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1. INTRODUCTON

Les acides amines et les oligopeptides sont des ligands efficaces et
parfois tres spécifiques de 1a plupart des ions meétalliques, que ces
derniers soient indispensables au bon fonctionnement des processus vitaux
Ou au contraire toxiques. '

Les interactions de ces tons métalliques avec des peptides naturels
ou bien leurs analogues constituent un important sujet de recherche. En
effet, lorsque des ions métalliques interagissent avec des peptides, ily a
bien souvent une modification de l'activité biologique et de la structure
peptidique. Parfois la présence du métal peut faciliter V'interaction du
peptide avec des structures de type récepteur, soit par modification de
structure ou encore en jouant un role activateur dans I'interaction ligand-
récepteur.

Dans les séquences peptidiques, quelques acides aminés particuliers
interagissent spécifiquement avec certains ions métalliques (1-6,13).

Par exemple, dans les protéines et les oligopeptides, des acides
aminés a chaine latérale tels que la cystéine ou I'histidine se réveélent étre
des sites de complexation trés importants vis a vis des ions métalliques.

I peut y avoir competition en ce qui concerne 1a complexation, entre
les chaines latérales des acides aminés et le reste de la chaine peptidique,
a savoir la fonction amine terminale, carboxyligue terminale et 1a fonction
amide de la liaison peptidique. La tyrosine, par exermple, qui est présente
dans de nombreux peptides tels que les enképhalines, du fait du caractere
donneur de I'nydroxyle de sa chaine latérale, chélate trés spécifiguement
le cuivre (1) (7-10). D'autre part, la fonction carboxylique de la chaine
jatérale de 1'acide aspartique a une influence considérable sur la
complexation avec des cations métalliques, de peptides naturels tels que
le fibrinopeptide A (11) et I'angiotensine (1 (12).



Les études chimiques et biochimiques de linfluence des ions
métalligues sur la bioréactivité des peptides, montrent que dans les
systemes naturels les métaux jouent un rdle essentiel sur V'activité des
peptides (14, 15).

2. AMINOACIDES SANS CHAINE LATERALE.

Les peptides contenant des aminoacides sans chaine latérale
possédent trois types de centres donneurs capables de chélater les ions
métalliques. Il s'agit de la fonction amine terminale, carboxylique
terminale et enfin de la liaison amide encore appelée liaison peptidique.
Les ions meétalliques tels que le cuivre sont capables de déprotoner 1a
haison amide et de se complexer avec 1'azote de celle-ci,

La complexation du cuivre (I1) commence avant pH 5 par l'amine N
terminale et 1'oxygene du carbonyle de la laison peptidique; on est alors en
présence de I'espéce IN. Cette liaison Cu-Oxygéne est relativement faible
et le complexe formé est peu stable. Au dessus de pH 5, le cuivre (1)
induit 1a déprotonation de 1a liaison amide pour aboutir a la formation
d'une liaison forte Cu-N, et par 1a suite d'un complexe a 5 chainons . Les
complexes suivants sont formés par liaison avec les autres atomes d'azote
des liaisons peptidigues (6,13) pour aboutir finalement au type de com-
piexes formés par tétragly ou les trois azotes des liaisons amides et
I'azote de la fonction NH2 terminale sont impliqués pour former un com-
plexe 4N . Avec des peptides plus petits type digly ou trigly la fonction
carboxylique C terminale peut aussi étre impliquée dans ie complexe formé
{(figure 1),



3 PEPTIDES CONTENANT UN RESIDU DE PROLINE.

La proline ne contient pas de groupement NH, mais I'amine secondaire
=NH., Quand un residu de proline est insere dans une sequence peptidique, 1}
n'y a pas d'hydrogéene déprotonable si bien que 1'azote de ia fonction amide
ne peut se ler a un ion metalligue. Lorsqu'il y a une proline présente en
deuxiéme ou troisieme position dans un oligopeptide, celle-ci constitue ce
que I'on appelie un " point de rupture " (break point). Elle divise le ligand en
deux fragments capables de se lier au métal de fagon indépendante (7-10,
14,16-18). D'autre part la proline influence 1a conformation de la chaine
peptidique, particulierement guand elle occupe la seconde position dans le
hgand (20, 21). Ces structures sont connues pour étre particuliérement
importantes dans la conformation biologiquement active des peptides. De
plus le résidu de proline conduit a un rapprochement des deux extrémités
(C terminale et N terminale) du peptide de facon a former des complexes
avec le cuivre (I1). Des etudes recentes sur les complexes formes par le
Cu(il) et des tétrapeptides ou des octapeptides contenant un résidu de pro-
line montrent cette possibilite.

Si T'on considere par exemple le peptide Gly-Pro-Gly-Gly, il a été
montré que lorsque le pH croit, 1a complexation se fait suivant le modéle
représenté figure 2. Lhonisation de la premiére hiaison amide qui se fait
avec tétragly autour de pH 5,4 n'apparait avec Gly-Pro-(Gly)2 qu'a pH 7,4,
ceci provenant de I'impossibilité de former un complexe stable impliguant
peu de chainons dans le chélate (1'espece b, figure 2 est 1'espéce dominante
a pH 8) (18) La proline est tres souvent retrouvée en deuxiéme ou
troisieme position dans les peptides biologiquement actifs tels que la
substance P, 1a casomorphine et le TRH (22). D'autre part le cuivre est un
métal essentiel et présent dans tout le corps humain, plus spécialement au
niveau de la vesicule biliaire et dans certaines zones du cerveau. Le cuivre
est généralement présent dans l'organisme sous forme de complexes avec
des acides aminés ou des peptides. Le métal peut avoir une influence
considérable sur la bioactivité de peptides tels que les neurohormones, les
neurotransmetteurs ou sur dautres pepfides naturels comme ceux
possédant dans leur seéquence des "points de rupture” (15).



4. PEPTIDES INCLUANT DANS LEUR SEQUENCE DES ACIDES AMINES
A CHAINE LATERALE.

4.\, PEPTIDES APOTIF HISTIOINE

Un des acides aminés importants, I'histidine voit son noyau imidazole
se comporter comme une chaine latérale. L'histidine est un résidu présent
dans de nombreux petits peptides naturels ayant des propriétés
chélatantes importantes.

Le tripeptide Gly-His-Lys, par exemple, qui a été identifié dans le
plasma sanguin humain est un facteur de croissance dont T'activité in vivo
est dépendante de la présence d'ions Cu(ll) (23).

L'histidine a été identifiée aussi dans un dipeptide naturel, la
carnosine de séquence f3Ala-His dont le réle exact n'est pas connu mais
dont les propriétés chélatantes sont trés particuliéres (13,24). Deux
hormones biologiquement trés importantes, le TRF (Thyrotropin Releasing
Factor) de séquence LpyroGlu-LHis-LProlinamide et LHRH (Luteinizing
Hormone Releasing Hormone) pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-6Gly-Leu-Arg-Pro-
Glyamide, possédent une sequence N terminale similaire en ce qui concerne
les deux premiers résidus, qui se trouve étre l'unité critique pour les
propriétés chélatantes (25-27).

Les études potentiométriques et spectroscopiques des interactions du
Cu(ll) et du Ni(lt) avec le TRF et queiques uns de ces analogues a 2 ou 3
acides aminés montrent le role essentiel joue par I'histidine dans la
complexation. Le TRF et le dipeptide PGlu-His se comportent de la méme
fagon vis a vis des ifons métalligues. A bas pH, les métaux forment un
complexe avec l'azote de l'imidazole et permettent la déprotonation des
fonctions amides de la liaison peptidique et de I'acide pyroglutamique avec
la méme facilité. |l en résulte 1a formation d'un complexe a 3 azotes auss!
bien avec le Cu(ll) quavec le Ni(l1).

Ici le résidu proline en position C terminale n'a pas de réle
significatif en ce qui concerne la formation des complexes.



D'autre part lorsquon remplace l'acide pyroglutamique par l'acide
picolinique, dans la séquence peplidique, la géométrie des complexes
devient totalement différenie : le dipeptide Pic-His forme avec le Cu(ll)
des complexes de type dimeéres, ce qui n'est pas observe avec le dipeptide
original. A pH physiologique, le TRF forme avec le Cu(ll) une espece a 3
azotes alors qu'avec le nickel il y a formation d'un complexe a 1 azote par
I'intermédiaire de 1'azote de 'imidazole. Le complexe plan carre a 3 azotes
n'est formé avec le nickel qu'a partir de pH 8,5 (26).

Ces différents modes de complexation sont responsables du compor-
tement différent des deux types de complexes lors d'essais biologiques
réalisés sur de jeunes poulets (28). |1 a été montré, in vivo, que l'activite
du TRF est considérablement accrue lorsquon utilise des complexes de
Ni(i1) alors qu'avec les complexes de Cu(ll), elle est encore plus faible
quavec le TRF non complexé. Les complexes TRF-Pd(Il) sont eux
complétement inactifs. Dans ce dernier cas, le mode de complexation est
le méme que pour le Culll). Le cuivre et le palladium, en formant a pH
physiologique, des espéces a 3 azotes, empéchent I'interaction des deux
résidus N terminaux avec la molécule cible.

Dans le cas des complexes du Ni(ll), il n'y a que la chaine latérale de
I'histidine impliquée dans la complexation a ce pH (7,4). le complexe
octaédrique peut alors utiliser de nombreux sites pour se lier au récepteur.
Les différences de comportement entre les complexes cuivriques et les
complexes du paliadium, bien que leur géométrie soit la méme, provient du
fait que la cinétique de formation des compiexes avec le Pd(l1) est trés
lente.

Il est donc clair que le type d'espéce formé, la géomeétrie de ces
especes ainsi que la cinétique de formation des complexes peuvent
influencer considérablement les interactions de type ligand-récepteur.
L'hormone LHRH "Gonadotrophin Releasing Hormone" est le médiateur
principal de 1a neuroréqulation des gonadotrophines, de la LH (Luteinizing
hormone) et de la FSH (Follicule Stimulating Hormone). L'implication du
Cu(ll) dans la bioactivité de I'normone semble trés probable. Déja des
études dues a TSOU et Coll. avaient démontré qu'il y avait augmentation du
taux de LHRH au niveau de T'hypophyse chez le lapin aprés administration



6-

de sels cuivriques (29). De plus BARNEA et Coll. ont aussi montré que la
présence de Cu(ll) et plus particulierement du complexe Cu-His avait un
impact considérable sur 1a biochimie de LHRH.

Entre autre, 11 a ete constate que le Cu(tl) stimule la libération de
LHRH des granules hypothalamiques. Sur 1a base de ces observations (30-
38), les auteurs ont proposé que .

- la forme active est le Cu(ll) sous forme de complexe et non pas le
cuivre libre sous forme hydrateée.

- Le complexe actif est de type acide aminé-Cu, les complexes avec
les peptides étant inactifs.

- Lorsque l'acide aminé impliqué dans le complexe est 'histidine, le
taux de libération de LHRH est maximum (2,5 fois supérieur a celui obtenu
avec Cu-Cys).

Le mécanisme exact de 1a stimulation de libération de LHRH n'est pas
encore connu. Cependant, il semblerait que les ions métalliques, ou tout au
moins, leurs complexes correspondants peuvent interagir avec LHRH en
formant des complexes binaires ou ternaires.

Les études potentiométriques et spectroscopiques ont montré que
LHRH est un agent chélatant tres efficace des ions métalliques tels que le
Cu(ll) ou le Ni(ll), I'histidine présente dans la sequence de cette hormone
étant le lieu priviiégié de ia complexation (27).

La grande stabilité des complexes et leur cinétigue de formation
suggerent que P'une des formes actives de LHRH in vivo, est probablement
une forme complexée,

Une autre hormone importante, t'angiotensine, est un octapeptide
linéaire (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) présentant une grande
diversité dactions biologiques. Il a été montré que grand nombre
d'activités biologiques de 1'angiotensine sont accrues en présence de cer-
tains cations métalliques comme Li(ll), Na(l), Ca(ll), Mg(ll) et Mn(it) (39-
42).



Des études antérieures pretendaient que la complexation de
I'angiotensine avec des ions métalliques induisait des changements de
conformation de l'octapeptide rendant celui-ci biologiquement actif. En
fait une étude plus récente (43) montre qu'il n'en est rien et que 1a com-
plexation du peptide avec des cations meétalligues naffecte pas de fagon
significative la conformation de la molécule.

L'angiotensine présente dans sa structure deux centres donneurs
potentiels pouvant initier la complexation : la fonction amine terminale et
'azote de 'imidazole de 'histidine.

Avec Mn(I1), La complexation se fait au niveau de 1a chaine latérale de
I'histidine (44).

De 1a méme fagon, avec le cuivre, 1a complexation débute au niveau de
I'atome d'azote de I'nistidine (12). Entre pH 6 et 8, il y a formation d'une
espéce CuL a trois azotes .

Lorsque le pH atteint 8, il y a changement dans le mode de
complexation et l'on retrouve une coordination initiée par la fonction
amine terminale et faisant intervenir les liaisons amides comme dans les
peptides simples de type tétragly (figure 3).

4.2, PEPTIDES ANOTIF CFSTEINE

La fonction SH de 1a cystéine constitue dans une séquence peptidique
un autre centre donneur potentiel, intervenant dans la complexation avec
les métaux de transition. Parmi les peptides a motif cystéine, le
gluthation se révéle étre particuliérement intéressant tant sur le plan
chimique que biochimique. Ce peptide a été identifié dans de nombreuse
cellules et a une importance drastique dans de nombreux processus
biologigues. De nombreux rdles ont été attribués au gluthation y compris
une capacite de détoxification. Des motifs de type GSH ont été identifiés
dans les phytochélatines et les cadystines (45-46). Ces oligopeptides
capables de compléxer les métaux lourds contiennent deux ou trois résidus
de cystéine qui sont les sites de chélation des ions métalliques. Des études
récentes montrent que le Ni(ll) (47) est trés fortement chélaté par des
ligands contenant des motifs cystéines (figure 4). Ceci est d'autant plus



intéressant que le Ni(ll) se révele étre un metal a 1a fois tres toxique et
présent dans |'environnement.

Les ponts disulfures (6,48) peuvent eux aussi jouer un réle important
dans la complexation des 1ons métalliques tels que Ag(l) et Hg(ll).

4.3, PEPTIDES ATROTIF TIROSINE

La tyrosine, aussi, parait étre un acide aminé intéressant treés
fréquemment rencontré dans les neuropeptides tels que les enképhalines.
L'oxygéne de 1a fonction phénol de la chaine latérale de la tyrosine peut
étre impliqué dans 1a formation de compiexes aveC des ions meétalliques
tels que le Cu(ll), mais pour des raisons stériques, il ne peut étre engagé
dans la formation d'un complexe avec un métal déja complexé par les
atomes donneurs de 1a tyrosine. Quand cet aminoacide est présent dans une
séquence peptidique, I'oxygéne de 1a fonction phénol de la chaine latéraie
peut étre impliqué de 2 fagons différentes, soit par la formation de
diméres ou enfin par 1a formation de larges chélates (7-10).

4.4. LEPTIDES A MOTIF ASPARTIQUE.

Le fibrinopeptide A est un hexadécapeptide (Ala-Asp-Ser-Gly-Glu-
Gly-Asp-Phe-Leu-Ala-Glu-Gly-Gly-Gly-Val-Arg) ne présentant pas, a
priori, dans sa séquence d'aminoacides spécifiques de 1a complexation avec
le Cu(l)).

Les etudes thermodynamiques et spectroscopiques réalisées sur le
fragment N-terminal ont montré que 1'acide aspartique peut étre impliqué
par I'intermédiaire de 1a fonction I3 carboxylate de sa chaine latérale dans
la formation de complexes trés stables avec le Cu(ll) (11). De plus de
récents travaux réalisés au laboratoire ont confirmeé l'importance de la
chaine latérale de I'Asp dans 1a formation de complexes avec le Cu(il) et le
Ni(I1) (49, S0). |

Dans le but d'étendre l'étude de i'interaction des ions metalliques
avec les chaines latérales carboxyliques, nous avons dans un premier
temps etudié la complexation du fibrinopeptide A avec le Cu(ll) et évalué
le poids de 1a chaine peptidique compléte sur la stabilité des complexes
formés. Dans un deuxieme temps, et pour étudier le rdle exact de la



fonction B-carboxylique, nous avons synthétise des oligopeptides com-
prenant dans leur sequence 2 ou 3 résidus d'acide aspartique et étudié les
complexes formés avec le Culll) et le Zn(i1).
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| PRINCIPES GENERAUX DE LA SYNTHESE PEPTIDIQUE.

La synthése peptidique consiste a former une liaison amide (dite aussi
liaison peptidique) entre deux molécules d'acides aminés selon le schéma
réactionnel suivant:

HN - CH - COOH + H,N - CH - COOH —_—)

Ry Ry

HZN—CH—C—-NH-—CH—COOH+H20

I
Rl 0 R2

Pour ce faire trois étapes sont donc nécessaires:
- Protection

-~ Couplage

- Purification
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Etant donné le caractére au moins bifonctionnel des acides aminés, il
est nécessaire de neutraliser laréactivité des fonctions ne devant pas in-
tervenir dans le processus de couplage. Ceci est obtenu par introduction
sur ces fonctions de groupes protecteurs. Le choix d'un groupe protecteur
dépend de plusieurs facteurs:

-La facilité avec laquetle il est mis en place.
-La sélectivité de son elimination.

- Sa stabilité chimique vis a vis des agents de couplage.

COUPLAGE

La réaction de couplage de deux acides aminés m'étant pas spontanée, il
est nécessaire d'activer 1'une ou l'autre des fonctions. Pour cela, des mé-
thodes rendant plus réactives les fonctions N et C terminales ont été
mises au point.

PURIFICATION

Le grand nombre de processus chimiques mis en jeu au cours d'une
synthése peptidique, implique 1'apparition de produits secondaires essen-
tiellement de nature peptidique. |1 était donc necessaire de mettre en
oeuvre une méthode de purification. Nous avons utilisé la chromatographie
sur gel perméable en association avec 1a chromatographie liquide a haute
performance.
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1.LA REACTION DE COUPLAGE

- METHODE A LA DICYCLOHEXYLCARBODIIMIDE (DCCI)

La méthode a la DCC! a été introduite en synthése peptidique par
SHEEMAN et HESS en 1955 (1) avec l'utilisation de la dicyclohexylicarbo-
diimide comme agent de déshydratation pour former 1a liaison peptidique.

- LA METHODE DIRECTE

Elle permet la formation de la liaison peptidique entre deux acides
aminés protégés sur leurs fonctions non réactives. La réaction passe par un
intermédiaire non isolable (O acylurée). Le schéma de la réaction est le

suivant;
R R
] 10
X-NH~CH-COH + C_ H,—N=C=N-C_H ———— X~NH-CH-C
2 611 6 11 ~0
CHpn=c ] (0
NH-C6H11
TZ 0°¢ ?1 ?2 ¢ NH=C H
(1) + NHZ—CH-COZY “hiloroforme X-NH CH—%—NH CH—COZY + C6H11-NH C 611
(ou DMF) 0
(ou dioxane) dicyclohexylurée

(pcyw)
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La dicyclohexylurée est insoluble dans les solvants généralement uti-
lisés en synthése peptidique. Elle est éliminée par filtration. WEINSTEIN
(2) a montré que cette méthode peut conduire a des produits partiellement
racémisés. Pour éviter cet inconvénient KONIG (3) a proposé d'utiliser
I'hydroxybenzotriazole.

2. PROTECTION DE L'EXTREMITE C TERMINALE ET DE LA CHAINE

LATERALE
2.\ LEDIESTER BENTYLIQUE DE L ACIDE ASPARTILE

11 est obtenu par réaction de 1'alcool benzyligue sur 1'acide aspartique.
L'eau d'estérification est éliminée par distillation azéotropigue en milieu
benzénique.

Dans un ballon de 250 cc, on place 0,1 mole d'acide aspartique (13,3
g). On ajoute S0 cc de benzéne, 0,1 mole d'acide paratoluéne sulfonique qui
sert de catalyseur et 100 cc d'alcool benzylique.

On distille sous agitation, en contrdlant le volume d'eau obtenu. Aprés
quelques heures, 1a solution est refroidie et 1'ester est obtenu par préci-
pitation dans I'éther éthylique sec. |1 est lavé abondamment par 1'éther.

Le paratoluéne sulfonate d'acide aminé ainsi obtenu est séché, puis
recristallisé dans le mélange méthanol / éther sec. Le rendement est de
85%.

Les paratoluénes suifonates d'acides aminés ne peuvent étre utilisés
tels quels pour les couplages, ils sont transformeés en leurs chlorhydrates.
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- Passage aux chlorhydrates:

On dissout dans le minimum d'eau, 51072 mole de paratoluéne sulfo-
nate d'ester d'acide aminé, on neutralise par du carbonate de potassium. La
solution est extraite par 30 cc d'éther, puis par 3 fois 30 cc d'acétate
d'éthyle, aprés avoir saturé la phase agueuse par NaCl. Les phases orga-
nigues sont rassembiées, lavées a l'eau puis séchées sur MgS0,4 et fiitrées.
Elles sont ensuite évaporées. Le résidu huileux obtenu est repris par de
I'éther sec,il est filtré, lavé puis sécheé.

Le rendement par rapport au paratoluéne sulfonate, aprés recristalli-
sation dans le systéme de solvants méthanol / éther est de 60%.

2.2. PREPARATION DU FRONOESTER BENZYLIQUE DE L ACIDE ASPARTIQUE
( 3 ASPARTATE DE BENZYLE)D

Dans un ballon de 11, on dissout 0,5 mole d'acide aspartique et 600 ml
d'alcool benzylique. La solution est chauffée a 100°C sous agitation. Un
courant d'HC1 gazeux barbote dans 1a solution jusqu'a dissolution compléte,
L'ester est précipité par addition de 2 | de triéthylamine. 11 est filtré, sé-
ché et recristallisé dans 1'eau. Le rendement est de 45%.

La pureté de tous les esters est vérifiée par chromatographie sur pa-
pier Wathman N°1 dans le systéme de solvants quaternaire: butanol (30),
pyridine (20), acide acétique (6), eau (24). La révelation est faite par pul-
vérisation a 1a ninhydrine et chauffage a 100°C pendant 5 minutes.
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2.3. RESULTATS EXPERIMENTAUY

PF (°C) Rf
HC\, AspdiBzl 158 0,95
AspfBzl 130 0,48

3. PROTECTION DE LA FONCTION AMINE TERMINALE

3.1 PREPARATION DF tBOC AMINDACIDES (méthode au ditertbutyldicarbo-
nate)

On ajoute a une suspension de 0.01 mole d'acide aminé dans 10 mi
d'eau, 20 ml de dioxanne, 10 ml de soude IN et 0,011 mole de
ditertbutyldicarbonate. La réaction, sous agitation, est démarrée dans un
bain de glace puis se déroule pendant une heure a température ambiante. Le
dioxanne est ensuite évaporé et 1a solution aqueuse est acidifiee a pH.2-3
par I'hydrogénosulfate de potassium. Le tBoc acide aminé est extrait deux
fois par V'acétate d'éthyle, lavé plusieurs fois a 'eau et séché sur sulfate
de sodium. La solution est filtrée puis évaporée sous pression réduite. La
poudre obtenue aprés évaporation est dissoute dans un peu de dichloromé-
thane avant d'étre précipitée dans I'hexane.

RESULTATS EXPERIMENT AUX

PF("C) Rf
tBocAspf3Bzl 105 0,71

tBocAla 75 0,65
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4. PREPARATION DU tBocAsp-0-Cyclohexyl (4)

On dissout dans du dichlorométhane | équivalent de tBocAsp-0-Bzi et
de 1 éthyl-3-(-3-diméthylaminopropyl 1)-carbodiimide hypochloride pour
3 equivalents de cyclohexanol. Pour accélérer la réaction, on introduit dans
le milieu de 1a 4 diméthylaminopyridine. La réaction dure 1 heure a 0°C.

Dans un deuxieme temps, le tBocAsp-(0-Cyclohexyl)-0Bzl obtenu est
traité par hydrogénation sur Pd / BaSO 4 dans I'éthanol distillé pendant 17

heures. le paliadium est filtré et lavé, puis 'éthanol est évaporé sous
pression réduite. Le précipité blanc est alors repris plusieurs fois dans le
méthanol.

Le rendement global de 1a réaction est de 70%.
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Il LES DIFFERENTS TYPES DE SYNTHESES

Deux types de synthéses ont été utilisés:
- La synthése en phase liquide ou homogéne.

- La synthése en phase solide ou gel.

1 LA PHASE LIQUIDE

Ce type de synthése est le plus simple & mettre en oeuvre car il ne
demande aucun matériel particulier.

La réaction de couplage en phase liquide consiste a faire réagir deux
acides aminés protégés convenablement dans un milieu homogéne. La
réaction se fait dans un solvant organique (chloroforme,
diméthylformamide etc..) a basse température, sous agitation. L'évolution
du couplage est suivi en chromatographie sur couche mince. Dés que la
réaction est terminée, les peptides sont extraits par un solvant organigue.
Les produits n‘ayant pas réagi sont éliminés par des lavages acidobasiques.

La purification finale du peptide se fait par cristallisation et par
chromatographie sur gel perméable.

Les avantages de 1a phase liquide peuvent étre résumeés ainsi:

- Préparation de quantités importantes de produit sans investissement
ONnéreux.

- Facilité de mise en oeuvre.



_25-

- Synthése par couplage de fragments comportant quelques residus.

Néanmoins, les étapes de lavage et de cristallisation rendent cette
technique fastidieuse.

2. LA PHASE GEL

vers 1960 MERRIFIELD (5) propose une nouvelle technigue de synthése
peptidique: 1a synthése en phase gel.

La méthode est basée sur le fait quune chaine peptidique peut étre
synthétisée pas & pas alors gue son extrémité C terminale est fixée sur
une résine gonfiée dans des solvants organiques. Ce support est réticulé
par du divinylbenzéne (1 & 2 %) et partiellement chliorométhylé.

La synthése de MERRIFIELD passe par la répétition dun cycle
d'opérations résumé figure |

La synthése en phase gel posséde certains avantages:

- Les réactifs non couplés sont éliminés par filtration

- Larapidité d'obtention des produits (60 a S0 mn par couplage).
Néanmoins, elle présente quelques inconvénients:

- La quantité de réactifs a introduire dans le réacteur doit étre 2 a 3 fois
1a quantité stoechiométrique de 1a synthése des peptides.

- La microporosité du support limite parfois 1'accroissement de la chaine
peptidique.

- De nombreux problémes se posent lors 1a libération finale du peptide.



l
H

-26-

1|‘1
Polymére [Cl + C;:,COO—“(.I‘.-NH—Y Y est un groupement N protecteur
H
sel de l'acide aminé N protégé
greffage
0o
Polymere —O—C—?—NH-Y
H
déprotection, neutralisation
0 R H
ot |
Polymére 0O-C-C~NH + COOH-C-NH-Y
I I
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O R O H
It |
Polymére 0-C~C-NH~-C-C-NH~Y ———=> vers un autre cgycle
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H R2 _
coupure
O R O H
ool
Polymére|+ HO-C-C~NH-C-C-NH,

]

Ry

Figure 1
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3. SYNTHESE DE ASP-ASP-ASP EN PHASE LIQUIDE

Nous avons utilisé des quantités non stoechiométriques d'acides
aminés. En effet, nous avons remarqué que, si les esters d'acides aminés
s'extraient bien par lavage, 1l en va différemment pour les tBoc acides
aminés. 11 est donc nécessaire de mettre ces derniers en léger défaut pour
faciliter la purification. En genéral, ia coupure du tBoc est effectuée dans
une solution de HCl 4 N dans le dioxanne. Les réactions de couplage et de

déprotection sont sufvies par chromatographie sur couche mince dans le
solvant ternaire (CHCl3 85%, AcCOHS %, MeOH 10 %).

Le solvant du milieu est le chloroforme refroidi 4 0°C par un bain de
glace et une agitation est maintenue dans le milieu réactionnel.

Le protocole de couplage peut étre résumé comme suit:
- 1 mole d'ester d'acide aminé sous forme de chiorhydrate

- 1 mole de base faible pour neutraliser le chlorhydrate ( 1a N-méthyl mor-
pholine sera préférée 3 la triéthylamine car il semble quelle évite tout
probléme de racemisation) .

- 0,9 mole de tBoc acide aminé

- 1500 CC de CHCl5 refroidi aoC
- 1 mole d’HOBt

= 1,1 mole de DCCI

Le tout est laissé une nuit a l1a température de 0°C; on verifie que la réac-
tion est terminée par chromatographie sur couche mince.

3V EXTRACTION £T PURIFICATION

Le couplage terminé, on ajoute quelques gouttes d'acide acétique au
milieu réactionnel afin de transformer la DCCI qui n'a pas réagi en
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dicyclohexylurée (DCU). La DCU est filtrée, puis lavée 2 fois par 50 CC
d'une solution de bicarbonate de sodium a 4 % afin d'éliminer les traces de
tBoc n'ayant pas réagi et I'nydroxybenzotriazole. Cette opération est suivie
d'un lavage par 50 CC dune solution de HCl a 1 & afin d'éliminer le
chiorhydrate de I'ester de 1'acide aminé en excés. Un dernier lavage par une
solution saturée de NaCl est effectué. Les phases organiques rassemblées
sont séchées sur du sulfate de magnésium. Aprés filtration, le chloroforme
est évaporé. L'huile alors obtenue est reprise par 30 CC d'acétate d'éthyle
afin de preécipiter le chlorhydrate de N-méthyl morpholine qui est éliminé
par filtration. Le filtrat est évaporé, V'huile obtenue est reprise par le
dichlorométhane et précipité dans I'hexane. Le peptide est alors sous forme
de tBoc-peptide-ester. Afin de poursuivre les synthéses, i1 est
indispensable de déprotéger une des deux fonctions,

3.2, LA COUPURE DU GROUFE tBoc

On place le peptide protégé dans une solution de HC1 4 N / Dioxanne. La
réaction est menée dans la glace sous forte agitation. Un dégagement de
CO, et un précipité blanchatre de chlorhydrate du peptide apparaissent.
Lorsque les analyses par chromatographie sur gel de silice montrent que
tout est coupé, le solvant est évaporé sous vide. Le précipité blanc obtenu
est repris par un peu de méthanol et précipité dans V'éther sec. Le
chlorhydrate est rapidement filtré, 1avé par 1'éther sec, séché et pesé.

3.3. DEPROTECTION DES GROUPES BENZYLIQUES

Nous avons pratique I'nydrogénolyse en milieu dioxanne en présence
de palladium & 10% sur charbon. La réaction 13 aussi est suivie par
chromatographie sur couche mince. Dés gu'elie est terminée, le catalyseur
est fiitre.

La synthése du tripeptide Asp-Asp-Asp est résumeée figure 2
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Boc - Asp - COOR

Bzl Bzl
« N méthlymorpholine
« DCCI/OHBT
Boc
Bzl
HCl 4N/Dioxanne A 0°C
Boc - Asp ~ COOH HC1,
Bll Bzl
. N méthylmogypholine
. DCCI/OHBtL
Boc
zl Bzl
HCl 4N/Dioxanne 2 0°C
HC1,
Bzl Bzl
Bzl Bzl
HC1
COOH COOH

HC1l, Asp ~ Bsz)

Bzl

Bzl

Bzl
Bzl

Bzl

Bzl

Bzl

Bzl

Bzl

Bzl

COOH
COOH
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4. SYNTHESE DE TETRAPEPTIDES EN PHASE GEL

Les résidus C terminaux de 1a séquence des peptides doivent étre in-
troduits les premiers. I s'agit du tBocAla pour Ala-Asp-Asp-Ala, et du
tBoc-0O-cyclohexyl pour Asp-Ala-Ala-Asp, Ala-Asp-Ala-Asp et Ala-Ala-
Asp-Asp. |1s sont fixés sur la résine par 1a méthode de GISIN (6) par leur
sel de césium,

A1, FLOTTATION DE LA RESINE

La résine utilisée est un polystyréne copolymérisé avec 2 % de divi-
nylbenzéne, chlorométhylé (comportant 0.8 mmole de CI™ par gramme de
résine).

Avant la fixation du premier acide aminé, il est nécessaire d'éliminer
les fines particules de la résine afin de ne pas boucher les pores du verre
fritté du réacteur.

La résine est mise en suspension dans un litre de méthanol. Aprés
agitation, on laisse décanter la résine, puis on élimine les plus fines
particules qui remontent a 1a surface. On réitere cette opération 3 fois.
Ensuite on transvase 1a résine dans une ampoule 4 décanter et on lave par
du dichlorométhane. La résine monte en surface, seules les petites
particules restent en suspension et sont é&liminées avec le
dichlorométhane. Cette opération est répétée plusieurs fois, puis 1a résine
est filtrée, séchée et peut alors étre utilisée pour greffer le premier acide
aminé.
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4.2, PREPARATION DES SELS DE CESITUM DES tBoc ACIDES AMINES

On dissout 2 g de tBoc acide aminé dans une solution de 12 ml
d'éthanol et de S ml d'eau. On ajuste le pH & 7 au moyen d'une solution de
carbonate de césium a 20 %. Un peu de toluene est ajouté a la solution qui
est évaporée rapidement. Le sel de césium de I'acide aminé est obtenu sous
forme d'une poudre blanche qui est ensuite séchée 5 heures sur Po0g, 11 est

obtenu avec un renderment de 85 %.

43. FIXATION DU PREMIER ACIDE AMINE SUR LA RESINE

Pour fixer le premier acide aminé sur la résine on procéde générale-
ment de 1a maniére suivante. Dans un ballon, on place:

- 1,5 mmole de sel de césium de tBoc acide aminé.

- | équivalent de résine chlorométhyiée (0,8 mmole de C1™ soit 1 g de ré-
sine) |

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

Le ballon est mis sous agitation a 50°C pendant 24 heures. 1a résine
est ensuite filtrée et lavée par du DMF (3 fois), DMF/ eau (3 fois), DMF /
EtOH (1 fois), EtOH (3 fois), MeOH (2 fois). Les 7 premiers lavages sont ré-
cupeéreés et concentrés. On reprend le résidu dans 50 ml d'eau. La détermi-
nation de la charge de la résine se fait par un dosage des chiorures libérés,
par la méthode de CHARPENTIER-VOLHARD (précipitation des chlorures par
un excés de nitrate d'argent, cet excés étant dosé en retour par du thiocya-
nate de potassium.

La résine est ensuite séchée et peut étre utilisée pour les couplages.
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4.4, UTILISATION DU SYNTHETISEUR AUTOMATIQUE

La synthese sera menée & son terme par I'éxécution dune sulte
d'opérations ordonnées selon un programme etabli a Favance Ce programme
est transmis a l'automate par V'intermédiaire d'une interface pilotée par un
microordinateur de type Apple //. Cet automate a eté congu au laboratoire
de chimie macromoléculaire en collaboration avec VENSAM (7)

45, DESCRIPTION DU PROGRAMME DE SYNTHESE

L'ensemble résine-tBoc-acide aminé est introduit dans le réacteur
puis mis a gonfler dans le dichlorométhane. Aprés élimination de ce
solvant, 1a résine est prélavée par le réactif de déprotection de la fonction
aminée pendant 1'30”, Le groupement protecteur est totalement éliminé
par réaction pendant 30 par le réactif acide trifluoroacétique dans le
dichlorométhane (50 / S0).

La résine-aminoacide-fluorhydrate est neutralisée par la N-
éthyldiisopropylamine dans le dichlorométhane. Elle peut étre alors
utilisée pour faire le premier couplage.

4.6. DESCRIPTION DETAILLEE DES OPERATIONS

Tous les lavages, €tapes de neutralisation ou couplages, mettent en
jeu les opérations suivantes:

- Transfert de solvants dans les réservoirs jaugés, autorisé par V'ouverture
de vanne de type S

- Arrét du transfert de solvant lorsque le niveau désiré est atteint (cas de
I'ouverture d'une vanne S) :

- Passage du solvant du réservoir jauge vers le réacteur, autorisé par 1a
vanne V7

- Fermeture de 1a vanne V7 aprés temporisation

- Mise en route du moteur, puis arrét
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- OQuverture de la vanne de vidange VB8 et de la vanne de poussée d'azote
V10 du réacteur pour aider 1a vidange

-~ Fermeture de ces deux vannes

Les étapes de déprotection se font de la méme maniére a la différence
que la cellule jauge (spécifique au réactif acide) et les vannes mises en
jeu ne sont pas les mémes (figure 3).

47. COUPLAGE EN PHASE SOLIDE
4.7.1. ESTER ACTIF D'HOBt

L'acide aminé protégé (tBoc-AA) est dissous dans du dichlorométhane
et mis a incuber avec de 1'HOBt a 0°C pendant 10 minutes. Cette suspension
est ensuite ajoutée a la DCCI dissoute dans le dichiorométhane a 0°C. La
solution obtenue est alors mise a incuber 10 minutes a 0°C sous agitation.
Le précipité de dicyclohexylurée obtenu est filtré sur ouate. Le filtrat est
alors introduit dans le réacteur, un nouveau couplage peut alors
commencer.

4.7.2 ANHYDRIDE SYMETRIQUE

Cette méthode d'activation est utilisée pour tout couplage difficile. 11
est alors nécessaire de peser 2 équivalents d'acide aminé pour un
équivalent de DCCIl, de les dissoudre dans du dichlorométhane et de les
incuber séparément a 0°C. Les deux solutions sont ensuite mélangées et
mises a incuber 10’ a 0°C. Aprés filtration sur ouate, le filtrat est évaporeé
alatrompe a eau; le résidu est alors repris avec du DMF et peut alors étre
introduit dans le réacteur. Dans ce cas la durée du couplage ne doit pas
excéder une demi-heure.

4.7.3 CONTROLE DU COUPLAGE. TEST DE KAISER (8)

Un échantillon de résine est placé dans un tube a hémolyse, on ajoute
de la ninhydrine. Le tube est placé dans une enceinte chauffée a 100°C
pendant 5 minutes. Si 1a résine reste blanche et ta solution jaune, le test
est négatif. Ceci veut dire que 1a réaction de couplage a €té compléte.
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Le méme type de réaction peut étre fait a lissue de l'étape de
déprotection. Si 1a résine et 1a solution prennent une teinte bleue soutenue,
le test est alors positif. Ceci signifie que la réaction de déprotection est
totale. :

Dés que 1a synthese de la séquence est terminée, l'ensemble résine~
peptide est lavé puis filtré et séché. '

AB. DEPROTECTION FAR HE (High HF?

L'appareil utilisé est construit entiérement en polyméres fluorés
(téflon). 11 est composeé de deux réacteurs en Kelf notés R1 et R2, dune
bouteille réservoir d'HF, d'un piége de sortie R3 et dune trompe a eau P.
Les réacteurs sont i501€5 par des vannes notées V1 et V2 (figure 4). Le
premier réacteur R1 sert a mesurer le volume d'HF qui est condensé par de
'azote liquide. Le HF condensé est desséché sur trifluorure de cobait. En
effet, toutes les opérations doivent étre menées en milieu rigoureusement
anhydre afin d'éviter le risque d'hydrolyse des liaisons peptidiques.

Le second réacteur R2 regoit l'ensemble peptide-résine. On ajoute du
paracrésol pour protéger les acides aminés sensibles.

Il est nécessaire de mener la coupure sous une hotte fortement
ventilée et en prenant des précautions particuliéres.

On procéde comme suit pour réaliser le clivage peptide-résine:

- Avant tout, on fait le vide dans 1a chaine HF au moyen d'une trompe a eau.
Ensuite, on ferme la vanne V1, le réacteur R1 est alors isolé et refroidi par
de Y'azote liquide. Le robinet D de 1a bouteille est alors ouvert doucement.
Le HF est alors condensé dans R1 jusqu'a obtention du volume désiré (10 ml
de HF par gramme de résine). Une fois le volume désiré atteint, le robinet D
est fermé. Le HF condensé est alors séché sur trifiuorure de cobalt,

- Apres quelques minutes, e HF est transféré de R1 au réacteur R2 conte-
nant 'ensemble peptide-résine et le paracrésol. Pour ce faire on procéde
de la facon suivante:
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- On fait le vide dans RZ qu est refrowh par Yazote hquide, ensuite on
ferme V2. Le HF est alors rechauffe lenterment a température ambiante. i1
est donc transfere par dishitlation en ouvrant Joucement ia vanne v1 une
fors la distillanion terminee, le reacteur R2 est 1sole en fermant V1. Une
agitation est maintenue pendant une heure a O*C.

- Le temps de coupure erant passe, le HF est eluminé par distillation. Pour
cela, on laisse revenir a température ambiante le réacteur RZ. On ouvre 1a
vanne VZ, le HF distille lentement et est neutralisé dans le piege de sortie
contenant de la chaux

- Les residus peptide et résine sont mis en suspension dans de 'éther sec
pour eliminer les derniéres traces de paracresol. Lether est elimine par
filtration et le peptide est extrail par lavage a l'acwde acetique 5 & En-
sutte 1a phase aqueuse est lyophilisee et le peptide est puriné

A9, PLRIFICATION

Nous avons utihise la chromatograpme de gel Diraton sur sephadex 6
15. Le principe repose sur la separation des produts en fonction de leur
différence de volume hydrodynamique. L'éluant choisi est T'eau pour les
tétrapeptides et l'acide acétique a 5 % dans Veau pour le tripeptide Asp-
Asp-Asp. Le materiel utilisé comporte une cellule de détection a 2
longueurs donde (206 et 280 nm), une pompe péristalligue LKB, un
collecteur de fraction (LKB 2111) et un enregistreur multicanaux LKB 2089
uvicond Il (Les Rf et les résultats danalyse en acide aminé sont donnés
tableau 1)

3. SYNTHESE DU FIBRINOPEPTIDE A EN PHASE GEL

La synthése du fibrinopeptide A de séquence Ala-Asp-Ser-Gly-Glu-
Gly-Asp-Phe-Leu-Ala-Glu-Gly-Gly-Gly-Val-Arg a ete realisee selon la
techmqaue en phase gel decrite précedemment.
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Nous avons utilisé le materiel de synthese sulvant.

- Resine : polystyréne chloromethyle réticule par | & de avinyibenzene,
chargé a 1-2 meq par gramme, 100-200 Mesh

- Acides amines proteéges commerclaux: tBoc-Arg-Tos et tBoc-Gly (Peptige
Institut), tBoc-val, tBoc-Glu-0Bz1 et tBoc-Ala (Propeptide), tBoc-Leu hy-
drate, tBoc-Phe, tBoc-Asp-0-Bzl et tBoc-Asp-O-cyclohexyl (Bachem),
tBoc-Glu-O-cyciohexyl et tBoc-Ser-0-Bzl (Novabiochem)

- Matériel de purification: gel filtration (gel TSE, éluant TFA 1/ 1000
dans l'eau)

Plaques de chromatographie sur couche mince de silice Kieselgel 60,
0,2mm (Merck)

HPLC phase inverse analytigue (Gilson). Mélangeur modéle 302 C. Pompe
modele 302 Detecteur UV 116. Systeme pilote par Apple 2 Colonne 35 cm,
4,6 mm de diametre. Phase nucléosil C18, 5 um, 100 &" de porosite,

HPLC phase wnverse preparative waters. Pompe 6000 A Colonne 50cm, 9
mm de diametre. Phase Mucleosil C18, Sum, 100 A* de porosite.

Analyseur dacide amne Beckiman 7300.
SN RESILTATS JE L ANALFSE EN ATIOES ANINES

Asp: 1,91. Ser: 0,81, Glu 2,06. Gly: 5,01, Ala: 2,01 val: 0,90 Leu: 1,07 Phe:
1,02. Arg: 0.98.

6. PROBLEME PARTICULIER POSE PAR L'ACIDE ASPARTIQUE EN
PHASE GEL |

La protection de 1a fonction 3 carboxylique est absolument nécessaire
avant l'activation de la fonction en alpha, sanon Yun ou Vautre gdes deux
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groupes pourrait etre active et conduire a la formanion dun melange
d'alpha et de [} aspartyl peptide.

Cette formation de 13 aspartyl peptide peul étre aussi due a la
formation dun wntermediaire succinimide qui évolue par reouveriure de
cycle en alpha ou f3 aspartyl peptide (figure 5). Ce phénoméne est observé
principalement et a plus fort degré quand Tacide aminé qui suil lacide
aspartique est une glycine, une sérine oy une alanmne (9)

La nature du groupe protecteur intervient aussi quant a la formation
de succimmide. Souvent on utilise l'ester benzyhique, mas 0ans les
conaitions fortement acides necessaires pour le clivage de cet ester, la
perte d'alcool benzylique conduit a la formation dune succinimide (figure
6). C'est pour cela que nous avons utilisé 'acide amineé proteége sous forme
dester de cyclohexyle lorsque celui-c) suivalt dans le sens de la synthese
une alanine
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Tableau 1. Tableau récapitulatif des resultats. Analyse en acides aminés et
Rf

Peptide Analyse en acides aminés Rf

Asp-Ala-Ala-Asp 205Asp 195 Ala 0.20
Ala-Asp-Ala-Asp 198 Asp 202 Ala 0.19
Ala-Asp-Asp-Ala 197 Asp 203 Ala 0.21
Ala-Ala-Asp-Asp 204Asp 196 Ala 0.20

Asp-Asp-Asp 298 Asp - 0.17
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I SPECTROSCOPIE ET POTENTIOMETRIE

1. SPECTROSCOPIE D'ABSORPTION - DICHROISME CIRCULAIRE -
RMN - RPE

Pour les deux premiéres techniques, toutes les solutions ont éteé
préparées a partir d'eau distillée. En ce qui concerne la RPE, on a ajouté
quelques gouttes d'éthyléne glycol dans les solutions pour mieux visualiser
les spectres. La concentration des peptides varie entre 10°3 et 21073
mole par litre et le rapport ligand métal est de 1.

Les spectres d'absorption on été tracés sur un spectrophotométre
UVIKON 810. Les cellules utilisées de 1 ¢cm de longueur sont en quartz.

Les mesures de dichroisme circulaire ont été effectuées sur un
dichrographe JOBIN et YVON MARK |11 équipé d'un systéme d'acquisition des
données couplé avec un ordinateur APPLE //. Les mesures ont été faites
avec des cellules en quartz de trajet optique 1 et 0,1 cm. Les résu[tats
sont donné en A€ .

Les spectres de résonnance paramagnétique électronique ont été
obtenus avec un spectrométre VARIAN 9 a 1a température de 77 K avec une
modulation de 100 Khz {bande X, 9,3 Ghz).

En ce qui concerne les études de RMN, les solutions ont été préparées
dans D20 et les pH ajustés avec DCl et NaQD. Les spectres ont été
enregistrés sur un spectrométre BRUKER AM 400. Les spectres ABX ont été
traités sur un ordinateur HP 9826 avec les programmes LAOCN et ROTAMER
adaptés au calculateur par J. TARTAROWSKI et Z. SIATECKI.
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2. POTENTIOMETRIE

Les titrations potentiométriques sont effectuées dans une cellule en
téflon de capacité maximum 3 ml. L' agitation est réalisée manuellement a
l'aide d'un petit agitateur en polypropyléne. La soude est ajoutée a l'aide
d'une burette de 100 ul (seringue HAMILTON délivrant 2 pl a la fois par un
bouton poussoir mécanique), par un tube en téflon de 0,3 mm de diameétre.
La titration est suivie en millivolt en utilisant une microélectrode
combinée verre - calomel (RUSSEL CRAWL).

Les titrations sont effectuées dans une piéce thermostatée a 25°C.
Les solutions a doser sont pesées directement dans la cellule.

De V'argon pressaturé, par passage a travers une solution de KNO3 0,1
M, est passé sur la surface du tampon et des solutions a doser lors des
calibrations d'électrode et des titrations pour maintenir une atmosphére
inerte.

2.1. PURIFICATION DE L EAU

Toutes les solutions sont préparées en utilisant de Veau désionisée
bidistillée et seule V'eau ayant une résistivité supérieure a 4 M Ohm / ¢m
est jugée utilisable.

2.2, SOLUTIONS O1ONS MNETALLIQUES

Le nitrate de Cuivre (11) et le nitrate de Zinc (1) (réactifs BDH pour
analyses) sont utilisés pour préparer des solutions aqueuses de
concentration approximative 0,01 M par addition de nitrate de potassium
sec solide.

2.3. SOLUTIONS DF L /GAMNDS

Généralement, 5 ml de solution de ligand de concentration 2103
mole par litre sont préparés par dissolution d'une quantité pesée de ligand
dans une solution 0,1 M de KNO3. Cependant les peptides sont rarement

purs a 100 % Les sources dimpuretés peuvent étre diverses, mais la
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principale étant dans notre cas la présence d'ions acétates (l'acide
acétique étant utilisé lors de la purification en gel filtration).

En conséquence, 1a concentration précise ne peut étre déterminée par
simple pesée, Elle est obtenue par titration potentiométrigue en utilisant
la méthode de GRAN (9-11).

La figure 7 montre le diagramme de GRAN obtenu pour un dipeptide
basique tel que Gly-Gly. La constante de protonation de l'ion acétate (log K
= 45) étant trés peu différente du log K obtenu pour la fonction
carboxylique de petits peptides (log K = 3,5), 1a présence d'ions acétates
peut affecter la forme du diagramme de GRAN. La figure 7 montre un
diagramme de GRAN traduisant Veffet des ions acétates au niveau du
premier point d'équivalence correspondant a une fonction carboxylique.

Dés lors, on peut distinguer deux points d'équivalence mais la
résolution entre ces deux points n'est pas tres bonne.

La concentration du ligand est calculée d'aprés le diagramme de GRAN
au moyen de A EP qui est proportionnel a 1a concentration. Par conséquent
si le premier point d'équivalence (EP1) subit une distorsion trop grande due
a la présence d'acétate, il devient impossible de calculer la concentration
en ligand. SUPERQUAD (12) permet de faire face a ce probleme en utilisant
ce que l'on appelle un “"paramétre dangereux” qui tient compte des fons
acétates en tant gque second ligand. Dans ce cas un affinement
mathématique permet d'obtenir la concentration précise de ligand.

2.4 CALIBRATION DF L ELECTRODE

L'électrode de verre est connectée via un amplificateur a un
multimétre THURLBY 109 S . La lecture est donc obtenue en mv. Pour
obtenir la conversion en pH, il est nécessaire de connaitre deux
caractéristiques de I'électrode. |

- Sapente

Les potentiels des tampons KHP (phtalate acide de potassium) et
borax sont déterminés, de valeur de pH connue:

EKHP = EQ + bpHKHP
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- , v +dv/2
AEP

Diagramme de Gran pour un peptide simple dibasique

| / ApH

EP2

EP1

AEP V+dVv/2

Effet des ions acétates sur le diagramme de Gran

Figure 7
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Eborax = EO *+ bpHborax d'ou b = (EKHP- Eborax)/ (PHKHP-PHborax)

- Le potentiel EO

Chaque fois, on effectue une titration d'acide fort par la base
standardisée. Ces données sont introduites dans SUPERQUAD. La valeur de
EO est alors trouvée par itération. La validité de cette valeur est vérifiée
en faisant "flotter" 1a valeur de pKw. Cette valeur doit rester proche de
13,8. Les valeurs de la pente et de EO sont alors utilisées pour les
titrations de 1a journée.
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1.ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

En examinant les spectres dabsorption et les spectres dichroiques
des peptides compléxés, trois régions particuliéres peuvent étre mises en
évidence: :

- Région des transitions électroniques relatives aux orbitales d du
métal, transition d-d ( A > 400 nm)

- Région des transitions électroniques par transfert de charge (TC) 230 A
<350 nm

- Région des transitions intraligands de type amide ou acide, A <250 nm

Les transitions intraligands des fonctions amides ou acides
présentent un spectre trop compliqué pour pouvoir étre exploité aisément.
De nombreuses bandes se superposent dans cette région spectrale et il est
difficile d'extraire les transitions.

Par contre, les deux autres régions correspondant aux transitions TC
et d-d fournissent de nombreux renseignements concernant les complexes
formeés.

1.1 LA TRANSITION a-d

Les différentes transitions électroniques pouvant intervenir sur les
couches d du métal compléxé, provoquées par le champ des ligands, ont une
valeur trés importante car elle donne des renseignernents sur la structure
des complexes formeés. |1 est donc nécessaire de mettre en évidence
certains facteurs influengant V'énergie (A), I'intensité (g, A¢) et le signe de
I'effet Cotton de ces transitions.

Le spectre d'absorption dans cette région spectrale, d'une solution qui
contient des ions Cu (11), non compléxés montre un maximum vers A = 800
nm avec €= 10420 mole~!.lcm™! caractéristique de 'espéce Cu(Ho0)e**

(1,2).
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La substitution des molécules d'eau en position equatoriale par
d'autres atomes donneurs comme 1'oxygéne (-COOH, C=0) ou 'azote (-NH2, -
NHCO-) provoque un déplacement du A max vers les plus petites longueurs
d'onde (3-5). Cet effet est plus marqué quand le substituant est un atome
d'azote. Ceci implique que la substitution d'un atome d'azote provoque une
diminution de 1a longueur d'onde maximale (6,3,7-9).

La longueur d'onde maximale pour les transitions d-d peut étre
exprimée par la somme des contributions individuelles des quatre atomes
donneurs formant avec le Cu (11) un plan carré. Une equation empirique,
pour estimer 1a longueur d'onde maximale des spectres d'absorption des
complexes du Cu (11) a éte proposée (10).

Amax=10370,301 na+ 0,342 nb * 0, 453 nc *+ 0,485 nd

ou na, nb, nc et nd sont respectivement les nombres d'atomes donneurs de
type O (peptide, H20, -OH), O (carboxylate), N (amino), N (peptide). 11 faut
remarquer que cette relation n'est pas valable dans le cas d'interactions
apicales. Dans le tableau suivant sont rassemblées quelques valeurs de A
max calculées pour différents complexes.

Groupes complexants A max calculés (nm)
4 H20 830
2 CO0~, 1 CO0™, 1 NH2 715
2 CO0~, 2NH?2 628

2 H20, 1 CO0~, 1 amide déprotonée 694
2 H20, 2 amides déprotonées 636

4 amides déprotonées 315

1 NH2, 3 amides déprotonées 524
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Cette équation appliquée sur plusieurs systémes cuivriques avec une
bonne concordance, reste cependant empirique et donc suspectée dune
certaine erreur.

D'un point de vue structural, les complexe-s avec le Cu (11) présentent
une distorsion octaédrique: quatre ligands (liaisons courtes) sont dans le
plan de coordination et deux ligands (liaisons longues) en position axiale
(9,11-14).

Pour les complexes cuivriques, l'activité optique des transitions d-d
est due essentiellement a un effet de conformation du chélate et / ou aux
interactions vicinaies entre le métal et les centres asymétriques du ligand
(16).

LARSEN et OLSEN (17) ont proposé que leffet Cotton dans les
transitions d-d du métal n'est mesurable que si le ligand asymétrique
forme un chélate avec le métal. Cette hypothése n'est pas toujours vérifiée
car certains systemes de ligands monodentés présentent néanmoins une
activité optique (18,19).

D'autre part, lactivité optique résultante est plus importante
lorsqu'un centre asymétrique appartient lui-méme aux chainons du chélate.
En effet, les peptides (formés d'acides aminés sans chaine latérale)
forment avec les ions cuivriques des chélates a 5 chainons qui sont plus ou
moins plans (21).

Le ligand chélaté peut prendre suivant la position axiale ou
équatoriale du groupement R, deux conformations extrémes qui sont en
équilibre. Dans le cas ou ces deux conformations sont en guantités égales,
i1 y a absence dactivité optique. Au contraire quand une des deux
conformations est favorisée, elle entraine l'apparition d'activité optique
(22-24). |

1.2. TRANSITIONS PAR TRANSFERT DE CHARGE (TC)

Les bandes de transfert de charge sont souvent observées comme des
épaulements dans les spectres d'absorplion en raison de la présence des
transitions électroniques intraligands dans ce domaine.
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- Transfert amide ----> Cu (1)

Dans les complexes cuivrigues o0 la fonction amide participe a la
complexation sous forme déprotonée, une bande de transfert de charge
apparait vers 290 - 330 nm (5, 7, 25-27).

- Transfert acide ----» Cu(ll)

Les complexes du Cu (11) avec les aminoacides ( 22, 28-33) présentent
dans leurs spectres une bande d'absorption vers 240 - 270 nm, mais celle-
ci est parfois difficile a observer avec les peptides.

Des études récentes faites dans notre laboratoire (34) ont montré
I'importance et 1a spécificité de la fonction B-carboxylate portée par la
chaine latérale de V'acide aspartique et son rble dans la formation de
chélates avec 1es metaux de transition tel que le Cu (1)

L'influence de 1a position de T'acide aspartique dans les oligopeptides
sur la formation de tels complexes a aussi été étudiée sur les
tétrapeptides suivants :

Asp-Ala-Ala-Ala
Ala- Asp-Ala-Ala
Ala-Ala- AsprAla
Ala-Ala-Ala- Asp

D'autre part pour préciser le rble spécifique de la fonction B
carboxylate portée par la chaine latérale des acides aminés, les résidus
incluant un résidu d'acide glutamique a l1a place de V'acide aspartique ont
été étudiés.

Si T'on considére le tétrapeptide AspAla-Ala-Ala, l1a chaine latérale
portant 1a fonction B carboxylate se trouve en premiére position dans 1a
chaine peptidique. Si I'on se référe au systéme tétraalanine , les résultats
potentiométriques montrent un accroissement de stabilité de 1'espéce CuL
(1 N). La formation de «ce complexe est aussi détectée
spectroscopiquement. Par contre on observe aucune modification en ce qui
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concerne les espéces 2 N, 3 N et 4 N Ceci montre, dune part, que la
fonction 3 carboxylate portée par la chaine laterale de Vacide aspartique
est impliquée dans la formation de V'espéce a un azote et dautre part que
la fonction 3 carboxylate portée par la chaine latérale ne peut en aucun cas
étre impliquée de facon simultanée dans la formation d'un complexe avec
un azote d'une liaison peptidique voisine (figure a).

Comme il a déja eté montré avec le fragment N terminal du
fibrinopeptide A (35), quand l'acide aspartique est placé en seconde
position dans la chaine peptidigue, on observe un accroissement
considérable de la stabilité de I'espece CuH-1{L a deux azotes qui se trouve
étre I'espéce majoritaire dans le domaine de pH 5 - 9. L'implication de la
fonction B carboxylate dans ce complexe rend la déprotonation de la
seconde fonction amide impossible avant pH 8,5 soit deux unités de pH de
plus qu'avec le systéme tétraalanine (figure b).

Lorsque l'acide aspartique occupe la 3 éme position dans le
tétrapeptide, c'est cette fois V'espéce a trois azotes CuH-2L qui est
fortement stabilisee (36). Cette espéce est prépondérante dans le domaine
de pH 5-10 et le complexe est beaucoup plus stable quavec le systéme
tétraalanine (figure ).

Enfin, avec Ala-Ala-Ala- Asg en potentiométrie, 1a distribution des
espéces est sensiblement la méme qu'avec le systéme tétraalanine. On
constate cependant que 1a stabilité du complexe @ un azole se trouve
1égérement augmentée par rapport au tétraalanine sans toutefois que ceci
puisse étre expliqué par 1a participation de la chaine latérale COOH de
I'acide aspartique en 4 éme position dans la séquence.

En ce qui concerne les tétrapeptides contenant 1'acide glutamique en 1
ere, 2 éme ou 3 éme position, on constate de fagon générale que les
complexes formés ne différent pas de fagon significative de ceux formeés
avec tétraalanine. La stabilisation, par l'intermédiaire de la fonction y-
carboxylate, des complexes, bien moins marquée quavec l'acide aspartique
était attendue. En effet, dans le cas de l'acide glutamique, 1'implication de
1a fonction carboxylate nécessite la formation de chélates a 7 chainons,
beaucoup moins stables que ies chélates a 6 chainons observes avec l'acide
aspartique.
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Connaissant la capacité et la spécificité de stabilisation, des
complexes formés avec le Cu (Il), de la chaine latérale de l'acide
aspartigue, nous avons dans un premier temps choisi detudier la
complexation de l'hexadécapeptide fibrinopeptide A et de comparer les
résultats avec ceux obtenus précédemment avec le fragment N terminal de
ce méme peptide.

Dans un deuxiéme temps, il était alors intéressant d'étudier la
complexation de tétrapeptides et tripeptide comprenant respectivement 2
ou 3 résidus d'acide aspartique dans leur séquence. Nous avons réalisé
cette étude avec les tétrapeptides Asp-Ala-Ala- Asg Ala- AsprAla- Asn
Ala-Ala- Asp-Asp Ala- Asp-Ase-Ala et enfin le tripeptide Asp-Asp-Asp
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2. ETUDE DE LA COMPLEXATION DU FIBRINOPEPTIDE A AVEC LE
CUIVRE(ID)

Lors de 1'attaque du fibrinogene par 1a thrombine, dans le processus de
coagulation du sang qui intervient lorsquun vaisseau sanguin est
endommagé, il y a liberation simultanee de fibrine et des deux
fibrinopeptides A et B. Lors de 1a formation du caillot, a 'emplacement de
la blessure, 1a concentration locale des fibrinopeptides est élevée et il
peut y avoir alors compétition avec les molécules de sérum albumine dans
l'interaction avec des ions meétalliques, en particulier avec le cuivre (l1).
Dans cette optique, i1 était intéressant d'étudier le pouvoir de
complexation du fibrinopeptide A qui est l'hexadécapeptide:

Ala-Asp-Ser-Gly-6lu-Gly-Asp-Phe-Leu-Ala-Glu-Gly-Gly-Gly-Val-Arg

Des travaux réecents (35) réalisés au laboratoire montrent que des
ions métalliques tels que le Cu (I1) et le Ni (il) peuvent former des
compliexes avec le fragment N terminal du fibrinopeptide A et que la
complexation débute par l'extrémité NH2 terminale du tétrapeptide. La
présence d'un résidu dacide aspartique en deuxiéme position dans la
séquence peptidique cause la formation d'un complexe & deux azotes tres
stable. Cette grande stabilité de T'espéce CuH-)L résulte de V'implication
de la chaine latérale carboxylate portée par i’Asp, de fagon trés spécifique
avec le Cu (11). Le fragment N terminal du fibrinopeptide A étudié
précédemment pouvait modéliser la complexation avec lextrémité N
terminale, mais ceci supposait que I'on admette d'une part, que le peptide
original ne posséde pas de structure organisée en solution capable d
empécher la complexation, et d'autre part, quil n'existe pas dans la
molécule de sites pouvant entrer en compeétition avec les quatre premiers
acides aminés,

Ces suppositions semblaient raisonnables, mais il était intéressant
d'étudier 1a complexation de I'hexadécapeptide.

Les résultats obtenus montrent que les petits peptides peuvent étre
utilisés comme modeéles de structures peptidiques plus complexes.
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2.1, RESULTATS POTENTIOMETRIQUES

Les constantes de protonation pour le fibrinopeptide A sont données
dans le tableau 1.

La premiére constante se rapporte a la constante de protonation (KHL)
de l'azote du groupe NH2 terminal alors que les autres constantes se
rapportent & 1a protonation des fonctions carboxylates. Le fibrinopeptide A
comporte dans sa séquence 5 fonctions de ce type (2 Asp, 2 Glu et 1a
fonction carboxylique terminale) par conséquent les équilibres de
protonation de ces groupes se recouvrent considérablement.

Les constantes de stabilité des complexes avec le Cu (1) ainsi que la
distribution des espéces sont données respectivement dans le tableau 1 et
la figure 1

On note l1a présence de 4 espéces, successivement Cul, CuH-1L, CuH-
oL et CuH-3L. Les deux espéces CulL et CuH-2L bien que présentes en
solution, sont tres minoritaires. Comme avec le fragment N terminal du
fibrinopeptide A, on note une trés forte stabilisation de V'espéce CuH-1L
dans le rang de pH 5 - 9. Le méme type d'observation a déja été fait avec le
tétrapeptide Ala- Asp-Ala- Asn

2.2 ETUDES SPECTROSCOPIQUES

Les valeurs des paramétres spectroscopiques indiquent la formation
de deux types de complexes avec le Cu (1) (tableau 2). Les espéces CuH-1L
et CuH-3L apparaissent comme majoritaires en solution. Ces deux
complexes sont les mémes que ceux ohservés avec le tétrapeptide modéle
Ala- Asp-Ser-Gly.

Les spectres de dichroisme circulaire (figure 3 et 4) a pH 6 montrent
une bande négative a 638 nm correspondant a une transition d-d. Dans la
région U.V, on note une premiére bande négative a 300 nm et une deuxiéme
bande positive a 252 nm. Ces deux bandes dichroiques correspondent
respectivement a un transfert de charge N~ (amide) ----» Cu (1) et a2 un
transfert de charge NH2 (amine) ----> Cu (l1). A ce méme pH les
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paramétres calculés d'aprés le spectre RP.E montrent que 1" on est en
présence d'un complexe faisant intervenir 2 azotes.

ApH 9, le spectre dichroique dans la région visible montre une bande
d-d a 530 nm mais on remarque aussi la présence d'un épaulement a 630
nm, ceci traduit 1a présence de deux espéces. La méme chose est constatée
en spectroscopie d'absorption et sur les spectres RP.E (figure 2).

Lorsque le pH a atteint 10,5, on note sur les spectres de dichroisme
circulaire un inversement des effets Cotton des bandes de transfert de
charge (par rapport a pH 6) dans la région UV, traduisant un changement
dans la nature du complexe formé, Les paramétres déduits des spectres
d'absorption et de R.P.E suggérent la formation d'une espéce a 4 azotes.

2.3. COMLUSION

Les résultats obtenus avec Vhexadécapeptide se révelent étre
identiques a ceux obtenus avec le tétrapeptide modéle. Ceci montre que,
méme si le fibrinopeptide A posséde de par sa taille une structure
organisée en solution, celle-ci ne géne pas la complexation.

Dans les deux cas, la complexation débute toujours par I'extrémité N
terminale, I'hexadécapeptide ne possédant pas dans sa séquence
d'aminoacides comme la cystéine ou I’ histidine dont la chaine latérale
puisse servir de point d'ancrage pour la complexation.

De 1a méme fagon, on remarque que c’est la présence du résidu d'acide
aspartigue en deuxiéme position qui stabilise le complexe a deux azotes
par I'intermeédiaire de sa fonction 3 carboxylate.

L' acide aspartique se trouve donc &tre un résidu spécifigue en ce qui
concerne la complexation avec le cuivre (I1).

Cette conclusion inspire 1'étude de systémes plus complexes mettant
en jeu 2 ou 3 résidus d'acide aspartique,



CHAPITRE 1l

Complexation avec le cuivre (l1)
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Tableau 1: Constantes de protonation du fibrinopeptide A et constantes de
stabilité des complexes du Cu(ll) (exprimées en terme de Log 3)

Ligand LH LH2 LH3 - LH4 LHS
Fibrinopeptide A 8.4 13.43 17.74 21.36 24.86
Ligand Cul CuH-1L CuH-2L CuH-3L
Fibrinopeptide A 7.31 2.4 -7.60 -16.3
Ala-Asp-Ser-Gly 6.63 2.16 -7.41 -16.77
-
100 _
Cu libre Cub-1L
50
Cul
0 1 1 1
5 6 7

Courbes de repartition des especes
Fibrinopeptide A / Cu(ll)
rapport |
figurel
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Spectre d'absorption du fibrinopeptide A : Cu(ll) rapport 1/1

Figure 2
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Données gpectroscopiques pour le systéme fibrinopeptide A / Cu(Il)

Ligand Espéces

AVisible

nm?

D.C

nm A€

R.P.E
o//

As/

Ala-Asp-Ser-Gly (Cul_4L)

(CuH_gL)

Ala-Asp-0OBut~Ser-Gly (CuH_lL)
(Cub_pL)

(CuH_4L)

Flbrinopeptide A (CuH_lL)

(CuH_3L)

630

506

648

580

510

638

508

(83)

(150

(52)

(104)

(147)

(801

(164>

615

300
262

522
298
270

642
310
268

566
310
274

522
302
268

640
300
252

523
298
267

(+0.07)P
(-0.75)¢
(+0.60>9

(-0.90)P
(+0.75)C
(-0.50)d

¢-0.19P
(+0.08)¢
(-0.23)d

(-0.44)P
(+0.47)¢
(-0.344d

(-0.85)P
(+0.39)C
(-1.88)d

(-0.49)b
(-2.00)C
(+2.45)d

(-3.50)P
(+1.50)¢
(-3.80)d

2.26

2.23

2.19

2.16

2.245

2.170

185

210

175

195

210

178

210

a : coefficient d’extinction molaire

b : B+E d-d transition

¢ : transfert de charge N~ ----> Cu(ll)
d : transfert de charge NHZ -===> CuCII)
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Spectre dichroique U.V. du fibrinopeptide A : Cu(ll) rapport 1/1

Figure 3
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Spectre dichroique visible du fibrinopeptide A: Culll) rapport 1/1

‘ Figure 4
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3. ETUDE DE LA COMPLEXATION AVEC LE CU (i1) DE TETRAPEPTIDES

COMPRENANT DEUX MOTIFS ASPARTIQUES

3.1, Asp-Ala-Ala-Asp < Cu il

Les études potentiométriques montrent V'existence de quatre espeéces:
CuL, CuH-1L, CuH-2L et CuH-3L (figure 5).

A bas pH, le premier complexe formé est Vespéce Cul. Si ton
considére la constante de formation de ce complexe (tableau 3), on
remarque qu'elle est similaire a celle trouvée pour Asp-Ala-Ala-Ala, tout
en étant trés supérieure a la constante de formation de Cul relative au
systéme tétraalanine. L'espéce Cul se trouve donc stabilisée.

Les données spectroscopiques (dichroisme circulaire) ne montrent pas
de bande de transfert de charge a 300 nm, donc la participation de l'azote
d'une liaison amide dans le complexe est a exclure. Par contre, on remarque
un léger épaulement a 238 nm suggérant un transfert de charge CO0™ ----»
Cu (i1) et une autre bande négative due a un transfert de charge NH2 ---->

Cu (11) (figure 6 et 7).

Par ailleurs, les autres données spectroscopiques (absorption et
résonance paramagnétique electronique) indiquent l1a formation dun
complexe a 1 azote ( tableaux 5 et 6).

Toutes les données montrent que Vespéce CuL (indétectable
spectroscopiquement dans le systéme tétraalanine), résulte de la
formation d'un complexe impliquant d'une part, 1a fonction amine terminale
et d'autre part 1a fonction B carboxylate du premier acide aspartique.
L'accroissement de stabilité de l'espéce a 1 N est due a la présence de la
fonction 3 carboxylate.

Dans les domaines de pH supérieurs, la potentiométrie et la
spectroscopie montrent 1'apparition successive des 3 espéces CuH-iL,
CuH-2L et CuH-3L.
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Les constantes de formation de ces espéces sont tres proches de
celles trouvées tant aveC Asp-Ala-Ala-Asp quaveCc le systeme
tétraalanine

D'autre part en spectroscopie, on constate la disparition de la bande
de transfert de charge correspondant a la transition COO™ ----> Cu (11) dés
pH 6,6 , mais on note V'apparition d'une bande de transfert de charge vers
305 nm due a la transition N~ ----> Cu (i1).

Toutes les données spectroscopiques (tableaux 4, S et 6) montrent que
les espéces CuH-1L, CuH-2L et CuH-3L sont respectivement des espéeces a

2, 3 et 4 azotes.

Enfin en ce qui concerne l'espéce CuH-3L, la constante formation
relative a ce complexe est identique a celle observée pour tétraalanine. La
présence d'une fonction 3 carboxylate en quatriéme position dans la chaine
peptidique ne parait donc pas avoir d'influence sur 1a stabilité de 'espéce
formée.

CONCLUSION

L'apparition d'une espece a |1 azote détectable spectroscopiquement
met en évidence la participation de la fonction f3 carboxylate dans la
stabilisation du complexe.

La fonction 3 carboxylate du résidu d'acide aspartique en quatriéme
position dans la séquence peptidique n'engendre pas de stabilisation accrue
de 'espéce a 4 azotes, cette fonction ne doit donc pas étre impliquée dans
la formation de cette espéce.
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Tableau 3 : Constantes de formation des complexes de Asp-Ala-Ala-Asp avec le Cu(lI)
comparées a celles d’autres tétrapeptides.

LogP des valeurs

Ligand (CuHL) (Culd (Cul_4L) (CuH_jL) (CuH_zL)

Asp-Ala-Ala-Asp 11.18(5) 6.83(2) 0.44(5) -7.89(6) -16.89(6)

Asp-Ala-Ala-Ala - 6.04(2) -0.34(2) -7.82(2) -16.88(3)

Ala-Ala-Ala-Asp - 5.46(3)  -0.41(2) -7.95(3) -~-17.29(4)

Ala-Ala-Ala-Ala - 4.77 - =0.45 -8.09 -17.53
100

Courbe de distibution des espéces
Asp-Ala-Ala-Asp / Culil) rapport |
figure 5
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TABLEAU 4 : Valeurs des maxima en dichroisme circulaire pour le systéme Asp-Ala-Ala-Asp .
CuCIl). ¢ = 2.1073 Wi

" pH A\max ¢nm) Ae Attribution Espéce

5.65 700 -0.1 Transitions B et E
280 -0.1 TC NHp ---=-> Cu(ID) iN
240 +0.48 TC CO0™ ----> Cu(ID

7.21 700 -0.25 B
555 -0.05 E
305 +0.15 TC N~ -=-=-=> Cud(ID 2N
270 -0.2 TC NHy ----> CuCll)

8.85 570 -0.35 Transitions B et E
310 +0.50 TC N~ ===-=> Cu(ID
275 -0.45 TC NHp ---=> Cu(Il) 3N
240 +0.50 Intraligand

10.67 530 -0.70 Transitlons B et E
305 +0.45 TC N~ -===> Cu(ID) 4N
270 -1.50 TC NHy ~=-=> Cu(ID)

TABLEAU 6 : Valeurs des paramétres Amax et ¢ calculées & partir des spectres
d’absorption

pH - \max € Espéce
5.50 705 35 iN
7.40 650 82 2N
8.80 567 131 3N

11.0 518 164 4N
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pH

—*— 438
——565

—----8.85
——10.67

Spectre dichroique U.V de Asp-Ala-Ala-Asp / Cu(il) rapportt
figure 6

A nm
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pH

—#— 4,38
—-—5.65
—0— 721
---—8.85
—10.67

Spectre dichroique visible de Asp-Ala-Ala-Asp / Cu(ll) rapport]

figure 7




-70-

TABLEAU S : Valeurs des paramétres A// el g// calculées & partir des spectres de R.P.E

pH .Ve4 a// Espéce
5.50 150 2.310 iN
7.400 170 2.240 2N
8.85 187 2.200 3N

11.04 207 2.172 4N
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3.2. Ala-Asp-Ala-Asp s/ cu (/1)

La encore, les études potentiométriques montrent Vexistence de 4
espéces, bien que les stabilités des espéces formées différent de fagon
significative (tableau 7 et figure 9).

A bas pH, le premier complexe formé correspond a Yespéce Cul. Celle-
ci de stabilité faible ne peut étre détectée spectroscopiquement , tout
comme dans le systéme tétraalanine. On constate cependant que la
constante de stabilité de l'espece CulL est relativement plus élevée que
celle observée avec tétraalanine, ceci pouvant provenir de 1a conformation
adoptée par 1e peptide en solution.

Lorsque le pH augmente, on note 1a formation de V'espéce CuH- 1L, trés
stable dans le domaine de pH 6 - 9. Si l'on considére la constante de
formation de cette espéce (tableau 7), on remarque qu'elie est similaire a
celles trouvées pour les peptides Ala- Asp-Ala-Ala, le fragment N terminal
du fibrinopeptide A et le fibrinopeptide A lui-méme. Par rapport au
systéme tétraalanine, la stabilité de Vespéce CuH-jL se trouve
considérablement accrue. Ceci implique donc, comme pour les peptides
cités précédemment, une participation de 1a fonction f3 carboxylate dans la
formation du complexe. :

Quand le pH augmente, 11 y a apparition successive des especes CuH-
2L ( par ailleurs indétectable spectroscopiquement) et CuH-3L. On peut
noter que les constantes de stabilité de ces deux espéces sont trés proches
de celles trouvées pour Ala- Aso-Ala-Ala et Ala- Asp-Ser-Gly, |1 n'y a par
conséquent pas d'accroissement de stabilité de ces deux especes et donc le
résidu dacide aspartique en quatriéme position dans la séquence
peptidigue ne participe pas a la stabilisation de ces deux complexes.

En spectroscopie d'absorption (tableau 8 et figure 10), entre pH 6,13
et 8,7, le maximum d'absorption de 1a transition d-d se situe a 630 nm soit
a une valeur trés légérement inférieure a celle normalement attendue pour
un complexe a 2 azotes (39).

Lorsque le pH augmente e maximum dabsorption de la transition d-d
atteint 1a valeur de 525 nm caractéristique du complexe 4 4 azotes.
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Les spectres de dichroisme circulaire a pH 7, montrent dans la region
visible une bande négative & 610 nm et une bande positive a 580 nm
correspondant aux transitions d-d du métal (tableau 9, figures 11 et 12).

Les bandes de transfert de charge a 300' et 260 nin correspondent
respectivement & un transfert de charge N~ ----> Cu (I1) et a un transfert
de charge NH2 ----- > Cu (i) '

les spectres RPE 4 pH 7 sont caractéristiques de I'espéce a 2 azotes tandis
qu' a pH 10 11s correspondent & 1'espéce a 4 azotes (tableau 10).

LONCLUSION

L'ensemble des données potentiométriques et spectroscopiques montrent
clairement que 1'espéce CuH-1L, complexe a 2 azotes, est comme pour Ala-
Asp-Ala-Ala, fortement stabilisée, ceci résultant de 1a participation de la
fonction 3 carboxylate a 1a structure du complexe.

De plus les résultats montrent clairement qu'il n'y a pas de différence de
stabilité, en ce qui concerne les complexes a 3 et 4 azotes, par rapport au
tétraalanine; il est donc clair que l1a fonction f carboxylate du résidu
d'acide aspartique en 4 éme position dans 1a séquence peptidique, n'est pas
impliquée dans 1a complexation. ]
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TABLEAU 7 : Constantes de formation des complexes de Ala-Asp-Ala-Asp comparées & celles

~ d’autres tétrapeptldes.

Llgand (CuHL) ~ (CuL)  (Cul_yL> (CuH_pL) (CuH_gL)

Ala-Asp-Ala-Asp 10.67¢(5) 7.11(¢1> 2.27¢1) -7.58(1) -17.37(1)

Ala-Asp-Ala-Ala - 6.27(5 1.97(1) -7.77(3) =-17.65(2)
Ala-Ala-Ala-Asp - 5.46(3) -0.41(2) -7.95(3) -17.29(4)
Ala-Asp-Ser-Gly - 6.63(2) 2.16(1) ~7.41¢2) -16.77¢1O
Ala-Ala-Ala-Ala - 4.77 -0.45 -8.09 -17.33
100%
CuH_14L
Cu
50 |-
Cul
 CuH_aL
' CuH_3L
0 1 1 1 s
4 5 6 7 8 9 pH

Courbes de distribution des espéces
Ala-Asp-Ala-Asp / Cu(ll) rapport 1

figure 9
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TABLEAU 8 : Valeurs des paramétres A max et ¢ calculées & partir des spectres
d’absorption

pH \ max £ Espéce
7.10 631 73 2N
10.90 523 121 4N

TABLEAU 9 : Valeurs des maxima en dichrolsme circulaire pour le systéme Ala-Asp-Ala-Asp -
CuID. ¢ = 2.1073 W

pH )‘max (nm) Ace Attribution Espéce
7.07 610 -0.02 B
580 +0.02 E 2N
300 ' -0.60 TC N™ ---=> Cu(1D)
260 +0,70 TC NHy ----> Cu(ID)
11.38 530 -0.70 Transition B et E
' 303 +0.50 TC N ~===> Cu(ID) 4N
270 -1.00 TC NHy ----> Cu(ID

230 , +1.8 Intraligand
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Spectre d'absorption de Ala-Asp-Ala-Asp / Cu(ll)

rapport 1
figure 10
£
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——=7.00
—9,50
.......... |006
—--—11.71
200 |-

150 | |

/ \'\
100 | \
50 |-




~76-

A N
/ o
i \(f \ L
300 4 400
///X‘ * l | I*_IWP—H
0 “"1“"“* .~ #0
P
\\ " /O
'l/// \ O\\_/’
l// A

/ 465
/ 7.07
O S7

Spectre dichroique U.V. de Ala-Asp-Ala-Asp / Cu(ll)
rapport 1

figure 11
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—11.38

Spectre dichroique visible de Ala-Asp-Ala-Asp / Cu(ll)
rapport 1 ‘

figure 12
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TABLEAU 10 : Valeurs des paramétres A// et 9// calculées & pactir des spectres de R.P.E

pH A/ g// Espéce

7.13 182 2.240 2N

10.90 212 2.170 4N
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3.3. Ala-Asp-Asp-Ala / Cu (/)

Lec constantes de stabilité des complexes sont données dans le
tableau 1 1.

Lorsque 1'on considére la distribution des espéces (figure 13), on note
la formation de trois complexes entre pH 4 et 10: Cul, CuH-1L, Cub-2L.

- Cependant deux espéces sont majoritaires, il s'agit de CuH- L et CuH-
oL. Les constantes de stabilité de ces deux complexes sont respectivement
similaires a celle obtenues pour Ala- AsrAla-Ala et Ala-Ala- Asp-Ala
(tableau 11) et leurs valeurs suggérent 1a participation de 1a fonction 3
carboxylate dans la formation des complexes.

Les résultats potentiométriques montrent que I'on est dans le cas ol
deux résidus dacide aspartique peuvent étre impligués successivement
dans la formation de complexes avec le Cu (11).

En dichroisme circulaire, a pH 6,0 dans la région visible, on note une
bande pour 1a transition d-d négative (figure 14), alors que dans la région
U.V (figure 15) apparaissent deux bandes de transfert de charge a 295 nm

et a 260 nm correspondant respectivement a un transfert de charge N‘ -—=
=> Cu (1) et NH2 --—=> Cu (I1).

Enfin en RPE, les valeurs des parameétres A// et g// (tableau 14), en

accord avec les autres données spectroscopiques (tableau 12, 13) indiquent
que l'espéce CuH-1L est un complexe a 2 azotes.

Lorsque le pH atteint 9, on constate dans la région UV des spectres
dichroiques, un changement de signe de l'effet Cotton des deux bandes
observées précédemment (pH 6) traduisant un changement dans la
structure du complexe formé. De plus apparait a 240 nm une bande de
transfert de charge montrant clairement V'interaction CO0~ ----> Cu (i1).

L'ensemble des données spectroscopiques montrent que 1'espéce CuH-
2L est une espéce a 3 azotes (figures 14,15,16).
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Lorsque le pH augmente pour atteindre 10,9 on remargue qu'il n'y a pas
de changement dans les parametres spectroscopiques L'espece a 3 azotes
dans ce dornatne de pH est 1a derniere formee.

LONCLUSION

La stabilité 'des complexes CuH-iL et - CuH-2L, formes
successivement, montre 1limportance des résidus d'acide aspartigue en
2éme et 3éme positions dans la séquence peptidique. '

La grande stabilité de 'espéce CuH-2L, complexe impliquant 3 azotes,
dans lequel la fonction f3 carboxylate de T'Asp en troisiéme position se
trouve engagee, empécherait la déprotonation de la troisiéme fonction
amide et par conséquent 1a formation de 'espéce a 4 azotes.
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TABLEAU 11 Constantes de formation des complexes de Ala-Asp-~Asp-Ala comparées & celles

~d’autres tétrapeptldes.

Ligand (CuHL)  (CuL)  (Cub_yL> (Cui_pL) (CuH_gL)

Ala-Asp-Asp-Ala 10.97¢(8) 6.98(2) 2.61(1) -4.57(3

Ala-Asp-Ala-Ala - 6.27¢(5) 1.97(1) -7.77(3) -17.65(2)

Ala-Ala-Asp-Ala - 5.36 0.57 -4.73 -
Ala-Ala-Ala-Ala - 4,77 -0.45 -8.09 -17.33
100%
Cu
50L
CuL
0 1 1
4 5 6 7 8 9 pH

Courbes de distribution des espeéces
Ala-Asp-Asp-Ala / Cu(ll) rapport 1

figure 13



-82-

TABLEAU 12 : Valeurs des maxl'ma en dichroTsme circulaire pour le systéme Ala-Asp—Asp—Ala /
Cu(ID>, ¢ = 2.1073 Wi "

pH N pax (M) Ae Attribution Espéce
6.00 650 -0.06 Transitions B et E
295 ' -0.30 TC N° ----> CuCID) 2N
260 : +0.15 TC NHy -=--> Cu(ID)
8.90 610 -0.06 B
' ' 580 -0.06 E
480 ~0.01 E
305 +0.35 TC N~ -==-> CuCID) 3N
270 -0.40° TC NHy ----> CuCID)
240 +0.65 TC CO0™ ----> Cu¢ID>

TABLEAU 13 : Valeurs des paramétres Amax et ¢ calculées a partir des spectres
d’absorption

pH A\ max € 'Espece

6.06 630 85 2N

8.85 955 106 3N
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450 | 550 650

nm

Spectre dichroique visible de Ala-Asp-Asp-Ala / Cu(ll)
rapport 1

figure 14
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Spectre dichroique U.V. de Ala-Asp-Asp-Ala / Cu(il)
rapportl .

figure 15
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pH
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—10.9
100
50
0

400

Spectre d'absorption de Ala-Asp-Asp-Ala / Cu(ll)
rapport 1

figure 16
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TABLEAU 14 : Valeurs des paramétres A// et g// calculées & partir des spectres de R.P.E

pH .vo4 a// Espéce

6.06 182 2.242 2N

8.87 203 2.204 3N




-87-

3.4. Ala-Ala-Asp-Asp / cul/)

Les données potentiométriques figure 17 et tableau 15 montrent la
présence de 3 espéces respectivement CuHL, Cul et CuH-2L. On note une

grande similitude des constantes de stabilité avec Ala-Ala-Asp-Ala

Le tableau 17 et 1a figure 20 présentent les valeurs de A max et € max
en fonction du pH.

De méme, les spectres dichroiques a pH 7.43 (tableau 16) donnent les

bandes caractéristiques des transitions d-d et des interactions N~ ---->
Cu(ll), NH2 ----> Cu(ll). En effet, dans la région visible (figure 18), les

spectres préesentent deux bandes :

- une bande négative vers 590 nm, d'intensité Ae = -0.2, attribuée 4 la
transition B

- une bande positive 4 490 nm, d'intensité Aeg = +0.1 attribuée a la
transition £ -

Dans 1a région U.V,, toujours au méme pH le spectre dichroique présente 2
bandes (figure 19):

- 1a premiére a 300 nm d'intensité relativement importante correspond a
un transfert de charge N~ (amide) ----> Cu(ll)

- la deuxiéme a 270 nm, négative et trés intense, est attribuée a un
transfert de charge NH2 (amine) ----> Cu(ll)

Les données RPE (tableaul8) et de spectroscopie d'absorption
corroborent les résultats obtenus en dichroisme circulaire et montrent que
1" espéce considérée est un complexe impliquant 3 azotes.
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Conclusion :

L'absence du complexe & 4 azotes doit étre due a la stabilité
exceptionnelle du complexe a 3 azotes qui est formé a partir de I'amine N
terminale, des deux azotes de la premiére et seconde liaison peptidique et
de la fonction pB-carboxylate. Cette ‘extra-stabilité défavorise la
déprotonation de la troiséme liaison amide et empéche la formation du
complexe a 4 azotes.
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TABLEAU 15 Constantes de formation des complexes de Ala-Ala-Asp-Asp <omparées a celles

- d7autres tétrapeptlides.

Ligand (CulL) (Cul) (CuH_4L> (Cul_gL) (Cub_gL>

Ala-Ala-Asp-Asp 11,20¢2) 6.67C(1) 0.86(2) -4.58(1) -

Ala-Ala-Asp-Ala 5.36 0.57 ~4.73 -

Ala-Ala-Ala-Ala

4077 -0045 ‘8009 —17033

100%

50

Courbes de distribution des espéces
Ala-Ala-Asp-Asp / Cu(il) rapport 1

figure 15
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TABLEAU 16 : Valeurs des maxima en dichroisme circulaire pour le systéeme Ala-Ala-Asp-Asp
CuCIl). c = 2.1073 M/

pH N\ max (nm Ag Attribution Espéce
5.35 680 -.08 Transitions B et E

255 +0.5 TC NHZ -~—=> CuCID iN
7.43 590 -0.20 Transition B

490 +0.10 Transition E

300 +0.50 TC N~ ==-~-> Cu(Il)

270 -1.30 TC NHy -~-=> CudID 3N

TABLEAU 17 : Valeurs des paramétres \max et £ calculées a partir des spectres
d/absorption

pH A\ max € Espece

5.35 710 35 iN

7.52 547 123 3N
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—e—45
—+—3535

eveenens 5,89
—0—7.43
—a—112

Spectre dichroique visible de Ala~Ala-Asp-Asp / Cu(l))

rapport |

figure 18
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Spectre dichroique U.V. de Ala-Ala-Asp-Asp / Cu(ll)
rapport 1

figure 19
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700

500

300

nm

250

1200
4150
4100

PH

5.05 _v—

2.35 ——
752 ____
- 10.80 ——

Spectre d'absorption de Ala-Ala-Asp-Asp / Cu(ll)

rapport 1

figure 20
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TABLEAU 18 : Valeurs des paramétres A// et g// calculées & partir des spectfes de R.P.E

pH A/ ao// Espéce

5.20 125 2.396 IN

7.29 200  2.196 3N
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4 ETUDE DE COMPLEXATION DE Asp-Asp-Asp AVEC LE Cu (1)

Les études ci-dessus montrent que linsertion d'un reésidu dacide
aspartique en premieére, deuxiéme ou troisiéme position dans une séquence
peptidique (en partant de |' extrémité N terminale). a une importance
considérable sur 1a stabilité des complexes formés,

L'insertion d'un résidu d'acide aspartique en quatriéme position dans
Ja séquence semble par contre n‘avoir aucun impact.

Pour confirmer cecl de fagon plus préClse, nous avons choisi d'étudier
le systéme Asp-Asp-Asp.

Comme le montre la distribution des espéces (figure 21), on observe
la formation de 3 espéces Cul, CuH- 1L et CuH-2L.

Si T'on se référe au systéme triglycine (tableau 19), on constate que
I'espéce Cul est trés fortement stabilisée (A logh = 2,75) et qu'a pH 4,5,
seulement 25 % du Cu (11) reste non compléxé alors que plus de 50 & forme
un complexe avec I'espece Cul (figure 21).

Lorsque le pH est légérement supérieur & 5, on note I'apparition de
I'espéce CuH-1L, trés stable jusqu'a pH 7,5. Les spectres de dichroisme
circulaire montrent dans 1a région U.V deux bandes de transfert de charge,
la premiére a 305 nm, la deuxiéme a 260 nm, correspondant
respectivement & un transfert de charge N~ ---—> Cu (1) et NH2 ——-=
Culll) (figures 22,23 et tableau 20).

~ Comme il a déja eté constaté précédemment, la bande de transfert de
charge correspondant au TC COO™ ----> Cu (), n'est pas observable,
cependant I'accroissement de stabilité du complexe par rapport au systéme

trigly (a. logB = 3,06) suggere V'implication de la fonction B carboxylate
dans 1a formation de 'espéce CuH-1L. '

Les données RPE (tableau 21) et les spectres d'absorption (figures 24,
24 bis et tableau 22) sont caractéristiques d'une espéce faisant intervenir
deux azotes.
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D'autre part, ce complexe a deux azotes étant tres fortement stabilise
par l1a fonction carboxyliate, on remarque que déja a pH 5 il n'y a plus de
cuivre libre en solution, alors que pour le systéme tétraalanine le cuivre |l
est présent en solution jusquapH 7.

Dés pH 8,2 on assiste a 1a formation de 'espéce CuH-2L qui se révéle,
d'aprés les paramétres spectroscopiques, étre une espéce a 3 azotes.

De 1a méme fagon, en potentiométrie, on constate une stabilité accrue de
cette espéce par rapport a 1a méme espéce dans le systéme trigly. Ceci, 1a
encore, résuite de la présence de la fonction B carboxylate du résidu
d'acide aspartique en troisiéme position dans la séquence peptidique qui
intervient dans 1a formation et 1a stabilisation du complexe.

LONCLUSION

Cette étude corrobore toutes les observations faites précédemment et
montre clairement que les trois premiers résidus d'acide aspartique dans
une séquence peptidique sont impliqués successivement et stabilisent
fortement les complexes formés avec le Cu (1)
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TABLEAU 19 : Constantes de formation des complexes de Asp-Asp-Asp comparées & celles du

gysteéme Gly-Gly-Gly.

Ligand (CuHL)  (CuL) (Cui_yL> (CuH_5L) (CuH_zL)
Asp-Asp-Asp 12.00¢4) 7.83(2) 3.03(2) -5.34(3) -
Gly-Gly-Gly . - 5.08 -0.03 - -6.75 -

100%

Courbes de distribution des espéces
Asp-Asp-Asp / Culll) rapport 1

figure 21
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TABLEAU 20:Valeurs des maxima en dlchroTsme circulaire pour le systéme Asp-Asp-Asp /
CuCID. ¢ = 2.1073 W)

pH \ max ¢nm) Ae Attrcibution Espéce
7.25 625 +0.08 Transition B et E
305 -0.25 TC N~ ==~-> Cu(ID) 2N
260 40,60 TC NHy ----> Cu(ID)
9.05 580 -0.15 E
310 +0.10 TC N~ --==> Cu(ID) 3N
280 -0.25. TC NHZ -—==> Cuw(ID)

TABLEAU 22 : Valeurs des paramétres Amax et € calculées a partir des spectres
d’ absorption

pH . \ max € Espéce

6.63 644 58 2N

9.04 ' 549 118 3N




Ae

i w438
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Spectre dichroique U.V. de Asp-Asp-Asp / Cu(il)
rapport 1

figure 22
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Spectre dichroique visible de Asp-Asp-Asp / Cu(ll)

rapport 1

figure 23
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5y 20

Spectre d'absorption de Asp-Asp-Asp / Culll)
rapport 1

figure 24
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A nm 300 500 700
I T T T T 250

9.00--~-
11.49 ——

200

L

4150

100

50

Spectre d'absorption de Asp~Asp-Asp / Cu(ll)
rapport 1 '

figure 24 bis
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TABLEAU 21 : Valeurs des paramétres A// et g// calculées & partir des spectres de R.P.E

pH p// q// Espéce

6.63 185 2.240 2N

9.04 210 2.198 3N
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5. CONCLUSION GENERALE

Si comme il a été dit précédemment, les trois premiers résidus
d'acide aspartique dans une séquence peptidique peuvent étre impliqués
successivement dans la formation de complexes avec le Cu (l1) et les
stabiliser, 1a fonction I3 carboxylate de l'acide aspartique en quatriéme
position se revéle étre inefficace et n'a pas d'influence significative sur la
stabilisation des complexes formes.

Ceci semble du au fait que lorsque l'espéce 4 N se forme, tous les
sites de liaisons sont déja occupés dans le plan équatorial par les atomes
donneurs potentiels.

Par conséquent, la stabilisation des complexes par I'intermédiaire de
la fonction f3 carboxylate ne .peut avoir lieu que lorsqu'il existe une
possibilité de coordination avec le Cu (1) dans le plan équatorial.
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1. INTRODUCTION

De nombreuses études ont été entreprises concernant 1es interactions
Zn(11) - peptides, plus particuliérement avec des di et tétrapeptides. Les
études portant sur des dipeptides comportant dans leur séguence Gly, Ala,
Leu et Pro montrent que contrairement a ce qui a éte observé pour le
cuivre, le zinc est incapable de déprotoner 1a fonction amide (1) et dans ce
cas les sites majeurs de complexation sont la fonction amine terminale et
la fonction carbonyle.

Cependant, des études potentiométriques et spectroscopiques (1H
NMR) ont montré que dans des séquences particuliéres telles que Ala-His
et Gly-His, le Zn(ll) était capable de déprotoner le groupement amide de
I'histidine a haut pH (2). Les déplacements chimiques observés montrent
que le zinc, dans ce cas, peut se complexer par l'intermédiaire de l'azote N
terminal, de 1'azote déprotoné de la liaison amide et enfin de l'azote du
cycle imidazole. Les complexes du zinc avec His-Gly et Gly-His ont aussi
fait V'objet d'études et dans le cas de Gly-His, I'espéce ZnH-2L a pu étre
mise en évidence. L'addition de un ou deux résidus de Gly dans la séquence
n‘'empéche pas la complexation du zinc par I'intermédiaire des trols atomes
d'azote donneurs. Lorsque I'histidine occupe la premiére position dans la
séquence peptidique (His-Phe, His-Tyr), la déprotonation de la liaison
amide ne peut se produire.

Les complexes de zinc avec les dipeptides cycliques tels que cyclo-
(Gly-His) et cyclo-(Met-His) ont montré, sur 1a base des études RMN et
potentiométriques, que le zinc formait un complexe tétraédrique avec les
quatre atomes d'azote des résidus histidines.

Dautres études ont porté sur la complexation du zinc(ll) avec des
tripeptides teis que Gly-His-Gly et Gly-His-Lys (3). La spectroscopie de
résonance magnétique nucléaire montre que Ton trouve pour le cycle
imidazole au moins trois environnements différents. En particulier la
présence du complexe Zn(l1)-(His-Gly-His)2? a pu étre détectée tout en se
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révélant pH dépendante. A pH physiologique, le Zn(ll) forme avec Gly-His-
Lys un complexe dans lequel se trouve impliqué Vazote déprotoné de la
fonction amine (Gly), 1'azote déprotoné de la liaison amide (Gly-His) et
1'azote porté par le cycle imidazole de 'histidine, 1a fonction amine de 1a
lysine restant sous forme protonée (4). “

La complexation du zinc(ll) ainsi que la cinétique de formation des
complexes avec le gluthation y-Glu-Cys-Gly ont fait t'objet d'études dans
le domaine de pH 4,5 - 5 (5). Les différentes études prouvent que c'est
essentiellement 1'atome de souffre qui est impliqué dans 1a complexation.

Compte-tenu des données disponibles dans la littérature concernant des
peptides incluant dans leur séquence des acides aminés & chaine latérale
(His, Cys), il était intéressant d'évaluer la capacité de complexation de
I'acide aspartique, et plus particuliérement le comportement de 1a fonction
B-carboxylate vis & vis du zinc(il).

2. ETUDE DE LA COMPLEXATION DE PEPTIDES A MOTIFS
ASPARTIQUES PAR LE ZINC(Il)

2.1, Asp-Ala-Ala-Asp » niil)

L'analyse des résultats potentiométriques (figure 1 et tableau 1)
montre 1a formation des espéces ZnlL, ZnH-1L et ZnH-7L.

Le premier complexe formé est ZnL. Cette espéce est largement
prédominante dans le domaine de pH 6 - 8. La stabilité relative de ce
complexe peut étre expligué par la participation de la fonction f-
carboxylate dans 1a formation du complexe,



-110-

Dans le but de confirmer les sites de coordination de Zn(ll), les
spectres 'H RMN du peptide libre et du peptide complexé ont été analysés a
pD 7,5.

L'attribution des pics de résonance du peptide libre a été menée par
pH titration (figure 2).

La complexation du peptide par le Zinc entraine une modification de
'aspect du spectre de RMN du proton (figure 3).

Les protons B-CH2 de 1Asp, qui apparaissaient sous forme de

multiplet dans le peptide libre, apparaissent sous forme de doublet dans le
peptide complexé avec JAC=JBC (5 H2). '

St 'on considére dune part la fréquence moyenne de ce doublet
(1087.4Hz) et d'autre part les fréquences VA et vg (respectivement 1052
Hz et 1040 Hz) pour le peptide libre on constate des déplacements
respectifs pour va et vg de 0,09 ppm et 0,13 ppm.

Les déplacements chimiques sont relativement faibles dans la mesure
ou le zinc forme des complexes relativement faible avec le ligand.

D'autre part le proton & CH de 1Asp apparait sous l1a forme d'une large
bande centrée a 1640,3 Hz dans le peptide complexé soit un déplacement de
0,04 ppm (par rapport au peptide libre). En ce qui concerne le peptide libre,
le rotamére | (tableau 2 et figure 4) possede 1a fraction molaire la plus
importante, ce qui est en accord avecC la présence d'un encormbrement
stérigue minimum. Par contre, si 1'on considére le peptide complexé, il y a
accroissement de la population du rotamére 1} (figure 4) ol le zinc peut
étre complexé par Vintermédiaire des fonctions amine terminale, 8-
carboxylate et le groupe carbonyle (figure 5).
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Sy Yo cumsnteme oz otouarne fe distripution des espéces, on note la
USSt ja prgsenie T4 LwTooase tres stable correspondant & l'espéce ZnL
entre prt &5 €1 o 2 ! e £, tableau 3). Sa stabilité est toutefois
legbrement inferipare 3 Lk e GUServee pour P'espéce ZnL de Asp-Ala-Ala-

£n Yr R, s or Lo Lare le spectre du peptide libre et le spectre du
pentioe cw;@f&xe *”‘t:,rb 7 &t &), la modification majeure est celle qui
aparalt poa e ol ale ge lAsp En effet le quartet (v¢ = 1731.4)
apparait cars le »ﬁ;i'% Lo Liese sous la forme d'une large bande centrée
a2 1673 Hz =t ur 2ef zeement chimique de 0,15 ppm par rapport au
geplige iire

Les populatons ge rolameres (tableau 4) calculées pour le peptide
libre montrent Que & rotamere | est majoritaire, ce qui est conforme au
résultat atternau cornnie-terd des contraintes stériques.

Par contre pour e peplide complexe, on assiste a un accroissement du
pourcentage ¢ rotanere | alors que le rotamére 1l décroit
considérablement (7%,

Les resultals potertiometriques obtenus pour Asp-Ala-Ala-Asp et
ASp-Asp-Asp, moufitrent que le zinc est incapable de déprotoner la liaison
amide.

23. Ala-Ala-Asp-Asp, Ala-Asp-Ala-Asp, Ala-Asp-Asp-Ala 2 Znll)

Si 'on considere les résultats potentiométriques pour ces peptides,
on constate que la stabilité de l'espéce ZnL est moindre et de plus on note
que celle-ci diminue considérablement lorsque !Ala est suivie dans la
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séquence par un résidu d'acide aspartique, avec une stabilité minimale
obtenue pour le peptide Ala-Asp-Asp-Ala présentant deux résidus d'acide
aspartique qui suivent l'alanine dans l'enchainernent peptidique (figures
9,10,11,tableaux 5,6,7).

En résonance magnétique nucléaire, on note effectivement une
modification du spectre concernant 1'alanine en premiére position pour le
peptide complexé. Cependant les déplacements chimiques observés sont
trés faibles étant donné le peu de zinc complexé.

Comme 11 a été mentionné précédemment dans le cas de Asp-Asp-Asp,
la présence de Zinc stabilise considérablement le rotameére |. D'autre part
le pourcentage de rotameére Il diminue trés sensiblement par rapport au
peptide libre.

Dans le cas du peptide complexeé, pour stabiliser le rotamére |, le zinc
doit interagir avec les fonctions amine terminale et P-carboxylate. Ce
type de complexation exclut 1a participation de la fonction carbonyle dans
le complexe, alors qu'avec Asp-Ala-Ala-Asp, cette méme fonction est
impliquée dans le chélate.

Néanmoins dans le cas de Asp-Asp-Asp, 1'espéce ZnL est relativement
stable comparée a Ala-Asp-Asp-Ala car la fonction [-carboxylate
stabilise le complexe.

Dans le cas de Ala-Asp-Asp-Ala, la présence d'un résidu d'acide
aspartique en seconde position exclut la coordination par la fonction
carbonyle.

Les études menées avec le fibrinopeptide A montrent une courbe de
distribution des espéces trés similaire a celle obtenue pour Ala-Asp-Asp-
Ala, mais dans ce cas il est difficile de conclure car nous ne disposons pas
des données RMN. Le fibrinopeptide A comprehant dans sa séquence de
nombreux aminoacides a chaine latérale carboxylique, on peut penser que
ce peptide adopte une conformation en solution rapprochant un groupe
carboxylique du site de complexation N terminal.
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3. CONCLUSION

Plus généralement, on peut dire que Vimplication de la fonction
carbonyle de la premiére liaison peptidique dans la formation de compiexe
avec le zinc est conditionnée par la proximité de résidus d'acide aspartique
dans 1a séquence peptidique.

Lorsque 1'acide aspartique est proche de la liaison amide (2Asp), la
coordination exclut 1a participation de C=0, mais lorsque 1'acide aspartique
est plus éloigné la coordination par l'intermédiaire du groupe carbonyle se
trouve beaucoup moins affectée,

|1 semble que ce soit T'accumulation de charges négatives (CO07), et
ceci est particuliérement sensible dans le cas de Ala-Asp-Asp-Ala qui
conditionne V'exclusion de la fonction carbonyle dans la géomeétrie du
complexe.
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CHAPITRE I

Complexation avec le zinc (1)
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Tableau 2

Paramétres 1H RMN de Asp-Ala-Ala-Asp libre apD 7.5

VA(H2)  vB (Hz) vC(HZ)  Jac (H2) JBC (H2) Jag (H2) Pi Pl PIN

1052.35 114030 1657.15 9.0 4.7 16.2 583 .194 223

Paramétres 1H RMN de Asp-Ala-Ala-Asp complexé apD 7.5

va(Hz) vg(Hz2) wvc(Hz2) Jac(H2) Jpg (Hz2) Jag (H2) PI P PINl

1087.4 1640.3 5 S - 221 221 588

Tableau 4

Paramétres 1H RMN de Asp-Asp-Asp libre apD 7.5

va(H2) v (H2) vo(Hz) Jac(H2) Jpe (H2) Jag (Hz) Pi PH Pl

11132 117215 17313 95 44 1735 629 .162 .205

Parametres 1HRMN de Asp-Asp-Asp complexé apD 7.5

VA(HZ) v (Hz) ve(Hz) Jac (Hz) Jpe (Hz) Jag (Hz) Pl Pt PN

11166 117295 167290 10.7 47 1765 737 .194 .069
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Tableau 3: Constantes de stabiiité

Log 3 des valeurs

Ligand ZnL ZnH-1L ~ InH-2L

Asp-Asp-Asp 455 -4.40 -12.97
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Tableau 5: Constantes de stabilité

Log 3 des valeurs

Ligand ‘ ZnL ZnH-1L ZnH-2L

Ala-Ala-Asp-Asp 455 -4.40 -12.97
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Tableau 6: Constantes de stabilite

Log 3 des valeurs

Ligand nL ZnH-1L ZnH-2L

Ala-Asp-Ala-Asp 409 -4.10 -12.86
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Tableau 7: Constantes de stabilité

Log f3 des valeurs

Ligand ' ZnL InH-1L ZnH-2L

Ala-Asp-Asp-Ala 488 -4.00 -1257
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Tableau 8: Constantes de stabilité

Log 3 des valeurs

Ligand ZnL ZnH-1L ZnH-2L

Fibrinopeptide A 3.40 -3.85 -12.02
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ANNEXE THEORIQUE

1. SPECTROSCOPIE UV - VISIBLE

Afin d'extraire des renseignements utiles d'un spectre ultraviolet ou
visible, la longueur d'onde du maximum dabsorption et son intensité
doivent étre mesurées avec précision. Le composé doit étre dissous dans un
solvant convenablement choisi, n'absorbant pas lui-méme dans la région a
étudier. Pour les peptides 1'eau est un solvant idéal pour les études UV -
Visible. '

De nombreux spectrophotométres enregistreurs  fournissent
directement la courbe de l'intensité de l'absorption en fonction de la
longueur d'onde.

L'intensite de l'absorption A ou la densité optique est donnée par la
relation:

A=1log(lp/ 1)

ou 1o est l'intensite de la lumiére incidente et | I'intensite de la lumiére
transmise.

Le coefficient d'extinction moléculaire est donneé par:
E=A/¢l
ou ¢ est 1a concentration moleculaire et 1 1a traversée optigue en cm.

La mesure de € n'a de sens que si la loi de BEER LAMBERT est
respecteée.
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2. DICHROISME CIRCULAIRE

Une onde électromagnétique linéairement polarisée peut étre
considérée comme la résuitante de deux composantes droite et gauche
circulairement polarisees. Lorsque cette onde traverse un milieu contenant
des chromophores optiguement actifs, Yindice de refraction des deux
composants différe, entrainant une rotation du plan de polarisation d'un
angle & On observe alors le phénomene de dispersion optigue rotatoire. Si
l'onde se trouve sur une bande dabsorption optiguernent active, le
coefficient d'extinction de chacune des composantes sera différent. Ainst
le rayon émergent sera elliptiquement polarisé (figure 1) et le miheu
présentera le phénomeéne de dichroisme circulaire. La combinaison de
'absorption différentielle et ia différence de transmission de la lumiére
polarisée droite ou gauche dans la région spectrale ou se manifeste une
bande d'absorption optiquement active est appelée “effet Cotton". |1 se
manifeste en dichroisme circulaire par une variation de AE positive ou

négative.

L'ellipticité W est reliee aux coefficients d'absorption droit_ ou
gauche Kg et Kp:

Y= (Ke-Kp) 1/ & avec f en radians

tgW¥ =a/ b, aetb etant respectivement les grands et petits axes de
'ellipse.

Deux grandeurs ont eté introduites pour exprimer lellipticité dune
solution:

L'ellipticité spécifique:

W) =y/ic

avec Y en degrés, 1 en dm et c en g/ml.
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- L'elhipticité molaire

(0) = (W)m/100
M étant la masse molaire du soluté.

Le coefficient d'absorption K est relié au coefficient dextinction
molaire par 1a relation K = 2,303 Ac/4,

ce qui entraine gque:
(0) = 3300 A€ (en degrés. cm2 decimole ~ 1)
Le dichrographe fournit directement la différence de densité optique:
A A= AG-AD
On obtient donc 8= 3300 M A A s/ Ic avec ¢ en g/, I en cm, AG-AD

mesuree sur le spectre en mm et s (sensibilité) en mm™ I

La force rotationnelle Rk permet de mesurer les interactions entre un
chromophore et son entourage asymétrique. Les phénomenes dabsorption et
de dichroisme circulaire sont produits par des déplacements de charges
induits par une onde électromagnétique en créant des dipoles electriques
et magnétiques. Elle correspond a l'awre de la bande en dichroisme
circulaire,

L'équation de Ry, en prenant une transition située entre les états
electroniques a et b est:

Rwlm(a'l.l.eib)(blpm'a)

c'est a dire la partie imaginaire du produit scalaire des moments de
transition dipolaire électrigue jbe et magnétique jim.

L'équation devient en prenant comme angle entre les moments
magnétiques ([b) et électrique (P) .
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Figuwee 1

Schéma du phénoméne de dichroisme circulainre

UG U S
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Ri = Plcosy

La transition sera active en dichroisme circulaire si Rg est non nul.
3. ETUDE PAR RESONNANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (R.M.N.)

La comparaison des spectres RMN des peptides libres et complexes apporte
beaucoup de renseignements sur les sites de complexation et la
stéréochimie des complexes étudiés. L'étude par RMN, lorsqu'elle est
possible permet de confirmer les données potentiomeétriques. En effet, la
déprotonation d'une fonction par un métal tel que le Zinc (11) entraine le
blindage des protons en fonction de leur proximité (1,2,3). Le déplacement
chimique de ces protons permet de connaitre le ou les centres de
déprotonation.

Les acides aminés que nous avons étudiés présentent un spectre de type
ABC (figure 2) correspondant a 1a résonance des unités CH-CH2 des résidus

d'acide aspartique. Ces unités presentant une activité optique sont
susceptibles d'introduire le phéenoméne de non équivalence des profons
géminés par une dissymetrie moléculaire.

En solution un équilibre rapide s'établit entre les trois rotameéres
représentes figure 3. La rotation se faisant autour de 1a tiaison Cee — CR

On peut déterminer les constantes de couplage et les déplacements
chimiques des protons Ha, HB et HC mais seules les constantes JAB et V(¢

sont obtenues 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 rotaméres, les
deplacements chimigues et les constantes de couplage représentent la
moyenne de ceux-Ci pour chague rotameére (4).
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Spectre de type ABC

figure 2




-134-

C
Has=—"" \
Hb He

R R R

COOH R'NH He HOOC NHR’

H

Hg A Hg Ha Hg

NHR COOH H

Notation des rotameres autour de ta haisonC __C

figure 3
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Karplus a proposé une méthode dapproximation des constantes de
couplages vicinales en fonction des angles de liaison CH de CH-CH2 pour

les trois rotameéres (5).

L'évaluation des constantes de couplage gaucné (Jg) et trans (JT) permet
alors de déduire 1a population des trois rotaméres. JAR et JBC peuvent étre

rapportées aux fractions molaires des trois rotameres et aux parameétres
Jo et JT, dus aux positions du proton Hc_relativement a HA et Hp par

l'intermédiaire des équations de Pachler (4).

JAC = PlJg + PIIJT + PlIIJG

JBC = PIJT + PlIJG + Pl Jg

avec Pl + Pll + Pill = |

donc JBC - JAC = (PI1 - P1) (JT-JE)

De ces équations, on déduit les populations des différents rotameres:
Pl =(JBC - JG) / (UT -JG)

PlI = (JAC = JG) / (JT - JG?

PIIT = (JBC - JAC) / (JT-JG)

Les paramétres les plus utilisés sont ceux proposés par Pachler (4 - 6):
J6=2,56HzetJT = 13,60 Hz

4 ETUDE PAR RESONNANCE PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE (RPE)
(7)

La RPE est dun apport non négligeable dans la détermination et
I'examen des complexes. L'avantage de cette techmique c'est de n'étre
sensible qu'aux atornes possédant un électron non apparié en donnant des
renseignements sur leur localhisation, leur environnerment et leur état
d'oxydation.
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Sous l'effet d'un charnp electromagnetique dont 1a frequence se trouve
dans le domaine des microondes, les électrons célibataires non appariés
peuvent subir une transition d'état d'énergie.

La différence d'énergie entre les différents etats varie de raniere
linéaire selon le champ appliqué Ho.

A€ =h v = gBHo
E = variation d'énergie

g = facteur spécifigue d'un radical donné

B = magneton de Bohr

Ho = intensité du champ (Gauss)
V = fréquence de la resonance

Pour une valeur de champ donné st un électron célibataire regoit une
énergie egale a hV, il l'absorbera et passera de l'état d'energie -1/2 a
I'état +1/2: c'est le phénoméne de résonance.

L'ton cuivrique (450, 3d9) posséde un seul électron célibataire et un
spin électronique total de 1/2. Sous V'action d'un champ magnétique et sans
couplage hyperfin, on observerait une seule transition entre les niveaux
énergétiques et une seule rale de résonance.

En phase liquide, dans un milieu isotrope ou les mouvements sont
rapides, on observerait une seule rale d'absorption de forme gaussienne
dont 1a dérivée est simple.

hV = g is0 BHo

En phase solide a 77°K, les ions Cu (11} sont arrangés dans un réseau
cristallin ou repartis au hasard dans une matrice amorphe, a ce moment 1a
1a forme de la raie n'est plus gaussienne.
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4.1, LES PARAMETRES DES SPECTRES RPE
41,1, LE FACTEUR g

Le facteur g ou facteur de décomposition spectroscopique permet
d'apprécier le degré de localisation des électrons non couplés qui
provoquent I'absorption RPE. »

Dans le cas des substances cristallines le facteur g est une grandeur
tensorielle et dépend de l'orientation du cristal étudié par rapport au
champ magnétique. Cest ainsi que le facteur g peut fournir des
informations sur la symétrie des champ locaux qui agissent sur P'électron
a spin non couplé.

g se décompose en gx, gy, gz selon les trois axes avec .
gx = gy=9l.
92=9//

On a dans ce cas un tenseur g a symétrie axiale caractérisé par deux
valeurs principales

g// qui correspond a la direction paralléle a Ho
gl qui correspond aux directions perpendiculaires a Ho
4,1.2. LE COUPLAGE HYPERFIN
- Couplage 1sotrope

L'absorption d'énergie correspondrait a une seule rate d'absorption s'il
ny avait pas interaction des moments magnétiques de 'électron
célibataire et des noyaux voisins. :

Le couplage hyperfin est un couplage de type magnétique entre
I'électron a spin non couple et le noyau de latome correspondant. Le
moment magnetique d'un noyau caractérisé par un nombre quantique de spin
nucléaire | peut occuper dans un champ magnétique statique Ho, 21 + 1
positions différentes avec une probabilité égale. A chacune de ces
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positions correspond une des 2| + 1 valeurs possibles du nombre quantique
magnétique nucléaire (m = -1, | + 1, ., | - 1, ). Cela fait quau champ
magnétique constant Hp qui léve la dégénérescence de spin du niveau
électronique, s'ajoutent 21 + | champs magnétiques locaux (correspondant
aux 2! + 1 orfentations du moment magnetique nucléaire) creés par le
noyau a l'endroit ou se trouve J'électron.

Le spin nucléaire du cuivre ( 63Cu ou 63Cu) est égal a | = 3/2. le
culvre possede donc 4 états de spin: + 3/2 et + /2. Cette interaction crée
de ce fait pour chaque état de spin de 1'électron 21 + 1 soit quatre niveaux
d'énergie possibles.

En fonction des régles de sélection, quatre transitions seront
autorisées : on observe 4 raies d'absorption avec une constante de couplage
A égale a AH.

- Couplage anisotrope

En réalité, la représentation est encore plus simple puisque le
couplage hyperfin n'est pas isotrope. |1 existe un tenseur de couplage a
symetrie axiale caractérisé par:

As7 = A7 et AL = Ax = AY

ou Ay, Ay, Az sont les trois valeurs de A selon les trois directions. Dans le
cas de 1'ion Cu2* : As7 » AL

g est situé au milieu des raies 2 et 3, et se calcule a l'aide des deux
relations:

hv=q// 3 Hy/
hv=gr f3 Hr

Hr est la valeur du champ de référence du diphénylpiorylhydrazyl
(DDPH) pour lequel gr = 2,0036:

9// =9r. (Hr /7 H/7) = 2,0036 (Hp / Hy /)

Ay7 se it directement sur le spectre.
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~ Largeur des raies

La largeur et la forme de la raie dépendent de la grandeur et de la
nature des interactions qui ont lieu dans la substance étudiée.

Les valeurs de g et de A dépendent de 1'orientation relative du champ
et de l'ion (ou de T'atome) L'anisotropie peut étre modulée par les
mouvements moléculaires : leffet anisotrope est atténué si les
réorientations de Vion (ou de l'atome) sont trés rapides, le spectre est
alors composé de raies fines (une raie fine correspond a un électron
célibataire mobile, un spectre a raies larges est la preuve d'une mobilité
restreinte de l'ion.
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L'objectif principal de ce travail residait dans Uétude de I'interaction
de cations métaliiques tels que le Culll) et le Zn(ll} avec le fibrinopeptide
A et des oligopeptides comportant dans leur séquence deux ou trois résidus
d'acide aspartique (les autres résidus étant des alanines) .

La premiére partie de ce travail a donc consiste en la synthése de ces
peptides soit en phase homogéne soit en phase gel.

La synthese classique en phase homogene nous a permis de préparer ie
tripeptide Asp-Asp-Asp ainsi que tous les produits de départ nécessaires a
1a synthése en phase qel des tétrapeptides.

Nous avons alors dans un deuxiéme temps etudié la complexation des
peptides préparés par des métaux biologiguement importants tels que le
Cu(tl) et le Zn(il).

Ainsi, a l'aide de la spectroscopie électronique UV.-Visible, du
dichroisme circulaire, de la RMN. du proton, de 1la résonance
paramagnétique électronique et de la potentiometrie, nous avons pu
déterminer les différents sites de complexation et 1a structure des divers
complexes formés en solution.

Les résultats obtenus lors des études de la complexation du
fibrinopeptide A avec le Cu(ll) montrent, cornme 11 avait déja été observé
avec le fragment N terminal, que la chaine latérale B-carboxylate du
second résidu d'acide aspartique joue un role trés spéecifique dans
l'interaction métal-peptide et dans la grande stabilité de l'espéce a deux
azotes formée a pH physiologique.

D'autre part cette étude montre que de petits peptides peuvent étre
utilisés comme modeéles de structures pepltidiques plus complexes.

En ce qui concerne I'étude des oligopeptides cormportant 2 ou 3 résidus
d'acide aspartigue dans leur séquence, les résultats confirment le réle
spécifique de la chaine latérale B-carboxylate dans la formation et la
stabilisation des complexes, mais montrent quun résidu d'acide aspartique
en position 4 dans la séquence n'a pas d'influence significative sur la
~ stabilité des complexes formeés.
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Par conséquent, la stabilisation des differentes espéces par la
fonction f-carboxylate ne peul avoir lieu que lorsguil existe une
possibilite de coordination avec le Cu(ll) dans le plan equatorial

Dans le cas du Zn(lD), les études réalisées (RMN. et potentiometrie)
montrent que ce métal se révéle incapable de déprotoner 1a liaison amide,

D'autre part les sites de complexation du métal sont séquence
dépendants.

En effet lorsque Y'acide aspartique occupe la premiére position dans 1a
séquence peptidique, la complexation fait intervenir trois sites: la
fonction amine terminale, la fonction [-carboxylate et la fonction
‘carbonyle (on note par ailleurs que la chaine latérale B-carboxylate
stabilise dans ce cas 1'espéce ZnL).

Cependant, lorsque 1'acide aspartique se trouve en deuxiéme position
dans la séquence peptidique, la fonction carbonyle est exclue du site de
complexation. Ceci est particuliérement sensible pour le peptide Ala-Asp-
Asp-Ala ou la seule fonction intervenant dans le complexe est 1a fonction

© - amine terminale.




Résumé

L'objectif principal de ce travail réside dans I'étude de l'interaction de cations:
métalliques tels que le Cu(l) et le Zn(ll) avec le fibrinopeptide A et des oligopeptides

~ comportant dans leurs séquences deux ou trois résidus d'aclde aspartique. !

La premiére partie de ce travail a donc consisté en la synthése de ces peptides
soit en phase homogéne soit en phase gel.

A l'aide de la spectroscopie électronique U.V.-visible, du dichroisme circulaire, de
la RMN. du proton, de la résonance paramagnétique électronique et de 'la
potientiométrie, nous avons pu déterminer les différents sites de complexation et la
structure des divers complexes formés en solution.

Les résultats obtenus lors des études de la complexation du fibrinopeptide A avec
le Cudl) montrent, comme il avait déja été observé avec le fragment N-terminal, que la
chaine latérale B-carboxylate du second résidu d'acide aspartique joue un rdle trés
spécifique dans linteraction métal-peptide et dans la grande stabilité de I'espéce a
deux azotes formée @ pH physiologique.

D’'autre part cette étude montre que de petits peptides peuventtétre utilisés
comme modéles de structures peptidiques plus complexes.

En ce qui conceme I'étude des oligopeptides comportant 2 ou 3 résidus d'acide
aspartique dans leur séquence, les résultats confirment le role spécifique de la chaine
latérale B-carboxylate dans la formation et la stabilisation des complexes, mais montrent
qu‘un résidu d’acide aspartique en posiﬂén 4 dans la séquence n'‘a pas d’influence
significative sur la stabilité des complexes formés.

Dans le cas du Zn(ll), les études réalisées (RM.N. et potentiométrie) montrent que
ce métal se réveéle incapable de déprotoner la licison amide. Lorsque |'acide aspartique
occupe la premiére position dans la séquence peptidique, la complexation fait intervenir
trois sites : la fonction amine terminale, la fonction B-carboxylate et la fonction carbonyle.

Cependant, lorsque I'acide aspartique se trouve en deuxiéme position dans la
séquence peptidique, la fonction carbonyle est exclue du site de complexation. Ceci est
particuli@rement sensible pour le peptide Ala-Asp-Asp-Ala ou la seule fonction intervenant
dans le complexe est la fonction amine terminale.

Mots-Clés
Complexation-Peptide Fibrinopeptide A R.M.N.
Cuivre(-Zinc(ll) U.V.-visible R.P.E.

Acide aspartique-Alanine Dichroisme circulaire Potentiométrie
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