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Abréviations

Les abréviations utilisées pour nos ligands sont données
au chapitre 2. page 9,

Autres ligands :

HBIDA
IDA
AMA
NTA
Asp
FPhe
Val
.His
Nelac-His
Hist
Im

aa

Complexes :

lcuLy: 7~

{Cu{BL)L" |~

acide N-(o-hydroxybenzyl)iminodiacétique
acide iminodiacétique

acide aspartique-N-moncacétique
acide nitrilotriacétique

acide aspartigue

phénylalanine

valine

histidine

Naacétylhistidine

histamine

imidazole

acide aminé

complexe mixte, L représente le ligand
principal, L' 1le ligand secondaire

complexe mixte dans lequel le groupe phénol
n'est pas coordonné



INTRCDUCTTION

La chimie de coordination du cuivre [1],[2]

La stabilité relative des complexes du Cu(I) et du
Cu(1Il) dépend fortement de la nature des ligands pré-
sents et du solvant., En solution agueuse le Cu(I) est
trés instable:

leu?*]

[
Y & e =
[cut]?

cu + cu?t = 2o 10

Cette instabilité du Cu(I) dans l'eau est due princi-
palement A la grande énergie d'hydratation du Cu(II).
Le Cu(l) peut &tre stabilisé en solution aqueuse par
des ligands tels que CN™, I, Ras ou par formation de
composés insolubles (CuCl, CuCN). La chimie aqueuse du
cuivre traite donc surtout les composés du Cu(Il).

Le Cu(1I) a une configuration électronique g_gf et
subit une distorsion {effet Jahn-Teller) lorsqu'il
est placé dans un environnement de symétrie cubique
{c'est-a-dire dans un octaddre ou un tétraédre), ce
qui a une grande influence sur la stéréochimie de cet
élément.

Lorsque le Cu(II) est hexacoordonné, la structure
octaédrique est fortement déformée ; une élongation
le long d'un axe C4 aboutit 2 un plan équatorial con-
tenant 4 liaisons courtes CuL4 et & 2 tiaisons lon-
gues, axiales.

A la limite on arrive A des structures pyramidale plta-
naire ou planaire. Une autre structure fréquente dans
les complexes de Cu(Il) est le tétraédre déformé.

Selon la classification de Pearson, le Cu(ll) ne peut
8tre considéré ni comme un métal dur, formant des
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liaisons essentiellement électrostatiques, ni comme un
métal mou formant des liaisons de type covalent. 11
posséde un caractére intermédiaire et son affinité
croit dans le sens RNH, > ROH > RCOO™.

Oans un complexe de Cu(II), A cause de la déformation
de la structure octaédrique, les différentes positions
autour de 1l'atome central ne sont pas équivalentes. Les
groupes chélatants contenant un atome d'azote (N-amino,
N-imidazole, N-peptidique) seront de préférence con-
tenus dans le plan formant les liaisons courtes avec

le métal. Les positions axiales, si le cu{II) est penta-
ou hexacoordonné sont occupées par des atomes d'oxygéne
{carboxylate, H20).

Un intéressant article de revue de J. Gazo et al [3]
traite de la "plasticité” {c'est-i-dire de la non-rigi-
dité) de la sphére de coordination du cu(lI) & 1'état
solide.

En comparant les valeurs de Rg (1iaisons dans le plan
équatorial) et de R, (liaisons axiales) de nombreux
complexes du type Cu06, CuN6 et CuN402 dont les struc-
tures ont &té dérerminées par rayons X, les auteurs
ont pu montrer qu'il existe une corrélatjon entre les
variations des distances interatomiques équatoriales
et axiales dans les complexes de Cu(Il}: une élonga-

tion des liaisons R, produit une diminution des liai-

S
sons RL°
On vérifie aussi que dans les complexes du type CuN402

1'oxygéne est toujours le coordinat le plus éloigné.

La "plasticité” de la sphére de coordination du Cu{II)
est mise en évidence par la découverte d'isoméres de
distorsion qui différent essentiellement par la lon-
gueur des liaisons interatomiques Cu(II)-ligand.

La structure détaillée de plusieurs isoméres de dis-
torsion est indiquée, par exemple: - etp-[Cu(NH3)2x2J
ol X = C1, Br, -NCS ; ol- eta-[Cu(NH2NHc0NH2)C12];

[+ 3 etp-[CuL2C12] ol L = 3-(ou 4-) picoline-N-oxyde,



2,6-1lutidine-N-cxyde,

L'interconversion de ces isoméres dépend de la tempé-
rature et de la pression ; - etB~[Cu(NH3)2(NCS)2]
évoluent spontanément au cours du temps, aboutissant &
une espéce de structure intermédiaire.

La ®"plasticité" de la sphére de coordination du cui-
vre lui donne la possibilité de stadapter aux ligands
qui 1l'entourent en passant de fagon continue de la
structure octaédrique & des structures tétragonale bi-
PYramidale, pyramidale planaire cu planaire.

Le réle du cuivre dans les systémes naturels (2],[4],[7]

Le cuivre, de méme que le fer, est a la fois indispen-
sable et toxique pour de nombreux systémes bioclogiques,
y compris 1l'homme., L'action bioclogique du cuivre
s'effectue généralement en association avec certaines
protéines spécifiques: les "cuproprotéines®. Elles
prennent part a plusieurs processus métaboliques tels
que hydroxylation, transport d'oxygéne, transfert
d'électrons, catalyse oxydative, Les réactions de
transfert d'électrons des "cuproprotéines” sont favo-
risées par le bas potentiel redox du Cu(l) ; pour les
réactions avec 1'oxygéne, 1le couple Cu{l)}-Cu{II) est
beaucoup plus favorable que tout autre couple redox

de la série des métaux de transition.

La ®“cuproprotéine” la plus abondante dans le plasma
sanguin est la céruloplasmine, sa véritable Ffonction
est encore inconnue. Elle permet de stocker le cuivre
et a une faible activité oxydative.

Certaines "cuproprotéines® {céruloplasmine,laccase)
centiennent plusieurs atomes de cuivre par molécule,
on y distingue 3 types de cuivre :



1.2.1.

type 1 le Cu{ll} bleu, caractérisé par une absorption
intense 4 600 nm {10 & 100 fois plus grande
que dans un complexe de faible PM) qui serait
due & l'envirennement particulier du Cu(lI)
{structure tétraédrique déformée).

type 2 le Cu(Il)} non bleu aux propriétés spectro-
scopiques comparables & celles des complexes
de faibles FM.

type 3 le cuivre "non détectable par epr" : couple
Cu2+ Cu2+
comme systéme redox donneur-accepteur de 2
électrons.

non paramagnétique fonctionnant

Parmi les protéines possédant un seul atome de cuivre
par molécule, certaines contiennent le Cu{Il) bleu du
type 1 (azurine stellacyanine) d'autres un Cu{II} non
bleu n'ayant pas toujours les mémes propriétés chimi-
ques que le Cu(IIl) de type 2 ("non blue oxidases").
Plusieurs articles de revue out &té consacrés i ce
sujet, les plus récents sont ceux de R, Maikin [4] et
J.A. Fee |8],

Le transport du cuivre |2]

La biosynthése des "cuproprotéines® et le transport

du Cu(11) jusqu'a l'intérieur des cellules sont encore
mal connus.

Le culvre absorbé est lié par 1l'albumine dans un rap-
port 1:1. In vivo la vitesse d'échange du Cu(lI) 1ié

4 1'albumine est assez grande. On pense actuellement
que le cuivre est transféré de 1l'albumine aux apopro-
téines via des complexes Cu(ll)} acides aminés par for-
mation d'un complexe ternaire Cu{Il)albumine-acide ami-
né.

Le Cu(ll) Forme avec les acides aminés des complexes
beaucoup plus stables que les autres iouns métalliques
présents dans le milieu physiologique. En milieu neu-



.2,2.

- A

tre, les complexes mixtes du type Cu(A)}B aves des
acides aminés prédominent les plus stables étant for-
més avec l'histidine et un autre acide aminé. Le rdle
important joué par l’'histidine dans le métabolisme

du cuivre a suscité de nombreux travaux. (Nous en
parlerons de fagon plus détaillée au chapitre 4).

Le cuivre et 1'oxygéne

Les réactions avec l'oxygéne catalysées par des
métalloenzymes sont nombreuses et variées dans les
systémes naturels. On peut les diviser en 2 classes
principales: [5),(6]

A 0, entre dans le substrat: réaction d'insertion
B 0, sert d'agent oxydant et est réduit en H,0, ou
H,0 selon la nature du substrat et les conditions

de la réaction: "non insertion reaction"

On peut encore partager A et B en 2 sous-classes:

~1  insertion totale: les 2 atomes d'oxygéne sont liés
au substrat {dioxygenases)

-

insertion partielle: rupture de la liaison 0=0,

=2 un atome'd'oxygéne entre dans le substrat pour
former un groupe hydroxyle, l'autre est réduit
en H20 (mono oxygénases ou hydroxylases et
WMFO": "mixed function oxidase")

El 02 est réduit en H202 (oxydases)

B, 0, est réduit en H,0 (oxydases)

Dans le tableau 1.2.2. nous donnons une liste de quel-
ques “cuproprotéines® pouvant réagir avec 1l'oxygéne,
classées selon leur mode d'interaction avec ce dernier,
nous indiquons le rfle joué par le métal lorsqu‘il est
connu [s5],[6].



Tableau 1.2.2

Type de réaction Cuproprotéines Activité et fonction, rdle du cuivre
avec 02
A2 Phénol oxydases Hydroxylation de monophénol en positicn
ortho
Tyrosinase Hyaroxylation de la tyrosine
By Uricase Acide urique —> allantoine

Cu(II) ne change pas de valence

Amino—-acides Acide aminé ——% cétoacide + NH3
oxydases Cu(II) ne change pas de valence
{coenzyme pyridoxalphosphate)

Acide ascorbique Ac., ascorbique —» acidé déhydroascerbique
oxydase Cu(I) === cu(1Ir)
' oxydation de diphénol en quinone

B lLiaccase
cu{1) == cu(Ii1)

Céruloplasmine




1.2.3.

1.3.

Pour tenter de comprendre les mécanismes réactionnels
des différents types de réactions de 1'oxygéne avec
les métalloenzymes de nombreux modéles ont €té élaborés.

Les modéles ef leurs limites

Les protéines en solution se présentent sous 1'aspect
d’une sphére plus ou moins déformée, ayant un volume
intérieur hydrophobe nécessaire & l'activité cataly-
tique de la molécule et une couche externe occupée

Par les résidus polaires en contact avec le solvant.
Un modéle de faible poids moléculaire, méme s'il a

une structure analogue & celle du centre actif de 1'en-
zyme n'aura qu'une faible activité catalytigque. Il in-
diquera de facon générale comment la protéiﬁe inter-
agit avec le métal, il ne nous donne pas de renseigne-
ments sur la dynamique de la réaction enzymatique. Ce-
pendant, lt'interprétation des résultats est moins
ambigu# gque pour une macromolécule et on retrouve dans
les modéles de faible PM toutes les propriétés des
ions métalliques dans les systémes biologiques.

But du travail

L.e but initial était 1'étude de la stabilité et de 1la
stéréosélectivité de complexes mixtes comprenant un
ligand tétradenté présentant un groupe phénolate et
un acide aminé.

Lors de mesures effectuées sur ces complexes avec le
cuivre comme métal, nous avons observé qu’une réac-
tion d'oxydation avec 02 se déroulait en milieu ba-
sique, Il nous a paru intéressant 4’é&tudier cette
réaction plus en détail, en relation avec 1l'activité
biclogique du ion Cu2+.



L*ACIDE N-(o-HYDROXYBENZYL)ASPART1QUE ET SES DERIVES

Nous avons choisi une série de ligands tétradentés
comportant un groupe phénol dont les positions ortho
et para sont diversement substituées:

R OH

2

R2 CH§-CDOH

—CH,,— NH— ('ZH—CDOH

R1=R2=H H R1=0CH3 s R2=H H R1=R2=BT

Ces ligands sont obtenus par condensation de la sali-
cylaldéhyde, ou de 1'un de ses dérivés, avec 1l'acide

aspartique (Asp) puis réduction de la base de Schiff

Formée.

Nous emploierons les abbréviations suivantes:
R =R,=H sasp {(de salicylald-asp)

R =0CH4,R,=H Vasp (de o-vanilline-asp)
R,=R,=Br 3.5 diBrsasp

Parmi les ligands tétradentés on distingue 4 types
structuraux selon 1l'arrangement des atomes coordina-
teurs {9] :

I G

A B et c - D

linéaire bifurqués (macro)cyclique
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2.
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Le Vasp est du type structural C

- la configuration absolue du carbone asymétrique au
point de bifurcation est S. ((5)-Vasp)

lorsqu'il est coordonné avec un métal

- les 3 atomes coordinateurs voisins de la bifurcation
ne peuvent &tre arrangés que de manidre faciale

- l'atome d'azote devient un centre de chiralité et
peut &tre de configuration R ou §

* W.A, Harris et al. {10] ont synthétisé et étudié les

propriétés de ligand de 1'acide N-(o-hydroxybenzyl)
iminodiacétique {HBIDA). Ce ligand tétradenté posséde
les mémes atomes coordinateurs que le {§)-Vasp, mais
il est du type structural B, Le mode de coordination
de (S)-Vasp et HBIDA est identique avec des métaux
tels que Feot Ni®t zn?t co?t mais différe pour le cu2t
La fixation du groupe phénol sur ce métal est favori-
sée dans le cas de {5)-Vasp.

Nous discuterons au chapitre 3 de cette différence
d'affinité du Cu(II) pour le phénol selon les positions
de coordination possible de ce dernier, en relation
avec l'arrangement autour du métral des unités imino-
diacétique (IDA) ou Asp.

Synthéses
Equations
R, OH OH
\ o &
CHO + H3N—?H—COO— = O cu:n-cﬁ:u-coo‘
R CH,-C00 R CH,-C00

2 2



=11~

OH R, OH
_ NaBH,, +
CH=N-CH-COO s CH,,~NH ~CH-C00™

- 272 -
CHE-COO CH=COO0

2 2

2.1.2, Modes opératoires : Sasp et Vasp

Nous procédons par analogie draprés P, Quitt et al [11].
Dissoudre 0,1 mol d'acide aspartique dans 100 ml de
NaQH 2 N, ajouter 0,1 mol de salicylaldéhyde {Sasp) ou
d'o-vanilline (Vasp). Agiter jusqu'a ce que la solution
soit homogéne (30-60 min). Refroidir le mélange réac-
tionnel & environ 10°C avec un mélange glace/eau, Ajou-
ter par petites portions 0,030 mol de NaBH4 en mainte-
nant la solution entre 10 et 15°C. Aprés 1'addition
agiter pendant 30 minutes. Répéter le procédé avec une
nouvelle portion de 0,030 mol de HaBH4. Agiter encore
pendant 2 & 3 heures. Laver 4 1'éther pour €liminer la
salicylaldéhyde qui n'aurait pas réagi. Amener a pH 2
avec HCl conc. pour précipiter le Sasp (ou le Vasp).
Laver le précipité a 1l'eau Froide, sécher,

Rendement
80-90% (S8asp) ; 70% (vasp)
Purification

Recristallisation des produits dans un mélange H20—
éthanol environ 2:1, amené & pH 2 avec HCl conc.
Pour dissoudre 5 g de Sasp, il Faut environ 120 ml
de solvant, pour % g de Vasp environ 540 ml, & 40-
50°C.

Laisser cristalliser plusieurs jours au frigo. Aprés
3 4 4 recristallisations on obtient des produits de
pureté 3 99% (titration)
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Analyses C,H,N
c %] H %] N [%]
(S)-sasp trouvé 55,03 5:63 5,70
calculé 55,20 5,54 5,80
{5)-Vasp trouvé 53,76 5,45 5,50
calculé 53,60 5,57 5,22

3,5 diBrsasp

La 3,5 dibromosalicylaldéhyde n'étant pas soluble dans
1'eau, nous avons dfi modifier légérement la méthaode de
synthése,

Dissoudre 7,5 .10" - mol de 3,5 dibromosalicylaldéhyde
dans 50-60 ml d'éthanol en chauffant si nécessaire, Pré-
parer une solutign de 7,5 1077 mol dracide aspartique
dissous dans 15 ml de NaOH 0,5 N, l'introduire au

3

moyen d'une ampoule A brome, goutte a goutte, dans le
mélange réactionnel (éviter la Fformation de précipité).
Continuer la synthése d'aprés le mode opératoire de
Sasp et Vasp.

Rendement

40%
Purification
Recristallisation dans 1'éthanol, le produit étant
trés peu soluble dans 1'eau. Aprés une recristallisa-
tion on obtient un produit de pureté » 99% (titra-
tion)
Remarque

La base de Schiff obtenue n'est pas stable et ne peut
gtre isolée. Dans notre cas on obtient de meilleurs
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rendements en réduisant la double liaison C=N- par
NaBH4 plutdt que par hydrogénation catalytique.

Pour les mesures concernant le systéme [CuLL']"_ a
1téquilibre (titrations acidimétriques et spectropho-
tométriques) nous avons travaillé uniquement avec

le Vasp synthétisé & partir de 1‘'acide (5)-asparti-
que, soit le (S)-vasp.

Pour les cinétiques se rapportant & la réactivité du
systéme en présence d'oxygéne nous avons utilisé
aussi le 3,5 diBr{s)-Sasp.

2.2, Calcul des constantes de dissociation de (8)~Vasp

Dans l'eau le (5)-Vasp forme un "zwitterion" et peut
libérer 3 protons selon les équilibres suivants :

H,C0 OH H,C0 OH
+ Kl + -
CH 5~ ,~CH-COOH b= CH 5~HH -CH-CO0™
CH5C00 CHC00
H3L HHL-
K,
H,CQ O ) H,CQ OH
CH ,~NH-CH~C00" P CH2~NH~?H~CUO-
CHC00 CH5Ca0
L3 HL2"

La courbe de titration du (5})}-vasp (cf, Fig.1) présente
bien 2 sauts aprés adjonction du premier puis du deu-
xiéme eéquivalent de base (la dissociation du troisidme
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proton a lieu & pH trop élevé pour Btre visible).

Conditions de mesures

Toutes les titrations acidimétriques de ce travail ont
été effectuées dans une cuve Metrohm thermostatisée

a 25,0 ¥ 0,1 °¢, sous atmosphédre d'azote et & force

3§ 0,15 M).

Nous avons utilisé un pH métre Radiometer PHM64 et une
électrode de verre combinée Radiometer GK 2301 C.

Le calibrage de 1'électrode est effectué 4 l'aide d'une
solution 0,05 M de biphtalate de potassium p.a. Merck,
pH = 4,005 & 25°C et d'une solution tampon phosphate
0,025 M, pH = 6,865 & 25°C (3,388 g KH,PO, et 3,533 g
Na2HP04 p.a. Merck dissous dans 1 litre d'eau distillée,
dégazée).

ionique constante {KNO

FPréparations des solutions

Les solutions ont toujours été préparées par pesée
exacte de la quantité de produit désirée et dissolu-
tion 4 un volume connu dans un ballon jaugé.

2.2.3. Mesures

(5)~vasp 3,750 .10_3M 20 ml détermination
KN03 2 M e ml de

H20 5 ml K2 et K3
titré par NaOH O,0841 N

(s)-vasp .3,750 .10"°H 40 ml détermination
KNO3 .4 M 2 ml de

H20 5 ml Ko et Kl

titré par HC1 0,189 N puis par NaOH 0,100 N
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2.2.4; Détermination de Kl

En milieu acide il faut encore tenir compie de la
formation de K, LY par protonation du deuxiéme groupe

4
carboxylate du ligand. Nous avons donc les équilibres
suivants :
+ KO + . -
H L == HjL +H avec K = [H3LJ[H]/[H4LJ
K
Hl === H,L” + W' avec ¥, = [myL]|H/IH L]

Par souci de simpiification d'écriture nous omet-
trons les charges dans les équations mathématiques.

KD et Kl étant relativement proches, nous avons em-
ployé la méthode graphique de G. Schwarzenbach }12 |
pour calculer les constantes de dissociation d'un
diacide ayant des pk voisins.

Nous obtenons : 2

X, = 1,82 .10”

-4

o
]

2,61 .10

2.2.5, Détermination de 12

lH]l.a/1-a ol a = degré de neu-
tralisation

Ky = [HLJ(H)/LBL]

Nous obtenons : -9
1,12 .10

n

Remarque: on constate une augmentation des valeurs a
partir de a> 0,6 due au Fait que HL est un ampholyte,
Les valeurs de pH avant le deuxiéme point d'équiva-
lence sont donc abaissées par le début de la disso-

ciation :
2 o=t 3 oyt

b e
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. Détermination de K3

Ky = [(M][L]/[HL] il faut tenir compte ici :
- de 1l'hydrolyse de |[L]
~ de la dissociation du deuxiéme proton

ce qui nous donne pour le calcul de Ky les relations
suivantes

Ky

=

u

[uL){#]/i8 8]
(0] + L] + [L]
iva] = [L] - [H2L] + [oR] = c.a

1

ol ¢ = concentration totale en ligand
et a degré de neutralisation

dioll 1'on tire :

[B] -({8]/k (c(a + 1) - OK] + c.a - [0H]))

Ka--

c(1 - a) + [oH]

Hous obtenons

K, = 4,60 10712

Le tableau 2.2 donne un résumé des valeurs cbtenues
pour les constantes de dissociation de {S)~Vasp. A ti-
tre de comparaison nous indiquons, entre parenthéses,
les valeurs des constantes de dissociation correspon-
dantes de 1l'acide aspartique tirées de |15].

Il faut remarquer 1'abaissement du Pk, (groupe amino) de
(8)-Vasp par rapport & celui de Asp. Un effet iden-
tique a été constaté entre les pK des groupes amino

de HBIDA et IDA par |10].
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Tableau 2.2

(s)-vasp Ac. aspartique |15]
K, = 1,82 1072 (1,15 .107%)

x, = 2,60 .107" (1,95 .107%)

K, = 1,12 1072 (2,34 .10710)
Ky = 4,60 10732 ‘

Il semble que la possibilité de Fformation d'une liai-
son hydrogéne entre le groupe hydroxyle du phénol et

le groupe amino stabilise la Forme déprotonée de celui-
ci.



STABLLITE ET STRUCTURE DU COMPLEXE [Cu{§)-vasp]”

La courbe de titraticon acidimétrigue d'un mélange
Cu2+/(s)-Vasp 1:1 présente un seul saut aprés ad-
jonction de trois équivalents de base indiquant que
le groupe phénol est fortement coordonné au métal
(cf. fig.2).

Une détermination directe de la constante de forma-
tion globale du complexe : KnL = [cun]/[cu]{r]

correspondant & 1'é&quilibre : Cu®’ + L°° == cuL”

selon la méthode emplcyée par G. Colomb [13], n'est
pas possible ; les valeurs obtenues ainsi pour K:L
ne sont pas constantes.

Une titration spectrophotométrique du complexe 1:1
permet d'estimer 1l'ordre de grandeur de la cons-

tante de dissociation Kzgh = [cuL][n]/[cuHL], & par-
tir de laquelle on peut calculer KﬁHL = [CuHL]/[Cu]{HL]
soit la Fixation de 1'unité Asp sur le métal, et

enfin K:L. M

La détermination de KML s'effectue donc en plusieurs
étapes en considérant les équilibres successifs :

M
0 K
cu®t + HL?T =—= cunL

CuHL GasS Cul™ + H

ol [CulL] représente le complexe avec le groupe phénol
protoné, non coordonné au métal,
et [CuL]™ 1le complexe avec le groupe phénol coordonné.
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pH 12 T | | T i
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1 2 3 A 5 6

éq. NaOH

Fig.2 Titrations acidimétriques

s (3)-vasp . cu?*, (s)-vasp
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Conditions de mesures cf. 2.
Solutions
{5)-vasp
Cus0,.5 H0 {p.a. Merck)
Cus0,.5 H,0 (p.a. Merck)
Mesures
(s)-vasp 20 ml
24+
Cu 1m}
KH03 2 ml
H20 5 ml

titré par NaOH 0,0841 N

(s)-vasp 30 ml
Cu2+ 9 ml
KNO3 3 ml

titré par NaOH ©0,0846 N

Aprés ajustage du mélange au

2.1
3,75 1072 M
7,50 .1072 M (titration
acidimétrique}
1,25 L1072 M (titration spec~
trophotométrique)
3,75 1073 M
7,50 .1072 M (titration
" acidimétrique)
2 M
3,75 .10 M
1,25 .107° M (titration spec-
trophotométrique)
2 M

pH désiré, on préléve

une prise de 2 ml dont on prend le spectre visible.

On répéte le processus pour
PH (pPH 2,5 & 11,5).

différentes valeurs de



3.1, Détermination de la constante ¥
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MHL

s
ML 3 1'aide de mesures

spectrophotométriques

Le complexe [Cul]”™ présente nn maximum d'absorption &
416 nm 4l 4 la coordination du groupe phénol, [CuHL]
n'abgsorbe pas & cette lgngueur d'onde. Le graphe

Emax = F(pH) (cf. fig.3a), obteny & partir des mesures
spectrophotométriques, permet de déterminer la concen-
tration de {CuL]™ en Fenction du.-pH ce qui correspond

a4 ltéquilibre
CuHL == cul” + Y  pour lequel la cons-

tante de dissociation est KEEL = fecut]in]/fcudL].
En partant alors log({Cul]/[CuliL]) en Fonction du pH,
on obtient une droite (cf, Fig.3b) dont 1'intersection

avec l'axe horizontal donne :

PRy = 4,17
. MHL _ -5
soit Ky, = 6,75 .10

Cette valeur de K:EL

proximative car & pH 4, le ligand n'est pas totalement

doit 8tre considérée comme ap-

coordonné, il reste encore environ 20% de ligand libre
dans la solution.
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E max
L 1 ¥ | ) L 1 | T L]
| 4 i I i 4 1 1 1 i i pH
2 3 [ 5 6 7 8 g 10 1 12 13
Fig., 3a Titration spectrophotométrique de Cu2+.(s)~Vasp
tog ([ML] / (MHL))
T 1 ! 1 1
? (‘ & pH
5 -
- .

Fig.3b Détermination graphique de pKzﬁL
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Détermination de la constante KEHL 4 1'aide de la courbe

de titration acidimétrique et de Kﬁﬁb

Nous procéderons par approximations successives en va-
riant la valeur de KSEL estimée sous 3.1. jusqu'a
obtention d'une valeur constante pour K:HL‘

Le systéme 4'équations est le suivant

k, = Hj(uap)/B,t" ] 0 2) ¥y = [ulingLl/[H,L)

K, = [n](HL]/[n,L] i 4) et = [cut]{n]/[cunt]

Cy = [cu] + [CuHL] + LcuL]

c, = [H4L]‘+ [HaL] + [H2L] + [cubL] + [cubL] ,{[HL] et L]

sont négligeables aux pH considérés 3,5¢ pHg5,5)
[na] + [(H] + [HqL] = {H2L] + 2 [cuHL] + 3 [cuL]

bilan de masse

Xy = Lount]/{cul[mL]

C=¢ =¢ = concentration tot. en métal et en (§)-Vasp
incornues

LH L] [(Hat ], (K], HL], (eu ], [ouL |, [oun ] Ky,
[Na].LH].CM =C, variables, connues

Ko » Kl » K2 constantes, connues

x:EL "constante® pour une série de mesures

En résolvant le systéme on obtient

MHIL,
a=1+K,; /[H]

iNa] + [H] - C.y/a

lHqL] = |
x .- b.y/a b= 1+ LH)/K + X /[H]

M (c - [HL]o)(n]? = Kyn] - Lal/x,

Ko =

MHL

2 + 3 Kpib/[u]

2
[HyL]%.b.K, . K, y L

1t
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Le tableau 3.2 montre les valeurs de KgHL obtenues en

variant K" de 8,00 .107° & 4,50.107°
Pour_KnEL>5.00 1072 KﬂHL décroit régulidre-
ment quand le pH augmente.
MHL -5 M
Pour K, "¢ 4,50 .10 Ky croit avec le pii.

La valeur de KSEL doit donc @&tre.comprise entre

4,50 .10™° et 5,00 .10~7

MHL

Pour X "= 4,80 1072 l'écart observé entre les

valeurs maximalies et mini-

males de Kﬁ est le plus Faible, alors

HL

M 8
Ky, = (4,00 ¥ p,08).10

Caicul de la constante K:L

Xy = leut]/LoultL] = R

/Ly = 4,17 1013

Les hydroxycomplexes [CuLOH]®™ et [CuL(OH)2]3'

L'abaissement de la courbe de titration acidimétrique
aprés le troisiéme équivalent de base indique qu'il
y a formation au moins d'un monohydroxycomplexe :
CulH, 0" == culoh®” + *
et éventuellement d'un dihydroxycomplexe :
Cuboh®™ === cuL(oH))™ + '
cu d'un dimére :
20w === (CulOH)} + 2 ®¥



Tableau 3.2 Détermination de Hz

en variant la valeur de HMMr

MHL
e’ |m/1j | 6,75.107°(8,00.107°}5,00.107°}4,50.107 (4,75.1077 |4,80.107°|4,85.107%{4,90.1077
: M M : =M M E E M M
pit 2 0,005 | Ky L1/m] Ky (1/m) i (1/m] [0 [1/m] b 13/m]) i La/md [ty La/m] [x1E [a/m]
3,520 4,04.10% l4,02.10% 14,01.108
3,630 4,05.10% |3,94.10% }3.93.10% |3,92.10% |3,89.10°
3,730 3,13.20° |2,75.10% |3,85.10% |4,12.10% |[3,98.10% |3.95.10% [3.93.108 |3,90.108
3,825 4,14.10% [3,96.10% [3,93.10% |3,90.10% !3,36.108
3,945 3,95.10° |3,92,10° |3,86.10° |3,82.10% L
4,055 2,42.10% [1,92.10% |3,70.10% {4,30.10% !3,98.10% |3,92.10% |3.86.10% {3,80.108 1
4,170 4,55.10% [4,11.10% |4,03.10% |3,95.10% {3,88.120%
4,285 4,18.10% |4,08.10% [3,99.10% |3,90.10%
4,385 1,86.20% 11,34.10% |3,73.20% l4,98.10% |4,28.10% |4.16.10% |4.05.10% |3.94.108
4,510 5,02.10% |4,20.10% |4.06.10% |3,93.20% |2.81.10%
4,635 3,94.10° [3,79.108 |3,66.108
4,775 1,33.20% |8,94.207 |3,34.10% |5,15,10% |4,09.10% {3,92.10% [3,76.10% |3,61.1208
4,900 4,08.10% [3,90.10% |2,73.108
M 8

nﬂ.mr = 4,Bo ,107°

Ty = (4,00 % 0,08) 10

*
{en écartant la valeur 4,16 .10

8y
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Nous avons envisagé les 3 possibilités et cherché a
l'aide des méthodes graphiques de G. Schwarzenbach [12]
et R.L. Gustafson et A4.B. Martell [14] & déterminer
respectivement les constantes de formation d'un dihy-
droxycomplexe ou d'un dimére. Les résultats obtenus
infirment la présence de 1'un et de 1'autre.

X X ML
Détermination de la constante KMLGH

KﬁtOH est calculée & partir de la courbe de titration

acidimétrique en prenant les valeurs de pH Situées
entre 3 et 4,2 équivalents de base ajoutée (1'élec-
trode utilisée n'est plus fiable & des pH»11,2). lLa
Formation de |CuL]™ est alors quantitative et le
systéme d'équations est le suivant

KL ow
[Na)

d'ou 1l'on tire :

1

lcuton]/{cuL][on] i C=(cuL] + [cuLoH]

lou] + 3 |cuL] + 4 [cuLo]

lcur] = 4 ¢ + |oH] ~ |Na]

1}

ML [Ha] - 3¢ - Jai]

MLOH (3a ¢ + lOH] - [Nn])[OH]

Nous obtenons

ML _ + 3
KyioK = (1,59 = 0,10) 1o

Les valeurs de KEEOH restent constantes jusqu’i ad-
Jonction de 4,2 équivalents de base ce qui mgntre bien
qu'il ne se forme pratiquement pas de dihydroxycomplexe

dans le domaine de pH étudié,.
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Structure de |[Cu(S)-vasp]~

(5)-vasp est un ligand tétradenté. Les courbes de ti-
tration acidimétrique et spectrophotométrique montrent
que le groupe phénol est déja Fixé au métal en milieu
relativement acide. Une ouverture d'un bras carboxyla-
te au moment ou le phénol se coordonne est peu proba-
ble,

Lors de la formation du complexe, l*atome d'azote
tétraédrique devient un nouveau centre de chiraliteé,
ainsi la formation de deux diastéréoisoméres est pos-
sible :

sN[Cu(s)-Vasp]‘ RN[Cu(S)—Vasp]_
~Fig.4-

A 1'aide des modéles de Stuart (moddles & calottes)
on peut construire les deux isoméres sans déceler de
tension plus grande pour l'un que pour 1'autre.
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Il est impossible sur la base des faits expérimentaux
de savoir si la formation de 1'un des deux isoméres
est plus probable que celle de 1'autre.

La coordination d'un groupe carboxylate en position
axiale nous parait plus favorable pour un cycle a &
membres que pour un cycle & 5, SN[Cu(S)—Vasp]“ de-
vrait 8tre plus stable que RNLCu(S)—Vasp]" {cP.fig.4).

3.5.1, sN,RNLCu(s)—VaspJ‘ et |CuHBIDA]™

I1 est intéressant de comparer les complexes formés
par ($)-Vasp et HBIDA avec le Cu(lI). Les deux 1li-
gands ne différent que par leur type structural

R H H
*
CH,-NH-CH-COQR -CH_-N-CH,~COQH
2 | 2 2

CH2—COOH ) CH2~COOH

o—T (s)-vasp o—-I—c HB1DA

Ils se coordonnent & un métal de structure octaédrique
avec trois atomes donneurs dans le plan équatorial et

un atome en position axiale ; pourtant les groupes phé-
nolates de (5)-Vasp et HB1DA n'ont pas la méme affinité
pour le Cu(ll).{cf. tableau 3.5.1.2.). Le complexe du
cu{Il) avec HBIDA se forme d'abord par fixation du grou-
pe 1DA,puis, lorsque le pH est augmenté, le groupe phénol
est déprotoné et coordonné sur le métal [10].

Le comportement du Cu(lI} avec des ligands tétradentés
bifurqués différe assez nettement de celui des autres
jons métalliques (cf. tableau 3.5.1.1).
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Stabilités relatives des complexes for-

més par IDA et NTA*, Asp et {S§)-AMa¥*,
avec différents ions métalliques

A1tog &
. ML
log Ky 1042} asp?) | NTa?)] (5)-AMaP)
IDA-NTA | Asp~(5)-AMA
cu?*  |10,57] 8,40] 13,20 13,85 2,53 5,45
co?* 6,94| 5,96| 10,60 9.82 3,66 1,86
NiZ* 8,13| 7,14| 11,30[ 10,89 1,17 3,65
zn?t 7,24 5.80| 10,45| 9,90 3,21 4,10
* . . . . .
NTA : acide nitrilotriacétique
(5)-AMA : acide (S)-aspartique-N-monoacétique

) |15y ; P (3]

Tableau 3.5.1.2 Comparaison entre les complexes
formés par le Cul(ll) avec HBIDA

et (S)-Vasp
cust HBIDAS) {s)-vasp
10g Ky 10,91 8,60
-log xﬂtL 6,51 4,32
log Xy 16,11 15,62
M M .
log KML - log KMHL 5,20 7,02

<) |10)
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Lors de la coordination de tels ligands sur le cuivre,
trois facteurs entrent en considération : la taille
des cycles de chélation, la nature et la position de
1'atome coordinateur.

Discussion

On considérera d*abord le cas ol le complexe du Cu(IIl)
avec HBIDA a une structure octaédrique. La formation
de deux isoméres géométriques est théoriquement pos-
sible selon que lrarrangement de IDA autour du métal
est équatorial |CuHBIDAéq)™ ou Facial |CuHBIDAfac],
On peut comparer chacun de ces deux isoméres avec
ceux formés par le Cu{Il) avec {8)~vasp (cf. Ffig.$5).

Dans |CuHBIDAéq|~ le groupe phénolate est coordonné

en position axiale alors que dans 5y et xzhosﬁmvl<mwvu|
il est équatorial, un groupe carboxylate se trouvant

en position axiale. Or le phénol est un ligand plus
mou que -CO0 , il formera donc plus volontiers des
liaisons courtes avec le cuivre (position équatoriale),
d'autre part J. Gazo et al [3] ont démontré que dans
les complexes du type ocz»oa.
groupes carboxylates qui occupent les positions axia-
les. La position du groupe phénolate est donc moins
favorable dans [CuHBIDAéq )™ que dans Ry et 5ylcu(s)-
Vasp].

ce sont toujours les

[cuHBIDAfac]}™ doit avoir une stabilité comparable a
celle de wzﬁo:nmulﬁmmvuu Pour ces deux isoméres le
groupe phénclate est en position équatoriale mais le
groupe carboxylate coordonné en position axiale appar-
tient & un cycle & 5 membres ce qui est un facteur
peu favorable étant donné 1'allongement de la liaison
axiale généralement observé dans les complexes octaé-
driques du Cu(Il). Le gain de stabilité acquis lors de
la coordination du phénol signifierait que mz—o:nmvl
Vasp|~, dans lequel le groupe carboxylate fixé en
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position axiale fait partie d'un cycle 4 6 membres,
est plus stable que RN[Cu(S)-Vasp]- {cf. tableau
3.5.1.1, Alog k).

sylcu(s)-vasp]™ RylCu(s)-vasp]”

| CubE1DAGq]” {cutiBibaFac]™

-Fig.%-
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Le cuivre 11 préfére souvent une structure planaire a
une structure octaédrique |10],| 2. Lors de la coordi-
nation de HBIDA sur le cuivre, la formation d'un com-
Plexe de structure planaire est possible par ouverture
d'un bras carboxylate au moment de la fixation du
groupe phénoclate., Le complexe obtenu peut-&tre alors
comparé & [CuHB1DAfac]™ avec le bras carboxylate en
position axiale non coordonné. HBIDA devient un ligand
tridenté. La force de la coordination du phénol de
(58)-Vasp serait due & un effet chélate ce qui confirme
que (5)}-vasp est un ligand tétradenté. 5i cette hypothé-
3¢ est correcte, elle implique également que SNLCu(S)—
vasp|” est plus stable que RN[Cu(S)—Vasp]_ selon ce
qui a été dit au paragraphe précédent concernant les
stabilités relatives des isoméres [CuHBIDAfac|™ et

R [Cu(s)-vasp].

En conclusion, 1'étude comparative des isoméres for-
més par (5)-Vasp et HBIDA avec le cuivre montre que
(s)-Vasp est un ligand tétradenté et gque le groupe
phénolate préfére une position équatoriale & une po-
sition axiale dans un complexe de cuivre 11 de struc-
ture octaédrique, Elle Fournit des arguments nous
permettant de postuler que SN[Cu(S)—VaSp]_ est plus
stable que RN[Cu(S)-Vasp]_.

Dans le complexe SNLCu(s)hvasp]-, les deux positions
de coordination libres peuvent 2tre occupées par une
molécule de solvant. Le monohydroxycomplexe corres-
pondrait & la dissociation de la molécule d'eau en
position équatoriale. La molécule d'eau axiale étant
plus &loignée du métal, la Formation du dihydroxy-
complexe est trés faible & un pHp 11,2.



STEREDSELECTIVITE ET STRUCTURE DES COMPLEXES MIXTES

Ce chapitre traite de la stabilité, de la stéréosélec-
tivité et de la structure des complexes mixtes
[cu((§)-vasp)(L'} )™ (L'= imidazole (Im), histamine
(Hist), histidine {His), Notacétylhistidine (Naac-His),
phénylalanine (Phe} et valine (Val)). La variation de
la ceoncentration des espéces présentes dans la sclution
en fonction du pH sera aussi examinée, une bonne con-
naissance de 1'état du systéme A 1'équilibre étant
nécessaire avant d'entreprendre 1'étude de sa réacti-
vité en présence d'oxygéne.

Stéréosélectivité et complexes mixtes

Un systéme stéréosélectif est capable de Ffaire un cheix
parmi deux &lémenis de chiralité opposée et de réagir
de préférence avec l'un pluift qu‘avec l'autre.

Dans les systémes naturels, la complémentarité entre
ltenzyme et le substrat est souvent si étroite que la
stéréosélectivité de la réaction est absolue. L'étape
stéréopsélective pouvant &tre au niveau de la forma-
tion du complexe enzyme-substrat ou de la réaction
conduisant & un produit de chiralité définie.

Les complexes mixtes sont des modéles simplifiés
permetiant de mettre en évidence le phénoméne de la
stéréosélectivité, Afin de pouvoir observer une sté-
répsélectivité dans un complexe mixte, on cholisit
souvent des ligands pluridentés laissant un certain
nombre de positions de coordination libres sur le
métal ce qui permet la fixation d'um ligand secondaire.
Dans un systéme labile le ligand pluridenté doit &ire
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cptiquement actif et présenter une Structure imposant
une chiralité déterminée 4 1'ensemble de coordination,
On essaie en fait de reproduire le moddle de la'"ser-
rure et de la ¢lef", concept utilisé souvent pour don-
ner une image de la stérdosélectivité [23].

Détermination des constantes de formation K:EL'

des complexes mixtes

Les constantes K;tb' ont &té calculées A partir des
titrations acidimétiriques et spectrophotométriques
2, (s)-vasp ,
L* contenant le€s trois constituants dans un rapport

1:1:1.

en fonction du pH de scluticns de Cu

Conditions de mesures c<f.2.2.1

Solutions

(s)-vasp 3,75 .1075 #

Cus0,.5H,0 7,50 -10°2 i

L 1,50 .107° M

Mesures

{s)-vasp 3,75 .10°°M 20 m

cu* 7,50 .1072 M 1 ml titrations

L 1,50 .107° M 5 ml  acidimétriques
XNO 2 M 2 m

(s)-vasp 3,75 .107° M 40 ml

cult 7,50 1072 ¥ 2 ml titrations spectro-
L* 1,50 L1072 % 10m photométriques

KNO3 2 M 4 ml

ol L' = imidazole Fluka purum recristallisée

(8)-,(R)-histidine Fluka p.a.
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(s$)-,(R)-phénylalanine Fluka p.a.
{$)-,(R)-valine Fluka p.a.
(s)-Nxacétylhistidine Aldrich 994+%
histamine.2HC1 Siegfried Pn H VI

Tous les ligands L' ont &té titrés exactement dans les
mémes conditions que les complexes mixtes (titrations
acidimétriques ot l'on a remplacé (S)-Vasp par 20 ml
Hao). Les constantes d'acidités de ces ligands, dé-
terminées & partir des courbes de titrations, seront
utilisées lors des calculs des constantes de stabi-
lité des complexes mixtes.

fcu{(s)-vasp)(imidazole)|”

Introduction

Dans les métalloprotéines qui ont &té analysées par
rayons X, on a trouvé gque les ions métalliques étaient
généralement coordonnés aux chaines latérales des
acides aminés. Les complexes mixtes du type {CuLImJn—
ont &té souvent £tudiés pour savoir quel é&tait le

r6le joué par le groupe imidazole, chaine latérale de
1*histidine dans les métalloenzymes. En particulier
les structures de LCu(Gly—Gly)(ImH)2]0104,[Cu(Gly—Gly)
(ImH)(Hzo)].l.snao et [Cu(Gly—Gly—GlyH)(ImH)(Hao)J.Hao
ont é&té déterminées par rayons X |[16). Dans les trois
complexes on a une structure octaédrique déformée avec
tous les atomes d'azote coordonnés dans le plan équa-
torial formant des liaisons courtes avec le métal, les
positions axiales sont occupées par des atomes d'oxy-
géne provenant d'un groupe carboxylate, d'une molécule
d'eau ou d*'un ion perchlorate. Le cycle imidazole est
de préférence coplanaire au plan équatorial CuN4 sauf
en cas d'empéchement stérique ou de formation de liai-
son hydrogeéne.
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4.2.1.2. Titrations et calculs

La courbe de titration acidimétrique d'un mélange équi-
molaire de Cu2+. (s)-vasp, Im présente : (cf,fig.6)

- un effet tampon di & la protonation de 1'imidazole
par un des protons libérés lors de la coordination
de (5)-vasp (a)

- un point d'inflexion aprés adjonction de deux équi-
valents de base (a)

- un saut aprés adjonction du troisiéme équivalent de
base (b}

ce qui correspond aux équilibres suivants

2+

(2) Cu®" + HyL + Im &= CuL” + lmi" + 2 H*

(b} Cul”™ + lmu* = CuLlm™ + H*

R H
on +
Hol = @—CHQ—NHE?H—COOH_
CH ,~CO0
].
mHt = | }
N +

2
La courbe de titration spectrophotométrique (cf.fig.7}
permet de vérifier quantitativement, que la Formation
de [CuL]™ a lieu avant celle du complexe mixte, Soit
que la séquence des réactions f{a) et {b) est correcte.

Le calcul de la constante de stabilité du complexe

mixte : K:ilm = [cuLim]/[CuL][Im] est effectué & par-

tir du systéme d'équations : (cf. page 39)
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1) ¥y = (#](#,L)/[H,) i2) Ky = [H)[He)/{m,e]
3) Ky = lownti/lou]lue] i 4) Kyt = [cuL)|u)/cunt )
5) X, = [H][Im]/[ Imk] i 6) Ky'yp= LCulIn]/[cuL](1n]
7) €y = [Cul + [cunL] + [cuL] + |CuLim]
8) ¢, = [H3LJ + [H2L] + [CuHL] + [CuL] + [CulLIm]

([HL] et |L] sont négligeables aux pH considérés

5¢ PHL 6,7)

9) €y = [HIm] + [Im] + (MLIm]

10) [Na]+[HJ+[HIm]=[H2L]+ 2[cudL )+ 3[cvL]+ 3[culim]+ [0H]

C=Cy=C, =C; = concentration totale en métal (Cy)s
{8)~vasp (CL) et imidazole (clm)

en résolvant le systéme on obtient :
L50]3(b. 2. p+b. 2. 2(p-1) )+ [ HyL 1 (B(4p-2)-p(b~1))
+ p([Nal+[n] =3¢) = 0

avee a-1 . gfly/lu] i b= 1s x/LH]
p=1+ lul/Ry i ozo= Ky KE/lH]P
d'ol l'on tire : 1.5 o[ L]2
Z.4.
leu} = {H,L].b [tn] =3 3
[cutit] = z.bin,L]? P
{CuLJ = z.b{HBL]2(a—1) [Cuklm] = c~b([H3L]—za[H3LJ2).
et
uL (C-b(lH;L]- z.alnL]®)p
KMLIm

) (zb(a—l)[H3L]2}([H3L].b+ z.a.b[H3L]2)
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Les valeurs de Kﬁtlm calculées dans 1'intervalle de
pH correspondant au domaine de formation du complexe
mixte selon l'équilibre (b) sont réunies dans le ta-
bleau 4.2.1.2

Tableau 4.2.1.2 Calcul de Kyl

pH lewnn] | fou]™ | lourim]™  [KhE - l1/m]
5,135 | 3,12.1079 | 2,04.107% | 6,40.107> 1,35.10°
5,235 | 2,54.207% | 2,09.107 | 8,16.107° 1,35.10°
5,370 | 1,90.107% | 2,14.207% | 1,15.107% 1,39.10°
5,490 [1,45.10°% | 2,15.1073 | 1,48.107% 1,38.10°
5,610 [1,10.107% | 2,15.107% | 1,93.107% 1,41,10°
5,790 | 7,13.107° | 2,11.107% | 2,75.107% 1.42.10°
5,905 | 5,36.107° | 2,07.207° | 3.37.107% 1,42.10°
6,070 {3,52.107° | 1,99.207% | 4,34.107% 1,40.107
6,220 | 2,38.10° | 1,89.107% | s5,34.107% 1,39.10°
6,360 | 1,63.107° | 1,80.107% | 6,36.107% 1,39.10°
6,500 | 1,12.107° { 1,70.1072 | 7,31.10™4 1,36.10°
6,655 | 7,35.10°° | 1,59.107% | 8,41.107% 1,36.10°

4.2.1.3.

Bk < (1,38 1 0,04).10°

Discussion

Ltabaissement de la courbe de titration acidimétrique
en milieu basique, bien qu'il soit moins prononcé que
pour |Cu(s}-Vasp]™, indique qu‘'il y a2 Formation d'hy-
droxycomplexe.

Les constantes de iormation du complexe mixte et du
monchydroxycomplexe sont du mé&me ordre de grapdeur :

1t .1,38 100 Kﬁtou = 1,59 .10°

MLIm
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A partir de pH»10 la concentration de [cuLon]?™ nrest
donc pas négligeable, la formation d'un hydroxycom-
plexe ternaire selon la réaction :

Cullm™ + OH® =—— CuLImOH®"
est aussi possible,

H. Aiba et al [18) mentionne dans les complexes
[Cu(His)z] et [Cu(Hist)g] une dissociation du groupe
imino de 1l'imidazole en milieu basique qui serait
caractérisée par un déplacement hypsochrome du spec-
tre d'absorption dans le visible, Nous observons un
effetr semblable mais il existe aussi dans le complexe
[Cu({s)-vasp]” et dans les autres complexes mixtes y
compris ceux formés avec Phe et val, Le déplacement

du spectre d'absorption en milieu basique semble 1ié

4 la formation du monohydroxycomplexe plutdt qu'a
celle d'un complexe mixte ol le groupe imino de 1'imi-
dazole serait déprotoné. La présence d'une telle par-
ticule ou celle d'un hydroxycomplexe ternaire n'est
d'ailleurs pas vérifiée par le calcul dans le domaine
de pH érudié,

4.2.2. [Cu((S)—Vasp)((S)—histidine)]QT [cu((s)-vasp)(histamine)]™

[cu((s)-vasp)(Noacétyl(S)-histidine) ]2~

4.,2.2.1, Introduction

Les complexes entre le Cu{II) et 1'histidine ou entre
le Cu(IIl) et des di- ou tripeptides contenant de 1'his-
tidine ont été étudiés, en solution aqueuse, par de
nombreux groupes de chercheurs [17],[18],[19]),[21],[22]
&4 cause du rble important joué par le résidu histidyl
comme *site coordinateur® dans les systémes biologiques.
Le résidu histidyl dans les peptides a une influence
lors de la formation de complexe, sa position peut pro-
voquer de nettes différences dans le mode de coordina-
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tion des peptides. L'histidine peut agil comme ligand
tridenté ou bidenté ; dans ce dernier cas, on distin-
gue la coordination du type glycine {par les groupes
amino et carboxylate) et la coordination du type his-
tamine {par les groupes amino et imidazole).

D'aprés H. Sigel et D.B.Mc Cormick [20), dans le com-
plexe [Cu(liis),} en solution aqueuse, a pH 8,1 , une
molécule d'histidine est coordonnée au métal selon le
type glycine, 1l'autre selon le type histamine. La
structure du complexe mixce {Cu({3)-His){(S)~Thr)],
{Thr = thréonine), déterminée par rayons X montre que
1'histidine est tridentée et que tous les atomes d'a-
zote sont coordonnés dans le plan équatorial CuN, [22].

Titrations et c¢alculs pour L'=(S)-His et Hist

Le systéme devient plus compliqué qu'avec 1'imidazole

et ne peut Btre expliqué que si 1'on considére ensem-

ble les renseignements fournis par les courbes de ti-
tration acidimétriques et spectrophotométriques de mélan-
ges équimolaires de Cu2+.(s)-Vasp,L' {cf.Lig.8 et 9).
Nous pouvons en déduire la succession des réactions

en fonction du pi. Pour L'= {S)-His ;:

- le groupe imidazole de 1'histidine [ixe un des pro-
tons libérés lors de la coordination de (§)-vasp {(¢).

- le groupe amino ou le groupe imidazole de 1'histi-
dine et le groupe phénolate du ligand principal
sont en campétition pour un mé&me site de coordina-
tion sur le métal et il se forme d'abord un complexe
mixte [Cu{HL)L'] dans lequel le phénol n'est pas
coordonné (d).

- le deuxigme saut de la courbe de titration acidi-
métrique correspond alors a la déprotonation et a4 1la
fixation du phénol dans le complexe mixte (e).

En conséquence le systéme peut 8tre décrit 4 ltaide des

équations
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(¢)  Cu®" & Myl o+ WL === CulL + H,L'" 4 u"
(d)  CulL + HEL'+ === cu{HL)L+ 20"
{e) Cu(HL)L'~ _ cuLLt 27 ¥
ont H,L = (§)-vasp sous forme de zwitterion
cf. 4.2.1.2.
HLZ" = {8)-vasp avec le groupe phénol
protoné
HL' = His sous forme de zwitterion
HEL'+ = His avec les groupes amino et imi-
dazole protonés
cu(HL)L'~ = complexe mixte dans lequel le bras

phénolique est ocuvert

Les mémes considérations sont valables pour le complexe
mixte formé avec l'histamine (cf. Fig.8 et 9) mais il
Faut tenir compte du Ffait que l'histamine est sous for-
me de dichlorhydrate et que le groupe imidazole est
déja protoné

(@) e sl s L ® == cu(m)r + e

3
{ar) Cu(HL)L' _— CulL'™ + 1"
olt HQL'2+ = Hist.PEC1
Lt = Hist, neutre

Un calcul détaillé ne sera effectué que pour le sys-
téme ou le ligand secondaire est 1lthistidine, la d4é-
marche a suivre étant analogue avec l'histamine.

Les deux sauts de la courbe de titration acidimétrique
étant bien séparés, il est possible de déterminer dans
une premidre étape les constantes

MHL

KM(uL)L

= [cu(HL)L I/[cunL]{ L]
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1HlL

Calcul e KH(HL)His .

Le systéme d'équations est le suivant :

1) ¥ = Li,u i)/ ] p2) by = lnujin)/ngn]
1) KEHL = lounnj/eu]liL]  ; o4) K:EL = leul Jlu}/[cunt]
5) Ky = [Hb‘j[uj/[H?L'J 1 6) K, = L Hnl/Anue]
1, : 2

7} xn?ﬁL)L,= [cu{i)Le J/lconn ]l L ]

8) ¢, = [H3LJ + [ught o+ lounb] + jout] + [Cufunhr )
9) €, = [Cuf + [cunLf + [CuLf + [cu(nL}Lt]
10) Cp, = anL'J + [ ] ¢ [eu(nn)e |

11)  |wal=ln, b+ 2|cunn e 3lcun]s JLCu(nb)L'J-[uzh'j-[n*J

C=C,=C, =C ,= concentration totaile cn métal (CM).(S)-Vasp
(CL) et liis (CL,)

en résolvant le systdme on obtient :
[HJL]Q(z.b.p+z.a.h(p—l))+[H3Lj(b(4p—1)mp(b—l))wp([Na]u[HJ~BC)=0

on

1§

ML 2
a=1a+ k" Aul 5 p=(u} Ik K,

L' "L

x [u]/Klb

b=14+ xl/[uJ A Kl.K?_.K}:‘“L/[uJ2

d'on lton tire :

(C—b([HBLj uz.alﬁjhja)).p
(z.b[H3L]2)([H3LJ.b " z.a.b[HJLJ?)

(HI _
HUL)L'

11 faut remarquer que nous avons négligé la formation
des complexes [Cutlis]* ou [cutist j2! car en introdui-
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sant cette donnée supplémentaire le systéme devenait
trop difficile 4 résoudre (équation du quatriéme degré).
MHL MHL

M(HL)His O% 9€ Kyu(gL)uier ODTENUES ne
sont constantes que dans un domaine de pH restreint
{(entre pit 4,5 et 5,5 pour 1'histidine, entre pH 4,0 et

5,0 pour 1l'histamine), au deld de ces limites elles

Les valeurs de K

croissent ou décroissent réguliédrement,
L'ordre de grandeur de ces constantes est cependant correct.’
I1 était possible de les intreoduire, avec toutes les

autres constantes se rapportant aux systémes Cu2+.(S)~Va5p.
His ou Hist (y compris : KﬂHiS=LCuHiSJ/LCu][Hi5] et
KﬂHist=[CuHist]/[CuJ[Hist] {15])., dans le programme COMIC
[52) cailculant les concentrations de toutes les parti-
cules composant un systéme a4 partir des constantes appro-
priées. Les valeurs de KM(HL)L' sont alors déterminées

4 partir des concentrations de |[CuHL], {Cu(HL)L'] et

LL'] fournies par le programme pour différentes valeurs

de pH,
Tableau 4.2.2.2 Calcul des constantes KM(HL)L‘ pour

les complexes [Cufs)-vaspL' M avec
L'= (8)-liis et Hist

" :‘Esm. L3/n] ReCueyne [1/m]
= (8)-His L' = Hist
5,0 1,61 .10° 2,69 .107
6,0 1,60 .10° 2,67 .10°
7,0 1,57 .10° 2,68 .10°
8,0 1,57 .10° 2,72 .10°
9,0 1,58 ,10° 2,66 .10°
10,0 1,59 .10°% 2,72 102

gHHL MHL,
M(HL)(S) His M{iIL)Hist

={1,59 ¥ 0,02).10° & =(2,69 ¥ 0,03).107
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ML
MLL*
des complexes mixtes dans lequel le groupe phénol

La détermination de la constante de formation K

est coordonné s'effectue en calculant d'abord a par-
tir des courbes de titrations acidimétriques les

. N M{HL)L' .
constantes de dissociation KMLL' qul correspondent
a 1'équilibre

Cu(HL)L'™ === curne (1) Lyt

d'od 1'on tire :

Ky =loutne oundined = iy et gt

soit

L 4 _ ML _
x”m(s) yis= 1.45.10% 5 kg o= 3,71.10

Afin de déterminer lequel du groupe amino ou du groupe
imidazole de l'histidine empéche la coordination du
groupe phénolate de (S}-Vasp lors de la formation du
complexe [Cu{HL)L'], des titrations acidimétriques et
spectrophotométriques ont été effectuées en prenant
comme ligand secondaire : Noacétyl(S}-histidine dans
lequel le N-peptidique ne se coordonne pas au métal.
Les courbes de titrations sont analogues & celles
obtenues avec 1'imidazole (cf.6 et 7) indiquant qu'il
ne se forme pas de complexe de type [Cu(HL)L']}7

C'est donc le groupe amino de (5)-His qui se coordonne
dans le complexe [Cu{HL)(5)-1lis]™ a la place du groupe .
phénol de (5)-Vasp.
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4.2.3, [Cu{{5)-Vasp)((S)-phénylalanine)]QT [Cu((S)—Vasp)({s)-valine)]g-

4,.2.3.1. Titrations et calculs

Les courbes de titrations acidimétriques de solutions

2+ (s)-vasp, L* , montrent un abais-

équimolaires de Cu
sement de pK du groupe aminc pour ces deux acides ami-
nés (cf. Fig.6 et 8). Le complexe mixte se forme selon
1'équation :

2

cul” + L'~ == cull’ avec Kt = [cuts' /[cur](L’]

Le calcul détaillé de la constante K:tL'

téme analogue a &té donné par 6. Colomb [13]. Les va-
leurs de K:iL, {tableau 4.2.3.1) ne sont plus cons-
tantes pour des pH>»9,4 & cause de la présence du mono~

hydroxycomplexe [CuLOH]2”. L'existence d’un hydroxy-

pour un sys-

complexe ternaire n'a pas été déterminée par le cal-
cul dans le domaine étudié.

Tableau 4,2.3.1 Constantes de formation des complexes
mixtes pour L'=(S5)-Phe et (§)-val

on KﬁtL' f1/m] o K:iL' (1/m]
L' = (5)-Phe L' = (§)-val
8,300 8,75 .10° 8,240 1,56 .10°
8,435 8,50 .10° 8,390 1,53 .10°
8,555 8,40 .10° 8,545 1,52 .10°
8,685 8,45 .10° 8,655 1,51 .10°
8,820 8,20 .10° 8,730 1,52 .10°
8,925 8,30 .10° 8,835 1,47 .10°
9,030 8,50 .10° 8,950 1.48 .10
9,165 8,70 .10° 9,105 1,48 .103
9,230 1,54 .10°
9,340 1,56 .10°

Rir(s)-pne=(8:520,2).20% Ryt o) o =(1,52%0,04).10°
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4.2.4, Conclusions

Les stabilités des complexes mixtes décroissent, en
fonction de L', dans le sens

Hist® (5)-His>(8)-Val® Im>>(S)-FPhe

Les valeurs trés voisines des constantes de stabili-
té des complexes mixtes pour L'= Hist ou His font sup-
poser que 1'histidine est ici un ligand bidenté du
type histamine, 1l'effet chélate qui devrait manifes-
ter la coordination du groupe carboxylate est inexis-
tant.

La coordination de ligands du type histamine (L'=Hist,
His) conduit & des complexes mixtes plus stables que
ceux de ligands du type glycine (L'=vVal,Phe)

La grande stabilité des complexes [CulIm]™ et [CuiHist]™
peut &tre due & un'effet de charge". L'imidazole et
1*histamine sont des ligands électriquement neutres,
leur coordination sur un complexe anionique est fa-
vorisée par rapport aux acides aminés qui possédent

une charge négative sur le ion carboxylate.

4.3. Composition du systéme [Cu(s)-vaspL']®”

A l'aide des constantes d'un systéme, on peut établir
le diagramme des concentrations des espéces présentes
dans la solution en fonction du pH. La composition du
systéme varie selon la nature du ligand secondaire,
elle a été déterminée pour L'=1m,(5)-His,Hist et (§)-
Phe (cf, fig.l0 a),b),c) et 4}). Le calcul a &ié ef-
fectué & 1l'aide du programme CQHMIC |52].
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Discussion

Les coefficients d'extinction & 416 nm des complexes
[CuLL']n- ou de 1'hydroxycomplexe ne sont pas connus,
Les particules |culL] et [Cu(HL)L']™, bien que le phé-
nel ne soit pas coordonné, absorbent également a cette
longueur d'onde. 11 est impossible, & partir des dia-
grammes de la fig.1l0, en additionnant les concentrations
des particules obtenues pour différentes valeurs de pH,
de reconstruire exactement la courbe spectrophotomé-
trique expérimentale mesurée pour ces systémes,

Fig.10 Diagrammes des concentrations des espéces
présentes dans le systéme [Cu(S)-vaspL' ™™
en fonction du pH.

Fig.10a L' = Im
2+ .
L] Cuaq ' & CuHL , O Cul , a Cul' ,

& CulL' , 0 cuL(on)
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Les variations observées entre les compositions des
systémes de 1'histidine et de 1'histamine sont dues
principalement & la différence d' "acidité" de ces

dewx ligands (X;X, =5,24.107'% xx,  =7,57.107'7),

His Hist
En milieu acide la stabilite relative des complexes

LCuL'] intervient aussi, & partir de pH:;7. les deux
systémes évoluent de fagon semblable.

En milieu basique, l'importance relative des complexes

{CuLL' | et [CuL(OH)JQ* varie fortement en fonction
du ligand secondaire. Avec l'histidine et 1'histamine,
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le complexe mixte prédomine nettement & pH 11,0 ,
1'hydroxycomplexe ne représentant que 10 a 15% de
la concentration globale, Pour 1m et {S)-Phe, le
complexe mixte et 1'hydroxycomplexe sont présents
en quantité sensiblement égale & ce pH.

Stéréosélectivivé de |Cu{s)-vasp]”

Les courbes de titrations acidimétriques d'un mélan-
ge cu?*, (s)-Vasp avec les antipodes optiques de Phe,
Val et His ne sont pas superposables (cFf. Fig.1ll et
12) ce qui témoigne généralement de la présence d'une
certaine stéréosélectivité dans le systéme. Four ces
trois acides aminés 1'isomére (S) Forme le complexe
mixte le plus stable avec |[Cu{5)-Vasp} .

Avec (R}~ et {5)-His La formation du complexe mixte
Lcu(HL)His])™ est plus stéréosélective que 1'étape de
la déprotonation et de la fixation du phénol

les courbes de titrations sont superposées dans ce
domaine, les constantes de dissociation KEEEE)L'

sont assez proches pour les deux énantioméres et res-
pectivement égales a

-10

4,35 .10 pour (5)-His

10

4,90 .10° pour (R)-His

Les constantes K:tb'
les constantes K:?EL)L' pour {R)- et {5)-His sont
réunies dans le tableau 4.4 , pour chacun de ces aci-
des aminés nous indiquons aussi le facteur stéréosélec-
tif

pour {(R)- et (S)-Phe et Val,

M
Ky = Knt(s)b-/ Kﬂt(R)L'
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Tableau 4.4 Stéréosélectivité des complexes mixtes
|cu{s)-vaspL' [ selon L'

2= L MHL
[Cu(s)-vaspL ] K:LL' KM(HL)L' K,
L' = (8)-Phe 8,50.10°
5 1,79
(R)-Phe 4,75.10
L' = (§)-val 1,52.10°
3 1:94
(R)-val 0,78.10
L' = (5)-His 1,59.107
oo 1,47
(R)~His 1,08.10°

4.4.1, Discussiogn

Le complexe {Cu{s)-Vasp) présente une structure tri-
dimensionnelle capable de transmettre certaines in-
Formations & une molécule chirale mais la configura-
tion du ligand secondaire influence aussi la stéréo-
sélectivité de la réaction. Le facteur stéréosélec-
tif diminue dans le sens Vall» Phe His.

La faible stéréosélectivité observée avec l'histidine
corrobore 1'hypothése que cet acide aminé est bidenté,

G. Colomb [13] a étudié les complexes mixtes de {Cu{s)-
AMA}™ avec plusieurs acides aminés (R) et (S) dont

Phe et val. Il n'a pas décelé de stéréosélectivité dans
la formation de ces complexes & 1'aide de titrations
acidimétrigues, Ceci montre que l'apparition de la sté-
réosélectivité dans le systéme [Cu(§)-vasp]™ est liée

4 la présence du phénol, le groupe N-monoacétate de
(5)-AMA ayant &té remplacé par un groupe
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N-{ 2-hydroxy-3-méthoxy-benzyl) dans (S§)-Vasp.
L'influence du phénol sur la stéréosélectivité est due,
en partie, a des effets stériques. Le facteur K, rela-
tivement petit obtenu avec 1'histidine, s'expliquerait
par le fair que le phénol n'est pas coordonné lors de
ltétape stéréosélective et peut se placer dans une po-
sition telle que 1'empBchement stérique soit minimal.
Il est difficile cependant d'attribuer la stéréosélec-
tivité du systéme uniquement 3 des facteurs stériques,
D'aprés les modéles, ils ont peu d'importance dans

les complexes mixtes formés avec Val et Phe et ne mon-
trent pas pourquoi 1'acide aminé {§) donne un complexe
plus stable que l'acide aminé (R).

Il serait intéressant d'examiner si la stéréosélecti-
vité du systéme est augmentée avec un ligand possé-
dant wn ou plusieurs substituants encombrants sur le
noyaw phénolique.

Structures des complexes mixtes SN[Cu(S)-VaspL']n_

Pour chaque complexe mixte il existe un nombre plus
ou moins grand de siructures possibles selon la natu-
re de L'.

La £ig.13 donne les structures des complexes [CubL']
pour L'=Im,Phe,Val et {Cu(HL)L'] pour L'=His et Hist.
Avec 1'histidine on trouve théoriquement 21 formes
pour chaque énantiomére de 1'acide aminé, nous avons
éliminé toutes celles ol 1'un des groupes amino ou

.imidazole n'étaient pas coordonnés. 11 reste alors

§ structures ol 1'histidine est bidentée (type his-
tamine) ou tridentée.
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sN[Cu(s)-vasplm]" (structures I et II Fig.13)

Deux structures sont possibles selon que l'imidazole
est fixée en position équatoriale (I) ou en position
axiale {I1I). La structure de plusieurs complexes mix-

"tes du cuivre avec l'imidazole est connue [16], 1'imi-

dazole est toujours coordonnée en position équatoria-
le, le cycle imidazole est de préférence coplanaire
au plan équatorial. La structure I nous parait donc
la forme la plus probable pour le complexe [CuLIm]”.

SN[Cu((S)—Vasp)((S)—His)]z' (struct. III & XI fig.13,

R = -C007)

Pour le complexe mixte dans lequel le phénol n'est
pas coordonné il y a neuf structures dans lesquelles
lthistidine est bidentée (type histamine) ou triden-
tée.

Nous avons trouvé précédemment (cf. 4.2.2.2) que

{a) 1le groupe amino de (5)-His interagit avec le
groupe phénolate de {S)-vasp

{(b) 1les constantes de Formation K:?EL)L' sont trés
proches pour l'histamine et pour 1'histidine
c'est-4-dire que le groupe carboxylate est trés
faiblement ou pas du tout coordonné.

Les structures 1V,VI,VII,VIII,X et X1 ne satisfont pas
4 la condition (a) ; les structures IX,X et XI sont
peu probables en conséquence de (b). Il ne reste que
les deux formes II1 et V.

bans tous les complexes du type CuNxUy dont la struc-
ture est connue, les atomes d'azotes sont situés dans
le plan équatorial [3],[16],[22], on peut attribuer
alors au complexe [Cu(HL)}{(5)-His)]™ 1a structure III.
Dans le complexe [CuL((S)~His)]2_ le phénol se coor-
donne 4 la place du groupe amine qui doit se fixer
dans une position axiale, peu favorable,
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Fig.13 Structures des complexes mixtes de S, [Cu(s)-vaspL']}?”

ey

13a  [cuLn']” L' = Im (R =-l)

13b  [cu{HL)L']™ Lt = {S)}-His (R =-Cc007)
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13¢  feuw(uLiL]” L' = (R)-His {R =-C007)

XV XvI XVil

13d@  |[Cu(HL)L'] L' = Hist, ¢f. L' = (8)-His,
struct. 111 4 V111 (R =-~H)



—Edm

13e  jcuLLt ] L' = (5)-His (R =-M), (K)-His (R =-c0O”Y,
) Hist (R =~11)

13 [CuLL']z_ L' = Naac{5}-His, cf. L' = 1m, strucE.
I et I1 (K =~CH2—HC(NHCOCH3)COO )

13g L' = (§)-Phe, (&)-val
<o\._
N-(:Tw_——
l
O
xX XX
13n  [culL']? L' = (R)=Phe, (R)-val
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La stéréosélectivité dans 1'étape de la Fixation du
phénol est beaucoup plus faible que lors de la Fforma-
tion du complexe |[Cu{HL)L']™ ce qui indiquerait que
les structures des complexes LCuLL']e" sont identiques
pour les deux iscméres de l'histidine. Une isomérisa-
tion au moment de la fermeture du cycle phénolique,
avec interversion des positions occupées par les ato-
mes d'azote des groupes amino et imidazole de {R)-

ou de {S)-histidine n'est pas exclue.

Pour les complexes [CuLL']n' avec L'=(S),(R)-His, Hist
les deux structures XVIII et XIX sont possibles, elles
nous paraissent probables 1'une et 1l'autre.

Dans les structures XVI111 et XIX les trois atomes d'a-
zote et le métal sont situés dans un m&me plan CuN3
auquel le phénol est perpendiculaire. La diminution

de l'extinction 4 416 nm obServée lors des mesures
spectrophotométriques pour les complexes mixtes de
1thistidine et Ge 1'histamine pourrait signifier que
dans ces complexes le plan équatorial contient les
trois atomes d'azote et que le phénol se trouve en
Position axiale donc plus éloigné du cuivre que dans
le complexe [Cu(S)-Vasp] .

SNLC“((S)‘VaSP)((R)‘His)Ja_ (struct. X11 a XvIL Fig.13)

Pour le complexe mixte [Cu(HL)L']”, six structures sont
possibles, en éliminant celles on 1'histidine est tri-
dentée. La coordination du phénol est inhibée, comme
avec (S)-His, mais nous n'avons pas pu déterminer si
le groupe inhibiteur é&tait le groupe amino ou le grou-
imidazole de (R)-His, Si l'on admet aussi que les ato-
mes d'azote sont tous dans le plan équatorial il ne
reste que deux structures possibles:XII et XI1I.

Dans la structure X1l le groupe carboxylate se trou-
ve dans une position permettant trés facilement sa
coordinaticn en positicn axiale, 2 la place d'une mo-
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lécule d'ean. L'histidine serait alors tridentée et
le complexe mixte formé devrait &tre plus stable que
celui obtenu avec {S)-His ce qui n'est pas le cas.
La structure X111 correspond 2 la forme la plus pro-
bable du complexe LCu(HL)((R)—His)J2T

Des Facteurs stériques semblent intervenir dans la
formation stéréosélective du complexe |Cu{HL)({S)-

His ™.

Dans le complexe mixte avec {R)-His, d'aprés la struc-
ture X1I1, la compétition entre les cycles phénoli-
que et imidazole pour la méme position de coordination
n*est stériquement pas Favorable.

Structure du complexe LCuL(R)—His]a' (cf. 4.5.2.)

4.5.4, sN[Cu(s)-VaspHist]' (struct. I11 & VIII, Ffig.13, R=H)

Pour le complexe |Cu({HL)Hist], six structures soat
possibles. En reprenant les considérations faites
pour (s)- et (R)-His, les structures V & V111 peu-
vent 2tre éliminées., 11 est assez difficile de dire
laquelle des deux formes 111 gu 1V prédomine. D'aprés
le facteur stéréosélectif obtenu pour les énantiomé-
res de l'histidine, la structure 11l devrait &tre un
peu plus probable que 1'autre.

Structure du complexe |CuLHist]™ (cf. 4.5.2.)

4.5.5. SN[Cu(S)—Vasgxnuac(s)—His)]2_ {struct. 1 et 11, fig.1l3
R= —CH2—CH(NHCOCH3)COO_

Le ligand secondaire n'est coordonné que par le grou-

pe imidazole, deux structures sont possibles comme

pour le complexe {[CuLlm]™. De nouveau on peut admet-

tre que l'imidazole se trouve en pcsition équatoriale
(structure 1) mais le cycle imidazole, & cause de 1'en-
combrement stérique du groupe —CHQ-HC(NHCOCHa)COO' ne peut
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&tre coplanaire auv plan équatorial. D'aprés les cour-
bes de titrations acidimétriques, le complexe mixte
est moins stable que c¢eluid obtenu avec 1'imidazole.

SN[Cuﬁs)-Vasﬁ((S)-.(R)—L'J]g' L* = Phe ou Val (struct.

XX 4 XXIII f£ig.13)

FPour chacun des énantioméres de ces deux acides ami-
nés, deux siructures sent possibles.

Les structures XX1 et XX1I1l, avec les deux atomes
d'azote et 1'oxygéne phénclique dans le plan équa-
torial scnt théoriquement les plus probables.

Ces deux structures ont le désavantage de ne pas ex-
pliquer par des effets stériques la stéréosélectivi-
té observée avec ces deux acides aminés, alors que
dans les structures correspondantes construites a
partir de 1'iscmére RN[Cu(S)—Vasp]'. les modéles a
calottes montrent une interaction stérique importan-
te entre le groupe méthoxy en position ortheo sur le
noyau phénolique et les substituants des chaines la-
térales de {R)~Val et (R)-Phe.

La stérécsélectivité de ce systéme indique que la
formation des complexes mixtes de 1'isomére
RN{CU(S)-Vasp]- n'est pas exclue bien que la fixation
en position axiale d'un bras carboxylate apparte-
nant & un c¢ycle & 5 membres ne soit pas trés favora-
ble dans les complexes de Cu(ll) (cf. chapitre 3).
La stérécpsélectivité d'un systéme ne peut toutefois
étre réduite uniquemeﬁt &4 des facteurs stériques.



—G8-

4.6, Tableau récapitulatif:Constantes de stabilité de

[cu(s)-vasp]™ et [cu(8)-vaspL']™

M M ML
Complexes KL KuL KMLOH
lcu(s)-vasp]™ | 4,00.10° | 4,17.10% | 1,59.10°
. MHL ML

[Culs)-VaspL' ] KM(HL)L' L
L' = Im 1,38.10°
Hist 2,69.10° 3,71.10%
(8)-His 1,59.10° 1,45.10%
(R)-His 1,08.10° 1,15.10%
(8)-Phe 8,50. 102
(R)~Phe 4,75.10%
(8)-val 1,52.10°
(R)-val 0,78.10°
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REACTIVITE DU SYSTEME [CuLL']™  EN PKESENCE D'OXYGENE

Introduction

La molécule d'oxygéne {6],[24],125]

Ltatome d'oxygéne a une configuration électronigque
1 2
s
Formant des orbitales moléculaires. & 1l'état fonda-
mental deux électrons se trouvent dans des orbitales
antiliantes W ¥, Les états excités les plus proches
sont obtenus par une redistribution des électrons

252 2p4. Deux atomes d'oxygéne se combinent en

dans ces orbitales w*,

L'oxygéne posséde une énergie d'ionisation élevée
(13,6 ev}, F20 est la seule molécule ol 1l'oxygéne

est sous forme cationique. L'existence des particu-
les 05 et Og' est prédite par la théorie des orbita-
les moléculaires : un ou deux électrons peuvent s'in-

troduire dans les orbitales w*,

La chimie de 1'oxygéne est caractérisée par son grand
pouvoir oxydant et par son inertie cinétique. 5a ré-
duction peut s'effectuer en une seule &tape a4 4 €lec-
trons ou en plusieurs stades a 1 ou 2 électrons.

e e e e
o HO H,0 H,O + OH 2 H,0
2 0,13 241, 22.40,72 ? +2,82 2
2e 2e
+0,67 +1,77
se

+1,23
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sée par un complexe Cu{ll)-morpholine est décrite par
W.Brackmann et E.Havinga [26]|. Ces auteurs ont cherché
un systéme capable de reproduire 1'action de la tyrosi-
nase : hydroxylation spécifique de la tyrosine en posi-~
tion ortho par 1l'oxygéne. Dans le modéle de Brackmann

et Havinga, l'agent oxydant actif est H,0, (1a réac-
tion est inhibée par la catalase) alors que dans les
systémes naturels c'est 1'oxygéne,

Lroxydation et 1a polymérisation de dérivés phénoli-
ques catalysées par des complexes Cu(l)-amine ou Cu(II)-
"amine ont été étudides par C.F.Endres [27], H.Finkbeiner
l28] et s.Tsuruya {29].

K.wiithrich et §.Fallab ont examiné l'oxydation de 1'o-
phénylénediamine (H2B) par 1'oxygéne en présence de
cu(II1) |49),[50]. La cinétique de 1a réaction mentre
que l'espéce réactive est un complexe ternaire
(HEB)20u2+(02). La formation de ce complexe détermine
la vitesse de la réaction. Le transfert d'électron
entre H,B et 0, est possible par 1'intermédiaire du
métal. La réaction ‘est accélérée par la présence de
ligands monodentés tels que Cl'.Br‘,NHB.pyridine on
imidazole. L'effet de ces ligands est cinétique {for-
mation d'un complexe mixte réactif (HEB)Cu2+(L')) et
thermodynamique (stabilisation du métal a 1l'état d4d'oxy-
dation Cul(I)).

L'oxydation de 1'acide ascorbique par 1'oxygéne en pré-
sence de Cu{il) a été observé par A.E.Martell [51],
R.Jameson et al [30],[31],132] ont effectué une étude
plus approfondie de cette réaction.

5elon ces auteurs, les espéces cinétiquement actives
sont des diméres permettant un transfert simultané de
deux électrons a l'oxygéne via la formation de deux
unités Cu(1iI)-ascorbate. La cinétique de la réaction
dépend aussi de la nature et de la concentration de
l'électrolyte de base.
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Des complexes du Cu(lII)-tétraglycine stables en mi-
lieu aqueux sont mentionnés par D.W.Margerum [33],
134]. L'existence de tels complexes suggére une voie
métabolique permettant 1l'activaticn de la molécule
droxygéne lors de 1'oxydation des peptides dans les
systémes biologiques. L'apparition d'une bande 34'ab-
sorption intense & environ 365 nm est caractéristi-
que de la présence de Cu(IIr) [33].

Réactions avec mmom

Les oxydations du catéchol et de 1'o-phénylénediamine
par H,0, sont catalysées par le Cu(11) [35],[36). La
formation d'un complexe o:hHHu:=m0m a &té démontrée
dans les deux cas. La décomposition catalatique ou la
réduction de H 0, en présence de complexes du Cu(II)
avec des ligands aminés ont intéressé plusieurs grou-
pes de chercheurs [37],[38].[39]. Dans ces réactions
le ligand aminé simule le rfile de la protéine en for-
mant un complexe trés stable avec 1l'ion métallique

sur lequel se fixent une ou deux molécules de mmom.

Le transfert d'électrons se fFait par l'intermédiaire
du métal {38].

H,Erlenmeyer [40] introduit en plus dans le systéme
un ligand secondaire, hydrazine ou hydroxylamine. La
particule réactive est alors un complexe ternaire
—rozr.mmomH. le ligand secondaire participe a la réac-
tion, 1l est oxydé en N,
H. Sigel [41] a montré que la présence de positions
de coordination libres est nécessaire & 1'activité
catalatique des complexes aminés du Cu{I1I).



-73-

5.1.2.3. Transaminations et oxydations désaminatives

M.Ikawa [42] et D.E.Metzler [43] ont &tudié les réac-
tions suivantes

a} transamination [43]

HO + 2
HOH,, H Y3 W™ nom, OH 2 coo-
+ R-CH-COO™ ==== O + R-G-CO0
air
Hy Hy
pyridoxal + aa pyridoxamine + cétoacide
b) oxydations désaminatives [42]
+
My u™air 0 _
R-CH-CO0™~ > R-C-CO0™ + NH ,
pyridoxal
aa cétoacide

Les réactions a) et b) se déroulent & 100°C en pré-

sence d'un ion métallique ; 1le Cu2+

est le catalyseur
le plus efficace., Le pH optimum est situé entre 4 et 5
pour les réactions de transamination.

Les oxydations désaminatives ont lieu de préférence

en milieu basique (pH:;9.6). La formation des céto-
acides dérivés de Gly, Val et Glu a été démontrée, le
cétoacide provenant de l'histidine est décomposé dans
les conditions expérimentales utilisées. Le dégagement
de NH, mesuré correspond & la concentration d'acide
aminé transformé. La présence de pyridoxal accélére la
réaction, 1l est partiellement consommé au cours de la
réaction,
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L'étape oxydative comprend la formation d'un complexe
acide aminé-métal-pyridoxal. Un changement de valence
du métal n'a pas pu &tre prouvé.

A.E.Martell et M.Calvin pensent que ces systémes sont
des modéles intéressants pour l'étude de 1'oxydation
enzymatique des amines |44].

Observations générales

Une solution aqueuse d'un mélange équimolaire de Cu2+,

(s)-vasp, L' brunit plus ou moins rapidement en pré-
sence d'oxygéne, en milieu basique.

Aprés une période d'induction de longueur variable
selon L', on observe un changement important du spec-
tre de la solution avec une augmentation de 1'absorp-
tion dans tout le domaine du visible.

La réaction n'a pas lieu sous azote, en absence de

ion métallique ou avec un ligand ne possédant pas de
groupe phénolate.

Le Cu(II) est un catalyseur beaucoup plus efficace que
Ni{II} ou Zn{I1I}.

La vitesse de la réaction dépend du pH et de la nature
du ligand secondaire. Les produits formés varient éga-
lement suivant L'.

Une analogie existe entre les phénoménes observés et
les oxydations phénoliques dans les systémes naturels.
On peut alors se demander si le systéme décrit consti-
tue un mod&le chimique capable d'imiter 1'action des
phéncloxydases.

Une é&tude plus approfondie de la cinétique de la réac-
tion est nécessaire pour répondre a cette question,
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Cinétiquas au spectrophotométre

La cinétique de la réaction peut &tre suivie facile-
ment au spactrophotométre. La variation de 1'absorp-
tion en fonction du temps est relevée 4 500 nm afin

de rester jusqu'ad la fin de la réaction dans le do-

maine de mesure de 1'appareil.

Conditions da masuras

Les cinétiques ont été effectuées dans une cuve Metrohm
thermostatisée a 25°C, Les différents réactants sont
mélangés dans les proportions désirées en pipetant les
quantités nécessaires dans des solutions de réservea, La
concentration initiale des réactants est généralamant
comprise entres 1,0 L1073 et 1,3 .10—3M. Le pH du mélan-
ge est ajusté a l'aide d'une solution d'hydroxyde de
sodium et maintenu constant durant toute la réaction
par un pH-stat. Un courant d'oxygéne barbote & travers
la splution. On prend le spectre du mélange réactionnel
entre 700 et 380 nm, & des intervalles de temps varia-
bles selon la vitesse de la réaction.

Essais d’orientation

Dans une premiére série de mesures la stabilité des
différents constituants du systéme en milieu basique
et en présence d'oxygéne a été examinée ainsi que la
vitesse d'hydroxylation sur les positions para ou méta
du noyau phénolique.

Cinétiques préliminaires

conditions ¢ pH = 11,0 , 0, , réactants en quantité

2
équimclaire

systémes étudiés

1 (8)-vasp 3 Cua*. {s)-vasp
2 (S)-vasp , (S)-His - 4 cu?*, (8)-His
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5 cus*t , (5)-His , phénol
6 cust , {s)-His , pentachlorophénnl
7 cu®t , (s)-His , 3,5 diBr(s)-Sasp

Les cinétiques de 1 a4 4 permettent de vérifier que la
réactivité du systéme en présence d'oxygéne est maxi-
mum lorsque les trois partenaires : métal, ligand prin-
cipal, ligand secondaire sont présents, bien que le
systéme ne scit pas inerte en absence de ligand secon-
daire (cf. tableau 5.3.2).

Le mélange cu®t , (8)-His se décompose lentement, la
solution initialement bleue devient verditre, un léger
précipité brun, floconneux apparait aprés une période
de 2 4 3 jours. Cette décomposition de solutions de cu®t
et d'histidine en milieu basique a déja été observée
[45] et étudiée j46]. sa vitesse est fonction de la con-
centration des réactants. La réaction est trés lente
pour les concentrations (10'3M) avec lesquelles nous
travaillons et n'’interfére pas avec la réaction d'oxy-
dation du systéme.

Les cinétiques en présence de phénol ou de 3,5 diBr{S)-
Sasp montrent que la coordination oriente le phéncl
dans une peosition plus favorable & i'attaque de la mo-
lécule d'oxygéne et que la position para est beaucoup
plus réactive que les positions méta.

Le systéme contenant le pentachlorophénol évolue de la

2+

méme fagon que le mélange Cu®  , (§)-His car 1'hydroxy-

lation sur le noyau phénolique est impossible.

Les résultats donnent une image encore assez imprécise
de la réactivité du systéme. Un certain nombre de fac-
teurs influeng¢ant la réaction ont été examinés plus
attentivement.
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5.3,2, Influence du ligand secondaire

Tableau %.3.2 Cinétiques pour différents ligands L'’

Conditions : pH = 11,0 , 02 , réactants en gquantité
équimolaire
. . _1 . - . .

L Vg Lmin™ "] ig [min] Epinal

- 8,3 .107% 250 0,38
(S)-~Phe 2,7 .1073 285 0,88
{s)-val 3,7 1073 230 -
(s)-His 5,3 .1072 20 1,74

vg = dE/dt variation de 1'absorption & 500 nm en fonc-
tion du temps (cf.Fig.15)

i

E période d'induction

Dans la £ig.14 nous donnons & titre d'exemple la varia-
tion des spectres d'absorption pendant l'oxydation pour
les systémes Cu°*, (S)-Vasp (Cuv), Cu®‘,(S)-Vasp,(S)-Phe
{CuvPhe) et Cu2+.(s)—vasp,(s)—His {CuvHis), 1la concentra-
tion initiale est de 1,2 .107° M pour chacun des réac-
tants dans les {rois systémes. La variation de 1'absorp-
tion & 500 nm en fonction du temps pour ces trois sys-
témes est représentée dans la fig.15. L'histidine est

le ligand secondaire qui augmente le plus la réactivité
du systémwe en agissant sur la période d'induction, sur
la vitesse de la réaction et sur 1la nature des produits
obtenus (cf.tableau 5.3.2}).

Une étude plus approfondié de la cinétique de la réac-
tion avec 1'histidine a &té entreprise, emn variant d'aun-
tres paramétres (pH, concentration globale, concentra-
tion en histidine).
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Fig.14 oOxydation de CuvlL': variation des spectres visibles

en fonction du temps
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Réactivité du systéme avec 1'histidine

Influence du pH

Tableau 5.3.3.1 Cinétiques CuVHis & différents pH

Conditions : D, , réactants en quantité équimolaire
v i v i
E E |oH] loH]
PH
[min1) [(min] | [m.17Y.min"1) fmin]
7.8 2,1.107% | 1680 * -
9,1 2,6.1073 345 7,0.107% 186
10,2 1,8.1072 55 6,5.1073 60
11,0 5,3.107° 20 2,0.10°°2 20

: ¢cf. remarque

VLOH] = dlou]/dt : conscmmation de base en Fonction
du temps
i[OH] : péricde d'induction se rapportant 3 la consom-

mation de base

Remarque : la réaction & pH 7,8 ne consomme pas de base.
Le systéme n'évolue pas comme les autres et
ne peut 8tre comparé avec eux.

Les graphes de la variaticn de 1l'absorption ou de la
consommation de base en fonction du temps sont dennés
dans les fig.1l6 et 17 pour trois valeurs de pH.

La longueur de la période d'induction est inversément
proportionnelle a la concentration en ions hydroxyles.
Une particule dont la concentraticon augmente en milieu
basique réduit le temps de latence. L'étude de la com-
position du systéme en foncticn du pH effectuée au cha-
pitre précédent (cf.4.3. £ig.lo) montre que cette par-
ticule peut 2tre 1'hydroxycomplexe ou le complexe mixte.
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§'il s'agissait de 1'hydroxycomplexe, des ions hydro-
xyles seraient consommés pendant la période d'indnc-
tion également en milieu basique. Une intervention du
complexe mixte durant la période d'induction est pro-
bable.

vVariation de la concentration globale des réactants

Des cinétiques ont été effectuées & pH=11,0 , sous 02
(solution saturée & 25°C) pour gquatre concentrations
initiales de Cu2+. {S)-vasp et (§8)-His :

3 3

C;= 5,60.107% ; 1,05.20™ ; 2,10.107M ; 7,85.107 M

La vitesse de la réaction est linéairement prbpor-
tionnelle & la concentration globale des réactants
pour les trois premiéres valeurs de Ci' Un ralentis-
sement de la réaction est observé pour Cj= 7.85.10“3M,
sans influence sur la quantité (déterminée par la me-

sure de E 1 pour les quatre systémes) de produit

fina
formé. L'oxygéne pourrait étre ici le facteur limita-
tif. La période d‘'induction n'est pas influencée par
la concentration globale, elle est donc déterminée

par la composition du systéme & un pH donné.

Variation de la concentration en histidine

Tableau 5.3.3.3 Cinétiques pour différentes concentra-

tions en histidine, en excés et en défaut
Conditions : pH=11,0 , O

2
cu?*:v:His vg [min~1} ip [min]
1:1: @ 8,3 .1074 250
1:1: 0,02 5,0 .1073 -
1:1: 0,066 1,4 .107°2 -
1:1: 0,66 4,7 .1072 20
1:1: 1 5,3 .1072 20
1:1: 4 8,5 .107° 75
1:1:10 1,3 1073 90
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En présence d'un excés d'histidine la formation du com-
plexe [Cu{S)~Vasp]™ est plus faible ce qui se manifes-
te par une diminution de 1'absorption & 416 nm, Le bru-
nissement de la solution est plus lent, la période
d'induction augmente,(cf,fig.18). Un défaut d'histidine
modifie la cinétique de la réaction (cf.fig.18). Les
spectres se rapprochent de ceux obtenus lors de 1'oxy-

2+ (5)-Vasp en absence de ligand secon-

dation de Cu
daire au Fur et 3 mesure que la concentration en his-

tidine diminue.

Bilan

Le systéme n'est pas simple, les données cinétiques
ne peuvent &tre interprétées directement.

Un intermédiaire réactif, nécessaire & la continua-
tion du processus est formé pendant la période d'in-
duction.

Le brunissement intense de la solution est accompagné
d'une consommation en ions hydroxyles qui continue
aprés que le spectre d'absorption ne varie plus., A ce
stade de 1l'oxydation, plusieurs réactions en chaine
semblent avoir lieu simultanément, les vitesses de Ffor-
mation et de consommation du produit brun étant égales
(état stationnaire). L'hydroxylation du noyau phénoli-
que peut étre suivie d'une polymérisation. La formation
dtune quinhydrone est aussi possible : lorsqu'elle est
acidifiée la solution passe du brun au jaune-orange,

un précipité de couleur foncée {polymére) apparait éga-
lement. La quantité de précipité formé dépend de la
durée de l'oxydation et de la composition initiale du
systéme,

Le polymére n'a pas pu Btre identifié, sa nature dif-
Fére selon le ligand secondaire présent dans la solu-
tion.
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Notre intér&t s'est davantage porté sur le début de la
réaction, plus particuliérement sur la période d'induc-
tion, que sur la polymérisaticn qui nous parait assez
complexe.

La péricde d'induction

Des périodes d'induction ont été observées dans d'au-~
tres réactions d'cxydation catalysées par le Cu{II)
|26].132].]49). Ces périodes d'induction ne représen-
tent pas le méme phénoméne et sont expliquées de ma-
niéres différentes pour chacun des systémes étudiés,
Dans le modéle de Brackmann et Havinga [26] la période
dtinduction concerne la consommation en oxygéne et
correspond & la formation de H,0, qui est le vérita-
ble agent oxydant du noyau phénolique,
Lors de 1'oxydation de 1'o-phénylénediamine [49], une
période d'induction est observée en fonction de 1‘'ap-
parition du produit de la réaction. Les auteurs 1l'at-
tribuent & la formation d'un complexe mixte métal-
substrat-oxygéne qui est un intermédiaire réactif.
Notre systéme présente une péricde d'induction par
rapport a 1l'augmentation de 1‘abscrpiion de la solu-
tion dans le domaine du visible et par rapport 2 la
consommation de base (cf.5.3.1,}.
Cette période dépend de la composition du systéme 3
un pH donné, elle est influencée par le ligand secon-
daire.
Les questions suivantes peuvent étre posées :
- Est-ce que H202 intervient & 1l'une ou l'autre des
étapes de la réaction 7
-~ L'oxygéne est-il nécessaire pendant la période d'in-
duction 7
- Comment le ligand secondaire peut-il agir sur la du-
rée de la période d'!'induction ?
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5.4.1. R8le de H202

La réactivité du systéme CuvHis, & pH = 11 et en pré-
sence d'oxygdne n'est pas inhibée par la catalase. L'ac~
tivité catalatigue de 1'enzyme dans les conditions ex-
périmentales a été vérifiée préalablement.

51 H,0, était un produit intermédiaire formé pendant la
réaction, elle devrait réagir plus rapidement avec le
systéme CuVHis qu'avec la catalase, ce gui parait peu
probable,

5.4.2., R8le de 1'oxygéne

Des essails qualitatifs ont &té effectués avec le sys-
téme CuVHis & pH = 11 afin de déterminer la consomma-
tion éventuelle d'oxygéne pendant la période @'induc~
tion.

Le mélange réactionnel a é&té mis d'abord sous azZote
(aucune variation du spectre d'absorption de la solu-
tion n'est alors observée) puis aprés environ 30 minu-
tes, de 1l'oxygéne est introduit dans la solution. Le
brunissement de la solution est aussi précédé d'une
période d'induction, de longueur semblable & celle

que 1'on observe lorsque le systéme est mis directe-
ment sous 02. L'oxygéne intervient donc pendant la
période d'induction,

On a constaté également une augmentétion d'environ 10%
de 1'absorption & 290 nm correspcndant & 1'ion phéno-
late pendant la période d'induction. Cet accroissement
pourrait &tre attribué A la formation de diphénol qui
serait un intermédiaire réactif récessaire & la con-
tinuation de la réaction,

L'hydroxylation en position orthe du 3,4 diméthylphé-~
nol par 02 et a4 1'aide d'une phénoloxydase nécessite
la présence d'une coenzyme ADP ou ATP pour réduire
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le deuxiéme atome d'oxygéne [48]. En absence de la co-
enzyme, le diphénol lui-méme fonctionne en tant que
donneur d'électrons, on observe alors une période d'in-
duction jusqu'd ce que suffisamment de diphénol ait

&été produit [6].

RHle du ligand secondaire

D'aprés les résultats obtenus le ligand secondaire
participe & la réaction en diminuant la période d'in-
duction et en augmentant la vitesse de la réaction.
C'est avec 1'histidine que ces deux effets sont le
plus marqués.

Le ligand secondaire peut fonctionner comme donneur
d'électron [48], La désamination oxydative d'acides
aminés donnant le cétoacide correspondant et de 1'am-~
moniac a é&té observée par D.E.Metzler [43], la réac-
tion est catalysée par le Cu{ll). Le ligand secondaire,
d'autre part, permet la formation d'un complexe mixte
dont la réactivité vis & vis de 1'oxygéne peut étre
supérieure & celle du complexe [Cu(S)-vasp]™. On sait
en particulier que la fixation de 1l'oxygéne sur 1'hédme
dans 1'hémoglobine est favorisée par la présence d'imi-
dazole en position trans [25].

La concentration élevée en complexe mixte, & pH = 11 ,
dans le systéme contenant de 1'histidine {c¢f.fig.10)
et la présence d'un résidu imidazole dans la chaine
latérale de cet acide aminé devrait faciliter la for-
mation du complexe ternaire [CuLL'Og]n_ (cP.fPig.20).

Pendant 1'oxydation & pH = 11 du systéme CuVHis, nous
avons pu constater .

a) une disparition de 1'histidine

b) un dégagement de NH,
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a) Des aliquots sont prélevés dans le mélange réac-
tionnel en fonction du temps. I11s sont acidifiés
pour interrompre la réaction et déposés sur une

plaque A& chromatographie sur couche mince (cf.Ffig.
19).

plaques : gel de silice &0 F‘254 Merck

solvant ; n-butanol/ac.acétique conc./eau 4:1:1
temps de migration : 3 h.

révélateur aa : ninhydrine

révélateur {S)-Vasp : réactif &'Ehrlich’

tront

—_—————— ]}

temoin
(S)-Vasp
Wmain

g o 8 & & & &
YRR

17 6.0 80 225 30 kK

Fig.1l9 CCM de CuVHis pendant l'oxydation
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Le chromatogramme montre que l'histidine ef{ le
(S)-vasp sont consommés quantitativement pendant
l'oxydation mais ils ne sont plus détectés (par
la ninhydrine ou le réactif d'Bhrlich) qu'au bout
de 24 heures seulement. La réaction ne s'arréte
donc pas lorsque la variation d'absorption des
spectres est terminée.

b) Le NH, dégagé pendant la réaction est recueilli
dans une solution de HC1l de concentration connue.
La quantité d'acide neutralisée est égale & la
quantité de NH3 dégagée.
Lridentification spécifique du NH3 est effectuée
par le test de Nessler,

Tableau 5.4.3 Dégadement de NH3 pendant 1l'oxydation

du systéme CuVHis

Temps de Test de Nessler Rendement
réaction [min} en NN,
120 + 13%
210 + 25%
480 + 28%

Le dégagement de NH3 est certain mais la quantité
mesurée reste nettement inférieure & la quantité
théorique.

I1 n'est toutefois pas impossible que le NH3 fourni
soit consommé ensuite dans une autre étape de la
réaction.
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Mécanisme réactionnel

Sur la base des résultats obtenus il n'est pas possible
de proposer un mécanisme réactionnel déFinitif, L'inter-
prétation est rendue particulidrement difficile par la
présence dans le systéme de rééctions en chaine aboutis-
sant A des substances d'un degré de polymérisation plus
ou moins élevé (cf.S5.3.4. et $.4.3.). Les essais d'iden-
tifications des produits obtenus - dialysés et chromato-
graphiés par filtration sur gel (Sephadex G25 et G10Q) -
mettent en évidence la nature polymére de ces produits.
Bien que les résultats ne soient pas toujours indiscu-
tables et puissent @tre interprétés de manidres diffé-
rentes, nous proposons comme hypothése de travail un
mécanisme représenté par le schéma réactionnel donné
ci-contre.

piscussion

Le schéma réactionnel est en accord avec l'observation
d'une péripde d'induction car le diphénol formé doit
ensuite réagir lui-méme en tant que donneur d'électrons.
Un cas analogue a été mentiomné plus haut [6]. Pendant
la péricde d'induction la molécule d'oxygéne intervient
simultanément dans deux réactions : une hydroxylation

et une désamination oxydative. La construction de mo-
déles, & partir des structures des complexes mixtes dis-
cutées au chapitre précédent (cf.4.5.fig.13), montre

que la fixation de la molécule d'oxygéne sur le complexe
mixte lui permet de réagir en méme temps avec le noyau
phénolique et avec le groupe amino de 1'aclde aminé
{cFP.Fig.20}.

La présence d'un groupe imidazole en position trans pa-
rait angmenter la réactivité du complexe mixte vis a vis
de l'oxygéne :la période &'induction est raccourcie lors-
que le ligand secondaire estlthistidine mais elle n'est
pas supprimée car la formation 4'une certaine quantité
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Schéma réactionnel
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¥ig.20 Structure du complexe ternaire

[Cu((S)—VaSP)((S)—HiS)OQJQ'

de diphénol reste nécessaire 3 la continuation de la
réaction |6],]50]. Le schéma réactionnel tient aussi
compte du Fait qu'une méme période d'induction est
observée par rapport au changement du spectre visible
et 4 la consommation en ions hydroxyles.

Il est évident que le mécanisme proposé devra &tre vé-
rifié par des investigations supplémentaires. Il sera
en particulier trés important de déterminer la quantité
d'oxygéne consommé au moven d’'une électrode spécifique,
Le changement d'état d'oxydation du métal devrait aussi
gtre confirmé, & 1'aide de mesures de RPE, par exemple.
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Conclusions

Peut-on trouver une relation entre le systéme décrit
et l'activité biologique du Cu(II) ¢

L'oxydation du noyau phénolique suivie de la formation
de produits polyméres de couleur foncke fait penser &
la biosynthése de la mélanine chez les plantes et les
animaux. La réaction est catalysée par la tyrosinase ou
polyphéncloxydase qui, est une cuproprotéine., Cette enzy-
me a une double fonction : hydroxylation de la tyrosine
en pesition ortho et déshydrogénation du catéchal en
orthoquinone. On ne sait pas encore si ces deux réac-
tions sont effectuées par deux centres actifs situés A
des endroits distincts le long de la chaine peptidique
ou par le méme centre actif. La présence d'un cofacteur
ne semble pas nécessaire |7].

Dans notre modéle 1'oxygéne intervient &galement dans
une désamination oxydative, On trouve des réactions
analogues dans les systémes naturéls, elles sont aussi
catalysées par des cuproprotéines : les amines oxydases
en présence d'un cofacteur, le PLP {pyridoxalphosphate),

11 est difficile de dire si le systéme &tudié doit &tre
considéré comme un modéle chimique d'une réaction du
type "phénoloxydase" (hydroxylation de phénols) ou du
type "amine oxydase® (désaminatiocn oxydative). 11 serait
utile d'examiner si l'acide aminé peut &tre remplacé par
un autre donneur 4'électrons, tel ltacide ascorbique

ou une quinone (par exemple)} qui sont les cofacteurs de
certaines phénoloxydases |6].

Le systéme étudié est intéressant du Fait méme de sa
relative complexité. A notre cohnaissance aucun madéle
semblable n'a été découvert jusqu'd maintenant.
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L'idée fForce du modéle réside dans la Formation quan-
titative d'un complexe métal-ligand phénolique qui
permet une orientation précise du noyau phénolique.
La ecoordination faciale de 1'unité Asp du ligand
principal influence la position du phénol tandis que
te ligand secondaire, surtout l'histidine, favorise
la Fixation de la molécule d’oxygéne sur le complexe
mixte.

Dans les systémes naturels la protéine remplit aussi
ces deux conditions. L'existence d'une analogie struc-
turale entre le modéle chimique et les systémes natu-
rels pourrait &tre envisagée.

Cette incursion dans le domaine de la "biochimie inor-
ganique" ou de la"chimie bioinorganique® nous a montré
le grand intérét d'une telle approche des systémes
naturels. L'extrapolation des résultats gbtenus 2a
1l'aide des modéles chimiques, aux réactions biologiques
“in situ” demeure cependant délicate A cause de la
"simplification" inhérente & ces modéles {cf.1.2.3.).



PARTIE EXPERIMENTALE

Techniques d4'analyses

Titrations acidimétrrigues

pH-m&tre RADIOMETER PH M 64 muni d'une électrode de
verre combinée GK 2301 C. Mesures effectuées sous at-
mosphére d'azote.

Titrations spectrophotométriques

pH-métre RADIOMETER PH M 64 muni d'une électrode de
verre combinée GK 2301 C. Spectrophotométre double-
faisceau UNICAM SP 1800. Cuve en verre de 1 cm. Mesu-
res effectuées sous atmosphére d'azote.

Cinétiques

Spectrophotométre double-faisceau UNICAM SP 800 équi-
pé pour des mesures cinétiques par enregistrement ré-
pété du spectre, Cuve en verre de 1 cm. pH-stat. METROHM
Combi-Titrator 53D muni d'une électrode de verre combi-~
née METROHM EA 121. Mesures effectuées sous atmosphére
d'oxygéne.

Calculs
Calculatrice TEXAS INSTRUMENT SR 52 programmable.

Systéme VENUS de 1'ETH de Zilrich, programme Comics
[52]. L'utilisation de ce programme a &té possible
par 1'intermédiaire de M, le prof. BACCIN1.



RéSU.lTlé

Dans la premiére partie de ce travail (chapitre 2 a 4)
nous étudions les propriétés des complexes mixtes
[cu(s)~vaspL* ]™ , (L' = 1m, His, Hist, Phe et val)
lorsque le systéme est a 1'équilibre.

La synthése et le calcul des constantes d'acidité de

i

(8)~vasp font 1'objet du chapitre 2.

Les constantes de stabilité du complexe |Cu(Ss)-vVasp]~
et des complexes mixtes ont été déterminées par des
mesures porentiométriques et spectrophotométriques
{3.1. & 3.4, 4.2.).

La formation de deux diastéréoisoméres Ry~ et S5p-
[Cu(S)-vasp]~™ est possible, leur stabilité relative
est discutée (3.5.).

Les constantes de stabilité ont permis de calculer
les concentrations des différentes espéces présentes
dans le systéme en Fonction du pH (4.3.).

Les titrations potentiométriques de [Cu{s)-vasp]™
avec des acides aminés optiquement actifs (His, Phe et
Val) montrent que le systéme est stéréosélectif, Le
complexe mixte formé avec l'acide aminé de configura-
tion (5) est toujours plus stable que l'autre. Le no-
yau phénolique, en particulier par son substituant en
position orthe, est 1lié & 1'apparition d'une certaine
stéréosélectivité dans le systéme (4.4.).

Une &tude de la stéréochimie des complexes mixtes a
&té entreprisze, une structure a pu &tre proposée pour
chacun des complexes considérés {4.5.).

Dans la seconde partie nous examinons la réactivité du
systéme en présence d'oxygéne moléculaire {chapitre S).

L'oxydation par 1'oxygéne, en milieu basique, de solu-
tions de CuVL' donne un produit brun de nature polymére.
Une période d'induction est observée par rapport au
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changement du spectre visible et a la consommation

en [ON].

Différents Facteurs influengant la vitesse de la réac-
tion (pH, ligand secondaire, concentration globale ...)
ont été examinés ainsi que le rdle de 02. H,0, et du
ligand secondaire pendant la période d'induction. Ces
observations ont permis, bien que le produit Final n'ait
pas pu &tre identifié, de proposer un mécanisme réac-
tionnel dans lequel 1l'oxygéne intervient simultanément
dans une réaction d'hydroxylation et dans une désami-
nation oxydative. La structure de l'intermédiaire réac-
tif LCuLL'Oa]n' Favorise une telle réaction.
L'existence possible d'une analogie entre le systéme
décrit et les systémes naturels est discutée.
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