
UNIVERSITÉ DE NEUCHATEL 
FACULTÉ DES SCIENCES 

COMPLEXES PEPTIDIQUES DU CUIVRE(II) 

AVEC DES ACIDES AMINÉS. 

ÉTUDES FONDÉES SUR LA PHÉNOMÉNOLOGIE 

DES SYSTÈMES BIOCHIMIQUES 

THÈSE 

présentée à la Faculté des Sciences 

par 

DANIEL PERRET 
ingénieur chimiste diplômé de l'Université de Neuchâtel 

pour l'obtention du grade de 
Docteur es Sciences 

INSTITUT DE CHIMIE 
DE L'UNIVERSITÉ DE Juin 1980 

N E U C H A T E L F- Stettler - DISS-PRINT- Frlbourg 



IMPRIMATUR POUR LA THÈSE 

Complezes..-p.eptidi.ques..du..cuiyr.eClI.)....8.Ye.c,..,de.S-. 

acides..aminés., ^wd§.ß„.fp|iMe.8...s.yr...la„£heno-. 

ménologie des systèmes biochimiques. 

de M .onsi.eur...JJ.aniel,Perret 

UNIVERSITÉ DE NEUCHATEL 
FACULTÉ DES SCIENCES 

La Faculté des sciences de l'Université de Neuchâtel, 
sur le rapport des membres du jury, 

Messieurs , l e s .professeurs .P.-...Eaccini^ 

.K....,.B,erjiauer_e.t..A....Z^ 

autorise l'impression de la présente thèse. 

Neuchâtel, le 6.aout...l98o 

Le doyen: 

K. Bernauer 



A Lucky 

A mes parents 



".Ce que l 'on s a i t , savoir qu'on le 

s a i t j ce qu'on ne s a i t pas, savoir 

qu'on ne le sa i t pas: vo i là le 

vér i tab le savoir " 

Con fuc ius 



REMERCIEMENTS 

Ce t rava i l a été effectué de mars 1976 à décembre 1979 dans les 

laboratoires de chimie inorganique de l 'Un ivers i té de NeuchStel. 

J'exprime ma reconnaissance ä M. le prof . Baccini , directeur de 

thèse, pour ses conseils judic ieux et didact iques, ainsi que 

pour son rô le de manager. 

Je remercie M. le prof . Bernauer de sa constante gent i l lesse et 

de m'avoir donné la poss ib i l i t é de t r a v a i l l e r dans ses labora­

to i res en tant qu'assistant-

Je remercie MM. les prof. Bernauer et Zuberbiihler d 'avoir accepté 

d 'ê t re membres du ju ry de cette thèse. 

Ma grat i tude va également aux camarades du département, en p a r t i ­

cu l i e r â Carole Luginbühl, e t à Mlle Lucky Bois pour son cons­

tant soutien. 

Enf in , je remercie le Fonds national suisse de l ' o c t r o i d'une 

bourse d'études. 



TABLE DES MATIERES 

Page 

Abréviations 

Introduction 1 

1.1 Rôle du cuivre dans les systèmes biologiques 1 

1.2 Transport du cuivre dans le sérum 2 

1.3 Problèmes étudiés 3 

Buts du t rava i l 7 

2.1 Systèmes choisis 7 

2.2 Atomes centraux et ligands 9 

2.3 Propriétés à étudier et méthodes choisies 10 

Description du système ion mêta l l ique- t r ipept ide 13 

3.1 Introduct ion 13 

3.2 Phénoménologie e t résu l ta ts 13 

3.3 In terprétat ion des résul ta ts 21 

3.3.1 Hypothèses 21 

3.3-2 Dis t r ibut ions des espèces 24 

3.3.3 Rôle de Asp en posi t ion 1 du t r ipept ide 25 

3.3.4 Coordination du reste 0-carboxylate 28 

3.3.5 Rôle des substi tuants en posi t ion 2 e t 

3 du t r ipept ide 30 

3.4 Conclusions 31 

Description du système Cu(II)-tripeptide-

acide aminé 35 

4.1 Introduction 35 

4.2 Phénoménologie et résultats 35 

4.2.1 Etudes potentiométriques 35 

4.2.2 Titrages spectrophotométriques 36 

4.3 Interprétation des résultats 37 



4.3.1 Hypothèses 37 

4.3.2 Distribution des espèces 40 

4.3.3 Rôle de Asp en position 1 du tripeptide 43 

4.4 Conclusions 44 

Rôle du substituant 2 du tripeptide 50 

5.1 Introduction 50 

5.2 Phénoménologie 50 

5.2.1 Constantes de formation et distributions 

des espèces 50 

5.2.2 Phénoménologie spectrochimique 61 

5.3 In terprétat ion stérique 64 

5.4 Conclusions 71 

Oiastéréosêlectivitê dans la formation des 

complexes ternaires 73 

6.1 Introduction 73 

6.2 Phénoménologie thermodynamique 74 

6.3 Phénoménologie spectroscopique 79 

6.4 Diastéréosêlectivité thermodynamique 84 

6.5 Stëréochimie des complexes ternaires 85 

6.5.1 Hypothèses 85 

6.5.2 Interprétation des spectres CD et VIS 87 

6.6 Conclusions 39 

Système naturel et modèles 91 

7.1 Introduction 91 

7.2 Conditions du système naturel 91 

7.3 Rôle de 1'imidazole 94 

7.4 Conclusions 97 

Partie expérimentale 99 

8.1 Méthodes analytiques 99 

8.1.1 Titrages potentiométriques 99 

8.1.2 Spectres VIS 100 



8.1.3 Spectres CD 100 

8.1.4 Calculs par ordinateur 101 

8.2 Synthèse des peptides 101 

8.2.1 Organigramme 101 

8.2.2 Z-Cl 102 

8.2.3 Z-Asp 102 

8.2.4 Z-Asp-anh. 102 

8.2.5 ^-WIJAsp-dipeptide 102 

8.2.6 Pur i f i ca t ion des peptides (ot)Asp-dipeptide 103 

8.2.7 Description du t r ipep t ide (dL)AspAlaGly 104 

9. Résumé 107 

10. Bibl iographie 109 



ABREVIATIONS 

M 

L 

X 

(S)X1 (R)X 

CM , CL*CX 
Ala 

Pro 

Arg 

Ser 

Lys 

His 

AspGlyGly 

AspAlaGly 

AspGlyAia 

GlyGlyHis 

HSA 

VIS 

CD 

^mhlx 

XR/S 
£ 
Al 

ion métall ique (Cu , Ni ) 

l igand pr inc ipa l peptidique 

acide aminé 

" " de configuration S,R 

concentration to ta le en métal, peptide, acide aminé 

alanine 

pro l ine 

arginine 

sèri ne 

lysine 

h i s t i d ine 

f< -asparty lg lycy lg lyc ine 

oi -asparty la l anyl g lyci ne 

e*-asparty lg lycyla l ani ne 

g lycy lg lycy lh i s t i di ne 

albumine du sérum humain 

spectre d'absorption dans le v i s ib le 

spectre de dichroïsme c i r cu la i re 

constante globale de formation du complexe H H-L1X J m n I x 

/ i l h l l ( p o u r (R)X) / r * l h l l ( p o u r (S)X) 

coe f f i c ien t d'absorption molaire [M cm" ] 

fL-<„ [M-1Cn,-1] 

Remarques: - l'absence de conf igurat ion des acides aminés et peptides 

s i g n i f i e "conf igurat ion S" 

- l'ordonnée des graphes de d i s t r i bu t i on des espèces i n d i ­

que toujours [espèce]/CL. 



1 INTRODUCTION 

1.1 Rôle du cuivre dans les systèmes biologiques. 

Le cuivre joue un rôle important dans les systèmes biologiques v * * ; 

Son action s 'ef fectue généralement au moyen de protéines appelées 

cuproprotéines. I l existe t r o i s types de complexes du cu i v re ( I I ) avec 

des protéines : 

- le cuivre b leu, caractérisé par une absorption intense vers 600 nm 

( £ ~ 3500 - 5300 M- cm" ) due probablement é l'environnement p a r t i ­

cu l ie r du Cu(I I ) (s t ructure tétraédrique déformée, t rans i t ions par 

t rans fe r t de charge S-*Cu). 

- le cuivre non b leu, dont les propriétés spectroscopiques sont com­

parables à cel les des modèles de bas poids moléculaires. 

- le cuivre "non détectable par EPR" qui consiste en une paire 

Cu( I I ) -Cu( I I ) fortement couplée qui n 'est pas paramagnétique et qui 

peut accepter deux électrons. 

Une molécule de protéine peut coordonner parfois plusieurs atomes de 

cuivre (par exemple la céruloplasmine) ou une seule (par exemple 1 ' 

albumine). 

Le cuivre est nécessaire dans certains processus métaboliques téls>jque 

transport d'oxygène, t rans fe r t d 'é lectrons, catalyse oxydative. 

Les processus mettent en jeu des réactions redox qui sont favorisées 

par le potent ie l rédox bas du Cu(I I ) et par le couple Cu( I ) -Cu( I I ) 

beaucoup plus favorable que celui des autres métaux de t r ans i t i on . 

Un autre aspect de la chimie des peptides consiste en l ' a c c e s s i b i l i t é 

aux complexes du c u i v r e ( I I I ) * ' . En e f f e t , le potent iel standard E 

du couple Cu( I I I ) -Cu( I I ) de complexes peptidiques (peptides de plus 

de quatre acides aminés) en solut ion aqueuse légèrement basique est 

de l 'o rdre de 0.7 V. A ins i , une t e l l e s t ab i l i sa t i on du Cu( I I I ) par des 

l ia isons peptidiques déprotonnëes pourraient jouer un rô le dans la 

nature. 
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1.2 Transport du cuivre dans le sérum 

Le mécanisme du transport du cuivre jusqu'à l ' i n t é r i e u r des cel lu les 

n'est pas encore entièrement élucidé. Chez les bovins et chez l'homme 

(pour qui la question du transport du cuivre est la plus étudiée) , l e 

sérum représente le f l u ide par lequel le cuivre est amené dans les 

t i ssus . Dans le sérum humain, la majeur par t ie du cuivre est l iée 

â la protéine céruloplasmine et n'est pas échangeable " in v ivo" * ' . 

Seulement une pet i te f rac t ion du cuivre dans le sang {environ 556} est 

l i ée à l'albumine et à des acides aminés (mais essentiellement â T 

h i s t i d i n e ) . Seule cette f rac t ion est en équi l ibre rapide avec le 

c u i v r e ( I I ) dans les t i ssus. Un complexe ternaire du type h is t id ine -

cuivre(I I ) -albumine joue un rôle essentiel dans l'échange du cuivre 

entre Ta macromolécule albumine et l 'ac ide aminé de bas poids molé­

cu la i re (h is t id ine) qui peut être facilement transporté â travers 
MZl 

les membranes biologiques * . Sarkar a proposé un ensemble d'équi­
l ib res ( f igure I j qui ont une s ign i f i ca t i on importante dans les 

(4) 
mécanismes du transport du cuivre v ' . 

cu i v re ( I I ) +ac ide aminé y " Cu(II)-acide aminé 

albumi ne 

albumine-Cu(II) + acide aminé c = ^ albumine-Cu(II)-acide aminé 

Figure 1 

L'étude du s i te a c t i f de l 'albumine a suscité de nombreux travaux. 

Parmi ceux-c i , des modèles s impl i f iés ont été créés a f in de mieux 

comprendre le système naturel ainsi que les propriétés thermody-
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namiques des complexes du c u i v r e ( I I ) . Les modèles les plus étudiés 

comprennent les ions Cu , Ni et les ligands glycine et polygly-

cine ' ' \ des dipeptides * ' , les peptides g lycy lg lycy lh is -

t i d i ne ^ 9 ' 1 3 ' e t son dérivé N-méthylamide ( i 4» 1 5» 1 8> avec l ' h i s t i -

dine * ' , e t le t r ipept ide Aspar ty la lanylh is t id ine N-méthylamide 
12,19} 

Le s i t e a c t i f de l 'albumine humaine comprend la séquence NH„ termi-
f i A\ *-

naie : AspAlaHis- v * ' . I l f a i t in te rven i r l'amine du résidu 

aspar ty l , deux azotes peptidiques et 1'imidazole de l ' h i s t i d i n e 

en posi t ion 3. En posi t ion 4 , le résidu Lys ne semble plus jouer 

de rô le . En présence de c u i v r e ( I I ) , seule l ' h i s t i d i n e (en 1'occu­

rence la (S)His) peut être l i ée à l 'albumine. Les acides aminés 

GIy, Leu, Phe en sont incapables. 

1.3 Problèmes étudiés 

Du point de vue de la chimie de coordination bioinorganique, de 

nombreux problèmes restent posés relativement au s i t e a c t i f du 

système cu iv re( I I ) -a lbumine-h is t id ine. On connaît, bien sûr , la 

structure des complexes cu iv re( I l ) -pept ide e t des l ia isons ion 

mëtal l ique-N-peptide, l 'ex istence de complexes ternaires avec des 

acides aminés, les caractérist iques spectroscopiques et thermo­

dynamiques des systèmes. 

Mais i l ressort mal de la l i t t é r a t u r e le râle des substituants du 

peptide et de l 'ac ide aminé, le choix du c u i v r e ( l l ) , l ' importance 

des atomes coordinateurs et les poss ib i l i tés de structures des 

complexes peptidiques. 

Le rôle des substituants du peptide et de l 'ac ide aminé pose p lu­

sieurs types de problêmes. 

-Le pH joue un rôle primordial dans les systèmes nature ls , et 

souvent très subtilement. Dans les systèmes s imp l i f i é s , comment 

le pH i n f l u e n c e - t - i l les structures et les propriétés physiques 
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des complexes ternaires {en fonction des restes du peptide et de 

1'acide aminé) ? 

- La formation des complexes ternaires e s t - t - e l l e favorisée ou 

défavorisée par rapport aux prédict ions s ta t is t iques ? 

- Quel est le rôle de Asp en posit ion un du peptide ? Les systè­

mes comprenant GIy en posit ion un (et His en posit ion 3} semblent 

montrer des caractérist iques semblables à cel les du système na­

t u r e l . Quel est le rôle de la coordination axiale du reste |3-

carboxylate ? In f luence- t -e l le la s t a b i l i t é et l a structure des 

complexes ternaires ? 

. - Les peptides et les acides aminés, en tant que ligands du Cu­

l l i ) , ont tendance à se coordonner selon une structure planaire. 

Les atomes coordinateurs azotés sont favorisés dans le p lan, 

tandis que les positions ax ia les, plus al longées(octaèdre déformé) 

sont occupées par des atomes d'oxygène (eau, carboxylate) * '. 

Une posi t ion ax ia le , occupée par le (S -carboxylate (de Asp) , 

peut-e l le être permutée par un acide aminé ? 

- Le rô le du deuxième acide aminé du peptide semble jouer un 
ton 21 221 

rôle pa r t i cu l i e r x ' ' ' . Quel est son influence sur la s tab i ­
l i t é e t les structures des complexes ternaires ? 

- Quelles influences peut engendrer un substi tuant simple en 

posi t ion 3 du peptide S la place de His ? 

- Le comportement d'acides aminés autres que GIy et His est peu 

étudié. Que devient le cu i v re ( I I ) en présence de peptides simples 

et d i f férents acides aminés (avec des restes a l iphat iques, chargés 

ou non, volumineux, e t c . ) ? 

- L 'h is t id ine se d i f férenc ie des autres acides aminés essent ie l ­

lement par son reste imidazole. Peut-on estimer cette d i f fé ren­

c ia t ion également relativement aux structures et aux propriétés 

physiques des complexes binaires et ternaires ? 

(231 
- Une autre question concerne la diastéréosélectivité * '. En 
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e f f e t , les systèmes naturels ont souvent un comportement stéréo-

spécif ique. Par contre, des phénomènes de s téréoséiect iv i të sont 

souvent observés dans les systèmes s imp l i f i és . 

Dans nos systèmes comprenant des peptides, des acides aminés et 

des ions métal l iques, peut-on observer une dif férence dans les 

structures et les propriétés physiques (thermodynamiques et spec-

troscopiques) des complexes ternaires suivant la configurat ion 

de l 'ac ide aminé v is -à-v is d'une matrice ion métall ique-peptide ? 

Dans quelle mesure le pH et les substituants du peptide et de 1 ' 

acide aminé o n t - i l s une influence ? 



2 BUTS DU TRAVAIL 

2.1 Systèmes choisis 

Les deux buts du t r ava i l sont d 'étudier un système simple pour 

élucider les questions pr incipales posées au paragraphe 1.3 et de 

développer un modèle. Le système ne do i t pas nécessairement res­

sembler au système naturel é tud ié , mais do i t être adapté aux mé­

thodes d'analyse disponibles et aux questions que l 'on se pose. 

Nous sommes donc intéressé par des complexes du c u i y r e { I I ) avec 

des peptides e t des acides aminés (complexes binaires et te rna i res ) . 

Nous pouvons représenter schëmatiqueinent l ' é q u i l i b r e global qui 

r e l i e un complexe binaire ( ion mëtal l ique-peptide) et un complexe 

ternaire ( ion métal l ique-peptide-acide aminé} de deux façons { 

f igure 2a, 2b). 

' (§ • 0 - (§)" 

Figure.2a 

@- 0 - @ 
Figure 2b 



Dans 1e cas de la f igure 2a, la matrice ML ne change pas de struc­

ture . Par cont re , dans la f igure 2b, l e l igand L change son mode 

de coordination {atomes coordinateurs d i f f é r e n t s ) . 

Notre système do i t posséder un l igand pr inc ipal L peptidique sus­

cept ib le d'occuper quatre posit ions dans le plan du complexe. Un 

t r i pep t ide peut le f a i r e ( f igure 3a). Bien que des peptides de plus 

de t r o i s acides aminés puissent entourer ì ' i o n par quatre azotes 

( f igure 3b) , un t r i pep t i de a justement l 'avantage d 'avo i r un 

groupe carboxylate coordonné qui peut, mieux qu'un N-peptide, s ' 

échanger contre un azote d'un l igand secondaire X. En pr inc ipe, T 

occupation d'une cinquième posi t ion de coordination permettrai t de 

restre indre les poss ib i l i t és de coordination de X ( f igure 3c). 

Cette f i gu re montre un blocage d'une posi t ion axiale par une b i ­

fu rcat ion portant une fonct ion carboxylate. 

a. b. c. 

A p r i o r i , un l igand secondaire peut perturber un complexe ion 

métal l ique-peptide selon le schéma de la f igure 4. Ces voies 

rëact ionnel les sont fonct ion du pH. 

Dans les réactions a,b,c et d , le l igand peptidique change son 

mode de coordination (schéma de ia f igure 2b) , tandis que dans les 

réactions e et f , le l igand secondaire occupe des posit ions l ibres 

du complexe mëtal-peptide (schéma de la f i g . 2a). 



Figure 4 

2.2 Atomes centraux e t l igands 

I l ressort de ce qui précède que l 'ac ide aminé Asp en posi t ion 1 

du tr ipe'ptide s o i t jud ic ieux (occupation d'une posi t ion axiale par 

un oxygène et analogie avec l 'a lbumine). 

Les restes en posi t ions 2 et 3 seront s o i t - H , s o i t -CH3. Nous nous 

l imiterons â d'éventuels e f fe ts purement stêr iques. I l s ' ag i t a insi 

d'une s imp l i f i ca t i on {His en posi t ion 3 remplacé par GIy ou A la ) . 

Nous renonçons aux var iat ions des groupes R d'un point de vue 

économique e t supposons que l ' e f f e t stérique s o i t s i g n i f i c a t i f . S' 

i l l ' e s t , i l devra i t ê t re observable même avec R = CH-. 
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Nous u t i l i se rons ainsi les peptides suivant : 

AspGlyGly 

AspAlaGly 

AspGlyAla 

Quant aux acides aminés, nous avons choisi Ala (acide aminé simple), 

Pro ( amine secondaire), Ser (reste po la i re , poss ib i l i t é de l ia ison 

H) , Arg (reste chargé posit ivement), et Lys (reste aminé). 

L ' i o n métal l ique sera essentiellement le Cu du f a i t de son 

rôle biologique. Mais nous consacrerons quelques études aux com­

plexes du n i c k e l ( I I ) a f in de comparer deux types de géométrie : 

pyramide tetragonale ou octaèdre déformé du cu i v re ( I I ) ^ * ' e t 

carré plan du n i c k e l { I I ) diamagnêtique * ' . 

2.3 Propriétés à étudier et méthodes choisies 

Deux aspects du problème nous intéressent : a) s t a b i l i t é et diver­

s i t é des espèces, b) stëréochimie. 

Nous aborderons le premier aspect essentiellement à p a r t i r des 

mesures potentiomëtriques. Ce moyen nous informe efficacement sur 

les espèces en solut ion en fonction du pH et sur les constantes d1 

équ i l ib res . L'ordinateur sera un autre moyen d'étudier les é q u i l i ­

bres par des simulat ions. Les paramètres seront les substituants 

du t r i pep t i de , les acides aminés, les groupes coordinateurs et 

le pH. 

CH,COOH 
I 2 

H 2 N - C H - C O N H - C H 2 - C O N H - C H 2 - C O O H 

CH„C00H CH0 
, 2 i 3 

H 2 N - C H - C O N H - C H - C O N H - C H 2 - C O O H 

CH0COOH CH, 
, 2 , 3 

H 2 N - C H - C O N H - C H 2 - C O N H - C H - C O O H 
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La stéréochimie sera étudiée par des mesures spectroscopiques (VIS 

et CD) et potentiométriques. Les combinaisons de ces mesures per­

mettent de discuter les problèmes de s t ructures, d'isomêries dans 

les complexes ternaires l ab i l es . De p lus, l ' i n t e rp ré ta t i on de la 

d iastéréosélect iv i të sera également une méthode analytique pour 

élucider les st ructures. Les paramètres, en plus de ceux indiqués 

pour l 'aspect thermodynamique, seront les configurations des ac i ­

des aminés. 



3 DESCRIPTION OU SYSTEME ION METALLIQUE - TRIPEPTIDE 

3.1 Introduction 

Le but de ce chapitre est de décr ire ce qui caractérise un système 

Cu ' ï t r i pep t ide en fonct ion du pH (d i s t r i bu t i on des espèces, caracté­

r is t iques spectrales et structures) lorsque le l igand est rami f ié . 

Des mesures spec t roscop ies et potentiométriques, ainsi que des 

comparaisons avec des systèmes comprenant un l igand l inéa i re (GIy-

GIyGIy) ou le Ni , permettront de discuter l e rôle de la rami f ica­

t ion (reste ß -carboxylate) et les structures plausibles de chaque 

complexe. 

3.2 Phénoménologie e t résul tats 

La f igure 5 montre les courbes de t i t r age des systèmes Cu(II)-Asp-

GIyGIy 1:1 et Ni(II)-AspGlyGly 1:1 dans les conditions C-, = C, = 

2.8 mM et / *=0 .1 M NaClO4 3 T = 25°. 

ï i 

9 

pH 

7 

5 

3 

O 1 2 3 ' A 5 

cq . base 

Figure 5 
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Sur les deux courbes, deux domaines sont v i s ib les . Le premier (0-

Z ëq.) correspond â la neut ra l isa t ion d'une fonction acide carbo-

xyl ique e t de l'ammonium terminal , tandis que le deuxième domaine 

(2-4 ëq.) est dû à la coordination des deux N-peptides. Dans le cas 

du n i cke l , cette dernière se f a i t presque simultanément, s i bien 

que la courbe de t i t rage montre un remarquable e f f e t tampon. 

Nous avons calculé les constantes de formation de chaque espèce 

du système à l ' a ide des programmes SCOGS et COMICS P 2 ' 3 3 ) modifiés 
/ 34 \ 
v '. Les constantes sont définies de la façon suivante : 

ß 
t WiJ 

mhl 
[Mf* [H] h ' L ] 1 

relativement à l 'équat ion générale : 

mM + hH + IL — M H. L1 m h 1 

Nous avons calculé les constantes de formation 
mhl 

des complexes 

MH.L, simultanément pour un ensemble de trois solutions dont les 

compositions sont indiquées dans le tableau 1. 

Cu2+ AspGlyGly 

CM C l 
M (mM) L 

1 

2 

3 

6.10 12.20 

6.09 6.15 

6.10 6.16 

AspAlaGly 

M (mM) L 

4.07 8.13 

6.10 6.22 

6.09 6.09 

AspGlyAl.a 

6.09 6.15 

6.10 12.20 

6.10 6.22 

Tableau 1: conditions expérimentales (systèmes Cu(II)-tripeptide) 

(/. = 0.1 M KNO3 , T = 25°) 
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Le tableau 2 donne les vaieurs ß . , e t parfois pKa de toutes les 

espèces dont nous avons tenu compte dans les calculs . Le tableau 3 

reproduit des valeurs de la l i t t é r a t u r e , ainsi que cel les du 

système Ni -AspGlyGly. 

Les constantes d 'ac id i té des complexes nous seront plus u t i l es que 

les vaieurs log/* U1 dont les valeurs sont t rès sensibles à leur 

erreur. Par contre, les différences entre les constantes log ß 

(pKa) sont beaucoup plus s i gn i f i ca t i ves . 

L ' u t i l i s a t i o n des valeurs des tableaux 2 et 3 nous a permis de 

calculer les d is t r ibu t ions de toutes les espèces en fonct ion du 

pH pour des concentrations C„ = C. = 5 mM (f igures 6 et 7 respec­

t ivement). Nous constatons que seule l'espèce ML, , parmi les b i s -

complexes, n 'est pas à négl iger, fiais nous verrons plus l o i n , dans 

les systèmes te rna i res , que les concentrations de M(H ,L)L e t 

M(H , L ) 2 ne seront plus négligeables, car une par t ie du cuivre est 

complexée par i 'ac ide aminé sous forme de biscomplexe, ce qui rend 

le l igand L excédentaire. 

Etudes spectroscopiques 

Nous avons ef fectué, par spectrophotomêtrie dans le v i s i b l e , des 

t i t rages des solut ions contenant Cu /Ni -AspGlyGly. Les spectres 

calculés en £ apparents sont dessinés dans les f igures 8A et 9A, 

tandis que les courbes 8B et 9B montrent les var iat ions de £ appa­

rent en fonction des équivalents de base ajoutés, à à = 550 nm 

(Cu ) e t â Pi = 430 nm (Ni ). Les spectres mesurés sont la 

somme, en général, de la contr ibut ion de plusieurs espèces. A i n s i , 

la légende des f igures 8 et 9 indique la composition des solu­

t ions pour quelques valeurs d'équivalents de base ajoutés. 

Cependant, les d is t r ibu t ions des espèces (f igures 6 et 7) des 

systèmes contenant le cu i v re ( I I ) montrent que les so lu t ions, vers 

pH = 9, contiennent essentiellememt le complexe M(H -L) qui est 

l'espèce dominante en mi l ieu basique et neutre. Les mesures spec­

troscopiques avec de t e l l es solutions permettent donc de caractér iser 
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Figure 8 : t i t r age spectrophotométrique de Cu(II)-AspGlyGly 1:1 

éq. 

2 

3 

4 

5 

PH. 

5.6 

6.9 

9. 

11.1 

abondance des espèces principales (%) 

ML 68, M 20, M(H-1L) 7 

M(H1L) 55, KL 20, M(H-2L) 20 

M(H_2L) 99 

M(H-2L) 92, M(H-2L)OH 8 

directement cet te espèce. 

Les propriétés spectroscopiques (VIS,CD, EPR) des complexes du 

cu i v re ( I I ) sont sensibles à la nature des l igands. Les f igures 10 

e t 11 montrent les spectres CD et VIS des complexes M(H - L ) . 

Les spectres EPR, ainsi que leurs caractér is t iques, des complexes 

[Cu(H-2ASpGIyGIy)]2" et[Cu(H_2GlyGLyGly)] " sont identiques ( f i ­

gure 12). 
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Figure 9 : t i t r age spectrophotometry que de Ni(II)-AspGlyGiy 1:1 

êq. 

2 

3 

4 

5 

pH 

7.7 

8.8 

9.8 

10.9 

abondance des espèces principales 

ML 75, M 15, ML2 12 

ML 42, m(H_2L) 42, M 8, ML2 7 

M(H 2L) 95 

M(H-2L) 57, M(H-2L)OH 43 

3.3 Interprétat ion des résul tats 

3.3.1 Hypothèses 

Les structures des complexes peptidiques du cu îv re ( I I ) et du n i -

c k e l ( I I ) , mais aussi du pal ladium(I I ) et c o b a l t ( I I ) , ont été étu­

diées abondemment durant ces v ingt dernières années 7,27) 
I l res­

sort que les complexes du cu i v re ( I I ) et du n i c k e l ( I I ) avec un 

t r ipept lde sont semblables, du moins en ce qui concerne les com­

plexes MHhL. 
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3000 G 3225 G 3500 G 2750 G 3000 G 3250 G 

Figure 12 : spectre EPR de [Cu(H_2AspGlyGlyî] 2 " 

(identiques à ceux de [ C u ( H - GIyGIyGIy)] 

A : V= 9.54 GHz T = 25° 

B : V= 9.12 GHz T = -170° 

g0 = 2 . n 

9*.= 2-21 
g, = 2.06 

A0 = 82.2 TO"4 cm"1 

A„ =206.4 10"4 cm-1 

Ai = 20.1 1O-4 cm"1 

AN * 21.2 G 

Nos ligands (dérivés de l 'ac ide aspartique) se d i f férenc ient des 

t r ipept ides l inéai res par un reste (î -carboxylate. Nous sup­

posons que le reste (î -carboxylate est coordonné et que la com­

posi t ion des espèces reste inchangée. 
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.3.2 Dis t r ibut ions des espèces 

Le calcul des constantes l ° 9 ^ m u i » ainsi que le choix de ce l les-c i 

sa t is fon t les mesures potentiométriques (tableaux 2 et 3, f igures 

6 et 7 ) . Les t i t rages spectrophotometryques n'informent pas sur 

l a composition des espèces de façon aussi f i ne que les t i t rages 

potentiométriques, mais i l s permettent de supporter les hypothè­

ses fa i tes sur les espèces {souvent sans les prouver). 

Les complexes du cu i v re ( I I ) présents dans nos systèmes d i f fè ren t 

tous fortement par leur coef f ic ien t et leur longueur d'onde du ma­

ximum d'absorption ( f i ). Les études sur les chromo phones) du 

cu i v re ( I I ) *• ' ' permettent d'estimer par la règle "de l ' e n v i ­

ronnement moyen" ^ „ 5 V : 
FlIaX 

1 ) , ,= n V + n, y, + n i ; + ri ,y, 
" observé a a b*b c*c d d 

où £ n = 4 atomes coordinateurs du carré plan, et les valeurs 

de chaque contr ibut ion valent : 

VN (pept ide) = 4.85 kK 

l/N(amino) = 4.53 kK 

y0 (carboxylate) = 3.42 kK 

V0(carbonyle, eau, OH-) = 3.01 kK 

Les coordinations axiales font décroître l 'énergie de t rans i t i on 

et produisent un abaissement d'environ 1 kK pour les fonctions 

hydroxyles, carboxylates et amines. 

A ins i , dans un système c u i v r e ( I I ) - t r i p e p t i d e , les changements de pH 

produisent une grande var ia t ion des spectres dans le v i s i b l e . Une 

analyse des spectres mesurés à plusieurs pH permet de calculer 

les spectres de chaque complexe. Martin et a l . ont t rouvé, pour le 

système c u i v r e ( I I ) - t r i g l y c i n e , les valeurs suivantes (( et_A ) 

M(HL) 31 (758), ML 33 (741), M(H ,L) 75 (654), M(H ,L) 144 (546) 
(411 
v '. La figure 8A montre les spectres VIS des solutions en fonction 
des équivalents de base ajoutés. Ils sont, généralement, la somme 
des contributions de plusieurs complexes (légende de la figure 8). 
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L'addit ion de 3 - 4 équivalents de base transforme M(H,L) en 

M(H-L ) , et un point isosbestique vers ^ =630 nm s'observe. A 4 

équivalents de base, la solut ion ne contient que M(H_?L). La 

décroissance de £ et l ' appar i t i on d'un deuxième point isos­

bestique vers ^ =470 nm pour 4 - 5 équivalents de base montre la 

formation de l'hydroxocomplexe. La f igure 8B montre bien le domai­

ne de formation de M(H -L) dont le pouvoir absorbant est le plus 

grand de toutes les espèces. 

La f igure 9 montre l ' évo lu t ion des spectres VIS do système* 

Ni(II)-AspGlyGly. Pour 0 - 2 équivalents de base, les spectres 

sont pe t i t s . I l s ' ag i t de mélanges d'espèces paramagnétiques. 

Par contre, â p a r t i r de 2 équivalents de base, les espèces pâles 

font place essentiellement â M(H-L) jaune et diamagnêtique. 

C'est la raison pour laquel le les courbes sont semblables. A 4 

équivalents, l'abondance de M(H-L) ne vaut pas 100 %, si bien 

que l 'absorpt ion augmente avec l 'excès de base. Avec 4.5 équi­

valents de base, l'abondance en complexes diamagnétiques (y-com­

pr is l'hydroxocomplexe) vaut 100 %. La f igure 88 montre bien 1 ' 

apparit ion de M(H _L) quasiment l inéairement. 

3.3.3 Rôle de Asp en posit ion 1 du tr i 'peptide 

Du point de vue phénoménologique, le rôle de Asp est manifeste 

( f igures 6 et 7) . L'abondance du cu i v re ( I I ) l i b r e est diminuée 

d'environ 30 % en mi l ieu acide. Ceci est dû à l'augmentation de 

l'abondance de ML de façon importante. Quant aux abondances de 

M(H_,L) et M(H - L ) , e l les sont comparables. I l faut noter tou­

te fo is que les courbes de la f igure 6 (systèmes comprenant des 

ligands dérivés de Asp) sont légèrement décalées vers ies pH a l ­

cal ins d'environ une demi unité par rapport â cel les de la f igure 

7. Ces observations sont l iées â des différences des constantes 

l0» ß
m h r 

Considérons les complexes principaux pris séparément. L'impor-
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tante s tab i l i sa t i on de l'espèce ML par le bras Acarboxylate s' 

in terprète facilement. Les constantes de formation l o g f t n , du 

tableau 2 (ligands avec ramif icat ion) sont supérieures à cel les 

du tableau 3 d'environ 1.1 unité l og , ce qui correspond è une 

dif férence d'environ 6.0 kj/mole. Le l igand ramif ié est t r iden­

te (N-amino, 0-carbonyle, 0-carboxylate) contrairement aux l i ­

gands l i néa i res . La coordination de 0- carboxylate, dont l 'éner­

gie du champ c r i s t a l l i n est plus grande que ce l le de 0-carbonyie 

(c f . 3 .3 .2 ) , peut s o i t remplacer ce l le de 0-carbonyle, so i t of­

f r i r une dent supplémentaire. 

La s i tua t ion change nettement pour les complexes M(H_,L) et 

M(H„L) dont le caractère plan carré prédomine. Le chelate possède 

3 ou 4 dents dans le plan et deux ou t r o i s azotes coodinateurs 

(à champ de ligand f o r t ) . Leur constante de formation â pa r t i r de 

M e t L dépendent du pH. Mais, à un pH donné (par exemple 7 ) , les 

dif férences d'énergie de formation des complexes à ligands rami­

f i és ou l inéai res peuvent être calculés à pa r t i r des constantes 

109U1111 . 
Dans le cas du complexe H(H , L ) , nous constatons (tableaux 2 et 

3) que les valeurs logP, , , des complexes à ligand ramif ié ou 

l i néa i re sont égaux â plus ou moins 0.1 unité l og . L'energie' 

standard de formation à pH = 7 , ^ G - e s t de l ' o rd re de -40 

kJ/mole. Si une différence d'énergie d'environ 6 kJ/mole (cas de 

ML) n'est pas détectée i c i , c 'est que la posi t ion axiale de la 

coordination du bras 0-carboxylate (axe z) est mineure v is-à-v is 

des posit ions du plan. Une estimation de cette re la t ion peut 

être f a i t e en comparant la contr ibut ion à l 'énergie du champ de 

l igand de 0- carboxylate ( ^ l kK) â ce l le des dents du plan (en­

viron 15.8 kK). Ces considérations d'ordre énergétiques ne veu­

lent pas d i re que le reste ß-carboxylate n'est pas coordonné. 

Les valeurs 1OgP1 ? 1 du complexe M(H A.) â l igand ramif ié sont 

infér ieures de 0 - 0.5 unité log. à cel les des ligands l inéaires 
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(c f . tableaux 2 et 3 ) . Le bras fi -carboxylate semble p lu tô t dé­

s tab i l i se r légèrement le complexe (relativement aux ligands l i ­

néaires). A pH = 9 , l 'énerg ie standard de formation de M(H-L) 

AG° vaut -6 Ì . 1 kJ/mole pour AspGlyGly e t -64.1 kJ/mole pour GIy-

GIyGIy. Une di f férence de 3. kJ/mole est donc fa i b l e v is -à -v is 

de ZiG- et inf luence pas l'abondance de M(H_?L). 

La re la t ion entre la coordination du reste p-carboxylate dans 

le complexe HL (champ c r i s t a l l i n f a ib le ) e t l ' importance du champ 

de ligands du plan carré du complexe M(H-L) est encore plus 

marquée dans les systèmes qui contiennent l e n i c k e l ( I I ) . 

Les courbes de t i t r age ( f igure 5} sont distantes de 1 à 2.5 unités 

pH dans le domaine de 1 - 4 équivalents de base ajoutée. Cela se 

t r a d u i t , dans la f igure 7, par un déplacement des maximums des 

courbes de d i s t r i bu t i ons de 1 - 2.5 unités pH plus élevées pour 

les complexes du n i c k e l . Cette s i tua t ion est courante, et peut 
C 421 

être discutée en termes de LFSE * ' . La di f férence essent ie l le 

entre le c u i v r e ( I I ) et le n i c k e l ( I I ) réside dans leur configura-

g 

t ion électronique. Le c u i v r e ( I I ) , d , ex iste sous forme de com­

plexes octaédriques déformés à plan carré et paramagnêtiques. 

Par contre, la géométrie des complexes du n i c k e l ( I I ) peut être 1 ' 

octaèdre (ou l 'octaèdre deforme) ou p lanai re. Des mesures de sus­

c e p t i b i l i t é magnétique des complexes peptidiques du n i c k e l ( I I ) 

ont montré que seuls les complexes ayant le chromophore (N-amino)-

N-peptide)2 au moins sont diamagnêtiques * ' ' . 

Nous comprenons ainsi pourquoi, lors du passage de l'espèce [CuL] 
2-

à [Cu(H-L) ] , la déprotonation et la coordination des fonctions 

peptidiques se f a i t par étapes : la géométrie des complexes chan­

ge de façon continue en augmentant la force du champ des ligands 

du p lan, mais en gardant la même conf igurat ion électronique. 

Par contre, dans les complexes du n i c k e l , l'augmentation de la 

force du champ des ligands du plan produit un changement de la 

configurat ion électronique. A i n s i , le complexe [Ni (H . l ] ~ cons-
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t i tue une discontinuité qui se t radu i t par une perte de s t a b i l i t e 

e t une abondance très fa ib le de ce complexe (tableau 3, f igure 

6 ) . En ce qui concerne la coordination du reste 0-carboxylate, 

cette dernière produit une augmentation considérable de l 'abon­

dance du complexe[Nilj (augmentation du champ de l igand, e f fe t 

chelate) pour un environnement octaédn'que déformé, tandis que 

pour les complexes[ N i (H - 2 L ) ] 2 " et [Ni(H - 2L)0H]3~ le reste 0-

carboxylate est certainement pas coordonné (champ de ligands f o r t 

du plan). 

3.4 Coordination du reste P-carboxylate 

L'analyse des mesures thermodynamiques a permis de conclure à la 

coordination du reste ß-carboxylate dans le complexe ML, mais 

pas lorsque des l ia isons mêtal-Npeptide ex is tent . 

La spectropolarimétrie CD dans le v is ib le peut apporter de pré­

cieux renseignements concernant l'environnement du cuivre . 

Les complexes avec des acides aminés naturels ont , en général, un 

e f fe t Cotton négat i f . Cela est vrai aussi bien pour les complexes 
i39 44 431 

MX- que peptidiques l * ' ' . D e p lus, les contr ibut ions de 

chaque cycle de chelation sont approximativement addit ives et la 

"règle de 1'hexadêcant" est très souvent vér i f iée pour les com­

plexes ayant des ligands chelates dans le plan (symétrie D.. ) * ' . 

Le spectre CD de [Cu(H ,AIaGIyGIy)] est caractérisé par A £ 

= -0.2 à > = 560 nm l ' . Par contre, l ' e f f e t Cotton de [Cu(H_2Asp-

GIyGIy)] ~ , représenté dans la f igure 10, est p o s i t i f . Un te l ef-

fe t Cotton p o s i t i f est observé aussi pour [Cu(Asp)2] à ^ = 560 

nm et pour [Cu(AspGly)] . Les valeurs posit ives de A f peuvent 

indiquer une chelat ion supplémentaire au-dessus ou au-dessous du 

plan *• ' . Dans ce cas, la règle de 1'hexadêcant n'est plus valable 

et la règle des secteurs est dérivée de l 'octaèdre * . 

Le spectre observé ( f igure 10) peut aussi être la somme d'un 

spectre habituel (Al 4.0) d'une structure plane et d'un spectre d ' 
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une structure pyramidale â base carrée. 

Les spectres v is ib les sont également sensibles à l'environnement 

du c u i v r e ( I I ) . Nous pouvons comparer les 6 m a v des spectres VIS et 
ITIaX 

CD des complexes M(H_„L) qui ont le même chromophore selon ìes 
axes x,y (tableau 4 ) . 

l igand 

AspGlyGly 

GIyGIyGIy 

AspAlaGly 

GIyAIaGl y 

AspGlyAla 

GIyGIyAIa 

7\ vis 
max 

542 

555 * 

542 

552,550 * 

542 

550, 555 * 

£ max 

168 

149 * 

169 

154 * 

178 

156 * 

> maxCD 

-
-

555 

560 

565 

572 

Tableau 4 : longueur d'onde des maximums d'absorption et d ' e f f e t 

Cotton des complexes M(H -2L). (* S22^) 

La présence du reste r-carboxylate produit un déplacement hyp-

sochrome de 5 - 13 nm. En général, les coordinations axiales font 

diminuer faiblement l 'énergie de t rans i t ion [30) . Mais i l faut 

se rappeler que la coordination d'un t r ipept ide en mil ieu basi ­

que est pa r t i cu l i è re . A calculé par la règle de l 'environne­

ment moyen (c f . 3.3.2) vaut 567 nm. Les écarts des A observés 
max 

peuvent s'expl iquer par des l ia isons M-N renforcées par un chelate 

tétradentê et par la géométrie des l ia isons de coordination. La 

coordination axiale du reste ß-carboxylate accentue encore la 

r i g i d i t é du complexe. 

Les constantes de formation des hydroxocomplexes à ligands l i n é a i ­

res sont supérieures d'environ 1 unité log à cel les des ligands rami­

f i é s . Cet e f fe t est compréhensible par le voisinage des groupes 

coordinateurs chargés OH et 0-COO". 



- 30 -

Les spectres EPR sont également sensibles à l'environnement du 

c u i v r e ( I I ) , essentiellement à la nature, au nombre, et â la d is ­

posi t ion des.atomes d 'azote, ainsi qu'aux restes aromatiques ' ' 

' . Nous nous sommes demandé si la présence d'un reste ß-car-

boxylate mod i f ie ra i t le spectre EPR de [Cu(H „GlyGlyGly)] " (cons­

tantes de couplage des azotes, valeurs g , a ) . Nous n'avons obser­

vé aucune dif férence entre les spectres réalisés avec les ligands 

AspGìyGly et GIyGIyGIy ( f igure 12). Ce f a i t ne prouve pas que le 

reste Ö -carboxylate n'est pas coordonné, car le remplacement 

en axial d'un oxygène de H?0 par celui de ß -COO- modifie trop 

peu les propriétés magnétiques de l'environnement du c u i v r e ( I I ) . 

.3.5 Rôle des substituants en posi t ion 2 et 3 du t r ipept ide 

Phénoménologiquement, des restes mëthyles en posi t ion 2 ou 3 n' 

inf luencent guère la composition des solutions â tous les pH. 

La s t a b i l i t é des. complexes1 ML et M(H,L) n'est pas affectée par 

les substituants en posi t ion 2 e t 3. Les valeurs l o g f l , _ , , et 

l o g P , 0 1 sont égales à plus ou moins 0.08 unités log . Par contre 

les énergies standard de formation de M(H_„L) l e sont. A pH = 

9, A Gg = -61.1 kJ/mole (AspGlyGly), A G° = -64.1 kJ/mole 

(AspAiaGly) et A G° = -62.4 kO/mole (AspGlyAla). 

Sur la base de ces observations, nous pouvons d i r e , de façon 

qua l i t a t i ve , qu'un groupe mëthyle s tab i l i se la formation d'un 

complexe suivant les atomes coordinateurs du chelate qui porte ce 

groupe. Nous pouvons ainsi classer les cycles de chelation r e l a t i ­

vement â l ' e f f e t de s tab i l i sa t i on d'un méthyle porté par le cy­

cle : 

N-pep.—IJ-pep. > U-pep.— O-carboxylate > N-pep— 0-pep 

Cette sui te n'est pas sans rappeler les énergies du champ de 

ligands (3 .3 .2 ) . Un groupe al iphatique pourrai t occasionner une 

s t a b i l i s a t i o n , so i t par son e f f e t inducteur +1 sur les fonctions 

insaturées coordinatrices vois ines, so i t en modif iant, par son 
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encombrement s tè r i que, la p lanar i té des l ia isons métal-peptide. 

La subst i tu t ion d'un hydrogène par un groupe méthyle en posi t ion 

2 du t r ipept ide empêche la formation des biscomplexes M(H_,L)L et 

M(H 1 L) 2 (c f . tableau 2 ) . In e f fe t semblable a déjà été observé 

lors d'un t rava i l sur le complexe H(H . L ) 7 avec des t r ipept ides 
(201 

l inéaires * ' . I l est dû à un encombrement stérique en posit ion 

2 du t r ipept ide qui rend impossible l ' isomère e is . Avec nos I i -

gands ramif iés, une structure eis est favorisée (groupes fl-car-

boxylates en t rans) , si bien qu'un e f f e t stérique semblable est 

possible pour les deux complexes M(H ,L)L et M(H-L) 2 -

Les mêthyles en posit ion 2 et 3 du t r ipept ide d i f férenc ient les 

spectres CD e t , dans une moindre mesure, les spectres VIS. Les 

f igures 10 et 11 montrent les spectres des complexes M(H_„L). 

Les t ro is spectres VIS sont semblables et comparables a ceux des 

complexes à ligands l inéa i res . Les spectres CD sont semblables 

à ceux des complexes à ligands l i néa i res , sauf celui de [Cu(H „ -

AspGlyGlyjp" ^ ' (c f . f igures 10 et 1 1 , et 3 .3 .4) . Remarquons, une 

fo is de plus, le rôle des atomes coordinateurs des cycles de che­

l a t i o n . L'amplitude de l ' e f f e t Cotton c ro î t avec la distors ion et 

la r i g i d i t é des cycles : 

N-pep—N-pep > N-pep—O-carboxylate y N-amino — N-pep 

3.4 Conclusions 

Sur la base des connaissances en chimie des complexes pept id i -

ques et de nos observations, des propositions de structures 

peuvent être fa i tes (f igures 13 et 14). 

Le choix des espèces et leur constante de formation sat is font 

les mesures potentiométriques. Les t i t rages spectrophotométri-

ques n ' inf i rment pas la présence de chacun des complexes. 

Une caractér ist ique des peptides en tant que ligandsconsiste 

dans le f a i t que lorsque le pH augmente, le l igand s'enroule 
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Figure 13 : structures proposées des complexes MH.L 

( la coordination du reste P-carboxylate des complexes 

autres que ML n'est certainement pas complète) 
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autourde.11 on métal l ique. Les N-peptides ne sont coordonnés que s1 

toi 291 
i l s sont déprotonnës v ' ' (structure I - IV, f igure 13). 

Le complexe ML est fortement s tab i l i sé par la coordination du 

reste ß-carboxylate (structure I ) . La conformation est donc ~h 
(22 591 

(reste en posi t ion ax ia le) * * ' . 

Lorsque 1 ou 2 fonctions N-peptidiques sont coordonnées, l e carac­

tère planaire des complexes devient important et les constantes 

de formation ne sont que peu influencées. Cependant, les proprié­

tés spectrales de M(H_„L) montrent que le reste 0 -carboxylate est 

certainement part iel lement coordonné. I l l ' e s t par conséquent éga­

lement dans le complexe M(H,L ) . La structure I I a donc la con­

formation ^ a (P-COO" coordonné et substi tuant 2 a x i a l ) . Lors­

que les 2 fonctions amides sont déprotonnées et coordonnées, le 

premier cycle de chelation peut garder sa conformation^ ( reste)? -

carboxylate coordonné) et l e deuxième cycle est quasiment planaire 

(structure I I I ) . 

La structure de 1'hydroxocomplexe ( f igure 13 IV) est inspirée par 

ce l le de M(H2GIyGIyGIy)OH * 2 9 ) . 

L'abondance des biscomplexes n'est pas pet i te que lorsque le pep­

t ide se trouve en excès par rapport â M. Les proposit ions de 

structures eis ( f igure 14) sont dictées par la configurat ion iden­

t ique des deux l igands, l ' i n h i b i t i o n des complexes M(H,L)L et 

M(H-LU lorsque L = AspAlaGly, et les conclusions de (20). 

de.11


4 DSECRIPTION OU SYSTEME CU(( 11) -TRI PEPTIDE-ACI DE AMINE 

4.1 Introduction 

Le but de ce chapitre est de décrire ce qui caractérise un système 

ion métal l ique-tr ipept ide-acide aminé en fonct ion du pH ( d i s t r i ­

bution des espèces pr inc ipa les , caractérist iques spectrales et 

structurales) lorsque le l igand est rami f ié . Des mesures potent io-

métriques et spectrophotométriques, ainsi que des comparaisons 

avec un système comprenant un ligand l i néa i re ( C u ( I I ) - t r i g l y c i n e -

GIy) ou le n i c k e l ( I I ) , permettront de discuter le rôle de la ra­

mi f ica t ion P-carboxylate et les structures plausibles des com­

plexes ternai res. 

Seuls les systèmes comprenant les ligands AspGlyGly et Ser seront 

déc r i t s . Cet acide aminé o f f r e l'avantage d 'avoir un reste polaire 

(mais non chargé) de grandeur moyenne. De p lus, en présence de 

n i c k e l ( I I ) , les solutions restent limpides en mi l ieu basique dans 

nos conditions expérimentales. 

4.2 Phénoménologie et résul tats 

4.2.1 Etudes potentiométriques 

La f igure 15 montre les courbes de t i t rage des systèmes Cu( I I ) -

AspGlyGly-Ser 1:1:1 et Ni(II)-AspGlyGly-Ser 1:1:1 dans les con­

d i t ions CM= CL = Cx = 3.3 mM, / - = 0 . 1 M NaClO4, T = 25°. 

Les constantes de formation globale ^ m h l x sont définies de la 

façon suivante : 

[ M H. L1 X ] 
- *• m h 1 xJ 

[M]"1 * [ H ] h ' [ L ] 1 * [ X ] X 



- 36 -

relativement ä l'équation générale : 

mM + hH + IL + xX . M H1L,X 
m n J x 

Figure 15 

" . 1 ¾ } ) 1 0 9 ^ l - I H e t l ° 9 ^1-211 
Nous avons calculé les constantes 

au moyen du programme SCOGS modi 

Dans le tableau 5 f igurent les constantes des systèmes Ni ( I I ) -Asp-

GlyGly-Ser e t Cu(II}-GlyGlyGly-Gly de la l i t t é r a t u r e <io; 

L ' u t i l i s a t i o n des valeurs des tableaux 3, 5 et 8 nous a permis de 

calculer les d is t r ibu t ions de toutes les espèces en fonction du 

pH pour des concentrations C„ = C, = Cx = 5 mM { f igure 16). 

.2.2 Titrages spectrophotométriques 

Nous avons ef fectué, par spectrophotomëtrie dans le v i s i b l e , des 

t i t rages de solutions contenant Cu /Ni -AspGlyGly-Ser. Les spec­

t r es , calculés en f apparents, sont dessinés dans les f igures 17A 

et 18A, tandis que les courbes des f igures 17B et 18B montrent les 

var iat ions de £ apparent en fonct ion des équivalents de base ajoutée 
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m h 1 x 

0 1 1 0 

0 2 1 0 

1 1 1 0 

1 0 1 0 

1 - 1 1 0 

1 - 2 1 0 

1 0 1 1 

1 - 1 1 1 

formule 

HL 

H2L 

M(HL) 

ML 

M(H-1L) 

M(H-2L) 

MLX 

M(H-L)X 

Ni-AspGlyGly-Ser 

l 0 9 P m h l x 
(/•=.1M NaClO.) 

7.86 

11.56 

9.55 

4.97 

-5.55 

-12.61 

9.46 

-0.04 

Cu1-GIyGIyGIy-GIy 

1 0 OlUlX <10> 
(f=lM NaClO4) 

8.16 

11.55 

9.65 

5.30 

-0.18 

-6.97 

12.36 

5.97 

Tableau 5 

4.3 In terprétat ion des résul ta ts 

4.3.1 Hypotheses 

Nous avons supposé l 'existence de t r o i s complexes ternai res. 

Les espèces MLX et M(H ,L)X ont déjà été décrites dans le système 

Cu(I I)-GIyGlyG1y-Gly ( 1 0 ' . 

Les structures des complexes MLX et M(H_,L)X ont un caractère 

planaire (car ré) . L'acide aminé est chelate dans le plan metal-

peptide. 

Dans le complexe M(HpL)X, l 'ac ide «nine est monodenté ou chela­

te avec une posi t ion ax ia le . 

Par analogie aux systèmes b ina i res , le reste P-carboxylate est 

coordonné dans MLX, tandis q u ' i l l ' e s t part iel lement dans les autres 

espèces. 
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pH 
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abondance des espèces pr inc ipa les, ï {y = 

MX 40, ML 28, MLX 16, MX2 12 

MLX 40, MX2 25, M(H-1LJ 1 1 , ML? 10 

M(H1L)X 54, M(H2L) 28, MXg 17 

M(H-2L)X 40, M(H_2L) 36, M(H-1L)X 18 

.1M KNO3) 

Figure 17: t i t r age spectrophotomêtrique de Cu(II)-AspGlyGly-Ser 

(CM = C1 = C x , ^ =.1 M NaClO4) 
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ML 48, HX 2O1 MLX 12 

MLX 35, MX2 20, ML2 18, ML 12 

M(H-2L) 50, M(H-1L)X 16, MX2 13, MX3 13 

M(H-2L) 48, M(H-2L)OH 38, MX3 11 

Figure 18 : t i t rage spectrophotométrique de Ni(II)-AspGlyGly-Ser 

(CH= C1 = Cx , ^= .1 M NaClO4) 

3.2 Distribution des espèces 

Le calcul des constantes l o g P , . , , , ainsi qie le choix de ce l les-c i 

sa t is fon t les mesures potentiomëtriques (c f . tableaux 5 et 8 ) . Seule 

la détermination de log?. ? , , pose un problème, car e l l e dépend 

beaucoup du système (force ionique, concentrations) et est peu 

sûre, â cause de l ' imprécis ion des mesures potentiomëtriques â des 
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pH élevés. Les t i t rages spectrophotométriques permettent de sup­

porter le choix des espèces e t de v é r i f i e r qualitativement les 

d is t r ibu t ions des espèces colorées. 

En pr inc ipe, une analyse déta i l lée des spectres VIS en fonction 

du pH permet de calculer les spectres de chaque espèce. Cela a été 

f a i t pour le système Cu(II)-GIyGIyGIy-GIy (io; . Les résul tats ( 

f m , „ e t ^™=u) f igurent dans le tableau 6 où nous incluons des 
FlIaX EnaX 

valeurs de ^__ „ calculés en appliquant la règle de l 'environne-
* TîlaX 

ment moyen ^Q)_ 

espèce 

MHL 

HL 

M(H-1L) 

M(H-2L) 

MLX 

M(H-1L)X 

C (10) 
max 

31 

33 

75 

144 

41 

47 

max (ItK) 

13.2 

13.5 

15.3 

18.3 

14.4 

17.4 

max (nm) 

758 

741 

654 

546 

694 

575 

!calculé 

737 

737 

649 

567 

646 

577 

Tableau 6 : caractérist iques du système Cu(II)-GIyGIyGIy-GIy :io) 

En général, les coef f ic ients £ augmentent avec l ' i n t e n s i t é du 

champ de l igands, à l 'except ion de M(H,L)X. Ce comportement peut 

s'expl iquer par le f a i t que la série des espèces.M(HL)...M(H-2L) 

correspond à une augmentation de la r i g i d i t é de la f i xa t ion du 

ligand au métal, ce qui n'est plus le cas de M(H ,L)X. De p lus, 

des facteurs l i és à la symétrie des atomes coordinateurs peu­

vent certainement in te rven i r . 

Les ordres de grandeur de £ et à (tableau 6) restent vaia-
ITIaX HlâX 

bles également pour nos systèmes comprenant des ligands dérivés 

de l 'ac ide aspartique. 

Dans le cas du cuivre, les courbes de la f igure 17 ressemblent 
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apparemment ä cel les de la f igure 8. En f a i t , les spectres mesu­

rés sont des sommes d'un plus grand nombre de contr ibut ions que ce 

ne l ' é t a i t pour les systèmes binai res. La ressemblance provient 

du f a i t que l ' add i t i on de base provoque un changement du chromo-

phore de façon semblable pour les complexes binaires et ternai res. 

L 'addi t ion de 3 équivalents de base correspond à la neutra l isat ion 

des fonctions ammoniumset carboxylates. Vers ^ =630 nm, un point 

isosbestique apparent est v i s ib le (addit ion de 3.25 - 4 équivalents 

de base), bien que, dans ce domaine de pH (6 - 9 ) , plus de deux 

espèces ex is tent . Mais ce point montre la d ispar i t ion de MLX en 

faveur de M(H ,L)X et M(H_„L) dont les chromophores CuNJ) se res­

semblent à la nature près des azotes. Les autres espèces ont des 

concentrations so i t fa ib les (MH , L ) , ML«), so i t presque constantes 

(MX2) (c f . f igure 16). 

Le point isosbestique apparent à ^ =630 nm e x i s t a i t déjà dans la 

f igure 8 (transformation de M(H-L) en M(H-L ) ) . Les spectres pour 

4.25 - 5 équivalents de base se coupent par contre à ^ =665 nm. 

I l s correspondent à la d ispar i t i on de M(H ,L)X en M(H_„L). La 

f igure 17B représente la var ia t ion de £ apparent en fonction des 

équivalents de base ajoutés ä une longueur d'onde proche de ^ 0 1 3 x 

de M(H-L)X. On vo i t clairement la neutra l isat ion de HX et H-L 

( 0 - 3 équivalents). Puis la pente de la courbe augmente f o r t e ­

ment (appari t ion de M(H-L) et s ' i n f l é c h i t S 4 équivalents (du f a i t 

de l'abondance de M(H ,L)X et de son £ plus p e t i t que celui 

de M(H 2 L) . 

Lorsque 4 équivalents de base sont ajoutés, la solut ion contient 

essentiellement t ro i s complexes. I l est ainsi possible de calcu­

ler le spectre de l'espèce M(H-1L)X ( f igure 19). Le calcul de ^ max 

par la règle de l'environnement moyen donne 591 nm pour le chro-

mophore Cu(N-amino)2(N-peptide)(0-peptide) et 577 nm pour Cu(N-

amino)2(N-peptide)(0-carboxylate). L'observation de ^ m a vers 

580 - 590 nm ne permet pas de prouver une structure pyramidale ou 

planaire. 
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Figure 19 : spectre VIS calculé de M(H-1L)X 

L ' in te rpré ta t ion des observations fa i tes avec le système compre­

nant le n i c k e l ( I I ) fournit relativement peu d' information quant i ta­

t i ve pour étudier les propriétés structurales des complexes te r ­

naires du c u i v r e ( I I ) . La f igure 18A montre l ' évo lu t ion des spec­

tres VIS du système Ni(II)-AspGlyGly-Ser. Bien que la d i s t r i bu t i on 

des espèces so i t compliquée ( f igure 16), les spectres mesurés ne 

sont essentiellement que la somme de la contr ibut ion des complexes 

diamagnétiques, c 'es t -a-d i re M(H_,L) et M(H-L)OH. A 4 équivalents 

de base, la valeur de l apparent correspond à l 'absorpt ion de 

M(H--L) seul en so lu t ion . Le complexe ternaire M(H ,L)X est donc 

paramagnétique. Ce f a i t n 'exclut pas une structure plane des 2 

cycles de chelat ion. 

4.3.3 Rôle de Asp en posi t ion 1 du t r ipept ide 

La comparaison des d is t r ibu t ions des complexes des systèmes Cu(I I ) -

AspGlyGly-Ser et Cu-GIyGIyGIy-GIy ( f igure 16) montre que pour des 

pH supérieurs à 8 e l les sont semblables. Les solut ions contiennent 

essentiellement les complexes M(H_,L)X, M(H-2L) et MX2 vers pH = S 

-9 . Par contre, en mi l ieu neutre ou acide, le reste ß -carboxylate 

modifie beaucoup la phénoménologie des systèmes. Les abondances 

des espèces ML et MLX sont très nettement supérieures. L 'e f fe t de 
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la coordination du reste ß-carboxylate dans le complexe ML est 

déjà discutée au paragraphe 3.3.3. L'augmentation de la s t a b i l i t é 

du complexe ternaire MLX est due aux mêmes raisons que cel les de 

ML, et vaut environ 4.8 k<J/mole ( environ 6 kJ/mole pour ML). Le 

f a i t que cette s tab i l i sa t i on so i t in fér ieure à ce l le du complexe 

binaire provient de l'augmentation de l 'énergie du champ de I i -

gands du plan qui provoque un affaiblissement des l ia isons de 

coordinations axiales {deux molécules d'eau sont remplacées, dans 

le p lan, par l 'ac ide aminé) ^ ' . A i n s i , l'abondance du complexe 

ternaire MLX passe d'environ 10 % (systèmes â l igand l inéa i re ) 

ä 30 - 45 % suivant l 'ac ide aminé (systèmes à ligand rami f ié , c f . 

plus l o i n la f igure 21). 

Quant au complexe ternaire M(H,L)X, les valeurs log ß, , , , 

des systèmes à l igand ramif ié et l inéa i re sont du même ordre de 

grandeur (tableaux5 et 8 ) . La discussion re la t i ve au complexe 

M(H ,L) dans le paragraphe 3.3.3 reste valable i c i . La présence d' 

un reste {* -carboxylate en posi t ion 1 du t r ipept ide af fecte que 

peu la s t a b i l i t é (e t l'abondance) du complexe ternaire M(H,L)X. 

E l le pourra i t même, semb le - t - i i , le déstabi l iser légèrement, comme 

dans le cas du complexe binaire M(H-L) . Comme le bras (I-carboxy­

la te est coordonné, du moins part iel lement, dans le complexe M ( H - -

L ) , i l l ' e s t certainement également dans le complexe ternaire 

M(H ,L)X, et cela d'autant mieux que l 'énergie du champ de ligands 

du plan est plus pet i te (une dent N-peptide est remplacée par ce l ­

le de N-amino). 

4.4 Conclusions 

Lorsqu'un système cu i v re ( I I ) - t r i pep t i de est perturbé par la pré­

sence d'un acide aminé, les espèces principales M(H -L) et M(H .L) 

en mil ieu basique et neutre sont remplacées par les complexes 

ternai res. 
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Le complexe MLX, qui apparaît à des pH compris entre 5 et 9, est 

nettement s tab i l i sé par la coordination du reste P-carboxylate. 

La formation du complexe M(H ,L)X, qui ex iste en mi l ieu basique, 

entre en compétition surtout avec M(H 2 L) . Suivant l 'ac ide aminé 

(par exemple Ser ) , e l l e est même nettement favor isée. 

Des structures peuvent être proposées ( f igures 2OA et B). 

La comparaison des propriétés thermodynamiques de l'espèce MLX 

avec des ligands ramif iés ou non montre que le reste fl-carboxy-

late est coordonné. Les connaissances en chimie du cu i v re ( I I ) per­

mettent de proposer la structure I comme étant plus probable que 

I ' , car e l l e possède deux cycles de chelat ion à 5 membres dans le 

plan. Les isomères eis et trans ex is tent certainement en solu­

t ion ( f igure 20A). 

NHCHCNHCHCOO 
R O R 

NHCHCNHCHCOO 

I (eis et/ou trans) r 

Figure 2OA !structures possibles de MLX 

La structure p ré fé ren t ie l l e de M(H .L)X est I I ( f igure 2OB). L'or­

dre de grandeur de O u n e s t t y P 1 ^ P o u r u n acide aminé 
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I I : M(H .,L)X (eis et/ou trans) 
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Ni l 
CHRCOO 

VU-
N N " N 0 

C HRCOO 

I I I : M(H-2L)X I I I ' 

Figure 2OB : structures possibles des complexes ternaires 

( la coordination du reste fï-carboxylate est c e r t a i ­

nement p a r t i e l l e ) 
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bidente (donc pas I I " ) . Les propriétés spectroscopiques ne per­

mettent pas de chois i r entre I I et I I ' . Cependant un cycle à 5 

membres (M^X) avec une posit ion axiale du complexe demeure peu 

favorable * ' , La structure I I ' sera d ' a i l l eu rs éliminée plus 

bas (chapitre 5) . 

L'ordre de grandeur des constantes de formation de l'espèce 

M(H2L)X ( « cel les de M(H^L)X) peut indiquer que l 'ac ide ami­

né est monodentë (structure I I I ) o u chelate dans un cycle peu 

favorable avec une posi t ion axiale (structure I I I ). En raison de 

l ' i nce r t i t ude re la t i ve â cette espèce (calculsde l o g l i ? , , e t des 

spectres peu f iab les) et de son existence à des pH trop élevés, 

les propriétés de cette espèce ne seront plus appronfondies. 



5 ROLE DU SUBSTITUANT 2 DU TRIPtPTIOE 

5.1 Introduction 

Dans ce chapi t re, le rôle du substi tuant 2 du t r ipept ide dans la 

formation des complexes ternaires est étudié. Nous u t i l i serons les 

peptides AspGlyGly, AspAlaGly, et AspGlyAla, et les acides aminés 

Ala.Pro, Arg, Ser, et Lys. Certains ef fets ayant déjà été observés 
(21 22 27) 

avec un encombrement stérique minimum (R = -CH3) , nous 

supposons que l ' e f f e t stérique d'un te l reste so i t s i g n i f i c a t i f 

relativement aux propriétés thermodynamiques et structurales de 

nos complexes ternai res. 

5.2 Phénoménologie 

5.2.1 Constantes de formation et distributions des espèces 

Nous avons calculé les constantes de formation des complexes ter­

naires à partir des mesures de courbes de titrage dont les condi­

tions sont indiquées dans le tableau 7. 

Les constantes log ß m h l 0 sont celles du tableau 2, tandis que les 

'mhOx valeurs log O hn proviennent d'une table ' ' . Les constantes 

l o g ß , h l , sont calculées par le programme SCOGS modifié ' ' . 

Le tableau 8 indique le résu l ta t des calculs : l ° 9 0 i h l i
 e t ^ e s 

déviations standards (s) des valeurs logß ainsi que les constantes 

calculées ^ j X
= l o g / î l h l l - l o g ^ , -

Les d is t r ibut ions de toutes les espèces M(H-L,)X sont dessinées 

sur les f igures 21.1-5 , pour des concentrations C„ = C. = C„ = 

5 mM ( ^ = 0.1 M KNO3, T = 25°). 
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L 

^y 

A
s
p
G
l
y
C 

A
s
p
A
l
a
G
l
y 

IO 

5 
>> 

As
pG

l 
X 

Ala 

Pro 

Arg 

Ser 

Lys 

Ala 

Pro 

Arg 

Ser 

Lys 

Ala 

Pro 

Arg 

Ser 

Lys 

CH(mM) 

7.32 

6.10 

6.09 

6.10 

6.09 

7.32 

6.10 

6.09 

6.10 

6.10 

6.09 

7.32 

6.10 

6.10 

6.10 

7.32 

6.10 

6.10 

7.32 

6.10 

6.10 

7.32 

6.10 

7.32 

6.10 

CL(mM) 

7.18 

6.10 

6.09 

6.10 

6.09 

7.25 

6.10 

6.09 

6.10 

6.10 

6.09' 

7.14 

6.10 

6.10 

6.10 

7.18 

6.10 

6.10 

7.18 

6.10 

6.10 

7.18 

6.10 

7.18 

6.10 

Cx(mM} 

7.32 

6.10 

6.09 

6.10 

6.09 

7.32 

6.10 

6.09 

6.10 

6.10 

6.09 

7.32 

6.10 

6.10 

6.10 

7.32 

6.10 

6.10 

7.32 

6.10 

6.10 

7.32 

6.10 

7.32 

6.10 

méthode 

(*) 

a 

C 

b 

C 

b 

a 

C 

b 

C 

C 

b 

a 

C 

C 

C 

a 

C 

C 

a 

C 

C 

a 

C 

a 

C 

Tableau 7 [*) c f . 8.1.1 
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Les valeurs ' o g ^ 1 0 - I 1 se calculent faci lement, l'abondance du 

complexe MLX étant dominante dans le mélange à des pH compris 

entre 5 et 8 (maximum d'abondance = 30-45 % vers pH = 6 .5 ) . 

Les valeurs ' ° 9 ^ i _ i i i également se déterminent faci lement, sauf 

avec le peptide AspAlaGly dont les propriétés par t i cu l iè res sont 

discutées plus bas. Pour les deux autre pept ides, l'abondance de 

M(H ,L)X est importante au-dessus de pH = 7.5, avec un maximum 

d'abondance d'environ 35 - 55 % vers pH = 9. A ce pH, et con t ra i ­

rement aux autres plus bas, les solut ions contiennent un minimum 

d'espèces, spécialement M(H1L)X, M(H-2L et MX2-

La détermination des constantes l ° 9 ^ i _ ? i i P° s e par contre cer­

tains problèmes, car la précis ion des mesures de pH est f a i b l e 

quand pH > 9 (cal ibrage du pHmètre d i f f i c i l e , rô le du Na ) et que 

la pente des courbes de t i t r age est f a i b l e . L'abondance de ce 

complexe ternaire avec les acides aminés Ala et Pro reste f a i b l e 

( < 5 %) même à pH = 10, tandis que ce l le avec Ser et Lys a t t e i n t 

environ 20 % â pH = 10. Comme le complexe ternai re M(H_„L)X sor t 

de nos problèmes fondamentaux, et que sa détect ion est imprécise, 

nous ne commenterons que succintement les propriétés de ce com­

plexe. 

Notons également que les constantes re la t ives aux acides aminés 

proviennent d'une table * ' e t qu 'e l les n'ont pas été modifiées 

(cette tab le , très c r i t i q u e , donne des valeurs très moyennes et 

sûres, sauf pour Cu(Ser)-} . Une t e l l e u t i l i sa t i on de données cons­

t i t ue cependant une incer t i tude sur les ca lcu ls . 

Dans les systèmes te rna i res , l'abondance des biscomplexes est su­

périeure à ce l le observable dans les systèmes b ina i res , car le ion 

métall ique se trouve en défaut. Cependant, les abondances maxima­

les sont d'environ 10 - 15 ï (vers pH = 6.2) de ML2, 3 - 6 % (vers 

pH = 7.7) de M(H 1 L)L , et d'environ 1 - 3 % (vers pH = 10) de 

M(H 1 L) 2 . 
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Il peut être intéressant de calculer les constantes de formation 

des complexes ternaires par des considérations statistiques à par­

tir des constantes des biscomplexes. Les écarts des constantes ex­

périmentales à celles calculées pourraient indiquer des interactions 

entre les ligands (tripeptide et acide aminé) autour du ion métal­

lique. 

Les constantes de formation des complexes ternaires peuvent se cal­

culer de la façon suivante ' ': 

stat i o g ( 3 ^ ; = Hogf ï l h 2 0 + i i o g ( 3 l h 0 2 + iogS 

Le facteur s ta t is t ique S vaut 2 (S = 2! / 1 !1 ! ) pour des complexes 

MLX et M(H ,L)X. Le tableau 9 donne les résul tats des calculs de 

1 0 9 ^ I h I l a i n s i q u e 1 e s é c a r t s ^ ihn = 1 0 9 ^ I h I l " 1 0 9 ^ I h I T 

D'après ces calculs s ta t i s t i ques , la majori té des complexes ter ­

naires est favorisée. Les écarts ^ l u i i sont, cependant, les 

plus importants et tous pos i t i f s pour M(H ,L)X, et c 'est le com­

plexe de la lys ine qui s'écarte le plus de l o g ß - , , , , . 

L'observation des f igures 21.1-5 permet de constater une par t icu­

l a r i t é importante du t r ipept ide AspAlaGly (reste méthyle en posi­

t i on 2) : l e complexe ternaire M(H ,L)X est fortement déstabi l isé 

avec ce l igand, et sa formation est inhibée de façon importante 

suivant l 'ac ide aminé. 

La phénoménologie thermodynamique de cet e f fe t peut être mise en 

évidence par le tableau 10 qui donne l'abondance des complexes 

ternaires MLX et M{H,L)X lorsque le pH = 7.5 . A ce pH physiolo­

gique, les abondances de ces deux complexes sont du même ordre de 

grandeur lorsque le deuxième acide aminé du t r ipept ide est la gly­

c ine. 
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5.2.2 Phénoménologie spectrochimique 

I l est possible de confirmer la phénoménologie thermodynamique par 

des observations spectroscopiques. 

Lors des t i t rages des solutions ternai res, les solut ions compre­

nant le peptide AspAlaGly se d i f férencient nettement de cel les com­

prenant AspGlyGly ou AspGlyAia par une couleur plus bleue et plus 

intense. Après addit ion de quatre équivalents de base, les spec­

tres VIS des solutions sont représentés dans la f igure 22. 

0 . 5 

0 . 0 
500 600 

a: Ala 

b: Pro 

c: Arg 

d: Ser 

2+ Figure 22 : spectres VIS des solutions contenant Cu - t r i pep t i de -

acide aminé 1:1:1 { C = 6.1 mM I / V=0.1 M KNO3, T=25°) 

L = AspAlaGly { ) , AspGlyAia ( ) 

Une autre façon de mettre en évidence le rôle d'un reste mëthyle 

en posi t ion 2 du t r ipept ide consiste â t i t r e r une solut ion qui 

contient in i t ia lement M(H_„L) par HX et de mesurer les spectres 

VIS et CD. Les f igures 23 et 24 montrent l ' évo lu t ion de la densité 
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optique et de 1 ' e l l i p t i c i t ë d'une solut ion de complexe M(H-L) , (L 

= AspAlaGly et AspGlyAla) t i t r é e par une solut ion de (R)Pro. 

1.0 

0 . 5 -

0 . 0 

^N^ *= 

^ ^ T ^ - ^ A 

i i 

550 nrn 

i 

2 3 

x = Mtot / [MJ t o t 

Figure 23 : densité optique d'une solut ion de M(H_„L) (5 mM) lors du 

t i t r age par (R)Pro. A L=AspAlaGly, B L=AspGlyAla 

0 . 0 0 

- 0 . 0 5 -

¥ 
-0 .10 

B / ^ ^ 

k/ 

t 

a = 

• 

550 nm 

2 3 4 

x = [X]1. V[M]1 ' t o r ' t o t 

Figure 24 : e l l i p t i c i t ë d'une solut ion de M(H_„L) (5 mM) lors du 

t i t rage par (R)Pro. A L=AspAlaGly, B L=AspGlyAla 
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Les mesures sont fa i tes à ^ = 550 nm. A cette longueur d'onde, 

le pouvoir r o t a to i r des complexes de la prol ine est proche de 2éro 

, s i bien que la densité optique est daeessentiellement à M(H__L), 

M(H1L)X et MX2, et l ' e l l i p t i c i t ë surtout à M(H-2L) et M(H-1L)X 

(avec peu de contr ibut ion ro ta to i re de X). Les mesures potent io-

mëtriques permettent d ' in terpré ter qualitat ivement les par t i cu la ­

r i t és spectroscopiques dues à un reste méthyle en posi t ion 2 du 

t r i peptide. 

De façon générale, l'abondance des complexes M(H_,AspAlaGly)X est 

f a i b l e , voire nul le suivant X. A ins i , une var ia t ion de C„ permet 

de d i f fë r iencer fortement les systèmes qui comprennent l e t r i pep -

t ide AspAlaGly. La f igure 25 montre les changements des concen­

t rat ions des complexes principaux calculées à pH = 8.5 . 

1.0 

0 . 5 -

0 . 0 

Figure 25 : influence de la concentration totale en proline 

(CM = C1 = 5 mM, pH = 8.5). 

L = AspAlaGly ( ), L = AspGlyAla ( ) 

A M(H_2L), B MX2, C M(H-1L)X, D MLX 

Cette f igure permet d ' in te rpré te r les courbes des f igures 23 et 24 

au moins qual i tat ivement. 
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Comme les propriétés spectroscopiques { £ et A £ ) du complexe 

M(H-L) sont nettement supérieures à cel les des autres espèces (c f . 

chapitre 6 ) , les propriétés géométriques des courbes A, f i g . 25 

ressemblent â cel les des f igures 23 et 24. Les courbes B, f i g . 23 

e t 24 (où L = AspGlyAla) s ' incurvent lorsque x = 1.5 - 2. Cela 

est dû au maximum de l'abondance de M(H ,L)X.Par contre, les cour­

bures des l ignes A, f i g . 23 et 24 ( où L = AspAlaGly) sont moins 

prononcées et plus régul ières, car le système contient essen­

t ie l lement deux complexes, M(H„L) e t MX„ (courbes A e t B, f i g . 

25) dont les var iat ions de concentration ne montrent pas de s in ­

gu la r i t és . 

5.3 In terpré ta t ion stërique 

Le complexe ternaire MLX n'est pas affecté par un reste mëthyle 

en posi t ion 2 du t r ipept ide du moins en ce qui concerne les cons-
Ml V 

tantes de formation log P-J011 e t log K._ (tableau 8 ) . La struc­

ture I 1 f igure 20 ne permettrai t pas, du res te , d'expl iquer un 

e f f e t éventuel. 

L ' e f f e t stëréochimique le plus important de ce t rava i l concerne le 

rôle du substi tuant en posi t ion 2 du t r ipept ide sur la formation 

du complexe ternaire M(H ,L)X, comme le montrent les f igures 21. 

1-5 et le tableau 10. 

La dés tab i l i sa t ion du complexe peut tout d'abord s 'expl iquer sim­

plement par un e f f e t stérique stat ique. La f igure 26 montre un 

modèle à calot tes du complexe M(H ,AspAlaGly). Dans nos systèmes, 

la constante de formation l o g K M ; u , ; do i t être supérieure à 
M(H_iL) 

4.5 pour que l'abondance de M(H .L)X so i t détectable. Un te l ordre 
(31 

de grandeur suggère que l 'ac ide aminé est chelate v ' . Les com­
plexes M(H ?L)X, où X est certainement monodenté (structure I I I , 
f igure 20), ont une constante l ° 9 ^ i _ 2 i i i n f é r i e u r e de 3 - 4 or­
dres de grandeur à ce l le des complexes M(H1L)X, où X est 
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certainement bidente (structure I I , f igure 20).Hors, le modèle I 

( f igure 26) montre que l 'une des posit ions du plan peut êt re mas­

quée par le reste en posi t ion 2 du t r i pep t ide , si bien que 1 ' 

acide aminé ne peut plus chêlater les deux posit ions du plan. D' 

autres rotamères peuvent en principe exister ( I I - V I , f igure 26). 

Mais seuls les rotamères I , I I , et VI ont une posi t ion de coordi­

nation masquée part iel lement parle reste méthyle en posi t ion 2. 

Les modèles I e t I ' permettent de v isua l iser l a di f férence d'occu­

pation de l'espace par un reste méthyle ou hydrogène. Hais les 

observations expérimentales ainsi que cette expl icat ion stërique 

montrent, que pour le complexe te rna i re , la conformation de la 

par t ie peptidique non coordonnée do i t donc approcher la structure 

I , f igure 26. 

L'acide aminé n'est donc pas chelate avec une posi t ion axiale { 

structure I I ' , f igure 20). 

Cette exp l icat ion stërique permet également de comprendre pourquoi 

les complexes M(H ,L)X de dipeptides peuvent ex is ter * ' . Dans 

ce type de systèmes, la par t ie non coordonnée du dipeptide est 

beaucoup plus pet i te et polaire que ce l le d'un t r i pep t i de , s i bien 

que les rotamères IV et V peuvent être s tab i l isés dans un mi l ieu 

po la i re . 

Une autre approche d 'exp l ica t ion du phénomène d ' i n h i b i t i o n s t é r i -

que consiste a" envisager l ' équ i l i b re 

H(H_2L) + HX . M(H-1L)X 

dynamiquement, c 'es t -à-d i re que du point de vue moléculaire, des 

complexes ternaires et binaires se forment continuellement. Un 

t rava i l sur la cinétique de la réaction de HX = en, t r i e n , HEDTA, 

avec le complexe M(H -L) a montré que la réaction débute par la 

subst i tu t ion de la fonction carboxylate terminale par l 'amine 
(211 

attaquante v ' . Cette étape est suiv ie par le cl ivage M—N-pep-

t ide et la chelation du ligand bidente. I l est ainsi c l a i r que 1 ' 

espace non a t t e i n t par le reste peptidique non coordonné dépend 
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beaucoup du reste en posi t ion 2 du t r i pep t i de . La f igure 27 montre 

quelques rotamëres qui permettent d'évaluer la diminution de T 

espace due à.un reste méthyle en posi t ion 2 du peptide. 

Figure 27 : Evaluation de l 'occupation supplémentaire de l'espace 

engendrée par un reste méthyle en posi t ion 2 . 

Rotation de la l i a i son MfP-CHR (R » CH3 e t H) 

(Le cercle p o i n t i l l é indique l 'occupation du s i te par un 

oxygène de l 'ac ide aminé) 

Cette diminution peut s'estimer â environ 50 %. Lorsque HX réagit 

avec M(H „ L ) , le proton peut être transféré sur l 'azote qui de-

(21 1 

vient asymétrique * ' . D e par la présence du reste méthyle au-

dessus du plan, i l est alors possible que le reste non coordonné 

du peptide se place au-dessous du plan ( f igure 28 I ) , ce q u i , 

après clivage de la l ia ison M—N-peptide, amène automatiquement le 

reste méthyle au voisinage de la posi t ion du plan ( f igure 28 I I ) . 

La f igure 29 montre ies modèles à calottes qui correspondent aux 

structures I et I I , f igure 28. On y vo i t clairement l ' imposs ib i ­

l i t é de la chelation de l 'ac ide aminé lorsque L * AspAlaGly, 
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+ HX 

eoo 

OCNHCH2COO 

I I 

Figure 23 : mécanisme possible expliquant l ' i n h i b i t i o n de la 

formation de M(H_.AspAiaGly)X 

contrairement au cas où L = AspGlyGly ( f igure 29 I I I ) . 

Le mécanisme permet immédiatement de vo i r les différences entre 

les complexes de t r ipep t ide et de dipept ide: pas de protonation 

d'un î f pep . , et la séquence -CONHCHRCOO" est remplacée par COO-. 

Aucun e f fe t stër ique n'est donc possible. 

Dans un te l mécanisme, le reste de l 'ac ide aminé joue également un 

rôle important. Premièrement, i l modifie l ' a c i d i t é des fonctions 

ammonium et acide carboxylique (par exemple, relativement aux pKa? 
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II III 

Figure 29 I 

H 

III 

intermédiaire avec azote protonnë 

chelation de X inhibée (R = CH3) 

de X possible (R = H) 

(seuls les atomes C1N et 0 de X sont représentés) 
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Pro> Ala "JArgciSer^Lys) et les constantes de formation des comple­

xes (par exemple relativement à (I ? : Pro > A l a > A r g ^ S e r 7 L y s ) . D' 

autre par t , i l d i f fé renc ie les acides aminés relativement à 1 ' 

i nh i b i t i on de la formation du complexe M(H ,L)X. Le classement des 

acides aminés relativement â cet e f fe t : Arg >Pro >Ser >Lys >Ala 

correspond à celui de la grandeur des restes des acides aminés 

à l 'except ion de Lys. Le mécanisme de la f igure 28 explique ce 

comportement: lors de la formation de l ' in termédia i re (coordina­

t i o n monodentée de l 'ac ide aminé) puis de la chelat ion de X1 ce 

dernier do i t in te rag i r avec le troisième acide aminé du peptide. 

5.4 Conclusions 

La nature du deuxième acide aminé du t r ipept ide joue un rô le 

primordial dans les systèmes ternai res. Un reste mëthyle en po­

s i t i o n 2 défavorise drastiquement la formation du complexe te r ­

naire M(H1L)X et non ce l l e de HLX et de M(H-2L)X. 

Un mécanisme permet d'expl iquer cet e f f e t important. I l n'est 

expl icable que si l 'ac ide aminé dans le complexe M(H .L)X est b i ­

dente et coordonné dans le plan Cu-peptide (structure I I , f i ­

gure 20). 

L'hypothèse que l 'ac ide aminé est bidente dans les complexes MLX 

et M(H1L)X et monodenté dans M(H„L)X est supportée par l ' e f f e t 

d ' i n h i b i t i o n stérique et le mécanisme de formation du complexe 

M(H,L)X, ainsi que par la comparaison des ordres de grandeur 

des constantes $ / ¾ ? * 

La nature de l 'ac ide aminé joue également un rôle important. L' 

e f f e t d ' i n h i b i t i o n stérique sur la formation de M(H ..L)X augmente 

avec la grandeur du reste de l 'ac ide aminé, sauf s ' i l est coordon-

nable (Lys). 
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L 'écart des constantes de formation des complexes ternaires par 

rapport aux prédict ions s ta t is t iques dépend passablement de 

X. Cet e f fe t pour M(H-L)X est p o s i t i f e t s i g n i f i c a t i f (maximum 

avec Lys : ^ 1 , , , * + 1 unité log.)-Relativement au complexe MLX, 

i l est négati f (^ -0.1 uni té log avec Pro et Arg) ou p o s i t i f 

(maximum avec L y s * - + 0.3 uni té l o g . ) . La re la t ion A , , , , > 

A - -- montre que les interact ions a t t rac t ives entre les ligands 

sont plus grandes lors du mécanisme de la formation de M(H-L)X 

que de MLX, et qu 'e l les font in terven i r également la par t ie non 

coordonnée du l igand peptidique. 



6 OIASTEREOSELECTIVITE DANS LA FORMATION DES 

COMPLEXES TERNAIRES 

6.1 Introduct ion 

Une étude de la d iastéréosélect iv i të peut surprendre dans le cadre 

de la phénoménologie des systèmes naturels. En e f f e t , les pro­

blèmes l i és au transport du cu i v re ( I I ) f a i t in te rven i r des acides 

aminés de conf igurat ion S. De plus, la compréhension des propr ié­

tés thermodynamiques de nos systèmes ne f a i t pas in te rven i r la 

conf igurat ion de l 'ac ide aminé et pas l ' isomerie c is / t rans des 

complexes ternai res. 

Le but de cette étude n'est pas de rechercher l e mei l leur système 

d iastéréosélect i f {des ef fe ts peu importants sont prévis ib les pour 

des structures essentiellement planes). Par contre, nous envisa­

geons cette étude comme une méthode analyt ique. 

Cette méthode permet d'aborder des aspects l i és aux questions 

discutées aux chapitres 3 - 5.Les questions l iées à la stëréochi-

mie sont les suivantes : 

- en quoi les propriétés thermodynamiques (tableau 8, f igures 2 1 . 

1 - 5) des complexes ternaires diastéréoisomêres sont-el les fonc­

t ion de la conf igurat ion de l 'ac ide aminé ? 

- les propriétés thermodynamiques sont-el les compatibles avec la 

re la t ion entre les écarts ^ l h l ] e t les interact ions entre les 

ligands (tableau 9} ? 

- les structures des complexes ternaires ( f igure 20} peuvent-elles 

être précisées par rapport aux isomères eis et trans ? 

- un mécanisme analogue à celui de la formation de M(H ,L)X ( f i ­

gure 28) peu t - i l ê t re appliqué au complexe MLX ? 

Nous envisageons la d iastéréosélect iv i të dans les réactions 

suivantes : 



- 74 -

I : Cu-tr ipept ide + (S)X = ^ Cu-tr ipeptide-(S)X (eis et/ou trans) 

I I : Cu-tr ipeptide + (R)X = Cu-tripeptide-(R)X (eis et/ou trans) 

Les constantes d 'équ i l ib re re la t ives aux équations I et I I sont 

déterminées par des mesures potentiométriques. Cette méthode n1 

informe pas sur la structure des complexes (isomerie c i s / t r ans ) , 

si bien que seule une d iastéréosélect iv i tê apparente peut être 

mesurée. Des mesures spectroscopiques (VIS1CD) permettent d'abor­

der les problèmes de l ' i somer ie . 

6.2 Phénoménologie thermodynamique 

La détermination des constantes de formation de complexes te rna i ­

res par des mesures potentiométriques est très ef f icace et pra­

t ique. Hais quelle est la dif férence maximale de pH observable 

(cas de d iastêréospéci f ic i të) ? Af in de répandre à cette question 

(dont la réponse n'est pas évidente pour nos systèmes ) , un exem­

ple de d iastêrêospéci f ic i té peut être simulé. 

Pour le système Cu -AspGlyGly-Ala 1:1:1 pr is comme exemple, le 

programme COMICS modifié* ' permet de calculer la concentration 

de chaque espèce (l igands et complexes) 3 d i f férents pH dans.4 

cas par t i cu l ie rs : 

- absence des espèces MLX et M(H-1L)X 

- présence de MLX et absence de M(H,L)X 

- absence de MLX et présence de M(H ,L)X 

- présence des espèces MLX et M(H-1L)X 

I l est ainsi possible de calculer la var ia t ion du pH due â la pré­

sence dans le système de 1 ou 2 complexes ternaires ( f igure 30). 

La var ia t ion du pH due â la présence d'un complexe ternaire est 

négative avant le maximum d'abondance et posi t ive après. I l est 

intéressant de constater que, au maximum d'abondance de chaque 

complexe ternaire pr is séparément (courbes A et B, f i g . 30), le 

complexe ternaire n'est responsable d'aucune var ia t ion de pH. 
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A 

/ " " N C ; 

0 1 2 3 4 5 

éq.base 

Figure 30 : simulation de la d iastëréospéci f ic i té de la formation 

des complexes ternai res. 

Variat ion de pH due à la présence de : A KLX, B M(H ,L)X 

C MLX et M(H1L)X 

Dans notre système, la concentration de MLX est maximale S 3 équi­

valents de base ajoutés et ce l le de M(H-1L)X a 4 équivalents, s i 

bien que les va r ia t i ions de pH se compensent presque entre 3 et 

4 équivalents de base ajoutés (courbe C, f i g . 30). Cette simula­

t i on de d iastëréospéci f ic i té dans notre système montre également 

que les mesures de pH ne peuvent êt re di f férentes de plus de 0.3 

unités pH environ. 

Les t i t rages potentiométriques des systèmes contenant les acides 

aminés de conf igurat ion R ont été réal isés dans des conditions 

expérimentales identiques à cel les indiquées dans le tableau 9. 

Dans le tableau 11 sont indiqués les valeurs calculées loq/2 
3 1 I h I l 

a insi que les constantes log K. 

x 
EX 

< 

0 . 2 

0 . 0 

- 0 . 2 
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Les d iastërëosëlect iv i tés apparentes X R / S , déf inies comme étant 

le rapport des constantes KuL*1. ( pour les acides aminés de con­

f igura t ion R et S, sont indiquées dans le tableau 12. 
ML

X 

X 
_J 

Ala 

Pro 

Arg 

Ser 

Lys 

Ala 

Pro 

Arg 

Ser 

Lys 

AspGlyGly 

1.00 

1.62 

1.29 

1.05 

1.10 

1.00 

1.00 

1.17 

1.17 

0.93 

AspAlaGly 

1.00 

2.24 

1.20 

1.10 

1.17 

0.98 

0.87 

AspGlyAla 

1.00 

1.70 

1.17 

0.98 

1.02 

1.05 

1.29 

0.79 

1.12 

0.98 

Tableau 12 : d iastëréosêlect iv i të apparente X R/S 

Ces diastêrêosélect iv i tës apparentes se manifestent dans les cour­

bes de t i t rage par des différences de pH de quelques centièmes 

d'uni té ( environ 5 pour les plus grands écar ts ) , ce qui est peu 

par rapport auApH maximum qui sera i t observé dans le cas de d ia-

s téréospéc i f i c i té . 

Af in de concrétiser la s i gn i f i ca t i on des valeurs X R/S du tableau 

12, les d is t r ibu t ions des complexes ternaires dans tous les systè-" 

mes sont dessinées dans la f igu re 3 1 . 
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AspGlyGly AspAlaGly AspGlyAla 

pH pH pH 

Figure 31 : distribution des complexes ternaires. 

avec X de configuration S ( ), R ( ) 
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6.3 Phénoménologie spectroscopique 

Les différences, bien que petites, des constantes log/j,L,, de 

systèmes contenant un acide aminé de configuration S ou R se mani­

festent nettement dans les spectres visibles des solutions après 

addition de 4 équivalents de base (3 avec Arg) {figure 32). 

Les différences des spectres VIS proviennent non seulement des 

concentrations différentes de MX„, H(H-L) et M(H ,L)X, mais peut-

être également d'un changement de la proportion des isomères eis 

et trans dont les spectres diffèrent certainement (61) 

0.5 ; 

0.0 
500 550 600 

) \ (nm) 

Figure 32 : spectres VIS des systèmes Cu-AspGlyAla-(S)X (— 

Cu-AspGlyAla-(R)X ( ), après addition de 4 équi­

valents de base (Ala, Pro, Ser) ou 3 éq. (Arg). 

et 

Puisque les systèmes vers pH = 9 contiennent essentiellement trois 

espèces, il est possible de calculer les spectres VIS et CD des 

complexes M(H_,L)X, en utilisant les spectres des complexes MX? 
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( f igure 33} et M(H_2L) ( f igures 10 et 11). 

La f igure 34 montre les spectres v is ib les calculés des complexes 

M(H ,ASpGIyAIa)X. Sur les f igures 35 et 36 sont dessinés les spec-, 

t rès CD des complexes M(H ,L)X (images A - E ) ainsi que l ' add i t i on 

et la soustraction des spectres des diastêréoisomères (images A' -

E ' ) . 

43B 5C3 eßß 
> (nm) 

/4SB 

^ (nro) 

Figure 33 : spectres VIS et CD des complexes MX2 

X = : a Ala, b Pro, c Arg, d Ser, e Lys 
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100 
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100 
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400 ï 700 

100 

400 700 

100 

400 700 

100 

400 700 

Figure 34 : spectres VIS calculés de M(H-1ASpGIyAIa)X 

(X de conf igurat ion : S ( ) , R ( ) 
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6.4 Diastëréosélectivitë thermodynamique 

Du tableau 12 et de la f igure 31 i l ressort que les complexes te r ­

naires MLX et M(H_,L)X sont plus stables lorsque la conf igurat ion 

de l 'ac ide amine est R (à l 'except ion s ign i f i ca t i ve du complexe M(-

H-1ASpGIyAl a)Arg ). 

Relativement aux complexes ternaires MLX, la plus grande diastë-
2+ 

rëosë lec t iv i të apparente s'observe pour le système Cu -AspAlaGly-

Pro. Dans ce système, l 'enrichissement vaut 28 ï e t la différence 

de s t a b i l i t é des diastéréoisomêres vaut environ 2 kJ/mole.Le pep­

t ide AspAlaGly donne en général de plus grands ^C R/S que les deux 

autres. Qualitat ivement, relativement aux ligands AspGlyGly, Asp­

AlaGly e t AspGlyAla, les suites des acides aminés par ordre dé­

croissant de X R / S sont respectivement : Pro f Arg »Lys >Ser-^Ala, 

Pro > Arg >Lys->Ser >Ala, et Pro->Arg ^Lys-w-Ala«. Ser. I l est i n té ­

ressant de comparer ces 3 suites avec cel les obtenues à pa r t i r 

des écarts des log H 1 0 1 1 expérimentaux et s tat is t iques (tableau 9) 

par ordre croissant de A - 0 „ : Pro-Arg-Ala-Ser-Lys, Pro-Arg-Ser-

Ala-Lys, e t Pro-Arg-Ala-Ser-Lys. Ces suites sont semblables pour 

chaque peptide {â l 'except ion de la posi t ion de Lys). 

Relativement au complexe M(H ,L)X, la plus grande diastérëosëlec-
2+ 

t i v i t ê apparente s'observe pour le système Cu -AspGlyAla-Pro, dont 

1'enrichissement vaut 7 %. Les valeurs V R/S sont plus grandes 

avec le peptide AspGlyAla qu'avec les deux autres.Relativement aux 

ligands AspGlyGly et AspGlyAla, les suites des acides aminés par 

ordre décroissant de )(R/S sont respectivement : Arg—Ser^Pro *>-

Ala >Lys et Pro ?Ser>Ala—Lys >Arg. Les deux suites d'acides ami­

nés classés par A , , , , sont a lo rs ) : Pro-Ala-Arg-Ser-Lys et Pro-

Ser-Ala-Arg-Lys. Les suites correspondantes sont relativement sem­

blables, surtout cel les du peptide AspGlyAla dont les e f fe ts de 

d iastëréosélect iv i të sont plus marques. 

Ainsi les écarts des constantes de s t a b i l i t é des complexes te r ­

naires par rapport aux prédict ions s ta t is t iques consti tuent une 
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méthode qualitative pour évaluer les potentialités de diastéréo-

sêlectivitê, car ils sont dös ä des interactions entre les deux 

ligands coordonnés 
(26) 

6.5 Stéréochimie des complexes ternaires 

6.5.1 Hypothèses 

Les structures probables des complexes MLX e t M(H ,L)X sont sem­

blables à cel les des complexes M(Asp)X par la d ispos i t ion des 

cycles de che la t ion , e t des isomères eis et trans sont en équi­

l i b r e en so lu t ions. Si la conformation ^i de Asp est supposée 

(reste/J-carboxylate coordonné), hu i t conformères peuvent êt re 

envisagés ( f igure 38)* 

Acide aminé de conf igurat ion S > : a x i a l , J " : equatorial 

eis trans > trans <T 

Acide aminé de conf igurat ion R ^ : equa to r ia l , <T: ax ia l 

c i s >i c i s J " t ranse t r a n s / 

Figure 38 : conformations possibles de l 'ac ide amine (• = N ou 0) 
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Nous envisageons plusieurs types d ' in teract ions qui ont une i n ­

fluence sur l a s t a b i l i t é de certa ins conformères. 

Les fonctions aminos des isomères eis peuvent êt re s o i t é c l i p ­

sées, s o i t décalées ( f igure 39). La conformation c i s ^ de ï 'ac ide 

aminé est préférable à c i s j . 

c i s à e i s / 

Figure 39 

Le reste R de l 'ac ide aminé sera de préférence en pos i t ion equa­

t o r i a l e , sauf s ' i l est volumineux ou coordinateur * K 

Les peptides étudiés permettent des interact ions électrostat iques 

* " ' qui favor isent une conformation ayant l e reste de l ' a c i ­

de aminé en pos i t ion axiale s ' i l est p e t i t ( f igure 40 A) et equa­

t o r i a l e s ' i l est grand ( f igure 40 B). 

-COO H 3 N 

A (ax ia l ) 

Figure 40 

B (equatorial) 
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Les observations de diastéréosêlectivité étant semblables pour les 

deux complexes ternaires, nous pensons que les spéculations rela­

tives au complexe M(H ,L)X sont valables également pour MLX. Un 

mécanisme analogue à celui de la figure 28 peut alors être envisa­

gé pour MLX (figure 41). 

Q R O R 
NHfcHÜNHCHCOO" 

Figure 41 : proposit ion du mécanisme de la formation de MLX 

6.5.2 Interprétat ion des spectres CD e t VIS 

La règle de l'hexadécant décr i t généralement bien le signe de 1* 

e f fe t Cotton des complexes du cu i v re ( I I ) avec les acides aminés 
(43 AA) 

et les peptides k * ' , mais ne donne pas d' information sur 1 ' 
(39 441 isomerie c is / t rans v * . Par contre, des études semi théoriques 

ont permis de calculer les contr ibut ions conformationnelles et 

v ic inales qui influencent les propriétés spectroscopiques des iso-

mères eis et trans * * » ' ' . Lorsque les isomeres eis et '• 

trans sort séparables (par exemples les complexes du Pd(I I ) et 

P t ( I I ) 1 les bandes d'absorption de l ' isomère trans sont plus l a r ­

ges que celles de l ' isomère cis^ . 

Lorsque X = A la , le spectre VIS de M(H-1L)X ( f igure 34) a une 

largeur de bande supérieure quand la conf igurat ion de X est S. 

Cette dif férence peut être attr ibuée à un rapport des concentra­

t ions des isomères trans et eis ( [ t r a n s ] / [ e i s ] ) supérieur 
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dans le cas de (S)AIa. L 'équi l ibre c is<T^=^ trans<T du complexe 

de la (S)ATa est plus déplacé à dro i te que l ' équ i l i b re c i s > * = ? 

transe de la (R)AIa (groupes aminos éclipsés dans le conformère 

c i s j ) . 

A i n s i , le changement de conf igurat ion de X produit un changement 

du rapport des isomères c i s - t rans , s i bien que la diastêréosélec­

t i v i t ë apparente est f a i b l e . 

La fonct ion amine de la prol ine est encombrée (substituée par le 

reste - (CH 2 ) - ) , ce qui déstabi l ise l ' isomère eis : la proportion 

[ t r a n s ] / [ e i s ] est donc beaucoup plus grande qu'avec ! ' a l an ine , 

e t les spectres VIS ont des £ élevés (environ 100 M- cm" ) ( f i gu ­

re 34). Les coef f ic ients d'absorption du complexe de la (S)Pro 

dépassent légèrement ceux de la (R)Pro. Cela s i g n i f i e que les 

isomères eis ex is tent e t que l ' i n t e rac t i on des fonctions aminos 

inf luencent le rapport [ t r ans ] / [ e i s j . 

Le reste guanidinium (chargé positivement) caractérise l ' a rg in ine . 

Une in teract ion électrostat ique avec le reste ß-carboxylate peut 

ex is te r . El le favorise certainement le conformère du type B, f i ­

gure 40, et une d iastêréosélect iv i të nettement plus grande qu'avec 

1'alanine s'observe. 

Une d iastêréosélect iv i të apparente en faveur de la (R)Ser s'obser­

ve, mais les spectres VIS des diastërëoisomères sont identiques. 

Cela peut s i g n i f i e r que les rapports [ t r a n s ] / [ c i s ] ne sont pas 

modif iés. El le ne peut pas s'expl iquer par une in teract ion élec­

t rostat ique avec le reste 0 -carboxylate ( A R / S sera i t ^ . 1 ) . Le 

reste do i t donc êt re en posi t ion equatoriale favorable dans un 

mi l ieu po la i re . 

En pr inc ipe, la lysine pourra i t se comporter comme l ' a r g i n i n e , 

mais la fonct ion guanidinium se d i f férenc ie nettement du reste 

(v-NH, par une structure t r iazotëe et un pKa plus élevé. A i n s i , 

les poss ib i l i t és de coordination de la lysine sont accrues ( C t / -

-NH„ coordonné e t ol-ammonium l i b r e ) , et aucune diastéréosélec-
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t i v i t ë n'est observée. 

L 'appl icat ion de la règle de l'hexadëcant permet de calculer une 

approximation de deux fo i s la contr ibut ion de l 'ac ide aminé en 

soustrayant les spectres CO (f igures 35, 36 A' - E' ( )) et une 

approximation de deux fo is la contr ibut ion du peptide en addi­

tionnant les spectres CO (f igures 35,36 A ' - E ' , ( ) ) . 

Sur les f igures 35 e t 36 A' - E' ( ) , les contr ibut ions des 

acides aminés sont comparables aux spectres de MX- ( f igure 33) et 

sont du même ordre de grandeur pour les deux peptides. 

La contr ibut ion de Asp du peptide AspGlyGly ( f igure 35) apparaît 

avec un fa ib le e f fe t Cotton négatif d'environ -0.05 M cm . E n 

l'absence d'acide aminé, le spectre CD est p o s i t i f pour le com­

plexe M(H-L) (c f . f igure 10) avec un û £ * * 0 vers > = 550 ran. 

La pa r t i cu la r i t é d'un te l spectre par rapport â celui de peptides 

l inéai res é t a i t at t r ibuée à la coordination du reste ß-carboxy-

la te (c f . 4 .3 .3 ) . En présence d'un acide aminé, le minimum du 

spectre CD vers ^ = 550 nrn devient légèrement négat i f , tandis 

que le maximum vers à = 670 nm reste p o s i t i f . Cette di f férence 

pourra i t être at tr ibuée à une diminution de l'abondance du con-

forraëre ayant le reste ß-carboxylate coordonné. 

La contr ibut ion CD du l igand AspGlyAla ( f igure 36} est semblable 

avec chaque acide aminé. Un £>Z • d'environ -0.11 M cm est 
min 

compatible avec les structures proposées (coordination du peptide 

par N-amino et N-peptide) * ' . 

6.6 Conclusions 

Dans nos systèmes, la formation des complexes ternaires est f a i ­

blement diastêrêosëlective en faveur des acides aminés de con f i ­

guration R. Cependant, lorsqu'un système Cu - t r ipept ide-ac ide 

aminé (où les configurations sont toutes S) est perturbé par le 

changement de la conf igurat ion de X, des propriétés stéréochimiqUes 
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observables se manifestent. 

La s tab i l i sa t i on des complexes ternaires par rapport aux prédic­

t ions s ta t is t iques dépend des interact ions entre les ligands 

coordonnés. Ces interact ions interviennent également dans les 

phénomènes de d ias téréosé lec t iv i të . 

Le mécanisme proposé de la formation des complexes ternaires 

est cohérent avec l ' in f luence sur la d iastéréosélect iv i të des 

complexes MLX et M(H ,L)X des restes en posit ion 2 et 3 du t r i -

peptide respectivement. 

Un mélange d'isomères eis et trans existe toujours. La proportion 

de ces isomères dépend beaucoup de X. Une structure trans est 

favorisée par une fonct ion damino substituée (Pro}. Un reste 

volumineux et chargé positivement l im i t e les poss ib i l i tés de struc­

tures et de conformations par une interact ion électrostat ique avec 

le reste (5-carboxylate du peptide. 

Par contre, les poss ib i l i tés de structures sont augmentées l o r s ­

que X possède un reste basique (par exemple Lys). 

Dans le complexe M(H,L)X, i l est possible que le bras p-carbo-

xylate so i t coordonné dans une mesure moindre q u ' i l l ' e s t dans le 

complexe M(H - 2L), mais l ' i n t e rp ré ta t i on des spectres CD et VIS 

s a t i s f a i t les structures de la f igure 20 B. 



7 SYSTEME NATUREL ET MODELES 

7.1 Introduction 

Dans les chapitres qui précèdent, nous avons décr i t des systèmes 

comprenant le c u i v r e ( I I ) , des t r ipept ides {ayant Asp en posi ­

t ion 1) et des acides aminés bidentés (d i f férents de His) . I l s 

sont caractérisés par deux types principaux de complexes ternai res, 

la s tab i l i sa t i on du complexe MLX par la coordination du reste ß-

carboxylate en posi t ion 1 du t r i pep t i de , l ' i n h i b i t i o n par un 

reste al iphatique en posit ion 2 du t r ipept ide de la formation du 

complexe M(H ,L)X, et l e caractère essentiellement planaire des 

complexes. 

Un autre type de systèmes, qui décr i t bien le s i te a c t i f de 1 ' 

albumine, a été très étudié. I l comprend des t r ipept ides ayant 

His en posi t ion 3 du t r ipept ide (par exemple GlyGlyHis) dans des 
. . . (13,15,18,19) . . . (4,16,17,72) 

systèmes binaires v ' e t ternaires v ' . 

De te ls systèmes se d i f férenc ient des nôtres par la présence du 

reste imidazole en posi t ion 3 du t r ipept ide et dans l 'ac ide aminé. 

I l s ' ag i t de comparer nos systèmes (dépourvus d 'h i s t i d ine ) avec 

le système Cu +-GlyGiyHis-His, a f in d'essayer d'expl iquer le rôle 

de l ' h i s t i d i n e dans le système naturel à l ' a ide de nos résul tats 

obtenus à p a r t i r de systèmes s imp l i f iés ( la présence de la fonc­

t ion imidazole complique fondamentalement les systèmes qui le com­

prennent). 

7.2 Conditions du système naturel 

Dans le sérum humain, seulement environ 5 X du cuivre tota l existe 
(2) 

sous forme de complexes lab i les v ' , c 'es t -à-d i re une concentra­
t ion de l 'o rdre de 10 M. L'albumine est présente en concentration 
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-4 
d'environ 5.10 M. La concentration de X dépend de l 'ac ide aminé, 

et est de Tordre de 3.10 - 5 - 5.10 - 4 M. Celle de T h i s t i d i n e vaut 

environ 10~4.M ( 6 5 ) . 

Dans ces condi t ions, les d is t r ibu t ions des espèces des systèmes 

Cu +-AspGlyAla-Ala e t Cu +-AspAlaGly~Ala ( f igure 42) sont modi­

f iées par rapport à cel les de la f igure 21.1 . 

CU-ASPflLASlY-flLA (SEBUH) CU-flSPä-YlLfl-ÜLfl (SEW*) 

i.e 

E.5 . 

z. e 

Figure 42 : simulation des systèmes Cu - t r ipept ide-Ala dans les 

condit ions physiologiques. 

A: L = AspAlaGly, B: L = AspGlyAla 

(CH = 10"6 M, C1 = 5.10"4 M, Cx = 2.10"4 H) 

A Cu2 + , B M(HL), C ML, D M(H 1 L) , E M(H -2L), F ML2, 

G M(H 1L)L, H M(H 1 L) 2 , I MX, J MX2 

t r a i t renforcé: K MLX, L M(H .,L)X 

Des concentrations en métal et Hgands très pet i tes ont pour consé­

quences une plus grande abondance en Cu l i b re et un moins bon 
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rendement dans la formation des complexes ternai res. L'excès de 

t r ipept ide par rapport â l 'ac ide aminé favorise les espèces MH.L. 

{courbes B - H). A ins i , dans les conditions physiologiques (de con­

centrat ions) et à un pH = 7.4, les abondances en complexes MH.LX 

et MHhL valent 10 % et 83 % respectivement ( f igure 42 A) ou 18 % 

et 77 % respectivement { f igure 42 B). 

L 'e f fe t du reste en posi t ion 2 du t r ipept ide est ampl i f ié dans 

ces conditions de concentrations totales en M1L et X. 

Les d is t r ibu t ions de la f igure 43 sont des simulat ions. Dans ces 

conditions de concentrations, les espèces Cu(OH)9 e t CuCO- de­
m i ù J 

viennent compétitives * ' , du f a i t de la concentration to ta le 

en carbonate d'environ 27 mM dans le sérum. 

Dans les mêmes conditions de concentrations, les d is t r ibu t ions 

des espèces du système Cu +-GlyGlyHis-His ont été calculées â 

p a r t i r des constantes de la l i t t é r a t u r e * ' ' ( f igures 43 A et 

B). 

Cesfigures, qui d i f fè ren t grandement, montrent que des conditions 

expérimentales et des méthodes de calcul d i f férentes peuvent abou­

t i r à des jeux de constantes disparates. 

L'abondance en complexes ternaires vaut 63 % ou 17 % suivant les 

auteurs. 

I c i également, i l faudra i t ten i r compte de la présence en car­

bonate dans les simulations des conditions du système naturel 

(sérum). 
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CU-GLYGuìHiS-HIS 6WUH) I IS] CU-GLYGi-YHlS-HlS (SCRLiH) [1?] 

2+ Figure 43 : simulation du système Cu -GIyGIyHiS-His dans les 

conditions physiologiques 

v-4 
(CM = 10"

6 M, CL = 5.10"
4 H, Cx = 2.10"" H) 

A Cu2 + , E M(H -2L)1 I MX, J MX^ M H(HX), N M(HX)X, 

t r a i t renforcé: K M(H1L)(HX)1 L M(H^L)(HX), 

O MH2LX, P MHLX, Q M(H^L)X 

7.3 Rôle de 1'imidazole 

Le rôle de His en posi t ion 3 du t r ipept ide est important : la coor­

dinat ion du reste imidazole à la place du carboxylate terminal 

dans l'espèce M(H2L) ^1 3* augmente tellement la s t a b i l i t é de 

cette espèce ( log P 1 - 2 1 0 supérieur de 4.8 unités log. â ce l le du 

système comprenant l e peptide GIyGIyGIy) par la présence d'un 

azote supplémentaire dans le plan du complexe que l'espèce M(H_2L) 

est la seule observable de composition MH^1 ( f igure 44). 
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Figure 44 : s t ructure du complexe M(H_2G1yGlyHis) "5'72> 

Les constantes de formation P i h 0 x «tes complexes de l ' h i s t i d i n e 

avec le c u i v r e ( I I ) sont également supérieures â cel les des acides 

aminés simples* , car l ' h i s t i d i n e possède t ro i s dents, dont 

deux azotées. A i n s i , les complexes ternaires sont beaucoup plus 

stables que ceux de nos systèmes ( log ( J 1 . , supérieurs de 4 - 5.5 
(15Ï 

unités log d'après les valeurs de la l i t t é r a t u r e * ' . Le pKa du 

reste HIm se s i tue entre 3 et 6 dans les complexes, s i bien que le 

nombre d'espèces MH.X est supérieur â 2 ( f igure 43) , mais le nom-
(281 bre des structures est supérieur ä 6 ' ' : His t r iden te ou bidente 

par O-Im, 0-N ou N-Im. Ces pa r t i cu la r i t és de l ' h i s t i d i n e font que 

cinq types de complexes ternaires peuvent ex is ter (d'après * K 

En mi l ieu proche de la n e u t r a l i t é , les espèces M(H .L)(HX) et 

M(HoL)(HX) sont présentes (dans nos systèmes, i l s ' a g i t de MLX 

et M(H 1L)X) . Mais les structures sont d'un type d i f f é ren t ^ ' 

{ f igure 45 A e t B). 

La question est de se" demander pourquoi le s i t e a c t i f de l ' a l b u ­

mine est spécif ique de l ' h i s t i d i n e . 

Dans nos systèmes, tous les acides aminés bidentës (a ins i que Lys), 

ont un comportement semblable : constantes de formation de même 

ordre de grandeur e t structures identiques (sauf peut-être Lys) 

des complexes terna i res . Les acides aminés en pos i t ion 2 ou 3 du 
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H 
A/ C 0 ° H 

N I * ,NH 

N= 

• N H , • N H , 

(15) Figure 45 : s t ructure proposée par Sarkar e t c o l l . l ' 

A : M(H -1L)(HX), B : M(H2L)(HX) 

t r ipept ide (GIy ouAla) n 'a f fectent que faiblement les propriétés 

thermodynamiques des complexes métal-peptide v i s -à -v i s des acides 

aminés. 

La présence de la fonct ion imidazole en pos i t ion 3 du t r ipep t ide 

s tab i l i se tel lement l'espèce M(H „LJ ( f igure 44) que la formation 

de complexes ternaires dans des systèmes Cu -dipept ide.His-acide 

aminé simple, à un pH proche de la neu t ra l i t é , deviendrai t cer - • 

tainement problématique. 

Un acide aminé t r idente constìtuedéjà une sé lec t ion , mais pas dans 

nos systèmes où des complexes ternaires d'acides aminés simples 

se forment déjà. Par contre, dans les systèmes comprenant un I i -

gand ayant His en posi t ion 3, les structures A et B ( f igure 45) 

peuvent formellement ex is ter avec X = Arg ou Lys. C'est là qu' 

in te rv ien t une caractér is t ique de l ' h i s t i d i n e : l e reste HIm est 

plus acide que la fonct ion «.ammonium , contrairement aux restes 

guanidiniûm et U/-NH, . Les conséquences sont importantes. L 'h i s ­

t id ine estcoordonnêe par 1'imidazole et l e carboxylate, tandis 

que la fonct ion ptatnino est protonée. Un cycle de chelat ion 

à sept membres est favorable avec une posi t ion axia le du c u i v r e ( I I ) , 
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La s t a b i l i t e des complexes terna i res , due à la coordination de I 1 

imidazole et au pKa bas de T HIm, a pour conséquence un maximum 

d'abondance vers pH = 6.3 de M(H ,L)(HX) et vers pH = 7.9 de H{-

H-2L)(HX) ( f igure 43), c 'es t -à-d i re que la coordination des azotes 

peptidiques apparaît à des pH plus de 2.5 unités plus bas que dans 

nos systèmes. Les complexes ternaires présents vers pH = 7.4, 

ayant les structures A ou B ( f igure 45) , ne peuvent plus être dé­

favorisés par un reste méthyle en posi t ion 2 du peptide. 

Lorsque le pH = 7.5, la glycine réagit avec [Cu(H „GlyGlyHis)] 
(72Ì 

environ 40 fo is plus lentement que l ' h i s t i d i n e v ' . Ce résu l ta t , 

a insi que les propriétés thermodynamiques des systèmes étudiés, 

suggèrent que l ' h i s t i d i n e est vraiment favorisée v is -â -v is des 

autres acides aminés. Dans le cas où des complexes ternaires se 

formeraient avec des acides aminés bidentës, la coordination de 

X se f e r a i t certainement dans le plan du complexe, car un cycle 

de chelation â cinq membres avec une posi t ion axiale est peu pro­

bable. De plus, le deuxième acide aminé de l 'albumine est subs­

t i t u é , s i bien que les complexes ternaires H(H ,L)X seraient en­

core défavorisés par l ' e f f e t d ' i n h i b i t i o n s tè r i que du reste en 

posi t ion 2 du t r i peptide. 

7.4 Conclusions 

Les études des complexes peptidiques du cu i v re ( I I ) avec des acides 

aminés, en tant que modèle du s i te a c t i f de l 'albumine, peuvent 

être basées sur plusieurs types de systèmes. Ceux fondés sur T 

h is t id ine (en tant que troisième acide aminé du peptide et second 

l igand) o f f ren t l'avantage de posséder des propriétés thermodyna­

miques et spectroscopiques semblables à cel les du système His-Cu 

-albumine. Mais la complexité des systèmes cache les facteurs qui 

inf luencent les propriétés des complexes ternai res. 

Nos systèmes s impl i f iés par l'absence de la fonct ion imidazole, 
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sont 1 imi tés par le fa i t que les propriétés thermodynamiques, spec-

troscopiques et structurales des complexes ternaires sont di f fé­

rentes de celles du système naturel. Les informations relatives 

â nos systèmes sont donc complémentaires à celles faites â partir 

des systèmes fondés sur l 'h is t id ine. C'est la raison pour laquelle 

nos résultats concernant le rôle de Asp terminal sur la s tab i l i ­

sation du complexe MLX, le rôle du reste en position 2 du peptide 

sur l ' inh ib i t ion stërique des complexes M(H-L)X, et les proprié­

tés qualitativement semblables des acides aminés vis-à-vis des 

effets produits par les substituants des peptides, semblent peu 

utiles pour comprendre le système naturel. 

Cependant, la comparaison des propriétés thermodynamiques, spec-

troscopiques et structurales de nos systèmes avec ceux fondés sur 

l 'h is t id ine, a permis de mieux comprendre comment la présence 

supplémentaire S nos systèmes -d'une fonction azotée coordinatrice 

et peu basique peut modifier le comportement des complexes cui-

vre{II)-peptide avec des acides aminés en favorisant l 'action d1 

un acide aminé, l 'h is t id ine. 



8 PARTIE EXPERIMENTALE 

8.1 Méthodes analytiques 

8.1.1 Titrages potentiométriques 

Nous avons u t i l i s é , pour la préparation des so lu t ions, les subs­

tances suivante : peptides (c f . 8 .2 ) , CuSO4-SH2O p.a. (Merck), a c i ­

des aminés Ala , Pro, Arg, Ser, Lys.HCl (pur iss , Fluka), et de l 'eau 

b i d i s t i l l é e dêgazée. 

Les solutions à t i t r e r sont préparées juste avant l 'emplo i . La so­

lu t i on t i t r an te de NaOH environ 0.1 M, préparée avec des pas t i l l es 

lavées, contenant également KNO3 0.1 M, est conservée dans un 

f lacon en p las t i c protégé par de la chaux sodée. 

Des solutions contenant Cu env. 0.01 M + KNO3 0.2 M + acide 

aminé env. 0.01 M sont préparées (stock de 100 ml ) à pa r t i r d'une 

solut ion mère de Cu + env. 0.02 M, des pesées de KNO3 e t de 1 ' 

acide aminé, et d'eau b i d i s t i l l é e dégazëe légèrement chloroformée 

(pour prévenir des moisissures). 

Les solutions de peptides env. 0.01 M sont préparées avant l 'emploi 

et ne sont pas conservées plus longtemps que la durée d'une sér ie 

de mesures. 

Trois méthodes de préparation et de t i t r age ont été u t i l i sées gé­

néralement (c f . tableaux 8 et 11) : a) pipettages de 10 ml des 

solutions de peptide et de Cu + X (ou Cu , ou d'eau) (V =20 ml) 

dans une ce l lu le Metrohm; barbotage d'azote (dësoxygëné et thermos-

ta t i sé ) pendant 5 mn, t i t rage sous azote à l ' a ide d'une burette 

Metrohm E415. b) pipettages de 2 ml des solutions de peptide et 
2+ 2+ 

de Cu +X (ou Cu , ou d'eau), (V =4 ml) dans une cel lu le Metrohm, 
t i t rage sous azote (dësoxygéné et thermostati se à 25 ) à l 'a ide 

d'une miniburette Gilmont (contenance 2 ml , 1 d iv is ion = 2 ml ) . 

c) comme b ) , mais en pesant les solut ions (V = 4 ml ) . 
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L 'addi t ion de base se f a i t régulièrement dans le temps (générale­

ment 1 addit ion/45 s) pour les systèmes ternai res. 

Le pH mètre u t i l i s é est un Radiometer PHM64, muni d'une électrode 

GK2401B. Les mesures de pH sont corrigées en fonct ion du pH et de 

[Na+ ] . I l est étalonné par des solutions tampons : hydrogénophta-

la te de potassium 0.05 M (pH 4.008 a" 25°) et Na-B4O7.ÎOH-O 0.01 M 

(pH 9.180 à 25 ) préparées avec des substances pour étalons de pH 

selon DIN19266. Oes stocks de 250 ml sont généralement préparés et 

conservés dans des boute i l les pleines de 100 ml en plast ique. Des 

portions neuves de 50 ml sont u t i l i sées pour chaque série de mesu­

res. 

1.2 Spectres VIS 

Les spectres d'absorption sont mesurés par le spectrophotometer 

Unicam SP1800 (accessoirement SP800J. Les solutions sont contenues 

dans une cuve thermostatisëe de 1 cm et sont préparées comme sous 

8.1.1 (mais addit ion rapide de base). Le calcul des coef f ic ients 

£ à pa r t i r des spectres (amplitude l l )s 'ef fectue par la re la t ion 

r = L[cmj* S 
25[cm]* C [ M ] * l[cm] 

valable pour une sensibilité S (densité optique) correspondant à 

une amplitude L = 25 cm (recorder Unicam AR25J et une cuve de 1 cm 

.1.3 Spectres CD 

Les spectres de dichroïsme c i r cu la i re sont mesurés par le spectro-

polarimeter Jasco J-500C. Les solut ions sont contenues dans une 

cuve de 1 cm â température ambiante et sont préparées comme sous 

8.1.2. L'appareil est traversé par un f lux d'azote (y compris le 

t r a j e t opt ique). Le calcul des coef f ic ients A Ç s 'ef fectuent 

par la re la t ion : 
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L[cm]* S[Hi0CTf1] 

A£ = 
3.3*10 * C [M] * l [ on ] 

valable pour une sens ib i l i t é S ( e l l i p t i c i t ë ^ ) et une cuve de 

1 cm. 

.1.4 Calculs par ordinateur 

Les programmes SCOGS et COMICS ( 3 2 ' 3 3 ) {calculdes constantes 

ß h l e t d is t r ibu t ion des espèces en fonction du pH) ont été 

modifiés af in de rendre interact ives les lectures. Une version 

dérivée de COMICS a été crée pour obtenir des sets de coordonnées 

des points d'un choix de courbes de d i s t r i bu t i ons . Un autre pro­

gramme peut les u t i l i s e r pour dessiner les diagrammes de d is t r ibu ­

t ions . 

Le calcul des coef f ic ients £ e t 4 Ç {tous les 10 nm) ont été 

effectués par de pet i ts programmes qui t iennent compte de la pré­

sence de 1 - 5 espèces colorées. Deux programmes permettent alors 

de dessiner 1 , 2 ou plusieurs spectres. 
f 341 Tous ces programmes font par t ie d'une co l lec t ion * '. 

8.2 Synthèse des peptides 

8.2.1 Organigramme 

(67) 

-CH2OH + COCl2 * ^ O ) - C H 2 " 0 C 0 C 1 + HC1 

s Z-Cl 

(68) 

Asp + Z-Cl » Z-Asp 

MgO 
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(69) 

Z.Asp » Z-Asp-anh. 

'anh. acétique 

(70) 

Z-Asp-anh. + dipeptide ^ (o t + (î )Z-Asp-dipeptide 

N(Et)3/DMF 

H2 

EtOH/eau 

ëchangeur d'anions 

•*• (c^ + (J )Asp-dipeptide + CO- + toluène 

-* (o( )Asp-dipeptide + ((3 )Asp-dipeptide 

,2 Z-Cl 

Du chlorofonniate.de benzyle est préparé à pa r t i r de solut ion à 20¾ 

de phosgene dans le toluène selon la voie classique ^ . 

.3 Z-Asp 

Une quantité de Z-Asp a été préparée par la méthode de Bergmann et 

Zervas * ' à p a r t i r de 0.4 mole d'acide aspartique. 

.4 Z-Asp-anh. 

Une réserve d'anhydride de Z-Asp a été constituée par l a méthode 

de John e t Young ' ' â p a r t i r de 0.25 mole de Z-Asp. 

.5 (o< -ni )Asp-dipeptide 

A p a r t i r d'environ 30 mmole de dipept ide, l ' app l i ca t ion de la mé­

thode de Buchanan et a l . * ' f ou rn i t un mélange de c* et (S -

t r i pep t ide , d'acide aspartique et de dipept ide, et permet d'obtenir 

le t r ipept ide (o/ )Asp-dipeptide c r i s t a l l i s é relativement facilement. 

chlorofonniate.de
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8.2.6 Pur i f i ca t ion des peptides (oQAsp-dipeptide 

Par Chromatographie sur couche mince, i l est aisé d'analyser qua l i ­

tativement les f ract ions d'êluats et de tester la pureté des pept i ­

des. Beaucoup de solvants e t de phases peuvent être u t i l i s é s pour 

séparer des peptides et des acides aminés * ' . Les meil leurs ré­

su l ta ts ont été obtenus avec le mélange de solvants n-butanol-acide 

acétique-eau 3 : 1 : 1 . La révélat ion des acides aminés et peptide se 

f a i t par une solut ion de ninhydrine 0.3% dans un mélange n-butanol 

-acide acétique 95:5 à chaud ( > 110°). Pour révéler des dérivés 

protégés (par Z) , une décomposition préalable par une solut ion de 

HBr dans AcOH+EtOH est nécessaire. La couleur des spots dépend 

fortement de la phase. Le meil leur résu l ta t a été obtenu avec les 

plaques de Cellulose f^r, (Merck) avec révélateur de fluorescence. 

Le tableau 13 donne les caractérist iques de quelques substances : 

Tableau 13 

substance 

(OtJAspGlyGly 

((I )AspGlyGly 

( * JAspAlaGly 

(p )AspAlaGly 

(rf JAspGlyAia 

((I JAspGlyAla 

Asp 

V 
0.21 

0.16 

0.28 . 

0.24 

0.20 

0.15 

0.14 

couleur à la 
révélat ion 

jaune 

bleu 

jaune 

bleu 

jaune 

bleu 

rouge 

La séparation de (oOAsp-dipeptide des autres molécules a été 

nSlisée è l ' a ide d'une colonne (0 3.5 cm, hauteur 75 cm) remplie de 

Sephadex QAE A25 chargé en formiate. 

Un premier passage sur la colonne permet d 'obtenir en par t ie 1 ' 

isomère QI pur e t d 'é l iminer une grande par t ie de l ' isomère fl 

(toujours plus abondant que l'isomère <sL ) et Asp. Un deuxième pas­

sage du reste des f ract ions contenant de l ' isomère <* permet alors 
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de l 'ob ten i r pur. 

Oe façon générale, la Chromatographie sur colonne débute par 1 ' 

ê lu t ion d'environ 0.5 1 d'eau, puis par une solut ion d'acide fo r -

mique diluée (4 ml /1) . Le dipeptide qui n'a pas réagi sort de su i te . 

L'isomère ç( sort en tête (après plus de 0.5 1 d 'é luant ) . Puis un 

mélange d'isomères c< + ß e t Asp apparaît , et enf in l ' isomère P 

pur. Le volume to ta l d'éluant peut var ier de 2 â 4 1 suivant le 

peptide, la proportion d'isomères c^et /3 , et le tassement de la 

colonne. 

Les f rac t ions contenant l ' isomère o( sont concentrées, puis i n ­

t rodui tes sur une pe t i te colonne (0 1 cm, hauteur 10 cm) remplie 

de Dowex 50X8 chargée en H . L 'ê lu t ion par de la pyridine I M 

fou rn i t une solut ion concentrée de {oOt r ipep t ide • 

L'isomère ©t pouvant s' isomériser en isomère fi , i l do i t être 

manipulé (Chromatographie sur colonne; concentrations) le plus 

rapidement possible et à des températures infér ieures 3 30 . I l 

est consei l lé de concentrer les grands volumes de solut ion par 

f ract ions de 100 ml. 

La pu r i f i ca t i on f i na le des peptides se f a i t par r ec r i s ta l l i sa t i ons 

répétées (plus de cinq f o i s ) . Pour se f a i r e , le peptide est dissous 

à température ambiante dans le volume minimum d'eau. L 'addi t ion d' 

un volume généralement cinq fo is plus grand d'éthanoi donne une 

solut ion l impide t iède. La c r i s t a l l i s a t i o n du produit s'opère spon­

tanément par refroidissement â 0 ° , puis â -20° . 

.7 Description du t r ipept ide (o*.)AspAlaGly 

Les peptides (o/.}AspGlyGly et ( oOAspGlyAla sont décr i ts * ' . Par 

contre la synthèse du peptide (oO^spAlaGly n'a jamais été décri te 

(â notre connaissance). Par analogie â la synthèse des autres pep­

t i des , nous avons pu préparer ce l igand. 

Les analyses de (^L)AspAlaGly ont fourni les résul tats suivant : 
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Analyse élémentaire CHN 

trouvé : C 41.22 H 5.83 N 15.96 

calculé: C 41.38 H 5.75 N 16.09 

Point de fusion = 205° 

[(X^ = -24.4 (c = 2, eau) 

Constantes d 'ac id i té (/• = 0.\ KNO3, T = 25°) 

pKal = 2 . 7 8 

pKa2 = 3.79 

p K , = 7.84 



9 RESUME 

Dans les systèmes biologiques, la formation de complexes entre le 

Cu ( I I ) , des peptides et des acides aminés joue un rôle important dans 

le transport du cuivre. Af in d 'étudier certains facteurs qui af fectent 

la formation de complexes terna i res , des systèmes relativement simples 

sont cho is is . I l s comprennent t r o i s peptides {L = «*AspGlyGly,o<-Asp-

AIaGIy ,tf-AspGlyAl a) et cinq acides aminés bidentës {Ala, Pro, Arg, 

Ser, Lys) et sont étudiés par des méthodes potentiométriques et 

spectroscopiques. 

Deux types principaux de complexes ternaires sont détectés. L'espèce 

MLX existe à des pH compris entre 5 et 8 , et M(H-1L)X â des pH>7. 

I l s const i tuent généralement les complexes principaux, avec MX? e t 

M(H_„L). Suivant X, le maximum d'abondance de MLX vaut 30 - 45 %, e t 

celui de M(H1L)X 35 - 60 ï . Les constantes de formation de M(H1L)X 

e t , dans une moindre mesure, cel les de MLX sont supérieures â cel les 

prévues par des calculs s ta t i s t i ques , et dépendent de X. 

Le reste ß-carboxylate (en pos i t ion 1 du t r i pep t ide ) est coordonné dans 

le complexe MLX et le s tab i l i se nettement par rapport aux peptides 

sans ' rami f icat ion. Par contre, dans le-complexe M(H-1L)X, i l n'est 

certainement que part iel lement coordonné e t affecte peu la s t a b i l i t é 

du complexe. 

Un reste mêthyle en posi t ion 2 du t r ipept ide défavorise drastiquement 

la formation des complexes M(H -,L)X, mais pas ce l le de MLX. Cet e f f e t 

d ' i n h i b i t i o n stérique augmente avec la grandeur du reste de X, sauf 

s ' i l est coordonnable (Lys). 

Les acides aminés sont bidentés et coordonnés dans le plan M-peptide. 

Un mécanisme de la formation des complexes ternaires est proposé. 

L'étude stéréochimique de la formation des complexes ternaires (qui 

montre une d iastëréosêlect iv i tê apparente en faveur des acides aminés 

de conf igurat ion R), confirme le mécanisme de formation et la re la t ion 

entre les in teract ions peptide-acide aminé et les écarts des constantes 
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de formation par rapport aux prédictions statistiques. Elle met éga­

lement en évidence les mélanges d'isomères eis et trans. 

Nos systèmes, ainsi que His-Cu(II)-GlyGlyHis sont extrapolés dans les 

conditions de concentrations et de pH du système naturel (sérum}. 

La comparaison des propriétés thermodynamiques, spectroscopiques et 

structurales de ces deux types de systèmes permet de mieux comprendre, 

dans le système His-Cu(lI}-albuinine, le rôle spécifique de l 'hist idine 

dû â la présence d'une fonction azotée coordinatrice et peu basique 

qu'est la fonction imidazole. 
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