les études spectroscopiques ont été contrariées par l'apparition
d'un léger précipité da a la faible solubilité des peptides comprenant

plusieurs résidus glycine.

La spectroscopie d'absorption a permis de déterminer le spectre
2,2N") et un

soufre. Ceci est en bon accord avec les longueurs d'onde des bandes

de l'espéce NiAH_2 qui est coordinée par trois azotes (NH

d-d qui sont inférieures A celles des complexes précédents (520 et 410
nm). Le spectre dichroique est faible en signal et de plus mal résolu.
On a pu quand méme relever une bande d-d & 474 nm et trois bandes
a 310, 270 et 230 nm que l'on peut attribuer aux transitions de
transfert de charge de 1'amide et du soufre. Les études potentio-
métriques ont fait apparaitre une espéce qui se trouve sous la
géométrie octaédrique car elle n'est pas visible en spectroscopie

NiAH. De plus, sa faible stabilité ne permet pas de 1'observer
puisqu'elle est rapidement transformée en l'espéce NiAI—I_2 qui
correspond a la déprotonation des deux amides et du thiol. La présence
de quatre groupes fonctionnels coordinants sur le ligand interdit toute
existence de complexe possédant plusieurs ligands. De plus, cette
coordination donne lieu 2 la formation de trois chélates & cing

chainons relativement stables.

U.V. visible

A : € :+ Attribution
520 e 72 A d-d
410 : 336 : E d-d
335 e : 304 : S — Ni
250 e : 9600 : N, 05— Ni
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DICHROISME CIRCULAIRE

A : De ¢ Attribution

474 - 0,03 A+E d-d
310 - 0,45 S wx—=Ni
270 - 0,60 N~, S 0 y»Ni
230 - 0,60 Soz-=Ni
POTENTIOMETRIE
ESPECES : Log ()
HA : 9.48
H2A : 17,30
HgA : 20,37
NiAH : 13,67

NiAH . - 5.36 :
:
: : UL

TABLEAU IX : Données spectroscopiques et potentiométriques du nickel (II)
avec glyglycys.

a0

Figure 36

Structure du complexe du Ni(ll) avec GlyGlyCys
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Ni2+
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100 NiAH_o

80

60

40

20

Figure 37

Courbes de répartition des espéces de GlyGlyCys avec le nickel

dans le rapport 1

E - GLUTATHION

Les spectres dichroiques du glutathion ont permis de confirmer la
coordination du soufre avec le nickel (II) & partir de pH 6 dans le
rapport ligand/métal 10. L'existence de complexes plan-carrés 3 pH 6,9
et 12 semble évidente. A pH 12, cette structure était déja signalée
précédemment27 et le spectre U.V, visible la met en évidence avec deux

bandes caractéristiques des complexes plan-carrés & 590 et 480 nm.

Ces valeurs sont voisines de celles obtenues pour la complexation
avec deux azotes et deux soufres obtenues auparavant. Le déplacement
bathochrome vient probablement de l'encombrement stérique di a la
taille de la molécule. Dans les pH intermédiaires, les spectres sont mal
définis et I'existence de complexes plan-carrés est assez faible. Le

complexe pourrait alors prendre une structure octaédrique & cause des
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contraintes stériques comme cela a déja été suggéré. Cette structure
serait de plus compatible avec les spectres dichroiques puisque si on
exclut les faibles bandes dues aux complexes plan-carrés, on observe
aucune bande dichroique d-d, ce qui est le cas des complexes de
géométrie octaédrique . On doit en fait passer par plusieurs types de
complexes et de structures qui ne sont pas stables dans un domaine de

pH suffisamment grand pour pouvoir les déterminer spectroscopiquement.

A A€ Attribution
507 - 0,16 d-d
342 - 1,55 S yx—Ni
285 : + 2,50 : Soy—>Ni
260 e - 1,50 N" —=Ni
245 - 4,00 S0 z—=Ni

TABLEAU X : Données dichroiques du complexe nickel (II) glutathion a
pH 12,

Dans le spectre, on observe trois bandes de transfert de charge du
soufre (3) & 342, 285 et 245 nm que l'on expliquera dans 1'étude du
palladium. Le complexe serait coordiné par deux soufres et deux amides

provenant de la cystéine comme le montre la figure ci-dessous..
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A€ f
005F |}
O . o
A (nm)
- 005
LILLE
~0,15

Figure 38

Spectre visible du glutathion avec Ni(lIl)
pH 12,1 — 11,4 ——89--
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Aq

0,03 |
002 |

0,01

~0,01

Figure 39

Spectre visible du glutathion avec Ni(ll)
pH 8,3 7,7 = 69—
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N~
Ri = YGlu
S—— NiZ—g- R, = Gly
N=
C
/ TRy
O
Figure 40

Structure du complexe du glutathion avec Ni(ll) & pH 12%°

CONCLUSION

Cette partie du travail sur la complexation des thiols par le
nickel (1) a permis de confirmer 1'hypothése de SOLOMON3 sur les
bandes de transfert de charge du soufre avec un métal. Il semble que
la coordination de ligands bidentés et ‘tridentés conduise & la formation
de complexes polynucléaires (Ni3L4 avec la cystéine et Ni2L2 avec
GlyCys) lorsque l'on se trouve en présence de ligands thiolés. Le
premier (Ni3L4) a déja été observé en crisallographie6 et le second
(NiZLZ) avec un ligand portant trois soufre524. Le complexe de
1'éthanethiol donne un complexe hexamérique sous forme hexagonale de
type NiL2 confirmant la facilité que le soufre a pour former des
liaisons covalentes avec le nickel. Lorsqu'on a des groupes sur le ligand

qui génent stériquement cette complexation, on obtient peu ou pas
d'espéce polynucléaire comme on a pu le constater avec CysGly.
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Cependant, ces complexes ne peuvent plus étre stables si l'on a des
rapport ligand/métal supérieurs & deux et/ou un pH basique. L'espece
mononucléaire est d'une stabilité plus grande dans ces cas. L'existence
de quatre points d'ancrage possibles dans le ligand ne permet plus la
création d'espece polynucléaire comme on a pu le remarquer dans le
cas de GlyGlyCys. L'étude dichroique du glutathion a permis de mettre
en évidence la complexation du soufre & partir de pH 6, l'existence de
complexes plan-carrés & pH 7 et 12. La zone située entre ces deux
points montre que ce type de complexe n'y est pas important et que
I'on a en présence plusieurs complexes dont la zone d'influence est

trop faible pour qu'on puisse les déterminer.

-=0000000=-
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INTRODUCTION

Le palladium(ll) forme des complexes plan-carrés avec les
peptidesl. Leur spectre d'absorption U.V. visible est souvent réduit a une
large bande due aux transitions de transfert de charge et sur laquelle se
trouvent sous forme d'épaulement les transitions d-d du métal. Ces
derniéres permettent de connaitre en partie les groupes fonctionnels
coordinds car les complexes du Pd(lI) répondent aux régles de

TSUSHIDA2’3.

L'étude des spectres dichroiques nous a permis de mieux
comprendre ces transitions grice & la meilleure résolution des bandes de
transfert de charge du soufre. Les spectres de R.M.N. du proton et du
carbone nous ont permis dans certains cas de confirmer les conclusions

N

tirées a partir des spectres.

A - LA CYSTEINE

7 .o .
6, et les dérivés

La cystéine4’5, les dérivés S-substitués

s 14 . 8 . . .
thiolés comme la mercaptoéthylamine et la D-penicillamine donnent une
coordination par l'azote et le soufre dans les rapports ligand/métal 1 et

2 avec le palladium(II).

La complexation commence vers pH 2 avec l'amine et le
thiol. Avant, on observe seulement le complexe PdCl42° en solution
(figures 41 et 42).

Pour le rapport 1, les spectres d'absorption donnent une
bande centrée & 270 nm avec un € de 7000 correspondant aux transitions
de transfert de charge. L'épaulement situé & 340 nm avec un € plus
faible correspond aux transitions d-d du métal (tableau X). Sur les
spectres dichroiques, les bandes situées a 430 et 340 nm correspondent

respectivement aux transitions A et E. Elles sont, comme en spectros-
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AEA

H

Figure 41

Speetre dichroique visible de Cys avee PA(II) au rappornt 1
pH 10,5— 8,9—-=5,3 -« 1,6 —-—
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pH

Figune 42

Spectre dichroique U.V. de Cys avec Pd(II) au rapport 1
10,5—-—§,9---5,3-

. 1,6——

LILLE

i 400
0 |:- B T.:ll X l . J.; >
! ; e “"f§\\___’///’ T
\: : N - e
H i
b il
[H il
\: |
ey
Vi
\
\ II
\\/

Figure 44

Spectre dichroique U.V. de Cys avee Pd(II) au rappont 2

pH 11,4--- 7,0 -

- 5,§—
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-0,25

‘BU
LILLE

Figure 43

Spectre dichroique visible de Cys avee Pd(I1I) au rapport 2
pH 11,4 — 7,0-—-5,6—-~ 2,3+
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DICHROTSME CIRCULAIRE

U.V. VISIBLE

pH : A H A ¢ Attribution A f Attribution :
: Rapport 1 : : :
: 5,4 . 428 : +0,31 : A : 350e : 1768 d-d
: s 352 -0,29 : E : : :
: : 284 : -1,3 : @wAS— Pd 272 6640 S—>Pd
: ¢ 256 s+ 1,17 Py--»Pd :
: ;232 : + 1,15 ¢ (S + Pz)sPd
: 9,4 ;432 : +0,26 : A : 345e 2200 d-d
344 : -0,27 : E : :
282 : -0,49 : wS—PAd 270 7080 s—>Pd
: : 256 t +0,78 : PyS—pPd : :
: 232 : +0,69 : (aS + Pz}»Pd : : :
: 10,6 428 : +0,20 : A : 341e : 2520 : d-d :
: 333 : -0,5 : E : : : :
292 : +0,34 : wS-»Pd 267 : 7696 : S—Pd :
: : 250 : +0,60 : PyS—»Pd : : :
: 232 : +0,70 : (S + Pz)¥Pd : : :
¢ Rapport 2 : : : :
5,8 464 - 0,33 : B ou Singstrip.: 353 : 5280 : d-d
410 : +0,81 ¢ A : :
337 -0,19 : E : :
310 + 0,45 : wS->Pd 245 9300 S—>Pd
: : 252 + 0,98 Py—»Pd
: 232 - 0,05 : (&S + Pz)>Pd
7.1 374 : -0,32 A : 337 : 2520 d-d
312 - 0,42 E
262 + 1,81 : S—»Pd s 284 14320 S—Pd
242 -1,80 : gS-»Pd
10,7 373 - 0,30 A 337 2440 d-d
314 - 0,38 E : :
268 +1,79 : wS—~»Pd 243 + 18000 S—>Pd :
242 - 1,70 agS—> Pd :

TABLEAU X : Yaleur des maxima en dichrolsme ciruclaire et en U.V. visible pour L-cystéine,
e : épaulement
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copie U.V. visible, d'intensité moins importante que les bandes de
transfert de charge. Celles-ci sont au nombre de trois que l'on attribue
au soufre, celles de 1'amide et de l'amine étant 4 des longueurs d'onde

inférieures a 210 nmlo

. Ces trois bandes ne peuvent pas étre expliquées
par 1'hypothése émise par SCHUGAR11

faite SOLOMONZ.

mais le sont par 1'étude qu'en a

Dans le cas de SCHUGAR11

liaison soufre métal et les deux orbitales Px (perpendiculaire au plan du

, on ne tient compte que de la

schéma 45) et Py ont un caractére de liaison 7€ et on obtient dans ce
cas seulement deux bandes de transfert de charge. Cette hypothése qui
ne tenait pas compte de la liaison carbone soufre ne pouvait pas expliquer
la présence de trois bandes de transfert de charge pour le soufre. Dans
I'hypothése de SOLOMON 12

du carbone et l'angle entre le carbone et un métal 1ié au soufre est de

, 1'orbitale 0 (S + Pz) se trouve dans l'axe

I'ordre de 107°. L'orbitale Py forme une liaison avec le métal et prend
en partie 1'énergie d'une orbitale ¢ . Les deux niveaux de la premiére
hypothése se transforment en trois niveaux énergétiques. Px(JU ) reste
stable, Py( 0 ) est stabilisée énergétiquement par son interaction avec le
métal et &S + Pz( 0 ) perd partiellement 1'énergie de la liaison métal-
lique. On obtient alors trois bandes de transfert comme le montre la
figure 45 qu'on observe dans le spectre dichroique & 282, 256 et 232 nm
attribuées respectivement aux transitions Px—)dx2 - y2, Py——?dx2 - y2
et (S + Pz)—)dxz. Les variations observées a pH élevé doivent étre
dues au remplacement de HZO par OH™ ou & la dimérisation des

molécules de palladium(II) avec la cystéine13’14.

Dans le rapport 2, le spectre d'absorption & pH 5,8 a encore
I'aspect de celui du rapport 1. A partir de pH 7,1, les bandes & 337 et

274 nm correspondent & une coordination 2N,2Sl’4’6’7. LLes bandes de

transfert de charge des spectres dichroiques traduisent aussi ce chan-

N

gement et si, comme pour les bandes d-d,le spectre &2 pH 5,8 présente

encore les mémes bandes que pour le rapport 1, on y trouve aussi

N

d'autres bandes qui deviennent prédominantes 4 un pH supérieur. Ainsi,
les deux bandes positives &4 232 et 250 nm dans le rapport 1 se
confondent pour ne donner qu'une seule bande négative & 242 nm dans le
rapport 2. De la méme fagon, la bande la moins énergétique & 268 nm a
changé de sens confirmant ainsi le changement de coordination lorsqu'on

passe au rapport 2. Les bandes d-d sont elles aussi assez proches du
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rapport 1 a pH 5,8, 1'apparition d'une faible bande & 464 nm serait due
a4 une ou plusieurs transitions interdites (B ou singulet—)triplet)ls. A pH
plus élevé, les bandes A et E se déplacent vers des énergies plus fortes
a 374 et 312 nm, ce qui est conforme aux régles de TSUSHIDA
puisqu'on a maintenant une coordination 2N et 2S. La perturbation due
aux ions OH™ & haut pH dans le rapport 1 pour les bandes de transfert
de charge n'apparait plus dans ce cas car les quatre points de coordina-
tion du palladium (II) sont déji occupés.

2_ 2
d [ T I ] I d(:d;y
(s)
T g-——----- Px ()
s Py (o)
- (s + BP2)
. e
Lk
4
os + BPz
as + 3Pz > o
@ e
S -y
t
Py Py
P4
Figute 45

Thamsitions de transfert de charge entre fe sougre
ot un métat suivant SCHUGAR'! et SoLoMon'?
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-\\ Figure 46

Spectre dichroique visible de CysGLy avec Pd(11)
au rapport 1
1,5—=9,0— 6,7——-3,§ -

pH
05

........

350 400 450 500 A\ nm

02 |-

Figurne 48

Spectre dichroique visible de CysGly avee PA(II) au rapport 2
pH 11,42 9,8— 8,0—-—4,0---
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Ae k
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Figure 47

Spectre dichroique U.V. de CysGly avee Pd(II) au rapport 1
PH 11,5 — 6,8 ~--3,6--- 1,0 — —
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Spectre dichroique U.V.

Figune 49

de CysGly avec Pd(II) au rapport 2

pH 11,4=—9,86— §,8~-——4,0--

HLL
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DICHROISME CIRCULAIRE : U.V. visible
pH : * : : d :
: N : A € i Attribution : N € : Attribution
: Rapport 1 : : : : :
: 4,0 : M8 : +0,37 : A : 348 : 1471 : d-d :
: 336 o+ 1,13 E1 : : : :
308 : - 1,37 ¢ E2 H s :
274 : +8,29 : wS—»Pd 265 : 5850 : S —>Pd
255e @ +4,60 : 0S—»Pd : : :
7.1 412 : +0,46 : A : 344 ;1474 d-d
: 336 : +0,93 E1 : :
: 308 : - 1,57 ¢ E2 : : . : :
: 276 : +9,51 : wS—Pd : 2N : 6142 : S-»Pd :
252e : +4,75 : oS—Pd : : : :
10,3 : 402 : +0,65 : A T 342¢ : 1768 : d-d :
: 368 : +1,32 ¢ E1 : : : :
308 : -0,93 E2 : : : :
272 T #1252 : WS—Pd ¢ 269 : 6040 : S—>Pd :
255e : +6,85 : 0S->Pd : : :
: Rapport 2 : : : : : :
5,3 376 : -0,60 : A : 336e : 4724 : d-d :
: 336 +0,29 : E : : :
262 T+ 3,27 1 WS+PyS»Pd 242 v 9900 : S—Pd
234 : =2,78 @ (S + Pz)»Pd :
6,6 390 : =-0,19 : A : :
314 : -0,89 : E :
260 : +2,28 : wS—->Pd : :
236 : -1,07 : oS—>Pd : :
8,8 . 380 : =-0,34 A 337 ¢ 3307 : d-d
v 312 : -0,60 : E : : :
264 : +3,83 : wS—>Pd 240 : 13980 : S—>Pd
236 i =-0,50 : oS> :
: 9.8 416 : -0,23 :.A 320 : 3890 : d-d
: T 354 : +0,43 ¢ E1 :
: 318 : -0,83 E2 : : :
¢ 263 : +1,42 : 7wS—-»Pd HEZ 3 : 15600 : S—>Pd
250 : +12,27 : 0S—>Pd : :

TABLEAU XI : Valeur des maxima en dichroisme circulaire et en U.V. visible pour L-cystéinyl-
: glycine avec Pd(II).
e : épaulement.

LILL
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B - CYSTEINYLGLYCINE

Les spectes d'absorption du rapport 1 qui sont trés voisins de
celui de la cystéine, suggérent la coordination NHZ,S‘ comme
précédemment. Les spectres dichroiques présentent trois bandes d-d a
400 nm attribuée a2 A, 336 et 308 nm attribuées aux bandes E1

provenant de la dégénérescence de E. Les bandes de transfert de

et E2

charge apparaissent sous forme d'une large bande centrée a 270 nm
avec un épaulement a 250 nm. En fait, cet ensemble correspond aux
trois bandes de transfert de charge du soufre que nous obtenions pour
la cystéine. Ces changements s'expliquent par les contraintes stériques
du résidu glycine branché sur la cystéine. En milieu basique (pH 9), la
coordination de 1'azote amide entraine une perturbation des bandes A
et E. Dans le rapport 2, on observe le méme type de complexe que
pour la cystéine jusqu'a pH 9. Lorsqu'on dépasse ce pH, le remplace-
ment d'un atome de soufre par 1'amide dans la coordination entraine
une variation des longueurs d'onde vers l'ultraviolet. Le spectre
dichroique appuie cette hypothése puisque les bandes de transfert de
charge du soufre diminuent et les bandes d-d subissent de fortes

variations.

Les spectres R.M.N. du proton & pH élevé montrent que les
deux conformeres I et II sont favorisés lors de la complexation avec le
palladium alors que le conformére I disparait totalement. La
coordination entre l'amine et le soufre est favorisée lorsque la liaison
amide se situe en position trans comme dans le conformere II. Le
conformeére 1 correspondrait plus a2 une coordination de 1'amide et de
I'amine avec Pd(Il) ce qui expliquerait 1'accroissement de sa population
entre pH 9 et pH 11 (figure 51). Le spectre de carbone 13 permet de
mcntrer la coordination du soufre et & haut pH, la variation du
déplacement chimique de C=O serait due & la coordination du ligand
par l'amide. On peut voir que la coordination du soufre et de l'amine
ainsi que celle de 1'amide et de l'amine forment un cycle & cing

chainons.

Les deux systémes Cys-Pd(Il) et CysGly-Pd(II) donnent avec un
excés de ligand, le complexe avec deux azotes et deux soufres, le
second conduisant & la formation du complexe avec l'amide lorsque le

pH est élevé, le palladium ayant une plus forte affinité pour les azotes
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que pour les soufres7.

R
\ /K/I H pour Cys
C - R =

H Gly pour Cys Gly

Figure 50
Strueture du complexe PdLZ de Cys et de CysGly

LILLE

Figure 51

Stactune des différents types de complexation de CysGly
dans Le cas du rotaménre 1.
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[
’/
HDO Gly ~ CH Cys CH, Cys
1 L : =
5 + 3

Figure 52a

Spectres R.M.N. de CysGly
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CHZICys

Figure 52b

Spectres R.M.N. de CysGiy avec Pd(ll)

2,5
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Figure 53

Spectre d,échnoI.que visible de GLyCys avec PA(I1)} au rapport 1

10,6——9,4-- 7#,3---2,9— LJ
A ‘ , LILLE
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Figure 54

Spectre dichroique U.V. de GEyCys avec Pd(I1) au rapport 1
pH 10,6---7,326,2--- 2,9—

Figure 55

Spectre dichroique U.V. de GLyCys avec PA(II) au rapport 2
pH 10,6~ 9,4--- 7,3 ——5,]
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DICHROISME CIRCULAIRE

U.V. VISIBLE

as  ss  ss a9

avec Pd(11)
e : épaulement.

pH : : :
A Ae : Attribution : N ;€ Attribution :
: Rapport 1 : : :
: 2,9 352 -2,27 : A : 305 409 : d-d :
¢ 310 +0,66 : E : :
s 270 -9,26 ; wS—»Pd 260 7440 : S—Pd :
: 224 + 4,17 : oS—>Pd : : : :
: 6,8 : 352 -2,82 : A 306e : 3680 : d-d :
: 312 + 0,77 E : :
:2n -10,0 *S—>Pd 260 v 7600 : S—>Pd :
: 1 226 +5,25 : o0S—Pd : : :
9,7 352 -3,94 : A o 302e 4016 ; d-d
: : 310 + 0,87 13 : :
: : 272 - 7,27 wS-»Pd : 260 : 7600 S—=>Pd H
: 228 + 5,45 agS—> Pd : : :
11,3 362 - 4,67 A : 304e : 3696 d-d :
s 310 + 1,52 E : : :
: 278 - 1,05 wS— Pd 260 8300 : S—Pd :
262 + 1,35 Pys —» Pd : :
226 + 6,17 oS-»Pd
¢ Rapport 2 : :
3,30 : 348 +0,19 : A+ E s 360e : 3904 d-d
: : r 32e 5488 d-d
: 273 + 0,85 S—Pd 270 9940 S—>Pd
5.1 354 - 0,46 A : 360e 4000 : :
304 £0,79 : E : 3t5e : 5576 : 9d :
266 + 1,42 S —>Pd s 270 : 10100 S—>Pd :
9,4 376 - 1,04 A H H
312 + 1,01 E : :
264 + 1,30 S—=>Pd : H
10,6 376 - 0,99 A 360e 3330
310 +1,22 ¢ E 317e ;4810 d-d
264 + 1,18 S-»Pd 262 10600 S =>Ppd
fABLEAU XIII : Valeur des maxima en dichrolsme circulaire et

en U.V. visible pour GlyCys
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C - GLYCYL-L-CYSTEINE

Les spectres d'absorption et dichroique de GlyCys sont identiques
dans tout le domaine de pH et en accord avec une coordination (NHZ’
N7, S7). Seule la déprotonation de l'eau & haut pH entraine des
variations dans les bandes de transfert de charge avec I'apparition
d'une bande positive & 262 nm. Dans le spectre dichroique, les bandes
a2 352 et 310 nm sont attribuées aux transitions A et E, alors que les
deux bandes a 272 et 226 nm sont dues aux transitions de transfert de
charge du soufre, la premiére recouvrant deux transitions comme le
montrent les spectres 4 pH basique (figure 54). Dans le rapport 2, la
complexation avec quatre azotes (2NH2, 2N7) est favorisée ce qui
explique la faible intensité des bandes de transfert de charge du
soufre. La valeur de la bande d-d du complexe a 315 nm confirme la
prédominance de la coordination avec deux amines et deux amides
montrant dans ce cas que le palladium forme plus facilement des
liaisons avec des azotes amides qu'avec le thiolate. Les spectres
R.M.N. n'étaient pas assez bien définis pour que l'on puisse en tirer

les populations de rotameéres.

I |
N ?d“ =  H,N—=PdZ—NH,
NH, N-

Figure 56
Structure des complexes de GLyCys avec PA{I1)

i+
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DICHROISME CIRCULAIRE U.V. VISIBLE
pH toemmmme : R e LT e L
A A e Attribution A € Attribution
¢ Rapport 1 :
: 5,5 352 o+ 1,31 2 A 372e 1824 A
: 296 :+8,29 @ E 299 4192 E
266 : -3,52 : wS—Pd 240 13200 S—>Pd
230 o+ 3,58 0S—»Pd
8,7 354 + 1,27 A 362e 2400 A
294 : +5,80 : E 300 4680 E
265 T =2,77 TS—>Ppd 240e 12320 S —->Pd
230 ¢+ 6,49 0S—>»Pd
10,5 356 : + 0,65 358e 2790 A
290 : -2,66 @ E 295e 4384 E
: : j
: Rapport 2 : H
3,8 320 + 0,23 : 370 2040 A
266 +0,35 : E 270 7360 E
7,3 313 : -0,66 300e 4464 A
274 : +0,99 : E 244e 5000 E
10,6 312 ¢ - 1,43 296e 3990 d-d
272 : +0,9

TABLEAU X1V

avec Pd(1I)
e : épaulement

Les A sont nm et les € en mole'1cm'1l(pour tous les tableaux).

: Valeur des maxima en dichroisme circulaire et en U.V. visible pour GlyGlyCys
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D - GLYCYLGLYCYLCYSTEINE

Avec ce ligand, les bandes de spectroscopie U.V. visible & 300
et 370 nm sont attribuées aux deux transitions d-d respectivement A

-

et E alors que celle se situant 4 240 nm est attribuée aux transitions
de transfert de charge du soufre. Sa disparition & haut pH nous
confirme que la liaison S-Pd est peu stable probablement pour des
raisons stériques (3 cycles consécutifs & 5 chainons) et le soufre est
donc facilement remplacé par l'ion hydroxyle a haut pH. Le spectre
dichroique permet de mieux voir ce changement de complexation, les
deux bandes de transfert de charge du soufre n'étant plus visibles 2
haut pH. Les bandes d-d & 354 et 290 nm sont attribuées respective-
ment aux transitions A et E. Dans le rapport 2, & tout pH, on observe
les bandes d-d a 270 et 370 nm qui subissent un déplacement
hysochrome vis & vis de celles du rapport 1. Cela correspond i la
coordination de deux amines et deux amides qui confirme le peu de
stabilité de la complexation du soufre lorsqu'il se trouve en derniére
position. Comme dans le rapport 1, dans tout le domaine de pH, les
bandes de transfert de charge du soufre sont inexistantes ce qui
confirme 1'absence du soufre dans la coordination du palladium. Les
spectres R.M.N.  confirment cette absence car les protons de la
cystéine ne subissent que de faibles déplacements. Le fort déplacement
des protons d'une des glycines confirme la complexation du peptide par
I'amine et la premidre amide du peptide. On remarquera que la
population de rotameres de la cystéine malgré la non coordination de
celle-ci varie fortement. Ceci doit étre mis au crédit de l'encombrement
stérique provoqué par la coordination des deux premiers azotes du

peptide.
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Figure 5§

Spectre dichroique de GLyGyCys avee PA(TI) au rappont 1
pH 10,5-~--9,0 — 7,6+ 5 §—-—3 1—--——
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Figure 59

Spectre dichrnoique de GLyGLyCys avee PA(II) au rapport 2
poH 10,5 ~--8,6--~ 7,4 ——3,§—

N

1:1 N=— Pd S~

NH,

Figure 57a

Structure des complexes de GlyGlyCys avec PA(11)(Pd1.)
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Figure 60

Spectrnes R,M.N. de GeyGeyCys avec (b) et sans Pd(11}) (a)
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COR

2:1  HoN—=Pd=— NH,

COR

Figure 57b

Structure des complexes de GlyGlyCys avec Pd(II)(Psz)

CONCLUSION

Dans ce travail, les spectres dichroiques ont permis de
mettre en évidence les trois bandes de transfert de charge du soufre
comme cela avait été suggéré auparavantlz. L'utilisation de ces bandes
de transfert de charge a été trés utile pour montrer l'absence de
coordination du soufre. Ce résultat, appuyé par les spectres R.M.N.
nous a permis de montrer que le soufre (thiol) n'était pas l'initiateur
de complexation des peptides étudiés et que lorsque la distance était
trop importante entre l'amine et le thiol celui-ci n'était pas suf-
fisamment lié pour rester coordiné & haut pH ou avec la concurence
d'une autre fonction amine provenant d'un autre ligand. Ceci s'est
vérifié surtout dans le cas du tripeptide oh 1'ion OH™ dans le rapport
1 et un autre peptide dans le rapport 2 se sont substitués & la

complexation du thiol.
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EN

La premieére partie de ce travail a consité 4 mettre au point la
synthése de peptides thiolés. Nous avons pour cela utilisé le groupe
trityle que 1'on a coupé par réaction avec de l'argent suivie d'une
réduction par HZS' Cette méthode nous a permis de synthétiser

L-cystéinyl-glycine et glycyl-L-cystéine.

Dans une seconde partie, nous avons étudié la complexation de
ces deux dipeptides, de la cystéine et de deux tripeptides, GlyGlyCys
et le glutathion, avec le Ni(lI) et le Pd(II).

Ainsi, & l'aide de la potentiométrie et des spectroscopies U.V.
visible, de dichroisme circulaire et de R.M.N., nous avons pu déter-

miner les différents complexes formés en solution aqueuse.

Nous avons obtenus avec les deux métaux étudiés, des bandes de
transfert de charge montrant l'existence de trois transitions dues a la
liaison soufre-métal, ce qui confirme 1'hypothese émise par SOLOMON.
Cela se vérifie notamment dans le cas des systémes Pd(Il) - cystéine
et Ni(ll) - Cys-gly. la détection de ces bandes dans les spectres
électroniques ou dichroiques constitue une preuve de la participation du

soufre a4 la complexation avec ces ions métalliques.

Dans le cas de la complexation avec le nickel, on a montré
I'existence d'espéces polynucléaires dont la stabilité dépend du rapport
ligand/métal, du pH et de l'encombrement stérique du peptide. Les
ligands & deux et trois sites de complexation se sont avérés étre les

mieux adaptés a la formation de ces espéces.

Pour le glutathion, on a confirmé la présence de complexes
plan-carrés & pH 7 et 12 dans le rapport ligand/métal 10. Grice aux
bandes de transfert de charge du soufre, on a pu mettre en évidence

la participation du soufre & la complexation entre ces deux pH.

Avec le palladium, nous avons pu constater que le soufre n'est
pas le site de complexation le plus favorable dans les peptides
lorsqu'il se trouve dans un systéme a deux ou trois chélates, en fin de
chaine, il est facilement substitué par I'amine d'une autre molécule ou

par l'ion hydroxyle.
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Figure 1
Transitions du groupe carbonyfe

Figune 2

Transitions d-d des complexes plan-carnrés

Figure 3

Eclatement des niveaux énergétiques suivant La symétrie
dans Le cas du nickef (I1)

Figure 4

Transitions d-d des complexes octaédriques

Figure 5

Transitions de transfert de charge
entre un Ligand et un métal

Figure 6

Schéma du phénoméne de dichroilsme cireulaine

Figurne 7

Spectre R.M.N. de type ABC de £a cy/s/te‘j_nezo

Figure §

Notation des rotamérnes de nésidus thiols d'amino-acides



TABLEAUX & FIGURES
Chapitre 111
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Tableau IV : Valeur des maxima en dichroisme et en U.V. visible des

complexes de la cystéine avec Ni(ll).
Tableau V : Log( ) des especes en solution de CysGly(L) avec Ni(ll)

Tableau VI : Valeur des maxima en dichroisme et en U.V. visible des

complexes de la L-cystéinylglycine(L) avec Ni(Il)
Tableau VII : Log( ) des esp&ces en solution de GlyCys(A) avec Ni(Il)

Tableau VI : Valeur des maxima en dichroisme et en U.V. visible des

complexes de la GlyCyl-L-cisteine avec Ni(Il)

Tableau IX : Données spectroscopiques et potentiométriques de GlyGlyCys
avec Ni(Il)

Tableau X : Données dichroiques du complexe du glutathion avec Ni(ll) a
pH 12.
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Figure 9

Structure du complexe Ni3L4 avec le Z-aminoéthanethiol6

Figure 10

Structure du complexe Ni_,,Cys4

Figure 11

Structure du complexe NiL2 pour Cys et CysGly




Figure 12

Spectre dichroique visible de Cys avec Ni(ll) rapport 1

pH 98 —-=85—— 7,5 56-=-
Figure 13
Spectre dichroique U.V. de Cys avec Ni(ll) rapport 1
pH 98— =85 —— 7,5 56 ==~
Figure 14

Spectre dichroique visible de Cys avec Ni(ll) rapport 2

pH 10,0 =+ 7,6 =+= 56— 5,1=-~
Figure 15
Spectre dichroique U.V. de Cys avec Ni(II) rapport 2
pH 10,0 7,6 ='—56— 51=——
Figure 16
Spectre dichroique visible de Cys avec Ni(ll) rapport 4
pH 11,2 2 8,1=== 6,3+ 58 =-=35,1 ~——
Figure 17
Spectre dichroique U.V. de Cys avec Ni(ll) rapport 4
pH 11,2 2 8,1===63-+++ 58 ——=5 1 ——
Figure 18
Spectre dichroique visible de CysGly avec Ni(ll) rapport 1
pH 93 ~-=-81- 6,6~—-—51—
Figure 19

Spectre dichroique U.V. de CysGly avec Ni(ll) rapport 1
pH  93—==8,1: 66— =51—

Figure 20

Spectre dichroique visible de CysGly rapport 2
pH 10,0~==83—-—6,2 —




Figure 21

Spectre dichroique U.V. de CysGly avec Ni(ll) rapport 2
pH10,0 =—=83 —— 62—

Figure 22

Spectre dichroique visible de CysGly avec Ni(Il) rapport 4
pH 10,0 a4 5,9

Figure 23

Spectre dichroique U.V. de CysGly avec Ni(ll) rapport 4
pH 10,0 & 81— 59— —~~—

Figure 24

Courbes de répartition des espéces de CysGly avec Ni(Il)

Rapport 2

Figure 25

Courbes de répartition des espeéce de CysGly avec Ni(Il)
Rapport 1

Figure 26

Structure du complexe N12L2H__2

Figure 27

Spectre R.M.N. de glycylcystéine avec Ni(Il) 3 pH 12 (a) avec
découplage a 2,6 ppm (b) (comp. 1 lié par le soufre,

comp. 2 lié par le soufre, I'amide et 1'amine)

Figure 28
Spectre dichroique visible de GlyCys avec Ni(Il) rapport 1
pH  10,5===8,0—— 6,3 6,0—="—=5,6 ="
Figure 29

Spectre U.V. visible de GlyCys avec Ni(ll) rapport
pH  10,5— 8,6===6,3" 6,0~ —5,6=—



Figure 30

Spectre dichroique visible de GlyCys avec Ni(Il) Rapport 4

pH 10,0 ~==8,2*+ 6,7 == 6,0—
Figure 31
Spectre dichroique U.V. de GlyCys avec Ni(ll) Rapport 4
pH 10,0 =+ 8,2=== 6,7 = — 6,0 —
Figure 32

Spectre dichroique d'un mélange GlyCys:Ni 1:1 avec différents
rapports de cystéine a pH 8,7

O— 0,5---10- 1,2=-—18—""—
Figure 33
Courbes de 1'espéce N12L2H_2

en fonction du rapport ligand/métal

Figure 34

Courbes de répartition des espdces du mélange GlyCys

avec Ni(ll) dans le rapport 2,4

Figure 35

Courbes de répartition des espéces du mélange GlyCys
avec Ni(Il) dans le rapport 1,5

Figure 36

Structure du complexe du Ni(Il) avec GlyGlyCys

Figure 37

Courbes de répartition des espéces de GlyGlyCys avec le nickel

dans le rapport 1

Figure 38

Spectre visible du glutathion avec Ni(Il)
pH 12,0 — 11,4 == 8,9+




Figure 39

Spectre visible du glutathion avec Ni(il)
pH 83 7,7——6,9—

Figure 40

Structure du complexe du glutathion avec Ni(Il) a4 pH 1225
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TABLEAUX & FIGURES
Chapitre 1V
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Tableau X : Valeur des maxima en dichroisme et en U.V. visible pour la
L-cystéine avec Pd(Il)

Tableau XI : Valeur des maxima en dichroisme et en U.V. visible pour la

L-cystéinylglycine avec Pd(II)

Tableau XII : Paramétres des spectres de proton et de carbone 13 pour

différents peptides thiolés et leurs complexes avec Pd(II).

Tableau XII : Valeur des maxima en dichroisme et en U.V. visible pour
la glycyl-L-cystéine avec Pd(II).

Tableau XIV : Valeur des maxima en dichroisme et en U.V. visible pour
la glycylglycyl-L-cystéine avec Pd(Il).
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Figure 41

Spectre dichroique visible de Cys avec PA(II) au rapport 1
pH 10,5— §,9=-=5,3 - 1,6 —-—

F.igure 42

Spectre dichrolque U.V. de Cys avec PA(II) au rapport 1
pH 10,5—-—8§,9-—-—5,3--+ 1,6 —

Figure 43

Spectre dichroique visible de Cys avec PA(I1) au rapport 2
pH 11,4 — #,0--=5,8—-= 2,3+




Figure 44

Spectre dichroique U.V. de Cys avec Pd(II) au rapport 2
oH 11,4=--7,0 -~ 5,6 —

Figure 45

Trhansitions de transfert de charge entre Le sougre
et un métal suivant SCHUGAR'! ot SoLoMoN'?

Figure 46

Spectre dichrolque visible de CysGLy avec Pd(I1)
auw rapport 1
pH 11,5—=9,2— 6,7 —--3,§---

Figure 4%

Spectre dichrolque U.V. de CysGly avec Pd(II) au rapport 1
pH 11,5 — 46,8 —--3,86---- 1,0 ——

Figure 48

Spectre dichroique visible de CysGLy avee PdA(II) au rapport 2
pH 11;4a-9,8"‘"—' 8,0—-—-—4’0-...

Figure 49

Spectre dichroique U.V. de CysGLy avee PA(II) au rapport 2
pH 11,4—-—9,6— §,8--—4,0--

Figure 50
Structurne du complexe PdL2 de Cys et de CysGely

Figure 51

Structurne des diffcrnents types de complexation de CysGly
dans £e cas du notamére I.

Figure 52
Spectres RM.N. de CysGly avec (b} ou sans Pd(II) (a).




Figure 53

Spectre dichrolque visible de GLyCys avec PA(II) au rapport 1
pH 10,6——=9,4-- #,3---2,9—

Figure 54

Spectre dichroique U.V. de GLyCys avee PA{II} au rapport 1
pH 10,6 ---#,3aa6,2--- 2,9 ——

Figure 55
Spectre dichroique U.V. de GeyCys avec PA(II) au rapport 2
oH 10,6 -- 9,4--- #,3 ——51 —
Figure 56

Streture des complexes de GLyCys avee PA{11)

Figune 5%

Structure des complexes de GLyGLyCys avee Pd(I1)
a) PdL - b} PdL,

Figure 58

Spectre dichroique de G2yGLyCys avec Pd{II) au rapport 1
pH 10,5---9,0 — 7?,6--- 5,8—-—3,1——-

Figure 59

Spectre dichrolque de GLyGLyCys avec Pd{11) au rapport 2
o 10,5---8,6--- 7,4 ——=3,8—

Figure 60
Spectres R.M.N. de GLyGlyCys avec (b) et sans PdA(II) (a)
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