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Les acides ammes et les digopeptides sont des ligands efficaces et 
parfois très spéciflques de la plupart des ions métalliques, que ces 
derniers soient indispensables au bon fonctionnement des processus v l  taux 
ou au contraire toxiques 

Les interactions de ces ions métalliques avec des peptldes naturels 
ou bien leurs analogues constituent un importarit sujet de recherche, En 
effet, lorsque des ions metal l  I Q U ~ S  interagissent avec des peptides, Il y a 
bien souvent une modification de l'activité biologique et de la structure 
peptidique Parfois la présence du métal peut fac l l l ter  l ' interaction du 
peptide avec des structures de type récepteur, soi t  par modification de 
structure ou encore en jouant un rôle activateur dans l' interaction ligand- 
rbcept eur 

Dans les séquences pept idiques, quelques acides aminés particuliers 
interagissent spécifiquement avec certains lons metalliques ( 1  -6,131. 

Par exemple, dans les protéines et les oligupeptides, des acides 
aminés à chalne latérale te ls  que la cystéine ou l'hlçtidine se révèlent être 
des sites de complexation très importants v is  à v is  des lons métalliques, 

I l peut y avolr compétition en ce qui concerne la complexation, entre 
les chaines latérales des acides aminés et le reste de la  chaîne peptidique, 
à savoir la fonction arnlne terminale, carboxylique terminale et l a  fonction 
amide de la l iaison peptid~que La tyrosine, par exemple, qui est présente 
dans de nombreux peptides tels que les enképhalines, du fa i t  du caractère 
donneur de l'hydroxyle de sa chaîne latérale, chélate très spécifiquement 
le cuivre ( 1 1 )  (7- 10). D'autre part, la fonction carboxylique de la chaîne 
latérale de l'acide aspartique a une influence considérable sur la 
cornplexation avec des cations metalliques, de peptldes naturels te ls  que 
l e  f ibrinopept Ide A C l l ) et l'angiotensine 1 1  ( 12). 



Les étude3 chimiques et biochimiques de l'influence des ions 
rnetalllques sur la bioreactivité des peptides, rnontrerrt que dans les 
systèmes naturels les rnétaux jouent un r6le essentiel sur I 'actlvité des 
peptides ( 1 4, 151, 

2. AMI NOACIDES SANS CHAlNE LATERALE. 

Les peptides contenant des aminoacides sans chaîne latérale 
possédent t ro is  types de centres donneurs capables de chelater les lons 
métalliques. I l  s'agit de la fonction amine terminale, carboxylique 
terminale et errfin de la  llaison amide ericore appelée liaison peptidlque. 
Les ions métalliques tels que l e  cuivre sont capables de déprotoner la 
1 iaison amide et de cre complexer avec I'azate de celle-ci. 

La complexation du cuivre (II) commence avant pH 5 par l'amine N 
terminale e t  l'oxygène du carbonyle de la llalson peptidique; on est alors en 
présence de l'espèce 1 N . Cette liaison Cu-Oxygene est relativement faible 
et le  complexe forn-ié est peu stable. Au dessus de pH 5, le cuivre (II) 
induit la déprotonation de l a  Ilaison amlde pour aboutir a la  formation 
d'une liaison forte C~J-N, et par la suite d'un complexe a 5 chainons . Les 
complexes suivants sont formés par liaison avec les autres atomes d'azote 
des liaisons peptidiques (6,13) pour aboutir finalement au type de com- 
plexes formks par tétragly ou les t rois azotes des liaisons amides et 
l'azote de l a  fonction NH2 terminale sont impliques pour former un com- 
plexe 4N . Avec des peptides plus pet i ts type dlgly ou trigly la fonction 
carboxylique C terminale peut aussi être Impliquée dans le complexe forme 
if igure I ), 



3 PEPTIDES CONTENANT UN RESIDU DE PHOLINE. 

La prol ine ne contient pas de grocipernent NH, rnais 1 dm ine secondaire 
=NH. Quand un resldu de prol ine est insere dans une sequence pept idiqut-, i I 
n'y a pas d'hydrogène déprotonable si bien que l'azote de la fonction amide 
ne peut se l ier à un iori metallique. Lorsqu'il y a une proline presente er~ 
deuxième ou troisittrne position dans un 0 1  lgopept ide, ce1 le-cl constitue ce 
que l'on appelle un " point de rupture " (break point) Elle divise le ligand en 
deux fragments capables de se 1 ier au metal de façon indépendante (7- 10, 
14,16- 18). D'autre part la pr ol irie Inf luertce la conformat~on de la chaîne 
pept idique, part icul ierement quand el le occupe la seconde position dans le 
1 igand (20, 2 1 Ces structures sont connues pour etre part icul ierement 
importantes dans la conformation biologiquement active des peptides De 
plus l e  résldu de prolfne corrdui t a un rapprochement des d e u ~  extrémités 
(C termlnale et N terminale) du peptide de façon a former aes complexes 
avec le cuivre (II) Des etudes recentes sur les complexes formes par le  
Cu( l l )  et des tétrapeptides ou des octapeptides contenant un résidu de pro- 
line montrent cette possibilité 

S i  l'on considere par exemple l e  peptide Gly-Pro-Gly-Gly, il a été 
montre que lorsque le pH croit, la complexation se fa i t  suivant le modele 
reprksente figure 2 L'ioriisation de la premiere liaison amlde qui se fai t  
avec tétragly autour de pH 5,4 n'apparait avec Gly-Pro-(Gly)2 qu'a pH 7,4, 
ceci provenant de l'impossibilité de former un complexe stable impliquant 
peu de chalnons dans Ir ctiklate (l'espèce b, figure 2 est l 'es~ece dominante 
a pH 8) ( 18) La proline est tres souvent retrouvee en deuxieme ou 
troisiéme position dans les peptides biologiquement act i fs  tels que la 
substance P, la casomorphine et le TRH (22) D'autre part le cuivre est un 
métal essent iel  et présent dans tout le corps humain, plus spécialement au 
niveau de la vesicule bil iaire et dans certaines zones du cerveau Le cuivre 
est géneralement present dans l'organisme sous forme de complexes avec 
des acides amines ou des peptides. Le metal peut avoir une influence 
considérable sur la bioact iv i té de peptides tels que les neurohorrnones, les 
ileurotransmet teurs ou sur d'autres peptides nat \~re is  comme ceux 
possedant dans leur sequence des "points de rupture" ( 15) 



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

Un des acides arriirrés importants, l'histidine voit  son noyau imidazole 
se comporter comme une chaine laterale, L'histidine est un residu present 
dans de nombreux pet i ts peptides naturels ayant des propriétés 
chHatantes importarrtes 

Le tripeptide Gly-His-Lys, par exemple, qui a été identif ié dans le 
plasma sanguin hun'ialn est un facteur de croissarice dont l 'act iv i tk In vivo 
est dépendante de la  présence d'ions Cu( l 1 )  (23) 

L'histidine a été identifiée aussi dans un dipeptlde naturel, la  
carnosine de sequence f3Ala-His dont le rôle exact n'est pas connu mais 
dont les propriétks chélatantes sont tres particulieres (13,24). Deux 
hormones biologiquement tres importantes, le TRF (Thyrotropin Releasing 
Factor) de séquence LpyroGlu-LHis-LProl irramide et LHRH (Luteinizing 
Hormone Releasing Hormone) phlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro- 
Glyamide, possedent une sequence N terminale simi laire en ce qui concerne 
les deux premiers résidus, qui se trouve être l 'unit4 crit ique pour les 
propriétés chélatantes (25-271, 

Les études potent iométriques et spectroscopiques des interactions du 
Cu( I l )  e t  du N1(11) avec le TRF et quelques uns de ces analogues à 2 ou 3 
acides aminés montrent le rble essentiel joue par l 'histidine dans la 
complexation, Le TRF et le dipeptide PGiu-His se comportent de la meme 
façon vis a vis des tons métalliques. A bas pH, les métaux forment un 
complexe avec l'azote de l ' im idazole et permet tent la deprotonat ion des 
fonctions amides de la liaison pept.idique e t  de l'acide pyroglutamique avec 
la m&me facil i té. 1 1  en résulte la  formation d'un complexe Ci 3 azotes aussi 
bien avec le Cu(ll) qu'avec le Ni(ll1. 

lei  le résidu proline en positlon C terminale n'a pas de rôle 
signif i ca t i f  en ce qui concerne la format ion des complexes. 



D'autre part Iorsqu'on remplace l'acide py roglutamique par l'acide 
picolinique, dans 'la sQquence peptidique, la géornëtrie des complexes 
devient totalement differerite : le dipeptide Pic-His forme avec le CuCII) 
des complexes de type dimeres, ce qui n'est pas observé avec le dipeptide 
original. A pH physiologique, le TRF forme avec le Cu(ll1 une espèce a 3 
azotes alors qu'avec le nickel il y a formation d'un complexe a 1 azote par 
l'intermédiaire de l'azote de I'imidazole. Le complexe plan carré a 3 azotes 
n'est form4 avec le ntckel qu'il part i r  de pH 8,s (26). 

Ces différents modes de complexation sont responsables du compor- 
tement différent des deux types de complexes lors d'essais biologiques 
r6alisés sur de jeunes poulets (28) 11 a été montré, In  vivo, que l'activité 
du TRF est consfdbrablement accrue lorsqu'on u t  i l ise des complexes de 
Ni(l l) alors qu'avec \es complexes de Cu(ll), el le est encore plus faible 
qu'avec le TRF non complexé. Les complexes TRF-Pd(ll1 sont eux 
complktement Inactifs. Dans ce dernier cas, le mode de complexation est 
l e  même que pour l e  Cu(ll) Le cuivre et le palladium, en formant à pH 
physiologique, des especes a 3 azotes, empêchent I'interact ion des deux 
residus N terminaux avec la molecule cible 

Dans le cas des complexes du Ni( l l ) ,  il n'y a que la chaîne latérale de 
l'histidine impliquée dans la complexation ce pH (7,4). le complexe 
octaédrique peut alors ut i l iser  de nombreux sites pour se l ie r  au récepteur. 
Les di  f ferences de comportement entre les coniplexes cuivriques e t  les 
complexes du palladium, bien que leur géométrie soit  la meme, provient du 
fa i t  que la cinbtlque de formation des complexes avec l e  Pd(ll1 est trks 
lente. 

I l  est donc clair  que le type d'espéce forme, la géométrie de ces 
espèces ainsi que l a  cinétique de formation des complexes peuvent 
influencer considérablen?ent les interactions de type ligand-récepteur. 
L'hormone LHRH "Gonadotrophin Releasing Hormone" est le mediateur 
principal de la neuroregulation des gonadotrophines, de la  LH (Luteinizing 
hormone) e t  de la  FSH (Follicule Stimutating Hormone). L'impllcation du 
Cu(l Il dans la bioactivitë de l'hormone semble très probable. Dejà des 
études dues à TSOU et Co\ 1. avaient démontré qu'il y avait augmentation du 
taux de LHRH au niveau de l'hypophyse chez l e  lapin après administration 



de sels cuivriques (29) De plus BARNEA et Col1 ont aussi montre que la 
présence de Cu( l l 1  et plus particulierement du complexe Cu-His avait un 
impact considérable sur la biochimie de LHRH. 

Entre autre, il a ete  constate que le Cu(tl) stimule la liberation de 
LHRH des granules hypothalamiques. Sur la  base de ces observations (30- 
381, les auteurs ont proposé que : 

- la forme active est le Cu(ll) sous forme de complexe et non pas le 
cuivre l ibre sous forme hydratée. 

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

- Lorsque l'acide amlrik impliqué dans le complexe est l'histidine, le 
taux de libération de LHRH est rnaximurri (2,s fois supérieur à celui obtenu 
avec Cu-Cy s). 

Le mécanisme exact de la  stimulation de libtiratiori de LHRH n'est pas 
encore connu. Cependant, i 1 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 potent iométriques et spectroscopiques ont montre ' que 
LHRH est un agent chélatant très efficace des ions métalllques tels que le 
Cu0 l) ou le Ni(ll), l 'histidine présente dans la  séquence de cette hormone 
étant le l ieu privilégié de la  complexation (27). 

La grande stabil i té des complexes et leur cinétique de format ion 
suggèrent que l'une des formes actives de LHRH in  vivo, est probablement 
une forme complexee. 

Une autre hormone importante, l'angiotensine, est un octapeptide 
1 inéaire (Asp-Arg-Val-Tyr-I le-His-Pro-Phe) présentant une grande 
diversité d'actions biologiques. I l a été montré que grand nombre 
d'activités bioloc)iques de l'angiotensine sont accrues en présence de cer- 
tains cations metall iq\~es comme L.i(l l1, Na(l1, IJa(ll1, Mg(ll) et Mn(ll) (39- 
42). 



Des ktudes antérieures pretendaient que la complexat ion de 
l'angiotensine avec des ions métal 1 iques irrduisai t des changernents de 
conformation de l'octapeptide rendant celui-ci biologiquement actif. En 
fal t  une 4tude plus recente (43) montre qu'il n'en est rien et que la  com- 
plexation du peptide avec des cations métalliques n'affecte pas de façon 
significative la conformation de l a  rr~olecule. 

L'angiotensine prksente dans sa structure deux centres donneurs 
potentlels pouvant init ier la complexation : l a  fonction arnine terminale e t  
l'azote de l'imidazole de I'histidine. 

Avec Mn0 l), La complexatlon se fait au niveau de la chalne latkrale de 
l'histidine (44). 

De la méme façon, avec l e  cuivre, la complexatiorr débute au niveau de 
l'atome d'azote de l'histidine i 12). Entre pH 6 e t  8, il y a formation d'une 
espèce CUL a trois azotes . 

Lorsque le pH atteint 8, il y a changemerit darrs le mode de 
complexation et l'on retrouve une coordination Ini t tee par la fonction 
amine terminale et faisant intervenir les liaisons amides comme dans les 
peptides simples de type tétragly (figure 3 ) .  

La fonction SH de la cystéine constitue dans une séquence pept idlque 
un autre centre donneur potentiel, intervenant dans l a  complexation avec 
les métaux de transition. Parrni les peptides à motif cystéine, le 
gluthation se rkvèle être particulièrement intéressant tant sur le plan 
chimique que biochimique. Ce peptide a été identif'ié dans de nombreuse 
cellules et a une importance drastique dans de nombreux processus 
biologiques. De nombreux rôles ont été attribués au gluthation y con?pris 
une capacit6 de detoxification. Des matifs de type GSH ont é té  identifiés 
dans les phytochélatines e t  les cadystines (45-46). Ces oligopeptides 
capables de compléxer les métaux lourds cont lennent deux ou trois rksidus 
de cystéine qui sont ies sites de chélation des ions métalliques. Des études 
récentes montrent que le Ni(11) (47) est très fortement chélaté par des 
1 igancls contenant des rnot i f s  cystéineç ( f  lgure 4). Ceci est d'autant plus 



intéressant que le N1(11) se revele etre un rrietal a la fois tres toxique e t  
present dans I'env irorinement. 

Les ponts disulfures (6,48) peuvent eux aussi jouer un r6le importarit 
dans la complexation des ions métalliques tels que Ag(l) et Hg(ll). 

La tyrosine, aussi, parait être un acide aminé intéressant très 
f requemment rencontré dans les neuropeptldes tels que les enképhalines. 
L'oxygene de la fonction pndnol de la chaine laterale de la tyrosine peut 
etre Implique dans Ici formation de complexes avec des ions métalliques 
tels que le Cu0 l), mais pour des raisons stériques, il ne peut être engagé 
dans la formation d'un complexe avec un métal de]%i complexé par les 
atomes donneurs de la tyrosine. Quand cet aminoacide est présent dans une 
sequence pept idique, l'oxygène de la fonction phenol de la chafne latefale 
peut être implique de 2 façons différentes, soit par la formation de 
diméres ou enfin par la format ion de larges chelates (7- 1 0). 

Le fibrinopeptide A est un hexadecapeptide (Ala-Asp-Ser-Gly-Glu- 
Gly-Asp-Phe-Leu-Ala-Glu-Gly-Gly-Gly-Val-Arg) ne présentant pas, à 
priori, dans sa séquence d'aminoacldes specif iques de la complexation avec 
le Cu(ll1. 

Les études thermodynamiques et spectroscopiques réal isées sur le 
fragment N- terminal ont montré que l'acide aspart ique peut être impliqué 
par l'Intermédiaire de la  fonction B carboxylate de sa chalne latérale dans 
l a  formation de complexes très stables avec le Cu(l1) ( 1  1 ) .  De plus de 
récents travaux réalises au laboratoire ont confirmé l'importance de la 
chalne laterale de 1'Asp dans la formation de complexes avec le Cu(ll)  et le 
Ni(I 1 )  (49, 50). 

Dans le but d'étendre l'étude de l'interaction des ions metalliques 
avec les chaînes laterales carboxyliques, nous avons dans un premier 
temps ktudlé la complexation du fibrinopeptide A avec le Cu(ll) et évalué 
le poids de la chaîne peptidique complète sur la stabllité des complexes 
formés. Dans un deuxieme temps, et pour etudier le rijle exact de la 



fonction B-carboxyl ique, nous avons synthétisé des o l  igopept ides com- 
prenant dans leur séquence 2 ou 3 résidus d'acide aspart t que et  btudié les 
complexes formés avec l e  Cutll) et  l e  Zn(ll1. 



CO CH~-CO-G~Y-O-  ' CH, 

E-es IN, 2N et 3N de Gly-Gly-Gly 

Figure 1 



Es@&c()s IN (a) et 2)5 (b) de 6ly-Qto-6ly-6)y 

Figure 2 
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CHAPITRE I 

Nethodes experimentales 



1 PRINCIPES GENERAUX DE LA SYNTHESE PEPTIDIQUE. 

La synthèse peptidique consiste à former une liaison amide (di te aussi 
liaison pept idique) entre deux molécules d'acides aminés selon l e  schéma 
réactionnel suivant: 

Pour ce faire trais étapes sont donc nécessaires: 

- Protectlon 

- Couplage 

- Purification 



Etant donné le caractkre au moins bifonctionnel des acides aminés, il 
est nécessaire de rieutrailser la  réact iv l  te des fonctions ne devant pas iri- 
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 facil ite avec laquelle I I  est mis en place. 

-La selectivité de son élimination. 

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

COUPLAGE 

La réaction de couplage de deux acides amines n'étant pas spontanke, i l  
est nécessaire d'activer l'une ou l'autre des fonctions. Pour cela, des me- 
thodes rendant plus réactives les fonctions N et C terminales ont ét6 
mises au point. 

PURIFICATION 

Le grand nombre de processus chimiques mis en ]eu a u  cours d'une 
synthèse pept idique, irrrpl (que l'apparition de produits seconda ires essen- 
tiellement de nature peptidique, Il était donc nécessaire de mettre en 
oeuvre une méthode de puri f lcat ion. Nous avons utilise la chromatographie 
sur gel permbable en association avec la chromatographie liquide à haute 
performance. 



1 .  LA REACTION DE COUPLAGE 

- METHODE A LA DICYCLOHEXYLCARBODI IMI DE (DCCI ) 

La mtlthode à la  OCCI a cSté introduite en synthèse peptidique par 
SHEEMAN et  HESS en 1955 ( 1 ) avec I 'uti l isation de l a  dicyclohexylcarbo- 
di i m  ide comme agent de déshydratation pour former \a liaison pept idique. 

- 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 
intermediaire non isolable (O acylurée). Le schéma de la  réaction est l e  
suivant: 

Il :1 ,O 
X-NH-CH-COZH + C6H1ïN=C=N- C 6 H 11 - X-NH-CH-C \ 

O 
C6H1 l-N=C / ' NH-CoH1 

(OU DMF) O 
(OU dioxane) dicyclohexyluree 

COCU) 



La dicyclohexylurée est insuluMe dans les solvants gérieralement uti- 
llsés en synthèse peptidique. Elle est éliminée par filtration. WElNSTElN 
(2) a montre que cette methode peut condulre 4 des produits partiellement 
racémlsés. Pour éviter cet inconvénient KONlG (3) a proposé d'utiliser 
l'hydroxybenzotriazùle. 

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

LATERALE 

Il est obtenu par react ion de l'alcool berrzylique sur l'acide aspartique. 
L'eau d'estérification est éliminée par dfstf llation azéotropique en milleu 
benzénique. 

Dans un ballon de 250 cc, on place 0,l rnole d'acide aspart lque ( 13,3 
g). On ajoute 50 cc de benzène, 0,1 mole d'acide paratoluéne sulfonique qui 
sert de catalyseur et 100 cc d'alcool benzy lique. 

On distille sous agitation, en contrôlant le volume d'eau obtenu. Aprés 
quelques heures, la solution est refroidie et  l'ester est obtenu par préci- 
pitation dans l'éther kthylique sec. 11 est lavé abondamrnent par l'ether. 

Le paratoluene sulfùnate d'acide amlné ainsi obtenu est séché, puis 
recristallls4 dans le rnélange méthanol / éther sec. Le rendement est de 
85%. 

Les paratoluénes sulfonates d'acides amines ne peuvent 4tre utiltst2s 
tels quels pour les couplages, i ls sont transformes en leurs chlorhydrates. 



- Passage aux chiorhydrates: 

On dissout dans le minimum d'eau, 5.1 rnole de paratoluène sulfo- 
nate d'ester d'acide aminé, on neutralise par du carbarrate de potassium. La 
solution est extraite par 30 cc d'éther, puis par 3 fois 30 cc d'acetate 
d'ethyle, apres avoir sature la phase aqueuse par NaCl. Les phases orga- 
niques sont rassemblees, lavees a l'eau puis sechées sut MgSOq et f l l trees. 

Elles sont ensuite évaporées. Le résidu huileux obtenu est repris par de 
l'éther sec,ll est filtre, lavé puis séché. 

Le rendement par rapport au paratoluérie sulf'oriate, apres recr istal l  i- 
satlon dans le systeme de solvants rnéthanol / éther est. cle 60%. 

2.2. PREPARA T/W &IPZ3M?ESTER R'IYLfh! /QLQ M l :4Ln/' ASi?stRT/QUt- 
/' b' A5PARTA TC- 1IL 8'NIPZ lr) 

Dans un ballon de 11, on dissout 0,5 rnole d'ac~de aspartique et 600 ml  
d'alcool benzylique, La solution est chauffée a 100°C sous agitation. Un 
courant d'HC1 gazeux barbote dans la solut ion jusqu'a dissolut ion complète, 
L'ester est précipité par addition de 2 1 de triéthylarnine. II est f i l t ré, sé- 
ché et recristalllse dans l'eau. Le rendement est de 45% 

La pureté de tous les est ers est vérf f lee par chromatographie sur pa- 
pier Wathman N'1 dans le systérne de solvants quaternaire: butanol (30), 
pyridine (201, acide acétique (6) ,  eau (24). La rev6lation est faite par pul- 
vkrlsation Li la ninhydririe et chauffage Li 100°C pendant 5 minutes. 



PF ('C) R f 

HCl, Aspdi0zl 158 0,95 

AspBBzl 130 0,48 

3. PROTECTION DE LA FONCTION AMINE TERMINALE 

3.1 PRL-CCMAT/dW C# t&k? ~&1/M?4C/DfS (met hode au dl t ert buty 1 dicarbo- 
nate) 

On ajoute a une suspension de 0.01 mole d'acdde aminé dans 10 ml 
d'eau, 20 ml  de dioxarine, 10 ml de soude IN  et 0,011 mole de 
ditertbutyldicarbonate. La réaction, sous agitation, est démarrée dans un 
bain de glace puis se deroule pendant une heure P température ambiante. Le 
dloxanne est ensuite évaporb et la solution aqueuse est acidifiee A pH.2-3 
par l'hydrogénosulfate de potassium. Le t0oc acide amine est extrait deux 
fois par l'acétate d'éthyle, lavé plusieurs fois A l'eau et seché sur sulfate 
de sodium. La solut ion est f i  1 trée puis évaporée sous pression réduite. La 
poudre obtenue après évaporation est dissoute dans un peu de dichloromé- 
thane avant d'etre précipitee dans l'hexane. 

RESULTATS EXPERIMENTAUX 

PF ( 'Ci 

t Boc AspBBzl 105 

t Boc Ala 75 



4. PREPARAT ION DU t0ocAsp-O-Cy clohexy I (4 1 

On dissout dans du dlchlorométhane I équivalent de tBocAsp-0-Bzl et 
de 1 éthyl-3-(-3-dIméthylaminopropy1 1)-carbodiimIde hypochloride pour 
3 gqulvalents de cyclohexanol. Pour accélér-er la react,iocr, on introduit dans 
le m t l leu de la 4 dimet.hylam fnopyridine. La réact.fon dure 1 heure 9 O'C. 

Dans un deux iéme temps, le tBocAsp-(O-Cyc lohexy 1)-OBzl sb tenu est 
t ra i te par hydrogénat Ion sur Pd / BaSOq dans l'éthanol dlst l I l6  pendant 1 7 

heures. le palladium est f i l t ré  et lavé, puis l'éthanol est evapore sous 
pression réduite. Le précipité blanc est alors repris plusieurs fois dans le 
rnethanol. 

Le rendement global de l a  réaction est de 70%. 
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II LES OIFFERENTS TYPES DE SYNTHESES 

Deux types de synthéses ont 6té ut l l isés: 

- La synthese en phase liquide ou homogène. 

- La synthese en phase solide ou gel. 

1 LA PHASE LIQUIDE 

Ce type de synthèse est le plus simple Ér mettre en oeuvre car il ne 
demande aucun matérlel particulier. 

La réaction de couplage en phase liquide consiste a faire reagir deux 
acldes amines proteges convenablement dans un mi 1 leu houtogene; La 
réact Ion se fa i t  dans un solvant organique Ichlorof orme, 
dlméthylt'omamlde etc ... 1 à basse tempbrature, sous agt tatlon. L'évolut Ion 
du couplage est suivi en chromatographie sur couche mince. Dès que la 
r6act Ion est term in&, les pept Ides sont extraits par un solvant organique. 
Les produl ts  n'ayant pas rhagi sont 61 im lnes par des lavages acidobasiques. 

La purification finale du peptide se fa i t  par cristallisation et par 
chromatographte sur gel perméable. 

Les avantages de la phase liquide peuvent être résumés ainsi: 

- Préparation de quanti tes importantes de produit sans investissement 
onéreux. 

- Facilite de mise en oeuvre. 



- Syn thése par couplage de f ragmen t,s comportaii t quelques r-sid dus. 

Neanmoins, les etapes de lavage et de cristallisation rendent cette 
technique fastidieuse. 

2. LA PHASE GEL 

Vers 1 960 MERRl F l EL0 (5 )  propose une nouvel le technique de synt hése 
peptidique: la synthese en phase gel, 

La méthode est basée sur l e  fait  qu'une chaîne peptidique peut etre 
synthétisée pas à pas alors que son extrémith C terminale est fixée sur 
une résine gonflée dans des solvants organiques. Ce support est réticule 
par du divinylbenzéne ( 1  4 2 9ig) et partiellement chlurométhyl6. 

La synthése de MERRiFlELD passe par la  riCphtltion d'un cycle 
d'opérations résumé f igure 1 

La synthése en phase gel possède certains avantages: 

- Les réactifs non couplés sont éliminés par f i l trat ion 

- La rapidité d'obtention des produits (60 a 90 mn par c.ouplage), 

Néanmoins, el le  présente quelques inconvbnients: 

- La quantité de réactifs a introduire dans le rkacteur doit être 2 ii 3 fois 
la quanti té stoechiométrique de la synthese des peptides. 

- La microporosité du support limite parfois l'accroissement de la chaîne 
pept i di que. 

- De nombreux problémes se posent lors la liberatiori finale du peptide. 
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3. SYNTHESE DE ASP-ASP-ASP EN PHASE LIQUIDE 

Nous avons u t i  l lsé des quant l tés non stoechiom&trtques d'acides 
aminés. En effet, nous avons remarque que, s i  les esters d'acides aminés 
s'extraient bien par lavage., II en va différemment pour les tBoc acides 
aminés. Il est donc nécessaire de mettre ces derniers en leger défaut pour 
facl l  i te r  la  purif icat ion. En général, la coupure du t8ac est ef fectuee dans 
une solut ion de HCI 4 N dans le dloxanne. Les réact ions de couplage e t  de 
déprotec t ion sont suivies par chromatographie si i f  couche rn ince dans le 
solvant ternaire (CHC13 85 W, AcOH 5 %, MeOH I O  I l .  

Le solvant du mil ieu est le chloroforme refroidi 9 0°C par un bain de 
glace e t  une agitation est maintenue dans le mi l ieu rhact.ionnel. 

Le protocole de couplage peut être résumé comme suit: 

- 1 mole d'ester d'acide aminé sous forme de chlorhydrate 

- 1 mole de base faible pour neutraliser le chlorhydrate ( la N-methyl mor- 
pholine sera préférée 4 la triethylamine car 1 1  semble qu'elle évite tout 
probléme de racémisation) 

- 0,9 mole de tBoc acide amine 

- 1500 CC de CHU3 refroidi à O'C: 

- 1 mole d'HOBt 

- 1 , l  mole de DCCl 

Le tout est laisse une nuit a la  température de 0°C; on vér i f ie  que la  reac- 
t ion est terminée par chrornatographle sur couche mince. 

Le couplage term i né, on ajoute que 1 ques gouttes d'acide ac$ t i que au 
mil ieu réactionnel af in  de transformer la DCGI qut n'a pas réagi en 



dicyclohexylurée (DCU). La DCU est f'iitrke, puis lavke 2 fois par 50 CC. 
d'une solut ion de bf carbonate de sodium 21 4 % afin d'elirriiner les traces de 
tBoc n'ayant pas réagi et l'hydroxybenzotriazole. Cet te opération est suivie 
d'un lavage par 50 CC d'une solution de HCl 21 1 % af in d'elirniner l e  
chlorhydrate de l'ester de l'acide amine en exceç. Ur1 dernier lavage par une 
solution saturée de NaCl est effectué. Les phases organiques rassemblties 
sont séchées sur du sulfate de magnésium. Après filtration, le chloroforme 
est évaporé. L'hui le alors obtenue est reprise par 30 CC d'acétate d'ethy le 
afin de précipiter le chlorhydrate de N-méthyl morpholine qui est eliminé 
par filtration. Le f i l t ra t  est évapore, l'huile obtenue est reprise par le 
dichlorométhane et prkcipité dans l'hexane. Le peptide est alors sous forme 
de tBoc-peptide-ester. Afin de poursuivre les syntheses, i est 
indispensable de déproteger une des deux fonctions, 

On place le peptide protegk dans une solut ion de HCl 4 N / Dioxanne. La 
réaction est menée dans la glace sous forte agitation. Un dégagement de 
CO2 et un précipl t e  blanchâtre de chlorhydrate du peptrde apparaissent. 

Lorsque les analyses par chromatographie sur gel de silice montrent que 
tout est coupe, le solvant est evaporé sous vide. Le précipite blanc obtenu 
est repris par un peu de méthanol et précipité dans l'éther sec. Le 
chlorhydrate est rapidement f i  l t ré, lavé par l'éther sec, séchtl et pesé. 

Nous avons prat iqub I'hydrogénolyse en mi l ieu dioxanne en présence 
de palladium 9 10% sur charbon, La réaetton 18 aussl est suivie par 
chrornatographle sur couche m Ince. Des qu'el le est term In&, le  catalyseur 
est f i  1 tré. 

La synthése du trlpept ide Asp- Asp- Asp est resumee figure 2 
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4, SYNTHESE DE TETRAPEPTIDES EN PHASE GEL 

Les résidus C terrnlnaux de la sequence des yeyt ides boivent H r e  in- 
trodui ts  les premiers. I I s'agit du tSocAla pour Ala-Asp-Asp-Ala, et du 
tBoc-0-cyclohexyl pour Asp-Ala-Ala-Asp, Ala-Asp-Ala-Asp et. Ala-Ala- 
Asp-Asp. I l s  sont fixés sur l a  rcisine par la methode de GISIN (6) par. leur 
sel de cés t um, 

La résine utilisée est un polystyrène copolyrnérisé avec 2 % de divl- 
nylbenzene, chlorométhyle (comportant 0.8 mmole de C l -  par gramme de 
résine). 

Avant la fixation du premier acide aminé, il est nécessaire d'éliminer 
les f ines particules de la résine af ln de ne pas boucher les pores du verre 
f r t t té  du réacteur. 

La résine est mise en suspension dans un l i t re  de méthanol. Après 
agitation, on laisse décanter la résine, puis on elimine les plus fines 
particules qui remontent à la surface. On réitére cette operation 3 fois. 
Ensui te on transvase la resine dans une ampoule decanter et an lave par 
du dichlorométhane. La réslne monte en surface, seules les petites 
particules restent en suspension et sont el iminées avec le 
dlchlorom4thane. Cette operation est repétée plusieurs f'ùis, puis la restne 
est filtrée, séchée et peut alors être utilisée pour greffer le premier acide 
aminé. 



4.2, PREPARA T/ON DES SR 5 DE CES/U/MOES tRnt: AC1/7L,C-5 NI/NES 

On dissout 2 g de tBoc acide amin6 dans une solution de 12 ml 
d'éthanol et de 5 ml d'eau. On ajuste le pH 3 7 au n'ioyen d'une solut ion de 
carbonate de ckskim Cr 20 %. Un peu de toluène est ajouté a la solution qui 
est évaporée rapidement. Le sel de césium de I'acfde amlne est obtenu sous 
forme d'une poudre blanche qui est ensuite séchke 5 heures sur P205 II est 

obtenu avec un rendement de 85 %. 

4.3. FIXA T/ON DU PREP1.FR AC/DE AMINE SUR L A RLFS/NE 

Pour f fxer le premier acide aminé sur la résine on procede générale- 
ment de la maniere suivante. Dans un bal Ion, on place: 

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

- 1 équivalent de résine chlorométhyl6e (0,8 mmole de C l -  soit I g de ré- 
sine) 

- 6 à 8 m l  de DMF pur i f ié  par gramme de résirie. 

Le ballon est n i is  sous agftation Ct 50°C pendant 24 heures. l a  résine 
est ensuite f i l t rée et  lavée par du DMF ( 3  fois), M F /  eau ( 3  fois), DMF / 
EtOH ( 1  fols), EtOH (3 fois), MeOH (2 fois). Les 7 premiers lavages sont rt5- 
cupkrés et  concentrés. On reprend le  résidu dans 50 m l  d'eau. La détermi- 
nation de la  charge de l a  résine se fai t  par un dosage des chlorures libbrés, 
par la méthode de CHARPENTIER-VOLHARD (precipitation des chlorures par 
un excès de nitrate d'argent, cet excès étant dosé en retour par du thiocya- 
nate de potassium. 

La résine est ensuite séchée et peut être ut i l isée pour les couplages. 



La synthèse sera men&? B son terme par I'&xécutiuii d'une sulte 
d'opbratfons ordonnkes selon un programme 6tabll Cr l'avance. Ce programme 
est transmis Ci l'automate par l'intermédiaire d'i~ne interface pilotke par un 
microordinateur de t,ype Apple //. Cet aut,omat.e a 6t.è conçu au laboratoire 
de chimie macromtrléculaire en collaboratiot~ avec I ' E N S ~ ~  (7) 

L'ensemble résine-tBoc-acide aminé est t ntrodui t dans le réacteur 
puis mis à gonfler dans le dfchlorom(ltharie. Apres &llmlnation de ce 
solvant, la  rksine est prklavée par le reactlf de déprotectlon de la fonctlon 
arnlnee pendant 1 '30". Le groiipemen t pro t.ec teur est t,o talemen t é 1 lm ln6 
par réactfon pendant 30' par le réactif acide trifluaroacétique dans le 
dichlorométhane (50 / 50), 

La rtlslne-aminoacide-fluorhydrate est neutralisioe par la N- 
éthy ldiisopropy lamine dans le dichlorométhane. Elle peut etre alors 
ut i l iske pour faire le  premier couplage. 

Tous les lavages, étapes de neutralisation ou couplages, met tent en 
jeu les optlrat ions suivantes: 

- Transfert de solvants dans les réservoirs jauges, autorisé par l'ouverture 
de vanne de type S 

- Arrêt du transfert de solvant lorsque le niveau désiré est atteint (cas de 
l'ouverture d'une vanne 5 )  

- Passage du solvant du réservoir jauge vers le rkac;teur, autorisé par la  
vanne V7 

- Fermeture de la  vanne V7 après temporisation 

- Mise en route du moteur, puis arret 



- Ouverture de la  vanne de vidange V 8  et de la  vanne de poussée d'azote 
V 1 O du réacteur pour aider l a  vidange 

- Fermeture de ces deux vannes 

Les étapes de déprotection se font de l a  meme rrianlére à la  différence 
que la cellule jauge (specif ique au réactif ac.ide) et les vannes mises en 
jeu ne sont pas les mêmes (figure 3) .  

4.7.1. ESTER ACTIF D'HOBt 

L'acide aminé protégé (t0oc- AA) est dissous dans du dichlorométhane 
et mis à incuber avec de 1'HOBt Si O'C pendant 10 minutes. Cet te  suspension 
est ensuite ajoutée a l a  DCCl dissoute dans le  dic.hlorométhane à ObC. La 
solution obtenue est alors mise a incuber 10 minutes a O'C sous agitation. 
Le précipité de dlcyclohexyluree obtenu est f i l t r é  sur ouate. Le f i l t r a t  est 
alors introduit dans le  réacteur, un nouveau couplage peut alors 
commencer. 

Cette méthode d'activation est uti l isée pour tout couplage di f f ic i le ,  II 
est alors nbcessaire de peser 2 équivalents d'acide aminé pour un 
kquivalent de DCCI, de les dissoudre dans du dichlorométhane et de les 
incuber separément a O'C. Les deux solutions sont ensuite mélangées et 
mises à incuber 10' a ObC. A p r b  f i l t ra t ion sur ouate, le  f i l t r a t  est évaporé 
à la trompe a eau; le  résidu est alors repris avec du DMF et peut alors être 
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 à hémolyse, on ajoute 
de la ninhydrine. Le tube est place dans une enceinte chauffée A 100'C 
pendant 5 minutes. Si l a  résine reste blanche et l a  solution jaune, le  test 
est négatif. Ceci veut dire que la  réaction de couplage a été compléte. 
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Le même type de reactiori peut etre fa i t  a l'issue de l'ktape de 
déprotection. S i  la résine et  la solut ion prerinent une teinte bleue soutenue, 
le test est alors positif, Ceci signifie que l a  reactiun de déprotection est 
totale. 

Des que la  synthese de l a  sequence est terminée, I'ensernble resine- 
peptide est lave puis f i l t re  et séch6. 

L'appareil ut  l l isé est construit ent iérement en polymères fluorés 
(téflon). II est composé de deux réacteurs en Kelf notés Rt  et R2, d'une 
bouteille reservoir d'HF, d'un Wége de sortie R3 e t  d'une trompe à eau P. 
Les rbacteurs sont isolés par des vannes notbes V 1 et V2  (figure 4). Le 
premier reacteur R 1 sert a mesurer le volume d'HF qui est condense par de 
l'azote liquide. Le HF condense est desséche sur trifluorure de cobalt. En 
effet, toutes les operat ions doivent Ctre menées en milieu rigoureusement 
anhydre af in d'éviter le risque d'hydrolyse des liaisons pept ldiques. 

Le second rtoact eur R2 reço t t l'ensemble peptide-résine. On ajoute du 
paracresol pour proteger les acides aminés sensibles. 

Il est nécessaire de mener la coupure sous une hotte fortement 
vent l lcie et en prenant des precaut ions part iculieres. 

On procéde comme suit pour réal lser le c l  tvage pept ide-résine: 

- Avant tout, on fai t  le vide dans la  chaîne HF au moyen d'une trompe a eau. 
Ensuite, on ferme ta vanne V 1, le réacteur R 1 est alors isolé et  refroidi par 
de l'azote liquide. Le robinet O de la bouteille est alors ouvert doucement. 
Le HF est alors condense dans R 1 jusqu'à obtention du volume désiré ( 10 ml 
de HF par gramme de rhsine). Une fois le volume desire atteint, le  roblnet D 
est fermci. Le HF condensé est alors séchk sur trif luùrure de cobalt, 

- Aprés quelques mlnutes, le HF est transfér4 de R I  au réacteur R2 conte- 
nant l'ensemble pept ide-resine et l e  paracrésol. Pour ce faire on procède 
de la façon sut vante: 





- Ofi fait  te vide dans tt2 qui est refcuidl par. I'azute liquide, ensulte on 
ferme V2. Le HF est alors rect-iauff 4 leriterfierit a tertipkrature ambiante. II 
est donc trarisiere par dlst i i  latiorr en ouvrant aoi~c.ernent la vanne v 1 une 
fois la d~st i l lat ion terrrtinee, le feacteur R2 est isole eri f errnant V 1 .  Une 
agitation est mairitenue penbarit une heure O'C. 

- Le temps ae coupure etant passe. le HF est elirnine p& d is t i l la t~on Pour 
cela, on laisse revenir temperature arnbiante le  rkacteur H2. On ouvre la 
vanne VS, le HF distille lentement et est neutralise dans l e  pieqe de sortie 
contenant ae l a  chatlx 

- Les résidus peyt ide et résine sont mis err sus~ensiori darrs de I'éttier sec 
pour el im mer les derriiéres traces de paracfriisol t+éther est el iminé par 
f i l t rat iun et l e  peptide est extrait par lavage rii l"ac~ile acetique 5 R. Ert- 
suite la phase aqueuse est lyophilis4e et l e  peçïtïde est purif14 

Nous avons ut~l lc;e \a chromatograptrie de gel f ~Iitratiorr sur sepnaaex G 
15. Le principe repose sur \ a  separation des produats erii fonct~on ae leur 
différence de volurrie hydrodynarriique. L'SIuarit choisi est I'eau pour les 
tStrapeptides et l'acide acétique 21 5 R dans I'eau pour le tripeptide Asp- 
ASP-ASP. Le materiel uti l ise comporte urtr i:.el\cale de detectiori a 2 
longueurs d'onae (206 et 280 nmj, une parrrpe pclrtstalt~que L)c.B, un 
cal lecteur de fraction (LKB 2 1 t 1 ) et un enregistreur rriut ticarraux LKB 2089 
uvicond III (Les R f  e t  les résultats d'analyse eri acide arnirié sont donnés 
tableau l i 

5. SYNTHESE DU FIBRIWPEPTIDE A EN PHASE GEL 

La svnthese du Titiririopeptide A de se~r~ence Ala-Asp-Ser-Gly-Glu- 
G;ly-Asp-Phe-Leu-Ald-Tj1u-GIy-Gly-Gly-\ra a et& rea\isee selon la 
technique eri pnase gel décrl te pr&&dernrnent 



Nous avons ut 1 1  isé le materiel de synthesij sulivant. 

- Resine : polystyrene chlorometnyle retickile par I !% de aivrnylnenzene, 
chargk h 1-2 meq par gramme, 100-200 Meçh 

- Acides am ines protege; cornmerci aux, t Bac-Arg-Tt15 et [Bac -Ci ly !'Peptide 
Institut), ti3oc-Val, tBoc-Glu-06zl et t0oc.-Ala (Propeptide), tSoc-Leu hy- 
drate, tBoc-Phe, tEtoc.-Asy-O-Bz 1 et tBo~-~p<)-cyr;..  lohexy 1 (Rachesn), 
tBoc-Glu-O-cyciicrilescy 1 et t Boc -5er-0-02 I (Novata~ac,fiem) 

- Matériel de purification. uel filtration (gel TSK, éluant TFA 1 t 1000 
dans l'eau 1 

Plaques de chrorriatographie sur. couche rnirrce de silice K.iescslgel 60. 
0,2mm iîlei-.ck ) 

HPLC phase inverse analvt ique (61 lsarr). M4lariqeur rnobèle 302 C. Pompe 
modele 302 Oetecteur Ls V 1 16 Systeme pilote par Appie '2 Coloririe 35 cm: 
4,6 mm de diamétre. Phase nuclecrsil C l  8, 5 pm, 100 A h  de psrosite 

HPLC phase lnverse preyarat ive Waters. Porripe 6BCui:i A Lulorine 5rjcnr, 9 
mm de diametre. Phase Nucleosil C 18,5pm, 106 A* de poraçite. 

Analyseur d'acide amine Beckrnan 7300 

Asp: 1,91. Ser: 0,81. Glu: 2,06 Gly: 5,01. Ala: 2,01. QI- 0,90 Leu: t ,O?. Phe: 
1 ,OZ. Ary: 0.915. 

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

La protec t iorr de la fonction fi carboxy l iqve est abc;ulurnerit ril4cessait-e 
avant I'activaticiri de la fonction en alpha, c,iril[lri l'rm oui l'autre aes deux 



yrr)uges pourrait étre active et coricfuire "da format wn rl'i~ri rrielariye 
d'alpha et de ril aspart.yl peptide 

Cette f orrnatisri r.e !3 aspartyl peptlae peur. étre ;:~CIC;SI UUI? a i a  
formation d'un i~tWmedi3irei succ.inimiae qui &vulue par reouverture de 
cycle en alpha ou B aspartyl peptide Cf'igure 5.). Ce ptienornérie est observe 
principalement et plus fort deqrtj! quand l'acide arrtirje qui suit l'acide 
aspartique est une glycirte, une séririe ou une alaftrr~e t5) 

La nature du groupe protecteur intervient aussi quant h Ia f'orri~aticrri 
ae succinimide. Souvent on utilise l'ester benqlique: ~1~11s sans les 
COnditionS fortement acides nécessaires pour ie clrvage de cet ester.,, la 
perte d'alcool benzyltque conduit a la formation al'une sarcelnirnirle (figure 
6). C'est pour cela que rious avons utilis6 I'acicle atrrlrrai. ~rat.kq& sous for-rne 
d'ester de cyclohexyle lorsque celui-CI suivait alât~s le sens de la synthese 
une alanine 



Figure 5 

Figure 6 



Tableau 1 : Tableau recapt tulat if des resultats. Analyse en ac.ides aminés et 
R f 

Peptide Analyse en acides crrninbs R f 

Asp- Ala- Ala- Asp 2.05 Asp 1.95 Ala 0.20 

Ala- Asp- Ala- Asp 1.98 Asp 2.02 Ala O. 19 

Ala- Asp- Asp- Ala 1.97Asp 2.03 Ala 0.2 1 

Al a- Ala- Asp- Asp 2.04 Asp 1.96 Ala 0.20 

ASP- Asp-  AS^ 2.98 ASP - 0.17 
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1 I I SPECTROSCOPIE ET POTENTIOMETRIE 

1. SPECTROSCOPIE D'ABSORPTION - DI CHROISME CIRCULA t RE - 
RMN - RPE 

Pour les deux premières techniques, toutes les solutions ont été 
préparées partir d'eau distillée. En ce qui çoncerrie la RPE, on a ajout4 
quelques gout tes d'kthyléne glycol dans les solut ions pour mieux visualiser 
les spectres. La concentration des peptides varie entre 10-3 et 2.10-3 
mole par litre e t  le rapport ligand métal est de 1.  

Les spectres d'absorption on étçl tracés sur un spectrophotométre 
UVIKON 8 1 0. Les cellules ut iliskes de 1 cm de longueur sont en quartz. 

Ces mesures de dichroiisme clrculalre ont et& effectuees sur un 
dichrographe JOBIN et YVON MARK 1 1 1  équipé d'un ieiystéme d'acquisition des 
donnbes couplé avec un ordinateur APPLE //. Les mesures ont été faites 
avec des cellules en quartz de trajet optique 1 et  0,l cin. Les résultats 
sont donné en ac , 

Les spectres de résonnance paramagnétique électronique ont été 
obtenus avec un spectromètre VARI AN 9 à la température de 77 K avec une 
modulation de 100 Khz (bande X, 9,3 Cihz). 

En ce qui concerne les études de RMN, les solutions ont eté préparkes 
dans 020 e t  les pH ajustés avec DCl et  NaOb. Les spectres ont etc 
enregistrés sur un spectromi?tre BRÜKER AM 400. Les spectres ABX ont et4 
traitCs sur un ordinateur HP 9826 avec les programmes LAOCN et  ROTAMER 
adaptés au calculateur par J, TARTAROWSKI et 2. SIATECKI. 



2. POTENT l OPlETR l E 

Les titrations potentiometriques sont effectuées dans une cellule en 
téf lon de capacité maximum 3 ml. L' agitation est réalisée manuellement à 
l'aide d'un petit agitateur en polypropylene. La soude est ajoutée a l'aide 
d'une burette de 100 (11 (seringue HAMILTON délivrant 2 (11 a la fois par un 
bouton poussoir mécanique), par un tube en téflon de 0,3 mm de diamétre. 
La titration est suivie en mill ivolt en utilisant une microélectrode 
combinée verre - calomel (RUSSEL CRAWL). 

Les titrations sont effectuées dans une piéce thermostatee il 25°C. 
Les solutfons à doser sont pesées directement dans la cellule. 

De l'argon pressaturé, par passage à travers une solution de KNO3 O, 1 
M, est passé sur la surface du tampon et des solut.ions a doser lors des 
cal ibrat ions d'klectrode et des t i trat ions pour rnaintenlr une atmosphere 
1 nert e. 

Toutes les solutions sont préparées en utilisant de I'eau deslonis6e 
bidistillée et seule l'eau ayant une resistivité supérieure à 4 M Ohm / cm 
est jugée utilisable. 

Le nitrate de Cuivre (II) et le nitrate de Zinc (II) (réactifs BDH pour 
analyses) sont ut i l isks pour préparer des solut ions aqueuses de 
concentration approximative 0,Ol M par additlon de nitrate de potassium 
sec sollde. 

Généralement, 5 m l  de solution de llgand de concentration 2.10-3 
mole par l i t re  sont prépares par dissolut ion d'une quantlté pesée de ligand 
dans une solution 0,1 M de KNO3. Cependant les peptides sont rarement 
purs à 100 %. Les sources d'impuretés peuvent &tre diverses, mais la 



principale étant dans notre cas la présence d'ions acétates (l'acide 
acétique étant uti l isé lors de la purification en gel filtration). 

En conséquence, la  concentrat ion précise ne peut être déterminée par 
simple pesee, Elle est obtenue par t i trat ion potentiornétrique en utilisant 
la méthode de GRAN (9- 1 1 ) .  

La figure 7 montre le diagramme de GRAN obtenu' pour un dipeptide 
basique te l  que Gly-Gly. La constante de protonatlon de I'lon acétate (log K 
= 4,5) étant trés peu différente du log K obtenu pour l a  fonction 
carboxylique de petits peptldes (log K = 3,5), l a  presence d'ions acétates 
peut affecter la forme du diagramme de GRAN. La figure 7 montre un 
diagramme de GRAN traduisant l'effet des ions acétates au niveau du 
prem ler point d'équlval ence correspondant a une f orrct Ion carboxy 1 i que. 

Des lors, on peut distinguer deux points d'équivalence mals la 
résolut ion entre ces deux points n'est pas tres bonne. 

La concentration du I igand est calculée d'apres le diagramme de GRAN 
au moyen de A EP qui est proport f onnel 21 la c0ncent.t-at.ion. Par conséquent 
sl le premier point d'équlvalence (EP 1 )  sublt une distorsion trop grande due 
CI la présence d'acétate, il devient impossible de calculer la concentratfon 
en 1 igand. SUPERQUAD ( 1 2) permet de faire face 8 ce probléme en ut i l isant 
ce que l'on appelle un "parametre dangereux" qui tlent compte des Ions 
acCtates en tant que second ligand. Dans ce cas un affinement 
mathématfque permet d'obtenir la concentratton précise de ligand. 

2.4. CAL /BRA T/ONDL L iFL ECTHDE 

L'électrode de verre est connectée vla un amplificateur B un 
multimétre THURLBY IO9 S . La lecture est donc obtenue en mv. Pour 
obtenir la conversion en pH, il est nécessaire de connaitre deux 
caractérist lques de l'électrode. 

- Sa pente 

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



< * 
AEP 

Dlagramme de Gran pour un peptide simple dlbaslque 

Ef fet  des ions acétates sur l e  diagramme de Gran 

Flgure 7 



- Le potentiel EO 

Chaque fois, on effectue une t i t rat ion d'acide for t  par Ia base 
s t  andardisée, Ces données sont introduites dans SIJPERilUAD, La valeur de 
EO est alors trouvée par iteration. La validité de cette valeur est vérifiée 
en faisant "f lotter" l a  valeur de pKw. Cette valeur doit rester proche de 
13,8, Les valeurs de l a  pente et de EO sont alors utll lsées pour les 
ti trations de l a  journbe, 
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1 .  ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

En examinant les spectres d'absorption et les spectres dlchroïques 
des peptides compléxés, trots rëgions part icul ières peuvent être mises en 
évi dence: 

- Région des transitions ëlectroniques relatives aux orbitales d du 
méta1,transition d-d ( h > 400 nm) 

- Region des transitions electronlques par transfert de charge (TC) 230 <h 
< 350 nm 

- Région des transl t ions intral igands de type amide ou acide, h < 250 nm 

Les transitions intraligands des fonctions amides ou acides 
presentent un spectre trop compliqué pour pouvoir être exploité aisément. 
De nombreuses bandes se superposent dans cette région spectrale et il est 
dif f lcl le d'extraire les transitions. 

Par contre, les deux autres régions correspondant aux transitions TC 
et d-d fournissent de nombreux renselgnemerits cancerriant les complexes 
formes. 

1 . t . LA TRANS/T/i?N d-d 

Les différentes transitions électroniques pouvant intervenir sur les 
couches d du métal carnpléxé, provoquées par le champ des ligands, ont une 
valeur trés importante car elle donne des renselgnernents sur la structure 
des complexes formés. Il est donc nécessaire de mettre en évidence 
certains facteurs influençant l'énergie (A), l'intensité (c, As) et le signe de 
l'effet Cotton de ces transit ions. 

Le spectre d'absorption dans cette région spectrale, d'une solution qui 
cont lent des ions Cu ( 1  Il, rion compléxés montre un maximum vers h = 800 
nm avec s = I O ii 20 mole-] .].cm- 1 caractéristique de Ieespece Cu(H20)6+ + 

( 1,2). 



La substitution des molkcules d'eau en positiori équatoriale par 
d'autres atomes donneurs comme l'oxygène (-COOH, C=0) ou l'azote (-NH2, - 
NHCO-1 provoque un deplacement du h max vers les plus petites longueurs 
d'onde (3-5)* Cet effet est plus marque quand le substituant est un atome 
d'azote. Ceci implique que la substitut ion .d'un atome d'azote provoque une 
diminut ion de la  longueur d'onde maximale /6,3,7-9). , 

La longueur d'onde maximale pour les transitions d-d peut être 
exprimée par la  somme des contributions individuelles des quatre atomes 
donneurs formant avec le Cu III) un plan carré. Une équation empirique, 
pour estimer l a  longueur d'onde maximale des spectres d'absorption des 
complexes du Cu ( 1  t 1 a étk proposee ( 10). 

A max = 103 / 0,301 na + 0,342 nb + 0, 453 nc + 0,485 n<l 

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

Groupes compl exants h max calcul4s (riml 

4 Hz0 830 

2 COO-, 1 COO', 1 NH2 7 15 

2 COO', 2 NH2 628 

2 H20, 1 COO', 1 am ide deprotonée 694 

2 H20, 2 am ides d4protonti\es 6.36 

4 ami des depro tonées S i 5  

1 NH2, 3 amides déprotonées 524 



Cette équation appliquée sur piusleurs systernec, cuivriques avec une 
bonne concordance, reste ceperidant empirique e t  boric suspect& d'une 
certaine erreur. 

D'un point de vue structural, les cornplexes avec le Cu (1  1 )  présentent 
une distorsion octaedrique: quatre ligands Sl iaisons courtes) sont dans le 
plan de coordinat ion et deux ligands (1  iaisons longues) en position axiale 
(9,l 1-14l 

Pour les complexes culvrfques, I'act ivi té optique des transit ions d-d 
est due essent tellement a un ef'fet de conformation du chélate e t  / ou aux 
Interactions vicinales entre le métal et les centres asymétriques du ligand 
( 16). 

LARSEN et OLSEN (17) ont proposé que l'effet Cotton dans les 
transitions d-d du métal n'est mesurable que si  le ligand asymétrique 
forme un chélate avec le métal. Cette hypothese n'est pas toujoiirs vérlfiée 
car certains systémes de 1 Igands monodentes présentent néanmoins une 
actlvlté optique ( 1  8,191. 

D'autre part, l'activité optique résultante est plus Importante 
lorsqu'un centre asyrnétrique appartient lui-mCme aux c.hafnons du chélate. 
En effet, les peptides (formes d'acides amines sans chalne lateraie) 
forment avec les ions cuivriques des chélates A 5 chainons qui sont plus ou 
moins plans (2 1). 

Le ligand c.hélat.4 peut prendre suivant la position axiale ou 
équatoriale du groupement R, deux conformations extriimes qui sont en 
equllibre. Dans le cas ou ces deux conformations sont en quantités égales, 
51 Y a absence d'activité optique. Au contraire quand une des deux 
conformat ions est favorisée, el l e  entraine l'apparition d'act i v i  té optique 
(22-24). 

1 .2. TRANS/ T/ONS PAR TRAN.CFER7 DE GHAR6f ('&LI1 

Les bandes de transfert de charge sont souvent observées comme des 
épaulements dans les spectres d'absorptiorr en raison de la présence des 
transit ions électroniques intral igands dans ce domaine. 



- Transfert amide ----> Cu (II) 

Dans les complexes cuivriques où l a  fonction amide participe à la 
complexat ion sous forme déprotonée, une bande de transfert de charge 
apparaît vers 290 - 330 nm (5,7,  25-27). 

- Transfert acide ----)i Cu(ll1 

Les complexes du Cu ( l  l ) avec les aminuacides ( 22,28-33) présentent 
dans leurs spectres une bande d'absorption vers 240 - 270 nm, mais ce1 le- 
c i  est parfois d i f f i c i le  à observer avec les peptides. 

Des études récentes fai tes dans notre laboratoire (34) ont montré 
l'importance et l a  spécif icité de la fonction B-carboxylate portée par la 
chaîne latérale de l'acide aspartique et son râle dans la  formation de 
chélates avec les metaux de transition te l  que le  Cu ( I I ) .  

L'Influence de l a  posltion de l'acide aspartique dans les ollyopeptides 
sur l a  formation de tels complexes a aussi été étudiée sur les 
tétrapeptides suivants : 

AspAla- Ala- Ala 

Ala- Asp Ala-Ala 

Ala- Ala- Asp Ala 

Ala- Ala- Ala- Asp 

D'autre part pour préciser le r61e spécifique de l a  f'onction B 
carboxylate portée par 1a chaîne latérale des acides amines, les résidus 
incluant un résidu d'acide glutamique a l a  place de l'acide aspartique ont 
été étudiés. 

Si l'on considere l e  tétrapept ide ..4spAla-Ala- Ala, l a  chafne latkrale 
portant la  fonction B carboxylate se trouve en première p6sition dans l a  
chalne peptidique. Si l'on se réfere au système tétraalariine , les résultats 
potentiométriques montrent un accroissement de stabi l i té  de l'espéce CUL 
( 1  N). La formation de c,e complexe est aussi détectée 
spectroscopiquement. Par contre on observe aucune modif'icat ion en ce qui 



concerne les especes 2 N, 3 N et 4 N. Ceci montre, d'wie part, que la 
f onct Ion B carboxylate port& par la chalrie latérale de l'acide aspartique 
est impliquée daris la formation de Ibesp%ce a un azote e t  d'autre part que 
l a  fonction D carboxylate portée par la chaine laterale rie peut en aucun cas 
être impliquée de façon simultanée dans la  formation d'un complexe avec 
un azote d'une liaison peptldique volsirie (flgure a). 

Comme il a deja et6 montre avec le fragment N terminal du 
f i  brinopept ide A (35), quand l'acide aspartique est placé en seconde 
position dans la chaîne pept idique, on observe un accroissement 
considérable de la stabi If té  de l'espèce CuH- 1 L a deux azotes qui se trouve 
être l'espece majoritaire dans le  domaine de pH 5 - 9. L'implication de la  
fonction B carboxylate dans ce complexe rend l a  déprotonation de la 
seconde fonction amide impossible avant pH 8,s soit deux unités de pH de 
plus qu'avec le systeme tetraalanine (figure b). 

Lorsque l'acide aspartique occupe la 3 ème position dans le 
tétrapeptide, c'est cette fois l'espece a t ro is  azotes CuH-2L qui est 
fortement stabilisée (36). Cette espece est préponderante dans le domaine 
de pH 5- 10 et le complexe est beaucoup plus stable qu'avec l e  système 
tétraalanine (figure c), 

Enfin, avec Ala-Ala-Ala- ASA en potentiornetrie, l a  distribution' des 
especes est sensiblement la même qu'avec le systéme tétraalanine. On 
constate cependant que la stabi l i té du cornplexe a un azote se trouve 
legerement augmentee par rapport au tetraalanine sans toutefois que ceci 
puisse être expliqué par la  participation de la  chafne latérale COOH de 
l'acide aspartique en 4 eme position dans la  séquence. 

En ce qui concerne les tetrapeptides contenant l'acide glutamique en t 
ère, 2 &me ou 3 eme position, on constate de façon générale que les 
complexes formés ne diffèrent pas de façon significative de ceux formés 
avec tétraalanine. La stabllisatlon, par l'intermédiaire de la  fonction y- 
carboxylate, des complexes, bien moins marquee qu'avec l'acide aspartique 
étai t  attendue. En effet, dans le  cas de l'acide glutamique, l'implication de 
la  fonction carboxylate nécessite la  formation de chélates a 7 chaînons, 
beaucoup moins stables que les chélates $ 6  chalnons observés avec l'acide 
aspartique, 



Connaissant la capacitk et la spkcif icité de stabilisation, des 
complexes formés avec le Cu ( I I ) ,  de la  chafne laterale de l'acide 
aspartique, nous avons dans un premier temps etloisi d'etudier la 
complexat ion de I'hexadecapept ide f i  brinopept ide A et de carnparer les 
résultats avec ceux obtenus prec.édemrnent avec le f'ragrrient N terminal de 
ce même peptide. 

Dans un deuxième temps, il était alors intéressant d'étudier l a  
complexat ion de tétrapept ides et tripept ide comprenant respect ivement 2 
ou 3 résidus d'acide aspartique dans leur séquence. Nous avons réalisé 
cette étude avec les tétrapept ides A s p  Ala- Ala- A-% Ala- As@ Ala- Asn 
Ala- Ala- Asp-ASA Ala- A~p-.~clspAla et enfin l e  tripept ide ,4sp-Aq-Asp 
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Figure a 
Espèce de Asp.A.A.A:Cu(II) 

Figure b 
Espèce 2N de A . A S ~ . A . X : C I J ( I I )  
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Figure C 

Lspëce 3G de A.A.Asp.A:Cu(I I )  



2. ETUDE DE LA COMPLEXATION DU FISRINOPEPTIDE A AVEC LE 
CUI VRE( I I 1 

Lors de l'attaque du f lbrinogène par la thrombine, danç le processus de 
coagulation du sang qui intervient lorsqu'un vaisseau sanguin est 
endommage, il y a iibératlon sirnultanCe de fibrlrie et des deux 
fibrinopeptides A et B, Lors de la formation du caillot, a l'emplacement de 
la blessure, l a  concentration locale des fibrinopeptides est élevke et il 
peut y avoir alors compétition avec les mol6cules de sérum albumine dans 
l'interaction avec des ions métalliques, en particulier avec le cuivre (II). 
Dans cette optique, il &ait intéressant d'étudier le pouvoir de 
complexation du f ibrinopept ide A qui est I'hexadécapeptide: 

Des travaux rkcents (35) r4aiisés au laboratoire montrent que des 
ions métalliques tels que l e  Cu (II) et le Ni (II) peuvent former des 
complexes avec le fragment N terminal du fibrinopeptlde A et que la 
complexation débute par l'extrémité NH2 terminale du tétrapeptide. La 
présence d'un résidu d'acide aspartique en deuxierne position dans la 
séquence peptidique cause la formation d'un complexe a deux azotes tres 
stable. Cette grande stabllite de l'espèce CuH- 1 L résulte de I'impllcatlon 
de la chaîne laterale carboxylate portée par P ~ s p ,  de façon tres spkcifique 
avec le Cu (II). Le fragment N terminal du fibrinopeptide A étudi4 
précédemment pouvait modkliser la complexat ion avec I'extremit é N 
terminale, mais ceci supposait que l'on admette d'une part, que le peptide 
origfnal ne possède pas de structure orgariisee en solution capable d' 
empêcher la complexation, et d'autre part, qu'il n'existe pas dans la  
molécule de sites pouvant entrer en compétition avec les quatre premiers 
acides am Ines. 

Ces suppositions semblaient raisonnables, rrtais il était intéressant 
d'etudier la complexatlon de l'hexadécapept ide. 

Les résul tats obtenus montrent que les petits peptides peuvent être 
ut I l  ises comme modeles de structures pept id1 yues plus corriplexes. 



Les constantes de protonat ion pour le f i br inapep t ide A sont données 
dans le tableau 1 .  

La première constante se rapporte à la  constante de protonation (KHL) 
de l'azote du groupe NH2 terminal alors que les autres constantes se 
rapportent la  protonat ion des fonctions carboxy lates. Le f i  brinopept ide A 
comporte dans sa séquence 5 f'onctions de ce type (2 Asp, 2 Glu et l a  
fonction carboxylique terminale) par conséquent les équilibres de 
protonation de ces groupes se recouvrent considérablement. 

Les constantes de stabi l i té des complexes avec le  Cu CI I) ainsi que la  
distribution des espèces sont donnkes respect2vernent daris le  tableau 1 et 
l a  figure 1 

On note la  prhsence de 4 espèces, successivement CUL, CuH- 1 L, CuH- 
2L et CuH-3L. Les deux espèces CUL et CuH-2L bien que présentes en 
solut ion, sont très minoritaires. Comme avec le f ragrrtent N terminal du 
fibrinopeptide A, on note une très forte stabilisation de l'espèce CuH-IL 
dans le rang de pH 5 - 9. Le même type d'observation a d6jà été f a i t  avec le 
tétrapeptide Ala- AspAla- As$? 

Les valeurs des paramètres spectroscopiques indiquent la  formation 
de deux types de complexes avec le Cu (Il) (tableau 2). Les espèces CuH- 1 L 
et CuH-3L apparaissent comme majoritaires en solution. Ces deux 
complexes sont les mêmes que ceux observés avec te tétrapeptide modèle 
Ala- AspSer-Gly. 

Les spectres de dichroïsme circulaire (figure 3 et  4) a pH 6 montrent 
une bande negative a 638 nm correspondant d une transition d-d. Oans l a  
rkglon U.V, on note une première bande négative à 300 rim et une deuxiéme 
bande positive A 252 nm. Ces deux bandes dichrofques correspondent 
respectivement Éi un transfert de charge N- (amide) ----3 Cu (II) et ;d un 
transfert de charge NH2 (amine) ----> Cu (II). A ce meme pH les 



paramétres calcules d'apres le spectre R.P.E montrent que 1' on est en 
présence d'un complexe faisant intervenir 2 azotes. 

A pH 9, le spectre dichroïque dans la region visible montre une bande 
d-d à 530 nm mais on remarque aussi la  presence d'un rCpaulernent Si 630 
nm, ceci traduit l a  presence de deux espioces. La rrierrie chose est constatee 
en spectroscopie d'absorption e t  sur les spectres R.P.E (figure 2). 

Lorsque le pH a atteint 10,S, on note sur les spectres de dichroïsme 
clrculatre un inversement des effets Cotton des bandes de transfert de 
charge (par rapport à pH 6) dans la regton U.V, traduisant un changement 
dans la nature du complexe forme. Les paramétres deduits des spectres 
d'absorpt !on et de R.P.E suggèrent la format Ion d'une espkce 9 4 azotes. 

Les resultats obtenus avec l'hexadécapeptide se revelent être 
identiques à ceux obtenus avec le tétrapept ide modèle. Ceci montre que, 
même si  le fibrinopeptide A posséde de par sa tail le une structure 
organisée en sol u t  Ion, ce1 le-ci ne géne pas la complexa t.ion. 

Dans les deux cas, la complexation debute toulours par I'extrémf té N 
term f na le, I'hexadécapep t ide ne possédant pas daris sa séquence 
d'aminoacldes comme la cyst,eine ou 1' histidtne dont la chaîne latérale 
pulsse servlr de pofnt d'ancrage pour la complexatlon. 

De la même façon, on remarque que c'est. la prkence du résidu d'acide 
aspart lque en deuxiéme position qut stabilise le complexe b deux azotes 
par l'intermédiaire de sa fonction B carboxy late, 

L' acide aspartique se trouve donc être un résidu spéciftque en ce qui 
concerne l a  complexation avec le cuivre CI I ), 

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



CHAPITRE II 

Complexation avec le cuivre (II) 



Tableau 1: Constantes de protonation du fibrinopeptide A e t  constantes de 
stabilité des complexes du Cu(ll) (exprimées en terme de Log B) 

Ligand LH LH2 LH3 ' LH4 LHr 

Flbrlnopeptide A 0.4 13.43 17.74 2 1.36 24.86 

Ligand CUL LuH- 1 L CUH-2L CuH-3L 

Fibrinopeptide A 7.31 2.4 -7.60 - 16.3 
Ala- Asp-Ser-Gly 6.63 2.16 -7.4 1 - 16,77 

C:ourbes de repart I tion des especec 
Fibrinopeptide A / Cu(ll) 

rapport 1 
f ig1~r.e 1 



Spectre d'absorption du fibrinopeptide A : Cu(l I l  rapport 1 / 1 

Figure 2 



Tableau 2 

Donnees spectroscopiquea pour le système fibrinopeptide A / Cu(I1) 

Li gand 

Ala-Asp-Ser-Gly (CUH-~L) 630 (83) 615 (t0.071b 2.26 185 
300 (-0.751' 
262 (+0.601d 

Plbrlnopeptlde A 

a : coefficient d'extinction molaire 
b : B+E d-d transition 
c : transfert de charge N- ----> Cu(I1) 
d : transfert de charge NH2 ----> Cu(I1) 



Spectre dichroïque U.V. du fibrinopeptide A : Cu(lI) rapport 1: 1 

Figure 3 



Spectre Oichroïque visible du fibrinopeptide A :  Cuill) rapport I/ 1 

Figure 4 



3. ETUDE DE LA COMPLEXATION AVEC LE CU (II) DE TETRAPEPTIDES 

COMPRENANT DEUX MOT l FS ASPART IQUES 

Les études potent lométriques morrtrent l'existence de quatre especes: 
CUL, CuH- 1 L, CuH-2L et  CuH-3L (figure 5). 

A bas pH, le premier complexe formé est l'espèce CUL. Si l'on 
considère l a  constante de formation de ce cornplexe (tableau 31, on 
remarque qu'elle est similaire à celle trouvée pour Asp-Ala-Ala-Ala, tout 
en étant trés supérieure à la constante de formation de Cut relative au 
systéme tétraalanine. L'espéce CUL se trouve donc stabilisée. 

Les données spectroscopiques (dichroïsme circulaire) ne montrent pas 
de bande de transfert de charge a 300 nrn, donc la  participation de l'azote 
d'une liaison amide dans le complexe est a exclure. Par contre, on remarque 
un leger épaulement à 238 nm suggérant un transfert de charge COO' ---- r 
Cu ( I l )  et une autre bande négative due ii un transfert de charge NHp-- - ->  
Cu (Il) (figure 6 et 7). 

Par ai l leurs, les autres donnees spectroscopiques (absorption et 
résonance paramagnét ique electronique) indiquent 1a format ion d'un 
complexe à 1 azote ( tableaux 5 et  6). 

Toutes les donnees montrent que l'espece CUL (indétectable 
spectroscopSquement dans le système tetraalanine), résulte de la  
formation d'un complexe impliquant d'une part, l a  fonction amine terminale 
et d'autre part l a  fonction 13 carboxylate du premier acide aspartique, 
L'accroissement de stabi l i té de l'espèce a 1 N est due a la  présence de la  
fonction D carboxylate. 

Dans les domaines de pH supt5rieurs, l a  potentiométrie et l a  
spectroscopie montrent l'apparition successive des 3 espèces CuH- 1 L, 
CUH-2L et CuH-3L. 



Les constantes de formation de ces especes sont tres proches de 
celles trouvkes tant avec Asp- Ala- Ala- Asp qu'avec le systeme 
tktraalanine 

D'autre part eri spectroscopie, or\ constate l a  disyar,ition de la bande 
de transfert de charge correspondant a la transition C O '  ----> Cu (II) dès 
pH 6,6 , mals on note l'apparition d'une bande de tr.ansfert de charge vers 
305 nm due à l a  transition N' - - - -> Cu ( 1  I ). 

Toutes les données spectroscopiques (tableaux 4,s  et 6) montrent que 
les espèces CUH- 1 L, CuH-2L et CuH-3L sorrt respectivement des espéces à 
2, 3 et 4 azotes. 

Enfin en ce qui concerrie l'eçpece CuH-3L, l a  constante formation 
relatlve Si ce complexe est identique t~ celle observée pour tétraalanine. La 
presence d'une fonction B carboxylate en quatriéme position dans la chaîne 
peptldlque ne paraCt donc pas avoir d'inf luerrce sur l a  stabi l i te de I'espéce 
formée. 

L'apparl t ion d'une espèce a 1 azote detectable spect roscopiquement 
met en évidence l a  participation de la  fonction O carboxylate dans la  
stabilisation du complexe. 

La fonction B carboxylate du résidu d'acide aspartique en quatriéme 
posl t ion dans la séquence pept i dique n'engendre pas de stabil isation accrue 
de l'espéce à 4 azotes, cette fonction ne doit donc pas etre tmpliquee dans 
la  formation de cette esploce. 



Tableau 3 : Constantes de formation des complexes de Asp-Ala-Ala-Asp avec le CulII) 

comparees h celles d'autres tetrapeptides. 

LogP des valeurs 

L i gand ( CuHL 1 (CUL) (CUH-~L) (CUH-~L) (CUH-~L) 

Asp-A 1 a-A l a- 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) 

A 1 a-A 1 a-A 1 a- 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 

Courbe de dtst fbutlon des espSces 
Asp-Ala- Ala- Asp / Cu( 1 1 i rapport 1 

figure 5 



TABLEAU 4 : Valeurs des maxima en dichroïsme circulaire pour le systeme Asp-Ala-Ala-Asp , 

C U C I I L  = 2.10-3 W I 

-- 

PH Xmax A €  Attribution Espéce 

5.65 700 -0.1 Transitions B et E 
280 -0.1 TC NHZ ----> Cu(I1) 1 N 
240 t0.48 TC COO' ---- > Cu(I1) 

8.85 570 -0.35 Transitions B et E 

310 +O .50 TC N' ---- > Cu(II> 
275 -0.45 TG NH2 ---- > Cu(I1) 3N 

240 t0.50 Intraligand 

10.67 530 -0.70 Transitions B et E 
305 t0.45 TC N' ----> Cu(11) 4N . 

270 -1.50 TC NH2 ----> Cu(I1) 

TABLEAU 6 : Valeurs des paramétres hmax et E calculees h part Ir des spectres 
d'absorption 

PH A max E Espéce 



Spectre dichroïque U.V de Asp-Ala-Ala-Asp / Cu(Il1 rapport 1 
figure 6 



Spectre dichroïque visible de Asp-Ala-Ala-Asp / Cu(ll) rapport 1 
figure 7 



TABLEAU 5 : Valeurs des paramCtres A//  et g// calcult$es h partir des spectres de R.P.E 



Là encore, les études potentiometriques montrent l'existence de 4 
espèces, bien que les stabil i tés des espèces formees diffèrent de façon 
significative (tableau 7 et figure 9). 

A bas pH, le premier complexe formé correspond à Yespece CUL. Celle- 
c i  de stabi l l te falble ne peut @tre détectee spectroscoplquernent , tout 
comme dans le systeme tétraalanine, On cor~state cependant que la 
constante de stabi l i té de l'espèce CUL est relativerrient plus élevée que 
celle observée avec tétraalanine, ceci pouvant provenlr de l a  conformation 
adoptee par le  peptide en solution. 

Lorsque le pH augmente, on note la  formation de I'espéce CuH- 1 L, tres 
stable dans le domaine de pH 6 - 9. Si l'on corrsidkre la  constante de 
formation de cette espèce (tableau 71, on remarque qu'elle est similaire à 
celles trouvees pour les peptides Ala- Asp Ala-Ala, l e  fragment N terminal 
du fibrinopeptide A et  le fibrinopeptide A lui-meme. Par rapport au 
systbme tétraalanine, la  stabi l i té de I'espéce CuH-IL se trouve 
considérablement accrue. Ceci implique donc, comme pour les peptides 
c i  tes préckdemment, une participation de la fonction B carboxylate dans la  
formation du complexe. 

Quand le pH augmente, il y a apparition successive des espèces CuH- 
2L ( par ai 1 leurs indetectable spectroscopiquement) et. CuH-3L. On peut 
noter que les constantes de stabi 1 f t 6 de ces deux especes sorit tres proches 
de ce1 les trouvées pour Ala- AspAla-Ala et Ala- AspSer-Gly, I I n'y a par 
conséquent pas d'accroissement de stabi l i té de ces deux espéces et donc le 
résidu d'ac ide aspart ique en qua tr i éme pos i t f on clans 1 a séquence 
peptidique ne parttcfpe pas 9 la stabilisation de ces deux complexes. 

En spectroscopie d'absorption (tableau 8 e t  figure 101, entre pH 6,13 
et  8,7, le maximum d'absorptfon de la transition d-d se situe B 630 nm soit 
Ci une valeur tres légèrement inférieure à ce1 le normalement attendue pour 
un complexe à 2 azotes (39). 

Lorsque le pH augmente le maximum d'absorption de la  transit ion d-d 
atteint l a  valeur de 525 nm caractkristique du complexe A 4 azotes, 



Les spectres de dichroïsme circulaire d pH 7, montrent dans la region 
visible une bande négative à 610 nm et une bande positive a 580 nm 
correspondant aux transitions d-ci du métal (tableau 9, figures 1 1 et 12). 

Les bandes de transfert de charge Ci 300 e t  260 nrri correspondent 
respectivement à un transfert de charge N' ----) Cu Ili) et à un transfert 
de charge NH2 -----> Cu (Il). 

les spectres RPE Si pH 7 sont caractt!ristlques de l'espèce a 2 azotes tandis 
qu' à pH 10 i l s  correspondent Si l'espèce à 4 azotes (tableau 10). 

L'ensemble des données potent tometriques et spectroscoplques montrent 
clairement que l'espèce CuH- 1 L, complexe à 2 azotes, est comme pour Ala- 
AspAla-Ala, fortement stabilisée, cecf resultant de la partlclpatlon de l a  
fonction (3 carboxylate à la  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 à 3 et 4 azotes, par rapport au 
tétraalanine; il est donc clair que la fonction 0 carboxylate du résidu 
d'aclde aspartique en 4 eme posltion dans la  sequençe peptldique, n'est pas 
Impl iqu4e dans la complexat ion. 



TABLEAU 7 : Constantes de formation des complexes de Ala-Asp-Ala-Asp comparees h celles 

d'autres tetrapeptldes. 

Ll gand (CuHL) (CUL) (CUH-~L) ( CUH-~L) (CUH-~L) 

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

A 1 a-Asp-A 1 a-A l a - 6.27(5) 1.97(1) -7.77(3) -17.65(2) 

A 1 a-A l a-Al a- 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(1) 

Ala-Ala-Ala-Ala - 4.77 -0.45 -8.09 -17.33 

Courbes de dist r i  but ion des espSces 
Ala- Asp- Aia- Asp Cu(ll) rapport t 

figure 9 



TABLEAU 8 : Valeurs des parametres max et E cal cul des h partir des spectres 
d'absorption 

PH 1 max E: EspCce 

TABLEAU 9 : Valeurs des maxima en dichroTsme circulaire pour le systeme Ala-Asp-Ala-Asp / 

CU(II). = 2.10-3 M/I 

PH Am, (nm) A &  Attribution Espbce 

7.07 610 -0.02 B 

580 +O .O2 E 2N 

30 O -0.60 TC N' ----> Cu(I1) 

260 t0.70 TC NHs ----> CU( II) 

530 -0.70 Transition B et E 
303 +O.  50 TC N- ----> Cu(I1) 

270 -1 .O0 TC NH2 ---- > Cu(11) 
230 t1 .8  Intraligand 



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

figure 10 

& 



Spectre dichroïque U.V. de Ala-Asp-Ala-Asp / Cu(l l) 
rapport 1 

figure l l 



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

figure 12 



TABLEAU 10 : Valeurs des paramktres A// et gi/ calculCes h partlr des spectres de R.P.E . 



Le: constantes de stabilltk des complexes sont donnees cians le 
tableau 11 .  

Lorsque I'on considere la dic~tribution des espéces (figure 133, on note 
la formation de trois con?plexes entre pH 4 et 10. CUL, CuH- IL, Cuk-2L. 

Cependant deux espèces sont majoritaires, il s'agit de CuH- 1 L et CuH- 
2L. Les constantes de stabllitts de ces deux complexes sont respectivement 
similaires à celle obtenues pour Ala-..4,vAla-Ala et Ala-Ala-AspAla 
(tableau I 1 )  et leurs valeurs suggerent la partlcipatfon de la  fonction J3 
carboxylate dans la format ion des complexes, 

Les résul taés patent iométriques montrent que I'on est dans le cas ou 
deux r&sidus d'acide aspart ique peuvent être Impl iqués successlvemen t 
dans l a  formation de complexes avec le Cu (II). 

En dlchro'isme circulaire, à pH 6,0 dans la rkglon vlslble, on note une 
bande pour la transl t Ion d-d negat ive (figure 1 41, alors que dans, la région 
U.V (figure 15) apparaissent deux bandes de transfert de charge B 295 nm 
et Ct 260 nm correspondant respectivement 9 un transfert de charge N- --- 
-> Cu (Il) e t  NH2 ----1 Cu (Il). 

Enfin en RPE, les valeurs des paramètres A// et g / /  (tableau 141, en 
accord avec les autres donnees spectroscopiques (tableau 12,131 indiquent 
que I'espéce CuH- 1 L est un complexe d 2 azotes. 

Lorsque le pH atteint 9, on constate dans la  region U.V des spectres 
dichrolques, un changement de signe de l'effet Cotton des deux bandes 
observees précedemment (pH 6) traduisant un changement dans la 
structure du complexe forme. De plus apparait d 240 nm une bande de 
transfert de charge montrant clairement l'interaction Cm' ----> Cu ( 1  I ). 

L'ensemble des données spectroscuplques montrent que l'espéce CuH- 
2L est une espéce à 3 azotes (figures 14,15,161. 



Lorsque le PH augrrlcrnts- pol.Jr atteindre 10,9 or1 remarque qu'il n'y a pas 
de charigemerit dari5 les y ar arrietres spectf oJcoprques L'espece a 3 azotes 
dans ce dofriatne de pH est. l a  derrrlere formée - 

La stabil i té des complexes CuH- IL et  . CuH-2L, formés 
successivement, montre l'importance des résidus d'acide aspartique en 
2éme et 3éme positions dans la  sequence peptidique. 

La grande stabi l i té de l'espece CuH-2L, complexe impl lquant 3 azotes, 
dans lequel la fonction 01 carboxylate de l'Asp en troisieme posltion se 
trouve engagee, empêcherait l a  deprotonation de l a  troisleme fonction 
amide et par conséquent la  format ion de l'espece a 4 azotes. 



TABLEAU 1 1  Constantes de formation des complexes de Ala-Asp-Asp-Ala comparees h celles 

d'autres tetrapeptldes. 

Li gand (CuHL) (CUL) ( CUH,~ L) ( CUH-~L) (CUH-~L) 

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 

Courbes de distribut ion des espèces 
Ala-Asp-Asp-Ala / Cu(l l) rapport 1 

figure 13 



TABLEAU 12 : Valeurs des maxima en dichroTsme circulaire pour le systeme Ala-Asp-Asp-Ala / 

CU(II). = 2.10-3 MA 

P H X m a x ( n m )  Ar Attribution Espet ce 

6.00 650 -0 ,O6 Transitions B et E 
295 -0.30 TC N' ----> Cu(I1) 2N 

TABLEAU 13 : Valeurs des parametres Xmax et E: calculees h part Ir des spectres 
d'absorp t i on 

PH A max E Espece 



Spectre dlchrolque visible de Ala-Asp-Asp-Ala / Cu(l l )  
rapport I 

figure 14 



Spectre dichroïque U.V. de Ala- Asp- Asp- Aia / Cu( l l ) 
rapport 1 

figure 15 



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

figure 16 



TABLEAU 14 : Valeurs des pararnetres A// et  g// calculCas h partir des spectres de R . P . E  



Les donnees potent iometrlques f lgure 1 7 et tableau 1 5 montrent la 
presence de 3 especes respectivement CuHL, CUL et CIJH-2L. On note une 
grande simllitude des constantes de stabilité avec Ala-Ala-Asp-Ala. 

Le tableau 17 e t  la figure 20 presentent les valeurs de h ma% et  c ma% 
en fonction du pH. 

De même, les spectres dlchroïques a pH 7.43 (tableau 16) donnent les 
bandes caracteristtques des transitions d-d et  des interactions N' ---- > 
Cu(ll), NH2 ----> Cu(l1). En effet, dans la région visible (figure 181, les 
spectres présentent deux bandes : 

- une bande negatlve vers 590 nm, d' inten~ite Ac = -0.2, attribuée il la  
transition 0 

- une bande posltive ;5 490 nm, d'intensité Ac = +0.1 attribut% à la 
transition E 

Dans la région U.V., toujours au même pH l e  spectre dichrolque présente 2 
bandes (figure 1 91 : 

- la première à 300 nm d'intensite relativement importante correspond Ei 
un transfert de charge N- (amide) ----> Cu(ll) 

- la deuxième à 270 nm, négative e t  très intense, est attribuée à un 
transfert de charge NH2 (amine) ----> Cu0 1) 

Les données RPE (tableau18) e t  de spectroscopie d'absorption 
corroborent les résultats obtenus en dichroïsme circulaire et montrent que 
1' espéce considérée est un complexe impliquant 3 azotes. 



Conclusion : 

L'absence du complexe 21 4 azotes doit être due 2I l a  stabilite 
exceptionnelle du complexe à 3 azotes qui est forme à part ir  de l'amine N 
terminale, des deux azotes de la première et seconde liaison pept idique et 
de la fonction i3-carboxylate. Cette extra-stabilité defavorise la 
d&protonation de la troisème liaison amide et empec'he la  formation du 
complexe à 4 azotes. 



TABLEAU 15 Constantes de formation des complexes de Ala-Ala-Asp-Asp comparées h celles 

d'autres tetrapeptldes. 

Ligand (CuHL) (CUL) ( CuH, IL ) ( C U H - ~ L  1 ( CUH-~L  > 

Ala-Ala-Asp-Ala - 5.36 O .5? -4.73 - 
Ala-Ala-Ala-Ala - 4.77 -0.45 -8.09 -17.33 

Courbes de dlstri but ion des espèces 
Ala-Ala-Asp-Asp / Cu0 1 )  rapport 1 

figure 15 



TABLEAU 16 : Valeurs des maxima en dichroTsme circulaire pour le système Ala-Ala-Asp-Asp 

CUCII). c = 2.10-3 M/I 

P H A ma, (lm) A &  Attribution Espkce 

5.35 600 -.O5 Transitions B et E 

255 t0.5 TC NHs ---- > CU(II) 1 N 

590 -0.20 Transition B 

490 +O. 10 Transition E 

30 0 t0.50 TC N' ---- > Cu(I1) 
270 -1.30 TC NHs ---- > Cu(I1) 3N 

TABLEAU 17 : Valeurs des paramétres X m a x  et E calculées partir des spectres 
d' absorp t ion 

PH A max E. Espece 



Spectre dichrolque v is ib le  de Ala-Ala-Asp-Asp / Cu(ll) 
rapport 1 

figure 1 8 



Spectre dichroïque U.V. de Ala-Ala-Asp-Asp / Cu0 1 )  
rapport 1 

figure 19 



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

figure 20 



TABLEAU 18 : Valeurs des parametres A// et g// calculees h partir des spectres de R . P . 8  

PH W /  9// Espèce 



4. ETUDE DE COMPLEXATION DE ASP-ASP-ASP AVEC LE CU (II) 

Les etudes ci-dessus montrent que I'insert lan d'un rtisidu d'acide 
aspart lque en premiere, deux l &me ou t.rolsl&nie post tlon dans une séquence 
peptidique (en partant de 1' extrkmité N t.ermtnale). 8 une Importance 
consldkrable sur la st,abll i t.e des complexes formes 

L'insertion d'un résidu d'acide aspartique en quatrieme position dans 
la séquence semble par contre n'avolr aucun impact., 

Pour eonf lrmer cecl de façon plus précise, nous avons choisi d'étudier 
le systeme Asp-Asp-Asp. 

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

Si  l'on se réfere au systeme triglyclne (tableau 191, on constate que 
l'espèce CUL est trés fortement stabilisee (A loyB = 2,751 et qu'a pH 4 3 ,  
seulement 25 R du Cu ( 1 1 )  reste non complexe alors que plus de 50 % forme 
un complexe avec l'espéce CUL (figure 2 1 1, 

Lorsque le pH est Iégbrement superleur 5, on note l'apparition de 
l'espece CuH- 11, tr&s stable jusqu'A pH 73 ,  Les spectres de dlchro'lsme 
circulaire montrent dans la région U.V deux bandes de transfert de charge, 
la premiére 8 305 nm, la deuxiéme a 260 nm, correspondant 
respectivement il un transfert de charge N- ----3 Cu (II) et  NH2 ---- ) 
Cu( l l (f lgures 22,23 et tableau 20). 

Comme II a dé JCi été constate préceidemment, la bande de transfert de 
charge correspondant au TC COO- ----> Cu (II), n'est pas observable, 
cependant I'accroissemen t de s tabi Il té  du complexe par rapport au systeme 
trlgly (A logB = 3,061 suggère I'implicatlon de la ?'onct.ion fl carb0xylat.e 
dans la format Ion de I'espéce CuH- 1 L. 

Les données RPE (tableau 2 1 et les spectres d'absorpt Ion ( f  lgures 24, 
24 bis et tableau 22) sont caractéristiques d'une espèce faisant int.ervenir 
deux azotes. 



D'autre part, ce complexe a deux azotes étarit trés fortement stabi l isë. 
par la fonction carboxylate, orr remarque que dhjd a pH 5 il n'y a plus de 
cuivre libre en solution, alors que pour le système thtraalanine le cuivre II 
est présent en solution jusqu'à pH 7. 

Des pH 8,2 on asslste à la format ion de l'espéce CuH-2l. qui se révele, 
d'aprés les parametres spectroscopiques, étre une espéce a 3 azotes. 

De la même façon, en potentiométrle, on constate une stabilité accrue de 
cette espéce par rapport a l a  mCme espèce dans le systerne trigly. Ceci, là 
encore, résulte de la presence de la fonction B carboxylate du résidu 
d'acf de aspartique en troisiéme position dans la séquence pept idique qui 
intervient dans l a  formation et la stabilisation du complexe. 

Cette étude corrobore toutes les observations faites précédemment et 
montre clairement que les trois premiers résidus d'aclde aspartlque dans 
une séquence pept ldique sont impliqués successivement et stabll isent 
fortement les complexes formés avec le Cu ( 1  Il. 



TABLEAU 19 : Constantes de formation des complexes de Asp-Asp-Asp comparees h celles du 

systéme Gly-Gly-Gly. 

L 1 gand (CuHL) (CUL) (CUH-~L) (CUH-~L) (CUH-~L) 

Asp-Asp-Asp 12.00(4) 7.83(2) 3.03(2) -5.34(3) - 

Courbes de distribut ion des espèces 
Asp- Asp- Asp / Cu( l Il rapport 1 

figure 2 1 



TABLEAU 20:Valeurs des maxima en dlchro7sme circulaire pour le systeme Asp-Asp-Asp / 

CU(II). c = 2.10'3 M/I 

PH A ma* ("ml A c  Attribution Espèce 

7.25 625 +O .O8 Transition B et E 

305 -0.25 TC N' ----> Cu(I1) 2N 

260 +O, 60 TC NH2 ----> Cu(II> 

TABLEAU 22 r Valeurs des parametres max et c calculees A part lr des spectres 
d' absorp t i on 

PH A max E ~spece 



Spectre dichrolque U.V. de Asp- Asp- Asp / Cu( l l 
rapport 1 

figure 22 



Spectre dlchrolque vlsible de Asp-Asp-Asp / Cu(l l )  
rapport 1 

figure 23 



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

figure 24 



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

figure 24 bis 



TABLEAU 21 : Valeurs des paramCtres A// et g// calculees h partlr des spectres de R . P . E  



5. CONCLUSION GENERALE 

Si comme il a kt4 d i t  précédemment, les trois premiers résidus 
d'acide aspartique dans une séquence peptidique peuvent être impliqués 
successivement dans \a formation de complexes avec l e  Cu ( I l )  et les 
stabiliser, l a  fonction 13 carboxylate de l'acide aspartique en quatrierne 
posltlon se revele (Itre inefficace et n'a pas d'Influence stgnif'icatlve sur la 
stabilisation des complexes formés. 

Cecl semble du au fa i t  que lorsque l'espécé 4 N se f'orme, tous les 
s l  tes de liaisons sont déja occupes dans l e  plan equatorial par les atomes 
donneurs potentiels. 

Par conséquent, la  stabilisation des complexes par l'Intermédiaire de 
l a  fonction B carboxylate ne peut avoir lieu que lorsqu'il existe une 
posslbillté de coordination avec le Cu (Il) dans le plan équatorial. 
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I . INTRODUCTION 

De nombreuses etudes ont éte entreprises c m e r n m t  les interactions 
Zn(l1) - peptides, plus particulièrement avec des di  et tetraeptldes Les 
&tudes portant sur des dipept ides comportant daris leur sequence Gfy, Ala, 
Leu et Pro montrent que contrairement à ce qui a éte observé pour te 
cuivre, l e  zinc est incapable de déprotoner l a  fonction amide ( 1  et dans ce 
cas les sites majeurs de complexatlon sont la  fonction amine terminale et  
l a  fonction carbonyle. 

Cependant, des études potent iométriques et spectrosc.opiques ( 1 H 
NMR) ont montre que dans des skquences particulières tel les que Ala-HIS 
et Gly-His, le Zn(ll) étai t  capable de déprotoner le  groupement amide de 
l'histidine a haut pH (2). Les dkplacements chimiques abserves montrent 
que le zinc, dans ce cas, peut se complexer par l'intermediaire de l'azote N 
terminal, de l'azote déproton6 de la liaison amide et  enfin de l'azote du 
cycle imidazole. Les complexes du zinc avec His-Gly et Gly-His ont aussi 
fa i t  l'objet d'études et dans le cas de Gly-His, l'espèce ZnH-2L a pu être 
mise en évidence. L'addition de un ou deux résidus de Gly dans la séquence 
n'empeche pas la  cornplexat Ion du zinc par l'intertn&dialt*e des trois atomes 
d'azote donneurs. Lorsque I'hist idine occupe la première position dans la 
séquence peptldique (His-Phe, Hfs-Tyr), la deprototiation de la Ilaison 
amide ne peut se produire. 

Les complexes de zinc avec les dipeptides cycltques te ls que cyclo- 
(Gly-HIs) et cyclo-(Met-His) ont montré, sur l a  base des 4tudes RMN et  
potentiométriques, que le  zinc formait un complexe tétraédrique avec les 
quatre atomes d'azote des résidus histidines. 

D'autres études ont porté sur la  complexation du zinc(l l) avec des 
tripeptides tels que Gly-His-Gly et Gly-His-Lys (3).  La spectroscopie de 
rksonance magnét lque nucleaire montre que t'on trouve pour le cycle 
imidazole au moins t ro is  environnements différents. En partlculier l a  
presence du complexe Zn0 1)-(His-Giy-HisQ a pu etre détectee tout en se 



revélant pH dependante. A pH physlalogique, le ZnCII) forme avec Gly-His- 
Lys un complexe dans lequel se trouve Imptiqu4 l'azote déproton4 de la  
fonction amine (Gly), l'azote déprotoné de la  liaison arriide (Gly-His) et 
l'azote porté par le cycle imidazale de l'histidine, la f'onc.tion amine de la  
lysine restant sous forme protonee (4). 

La complexation du zirrc(l l) ainsi que la  cinetique de formation des 
complexes avec le gluthation y-Glu-Cys-Gly ont l a i t  l'objet d'études dans 
le domaine de pH 4,s - 5 (5). Les différentes etudes prouvent que c'est 
essentiellement l'atome de souffre qui est irrrpllqu6 daris la  complexation. 

Compte- tenu des données disponibles dans la  lit térature concernant des 
peptides incluant dans leur skquence des acides amines a chaîne latérale 
(His, Cys), il étalt intéressant d'évaluer la capactte de con~plexation de 
l'ac l de aspart lque, et plus part icul iérement le comportement de la f onct f on 
ecarboxylate vis d vis du zinc(! I ). 

2. ETUDE DE LA COMPLEXATION DE PEPTIDES A MOT-IFS 
ASPARTIQUES PAR LE ZINC(I 1)  

L'analyse des résultats potentiométriques (flgure 1 et tableau 1 )  
montre la format ion des espéces ZnL, ZnH- 1 L et ZnH-2L. 

Le premier complexe formé est ZnL. Cette espece est largement 
prédominante dans le domaine de pH 6 - 8. La stabilité relative de ce 
complexe peut être explique par la participation de la  fonctfon P- 
carboxylate dans la forrr~atlon du complexe, 



Dans le but de confirmer les sites de cuordiriation de Zn(ll), les 
spectres 1 H RMN du peptide libre e t  du peptide complexe ont et4 analysés a 
PD 7,5, 

L'attribution des pics de résonance du peptide l ibre a été menée par 
pH t l trat lon (figure 2). 

La compiexation du peptide par l e  Zinc entra'lne une modification de 
l'aspect du spectre de RMN du proton (figure 3) ,  

Les protons P- CH^ de 1 Asp, qui apparaissalent sous forme de 
multiplet dans le peptide libre, apparaissent sous forme de doublet dans le 
peptide complexe avec JACSJBC ( 5  Hz). 

S i  l'on consfdére d'une part la frequence moyenne de ce doublet 
( 1087.4 Hz) et d'autre part les frkquences UA et ug (respectivement 1052 
Hz et 1040 Hz) pour le  peptide libre on constate des déplacements 
respectifs pour UA et ue, de 0,09 ppm et 0,13 ppm. 

Les déplacements chimiques sont relat ivernent faibles dans la  rnesure 
où l e  zinc forme des complexes relativement faible avec. le lfyand. 

D'autre part le proton a CH de 1Asp apparalt sous la forme dune large 
bande centree A 1640,3 Hz dans le pept ide complexé sol t un déplacement de 
0,04 ppm (par rapport au pept Ide Il bre). En ce qui concerne le pept Ide I t bre, 
le rotamere I (tableau 2 et figure 4) possède la fraction molaire la plus 
importante, ce qui est en accord avec la présence d'un encornbrement 
stkrlque minimum, Par contre, s i  l'on considbre le peptide complex4, il y a 
accroissement de la population du rotamére III (figure 4) ou le zinc peut 
être complexé par I'tntermédfalre des fonctions amine terminale, B- 
carboxy late et le groupe carbonyle (figure 5). 



5 ti ' .+ ,r ,. .:cg:? :i?!-? 5 ::,l.i';+ ';:$ fJlslrlbutton des eçpèces, or\ note là 
~ S F  .i;e $YEeTi:i 2 x ::$"$; ? /  8 stale c~freçpm&mt A I'eçpke Z n t  
~tffttse fm 5 5 r: :P S ' 9 x 5  6 ,  tableau 3). Sa stabiltté est toutefors 

m 
Eri 5, W h  r : f  i x :yr;xc I l  'pectre du peptide l ibre et le spectre du 

cmg*txe 1: 7 +! 8j, la modification majeure est celle qui 
wxalr ~.r'~s !o r:!'ç a 1 P 5 p  En effet le  quartet (UC = 1731.4) 

It carfi 3s fn~i" ,  F.'rfr j i c &  sws l a  forme d'une large bande centrée 
a 167'3 +ir s~:~: J 3~ %c?"l+~it chlmique de 0,15 ppm par rapport au 
pe@ita&? :??$lPc 

Le. %a$w,~i ,m ff,Ixrteres (tableau 4) calculees pour te peptide 
ttme mw$trwg.8 arc c rfJ:arr:crc I est majoritaire, ce qui est conforme au 
résultat cclcP:.;:c.-t+rk1~ aes contraintes stériques. 

Par CC$E~*J@ y2.x ib irekt 1 de complexe, on assiste a un accroissement du 
c m t ~  M r I alors que le r o t m è r e  III décroit 

consi *ab f emer~i, f 7% 1 

L e s  rEsuititt8 ~~ te r~ t t om4 t r i ques  obtenus pour Asp-Ala-Ala-Asp et 
Asp-Asp-A%, mwl?rezrft que le zinc est incapable de déprotoner l a  liaison 
ami de 

S i  l'on considere les resultats potent~ométriques pour ces peptides, 
on constate que la stabi l i té de l'espèce ZnL est moindre et de plus on note 
que celle-cl diminue considkrablement lorsque l ~ l a  est. sulvie dans la 



séquence par un residu d'acide aspartique, avec une stabi l i t4  minimale 
obtenue pour le peptide Ala- Asp- Asp- Ala présentant deux résidus d'acide 
aspartique qui suivent l'alanine dans l'erichalnernent pept ldipue (figures 
9,10,1 I ,tableaux 5,6,7). 

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

Comme il a été mentionne précedemment dans le cas de Asp-Asp-Asp, 
l a  présence de Zinc stabilise considérablement le rot amère 1. D'autre part 
le pourcentage de rotamkre 1 II diminue très sensiblement par rapport au 
peptide libre. 

Dans le cas du peptide complexé, pour stabiliser le  rotamère 1, le  zinc 
doit interagir avec les fonctions amine terminale et kcarboxylate. Ce 
type de complexation exclut la participation de la  fonction carbonyle dans 
le complexe, alors qu'avec Asp- Ala- Ala- Asp, cette m&me fonction est 
impliquée dans le chélate. 

Neanmoins dans le cas de Asp-Asp-Asp, I'espkce ZnL est relativement 
stable comparée à Ala- Asp- Asp- Ala car la fonct ton Pcarboxylate 
stabilise le complexe, 

Dans le cas de Ala-Asp-Asp-Ala, la preserice d'un residu d'acide 
aspartique en seconde position exclut la coordination par la  fonct ion 
carbonyle. 

Les 4tudes menées avec le  fibrinopeptide A montrent une courbe de 
distribut ion des espéces trés simi laire a celle obtenue pour Ala-Asp-Asp- 
Ala, mais dans ce cas il est d i f f ic i le de conclure car nous ne disposons pas 
des données R.M.N. Le fibrinopeptide A comprenant dans sa séquence de 
nombreux amlnoacldes a chalne latérale carboxylique, on peut penser que 
ce peptlde adopte une conformation en solution rapprochant un groupe 
carboxylique du site de complexation N terminal. 



3. CONCLUSION 

Plus généralement, on peut dire que I'irnpllcatlon de la fonction 
carbonyle de la  première liaison peptidique dans la  formation de complexe 
avec l e  zinc est condit ionnée par la proximité de résidus d'acide aspartique 
dans la séquence peptidique, 

Lorsque l'acide aspartique est proche de la  liaison amide (P~sp), la 
coordination exclut la participation de C=O, mais 1orasque l'acide aspartique 
est plus éloigne la coordination par l'intermédiaire du groupe carbonyle se 
trouve beaucoup moins af f ectee, 

Il semble que ce soit  l'accumulation de charges r~égatives (CO'), et 
ceci est part icul iérement sensible dans le cas de Ala- Asp- Asp- Ala qui 
conditionne I'excluslon de la fonction carbonyle dans la  géométrie du 
complexe. 



Courbes de distribution des espèces de Asp-Ala-Alo-Asp/ in ( 1  I l  
rapport 2/ 1 

figure 1 

Tableau 1: Constantes de stabl l i tk 

Log B des valeurs 

Ligand 

Asp- Ala-Ala-Asp 4.88 -4.00 - 1 957 L a . -  



CHAPITRE III 

Complexation avec le  zinc (Il) 
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Tableau 2 

Paramètres 1 H RMN de Asp-Ala- Ala-Asp libre à pD 7.5 

v ~ ( H z )  vg(Hz) vc(Hz) J A C ( H Z ) J B C ( H ~ ) J A B ( H Z ) P I  PI1 Plll  

Parametres 1 H RMN de Asp-Ala-Ala-Asp complexk Ci pD 7.5 

VA(HZ) vg!Hz) v ~ ! H z )  JAC:(HZ)JBC(HZ)JAB(HZ)PI PI1 Plll  

Tableau 4 

Paramétres 1 H RMN de Asp- Asp- Asp libre à pD 7.5 

Parametres 1 H RMN de Asp-Asp-Asp complexe à pD 7.5 

VA (Hz) vg (Hz) vc(Hz) JAC(HZ) JBC (Hz) JAB (Hz) PI PI1 PlIl 



Structure du complexe ZnL pour Asp-Ala-Ala--Asp 

Figure 5 



Courbes de distribution des especes de Asp-Asp-Asp / Zri (l l) 
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figure 6 

Tableau 3: Constantes de stabilitb 

Log B des valeurs 
-- 

LI gand ZnL ZnH- IL ZnH-2L 







Courbes de distribution des espèces de Ala-Ala-Asp-Asp / Zn ( 1  1 )  
rapport 2/ 1 

figure 9 

Tableau 5: Constantes de stabilité 

Log B des valeurs 

Ala- Ala-Açp- Asp 



Courbes de distribution des espèces de Ala- Asp- Ala-Asp / Zn (l  l )  
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Tableau 6: Constantes de stabilité 

6.B ?,8 8.6 

Log B des valeurs 

Ligand ZnL ZnH- 1 L ZnH-2L 

Ala- ASP- Ala- ASP 4.09 -4.1 O - 12.86 



Courbes de d is t r ibut  ion des espèces de Ala-Asp-Asp-Ala/ Zn ( 1 1 ) 
rapport 21' 1 

figure 1 1  

Tableau 7: Constantes de s tab i l i té  

Log B des valeurs 

Ligand ZnL ZnH- 1 L ZnH-2L 



Courbes de distributiorr des espèces du Fibrinopeptide A/ Zn (Il) 
rapport 5/ 1 

figure 12 

Tableau 8: Constantes de stabilité 

Log B des valeurs 

Ligand ZnL ZnH- 1 L ZnH-2L 

Fibrinopeptlde A 
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ANNEXE THEORIQUE 

1. SPECTROSCOPIE U.V - VISIBLE 

Afin d'extraire des renseignements utiles d'un spectre ultraviolet ou 
visible, la  longueur d'onde du maximum d'absorption et son intensité 
doivent $tre mesurees avec précision. Le composé doit être dtssous daris un 
solvant convenablenierrt choisi, n'absorbant pas lui-même darrs l a  r egion a 
étudier Pour les peptides l'eau est un solvant ideal pour les études U V  - 
Visible 

De nombreux spectrophotomètres enreg~streurs fournissent 
directement la courbe de I'intensite de I'absorption en fonction de l a  
longueur d'onde 

L'intensité de l'absorption A ou la densite optique est dannke par l a  
relation: 

où 1 0  est l'intensité de la lumiere incidente et  I l'intensité de la lumlere 
transmise 

Le coefficient d'extinction moleculaii-e est donne par: 

ou c est la concentration moléculaire et 1 la traversee optique en cm. 

La mesure de E n'a de sens que si la l o i  de BEER LAMBERT est 

respectée. 



2.  DICHROISME CIRCULAIRE 

Une onde électrornaynét ique I ineairement polarisee peut étre 
considkrée comme la  résultante de deux composantes droite et gauche 
circulairement polarisees Lorsque cette onde traverse un rntlleu contenant 
des chromophores opt lquernent actifs, l'indice de ref raction des deux 
composants diffère, entraînant une rotation du plan de polarisation d'un 
angle a. On observe alors l e  phenomene de disperswn cipt~que rotatoire. Si 
l'onde se trouve sur une bande d'absorption optiquernent active, le 
coefficient d'extinction de chacune des composantes sera different. Ainsi 
le rayon emergent sera elliptiquement polarise (figure 1 )  e t  le mil ieu 
prksentera le phénomène de dichroisme circulaire La combinaison de 
l'absorption differentiel l e  et la  différence de transmission de la  lumiére 
polarisee droite ou gauche dans l a  region spectrëile ou se rianifeste une 
bande d'absorption upt iquement active est appelée "effet Cotton" II se 
manlfeste en dichrolsme circulaire par une variation de A& positive ou 
nkgat ive. 

L'el l ipticite \Y est reliée aux coefficients d'absorption droit ou 
gauche KG et Kg: 

\V = (KG-KD) 1 / b avec \V en radians 

t g  ip = a / b, a et b étant respectivement les grands et pet i ts  axes de 
l'el 1 ipse. 

Deux grandeurs ont ete introduites pour exprimer i 'e l l ipt ic i te d'une 
solutlon: 

L'el l ipt ic l t6 spécifique: 

(y) = y# l lc 

avec ip en degrés, 1 en dm et  c en g/ml.  



- L'elliptlclté molaire 

(0) = (v/)m/ 100 

M &tant la  masse molaire du soluté 

Le coef f icient d'absorption K est re l ié  au cuef t iclent d'ext inct loti 
molaire par la  relation: K = 2,303 k / 4 .  

ce qui entraîne que: 

(0) = 3300 A& (en degrés. cm2 declmole - 1  ) 

Le dichrographe fournit directement la  d~fférerice de densité optique: 

On obtient donc 0 = 3300 M A A s / Ic avec c en g/l, 1 en cm, AG-AD 

mesurée sur le spectre en mm et s (sensibilité) en mm-). 

La force rotationnelle RK permet de mesurer tes interactions entre un 
chromophore et son entourage asymétrique. Les phénomènes d'absorption et 
de dichroisme circulaire sont produits par des déplacements de charges 
induits par une onde électromagnetique en créant des dipoles électriques 

et magnétiques. Elle correspond a l'aire de la  bande en dichroisme 
circulaire. 

L'équation de RK, en prenant une transition située entre les etats 
6lectruniques a et b est: 

c'est a dire la  partie imaginaire du produit scalaire des moments de 
transition dipolaire électrique p e  et magnetique pm. 

L'équation devient en prenant comme angle entre les moments 
magnetiques (CL) et  klectrlque (p) : 





La transition sera active en dichroïsme circulatre s i  RK est non nul. 

3. ETUDE PAR RESONNANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (R.M.N.) 

La comparaison des spectres RMN des peptides l ibres et cornplexes apporte 
beaucoup de renseignements sur les si tes de complexation et la 
stéréochimie des complexes étudiés. L'étude par RMN, lorsqu'el le est 
possible permet de confirmer les données potent iornktriques. En effet,  l a  
déprotonation d'une fonction par un métal te l  que le Zinc ( I I )  entraîne le 
blindage des protons en fonction de leur proximité i 1,2,3). Le deplacement 
chimique de ces protons permet de connaître le ou les centres de 
depro tonat ton. 

Les acides amlnes que nous avons étudies présentent un spec.tre de type 
ABC (figure 2 )  correspondant a la resonance des unités CH-CH2 des résidus 
d'acide aspartique. Ces uni tés présentant une ac.t i v i  te crpt ique sont 
susceptibles d'introduire le phénomène de non kquivalence des protons 
géminés par une dissyrnëtrie moleculaire 

En solution un équilibre rapide s'etablit entre les trois rotamères 
représentes figure 3. La rotation se faisant autour de l a  liaison Ca - Cp. 

On peut determiner les constantes de couplage et les déplacements 

chimiques des protons HA, Hg et HC mais seules les constantes J A ~  et  VC 
sont obtenues avec assez de pr&cision. Les autres valeurs étant 
approxlmatlves, il est necessalre d'utiliser une methode de calcul pour les 
aff iner par itération Dans le cas du melange des rotameres, les 
déplacements chlmiques et  les constantes de couplage représentent la 
moyenne de ceux-ci pour chaque rotarnkre (4) 



Spectre de type A6C 

figure 2 



M . NH, 

Notation des rotaméres autour de l a  l ia ison C - C 

figure 3 



Karplus a proposé une rnet hode d'approximctt ion des constantes de 
couplages vicinales en fonction des angles de liaison CH de CH-CH2 pour 
les trois rotameres (51. 

L'evaluat ion des constantes de couplage gauche (36) et trans (JT) permet 
alors de déduire la  population des trois rotameres JAE) et JBC peuvent être 
rapportées aux fractions molaires des trois rotaméres'et aux parametres 
JG et JT, dus aux positions du proton HC relativement a HA et Hg par 
l'intermédiaire des équat Ions de Pachler (45. 

avec PI + Pl1 + Pll l  = 1 

donc JBC - JAC = (PI 1 - PI) (JT-JG) 

De ces kquations, on déduit les populations des différents rotameres: 

Les paramètres les plus utilis6s sont ceux proposes par Pachler (4 - 65 : 

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

La RPE est d'un apport rion negligealsle dans la  determination et 
l'examen des complexes. L'avantage de cet te technlyue c'est de n'et re 
sensible qu'aux atomes possédant un electron non apparie eri donnant des 
renseignements sur leur Iocalisat ion, leur environr\ernent e t  leur é ta t  
d'oxydation. 



Sous I'ef fet d'un charrip ëlec tromagnët ique dont la f requence se trouve 
dans l e  domaine des microondes, les électrons célibataires non appariés 
peuvent subir une transit ion d'état d'énergie. 

La diffkrence d'énergie entre les différents ktats varie de ri-ianiere 
Ilneaire selon le  champ applique Ho. 

E = variation d'énergie 

g = facteur spkc l r lque d'un radica 1 donnb 

B = magneton de Bohr 

Hg = intensité du champ (Gauss) 

V = frtiquence de la résonance 

Pour une valeur de champ donné si  un electron celibataire reçoit une 
énergie égale a hV, II l'absorbera et passera de I'fSItat d'énergie -1/2 a 

l'état + 1 /2 : c'est le phénoméiie de résonailce 

L'ton culvrique ( 4 ~ 0 ,  34% posskde un seul électron cél lbataire et un 
spin électronique total de 1/2. Sous l'action d'un champ magnétique et sans 
couplage hyperf ln, on observeral t une seule transit I on entre les niveaux 
énergétiques et une seule raie de résonance. 

En phase Ilquide, dans un milieu isotrope ou les niouvements sont 
rapides, on observerait une seule raie d'absorpt, ion de forme gausslenne 
dont la dérivée est simple. 

h~ = g iso B H ~  
En phase solide a 77"K, les ions Cu ( I l )  sont arranges dans un réseau 

cristallin ou repartis au hasard dans Urie rrratrfce amorphe, a ce moment la 
la forme de la raie n'est plus gaussienne. 
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4.1 . LES PARAMETRES DES SPECTRES RPE- 

4.1.1. LE FACTEUR g 

Le facteur g ou f ac.teur de décomposi t ibn spectroscoyique permet 
d'apprécier \e degré de localisation des eleçtrons non couplés qui 
provoquent l'absorpt ion RPE. 

Dans le cas des SubStanCeS cristal l ines le facteur g est une grandeur 
tensorielle et dépend de l'orientation du cr is ta l  étudié par rapport au 
champ magnetique. C'est afnsi que le facteur g peut fournir des 
informations sur la  symëtrie des champ locaux qui agissent sur l'électron 
A spin non coup'lb. 

g se décompose en gx, gy, g~ selon les t ro is  axes avec : 

On a dans ce cas un tenseur g a syrnetrle axiale caractkrisé par deux 
valeurs principales 

g// qui correspond a l a  direct ion paral lkle a Hg 

91 qui correspond aux direct ions perpendiculaires a Ho 

4,1.2. LE COUPLAGE HY PERFl N 

- Couplage isotrope 

L'absorption d'energie correspondrat t a une seule rate d'absorpt ion s' i  l 
n'y avait pas interaction des moments magnetiques de l'électron 
celibataire et des noyaux voisins. 

Le couplage hyperfin est un couplage de type magnetique entre 
l't5lectron C1 spin rion couple e t  le noyau de l'atorne correspondant. Le 
moment magnetique d'un noyau caracterise par un nombre quantique de spin 
nucleaire I peut occuper dans un champ magnétique statique Ho, 21 + 1 
positions différentes avec une probabilité égale. A chacune de ces 



positions correspond une des 21 + 1 valeurs poss~tiles du riombre quantique 
magnétique nuclkaire Im = - 1 ,  I + 1, ., I - 1 ,  1). Cela f a i t  qu'au champ 
magnétique constant Hg qui lève la dégenerescence de spin du niveau 
électronique, s'ajoutent SI + i champs mayriCrtiques locaux (corresponclant 
aux 21 + 1 orientations du moment magnetlque nucléaire) crees par l e  
noyau fi l'endroit ou se trouve l'électron 

Le spin nucléaire du cuivre ( 63cu ou 6 5 ~ ~ )  est kgal à i = 3/2. le 
cuivre possede donc 4 états de spln : t 3/2 e t  _+ I /S.  Cette interaction crée 
de ce fa i t  pour chaque état de spln de l'électron 21 + I soit quatre niveaux 
d'énergie posslbles. 

En fonction des regles de sëlection, quatre transitions seront 
autorlsées : on observe 4 raies d'absarpt ion avec une constante de couplage 
A égale à AH. 

- Couplage anisotrope 

En réalité, la représentation est encore plus simple puisque l e  
couplage hyperfin n'est pas isotrope. 11 existe un tenseur de couplage d 
symétrie axiale caracterise par: 

où Ax, Ay, AZ sont les trois valeurs de A selon les trois directions* Dans le 
cas de l'Ion  CU^* : A// }> A l  

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

Hr est la valeur du champ de rëférence du diphénylpiorylhydrazy1 
(DDPH) pour lequel gr = 2,0036: 

A// se l i t  directement sur le spectre. 



.- Largeur des rales 

La largeur et la forme de la raie dependent de la grandeur et de l a  
nature des interactions qui ont lieu dans l a  substance etudiée. 

Les valeurs de g e t  de A dépendent de l'orientation relative du champ 
e t  de l'ion (ou de l'atome) L'anisotropie peut etre rnodulée par les 
mouvements molkculaires : l 'effet anisotrope est attenuk si  les 
réorientations de I'iorr (ou de l'atome) sont trés rapides, le spectre est 
alors composé de rales fines (une raie fine correspond a un électron 
célibataire mobile, un spectre à rales larges est la preuve d'une mobil~té 
restreinte de l'ion, 
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CONCLUSION 



L'objectif principal de ce travail resldait daris I'etude de l'interaction 
de cations metalliques te ls  que le cu(ll) et  le Zn(ll) avec le fibrinopeptlde 
A et des ol igopept ides corripor t arit dans leur séquence deux ou t ro is  résidus 
d'acide aspartique (les autres résidus &tant des alanines) . 

La première partie de ce travail a donc c.orrsiste en la  synthese de ces 
peptides soit  en phase homogene soit en phase ge l  

La synth&se classique en phase homogéne nous a permis de preparer l e  
tripept ide Asp- Asp- Asp airrsi que tous les produits de départ necessaires 8 
la synthese en phase gel des tetrapept ides 

Nous avons alors dans un deuxième temps étudie la complexation des 
peptides preparés par des métaux biologiquement importants te ls  que le  
Cu(l1) et le  Zn(l1). 

Ainsi, iî l'aide de la spectroscopie electronique U.V.-Visible, du 
dichroïsme circulaire, de la  R.M.N. du proton, de l a  rksonance 
paramagnetique électronique et de la  potentiométrie, nous avons pu 
determiner les différents sites de complexation et la  structure des divers 
complexes formés en solution. 

Les résultats obtenus lors des etudes de l a  complexatiori du 
fibrinopeptide A avec le Cu(l1) rnontrent, cornme 11 avait de)a ete observé 
avec le fragment N terminal, que la chaine laterale B-carboxylate du 
second résidu d'acide aspartique joue un r6le trés spéci f ique dans 
l' interaction metal-peptide et dans la  grande stabi l i té de l'espèce C1 deux 
azotes formée a pH physiologique 

D'autre part cette &tude montre que de pet i ts peptides peuvent etre 
ut i l isés comme modéles de structures peptidiques plus complexes. 

En ce qui concerne I'ktude des oligopeptides comportant 2 ou 3 rtisidus 
d'acide aspartique dans leur sëquence, les resultats confirment le rdle 
spécifique de la chaîne latérale B-carboxylate dans l a  f'ormation et la  
stabilisation des complexes, mais montrent qu'un résidu d'acide aspartique 
en positlon 4 dans la skquence n'a pas d'influerrce signif k a t i v e  sur la  
stabil i té des complexes formes 



Par consequerit, 1a stabilisation des Qiffkrentes especeç par la 
fonction B-carboxylate ne peut avoir l ieu que lursqu'il existe une 
possibi l i te de coordinat ion avec l e  Cui I 1 )  dans le  plan equatorial 

Dans le cas du Zn(l l), les études réalisées (R.M.N. et potentiornetriei 
montrent que ce rnktal se révèle incapable de deprotorrer l a  liaison amide. 

D'autre part les sites de complexatiori du métal sont séquence 
dependan ts. 

En effet lorsque l'acide aspart t que occupe l a  prerriiere position dans la  
séquence peptidique, la  complexation fa i t  intervenir t ro is  sites: l a  
fonction amlne termlriale, l a  fonction B-carboxylate et la  fonction 
carbonyle (on note par ailleurs que la  chaîne latérale B-carboxylate 
stabll ise dans ce cas l'espèce ZnL). 

Cependant, lorsque l'acide aspartique se trouve en deuxikme position 
dans la  séquence peptidique, la  fonction carbonyle est exclue du s i te de 
complexat ion. Ceci est part icui ierement sensible pour le peptide Ala-Asp- 
Asp-Ala ou l a  seule fonction intervenant dans le complexe est la fonction 
am lne term~nale 



RiBsum6 

t'objectif principal de ce travail réside dans I'etude de l'interaction de car 

m6talliques tas que le Cu(ll) et le Zn(ll) avec le flbrinopeptida A et d e s  oligopepti 

"comportant dans leurs sequences deux ou trois résidus d'aclde aspartique. 

La premigre partie de ce travail a donc consist6 en la synthbse de ces pepti 

soit en phase homogene soit en phase gel. 

A ~'btde de la spectroscopie Uectronique U.V.-visible, du dichroIsme clrculalre, 

la R.M.N. du proton, de la résonance paramagn6tique électronique et de 

, po#enflom4trle, nous avons pu determiner les différents sltes de complexatk>n et la 

structure des divers complexes form6s en solution. 

Les reisultats obtenus Cors des études de la cornplexation du fibrinopepflde A mec 

le Cu(ll) montrent, comme il avait d&jd et4 observe avec le fragment N-tmkid, que la 

c)iaTS.ie icd'thcile 'P-carboxyiate du second résidu d'acide aspcKtique joue un r@e h&s 

spkMque dam 1'lnfet&t1on rnbtal-peptlde et dans la gwde stablH6 de i'esp&ce d 

d m  QZK3tes fomr4e !6 pH physlaloglque. i ' 

D'auhe part ce& montre que de petits peptides pe~ent'8be~~h!is4s 

eWnk  m9deies de ecturm .pepfldlques plus c&plexes. . . 

, : . #$ A .  t$/;.quf wWme 1'6tude des oligopeptides comportant 2 ou 3 r6sldils d'adde 
a&&d@u& ! ,  , , . d g i . : ~ ~  &qu&nc% les r4sultats confirment le rde sp6ciRque de ia chohb 
lat&de:&Earbayiqfe dans la fomdlon et iu stobillsation des complexer. mois montrent 

< qy'un t&k% . , ,  a&md!que en position 4 dans la &quelice n'q pas û'intkience 

, '& s& io Sr;~bitit$ des cornpiexes formes. 

DDns le cas du ~ntl l~ 'bs Ertudes r&&llsées (R.M.N. et potentiom8trie) montrent que 

oe mQtcal3 sa r&W lnoapable de deprotoner la lioison amlde. Lorsque Inadde asportique 

ocap§'lc3 R(M@re position dms la sequence pepndique, la c o m p l ~ # o n  fait Int8ivenir 

h& fie$ : to foncliai. amine temfnale, lo fonction p-carboxyfate et la fanefion oorb0ny(e. 1 
1 

,&pendant, larsque t'acide aspartique se trouve en deuxième position dans la 

88qqêfi& p&(ldiqua la fonction carbonyle est exclue du site de oomplexotion. C8d ett 

partknrl&rement sen9bie pour le peptide Ala-Asp-Asp-Ala od la seule fonction Intmenant 

dans le ~wnplexe est la fonction amfne terminale, 

Mots-Cles 

Complexation-Peptide Fibrinopeptide, A 

Cukne(tlFUnc(ll) V.V.-vislbie 

Acide as&ique-Alanine Dichroisrne circulaire . 

R.M.N. 

R.P.E. 


