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Préface

Préface

Le transfert d'électron intéresse de nombreux scientifiques: le physicien qui
développe des matériaux aux propriétés &ectroniques particuliéres. le chimiste et
le métallurgiste qui s'accupent de phénoménes de corrosion, le biologiste qui

¢tudie des processus biochimiques tels que la photosynthése ou la respiration.

C'est au travers de telles réactions d'oxydoréduction que les systémes vivauts
puisent Ieur éncrgie, Par le biais d'une séguence de protéines particuliéres jouant
le rdle du “circuit électrique” de la cellule, les végétaux capturent la lumiére et les
animaux hralent .des sucres. Ces protéines "trausporteuses d'électron”
appartiennent i la famille des métalloprotéines. Elles sout constituées d'une
chaine polypeptidique repliée autour d'un centre métallique 3 1'état

alternativement réduit ou oxvde.

Etudiées depuis la seconde moitié du XX¢ siscle, les réactions de transfert d'électron
suscitent encore beaucoup d'intérét. Une meilleure compréhension des
mécanismes développés par la nature pour son approvisionnement en énergie esf.
une tiche ardue mais passionnante et qui sera sans aucun doute d'une trés grande
utillté au développement de futures technologles respectueuses de

I'environnement.
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1. Introduction
1.1 But du travail

A I"heure actuelle. il est clairement établi que les métaux jouent un roéle
fondamental dans beaucoup de processus biochimlgques cellulaires ou extra
cellulaires. [Is permettent en particulier aux métalloprotéines d'assumer leur
fouction de médiateur électronique ou de transporteur de petites molécules. C'est &
cette famille importante de biomolécules qu'appartient la plastocyanine. L'étude
des métalloprotéines reléve d'une discipline scientifique nouvelle, qui prend
actuellement un essor considérable; 1a chimie bioinorganique ou la biochimie des

métaux.

Une grande collaboration scientifique est néc¢essaire a l'étude approfondie d'une
métalloprotéine. Des informations concernant 1a structure trldimensionnelle de la
molécule, des groupes coordinateurs de I'lon métallique, de la géomeétrie du site
actif et des propriétés physico-chimigques du meétal en présence du squelette
polypeptidique sant en effet indispensables 4 1a compréhension des mécanismes
qui permetient la régulation d'une telle biomclécule dans un processus
physiologique. La collaboration de nombreux biologistes, chimistes et physiciens,
ainsi qu'une grande dlversité de techniques expérimentales sont donc investies

dans ces recherches.

La compréhension du fonctionnement des métalloprotéines ne constitue pas le
seul domaine de la chimie bioinorganique. Deux ouvrages récents(1-2] décrivent
ses différentes applications ainsi que les recherches actuelles des scientifiques

concernés par le sujet.
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Les reactions de transfert d'électiron sont au centre de nombreux processus
metaboliques nécessaires a 1a survie des organismes vivants, comme par exemple
la photosynthése ou la respiration. Ces mansferts d'électron sont géoéralement
assures par des metalloprotwéines. Parmi les plus connues figurent les cytochromes
qui exercent des fonctions importantes dans la chaine respiratoire et les protéines
de cuivre bleu impliguées dans 1a photosynthése. Les mécanismes de ces transferts
d'éleciron sont encore peuw connus. [! s'agit pourtant d'une recherche
fondamentale 4 la compréhension du fonctionnement de ces molécules

indispensables 4 tout systéme vivant

Les difficultés expérimeotales renconirées dans 1'¢tude de ces systémes in vivo
peuveot étre partiellement contournées par l'utilisation de systémes artificiels. De
vombreuses études, dont les resultats ont été reunis récemment dans plusieurs
nuvragesm. font appel & une vartéte de complexes métalliques cationigues,
anionigues ou necutres, utilisés comme agents de wansfert d'électron. Pour la
plastocyanine, les émudes cinétiques impliquant ces complexes métalligues ont
notamment permis de localiser deux sites distincts oi1 les réactions de transfert
drélectron peuvent avoir lieul#51, Ces sites sont aujourd'hui reconnus comme étant
les lieux d'interactions utllisés égalemeot par la nature dans ia chaine des
réactions photosynthétiques oo est impliquée 1a plastocyaninel®), Le premier site,
localisé dans l'environnement du résidu His87, est de nature hydrophobe, alors
que le second, localisé dans I'environnement de Tyr83, est rendu hydrophile par la
préseoce de nombreux residus carboxylates, (Figure 1.3.2). Récemment,
I'engagement de plastocyanines mutantes a également permis d'cbtenir certaines
informations concernant les contraintes stéréochimigues de ces réactions de

transfert d'électron{?. 781,
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Dans la gamme des composés synthétiques utilisés jusqu'd préseot, les composés de

coordination optiquement actifls demeurent peu &tudiés. Pourtant, la

stéréosélectivité est une propriété fondamentale des systémes biologiques.

Ce sout les composés de coordination optiquement actifs des ligands dérivés de la
N.N"-[{pyridinediyl-2,6)bis{ méthyléune)]bis{glyciue] (Figure 1.1.1), qui ont montré
pour la premiére fois et sans ambiguité une recouuaissance moléculaire dans le

transfert d'électrou impliquaut uue métalloprotéine(891,

1 Ry R3 nom

@ H H H ghymp
b CH3 CHa, H bamap

A

€ H H CHa alamp

R, Lz R, d) H H CH{CH3) valmp

R N R &} -H -CH37CHp CH,- promp

R ’~ NH* HNT 2 R ® H CHyOHCH,CHy- piprrp
3 3 ® H H CHyCgHg phemp
) H ACHgy {H3 maimp

O W H CH; H sarmp
o 0 ) CHyCHHy- H bapap

Figure 1.1.1 Ligands dérivés de la N,N'-[(pyridinediyl-2,6)bis{méthyléne)]bis[glycine]

La stéréosélectivité observée daus la réduction de la plastocyanine par fes
complexes de fer(Il) {Fe{alamp)}], [Fe(promp)] et [Fe(valmp)] [37}, nous encourage
a poursuivre les mesures de trausfert d'électron eutreprises avec cette
métalloprotéine. Le choix de nos réactifs syuthétiques s'est porté sur les complexes
du cobalt(Il) des ligands pentadentés promp et alamp et coutenaut différents

ligands mounodeutds 4 la sixiéme positiou de coordination (Figure 1.1.2).
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o CH3
0, * N
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3
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I e
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e

=

A-[Co(R.R)-promp)X} A-[Co(S.8)-promp)X]

X=Hy0; Ny NH Imidazole (im); N NCHs N-méthylimidazole {meim);

=
N.QIN(Q'Iz}3CH3 N-butylimidazole (buim)

Figure 1.1.2 Complexes réducteurs optiquement actifs utilisés dans ce travail.

Dans ¢e wavall, nous étudions l'influence du choix de l'ion métallique des
complexes réducteurs. des substituants des ligands pentadentés et de la nature des
ligands monodentés, sur fa cinétique et la stéréosélectivité du transfert d'¢lectron,
Ces parameéftres sont ensuite analysés dans le but de micux définir les sites et les

mécanismes de réduction de la plasiocyanine.
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1.2 Transfert d'électron et protéines

1.2.1 Aspects_théoriques

L'étude approfondie des mécanismes des réactions d'oxydoreédnction a débuté en
1940. Une grande partie du travail expérimental a été accompli par des chimistes
inorganiciens, par I'étude de la réactivité de complexes métalliques en solutiontil-
12], En ce qui concerne les mé‘canismes réactionnels des transferts d'électron
impliguant une métalloprotéine, des paralléles ont sonvent été établis avec le
comportement de complexes métalliques de faibles poids moléculaires. 1i est
cependant important de rappeler qu‘une métalloprotéine représente un ensembte

plus complexe qu'un simple ion métallique entouré d'une sphére de ligands:

- Les ligands qui coordonnent l'ion métallique d'une métalloprotéine sont
naturellement chroisis de facon 4 promouvoir le transfert d'électron: ils réduisent
la charge du métal ou induisent un état low spin plutdt que higb spin (résidus

soufrés, imidazoles ou porphyrines, pour les ions métalliques fer ou cuivre).

- La géométrie dn site actif est modelée par la structure tridimensionnelle dn
squelette polypeptidique. L'énergie nécessaire an réarrangement des ligznds lors
du transfert d'é¢lectron reste minimale, permettant des réactions rapides. Les
protéines de cuivre bleu adoptent cet état entatique par une géométrie

tetraédrique distordue du site actf.

- Le groupe prosthétique, placé & l'intérieur de la protéine est généralement bien
protégé de l'action du solvant. mais allonge particulidrement les distances
donneur-accepteur lors du transfert d'électron. La somme des rayons de Van der
Waals généralement utilisée pour déterminer la distance donneur-accepteur lors
du transfert d'électron entre de petites molécules, ne s'applique pas aux

métalloprotéines.
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- En placant le metal A l'intérieur du squelette polypeptidique, la rencontre des
réactifs doit se faire selon nne orientatioo précise afin de permettre le transfert
d'tlectron. Des zones de reconnaissance, définissant jes sites réactionnels, sont

ainsi créées.

Les facteurs qui gouvernent les vitesses de transfert d'électron des systémes
blotogiques sont ainsi complexes et multiples, incluant la répartition des charges
de surface, la géoméirie globale de la protéine, la distance entre le site actif et le
centre rédox, la nature des résidus peptidiques, la géométrie et la nature de la

sphére de coordlaation du centre mémallique, etc.

Avant d'aborder ces systémes complexes, il est donc utile de discuter certains

aspects théoriques qui sont généralement appliques aux systémes plus simples.

Les reactions d'oxydoréduction peuvent &tre classées selon le type sphére interae
ou sphére externe. Dans le premier ¢as, un ligand commun ponte les deux centres
rédox A V'état de wansitioa alors que dans le second, la sphére de coordination des
reactifs reste intacte 4 1'état de transition, c'est-a-dire que toute rupture ou

formation de liaison n'a lien qun'aprés le transfert d'électron.

Les bases théoriques du traasfert d'électron ont été. établies par Marcus(13) ap
déhut des années 1960. Les travaux de Marcus concernent essentieilement des
réactions de type sphére externe entre petits composés inorganiques en solution,
pour lesquelles les iateractions entre les ceawres rédox qui résultent du couplage
orbltalaire des réactifs sont suffisamment fortes pour que la consmnrte de vitesse
dn transfert d'électroa soit indépendaate d'elles (réactions adiabatiques). Les
contributions de Gray[!¥, Levich{!5], Dogonadzel!8! et plus tard de Kesunerl1?T et
Hopfield[!8] ont permis d'dargir le champ d'applicaton de 1a théorie. Ces auteurs

ont montré gue lersque les interactions entre les centres rédox sont suffisamment
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faibles. en raison de la grande distance qui les sépare, l'expression de la constante
de vitesse dépeand explicitement de ces interactions au travers d'um facteur
électronique (réactions non adiabatiques). Comme pour les réactions adlabatiques,
la constante de vitesse des réactions non adiabatiques dépend du facteur nucléaire
dont la valeur est déterminée par les mouvements nucléaires du systéme. Ces
mouvements sont étudiés de facon semi-classique par Hopfield et via ta mécanique

quantique par Jortnerfl?),

Typiquement. une réaction de transfert d'élecuron procéde suite A la collision des
réacdfs et A leur associadon en un état particuller appelé complexe précurseur. Le
principe de Franck-Condon permet de postuler que le produit initialement formé
suite au transfert d'électroo, le complexe successeur, coaserve Ja méme
configuration nucléaire que le complexe précurseur (longueurs de liaisoans.
angles de liaisons, distribution des molécules de solvant et des contre-ions...). La

réaction globale se décompose ainsl en trois étapes élémentaires:

(1) formation du complexe précurseur: R+ O F—F R4
(2) transfert d’électron proprement dit: fR% 0} o [OF. R}
(3) décomposition du complexe successeur: {0eR} —» 0"+ R

%i les reactifs et les produits possédent des structures trés différentes, la
configuration nucléaire commune la plus favorable au transfert d'électron est
intermédiaire entre celle des réactifs et celle des produits. L'énergie du systéme est
alors plus élevée que celle des réactifs ou celle des produits prise séparément. Si
cette énergie de réarrangement est la composaote principale de I'énergie
dractivation, elle détermine la vitesse globale du transfert d'électron: plus elle est

élevée et plus la réaction est lente.
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Dans uwe description semi-classique du mouvement atomique, Marcus montre que
le transfert d'électron a lien a I'intersection de deux courbes de potentiels, 'une

décrivant le systéme réactif (Eg), I'autre décrivant le systéme produit (Ep).

(9]
]

AG?

AG® (a) (b

configuration nucléaire configuration nucléaire

Figure 1.2.1 Représentation de 1'énergie libre (G) en fonctinn d'une coordonnée de réacton.
Réaction non adiabatigque (a): réacton adiabatique (b).

L'énergie lihre (G) est fonctiou des coordonnées nucléaires de l'ensembie du
systéme et représente la somme des degrés de liberté de translation, de rotation et
de vibration des molécules de réactifs et des molécules de solvant, dans un systéme

4 3N dimensions (N est le nombre de noyaux présents dans le systéme).

Les minima énergétiques du systéme réactif (Eg) et des produits de la réaction (Ep),
adopteat un ensemble de coordennées nucléaires différentes (sauf pour les
réactions d'auto échanges), représentées par la variation du minimum des deux
paraholes le long de la coordonnée de réaction. Une perturbation de ces
paramétres d'équilibre augmente 1'éaergle du systéme suivant une parabole
propre au systéme considéré (en premiére approximatioa). Pour que le transfert

d'électron puisse avoir lien e¢n accord avec le principe de Franck-Condon, le
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systéme précurseur doit atteindre un état Energétique commun avec le systéme
successeur. Cet état est représenté par Iintersectlon des deux paraboles et

correspond aux coordonnées de 1'état de transition (complexe activé).

Les courbes représeutées i la figure 1.2.1(a) supposent que le systéme é&lectronique
demeure localisé 4 1'état de transition. Tant gue cette situwation prévaut, aucun
transfert ne peut avoir lieu. Un couplage des arbitales électraniques des réactifs
est nécessaire pour que le systéme évolue du complexe précurseur au complexe
successeur, Ce couplage est représenté par la matrice Hgp {(Figure 1.2.1(b}).
L'amplitude du couplage électronique détermine le comportement du systéme
précurseur au point d'intersection des deux courbes de potentiel {4 1'état de
transition). Si le couplage est trés faible, la probabilité que le systéme o'évolue pas
en direction du complexe suctesseur est forte (réaction non adiabatique). 5i par
coutre le couplage orbitalalre est important, le systéme a une grande probabilité
d'évoluer en direction des produits du transfert d'électron (Figure 1.2.1(b)). Une
réaction pour laquelle le transfert d'électron a lieu chaque fois que le systéme
réactif atteint 1'état de transition (probabilité de transfert = 1) est une réaction
adiabatique. Le degré d'adiabaticité d'une réaction est représenté par le coefficient
de transmission électronique X, qui varie de 0 4 1. Pour des réactions ol Hgp est
grand, K = 1. Les réactions adiabatiques ont lieu lorsque les centres réactionnels
sont trés proches I'unr de l'autre, préseutent une symétrie arbitalaire favorable et
aucun changement géométrique conséquent ne s’'impose lors du transfert
d’électron. Le coefficient de traosmisslon électronique est cependant
généralement inférieur a l'unité pour les réactlons impliquant des

métalloprotéines, rendant compte de la non adiabaticité de ces systémes.
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Dans la théorle semiclassique développée par Marcus pour les réactioas de
transfert d'électron intramoléculaires, I'expression de Ia constante de vitesse du

tansfert d'électron est donnée par:
K = KvpTpexp{-aG¥ /RT) (éq. 1.1)

vy, représente la fréquence du mouvement nucléaire qui permet au systdéme de
traverser la zone d'intersection (1011M-1s-1 pour de petites molécules) et I'y est un

facteur correctif tenant compte d'un effet tunnel.

§ix = 1 dans I'hypothése d'une réaction adiabatique, le calcul de Ja constante de

vitesse se raméne A celui de AG¥, donné par:

AG# - (h+ .BG")Z

Ty (éq. 1.2)

AG" e AG™ 4+ wi? - wl féq. 1.3}

wTl represente le travail élecurostatique impliquant I'approche des réactifs a Ia
distance moyenne du complexe activé et wP est le terme analogue correspondant 4
fa dissociation du complexe successeur. {Ces termes disparaissent dans le cas ol
f'un des réactifs n'est pas chargé). AG™ est l'énergie libre de la réaction {(calculable
a partir de AE"). L'énergie nécessaire a la réorganisation des coordonnées

nucléaires du systéme, A, est wn paramétre qui contient la contribution de la

réorganisation de 12 sphére interne (A;} et de [a sphére externe (A,} des réacdfs.

A représente le changement d'énergie libre lide aux variations des longueurs de’
liaisons et des angles de llalsons. Ce terme peut s'approcher par le modéle des

oscillateurs harmoniques par la relation:

A = 1/2.5k(8x))2 (éq. 1.4)
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avec K les constantes de farces et Ax; les variations des longueurs moyennes des

liaisons.

La contribution A, implique les changemenis de polarisation des molécules de

solvant qui peut s'approcher par la relation:
lo-ez {(1/2rp} 4+ (1/2rp) - (l/d}]-[(llDop) - {1/Dg)] (6q. 1.5}

d est la distance séparaat les centres rédox de rayon rp et rg dans le complexe
activé; Dc,p est la constante diélectrique optique (la racine de l'indice de
réfraction) et D la constante diélectrlque statique. 11 est Intéressant de remarquer

qu'a l'intérieur d'une protéine, D¢ = 4 alors que Dy = 78 pour l'eau.

DFune maniére générale, » peut avoir uoe influeace énorme sur la coonstante de

vitesse d'une réaction de transfert d'électroa.

En tenant compte que A est touiours positif, cette relatioa permet de prévoir que k
augmente si AG® devient plus négatif, jusqu'a atteindre uoe valeur maximale

lorsque IAG®l = %. §i IAG’] devient plus grand que A, 1a vitesse diminue 4 aouveau.

Paradoxalement k peut ainsi diminuer alors que AG* devient plus négatif. Ces deux
situations 14G" < et 1AG* > correspondent aux régions normales et inversées de

Marcus (Figures 1.2.2 et 1.2.3).
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Figure 1.2.2 Diagrammes énergétiques pour fa région normale (a}, sans barridre d’activation
{bl. et ta réglon Inversée (c) de Marcus.

log k
Normale . Inversee

~.,

-aG*

>

Figure 1.2.3 Variation de fog k en fonction de [a variation d'énergle libre.

Deces considérations, Marcus g déduit Ia céidbre "relation croisée” qui permet de
calculer la constante de vitesse du wransfert d'électron sur la base de l'utilisation

des paramétres des réactions d'auto échanges;

kyp = (k3 kaoK)fy2)1/2 feg. 1.6)
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ky; et ky; sont les constantes de vitesse d'anto écbange, K3 la constaute

d'éguilibre du systéme rédox et Inf;y = (InKj5)2 / [4In(k; kaz/vn2)].

Cette relation fut testée avec succés pour un grand nombre de réactious entre
complexes d'ions métalliques en solution et également pour des SyStémes

biologiques, Suite aux travaux de Gray(19l

Ponr une réaction de type sphére externe qui se situe dans la région normaie de
Marcns, cette relation prévoit l'existence d'une LFER (Linear Free Energy

Relationship). Pour une série de réactions de transfert d'électron apparentées (i3
idéalement identiqnes), la représentation Inkee en fonction de InK;; est en effet

linéaire avec une pente de 0.5 et une ordonnée a I'origine de 0.5-In(ky1ky2).

la “"relation croisée” a été appliquée aux réactions de transfert d'électron
impliquant certaines protéines de cnivre bleu et les réactifs synthétigues
[Feledta)]2-, [Co(phen)3]3+ et [Ru{NH3)s5(py)]3*. A partir de Ia détermination
expérimentale de la constante de vitesse du transfert d'électron, la constante de
vitesse d'auto échange de la protéine pent se caiculer en retour par la “relation

croisée” (Tableau 1.2,1),

Gray et ses collaborateurs(14] ont émis I'idée que plus les écarts observés entre les
différentes valeurs expérimentales et calculées sont grandes, plus l'accessibilité
du site actif de la protéine en question est alsée et rend probable nn nombre
important de méeanismes de transfert d'électron. Ces écarts démontrent aussi
clairement les limites d'une application de la "relation crolsée”™ aux systémes

biologignes.
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Tableaw 1.2.1 Applcation de 1a "relation crolsée” aux wansferts d'électron des protélnes de
cuivre bley Bel,

Protéine (1)  réactif (2) kk_,(obs)" Kyp kyqlcalc)®
Stellacyanine Fe(edta)? 4.3108 15 2.3108
Co(phen);3* 1.8-108 750 6.3-10%
Rut{NH3)spy>* 1.9.30° 180 1.5106
Plastocyanine Fefedta¥- 8 L1104 5.8-10°
Cofphen)y3* 1.010% 1.0 21102
Ru(NH3)spy* 71108 0.21 4.810°
Azurine Feledta)? 13108 16103 22100
Colphen),>* 4.410% 70 5.6-10°
Ru(NH,)spy>* 2.010% 15 1.310%
aplsl

Pour les réactions de transfert d'électron entre petits composés inorganigues en
solutdon, la bonne corrélation entre la théorie et l'expérience a justifié
I'hypothése d'interactions orbitalaires fortes (réactions adiabatiques) entre les
partenaires rédox. Les interactions électrostatiques ou hydrophobes, négligées
dans ce modéle, sont cependant importantes chez les métalloprotéines, Pour tenir
compie de ces influences, un développement théorique décrivant fa protéine
comme une sphére rigide avec une répartition uniforme des charges électriques a
&té envisagé[14l, Ce modéle reste cependant approximatif car nne métalloprotéine
posséde une répartition inhomogéne des charges électrigues. De plus, la
contribution d'autres types d'interactions et en particulier I'influence du degré de
non adiabaticité sont prédominantes. Ces factenrs sont cependant difficilement

quantifiables(18],
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Dans les systémes blologiques, la constante de vitesse k ne se calcule plus
exclusivement i l'ailde die paramétres thermodynamiques. Les centres rédox
pouvant &tre particuliérement éloignés, 1'efficaclté et la vitesse du transfert
d'électron dépendent principalement d'un paraméire exprimant la qualité du
recouvrement orbltalaire. Les fonctions d'ondes décrolssant typiquement de facon
exponentielle avec la distance, la vitesse du transfert d'électron suit la méme
tendance. Ains! K devient un facteur détermlnant dans l'expression de la
constante de vitesse des réactions non adiabatiques. Proportionnel av couplage
électronique. K est conenu dans 'élément matriclel Hgp qul dépend de la distance
séparant les centres rédox, de leur orientation respective et du milieu réactionned,

Le coefficient ¥ a été formulé par{20%;

21 - exp(2h)

- - (éq. 1.7}
2-QXP(E£:1L—)
By o3

ol va| = _-hl[ﬁ"f] (éq- 1-8)

ve) est Ja fréquence de transition électronique A I'état de transition.

De ces relations, nous remarquons que K = 1 {réaction adiabatique) lorsque vep>

2vp, et que la réaction est non adiabatigue lorsque vep<<2vn.

Dans une réaction de transfert d'électron non adiabatique, la constante de vitesse
est essentiellement dépendante du coeefficlent de fréquence électronlque ve| alors
que pour unc réaction adiabatique, la constante de vitesse est essentiellement

dépendante du facteur de fréquence nucléaire vq.

Le paramétre qui détermine I'adiabaticité d'une réaction est ainsi le rapport

vel/2vn. En conséquénce, un transfert d'électron peut étre adlabatique méme lors
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d’un transfert longue distance, -pour autant que vg soit suffisamment petit.
Certaines réactions de transfert d’électron impliquaunt des métalloprotéines
couplées a des changements de conformation suffisamment lents sont ainsi

considérées comme adiabatigues.

Le caicul de Ia constante de vitesse dans les situations uou adiabatiques peut

s‘approcher par la relation (1.9} en combinant les équations (1.1}, (1.7) et (1.8}

2 1
Hq i 2
R ] o] e | 0. 1.9

Pour beaucoup de systémes, le couplage électronique semble diminuer de fagon

exponentielle avec la distance séparant les centres rédox:

Hyp - H'Rp expl- $8(d - &)} (4. 1. 10)

H"gp est {'expression du couplage orbitalaire au contact proche d* (rayens de Van
der Waals) et § exprime la décroissance du couplage avec la distance d. Un grand
nombre de mesures de transferts d’électron intramoléculaires a suggéré une
valeur typlgue de § aux environ de 1.44-1 21). Dans les premiéres applications de
cette théorie, f§ a 618 ajusté plus ou moins arbitrairement. Depuis les années 1980,
d'importants progrés théoriques ont été réalisés en ce qui concerne I'influenice de
Ia nature du milieu réactionnel sur le facteur électromnique et sur l'énergie de

réorganisation.

Beratan, Onuchic et leurs collaborateurs ont basé le développement théorique du

calcul de B en considérant 1a nature chimique du chemin emprunté par I'dlectron
lors de scn transfert (laisous covalentes, ponts bydrogénes, systéme . sauts

entre deux résidus}22), Chaque transfert est caractérisé par un facteur propre qui
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est finalement considéré dans le calcu! de la constante de vitesse globale du

transfert d'électron.

Une conséqueunce Importante de ce modéle “pathways" est la prise en
considération de ta orobabilité de mécanismes réactionnels multiples. Le transfert

d'électron peut avoir liey le long de plusienrs chemins réactionnels paralléles,

1.2.2 A expérimentales dans 'étude du trans

d'électron impliquant une _métalloprotéin

1.2.2.1 Méthodes générales

Dans l'étude détaiilée du transfert d'électron impliquant une métalloprotéine, la
connaissance de la structure de la protéine est essentielle. Sans cette informatfon,
autant les sites d'interaction entre les partenaires rédox que les distances entre les

centres actifs ne penvent &tre précisément déterminés,

Certaines réactions de transfert d'électron étant trés rapides (10-12 5), les mesures
cinétiques necessitent 'utilisation de techniques analytiques particuliéres. Dans
notre travajl, les réactions les plus rapides sout de I'ordre de la seconde et peuvent

2ue alsément suivies par 13 technique de 'écoulement bloqué (stopped flow).

Actuellement, les différentes techniques physiques sont combinées avec le génie
génétique. La mutation spécifique de certains acides aminés modulent la force
motrice du transfert d'électron et permet I'ldentfication des résidus impliqués
dans le transfert d'électron. De bons résultats ont été obtenus pour le cytochrome-
cl23], vazurinef24adl ou ia plastocyaninel24el, Ces mesures ont égalemeat prouvé
que ce n'est pas uniquement 1a nature du résidu impliqué dans le transfert

d'électron qui coontrdle 13 force motrice de la réaction, mais une combinalson de
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plusieurs facteurs qui modifient l'environnemient du site actif (réseau des ponts

bydrogéues. interactipns dipolaires, accessibilité du splvant, etc....}.

Une technique expérimentale frégquemment utilisée dans ces ¢tudes est Ia fixation
d'uu partenaire rédox a un résidu bien défini de la protéine et le déclenchement
retardé du transfert d'électron. Cette méthode A l'avantage d'éiiminer du calcul de
la coustante de vitesse du rtransfert d'électron. la contribution de {'étape
d'association préseute dans toutes les réactions bimoléculaires. Un tel réactf
“fixant" est par exemple [Ru(NH3)}sH;A2+ qul se coordonne spécifiquement aux
histidines accessibles, dounant une protéine modifiée de type (NHz)sRu-(His-
protéine) 25, Ces mesures de transfert d'électron intramoléculaires ont permis de
proposer des chemins de trapsfert d'électton du centre actif de certaiues

métalloprotéines au complexe de ruthénium et vice-versa.

La résonance magnétque nucléaire est épalement une aide ﬁrécieuse a I'analyse
des interactdons protéine-réactif. La stratégie consiste A utiliser uu composé A base
de chrome(lll}, inactf au point du vue rédox, mais de structure et de charge
analogues au réactf étudié. Le complexe de chrome permet de déceler le site de
formation du complexe précurseur du transfert d'élecurou, par l'inductinon d'uu
signal trés large daus un domaine précis du spectre H-RMN de la protéine.
L'approche du complexe de chrome de la surface active de la métalloprotéine agit

comme une "sonde paramagnétigue”.

Dans le cas des réactious de transfert d'électron sphére interne, l'utilisadpu du
Cr2+ est également trés utile. La formatipu de composés inertes de Cr3+ coordonnés
au site du traunsfert d'électron a permis d'expliquer de nombreuses réactions
impliquant de petites maléculesl?6]. Cette technique a également é1é utilisée pour
I‘étude de méralloprotéines7l, mais I'identification des résidus contenant le

chrome fix¢ par sequengage du polypeptde est difficile,



Chapitre 1 Introduction 19

1.2.2.Z La stéréosélectivité

Une des approches expérimentales A I'étude des mécanismes de transfert d’électron
des composés de coordination en solution est la stéréosélectivité. Les premiéres
mesures de stéréosélectivité effectuées avec succés remontent 3 une quinzaine

d'annéel28,

Une approche théorique de la reconnaissance chirale lors des réactions de
transfert d'électron a été formulée par Lappinm} pour deux partenaires rédox
ayant une configuration connue et ol le transfert d'électron est de type spbére
externe. En appliquant cette théorie 4 'oxydation de [Co(en)3]2* par A-[Co(edta)]”,
Lappin montre qu'une différence de 0.03A dans la distance effective séparant les

centres rédox 4 1'état de transition se traduit par 10% de stéréosélectivité cinétigue.

La stéréosélectivité est nne mesure directe de la réactivité relative d'nn composé
optiquement actif avec les formes énantioméres du partenaire rédox:

kaa
A-AO¥ 4 p-Bred ———p g ATed | 4 BOX

kaa
A-ADX ¢ A-Bred ———p 5 pTed 4 4 ROX

Deux technigues sont généralement utilisées pour détecter l'inductdon chirale.

La premiére est l'observation d'une différence de vitesse de réaction entre les
énantioméres d'un réactif er le complexe optiquement actif. En général, on
détermine kaa et kya ce qui requiert gu'oxydant et réducteur soient isolables sous
forme d'énantioméres. Si 'un des deux réactifs ne peut étre isolé sous forme
d'énantioméres, la stéréosélectivité peut se mesurer cinétiquement par la

détection d'nne différence de vitesse dans la réaction paralléle natilisant le
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mélange racémique, & conditdon que la vitesse d'interconversion des deux isoméres

soit nettement plus lente que Ja vitesse du transfert d'électron.

ia seconde technique utilisée est ia détection d'une induction chirale au niveau
des produits de la réaction, en utilisant comme réactif le mélange racémique, Cette
méthode exige par contre que la vitesse d'interconversion des isoméres dans e

racémate solt plus raplde que le transfert d'électron.

Le maintien de }a chiralité dans un complexe de substitution labile peut étre de
premiére importance dans ces mesures. A cette fin, l'utilisation de ligands
stabilisant fa forme optiquement active par des conuwraintes stéréochimiques est

nécessaire.

1.2.3 Stéréosélectivité dans les réactions de transfert

ectr impliqua n étal téine

Les réactions entre métalloprovéines sont hautement spécifiquesBOl, Le transfert
d'élecuron entre un compiexe métallique optiquement actif et un réactif

biologique est ainsi supposé dégager une stéréosélecrivité significative.

Les premiers travaux impliquant des organismes intacts et des exiraits de
protéines ont en effet montré que cermins complexes d'ions métalliques sont

métabolisés de manidre stéréosétectivel31-351,

Les premiéres mesures cindtiques effectuées & partir de proréines isolées n'ont
cependant pas montré de stéréosélectivité {oxydation de la ferrédoxine par a-
[Coten)3]3+ et rac-[Co(en)3]3+ B€l), De méme, le cytochrome-¢ est réduit a des

vitesses identiques par a-[Co(sep)}2+ et A-1Co{sep)]2+ 10O,
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La reconnaissance chirale peut intervenir soit iors de la formation du complexe
précurseur (un des énantioméres forme avec la protéine un complexe précurseur
énergétiquement plus favorable}, solt lors du transfert d*électron proprement dit
{un des énantiomeéres posséde uo meilleur recouvrement orbitalaire avec fa

protéine).

La premiére stéréosélectivité observée dans le transfert d'électron entre une
métalloprotéine et des composés de coordination optiquement actifs provient de la
réduction de la plastocyanine d'épinard par le complexe du fer(ll) [Fell(alamp)},
par Bernauer et Sauvainf®l. Les complexes formés A partir des ligands développés
par le groupe Bernauer (Figure 1.1.1) ont également montré une stéréosélectivité
significative dans les réactions de transfert d'électron impliquant d'autres
metalloprotéines: réduction du cytochrome-c par les complexes du fer(Il) des
ligands phemp, alamp et prompl?® et oxydatou de la ferrédoxine par ies
complexes du cobalt{lll) des ligands alamp ec promp(%l, Pour ces wrois systemes,
des mesures en fouction de la température ont montré un phénoméne de
compensation dans les variations de I'enthalpie et de l'entropie d'activation. en ce
sens que l'énantiomére possédant la plus faible enthalpie d'activation posséde
également l'entropie d'activation la plus négative. Par conséquent, la
stéréosélectivité observée est uue fonction de la température. Ce comportement a
été Interprété par un AH¥ élevé significatif d’une bonne reconnaissance chirale
et d'une liaison plus forte de la paire rédox, conduisant 4 une plus graude

désolvatation et ainsi 2 un AS¥ plus positf,

D'autres steréosélectivités dans les réactons de transfert d'électron ont &té
observées pour l'oxydation du ferrocytocbrome-c par [Co{acétylacétonels],
{Co(bipyridine)3]3+ et [Co{oxalate)3}3- [10aidel, 1a réduction de ta plastocyanine

par le complexe [Co((N(CH3}3)2-sarcophagine)]?+ [37] révele également ume
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stéréosélectivité en faveur de ]'énantiomére A, dépendante du pH mais
indépendante de la force ionique. La réduction du ferricytochrome-c par le méme
complexe ne montre par comrtre aucune stéréosélectivité. Citons encore Ia

réduction stéréosélective de la superoxyde dismutase par [Fe(pdwa)}2- (381,

1.3 la anine
1.3.1 Fonction parurelle

b est actuellement bien reconpu que la fonction biologique de la plastocyanine se
situe au niveau des réactions de wansfert d'élecoon de la chaine photosynthétique
de toutes les plantes vertes et de certaines algues. La plastocyanine sert de
médiateur dans le passage de I'électron du cytochrome-f aw F700+,

e e
Cytf — PCy —= P700

Dans ce réle, la structure de la plastocyanine a tois fonctions importantes;

1) Maintenir Ie site actif 3 un potentiel qui se situe entre celui de ses partenaires

physiologiques.

2) Fournir les sites spécifiques de réaction aux deux partenaires physiologiques
afin d'assurer sa fonction de médlateur dans la chaine de transport électronique

de la photosynthése.

3) Permetire le trapsfert électronique de ces sites de réaction au cuivre et

inversement.
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1.3.2 Propriétés et structure

La plastocyanlne, biosynthédsée exclusivement dans le cytoplasme des plantes
vertes et de certalnes algues, est une petite protéine de 10.5kD contenant quelque

99 acides aminés et un atome de cuivre {Figure 1.3.2}.

Les chloroplastes sont des organites propres aux cellules des végétaux et plus
particuliérement aux cellules exposées A la lumiére. lis ont environ Sum de
diamétre, possédent une membrane interne entourant le stroma et des structures
membraneuse appelées thylakoides, en forme de sacs aplatis (Figure 1.3.1). Les
thylakoides contienuent la chlorophylle, la plastocyanine et tous les autres

composants de la machinerie qui convertit 1'énergie solaire en énergie chimique.

Le mécanisme de 1a biosynthése de la plastocyanine est encore obscure. On
suppose qu'elle est présyothétisée dans le cytoplasme sous forme de précurseur
coutenant un polypeptide de transit et qu'elle migre ensuite dans le chioroplaste.
A l'intérieur du chloroplaste, la protéine se développe tout d'abord sous forme

d'apoprotéine, qui joue un rdle d'agent chélatant spécifique pour le cuivre.

Figure 1.3.1 Chioroplaste
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1a premidre caractérisation de Ja plastocyanlpe par Katoh remonte 2 19613%, A
IFheure actuelle. les plastocyanines extraites de 19 variétés de plaotes vertes
{épinard, haricot, peuplier...), 4 variétés d'algues vertes (Chlorella fusca, Ulva
arasakii, Scemedesmus obliguus, Enteromorpha prolifera), et uce algue blene-
verte (Apabaena variabilis) out &té séquencées, ce qui permet i la plastocyanine

de figurer parmi les protéines les mieux documentées.

Pour les 1Y plastacyanines de plantes vertes séquencees, 47 des 99 acides aminds
sont conservés. En incluant les 4 plastocyanines d'algues vertes, cette homologie
diminue 4 28 résldus. Les résidus définissant Je slte actif: His37, Cys84, HisB7 et
Met92 sont conservés pour toutes les plastocyanines, de méme guoe les résidus 31-

44er78-92,

ia suructure de Ia plastocyanine de peuplier fut déterminée pour la premiére fois
par Freeman en 1978040, elle est actuellement raffinde 4 1.33A141), Elle consiste en
8 feuillets g antiparalléles et noe seule hélice «. L'atome de cuivre est coordonad
par les résldus de deux kistidines, une cystéine et une méthionine. La molécule de
plastocyanioce adopte des dimensions de l'ordre de 40x32x28A. Dans la
représentatioo la plus commune de Ia stucture, 'axe de 40A défini I'axe nord-sud

et le groupe prosthétique est ainsi localisé au "nord” de 1a molécule (Figure 1.3.2).

Si 1a charge électrique globale de la plastocyanine ApH = 7estde-912 1 (P1= 4.1},
aucun des 10 résidus chargés ne se trouve dans le quartier supérieur de [a
molécule. His87. exposé partellement au solvant, est entouré uniquement par des
rézidus non-polaires. définissant un site hydrophobe. Les résidus acides Asp/Glu
42-45 et 59-61 sont coucentrés aux aleatours du residu Tyr83, défioissant

parallélement au site hydrophobe, un site acide.
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Figure 1.3.2 La plastocyanine selon la représentation de Freeman f41]

Les structures ont été déterminées pour l'apoplastocyanine, pour la plastocyanine
dont l'atome de cuivre est substitué par du mercure et pour la plastocyanioe
réduite A six pH différents de 3.8 a 7.8[4244], Pour d'antres plastocyanines, les
conformations eo solutioo oot été étudiées par 'H-RMN. Pour la plastocyanice
d'épinard en particulier, ces mesures 1H-RMN ont indigué une structure trés
similaire A celle de la plastocyanine de peuplier[#5). 1l est intéressant de noter
qu'une seconde plastocyanine a été isolée des feunilles de peuplier. Comparée & la
premiére caractérisation par Freeman, 1a séquence de cette seconde plastocyanine
contieat 12 modifications dont un carboxylate supplémentajre. Deux protéines de

cuivre blen de type 1 ont également été isolées des concombres.
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Ces exemples démonixent I'existence possible de différentes plastocyanines dans
une méme famille de végétaux, Dans notre travail, la plastocyanine est extraite des

feuilles de "épinard Spinacia oleracea.

1.3.3 Le site actif

Le site actif est localisé an nord de la représemtation structurale, ~bA a l'intérienr
de la protéine. Le cuivre est coordonné par les atomes d'azote de His37 et de His87 et
par ies atomes de soufre de Cys34 et de Met92, La géométrie duy site de coordination
est un etraédre Irrégulier (Figure 1.3.3). Les deux liaisons Cu-N, ainsi que la
Hadson Cu-S (Cys84j sont considérdes normales, mais fa lizison Co-S (Met92) de 2.94

est trés Jongne,

La structure du site actif de la plastocyanine de peuplier 2 pH = 6 est pratiquement
identique A celle de la protéine réduite A pH = 7.8. Cependant, si le pH est abaissé, 1a
geométrie du site actif de la protéine réduite subit un changement profond df a la
prownation de His87 qui s'éloigne également du site de coordination par un
mouvement de rotanion de 180°. L'acome de cuivre s'enfonce alors dans la cavité du
site et n'est plus coordonné que par les ligands His37, Cys84 et Met92. A un pH
inférienr A 5.1, le cuivre et ses trois ligands sont quasiment coplanaires (Figure

1.3.4(a)).
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(a) (b

Figure 1.3.3 Site actif de la plastocyanine oxydée (a) et de I"apoplastocyanine (b) selon réf,
{41]

(a} (b}

Figure 1.3.4 Site acuf de la protéine réduite A pH « 3.8 (a) et 4 pH = 7.8 (b} selon réf. [41]

La forme trigonale stabilisant I'état réduit du cuivre, le potentiel de la protéine est
de 430mV 4 pH = 4.2 contre 370mV 2 pH = 7.0. Comparé 3 I'aqua-ion [Cu(H0)g)2+/1+,
qui a un potendel de 115mV, le site actdf du cuivre de la plastocyanine est optimal
pour ses fonctions physiologiques de transporteur d'électron (cytocbrome f.
360mV; P700, 520mV). Ce potentiel idéal est la conséquence de la structure de la

protéine, qui stabilise les deux formes Cu(ll} et Cu{l) par la géométrle du site actif.
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De plus, deux des quarre ligands sont des bases intermédiaires (imidazoles) qui sont
preférées par le Cu(ll) tandis que les deux aurres ligands sont des bases molles

(sulfures), préférées par le Cu(l).

La détermination de la structure de l'apoplastocyanine montre que la structure de
la protéine ne change quasiment pas en retirant l'atome de cuivre. His87 est
cependant retourné de 180" et dirige I'azote coordinateur en direction du solvant
(Fipure 1.3.3(b}). Garrett et ses collaborateurs ont ainsi suggéré que His87 joue un
riole de portillon d'entrée pour l'atome de cuivre dans le site actf lors de Ia

biosynthése de la prottine[*2l.

Les protéines de cuivre bleu de type 1 ont une intense couleur bleue a I'état oxyde
et présentent un trés fajble dédoublement byperfin dans la région a; du spectre
EPR. Le coefficient d'absorption molaire trés important 4 660nm provient d'un
transfert de charge (LMCT) de faible énerple de l'orbitale SY(Cys-84)-x 4 'orbitale
Cu-d,{?_yz‘ alors que le faible dédoublement hyperfin est la conséquence de
'asymétrie dans I'environnement du cuivre. A I'heure actuelle, les propriétés du
groupe prosthétique des protéines de cuivre bleu ne sont pas encore totalement

reproduites pour des composés de coordinaton synthétiques.

1.3.4 Les sites de_transfert d'électron

8caucoup d'¢tudes récentes ont apporté leur contribution i l'imapge d'une
plastocyanine exploitant deux sites de transfert d'élecwon, Le premier est iocalisé
au “nord” de Ia molécule, environnant His87, et le second débouche a "I'est” via
Cys84 et Tyr83. La namure des résidus au voisinage de His87 et de Tyr83 définissent

deux zones bien distinctes (Figure 1.3.2),
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Le premier site est hydrophobe, trés proche de 1'atome de culvre, et implique
His87, Ie seul ligand du cuivre exposé au solvant. Huit résidus environnant His87
compléteot ce site et sont conservés pour toutes les plastocyanines eucaryotiques
connues: Lenl2; Ala33, Gly34, Phe35. Pro36. Pro86, Gly89, et Ala90. 1l n'y a doaoc mi

acide aminé chargé, m résidu polaire dans cette région.

Le second site est rendu acide par la présence de nomhreux carboxylates contenus
dans les résidus 42 4 45 et 59 4 61. 11 est par conséquent fortement négadf a pH - 7.
Cette concentration de charges négatives rend cette région de la biomolécule
unique. Trois résidus sont conservés pour toutes les plastocyanines encaryotiques
connues : Asp42, Asp43 et Glua4, Ce site est finalement complété par les résidus 59,
60, 61, qui sont des aspartates ou des glutamates, selon la source de la
plastocyaaine. Se trouvant passablemeat éloigné de I'atome de cuivre (~15A), ce

site est également dénommeé le site éloigaé.

Pour toutes les plastocyanines issues de cyanobactéries, Ia région acide a'existe

pas.

La découverte de cette dualité dans le transfert d'électron de la plastocyanine des
plantes vertes été possible grice i I'vtlisatdon de complexes métalliques comme

agents de transfert d'électron.

Deux couples rédox fréquemment utilisés dans les premiléres investigations
concernant l'oxydation de la plastocyanine sout [Fe{CN)g]3-/4- (410mV) et
[Co(pben)3)3+/2+ (370mV) (phen = 1,10 phénantroline){46-50]. 1a coastante de
vitesse observée pour ['oxydation de la plastocyanine par [Co(pheu)3]3+ montre un
phénoméne de saturation qui s'explique par 1'association préalable relativement
forte du complexe cationique et de la protéine. Cette saturation n'est par coatre pas

observée lors de I'emplol du réactif anionique. D'antres mesures ont montré une
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augmentation de la constante d'associatipn 4 force ionigue plus faible et
inversement, une disparition de cette assoclation dans NaCl 0.5MBH. Cewe
dépendance de la constante de vitesse vis-3-vis de la force ionlque diminue dans
un milieu plus acide, ol les résidus acides sont protonés. Les mesures cinétiques en
foncton du pH ont permis de déterminer 1'équilibre de protonation du site acide
par un pKa voisin de 5.1{52),

1a vitesse de I'oxydation de la plastocyaniae par [Fe(CN)g]3- n'est par coutre pas

affectée par une variatdon de 1a force ionigue ou du pH.

L'analyse du spectre !H-RMN de la protéine en présence des composés [Cr{CN)g)3-
et [Cr(pben)313+ montte que les deux complexes de chrome se fixent en des
endroits différents selon leur chargel33). La proposition des acides amioés
impligués dans I'association protéine - complexe ant aussi défini les deux sites
réactionnels hydrophobe et acidel®¥. Ces études menées pour différentes sources
de plastocyanines montrent une assoclation procbe de His87 pour les complexes
anioniques et une association au site acide, impllguant en particulier Tyr83 ponr
les complexes cativniques [Cr{phen)z]3* ou [Cr(NH3)g)3*. 1o discermement entre
un site spécifique ou une zone d'interaction n'est cependant pas encore clair. Les
perturbations du spectre 1H-RMN de la protéine liées A la présence du complexe de
cbrome montrent en effet que plusieurs résidus sont impliq'ués plus vu moins

fortement dans cette associatinn.

Une anrre technique utilisée pour Ja localisation des sites de wransfert d'électron
est la réduction de la plastocyanine par I'aquacomplexe dé chrome(ll} et ie
séguengage consécntif de la protéine contenant le chrome(lll) fixe au squelette
polypeptidiguel27}, Cette technique a permis d'isoler un fragment polypeptidique
contenant le chrome(ill} fixé au niveau des résidus 42-45, ldentifiant &galement fe

site éloigne.
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Lrutilisation de plastocyanines mutantesP24€l 4 encore permis de déceler le réle
critique joué par le résidu Leul2, dans la réactivité du site hydrophabe.
L'importance de la nature du résidu Leul? est trés vraisemblablement lié a sa

position trés proche de His87.

La réacudvité de petlts composés de coordination a démontré que le site élolgné est
également utilisé par la plastocyanine dans les réactions de transfert d'électron in
vivo. Les complexes cationiques réagissant au site éloigné jouent en effet un réle
inhibiteur dans l'oxydation du cytochrome-f par la plastocyanive, ce qui laisse
supposer que le cytochrome-f (qui posséde également une zoone de charges
positives) réagit aux alentours de Tyr83055], L'interaction du site hydrophobe et des
partenaires physlologiques n'est par contre pas encore bien définle. La
plastocyanine mutée L12E montre une moindre affinité pour le photosystéme I par
une vitesse de réduction passablement ralentie, ce qui laisse également supposer

que ce partenaire physiologique réagit au niveau du site hydrophobe.
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2. Syn e et caractérisation des li et des complex

2.1 Généralités

Un travail basé sur des mesures de stéréosélectivité requiert une connaissance
parfaite de la structure des réactifs. Or, lors de la formation des composés de
coordination, 'utilisation de ligands pluridentés conduit le plus souvent A la
formation de multiples isoméres géométriques. Par l'Introduction de propriétés
structurales spéclales dans 1'élaboration du ligand, certains de ces isoméres
peuvent étre fortement favorisés, voire formés de maniére exclusive. La synthése
des complexes 2 partir de tels ligands est alors stéréospécifique. Parmi le cholx des
ligands coordonnant de manlére stéréosélective, pen d'entre-eux sont linéaires et
pentadentés. Alamp et promp {Figure 1.1.1c;e) sont de tels ligands et ont I'avantage

de laisser une position de coordination libre dans un site octaédrique.

Dérivés de la N.N'-[pyridinedlyl-2,6)bis{méthyléne)ibis{glycine], les lizgands alamp
et promp possédent une symétrie Cy et Imposent par le biais de la pyridine
substituée en 2 et en 6 une coordination fpf du centre métallique56! (Figure 2.1.1).
Cette diastéréosélectivité est trds importante et elle permet d'attribuer une

configuration absclue uniquement A partr de la chiralité du ligand.

e

Figure 2.1.1 lsomeres géométriques des complexes octaédriques formés avec un ligand
linéaire pentadenté (f=facial; p= périphérique).
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Par la déterminatico des structures aux rayoos-X et par la comparaison des
spectres CD, il a é1€ démontré en effet que les cations complexes de cobalc(lil)
[CotS.S)-alamp(py)]* et [Co(S,S)-promp(H20)]* adoptent une coafiguration absolue
a-exo, alors que pour [Co(R,R}-alamp{py)l* et [Co(R,R)-promp(H20}]* la
configuration absolue est A-exolST), La diastéreosélectivité observée daons la
formation des complexes icertes du cobalt(lll) permet d'admettre que les

complexes lablles du cobalt{ll) adoptent les mémes configurations absolues.

2.2 Synthése des lisands alamp et promp
2.2.1 Principes de synthése

Les ligands N, N'-[{pyridinediyl-2,6)bis(méthyléne}Ibis((R}- ou (Sj-prolioe]
({(R.R)- ou (5.5)-promp) et N.N'-[(pyridinediyl-2,6)bis(méthyléne)Ibis[(R)- ou (S)-
alanine] ((R,R)- ou (5,5)-alamp) utilisés dans ce tavail soot syothétisés et purifiés
par apalogie aux modes opératoires décritsi7), en iotroduisant quelques

modifications:

1) Remplacement du bis(bromométhyl}-2,6-pyridine par le bis(chloromethyl)-2 6-
pyridine qul est moins agressif pour la peau et permet ainsi une manipulation

plus facile.
2) Recristatlisation des ligands dans un mélange éthanol/acétone,

Les modes opératoires détailiés concernant la synthése du bis(chlorométhyl}-2,6-

pyridine et des ligands alamp et promp sont donnés au chapitre 2.5,
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2.2.2 Caractérisation des ligzands

Les priucipales analyses des iigands alamp et promp sont décrites dans la
référence [57]. Les tests de pureté des ligands synthétisés dans ce travail sont
effectués par polarimétrie et titration spectropolarimétrique du complexe de

culvre.

2.3 Synthése des complexes inhibjteurs

Les complexes [(NH3)5Co{NH;)Co(NH3z)5]Brs et [Co{NH3)gICl3 sont utilisés dans le
but d'inhiber le site éloigné de la plastocyanine lors des mesures de transfert

d'électron {Chapitre 4),

[(NH3)sCo{NH7)Co(NH3}5]Brs et [Co(NH3)g]Cl; sont synthétisés selon les modes

opératoires décrits dans les références [58] et [59).

2.4 Synthése des complexes mixtes de cobalt(lIl}
2.4.1 Principes de synthése

Dans ce travail de synthése, entrepris en collaboration ave¢ A. Thiamf®0l et H.J.
Hilgers®®ll qui onr décrit dans leur thése de doctorat, 1a synthése et les
caractéristigues des compiexes mixtes de promp et alamp contenant les ligands
monodentés imidazole (im), thiazole (tz), et pyrazine {(pz), nous décrivons Ia
syathése et la caractérisation des complexes mixtes [ColTl{promp)meim)CiQa,
(Col i (alamp)-buim)CIO 4 ainsi que des histidino-compiexes [Col'¥alamp)L-his]C104

et [ColTi(promp) L-hisICl04. Les modes opératofres sont détaillés au chapiwe 2.5.
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le principe de la synthése du complexe mixte consiste 2 substituer la molécule
d'eau de 'aquacomplexe du cobalt(lll) obtenu selon [58) par L*, en présence d'un
exces de ligand L* (L* = imldazele, N-méthylimidazole, N-butylimidazole gu L-
histidine).

MeGH
[Co(L)HzQ+ + 1* —— [CalL)L*]*+ H;0
80°C

Les complexes mixtes sont recristallisés sous forme de perchlorates. Les bistidino-
complexes et le complexe mixte [Coll/(promp)buim]* n'ont pu étre recristallisés

sous la forme de perchlorate.

2,42 Caracrérisation par spectroscopie UV/Vis et CD

Les différents coefficients d'extinction molaire de la série des éomplexes mixtes de
cobalt(1ll} sont réunis dans le tableau 2.4.1, o0 nous avons également inclus les
valeurs des potentiels de pic déterminés pour certains d'entre-eux par

voltammétrie cycliquef60-61),

Les spectres d'absorption et CD enregistrés dans le domaine des longueurs d'onde
du visible sont comparables pour toute la série des complexes imidazoles, y compris
pour les solutions des histidino-complexes. Cetle analogie spectrale permet
d'admerttre que les valeurs A€ des histidino-compiexes et des complexes imidazoles
sout pratiquement équivalentes. Le tableau 2.4.2 coufirme cette hypothése en
montrant que le rapport des maxima du spectre d‘abso:ptiOp et du specire CD des
solutions d'histidino-complexes (E(A\y / m“(A)) correspond bien au rapport

E(A)AE(X) des complexes imidazoles recristallisés.

: E m e E-33000
En considérant ¢ - et Ae - 330001 alors yvilara

= (ég. 2.1)
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Tableau 2.4.1 Coefficlents d'extinction molaire et potentiels de pic des aquacomplexes et des
complexes mixtes de cobalt(Ill).

complexe e/Mlcml) ae M- lem'1] Epic*/ [mv] référence
A-[Colll(alamp)H,Q* | 171 (487nm}  2.37 {(469nm) - 0.20 {60-61]
A-[Colll{alamp)im]+ 205 (466mm)  4.22 (459nm) - 0.26 [60-61]
A-lCol'(alamp)meim]* |177 (467om) 375 (460nm) - 0.28 (60-61]
aA-{Colll{alamp)buim}+ | 200 (466nm)  -4.12 (460nm) ----- ce travail
A-[Colll{alamp)L-his]* | — (466nm)  --— (460nm) ----- ce travall
A{Coll(promp)H,0+ | 291 (504nm) 1,63 (4%6nm) -0.14 [60-61)
A-[Col'Y{promp)im]+ 306 (494nm)} 2.47 (489nm) -0.17 (60-61)
A-[CollY(promp)meim)* | 301 (496nm)  2.58 {4%0mm) -0.17 f60-61]
A-{Colll{promp)buim}* [-— (496nm}  ——- (490nm)} ----- (60-61)
A-{Co'l{promp)L-his]* | —— (4%4nm) — (489nm} ----- ce travafl

*mesuré A pH = 5.5 (valeurs calculées par rapport 3 I'ENH)

Tableau 2.4.2 Rapports (A Ae(A) = {EA)}r33000)/ m'(A) pour la série des histidino-complexes et
des complexes Imidazoles de cobale(ll).

complexe L*=im meim buim L-his
Co'l{alamp)L*]*+ 48.62) 4723) 4852) 4852)
[Co'T{ promp)L*}+ 1239b) 116.7b) 122.89) 1232b)

a) rapport E{466nm)/AE{460nm)
b) rapport E{496nm)/AE{490nm)
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Figure 2.4.1 Spectres CD des complexes mixtes A-[Co™((S,S)-alamp)im]* (a); A-[CoTH(5.5)-
promp)im]* (b} et des aquacomplexes A-[Colll((5,$)-alamp)H201*c); A-[Colll((S,S) promp)H20 I+
td).
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Figure 2.4.2 Spectres d'absorpdon des complexes mixtes [Colllalamp)im]* (a);
T1CoMl{promp)im]* (b) et des aquacomplexes [Co'lltalamp}H20]* (c); [Co'M(promp)H0 J* (d).
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Le reste méthyle ou butyle présent sur 'azote NY de l'imidazoie, de méme que le
carbone asymétrique suppiémentaire des histidino-complexes. modifient
légérement le spectre d'absorption ou le spectre CD des complexes mixtes de
cobalt(ill) dans l¢c domaine des longueurs d'onde du visibie. Si les intensités
d'absorption et CD vaﬁent. leur rapport reste cependant rigoureusement constant
Cette observation est importante et en relation directe avec la détermination de ia
quantité de cobatt(ill) fixé 4 la protéine lors des réactdons de transfert d'électron

{Chapitre 4).

Les spectres des complexes mixtes se distinguent cependant nettement des
aquacomplexes de cobalt{lll}) par un déplacement hypsochrome, déja observé pour

les pyridino-complexesB37l,

Les spectres d'absorption sont caractéristiques des complexes de cobalt(TlI} d6 low-
spin. lls présentent deux bandes d'absorption correspondant aux transitions

1A1g— ITig et 1A1g — 1T2g.

2.4.3 Caractérisation  par spectroscopie RMN

Les produits recristallisés ont été analysés par 1H-RMN dans D>0. (Figures 2.4.3 et

24.4).
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Figure 2.4.3 Spectre 1H-RMN de rac-[Co){promp) metm]CIO,

1.85 (m. 4H, pyrrolidine), 2.37 (m, 4H, pyrrolidine), 2.85 {m, 2H, pyrrolidine), 3.2
im, 2H, pyrrolidine}, 3.80 (dd. 2H, C*H), 3.85 (5, 3H, N-CH3 méthylimidazole), 4.50

(systéme AB, 2H, py-CHiy-NH), 4.95 {(systéme AB, 2H, py-CHiz>-NH), 7.14 {m, 1H,
méthylimidazole), 7.48 (m, 1H, méthylimidazole}, 7.76, (d, ZH, pyridine), 7,95 (s, 1H,
méthylimidazole), 8.20 (1 1H, pyridine).
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Figure 2.4.4 Spectre IH-RMN de a-[Colll{(R,R)-alamp)bulm]CIO,

0.90 (m, 3H, CH3-CH2- butylimidazole), 0.97 {d, 6H, CH3-CH-), 1.22 (m, 2H, (H3-CHy-
butylimidazole), 1.80 (m, 2H, -CH>-CH-CH3- butylimidazole), 3.6 (q, 2H, CH3-CH-),
4.6 (d, 2H, py-CHi-NH), 5.2 (d, 2H, py-CHj-NH}, 7.17 {m, 1H. butylimidazole), 7.55 {m,
1H, butylimidazole), 7.70, {(d, 2H, pyridine), 8.0 (s, 2H, NH). 8.2 {t 1H, pyridine), 8.65
{s, 1H, NH butylimidazole).

Si I'on ne tlent pas compte du ligand a la sixidme posltion de coordination, les
complexes mixtes de cobalt(lll} synthétisés possédent une symétrie Cy quu
simplifie I'lnterprétation du spectre 14-RMN. La coordination du ligand autour du
cobalt rend les deux protons méthyléniques mon équivalents. Daps le cas du

complexe A-[Colll{{R,R)-alamp}buim]+, le signal du proton en cis par rapport au
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proton de I'amine (H;j) sort sous forme d'un donblet car il est couplé avec Hj (Jpom =
17.5Hz), Contrairement au spectre 1H-RMN du pyridino-complexe effectué par

Sauvainl57, nous n'observons pas le couplage HnHy de SHz.

Figure 2.4.5 Numérctatioo des deux protons méthyléniques non équivalents (valable pour
ol promp)x] également).

Z.44 Caracvérisation par diffraction aux ravons-X

la recristallisation des complexes rac-fCotl!(promp)meim]ClO4, rac-[Co'1){alamp)-
Duim)Cl04 et A-[Colll{(R R)}-alamp)buim]Cl04 2 permis nne analyse par diffraction
aux rayons-X (Figures 2.4.6 et 2.4.7). Les tableaux 2.4.3 4 2.4.6 regroupent les

différents parameéires cristallograpbiques,

Pour l'ensemble des complexes de cobalt{lll) 2 base des llgands linéaires
pentadentés alamp et promp, les analyses aux rayons-X etfectuées jusqu'a présent
indiquent plusienrs structures cristallines. Pour les complexes mixtes de
[Co(promp)]*, les caractéristiques llées 2 la géométrie des cristaux, 3
I'arrangement moléculaire du ligand et anx intéractions entre unités de
coordination, peunvent étre nettement différentes. Le complexe mixte rac-
[CoM Y prompmeim]ClO4 cristallise sous forme d'un polymére avec nne structure

en chaine infinle (Flgnre 2.4.6a). Le composé optignement actif cristallise
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également sous forme de polymérel®, mais présente un arrangement différent
dans la structure en chaine infinie, tout en possédant le méme nombre d'unités
chimiques daus la période de chaine (Figure 2.4.6by; rac-{[Co!*l{promp)-
meim]-Na(ClO4)2 Ho0)y et A-([Col'l{{R,R})-promp)meim]Cl04NaClO4-Hy O, Les
maillous de la chaine du polymére sout reliés dans les deux cas par un pont sodium

hexacoordonné par des atomes d'oxygéune.

Dans le racémate, deux perchlorates sont reliés chacun par un oxygéne a I'atome
de sodium. 1a chajue du polymére n'est pas symétrique, elle se partage en uue
succession d'entités A-[Colll((5,5)-promp)meim]*+ et A-[Col!H(R R)-promp)meim]*+.
L'ion sodium est lié¢ par un simple pont carboxylate sur une entité {dCo-Na =5.452A}
et par un double pont carboxylate du complexe de cobalt(lll) sur I'autre {dCo-Na =
4,4504A), (Figure 2.4.6). La molécule d'eau reste symétriquement partagée de part et
d'autre des maillons du polymére. Dans le cas du complexe mixte optiquement actif,
un seul perchlorate est coordouné au sodium par deux atomes d'oxygéue et la
molécule d'eau coordonnée sur le pont sodium est en position trans par rapport au
perchlorate. Dans ce cas, les maillons de Ia chalue sont parfaiternent symétriques
au pont formé par le sodium et I'ion sodium est lié par un double pont carboxylate

du complexe de cobalt(IlI).

Les structures des complexes synthétisés & base de [Co(alamp)], rac-
(Colll{alamp)buim]CIO4 et la forme optiquement active A-[Col!l{(R,R)-alamp)-
buim]ClO4 ue se préseatent pas sous la forme de polyméres, mais sous une forme
discréte. La grande mobilité du groupe butylimidazole a rendu nécessalre une

analyse aux rayons-X a -50°C.
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Figure 2.4.6 Suucture de rac-{[Colii{ promp)meim]) Na(CI04)2Hz0n (a) et de a-F[Coll'({RR)-
promp)meim]-Na(ClO4)2-H201n (b).
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Figure 2.4.7 Structures de rac-[Col{alamp)buim]ClOy4 (2) et de -[CoM{(R.R)-alamp)buim]Cl04
{by. '

Tableau 2.4.3 Données cristallographlques des complexes mixtes de cobalt{lll) synthétsés
dans ce travail.

Ligand {RR.SS}-promp {RR.55)alamp (R.R)-alamp

L Méthylimidazole Butylimidazole Butylimidazote

formule empirique rac({Cofprompimeim}  rac{Colajamp)budm]}CIO4  A{Co{(R Ryalamplbuim]-
Na(CiOg)p Hy O, buimHCIO4 ClO4HR O

systéme cristallin orthorhombique triclinique monoclinique

groupe spacial Pbca P-1(Z=2 P21(Z=2)

a(h) 13.288 10.307 13.818

b(A) 19.164 13.703 9.534

c(A) 22.284 14.193 12.057

o 90 88.34 90

g 20 73.92 125.84

¥ 90 70.90 20

v(AY 5674.6 1815.9 1287.6
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Tableau 2.4.4 Longueurs de Haisons [A) et angles de torsion [ pour rac-[Colfl{promp) meim}-

ClQ4

Co(1)-N(1)  1.874 Co(1)-N(4)  1.935 Co(1)-0(1) 1.873
Col(1)-N{2) 2011 Co(1)-N(3} 2.008 Co(1}-0(3) 1.884
N{1}-Co(1)-0(1) 89.1 N{1)-Co(1}-N(4) 178.5 Na(1}-0(2) 2.249
N{1)-Col1)-0{3) 90.8 N(1}-Co(1)-N(3} 82.6 Na(1)-0(3) 2.633
N(2)-Co(1)-0(1) 88.3 N(1)-Co(1)-N(2} 83.2 Na(1)-0(4) 2.354
N{2}-Co(1j-0(3) 91.8 N(2)-Co(1)-N(4) 96.2 Na(1}-0{5) 2.450
N(3)-Co(1)}-0(1) 923 N(2)-Co(1)}-N(3) 165.8 Na(1}-O0(%) 2395
N{3}-Co(1)-0(3) 87.6 N(3)-Co(1)-N(4) 98.0 Na{1}-O(w)  2.297.
N{4)-Co(1)-0{1) 89.5 0{1)-Cof1)-0(3) 179.9

N(4}-Co(1)-0(3) 90.6

0(2)-Na(1)-O(w) 99.9 0(2)-Na(1)-0(5) 863 Qi4)-Na(1)-0(3) 52,35
0{2)-Na(1)-0{$) 93.2 O{w)-Na(1)-0(5) 88.2 0(9)-Na(1)-0(3) 88.8
O{w)-Na{1)-0(4) 160.6 0O(4)-Na(1)}-0(5) 859 O(5)-Na(1)-0(3) 79.0
O(2)-Na(1)-0(9) 106.4 0O(9)-Na(1)-0(5) 1671

O{w)-Na{1}-0{4) 91.6 0{2)-Na{1)-0(2) 147.5

0(4)-Na(1)-0(9) 90.1 O(w)-Na(1)-0(3) 108.3

Tableau 2.4.5 Longueurs de liaisons {A] et angles de torsion {7) pour rac-{Cofalamp}buim|CiO4

[EO(],)-N(]) 1.863 Co(1)-N{4)  1.940 Co(1)-0{1)  1.884
Co(1)»-N(2) 1.970 Co(1)-N(3} 1961 Co(1)-03)  1.894
N{1)-Co(1)-0(1} 94.4 N{1}-Co(1}-N(4) 1762 Na(1)}-0(2) 2.249
N(1}-Co(1}-0(3) 87.1 N(1}-Co(1)-N(3} 840 Na(1}-0(3) 2633
N(2)}-Co(1)-0(1) 93.2 N{1)-Co(1)-N{2} 83.0 Na(1)-0{4)  2.354
N(2)-Co{1)-0(3) 86.7 N(2)-Col1)-N(4) 96.0 Na(1)-0(3) 2.450
N{3)-Co(1)-0(1) 87.6 N(2)-Co(1)-N(3) 167.0 Na{1)-0(9)  2.395
N(3)}-Co(1)-0(3) 929 N(3}-Co(1)-N{4) 970 Na{1)»O(w)  2.297
N(4)}-Co(1)-0(I1} 89.3 O(-Co(1)-0(3) 1785

N{4}-Co{1}-0(3) 89.2 )
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Tableau 2.4.6 Longueurs de Yiaisons [A]) et angles de torsion [} pour a-[Co((R.R}-alamp}-
buim]ClO4

Co(1)-N(1)  1.867 Co(1}-N(4) 1938 Co(1)}-0(1)  1.899

Co(1)-N(2)  1.967 Co{1)»-N(3}) 1.956 Co(1}-0{3) 1.885

N(1)-Co(§}-0(1) 88.1 N(1)-Co{1}-N{4) 178.0 Na(1)-0(2) 2.249
N(1)-Co(1)-0(3} 90.2 N(1)-Co{1}-N(3) 84.0 Na(1)}-0(3) 2.633
N{2)-Co(1)-0(1} 924 N(1)-Co(1)-N{2) 84.0 Na(1)}-0(4y  2.354
N(2)-Co(3)-0(3) 87.3 N(2)-Co{1)-N(4) 95.5 Na(1)-0(5) 2.450
N{3)-Co(1)-0(1) 87.5 N(2)-Co{1)-N{3) 1680 Na(1}0(9)  2.395
N(3)-Co(1)-0(3) 92.4 N(3)-Co(1)-N(4) 96.5 Na(1}-O(w}  2.297

N(4)-Co(1)-0(1) 90.0 O(1)-Co(1)-0(3) 178.3
N(4)-Co(1)-0(3) 91.6

2.4.5 Caractérisation par spectre de masse

Le complexe rac-{[Colll{promp)meim]-Na{ClO4) 3 HzO}y, a également été caractérisé
par un spectre de masse (electrospray positif). Un seul signal significatif est

observé A m/z - 472.1 correspondant 2 [Colll(promp)meim]*.

300 7 e
»a
“
4D
20 4
iy 03.2 Jlll.l l;,h\ aj.: N 3ﬂil-l A2 ‘1!140 LU B B
190 40 ) yan s T 100 T oa 00

Figure 2.4.9 Analyse par électrospray positif du complexe rac-{[Colll{promp)meim]-
NE(C[O4)2-H20}D
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2.5 Modes opératoires

25.1 -2,6-

OH OH i L
oy (2)

50z (0.359mol} de bis(hydroxyméthyl)-2,6-pyridine (1) et S00ml de dichloromsé-
thace fraichement distillé sont Introduits un balloo tricol de 11 surmonté d'un

réfrigérant et d'une ampoule 2 introduction.

A la suspension préalablement refroidie par un bain de glace, 171g (1.435mol;
46q.) de cblorure de thionyle fraichement distillés sont introduits goutle 4 goutte
via ute ampoule 3 introduction, sous forte agitation. Le mélange réactionnel est
laissé sous agitaﬁon 4 température ambiante pendant 8b, avant d'éwre chauffé a

reflux pendant une nuit.

Aprés refroidissement, l'excés de chiorure de thionyle est hydrolysé en versant le
mélange réactionoel dans de la glace. Les deux pbases sont séparées et la phase
agueuse est neutralisée par une solution de carbonate de sodinm saturée, Le
bis(chlorométhyl)-2,6-pyridine (2) précipité est filtré, séché au dessiccateur et
purifié par sublimation 2 P = 12mmHg et T = 90°C.

La phase organique est concentrée 4 sec et le résidu de bis(chiorométhyl}-2,6-

pyridine est également purifié par syblimation,

9.5g de produit sont ainsi récupérés de la phase organique et 40.0g de la pbase

aqueuse, 50it un rendement de 78%.
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2.5.2 Synthése de promp

-4

=
——

I X MeOH N

-

N p— + 2 NaQl

. N N

a a E f

o7 oH HO™ “p
3 (4)

12.6g (91.9mmol 2.56q.) de (S)- on (R}-prolinate de sodium {(3) - obtenu par
nentralisation de I'acide aminé par une quantité stoechiométrique de NaOH(aq) -
sont dissous dans 100ml de méthanol distillé et introdnits dans un ballon tricol de
500m) muni d'une agitation magnétique, équipé d'un réfrigérant et d'une ampoule
4 introduction. La solution est rendue basique par NaCH 4M dans du méthanol. (La
basicité est conwrdlée par ia présence de deux gouttes d'nne solution de

phénolphtaléine dans le milien réactionnel).

6.47g (36.76mmol) de bis(chlorométhyl)-2,6-pyridine dans 80m! de méthanol
distillé sont ajoutés goutte A goutte et sous vive agitation en maintenant le milien

réactionnel basique par I'adjonction de NaOH 4M méthanolique.

Le reflux est maintenn Z4h. Le mélange réactionnel est ensuite refroidi A
température ambiante et neutralisé par HC1 1:1. Le NaCl précipité est filtré et le

mélange réactionnel évaporé A sec.

L'acide aminé en excés est séparé du ligand par chromatographie sur résine
échangeuse d'ions DOWEX 50 W x 8, 200-400 mesh, H*. Le déplacement avec une
solution de NaQH 0.05M permet de séparer I'acide aminé non réagi du ligand. Les
différentes fractions récoltées sont analysées sur gel de silice (phase mobile;

buntanol/acide acétique/ean 2:1:1}). Les fractions contenant I"acide aminé (révélé
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par la ninhydrine} sont écartées et celles contenant le ligand seul sont réunies et

concentrées,

Promp {4) est ensuite cristallisé sous forme de dichlorhydrate (promp-2HCI) dans
un mélange HCI SM/éthanol/acétone {le volume de HCI ajouté est calculé sur la
base d'un rendement théorique de 1009%). Aprés deux recristallisations, nous

obtenons un produit pur. (12.7g; 62% de rendement).

2.5.3 Synthése d'ajlamp
7]
(E/Nj\ +2 ch—g—CDONa _MeOH i/(NjW +2NaCl
a a NH; B,c, NH HN, o,
Lo oK

o
(5) (6}

(o]

Ce tigand est obtenu de manidre analogue 4 ia synth&se de promp, par la
condensation du bis{chlorométhyl)-2,6-pyridine avec 2 équivalents d'alaninate de
sodium (5) conduisant & un rendement de 65%. La cristallisation d'alamp (6)

s'effectue dans un mélange éthanol/acétone, sans formation du dichlorhydrate,

2.5.4 Sypthése des complexes mixtes de cobalt(l]l

1 ¢q. de (Co(L)H50(04 (out L = promp ou alamp) sont mélangés 3 10 équivalents de
L* (L* = imidazole, N-méthylimidazole, N-butylimidazole) dans du méthanol
fraichement distillé. Le mélange réactionnel est agité et porté A reflux pendant

24h.
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Le méthanol est éliminé par évaporation rotative et le ré&sidu repris dans un pen
d'eau. Le mélange est tout d'abord passé sur Sephadex G-10 puis chromatographié
sur Sephadex SP-25, 1a bande rouge (orangée dans le cas des complexes imidazoles
{Co{alamp)L*]*) est &luée par NaClO4 1%. L'élution permet de récupérer une trés
faible quantité d'aquacomplexe non réagi. La soludon contenant le complexe mixte
désiré est concenirée et I'excds de perchlorate éliminé par passage sur Sephadex
G-10. La forme optiquement active ou les racémates des complexes syothétsés sout

recristallisés dans un mélange eau/éthanol 1:1 4 4*C.

Les histidino-complexes [Colll(alamp)L-his]CIO4 et [Colll(promp)L-his]ClO4 soot
syothétisés de maniére analogue. Nous a'avons cependant pas réussi 4 les

recristalliser dans un mélange eau/éthanol 1:1 3 4°C.
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3. Extractlon et purification de la plastocyanine des feuilles
d'épinard

Les manipulations décrites ci-dessous ont été effectuées dans les laboratoires de

{'institut de blochimic de I"Université de Neuchatel.

3.1 Mode _opératoire
Le mode opératoire utilisé est tiré de Ia référence [62).

3kg de feullles d'épinard fraiches sont broyées en présence de 31 d'une solution
KyHPO4 25mM, Naztlzedta 0.2mM, et MET (mercapto-éthanol} 14mM. Aprés filtra-

tion et centrifugation {20min, 13000 t/min) le pH est ajusté 4 7.0 par K;HPQ,4 1M

Une premtére précipitation au sulfate d'ammonium est effectuée en ajoutant
{NH4)290, solide Jusqu'a 50% de saturation et en maintenant le pH A 7.0 par NHj
2M Les culots de la centrifugation {(10min; 13000t/min) sout jetés. Une nouvelle
adjonction de sulfate d'ammonium est effectuée jusqu'a 80% de saturation. Aprés
centrifugation {10min; 13000t/min) le surnageant est passé sur DEAE cellulose DE-
23 (5X23¢m). Un lavage avec 5§ volumes de colonne de tampon Tris-HCl pH = 7.9
contenant 60% de sulfate d'ammonium est d'abord effectué, puls une élution avec

le méme tampon contenant 30% de sulfate d'ammonium,

Les fractions colorées contenant fa plastocyanine, fa ferrédoxine et d'autres
protéines sont combindes ¢t concentrées sur YM-10. La solution concentrée {25ml)
est éluée sur Séphadex G-50F (2.5X98cm) par un tampon 50mM tris-HCL pH = 7.3 et
50mM en NaCl. La plastocyanine est détectée par l'additon de K3[Fe(CN)g] dans les

fractlons.
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Les fractions bleues sont récupérées et chromatographiées sur DEAE-trisacryl
éguilihrée par le méme tampon utilisé dans I'étape précédente. Les protéines sont
éluées au moyen d'un gradient linéaire en NaCl (50mM-300mM)} dans Tris/HCl
(50mM pH = 7.3). Les fractions contenaut la plastocyanine sont conceutrées sur
YM-5 jusqu'a un vofume de 10ml La purification finale est effectuée par FPLC sur
colonne de résine phényl sépharose High Load. L2 protéine pure (Rgg7,278 <1.2)
est ensuite conservée & -20°C). Une quantité de 70mg de plastocyanine pure a été

obtenue.

3.2 Caracifrisation par spectroscopie d'absorption ef CD

Les spectres d'absorpton et CD des solutions de plastocyanine utilisée dans ce

travail sont donnés aux figures 3.2.1 et 3.2.2.
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Flgure 3.2.1 Spectre d"absorption de la plastocyanine oxydée
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Figure 3.2.2 Spectre CD de 1a plastocyanine oxydée
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4, Etude cinétique de la réduction de la_plastocyanine
4.1 Généralités

Les organismes vivants naissent, croissent, se reproduisent et meurent suite a des
raillions de transformations chimiques plus ou moins rapides. Le soleil briile son
réservoir d'hydrogéne 4 un rythme qui nous permet d'envisager son existence
pendant quelques milliards d’années encore. De méme que pour nos océans ou
notre aunosphére, une caractéristique de tout matériau est sa capacité de sublr des
trausformations de nature chimigue ou physique. Le domaine de temps de ces
réactions est extrémement variable: quelques femtosecondes (10-15s) pour les plus
rapides, & des milliards d'aunées pour les transformations des systémes

géologiques.

Si la thermodynamique décrit un systéme chimique 2 I'équilibre, la cinédque
étudie le chaugement des propriétés chimiques avec Ie temps, lorsque le systéme
évolue en direction de son équilibre. L'interprétation cinétique des réactions

cbimiques est fréquemment appelée dynamique de réacton.

Cette counaissance dynamique des réactivns chimiques a permis de concevoir et de
produire un nombre important de composés qui sont devenus essentiels A notre
sociéts, Il faut néanmoius admetire que nos connaissances sur jes dynamiques de

nombreuses réactions sont encore trés lacunaires et tout particuliérement en ce

qui concerne les réactibns agissant dans les organismes vivants.

La cinétique est en rapport direct avec les dynamiques des réactions chimiques,
elles déterminent ies vitesses de réactons et permettent en paralidle de décrire un
mécanisme de réactinn. ldéalement, un mécanisme implique la connaissance de

tous fes détails de chacune des étapes moléculaires impliquées dans la réaction
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globale (incluant les énergies, la stéréocbimie...). En pratigue, l'expérience
permet de déterminer la vitesse moyenne des wansformatons d'un grand nombre
de molécules et les mécanismes proposés présentent une succession d'étapes on les

molécules sont supposées avoir une énergie moyenne.

Les vitesses de réaction sont mesurées & partir de I'observation du changement des
concentrations des réactifs on des prodults en fonction dn temps. A l'exception des
réactions d*ordre zéro, la vitesse dépend de la concentration d'au moins un des

réactifs. La nature exacte de cette dépendance est décrite par une loi de vitesse:
v =k [AJT[B]...

La constante de vitesse k, indépendante de Ja concentration et déterminée pour
une température donnée (habituellement 298K) est le paramétre cinétique ntilisé
ponr décrire, comparer ou différencier les vitesses des réactions ayant des lois de
vitesse similalres. Ces constantes sont pénéralement évaluées A partir de deux

types de méthodes expérimentales distinctes:

a} mesure de la concentrarion des expéces en foncton du degré d'avancement de la

réaction,

b) observadon du changement d'une propriété physique du systéme qui est

foncton, si possible linéaire, de la concentration d'une espéce.

La détermination de la canstante de vitesse & empérature ambiante ne snffit pas a
une émd;z exhaustive. La mesure des constantes de vitesse en fonction de variables
physiques et chimiques permet &'élucider de maniére plus adéquate les
mécanismes réactionpels. La température est le paramétre pbysique privilégié des
érudes cinétiques: elle produit un large effet sur la vitesse de réaction et se

maitrise bien au nivean expérimental.
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L'effet de la températnre sur la constante de vitesse candult, selon la théorie dn
complexe activé, 2 I'obtention de V'enthalpie d'activadon aH¥ et de I'entropie
d'activation AS¥. L'entropie d'activation est sonvent utilisée comme critdre
mécanistique, ce paramétre étant une guantification de la variation du désordre

dans 1'état de transition,

La déterminaton des paramétres d'activation est une étape importante lors de
Vétnde d'un mécanisme réactlonnel. Les informations concernant les
changements énergétiques intervenant lors de réactions moléculaires sont
souvent primordiales. Le calcul de ces paramétres est possible en connalssant les

constantes de vitesse i différentes températures.

Selon la théorle du complexe activé, la constante de vitesse d'une réactlion

chimigue s'exprime par la reladon de Eyring{63.64]

R ACH
k- EBh—T-exp{—-l-zﬂch—) (6q. 4.1)

k est la constante de vitesse de la réaction 2 la température T: AG¥ est I'énergle

libre d'activation; R la constante des gaz parfaits; kg la constante de Boltzmann et h
la constante de Planck. En introdnisant I'équation AGF = AH¥ - T.AS¥ dans la
relation de Eyring, on obtient une équation qul relie la constante de vitesse de

réaction k 4 V'enthalpie d'activation AH¥ at 4 P'entropie d'activation aS¥,

kg T -aHY  as?
K- _Bh_'exD[_RA-_T+ 'E'] (ég. 4.2)

Cette relation, établie pour des réactions en phase gazeuse est couramment atilisée
pour les réactions en solution.

Les paramétres d'activation peuvent alors se déduire par régresslon linéaire de la

représentation In{k/T} = f(1/T). La valeur de A§¥ est entachée d'une grande
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imprécision, car elle est obtenue par extrapolation de la représentation de Eyring

(1/T endant vers 0.

11 ne faut pas oublier que les mécanismes de transfert d'électron procédent en
trois étapes élémentaires {Chaplitre 1). Dans 'hypothése du pré-équilibre (les
vitesses de la formation du complexe précurseur et de la réaction inverse sont
beaucoup plus rapides que le transfert d'électron), I'expression de Ia constante de

vitesse observée se raméne A l'expression:

- UPCUE L g e [CoL)-fPCulm) (6. 4.3)

K défini la constante de formation du complexe précurseur et ke la constante de
vitesse du transfert d'électron proprement dit. La constante de vitesse observée
kobs = K-kee'{Col] contient donc implicitement la constante de formation du
complexe précurseur. Les conditions expérimentales de psendo-premier erdre
utillsées dans ce travall permettent finalement de déterminer une constante de
vitesse de deuxiéme ordre par k = K-kye. Les paramétres d'activation obtenus par les

mesures A température variable {AH et AS#) sont donc des fonctions composites,

L'utilisation de nouveaux matériaux a permis le développement d'appareils de
mesure utilisant Ia pression comme paramétre supplémentaire lors d'études
cinétques. L'effet de la pression sur la constante de vitesse conduit A 'obtention
du volume d'activation AV#, qui représente la différence enue la somme des
volumes molaires partels de I'état de transition et [a somme des volumes molaires

partiels des réactifs. AV# se compose de deux contributions:

a) une contribution intrinséque Av#int qui rend compte de la différence de

volume intrinsdque entre 1'état de transition et les réactifs,



Chapitre 4 Partie expdrimentale 61

b} une contribution électrostrictive aV¥ g qui correspond au changement de

volume provoqué par les effets Jde solvatation.

La contribution intrinséque est représentative des cbangements des longuenrs de

lizison et donne une information directe sur le mécanisme.

La dépendance des paramétres cinétigues avec la pression peut également se
décrire A partir de la théorle du complexe activé. En exprimant la relation de

Eyring sous sa forme logarithmique, on obtient:

AG' = -R-T- (In&hﬂ:- Ink) (éq. 4.4)

En dérlvant cette expression en fomction de la pression 3 températire constanie,

on obtient:
aaG? pink
a_P] --x1{ G) - oV (6g.4:5)

Une accélération de la vitesse de réaction avec la pression se traduit par un
volume d’activation négatif. Inversément, une diminution de la constante de

vitesse avec la pression correspond 2 un AV# positif.

Par intégration de la relation ci-dessus et en considérant que av# est indépendant

de la pression, on obtient I'équation:

#
mk-mko-%.—-p (6q. 4.6)

kg est 1a constante de vitesse A pression nulle, pratiquement égale A la constante de

vitesse A pression ambiante. Si le volume d’activation dépend de la pression, on

peut exprimer Ja variation de Ink par rapport 2 P par une fonction quadratique:

(&q. 4.7)
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Avg est le volume d'achivation 4 pression nulle (pratiquement égal au volume
d'activation 4 pression ambiante}. AP* est le coefficlent de compressibilité

d'activation donné par:

26" - —taaV¥ 7 aP)7 {éq. 4.8)

en combinant les équatioas, on cbtient finalement:

av¥ . AV: -ABP AP fég. 4.9)

Pour tenir compte de la variation de av# en fonction de la température, on peut .

définir un coefficient d'expansivité thermique d'activation aaf défini par:

ao® 17 av¥

hos ~ {28V / 4T}, (éq. 4.10)

Les valeurs de aa® soot trés faibles et AV# peut ére considéré comme counstant

daos un petit intervalie de température,

4.2 Technigues et conditions expérimentales

Les vitesses des réactions chimiques se répartissant sur uge &chelle de temps wés
vaste, Il n'existe pas une techonique expérimentale unique. Las réactions rapides
soat frégquemmeont étudifes par des méthodes d'injection contiaue ou bloguée.
L'utilisation de détecteurs UV//Vis permet de suivre spectrophotométriguement les
réactions chimigques mettant en jeu des substances qui absorbent dans ce domaioe

des longueurs d'onde.

Pour les systdmes que nous nous proposons d'étudier, 'appareillage udlisé pour fes

réactions rapides est un swpped flow Hi-Tech couplé 2 ua détecteur UV/Vis
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mouolongueur d'onde, et un spectrophotomérre UVIKON-930 ou un spectropola-

rimétre JASCO J-710 pour les réactinms plus Jentes.

La variation en absorbance a 597nm permet de sulvre I'évolution de la
concentration en protdine oxydée. Dans les conditions expérimentales envisagées,
seule la plastocyanine oxydée absorbe de facon significative a4 cette longueur

d'onde (Figure 3.2.1).

Toutes les mesures cinétiques de réduction de la plastocyanine sout effectuées dans
des coudltions expérimentales de pseudo-premier ordre, la concentration du
complexe de cobalt(ll} étant au minimum 20 fois supérleure 2 celle de la protéiue.

1a loi de vitesse se raméne ainsi a:

ve- ﬂ___l*’f;‘t D) _ ke [0 IL)-PCu()] = kLPCul-[00" L), = Kobs [PCu)
Aprés intégratioin: InfPCul = InfPCuly -kgbs - t

Sous une forme exponentielle : [PCu)t = [PCulgexp{-kobst} (ég.4.11)

La constante de vitesse kops est déterminée 2 l'aide du logiclel KALEIDAGRAPH, Ce

logicie], installé sur Macintosh, permet de calculer les paramétres cnrrespondant
au mieux A une foncton mathématque donnée. Dans I'analyse de premier ordre, la
foncton introduite dans ce logiclel de fitting est

V = {VgVing)-expl-Kobst] + Vinf (6q. 4.12)

V représente I'absprption 2 5970m ou uu signal électrique proportionnel. Pour
obtenir la constaate de vitesse de deuxi®éme ordre k, la coustante de vitesse
observée est divisée par la concentration iunitiale en complexe réducteur présente

dans Ia cellule de mesure.

k = Kgpe/[CoT L], (6g. 4.13)
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La préparation des différentes solutions de complexes réducteurs et de

plastocyanine est détaillée au chapitre 4.6.

Dans un tampon phosphate, nous rappelons que les complexes réducteurs se

présentent sous la forme d'agquacomplexes.

La constante de vitesse observée dans la réduction de la plastocyanine par les
aquacomplexes de cobalt(Il) est proportionnelle & la concentration du complexe

réducteur dans le domaine de concentrations étudié (Figures 4.3.1 et 4.3.2).

Certte proportionnalité directe indique que la constante d'association des réactifs
avant le wansfert d'électron {formation du complexe précurscur) est relativement
faible (K-[CollL}g<<letkpps = K-kee'lOo!IL]g). La pente de la représentation kep, ¢n
fonction de la concentration du réducteur permet ainsi de déterminer K-kgg,
définissant une constante de vitesse blmoléculaire moyenne ky ou kj Ces
constantes de vitesse sont données dans Je tableau 4.3.1, o0 nous avons également
reporté les constantes de vitesse de la réduction de la plastocyanine par les
aquacomplexes de fer(ll), déterminées dans les mémes conditions expérimentales

par Sauvain[37),
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Figure 4.3.1 Réduction de la plastocyanine par A-[Col}{(S,5)-promp)H2C] (a) et 4-[Coll((R,R)-
promp)Hz0] (b). [PCulq = 10°9M: T = 25.0°C: tampon phosphate pH = 7.0:1 = 0.12M
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Figure 4.3.2 Réduction de la plastocyanine par A-[Col’{5,5)-alamp}H20] (a) et a-[Cotl{(R.R}-
alamp}tz0] (b). (PCujg = 10°%M; T = 25.0°C; tampon phosphate pH = 7.0; [= 0.12M
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Tableau 4.3.1 Constantes de vitesse de deuxidme ordre et stéréosélectivité dans la réduction
de la plastocyanine par les aquacomplexes de fer(ll) et de cobalt{ll}. T = 25.0°C; tampou
phosphate pH = 7.0; T=0,12M

complexe PH ky (M1l kp M1 kg / kp Ref.
[Fellfalamp}thO] | 7.0 (411021048 | (24 2020¢ 170 {571
7.08) | (a1x02010f | (21:01)10% 195
700 | @zrozn0t | @100 176
6.2 (36102104 | (22101)104 164
(Fell{promp)H20) | 7.0 (Lexon10t | (18202104 076 157]
7.0 (g3+01p10¢ | (1702104 0.74
lFJ(valmp)HzO} 7.0 14 0108 12201104 1.14 [57]
{CoBtalamp)H20]{ 7.0 1372003 184+ 0.05 0.74 ce travail
7.02) 1341003 1.8510.05 0.72
(CoBlpromp)H20) | 7.0 114003 138006 0.83 ce travail
7.08) 117 £ 0.03 1.34+£0.06 0.87

™) valeur moyenne obtenue par I'analyse de 4 fraces cinédques au minionum
#) presence de 1.0-106 4 1,0-10-3M en [Co(NH3) )5+
) présence de 3.1.10°5 A 1.9-10-*M en [{NHz}sCoNH,Co(NHz) )5+

Pour les deux complexes étudiés [Coll(promp)H20] et [Coll(alampiHs0], le rapport
des constantes de vitesses bimoléculaires ka/ky 2 T = 25°C &éﬂnit une stéréo-
sélectivité cinétique en faveur de ["énantiomére A. Pour [es aquacompiexes du
fer(tl), la stéréosélectivité est aussi en faveur de l'énantiomére A pour
{Eetl{promp)H,0], mals pour V'énantiomére A dans le cas de [Fell{alamp}H20]. La
réduction de la plastocyanine par les aquacomplexes du cobalt(ll) dans ces
conditions expérimentales est cependant environ 10000 2 20000 fois plus lente que

pour les aquacomplexes du fer{ll).

Une telle différence de vitesse du transfert d'électron en foncton de la nature de

T'ion métallique a épalement 6té observée lors des réactions d'auto échange de

{Co(NH3)}3+/2+ comparé & Fe(ag)®*/2Z* et & [Ru(NH3)}3+/2+. la lenteur de la
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réaction avec le cobalt a &té attribué en particulier & la grande différence des
distances ColLN (2.114A) et Colll-N {1.936A) tmpliquant une forte énergie de

réorganisation A, ainsi qu'an changement de multiplicité du spin, en passant d'une

situation high spin (ColD A un état low spin (Collly [74,75],

La présence d'un inhibiteur du site acide de la plastocyanine {[Co(NH3)g]3+: K =470
M-1[57)), ne modifie pas la vitesse du transfert d'électron par les aquacomplexes du

cobalt([l), dans le domaine de concentration &tudié (Figure 4.3.3).

1.8 . » °
:: 1.6
Z
= .
14 . . - b
L ]
12
b 3 PP PRI AP AT EPEETES EPRPETE AP |
o 210* 410" 610 s10' 110° 12100
[Co(NH,) I

Figure 4.3.3 Variation de k en fonction de [Co(NH3)6P*. (@) A{[Colk{((5.5)-atamp)H0); (b) A-
o'((S.,5)-promp)H20]. T = 25.0 °C; tampon phosphate pH = 7.0; 1= 0.1ZM
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La variation de la force ionique provoquée par des tampons phosphate de
différentes concentrations ne modifie pas non plus la vitesse du transfert

délectron par les aguacomplexes du cobalt{ll) {Figure 4.3.4).

2 'l
L . o N .
1.8 |- “ .
|
-  lé}
I-lm e
?_, |
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- 14 | o -
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2 L] L
2
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0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6
Force ionique

Figure 4.3.4 Variatior. de k en foncton ce la force lonique (a) A-[Co'l((5,5)-alamp}H30]; (b) A-
1Collt{5.5}-promp}H;0]. T = 25.0 °C; ampon phosphate pH = 7.0

Cette constance de la vitesse du transfert d'éleciron en présence d'un 'tomplexe
inhibiteur du site acide et en fonction de 1a force lonique, démontre que le site
éloigné de 1a plastocyanine ne participe vraisemblablement pas au mécanisme de
réduction par ies aquacomplexes, et ce autant pour les aquacomplexes du fer(11)7]
que pour ceux du cobalt(ll}. Considérant les facteurs électrostatigues des
aquacomplexes (neutres), ainsi que la polarité des ligands alamp et promp (restes
méthyles ou pyrrolidinyles) passabiement hydrophohes. le chagix du site

réactionnel adjacent, proche de His87, n'est pas surprenant.
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4.3.3 Mesures en fonctiop de la tempégature

La détermination de la constante de vitesse en fonction de Ja température
(Tableaux 4.3.2 et 4.3.3) permet le calcul des paramétres d'activation AH# et aS¥ du
transfert d'électron. Les représentations de Eyring sont données aux figures 4.3.5

et 4.3.6 et les paramétres d'activation sont réunis dans le tableau 4.3.4.

Tableau 4.3.2 Constantes de vitesses de deuxiéme ordre déterminées dans Ja réduction de la
plastocyanine par (Col'{promp)H320]. [CollL]y = 10-3M; [PCu)g = 10-5M; tampon phosphate pH =
7.0:1=0.12M

T/°C) ka / M1} ka /M IsT)
16.0 0.76 £ 0.08 1.004+0.08
20.7 1.00+£0.09 1.3220.05
253 135£0.11 1.73.£ 0.06
295 1672 0.08 2311012
345 220£0.10 2964015
393 276+0.12 3604012

*} Valeurs moyeunes cbtenues sur un minimum de 4 mesures par température

Tableau 4.3.3 Constantes de vitesses de dewdéme ordre déterminées dans la réducton de la
plastocyanine par [Coll(alamp)Hz0). {CollL], = 10-3M; [PCu), = 10-3M: tampon phosphate pH =
7.0, 1= 0.12M.

T/1%C) ka /Mg t) T/(°C) ka/ M- 1s1)*
16.0 0.58+ 002 17.0 0.60+0.03
17.2 0.641 0.06 17.3 0.62 £ 0.02
19.2 0.7240.03 19.0 0724002
203 0.85 £ 0.07 205 0884 0.02
214 0.87 +£0.03 211 088 £ 0.05
23.0 1.00£0.08 23.1 1.14 £ 0.02
250 1204012 25.0 1.38 £0.06
250 114003 250 140 £ 0.05
27.0 1364002 270 168 £0.12
29.0 167 £0.04 291 2.08+0.12
29.3 1841 0.10 29.4 2302 0.04
310 1.95+0.05 31.0 248+ 0.08

*} Valeurs moyennes regroupant deux séries de mesures.
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Figure 4.3.5 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanine par A-
0™ (5.5)-promp)H20] (a) et a-{Cali((RR)-promp)H20] (b). {CollLig = 10-IM; [PCuly = 1075M:
mmpon phosphaté pH = 7.0;1 = 0.12M
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Figure 4.3.6 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanine par A-[ColT(15,8)
alamp)H,0] (a) et A-(Col((R,R)-alampyH30} (b). [CollL)g = 10-3M; [PCu], = 10°5M; tampon
phesphate pH = 7.0: T (.12M
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La dépendance de la constante de vitesse de deuxi®me ordre en fonction de la
température est particulitre: des différences jmportantes sout observées non
seulement entre les aquacomplexes du fer(ll} et ceux du cobalt(il), non seulement
selon la nature des ligands des complexes réducteurs, mais égalemeot entre deux
énantioméres (en particulier pour [Co'l{alamp)H20]). Ces comportements sont
significatifs de différences énergétiques importantes lors de Ia formation de état

de transition.

Tableau 4.3.4 Paramidtres d'activation déterminés pour 13 réduction de [a plastocyanine par
les aquacomplexes de fer{ll) [57) et de cobalt(ll}. Tampon phosphate pH = 7.0; [ = 0.12M

Complexe | AHP[ijmol1j| 48?(fmol -1K-1] | AAH*(KImol-1]| T&AS*gmol -112) | A 8G* {ifmol 1P
(a-A) (a-A) (4-A)

A-{Fell{alamp}] [ 18.1£08 |-9414 +30+16 +447436 -147 £ 015
A-[FelY{alamp)] | 151+ 08 |-10923

A-[Fell{promp)] 291212 |-e846 +30£24  [+208136 +071£050
A-[Fellpromp)] [261+12 [|-7516

A-{Felltvalmp)] [ 371220 |-4214 +11+40 |+150+24 040 +0.38
A-[Fellvalmp)] (360220 |-2744

A-[Coll(alamp)) | 576 £17 |-50+6 -161+£29  1-1650430 +0.47 £0.18
A{Coll(alamp)] [ 73712 |+ 524

adCo M promp)] 394107 |-11142 -03120 [-119218 +0732009
AdCollipromp)] 1397+13 |-10714

a) T=298.15K;
b) AAGH calculé A partir des rapports k(a)/k{A) {Tableau 4.3.1) A T = 25.0°C.

La comparaison des paramétres d'activation entre les aquacomplexes de fer(II) et
ceux de cobalt(ll} montre deux divergences importantes:
- Pour les aquacomplexes de fer(ll), I'enthalple d'activation est toujours plus

grande et I'entropie d'activation toujours plus positive pour le dérivé A, alors que
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le contraire est vérifié pour les aquacomplexes du cobalt(ll), en tout cas en ce qui

concerne [Col l{alamp)H,0L

- La réduction de la plastocyanine par les aquacomplexes du fer(il) présente une
variation de 1'enthalpie d'activation en proportion & I'encombrement stérique des
substituants des llgands: alamp < promp < valmp. Pour les complexes du cobalt(il),
I'enthalpie d'actvation est considérablement plus grande pour le ligand le moins

volumineux.

Des études récentes(61.70) ont montré que le transfert d'électron entre les
complexes [ColIIL]" et [FellL'], ot L et L' sont des ligands de méme type que ceux
utlisés dans ce travail, se deroule par un mécanisme de type sphére interpe
impliquant trés probablement un groupe carboxylate pontant les deux centres
métalliques. Dans le cas des réactions de quasi auto échange [ColVILX]+/(Coll(], le
wransfert d’électron est également assuré par un carboxylate quand X = pyridine,
mais par un pont imidazole quand ce dernier occupe la sixiéme position de
coordination du complexe du cobal(1I69), En considérant de plus la préférence
relative du fer(Il) et du cobalt(Il) pour les atomes coordinateurs oxygéne et azote,
les différences des paramétres d'activation observées en fonction de la pature de
l'ion métallique peuvent résulter de mécavismes de transfert d'électron

impliquant des résidus différents de la plastocyanine.

Dans le cas du complexe [Coll{promp)H20), 1a variation de la coastante de vitesse en
fonction de la température pour chaque énantiomére est semblable (Figure 4.3.5),
ce qui rejoint les observations de J.-J. Sauwvain pour la réduction de Ia
plastocyanine par les complexes du fer(1)57). Pour [Coll{alamp)H20) cependant,
tes representations de Eyring sont nettement différentes, conduisant méme & leur

intersection aux environ Qe 19°C (Figure 4.3.6). A cette température, la
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stéréosélectivité s'inverse, devenant favorable a 1'énantiomére A pour des

températures plus basses.

Le systéme [Co'l{alamp}H70]1/PCu(ll} crée une situation od les différences des
paramétres d'activation entre deux énantioméres sont conséquentes, Ce n'est pas
uniguement le systéme avec les enthalpies d'activation les plus importantes, mals
également le systéme avec les plus grandes différences des paramétres
dractivation jamais mesurés entre deux énantioméres dans les études de transfert
d'électron impliquant une métalloprotélne, AAH# représente 20 A 35% de

I'enthaipie d'activation totale.

En considérant les couples ferrédoxine/[Col'l{alampipy]* et cytochrome ¢/
(Fell{alamp)H20], la réduction de la plastocyanine par [Coll{alamp)H70] est le
troisid¢me cas oll un ¢roisement des représentations de Eyring s'observe dans le
domaine de température étudié. Ces trois cas impliquent toujours le complexe du

ligand alamp, blen que les métalloprotélnes solent totalement différentes.

La détermination des paramétres d'acdvation permet d'observer un phénoméne de
compensation entre 'entbalpie d'activation et I'entropie d'activation. A une
enthalpie d'acdvadon élevée correspond touJours une entrople d'activation pius
positive. Les phénoménes de compensation AH#/AS¥ sont blen connus dans les
réactions impllquant des protéines(®7] et ont également été observé pour les
réactions de transfert d'électron(68691, Les trois métalloprotéines engagées
jusqu'a présent dans les réactions de transfert d'électron avec les complexes
synthétiques dérivés de la N N'-[(pyridinediyl-2, 6)bis(méthyléne)]bis{glycine] le
montre clairement®9], 11 est important de constater que la stéréosélectlvité
résulte d'une compensation incompléte entre 'enthalpie d'activation et I'entropie
d'activation et reste ainsi relativement faible comparée aux différences des

chaleurs d'activation de ces processus.
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Dans I'hypothése d'une réaction de transfert d'électron de type sphére externe et
ol le site d'intéraction est reconnu le méme pour chaque énantiomére, ce
phénoméne compensatoire peui s'interpréter par des intéractions
diastéréoisoméres qui modulent la distance d'approche des réactifs(®d (Figure

4.3.7}.

Plus le complexe s'approche de la surface de la métalloprotéine plus la
désolvatation est importante et conduit 2 une enthalpie d'actlvation élevée. Le
réarrangement des molécules de solvant lié A cetre forte désolvatation est aussi

plus conséquent et rend compte d'un AS# plus positif.

réactifs énantiombres

| &
@
° ? -
*l =
X
état de transition

Figure 4.3.7 Représentation schématque de la formation d'un état de transidon diastéréo-
Isomeére entre une métalloprotéine et les énanttoméres d'un réactif optiquement actif, AHF(a)<
AHA(b) et 457(a) < 4S¥(b).

Appliquée aux réactlfs énantioméres qui condulsent 4 un état de transition
diastéréoisomére, l'eathalple d'activation devient ainsl une mesure de Ia
reconnaissance chirale: l'énantiomére qui posséde !a plus grande enthalpie
d'activation s'imbrique mletux 4 Ia surface protéinique. La stérdosélectivité
cinétique, définie comme le rapport des constantes de vitesses ka/ka ne traduit

donc¢ pas la reconnaissance chirale A elle seule, mals I'expression macroscopique
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de tous les facteurs énergétiques qui caractérisent le systéme, 11 se peut ainsi que
I'énantiomére présentant la meilleure reconnaissance chirale réagisse le plus

lentement.

Cette hypothése sous-entend que seules les intéractions stéréochimiques
parviennent 4 différéncier de maniére conséquente ies parameétres d'activation du
wansfert d'élecron entre deux énantioméres. Tous les systémes envisagés jusqu'a
présent montrent que ces différences sont faibles, sauf pour [Coll{alamp)H20]. It
se pose alors la question de savoir si les Intéractions stéréochimiques sont a elles
seules suffisantes pour expliquer les grandes différences énergétiques

rencontrées entre les deux énantiomeéres du complexe [Co(alamp)H20).

Les mesures de fixation du réducteur 4 la surface de Ia protéine ont été entreprises

dans le but de répondre a cette question.

' du_dichroj

L'emploi de complexes labiles de CrZ+ par Taube et ses collaborateurs a mis en
évidence les mécanismes de transfert d'électron sphére internel73). Les complexes
labiles du CrZ+ s'oxydent en composés inertes de Cr3+ qui peuvent conserver le
ligand pountant du transfert d'électron. L'analyse du complexe du chrome(11l}
permet ainsl d'identifier le mécanisme du transfert d'électron. Cette technique a
également é&té appliquée a4 des transferts d’électron impliquant des
métalloprotéines, mais J'identification par séquencage de la protéine des résidus

contenant le Cr3+ fixé se réveéle difficile [27b-d],
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Nous nous sommes proposés de modifier cette technique d'apalyse par 'utilisation
de composés optiguement actifs et en identifiant les produits du transfert
d'électron par mesure au dichroisme circuiaire. De méme que pour les complexes
du chrome(ll), les complexes labiles du cobalt(il} utilisés dans ce travail

deviennent inertes suite A leur oxydaton en cobalt(lll} (Chapitre 2.4).

la plastocyanine réduite n'ayant pas d'activité CD dans le domaine du visible,
P'ldentificatdon du complexe iuerte du cobalt(lll) formé suite au transfert
d'électron est facilitée: 'excés du complexe réducteur mis A part, le complexe du
cobalt(lll) formé est la seule espace conservant un signal CD significatif dans ce
domaine des longueurs d'onde.

Dans le cas d'un transfert d'électron spbére interne se déroulant par un état de
wansition ol le complexe réducteur est ponté par I'ilmidazole de His87, ce cycle
imidazole étre codbrdonné au complexe du cobait(Ill) (Figure 4.3.8). Par contre, si [e.
transfert d'électron est de type sphére externe, seul 'aquacomplexe du cobalt(II)
est formé et le métal ne se coordonne pas 3 la protéine. Le spectre CD de
l'aguacomplexe étant sensiblement différent de celul de I'histidino-complexe {ou
du complexe imidazole} du cobalt(lll) (Figure 2.4.1), cette analyse devrait
permetre d’obtenir des informations précieuses sur les sites et les mécanismes du

transfert d'électron.

4.3.4.1 Conditions expérimentales

Les soludons de la plastocyanine et des complexes réducteurs sont préparées selon
les modes opératoires détaillés au chapitre 4.6, En fonction de J'intensité CD. des

complexes du cobalt{lll), la concentration en plastocyanine dans la cellule de
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mesure est plus élevée que celle utilisée pour les mesures de transfert d'électron

précédentes: elle est de Pordre de 10- %M et celle en complexe de 2-10-3M

( His87 Hisg7

Figure 4.3.8 Hypothése d’an mécanisme de transfert d'électron par coordination de His87 .

Les mesures ont été effectuées dans des tampons phosphate de différents pHA T =
20°C et dans le cas de la réduction par 4-{Co! (R R)-aiamp)H20], température et pH

onc &té variés,

Un volume équivalent d’une solution de plastocyanine et de complexe réducteur
sont mélangés dans une cuve spectropolarimétrique de 1¢m thermostatisée. Le
spectre CD est enregistré de 350 4 650nm A des intervalles de temps réguliers.
Lorsque la réacton est terminée, un spectre final est enregistré et corrigé en
soustrayant la contribution de 'excés de l'aquacomplexe du cobalt(ll}. Cette
contribution se calcule en connaissant la concentration inltiale précise en

plastocyanine oxydée et en complexe réducteur. Le spectre CD résiduel ainsi
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déterminé correspond uniquement 3 la contribution du complexe du cobale(Ill)

formé lors du transfert d’électron.

Aprés Tenregistrement du spectre CD final, le mélange réactionnel est égalemeot
dialysé dans 2.5 1 de tampon phosphate. Seule la part de cobalt{lll} fixée 2 la
protéine est ainsi récupérée. Pour minimiser Ies erreurs provenant de la dilution
ou de la concentration de I'échantillon suite 3 la dialyse, Péchantilloo récupéré est
porté 4 un volume précis. Le facteur de dilution est alnsl connu et permet de
déterminer le taux de fixation en cobalt(lll}. Ces deux techniques (détermiaation
du spectre CD résiduel et du spectre CD aprés dialyse), sont utilisées pour la

+

détermination du taux de fixation.

4.3.4.2 Résyltats

Les spectres CD résiduels obtenus pour chaque énantiomére des complexes
{Coll{promp)H20] et [Col {alamp)H20) sont comparés aux spectres de références des
aquacomplexes et des bistidlno-complexes (ou du complexe Imidazole) de

cobalt{1ll).

Pour les réactions de réduction de la plastocyanine par les deux énantioméres du
complexe [Coll{promp)H20] 2 pH = 7.0 et 2 20°C, le spectre CD résiduel correspond
parfaitement au spectre CD de 'aquacomplexe de cobalt(Ill) (Figure 4.3.9). Aprés
dialyse, I'échantilion p'a plus aucun signal CD dans le vislble, indiquant également
aucune fixation du cobalt a la protéine (Tableau 4.3.5).
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Figure 4.3.9 Réduction de la plastocyanine par A-{Coll((5,S)-promp)Hz0] (a) et a-[Col{(R,R}-
promp)H20] {b). Superposition du spectre CD résiduel aux spectres de références A-{Colll{{5,5)
-promp)H201* et a-[Co"{{R,R)-promp)H2C)* (pointiliés). (PCulp= 10°M; [Co/lL], = 2-10-3M,
tampon phosphate pH = 7.0: 1= 0.12M

Pour les mesares effectuées avec le complexe [Co'M{alamp)H20] dans les mémes

conditions expérimentales, les résaltats sont totalement différents.

Le spectre résiduel de Ia réduction de la plastocyantne par A-[Coll((S.$)-
alamp)H30]} correspond parfaitement au spectre de I'histidino-complexe (ou du
complexe imidazole) de cobakt{ll1) (Figure 4.3.10), significatif d'ane assoclation du
complexe A un cycle imidazole via la sixléme position de ¢oordination. Lorsque la
solution de plastocyanine réduite contenant le complexe A-[ColTl{((8,5)-alamp)] fixé
est dialysée puis réoxydeée par [Fe(CN)g]3-, le spectre CD met également en
évidence la présence du c¢obalt{Ill} coordonné, La figure 4.3.11 montre le spectre

CD aprés réoxydation (a) et pour comparaison le spectre CD de la plastocyanine (b).
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En dédnisant du spectre (a) celui du complexe A-[Colalamp)im]* (voir figure 2.4.1),
on obtient la contribution de [a plastocyanine scule contenant le complexe dn
cobali(Ill} fixé, Compare au specue de la plastocyanine native, les deux bandes &
610 et 775n0m montrent un déplacement batochrome d'environ 20nm da 2 la
disparition de I'histidine, vraisemblablement remplacée par une molécule d'cau

dans la sphére de coordination du cuivre(Il) (Figure 4.3.12}.
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Figure 4.3.10 Réduction de la plastocyanine par a-Co'i{{S,S)-alamp)Hz0]. Superposition du
spectre CD résiduel au spectre de référence A-Colll{(S,5)-alamp)H20}* (poindllés). [PCulq =
1.1.10%; {Col'L) g, = 210°3M. tampon phosphate pH = 7.0; 1= 0.12M
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Figure 4.3.11 Superposition du spectre CD de la plastocyanine contenant le complexe A-
Colll{(5.5)-alamp)]* fixé et réoxydé par [Fe(CN)e1¥ (a), au spectre CD de la plastocyanine
native (b
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Figure 4.3.12 Superposition du spectre CD de la plastocyanine native (a) au spectre CD de la
plastocyanine contenant le complexe A-{ColT({S,$)-alamp)] fixé mais dont la contribution CD
est déduite (b).
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Une situation intermédiaire est observée peour la réduction de la plastocyanine par
A-[Coll((R,R)-alamp)H0). Le spectre CD résiduel correspond 4 une contribution de
60% d'aquacomplexe et de 409 d'histidino-complexe (Figure 4.3.12 et Tablean 4.3.5).
Le spectre CD obtenu aprés dialyse dun mélange réactionnel confirme également ce

taux de fixation de 40% pour I'énantiomére A.
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Figure 4.3.13 Réduction de fa plastocyanine par A-[Col'({R,R)-alamp)H20], Superposition du
spectre CD résiduel aux spectres de référence A-([Colll((R.R)-alamp)H2CH* (a) et A-[Co((R.R)-
alampim]* (b}, [PCulg = 1.1-10°M; {CollL],, = 2.10-3M. tampon phosphate pH ~ 7.0 [ = 0.12M

{a guestion se pose de savoir §i Ia coordination dn complexe de cobalt ne s'effectue
pas aprés le transfert g'éleciron. Lorsque Ia protéine est réduite par I'acide
ascorbique en presence de A-[Col'1({S.5)-alamp)H20* (qui ne réagit pas avec
T'acide ascorbique dans Yintervalie de temps considéré), aucune fixation dn

cobalt(ill} n'est cependant observée, La coordination résuite donc¢ bien d'une
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assoclation précédent le transfert d'électron et non pas d'une réaction

consécutive.

Tableau 4.3.5 Taux de fixation (%) des dlfférents complexes de cobalt(lll) A 1a plastocyanine
suite au transfert d'électron (erreur expérimentale estimée 2 + 5%)

pH A-[Co(S,5)-alamp] A-{Co(R,R}-alamp] A-[Co(SS)-promp] A-[Co(R,R)-promp)

5.5 B0 . 13 - -

6.0 >495 21 -
7.0 100 40 Q 4]
BO 100 50

Des informations complémentaires concernant la structure exacte de I'état de
transition impliguant le pont imidazole sont obtennes par les mesures en fonction

du pH.

Les résultats obtenus dans un domaine pH de 5.5 4 8.0 {Tablean 4.3.5) montrent que
le taux de fixation diminue avec un abaissement du pH. L'influence du pH est
quantitativement différente pour les deux énantioméres et la différence relatlve
de lenr comportement devient le plus visible 4 pH = 5.5. Méme a ce pH, environ 80%
du cobalt(lll} se fixe a 1a protéine lors de la réduction par l'énantiomére A, alors

gue Faquacomplexe de -coba]t(ﬂl) est formé 4 plus de 85% pour I'dnantiomére A.

Cette variation du taux de fixation suggére une déprotonation de I'imidazole A 1'état
de transition. Les centres meétalligues seraient ainsi reliés par l'intermédiaire du
cycle imidazole de I'histidine déprotonée (Figure 4.3.14). Cette structure est
analogue aux cuivre-zinc superoxydes dismutasesl’6] ocu aux systémes

comparables77),
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Figure 4.3,14 Proposition d'un état de transition pour le mécanisme de transfert d'électron an
site His87.

La réduction de Ia plastocyanine par A-[Co'l{(R,R)-alamp)H0] a é1é mesurée a
différentes températures 4 pH = 7.0, Les spectres CD résiduels moutrent un taux de
fixation qui augmente clairement avec une augmentation de la température

{Figure 4.3.15 et Tableau 4.3.6).

En cousidérant la constante de vitesse globaie de Ia réduction comme étant ia
somme de deux constantes de vitesse d'une réaction paralléle, il est possible
d'obtenir une estimation différenciée des paraméwes d'activation pour ies deux

mécanlsmes.

kia)
PCulll) + A-[Coll{alamp)Hz0} ——==  A-[Colll{alamp)PCull}]
{site a His87)

kb
PCu(ll) + a-[Colkalamp)H20] ———=  a-[Colllalamp)H20] + PCu(l)
(site b)
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Flgure 4.3.15 Spectres CD aprés dialyse lors de la réduction de la plastocyanine par a-
{Coll{(RR)-alamp)H20). T = 10°C (a); T = 30°C (b): T = 50°C {c). [PCulo = 1.6:1074M; [CollLl, =
%-10‘3M: tampon phosphate pH = 7.0: 1= 0.12M

Tableau 4.3.6 Variation du taux de fixation en lonction de la température pour 1a réduction de
la plastocyanine par a-[Coll{(R,R)-alamp)H20]. Constantes de vitesses au site a (His87) et au

site b.
T/ [°Cl 10 20 30 50
Taux (%) KN 40 48 62

k/ M) 0.341 0.803 1.77 752

kia}/ M 1571 0.119 0321 0.850 4.66
kepy/ M1} 0.221 0482 0.920 2.86

Les représentations de Eyring différencides permettent le calcul des paramétres

d'activation pour les deux mécanismes proposés (Figure 4.3.16 et Tableau 4.3.7).
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Figure 4.3.16 Représentations de Eyring différenciées pour la réduction de la plastocyanine
par a-fCo! M{R.R¥-alamp)H20]. Représentation giobale {aj; site b (b); site a (Ris&87} (ch.

Tableau 4.3.7 Paramewres d'activation Hés au mansfert d'électron des deux sites de réduction
de Ia plastocyanine par A-[Col ((R.R)-alamp) 20

AHY / [k /mal) AS% [/ molK]
site a (His&7) 675 11 237 & 35
site b 4592+ 13 946 & 42

Le transfert d'électron dans Penvironnement hydrophobe de la plastocyanine a
Heu seion au moins deux mécanismes différents: le premier (site a) implique
{"unite imidazole de His&87 comme groupe pontant (Fipure 4.3.13), ie second (site b)
est trés probablement 1ié 34 un mécanisme de type sphére externe mais les résidus

impliqués sont éncore inconnus. Des informations supplémentaires concernant la
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localisation précise du site b et I'identification des résidus impliqués font 1'objet

d'une étude de la réactivité de plastocyanines mutantes, actuellement en conrs(78l,

Pour le site a, 'énergie d’activation AG* a pn étre déterminée pour les deux
énantioméres, 4 savolr 74.4 kJ/mol pour Pisomére A ct 72.2 k)/mol pour l'isomére A
{Tableau 4.3.7) & 20°C. Ces valenrs permettent de calcnler une stéréosélectivité
kA/kd de 2.5 A cette température. 1l est cependant intéressant qu'a cette
température aucune stéréosélectivité n'est observée - comme l'indique le
croisement des droites de Eyring (Figure 4.3.6) - provenant de 1a réaction particlle
de l'isomére A A ce site. Ceci n’est cependant possible que si le site b montre une
stéréosélectivité opposée, c'est-a-dire une nette préférence pour l'lsomére 4. Cette
préférence peut étre calculée sur la base des résultats obtenus & pH = 5.5. Dans ces
conditions, ['isomére A réagit A 80% ct I'isomére A & 13% par I'intermédiaire du site
a. Pour l'isomare A la réaction est donc de 4.6k]/mol plus favorable an site a,

cependant que 1a réaction avec l'isomére A est favorisée par 3.4 k]/mol au site b.

Ces résultats permettent de définir un nouveau concept de I'énantiosélection des
sites. Nous pouvons distinguer entre deunx types de stéréosélecdvité: la sélection
d'un site entre deux énantdoméres et Ja sélection d'un énantiomére entre deux on
plusieurs sites. 11 est intéressant de constater que dans le cas présent, ces deux

types de sélectivités se compensent exactement & 19°C. (Figure 4.3.6).

Les différents chemins réactionnels découverts ponr la réduction de 1la
plastocyanine par [Coll(alamp)Hz0] penvent expliquer les grandes différences des
paramétres d'activation déterminés pour les deux énantioméres de ce complexe
{Chapitre 4.3.3). La détermination différenciée des paramétres d'activation pour
les deux mécanismes permet cependant de retrouver pour le site a (His87) des
valeurs se rapprochant de celles obtenues pour 1'énantiomére A, alors que pour le

site b, ces valeurs se rapprochent de celles déterminées pour la réduction par
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[Col{(promp)Hz0] (Tableau 4.3.7). Ce rapprochement indigue peut-8tre que le site b
correspond au site de transfert d'électron de [Co'l{ promp)H20]. L'énergie libre de
déprotonation de I'His87 s¢ retrouvant implicitement contenue dans les
paraméires d'activation globaux calculés, Menthalpie d'activation du site a (His87)

est ainsi normalement plus élevée gue celle du site b,

L'oxydation de la plastocyanine par [Co(4,7-DPSphen)3)3- est indépendante du pH
et montre une forte association A la plastocyaninel79], Un complexe anionigue est
supposé réagir dans l'environnement dn site hydrophobe, or‘ la présence de ce
complexe de cobalt ne perturbe pas I'oxydation de la plastocyanine par JFe(CN)g]3-.
supposé réagir également au site bydrophobe, Ce résultat avait déjd condnit 2
I'hypotheése de plusicurs sites de réactions dans la poche hydrophobe de 1a

plastocyanine,

4.4 Réduction de Ja plasiocyanine dans fes tampons jmidazoles

ies complexes réductenrs utilisés dans ce rravail présentent une positioo de
coordination modulable, conséquence du choix dun lipand chélatant
pentacoordonné, De ce fait. différents ions ou molécules présents en solution
penvent se coordonner a cette position. L'étude cinédque de la réduction de la
plastocyanioe par les aquacomplexes du cobalt{ll} a démoatré l'importance de

cette position de coordination dans les mécanismes du wansfert d'¢lectron.

Afin de varier la nature du ligand a la sixiéme position de coordination du
complexe labile du cobalt{ll), nous avens varié la nature du ampon. Dans le cas de
l'utilisation d'un tampon phosphate, cette sixiéme position est occupte par une
molécule d’eau, I'ion pheosphate n'ayant que trés peu d'affinité pour le cobalt{Il).

les ligands monodentés dérivés de I'imidazole ont par cenure une affinité plus
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grande pour le centre métallique. L'ntilisation de tampons imldazole, N-
méthylimidazole ¢t N-butylimldazcle permet ainsi de varier la nature des
complexes réducteurs sans pour autant modifier le pH du milien, le pKa de

I'imidazole étant voisin de 7.

La détermination des constantes de formation des espéces mixtes a été effectuée

par spectropolarimétrie. Les résultats de ces mesures sont présentés au chapitre 5.

Dans ce chapitre 4, consacré aux études cinétiques de transfert d'électron. nous
décrivons I'influcnce du choix du tampon et par conséquent de la nature du ligand
présent A Ia sixiéme position de coordination des complexes réductears sur le

mécanisme de réduction de la plastocyanine.

4.4.1 Mesures ¢n_ fonction de la concentration du tampon imidazole

La préparation des solutions des comtplexes mixtes est dérite au chapitre 4.6. Les
réactions de transfert d’éiectron se dérounlant ¢n moins de 10s dans nos conditions
expérimentales, il est nécessaire d'utiliser la technique stopped-flow poar

I'enregistrement des cinétiques de transfert d'électron.

La substitution du tampon phosphate par les tampons imidazoles (imidazole. N-

méthylimidazole on N-butylimidazole). mene A plusieurs observations importantes:

1) Eu I'absence de complexe métalligue réducteur. 'intensité de 1'absorption de la
plastocyanine & 597nm décroit en présence d'imidazole. Selen la concentration du
tampon, I'absorption se stabilise 4 une valeur plus ou mcins élevée. Cette influence
de Yimidazole sur la stabilité du site acdf de la plastocyanine est étudiée an

chapitre 6.
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2) La réduction de la plastocyanine par les complexes du cobalt(ll) dans les
tampons imidazoles est nettement plus rapide que dans le tampon phosphate

{accélération d'un fateur 500 & 1000).

3) La varlation de Ia constante de vitesse de réduction en fonction de la
¢oncentration en imidazole n'est pas linéaire (Figures 4.4.1 A 4.4.6). Une saturation
de la constante de vitesse est observée pour de grandes concentrations en

imidazole.

(e comportement de saturation s'explique en considérant que l'espéce mixte est en

équilibre avec Yaquacomplexe et beaucoup plus réactive que ce dernier.

K
— [Col{LIL*] + H20

{ColHLIH20] + L~

[Coll. 1L*]
K- foolL H,01L*] {éq. 4.14)

La réduction de la plastocyanine peut ainsi s'cffectuer par la présence de deux
especes selon le mécanisme;

k1)
Cotl(L}L*] ——— PCu(l) + [ColT}L)L*]+

PCu{ll) + n K

kizy
[Col{LYHZ0] ———= {Coll{LYH,O* + PCu(l)

Dans les conditions ol kee(1)>> Kre(2), 12 101 de vitesse se réduit &
v = -d[PCu]/dt = k{1y [PCul-[Col { L) L*] {6g. 4.15)

L'utilisation du bilan matiére et de I'expression (4.14) permetient d'écrire:

[Co' L)L) = [Col L), - [CotIL)
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[Cot (1YL} = [Col L] - ([CO'HLIL*] / K-[L4])
K-[Co'{ L)L+ [L7] = K-fCol L1 (L*] - [CotI(L)1¥)
ICol (L)LY =K-[Co'IJoIL*] / (K{L4] + 13
-d{PCul/dt = k(1) [PCu] K-[CoT LT {L4] / (K-TL5] + 1)

-d[PCu}/[PCu) = Tk(1y K[ LIp [14] /7 (K-[17] + 1)3dt

par conséquent, la variation de [PCu] en fonction du temps s'exprime par :
[PCu] =[PCuloexpi-kobs't

of1 Kkobs = k1)K [Col IL)g [LH]g 7 (K-[L*]g+ 1) (ég. 4.16)
En définissant kex = Kohs/[C0'L]o:
kex =K1y K:[Lp 7/ (K140 + 1} M 151 (6q. 4.17)

k{1) et K peuvent se déterminer en reportant 1/kex = f{(1/[L*]o). La pente de la

droite obtenue représente a = 1/k¢11K et I'ordonnée i l'origine b = 1/k(1).

Les différentes valeurs des constantes de vitesse k(1 déterminées a4 25.0°Cetal=
0.2M (NaCl) sout données dans le tableau 4.4.1. Les constantes de formation des
complexes mixtes déterminées par l'analyse cinétlque sont reportées dans le
tableau 5.2.2 ol elles sont comparées aux valeurs obtenues par des mesures
spectropolarimétriques de I'équilibre de repartition. Les deux techniques
indépendantes donnent des résulats concordants, confirmant 'hypothése du

mécanisme décrit.
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Figure 4.4.1 Réduction de la plastocyanine par A-[Coll{($,5)-promplim] (a); 4-[Co'l((R.R)-
promp)im] {b). [CollL}o=10-3M; [PCulom10-3M: T=25.0"C; tampon imidazole pH=7.0; 1=0.2M (NaCl}
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Figure 4.4.2 Réduction de la plastocyanine par 4-[Coll({R Rl-alamp)im] (a); A-[Co™(($.5)-
alamp)im] (b). ICo!IL]om10"3Mm; [PCu]o=10"3M: T=25.0°C: tampon imidazale pHa7.0; 1=0.2 (NaCl)
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Figure 4.4,3 Réduction de Ja plastocyanine par A-[Coll((S,$)-promp)meim] (a); a-[Co™M(RR)-
promp)meim] (6). [CollLJo = 10-3M; [PCulo = 10"5M; T = 25.0°C: tampon N-méthylimidazote pH «
7.00 1= 0,2M {(NaCh)
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Flgure 4.4.4 Réduction de la plastocyanine par a-{Coll((R,R)-alamp)meim] {a); A-[Coll{(5.5)-
alamp}meim] (b). {Co/"L}o = 10-3M: [PCulo = 10°5M: T = 25.0°C: tampon N-méthylimidazole pH ~
7.0: 1 = 0.2 {NaCl)
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Figure 4.4.5 Réduction de la plastocyanine par A-JCo!((5.5)-promp)buim] (a); a-{Col\((R.R}-
promp)buimj {b). {ColLllo = 10-3M; [PCujo = 10-9M; T=25.0°C; tampon N-butylimidazole pH = 7.0;

U= 0.2M {NaClt
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Figure 4.4.6 Réduction de la plastocyanine par a-[CoH{(R.R)-alampibuim] (2); A-{CoM(5.5)-
alampibuim} (b). {CollL)o = 1073M; [PCulo ~ 1079M; T = 25.0°C: tampon N-burylimidazole pH =

7.0 [ = 0.2 (NaCP,
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Tableau 4.4.1 Constantes de vitesse de deuxdéme ordre et stérénsélectivités de la réductdon de
la plastocyanine par les differents complexes de cobalt(ll} dans les ampons imidazole, N-
méthylimidagzole et N-butylitmidazote. pH = 7.0; T = 25.0°C; 1 = 0.2M {NaCl)

Complexe kee(q) M- 1s7 1)1 2 ka/kp
a-[Col’t{R,R}-alamp)ini] 813140 1.27+0.12
A-[Coll((S,$)-alamp)in) 638425
a-[Coll(R,R)-promp)im] 538+72 0.7610.16
A-[Col((S,5)-promp)im] 707448

8-[Co'l{(R R}-alamp)meim) 678113 1.2740.15
A-[Co'l{($,5)-alamp)meim) 53512
A-{Co!l{(R,R)-promp}meim) 43016 0.63+0.05
A-[Coll(($,5)-promp)meim]} 68415
&-[Co'l({R,R)-alamp)bulm) 9424+ 7 1.20£0.02
A-fColl((S,5)-alamp)buim) 78316
#-[Coll{(R,R)-promp)buim] 5i3: 8 0.87+0.02
A-[Col}((S,$)-promp)buim) 5929

a) extrapolaton A concentratdon infinie du tampon

4.4.2 Mesurgs en fonction de la température

Les conditions expérimentales ont été choisies sur Ia base de I'étude de la variation
de la constante de formation des complexes mixtes en fonction de la température,
détaillée au chapitre 5 (Tableau 5.2.2 p.120). Ces conditions sont telles que la
concentration de l'espéce mixte représente plus de 90% de la concentration totale
en cobalt(ll) sur tout le domaine de température étudié. Les paramétres
d'activation calculés sont ainsli bien représentatifs du mécanisme de transfert

d'électron impliquant 1'espéce mixte.

Sur la base des résultats obtenus et présentés dans le tableau 4.4.8, it est intéressant

de remarquer que la catalyse du transfert d’électron liée i la présence de Pespace
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mixte correspond 4 une diminution notable de l'enthalpie d’activation par rapport
aux transferts d'électron effectués dans le tampon phosphate. Les paramétres
d'activatian sont relativement semblables pour les aquacamplexes d'une part et
pour les camplexes imidazoles de ['autre, Ia wature du reste présent sur NY de
I'imidazole ne modifiant pay de maniére significative les paramétres d'activation.
Les paraméwes d'activation montrent également que Ia stéréosélectivité résulte
d'un phénoméne de compensation incompléte entre l'enthalpie d'activation et

T'entropie d'activation. Les différentes représentations de Eyring sont dounées aux

figures 4.4.7 3 4.4.12.

Tableau 4.4.2 Paramédwres d'activation pour la réduction de la plastocyanine par les complexes

mixtes de cobalt{l). [Co'Tllo = 10-3M; ampons imidazoles pH = 7.0; [L*Jo = 0.15M; I = 0.5M

{NaCl.

Complexe AH*Kmol'}} | ASF(ImolIK-1} | AAGH [Kmal 1] (a-A)2)
A-JCo{(R,R}-promplim] 317104 87814
A-[CoM((5,5)-promp)im] 314402 87508 +0.68

A-[Coll{{R,R}-promp)meim] 357+05 75.8+17
A{Co((S,5)-promp)meim] 31.8+ 04 -B5.9 +1.3 +1.14
A-[Coll{(R R}-promp)buim] 35803 730£09
#-[Col}((S,S)-promp)buim] 318104 857110 +034
A-{ColY(R,R)-atamp}im] 201 £ 0.4 128113
A-{Co((5,5)-alamp)im] 198103 -1260£09 0.55
A-[CoB((R,R)-alamp)meim] 255104 -1060+13
A-{Co((8,5)-alamp)meim] 26.14+05 1048 1.7 .26
A{Co'((R, R}-alamp)buim] 218108 1169 £2.6
A-[Coll{{5.5)-alamp)buim] 216405 11894 1.8 -D.45

) calculé de ka/ ka 4 25.0°C
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Tableau 4.4.3 Constantes de vitesse de deuxdéme ordre déterminées dans Ia réductioo de la
plastocyanine par [Coll(promp)im]. [ColLlo = 10-3M; [PCu)o =10-M; tampon imidazole pH = 7.0;
[imlo = 0.15M: 1 = 0.5M (NaCl).

T/[°C) ka / (M1s71) T/ K} KA/ (M-1s71)
10.0 142 B.O 28+5
13.0 24843 10 267 42
16.0 280+ 4 140 31043
19.0 T 3042 170 365412
220 3851 10 20.0 41847
250 446412 230 48143
28.0 52543 26.0 554 + 19
31.0 589411 29.0 635425
3.0 665 + 78 320 712 + 30
37.0 782437
40.0 874 £ 29
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Figure 4.4.7 Représentations de Eyring pour la réduction de {a plastocyanine par A-
[Co'!((5.5)-promp)im] (a) et A-{Col'((RR)-promphm)] {b). [ColiL]o = 10-3M: (PCu]o = 10"5M:
tampon tmidazote pH = 7.0; (im]o = 0.15M: I = 0.5M (NaCl).
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Tableau 4.4.4 Constantes de vitesse de deuxidme ordre déterminées dans la réduction de la
plastocyanine par [Colltalamp)im]. [Collllo = 10°3M; [PCujo = 10-3M: tampon imidazole pH = 7.0;
fim}o = 0.15M; 1 = Q.5M {NaCi).

T/1C) ka / M- 1s71] T/ K] ka / [M-1571]
102 44013 75 32943
13.1 49442 102 35514
16.0 54514 12.8 380 34
18.8 602+ 7 15.8 42514
218 659+ 10 18.7 46519
24.7 7278 21.8 515+ 3
28.0 782+15 24.7 563 + 13
308 B4B112 77.8 627212
33.7 9514 303 65413
36.8 1003 + 30 335 729+ 10

2
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Figure 4.4.8 Représentations de Byring pour Ja réduction de la plastocyaning par A-
[Coli{(R R)-alamp}im} (a); A-[CoI({S.S)-alamp}im)] (b). [ColiL]o = 1073M; [PCu]o = 105M; tampon
imidazole pH = 7.0; fimio = 0.15M: 1 = 0.5M (NaCl)
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Tableau 4.4.5 Constantes de vitesse de deuxiéme ordre déterminées dans la réduction de Ia
plastocyanine par [Co(promp)meiml. ([CollL]o = 10-3M; [PCujo =10-5M: tampon N-méthylimidazole
pH=7.0; [meimjo = 0.15M: 1 = 0.5M (NaCl).

T/['Cl ka / M- 1s-1) T/ K] kA / M- 151}
9.2 157+2 9.0 23515
12.0 18513 12.0 29245
15.0 20945 15.0 342+4
3.0 2613 18.0 390+12
21.0 018 21.0 440+ 6
25.4 384 +12 24.0 506 +12
300 48016 27.0 563+ 10
334 559 +12 300 674 £10
3.0 640110 33.0 796+ 21
39.0 764+ 10 36.0 868 +13
42.0 825+ 25 104 1016+ 29
2r
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Figure 4.4.9 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanine par A-
[ot(S.5)-prompimeim] (a) et A-[CoT({R,R)-prompImeim}] (b). [Col/Llo = 10°3M; (PCuJo = 10°5M:;
tampon N-méthylimidazole pH = 7.0: [melm]o = 0.15M: | & Q.5M (NaCl).
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Tableau 4.4.6 Constantes de vitesse de deuxidme ordre déterminédes dans la réduction de Ia
piastocyantne par {Coll{alampimeimi. [ColL}o = 10-3M; (PCulo = 1079M; tampon N-méthyl-
Imidazole pH = 7.0; [meimio = 0.15M: I = 0.5M (NaCl).

T/1C) kA / [M1s1) ka/ [M-1s1]
8.0 35+10 . 2663
11.0 339+ 4 3E+12
14.0 38743 35449
7.0 45115 39918
200 50947 457 + 10
230 568 49 523123
260 628412 ' 56520

. 290 728410 654412
320 784+12 779
360 0B+ 7 42425
400 1060+ 20 247
460 1231121

'
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Figure 4.4.10 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanine par a-
[Co'M (R R)-alamp)meim] {a} et A-[Coll{{5.5)-alampimeim)] {b). [CotlL]o = 10-314; [PCullo = 10-5M:
mmpon N-méthylimidazole pH = 7.0; [meim]o « .15M; I = 0.5M (NaCl).
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Tableau 4.4.7 Constantes de vitesse de deuxiéme ordre déterminées dans la réduction de la
plastocyanine par [Coll(promp}buim]. [CollLo = 10-3M; [PCulo =1{3M: tampon N-butylimidazole
pH = 7.0; [buim]o = 0.15M: I = 0.5M {NaCl).

T/1C ka/ M-1s-]] T/ K] ka/ M- 1571
7.0 1901 6 5.0 206 L4
12.0 ' 25141 10.0 2592
17.0 3312 15.0 363112
220 433%1 200 453%3
27.0 573+3 25.0 56715
32,0 744123 30.0 730+ 17
37.0 932425 35.0 914 + 45
420 1150 + 54 40.0 1016 £ 102
45.0 1410 £ 295
ir
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Figure 4.4.11 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanine par A-
1Co)(5,5)-promp)buim] (a) et A-[Coll{(R,R)-promp)buim)] (b). [CollLle = 10-3M; [PCulo = 10-5M;
tampon N-butylimidazrole pH = 7.0; [buim]o = 0.15M: [ = 0.5M {NaCl).
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Tablean 4.4.8 Constantes de vitesse de deuxiéme ordre déterminées dans la réduction de la
plastocyanine par [Collfalamp)buim). [CoVlLle = 10-3M; [PCu)o =10M: mmpon N-butylimldazole
pH = 7.0; [bulmlo = 0.15M: | = 0.5M (NaCl).

T/TC) kA /M- 11} A/ M- 15

50 355+ 10 301£2

100 445419 k2 Y]

150 558 4 13 45249

20.0 664+ 29 539+ 13
250 758+17 644+ 19
30.0 BB3+ 4 764 £+ 28
35.0 102919 H4B + 12
400 1162 +17 980 + 19
45.0 - 1123+ 40
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Figure 4.4.12 Représenwtions de Eyring pour la réduction de la plastocyanine par A-
iColl{(R.R)-alamp)bulm] (a) et A-[ColH{{S.5)-alampibulm)] {b). [Co™Llo = 1073M; fPCulo = 20-5M;
tampon N-butylimidazole pH = 7.0; [bulm]o = 0.15M: F = 0.5M (NaCl}.
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Le cas le plus spectaculaire est 4 nouveau la réduction de la plastocyanine par A-
[Oo"((S,S)-alamp}]. la présence d'imidazole diminune 'enthalple d’activation de
plus de 70% par rapport aux mesures effectuées dans le tampon phosphate, alors
que l'entrople d'activation devient plus négative de 130 Jmol-'K-1. La grande
différence d'enthalpie d'activation rencontrée dans le tampon phosphate entre les
denx énantioméres (AAH#(p.p) = -16.1 kl-mol')} disparait complétement par
Iaddition d'imidazole et la stéréosélectivité reste constante sur tont le domaine de
température étudié. Ce comportement est représenté par la figure 4.4.13 ol nous
observons la forte v.ariatioo de stéréosélectivité lors de la réduction de la
plastocyanine par (Co(alamp}H20], avec une inversion du signe 4 19°C. En relation
avec les résultats décrits dans le paragraphe 4.3.4 nous pouvons interpréter cetie
variation comme étant principalement die 4 une variation du taux de réaction de

I'isomére A-(Co((R,R}-alamp)H20) sur les deux sites de la poche hydrophobe.

Un deuxié¢me point Intéressant se situe 4 11°C. A cette température, la réaction
montre exactement la méme stéréosélectvité pour les deux complexes. Cette
sitnation est cependant le résultat de paramétres d'activation et de vitesses

réactionnelles fort différents.

La réaction avec [Coll{promp)L4] est quant & elle favorisée et par une enthalple

d'activation plus faible et par une entropie d'activation plus positive.
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Figure 4.4.13 Variaton de la stéréosélectivité en foncton de ia température pour la réduction
de 1a plastocyanine par [Co'l{alamp)H;0] (a} et [Col{alamp)im} (b}

En considérant également les résulitats obtenus pour la réduction de la
plastocyanine par les complexes du fer(INI57), ces phénoménes de compensation
permettent de représenter trois courbes isocinétiques, dont les températures
1socinétiques sont de 300 K pour les aquacomplexes et les complexes mixtes du

cobalt(ll), et de 345 K pour Ies complexes du fer(ll) (Figure 4.4.14),
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Figure 4.4.14 Représentations isocinétiques dans la réduction de la piastocyanine par
différents compiexes de fer(1i}[57] et de cobalt(H).

11 a été suggéré qu'une relation isocinétique obtenue pour des réactions de

transfert d'électron impliguant des systémes chimlgues similaires peut étre Ia
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conséguence d'une coordnnnée de réaction identiquel’3. En considérant
I'ensemble des observations faites pour la réduction de la plastocyanine, cette
hypothése pe peut pas é&tre reteoue pour le cas de la réduction par les
agquacomplexes de cobalt(ll) ou nous avons mis en évidence l'existence d'au moins

deux mécanismes réactiannels (Chapitre 4.3.4).

On pourrait interpréter 'effet catalytique de la présence de l'imidazole par un
changement du potentiel d'oxyduoréduction du complexe de cobalt. Ces potentiels

varient selon la série suivante pour les complexes de [Co(promp}X) 1)
X =py (-0.07 V) > Hp0 (-0.14 V) > im (-0.17 V) ~ meim (-0.17 V)
et selon la série sulvante pour les complexes de [Cofalamp)X} [61)

X=py {(-0.19V) > H20 (-0.20 V) > im (-0.26 V) > meim (-0.28 V)

Par rapport aux aquacomplexes, ces différences de potentiels correspondent & des
différences de AAG® de 2,9 k]/mol pour les complexes imidazoles de promp et de 5.8
ki/mol respectivement de 7,7 kJ/mol (meim) dans le cas des complexes d"alamp.
Selon la théorie de Marcus {voir Chapitre 1), de telles dilférences de AG® devraient
produire dans le cas le plus favorable (& = AG") une accélération maximale du
wranstert d'électron d’'un facteur de 3.3 dans le cas de promp et de 11 (im)
respectivement de 24 [meim) dans le cas d'alamp. Or, les accélérations observées
sant d'une part de deux ordres de grandeurs plus élevées et d'autre part do méme
ordre de grandeur pour les complexes de promp et d’alamp. Ces résultats suggérent

une participation spécifique des imidazoles au transfert d'électron.

Une gutre mécansime possible est la substitution de I'histidine 87 par le groupe
wmidazole du complexe mixte. Celle-ci semble égafement peu probablie pour les

raisoos suivantes:
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- La substitution de I'histidine par I'imldazole libre est beaucoup plus lente que le

wransfert d'électron (I'étude de cette substitution est décrite au chapitre 6).

- Un Intermédiaire pour lequel les deux centres rédox sont pontés par une
molécule d'imidazole nécessite unc déprotonation préalable de cette derniére
{Chapitre 4.3.4) pour former un anion imidazole. Une telle formation d'anion n'est
cependant pas possible pour les dérivés portant un groupe N-méthyl ou N-butyl.
Malgré ce falt, aucune différence significative n'est observée dans l'activité

catalytique entre ['imidazole et les dérivés N-substitués,

- L'abaissement de I'enthalpie d'activation qui est particuliérement importante
dans le cas de [Cofalamp)im] est peu compatible avec une rupture de la liaison Cu-

His87.

L'hypothése Iz plus probable du mécanisme de transfert d'électron catalysé par
I'imidazole est un transfert électronigque réalisé par intercatation des deux uniteés
imidazoles de I'histidine 87 et des complexes mixtes [Co{L)L*], représenté

schématiquement par la figure 4.4.15,

Des mécanismes de transfert d'¢Jectron par intercalalations de cycles aromatiques
ont déja &té proposés pour des systémes Rull/Colll et Colll/Fel! contenant des

dérivés de la pyrazine comme ligands(73.74],
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Figure 4.4.15 Représentation schématique de I'émat de transition proposé pour le ransfert
d'électron entre 1a plastocyanine et les complexes mixtes du cobalt(ll}.

Uhypotése d'une méme coordonnée de réaction pour des systémes se situant sur
une méme droite isocinétique implique que 1a stéréasélectivité lide 2 la différence
des constantes de vitesse et/on la recunnaissance moléculaire caractérisée par la
difféerence des paramétres d'activation, provienne des intéractions
diastéréoisomeres entre la protéine et les deux centres énantioméres du réactf.
Ces intéractions diastéréoisoméres peuvent également étre 3 la base d’une
différence de recouvrement orbitalaire des deux centres d'oxydoréduction 2 V'état
de transition. Une différence dans l'approche des réactifs devrait se manifester

par des velumes d'activation distincts.

En vue de la déterminativn des volumes d'activation, des mesures cinétiques en

fonction de la pression nnt été effectnées en collaboratinn avec !'Université de
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Lausanne, avec les systémes PCu(ll) / {Co{promp)im] et PCu(ll) / [Co(promp)buim}
{Voir également [80]).

4.4.3 Mesures en_fonction de la pression

Le spectrophotométre stopped-flow H.P. utilisé pour les mesures cinétique du
wransfert d'électron en fonction de la pression a été développé dans les
laboratoires de Chimie Minérale du prof. A, Merbach, dans le cadre du travail de

these de P. Bugnoni80l,

Les réactions suivies sur un temps relativement long (t > 10s) ne sont pas
appropriées pour la technique de 'écoulement blogué sous haute pression, qui
présente des risques importants de diffusion des réactifs. Compte tenun de cette
contrainte, ainsi que de I'extréme sensibilité de 'aquacomplexe [Co(alamp)H20] a
l'oxygene, des mesures préliminaires effectuées dans le tampon phosphate n'ont

pas donné de résultats interprétables.

Les résultats des mesures sous pression effectuées pour la réduction de la
plastocyanine par [Col {promp)im] et {Coll{promp)buim) peuvent cependant étre

présentés dans ce travail.

La réducton de la plastocyanine sous pression a été étudide 3 25.0°C et également &
5.0°C pour la réduction par [Col}{promp)buim], 3 6 ou 7 pressions différentes
variant entre 2.5 et 200 MPa. Les constantes de vitesse calculées représentent Ja
moyenne de 4 3 5 injections par pression. Les constantes de vitesse sont
déterminées par un fitting exponentiel de la trace expérimentale comme pour les

mesures effectuées A pression ambiante (Tableaux 4.4.9 et 4.4.10).
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Tableau 4.4.9 Constantes de vitesse de deuwxiéme ordre en fonction de l:i pression déterminées
pour la réduction de la plastocyanine par [Coll{(promp)im]. {Co'LYo = 10°3M; [lm]jo = 0.1M: T =
0.2M {NaCl} pH = 7.0 (tampon imidazole); T = 25.0°C.

P /[MPa] ka ke
A 4201+ 165 4677 + 326
50 557.3+194 1.9+ 1.7
Vil - 7732106
100 8743+385 93553+ 634
125 92763103 11815
150 13523+ 89.7 16123+ 148.3
200 16845+ 1787 2760+ 251.6

Tableau 4.4.10 Constantes de vitesse de deuwxiéme ordre en fonction de la pression
déterminées pour la réduction de la plastocyanine par {Coll{promp)buim] 3 T = 25.0°C et 5.0°C.
CollL]o = 1073n; (buimlo = 0.1M: I = 0.2M (NaCl); pH = 7.0 {tampon imidazole)

ka ka

P /[MPa] T=208K T=278K |T=298K T=278K
2 5293 + 07 186.0 + 1.3

25 - - 596.7 £ 2.0 230.0+13

50 6753+ 34 2433 + 107 | 826.7¢ 39.9 2913447

100 884 + 153 3107 + 68 10680127 4093200

150 11827 + 133 4333 £ 40 153001567 584.7£239

200 16573 + 647 6447 + 29.3 | 20155+ 200 856.7 £16.6
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Figure 4.4.16 Variadon de RTIn{k/ko) en foncton de Ja pression pour la réduction de la

plastocyanine par A-[Coll{(S,5)

RTInk/ ko / [mol ']

Figure 4.4.17 Varlation de

-promp)im] (a) et A-{Coll{{R,R)-promp)im] (b) 2 T ~ 25.0°C.
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RTin{k/ko) en fonction de Ia pression pour la réduction de la

plastocyanine par A-[Col((S.S)-prompibuim] (a) et A-{Co’l((R.)-promp)buim] (b) 2 T = 25.0°C.
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Figure 4.4.18 Variation de RTin(k/ko} en fonction de Ia pression pour la réduction de Ia
piastocyanine par A-[Coll((S.5)-prompibulm] (a} et 4-(Colll{R.R}-promp)buim] (b) AT = 5°C.

La pente des représentations RTIn(k/ko} = f(P) permet de déterminer les volumes

d'activation dont les valeurs sont reportées dans le tableau 4.4.11.

Tableau 4.4.11 Volumes d'activation déterminés pour la réductdon de la plastocyanine par les
complexes mixtes (Coll(promp)im} et [Col{promp}buim]

Complexe TslC) AV#(8) { [em3mol-1) AV# (4)/ [em3mot )
1ol (promp)im) 25.0 176413 210410
[Col{promp)buim] 25.0 142105 152104
1Col(promp)buim] 50 14308 - -155407
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Pour des réactions de substitution, la rupture de Haison lors de la formation de
I'état de transition conduit 4 un volume d'activation posidf, le volume du complexe
activé étant généralement plus prand que celui des réactifs. Si au contraire, une
liaison supplémentaire est formée 4 1'état de transition, on s'attend 4 un volume
d'activation négatif car le volume du complexe activé est alors plus petit que le
volume occupé par les réactifs. Ces prévisions permettent une interprétation des
réactions d‘échange de solvant en termes de deux mécanismes types: le mécanisme

dissociatif et le mécanisme assoclatf.

Les volumes d'activation découlant de processus d'oxydoréduction sont moing
évidents 3 Interpréterf3d], Les mesures concernant une variété de complexes de
cobalt(ll) du type [Co(NH3)5X]2* ou [ColNH3)X2]* réduits par l'agua-lon du fer(ll)
ont été envisagées dans le but de distinguer les mécanismes de type sphére exerne
et ceux de type sphére Interne. Les volumes d’activation mesurés pour ces
réductions sont tous positifs {+2 4 +11 cm3mol"!) et ont été attribués a des
mécanismes de type sphére interne, pulsque l'expulsion d'une molécule d'eau de la
sphére d'hydratation du fer(Il), nécessalre 4 la formation du pont Co-X-Fe
provoque une expansion de volume. Par contre, pour les mécanismes de type
sphére externe, l'accroissement de 'électrostriction du solvant provoqué en
amenant les deux cations proches 1'un de "autre 4 1'état de wansition doit donner
des volumes d'activation uniguement négatifsB82l. Le volume d'activation
expérimental AV# est déterminé par la contribution du volume molaire partiel de
ia formation du complexe précurseur (AV# préc) et de sV# e, 1e volume d'activarion

pour l'étape de transfert d'électron proprement dit:

AVH = aV# e+ 8V e {ég. 4.18}
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Les contributions de Stranks, Swaddle et Wherland(83-85]1 3 1a théorie de Marcus-
Hushl13] peuvent &tre parfois utilisées pour calculer le volume d'activation des

réacdoos de transfert d'électron :
AVF e a AV R + AVAp + AV coun + AVF pp + 4 <AV (6q. 4.19)

av#p représeote la cootribudon du réarrangement des espéces réactives, avi Sk
le réarrangement des molécules de solvant aux alentours, A\’#(‘.OUL la contribution
coulombienne requise pour ameocer les espdces réactives procbes 'une de J'autre,
aV# py 'effet Debye-Hiickel ou tont autre effer électrolyte, -4V la conrribution
due auw changemeot de configuraton électrooique A ['état de transitioo

{réorganisatioo de Franck-Condoo).

1! n'est pas possible 4 1'heure actuelle de calculer chacuoe de ces contributions
afin d'interpréter de manlére rigourense les volumes d'activation dérerminés.
Nous pouvons cependaot observer que les volumes d'activadon sont oégatifs, ce
qui va daos le sens d'un mécanisme de type sphére externe. Les volumes
dractivation obteous pour [Coll{promp)im] sont sensiblement plus oégatifs que
ceux déterminés pour [Coll(prompjbuim] rendant sans doute compte d'une
meilleure approche pour le complexe doot le substtuant sur NY de 'imidazole est
le plus petit. Ces variations sont cependant faibles et il est encore plus difficile de
discuter les différences des volumes d'activatioo observés entre deux
enantioméres. I1 semble cependant que les énantioméres A possédent des volumes
d'activadoo moins négatils que les énantioméres A. Les différeaces d'enthalples
d'activation entre énantioméres sont également trés faibles et dégager une
relatioa entre Menthalpie d'activation et le volume d'activation est périlleuse. Des
volumes d'activation plus négatifs rendant compte d'une meillenre approche des
réactifs permettent peut-étre un meilleur couplage orbitalaire des deux centres

rédox, ce qui abaisserait 'enthalpie d'activation. Cette hypothése correspond aux
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observations expérimentales : l'enthalple d'activation est plus falble pour le
complexe {Coll{promplim] que pour le complexe [Col!{promp)buim] et les
énantioméres A possédent une enthalpie d’activadon légérement plus importante

que les énantiomeres A.

4.5 Discussion

11 devient de plus en plus clair que I'utilisation de composés optiqtement actifs

dans 'étude des réactions de transfert d'électron a son importance.

Dans ce travail, nous avons mis en évidence l'influence de I'lon métllique des

complexes réducteurs sur les sites et les mécanismes dut teansfert d'électron.

Les complexes régjucteurs optiguement actifs ont permis l'utilisation dut dichroisme
circulaire dans Fidentification des sites de transfert d'électron. Cette technlque a
mis en évidence l'existence d'au moins deux sites réactionnels dans la poche
hydrophobe de la plastocyanine. La réactivité de ces deux sites dépend non
settlernent de la nature dn ligand porté par le complexe dn cobalt(ll), mais
également de la chiralité du réactif. Ce résultat est important car i pourrait
expliquer le comportement encore cbscure de certaines iaiomolécules vis-a-vis de

réactifs optiquement actifs.

La diversité des chemins réactionneis permet également d'expliquer les grandes
différences d'énergies d'activation rencontrées entre les complexes et leurs
énantioméres, en complément a4 Uhypothése d'une distance d'approche modulée

par des intéractions stéréochimiques au méme Site réacdonnel.

Ce travail monire également Fimportance du milien réactionnel. La coordination

d'une molécule d'imidazole a nos complexes réducteurs accélére ie transfert
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d'électron d'un facteur 500 4 1000, qui ne s'explique pas uniquement par la faible
variation du potentiel rédox qu'entraine la substitution d'une molécule d'eau par
I'imidaznle {Tableau 2.5.1). Cette catalyse ne peut s’expliquer que sl 'on suppose un

mécanisme de transfert d'électron particulier 116 A la présence de I'espéce mixte.

Trois mécanismes de transfert d'électron peuvent &(re proposés pour rendre
compte de nas observations. Au premier mécanisme correspond un transfert
¢lecuronique par le biais du pont imidazole fourni par His&87. Le second mécanisme
est vraisemblablement 11& & un transfert d’électron spbére exteérne, mais le site
reactonnel reste a4 découvrir. Le troisl®me mécanisme se rencontre avec les

complexes imidazoles et se situe également dans I'envirponement de His87.

La comparaison de ces résultats avec la réactivité de plastocyanines mutantes,

actuellement en cours d'étudel78l, permettra de compléter ces résultats,

Les soludons de complexes de enbalt(ll) sont trés sensibles 3 la présence d'oxygéne

pour deux raisons:
1) Lente oxydadon des complexes de cobalt{ll) en cobalt(1ll),
2) Fixation de I'oxygéne moléculaire par le complexe [Co(alamp)] [65)

Toutes les splutlons des complexes de cobalt(Il) sont ainsi conservées et

manipulées sous atmosphére inerte, dans un sac 4 ganis maintenu sous aznte,
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a) Préparation des solutions d'aquacomplexes de cobalt(il),

Un volume précls d’une solution aqueuse de sulfate de cobalt(Il) étalonnée par
complexométrie est ajouté 4 1.2 éq de ligand alamp ou promp. Le pH est ajusté a 7
par NaOH dilué, puis en complétant le volume de la solution de complexe par un
tampon phosphate pH = 7.0 doat la concentration permet également de fixer la
force ionique. La concentration précise en complexe est encore déterminée par
spectropolarimétrie. Les solutions préparées pour les mesures cinétiques de

transfert d'électron ont une concentration de I'ordre de 10-3M.
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Figure 4,6.1 Spectres d'absorption de [Coll(alamp)H20] (a) et [Coll{promp)H20] (b). pH = 7.0
{tampan phosphate 0,1M)
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Figure 4.6.2 Spectres CD de A-[Coll((S.S)-promp)H20] {a) et de A-[Collf(R,R}-atamp)H20] (b) pH
« 7.0 {rampon phosphate 0.1M)

Un volume précis d'une solution aqueuse de sulfate de cobalt(Il) étalonnée par
complexométrie est ajouté & 1.2 éq. de ligand alamp ou premp, Le pH est ajusté le
plus précisément possible 4 pH = 7.0 par NaOH dilué, On additionne ensuite un
volume précis d'une solution de tampon imidazole, N-méthylimidazole ou N-
butylimidazole pH = 7.0 dont la concentration en espéce non prowenée est
détermineée préalablement par titration acidimétrique. La force ionique est
finalement ajustée par NaCl(,q) et le volume complété par de l'eau bidistillée. Les

solutions de complexes mixtes ont également des concentrations voisines de 107 3M,
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4.6.2 Prépaxatiop des solutions de plastocyanine

Lisolement de la plastocyanine des feuilles d'épinard et sa purification sont
décrits au chapitre 3. L'échantillon coocentré est dilué dans un tampoa phosphate
pH=7.0.

Pour les raisons décrites au chapitre 6, la solution de plastocyanine ne doit pas étre
diluée dans un tampon imidazole. La solutinn de plastocyanioe est débarrassée de
T'oxygéne dissous par uo rapide dégazage snus vide. L'échantillon est ensuite

conservé sous atmosphére inerte dans un sac A gants.

La coocentration eqa protéine est déterminée par I'absorption 4 597nm avec € =
4900 M-1cm1, Dans les mesures de transfert d'électron, Ja concentratico de la
solution de mesure est de I'ordre de 10°5M et de 210°4M pour les mesures

spectropolarimétriques.

Les mesures en fonction de la température peuvent se faire sur un domaine
relativement étroit en raison de la stabilité thermique de la plastocyaninel66).

Nous avons choisi une gamme de températures comprise entre 5 et 45°C.

La qualité de 1'échantillon de plastocyanine pendant la journée de mesure est

également vérifié régnlidérement par son spectre visible.

4.6.3 Préparation des tampons

Tous les produits utilisés pour la préparation des tampons sont de qualité purum
p.a. ou supérieure, Les différents tampons sont préparés dans de l'eau bidistillée et

dégazée sous vide.
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Les tampons phosphates sont préparés par pesée de Na;HPO,4 et NaH,PO4. Les
tampons imidazole, N-méthylimidazole et N-butylimidazole spnt préparés par
mélange de volumes égaux de snlutions équimolaires en imidazole, I'une non
protonée et l'autre protonée par 1ég. de HCl(aqg). La concentration en Imidazole non
protané est déterminée précisément par tiration acidimétrique par HCl(ag) de titre

<onnu.

4.6.4 Mesures cinétigues

Des volumes egaux de solutions de complexe réducteur et de plastocyanine
préalablement thermostatisés sont introduits dans la cellule de mesure. La
variation de la concentration en plastocyanine oxydée est sulvie en fonction du

temps par la décrolssance de 1"absorption 4 597nm.
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Figure 4.6.3 Trace cinétique expérimentale.
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5. Détermination spectropolarimétrique des constantes de

formation des complexe ixtes de cobalt(ll

5.1 Généralitds

La présence d'imidazole ou de {'un de ses dérivés N-méthylimidazole on N-
butylimidazole (L*), dans une solution d‘aquacomplexe de cobalt{ll} [CollL{H30)]
{L = promp ou alamp), condnit 4 la formation de I'espéce mixte [CollL(L*)] seclon

1'équilibre:
{ColIL(HZ0)] + L* == [CollL(L*)] + H0

[ColLen]

- {(ég. 5.1)
[Co' L1 20)3-{L*]

A pH = 7.0, 1a formation du complexe de cobalt(ll) avec les llgands promp ou alamp
peut étre considérée comme quanﬂtativefsn. A ce pH et en présence de L*, le

cobalt(ll) se réparti donc sous forme d'aquacomplexe et de complexe mixte.
[Co! 1L} o= [Co IL{H20)] + [Co' IL(L*)]

En partant de I'hypothése que [L*] = [1*],,

. (Co'ie*))
(o'l - [Co' L)) 1)

(éq. 5.2)

L4 détermination expérimentale de [Col!L({L*)] permet alors de calculer K.

Les spectres CD de l'aquacomplexe et dn complexe mixte étant relativemnent

différents, I'évaluation de K peut se faire alsément par spectropofarimétrie.

A 1a longueur d'onde choisie poor 1'analyse (A = 490nm), il faut tenir compte d'une

absorption de l'aquacomplexe et du complexe mixte (Figure 5.2.1).
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m ‘gt = M(CoIL(H20)] + M*[CoMLLLY)) = (AE[CO"L{HZ0)) + AE[COIL(L*)]-1-33000=
= AL (CO"L{H 00 [Col g - [COlIL(L*)]) +ae'(CotLer)-[Col IL(LY)] =

=8 ae-[ColIL{L*}] + Ac'(GolL(n 0N [Col L],
par conséquent:
{ M 1ot -~ M*[ColtHLOo) / Ae'= [ColIL{L*}] (éq. 5.3}

et en substituant dans l'expression de "équilibre:

(m "2t~ 10 collugit,0n),
V.1

(m*tar- m“[coﬂu].lzonn )
1.4

K-(Coll) -K - }-{L*]p =

A 1 . 1
Am* ooty caaer (L K .[coilL), aae

{éq. 5.4)

La représentation 1/am" en fonction de 1/[L*], permet d'évaluer X par le rapport

de l'ordonnée A l'origine et de 1a pente de la droite obtenue (Figures 5.2.2 et 5.2.3).

Les paramétres thermodynamiques de formation des complexes mixtes sont

obrenus par la détermination de K 4 différeates températures.
AG=AH - TAS = -RTInK {6g. 5.5)

Par la représentation graphique R-InK = f{T-1) oa obtient 4H par la pente et 45 par

I'ordonnée 4 origine (Figures 5.2.4 et 5.2.5).
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5.2 Résultats

Tableau 5.2.1 Constantes de formation des complexes mixtes K / [l-mol” 5K Tampons L* pH =
7.0: [ = 0.5M {NaCl}.

T/1°C] 15 20 25 30 35 40
[Colpromp)im} 159+ 10 14515 130+ 7 116+ 6 109110 96+ 9
[{Colpromp)meim] | 225420 720016 179+ 4 160+ 4 1456 136 £ 10
{Colpromp)buim] 359+ 8 30+4 28314 257 + 4 23047 212+7
{Cofalamp)im] 13018 10918 9215 8616 80+6 7416
[Cofalamp)meim] | 175+ 10 158+ 7 139+ 4 13314 12016 1106
fCafalamp)buim) | 232110 202110 180+ 8 160+£12 146 £ 10 135+ 10

Tableau 5.2.2 Constantes de formatdon des complexes mixtes obtenues par évaluation

cinétiqued) et par spectropolarimétrict), Détermination des paramétres thermodynamiques de
formation aH et AS. Tampons L* pH = 7,0:] = 0.5M (NaCl).

L=promp L = alamp
L*=im
KZ5°C 92 +152 / 130470 864152 [ R+ 10
AH [k]/mollP  |-149105 <165+17
A5 [J/ molK]P 98118 4169+ 56
L* = meim
KB5C 1572142 / 179 +4b 125 £ 208 7 1391 100
AH[k)/meolP  |-154106 -13.6 06
AS U/mO[K]h A5+ 1.7 4.6+ 2.1
L" =buim
K25°C 241£15% / 283 2.4 127 £10% / 180+ 17P
AH (Kfmoljt | -16.0403 -163 1 0.6
AS i/ molK]b 65+ 10 -115+20
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Figure 5.2.1 Varladon du spectre CD de I'aquacomplexe [Coll(promp)Hz0] en présence
d'Imidazole; (a) 100% d*aguacomplexe; {b) ~100% de complexe mixte.
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Figure 5.2.2 Représentaton 1/Am" en foncton de 1/[L* pour la détermination de la constante
de formation de [Coll{promp)meim}; T = 15°C (a); 20°C (b); 25°C (c); 30°C (d); 35°C (e); 40°C (N
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Figure 5.2.3 Représentation 1/Am" en fonction de 1/[L*] pour ta détermination de la constante
de formation de {Col!(alamp)meim]; T = 15°C (a); 20°C {b); 25°C (c); 30°C (d); 35°C (e); 40°C (D)
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Figure 5.2.4 Représentation RinK en fonction de 1/T pour les complexes mixtes; (a)
[Cofipromptim)}; {b) [Col¥(promp)meim; (c) (Co'(promp)buim).
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Figure 5.2.5 Représentation R-1nK en fonction de 7! pour les complexes mixtes (a)
fCofitatamp)m]; (b) [Cofl{alamp)metm); (¢) [Col(alamp)bulm].
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Pour 1ous les complexes mixtes formés, les valeurs des constantes de formation sont
dans le méme ordre de grandeur et leur variation en forction de la température
est comparable, La formation du complexe mixte est trés légérement exothermique

et s'accompagne d'une faible variation d'entropie.

La détermination des constantes de formation en fonction de la température
permet de vérifier que la variation de la concentration du complexe mixte lors des
mesures cinétiques de la réduction de la plastocyanine dans les tampons imidazoles

(Chapitre 4.4) est effectivement négligeabte.

5.3 Modes_ _opératoires

Les mesures spectropolarimétriques sont effectuées 3 I'aide de solutions de
cobali(ll) et de tampon L* étajlonnées,

Une solution standard 37.5mM en cobalt{Il) est préparée par pesée de CoS04-7H;0
p.a. etun tampon L* 1M de pH = 7.0 est préparé par mélange d'une solution de L* et
d'une solution de [HL*]* (protonée par un équivalent en HCl). La concentration en
L* libre est ensunite déterminée précisément par titration acldimétrique d'une

prise de la solution tampon.

lLes solutions d'aguacomplexes [Coll{promp}H;0] ou [Coll{alamp)H;0] sout
préparées dans des ballons jaugés de 25ml en introduisant Sml de la solution
standard de cobalt(ll) et 1.2éq de ligand promp-2HCI ou alamp. Le ballon jaugé est
complété par H,O bidistillée en ajustant le pH 4 7.0 préclsément par NaOH dilué. La
solution est purgée sous argon et s'utilise pour la préparation des solutions de

mesures.
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Les solutions de mesures sont préparées dans des ballons jaugés de 10m! en
Introduisant 2ml de la soludon d'aquacomplexe er des volumes variables de tampon

L* variant de 0 A 20¢éq. Le ballon jaugé est complété par NaCl(aq) de facon A fixer la

force fonique A 0.5M pour chague solution de mesure.
Toutes les solutions soat purgées a 1'azote et maintenues sous atmosphére inerte.

ia solution de mesure est introduite dans une cuve spectropolarimétrique de 5cm
et thermostatisée pendant 10min. Le specue CD est enregistré de 350 A 700nm.
L'analyse spectrale est effectude 3 A = 490nm, qui correspood au maximum

d'absorption de I'aquacomplexe {Figure 5.2.1).
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6. Stahilité du si if de la plastocyanine

6.1 Séquestration du_cuivre par )'imidazole
6.1.1 Généralités

La plastocyanine posséde un atome de cnivre coordonné par deuox histidines. une
méthionine et une cystéine, dans un site tétraédrique déformé. Pluslenrs métaux
peuvent s'insérer dans un tel site, mais seul le cnivre permet d'obtenir une
protéine dont le potentiel rédox répond aux exigences physiologlques. Le
mécanisme intracellulaire par leqgnel le cnivre est sélectivement incorporé dans le
polypeptide n'est pas bien connu. L'insertion du métal peut intervenlr aprés la
biosynthése de la chaine polypeptidique, comme il semble que ce soit le ¢as pour
drautres métalloprotéines(86l, Bien que plusieurs factears ont lenr impprtance
(phénomeénes de transport, abondance relative des ions métalliques dans le milien.
potentiels rédox), I'insertion sélective d’un ino particulier dans wune
métalloprotéine s'explique finalement par des factenrs cinétiques on

thermodynamiquest&7],

Des mesures d'incorporation d'ions métallignes dans les protéines de culvre bleues
oot été effectuées pour l'apoazurine et l'apostellacyanlpe. Dans le cas de
I'apoazurine, le cuivre(l1) est retenu beaucoup plus rapidement que le cobalt{II),
le nickel(1l) ou le manganase(INB8], Une cpordination pseudntétraédrique
impliquant un donneur thioéther est cependant rare ponr le cnivre(ll} et iI

semble que cette spécificité soit le résultat de différences cinétiques importantes.

Les études cinétiques d’lncorporation du cuivre dans I'apoazurine 3 différents
pHI#%] ont montré que la constante de vitesse nbservée dépend de maniére

hyperbolique avec la concenuadon en cuivre(ll). La formation définitive du site
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actif ne résulte donc pas d'une réaction bimoléculaire simple, Un changement de
conformation de la protéine, responsable de Ia formation définitive du site, est
supposé devenir l'étape cinétique limitante pour de grandes concentrations en

cnivre.

Les mesures d'insertion dn cnivre dans I'apostellacyaninef?of correspondent
également A ce modéle en deux étapes dont I'une est iodépendante de la
conceotration en cuivre. Pour cette protéine. le changement de conformation est
I'¢tape cinétigue limitante, méme pour des concentrations en cuivre inférieures 3
un équivalent. Ce changement de conformation est environ 500 fois plus lent pour

Ia stellacyanine que pour I'aznrine.

Le mécanisme suivant a donc été postulé eo supposant que seule 'holoprotéine
contient le chromopbore responsable de la coulenr bleue:

k/k g ky/k
A—/ + Comg— A—Cu w—+= A—=Cn

apoprotéine intermeédiaire holoprotéine

5i la premidre étape est un équilibre rapidement atteint, unc cinétique de premier

ordre détermine une constante de vitesse Xohs qui dépend de maniére

hyperboligue de la coocentration en cuivre selon I'équation ;

koK([Cu]
Kobs = T+ AN k2 {éq. 6.1}

ot Ky =ky/k)

D'autres mesures cinétiques d'incorporation du cuivre dans I'apoazurine ont été
effectnées en présence d'imidazole. Selon les conditons expérimentales (pH,

température, concentration en imidazole), les cinftiques enregistrées 4 626nm
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(longueur d'onde correspondant au maximum d'absorption pour l'azurine native)
présentent une allure biphasiquel8®). La formation d'un (ou plusicurs)
intermédiaire qui absorbe également 4 62bnm a §1¢ envisagée. L'enregistrement
du spectre visible au cours de la réaction démontre que environnement du cuivre
de l'intermédiaire et de 'holoprotéine est trés ressemblant, ce qui permet de
supposer que celui-ci contient déja certains ligands du site actif et en particulier

le soufre cystéinique.

I'analyse des cinétiques enregistrées 4 626nm a permis d'ébaucher un mécanisme

d'insertion du cuivre dans l'apoazurine, représenté par la figure 6.1.1.

=
N,) HN
N \=N

Culj
—

:CULs
N X \/ X
apo-azurine intermédiaire 1

l-ZL
HN /ﬁ/l N

\—--N S""- XL \".::N‘ /L
- Cu
-

\/x( \/"(

\

azurine intermédiaire 11

Figure 6.1.1 Mécanisme proposé pour lincorporation du cuivre dans 1'apoazuﬂne[59°]
L = imidazole,
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La présence du tampon imldazole dans nos mesures cinétiques de transfert
d'électron peut donc dénaturer le site actif de la plastocyanine par compétition
pour le cuivre(Il), Un test effectué avec un échantillon de plastocyanine a montré
en effet que la présence d'imidazole provoque une décocloration de la solution
countenant la métalloprotéine. L'ajout de K3Fe(CN)g ne restituant pas la couleur
bleue de la protélne oxydée - contrairement A l'apport de cuivre(ll) - démontre
que cette décoloratinn n'est pas dfie 4 une réduction, mais bel et bien 4 un

équilibre de répartition du cuivre entre la protéine et I'imidazole.

Afin de connaitre plus précisément l'action de l'imidazole au niveau du site actif,
nous avons effectué une étude cinétique de la séquestration 4 pH = 7.0 et en

fonction de la concentration en imidazole libre,

6.1.2 Analvse cinétique
6.1.2.1 Préparation des solutions de mesures

Nous utilisons un tampon imidazole pH = 7.0 dont la concentration en imidarzole
non protoné est connue précisément par titration acidimétrique. Sa préparation
est décrite an chapitre 4.6. La force ionique des solutions de tampon imidazole est
fixée 2 0.3M par NaCl(aq). L'échantillon de plastocyanine est dialysé fraichement
contre H,0 bidistillée et dilué dans NaCl 0.3M. Les mesures cinétiques sont
effectuées an spectrophotométre UVIKON 930 dans des cuvettes tandem de lcm
thermostatisées 4 25°C. Las cuvettes tandem permetient de déterminer précisément
la valeur de l'absorption initiale, avant mélange des réactifs. L'absorption mesurée

est corrigée en tenant compte de 'absorption propre des cuvettes et du solvant.
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'6.1.2.2 Résultats

Quelques unes des mesures cinédques de séquestration enregistrées a 597nm sont

représentées par les figures 6.1.2 et 6.1.3.

106
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Figure 6.1.2 Cindtiques de séquestration du cuivre de la plastocyanine par I'imidazole.
[PCulo = 5-10°5M; pH = 7.0 (tampon imidazole}; 1 = 0.3M {NaCi); T = 25°C. (a) [im]o = 0.06M; (b}
fimlo = 0.08M: (¢} [im]o = 0.10M; (d) [imlo = 0.12M; {e) [im]o = 0.14M; {f} [im]o = 0.25M.
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Figure 6.1.3 Clnédques de séquestration du cuivre de la plastocyanine par I'imidazole.
(PCulo = 9.4-105M; pH = 7.0 (rampon imidazole): | = 0.3M (NaCl); T = 25°C. {a} (im]o = 0.0ZM; (b}
{im]o = 0.08M; (¢} [im]o = 0,12M; (d) [im]o = 0.16M; (e} [im]o = 0.20M; {f} {im)o = 0.25M.

Lallure biphasique de la cinétique de séquestration peut s'expliquer par la
formation d'intermédiaire(s) qui absorbe 4 597nm. L'analyse de fa variation du
spectre visible pendant la réaction de séquestration indique effectivement que le
spectre de l'intermédiaire et celui de la protéinc native sont trés semblables
(Figure 6.1.4}. L'environnement du cuivre est donc trés similaire pour
intermédiaire({s) formé(s} durant la réaction et contient trés certainement le
soufre de Cys84. La sequestration du c¢uivre de la plastocyanine rejoint ainsi les
nbservations effectuées pour les mesures d'incorporation du cuivre dans

I'apoazurinel8],
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Figure 6.1.4 Variadon du spectre visible de la plastocyanine en présence d'Imidazole.
PCulo=4-1 0-5M; fimlo = 0.1M; pH = 7.0;1=0.3M (NaCl); T = 25.0°C.

La séquestration du culvre n'est pas quantitative pour toutes les concentration en
tampon imidazole. La valeur de l'absorption finale {considérée aprés 30h de
réaction) dépend de la concentration en imidazole libre du tampon (Tableaux 6.1.2

et6.1.3).

L'hypothése d'un mécanisme de répartition du cuivre entre la plastocyanine et

I'imidazole en deux érapes peut ainsgi dire proposé.



Chapitre ¢ FPartie expdérimeniale ' 136

ki
[PCu] + nim == {PCu(im),]  Ki=ki/k]
kg
ky
[PCufim)},) + (4-n)im === [apoPCul + [Culim),])2+ Ka=ka/k.2
k2

La constante du premier équilibre Kj ainsi que 1a valeur de n peuvent se calculer
en connaissant les valeurs finales d'absorption liées 4 1a premiére réaction E®(j).
Ces valeurs sont estimées par exurapolation & t = 0 de la seconde réaction, en
prolongeant la tangente de la trace cinétique aprés -5 demi-vies de la premiére
réaction. Ces estimations sont donnés dans le tableau 6.1.1 ou une incertitude de +

109 doit étre considérée.

Tableau 6.1.1 Estimadon de % E=(1)

[iml, -log(im]o % E¥(1) log E’%’gf__])n_]
002 17 97 -L15
0.04 -1.4 % 095
0.06 .1.22 o 076
008 1.10 §7 -0.35
0.10 1.0 &0 o

012 092 7S 021
014 0.854 - 718 039
016 0.79 9 034
020 0.70 665 072
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Pour les grandes concentration§ en imidazole, les valeurs extrapolées & t = 0
semblent converger vers 60% de I'absorption inldale. 5i la formaton de
rintermédiaire est quasi quantitative pour ces concentrations en imidazole
élevées, le coefficient d'absorption molaire de l'intermédiaire se situe ainsi aux

environs de:
4900062950 M lem 1

Le calcul des concentrations en intermédiaire et en plastocyanine native lides au
premier équilibre s'effectue en considérant le développement mathématigne

donné ci-dessous:

E*(1)=4900.(PCu}-1 + 2950{PCu{im}]-1 = E; - 4900-(PCu(im) 1 + 2950-[PCa(im) i1 =
Eq- 1950- [PCa(im), M
donc [PCu(im)y) = (E, - E=(1y) / 1950 (éq. 6.2)

et [PCu] =[PCul, - [PCulim)y] (&q. 6.3)

En considérant I'expression du premier équilibre, Xj = [PCu(im)n]/[PCu)-fim]0

nous pouvons écrire ; 10gKy = log([PCu(im)n]/[PCn]) - n-log[im).

K1 est déterminé par la représentation linéaire log([PCn{im)a]/[PCu]) en fonction
de -log[im], (Figure 6.1.5). La pente de 1a meilleure droite et Fordonnée a l'origine

permettent de déterminer la valeur de n et de K.
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Figure 6.1.5 Déterminadon de n et de K.

L'incertitude de Ia détermination de E®(;) se refléte bien sur la représentation
graphigue de la figure 6.1.5. Une régression linéaire effectuée sur toures les
valenrs expérimentales permet de déterminer n = 2.03 + 0.10 et ¥; =100+ 40 M-Z,

L'intermédiaire le plus probable semble étre [PCulim)z].

Ces résultats permettent de détailler I'hypothése du mécanisme de séquestration :

kq
{PCu) + 2 im ¥ [PCu(im),)
k.y
kz
[PCulim);] + 2 im T2 [apoPCu] + {Cu(im) 412+
k2
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La coustante d'éguilibre de la secoude réaction est calculée A I'aide des valeurs
finales £y et de K.

Par le développement mathématique donné ci-dessous, nous détermiuons les

conceutrations finales en [PCu] et en [PCu(im);] et aussi E¥z en fixant

arbitrairement uve valeur pour K.

Expression des constantes d'éguilibres et du bilan matiére de la protéine :

[PCuim)] . _ [Cu(im)4)2* -[apoPCu )
(PCu]-[im P [PCu(im))-{im ¥

¢p = [PCu )+ [PCu(im)2) + [apoPCu ]
La cotcentration en apoprotéine éguivaut celle ew complexe [Cu(im)s]2+.
[2poPCu]=[Cul(im)s P*
dans les conditons expérimentales, [im]~[im], donc :
[PCu{im)z]~ Ky '[PCu]-[im]g
ce qui permet d'écrire :
[apoPCu = cp ~ [PCu]-[PCulim)z ]

[apoPCu ] - cp ~(PCu]- (1 + K1 [imE)

et K, devient:

¥3
{ep - [PCul-(1 + Ky [mD)]

(&q. 6.4)
Ki -[PCul- [im};

Kz -
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{PCuf peut se calculer en résolvanc :

[PCuF 0+ Ky lim]})? ~[PCu)(2ep + 2eKyfim )} + K Ka[im ) vl - 0 1éq. 6.5)

i{a valeur Ew(2) calculée est comparée A la valeur expérimentale. Ky est ensuite

ajustée jusqu'a ce que les absorptions finales ¥z calculées et expérimentales

correspondent le mieux possible.

Tableau 6.1.2 Evatuadon de K; (cinétiques de la figure 6.2}

[im)o % B2y Kz
004 781 7610037
0.06 60.7 75.10°3*
008 386 0012
0.10 242 0.015
0.12 158 0016
0.14 104 0.019
0.25 4.2 -

* non considérées dans la moyenne.

Tableau 6.1.3 Evaluation de Kz (cindtiques de 1a figure 6.3)

[imle % B (9 Ky
0.02 704 069"
008 45.2 0.015
012 152 0.036
016 80 0.0355
020 43 Q.40
024 3.0 0375

” non considérée dans la moyenne.

La moyenne de K; pour les deux series de mesures permuet d'estimer une constante

d'équilibre Ky voisine de : K3 =2.4.1002 M1
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Estimation d g
les constantes k; et k. ; sont estimées A I'aide de la vitesse initiale et de K.

v = d[PCul/dt = ky-[PCu)-c (im)*

vo=A[PCulo/Ato =ky {PCulgciimi? et ky =1/(Atg[im]e?) (4q. 6.6}

Atg est le temps nécessaire 4 diminner 'absorption de E; 4 E™¢1) si la vitesse était
constante et égale A v, Cette détermination est trés difficile compte tenu du peu
d'information que nous possédons sur 1a premiére partie de la cinétique. Certaines
traces cinétigues, en particulier celles obtenves pour les séquestrations en

présence de faibles concentrations d'imidazole ont di étre écartées.

Tableau 6.1.4 Evaluation de kj par la vitesse initiale

limle  At/[s] Ky

0.08 260 06
012 116 06
02 63 04
004 1250 05
01 333 03
0.14 170 03

Moyenne considérée : k; =0.4510.13 M-35-1
par K1 =ki/k1:
Kq={45+13)r10r3 M 151

La connaissance de K permet de fixer le rapport kz/k 5. Pour trouver les valeurs

adéquates de k; et k7, nous avons effectué une simulation théorique des courbes
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expérimentales. Pour trouver une premiére valeur approximative de kz, nous

avons choisl une réaction qul se déroule A prés de 100% et négligé k..

Certte simulation permet également de vérifier le modéle du mécanisme et d'affiner

les valeurs des différentes constantes estimées par les calculs précédents.

Le calcul des concentrations de toutes les espdces en fonction du temps a été

effectué par les lois de vitesses établies pour le mécanisme considéré:

i[g—f“—]--kllimﬁmup k_1[PCulim)) {éq. 6.7)
d[;‘:’ - k1 (mP(PCu]+ k.1 [PCulim)z] (6. 6.8)

FH—PC%ZI - ky[imR[PCu] - k_1 [PCuim),]- kz[PCu{im), Yim P

+k_z[apoPCu JCu(im)y P+

{éq. 6.9)

dlapoPCu] d[Cuf
dr

2+
;11:)41 = k2[PCulim)z)[im}? - kalapoPCu ¥Cu{im)e)® (éq. 6.10)

Le logiciel Excel nous a permi d'effectuer certe simulation en considérant une
incrémentation dt = 1s. Cette incrémentation permet d'aveir une relativement
bonne correspondance entre le modéle théorique et la trace cinétique
experimentale sur un temps de réaction de 15min. Le choix d'une incrémentation
de temps wrop grande provoque rapidement une déviation imporiante des traces

cinétigues expérimentales et théoriques.

Pour avoir la meilleure correspondance possible entre les courbes expérimentales

et les courbes calculées. nous avons ajnsté les valeurs des autres paramétres K,

Kz, kyetk .
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La simulation de 5ix traces cinétiques expérimentales concernant les deux séries

de mesures indépendantes a permis de dégager une valeur moyenne pour k; et

k.
Xp=0.030£0016M 35 etk 7=126:0.66 M 151

Les paramétres correspondant 4 ces simulations sont donnés dans le tableau 6.1.5.

Tableau 6.1.5 Paramétres conduisant A Ia meilleure simuladon visuelle de certaines aces
cinétiques des figures 6.2 et 6.3

im],, / [mol/1} 0.8 0.12 02 0.04 0.1 0.14
{PCul,, f [mol /1] 9.410% 94103 94105 46105 4610° 16105
£(PCutlm)z) 3000 2850 2850 2900 3000 3000
K; 90 110 85 110 80 100

Ko 0.024 0.024 0.02% 0.024 0024 0.024
X 0.50 0.55 0.40 0.50 0.25 0.25
kg 0.0056  0.0050 00050  0.0045 00030  0.0025
ky 0.030 0.015 0.033 0.060 0.024 0.020
k.o 1.25 063 1.38 2,50 1.00 0.83

De ces simulations, nous avons déterminés les constantes moyennes regroupées

dans le tableau 6.1.6.

Tableau 6.1.6 Constantes de vitesse moyennes déterminées dans le mécanisme proposé de la
séquestration du culvre de la plastocyanine par l'imidazele

Ky /M350 0 kg /M s 1] kp/[M3s1] Kk _p/[MEsTl) £(PCulim)y)

0.41£0.13 (43£1.2010-3  0.030:0,016 1.26+0.66 2933175

avee X=96+13M 2 et Ky=0024M !
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La connaissance des constauntes d'équilibres X; et Ky permet de calculer les
concentratlons d'équilibre en apoplastocyanine, en intermédiaire et en

plastocyanine, en fonction de Ia concentration initiale en imidazole (Figure 6.1.6].

100 o~ a b
- N, -
0 N\
- 1}
!
0 +
2 Y
E {
& s
0 =
20- /
: 5 N
o-ann- _/1//.1.14_..1.;4
Q 0.5 1 15 2 25

-logfim}

Figure 6.1.6 Répartition des espéces 4 1'équilibre en fonction de la concentradon infdale en
imidazoic: apoplastocyanine (a); plastocyanine (b); intermédiaire (c)

Les superpositions de certaines traces cinétiques expérimentales par des courbes
calculées en considérant ies paramétres moyens donnés dans le tableau 6.1.6 sont

données aux figures 6,1.7 et 6.1.8.
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i
0 200 400 600 800
t/ s
Figure 6.1.7 Cinétiques expérimentales (o) superposées aux traces calculées 2 'aide des
constantes données dans le tableat 6.1.6. (a) [im]o = 0.08M; (b) [im]o = 0.12M; {¢) [im]o = 0.16M:
(d) [im)o = 0.20M. T = 25'C; [PCuJo = 9.4-10°5M
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Figure 6.1.8 Cinétigues expérimentales (o} superposées aux traces stmulées 2 I"afde des
constantes données dans le tableau 6.1.6. (a) (i) = 0.04M; (b) [im]q = 0.14M; (¢) [im]y =
0.25M. T = 25°C; [PCuly = 4.6-10°%M
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Les courbes théoriques obtenues avec ce modéfe de mécanisme de ségquestration
correspondent de maniére satisfaisante aux cinétiques expérim-e.ntales. 1 va de soi
vu le grand nombre de paramérres qui ont dia étre adaptés, que des mesures
supplémentaires, en particulier dans le but d'une meilleure détermination de la
premifre pbase réactionnelle, permettralent d'affiner le modéle. La premiére
phase réactionnelle, difficile & analyser par des mesures au spectrophotométre
UIVIKON, peut &tre suivie plus judicieusement par les techniques d'analyses de

clnétiques rapides (stopped-flow).

De telles mesures exigent cependant un volume de solutioo de plastocyanine
beaucoup plus important. 51 des volumes de 0.3ml permettent d'effectuer une
mesure compléte au spectropbotométre UVIKON, un minimum de 10ml sont
necessaires afin de purger et de remplir fe volume mort du spectrophotométre
stopped-fiow. Selon les concentrations en imidazole cboisie, 1a faible variation en
absorption lors de cette premiére phbase réactionuelle rend également trés
difficile la détermination précise de k;, méme lors d'une mesure stopped-flow.
Dans le but fixé pour ce travail, nous n'avons pas entrepris ces mesures

complémentaires.

Le nombre trés élevé des paramitres 3 diéterminer dans cette analyse cinéligue {4
constantes de vitesses et un coefficlent d'absorption) reud difficile lcur
ajustement dans le programme de simulation choisi. Plusicurs de ces paramatres
conduisent A une méme modification visuelle de 1a courbe calculée (augmentation
de K; et diminution du coefficient d'absorption molaire de I'intermédiaire). Des
mesures multiloogueurs d'onde accompagnées d'une analyse clnétigue globale du

spectre d'absorption seraient d'une aide précieuse.

Bien que les valeurs déterminées des constanfes de vitesse soient entachées

d'aerreurs relativement grandes, le mécanisme proposé semble correct et confirme
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le passage par la formation d'intermédiaire(s), également observé pour l'azarine
et Ia stellacyanine dans les différentes mesures d'incorporation du cuivre. Le
spectre d'absorption de l'intermédiaire, trés semblable A celui de la plastocyanine
native peat suggérer que les premiéres substitutions par I'imidazole concernent
les deux histidines, His87 et His37, Ja deuxiéme étape impliquant Ies substitutions de

CysB4 et de Met92.

Bien que la premi2re phase réactionnelie de la séquestration du cuivre soit
relativement rapide, les mesures cinétigues des réactions de transfert d'électron
dans Jes tampons imidazoles décrites au chapitre 4 ne sont pas faussées. La vitesse

da transfert d'électron est en effet beaucoup plas rapide que la séquestration du

caivre.
6.1.3 ili her mique de | iati 5 ni
el du cujvre(ll),

A partir des deax constantes d'équilibre correspondantes aux deux étapes de Ia
séquestration da caivre(ll) de la plastocyanine, il devient possible de calculer une
constante conditionnelle (pH = 7.0) de la formation de complexe entre
I'apoplastocyanine et le cuivre(il).

[PCu])

Cul+ Pc ——= PC _—— (ég. 6.11)
+ apoPc a [Cuz* TapoPc] éq
{Ca(im)2*]
Cu2+ + 4im [Cu(im)4]2+ Kim = —2—4-— (&q. 6.12)
{Ca** Iim ]4
2+
PCu{im
PCu + 2 im [PCa(im)z]2+ K (PCufim); ) (éq. 6.13)

Y IpCullimP
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(PCu(im)7)2+ + 2 im === [Cn(im}4)2* + apoPc

Culi 2+ y P
_[ u(im}y* JapoPc) {(éq. 6.14)

[PCu(im)}* Yim

(6q. 6.13 + éq. 6.14) : [PCul?+ + 4 im —=——— [Cu(im}4]%* + apoPc
K=K{Kz

Des relations ci-dessns on pent en déduire : g = {ég. 6.15}

_Kim
K; Kz
A l'aide des constantes déterminées expérimentalement et avec Kim =4-1012 (811 on
calcule:
g=1.7-1012 m 1,

On constate que Ia stabilité du complexe de plastocyanine n'est pas trés élevée. La
plastocyanine devrait ainsi exister uniquement sons forme d'apoprotéine en
présence d'un ligand comme Hyeda2 - (constante apparente 2 pH = 7.0 : "g" = 41015),
5i Ia plastocyanine peut néanmoins conserver I'atome de cuivre en présence de ce
ligand (utlisé pendant l'isolement de la plastocyanine des feuilles d'épinard) c'est

donc pour des raisons cinétiques et non pour des raisons thermodynamiqnes.

Ce critére cinétique est également mis en évidence par les réactons de
séguestration dn cnivre par les ligands alamp et prormop, décrits dans le paragraphe

suivant.
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6.2 Séguestration du cujvre de {a plastocyanine par les ligands alamp
el promp

L'influence du ligand imidazole sur le site de coordination du cuivre de la
plastocyanine permet de supposer que nos ligands - qui ont une affinité blen plus
grande pour le cuivre que l'imidazole ou que I'apoplastocyanine (Chapitre 7) -
peuvent également intervenir comme agent compétiteur. 5i tel est le cas, des
mesures de séquestration par ies ligands sont rendues nécessaires pour connaitre
l'influence de F'excés de ligand présent dans nos soludons de complexes de
cobalt(ll) utilisées pour les mesures cinétiques des réactions de transfert

d'électron.

La présence d'un excEs de 15éq en ligand par rapport i la protéime -
correspondant & celui qui existe dans les solutions utilisées pour les mesures de
transfert d'dlectron - ne provoque cependant aucune modification du Spectre
visible de Ia plastocyanine sur un temps de mesure comparatif & celui du temps de
réduction (3¢ - 40min). La séquestration du cuivre par nos ligands devient
significative seulement pour un excés de ligand beaucoup plus impotrtant. Par
curiosité, nous avons effectué des mesures cinétiques a2 pH = 7.0 et 2 25°C dans le
but de déceler si la séquestration par les ligands présente également une

stéréosslectivité, (Figures 6.2.1 et 6.2.2).
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Figure 6.2.1 Séquestration du cuivre de [a plastocyanine par le ligand alamp. (a) (5,5)-alamp
0.5M; (b) (R,R)-alamp Q.5M. pH =~ 7.0 (tampon phosphate 0.1M): T = 25°C; [PCulg =0.1mM
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u culvre de la plastocyanine par le ligand promp. ($.8)-promp

0.5M (a); (R,K}-promp 0.5M (b). pH = 7.0 {tampon phosphate 0.1M); T = 25'C; [PCu}, =0.1mM
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La cinétique de Ia séquestration du cnivre par les ligands alamp et promp est
également biphasique. La comparalson des traces cinétiques pour les deux
énantioméres de chaque ligand montre un comportement semblable, et auctne
stéréosélectivité n'est observée en tenant compte des limites d'erreur de mesnre.
€Ce résultat n'est pas en contradiction avec les observations concernant le
transfert d'électron, pulsque le type de chiralivé présenté par les ligands n'est pas
comparable 4 I1a chiralité du complexe de cobalt{ll}). $1 1a ségnestration dn culvre
par l'imidazole conduit & un équilibre pour la majorité des concentrations en
imidazole utilisées, les séquestrations par alamp et promp en grand excés sont
beaucoup plus lentes mais se déroulent jusqu'a la séquestration totale du cuivre

par le ligand.

La séquestration du cuivre par les ligands alamp et promp est beaucoup plus lente
que la séquestration par l'imidazole cependant que l'affinité du culvre pour ces
ligands est nettement supérienre : logK(Cu(atamp)) = 17.21+ 0.05 et togK(Cu(promp)) =
18.91+ 0.02 {Chapltre 7), alors que logK(Cutim)4) =~ 12.6.

Ce fait permet de conclure que I'accés an cnivre qut se tronve A "intérieur de la
protéine est nettement plus difficile pour les ligands alamp et promp que pour une
petite molécule telle que I'imidazole. Ces résultats montrent blen que pour des
systémes blologiques, les phénoménes cinétigues penvent étre dominants dans le
contrdle de l'existence de certaines espéces thermodynamiquement instables, La
mesnre cinétigue de séquestration du cuivre par Ilmidazole est non seulement un
moyen de comparer l'accessibilité du site actif pour différentes protéines de
cuivre bleues, mais également pour déterminer I'influence d'une mutaton sur
I"accessibilité dn site actif. Des comparaisons entre différentes plastocyanines
génétiquement transformées ont été effectnées dans le bnt de répondre a cetre

questlon(78). I est intéressant de noter gu'une mutaton effectuée sur un résida
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passablement éloigné de l'environnement direct du cuivre, Glu68Gly, produit une

plastocyanine mutante nettement plus sensible & I'imidazole[78],

Ce résultat n'est pas sans conséquence pour Ies études de transfert d'électron. la
variatdon de la vitesse de ransfert d'électron consécutive 2 la mutation d'un résidu
d'une métalloprotéine n'indique pas forcément que le résidu en question est
directement lié au site actif. Son influence peut étre indirecte, par exemple en

modifiant l'accessibilité du réactif au site actif.

Il serait également intéressant d'effectuer ces mesures de séquestration par
I'imidazole pour l'azurine, dont le site actif est plus euncombré que la

plastocyanipe, notamment par la présence du résidu PhellS5.
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7. Détermination_spectropolarimétrique des constantes de

ormation [Cu{prom et [Culalam ar_compétiti avec

NTA
7.1 Généralités

Afin de décrire I'ensemble des conditions thermodynamiques régnant daos le
systéme que nous avons étudié, il faut également connaitre les équilibres de
formation des complexes des ligands utilisés, alamp et promp, avec¢ les deux ions
métalliques qui se trouvent dans le systéme: le cobalt(ll) et le cuivre(il}. Alors que
les équilibres de formation des complexes du cobalt(ll}) ont été déterminées par
titration acidimétriqueB7l, tes constantes correspondantes avec ie cuivre(ll) sont
inconnues, Etant douné qu'une titration préalable des systémes CuZ+/Hpalamp et
(uZ+/H; promp indique déja une formation de complexes presque quantitative dans
un milieu fortement acide. 1a détermination des constantes d'équilibre par cette
méthode devient imprécise, d'autant plus gu'il faut vraisemblablement tenir
compte d'espéces protonées additionnelles, aussi bieo des ligands que des
complexes. Pour ces raisons, nous avons préféré cholsir une méthode de
compétition utilisant ﬁn ligand auxiliaire. En tant que tel, 'acide nitrilotriacétique

(H3NTA) présente une affinité adéquate vis-a-vis de I'ion Cu+ afin de permettre

1'étude de 1'équilibre d'échange:

[Cu(L)] + HNTAZ- + H+ [Cu(NTA)]I" + HzL

ol HyL = Hyalamp et Hypromp.

Etant donné que les complexes de alamp et de promp sont optiquement actifs, la

concentration relative de ces complexes peut étre mesurée par dichroisme



Chapitre 7 Partie expérimentale I5¢

circulaire, indépendamment de la présence de [Cu{NTA)}}" qui est achiral, ainsi que

HzL qui ne présente pas de signal dans le domane des longueurs d'onde du visible.

Un exemple de mesure est représenté pour chacun des deux ligands par 1a figure

711,

(b}

= S———— =

Figure 7.1.1 Varlaton des spectres CD de [Cu{(§,5)-L}] en fonction de la concentration de
HNTAZ- pour L = {5,5)-alamp (a): et (5.5)-promp (b}. Les concentrations sont celles indiguées
dans le tableau 7.4.1 (a) et 7.4.3 (b) de haut en bas.

7.2 Développement marhématique
Equilibres considérés (L = alamp cu promp):

Cul+ +12- = [Cul]
gCu __[Cul] (éq. 7.1)

Cul © [Cu 2+ ][Ll—]
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Cu2+ + NTA3} == [CuNTAJ

KCu - [CI.'INTA"]
CUNTA™  [cult)NTA%)

L2 + B+ |=—¥ HI-
Ky - (H*)(12-]

(HL™]
HL- + Ht === H,L

Ko o L IHY)
27 H
NTA3- + H* T=—2® HNTAZ-

_[H*]INTA3-]
[HNTAZ"]

(ég. 7.2)

(g. 7.3)

(ég. 7.4)

{(ég. 7.5)

Dans le domaine pH des mesures {tampon acétate, pH = 4.7}, les ligands L &t NTA

sont essenticllement présents sous la forme HpL et HNTAZ2-. Le cuivre est donc

distribué sous forme de complexe avec L et avec NTA selon l'équation:

Cu v Ko-[H
o) __Keg KXz U2 o . [Hal)
[Cu(NTAY) xg“(mm_-m-[HNTA -Iu*)] © [HNTAZJ[B* ]
A H

avec K'= _KrKy

Cu B
KCuNTA k3

Deux cas sont & distinguer!

a) §1 [CuZ+], << L}, et NTA], alors [H2L]) = [L]set [HNTA] = [NTA),

_ ()  gen g (Ll
[Cu(NTAY) L INTALIH')

(ég. 7.6)

fég. 7.7)
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comme [CUNTA"] =[CuZ+], - {CuLl, {[CuZ*]<<{CuZ*])

KQu {Cul INTA L, [H*]

- y (éq. 7.8)
@ R lLk(tcu? o ~ oL ])

b) pour [CuZ*]y= {Llo~ INTAL,

[Cul) pcu g [HiL) K K'{[L) -CuL))

- 4g. 7.9)
[Cu® )y -[cul] <L 7 [HNTAZ J{H') ([NTA]Q—{CuZ*]+[CuL])[H‘] ?

en isolant K& :

G [CULJIH*YNTAL, - [Cu?Tp + [CuL])
Cul . 2+ 2+
k"Ll [Cu?*Jo - [CULN([Llo +[Cu®]o ~(Cul. D}

fég. 7.10)

Etant donné que seule Vl'espéce [Cul] posséde un signal CD dans le visible,

I'intensité de ce signal est directement proportionnel i la concentration de [Cull,

11 est & ce moment possible de déterminer Kg’ﬂ, selon I'équation ¢i-dessus.

7.3 Mode opératoire

Des volumes variables d'une solution standard de NTA préparée dans un tampon
acétate 0.1M sont ajoutés 4 une solution de concentration précisément connue en
Cu2+ ¢t en lpand alamp ou promp préparée dans ke tampon acétate 0.1M. Le volume
choisi est complété par le tampon acétate et le specue CU de la solution est
enregistré 3 T« 25°C. Dans ces conditions expérimeuntales, une cuve de Scm a été
udlisée. L'analyse spectrale est effectuée 3 600nm pour [Cu(S,5)-alamp)] et 564nm

pour [Cu(S,S)-promp}].
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7.4 Résultats

Les résultats sont réunis sous forme de tableaux.

Tableau 7.4.1 Détermination de 1a constante de formaton du complexe [Cufalamp); [1], =
1.2:103M; fcu?t, ~ 210°3M: [ = 0.1M

[NTA],, / [M] pH % [CuL]” logK
0 468 100 .
1.257.10° 468 97.56 17.17
25131073 467 94.42 17.37
3770103 264 89.90 17.30
5.027-10-3 4.64 84.67 17.22
7.540-10°% 4.63 78.40 17.21
10.053-10-3 4.65 7178 17.16

Tableau 7.4.2 Déterminaton de la constante de formatdon du complexe [Cu(atamp)); [L], =
1.2:10°3M; [Cu?*], = 1-103M: [= 0.1M

[NTA],/ [M] pH %[Culy logK
0 467 100
1.257.107 465 85.93 i7.15
2513102 4.65 79.22 17-18
3770103 4.54 74.03 17.18
5.027-10-3 465 69.91 17.19
7.540:10°3 465 62.71 1717
10.053-10-% 465 58.87 17.20
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Tableaw 7.4.3 Détermination de la constante de formaton du complexe [Cu(promp}l; [1), =
1.2.103M; [Cu?), = 1103M; 1= 0.IM

[NTAl, / [M] pH %{Cul)’ logK
0 4.76 100 -
1.257.10°3 475 87.21 18.89
2513103 475 79.07 18.91
3.77010°3 475 73.26 18.%4
S02710°% 4.74 £7.44 1893
7.540.10°3 4.74 57.56 1890
10.053-10°3 473 5223 18.92

Tableau 7.4.4 Détermination de Ja constante de formation du complexe [Cu{promp)}[L),; =
1.2:103M; [Cu2*], = 0.5-10°3M; 1 = 0.1M

(NTA], / (M} pH % [ouL]” logK

0 472 100 -
1.25710°3 472 81.03 18.90
2513103 4.72 72.31 18.92
3770103 470 £5.64 18.91
5.027.103 4.72 60.51 18.91
7.540-10-3 472 53.33 1891
10.053.10°3 470 48.21 18.92
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Les moyennes considérées sont les suivantes:

logK(Cu{atampy) =17.21+0.05
togK(Cu(promp)) = 18.211 0.02

Tableau 7.4.5 Constantes d'équilibres utilisées

alampl371 / prompl571 NTABN
HpL=H*+HL  pK=824/933 H,L =H* + HL2" pK=2.48
HL =H*+12-  pK=9.06/10.02 HL? =H*+ 13- pK=19.65

Ca

cunTA- =124

[Cu(NTA) logK

*valeur déterminde A force fonique 0.IM et a T = 25.0°C.
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8. Conclusions

Pour la plastocyanine. comme pour la ferrédoxine ou le ¢ytochrome c, le transfert
d'électron entre la métalloprotéine et les complexes de promp et d’alamp 3 base de
fer ou de cobalt est stéréosélectif.

Ce travail a démontré gue la stéréosélectivité d'une réactdon de transfert d*électron
impliquant une métalloprotéine peut étre le résultat d'intéractions dlastéréo-
isoméres entre la protéine et le complexe réactif au méme site réactionne! ou le
résultat de l'existence de plusleurs sites de traosfert d'électron. En fonction de la
configuration absolue du complexe réducteur, ces sites peuvent étre plus ou moins

réactifs.

Dans le cas de la réductioo de la plastocyazine par l'aguacomplexe
[Colltalamp)H30], les grandes différences eotre les paramétres d'activation des
deux énantioméres résultent de la participatlion simultanée de deux sites de
transfert d'électron. Le¢ premier slte est !lé A uo mécanisme de type sphére
interne, dont His87 joue le rdle de ligand pontant. Le second site localisé sans doute
également dans la poche hydropbobe de la plastocyanlne est lé
vraisemblablement 3 un mécanlsme de type sphére externe mais les résidus

impliqués n'ont pas été identifiés.

Le calcul différenclé des parameatres d'activation llés aux mécanismes de la
réduction de la plastocyanine par [Coll(alamp)H20] rend compte pour le
mécanisme de type sphére externe, de valeurs comparables avec celles
déterminées pour la réduction de Ia protéine par Faquacomplexe de promp. Ce qui
nous améne A nous poser la question suivante: le site de réaction 1i¢ au mécanisme

de type sphére externe est-il le méme pour les deux aguacomplexes ? Cette question
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reste ouverte et I'étude de la réactivité de plastocyanines mutantes78) teute d'y

apporter une réponse.

La réductioo de la plastocyanine par [Co(promp)H20] ne montre par coutre augune
réactivité par coordination A His87 et la stéréosélectivité observée lors de
'utikisation de ce complexe est faible et identique Sur tout le domaine de
température étudié. Les valeurs des paramétres d'activation pour les deux
énantioméres du complexe [Coll{promp)H20] sout ainsi nettement plus similaires
que pour [Colllalamp)H70] et rendeat compie d'une stéréosélectivité lide
nniquement & des différences du couplage orbitalaire des réactifs 3 1'état de
transition. Dans cette situation ol le site du transfert d'électron est identique pour
les deux épantioméres, la stéréosélectivité peut éwre discutée en termes de
compensation incompléte entre I'enthalpie d'activation et I'eptropie d'activation,
rejoigoant aio'sl les discussions liées 2 la réduction de la plastocyanine par les
complexes du fer(II)(37], la réduction de la ferrédoxine par les complexes du

cobalt(11NPA et 1a réduction du cytochrome ¢ par les complexes du fer(111{%],

D'une manlére globale, ces résultats démontrent I'importance de 1'utilisation des
composés optiquement actifs dans I'étude du transfert d'électron et en particulier
les composés optiquemeat actifs labiles ou inertes selon leur élat d'oxydation.
Ceux-ci rendeunt possible I'utilisation du dicbroisme circulaire dauns l'identification
des sites de transfert d'électron. Cetre technique analytique trés sensible et trés
simple d'udUm&on sera sans aucuu doute d'uoe grande utilité pour la suite des

études des mécanismes de transfert d*électron impliquant une métatloprotéine.

11 serait cependaont trés utile d'équiper toutes nos installations spectrophoto-
métriques d'un disposidf informatique permettant vne analyse en maltilongueur
d'oude, L'analyse en multilongueur d'oode permet l'identification d'intermédiaires

réactionnels de manigre plus fiable et par couséquent une analyse mécanistigue
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globale plus fine. Ce genre d'analyse permettrait d'en savoir plus en ce qui

concarne le mécanisme de séquestration du cuivre de la plastocyanine.

Comme le montrent les résultats des transferts d'électron effectués dans ies
tampons imidazoles, la nature du milieu réactionnel a également une grande
importance, Un troisiéme type de mécanisme est A considérer pour la réduction de
la plastocyanine dans les tampons imidazoles, Le rble catalytigue joué par ces
ligands monodentés provient de leur ¢oordination a la sixiéme position de
coordination des complexes réducteurs, substituant la molécule d'eau et favorisant
le transfert d'électron via cette position de coordination du ¢complexe mixte. Un
mécanisme par iutercalation de l'imidazole de l'espéce mixte et de His87 est
proposé, rendant compte non seulement des résultats des mesures de transfert
d'électron, mais également des observations Hées a la substitution du cuivre de ia

plastocyanine par I'imidazole.

L'éwude cinétique de 1'¢équilibre de réepartitioun du cuivre entre la plastocyanine et
l'imidazole a permis de dégager un mécanisme de séquestration en deux étapes
dont la premiére est liée & la formation d'un intermédiaire ot les deux ligands du
cuivre His87 et His37 de la plastocyanine sont remplacés par deux molécules
d'imidazole. L'équilibre de répartition du cuivre entre la plastocyanine et
I'imidazole montre finalement gue l'association cuivre-plastocyacine n'est pas si
forte qu'on pourrait le penser et que I'influence des paramétres cinétiques liés 2
T'accessibilité du site actif est déterminante pour le malntien du cuivre dans la

protéine.
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