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ABREVIATIONS

A

M

L
CM,CL
Glya
Gly5
Gly6
L-Alaa

L-Ala6

.

ion métalligue (cu?h)

: peptide

concentration totale en métal, peptide

: glycylglycylglycylglycine

: glycylglyeylglycylglycylglycine

: glycylglycylglycylglycylglyeylglycine

: alanylalanylalanylalanine

: alanylalanylalanylalanylalanylalanine

L-Alaa-L—GIU}.

L-Alaa-D-Glu
L-Alaa—L-Glu3
GlysNM2
Glya-L—AlaDME

L-AlajAU

Bmht
co

vis

EPR

A e
Gly

Glu

acide alanylalanylalanylalanylglutamigue

: acide alanylalanylalanylalanylglutamylglutamylglutamigue

: giyeylglyeylglyeylglyeylglycineamide

. ester méthylique de la glycylglycylglycylglycylalanipe

: acide alanylalanylalanylaminovalérianique

: constante globale de formaticn du complexe MmHhLl

spectre de dichroisme circulaire

: spectre d'absorption dens le visible

: spectre de résonnance paramagnétigque de 1'électron

coefficient d'absorption molaire [M‘lcm-l]

H EL-'ED [M'lcm'l]

: glycine

: acide glutamique



Asp :  acide aapartique

Ala : alanine

Ser 1 serine

Thr : thréonine

Leu : leucine .

Pro : proline

KI : constante conditionnelle de l'espice i
NTA t acide nitrilotriacétique

DON + azote organique dissous

oot : carbone organique dissous

PoC : carbone orgenique particulaire
FC : facteur de concentration -

Remargue : l'ordonnée des diagrammes de distribution des
egpéces en fonction du pH indique toujours
[espéce] /CM



1.1.

INTRODUCTION

e S S22 ag o 2]

Transport et disponibilité biologique du cuivre dans les

systaémes naturels. (1-8]

Les organismeg vivsnts, systiémes chimigues organisés fort com-
plexes, se propagent, grandissent, se métsbolisent, utilisent

leur environnement tout en se protégesnt contre lui et évoluent

en réponse aux chengements & long terme de la nature.

Nulle vie ne peut apparaftre et survivre ssns la participstion
d'ions métslliques. En effet, plus de ls moitié des quelques
trente éléments du tablesu périodigue essentiels pour la croissan-
ce et le développement des organismes biologiques sont des métaux.
Au deld d'une certaine concentration, ces élémenta peuvent devenir
toxiques, bien qu'il devienne de plugs en plus évident que 1'effet
toxique d'un élément sur un orgasnisme dépend moins de sa concen-
tration totale que de sa spéciation.

Depuis quelques décennies, on porte un trés grand intérét 4 la
compréhension du rfle spécifique et de l'influence des métsux sur
les systémes biologiqueégl1

Pour cels, il est intéresssnt de distinguer plusieurs nivesux
d'organisation dont chacun nous apporte des renseignements permet-

tant de mieux comprendre 1'ensemble.

- le nivesu moléculaire : rengeignements sur la premidre
sphére de coordination dea mét sus
et sur la stucture des esp2ces

- le nivesu cellulaire : indigstions sur le trsnsport et
1s spécistion des métsux

- 1'écosystéme : indications gur le transport et
la disponibilité biologique des
métaux



% de

la lithosphére)gj] Cet élément se trouve sous forme de métal,

Le cuivre ast largement distribué dans la nature (7.107

sels ou complexes avec des ligands organiques ou inorganiques.
Le cuivre est un élément essentiel avec, chez 1'homme, une
teneur d'environ 150 mg.

Dans lea eaux, la concentration de cuivre est d'environ
ln-a-lﬂ'jm (1-5 wg/L). Dans le sol, elle varie de 2-100 l'ng/kq|
alors que dens 1'eir, elle est comprise entre

matiére skche

10-570 ng/ 3 selon le degré d' industrialisation de 1'endroit. (43

Ou polnt de vue chimique, le cuivre a une grande affinité

pour les groupements fonctionnels des amines, acides aminés
peptides et protéines, et de ce fait, son action bioclogique
s'effectue principalément en association avec certaines protéi-
nes nommées cuproprotéines., Il est coutumier de classifier le
cuivre dans les protéines en quatre types principsaux, twis faisant
intervenir le cuivre & 1'état d'oxydation + II et un avec le
cuivre & 1'état d’oxydation + I. Les complexes protéiniques du
cuivre interviennent dans des processus métaboliques tels que la
catalyse Bxydative. le transport d'oxygéne et le transfert d'élec-
trons. (5](8] '

Chez les etrea vivante, le cuivre est apporté par la nourriture
et 1'eau (1-3 mg par jour chez 1'bomme). Bien que présent dans
tout 1'organisme, il est surtout concentré auv niveau du foie, du

{4]

C'est le plasma sanquin qui joue le rdle de voie de transport

cerveau, du coeur, des reins et des muscles.

du cuivre entre les différents organea. Dans }e plasma {concen-
tration en cuivre =] mg/L)[a] la majeure partie du cuivre

¢ 50-95 %) est liée & la céruloplasmine et n'est pas échangesble
"in vivo".

Le cuivre restant est 1lié par l'intermédiaire de complexes binaires
et ternaires & l'albumine, & des tripeptides tel le glycylhisti-
dyllysine et & dea acides aminés tel 1'histidine.

Le pasaage du cuivre du plasma sanguin aux tisava a'effectue vrai-

semblablement par l'intermédiaire de complexea de faible poida



moléculaire tel cuivre-scide aminé ou cuivre—tripeptide.[7]
L'élimination du cuivre s'effectue principalement par la bile
mais peut également se produire par les reins et la peau.[a]

Les voies d'accds du cuivre dans les eaux sont illustrées par

{48]

la figure 1.

Riviéres

Figure 1 : Cycles globsux: transport des métaux lourds.
1 érosion - 2 végétation - 3 extractions de
mineraia - 4 consommation par 1'homme - 5 sédi-
mentation dans les eaux courantes et lacustres-
6 recirculation sous forme d'aérosol - 7 préci-

pitation

Dans 1'environnement aquatique, le cuivre peut exister sous

formes Hissoutes ou particulaires, Parmi les formes dissoutes

du cuivre, nous voyons 1'ion libre hydraté, les complexes avec

des ligands inorganiques tels l'hydroxyde ou le carbonate et

des complexes avec des ligands organiques tels des amines,
protéines, acides fulviques ou humiques.

A 1'état particulaire, le cuivre peut exister sous forme

d'egrégats ou de complexea colloidaux, &tre absorbés sur dif-
férents types de particules, Btre incorporés dans des particules
organiques tel le plancton ou & 1'intérieur de composés minérauxga]



1.2,

Les formes physiques et chimiques du cuivre dens l'environne-
ment aquatique sont contrdlées par des facteurs tels le pH, le
potentiel redox, la présence de matiére particulaire et orga-
nigue et 1'activité biologique.

Le transport des métaux par les organismes vivants joue un

trés qrand réle dans le transport totel.

Le disponibilité binlogique d'un élément et par 13, la réection
biologique d'un systéme vivant dépendent trés fortement de ls
forme chimique de cet élément. Par exemple le cuivre complexé a

des peptides n'est pas disponible pour le plancton.[zz]

Réle de la matidre orgenique sur le transport du cuivre dans

les eaux neturelles (1.9-11]

L'affinité des métsux lourds envers diverses substances organi-
ques revét une trés grande importance pour le comportement de
ces éléments dans les systémes aquatiques.

La concentration de la matiére orgenique dissoute dans les

eagux naturelles est d'enviren 0.1-10 mg C par litre.

Oans les eaux intersticielles, elle vsrie entre 10-100 mgC/L
alors gu'elle est de 30-100 mg/q nstidre sache dans les sédi-
ments.[g] La quantité de matiére organique présente dans leg
eaux est donc trés petite par rspport & celle présente dansg
les sédiments.[9] Ces derniers sont les principaux déppsitaires
des débris orqaniques morts accumulés au cours de 1'histoire
d'un lac ou d'un océan. Cette substance organique est composée
d'une trés grande variété de produits dont une partie est le
résultat de la biosynthése et de la biodégradstion.

Excepté un mélange d'ecides aminéds, sucres et hydrocarbures,
cette metiere orgsnique encore mel définie, se compose vraisem-
blablement d'un mélange d'acidea fulviques et humlques, de
protéines de peptidea et de cellulose,

La majeure partie du cuivre présent danm lea esux est lide & la
matidre nrqanique.[ll Lelle-ci contient donc des substances

chélatantes pouvant modifier la diatribution du cuivre entre les



1.3.

phases dissoute et particulaire , changer la répartition
entre les formes réduites et oxydées de ce métal ainsi qu'alté-

rer gon assimilation par la vie aquatique.

Seuls des ligends organiques pluridentés sont capables d'entrer
en compétition avec les ligandse inorganiques (Cﬂjz', OH-)
présents dans les eaux pour la formation de complexes stables
avec le cuivre sux conditions de pH et de concentrations exis-
tantes dens les systémes naturels. Pour qu'un ligand puisse
complexer de fagon impertante le cuivre, la constante condition-

nelle du complexe doit étre supérieure 3 1010 3 un pH d'environ
10]
g.ol

Problémes étudiés

Afin de mieux comprendre les mécanismes de transport et d'assi-
milation du cuivre contrélant les systdmes naturels, il est impor-
tant de développer et d'étudier des moddles chimiques simples.
Sang avoir la grande spécificité ni la capacité catalytique des
systémes naturels, ces moddles chimiques permettent 1'étude sépa-
rée de divers paramétres.

Comme nous 1'avons mentionné sous 1.1., le cuivre a une irés
grande affinité pour les pratéines et des associations cuivre-
peptide ou cuivre-protéine sont fréquentes dsns des systémes comme
leg &tres vivants. 1l nous a semblé intéressant d'examiner si

de telles associations existent dans les eaux naturelles.

Jusqu'a présent, les recherches ont parté sur une meilleure con-
naissonce de la sphére de coordination de 1'ion métallique dans
lez cuproproteines. En effet, les propriétés catalytiques de ces
cumpaués dépendent fortement de la nature des acides aminés fonc-
tionriznt comme sites de limison avec le métsl et ¢'est essentiel-
lement la région du NHE terminal de la chafne pr réinique qui
interagit aver le métal. C'est pourquoi, les peptides, de plus
faiblespoids moléculairesque les protéines, permcttent 1'établisse-
ment de bons moddles chimiques pour 1'étutie des propriétés des

cuprugrotéines. Jusqu'a ce jour, ce sont surtout des complexes



binaires du cuivre (1) avec des dipeptides, tripeptides, tétra-

[12-14]

peptides et polypeptides et des complexes ternaires du

cuivre avec des dipeptides et tripeptides comme ligands princi-
paux et des acides aminés comme ligends sacondeiras (5.7.15,16]
qui ont été étudiés, essentiellement dans le but de mieux
comprendre le transport du cuivre dans le sang et son achemine-
ment dang les principaux tissus du corps. Des complexes du cuivre
{I1) avec des peptidea de longueur intermédiasire n'ont pas ou

fort peu été étudiés.

Du point de vue de le chimie de coordination, le site préféren-
tiel du peptide pour la coordination du ion métallique est la
fonction amine terminale du peptide. Les atomes d’azate des
premitres fonctions peptidiques peuvent, aprés déprotonation,
participer & la complexstion du métal.[27] Une chelation supplé-
mentaire en axial du métal avec les groupements latéraux de
certains acides ‘aminés composant le peptide tel 1'scide aepsrtique
entraline une sugmentation importante de la stabilité des complexes
formés.[s] Une telle atsbilisation du systéme survient également
avec des pentapeptides tel le pentsglycine,alenyltriglycylglycine,
valylleucylsérylglutamylglycine.[lB] Cela est vraisemblablement

4 3 une coordination en axial du cuivre par la fonction carboxy-
lique terminale du pentapeptide ou & la formation de liaisons
hydrogénes intramoléculaires. [19]

Les études concernant 1z coﬁpréhension et 1'importance du rble

dea peptides pour le trapsport du cuivre dans les eaux naturelles
comportent certaines lacunes que nous désirons combler en répondant
aux quegtions guivantes :

1. Quelle est 1'inflyence de la longueur de la chaine peptidique
aur la stabilité des divers complexes possibles avec le
cuivre (II).

2. Quelle est 1'influence des substituants des mcides aminés
composant le peptide sur la stabilité des divers complexes
possibles avec le cuivre (Il)}.

3. Les complexes péptidiques peuvent-ils exister dans les condi-



tions de pH et de concentrations existantes dans les eaux
naturelles et dans ces conditions, quelles sont les Formes

les plus repréasntées.

Dans la nature, les peptides existants sont de longueums de
chafne et d'enchainements d'acides aminés extrBmement

varisbles. Les réponses aux deux premidres questions vont nous
apporter des renseignements sur la structure et la stabilité

des complexes peptidiques du cuivre (II) tandis que la réponse 3
la trpisiéme question noua apportera des précisions sur la
stabilité et la spécistion du cuivre dans les eaux naturelles.



BUTS DU TRAVAIL

A AN

. Systemes choisis

Afin de répondre aux problimes posés sous 1.3., nous avons divisé
notre traveil en deux parties. La premiére partie est consacrée A
1'étude des propriétés thermodynemiques des systémes cuivre (II)-
peptide et & la connaissence la plus appronfondie possible de 1'in.
fluence de 1a longueur de la chaine peplidique d'une part et des
substituants des peptides, d'eutre pert sur la stabilité et la
structure des différents complexes possibles. Le seconde partie est
consacrée & 1'étude de la copacité des peptides & complexer de

fagon préférentielle le cuivre {I1} en présence de ligands inorgani-
gues tel le carbonste ou 1'bydroxyde, sux conditions de pH et de con-

centrations existantexdans les esux naturelles.

Au vu des questions posées mais également & cause de ls disponibilité
momentanée du marché en peptides et des prablémes de synthitse, nous

avons choisi les peptides suivants :

H " h H
Gly& HZN—EH-CGNH-EH-CDNH-%H-CONH-%H—COUH
T T T
Gly5 HZN-CH-CUNH-CH-CUNH-CH-CUNH—CH-CONH—CH—CUDH
H H H H H H
Gly6 H2N-EH—CGNH—EH~EONH—éH-CDNH-EH-CGNH-EH-CUNH—%H-CGGH
C{B C{g C{B C{b
L-Alaa HZN-CH—CGNH—CH-CGNH-CH-CGNH-CH—CDDH

c;r; CIH3 CIH3 c;g' cIH3 Chs
p H,N=CH=C ONH-CH-CONH-CH~CONH-CH-CONH-CH-CONH- CH- COOH
cu—b o1y, S C CHyCHPmH
L-Ala, -L.-Glu I ?} ?3 HZC
4 HoN- ~LH- CONH-CH-CONH-CH~ CONH-H-CONH-EH-COOH
L-Ala,-D-Glu

C;B C}B E?j C%b CrhCﬂ{BCH[}QCHZCUiiﬁg}bﬂﬂﬁ
L- Ala =L Glu5 H N CH-CONH-CH-CONH-CH-CONH-CH~ GONH-CHHCONH—CH CDNHnEH COOH

L-Ala

H H H H H

Gly NH, HZN-EH-CBNH-{IIH—CONH—&H-CGNH—%H—EGNH—[I:H-CONHZ
f H H H cth

Gly,~L-AlaOME HN- -G-con-E-conn- m-cunu-éu-coumu-cnom
A

L-Ala,AY H?_N-ca-ccwu-cH-anH-éH-mNH-cuz-cuz-cuz-moﬂ



Tetrapeptide | Pentapeptide | Hexapeptide | Heptapeptide j Divers

Sy, Gly Gly,
L-Ale, L-Alag

L-AlaEL—Glu L-Alah-t.'-»ﬂlu.3
L~AlaED-Glu
ELySNH2

Gly oAl e,

L-AlaBAU

Tablegu 1 : ligands choisis

Une évolution s'est faite dans le choix des peptides. Av début de
notre travail, nous avons étudié les complexes du cuivre (I1) avec
les polyméres de la glycine st de l'alanine et au vu des observa-
tions faites et des résultats cbtenus, nous nous sommes surtout
intéressés a des pentapeptides cu des dérivés de longueur analoguc

et & l'é@ude de 1'influence de lg nature et du volume des substituants
des peptides sur la complexatinn du cuivre {I1) en milieu faiblement
basique (domaine de pH existant dans les eaux). Pour des raisons de
limite dé solubilité, mais également pour des raisons économigues,
nous nous sommes bornés, pour les gquatres premiers acides aminéds A
partir de l'extrémité N du peptide & -H et -CH3.

Tous les peptides étudiés possddent su moins quatre atomes d'azote
susceptibles de se ceoordonner au cuivre soit la fonction amine termi-

nale et trois fonctione peptidigques. (rig. 2}
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Fiqure 2 : Complexe peptidiqua du cuivre avec 4 stomes d'azote
coordonnés

Les mesures potentiométriques liées au traftement des données
psrT ordinateur nous donnent des informstions sur ls stabilité

et la diatributlion, en fonction du pH, des différentes espices
posaibles. Les mesures spectrophotométriques (visible, dichroisme
circulaire) complitent ls connaissence des systdmes en spportant
des renselgnements sur la structure des espices,

Pour dee raisons de limites de sensibilité des méthodsa anslyti-
ques utiliaées, lea mesures potentiométrigques et spectrophotomé-
triques ont été Faites avec des concentrstions de métal et de
liganda environ 1000 fois plua concentrées que dsna les eaux
naturelles.

Lea anslyeea par polarographie et apectroscople d'absorption
atomique ainei gue des simulationa par ordinataur ngua permettent
de déterminer la faculté dea peptidaa & complexer le cuivre de
fagon préférentlielle en présance d'autres liganda tels le carbo-
nata, 1'hydroxyde bu les liganda naturela.

Lea meaures psr polsrographie et spectroscopie d’absui-pt:i.on"

sont fsitsa avec des solutions trda diludea 10°°M<CuZ*<10~2M
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7 2+

M <€U?* <107®M pour 1'absorption

atomique. Ce qui n'est pas sans poser des problemes expérimentaux

pour la polarographie et 10

gour une détection précise de tellesconcentrations.
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DESCRIPTION DU SYSTEME CUIVRE-PEPTIDE

[ R E LS sl e e n S S S Sl o n et s

Indroduction

Le but de ce chapitre est la description du systéme cuivre (II}-
peptide, 1'influence de la longueur de la chaine peptidique
ainsi que celle des substituants latéraux des peptides sur la

stabilité et la structure des différents complexes formés.

Soit un peptide HL composé de plus de 3 acides aminés et ne
possédant pas de restes coordonnables dans les quatre premigres
unités d'acides sminés & partir du NH2 terminal,les complexes
possibles avec le cuivre sont les suivents (fig. 3 [20] {21]).

Gas-NH M0 R H
R R
0 H, H
\Cu(ll) R
N
H, H,0 4
: o

{Cut. ) {Eu (H,1))
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[Cu(H_,L)] [Cu(H_3L) ]

Figure 3 : Systzme cuivre(Il)-peptide

Les quatre premiers aclides aminés & partir de l'extrémité N
participent directement & la complexation du ion métallique et
sauf certaines exceptions provenant de combinaisons particuli2-
res d'acides aminés, la chaine peptidique ne posside pas d'au-
tre site permettant une complexation stable du métal. La nature
des substituants des premiera acidaa aminés peut influencer la
stabilité des divers camplexesuformésfsl

La figure 4 montre la diatribution des différents complexes du
syatéme Cu{Ii)-tétraglycine en Fonction du pH.[lz]
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I e Cu~GLY4 LITTCRATURE

o

Figure 4 : Systeme cuivre - tétraglycine

A [Cu*], B : (cu L], €+ [CutH_ L)),

D: [Eu(H_zL)], E: [Bu(H_SL)}
Dana les esux nsturelles, le pH varie entre 7 et 9. C'est pourquai
nog recherches sont principslement dirigées vers une meilleure
cannzigeence des facteurs influenganta ls formetion du complexe
[Cu(H_}L)] 4 partir- da [Cu(H_ZL)] , 93 atabilité et sz stucture.
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3.2, Résultats

3.2.1, Etudes potentiométriques

Soit l'équilibre général

it
mM + hH + 1L = MmHhLl

Les constantes de stabilité des différentes esp2ces sont définies

par 1'expression mathématique

[MmHhLl]

Bmhl T ——
AR

Les constantes d'acidité des peptides, ainsi que les constantes
de formation des complexes peptidiques du cuivre (II} ont été
calculées avec le programme Scogs (23] modifié [25]. Lors de
1'interprétation des résultats, des congstantes d'acidité des
complexes nous seront plus utiles que les valeurs logBmhl dont
leg valeura sont tréa sensiblesa 3 leurs erreurs.

Les valeurs de pka sont déterminées & partir des différences
entre les constantes logsmhl.

Les mourbes de distributiona das aspices an fonction du pH pour
des conditions de Cuf CL = 7.5 107%M (Fig. 7 & 10) ont &té
déterminées & partir des constantes de formations des complexes
(Tebleaux2 - 5) & 1'aide du programme COMICS ([24] modifié [25].

Les figures 5 et 6 montrent les courbes de titrages des complexes
du cuivre {II} avec les polymérea de la glycine et de 1'alanine.
Dans lea deux caa, nous remarquona una nette différence entre lea
courbes de titratiomsdu tétrapeptide et cellesdu penta- ou de
1'hexapeptide.
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2.2 3.2 iR 5.8
ZCU.BARLE

G 5.e
L0u.BaLC

o : Gly,
@ ; Gly5
a: Gly6

Figure 5 :

Courbes de titrages des systémes
Cu {II) - polyglycine dans les
conditions Cy=Cp= 7.2 10-M,

u= 0.1 M KNOy, T = 25°

a : L—Alaa
o L-Ala6

Figure 6 :

Courbea de titrages des syatdmes
Cu {1I) - polyalanine dana les
conditiona Cy=C = 7.2 10-%M,

= 0.1 M KNO4, T = 250
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Alors que dans un premier domaine allant de 0 - 2 éq.

de base ajoutés et correspondant & la neuvtralisation de

1'amine terminale et de la premigre forction peptidique,

les courbes de titrages des différents complexes peptidiques
sont totalement superposables, dans un gecond domaine allant

de 2 - 4 éq. de base, nous observons dans le cas du tétrapeptide
un point d'équivalence aprés 3 éq. de base tandis que pour le
penta- ou 1l'exapeptide, le point d'équivalence n'apparait qu'a-
pré¢s adjonction de 4 éq. de base ce qui correspond 2 la neutra-
ligation de 1'amine terminale et de trois fonctions peptidiques.

B 7¢ 5 e
:CU. BRSE

(3]
o
-
=]
o
o2
(4%
o
(9]
@
1@

Figure 7 : courbes de titrages des systémes Cu (1I)-L-Ala, -L-Glu,
Cu (II)—L—Alab-U-Glu, Cu (llz -L-Alag-L-Glu3 dans les
conditions Cy = € = 7.2 10=%M, p= 0.1M KND3, T = 250

n: L-Alaa-L-Glu, (.Y L—Alaa~0-ﬁlu, a: L-Ala —L-Glu3
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Les couthes de titrages des systémes Cu (I1)-L-Ala,-L-Glu et
Cu{II)-L-Alag-0-Glu (fig. 7) sont superposables dans le domaine
allant de O - 3 éq. de base ajoutéa, correspondant & la neutra-
ligation de la fonction carboxylique de 1'amine terminale et de
la premiére fonction peptidique et différent dans le domaine
allant de 3-5éq.de base. Le systéme Cu (II)-L-Alag-1-Glu
montre un point d'équivalence apres 1'adjonction de 4 éq.de base
alors que le systdme Cu (11)~L-Alas-D-Glu présente deux points
d'équivalences, un 3 3 éq. de base et 1'autre 3 5 éq.

Pour le ligand L-Alag-L-Gluz, le systéme présente un point
d'équivaience aprés neutralisation des fonctions carbowyliques
(3 ¢g.), de 1'amine terminale et de deux fonctions peptidiques
{6 éq. au total) comms dans le cas de L-Alag-L-Glu.

.o i@

ie e
J.e
£.2
1.e
€0

5.eff

i L

.8 1.8 2.6 38 4? 5.8
EQU. BASE

flqure 8 : Courbea de titrsgaa dea ayatémaa Cu (11}-GlyshHp
Cu(I1)-Glys-L-AlaOMa ot Cu(l]}-L-Ala3AV dans les
conditions Cy = G = 7.2 107*,p= 0.1 WNO3, T = 259
[ GlySMHZ, @: Gly#L-Alaﬂl"E, A L-AlaAV
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Les systémes Cu(II)-GlyghHz et Cu(II)-Gly,-L-AlaOMe montrent
comme le pentaglycine un point d'équivalenca aprds adjonction
de 4 éq. de base ce qui correspond 3 la neutralisation de 1'a-
mine terminale et de 3 fonctions peptidiquea.

Le ligend L-Ala;AV montre en présence de cuivre (I1) une
courbe de titrage comprenant deux points d'dquivalence, un
premier aprés 2 éq. de base ajoutés, correspondant 3 la neu-
tralisstion de ls fonction amine terminale et d'une fonction
peptidique et un aecond eprés 4 éq. (fig. 8) ce gqui correspond
3 la neutralisstion de deux nouvelles fonctions peptidiques.

Les tableaux 2 - 5 donnent les vzleurs logBmhl ainsi que parfois
pka de toutes les espéces trouvées. Un tableau général des ré-

sultats se trouve en annexe.

Jsns nos systémes, nous n'avons pas détecté de complexes[tuHL]
exceptd pour L—Alaa-L--Glu3 et de conplexe[CuLz]en assez grande
quantité pour déterminer précisément la valeur des constantes

de ces espdces.

3.2.2. Etudes spectroacopiques

Par gpectroscopie dans le visible, noua avons effectud ‘des
titreges des systemes Cu (II)-Gly4 et Cu (II)—Glys.

Les figurea 13 A’ et 14 A montrent les spectres mesurés et
calculds en € apparents et les Figufes 13 8 et 14 8 la varia-
tion de ¢ apparent en fonction des équivalenta de basa ajoutds

& x= 515 nm (Cu-Glya) et A= 513 nm (Cu-Glys). Le complexe

{Cu (H_3L)] a le pouvoir abaorbant le plua grand de toutea lea
espéces existantea. L'addition de 3 - 4 équivalenta da base
tranaforme le complexa [Cu (H-ZL)] en [Cu(H-BL)] . Entra pH 8.5
et pH 11.0, la préeence de deux espéces([tu,(H_zL)] et[Cu (H_}L)] )
ae traduit par l'epparition d'un point iaosbeatique & 565 nm.
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Figure 13 : Titrage spectrophotométrique de Cu(II)-Glya 1:1

"éq. | "pH | abondance des espices principales (%) (ef fig %)

2 6:6 | [Culh_;L)]57, [CulM_,L)]26, (Cu?13,cul] 5
2.5| 7.1 | [Cu(H_,t)]s8, [Cu(H_jL)]38
3 8.2 | (CulW_,L)188, [Cult_4L}] 8
3.5 9.2 { {Cufk_,L}150, [CulH_sL)350
4 9.9 | {Cu(H_4L)183, [Cu(H_L)NN7
6.5(10.4 | (Cuh_4L}]%, [Cu(R_,L}] 6

5 [10.7 | [Cu(h_4L)197, [CuH ,L)] 3
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Figure 14 : Titrage spectrophotométrique de Cu[ll)-ﬁly5 1:1

éq. pH abondance des espices principales (%) of fig 9)
2 6.7 | [CuH_L)]57, (Culh_p0)] 29, (Cu?*] 8, [ou Ly 5
2.5 | 7.1 [ [Cu(H_,L}]49, [Cu(H ;L) 41, [Cu(H_5L}]6

3| 7.6 | (CutH 1160, [CulH_L)] 22, [CulH_jL)]16

3.5 | 8.2 | [CulH_5)160, [CulH_,L)] 39

s |92 [CulH_5L)19%, [CuH_L)] 6

4.5 [10.3 | (oute_yL) 00

5 |10.7 | (Cut_,L7D00
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Les spectres mesurés représentent la somme des contributiaons

des spectres de différentes espdces, & 1'exception de la région
de pH située au-dessua de 10.5 ab seul existe le complexe
[EuH_4L)1.

La nature des peptides influence lea propriétés spectroscopiques
{Vis, CD, EPR) des complexes du cuivre (II).

Le tableau 6 mantre les g et A du complexe [Cu{H_,L)]

max max
pour les différents ligaends considérés.

Ligand Apay L7 € (nt.en™]
Sly, 1 os1s 151
By, 513 152
Sly, 516 154
L-Als, 518 171
L-Alag 518 166
L-Ala,-LGlu 517 167
L-Als,-0-GLu 515 164
L-Alag-LGluy | 520 159
Gly A, . 520 157
Gly,-L-AlalME | 515 146
L-Ala4ay 508 163

Tableau & : Longueur d'onde des maxima d'absorption des complexes
(Cu(H_4)]
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Les spectres CO et visible du complexe [CU(H_jL)] pour les
o L-Alas, L—Alaa-L—Glu, L-Alaa-D-Glu, L-Alaa-
L-Gluj, Glya—L—AlaDME, L-Ala
figures 15 et l&.

ligands L-Ala

3AU sont représentés dans les

Ligand A max [rm] 4 E&Hcm_ﬂ
L-Alaa 531 - 1.13
LJI% 532 - 0.99
L—Alaa—L—Glu 529 - 1.05
L-AIBQ-D-GIU 514 - 0.97
L-Alaa—L-Glu3 529 - 0.93
Glya—L—AIBUME 542 - 0.12
L-AlaaAV 515 -1.31

Tableas 7 : Longueur d'onde des maxima d'effet Cotton des
des complexes [Cu(H_3L))

Les spectres EPR des complexes [Eu(H-J-L-Alaa-L-Glu)] et
[Cu(H_j-L-Alaa-B-Glu)] sont identiques (fig. 17) mais légére-
ment différents de ceux du complexe [Cu(H_J-L—Alaa)] (rig. 1B).
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figure 15 : Spectras CD dea complexes [Cu(H_BL)]

1, 3,5, 7pH 11.0; 2, 4, 6 pH 10.8

1: L-Rlaa; 2 L-F\las; 3 :L-AISA-L-GIU
4 : L-Als,-D-Glu; 5 : L-Alg, -L-Clus;
6 : Glyq-L-AlaGME; 7: L-Ala3AU
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SPECTRES VISIBLES

166.
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Figure 16 : Spectres Visibles des complexes [Cu(H_jl))
1, 3, 5 7 pH 11.0; 2, &, 6 pH 10.8

1: L—Alaa; 2 L-Alas; 3o L-Alaa-L-Glu

4 L-Alaa~D-Glu; 5 : L-Alaa-L-Gluj;

& : Glya-L—AlaUME; 7 L-AlajAU
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CJ-LALA4-L-GLU ‘ CU-LALAR4-L-GLU

3050 7360 50 7650 7160 3350

[Gauss] IGauss]
A B

Figure 17 : spectres EPR de [Cu(H_j-L-Alaa—L-Glu)} {identiques
& ceux de'[CuH_3L-Alaa-D—Glu])

A: u=9.53 GHZ T'= 20°C

= 9.115 6H2 T = -170°C
Gy = 2.18 A, = 213.8 107 cn7!
Gy = 2.06 A, = 29.9 107% cm?
Gp = 2.10 Ay = 9.2 107% emt
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Figure 18 : Spectres EPR du complexe [Cu(H_jt-Ala,)]
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3.3. Interprétation des résultats

3.3.1. Influence de la lonqueur de la chaine peptidique sur la stabi-
lité des complexes formés (Glyn,L-Alan)

3.3.1.1. Mesures_potentiométriques

En dtudiant les complexes du cuivre (I1) avec les polym2res de
la glycine et de la L-alanine, nous nous sommes demandés qu'elle
dtait l'influence de la longueur de la chafne peptidique sur la
stabilité des esp2ces farmées.

Comme le montrent les figures 5, 6, 9 et 10 ainsi gque leg ta-
bleaux 2 et 3, la variation de la longueur de la chafne peptidi-
que n'z que peu d'influence sur la stabilité des complexes

[Cu L].[Cu(H_lL)] et {Cu(H_,L)]. Les valeurs de logd, .., log8,
10981-21 ainsi que pkalﬂl et pla, ;, sont dgales & 20,25 unité
log. Oe méme, 1'aboncance des complexes [Cu L].{Cu(H_zL)] aingi
que celle du cuivre libre sont comparables.

Par contre, l'augmentetion de la chaine peptidique stabilise
fortement I'esp2ce [Cu(H_JL)j autant dans le cas des polyméres

de la glycine que dans celui des polyméres de la L-alanine.

Le passage de tétrapeptide & pentapeptide et hexapeptide pravoque
un shaissement du pkn de l'espéce [Cu(H_ZL)} d'environ 1.1 unité
log pour lespolyméresce la glycine et de 0.85 unité log pour les
polyméres de la L-alanine, ce qui correspond & une différence
d'énergie de -6.3 Kj/mole(ﬁlyn) et -4.8% KJ/mule(L-Alan). Cela

ge traduit dans les courbes de répartitions (fig. 9 et i0) par une
trés rette diminution de l‘'mbondance- du-complexe itu(H_zL)} et par
une tres nstte augmentation de celle du complexe [Cu(H_BL)] .
Ainai & pH 8.0, 1'abondance de [Cu(H_zL)] est de B7 % pour Glyb,
47 % pour Gly5 et 51 % pour Gly6 alors que celle du complexe
[Cu(H_3L)] est de 5 % pour Glya, 48 % pour Gly5 et 41 % pour Glys.
Une constatation identique peut étre faite pour les polymires de
la L-alanine.
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Une augmentation supplémentaire de la longueur de la chaine
peptidique ne doit vraiaemblablement paa avoir d'influence
nouvelle aur la stabilité du complexe [ Cu(H_ )] sauf dans
dea caa d'enchainementsd’acidea aminés particuliera.

La différence de atabilité d'environ 1 unité log. ( ék}/mole
obaarvée pour le complexe [IU(H_3L)] en passant d'un tétra-
peptide & un peptide plus long eat comparsble ¥ la différemce

de stabilité observée par D. Perret [3] pour le complexe [Cu L]
en passant d'un tripeptide aimple & un tripeptide ramifié

(acide aapartique en premidre position du peptide (cf tableau 8).

Ligand logq;u L]
Gly, 5.10 (5]
Gly, 5.00
Glyg 5.25
Gly, 5.14
L-AapGlyGly 6.18 [5]

Jableau B : Stabilité du complexe ( Cu L]

Lors de la formation du complexe [Cu L], la chaine latérale de
1'unité aspartyl du tripeptide L-AepGlyGly a'oriente obligatocire-
ment vera l'une des poaitiona axlales du centre métallique.
L'augmeniation de la staebilité de ce complexe par rapport au
complexe avec les polyméres de la glycine ne peut s'expliquer
que per le formatiaon d'un cycle de chéletion supplémentmire de

& membrea entre un oxygéne de la fonction B -carboxylate du

reate aspartyl et le centra métallique. (Flg 19)



HCH,CONHCH,CO0"~

Figure 19 : Complexe [Cu-L-AspGlyGly]

Les peptides que noua avona étudiés ne possddent pas de
restea latéraux coordonnables dens les premidrea unitéa d'a-
cides aminés. Nous pensons pouvoir envisager deux facteurs de
stebilisation de l'espéce [Cu(H_jL)] gour un peptide de plus
da quatre ecidea aminéa.

1. Stabilisation par formation de liaisons hydrogénes intra-
moléculeirea,

2. Stabllisation par formation d'un cycle de chélation supplé-~

mentaire en poaition axiale duicuivre.

3.3.1.1.1. Formation de liaisona hydrogenes intrsmoléculaires

Les posaibilités do stabilieation du complaxe [Cu(H_sL)] per
formation de limisona hydrogines intramoléculairea sont plua
restreintes dana le cea da tétrapeﬁtidea que dana le caea de
peptidea de plua grendea longueurs.

En ce qui concerna lea tétrapeptidas, una formstion de lisison
hydrogéne intremoléculaire eat enviaasgeasbls entra la fonction
carboxylique termingle et la fonction amins terminale, (Fig 20)
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Figure 20 : Formation d'un pont hydrugéne intrsmoléculaire

Pour des peptides de plus grsnde longueur, les possibilités de
formation de liaisons hydraggénes intramoléculsires sont, comme

nous 1'svone déji mentionng , plus nombreuses. Les interactions
. lea plus importsntes nous semblent &tre celles entre un proton

de 1s fonction amine terminale et 1'oxygine de la e Fonction
peptidique (fig. 21) et celle entre l'hydrogkne de ls 4@me fonc-
tion peptidique et l'oxygéne de ls 32me fonction peptidique {(fig 22).

.
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~00C-CHzNH

figure 21 : Formation d'un pont hydrogene intramcléculaire

Figure 22 : Formetion
d'un pont
hydrogéne
intramolé-.
culaire
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Une troisidéme interaction peut &tre envisagée, similaire
& celle trouvée par rayona X-den? le cas des cristeux de
Na, [CI.J(H_3 Glyg)1- 4.5 HO0 (6] A 1'état golide, le
chaine peptidique non coordonnée se situe au-dessua du plan

du complexe et un oxygdnz de la fonction carboxylique termina-
le est 1ié par pont hydrogéne & la fonction amine terminale
(fig. 23). '

Figure 23 : Formation

— d'un pont
hydregéne
intramolé-
culeire




- 42 -

La plupart des ponta hydroginss ont une énergis comprise entrs
'15 et 40 Kj/mole et une longueur d'environ 2.5 & 3.0 §. 0Oana
"les protéines fibreusea, les lialaons hydrogénes exiatantes

entre les différentsa chaines ont une énargia de l'ordre de

25 K}/mola.

3.3.1.1.2. Formation d'un_cycle de chélation supplémentsire en
poaition sxiale du méts

Dsns le caa d'un complsxa [l:u(H_3 tétrepeptide}], la forma-
tion d'une chélatlon supplémentalre en posltion sxlele du
cuivre (cycle de 5 membrea) n'est paa possible & cause da la
plansrité dee stomes d'azotes coordinateura dsns le plan du
complexe. L'shsence de coordinstion exiale est d'ailleurs con-
firmée par lea études psr rayona X effectudes sur le complexe
Ns, [Cu(H_461y,)] - 10 Hy0 en phssa aolide. [27]

Psr contre, dena le css de complexes avec des peptides de plha
grande longueur, 1'impossibilité de coordinatlon sxisle r'exia-
te plus et nous pouvona postuler, pour le complexe [Cu(H_sL)] '
ls formation d'un cycle de chélation de 8 membres en poaition
axiele du cuivrs. Les atomes coordinsteurs du métal sont un
oxygdne de ls fonction carboxylique terminsle dsna le css des
pentapeptides et 1'oxygene de ls Seme fongction peptidique dans
ls css de peptides plus longs (fig. 24).




- 432

H o
Figure 24 : Complexe Cu(H_Glys)

Un cycle de chélstion avec un nombre de membres plue élevé,
par exemple 11, est trés peu probable.

Le formation d'un cycle de chélatlon supplémentaire s pour
conaédquence de etabiliser 1'espéce conaidérée. Cette a'tabiliaa-
tion doit 8tre un peu plue grande si le nouvesu cycle formé
est un cycle 3 6 membres plutédt qu'un cycle 3 B membres.

51 nous obtencna la méme stabilisation de nos systime que celle
abtenue per 0. Perret lore de la formation d'un cycle de chéle-
tion supplémentalre de & membres.en position axiale du cuivre
(voir figure 19 et tablesu B) nous pouvons vraigemblablement
poatuler que la stsbilisation obeervée dans noa systimes provient
preaque exclusivement de 1'apparition d'une chélation supplémen-
teire en poaition aexiale du cuivre (11).

11 est intéressant d'observer que les atructurea des figures 23
et 24 ont une grende eimilitude en ce qui concerne la position de



la chaine peptidique par repport au plan des complexes auaai bien
qu'en ce qui concerne la grandeur du cycle de liaison supplémentaire
formé. Le type d"interaction est toutefoia dans les deux caa fort
.différent.

Les deux hypothdaea de stabiliaation du complexe puH_sq soit la
formation d'une nouvelle liaison cuivre-ligand et 16 formation de
liaisons hydrogénea impliquent aussi un effet d'entropie. Cet
effet d'entropie {gain d'énergie) est provoqué par la libération
de moléculea d'esu, lidea aux groupements hydrophiles de la

chatne peptidique ou/et 2 la position axiale du métal, lors de la
complexation de 1'ion métallique. La libération de molécules d'eau
est d'autant plus importante que la chalne peptidique eat proche
du centre métallique du complexe,

3.3.1.2. Mesures spectroscopiques

Ou point de vue spectroscopique, les divers complexes peptidiques

du cuivre (II) sont tous caractérisés par un o_° et un )
) {28, 29] max

différents '

Excepté pour une valeur de pH supérieure & 11.0 ol seule 1'espéce

max

f[Cu(H_sL)] exiate, les spectres visiblea (fig. 16) enregiatrés
sont la somme des contributions de plusieurea eap2ces.

La déprotonation des fonctiona peptidiquas entrainant la passage
de f[Cul] & [Cu(H_3L)] se fait par étapes. La coordination progres-
aive dea atomea d'azote entraine une augmentation de la force du
champa dea_liganda. La couleur de cas complexea paase du bleu au
rose sy fur et & mesure de la coordination des atomes d'azote sur
le cuivre (II). Ce comportement ast caractéristique des moléculea

donnant la réaction du biuret.[za' J0]

Das études faitea aur lea spectres CD das complaxea peptidiques
du cuivre {II}, il reaaort qua lea contributiona CD des restea

aptiquement actifa des troia premiera acidea aminda [30] ainai que
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celle du cinquiéme scide aminé [19] sont négativea alors que

le signal CO du reste du quatridme acide eminé eat positif,
a'il s'agit d'acides aminés de configuration L

Comma dana le cas du complexe [Cu
[Cu(H_jL—Alas)] moentre un spectre
que calui du complexa avec le tét
surprenant (voir fig. 25 et table

(H_sL-Alag)] [12] le complexe
CD d'intenaité plus faible
raalanine ce qui est & priori

au 9).

Complexa

s M en™

[CulH_4L-Als,)]
[Cu(H_BL-glaSJ]
[Cu(H_JL—ﬂlas)]

-1.13 (531 rm)
-1.01 (523 nm)
-0.99 (532 nm)

Tgbleau 9 : Caractéristiques du systime {Cu(H_BL-Alaﬁ)]

SPECTRES (0

A€ [M-lcm_l]

Figure 25 : Spectre CO des

complexes
[Cu(H_sL-Alaa)]et
[Cu(H_sL-Alas)]

& pH 11.0 pour
L-Ala, (1) at

10.8 pour L-Alas(z)




- 46 -

Ls rsison de cette bsisse d'intengité du signal CD.est vrsigem-
blablement due & une sugmentstion de 1'effet CD positif du
reste du qustridme scide aminé. provoquée psr une sugmentstion
de 1s rigidité du complexe et psr un rapprochement de ls posi-
tion du reste du qustridms scide aminé psr rapport su centre
métslliqus. - .

C'eat certainement une des rsisons pour lesqusllee le principe
d'sdditivité des spectresCD ne se vérifis pss dans le css de

nos complexes.

Par exemple, le spectre du complexe [Cu(l-l_jL-Alsé)] devrait
étre environ ls somme des spectres des complexes [Cu(H_SL-Alsa).]
et [Cu(H_BGlyaL-AlstJME)]ce qui n'est pss du tout le ess {voir
fig. 15).

11 est Intéresssnt de voir que les spectres CD des complexes
[Cu(H_sL-Alss)] (1% et [Cu(H_,L-Ala,} ] ont approchent la

méme intensité (volr teblesu 9). Cels signifle que le reste
optigquement actif du &dms scide aminé n's pss d'influence signi-
ficstive sur le speetre (D du complexe. .

11 eat en effet connu que pour qu'un reste cptiquement sctif
d'un scide eminé influence le spectre (D d'un complexe, 11 n'sst
psa sbhsolument nécessaire que cet acide aminé s-oit eoordonné su
métsl mals 11 fsut que ss position dans 1'espace soit relstive-
ment proche de eslle du centre métalliqus. (18]

En conclusion, nous pouvons dire que du point de vue phénoméno-
logiqus, la longueur de la chaine peptidique s une importance
menifeste sur ls etabilité du complexs [Cu(H_sL)] .

Le psesege de tétrapeptide & pentapeptide ocu hexapeptide provogue
uns stabilisstion ds 1l'espies [Cu(H_sL)] d'environ 6KJ/mols.

Pour expliquer estts stabilisdion, nous postulons ls formstion de
ponts hydrogénes intrsmoléculaires ou 1'spparition d'une coordins-
tion guppiémentsire en position sxiasle du métsl.

Ces deux fecteurs de stzbilisstion de 1'espéce [Cu(H_sL)]peuvent
gtre combinéds.

i
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'3.3.2. Influence dea substituasnts latérsux despeptidea sur ls
gtahilité des complexea formés.

3.3.2.1. Influence dea substitusnts des acides eminés participent
3 Is complexation du métal (systimes Glyn,L-Alani

En compsrgiaon avec lea polym2rea de ls glycine, lea grbupements
méthyles dea polyméres 'de 1'alanine semblent atabillser le
complexe [Cu H_ll.}] au détriment des complexes [Lu L] et
[Cu(H_zL)} cecl susel bien pour le tétrapeptids que pour
1'hexapeptide {voir fig. 10).
Lors de la complexatlon du cuivre (I11), le peptide z'enroule
sutour du métal et lea groupementa méthyles dea 4 premiera

_ acldea aminds & partirr de l'extrémité N ss placent I:éus du
méme cétd du plan de la molécule en bloguant ainsi partiellement
une des pogitions sxiales du métel comme la montre la figure 26,

cecl a'ila ont la méme configuration.

figure 26 .:
complexe [Cu(H_,L-Ala,)]
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%i nous postulons une coordination axiale de la chalne peptidi-
que pour le complexe [Cu(H_JTF-Alas)], pour expliquer 1'augmen-
tation de la stabilité de ce complexe par rapport & celui avec
le tétraalanine, la structure du cnmplexe_[Cu(H_J-L-AlaG)]doit
étre la auivante (fig. 27)

NH'CH(CH 3)000 -

figure 27 1 Complexe
[CulH_4i-Ala.}]

CH,
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Cette hypoth2se de atructure fait apparaftre une interaction
stérique possible entre le groupsment latéral du Sdme acide
aminé de cunfigufation L et la fonction amine terminale.

Cette Interaction stérique n'apparait paa dans les autres
hypoth&ses de atructurea aver stabilieation du complexe
EM(H_BL)] par formation de ponta hydrogénesfintranuléculairea.
1] est & remarquer que la formation du cycle de chélation en
position axiale du méta) permet la formation simultande d'une
liaison hydrogéne entre la fonction amine terminale et 1'oxy-
géne de la 4dme fonction peptidique.

3.3.2.2. Influence du substituant du Sime acide aminé

3.3.2.2.1. Mesures potentiométriques

La variation de la grandeur du subatituant en position 5 du
peptide n'a paa d'influence importante sur la atabilité du
complexe [CuL],[Cu(H_lL)J et [Cu(H_zL)} {voir tableau 3 et a),
mais uniquement sur la stabilité du complexe {CU(H_}L)].

La valeur du pka du complexe [Cu(H_ZL?] est de 8.13 pour
L-Ala, (Rg= - CHs}, 9.09 pour L-Ala,-L-Glu (Ry = —cazu-lzcuo'
(L); , 8.37 pour L-Ala,-D-Glu (R, = -CH,CH,CO07(D))alora
qu'elle eat de B.9% pour le complexe avec le tétraalanine.

En ce qui concerne le peptide L-Alaa—L-Glu, 1'abaence de
atsbi}isation da i'espice [Cu(H_JL)] indique trda vraiaembla-
blement que la structure de ce complexe eat trés eembiable

& ceile du complexa gvec le tétraalanine. Le complexe
Eu(H_B-L—Alaa-D—Glu)] doit par contre avoir une atructure
proche de celle dv complexa avec 1'hgxaalanine.

Lea peptides L-Alaa—L-Glu at L-Alaa-D-Glu ne différent qua

par la configuration de l'acida glutamique ce qui implique que
- la différence de atabilité dea complexoa pu(H_3-L-Alaa-L-G1u):

et [Cu(H_sL-Als,-D-Glu)Jeat due & }'influence du reate du Seme

acide aminé (fig. 11).
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3.3.2.2.2. Mesurea spectrascagiques

Les spectres EPR de ces deux complexes sont identiques entre eux
msis légérement différents de celui du complexs [Cu(H_JL-Alsa)]
(Fig. 17 et 18).

Visiblement, les complexes svee les pentspeptides présentent une
5]
n's paa observé de différence dans les spectres EPR pour les com-
plexes [Cu(H_zL-AspGlyGIy)]et [Cu(H_2G1y3)]malgré la coordinstion

sxiale du reste §-carboxylate dans la premiar complexe. Cela pro-

plus grsnde ;igidité que ceux svec les tétrepeptides. B. Perre

vient du fsit que la différence entre ls coordinstion sxiale d'une
molécule d'esu ou d'un oxygéne d'une Fonction csrboxylique ou pep-
tidique n'est vrgisemblsblement pses détectabls par EPR surtout lors
de ls présence de plusieurs stomes d'szote dsns les pogitions équs-
torisles du complexe de cuivre. Ls similitude entre les spectres EPR
des complexes [Cu(H_JL-Ala-L-Glu) Jet [m(H_JL-AisQ-D-Glu)] ne signi-
fie donc pss qus les deux complexes ont ls méme structure.

Lea spectres CD des complexes [ﬁu(H_BL-Alsa-L-Glu)] et
Eu(H_JL-Alsa-D-Glu)] différent aussi bien psr leurs vsleurs
del que psr leurs nqnsx (voir fig, 28 et tsblesu 7).

msx
GPECTRES (6

2.2

ae (Wl ]

Fiqurs 28 :

Spectres CD des complexas
[Cu(H_jL-Ala,-L-Glu)Jet
[Cu(thL-Alsa—D-Glu)]

pH 11.0 pour L-Ala, -L-Glu(l)

1

et 10.8 pour L-Alsa-D-Glu(Z)

8.2 50e.0 5ee.C %86 -
[ﬂn‘l .
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Etant doriéque dsns cea deux coamplexes, les acides aminés
responasblea de 1s coordinstion du métsl dans le plsn csrré

ont ls méme configurstion, ls différence des spectres CD des

deux espéces doit provenir de 1'influence du reste optiguement
actif du cinguiéme scide sminé sur le centre métaliique. Uns
différsnce dsns ls structure des deux complsxes peut égslement
influencer le spectre (D psr exemple 1'appsrition dsns un des
cas, d'un cycle de chélation supplémentsire. Nous rappelons que
lea reates méthyles des quatres premiers acides aminéds diminuent
fortement la possibilité d'sccéas 2 l'une des positions axisles

du cuivre (voir fig. 28).

Ou poinﬁ de vue phénoménclogique, nous pouvons dire que le
complexe [Cu(H_jL-Alsa-D’Glu)], plus stable que le complexe
Eu(H_BL-Alsa-L-Glu)] (voir tablesu 4), possdde un spectre CD
d'intensité plus faible que celui de l'espice [Cu(H_BL-Alsa-L-Glu)]
tout comme le complexe [Cu(H_sL—AlaB)J, plus stable que le
complexe [Cu(H_3L-Alsa)] posséde un spectre CD d'intensité plus
faible que cslui du complexe svec ls tétrsalsnine (voir fig. 25).
Cette diminution de 1'intensité desspectres CD est imputeble &
une augmentstion de la rigidité du complexe ce qui se trsduit par
une augmentstion de 1'effet:CD positif du quatridme acide aming
comme 1'a fsit remsrquer D.W. I“!eu-gerum"19 1

Mais ce qui nous aemble le plua important de remsrquer, c'est la
différence dans la position des maxims des spectres CD des com-

plexes [Cu(H_sL-Ala,-L-G1u)] et [Cu(H_3L-Als°—D—Glu)] (volr fig. 29).
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3 SPCLTROS (€

20¢.2 Toe.8 [6E.2 7.
{~nj

[~

Fiquré 29 : spectres CD des complexes [Cu(HéBL-Alah)]
[Cu(H_SL-Alsa-L-Glu)] et [Cu(l-l_;L-Alsa-D-Glu)]
pH 11.0 pour L-Ala, (1) et L-Als,L-Clu (2) et
10.8 pour L-—Alsa-D-GluU)

- Le spectre CD du complexe [Cu(H_sL-Alaa-L-G.lu)]s s0n msximum

a4 1s méme longueur d'onde gue le complexe [Cu(H_3L-Alaa)], ce qui
n'est pss lo ces du spectre CD de 1'espdce [Cu(H_sL-Alaq.-D-Glu)].
En nous bassnt sur ces dernidres observstions, nous pouvons
sffirmer qus 1'influence du reste optiquement actif du Séme acide
aniné sur le spectrs CD du complexe est besucoup plus importsnt
pour le complexs [Cu(H_sL-Alsq-D-Glu)] que pour le complexs
(Cu(H_4L-Als,-L-Glu}]. Cels signifie que le substitusnt de 1'sci-
de glutsmiqus est plus proche du centrs métallique s'il est de
configuretion D plutét que de cmfiguratinﬁ L.
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5 SPECTRES (C

Figure 30 :

Spectres CO des complexes
[f:u(H_3L-A1aa)] (1)
(Cu(H_jL-Ala,-L-61u)](2) et
[Cu(H_jL-Alaa-L-Glu3] (3},
pH = 11.4

102 B %8E € 60 ¢ 3% ¢

jomi

Le complexe [Cu(H'BL—Alad—L-Glu)] a un spectre (D d'intensité
plus faible que celui du complexe avec la tétraslenine malgré
que leurs stabilités goient équivalentes. Nous pensons gue cela
peut étre dd & un effet de charge ce qui est confirmé par le
Fait que le complexe {Cu(H_3L-Alaa-L-Glu3)], de stabilité com-
parable & celle des deux autres complexes, mais de charge plus
élevée, posséde un spectre CD d'intensité encore plus faible
que celle du complexe [Cu(H_sL-Alaa—L-Glu)].

Comme nous venons de le mentionner, I’heptapeptide L-Ala&-L—Glu3
forme aver le cuivre(Il} des complexes [Cu(H_zL)} et[Eu(HJ3L)]
de stabilités comparables & ceux aver le pentapeptide
L-Ala,-t-Glu (voir tsbleav 4 et fig. 11).



L'influence du reste du 5&me acide aminé sur la stabilité du
complexe [Eu(H_}L)] se vérifie une nouvelle fois. Par contre,
le complexe {Cul} avec 1'heptapeptide posséde une stabilité
beaucoup plus grande (environ un ordre de grandeur} que toua
leg autres complexes [Cul) que nous avens étudiéa. Ce fait peut
8tre attribu¢ & un effet de charge ou & une structure diffé-

rente de ce complexe.
3.3.2.2.3. Discussion

O'apréa les informetions apportées par les titrations potentio-

métriques et le dichrolsme circulaire, nous pouvona dire gue

le substituent en position 5 du peptide & une trés grande

importance pour le stabilité du complexe [Cu(H_3L)].

Un reste R volumineux, chargé de configuration L réduit la

stabilité du complexe [CU(H_.jL) 18 una valeur eimilaire & celle

des complexe avec les tétrapeptides alors gque le méme reate R,

maie cette fois de configuration O amene la stabilité du

complexe [Cu(H_JL) ] & une valeur proche de celle du complexe

aver les hexapeptides (eugmentation de la stabilité d'environ

6 Xj/mole} -Cela"sigr‘\.ifie donc que le structure des deux complexes
[Cu(H_':,L} In'eet paa la méme.

La structuré de 1'espice [L’u(H_sL-Alaa-L-Glu) ] doit &tre semblable

4 celle du complexe [Cu(H_sL—Alaa) Jet la structure de 1'espice
[Cu(H_sL-Als,-D-Glu)] proche de celle du complexe avec 1'hexa-

alanine, car la différence de longueur d’'onde du maximum du

spectra {D des complexes {{Cu (H_'_jL-Alaa-D-Glu) jetf Cu(H_3L—A1a6) 1

provient trde vraisemblabiement du changement de configuration

de l'acide aminé en 5&me position et non d'une différence dé la

etructure du complexe.

51, pour expliquer cette stshilisation de 1l'espéce [Ou(H_jL)]
pour le ligand L—Ala“—D-Glu. nous postulons une ceoordinetion de
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la chaine peptidique en position axiale du métal, comme nous

1'avons fait pour le complexe avec 1'hexaalanine (vair fig. 27

noua obtenons la structure suivante.

Figure 31 : complexe [Cu(H_jL-AlaQQD-Glu)]

Cette structure nous permet d'apprécier l'irrporl:.ance que peut
avoir le aubatituant en position 5 du peptida sur la atabilité
da 1'espice [Cu(H_3L)].

La substituant d'un acide aminé de configuration D n'empéche
paa la cyclisation en position axiale du métal, méme s'il
pat volumineux, alora que le gubstituant wvolumineux d'un
acide aminé de configuration L a dea interactiona stériquea
importantes avec la fonction amine terminala coordonnéa au
cuivre.
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L'encombrement stérique est slors manifeste et la cyclisation

en position axiale peu probable.

Les sutres hypoth&ses de gstabilisation de 1'espice [Cu(H_}L)]
proposéea gsous 3.3.1., soit la formation de lisisons hydro-
geénes intramoléculaires, ne peuvent pas expliquer la diffé-
rence de stabilité dea complexes [Cu(H_JL-AlaQ-L—Glu)] et
[Cu(H_ L -Ala,-D-Glu) L.{Voir fig. 32 - 34)

Figure 32 : Lisimon hydrogene intramoléculsire dena les complexes
[Cu(H~3L—Alaa-L-Glu)] et [Cu(H_SL-Alaa—D-Glu)]
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Figure 33 : Liaison hydrogéne intramoléculaire dans lea complexes
[Cu(H_sL—Alaa-L-Glu)] et [cu(H_sL-naa-o-mu)]'
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Figure 34 : Lisieon hydrogéne intramoléculaire dans les complexes

[Cu(H_jL-Alaa-L-Glu)] et {Cu(H_SL-Alaa-O-Glu]
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Nous n'observons pas de différences notoires dans 1'influence
que peut avoir l'acide glutamique de configuration L ou D sur
la stebilité des complexes formés.

En premiére conelusion, nous pouvons dire que les substituants
des acides sminés formant les peptides et tout particulidrement
celui du 5&me acide aminé ont une trés grande influence sur

la stabilité de 1'espice [EU(H—BL)] . Cette influence du
substituant de l'scide aminé placé en 5dme position dépend

de sa configuration, de se charge et de son volume.

3.3.4. Cas du ligand L-Ala

AL
Pour expliquer la différence de stebilité existant entre les
complexes [Cu(H_Jtétrapeptide)] et [Cu(H__3 pentapeptide)] ou
[Cu(H_3 hexapeptide)] , nous postulons 1a formation d'un cycle
de chélation supplémentaire de 8 membres en position sxiale du
cuivre.

Cette cyclisation en position axiale du métal semble pouvoir
8'accompagner de la formation d'une laison hydrogéne entre la
fonction amine terminale et l'oxygéne de la quptriémé fenction
peptidique.

Afin de mieux voir l'importance relagtive de la coordination

axiale et du pont hydrogene intremoléculaire sur la stabilité

du complexe {Cu(H_BL)] noua avons imaginé de travailler avec

un ligand, dérivé d'un peptide, qui posstderait la particularité

de pouveir former la lisison en axiale du cuivre (cyCie 4 B membres
avec un oxygéne d'une fonction cerboxylique ou peptidique), mais
non celle de former des ponis hydrogénes intramoléculaires '
{suppression de la 4kme fonction peptidique). Pour cela, nous
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avons synthétisé le ligand suivant :

CH3 CH3 CH3

N~ CH-CONH-CH-CONH~ CH-CONH-CH,y~CH,,~CH, ~C, ~COOH

L-Ala3AV
En plus deg particularités citées plus haut, L-AlazAU ne
posséde pas de substituant pouvant proveguer un encombrement
stérique lors d'une coordination en axiale du métal.
La stabilité observée pour le complexe [Cu(H_3L-AlaJAU)]
montre gque la structure du complexe est similaire & celle des
complexes avec les tétrapeptides (voir tableau 5}, donc qu'il
n'y a pas dans ce cas de formation d'une chélation supplémen-
taire en position axiale du métal.
Cette constatation nous porte & penser que pour que le eycle
de 8 membres en axial du cuivre (Il) se forme, il est nécessaire
de le ntabiliser par formation d'une liaison hydrogéne intramo-
légulaire entre la fonction amine terminale et la quatrigme fonc-

tipn peptidique.

Le complexe [Cu(H,BL-AlaBAU)] a un spectre CD d'intensité
plus grande que celui du complexe [Cu(H_3L—Alaa)]. Cela prouve
une fois de plus que 1'acide aminé en 42me position du peptide
a un signal CD positif comparé & ceux des 3 premiers acides

(19,30]

aminés qui mont négatifa < (Voir fig. 35)
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Figure 35 : spectre CD des complexes [Cu(H_BL-AlaBAUﬂ(Z) et
[Fulk_sL-ala, 1)

3.3.5. Atome responaable de la coordination en position axiale

. L'abgsence de changement notoire dans lespropriété spectrales

et dans la stabilité du complexe iﬁu(H_sL)] lors de la variation
4 la position 5 du peptide d'une fonction peptidique ou amide
primaire & une fonction acide cu ester (tableawx2, 3, 5) indigue
que c'est un atome d'oxygéne qui est responsable de la coordi-
nation en position axiale du cuivre {II} dans ces différents cas.
lLors de 1'étude de la réection d'hydrolyse de la fonction ester
des composés Glya-L-AIaDME et Glyj-L-AlaUME, 0., Margerum[lg]a
observé que le cuivre catalysait la réaction d'ydrolyse dans le
cad du complexe [Cu(H_3 GlyaL-AlaDME)] mais non dans celui du
complexe {CU(H_3 Gly3-L-AlaOME)]. La vitesse d'hydrolyse de la
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fonction eatsr du complexs [Uu(H_361y3-L-A1aa0HE)] est similaire
& celle de Is fonction ester du peptide libre alers que ls
vitegse d'hydrolyaa de la fonction eater du complexe
(CulH_sGlyz-A1a0ME) ) est environ 13 fois plus élevéa qua calle
du ligand libre. .

Ceag résultats suggirent dang le caa du complexe avec le dérivé
du pentspeptide une interaction coordinative du ligand avec une
poaition sxiale du métal et une augmentstion du caractire élec-
trophyle du carbone de la fonction eater.

La figure 36 montre le spectre C0 du complexe [Cu (H_sclyELTAlaDr‘E)].
L'epparition d'un aignal CD pour ce complexe indique que le

centre optiquement actif du 5ime acide aminé se touve positionné
dans 1'eapace asaez prés du centre métalligue pour pouveir 1'in-

fluencer.

2 SPECTRES (O

Ly

Ae [M'lcm-l]

1368 SE6 ¢ A T6E ¢
)

Figure 36 : Spectrs CD du complexe [CU(H_jﬁlya-L-AlaDHE) ]
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D'apris les résultata obtenus par le pka du complexe ftu(H_zt)]
{voir fig. 9-12), il semblerait que le remplacement d'une
forction carboxylique ou peptidique & la 5dme pozition du
peptide par une fonction amide primaire ou ester stabilise
senaiblement 1'espice [Cu(l-l_sL)] .

Cela doit étre di & un effet de charge (diminution de la charge
négative du complexe).

3.3.6. Hypothese de atructure du comlexe [Cu{H .L)] pour un
un peptide de plug de quatre acides aminés

Parmi les hypothisea de structure du complexe [Cu(H_sL)]
propoeées précédemment, celle qui noua semble le mieux
corroborer les résultats et observations discutées dana les
paragraphes précédents est 1'hypothdse de la coordination,
en position axiale du cuivre, d'un oxygéne de la fonction
carboxylique terminale {pentapeptide) ou de 1'oxygine de la
Séme fonction peptidique (cas de peptides »pentapeptidea).
Le cycle & 8 membres ainsi formé eat atabiliaé par formation
d'une liaison hydrog2ne intramoléculaire comme le montre la

figure 37.




H

Figure 37 : Structure postulée du complexe [Cu(H_Bﬁlys)]

D'aprea les cbservaticna faites pour le cosplexe [tu(ﬁ_3L~AlazAU)]
(voir 3.3.4.), nous pouvone dire que la formation de la liasison
hydreggne intramoléculaire entre la quatrigme foncticn peptidique
et 1l'anine terminale est indispensable pour 1la Formation du cycle
de chélation de B membres en position axisle du cuivre(II}.

(voir Fig. 37). '

C'est & nog yeux la seule structure du complexe [Cu(H_JL) ] qui
peut expliquer la différence de atabilité entre les caomplexes
[Eu(H_sL-Alaa-L-Glu)] et [Cu(H_sL-Alaa-D-Glu)} {voir fig. 32-35
et tablesu 4) car cette structure est posaible dans le cas du
coemplexe [Cu(H_sL-Alaa-D-Glu)] mais pas dang le ces du complexe
[Cu(H_SL—Ala-L—Glu)] 4 cauee de raisons atériquea.
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Le tableau 10 tésume les facteurs de stabilisation et de
déstabilisation de 1'espice [Eu(H_jL}}.

facteurs de stabilisation facteurs de déstabilisatian
- augmentation de la - influence du substituant
chaine peptidigue de en positien 5 par
ﬁTS (6] unités - sa chiralité (L)
d'zcide aming - son volume (augmentation)
- sa charge {négative) *

TJableau 10 : Facteurs de stabilisation et de déstabilisation du
complexe [CuH_5L}]

* lUne augmentation de la charge négative du complexe [Cu(H_3L)]
doit entrainer une dimirution de la stabilité du complexe au
méme titre qu'une diminution de la charge du complexe entraine

une stabilisation de l'espece {voir }.3.5.)

La différence de stabilité des complexes pu(H_BL-Alaé)] et
[Cu(H_jL-Alaa—D-Glu)] (voir Tableaw 3 et 4) peut également étre
attribué a un effet de charge.

11 nous semble intéressant de discuter les enchainements d'acides
aminés naturels possibles, dans les eaux naturelles, permettant
la stabilisation de l'espece [Cu(H_jL)].

Oans les eaux, la concentration en OON (dissolved organic
nitrogen} varie entre 100 et 300 pg/l selon le degré d'eutrophi-

(331. Le DON est presque'exclusivement composé d'azote

satian
provenant des gcides aminés libres ou liés dans les peptides.
Les 90-95 % des acides aminéds présents daens les eaux existent
saus formes de peptides dont les 50 % ont un poids moldculaire
mayen d'enviran 1000 daltons ce qui correspand & une chaine
peptidigue d'environ 10 acides aminés.[jj’&7l
Les acides aminds les plus abondants dans les eaux naturelles sont
Gly, Glu, Asp, Ala, Ser suivis par Thr, Leu, Progjz'}JJ

Tous ces acides amings sont de configuration sbsolue L, sauf Gly.

Ils peuvent &tre classés en trois groupes (tableau 11).



- 66 -

Acidea eminéds avec Acides aminéa avec Acides aninés avec
subatituanta peu subatituants subatituants
volumineux volumineux volumineux et

: polaires
Gly . Leu Asp
Ala Pro Glu

Ser

Thr

Tableau 11 : Acides aminds les plus représentéa dans les eaux
naturellas

Pour que la stabiliaation de 1l'espice [Cu(H_sL)] ait lieu, il eat

nécessaire gque

1. L'acide aminé en Sime position possdéde un substituant peu
volumineux = Gly ou Ala

2. 5i 1'ecide aminé en Sime position possdde un substituant
encombrant ou chargé, les quatre premiers acides aminés ou
du moins deux ou troia des quatre premiers acides aminés
soient la glycina. '
Nous rappelona qua les substituants des quatre premiers acides
aminéa bloquent 1'ecc®s & 1'une dea positions axiales du
métal (voir Fig. 26).

3.3.7. Concluaion

Dana la domaine de pH entre 7-9, les complexes peptidiques du
cuivre (II) lea plus sbondanta sont les espéces [Cu(H_zL)] et
[Cu(H_3L].

L'augmentation de la longueur de la chaine peptidique (passage
de, tétrepeptide A pentapeptide et hexapeptide) stabilise forte-
ment 1'aspéce (Cu(H_sL) ] L'augmentation de la stabilité de
cetta espicesst d'environ l'unité log. soit AG = 6 Kj/mole.
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Vraigemblablement une augmentation supplémentaire de la

lonqueur de la chaine peptidigue n'a paa d'effet nouveau sur

la stabilité du complexe [Cu(H_jL)].

La nature et le volume des substituants des acidea aminés com-
posent les peptidea ont une grande influence sur la stabiliteé

des complexes peptidigues et particuliérement le substituant

du Séme acide aminé & partir de 1'extrémité "N" du peptide.

Ce substituant déatabilise 1'espéce [Cu(H_4L)] s'il est volumineux,
chargé et de configuration L.

Les subatituants des quatre premiers acidea aminés n'ont que peu
d'influence sur la stsbilité des complexes [Cu(H_BL)] si ce n'est
que de vraisemblablement bloquer 1’accés 3 une des positians
axiales du cuivre.

D'aprés lea connaisaances en chimie de coordination et des observa-
tiona faites par potentiométrie et spectroscopie, nous pouvons
expliquer la stabilisation de 1'espéce de 1'espice [Cu(H_BL)]
dang le caa de peptide plus grand que dea tétraspeptides, par la
coordination dans una des positions axiales du cuivre d'un
axygéne de la fonction carbaoxylique terminale (pentapeptide)

ou de la 52me fonction peptidique (hexapeptide).

Le cycle & 8 membres, stabilisé par la formation d'une liaison
hydrogéne intramoléculaire entre la fonction amine terminale

et la quatriéme fonction peptidique. La formation du pont
hydrogéne intremoléculaire est indispensable pour 1'apparition

de la chélation axiale. (fig. 38)
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Figure 38 : structure du complexe [Cu(H_5L)] pour un

penptide de plus de quatre acides aminés
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4. PARTIE EXPERIMENTALE

B

4.1. Synthése de L~A133§[

Ce produit a été préparé par analogie avec la synthése ¢'autres
£45]

peptides selon la méthode de H. Kessler et al.

4.1.1. Grganigramme

-H,0
12
ZALa0CH, + NH,NH, <H,D —=—+ ZAlaNHVH, + CH,OH
MeCH
"
"
7= -CH,-0-C-
HC1,NaHCD,
Z-Ala,NHNH, + ALGOCH-HC1 + NaNO, ————% Z-Ala,0CH,
N(E?}B,THF
+ NaCl + HN3 + HZD
-Hy0
T-Alaj0CH; + NHNH,. H)D ——3  I-Ala NiNH, + CH,OH
MeCH
HEX, NaHCD3
Z-Ala,NHNH, + HN-CH,-CH,~CH,CH,-COBEH,CH.-HEL + NaND
S e T Sl S Sl S Shan Sl B 2 \en,

H AUUCHZCH3-HC1

Z Ale AUDCHZCH3 + NaCl + HN3 + 2H20

3

2-Ala,AVOCH,CH, + HBr: —  ———3 Ala.AVOCH,CH..HBr + CO
3V CH,CO0H 3 2

+ CGHSEH3
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Ala,AVOCH,CH-HBE + 2 NaOH Ha0 , AlaVONa + ETOH -+ NaBr

AlaJAUGNa + HCl — AlaBAU + NaCl

4.1.2. Z—AlazNHNHz

Une quantité de ZAlazNHNHZ a £été synthétisde selon la méthode
de H. Keaaler et al[45)a partir de 30 mmole de Z-AlayMe ,

4.1.3. I-AlaJ(]Me
Une quantité de 2-Ala$DHe a sté préparde A partir de 25 mmole de
Z-AlaNHNH, at de 20 mmole de AlaOMe.HCi selon(*>),

4.1.4., Z-n‘i\la:sNHNl'i2

A partir de 17 mmole de 2-Ala
[a5]
de Z-A]ajNHNHZ .

JGHe, nous avons préparé 14 mmole

4.1.5. AVOET-HC1

Une quantit# du chlorhydrate de l'eater éthylique de 1'ascide
N-aminopentanoique a $t€ aynthétisée & partir de 40 mmole de

l'acide correspondant par analogie avec la méthode de R.A. Boissonas
46 ]
et al{ .

4.1.6. Z-AlaﬁUDET

Une quantité de I-Ala}A\fDET a été préparda comme soua 4.1.3. &

partir de 14 mmale de Z-Ala.NHNH, et 15 mmole de AVOET. HCl.

3 2
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4.1.7. Ala.AVOET.HEr

4.1

Al8,AVE

La dépratection de 1'amine terminale a été effectuée & partir

de 10 mmole de Z-AlajAVUET selon la méthode de H. Kessler et al[as].

8. AlaAv

lLa saponification de 8 mmole de A133AVUET JHBr conduit 3 la
formation de AlaBAV trés facilement cristallisable dans un mélange
eau-éthanol .

4.1.9. Purification de Als AV

4.1.

La purification du produit s'effectue par recristallisations
succegsives dans un mélange eau-éthanol. Pour cela, le produit
est dissous dans le minimum d'eau 2 température ambiante puis de
1'éthanel est ajoutée juaqu'¥ formetion d'un léger trouble.

Par refroidissement 3 0°C, le produit cristallise.

Nous testons la pureté du produit & 1'aside de la chromatographie
gur couche mince, Le aystéme de solvants choisi est un mélange
tN-butanol-acide acétique-eau 3:1:1 . La rcévélation du dérivé
peptidique se: fait avec une solution de ninhydrine 0.3 % dansg

un mélange n-butanvl-acide acétique 95 : 5 & une température de

80 - IUDQC, le support étant des plaques de cellulose Fzsa (Merc k).

L-Alasﬂu a un Rf de 0.42.

10. Analyae de L-Alajﬁ!

L'analyse élémentaire C.H.N. révéla la formation L-Ala3AV-% HZU
trouvé C  49.56 H 7.84 N 16.52

calculé € 49.50 H 7.9 N 16,50
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Point de fusion : 228°C
[a] D~ -8l.2 (C=2, HZO)
Constantes d'ecidité (, = Q.1 M KNOB, T = 25%)

pkal 4.65
pka2 8.01

4.2. Méthodes analytiques

4.2.1. Titrages potentiométriques

Pour nos mesures, nous avons utilisés les substances suivantes :

Métal : Cusoa. SHzn p.a. (Merck) °

Peptides : Gly, (Fluka)
Gly,, L-Ala, (Sigma)
Gly5, L-Alaa, L-Ala&-L-Glu, L-Ala, -D-Glu, L—Alaa-L-Glu

4 3
Gly NH,+ HBr, Gly,-L-AlaOMe . scétate (Bachem)
5 4

2
L-AlasAU {voir 4.1}
Force ionique: KND3 trés pur (Merck) solution D.1 M
Solvant : eau bidistillée dégazée

La salution titrante de NaQH - 0.03 M, contenant 'n(NCl3 0.1 M, est
préparée avec deg pagtillea de NaCH lavées, le titre de la sclution
est déterminé par titratien avec de 1'hydrogénophtalate de potassium.
Teutea les solutiona sont préparées juate avant emploi. Les titrages
sont effectuéa de la manidre auivante :

Titrage des peptides

Pipettage da 25 ml da la sclution de peptide ~7.5 IO'AM, dana une
cellule Metrohm, barbotage d'aszote pendant 15 minutes et titrage
sous azote & 1'aide d'une buraette -Metrohm £ 645,
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Titrage des complexes cuivre (11) - peptide

Pipettage de 25 ml de sclution de peptide ~ 7.5 lO-a M et de

1 ml de solution de CuSD4 1.875 10-2 M dans une cellule

Metrohm, barbotage d'azote durant 15 minutes et titrage sous
azagte avec une burette Metrohm £ 645. Le pH-métre utilisé est

un pH-métre Metrobm E 605 muni d'une électrode de verre combinéde
Metrahm EA 125 ou Ross 81-02 (Drion).

L'étalonnage du pH métre se fait 3 1'aide de deux solutiona de
tampors hydrogénophtalate de patassium 0,05 M (pH 4.008 3 25°C),
NazBaO7 . lOHZO 0.01 M {pH 9.183 a 25%c} préparées 3 partir ‘de
produits pour étalons de pH DIN 19266. :
De nouveaux tampons sont préparés pour chaque série de masures.

4.2.2. Calculs par ordinateur

Les calculs des constantes Bmhl et des couthes de répartition

des espéces en fonction du pH ont été fait 3 1'aide des programmes
SCOGS et COMICS modifiésrzs sur un ordinateur VAX/YMS de Oigital
Equipment corporation (Ihstitut de mathématigue de 1'Université de
Neuchatel).

Les courbes de répartition des espices en fonction du pH ainsi

gue les spectres visibles at CD ant été dessinés & l'aide de

programmes (2 S'J-

4.2.3. Spectreg visiblea

Les spectres d'absorption dea solutions de complexes peptidigues
sont mesuréa par un spectrophotométre Uvikon 820 (810) dans des
cuves de 2 cm thermoatatisées. Les solutions sent préparées
comme sous 4.2.1.
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Lg relation

L fem] x S

25 [em]. CM] x 2 (cm]
permet de csleuler les coefficients e & partir des spectres

d'amplitude L & une sensibilité correspondant & 25 cm pour
des cuves de 2 cm.

4.2.4. Spectres CD
Les spectres de dichroisme circulsire des solutions de
compisxes peptidiques sont mesurés pst un spectropolarimétre

Jasco J-500C dans une cuve de 5 cm & température ambiente.
Les gsolutions sont prépsrées comme sous 4.2.1.

La relation

L [em] x 5 [m%/em)

AEe =
3.310% x C (M) « 5 [cm)

permet de calculer les coefficients Aec & psrtir des spectres
d'smplitude L & une senaibilité $ correspondent & 25 cm pour

une cuve de 5 cm.
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DEUXIEME PARTIE

LA R BE B BE R B R AR B

. INTRODUCTION

S -

11 est connu que des métsux tels, Cu, ZIn, Cd, Co, Cr, Ni et Mo
jouent un réle significatif dans les réactions biologiques
intervenant dans l'environnement aquatique. A 1'état de Lraces,
certains d'entre eux sont des "micronutrients" pour lea trans-
formations enzymatiques mais & des concentraticna plua élevées,
ils peuvent devenir des agents toxiques et inhibiteurs pour

les systimes I:::'Lc:lt:ng:iqueﬁ.Da:|

Comme noua 1'avons déja mentionné dans le chapitre 1, la matikre
organique présente dane les eaux et les sédiments joue dans la
dynamique des métaux lourdsun r8le particuliérement important.
En effet, la disponibilité des métaux en traces par la vie aqua-
tique dépend plus de la concentraticn des métsux libres que de la
concentration totale.[ll][ss]

La matitre organique préaente dans les eaux est en partie encore

mal définie. Elle se compose de substances telles des acides aminés,
polysaccharides, sucrea, acidea gras, compoaés organophosphorés,
composés aliphatiques ou aromatiquea contenant les groupements
fonctionnela -0H et -COOH, et des porphyrinea. Tous ces composés
contiennent des atomes coordinateura pouvant entrainer la formation
de complexes.

Le produit fipal de la biodégradation de cette matitre organique
semble étre la matidre humique.[g]

Les substancea humiques représentent environ 60-80 % du DOC
{diamsolved organic carbon) et du POC (particulata organic carbon).tzﬁ]
Sa aont des polyméres trias hétérogtnaa de poida moléculairea variant
entre 700 at 2.000.00001), forméa d'un squalatta sromatique sur
lequal sont liéa chimiquement ou physiquement, dea protéines, poly-

aaccharidea, phénola, porphyrinea et métaux[37'39].
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Selon leurs masses moléculaires et leurs solubilités, les

aubstences humiques sont réparties enEdcn

1. Huminea
2. Acides humiques

3. Acides fulviques

Parmi les ligands inorganiques présents dans les esux, seuls

le carbaonate et 1'hydraxyde prennent part & la complexation

du cuivee (II).

Les composés organiques présents dans les esux enktrent en
compétition avec les ligands inerganiques tels le carbonate

et 1'hydroxyde pour la complexation des métaux lours et_particu~

likrement du cuivre.

La présence, dans les eaux, d’sutres cations métalliques que
le cuivre (Ca?+, Fe3+...) ne provoque aucune perturbation de la
complexation du cuivre par les ligands orgsniques naturels, done

0]

dans les egux, il n'y a pas de métaux compétitifs pour le cuivre.

Seula des ligsndaorganiquea pluridentés peuvent complexer de

fagon préférentielie le cuivre dans les conditions de pH et de
concentration exigtantea dang les eaux maturelles, car la constante
conditionnelle des complexes formés doit &tre supérieure & 1010 3
pH 8.010]

La majeure partie de 1'azote orgenique dissous (DON) dans les eaux
eat congtitude d'acides aminés.

Lea acides aminés peuvent exister sous formes libres ou étre liés
dana les peptides et les protéinea. Il peut arriver qua ces compo-
sés soient combinés avec d'autres substances ou sbsorbés sur des
polymdres organiques.
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Le but de la deuxidme partie de ce travail est de tenter de

répondre aux questions suivantes :

Les complexes peptidigues du cuivre peuvent-ils exister dans les
conditions de pH et de concentrationa existantes dans les aysté-

mes naturels ?

Les peptides sont-ils capables d'entrer en cométition avec
les ligands inorganiques présents habituellement dans les eaux
(CUBZ', GH™) pour la formation de complexes stables avec le

cuivre sux conditions existantes dans les eaux ?

(uelle est la valeur de la constante conditionnelle des complexes
peptidiques & un pH 8.0 {conceniration proche de celles des
syst2mes naturels) 7 Cette constante est-eile du méme ordre de
grandeur que celle obtenue avec les ligands naturela[loi?

Quelle est la variation de la constante conditionnelle des
complexes peptidiques du cuivre en fonction du pH ? Cette varia-
tion est-elle comparable 3 celle des complexes du cuivre avec les
ligands naturela[luf?

Lors du mélange de peptides avec des ligands naturels, que ce

passe-t-il su nivesu de la constante conditiomnelle ?
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6. OETERMINATION OFES CONSTANTES CONDITIONNELLESOE FORMATION OES
COMPLEXES PEPTIOIQUES DU CUIVRE (11)

I FA I N S 3P T R S T R SR S I 0T A N N

6.1. Hypothese

"Si noua postulona que des peptides peuvent peut-ftre étre
des modeéles de liganda orqganiques Raturels présents dans les
eaux, nous pouvons admettre de manigre aimplifide gqu'une eau
synthétique doit étre formée de cuivre, de peptides et des

2= et OH™. La comparaison des propriétés

liganda inorganiques 003
de cette eau synthétique avec 1'eau naturelle nous permettra de
voir si les peptides sont de bons ou de mauvaia mod2les des

ligands naturels organiques du cuivre.

Oans la région de pH existant dans les eaux (7-9) les formes
peptidiques du cuivre (II) les plus représentées sont lea
complexes [Cu(H__zL)] et [Cu(H_BL)] (voir chapitre 3).

Les fiqures 3% et 40 présentent les courbes de répartition des
complexes Cu-Gly6 en fonction du pH, en préaence des ligands
inprqaniques Cﬁsz' et OH™ aux conditiona de concentraticnsexis-
tantea dans les eaux.

Pour que les complexea peptidiques du cuivre se forment préféren--
tiellement aux complexes inorganiques du cuivre, il est nécessaire
d'avoir une concentration en peptide plus élevée que la concentra-
tion en cuivre et d'étre dans un domaina da pH supérieur & 8.5.
Dana les esux, la concentration en-peptide est plua dlevde qua
celle en cuivre. La concentration moyenna de sites pour lier le
cuivre varie entre 0.371.10-6 M. Alora que la concentration en

8 -7

cuivre varie entre iﬂ- -10" "M,
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CU-GLYG-CC3 _CU-GLYG-LO3

Figure 39 : Systéme Cx:_-’Glys-l:lJ}z" Figure 40 : Systime Cu-Glyé-CUBZ'
2t = 1077m e < 10 m
Gly, = 10°7M Gly, = 107
€042-= 10-3m €042-= 107%m

A s TuH_ L) 1B ¢ [CulH_,L}] C : [CulH_4L)] 0 : e = {cuco,]

F : [Cu{OH)] G : [Cu(UHz]



- A0 -

6.2, Détermination de K; 4 partir des censtantes d'équilibres

globales 8mhl

6.2,1. Intreduction

Pour un systéme contenant un mélange de complexeslabiles, une
constante conditionnelle d'équilibre du mélamge peut étre
définie, comme étant la somme des contributions des constantes
conditionnelles de chaque espéce. ceci 3 des conditions bien
définies (pH...).

Soit un mélange de cuivre (I1) et de peptide () tétrapeptide)

les espices pouvant se former sont les complexes [Cul ],
@u(H‘]L)], [Cu(H_ZL)] et [Cu(H_jL)]. {voir chap. 3).

Les constantes conditionnelles K? de ces différentes espéces

sont définies & partir des const;ntes globales d'équilibres

8i que nous avons caleuldes, par ordinateur A4 l'aide du programme

Scogs [?3][25], d'aprés lesmesvres potentiométriques (voir chap. 3).

Cul .
[ Cul ] 8oy ¢ £:+ ). = KI = Bll]l
Lu™ " L]
[Cu(H_lL)] 8
fcuth 1}« B 2 ——— = K; . -1l
- - 24n a1 [H+}
2 1 (W
[Cu(H_,L)) . o
[CuH_ L)) & B,z ————— =3 Kb 5 —2
249 r+q=2 . 2
o TR T4 [H*]
{H L) . 8
fcuth 5001 =8 31=E'—..:-3_i =y K, = —i=3l
- - 2oy, +q-3 My
TR I A N (N

*

& 2enstante conditionnelle d'équilibre totale ¥

” est définie

comme sult g
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#* * #* * *
“n = Aeu K1 Rpu 0 K2 a7 K3 ety K

est 1'abondance du complexe CumHhLl au pH congidéré ZEAi =1

A
CthLl
Elle est calculée par ordinateur & 1'aide du programme

¢
Comics {26)125) (voir chap. 3)
6.2.2. Résultats

La figure 41 représente la variation du logarithme de la
*
constante conditionnelle d'équilibre KM des systemes cuivre (II)

~ polyglycine pour des valeurs de pH allant de 7.0 & 10.0.

15.8

i8.8

1 1

1.0 88 3.9 ig. 8
pH

Figure 41 : K; = f {pH)} pour le systime Cu{II)-peolyglycine
n =Glyﬂ,0= Glys, 4=z [31)-#6
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Nous pouvons remarquer que la variation de la constante condi-
tionnelle de formation des complexes peptidiques du cuivre

en fonction du pH est d'autant plus grande que le pH eat dlevé.
En dessous de pH 8.5, la valeur de la constante conditionnelle
ne dépend que trés peu de la longueur de le chaine peptidiqgue.

6.3. Détermination de K; per polarogrephie et spectroscopie

d'absorption atemique 3 pH 9.0

6.3.1. Introduction

Les méthodes expérimentales, développées durant ces dernidres
années pour la détermination des constantes de stabilité des
complexes du cuivre aver les ligands naturels présents dans les
eaux, sont de plusieurs types.

Les plus importantes sont :

011(a1]

1. Electrode spéeifique du cuivre

2. Rétention par gell%?]
o]

3. Adsorption sur résines

4. Adsorption sur l'oxyde de manganésetaj]

La comparaison des résultats cbtenus avec ces différentes
techniques n'eat pas gsimple. En éFFet, les constantes de
stabilité déterminées sont des conatantes conditionnelles.
Elles dépendent donc besucoup du contexte expérimental choiai

soit[aal

1, La nature de 1'échantillon de matikre orgenique dtudié.

2, Les conditions expérimentales utilisées {pH, facteur de
concentration, rapport métal/l igand, durde des mesurea,
force ionique}.

3. Mode de traitement mathématique des donnéea en vue de
1'obtention des conatantes conditicnnelles.
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Afin de pouvoir comparer les résultats, que nous cbtenonsg
»*
M (10] .
obtenus psr P. Baccini svec les ligsnds naturels, nous

pour les X, des complexes peptidiques du cuivre, avec ceux
ytilisong les mémes techniques anslytiques et les mémes ordres
de grandeur des concentrations de ligsnds. Pour ces mssures,
naus nous restreignons & 1'étude des complexes du cuivre avec

les polyméres de la glycine.

Ls praocédure de détermination de ls constante conditiannelle

de formation ds gystime cuilvre - polyglycine est ls suivsnte.

1. Déterminstion de la cancentration en ligand ou plus pré-
cisément de la capscité complexantes dea peptides par
titration ampérométrique en présence de carbonste & pH
v 2.0,

2. Détermination de la constsnte canditionnelle de farmation
des camplaxea Cu-peptide par une méthode de distribution
du cuivre entre un échsngeur d'ion et une phsss aqueuse,
en présence de carbonste & pH +9.0. La concentrstion en
cuivre de la solution egt mesurée psr spectroscoﬁie d'absorp-
tion stomique.

6.3.2. Détemminstion de ls copscité complexante deg peptides psr
polsrographie

Ls figure 42 {s,b et c) montre les courbea de répsrtitions des
espéces en fonction du pH pour les systémes Cu2+/G1ya/CB32',
Cu2+/61y5/C032' et Cu2+/Gly6/C032' aux conditlons de concentrs-
tions dee mesures polsrographiques (voir partie expérimentate
chap. 7).
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Le tableau 12 contient les valeurs des pourcentages des complexes

peptidiques du cuivre & pH 9.0 pour les polyméres de la glycine.

Ces valeurs ont été obtenues par calcul par ordinateur d'aprés

les constantes de formation globales Bmhl des complexes et par

titrations ampérométriques.

% des complexes Cu-peptide
(calcul par ordinateur}

% des complexes Cu-peptide
(titration ampérométrique)

Glya &4 70

Gly5 84 80

Gly6 79 76
Tahleay 12 : Pourcentages des comilexes peptidiques du cuivre &

pH 9.0 en présence de -\‘%aHCO3 =0.1M

Les résultats obtenus par les deux méthodes sont en bon sccord.

Dans un miljieu NaHC[]3 0.1M & pH 9.0, les complexes peptidiques

du cuivre ne représentent donc que les 70 & 80 % des espéces

existantes selon les peptides (concentration de peptide

5.1072m).

11 est important de constater que dans le domaine de pH aux

alentours de 8.0, la répartition cuivre organigue/ cuivre imor-

ganigue n'est guére influencée par la longueur de la chaine

peptidique (voir fig. 42).

6.3.3. Détermination de K.

des complexes peptidigues du cuivre par

absorption atomique

Le tableau 13 contient lea valeurs des constantes conditionnelles

*
KH des complexes cuivre - polyglycine 3 pH 9.0. Ces valeurs ont

été d'une part celculées & partir des constantes globales@ mh] Par
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1'équation du paragraphe 6.1.1. {voir fig. 39) et d'autre

part déterminéea A partir des mesures de distributicn du cuivre
entre un échangeur d'ion et une phase aqueuge en présence de
carbonate.

La concentration en cuivre est mesurée par spectroscopie d'shsorp-
tion atomique (pour les conditions expérimentales, voir chap. 7).

* 5%
log ﬁ {pH 9.0) log ﬁ (pH 2.0}
caleulé & partir des déferminé & partir-des
conatanteﬁﬂhhl mesures de distribution

*
du cuivre entre deux phases

Glya l0.52 £ 0.03 10.6 * 0.2
Gly5 11,51 = 0.03 lo.s * 0.z
Gly6 11.23 ¢ C.03 1d.8 - 0.2

Tablegu 13 : valeurs de log K;(pH 9.0} pour les systdmes cuivre -
polyglycine

* les valeurs indiquées sont des valeurs moyennes (3 - &4 mesures).

Nous constatong une similitude dans les ordres de grandeur des
conatantes conditionnelles obtenues per les deux méthodes. Il est
évident que les résultats obtenus & pertir de mesures d'absorption
gtomique sont entachés d'une erreur assez importante (~15 - 20 %)
due aux conditions expérimentales choisies (faibles concentrations)
et aux techniques de mesures utilinoées.

En ce qui concerne les penta- et hexapeptides, la différence des
résul tate obtenus per les différentes méthodes peut peut-&@tre étre
gttribuagble & une résction d'hydrolyse qui entrainerait la formation
de tétraglycine ou 3 une réasction d'adsorptien du peptide sur la
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résine ce qui enktrsinerait une diminution de ls concentrstion.

6.3.4. Interprétstion des résultsts

O'aprés les mesures fsites psr P. Bsccini et U. Sutsr (o 1
les ligsnds orgsniques présents dans les esux ont une constsnte
conditionnelle de formstion de complexes svec le cuivre d'envi-
ron 1011.8 & pH 9.0. Nous pouvons donc dire que ls stabilité
des complexes peptidiques du cuivre est plus fsible que celle
des complexes svec les ligsnds naturels, dans le domsine de

pH existant dans les eaux nsturellss. (Tsblesu 13).

Comme le montre ls fFigure 43, la vsristion de ls cﬁnstante
conditionnelle K; en fonction du pH est différente pour les

complexes avec les ligsnds naturels et les complexes peptidigues
du cuivre.

13w

6.2  B.F IR
pH

w
wl

Figure 43 : Varistion du log K; en fonction du pH pour les
gsystémes cuivre-ligsnds nsturels et cuivre - hexsglycine.

Ligsnds nsturels (1), Gly6 (2).
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En premidre conclusion, nous pouvons postuler que les peptides
ne sont pas & priori capables d'entrer en compétition avec les
ligands inorganiques présents dans les eaux (CDBZ_, OH™) pour
complexer le cuivre de fagon prédominante & des pH inférieurs

4 9.0, dans les conditions de econcentratiors exigtentes dans

les esgux. Cette ogbservation nous pousse & croire que, tréa
vraisemblablement, ce ne sont pas des peptides ou du moins pas
des peptides & l'état pur, qui gont responsables de la complexa-
tion du cuivre dans les eaux. I1 nous semble néanmgins intéressant
de vérifier cette hypothise en observant l'effet de 1'addition
de peptide » un concentrat d'eau lacustre sur la valeur de K;
mesurée.

6.3.5. Détermination da K; d'un mélange cuivre - concentrat.d'eau

naturelle - pentaglycine par spectroscopie d'absorption ato-
migque ’

Le tableau 14 contient les valeurs des constantes conditionnelles
des systémes cuivre - ligands naturels et cuivre - ligends natu-
rels - peptids & pH 9.0. Lea concentrations des ligands oﬁt été
déterminges par titrations ampérométriques en présence de

NéHC03 0.1 M (voir partie expérimentale, chap. 7).

log K;[pH 9.0)

concentrat d'eau

lacustre 12.0% 0.2

concentrat d'esu

lacugtre + Gly5 11.7¢ 0.2

Tableau 14 : leg Kﬁ 4 pH 9.0 pour lea gyatdmes cuivre - ligands
ngturela et cuivre - ligands neturels - Gly5
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Pour las complexes du cuivre avec lee liganda naturela, nous
obtencna une valeur de log K; {12.0) a pH 9.0 tres procha de
celle obtenue par P. 8accini et U. Suter 10 {11.8}.

Par rapport eux complexes du cuivre svec lea liganda naturela
dont la conatante conditlonnelle dea formation & pH 9.0 est

de 10'2-® (tableeu 14), la stabillté des complexes peptidigues
du culvre szat plus faible (tablesu 13). Cals signifie que les
peptides sont moins en mesure que les ligenda naturela de
concurrencer lea liganda inorganiquee présenta dana les eaux
pour complexar le cuivre.

Cela se vérifia parfaitement lors de l'sdjonction de beptide

aux liganda nsturels.La conetante cendltionnelle mesurée pour
le mélange de subatancea aynthétiqueset neturellea eat nette-
ment plua proche de la valeur de ls constante conditionnelle des
complexea cuivre - ligande naturaela que de calle des complexes
cuivre - peptide et cela malgré qua la concentration du peptide
goit deux foia plua €lavée que calle das liganda nsturels.

(IU'SH pour le peptide et 5.3&10'6 pour lae liganda naturela, la
concentration en métal varie de 1-7 10'7 M, {volr chap. 7».

fela aignifie qu'en présence des peptides et deg liganda
naturela, le culvra asa lle surtout aux liganda naturela, maia
une quentification de cet affet est aasaz déllcate A édtablir.
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6.4. Conclusions

Dans la région de pH existant dans les eaux naturelles soit
de 7 4 9, les formea peptidiques du cuivre les plus représen-~
tées sont les complexes [Cu(H_ZL)} et [Cu(H_3L)].

Pour qu'un ligand organigue puisse entrer en compétition de
manitre - importante svec les ligands inorganiques présents
dens les eaux, il doit nécesssirement avoir une constante
conditionnelle de formation des complexes avec le cuivre supé-
rieure & lﬁlo 4 pH 8.0‘10]. Les mesures de constantes condi-
tionnelles de formation des complexes du cuivre avec les poly-
méres de la glycine indiquent que les peptides ne commencent ¥
étre des ligends compétiteurs valables vis-3-vis des ligands
inorgsniques (00;2', tH™) qu'a des valeurs de pH supérieures &
9.0, ceci dans les conditions des concentrations existantes

dans les systdmes naturels.

Par rapport sux complexes avec les ligands naturels présents dans
les eaux, les complexes peptidiques du cuivre sont moins stables.
{tableaux 13 et 14). Cela signifie gu'en présence simultanée de
peptides et de ligands organiques naturels, le cuivre est surtout
lié aux ligands naturels (tablesu 14).

La variation de la constante conditionnelle de formstion des
complexes cuivre - peptide en fonction du pH n'est pas compara-
ble & celle des complexes avec les ligands naturels (fig. 43).
Une modification de la valeur du pH entrafne une plus grande
variation de la conatante K;; pour les peptides que pour les
substances naturelles.

Nous pouvons donc postuler que les peptides ne sont paa 3 priori
capables de complexer le cuivre de manikre importante dans les
conditions de pH et de concentrations existantes dans les eaux
naturellea.
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Les molécules organiques, responsables de ls complexation du

cuivre dans les milieux aqustiques, doivent vraisemblablement

gppartenir & d'autres groupes de substances, ¥ moins gue les

peptides nsturels ne - '

- participent 3 la formation de complexes mixtes.

- possident deg acides aminés ayant des groupements -latéraux
coordonnables (Asp, His).

- provoquent uné variation de 13 constante diglectrique autour

du site de fixation de part leur volume important.

Les peptides sont des ligands trds spécifiques du cuivre et de
nombreux complexes binairea cuivre - peptide ou complexes
ternaires cuivre - peptide - ligand secondaire (exemple : acide
aming) existent dans les systemes biologiques {voir chap. 1).

Etant donné que ls matidre humique se compose de polyméres
hétérogénes formés d'un sguelette aromatique sur lequel sont
fixés chimiquement ou physiquement des composés arganiques comme
des peptides, protéines, phénols, porphyrines ou polysaccharides,
il n'est pas exclu d'imaginer la possibilité de formation de
complexes mixtes entre le cuivre, des peptides ou protéines et
des polyméres organiques dérivés d'scides phénoliques, salieyli-
ques ou phtaliques. Ces derni2res substances sont souvent consi-
dérées comme modiles des acides humiques et fulviques.

Des recherches futures, développées dang ce ccourant d'idées
pourront peut-étre noua spporter des renseignements plus précis
sur ls nature des ligands orgsniques naturels responsables de la
coordination du cuivre dana les milieux aquatiques.
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7. PARTIE EXPERIMENTALE

B e L s Y 2

7.1. Meaurea polarogrephiquaa

Lea solutiona guivantea aont utiliadea :

métal : CulNy), 107M

ligande @ Gly, 5107°M dana NeHCO, 1071m
Glyg 3107 dane NatCOy 107MH
Gly, 510°°M dans NeHCO, 107m
NTA 5107 dane NahCOy 1 m

Concentrat d'esu lacuatre (FC 100)

{cat échantillon a ¢té mia & notre disposition par
P. Baccini et a subi les traitementspréliminairea
citéa dans[lO])

2 ml de la eolution de peptides ou de NTAou 5 ml de de concentrat
d'eau lacustre sont diluéa & 20 m)l avec du NaHCU) IO'IM. Le pH de
la eolution eat Fixé & 9.0. ’

Cette sclution de ligand contenve dena une cuve Metrotm thermos-
tetiade & 25°C est titrde par adjonction de portiona de 10 - 100 pl
de la solution de Cu(N03)2 10°2M contenue dans une burette

Mettler OV 20)l. Dana un milieu de NaHCD3 0.1M 3 pH 2.0, lee
particulea électroactives du cuivre préaentes sont C“(an)n

(n =1,2}). Le potentiel de demi-vague dea carbonatacomplexes

est d'environ -0.11 V. '

La cellule €lectrochimique est équipée d'una électrode de mercure
4 gouttes tombantea, d'une électrods de platina et d'une électro-
de de référence au calomel,

Le tout eat relié & un polarographe Par Model 174 (Princeton
Applied Research Corp.) combiné avec unm Omnigraphic 2000 Recorder
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(Mouston Instrument Corp.). Ls technique de mesure appliquée
est la polarographie différenticlle 3 impulsions.

7.2. Mesures d'absorption atomigue

Les solutions suivantes sont utilisées :

métal : Cuso, 107

ligsnds : Gly, 10™°M dans NsMCO; 0.1
Gly, 1677 dans NeHCO, 0.1M
6ly, 1077 dens NaHCO; 0.1M

NTA  2.107%M dane NaHCO, 0.1M

concentrat d'eau lacustre (FC 100)

4 séries différentes d'échantilions sont prépsrées. Chague
série comporte 7 tubes & essai rodésde 12 ml contensnt 10 ml de
NaHCO3 DL% M 3 pH 9.0 et une concentrstion de cuivre varisnt de
1 -.710
un échangeur d'ion (Dowex 50 WX8, 100 - 200 mesh) et un ligsnd
organiqus.

M., En plus, gelon les cas, certsines séries contiennent

1. Série de calibration C : NsHI'.‘O3 0.1 M+ Cuz+ 1-7 10_7M
2. Série inorganique 0 : C + résine (0.15 g)
3. Série de référence A : C + Résine (0.15 g)+ 2.10'6M NTA

4. Série orgsnique X : C + Résine (0.15 g) + IG'SM peptide
ou 5.3 1076
ov le mélsnge dee deux,

M ligands naturels

Les échantillons sont agités dursnt une nuit & 25%c. Aprés
aédimentation de la régine, 1s concentration de cuivre de ls

phase liquide est mesurée par spectroscopie d'ebsorption stomiqua 2
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1'aide d'un appareil Perkin Elmer AAS 400 muni d'un four de
graphite HGA 74. La mesure s'effectue & 325 mm.

Lesa pentea des droites obtenues en reportant l'sbsorption en

fonction de la concentratien en cuivre permettent de calculer

les constantea conditionnelles. {voir ﬂU])
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8. RESUME GENERAL

ELE L Lo a s n s

Dans lea aystdmes vivants tel 1'homme, les associationa cuivre -
peptide et cuivre - protéine sont fréquentes. 11 noua a semblé
intéressant de voir si de tellea esapciations existaient dans les

eaux naturelles.

Dans la premiére partie de ce travail (chap. 3 et 4), nous
étudions les propriétés thermodynamiquesde complexes peptidiques
du cuivre (I1) dans le but de mieux comprendre 1'influence d'une
pert de la longueur de la chaine peptidique et d'autre part des
subatituants des peptides aur le stebilité des divers complexes
formés. Des peptides de longueur de chaine de 4 &4 7 élémente ont
été étudiés.

Dana les eaux naturelleg, le pH varie entre 7 et 2. Dans ce

domaine de pH, =& sont surtout les espécea [Cu(H_zL)] et
[C&(H-—JL)] qui existent. C'eat pourquoi nos recherches se sont

surtout portées sur une meilleure compréhension dea facteurs

influengants la formation du complexe [Cu(H_sL) J pertir de
[Cu(H_,L}], sa stabilité et sa structure.

i 'augmentation de la chaine peptidique (passage de tétrapeptide
Y pentapeptidé) stabilise fortement 1'eepice [CU(H_BL (~1 unité
log) une sugmentation supplémentaire de la longueur de la chaine
peptidique ne parait pas stabiliser d'avantage 1'espice [Cu(H_jL)]

La nature, le volume et la charga dea substituanta des peptides,
esgentiellement celui du 5éme acide aminé, ont une grande influen-
ce aur la stabilité du complexe [Cu(H_;L)].

Le substituant de 1'acide aminé en 5tme poaition déstabilise
1'espice ECu(H_3L)], a'il ast de lsconfiguration L, chargé et
volumineux, ceci en préaence da subatituanta # H pour lea quatre
premiers acides aminéa.
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Pour expliquer ls stabilisation de l'espéce [Cu(H_BL)] pour des
peptidea ) tétrapeptides, nous postulons la formation d'un

cycle de chélation de B membres en position axisle du cuivre

par coordination de ls fonction carboxylique terminsle {(pentepep-
tided ou de la 5eme fonction peptidique {hexspeptides}. Le cycle
de 8 membres est stabilisé par formastion d'un pont hydrogeéne
intrameléculaire entre les fonctiorsamine terminale et 4é&me
fonction peptidique. Ls formation de cette liasison hydrogine
intramoléculaire est indispensable & ls formation du cycle de

chélstion supplémentsire.

Oens la seconde partie de ce traveil (chep. &) nous étudions
la cepacité des peptides de complexer le cuivre en présence de
ligands inorganiques, telsCD)Z' et OH™, sux conditions de pH
et de concentratiomsexistentes dsns les esgux naturelles.

Les mesures effectudes montrent que les complexes peptidiques

du cuivre ne peuvent entrer en compétition, de fagon importante,
avec les formes inorganiques du cuivre qu'd des pH supérisurs

4 3.0. C'east alors la forme [CuH_)L] qui est l'espéce prédominante.

Aux envirang de pH B.0, le fait de 1'augmentation de la chaine
peptidique de 4 + 5 acides aminés (fig. 42) n'influence gudre

la répsrtition cuivre - organique / cuivre inerganique.

Desns le domaine de pH entra 7.0 at 9.0, la stabilité des
complexes peptidiques du culvre eat plus faible que cella des
complexes avec les ligsnda naturelallu].

La varigtion de ls constante conditionnelle ds formstion des
complexea pgptidiquea du cuivre en fonction du pH n'est pass com-

parable & celle des complexes svec les liqands naturels,

Nous postulons que dans lea conditions de pH at de concentrations
existantes dana les esux naturellea, les peptides ou du moina les



-9 -

peptidas & 1'état pur, ne sont paa & priori capables da complexer -
le cuivre de fagon prédominante. ’
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