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1 INTROOUCTION

1.1 Role du cuivre dans les systémes bialogiques.

Le cuivre joue un réle important dans les systémes biologiques []’2'3}

Son action s'effectue généralement au moyen de proté&ines appelées
cupropratéines. I1 existe trois types de complexes du cuivre(ll) avec
des protéines :

- le cuivre bleu, caractérisé par une absarption intense vers 600 nm
(£ = 3500 - 5300 M|
culier du Cu{Il) (structure tétraédrique défaormée, transitions par

cm‘1) due probéb1ement d 1'envirannement parti-

transfert de charge 5-Cu}.

- le cuivre non bleu, dont les propriétés spectroscapiques sent cem-
parables d@ celles des modé&les de bas poids meléculaires,

- le cuivre "non détectable par EPR" qui censiste en une paire
Cu{IT)-Cu(IT}) fartement couplée qui n'est pas paramagnétique et qui
peut accepter deux &lectrons.

Une molécule de protéine peut coordonner parfais plusieurs atomes de
cuivre (par exemple la céruloplasmine) ou une seule (par exemple 1°
albumine).

Le cuivre est nécessaire dans certains processus métaboliques téls.ique
transport d'oxygéne, traisfert d'&lectrons, catalyse oxydative.

Les pracessus mettent en jeu des réactiaons rédox qui sont favarisées
par le potentiel rédex bas du Cu{1l} et par le coupie Cu{I}-Cu(II}
beaucoup plus faverable que celui des autres métaux de transition.

Un autre aspect de la chimie des peptides consiste en 1'accessibilité
aux cemplexes du cuivre(IIl) (5). En effet, le potentiel standard £°
du couple Cu(III)-Cu{II) de complexes peptidiques (peptides de plus

de quatre acides aminés) en selution aqueuse légéremeht basique est
de 1'ordre de 0.7 V. Ainsi, une telle stabilisation du Cu(IIl) par des
liaisens peptidiques déprotonnées pourraient jouer un réle dans la

nature.



1.2 Transport du cuivre dans le sérum

Le @écanisme du transport du cuivre jusqu'a 1'intérieur des cellules
n'est pas enéore entiérement &lucidé. Chez les bovins et chez 1'homme
(pour gui la question du transport du cuivre est 13 plus &tudiée), le
sérum représente le fluide par Tequel Te cuivre est amend dans les
tissus. fans le sérum humain, Ta majeur partie du cuivre est lige

d la protéine céruloplasmine et n'est pas échangeable "in vivo" (2}.
Seulement une petite fraction du cuivre dans le sang {enviren 5%) est
1igée 2 1'albumine et 3 des acides aminds (mais essentiellement & 1'
histidine). Seule cette fraction est en équilibre rapide avec le
cuivre(II) dans les tissus. Un complexe ternaire du type histidine-
cuivre(Il)-albumine joue un réle essentiel dans 1'échange du cuivre
entre Ta macromelécule albumine et 1'acide aminé de bas poids molé-
culaire (histidine) qui peut étre facilement transporté a travers
les membranes biologiques (]2). Sarkar a proposé un ensemble d'&qui-
libres {figure 1] qui ont une signification importante dans les
mécanismes du transport du cuivre (4).

cuivre(IT) +-acide amingé === Cu(ll)-acide aminé

albumine ][

atbumine-Cu{Il) + acide aminé === albumine-Cu(Il}-acide aminé

Figure 1

L'6tude du site actif de 1'albumine a suscité de nombreux travaux.
Parmi ceux-ci, des modéles simplifiés ont G6té créés afin de mieux
comprendre le systéme naturel ainsi gque les propri&tés thermody-



1.3

namiques des complexes du cuivre{Il}. Les mod&les les plus é&tudiés
comprennent les ions Cu2+, Niz+ et les ligands glycine et polygly-
(7’10), des dipeptides (8.11)
(9,13)

cine » les peptides glycylglycylhis-

(14,15,18)

et son dérivé N-méthylamide avec 1*histi-

» et le tripeptide Aspartylalanylhistidine N-méthylamide

Le site actif de 1’'albumine humaine comprend la séquence NH2 termi-

(1’4). 11 fait intervenir 1'amioe du résidu

nale : AspAlaHis-
aspartyl, deux azotes peptidiques et 1'imidazole de 1'histidine
en position 3. En position 4, le résidu Lys ne semblie plus jouer
de rdle. En présence de cuivre{II}, seule 1*histidine (en 1'occu-
rence Ta (S)His) peut &tre 1iée & 1'albumine. Les acides aminés

Gly, Leu, Phe en sont incapables.

Rroblémes &tudiés

Ou point de vue de la chimie de coordination bipinorganique, de
nombreux problémes restent posés relativement auw site actif du
systéme cuivre(II)-albumine-histidine. On connafit, bien sGr, Ta
structure des complexes cuivre(ll}-peptide et des tiaisons ion
métallique-N-peptide, 1’existence de complexes termaires avec des
acides aminés, les caractéristiques spectroscopiques et thermo-
dynamiques des systémes.

Mais i1 ressort mal de la littérature le rdle des substituants du
peptide et de 1'acide aminé, le choix du cuivre(II), 1'importance
des atomes coordinateurs et tTes possibilités de structures des
complexes peptidiques.

Le role des substituants du peptide et de 1'acide aming pose plu-
sieurs types de problémes.

-Le pH joue un rdle primordial dans les systémes naturels, et
souvent trés subtilement. Oans les systémes simplifiés, comment
le pH influence-t-i1 les structures et les propri&tés physiques
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des complexes ternaires {en fonction des restes du peptide et de
1'acide aming) ?

- La formation des complexes ternaires est-t-elle favorisée ou
défavarisée par rapport aux prédictions statistiques ?

- Quel est le rdle de Asp en position un du peptide ? Les systé-
mes camprenant Gly en pasition un {et His en pasition 3) semblent
montrer des caractéristiques semblabies 3 celles du systéme na-
turel. Quel est le rdle de la coardination axiale du reste f-
carboxylate ? Influence-t-elle la stabilité et la structure des

compliexes ternaires 7

- Les peptides et les acides aminés, en tant que ligands du Cu-
(11}, ont tendance a se coordonner selon une structure planaire.
Les atomes coordinateurs azotés sont favorisés dans le plan,
tandis que ies positions axiales, plus allongées(octagdre déformé)
sant accupées par des atomes d'oxygéne (eau, carboxylate) (3).

Une position axiéle, occupde par te {) -carboxylate (de Asp) .,
peut-elle &tre permutée par un acide aminé ?

- Le réle du deuxieme acide aminé du peptide semble jouer un
rile particulier {20’2]’22). Quel est son influence sur la stabi-
1ité et les structures des complexes ternaires 7

- Quelles influences peut engendrer un substituant simple en

position 3 du peptide 3 Ta place de His ?

- Le campartement d‘acides aminds autres que Gly et His est peu
étudié. Que devient le cuivre(ll) en présence de peptides simples
et différents acides aminés (avec des restes aliphatiques, chargés

ou non, valumineux, etc.} ?

- L'histiding se différencie des autres acides aminés essentiel-
lement par son reste imidazole. Peut-on estimer cette différen-

ciation également relativement aux structures et aux propriétés

physiques des complexes binaires et ternaires ?

(23)

- Une autre question concerne la diastéréos@lectivité . En



effet, les systémes naturels ont souvent un comportement stéréo-
spécifique. Par contre, des phénoménes de stérdosélectivité sont
souvent cbservés dans Tes systémes simplifiés.

Dans nos systémes comprenant des peptides, des acides aminés et
des ions métalliques, peut-on observer une différence dans les
structures et les propriétés physiques (thermodynamiques et spec-
troscopiques) des complexes ternaires syivant la configuration

de 1'acide aminé vis-a-vis d'une matrice ion métallique-peptide ?
Dans quelle mesure e pH et les substituants du peptide et de 1’
acide aminé ont-ils une influence ?



2.1 Systeémes choisis

Les deux buts du travail sont d'Etudier un systéme simple pour
élucider les questions principales posées au paragraphe 1.3 et de
développer un modéle. Le systéme ne doit pas nécessairement res-
sembler au systéme naturel étudié, mais doit &tre adapté aux mé-
thodes d'analyse disponibles et aux guestions que 1'on se pose.
Nous sommes donc intéressé& par des complexes du cuivre(ll) avec
des peptides et des acides aminés (complexes binaires et ternmaires).
Nous pouvens représenter schématiquement 1'équilibre global qui
relie un complexe binaire (ion métallique-peptide) et un complexe
ternaire {ion métallique-peptide-acide aminé} de deux fagons (
figure 2a, 2b).

Fiqure_2a

@+@=

Figure 2b



-8 -

Dans le cas de la figure 2a, 1a matrice ML ne change pas de struc-
ture. Par contre, dans la figure 2b, le ligand L change son mode
de coordination (atomes coordinateurs différents).

Notre systéme doit posséder un ligand principal L peptidigue sus-
ceptible d'occuper guatre positions dans Te plan du complexe. Un
tripeptide peut le faire (figure 3a). Bien que des peptides de plus
de trois acides aminés puissent entourer 1'ion par quatre azotes
(figure 3b), un tripeptide a justement 1'avantage d'avoir un
groupe carboxylate coordonné qui peut, mieux qu'un N-peptide, s'
&changer contre un azote d'un ligand secondaire X. En principe, 1'
occupation d'une cinguiéme position de coordination permettrait de

" restreindre les possibilités de coordination de X (figure 3c).
Cette figure montre un blocage d'une position axiale par une bi-
furcation portant une fonction carboxylate.

- 0
TN PN ﬁ\
N N N N N N
\M/ ) \M/) : \M/)
o/ N AR o/ \N
‘-‘____,"‘ Vvvb"“sh___,af" ‘\E‘f_,,’
a b. C
Figure 3

A priori, un Tigand secondaire peut perturber un complexe ion
métallique-peptide selon le schéma de la figure 4. Ces voies
réactionnelles sont fonction du pH.

Dans les réactions a,b,c et d, le ligand peptidique change son
mode de coordination (schéma de la figure 2b), tandis que dans les
réactions e et f, le ligand secondaire occupe des positions libres
du complexe métal-peptide (schéma de la fig. 2a).



Figure 4

2.2 Atomes centraux et ligands

11 ressort de ce qui précéde que 1'acide aminé Asp en position 1

du tripdptide soit judicieux (occupation d'une position axiale par
un oxygéne et analogie avec 1'albumine}.

Les restes en positions 2 et 3 seromt soit -H, soit -CH3. Nous nous
limiterons & d'éventuels effets purement stériques. 11 s'agit ainsi
d'une simplification {His en position 3 remplacé par Gly ou Ala).
Notts rengngons aux variations des groupes R d'un point de vue
économique et suppasons que 1'effet stérique soit significatif. §*

i1 1'est, i1 devrait &tre abservable méme avec R = CH3.
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Nous utiliserons ainsi les peptides suivant :

€H,,CO0H
AspGlyGly |
H,N~-CH-CONM- CH., - CONH-CH., - COOH
CH,COOH CH,
AspAlaGly i I
, H,,N-CH- CONH-CH-CONH-CH,,~COOH
CH,, COOH CH,
AspGlyAla |
H,,N-CH~ CONH- CH.,~ CONH- CH-COOH

Quant aux acides aminds, nous avons choisi Ala (acide aminé simple),
Pro ( amine secondaire), Ser (reste polaire, possibilité de liaison
H), Arg (reste chargé positivement), et Lys (reste aminé).

L'ion méta]liqué sera essentiellememt le Cu2+ du fait de son

r6le biologique. Mais nous consacrerons gquelgues &tudes aux com-
plexes du nickel (1) afin de comparer deux types de géométrie :

pyramide tétragonale ou octaddre déformé du cuivre(Il) (3,24) et

carré plan du nickel{1l) diamagnétique (43}.

Propriétés 4 &tudier et méthodes choisies

Oeux aspects du probiéme nous intéressent : a) stabilité et diver-
sité des espédces, b) stéréochimie.

Nous aborderons le premier aspect essentiellement a partir des
mesures potentiométriques. Ce moyen nous informe efficacement sur
les espéces en solution en fonction du pH et sur les canstantes d'
&équilibres. L'ordinateyr sera un autre moyen d'é&tudier les équili-
bres par des simulations. Les paramétres seront les substituants
du tripeptide, les acides aminés, ies groupes coordinateurs et

le pH.
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La stéréochimie sera é&tudide par des mesures spectroscopiques {VIS
et CD) et potentiométriques. Les combinaisons de ces mesures per-
mettent de discuter les problémes de structures, d'isoméries dans
les complexes ternaires labiles. De plus, 1'interprétation de la
diastéréosélectivité sera également une méthode analytique pour
€lucider les structures. Les paramétres, en plus de ceux indiqués
pour 1'aspect thermodynamique, seront les configurations des aci-
des aminés.



3 DESCRIPTION OU SYSTEME ION METALLIQUE - TRIPEPTIDE

3.1 Introduction

Le but de ce chapitre est de décrire ce qui caractérise un systéme
CU%ttripeptide en fonction du pH {distribution des espéces, caracté-
ristiques spectrales et structures) lorsque le ligand est ramifié.
Des mesures spectroscopiques et potentiométriques, ainsi que des
comparaisons avec des systémes comprenant un ligand linéaire (Gly-
GlyGly) ou Te N12+, permettront de discuter le role de la ramifica-
tion {reste (3 -carboxylate) et les structures p1ausib1es de chaque

complexe.

3.2 Phéroménoiogie et résultats

La figure 5 montre Tes courbes de titrage des systémes Cu(ll)-Asp-
GlyGly 1:1 et Ni(11)-AspGlyGly 1:1 dans Tes conditions CM = CL =
2.8 WM et ax=0.1 M NaClO, 3 T = 25°.

11
AspGlyGly

9 | Ni
PH =

?7 Cu

5

3 1 1 [ 1

o 1 2 ac 4 5

€q. base

Figure 5
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Sur les deux courbes, deux domaines sont visibies. Le premier {O-

2 8q.) correspond & la neutralisatian d'une fonction acide carba-
xylique et de 1'ammohium terminal, tandis que le deuxiZme domaine
{2-@ &q.) est do & la coordination des deux N-peptides. Dans Te cas
du nickel, cette derniére se fait presque simultanément, si bien
que la courbe de titrage montre un remarquable effet tampan.

Naus avans calculé les constantes de farmation de chaque espéce
du systéme & 1'aide des programmes SCOGS et COMICS 62,33) madifiés
(34). Les constantes sont définies de la fagon Suivante :

L]

ﬂ mhl

) "+ (11" =« [

relativement & 1'équation géngrale :

mM+ hH + 1 ————= MmHhL1
Nous avons calculé les constantes de formation (1|“h1 des compiexes
MHhLI simultanément pour un ensemble de trois solutions dont les
compositions sont indiquées dans le tableau 1.

Cuz+ AspGlyGly AspAlaGly AspGlyAla
C C C o o C
M (M) L M (mM) L M (M) L
1 6.10 12.20 4.07 8.13 6.09 6.15
6.09 6.15 6.10 6.22 6.10 12.20
3 6.10 6.16 6.09 6.09 6.10 6.22

Jableau 1: conditions expérimentales (systémes Cu(IIl})-tripeptide)

(p = 0.1 M KNO, , T =289
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Le tableau 2 donne les valeurs ﬁmh1 et parfois pKa de toutes les
espéces dont nous avons tenu compte dans les calculs. Le tableau 3
repraduit des valeurs de la littérature, ainsi que celles du
systéme Ni2+-AspGlyG1y.

Les canstantes d'acidité des complexes naus serant plus utiles que
les valeurs'logﬂmhl dont les valeurs sont trés sensibles 4 leur
erreur. Par contre, les différences entre les constantes log {3
{pKa) sont beaucoup plus significatives.

L'utilisatian des valeurs des tableaux 2 et 3 nous & permis de
calculer les distributions de toutes Tes espdces en fonction du

pH pour des concentratians CM = CL'= 5 mM (figures 6 et 7 respec-
tivement). Nous canstatons que seule 1'espéce ML2 , parmi les bis-
camplexes, n'est pas & négliger. Mais nous verrons plus lain, dans
les systdmes ternaires, que les cancentrations de M{H_]L)L et
M(H_1L)2 ne seront plus négligeables, car une partie du cuivre est
complexée parl'acide aminé sous forme de biscomplexe, ce qui rend
le ligand L excédentaire.

Etudes spectroscopiques

Nhus avans effectué, par spectrophotométrie dans le visible, des
titrages des solutions contenant Cu2+/Ni2+-AspG1yGIy. Les spectres
calculés en £ apparents sont dessinés dans les figures 8A et 9A,
tandis que les courbes 88 et 98 montrent Tes variations de £ appa-
rent en fonction des équivalents de base ajoutés, & A = 550 nm
(Cu2+) etd 2 =430 nmm (N12+). tes spectres mesurés sant la
somme, en général, de la cantribution de plusieurs espdces. Ainsi,
la 1égende des figures 8 et 9 indique la compasition des solu-
tions pour quelques valeurs d'Equivalents de base ajoutés.
Cependant, les distributions des espéces (figures 6 et 7} des
systémes contenant le cuivre(I1) montrent que Tes salutions, vers
pH = 9, cantiennent essentiellememt le complexe M(H_ZL) qui est
1'espéce dominante en milieu basique et neutre. Les mesures spec-
troscapiques avec de telles salutions permettent donc de caractériser
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Figure 8 : titrage Spectrophofométrique de Cu{II)-AspGlyGly 1:1

abondance des espaces principales (%}

éq. | pH
2 5.6
3 6.9
4 9.

51110

ML 68, M 20, M(H_jL) 7
M(H_|L) 55, ML 20, M(H_,L) 20
M(H_,L) 99

M(H_,L) 92, M(H_,L)0H 8

directement cette espéce.

Les propriétés spectroscopiques (Vi5,C0, EPR) des complexes du
cuivre{I1) sont sensibles a la nature des ligands. Les figures 10
et 11 montrent les spectres CO et VIS des complexes M(H_ZL).

Les spectres EPR, ainsi que leurs caractéristiques, des complexes
[Cu(H_zAspﬁlyG]y)]z_ et[Cu(H_ZGlyGLyGIy]]_ sont identiques {fi-

gure 12).
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Figure 9 : titragé spectrophotom&trique de Ni{Il)-AspGlyGly 1:1

egq. | pH | abondance des espéces principales

2 | 7.7|m 75, M5, M, 12
3| 8.8\ M a2, mH,1) 42, H8, M
4 | 9.8| Mu_,L) 95

5 [10.9] M(H_,L) 57, M(H_,L)0H 43

2 7

3.3 Interprétation des résultats

3.3.1 _Hypothéses

Les structures des complexes peptidiques du cuivre(11) et du ni-
ckel(1I), mais aussi du palladium(ll) et cobalt(ll), ont &té &tu-

diées abondemment durant ces vingt derniéres années (7’27).

I1 res-
sort que les complexes du cuivre(Il) et du nickel(Il} avec un
tripeptide sent semblabies, du moins en ce qui concerne les com-

plexes MHhL.
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PPPH
A .8
L J — L - A

3000 G Jz2s G 3500 G 2750 G 3000 G 3250 6

Figure 12 : spectre EPR de [Cu(H_,AspGlyGly] 2

(identiques & ceux de [Cu(H_, Gly61yGly))”

A: V=9.50 GHz T =25°

B: ¥=9.126Hz 7T-=-170°
g, = 2.11 A = 822107 o
g~ 2.21 Ay =206.4 107 7!
9, = 2.06 Ay =200 107% en!

AN +21.2 G

Nos ligands (dérivés de 1'acide aspartique) se différencient des
tripeptides lin&aires par un reste {8 -carboxylate. Nous sup-
posons que le reste ﬁ-carboxylate est coordonnéd et que la com-
position des espéces reste inchangée,
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.3.2 Distributions des espéces

Le calcul des constantes log amhl’ ainsi que Te choix de celles-ci
satisfont Tes mesures potentiométriques (tableaux 2 et 3, figures
6 et 7). Les titrages spectrophotométriques n'informent pas sur
]a camposition des espgces de fagon aussi fine que les titrages
potentiométriques, mais ils permettent de supporter les hypothé-
ses faites sur les espdces (souvent sans les prouver).

Les complexes du cuivre({Il) présents dans nos systémes différent
tous fortement par leur coefficient et Teur longueur d'onde du ma-
ximum d'absorption (ﬁ)max). Les #tudes sur les chromophores du

(30,31)

cuivre(II) permettent d'estimer par la régle "de 1'envi-

ronnement moyen" >‘max :

Yobserve™ "a¥a * "oV * el * Ty -

ol $n = 4 atomes coordinateurs du carré plan, et les valeurs
de chaque contribution valent :

WJN(peptide) = 4.85 kK

yN(amino} = 4,53 kK
vo(carboxylate) = 3.42 kK
V{carbonyle, eau, OH™) = 3.01 kX

Les cogrdinations axiales font dEcroitre 1'énergie de transition

et produisent un abaissement d'environ 1 kK pour les fonctions
hydroxyles, carboxylates et amines.

Ainsi, dans un systéme cuivre(1l)-tripeptide, les changements de pH
produisent une grande variation des spectres dans le visible. Une
analyse des spectres mesurés & plusieurs pH permet de calculer

Tes spectres de chague complexe. Martin et al. ant trouvé, pour le
systéme cuivre{Ill}-triglycine, les valeurs suivantes ( {"mx et‘}max}
M(HL) 31 (758), ML 33 (741}, M(H_1L) 75 (654), M{H_ZL] 144 (546)
(4]). La figure 8A montre les spectres VIS des sotutions en fonction
des gquivalents de base ajoutds. Ils sont, généralement, 13 somme
des contributions de plusieurs complexes (1égende de la figure 8).



3.3.3

- 25 -

L'addition de 3 - 4 équivalents de base transforme M(H_]L) en
M(H_ZL). et un point isoshestique vers A =630 nm s'observe. A 4
équivalents de base, 1a solution ne contient que M(H_ZL). La
décroissance de £ et 1'apparition d'un deuxigme point isds-
bestique vers A =470 nm pour 4 - 5 équivalents de base montre la
formation de 1'hydroxocomplexe. La figure 88 montre bien le domai-
ne de formation de M(H_ZL} dont le pouvoir absorbant est le plus
grand de toutes les espéces.

La figure 9 montre 1'€volution des spectres YIS do systéme-
Ni{I1)-AspGlyGly. Pour O - 2 équivalents de base, les spectres
sont petits. I1 s'agit de mélanges d'espéces paramagnétiques.
Par contre, & partir de 2 gquivalents de hase, les espéces pdles
font place essentiellement & M(H_ZL} Jaune et diamagnétique.
C'est 1a raison pour laquelle les courbes sont semblables. A 4
&quivalents, 1’'abondance de M(H_ZL) ne vaut pas 100 %, si bien
que 1'absorption augmente avec 1'excés de base. Avec 4.5 &qui-
valents de base, 1'abondance en complexes diamagnétiques (y-com-
pris 1'hydroxocamplexe) vaut 100 %. La figure 8B montre bien T°
apparition de M(H_ZL) quasiment tinéairement.

RGle de Asp en position 1 du tripeptide

Ou point de vue phénoménglogique, le rdle de Asp est manifeste
(figures 6 et 7). L'abondance du cuivre{Il) libre est diminuge
d'environ 30 % en milieu acide. Ceci est di & 1'augmentation de
1'abondance de ML de fagon importante. Quant aux abondances de
M(H_]L) et M(H_ZL), elles sont comparables. I1 faut noter tou-
tefois que les courbes de 1a figure 6 (systémes comprenant des
ligands dérivés de Asp) sont 1é&gérement décaleées vers les pH al-
calins d'environ une demi unité par rapport 3 celles de 1a figure
7. Ces observations sont liges & des différences des constantes

log 4] mhl*

Considérons les complexes principaux pris séparément. L'impor-
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tante stabilisation de 1'espace ML par le bras ficarbnxylate s'
interpréte faci1emen{. Les constantes de formation logﬂ]O] du
tableau 2 (1igands avec ramification) sont supérieures & celles
du tableau 3 d'environ 1.1 unité log, ce qui correspond & une
différence d'environ 6.0 kJ/mole. Le ligand ramifié est triden-
té (N-amino, O-carbonyle, O-carboxylate) contrairement aux 1i-
gands linéaires. lLa coordination de O- carboxylate, dont 1'éner-
gie du champ cristallin est plus grande que celle de O-carbanyle
{cf. 3.3.2), peut soit remplacer celle de O-carbonyle, soit of-
frir une dent suppiémentaire.

La situation change nettement pour les complexes M[H_]L) et
H(H_EL) dont le caractére plan carré prédomine. Le chélate posséde
3 ou 4 dents dans le plan et deux ou trois azotes coodinateurs
(3 champ de ligand fort). Leur constante de formation & partir de
M et L dépendent du pH. Mais, & un pH donng (par exemple 7}, les
différences d'énergie de formation des complexes & ligands rami-
fiés ou lintaires peuvent étre calculés & partir des constantes
log 01h1'
Oaps le cas du complexe M{H_]L), nous constatons (tableaux 2 et
3) que les valeurs 1095]_]] des compiexes & ligand ramifié ou
lingaire sont égaux & plus ou moins 0.1 unité log. L'énergie’
standard de formation a pH =7 , & Gg est de 1'ordre de -40
kd/mole. 5i une différence d'&nergie d'enviren & kJ/mole {cas de
ML)} n'est pas détectée jci, c'est que la position axiale de la
ceordination du bras (3-carboxylate {axe z) est mineure vis-E-vis
des positions du plan. Une estimation de cette relation peut
&tre faite en comparant ia contribution & 1'énergie du champ de
ligand de 0- carboxylate {41 kK) a celle des dents du plan (en-
viron 15.8 kK}. Ces considérations d'ordre énergétiques ne veu-
lent pas dire que le reste B-carboxylate n'est pas coordonné.

Les valeurs lngﬂ]_ZI du complexe M(H_ZL) & ligand ramifié sont
inférieures de 0 - 0.5 unité log. & celles des 1igands linéaires
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(cf. tableaux 2 et 3). Le bras fl-carboxy]ate semble plutdt dé-
stabiliser 1&gérement le complexe (relativement aux ligands 1i-
néaires). A pH = 9, 1'énergie standard de formation de M(H_ZL)
1363 vaut -61.1 kJ/mole paur AspGlyGly et -64.1 kd/male pour Gly-
GlyGly. Une différence de 3. kJ/mole est donc faible vis-a-vis

de A:Gg et influence pas 1'abandance de M(H_ZL),

la relation entre la coordination du reste 5-carboxylate dans

le complexe ML (champ cristallin faible) et 1'importance du champ
de ligands du plan carré du camplexe M(H_ZL} est encore plus
marquée dans les systémes qui contiennent le nickel{II}.

Les courbes de titrage (figure 5) sont distantes de 1 & 2.5 unités
pH dans le damaine de 1 - 4 &quivalents de base ajoutée. Cela se
traduit, dans la figure 7, par un déplacement des maximums des
courbes de distributions de 1 - 2.5 unités pH plus é&levées pour
les camplexes du nickel. Cette situation est courante, et peut

(42]. La différence essentielle

&tre discutée en termes de LFSE
entre le cuivre(II) et le nickel{II1) réside dans leur configura-
tion &lectronique. Le cuivre(Il), dg, existe sous forme de com-
plexes octaédriques déformés & plan carré et paramagnétiques.

Par contre, 1a géométrie des complexes du nickel(11) peut étre 1'
octadgdre (ou I'octaédre défarmé) ou planaire. Des mesures de sus-
ceptibilité magnétique des compiexes peptidiques du nickel{I1}

oant montré que seuls les complexes ayant le chromophare (N-amino}-

N-peptide)2 au mains saont diamagnétiﬁues {6‘7).

Nous comprenons ainsi pourquai, lors du passage de 1'espéce [ Cul]
a [Cu(H_zL)]z', Ta dépratonation et 1a coordination des fonctions’
peptidiques se fait par &tapes : la géométrie des complexes chan-
ge de fagan continue en augmentant 1a force du champ des ligands
du plan, mais en gardant la méme confiquration électronique.

Par contre, dans les complexes du nickel, 1'augmentation de la
force du champ des Tigands du plan produit un changement de la
configuration électronique. Ainsi, le complexe [Ni(H_]L]_ cons-
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titue une discontinuité qui se traduit par une perte de stabilité
et une abondance tr&s faible de ce complexe (tableau 3, figure
6). En ce qui concerne l1a coordination du reste ﬂ-carboxylate,
cette derniére produit une augmentation considérable de 1'abon-
dance du complexe[NiL] (augmentation du champ de 1igand, effet
chélate} pour un environnement octaédrique déformé, tandis que
pour les complexes| Ni(H_ZL)]Z' et [Ni(H_zL)UH]a_ le reste -
carboxylate est certainement pas coordonné (champ de ligands fort
du plan).

Coordination du reste ﬂ-carboxylate

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

coordination du reste {}-carboxylate dans le complexe ML, mais
pas lorsque des liaisons métal-Npeptide existent.

La spectropolarimétrie CO dans le visible peut apporter de pré-
cieux renseignements concernant 1'environnement du cuivre .

Les complexes avec des acides aminés naturels ont, en gé&néral, un
effet Cotton négatif. Cela est vrai aussi bien pour les complexes

MXZ que peptidiques (39,44,43)

. Oe plus, les contributions de
chaque cycle de ch&lation sont approximativement additives et la
"régle de 1'hexadécant" est trés souvent vérifige pour les com-
plexes ayant des Vigands ch@latés dans e plan (symétrie th) {45).‘
Le spectre CO de [Cu(H_,AlaGlyGly)] est caractérisé par A ¢

_ 2023 =560 m 2], par contre, 1effet Cotton de [Cu(Hm;;:sp-
GIyGIy)]Z" , représenté dans la figure 10, est positif. Un tel ef-
fet Cotton positif est observé aussi pour [Cu(Asp)Zj 2- 5 A = 560
nm et pour [Cu(AspG]y)]'. Les valeurs positives de & £ peuvent
indiquer une chélation supplémentaire au-dessus ou au-dessous du
plan (45). Dans ce cas, 1a régle de 1'hexadécant n'est plus valable
et 1z régle des secteurs est dérivée de 1'octaddre (43).

Le spectre observé (figure 10) peut aussi Etre la somme d'un

spectre habituel (Af £0)} d'une structure plane et d'un spectre d'
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une structure pyramidale & base carrée.
Les spectres visibles sont &galement sensibles & 1'environnement

du cuivre{11). Nous pouvons comparer les £ des spectres YIS et

max
C0 des complexes M(H_ZL} qui ont le méme chromophore selon les

axes x,y (tableau 4).

ligand %mast Epax | D pax®

AspGlyGly 542 168 -
GlyGlyGly 555 * 149 * -
AspAlaGly 542 169 555
GlyAlaGly| 552,550 * 154 * 560
AspGlyAla 542 178 565

GlyGlyAla| 550, 555 * 156 * 572

Tableau 4 : Tongueur d'onde des maximums d'absorption et d'effet

Cotton des complexes M{(H_,L). (* :(22))

La présence du reste F-carboxylate produtt un déplacement hyp-
sochrome de 5 - 13 nm. En général, les coordinations axiales font
diminuer faiblement 1'énergie de transiticn (30). Mais i1 faut

se rappeler que la coordination d'un tripeptide en milieu basi-
que est particuliére. A max calculé par Ta régle de 1'environne-
ment moyen {cf. 3.3.2) vaut 567 nm. Les écarts des M max observes
peuvent s'expliquer par des liaisons M-N renforcées par un chélate
tétradenté et par la géométrie des liaisons de coordination. La
coordination axiale du reste (3-carboxy1ate accentue encore 1a

rigidité du complexe.

Les constantes de formation des hydroxocomplexes & 1igands linéai-
res sont supérieurss d'environ 1 unité log d celles des ligands rami-
fiés. Cet effet est compréhensible par le voisinage des groupes
coordinateurs chargés OH et {-C00°.
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Les spectres EPR sont également sensibles & 1'environnement du
cuivre(Il), essentiellement a Ta nature, au nombre, et & la dis-
position des atomes d'azote, ainsi qu'aux restes aromatiques (35,
36’37). Nous nous sommes demandé si la présence d'un reste }-car-
bokyTate modifierait le spectre EPR de [Cu(H_2G1yG]y61y)]' {cons-
tantes de couplage des azotes, valeurs g, a). Nous n'avons obser-
vé aucune différence entre les spectres réalisés avec les ligands
AspGlyGly et GlyGlyGly (figure 12). Ce fait ne prouve pas que le
reste 8 -carboxylate n'est pas coordonné, car le remplacement

en axial d'un oxygéne de H,0 par celui de i -C00™ modifie trop

peu les propriétés magnétiques de 1'environnement du cuivre(II).

R6le des substituants en position 2 et 3 du tripeptide

Phénoménologiquement, des restes méthyles en position 2 ou 3 n'
influencent quére la composition des solutions & tous Tes pH.

La stabilité des. complexes'ML et M(H_]L) n‘est pas affectée par
les substituants en positjon 2 et 3. Les valeurs 1ogf3]_]] et

log ﬂ]ﬂ] sont égales & plus ou moins 0.08 unités log. Par contre
les énergies standard de formation de M(H_ZL) le sont. A pH =
9, &Gy = -61.1 ki/male (AspSlyGly), & Gg = —64.1 ki/mole
{AspAlaGly) et A Gy = -62.4 kd/mole (AspGlyAla).

Sur la base de ces observations, nous pouvons dire, de facon
gualitative, qu'un groupe m&thyle stabilise 1a formation d'un
complexe suivant les atomes coordinateurs duy chélate qui porte ce
groupe. Nous pouvons ainsi classer les cycles de chélation relati-
vement & 1'effet de stabilisation d'un méthyle porté par le cy-

cle :

N-pep~—1i-pep. > N-pep —O-carboxylate > N-pep —O-pep

Cette suite n'est pas sans rappeler les énergies du champ de
ligands (3.3.2). Un groupe aliphatique pourrait occasionner une

stabilisation, soit par son effet inducteur +I sur les fonctions
insaturées coordinatrices voisines, soit en modifiant, par son
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encombrement stérique, la planarité des liaisons métal-peptide.

La substitution d'un hydrogdne par un groupe méthyle en pasition
Z du tripeptide empéche 1a formation des biscomplexes M(H_]L]L et
M(H_]L)2 {cf. tableau 2). Un effet semblable a déjid été abservé
lors d'un travail sur le complexe M(H_]L]2 avec des tripeptides
lingaires (20), 11 est di & un encombrement stérique en position
2 du tripeptide qui rend impassible 1'isomére cis. Avec nos 1i-
gands ramifiés, une structure cis est favorisée (groupes fl-car-
boxylates en trans), si bien qu'un effet stérique semblable est
possible pour les deux complexes M(H_]L)L et M(H_]L}a.

Les méthyles en position 2 et 3 du tripeptide différencient Tes
spectres CO et, dans une moindre mesure, les spectres VYIS, Les
figures 10 et 11 montrent les spectres des complexes M(H_ZL).
Les trois spectres VIS sont semblables et comparables & ceux des
complexes 3 ligands TinBaires. Les spectres CD sont seablables
& ceux des complexes & ligands linBaires, sauf cetui de [Cu(H_z-
aspGly6ly [P (%2} (cf. figures 10 et 11, et 3.3.4). Remarquons, une
fois de plus, le role des atomes coordinateurs des cycles de ché-
lation. L'amplitude de 1'effet Cotton croit avec la distorsion et
la rigidité des cycles :

N-pep — N-pep 3 N-pep —0O-carboxylate > N-amino — N-pep

Conclusions

Sur la base des connaissances en chimie des complexes peptidi-
ques et de nos observations, des propositions de structures
peuvent &tre faites (figures 13 et 14).

Le chaix des espéces et leur canstante de formation satisfont
les mesures potentiométriques. Les titrages spectrophotométri-
ques n'infirment pas la présence de chacun des complexes.

Une caractéristique des peptides en tant que ligandscensiste
dans le fait que lorsque le pH augmente, le ligand s'enroule
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T 2 M(H_,L) IV : M{H_,L)OH

Figure 13 : structures proposées des complexes MHhL
{1a coordination du reste {3-carboxylate des complexes

autres que ML n'est certainement pas compléte)
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autour de.lian métallique. Les N-peptides ne sont coordennés que s'
ils sgnt dépratonnés (27,29) (structure 1 - 1V, figure 13).

Le complexe ML est fortement stabilisé par 1a ceardination du
reste ﬂ-—carboxylate {structure I). La canfarmation est donc 3
{reste en position axiale} (23‘59,_

Lorsque 1 au 2 fonctions N-peptidiques sant coordennées, le carac-
tére planaire des complexes devient impartant et tes constantes

de formation ne sont que peu influencées. Cependant, les praprié-
tés spectrales de H{H_ZL) montrent que Te reste f -carboxylate est
certainement partiellement coordonné. I1 1'est par consEquent éga-
1epent dans Te complexe M{M_]L). La structure 11 a danc la con-
formatian A ((-C00 coordonng et substituant 2 axial). Lars-
que les 2 fonctions amides sont déprotannées et coordonnées, le
premier cycle de ch&lation peut garder sa confarmation} (reste()—
carbakylate coordonné) et e deuxiéme cycle est quasiment planaire
{structure LII).

La structure de 1'hydroxocomplexe (figure -13 IV) est inspirée par
celle de W(H_,GlyGly6ly)on (29),

L'abandance des biscomplexes n'est pas petite que lorsque ie pep-
tide se trouve en excés par rappart & M. Les propositions de
structures cis {figure 14) sont dictées par la configuration iden-
tique des deux Tigands, 1'inhibition des complexes M(H_.IL)L et
M(H_]L)z larsque L = AspAlaGly, et les canclusions de (20).
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4.1

4.2

4.2.1

OSECRIPTION DU SYSTEME CU((II)~TRIPEPTIOE-ACIDE AMINE

Introduction

Le but de ce chapitre est de décrire ce qui caractérise un systéme
ion métallique-tripeptide-acide aming en fonction du pH (distri-
bution des espéces principales, caractéristiques spectrales et
structurales) lorsque le ligand est ramifié. Des mesures potentio-
métriques et spectrophotométriques, ainsi que des comparaisons
avec un systéme comprenant un iigand linéaire (Cu(II)-triglycine-
Gly) ou le nickel(II}, permettront de discuter le rdle de la ra-
mification (3-carboxy1ate et les structures plausibles des com-
plexes ternaires.

Seuls les syst2mes comprenant les ligands AspGlyGly et Ser seront
décrits. Cet acide aming offre 1'avantage d'avoir un reste palaire
(mais non chargé) de grandeur mcyemme. De plus, en présence de
nickel (I}, Tes solutions restent limpides en milieu basique dans

nos conditions expérimentales.

Phénoménologie et résultats

Etudes potentiométrigues

La figure 15 montre les courbes de titrage des systémes Cu(Il)-

AspGlyGly-Ser 1:1:1 et Ni{II)-AspGlyGly-Ser 1:1:1 dans les con-
A _ - _ _ - [1]

ditions CM' CL = Cx = 3.3 mM, A=0.1HM NaC104, T =257,

Les constantes de farmation globale {Jmhlx sont définies de la

facon suivante :

[ anhlex]

&

mhlx
(™= [l =[] <[



.2.2

refativement & 1'&quation générale :

mM + hH + 1L + xX =——== M H L.X
mh 17

11
i AspClyGly_ Ser
9 k
PH L
Ni
7 =
Cu
5 -
3 1 1 1 )
0 1 2 3 4 5
&q. base
Figure 15
Nous avons calculé les constantes lo-gp Tog ﬂ1_”] et log (5]_2”

103
Oans le tableau 5 figurent les constantes des systémes Ni{II}-Asp-

GlyGly-Ser et Cu(11)-61yGlyGly-Gly de 1a litterature (19)
L'utilisation des valeurs des tableaux 3, 5 et 8 nous a permis de

au moyen du programme SCOGS modifié (3

calculer les distributions de toutes les espéces en fonction du
pH pour des concentrations C, = CL = Cx = b aM (figure 16).

Titrages spectrophotométriques

Nous avons effectu&, par spectrophotométrie dans le visible, des

titrages de sclutions contenant Cu2+/Niz+-AspG1yG1y-Ser. Les spec-
tres, calculés en £ apparents, sont dessinéds dans les figures 17A
et 18A, tandis que les courbes des figures 178 et 188 montrent Jes
variations de f apparent en fonction des &quivalents de base ajoutée .
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Ni-AspGlyGly-Ser [Cy-GlyGlyGly-Gly
mh 1 x formule lagpmmx log {’mhlx (10}
{p=.1M Nac104) {p=1M NaC]04)
0 1 1 0 |H 7.86 8.16
0210 H2L 11.56 11.55
1 1 1 0 | M{HL) 9.55 9.65
101 0 |M 4.97 5.30
1-1 10 M(H_]L) -5.55 -0.18
1T-2 10 M(H_ZL) -12.61 -6.97
1T 0 1 1 |MX 9.46 12.36
1=-1 11 M(H_]L)ﬁ -0.04 5.97
Tableau 5

4.3 Interprétation des résultats

4.3.1 Hypothéses
Nous avons supposé 1'existence de trais complexes ternaires.
Les esp&ces MLX et M(H .L}X ont d&ji &t& décrites dans le systéme
Cu(II)-G]yGlyGly-G]y(]Ol
Les structures des coemplexes MLX et M(H_1L)X ont un caractére
planaire (carré). L'acide aminé est ch&laté dans le plan métal-
peptide.
Dans le complexe M(H_EL)X, 1'acide aminé est monedenté ou ch&la-
té avec une position axiale.
Par analogie aux systémes binaires, le reste 5-carboxy1ate est
coordonné dans MLX, tandis qu’il 1'est partiellement dans les autres
espéces.
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150
a8
N 150
-
]
5
T
z
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. 58 E
Cnd
]
z
W
2
4
] EB_G £ea 120 &q. de base
A {nm)

éq. pH | abondance des espéces principales, ¥ {4=.1M KN03)

2 4.8 MX 40, ML 28, MLX 16, MX, 12

6.8 MLX 40, MX, 25, M(M_ L) 11, ML, 10
9.2 | M{H_|L)X 54, M(H_,L) 28, MX, 17

8.5 10.5 [ M(H_,L)X 40, M(H_,L) 36, M(H_,L)X 18

Figure 17: titrage spectrophotométrique de Cu(Il)-AspGlyGly-Ser
(CM = {:L = Ly p =.1M HaC]04)
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200 B

]

5 D= 430 nm

0

=

< 104

W
0 1 [ i [1
0 1 2 3 4

éq. de base

éq.| pH abondance des espéces principales (%)

2| 6.7 ML 48, MX 20, ¥LX 12

3| 8.8 MLX 35, MX, 20, ML, 18, WL 12

4| 9.8 | MH_,L) 50, M(H_{L)X 16, NX, 13, MX, 13
5

11.0 | M(H_,L) 48, M(H_,L)OH 38, M, 11

3 1

Figure 18 : titrage spectrophotométrique de Ni{II)-AspGlyGly-Ser
(CM= CL = EX s p= 1M NaC]Oa)

3.2 Distribution des espéces

Le calcul des constantes 1ogﬂ]h]], ainsi gie le choix de celles-ci
satisfont les mesures potentiométriques {cf. tableaux 5 et 8}. Seule
1a détermination de 1ogﬂ1_211 pose un probléme, car elle dépend
beaucoup du systéme {force ionique, cancentratians) et est peu

sure, d cause de 1'imprécision des mesures potentiométriques & des

5
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pH &levés. Les titrages spectrophotométriques permettent de sup-
porter le choix des espéces et de vérifier ﬁua]itativement les
distributions des espéces colorges.

En principe, une analyse détaillée des spectres VIS en fonction

du pH permet de calculer les spectres de chague espdce. Cela a &té
fait pour le systéme Cu(11}-GlyGlygly-gly (19)
£ et A } figurent dans le tableau 6 ol nous incluons des

max max
valeurs de ;im X calculés en appliquant 1a régle de 1'environne-

. Les résultats (

ment moyen (30 .

espéce E.max(lo) ifmax(lgﬁ) 3max(}g%) Pealculs
MHL 31 13.2 758 737
ML 33 13.5 741 737
M(H_,L) 75 15.3 654 649
M{H_,L} | 144 18.3 546 567
MLX 41 14.4 694 646
M{H_\L)X| 47 17.4 575 577

Tableau 6 : caractéristiques du systéme Cu(II}-GlyGlyGly-Gly (10

En général, les coefficients § augmentent avec 1'intensité du
champ de 1igands, & 1'exception de M(H_]L)x. Ce comportement peut
s'expliquer par le fait que 1a série des espzces M(HL)...M(H ,L)
correspond & une augmentation de la rigidité de 1a fixation du
ligand au métal, ce qui n'‘est plus le cas de H(H_1L)X. De plus,
des facteurs 1i&s & 1a symétrie des atomes coordinateurs peu-

vent certainement intervenir.

Les ordres de grandeur de flnax et )lnax (tableau 6) restent vala-
bles également pour nos systémes comprenant des ligands dérivés

de 1'acide aspartique.

Dans le cas du cuivre, les courbes de 1a figure 17 ressemblent
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apparemment 3 celles de la figure 8. En fait, les spectres mesu-
rés sont des sommes d'un plus grand nombre de contributions que ce
ne ]1'était pour les systémes binaires. La ressemblance provient

du fait que 1'addition de base provoque un changement du chromo-
phore de fagon semblable pour les cpmp]exes binaires et termaires.
L'addition de 3 gquivalents de base correspond & 1a neutralisation
des fonctions amoniumset carboxylates. Vers A =630 nm, un point
isosbestique apparent est visible (addition de 3.25 - 4 équivalents
de base), bien que, dans ce domaine de pH (6 - 9), plus de deux
espéces existent. Mais ce point montre 1a disparition de MLX en
fayeur de M(H_1L)X et M[H_ZL) dont les chromophores CuN30 se res-
.semblent & Ta nature prés des azotes. Les autres espéces ont des
concentrations soit faibles (MH_]L), MLZ)’ soit presque constantes
{MXZ) (cf. figure 16).

Le point isosbestique apparent 3 ) =630 nm existait d&ja dans la
figure 8 {transfqnmation de M(H_TL) en M(H_ZL)). lLes spectres pour
4.25 - 5 équivalents de base se coupent par contre 3 3 =665 nm.

I1s correspondent & la disparition de M(H_]L)X en M(H_ZL). La
figure 17B représente la variation de £ apparent en fonction des
équivalents de base ajoutés & une longueur d'onde proche de ;5rnax
de M(H_]L)X. On voit clairement la neutralisation de HX et HZL

{0 - 3 Equivalents). Puis la pente de 1a courbe augmente forte-
ment {apparition de M(H_ZL) et s'infléchit & 4 équivalents (du fait
de 1'abondance de M{H_,L)X et de son &
de M(H_,L).

Lorsque 4 équivalents de base sont ajoutés, la solution contient

max plus petit que celui

essentiellement trois complexes. I1 est ainsi possible de calcu-
ler 1e spectre de 1'espéce M(H_1L)X (figure 19). Le calcul de )y max
par la régle de 1'environnement moyen donne 591 nm pour le chro=
mophore Cu(N-amino)z(N—peptide)[O—peptide) et 577 nm pour Cu(N-
amin0)2[N—peptide)(0-carboxy1ate). L'observation de >lnax vers
5B0 - 590 nm ne permet pas de prouver une structure pyramidaTe ou
planaire.
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100
Ser
§
0 1 1
400 A 700

Figure 19 : spectre VIS calculé de M(H_]L)X

L'interprétation des observations faites avec le systéme compre-
nant le nickel{1l} fournit relativement peu d'information quantita-
tive pour étudier les prooriétés structurales des complexes ter-
naires du cuivre{II). La figure 18A montre 1'évolution des spec-
tres VIS du systéme Ni{II}-AspGlyGly-Ser. Bien que la distribution
des espices soit compliquée {figqure 16), les spectres mesurés ne
sont essentiellement que l1a somme de la contribution des complexes
diamagnétiques, c'est-a-dire M(H_EL) et M(H_ZL)OH. A 4 ggquivalents
de base, 1a valeur de & apparent correspond a 1'absorption de
M(H_ZL) seul en solution. Le complexe termaire M(H_]L)X est donc
paramagnétique. Ce fait n’exclut pas une structure plane des 2
cycles de chélation.

Réle de Asp en position 1 du tripeptide

La comparaison des distributions des complexes des systémes Cu{ll)-
AspGlyGly-Ser et Cu-GlyGlyGly-Gly (figure 16) montre que pour des -
pH supérieurs 3 B elles sont semblables. Les solutions contiennent
essentiellement les complexes M(H_]L}X, M(H_ZL) et MXZ vers pH = §
-§. Par contre, en milieu neutre ou acide, le reste £ -carboxylate
modifie beavcoup la phénoménologie des systdmes. Les abondances

des espéces ML et MLX sont trds nettement supérieures. L'effet de
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Ta coordination du reste ﬁ-carboxy]ate dans e complexe ML est
déja discutée au paragraphe 3.3.3. L'augmentation de la stabilité
du complexe ternaire MLX est die aux mémes raisons que celles de
ML, et vaut environ 4.8 ki/mole { environ 6 kJ/mole pour ML}. Le
fait que cette stabilisation soit inférieure 3 celle du complexe
binaire provient de 1'augmentation de 1'&nergie du champ de 1i-
gands du plan qui provoque un affaiblissement des Tiaisons de
coordinations axiales (deux molécules d'eau sont remplacées, dans
te plan, par 1'acide aminé} (30). Ainsi, 1'abondance du complexe
ternaire MLY passe d'environ 10 % (systémes & ligand lin&aire)
d 30 -~ 45 % suivant 1'acide aminé (systémes a ligand ramifié, cf.

“plus loin 1a Figure 21).

Quant au complexe ternaire M(H_]L)X, les valeurs log ﬁ]_111

des systémes & ligand ramifi& et lingaire sont du méme ordre de
grandéur (tableaw 5 et 8). La discussion relative au complexe
M(H_]L) dans le paragraphe 3.3.3 reste valable ici. La présence d'
un reste ﬂ -carboxylate en position 1 dv tripeptide affecte que
peu la stabilité (et 1'abondance) du complexe ternaire M(H_]L)X.
Elle pourrait méme, semble-t-il, le déstabiliser l&gérement, comme
dans le cas du complexe binaire M(H_ZL). Comme Te bras [} -carboxy-
late est coordonné, du moins partiellement, dans e comp1exE'M(H_2-
L), i1 1'est certainement &galement dans le complexe ternaire
M(H_1L)X, et cela d'autant mieux que 1'&nergie du champ de ligands
du plan est plus petite (une dent N-peptide est remplacée par cel-
le de N-amino).

Conclusions

Lorsqu'un systéme cuivre{II)-tripeptide est perturbé par 1a pré-
sence d'un acide aminé, les espéces principales M(H_ZL) et M(H_]L)
en milieu basique et neutre sont remplacées par les complexes
ternaires.
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Le complexe MLX, qui apparaitd des pH compris entre 5 et 9, est

nettement stabilisé par la coordination du reste ﬂ-carboxylate.
La formation du complexe M(H_]L)X, qui existe en milieu basique,
entre en compétition surtout avec M{H_ZL)‘ Suivant 1‘'acide aminé

{par exemple Ser), elle est méme nettement favorisge,

Des structures peuvent &tre proposées (figures 20A et B).

La comparaison des propriétés thermodynamiques de 1'espéce MLX
aver des 1igands ramifiés ou non montre que le reste (3 -carboxy-
late est coordonné. Les connaissances en chimie du cuivre(Il) per-
mettent de proposer 1a structure 1 comme &tant plus probable que
I', car elle posséde deux cycles de chélation & 5 membres dans le
plan. Les isoméres cis et trans existent certainement en solu-
tion {figure 20A).

'_‘M - W i By e
AN
\\“
\
RO Ry
NHEHCNHCHCOO
_<\o i
7
~
\_/‘
1 (cis etfou trans) I

Figure 20A :structures possibles de MLX

La structure préférentielle de H(H_1L)X est II (figure 20B). L'or-

dre de grandeur de K:%:':t%x est typique pour un acide aminé
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Figure 20B : structures possibles des complexes ternaires
(la coordination du reste {-carboxylate est certai-

nement partielle}
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bidents (donc pas I11'"). Les propriétés spectroscopiques ne per-
mettent pas de choisir entre II et I1'. Cependant un cycle & 5
membres (M::X) avec une position axiale du complexe demeure peu
favorable (23). La structure I1*' sera d'ailleurs &liminée plus
bas (chapitre 5}.

L'ordre de grandeur des constantes de formation de 1'espéce
M(H_ZL)X {£< celles de M(H_]L))() peut indiquer que 1'acide ami-
né est monodenté (structure 111' You ch&laté dans un cycle peu
favorable avec une position axiale {structure III ). En raison de
1'incertitude relative 3 cette espéce (calculsde logﬂ]_zn et des
spectres peu fiables) et de son existence 4 des pH trop &levés,
les propriétés de cette espéce ne seront plus appronfondies.



5 ROLE 0OU SUBSTITUANT 2 DU TRIPEPTIDE

5.1

5.2

6.2.1

Intraduction

Dans ce chapitre, le rdle du substituant 2 du tripeptide dans la

formation des complexes ternaires est étudié, Nous utiliserons les
peptides AspGlyGly, AspAlaGly, et AspGlyAla, et les acides aminés
Ala,Pra, Arg, Ser, et Lys. Certains effets ayant déja &té observés

avec un encambrement stérigue minimm (R = -CH3) (21,22,27)

, Nous
supposons que 1'effet stérique d'un tel reste soit significatif
relativement aux propriétés thermodynamiques et structurales de

nos complexes ternajres.

Phénoménologie

Nous avons calculé les constantes de formation des complexes ter-
naires & partir des mesures de courbes de titrage dont les condi-
tions sont indiquées dans le tableau 7.

Les constantes log ﬂnmlo sont celles du tableau 2, tandis que les
valeurs log 6thx proviennent d'une table (40). Les constantes
Tog ﬁlhll sont calculées par le programme SCOGS modifié (32’34).
Le tableau 8 indique Te résultat des calculs : log 01h]1 et les

déviations standards {s) des valeurs 1096 a@nsi que les constantes
H(HhL)}X_ _
calculzes KM(HhL) = lag ﬂ”m 1098110

Les distributions de toutes les espéces H(HhLl)xx sont dessinges
sur les figures 21.1-5 , pour des concentrations CM = CL = Cx =
5mH (p= 0.1 MKNOy, T = 26°).
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mé&thode
L X CylmM)  C (mi)  C(mM) )
Ala 7.32 7.18 7.32 a
6.10 6.10 6.10 c
6.09 6.09 6.09 b
Pro 6.10 6.10 6.10 ¢
> 6.09 6.09 6.09 b
2 | arg 7.32 7.25 7.32 a
L4
73 6.10 6.10 6.10 ¢
<X
6.09 6.09 6.09 b
Ser 6.10 6.10 6.10 ¢
Lys 6.10 6.10 .10 ¢
6.09 6.09 6.09 b
Ala 7.32 7.14 7.32 a
6.10 6.10 6.10 c
Pro 6.10 6.10 6.0 ¢
> | Arg 6.10 6.10 6.10 c
= 7.32 7.18 7.32 a
3
£ Ser 6.10 6.10 6.10 ¢
Lys 6.10 6.10 6.10 c
Ala 7.32 7.18 7.32 a
Pro £.10 6.10 6.10 c
o Arg 6.10 6.10 6.10 ¢
B 7.32 7.18 7.32 a
g
2 Ser 6.10 6.10 6.10 ¢
7.32 7.18 7.32 a
Lys 6.10 6.10 5.10 ¢
Tableau 7 {*) cf. 8.1
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Cu~AspGlyAla-Pro

ie

Cu-AspAlaGly-Pro

10

Cu-AspGiyGly-Pro

e

pH

pH

trait renforcéd: L MLX, M M(H_]L)X, N M{H_ZL)X

: 2+
Figure 21.2 A C4™", B M(HL), C ML, D M(H_,L), E M(H_,L), F M(H_,L)OH, G ML,, H M(H_L)L, T M(H_,L),
J MX, K MXZ,
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Cu-AspGlyAla-Arg

1.8

85 1

Cu-AspAlaGly-Arg

1.8

Cu-AspGlyGly-Arg

18

ph

pH

pH

2 B M(HL), C ML, O M(H_|L), E M(H_,L), F M(H_,L)OH, G ML,y K M(H_ (L)L, T M(H_ L),

Figure 21.3 A CJ

trait renforcé: L MLX, M M(H_]L}X, N M(H_ZL)X

J _MX, K MXZ’
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Les valeurs Iogﬂun1 se calculent facilement, 1'abondance du
complexe MLX &étant dominante dans le mélange & des pH compris
entre 5 et 8 (maximum d‘'abondance = 30-45 % vers pH = 6.5).

Les valeurs 109‘71_111 également se déterminment facilement, sauf
avec le peptide AspAlaGly dont les propriétés particuliéres sont
discutées plus bas. Pour les deux autre peptides, 1'abondance de
M(H_lL)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 contrai-
rement aux autres plus bas, les solutions contiennent un minimum
d'espaces, spéciziement M(H_]L)X, M(H_ZL et MXZ.

La détermination des constantes log ﬂl-—?l] pose par contre cer-
tains problémes, car Ta précision des mesures de pH est faible
quand pH > 9 (calibrage du pHmetre difficile, rble du Na+) et que
la pente des courbes de titrage est faible. L'abondance de ce
complexe ternzire avec les acides aminés Ala et Pro reste faible
{ <5 %) méme & pH = 10, tandis que celle avec Ser et Lys atteint
environ 20 % ; pH = 10. Comme le cormplexe ternaire M(H_ZL)X sort
de nos problémes fondamentaux, et que sa détection est imprécise,
nous ne commenterons que succintement les propriétés de ce com-
nlexe.

Notons égaiement que les constantes relatives aux acides aminés

proviennent d'une table {40}

et qu'elles n'ont pas €té modifiées
{cette table, trés critique, donne des valeurs trés moyennes et
sOres, sauf pour Cu(Ser)z). Une telleutilisation de données cons-
titue cependant une incertitude sur les caiculs.

fans les systémes ternaires, 1‘abondance des biscomplexes est su-
périeure & celle observable dans les systémes binaires, car le ion
métallique se trouve en défaut. Cependant, les abondances maxima-
les sont d'environ 10 - 15 % {vers pH = 6.2} de MLZ' 3-6% (vers
pH = 7.7} de M(H_]L)L, et d'environ 1 - 3 % {vers pH = 10) de

M(H_{L),.
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I1 peut étre intéressant de calculer les constantes de formation

des camplexes ternaires par des considérations statistiques & par-
tir des constantes des biscomplexes. Les écarts des constantes ex-
périmentales 3 celles calculdes pourraient indigquer des interactians
entre les ligands (tripeptide et acide aminé) autour du ion métal-
ligue.

Les constantes de formation des complexes ternaires peuvent se cal-

culer de la fagon suivante (26):

stat
Tog {3y = 3 10900 + 3 Tog By o) + Tog s

" Le facteur statistique S vaut 2 (S = 2! /1!1!) pour des complexes
MLX et M(H_1L)x. Le tableau 9 donne les résultats des calculs de

109??;?11; ainsi que les &carts A\ .y = 109 ﬁ?ﬁ% - logf?i’ﬁ%.

0'aprés ces calculs statistiques, la majorité des complexes ter-
naires est favorisée. Les écarts £k]h]1 sont, cependant, les
plus importants et tous positifs pour M{H_1L)x, et c'est le com-

plexe de la lysine qui s'écarte le plus de 'Iogp.slf'?]t].

L'ebservation des figures 21.1-5 permet de constater une particu-
larité importante du tripeptide AspAlaGly (reste méthyle en posi-
tian 2): le complexe ternaire M(H_1L)X est fortement déstabilisé
avec ce ligand, et sa formation est inhibée de fagon importante
suivant T'acide aminé.

La phénaménalagie thermodynamique de cet effet peut étre mise en
&vidence par le tableau 10 qui donne 1'abondance des complexes
ternaires MLX et M(H_]L}X lorsque le pH = 7.5 . A ce pH physiole-
gique, les abondances de ces deux complexes sont du méme ardre de
grandeur Torsque le deuxidme acide aminé du tripeptide est la gly-

cine.
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5.2.2 Phénoménoliogie spectrochimique

I1 est possible de confirmer la phénoménolegie thermedynamigue par
des observations spectroscopiques.

Lors des titrages des solutions ternaires, les sclutions compre-
nant le peptide AspAlaGly se différencient nettement de celles com-
prenant AspGlyGly ou AspGlyAla par une couleur plus bleue et plus
intense. Aprés addition de quatre équivalents de base, les spec-
tres VIS des solutions sont représentés dans la figure 22.

Ala
Pro

Arg

a 06 o o

Ser

0.0 1
500 550 600

) (nm)

Figure 22 : spectres Vi$ des solutions contenant Cu2+-tripept1de-
acide aming 1:1:1 ( €= 6.1 mM, 4 =0.1 M KND,, T=25°}
L = AspAlaGly (——), AspGiyAla (----)

3)

Une autre fagon de mettre en évidence le réle d'un reste méthyle
en position 2 du tripeptide consiste a titrer une solution qui
contient initialement M{H_ZL) par HX et de mesurer les spectres
YIS et CD. Les figures 23 et 24 montrent 1'évalution de la densité
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optique et de 1'ellipticité d'une solution de complexe M(H_ZL), (L
= AspAlaGly et AspGlyAla) titrée par une solution de (R)Pro.

x= {X]or/ Moy

Figure 23 : densité optique d'une solution de M(H_ZL) (5 mM) lors du
titrage par (R)Pro. A L=AspAlaGly, B L=AspGlyAla

x = [X]por/MMipgr

Figure 24 : e]lipticité d'une solution de M(H_ZL) {5 mM) lars du
titrage par (R)}Pro. A L=AspAlaGly, B L=AspGlyAla
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Les mesures sont faites 3 = 550 nm. A cette longueur d'onde,
le pouvoir rotatoir des complexes de 1a proline est proche de zéro
, 51 bien que la densité optique est deessentieliement & M(H_ZL},
M(H_]L}X et MXZ, et 1'ellipticité surtout & M(H_ZL) et M(H_]L)X
(avec peu de contribution rotatoire de X). Les mesures potentio-
métriques permettent d'interpréter qualitativement les particula-
rités spectroscopiques dues & un reste méthyle en position 2 du
tripeptide.

De fagon générale, 1'abondance des complexes M(H_]AspA]aG]y)X est
faible, voire nulle suivant X. Ainsi, une variation de CX permet
de différiencer fortement les systémes qui comprennent le tripep-
tide AspAlaGly. La fiqure 25 montre les changements des concen-
trations des complexes principaux calculées & pH = 8.5 .

1.0
"
5
A 8 Lo«
~ ._-‘
Y ’-'
0.5 . L -
~ - =
" R
- e A R
G -
. . ..
Iy .
-, - R
rr D - .
'
e =y — = ~ F —==
0.0
0 1 2 3 4

x= [X]goe/ Moy

Figure 25 : influence de 1a concentration totale en proline
(Cy = C_=5mM, pH = B.5).
L = AspAlaGly (—), L = AspGlyAla (----- }
A M(H_ZL), B MXZ‘ c M(H_]L)X, D MLX

Cette figure permet d'interpréter les courbes des figures 23 et 24

au moins qualitativement.
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Comme les propriétés spectroscopiques { § et AF ) du complexe
M(H_ZL) sant nettement supérieures & celles des autres espéces (cf.
chapitre 6}, les propriétés géométriques des courbes A, fig. 25
ressemblent & celles des figures 23 et 24. Les courbes B, fig. 23
et 24 (ol L = AspGlyAla) s'incurvent larsque x = 1.5 - 2. Cela
est di au maximum de 1'abandance de M{H_,L)X.Par contre, les cour-
bures des lignes A, fig. 23 et 24 { ol L = AspAlaGly) sont moins
prononcées et plus réguliéres, car le systéme contient essen-
tiellement deux complexes, M(H_ZL) et sz {courbes A et B, fig.
25) dont les variations de concentration ne montrent pas de sin-
gularités.

Interprétation stérique

Le complexe ternaire MLX n'est pas affecté par un reste méthyle
en position 2 du.tripeptide du moins en ce qui concerne les cons-
tantes de formation Tog ﬂ10]1 et log K:tx (tableau 8). La struc-
ture 1, figure 20 ne permettrait pas, du reste, d'expliquer un
effet &ventuel.

L'effet stéréochimique le plus important de ce travail cancerne le
rile du substituant en position 2 du tripeptide sur la formation
du complexe ternaire M(H_]L]K, corme le mantrent les-figures 21.
1-5 et le tableau 10.

La déstabilisation du complexe peut tout d'abord s'expliquer sim-
plement par un effet stérique statique. La figure 26 montre un
modéle & calottes du complexe M(H_.AspAlaGly}. Dans nos systémes,
la constante de formation lag K:E:'1t§x
4.5 pour que 1'abondance de M{H_ L)X soit détectable. Un tel ordre

de grandeur suggére que 1'acide am1né est chélaté (3 ) Les com-

dait &tre supérieure a

plexes M(H_ZL]X, ol X est certainement monodenté (structure III,
figure 20), ont une constante 109{31_211 inférieure de 3 - 4 or-
dres de grandeur & celle des complexes M(H_1L)X, ol X est
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certainement bidenté (structure 11, figure 20) Hors, le modéle 1
{figure 26} montre que 1'une des positions du plan peut étre mas-
quée par le reste en positien 2 du tripeptide, si bien que 1'
acide aminéd ne peut plus ch&later les deux positions du plan. D'
autres rotaméres peuvent en principe exister (Il - V1, figure 26).
Mais seuls les rotaméres [, II, et VI ont une position de coordi-
nation masquée partiellement parle reste méthyle en position 2.
Les madéles [ et I' permettent de visualiser Ta différence d'occu-
pation de 1'espace par un reste méthyle ou hydrogéne. Mais les
observations expérimentales ainsi que cette explicatien stérique
montrent, que pour le complexe ternaire, 1a conformation de la
partie peptidique non coordonnée doit donc appracher Ta structure
1, figure 26.

L'acide aminé n'est danc pas ch&laté avec une position axiale {
structure 11', figure 20).

Cette explication stérique permet é&galement de comprendre pourquef
Tes complexes M(H_1L)X de dipeptides peuvent exister (11), Dans
ce type de systémes, la partie non coordonnée du dipeptide est
beaucoup plus petite et pelaire que celle d'un tripeptide, si bien
que les rotaméres IV et V peuvent &tre stabilisés dans un milieu

palaire.

Une autre apprache d'explication du phénoméne d'inhibition stéri-

que consiste & envisager 1'é&quilibre
M(H_ZL) + HY ——= M{H_]L)X

dynamiquement, c'est-d-dire que du point de vue moléculaire, des
complexes ternaires et binaires se forment centinueliement. Un
travail sur la cinétique de 1a réaction de HX = en, trien, HEQTA,
avec le complexe M(H_ZL) a montré que la réaction débute par la
substitution de i1a fonction carboxylate terminale par 1'amine
attaquante (21). Cette &tape est suivie par le clivage M—N-pep-
tide et la ch&lation du ligand bident&. I1 est ainsi clair que 1'
espace non atteint par le reste peptidique non coordonné dépend
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Vi

Rotaméres du complexe r-1(H_1AspAlaG'Iy) (en présence de X dans le systéme)

26

Figure
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beaucoup du reste en position 2 du tripeptide. La figure 27 montre
quelques rotaméres qui permettent d'é&valuer la diminution de 1°
espace due 3.un reste méthyle en position 2 du péptide.

Figure 27 : Evaluation de 1'occupation supplémentaire de 1'espace
engendrée par un reste méthyle en position 2 .
Rotation de la liaison MN—CHR (R = CHy et H)
{Le cercle pointillé indique 1'occupation du site par un
oxygéne de 1'acide aming) '

Cette diminution peut s'estimer 3 emviron 50 %. Lorsque HX réagit
avec M(H_zL}, le proton peut &ire transféré sur 1'azote qui de-
vient asymétrique (21]. De par la présence du reste méthyle au-
dessus du plan, i1 est alors possible que le reste non coordonné
du peptide se place au-dessous du plan (fiqure 28 I}, ce qui,
aprés clivage de la Tiaison M—N-peptide, améne automatiquement le
reste méthyle au voisinage de la position du plan (figure 28 II).
La figure 29 montre les modéles a calottes qui correspondent aux
structures I et II, figure 28. On y voit clairement 1'impossibi-
1ité de la ché&lation de 1'acide aminé lorsque L = AspAlaGly,
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Figure 28 : mécanisme possible expiliquant 1'inhibition de 1a
formatian de M(H_]AspAIaGly}x

contrairevent au cas ait L = AspGlyGly (figure 29 III).

Le m&canisme permet immédiatement de voir les différences entre
les complexes de tripeptide et de dipeptide: pas de pratanation
d'un N pep., et 1a séquence -CONHCHRCOO est remplacée par COO .
Aucun effet stérique n'est denc possible.

fans un tel m&canisme, le reste de 1'acide aming joue #galement un
rédle important. Premiérement, i1 modifie 1'acidité des fonctions

ammonium et acide carboxylique {par exemple, relativement aux pKa2
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Figure 29 I : intermédiaire avec azote protonné
It : chélation de X inhibge (R = CH3)
111 . " de X possibie (R = H)

(seuls Tes atomes C,N et O de X sont représentés)
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Pray Ala 7Arg==Ser=Lys} et les canstantes de formation des comple-
xes (par exemple relativement & (!2 : Prod>AlayArgSerzlys). D
autre part, i) différencie les acides aminés refativement a 1°'
inhibition de 1a farmatian du complexe M(H_]L)X. Le classement des
acides aminés relativement 3 cet effet : Arg ?Pra 2Ser >Lys DAla
correspond 4 celui de 1a grandeur des restes des acides aminés

§ 1'exception de Lys. Le mécanisme de 1a figure 28 explique ce
compartement: Jars de la formation de )'intermédiaire (coordina-
tion monodentée de T'acide aming) puis de la chélation de X, ce
dernier doit interagir avec le troisiéme acide aminé du peptide.

Conclusians

La nature du deuxiéme acide aming du tripeptide joue un réle
primordial dans les systémes ternaires. Un reste méthyle en po-
sition 2 défavorise drastiquement la formation du complexe ter-
naire M(H_]L}X et non celle de MLX et de M{H_ZL)X.

Un mécanisme permet d'expliquer cet effet important. 1)1 n'est
explicable que si 1'acide aminé dans le complexe M(H_]L)X est bi-
denté et coordonng dans le plan Cu-peptide (structure II, fi-
gure 20).

L'hypothése que 1'acide aming est bidenté dans les complexes MLX

et M(H_1L)X et monodenté dans M(H_ZL)X est supportée par 1'effet

d'inhibition stérique et le mécanisme de formation du complexe

M(H_]L)X, ainsi que par 1a comparaison des ardres de grandeur
M(HLX}

des constantes KM(HhL)

La nature de 1'acide aminé joue &galement un réle important. L'

effet d'inhibition stérique sur la formation de M(H_]L)X augmente

avec la grandeur du reste de 1'acide aming, sauf s'il est coordon-

nable (Lys).
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L'écart des constantes de formation des compiexes ternmaires par
rapport aux prédictions statistiques dépend passablement de

X. ;et effet.pour M(H_]L)x est positif et significatif (maximum
avec Lys :131_111==+ 1 unité log.).Relativement au complexe MLX,
il est négatif (~ -0.1 unité log avec Pro et Arg) ou positif
{maximum avec Lyse= + 0.3 unité log.). La relation A]_”] >
15]011 montre gue les interactions attractives entre les ligands
sont plus grandes lors du mécanisme de la formation de M(H_]L)X
que de MLX, et qu'elles font intervenir &galement la partie non
coordonnége du ligand peptidigue.
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DIASTEREOSELECTIVITE DANS LA FORMATION OES

Introduction

Une &tude de la diastérdosélectivité peut surprendre dans le cadre
de 1a phénoménologie des systémes naturels. En effet, les pro-
blémes 1iés au transport du cuivre(Il) fait intervenir des acides
aminés de configuration S. Oe plus, la compréhension des proprié-
tés thermodynamiques de nos systimes ne fait pas intervenir la
configuration de 1'acide aminé et pas 1'isomérie cis/trans des

complexes ternaires.

Le but de cette &tude n'est pas de rechercher le meilleur systéme
diastéréosélectif {des effets peu importants sont prévisibles pour
des structures essentiellement plames). Par contre, nous envisa-
geons cette étude comme une m&thode analytique.

Cette méthode permet d'aborder des aspects liés aux questions
discutées aux chapitres 3 - 5.les questions liées 3 la stéréochi-
mie sont les suivantes :

- en quoi les propriétés thermodynamiques (tableau 8, figures 21.
1 - 5) des complexes termaires diastéréoisoméres sont-elles fonc-
tion de la configuration de 1'acide aminé ?

- les propriétés thermodynamiques sont-elles compatibles avec la
relation entre les &carts £§]h]] et les interactions entre les
ligands (tableau 9) ?

- les structures des complexes ternaires {figure 20} peuvent-elles
&tre précisées par rapport aux isoméres cis et trans ?

- un mécanisme analogue & celui de la formation de M(H_1L)X (fi-
gure 28) peut-il &tre appliqué av complexe MLX ?

Hous envisageons la diastéréosélectiyité dans les réactions

suivantes :
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I: Cu-tripeptide + (S)X == Cu-tripeptide-{S)X (cis et/ou trans)
O: Cu-tripeptide + (R)X === Cu-tripeptide-(R}X (cis et/ou trans)

Les  constantes d'équilibre relatives aux équations 1 et II sont
déterminges par des mesures potentiométriques. Cette méthade n’
infarme pas sur la structure des complexes (isomérie cis/trans),
si bien que seule une diastérécsélectivité apparente peut Etre
mesurée. Des mesures spectroscopiques (VIS,CO} permettent d'abar-
der les prablémes de 1'isamérie.

Phénoménolagie thermodynamique

La determination des constantes de formation de complexes ternai-
res par des mesures potentiométriques est trés efficace et pra-
tique. Mais guelle est la différence maximale de pH abservable
{cas de diastéréospécificité) ? Afin de répondre & cette question
(dont 1a répanseln'est pas évidente pour nas systames ), un exem-
ple de diastéréospécificité peut Etre simuid.

Pour le systéme Cu2+-AspG1yG1y-A1a 1:1:1 pris comme exemple, le
programme COMICS modifié(34) permet de calculer la concentration
de chaque espdce (ligands et camplexes) & différents pH dans &

cas particuliers :

absence des espéces MLX et M(H_1L)x

présence de MLX et absence de M(H_1L)X

absence de MLX et présence de M{H_ L)X

présence des espéces MLX et M{H_ L)X

11 est ainsi possible de calculer 1a variation du pH due a la pré-

sence dans le systéme de 1 ou 2 complexes ternaires (figure 30).

La variation du pH due 3 la présence d'vn complexe ternaire est
négative avant Te maximum d'abondance et positive aprés. I1 est
intéressant de constater que, au maximum d'abondance de chaque
camplexe ternaire pris séparément (courbes A et B, fig. 30), le
complexe ternaire n'est responsable d'aucune variation de pH.
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0.2

I ] L [
0 1 2 3 4 5
&q.base

Figure 30 : simulation de la diast&réospécificité de la formation
des camplexes ternaires.
Variation de pH due & la présence de : A MLX, B M(H_]L)X
C MLX et M(H_ L)X

Oans notre systéme, la concentration de MLX est maximale & 3 équi-
valents de base ajoutés et celle de M(H_1L)X d 4 Bquivalents, si
bien que les variatiions de pH se compensent presque entre 3 et

4 équivalents de base ajoutés (caurbe C, fig. 3D). Cette simula-
tion de diastéréospécificité dans notre systéme montre £galement
que les mesures de pH ne peuvent &tre différentes de plus de 0.3
unités pH environ.

Les titrages potentiométrigues des systémes contenant les acides
amings de configuration R ont &t& réalisés dans des conditions
expérimentales identiques 3 celles indiquées dans le tableau 9.
Dans Te tableau 11 sont indiqués les valeurs calculées log{ilh]],

ainsi que les constantes log K.
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Les diastéréosélectivités apparentes X R4S, dafinies comme &tant

le rapport des constantes K”E::t;x pour les acides aminés de con-

figuration R et §, sont indiquées dans le tableau 12.

AspGlyGly AspAlaGly AspGlyAla

Ala 1.00 1.00 1.00
Pro 1.62 2.24 1.70

oy

= | Arg 1.29 1.20 1.7
Ser 1.05 1.10 0.98
Lys 1.10 1.17 1.02
Ala 1.00 0.98 1.08

>

= | Pro 1.00 - 1.29

=' | Arg 1.17 - 0.79

= | ser 1.17 - 1.12
Lys 0.93 0.87 0.98

Tableau 12 : diastéreosélectivité apparente X R/S

Ces diastéréosélectivités apparentes se manifestent dans les cour-
bes de titrage par des différences de pH de quelques centiémes
d'unité { environ S pour les plus grands écarts}, ce qui est peu
par rapport au ApH maximum qui serait observé dans le cas de dia-
stéréospécificité.

Afin de concrétiser la signification des valeurs )( R/S du tableau
12, les distributions des complexes ternaires dans tous les systé-
mes sont dessinges dans Ya fiqure 31.
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AspGlyGly AspAlaBly AspGlyAla

Ala

15

Pro

* Arg

Ser

Lys

4 5 € )0 2w 15 ¢ 18 ) iE 4 %y L1 8y o1

pH pH pH

Figure 31 : distribution des complexes ternaires.
avec X de configuration 5 (—), R (..... )
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6.3 Phénoménologie spectroscopique

Les différences, bien que petites, des constantes logij]hT] de
systémes contemant un acide aminé de configuration S ou R se mani~
festent nettement dans les spectres visibles des solutions aprés
addition de 4 équivalents de base (3 avec Arg} (figure 32}.

Les différences des spectres VIS proviennent non seulement des
concentrations différentes de MXZ, M(H_ZL) et M(H_1L)X, mais peut-
étre &galement d'un changementde la proportion des isoméres cis
et trans dont les spectres différent certainement (5]).

0.0 .
500 550 600

A (o)

Figure 32 : spectres VIS des systémes Cu-AspGlyAla-{S}X ( ) et
Cu-AspGlyAla-(R}X (----- }, aprés addition de 4 équi-
valents de base {Ala, Pro, Ser) ou 3 &q. {Arg).

Puisque les systémes vers pH = 9 contiennent essentiellement trois
espéces, 11 est possible de calculer les spectres VIS et CD des
complexes M(H_1L)X, en utilisant les spectres des complexes MXZ



(figure 33} et M(H_ZL) (figures 10 et 11).

La figure 34 montre les spectres visibles calculés des complexes
M(H_]Aspﬁlynla}x. Sur les figures 3% et 36 sont dessinés les spec-,
tres CD des complexes M(H_.]L]X (images A - E} ainsi que T'addition
et 1a soustraction des spectres des diastérfoisoméres (images A' -
E').

428 568 cee 708 AZE  Sed gec ee

> (nm) | N (am)

Figure 33 : spectres VIS et CD des complexes MXZ
X=:aAla, b Pro, c Arg, d Ser, e Lys
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¢ L P2 8
0 o 2 N
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100
£t
Lys
0 L .
400 A 700

Figure 34 : spectres YIS calculés de M(H_]AspmyMa)x
(X de configuration : S {(——), R {....}
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6.4 Diastéréosélectivité thermodynamique

Du tableau 12 et de la figure 31 il ressort que les complexes ter-
naires MLX et M(H_]L}X sont plus stables lorsque la configuration
de 1'acide aminé est R (& )'exception significative du complexe M(-
H_]AspG1yAla)Arg }-
Retativement aux complexes ternaires MLX, la plus grande diasté-
réosélectivité apparente s'observe pour le systéme Cu2+-AspAlaG]y-
Pra. Dans ce systéme, 1'enrichissement vaut 28 % et la différence
de stabilité des diastéréoisoméres vaut environ 2 kJ/mole.le pep-
tide AspAlaGly donne en général de plus grands X R/S que les deux
_autres. Qualitativement, relativement aux ligands AspGlyGly, Asp-
AlaGly et AspGlyAla, les suites des acides aminés par ordre dé-
croissant de )(R/S sont respectivement : Pro» Arg »Lys »Ser~Ala,
Pro » Arg »Lys ySer »Ala, et ProyArgylysa-Ala~ Ser. 11 est inté-
ressant de comparer ces 3 suites avec celles obtenues & partir
des écarts des 16gf]]0]] expérimentaux et statistiques (tableau 9)
par ordre croissant de ‘5H011: Pro-Arg-Ala-Ser-Lys, Pro-Arg-Ser-
Ala-Lys, et Pro-Arg-Ala-Ser-Lys. Ces suites sont semblables pour
chaque peptide (& 1'exception de la position de Lys).
Relativement au complexe M(H_]L)X, la plus grande diastéréosélec-
tivité apparente s'gbserve pour le systéme Cu2+-AspGIyAla-Pro, dont
1'enrichissement vaut 7 %. Les valeurs X R/S sont plus grandes
avec le peptide AspGlyAla gqu'avec les deux autres.Relativement aux
ligands AspGlyGly et AspGlyAla, les suites des acides aminés par
ordre décroissant de XR/S sont respectivement : Arga.SeryPro
Ala »Lys et Pro»Ser>Ala~Lys Arg. Les deux suites d'acides ami-
nés classés par JC51_]]] sont alors}: Pro-Ala-Arg-Ser-Lys et Pro-
Ser-Ala-Arg-Lys. Les suites correspondantes sont relativement sem-
blables, surtout celles du peptide AspGlyAla dont les effets de
diastéréosélectivité sont plus marqués.
Ainsi les é&carts des constantes de stabilité des complexes ter-
naires par rapport aux prédictions statistiques constituent une
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méthode qualitative paur &valuer les patentialités de diastéréo-
sélectivité, car ils sont dis & des interactions entre les deux

ligands coordannés (26).

Stéréachimie des complexes ternaires

Hypothéses

Les structures probables des complexes MLX et M(H_1L)X sont sem-
blables & celles des complexes M{Asp)}X par la dispasition des
cycles de chélatian, et des iéuméres cis et trans sont en &qui-
libre en solutions. Si la conformation X de Asp est supposée
{reste fl -carboxylate coordonng), huit confarméres peuvent &tre
envisagés (figure 38)-

Acide aminé de configuratian $ 2 axial, d: Squaterial
N N N
o N 0 o N o N
R
R
cis A cisd trans X transd
Acide aminé de configuration R M : equatarial, d: axial
N N% N% N
N o o N
R
cis) cisd trans X trans d

figure 38 : confarmatioms possibles de 1'acide aminé (s = N ou 0)
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Nous envisageons plusieurs types d'interactions qui ont une in-
fluence sur la stabilité de certains conforméres.

tes fonctions aminos des isoméres cis peuvent étre Soit éclip-
sées, soit décalées (figure 39). La conformation cis™ de .1Tacide
aming est préférable a cisd .

cisA

Figure 39

Le reste R de 1'acide aminé sera de préférence en position équa-
toriale, sauf s'il est volumineux ou coordinateur (23).

Les peptides étudiés permettent des interactions &lectrostatiques
(48 - 50) qui favorisent une conformation ayant e reste de V'aci-
de. aminé en position axiale s'il est petit (figure 40 A) et.équa-

toriale s'il est grand (figure 40 B).

- d+ - 4
COO H COC H;,N
bk
N N N N
A (axial) B (équatorial}

Figure 40



6.5.2

- B7 -

Les observations de diastéréosélectivité étant semblables pour les
deux camplexes ternaires, nous pensons que les spéculations rela-
tives au complexe M{H_]L)X sont valables &galement pour MLX. Un

mécanisme analogue & celui de la figure 28 peut alors &tre envisa-
gé pour MLX (figure 41).

Q
2o Ro R
NHEHENHCHC00™
M(H_ L) *4f e
+ — NH o
= N
HX C

‘/,hﬂ N |}1F!:?
e ConCHCOOT W e

Figure 41 : proposition du mécanisme de la formation de MLX

Interprétation des spectres (D et VIS

La régle de ]'hexad&cant décrit généralement bien le signe de 1°*
effet Cotton des complexes du cuivre({Il) avec les acides aminés

(43’44), mais ne donne pas d'information sur 1°
(39,44}

et les peptides
isomérie cis/trans . Par contre, des &tudes semithéoriques
ont permis de calculer les contributions conformationnelles et
vicinales qui influencent les propriétés spectroscopiques des iso-
. {38,56,62,63) : .

méres cis et trans . Lorsque les isoméres cis et .
trans sont séparables (par exemples les complexes du Pd{I1} et
Pt{11}, les bandes d'absorption de 1'isomére trans sont plus lar-

ges que celles de 1'isomére cis(s1

Larsque X = Ala, Te spectre VIS de M(H_]L)x (figure 34) a une
largeur de bande supérieure quand la configuration de X est S.
Cette différence peut étre attribuée a un rapport des concentra-
tions des isoméres trans et cis ( [trans ]/ [cis] )} supérieur
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dans le cas de (5)Ala. L'équilibre cisd = transd du complexe

de la (S)Ala est plus déplacé & droite que 1'8quilibre cisd=>
traps) de 1a (R}Ala (groupes aminos &clipsés dans le conformére
cis 3 ).

Ainsi, le changement de configuration de X produit un changement

du rapport des isoméres cis-trans, $i bien que la diastéréosélec-
tivité apparente est faible.

La fonction amine de la proline est encombrée {substituée par le
reste _(CHZ)i)' ce qui déstabilise 1'isomére cis : la proportion
[trans]/[ cis] est donc beaucoup plus grande qu'avec 1'alanine,
et les spectres VIS ont des § é&levés (environ 100 M-]cm_]) (figu-

“re 34). Les coefficients d'absorption du complexe de la (S)Pro
dépassent 1égérement ceux de la (R)Pro. Cela signifie que Jes
isoméres c¢is existent et que 1'interaction des fonctions aminos
influencent le rapport [ trans]/cis] .

Le reste guanidinium (chargé positivement) caractérise 1'arginine.
Une interaction électrostatique avec le reste (3-carboxylate peut
exister. Elle favorise certainement le conformére du type B, fi-
gure 40, et une diastéréosélectivité nettement plus grande qu'avec
1'alanine s'observe.

Une diastéréosélectivité apparente en faveur de 1a (R}Ser s'ohser-
ve, mais les spectres VIS des diastérfoisoméres sont identiques.
Cela peut signifier que les rapports [ trans]/[cis] ne sont pas
modifiés. Elle ne peut pas s'expliiquer par une interaction &lec-
trostatique avec le reste [l -carboxylate (}(h/s serait £ 1). Le
reste doit donc &tre en position équatoriale favorable dans un
milieu polaire.

En principe, la lysine pourrait se comporter comme 1'arginine,
mais la fonction guanidinium se différencie nettement du reste
uJ-NH3+-par une structure triazotée et un pKa plus &levé. Ainsi,
les possibilités de coordination de la lysine sont accrues { ¢y —
-NH2 coordonné et ct-ammonium libre), et aucune diastéréosélec-
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tivité n'est observée.

L'application de la régle de 1'hexadécant permet de calculer une
approximation de deux fois Ta contribution de 1'acide aminé en
soustrayant les spectres C0 {figures 35, 36 A' - E' (——)) et une
approximation de deux fois la contribution du peptide en addi-
tionnant les spectres CO (figures 35,36 A'-E', (..... )

Sur les figures 35 et 36 A’ - E' (——), Tes contributions des
acides aminés sont comparables aux spectres de MX2 (figure 33) et
sont du méme ordre de grandeur pour les deux peptides.

La contribution de Asp du peptide AspGlyGly (figure 35) apparait
avec un faibTe effet Cotton négatif d‘environ -0.05 M-]cm_]. En
1'absence d'acide aminé, le spectre CO est positif pour Te com-
plexe M(H_,L) {cf. figure 10) avec un &€a0 vers j = 550 nm.

La particularité d'un tel spectre par rapport & celui de peptides
linéaires Etait attribuée 3 la coordination du reste (3-carboxy-
late (cf. 4.3.3). En présence d'un acide aminé, le minimum du
spectre CO vers ) = 550 nm devient 1égérement négatif, tandis
que le maximum vers A = 670 nm reste positif. Cette différence
pourrait étre attribuge & une diminution de 1'abondance du con-
formére ayant le reste (3-carboxylate coordomné.

La contribution CD du Tigand AspGlyAla (figure 36} est semblable

1 -1

avec chague acide aminé. Un AE . d'enviran -0.11 M ‘cm = est

min
compatible avec les structures proposées {coordination du peptide

par N-amino et N-peptide} (46}.

Conclusions

Dans nos systémes, 1a formation des complexes ternaires est fai-
blement diastéréosélective en faveur des acides aminés de confi-
guration R. Cependant, lorsqu'un systéme Cu2+—tripeptide-acide
amingé (ol les canfigurations sont toutes 5) est perturbé par le
changement de i1a configuration de X, des propriétés stéréochimigues
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gbservables se manifestent.

La stabilisation des complexes ternaires par rapport aux prédic-
tians statistiques dépend des interactions entre les 1igands
ceordennés. Ces interactigns interviennenti &galement dans les
phénoménes de diastéréesélectivité.

Le mécanisme preposé de la formation des complexes ternaires
est cohérent avee 1'influence sur la diastéréosélectivité des
complexes MLX et M(H_]L)X des restes en position 2 et 3 du tri-
peptide respectivement.

Un mélange d'isoméres cis et trans existe toujours. La proportion
_de ces isoméres dépend beaucoup de X. Une structure trans est
favorisée par une fenction damino substituge (Pro}. Un reste
volumineux et chargé pasitivement limite les possibilités de struc-
tures et de conformations par une interaction &lectrostatique avec
le reste ﬁ-carboxy]ate du peptide.
Par contre, les bossibilités de structures sont augmentées lars-
que X posséde un reste basique (par exemple Lys).

Dans le complexe M(H_1L)X, i1 est passible que le bras [P -carbo-
xylate soit coeordonné dans une mesure moindre qu'il 1'est dans le
camplexe M(H_ZL), mais 1'interprétation des spectres CD et VIS
satisfait les structures de 1a figure 20 B.
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7.1

7.2

SYSTEME NATUREL ET MODELES

Introduction

Dans les chapitres qui précédent, nous avons décrit des systémes
comprenant le cuivre(II), des tripeptides {ayant Asp en posi-

tion 1) et des acides aminés bidentés (différents de His). Ils

sont caractérisés par deux types principaux de complexes ternaires,
1a stabilisation du complexe MLX par la coordination du reste f3i-
carboxylate en position 1 du tripeptide, 1'inhibition par un

reste aliphatigue en position 2 du tripeptide de 1a formation du
complexe M(H_]L)X, et le caractére essentiellement planaire des

complexes.

Un autre type de systémes, qui décrit bien le site actif de 1°'
albumine, a &té trés étudié. I1 comprend des tripeptides ayant
His en position 3 du tripeptide (par exemple GlyGlyHis) dans des

systames binaires (132191819} o4 tornaires (4:16:17.72)
De tels systémes se différencient des notres par la présence du

reste imidazole en position 3 du tripeptide et dans 1'acide aminé.

11 s'agit de comparer nos systémes {(dépourvus d'histidine) avec

le systéme Cu2+-GlyGlyHﬁs-His, afin d'essayer d'expliquer le rdle
de 1’histidine dans le systéme naturel & 1'aide de nos résultats
obtenus 3 partir de systémes simplifiés (la présence de la fanc-
tion imidazole complique fondamentalement les systémes qui le com-
prennent).

Conditions du systéme naturel

Dans le sérum humain, seulement environ 5 % du cuivre total existe

(2)

tion de 1'ordre de ]0-6 M, L'albumine est présente en concentration

sous forme de complexes labiles , c'est-a-dire une concentra-
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d'environ 5.10-4M. La concentration de X dépend de 1'acide aming,

et est de 'ardre de 3.107° - 5.107% M. celte de 1'histidine vaut
em1mn10 (ﬁ)
Dans ces cond1t1ons, les distributions des espéces des systémes
Cu2+-AspGIyA1a—Ala et Cu2+-AspA1aGly—Ala {(figure 42) sant modi-

figes par rappart d celles de la figure 21.1 .

CU-ASPALASLY-ALA  (SERUM CU-ASPSLYALA-LA  (SERLN)

ee

pH pH

Figure 42 : simulation des systémes Cu2+—tripeptide-Ala dans Tes
conditians physiolagiques.
= AspAlaGly, B: L AspG]yA]a

(Cy = 107 M, ¢ = 5107 1, ¢, = 2.107 w)

A e, B M(HLY, C ML, O M(H L) E M(H_,L}, F HL
6 M{H_ L)L, H M(H L}, T MK, J X
trait renfnrcé K HLX, L M(H_ L)X

2
2

0es cancentrations en métal et ligands trés petites ant pour cansé-
quences une plus grande abandance en Cu2+ libre et un moins bon
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rendement dans la formatiaon des complexes ternaires. L'excés de
tripeptide par rappart & 1'acide aminé favarise les espéces MHhL]
{courbes B - H). Ainsi, dans les conditions physiologiques (de con-
centrations) et & un pH = 7.4, les abondances en camplexes MHhLX
et MHhL valent 10 % et 83 % respectivement (figure 42 A) ou 18 ¥
et 77 % respectivement {figure 42 B).

L'effet du reste en position 2 du tripeptide est amplifié dans

ces conditians de concentrations totales en M,L et X.

Les distributions de 1a figure 43 sont des simulations. Dans ces
conditions de concentrations, les espéces Cu(OH)2 et CuCO3 de-"

73)

viennent compétitives { , du fait de la concentration totale

en carbonate d'environ 27 mM dans le sérum.

Dans les mémes conditions de concentrations, les distributions
des espéces du systéme Cu2+-G1yG1yHis-His ant &té calculées 3
partir des constantes de la littérature (15,17} (figures 43 A et
B).

Les figures, qui différent grandement, montrent que des conditions
expérimentales et des méthodes de calcul différentes peuvent abou-
tir & des jeux de constantes disparates.

L.'abendance en complexes ternaires vaut 63 % ou 17 % suivant les
auteurs.

Ici également, 11 faudrait tenir compte de la présence en car-
bonate dans les simulations des conditions du systéme naturel
(sérum).
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(U-GL Y5 YRIS-HEG  (S[RUMY  (I5] C5-5iYh. YHIS-HIS  (SERLM {171

Figure 43 : simslation du systime Cu2+¢G1yGJyHis-His dans les

conditions physiologiques

-6 4 4

(CH =10 7 H, CL =510 "M, ﬁx = 230 T M)

A Cu%F, EMH_L), T MK, 3 MKy, MOM(HX), N MCHOX,
trait renforce: K M(H_,L)(HK), L M{H_,L}(HK),
0 HH,LX, P MHLX, O M(H_,L)X

7.3 Rale de 1'imidazole

Le rale de His en position 3 du tripeptide est important : la coor-
dination du reste imidazole & la place du carboxylate terminal

dans 1'espéce H(H_ZL) (13) augmente tellement la stabilité de

cette espace (log 91_210 supbrieur de 4.8 unitds log. & celle du
systéme comprenant le peptide GlyGlyGly) par la présence d'un

azote supplémentaire dans le plan du complexe que 1'espéce M{H_ZL)
est 1a seule observable de composition MH L, {figure 44).
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. . 15,72
Figure 44 : structure du complexe H(H_ZG1yGlyH1s) ( )

Les constantes de formaticn plhOx des complexes de 1'histidine

avec le cuivre(ll) sont &galement supérieures a celles des acides

[40). car 1'histidine posséde trois dents, dont

aminés simples
deux azotées. Ainsi, les complexes ternaires sont beaucoup plus
stables que ceux de nos systémes (log ﬂlh] supérieurs de 4 - 5.5
unités log d'aprés les valeurs de la littérature {]5). Le pKa du
reste Hlm se situe entre 3 et 6 dans les complexes, si bien que le
nombre d’espéces MHhxx est supérieur & 2 (figqure 43), mais e nom-
bre des structures est supérieur 3 6 (28): His tridenté ou bidenté
par 0-Im, O-N ou N-Im. Ces particularités de 1'histidine fo?%s?ue

En milieu proche de la neutralité, les espéces H(H_]L)(HX) et

cing types de complexes termaires peuvent exister {d'aprés

M[H_ZL)[HX) sent présentes {dans nos systémes, il s'agit de MLX
et M(H_IL)X). Mais les structures sont d'un type différent (15)

{figure 45 A ot B).

La question est de se demander pourquoi le site actif de 1'albu-
mine est spécifique de 1'histidine.

Oans nos systémes, tous les acides aminés bidentés (ainsi que Lys),
cnt un comportement semblable : constantes de formation de méme
ordre de grandeur et structures identiques (sauf peut-&tre Lys)

des complexes ternaires. Les acides amin#és en position 2 ou 3 du
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* NH, A

(15)

Figure 45 : structure proposée par Sarkar et coll.
Ac: M(H_1L)(HX}, B : M(H_zl)(Hx}

tripeptide (Gly ouAla} n'affectent que faiblement les propriétés
thermodynamiques- des complexes métal-peptide vis-d-vis des acides
aminés. )

La présence de la fonction imidazole en position 3 du tripeptide
stabilise tellement 1'espéce M(H_ZL) (figure 44) que la formation
de complexes ternaires dans des systdmes Cu2+-dipeptide.His—acide
aminé simple, & un pH proche de la neutralité, deviendrait cer-:
tainement problématique.

Un acide aminé tridenté constituedéjd une sé&lection, mais pas dans
nos systémes o0 des complexes ternaires d'acides amingés simples

se forment déja. Par contre, dans les systémes comprenant un 1i-
gand ayant His en position 3, les structures AetB (figure 45}
peuvent formellement exister avec X = Arg ou Lys. C'est 13 qu’
intervient une caractéristique de 1'histidine : Te reste Hlm est
plus acide que 1a fonction oammonium , contrairement aux restes
guanidiniim et uu—NH3+. Les conséquences sont importantes. L'his-
tidine.est coordonnée par 1'imidazole et le carboxylate, tandis

que 1a fonction giamino est protonée. Un cycle de ch&latian

i sept membres est favorable avec une position axiale du cuivre(Il).
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La stabilité des complexes ternaires, due 3 la coordination de 1'
imidazele et au pKa bas de 1' Hlm, a pour conséquence un maximum
d'abondance vers pH = 6.3 de M(H_]L)(HX) et vers ph = 7.9 de M(-
H_ZL)(HX) (figure 43), c'est-d-dire que la coordination des azotes
peptidiques apparait 3 des pH plus de 2.5 unités plus bas que dans
nos systémes. Les complexes ternaires présents vers pH = 7.4,
ayant les structures A ou B {figure 45), ne peuvent plus étre dé-
favorisds par un reste méthyle en position 2 du peptide.
Lorsque le pH = 7.5, 1a glycine réagit avec [ Cu{H_,GlyGlyHis)]
23. Ce résultat,
ainsi que les proprigtés thermodynamiques des systémes é&tudiés,

environ 40 fois plus lentement que 1'histidine

suggérent que 1'histidine est vraiment favorisée vis-&-vis des
autres acides aminés. Dans le cds ol des complexes ternaires se
formeraient avec des acides aminés bidentés, la coordination de

X se ferait certainement dans le plan du complexe, car un cycle
de chélation & cing membres avec une position axiale est peu pro-
bable. De plus, le deuxiéme acide aminé de 1'albumine est subs-
titué, si bien que les complexes ternaires M(H_]L}X serajent en-
core défavorisés par 1'effet d'inhibition stérique du reste en
position 2 du tripeptide.

Conclusions

Les études des complexes peptidiques du cuivre({Il) avec des acides
aminés, en tant que modéle du site actif de 1'albumine, peuvent
Etre basées sur plusieurs types de systémes. Ceux fondés sur 1'
histidine {en tant que troisidme acide aminé du peptide et second .
tigand) offrent 1'avantage de posséder des propriétés thermodyna-
miques et spectroscopiques semblables & celles du systame His-Cu2+
-albumine, Mais la complexité des systémes cache les facteurs qui
influencent les propriétés des complexes ternaires.

Nos systémes simplifiés par 1'absence de la fonction imidazole,
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sont1imités par le fait que les propriétés thermodynamiques, spec-
troscopiques et structurales des complexes ternaires sant diffé-
rentes de celles du systéme naturel. Les informations relatives

a nbs systémés sont donc complémentaires 3 celles faites 3 partir
des systadmes fondfs sur 1'histidine. C'est la raison pour laquelle
nos résultats concernant le rfle de Asp terminal sur la stabili-
sation du complexe MLX, le rdle du reste en position 2 du peptide
sur 1'inhibition stérique des complexes M(H_IL}X, et les proprié-
tés qualitativement semblables des acides aminés vis-d-vis des
effets produits par les substituants des peptides, semblent peu
utiles pour comprendre le systéme naturel.

_Cependant, 1a comparaison des propriétés thermodynamiques, spec-
troscopiques et structurales de nos systémes avec ceux fondés sur
1'histidine, a permis de mieux comprendre comwent la présence
supplémentaire @ nos systémes .d'une fonction azotée coordinmatrice
et peu basique peut modifier le compoftement des complexes cui-
vre(l1)-peptide avec des acides amings en favorisant 1'actien '
un acide amind, 1'histidine.



8 PARTIE EXPERIMENTALE

8.1 Methodes analytiques

8.1.1 Titrages potentiométriques

Nous avons utilisé, pour la préparation des solutions, les subs-
tances suivante : peptides (cf. 8.2), Cu504.5H20 p.a. (Merck), aci-
des aminés Ala, Pro, Arg, Ser, Lys.HC] (puriss, Fluka), et de 1'eau
bidistillge déqazée.

Les solutions 3 titrer sont préparées juste avant 1'emploi. La so-
tution titrante de NaOH environ 0.1 M, préparée avec des pastilles
lavées, contenani également KNU3 0.1 M, est conservée dans un
flacon en plastic protégé par de la chaux sodée.

Oes solutions contenant Euz+ env. 0.0 M + KN03 0.2 M + acide
aminé env. 0.01 M sont préparées (stock de 100 m1 } & partir d'une
solution mére de Cu2+ env. 0.02 M, des pesées ce KN03 et de 1
acide aminé, et d'sau bidistillée déqgazée 1égérement chloroformée
(pour prévenir des moisissures).

Les solutions de peptides env. 0.01 M sont préparées avant 1'emploi
et ne sont pas conservées plus longtemps que la durée d'ung série
de mesures.

Trois méthodes de préparation et de titrage ont &té utilisées gé-
néralement {cf. tableaux 8 et 11) : a) pipettages de 10 ml des
solutions de peptide et de Cu2++ X {ou Cu2+, ou d'eau) (V°=20 ml)
dans une cellule Metrohm, barbotage d'azote (désoxygéné et thermos-
tatisé) pendant 5 mn, titrage sous azote a 1'aide d'une burette
Metrohm E415. b) pipettages de 2 ml des splutions de peptide et

de Cu2++ X (ou Cu2+, ou d'eau), (VD=4 m1) dans une cellule Metrohm,
titrage sous azote (désoxygéné et thermostatisé a 25°) & 1'aide
d'une miniburette Gilmont {contenance 2 ml, 1 division = 2 ml).

c) comme b), mais en pesant les splutions (V0= 4 ml).
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L'addition de base se fait réguliérement dans le temps (générale-

ment 1 addition/45 s) pour les systémes ternaires.

Le pH métre utilisé est un Radiometer PHM64, muni d'une &lectrode

GK2401B. Les mesures de pH sont corrigées en fonction du pH et de

[Na+]. 11 est &talonné par des solutions tampons : hydrogénophta-

late de potassium 0.05 M (pH 4.008 a 25°) et Na,8,0,.104,0 0.01 M

{pH 9.180 & 250) préparées avec des substances pour &talons de pH

selon DIN19266. Oes stocks de 250 ml sont généralement préparés et
conservés dans des bouteilles pleines de 100 ml en plastique. Des

portions neuves de 50 ml sent uvtilisées pour chague série de mesy-
res.

1.2 Spectres VIS

Les spectres d'absorption sont mesurés par le spectrophotometer
Unicam 5P1800 (accessoirement‘SPBDD).‘Les solutions sont contenues
dans une cuve thermostatisée de 1 cm et sont préparées comme Sous
8.1.1 (mais addition rapide de base). Le calcul des coefficients
£ & partir des spectrés {amplitude L)s'effectue par 1a relation

Lfemd* S

i 26{cm)* c[M]* 1[em]

valable pour une sensibilité 5 {densité optique) correspondant i
une amplitude L = 25 cm (recorder Unicam AR25) et une cuve de 1 cm.

.1.3 Spectres CD

Les spectres de dichroTsme circulaire sont mesurés par le spectro-
polarimeter Jasco J-500C. Les solutions sont contenues dans une
cuve de 1 cm 3 température ambiante et sont préparéés comme sous
8.1.2. L'appareil est traversé par un flux d'azote (y compris le
trajet optique). Le calcul des coefficients A ¢ s'effectuent

par la relation :
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L[cm)* S[mocm-l]
Ag -

3.3410% * ¢[M) * 1L en]

valable pour une sensibilité S (ellipticité @ ) et une cuve de

1 cm.

Calculs par ordinateur

Les programmes SCOGS et COMICS (32,33) {calculdes constantes

{3 mhix &t distribution des espéces en fonction du pH) ont é&té
modifiés afin de rendre interactives les lectures. Une version
dérivée de COMICS a &té crée pour obtenir des sets de coordonnées
des points d'un choix de courbes de distributions. Un autre pro-
gramme peut les utiliser pour dessiner les diagrammes de distribu-
tions.

Le calcul des coefficients § et AE (tous les 10 nm) ont &té
effectués par de petits programmes qui tiemnent compte de la ‘pré-
sence de 1 - § espéces colorées. Deux programmes permettent alors
de dessiner 1, 2 ou plusieurs spectres.

Tous ces programmes font partie d'une collection (34).

Synthése des peptides

Organigramme
(67)
@-CHZOH + CCIC]2 —— @-CHZ-OCOU + HC1
~ ——————
Z-C1

{68)
Asp + Z-C] ———>  Z-Asp

Mg0o
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(69)
T.Asp > I-Asp-anh,

“anh. acétique

(70}
Z-Asp-anh. + dipeptide — — — (ot + (@ )Z-Asp-dipeptide
N(E),/OMF
Hy
—————— (d+{ )Asp-dipeptide + CO, + toluéne
EtOH/eau

' &changeur d'anions
» (ol )Asp-dipeptide + {} )Asp-dipeptide

22 2-C1
Du chlgroformiate. de benzyle est préparé & partir de solution 3 20%
de phosgéne dans le tolu@ne selon la voie cTassique (67).

.3 Z-Asg
Une quantlté de Z-Asp a &té préparée par la méthode de Bergmann et
Zervas {68) d partir de 0.4 mole d'acide aspartique.

-4 Z-Asp-anh,

Une réserve d'anhydride de Z-Asp a été constituée par la méthode
de Jonn et Young %) 3 partir de 0.25 male de Z-Asp.

.5 (oA +8 JAsp-dipeptide

A partir d'environ 30 mmole de dipeptide, 1'application de la ﬁé—
thode de Buchanan et al. (70) fournit un mélange de o et (3 -
tripeptide, d'acide aspartique et de dipeptide, et permet d'obtenir
le tripeptide (of JAsp-dipeptide cristallisé relativement facilement.
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8.2.6 Purification des peptides (of)Asp-dipeptide

Par chromatographie sur couche mince, i1 est aisé d'analyser quali-
tativement les fractions d'éluats et de tester la pureté des pepti-
des. Beaucoup de solvants et de phases peuvent é&tre utiTisds pour

(71). Les meilleurs ré-

séparer des peptides et des acides aminés
sultats ont &t obtenus avec le mélange de solvants n-butanol-acide
acétique-eau 3:1:1. La révélation des acides aminés et peptide se
fait par une solution de ninhydrine 0.3% dans un mélange n-butanol
-acide acétique 95:5 & chaud { ¥ 110°}. Pour révéler des dérivés
protégés (par 1), une décomposition préalable par une solution de
HBr dans AcOH+EtOH est nécessaire. La couleur des spots dépend
fortement de 1a phase. Le meilleur résultat a &té obtenu avec les
plagues de Celiultose F254 (Merck) avec révélateur de fluorescence.

Le tableau 13 donne les caractéristiques de quelques substances :

Tableau 13
substance RF couleur 3 la
révélation
{ ot }AspGlyGTy 0.21 Jaune
{0 )AspGlyGly 0.16 bleu
(o JAspAlaGly 0.28 . Jjaune
{f )AspAlaGly | 0.24 bleu
(& )AspGlyAla 0.20 Jaune
{f JAspGlyAla g.1% bleu
Asp g.14 rouge

La séparation de (of )Asp-dipeptide des autres malécules a é&té
rialisée & 1'aide d'une colonne (@ 3.5 cm, hauteur 75 cm) remplie de
Bephadex QAE A25 chargé en formiate.

Un premier passage sur la colonne permet d'obtenir en partie 1!
isomére ¢b pur et d'éliminer une grande partie de 1'isomére {3
(toujours plus abondant que 1'iscmére &b ) et Asp. tn deuxidme pas-

sage du reste des fractions contenant de 1'isomére of permet alors
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del'obtenir pur,

De fagon générale, la chromatographie sur colonne débute par 1’
élution d'enyiron 0.5 1 d'eau, puis par une solution d*acide far-
mique diluée (4 m1/1). Le dipeptide qui n'a pas réagi sort de suite.
L'isomére of sart en téte {aprés plus de 0.5 1 d'élvant). Puis un
mélange d'isoméres ot + (I et Asp apparatt, et enfin 1'isomére {8
pur. Le volume total d'é&luant peut varier de 2 & 4 1 suivant le
peptide, la proportion d'isoméres get f3 , et le tassement de la
colonne.

Les fractions contemant 1'isomdre of sont concentrées, puis in-
troduites sur une petite colonne (@ 1 cm, hauteur 10 cm) remplie

- de Dowex 50XB chargde en HY. Li'elution par de la pyridine 1 M
fournit une solution concentrée de {of Jtripeptide (70).
L'isomére of pouvant s'isomériser en isomére 3 , il doit &tre
manipulé (chromatographie sur colonne; concentrations) le plus
rapidement possihle et & des températures inférieures 30°. 1
est conseillé de concentrer les grands volumes de solution par
fractions de 100 ml.

La purification finale des peptides se fait par recristallisations
répétées (plus de cing fois). Pour se faire, le peptide est dissous
3 température ambiante dans le volume minimum d'eau. L'addition d’
un volume généralement cing fois plus grand d'é&thanol donne une
solution 1impide tiede. La cristallisation du produit s'opére spon-
tanément par refroidissement & 00, puis & -200.

Description du tripeptide (ol JAspAlaGly

Les peptides {ol)AspGlyGly et {ck)AspGlyAla sont décrits $70). par
contre la synthése du peptide (ci)AspAlaGly n'a jamais &té décrite
(& notre connaissance). Par analogie & la synthése des autres pep-
tides, nous avens pu préparer ce ligand.

Les analyses de {cA}AspAlaGly ont fourni les ré&sultats suivant :
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Analyse élémentaire CHN
trouvé : C 41.22 H 5.83 N 15.96
calculé: C 41.38 H5.75 N 16.09

Point de fusion = 205°
&x% = -24.4 {c =2, eau)

Constantes d'acidité (4= 0.1 KNO s 7= 25%
pKy = 2.78
pKaa = 3.79
pKa3 = 7.84



9 RESUME

Dans les systémes biologiques, la formatien de camplexes entre le
Cu({Il), des peptides et des acides amin&s joue un rdle important dans
le transport du cuivre. Afin d'étudier certains facteurs qui affectent
la formation de complexes ternaires, des systémes relativement simples
sant chaisis. Ils comprennent trois peptides (L =otAspGlyGly .of-Asp-
AlaGly ,»-AspGlyAla) et cing acides aminés bidentés {Ala, Pro, Arg,
ser, Lys) et sont étudiés par des méthodes potentiométriques et
spectrascopiques.

Deux types principaux de complexes ternaires sont détectés. L'espéce
MLX existe & des pH campris entre 5 et 8 , et M(H_]L)x d des pH> 7.
I1s canstituent généralement les complexes principaux, avec MX2 et
M(H_ZL). Suivant X, e maximum d'abondance de MLX vaut 30 - 45 %, et
celui de M(H_]L)X 35 - 6D %. Les constantes de farmation de M(H_]L)X
et, dans une moindre mesure,celles de MLX sant supérieures & celles
prévues par des calculs statistiques, et dépendent de X.

Le reste 8-carboxylate (en position 1 du tripeptide) est coordonné dans
le compiexe MLX et le stabilise nettement par rappart aux peptides
sans 'ramification. Par contre, dans Te-complexe M(H_]L)X, il n'est
certainement que partieilement coerdonngé et affecte peu 1a stabiiité
du complexe.

Un reste méthyle en pasition 2 du tripeptide défavarise drastiquement
h'thﬁm1MScmMEmsMquﬂ,mﬁspﬁ celie de MLX. Cet effet
d'inhibitian stérique augmente avec la grandeur du reste de X, sauf
$'il est coardonnable {Lys}.

Les acides aminés sont bidentés et coardenngs dans le plan M-peptide.
Un mécanisme de la formation des complexes ternaires est propasé.
L'étude stéréochimique de ja farmation des complexes ternaires (qui
mantre une diastéréosélectivité apparente en faveur des acides aminés
de configuration R}, confirme le mécanisme de formation et la relation
entre Tes interactians peptide-acide aminé et Tes écarts des canstantes
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de farmation par rapport aux prédictiens statistiques. Elle met éga-
Tement en &vidence les mélanges d'isoméres cis et trans.

Nos systdmes, ainsi que His-Cu(IT1)-GlyGlyHis sant extrapolés dans les
conditions de concentrations et de pH du systéme naturel (sérum)}.

La comparaisen des propriétds thermodynamiques, spectroscopiques et
structurales de ces deux types de systémes permet de mieux comprendre,
dans le systéme His-Cu{II}-albumine, le rdle spécifique de 1'histidine
dd & la présence d'une fonction azotée coordinatrice et peu basique
qu'est ta fonctionm imidazole.
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