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Préface 

Préface 

Le transfert d'électron intéresse de nombreux scientifiques: Ie physicien qui 

développe des matériaux aux propriétés électroniques particulières, le chimiste et 

le métallurgiste qui s'occupent de phénomènes de corrosion, Ie biologiste qui 

étudie des processus biochimiques tels que Ia photosynthèse ou Ia respiration. 

C'est au travers de telles réactions d'oxydoréduction que les systèmes vivants 

puisent leur énergie. Par Ie biais d'une séquence de protéines particulières jouant 

Ie rôle du "circuit électrique" de la cellule, les végétaux capturent Ia lumière et les 

animaux brûlent des sucres. Ces protéines "transporteuses d'electron** 

appartiennent à Ia famille des métalloprotéines. Elles sont constituées d'une 

chaîne polypeptidique repliée autour d'un centre métallique à l'état 

alternativement réduit ou oxydé. 

Etudiées depuis la seconde moitié du XXe siècle, les réactions de transfert d'électron 

suscitent encore beaucoup d'Intérêt. Une meilleure compréhension des 

mécanismes développés par Ia nature pour son approvisionnement en énergie est 

une tache ardue mais passionnante et qui sera sans aucun doute d'une très grande 

utilité au développement de futures technologies respectueuses de 

l'environnement. 
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1- Introduction 

1.1 But du travail 

A l'heure actuelle, il est clairement établi que les métaux jouent un rôle 

fondamental dans beaucoup de processus biochimiques cellulaires ou extra 

cellulaires. Ils permettent en particulier aux métalloprotéines d'assumer leur 

fonction de médiateur électronique ou de transporteur de petites molécules. C'est à 

cette famille importante de biomolécules qu'appartient la plastocyanine. L'étude 

des métalloprotéines relève d'une discipline scientifique nouvelle, qui prend 

actuellement un essor considérable: Ia chimie bioinorganique ou la biochimie des 

métaux. 

Une grande collaboration scientifique est nécessaire à l'étude approfondie d'une 

métalloprotéuie. Des informations concernant la structure tridimensionnelle de la 

molécule, des groupes coordinateurs de l'ion métallique, de la géométrie du site 

actif et des propriétés physico-chimiques du métal en présence du squelette 

Polypeptid ique sont en effet indispensables à la compréhension des mécanismes 

qui permettent la régulation d'une telle biomolécule dans un processus 

physiologique. La collaboration de nombreux biologistes, chimistes et physiciens, 

ainsi qu'une grande diversité 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 réactions de transfert d'électron sont au centre de nombreux processus 

métaboliques nécessaires à la survie des organismes vivants, comme par exemple 

la photosynthèse ou la respiration. Ces transferts d'électron sont généralement 

assurés par des mètalïoprotéines. Parmi les plus connues figurent les cytochromes 

qui exercent des fonctions importantes dans la chaîne respiratoire et les protéines 

de cuivre bleu impliquées dans la photosynthèse. Les mécanismes de ces transferts 

d'électron sont encore peu connus. H s'agit pourtant d'une recherche 

fondamentale â la compréhension du fonctionnement de ces molécules 

indispensables à tout système vivant. 

Les difficultés expérimentales rencontrées dans l'étude de ces systèmes in vivo 

peuvent être partiellement contournées par l'utilisation de systèmes artificiels. De 

nombreuses études, dont les résultats ont été réunis récemment dans plusieurs 

ouvragesPJ, font appel à une variété de complexes métalliques catîoniques, 

anioniques ou neutres, utilisés comme agents de transfert d'électron. Pour la 

plastocyanine, les études cinétiques impliquant ces complexes métalliques ont 

notamment permis de localiser deux sites distincts où les réactions de transfert 

d'électron peuvent avoir lieuE4-5^ Ces sites sont aujourd'hui reconnus comme étant 

les lieux d'interactions utilisés également par la nature dans la chaîne des 

réactions photosynthétiques où est impliquée la plastocyaninet6]. Le premier site, 

localisé dans l'environnement du résidu His87, est de nature hydrophobe, alors 

que le second, localisé dans l'environnement de Tyr83, est rendu hydrophile par la 

présence de nombreux résidus carboxylates, (Figure 1.3.2). Récemment, 

l'engagement de plastocyanines mutantes a également permis d'obtenir certaines 

informations concernant les contraintes stéréochimiques de ces réactions de 

transfert d'electron!7^]. 
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Dans la gamme des composés synthétiques utilisés jusqu'à présent, les composés de 

coordination optiquement actifs demeurent peu étudiés. Pourtant, la 

stéréosélectivité est une propriété fondamentale des systèmes biologiques. 

Ce sont les composés de coordination optiquement actifs des ligands dérivés de Ia 

N.N'-[(pyridinediyl-2,6)bîs(méthylène)]bis[glycineJ (Figure 1.1.1), qui ont montré 

pour la première fois et sans ambiguïté une reconnaissance moléculaire dans le 

transfert d'électron impliquant une métalloprotéinef8'9!. 
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Figure 1.1.1 Ligands dérivés de la N,N'-[(pyridinediy 1-2,6)bts(méthylène)]bis[glycine] 

La stéréosélectivité observée dans la réduction de Ia plastocyanine par les 

complexes de fer(II) [Fe(alamp)], [Fe(promp)] et [Fe(valmp)] [57J1 nous encourage 

a poursuivre les mesures de transfert d'électron entreprises avec cette 

métalloprotéine. Le choix de nos réactifs synthétiques s'est porté sur les complexes 

du cobalt(II) des ligands pentadentés promp et alamp et contenant différents 

ligands monodentés à la sixième position de coordination (Figure 1.1.2). 
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H3C O O Y CH3 

A-(Co(R,R)-alamp)X] A-[Co(S,S)-alamp)X] 

A-[Co(R,R)-promp)X] 

%r> ••'F'J 

A~[Co(S,S)-promp)X] 

/ = \ 
X-H2O; N^NH Imidazole (im); N^NCH3 N-méthylimidazole (melmï 

N^N(CH2)JCH3 N-butyEraidazole(buim) 

h'igurc 1.1.2 Complexes réducteurs optiquement actifs utilisés dans ce travail. 

Dans ce travail, nous étudions l'influence du choix de l'ion métallique des 

complexes réducteurs, des substituants des ligands pentadentés et de la nature des 

Ugands monodentés, sur ïa cinétique et la stéréosélectivité du transfert d'électron. 

Ces paramètres sont ensuite analysés dans le but de mieux définir les sites et les 

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

1.2.1 Aspects théoriques 

L'étude approfondie des mécanismes des réactions d'oxydoréductìon a débuté en 

1940. Une grande partie du travail expérimental a été accompli par des chimistes 

inorganiciens, par l'étude de la réactivité de complexes métalliques en solution^11" 

12I. En ce qui concerne les mécanismes réactionnels des transferts d'électron 

impliquant une métalloprotéine. des parallèles ont souvent été établis avec Ie 

comportement de complexes métalliques de faibles poids moléculaires. II est 

cependant important de rappeler qu'une métalloprotéine représente un ensemble 

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

- Les ligands qui coordonnent l'ion métallique d'une métalloprotéine sont 

naturellement choisis de façon à promouvoir le transfert d'électron: ils réduisent 

Ia charge du métal ou induisent un état low spin plutôt que high spin (résidus 

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

- La géométrie du site actif est modelée par la structure tridimensionnelle du 

squelette polypeptidique. L'énergie nécessaire au réarrangement des ligands lors 

du transfert d'électron reste minimale, permettant des réactions rapides. Les 

protéines de cuivre bleu adoptent cet état entatique par une géométrie 

tètraédrique distordue du site actif. 

- Le groupe prosthétique, placé à l'intérieur de la protéine est généralement bien 

protégé de l'action du solvant, mais allonge particulièrement 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 plaçant le mutai à l'intérieur du squelette polypeptidique, la rencontre des 

réactifs doit se faire selon une orientation précise afin de permettre le transfert 

d'électron. Des zones de reconnaissance, définissant les sites réactionnels, sont 

ainsi créées. 

Les facteurs qui gouvernent les vitesses de transfert d'électron des systèmes 

biologiques sont ainsi complexes et multiples, incluant la répartition des charges 

de surface, la géométrie globale de la protéine, la distance entre le site actif et Ie 

centre redox, la nature des résidus pepüdiques, la géométrie et la nature de la 

sphère de coordination du centre métallique, etc. 

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

aspects théoriques qui sont généralement appliqués aux systèmes plus simples. 

Les réactions d'oxydoréduction peuvent être classées selon Ie type sphère interne 

ou sphère externe. Dans ïe premier cas, un ligand commun ponte les deux centres 

rédox à l'état de transition alors que dans le second. Ia sphère de coordination des 

réactifs reste intacte à l'état de transition, c'est-à-dire que toute rupture ou 

formation de liaison n'a lieu qu'après le transfert d'électron. 

Les bases théoriques du transfert d'électron ont été établies par Marcus^] au 

début des années 1960. Les travaux de Marcus concernent essentiellement des 

réactions de type sphère externe entre petits composés inorganiques en solution, 

pour lesquelles les interactions entre les centres rédox qui résultent du couplage 

orbitalaire des réactifs sont suffisamment fortes pour que la constante de vitesse 

du transfert d'électron soit indépendante d'elles (réactions adiabatlques). Les 

contributions de Grayt14), Levicht15!, Dogonadzef16! et plus tard de KestnertlT] e t 

Hopfieldtlf*J ont permis d'élargir le champ d'application de la théorie. Ces auteurs 

ont montré que lorsque 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 dépend explicitement de ces interactions au travers d'un 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 système. Ces 

mouvements sont étudiés de façon semi-classique par Hopfield et via Ia mécanique 

quantique par Jortnerf17!. 

Typiquement, une réaction de transfert d'électron procède suite à la collision des 

réactifs et à leur association en un état particulier appelé complexe précurseur. Le 

principe de Franck-Condon permet de postuler que le produit initialement formé 

suite au transfert d'électron, le complexe successeur, conserve la même 

configuration nucléaire que le complexe précurseur (longueurs de liaisons, 

angles de liaisons, distribution des molécules de solvant et des contre-ions...). La 

réaction globale se décompose ainsi en trois étapes élémentaires: 

(1) formation du complexe précurseur: R' + O * * fR' Oi 

(2) transfert d'électron proprement dit: (R' Ot *- fO* R} 

(3) décomposition du complexe successeur: (C Rj! *• O' + R 

Si les réactifs et les produits possèdent des structures très 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 système est 

alors plus élevée que celle des réactifs ou celle des produits prise séparément. Si 

cette énergie de réarrangement est la composante principale de l'énergie 

d'actlvation, elle détermine la vitesse globale du transfert d'électron: plus elle est 

élevée et plus la réaction est lente. 
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Dans une description semi-classique du mouvement atomique, Marcus montre que 

le transfert d'électron a Heu à l'intersection de deux courbes de potentiels, l'une 

décrivant le système réactif (ER), l'autre décrivant le système produit (Ep). 

G 

confiRuration nucléaire configuration nucléaire 

Figure Ì.2.1 Représentation de l'énergie libre (G) en fonction d'une coordonnée de réaction. 

Réaction non adiabatique (a): réaction adiabaOque (b). 

L'énergie libre (G) est fonction des coordonnées nucléaires de l'ensemble du 

système 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 système 

à 3N dimensions (N est le nombre de noyaux présents dans le système). 

Les minima énergétiques du système réactif (EB) et des produits de la réaction (Ep), 

adoptent un ensemble de coordonnées nucléaires différentes (sauf pour les 

réactions d'auto échanges), représentées par la variation du minimum des deux 

paraboles Ie long de la coordonnée de réaction. Une perturbation de ces 

paramètres d'équilibre augmente l'énergie du système suivant une parabole 

propre au système considéré (en première approximation). Pour que le transfert 

d'étectron puisse avoir lieu en accord avec le principe de Franck-Condon. le 
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système précurseur doit atteindre un état énergétique commun avec Ie système 

successeur. Cet état est représenté par l'intersection des deux paraboles et 

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

Les courbes représentées à la figure 1.2.1(a) supposent que le système électronique 

demeure localisé à l'état de transition. Tant que cette situation prévaut, aucun 

transfert ne peut avoir lieu. Un couplage des orbitales électroniques des réactifs 

est nécessaire pour que Ie système évolue du complexe précurseur au complexe 

successeur. Ce couplage est représenté par la matrice HRP (Figure 1.2.1(b)). 

L'amplitude du couplage électronique détermine le comportement du système 

précurseur au point d'intersection des deux courbes de potentiel (à l'état de 

transition). Si le couplage est très faible, la probabilité que le système n'évolue pas 

en direction du complexe successeur est forte (réaction non adiabatique). Si par 

contre Ie couplage orbitalaire est important, le système 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 Ie système 

réactif atteint l'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 K, qui varie de 0 à 1. Pour des réactions où HRP est 

grand, K = I . Les réactions adiabatiques ont lieu lorsque les centres réactionnels 

sont très proches l'un de l'autre, présentent une symétrie orbitalaire favorable et 

aucun changement géométrique conséquent ne s'impose lors du transfert 

d'électron. Le coefficient de transmission électronique est cependant 

généralement inférieur à l 'unité pour les réactions impliquant des 

métalloprotéines, rendant compte de la non adiabaticité de ces systèmes. 
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Dans la théorie semi-classique développée par Marcus pour les réactions de 

transfert d'électron intramoléculaires, l'expression de la constante de vitesse du 

transfert d'électron est donnée par: 

k-Kvnrnexp(-AG*/RTi (éq. 1.1) 

vn représente la fréquence du mouvement nucléaire qui permet au système de 

traverser la zone d'intersection (1011M" 1S"1 pour de petites molécules) et Fn est un 

facteur correctif tenant compte d'un effet tunnel. 

Si K - 1 dans l'hypothèse d'une réaction adiabaUque, le calcul de la constante de 

vitesse se ramène à celui de AG", donné par: 

AG" = AG' + wP - w* (éq. 1.3) 

vT représente le travail électrostatique impliquant l'approche des réactifs à la 

distance moyenne du complexe activé et wP est le terme analogue correspondant à 

la dissociation du complexe successeur. (Ces termes disparaissent dans le cas où 

l'un des réactifs n'est pas chargé). AG" est l'énergie libre de la réaction (calculable 

à partir de AE*). L'énergie nécessaire à Ia réorganisation des coordonnées 

nucléaires du système, K est un paramètre qui contient la contribution de la 

réorganisation de la sphère interne (Xi) et de Ia sphère externe (X0) des réactifs. 

X1 représente le changement d'énergie libre liée aux variations des longueurs de 

liaisons et des angles de liaisons. Ce terme peut s'approcher par le modèle des 

oscillateurs harmoniques par la relation: 

X1 = 1/2 Sk](AXj)2 (éq. 1.4) 
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avec kj les constantes de forces et Axj les variations des longueurs moyennes des 

liaisons. 

La contribution X0 implique les changements de polarisation des molécules de 

solvant qui peut s'approcher par Ia relation: 

Xo-e2 t(l /2rA) + (1/2¾) - (Ud)H(IZD09) - (1/D5)] (éq. 1.5) 

d est Ia distance séparant les centres rédox de rayon TA et TB dans le complexe 

activé; D09 est la constante diélectrique optique (la racine de l'indice de 

réfraction) et Ds la constante diélectrique statique. Il est intéressant de remarquer 

qu'à l'intérieur d'une protéine, Ds - 4 alors que Ds = 78 pour l'eau. 

D'une manière générale, X peut avoir une influence énorme sur la constante de 

vitesse d'une réaction de transfert d'électron. 

En tenant compte que X est toujours positif, cette relation permet de prévoir que k 

augmente si AG* devient plus négatif, jusqu'à atteindre une valeur maximale 

lorsque IAG'I « >.. Si lûG'l devient plus grand que \. la vitesse diminue à nouveau. 

Paradoxalement k peut ainsi diminuer alors que AG* devient plus négatif. Ces deux 

situations IAG*I <>.etlAG*t >X correspondent aux régions normales et inversées de 

Marcus (Figures 1.2.2 et 1.2.3). 
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configuration nucléaire configuration nucléaire configuration nucléaire 

figure 1.2.2 Diagrammes énergétiques pour la région normale (a), sans barrière d'activaiion 

(b). et la région Inversée (c) de Marcus. 

lORk 

X -AG* 

figure 1.2.3 Variation de log k en fonction de la variation d'énergie libre. 

De ces considérations, Marcus a déduit la célèbre "relation croisée" qui permet de 

calculer la constante d e vitesse d u transfert d'électron sur la base d e l'utilisation 

des paramètres des réactions d 'auto échanges: 

fctc=(kn*22Ki2fl2>1/2 (ùq. 1.6) 
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k n e t k l 2 s o n t l e s constantes de vitesse d'auto échange, K12 la constante 

d'équilibre du système rédox et lnf12 ~ (InK12)2 / HIn(Ic1Jk22Zvn
2)]. 

Cette relation fut testée avec succès pour un grand nombre de réactions entre 

complexes d'ions métalliques en solution et également pour des systèmes 

biologiques, suite aux travaux de Grayt19J. 

Pour une réaction de type sphère externe qui se situe dans la région normale de 

Marcus, cette relation prévoit l'existence d'une LFER (Linear Free Energy 

Relationship). Pour une série de réactions de transfert d'électron apparentées (X12 

idéalement identiques), la représentation lnkte en fonction de InK12 est en effet 

linéaire avec une pente de O.S et une ordonnée à l'origine de O.S-ln(k11-k12). 

La "relation croisée" a été appliquée aux réactions de transfert d'électron 

impliquant certaines protéines de cuivre bleu et les réactifs synthétiques 

[Fe(edta)]2-, [Co(phen)3]3+ et [Ru(NH3)s(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 peut se calculer en retour par la "relation 

croisée" (Tableau 1.2.1). 

Gray et ses collaborateurs!14] ont émis l'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 aisée et rend probable un nombre 

important de mécanismes de transfert d'électron. Ces écarts démontrent aussi 

clairement les limites d'une application de Ia "relation croisée" aux systèmes 

biologiques. 
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Tableau 1.2.1 Application de la "relation croisée" aux transferts d'électron des protéines de 

cuivre bleu PeJ. 

Protéine (1) réactif (2) kte<obs)a K1-; kj^(cale)" 

SteJlacyaninc Fe(edta)2" 

CoCphenJg3+ 

Ru(NH^)5Py3+ 

Plastocyanine Fetedta)'*-

Co(PhCn)3
3+ 

Ru(NH3J5Py3+ 

Azurine Fel'edta)2" 

Co(phen)3^* 

Ru(NH3)5py^ 

4.3105 

1.8-10* 

î-9-105 

82 

1.0103 

7.1103 

L3-103 

4.4103 

2.0-103 

15 

750 

160 

1.1-10* 

1.0 

0.21 

L6103 

7.0 

1.5 

2.3-1O5 

6310* 

15-10* 

5.8105 

2.1-102 

4.8-103 

2.2-10* 

5.6103 

1.3105 

3IM-1S"1] 

Pour les réactions de transfert d'électron entre petits composés inorganiques en 

solution, la bonne corrélation entre la théorie et l'expérience a justifié 

l'hypothèse d'interactions orbitalaires fortes (réactions adiabatiques) entre les 

partenaires redox. Les interactions électrostatiques ou hydrophobes, négligées 

dans ce modèle, sont cependant importantes chez les métalloprotéines. Pour tenir 

compte de ces influences, un développement théorique décrivant la protéine 

comme une sphère rigide avec une répartition uniforme des charges électriques a 

été envisage^14!. Ce modèle reste cependant approximatif car une métalloprotéine 

possède une répartition inhomogene des charges électriques. De plus, Ia 

contribution d'autres types d'interactions et en particulier l'influence du degré de 

non adiabaticité sont prédominantes. Ces facteurs sont cependant difficilement 

quantifiablest18!-
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Dans les systèmes biologiques, la constante de vitesse k ne se calcule plus 

exclusivement à l'aide de paramètres thermodynamiques. Les centres rédox 

pouvant être particulièrement éloignés, l'efficacité et la vitesse du transfert 

d'électron dépendent principalement d'un paramètre exprimant la qualité du 

recouvrement orbitalaire. Les fonctions d'ondes décroissant typiquement de façon 

exponentielle avec la distance, la vitesse du transfert d'électron suit la même 

tendance. Ainsi K devient un facteur déterminant dans l'expression de la 

constante de vitesse des réactions non adiabaöques. Proportionnel au couplage 

électronique. K est contenu dans l'élément matriciel HRP qui dépend de la distance 

séparant les centres redox, de leur orientation respective et du milieu réactionnel. 

Le coefficient K a été formulé parP°J; 

IC - ' 

2-CXP(^M 
" I l 

(éq. 1.7) 

vei est la fréquence de transition électronique à l'état de transition. 

De ces relations, nous remarquons que K = I (réaction adiabatique) lorsque v e i » 

2vn, et que la réaction est non adiabatique lorsque v e i«2v n . 

Dans une réaction de transfert d'électron non adiabatique, la constante de vitesse 

est essentiellement dépendante du coefficient de fréquence électronique vei alors 

que pour une réaction adiabatique, la constante de vitesse est essentiellement 

dépendante du facteur de fréquence nucléaire Vn. 

Le paramètre qui détermine l'adiabaticité d'une réaction est ainsi le rapport 

vej/2vn. En conséquence, un transfert d'électron peut être adiabatique même lors 
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d'un transfert longue distance, -pour autant que vn soit suffisamment petit. 

Certaines réactions de transfert d'électron impliquant des métalloprotéines 

couplées à des changements de conformation suffisamment lents sont ainsi 

considérées comme adiabatiques. 

Le calcul de la constante de vitesse dans les situations non adiabatiques peut 

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

* • % • XRT 

Î  

exp 
- (X+ûG") • >\2 

4XRT 
(eg. J. 9) 

Pour beaucoup de systèmes. Ie couplage électronique semble diminuer do façon 

exponentielle avec la distance séparant les centres rédox: 

HRP - H-Rpexpi-^Md- d'H (éq. h 10) 

r i p e s t l'expression du couplage orbitalaire au contact proche d° (rayons de Van 

der Waals) et ß exprime la décroissance du couplage avec Ia distance d. Un grand 

nombre de mesures de transferts d'électron intramoléculaires a suggéré une 

valeur typique de ß aux environ de 1.4A* * P1L Dans les premières applications de 

cette théorie, ß a été ajusté plus ou moins arbitrairement. Depuis les années 1980, 

d'importants progrès théoriques ont été réalisés en ce qui concerne l'influence de 

la nature du milieu réactïonnel sur le facteur électronique et sur l'énergie de 

réorganisation. 

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

calcul de p" en considérant la nature chimique du chemin emprunté par l'électron 

lors de son transfert (liaisons covalentes, ponts hydrogènes, système it. sauts 

entre deux rés idus )^ . Chaque transfert est caractérisé par un facteur propre qui 
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est finalement considéré dans le calcul de la constante de vitesse globale du 

transfert d'électron. 

Une conséquence Importante de ce modèle "pathways" est la prise en 

considération de la probabilité de mécanismes réactionnels multiples. Le transfert 

d'électron peut avoir lieu le long de plusieurs chemins réactionnels parallèles. 

1.2.2 Approches expérimentales dans l'étude du transfert 

d'électron impliquant une métalloprotéine. 

1.2.2.1 Méthodes eénérales 

Dans l'étude détaillée du transfert d'électron impliquant une métallo protéine, la 

connaissance de la structure de la protéine est essentielle. Sans cette information, 

autant les sites d'interaction entre les partenaires redox que les distances entre les 

centres actifs ne peuvent être précisément déterminés. 

Certaines réactions de transfert d'électron étant très rapides (1O-12 s), les mesures 

cinétiques nécessitent l'utilisation de techniques analytiques particulières. Dans 

notre travail, les réactions les plus rapides sont de l'ordre de la seconde et peuvent 

être aisément suivies par la technique de l'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 l'Identification des résidus impliqués 

dans le transfert d'électron. De bons résultats ont été obtenus pour le cytochrome-

ct23!, l'azurinef 2 4 3 ^ l ou la plastocyaninet2*2!. Ces mesures ont également prouvé 

que ce n'est pas uniquement Ia nature du résidu impliqué dans le transfert 

d'électron qui contrôle la force motrice de la réaction, mais une combinaison de 
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plusieurs facteurs qui modifient l'environnement du site actif (réseau des ponts 

hydrogènes, interactions dipolaires, accessibilité du solvant, etc....). 

Une technique expérimentale fréquemment utilisée dans ces études est Ia fixation 

d'un partenaire redox à un résidu bien défini de Ia protéine et Ie déclenchement 

retardé du transfert d'électron. Cette méthode à l'avantage d'éliminer du calcul de 

la constante de vitesse du transfert d'électron, la contribution de l'étape 

d'association présente dans toutes les réactions bimoléculaires. Un tel réactif 

"fixant" est par exemple [RutNHß)5^CI2+ qui se coordonne spécifiquement aux 

histidines accessibles, donnant une protéine modifiée de type (NH3)5Ru-(His-

protéineiP^. Ces mesures de transfert d'électron intramoléculaires ont permis de 

proposer des chemins de transfert d'électron du centre actif de certaines 

métalloprotêines au complexe de ruthénium et vice-versa. 

la résonance magnétique nucléaire est également une aide précieuse à l'analyse 

des interactions protéine-réactif. La stratégie consiste à utiliser un composé à base 

de chrome(III), inactif au point du vue redox, mais de structure et de charge 

analogues au réactif étudié. Le complexe de chrome permet de déceler le site de 

formation du complexe précurseur du transfert d'électron, par l'induction d'un 

signal très large dans un domaine précis du spectre 1H-RMN de la protéine. 

L'approche du complexe de chrome de la surface active de la métalloprotêine agit 

comme une "sonde paramagnétique". 

Dans le cas des réactions de transfert d'électron sphère interne, l'utilisation du 

Cr2+ est également très utile. La formation de composés inertes de Cr3+ coordonnés 

au site du transfert d'électron a permis d'expliquer de nombreuses réactions 

impliquant de petites tnoléculesP6!. Cette technique a également été utilisée pour 

l'étude de métaJloprotéine$PA mais l'identification des résidus contenant Ie 

Chrome fixe par sequençage du polypeptide est difficile. 
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1.2.2.2 La s t e r e o s e l e c t i v e 

Une des approches expérimentales à l'étude des mécanismes de transfert d'électron 

des composés de coordination en solution est la stéréosélectivité. Les premières 

mesures de stéréosélectivité effectuées avec succès remontent à une quinzaine 

d'année^28!. 

Une approche théorique de Ia reconnaissance chirale lors des réactions de 

transfert d'électron a été formulée par L a p p i n e pour deux partenaires rédox 

ayant une configuration connue et où le transfert d'électron est de type sphère 

externe. En appliquant cette théorie à l'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 à l'état de transition se traduit par 10% de stéréosélectivité cinétique. 

La stéréosélectivité est une mesure directe de la réactivité relative d'un composé 

optiquement actif avec les formes énantiomères du partenaire rédox: 

kiA 
A-A o x + A- B r e d *- A - A r e d + A- B o x 

^AA 
A- AOX + A-ßred ^ A . Ared + A.ßOx 

Deux techniques sont généralement utilisées pour détecter l'induction chirale. 

La première est l'observation d'une différence de vitesse de réaction entre les 

énantiomères d'un réactif et le complexe optiquement actif. En général, on 

détermine k ^ e t k&A ce qui requiert qu'oxydant et réducteur soient isolables sous 

forme d'énantiomères. Si l'un des deux réactifs ne peut être isolé sous forme 

d'énantiomères, la stéréosélectivité peut se mesurer cinétiquement par Ia 

détection d'une différence de vitesse dans la réaction parallèle utilisant le 
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mélange racémique, à condition que la vitesse d'interconversion des deux isomères 

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

La seconde technique utilisée est la détection d'une induction chlrale 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 isomères dans le 

racémate soit plus rapide que le transfert d'électron. 

Le maintien de la chiralité dans un complexe de substitution labile peut être de 

première importance dans ces mesures. A cette fin. l'utilisation de ligands 

stabilisant la forme optiquement active par des contraintes stéréochimlques est 

nécessaire. 

1.2.3 Stéréosélectivité dans les réactions de transfert 

d'électron impliquant une métalloprotéine 

Les réactions entre métalloprotéines sont hautement spécifiques^0]. Le transfert 

d'électron entre un complexe métallique optiquement actif et un réactif 

biologique est ainsi supposé dégager une stéréosélectivité significative. 

Les premiers travaux impliquant des organismes Intacts et des extraits de 

protéines ont en effet montré que certains complexes d'ions métalliques sont 

métabolisés de manière stereoselective^1"^]. 

Les premières mesures cinétiques effectuées à partir de protéines isolées n'ont 

cependant pas montré de stéréosélectivité (oxydation de la ferrédoxine par A-

[CofenJs]3* et rac-[Co(en)3]3+ P6J). De même, le cytochrome-c est réduit à des 

vitesses identiques par A-[Co(sep)]*+ et A-lCo(sep)]2+ E10cl. 
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La reconnaissance chirale peut intervenir soit lors de la formation du complexe 

précurseur (un des énantiomères forme avec la protéine un complexe précurseur 

énergétiquement plus favorable), soit lors du transfert d'électron proprement dit 

(un des énantiomères possède un meilleur recouvrement orbitalaire avec la 

protéine). 

La première 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 Ie complexe du fer(II) [Fe1'(alamp)], 

par Bernauer et S a u v a n t . Les complexes formés à 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 

métalloprotéines: réduction du cytochrome-c par les complexes du fer(II) des 

ligands phemp, alamp et p r o m p t et oxydation de la ferrédoxine par îes 

complexes du cobalt(lll) des ligands alamp et p r o m p t . Pour ces trois systèmes, 

des mesures en fonction de la température ont montré un phénomène de 

compensation dans les variations de l'enthalpie et de l'entropie d'activation. en ce 

sens que l'énantîomère possédant la plus faible enthalpie d'activation possède 

également l 'entropie d'activation la plus négative. Par conséquent, la 

stéréosélectivité observée est une 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 redox, conduisant à une plus grande 

désolvatation et ainsi à un AS* plus positif. 

D'autres stêréosélectivités dans les réactions de transfert d'électron ont été 

observées pour l'oxydation du fenrocytochrome-c par [Co(acéty!acétone)3], 

(Co(bipyridine)3]3+ et [Co(oxalate)3]3" (1OaAe]. La réduction de la plastocyanine 

par le complexe [Co((N(CH3)3)2-sarcophagine)]4+ [37J révèle également une 
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stérëosélectivitè en faveur de l'énantiomère A, dépendante du pH mais 

indépendante de la force ionique. La réduction du ferricytochrome-c par le même 

complexe ne montre par contre aucune stéréosélectivité. Citons encore Ia 

réduction stereoselective de la superoxyde dismutase par [Fe(pdta)l2" (38K 

1.3 La p j a s t o c v a n i n e 

1.3.1 F o n c t i o n n a t u r e l l e 

Q est actuellement bien reconnu que la fonction biologique de la plastocyanine se 

situe au niveau des réactions de transfert d'électron de la chaîne photosynthétique 

de toutes les plantes vertes et de certaines algues. La plastocyanine sert de 

médiateur dans le passage de l'électron du cytochrome-f au P700+. 

e" e" 
Oyx f ^ PC11 ^ P 7 0 0 

Dans ce rôle, la structure de la plastocyanine a trois fonctions importantes: 

1) Maintenir le site actif à 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 médiateur dans la chaîne de transport électronique 

de la photosynthèse. 

3) Permettre Ie transfert électronique de ces sites de réaction au cuivre et 

inversement. 
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1.3.2 P r o p r i é t é s e t s t r u c t u r e 

La plastocyanine, biosyntbétisée exclusivement dans Ie cytoplasme des plantes 

vertes et de certaines 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 

particulièrement aux cellules exposées à la lumière. Ils ont environ 5nm de 

diamètre, possèdent une membrane interne entourant le stroma et des structures 

membraneuse appelées thylakoïdes, en forme de sacs aplatis (Figure 1.3.1). Les 

thylakoïdes contiennent la chlorophylle, la plastocyanine et tous les autres 

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

Le mécanisme de la biosynthèse de la plastocyanine est encore obscure. On 

suppose qu'elle est présynthétisée dans Ie cytoplasme sous forme de précurseur 

contenant un polypeptide de transit et qu'elle migre ensuite dans le chloroplaste. 

A l'intérieur du chloroplaste, la protéine se développe tout d'abord sous forme 

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

Figure 1.3.1 Chloroplaste 
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La première caractérisation de la plastocyanine par Katoh remonte à 196lP9l. A 

l'heure actuelle, les plastocyanines extraites de 19 variétés de plantes vertes 

(épinard, haricot, peuplier...), 4 variétés d'algues vertes (Chlorella fusca, Ulva 

arasakil, Scenedesmus obliquas, Enteromorpha prolifera), et une algue bleue-

verte (Anabaena variabilis) ont été séquencées, ce qui permet à la plastocyanine 

de figurer parmi les protéines les mieux documentées. 

Pour les 19 plastocyanines de plantes vertes séquencées, 47 des 99 acides aminés 

sont conservés. En incluant les 4 plastocyanines d'algues vertes, cette nomologie 

diminue à 28 résidus. Les résidus définissant le site actif: His37, Cys84. His87 et 

Met92 sont conservés pour toutes les plastocyanines. de même que les résidus 31-

44 et 78-92. 

La structure de Ia plastocyanine de peuplier fut déterminée pour la première fois 

par Freeman en 1"978W1I, elle est actuellement raffinée à 1.33At41). Elle consiste en 

8 feuillets p antiparallèles et une seule hélice a. L'atome de cuivre est coordonné 

par les résidus de deux hisüdines, une cysteine et une methionine. La molécule de 

plastocyanine adopte des dimensions de l'ordre de 40x32x28A. Dans la 

représentation la plus commune de Ia structure, l'axe de 40A défini l'axe nord-sud 

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

Si la charge électrique globale de la plastocyanine à pH - 7 est de -9 ± 1 (Pl «= 4.1), 

aucun des 10 résidus chargés ne se trouve dans le quartier supérieur de la 

molécule. His87, exposé partiellement au solvant, est entouré uniquement par des 

résidus non-polaires, définissant un site hydrophobe. Les résidus acides Asp/Glu 

42-45 et 59-61 sont concentrés aux alentours du résidu Tyr83, définissant 

parallèlement au site hydrophobe, un site acide. 
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Figure 1.3.2 La plâstocyanine selon la représentation de Freeman "I] 

Les structures ont été déterminées pour l'apoplastocyanine, pour la plâstocyanine 

dont l'atome de cuivre est substitué par du mercure et pour la plâstocyanine 

réduite à six pH différents de 3.8 à 7.8I42-44^. Pour d'autres plastocyanines, les 

conformations en solution ont été étudiées par 1H-RMN. Pour la plâstocyanine 

d'épinard en particulier, ces mesures 1H-RMN ont indiqué une structure très 

similaire à celle de la plâstocyanine de peuplier!45!. Il est intéressant de noter 

qu'une seconde plâstocyanine a été isolée des feuilles de peuplier. Comparée à la 

première caractérisation par Freeman, Ia séquence de cette seconde plâstocyanine 

contient 12 modifications dont un carboxylate supplémentaire. Deux protéines de 

cuivre bleu de type 1 ont également été isolées des concombres. 
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Ces exemples démontrent l'existence possible de différentes plastocyanines dans 

une même famille de végétaux. Dans notre travail, la plastocyanine est extraite des 

feuilles de l'épinard Spinacia oieracea. 

1.3.3 Le site actif 

Le site actif est localisé au nord de la représentation structurale, ~6A à l'intérieur 

de la protéine. Le cuivre est coordonné par les atomes d'azote de His37 et de His87 et 

par les atomes de soufre de Cys84 et de Met92. La géométrie du site de coordination 

est un tétraèdre irrégulier (Figure 1.3.3). Les deux liaisons Cu-N, ainsi que la 

liaison Cu-S (Cys84) sont considérées normales, mais la liaison Cu-S (Met92) de 2.9A 

est très longue. 

La structure du site actif de la plastocyanine de peuplier à pH = 6 est pratiquement 

identique à celle de la protéine réduite à pH - 7.8. Cependant si le pH est abaissé, la 

géométrie du site actif de la protéine réduite subit un changement profond dû à la 

protonation de His87 qui s'éloigne également du site de coordination par un 

mouvement de rotation de 180*. L'atome de cuivre s'enfonce alors dans la cavité du 

site et n'est plus coordonné que par les lîgands His37, Cys84 et Met92. A un pH 

inférieur à 5.1, le cuivre et ses trois ligands sont quasiment coplanaires (Figure 

13.4(a)). 
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(a) (b) 

Figure 1.3.3 Site actif de la plastocyanine oxydée (a) et de l'apoplastocyanine (b) selon réf. 
Ï41Ï 

(a) (b) 

figure 1-3.4 Site actif de la protéine réduite à pH - 3.8 (a) et à pH - 7.8 (b) selon réf. [41] 

La forme trigonale stabilisant l 'état réduit du cuivre, le potentiel de la protéine est 

de 43OmVa pH - 4.2 contre 37OmV à pH - 7.0. Comparé à l'aqua-ion [Cu(H2O)6] 2 ^ 1 + , 

qui a un potentiel de 115mV. Ie site actif du cuivre de la plastocyanine est optimal 

p o u r ses fonctions physiologiques de t r anspo r t eu r d 'é lec t ron (cytochrome f. 

36OmV; P700,52OmV). Ce potentiel idéal est Ia conséquence de la structure d e la 

protéine, qui stabilise les deux formes Cu(II) e t Cu(I) par la géométrie d u site actif. 
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De plus, deux des quatre ligands sont des bases intermédiaires (imidazoles) qui sont 

préférées par le Cu(II) tandis que les deux autres ligands sont des bases molles 

(sulfures), préférées par le Cu(I). 

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 l'azote coordinateur en direction du solvani 

(Figure 1.3.3(b)). Garrett et ses collaborateurs ont ainsi suggéré que His87 joue un 

rôle de portillon d'entrée pour l'atome de cuivre dans Ie site actif lors de Ia 

biosynthèse de Ia protéinet42l. 

tes proreines de cuivre bleu de type 1 ont une intense couleur bleue a l'état oxydé 

et présentent un très faible dédoublement hyperfin dans la région aj| du spectre 

EPR. Le coefficient d'absorption molaire très important à 600nm provient d'un 

transfert de charge (LMCT) de faible énergie de l'orbitale SY(Cys-84)-n à l'orbitale 

Cu-dj^.y2, alors que le faible dédoublement hyperfin est la conséquence de 

l'asymétrie dans l'environnement du cuivre. A l'heure actuelle, les propriétés du 

groupe prosthétique des protéines de cuivre bleu ne sont pas encore totalement 

reproduites pour des composés de coordination synthétiques. 

1.3.4 les sites de transfert d'électron 

Beaucoup d'études récentes ont apporté leur contribution à l'image d'une 

plastocyanine exploitant deux sites de transfert d'électron. Le premier est localisé 

au "nord" de la molécule, environnant His87. et le second débouche à "l'est" via 

Cys84 et Tyr83. La nature 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, très proche de l'atome de cuivre, et Implique 

His87, Ie seul Hgand du cuivre exposé au solvant Huit résidus environnant His87 

complètent ce site et sont conservés pour toutes les plastocyanines eucaryotiques 

connues: Leul2; Ala33, Gly34, Phe35. Pro36. Pro86, Gly89, et Ala90. Il n'y a donc ni 

acide aminé chargé, ni résidu polaire dans cette région. 

Le second site est rendu acide par Ia présence de nombreux carboxylates contenus 

dans les résidus 42 à 45 et 59 à 61. n est par conséquent fortement négatif à pH - 7. 

Cette concentration de charges négatives rend cette région de la biomolécule 

unique. Trois résidus sont conservés pour toutes les plastocyanines eucaryotiques 

connues : Asp42, Asp43 et Glu44. Ce site est finalement complété par les résidus 59, 

60, 61, qui sont des aspartates ou des glutamates, selon la source de Ia 

plastocyanine. Se trouvant passablement éloigné de l'atome de cuivre (-15A), ce 

site est également dénommé le site éloigné. 

Pour toutes les plastocyanines issues de cyanobactéries. Ia région acide n'existe 

pas. 

La découverte de cette dualité dans Ie transfert d'électron de la plastocyanine des 

plantes vertes été possible grâce à l'utilisation de complexes métalliques comme 

agents de transfert d'électron. 

Deux couples rédox fréquemment utilisés dans les premières investigations 

concernant l'oxydation de la plastocyanine sont [Fe(CN)f,]3"/4" (41OmV) et 

[Co(phen)3]3+/2+ (37OmV) (phen •= 1,10 phénantroline)t46-50]. La constante de 

vitesse observée pour l'oxydation de Ia plastocyanine par [Co(PhCn)3]^
+ montre un 

phénomène de saturation qui s'explique par l'association préalable relativement 

forte du complexe cationique et de la protéine. Cette saturation n'est par contre pas 

observée lors de l'emploi du réactif anionique. D'autres mesures ont montré une 
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augmentation de la constante d'association à force ionique plus faible et 

inversement, une disparition de cette association dans NaCl 0.5Mt51I. Cette 

dépendance de la constante de vitesse vis-à-vis de la force ionique diminue dans 

un milieu plus acide, où les résidus acides sont protonés. Les mesures cinétiques en 

fonction du pH ont permis de déterminer l'équilibre de protonation du site acide 

par un pKa voisin de 5.It52I. 

La vitesse de l'oxydation de la plastocyanine par [Fe(CN)^]3* n'est par contre pas 

affectée par une variation de la force ionique ou du pH. 

L'analyse du spectre 1H-RMN de la protéine en présence des composés [Cr(CN)^)3-

et [Cr(phen>3J3+ montre que les deux complexes de chrome se fixent en des 

endroits différents selon leur c h a r g e ^ . La proposition des acides aminés 

impliqués dans l'association protéine - complexe ont aussi défini les deux sites 

réactionnels hydrophobe et acideï54!. Ces études menées pour différentes sources 

de plastocyanines montrent une association proche de His87 pour les complexes 

anioniques et une association au site acide, impliquant en particulier Tyr83 pour 

les complexes cationiques [Cr(phen)3]3+ ou [Cr(NH^ )&]34\ Le discernement 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 à la présence du complexe de 

chrome montrent en effet que plusieurs résidus sont Impliqués plus ou moins 

fortement dans cette association. 

Une autre technique utilisée pour la localisation des sites de transfert d'électron 

est la réduction de la plastocyanine par l'aquacomplexe dé chrome(H) et le 

séquençage consécutif de la protéine contenant le chrome(III) fixé au squelette 

polypeptidiqueP7]. Cette technique a permis d'isoler un fragment polype ptidique 

contenant le chrome(IU) fixé au niveau des résidus 42-45, identifiant également le 

site éloigné. 
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L'utilisation de plastocyanines mutantesE2^] a encore permis de déceler le rôle 

critique joué par le résidu Leul2, dans la réactivité du site hydrophobe. 

L'importance de la nature du résidu Leu 12 est très vraisemblablement Hé à sa 

position très proche de His87. 

La réactivité de petits composés de coordination a démontré que le site éloigné 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 rôle 

inhibiteur dans l'oxydation du cytochrome-f par la plastocyanine, ce qui laisse 

supposer que le cytochrome-f (qui possède également une zone de charges 

positives) réagit aux alentours de Tyr83l55l. L'interaction du site hydrophobe et des 

partenaires physiologiques n'est par contre pas encore bien définie. La 

plastocyanine mutée Ll 2E montre une moindre affinité pour Ie photosystème 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. Synthèse et caractérisation des Iigands et des complexes 

2.1 Généra l i tés 

Un travail basé sur des mesures de stereoselective requiert une connaissance 

parfaite de la structure des réactifs. Or, lors de la formation des composés de 

coordination, l'utilisation de Iigands pluridentés conduit le plus souvent à la 

formation de multiples isomères géométriques. Par l'Introduction de propriétés 

structurales spéciales dans l'élaboration du ligand, certains de ces isomères 

peuvent être fortement favorisés, voire formés de manière exclusive. La synthèse 

des complexes à partir de tels Iigands est alors stéréospécifique. Parmi le choix des 

Iigands coordonnant de manière stereoselective, peu d'entre-eux sont linéaires et 

pentadentés. Alamp et promp (Figure l.l.lc;e) sont de tels Iigands et ont l'avantage 

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

Dérivés de la N,N'-[pyridinediyl-2,6)bis(méthylène)]bis[glycineJ, les Iigands alamp 

et promp possèdent une symétrie C2 et Imposent par le biais de la pyridine 

substituée en 2 et en 6 une coordination fpf du centre métalliquet56! (Figure 2.1.1). 

Cette diastéréosélectivité est très importante et elle permet d'attribuer une 

configuration absolue uniquement à partir de la chiralité du ligand. 

Figure 2.1.1 isomères géométriques des complexes octaédriques formés avec un ligand 
linéaire pentadenté (f-facial; p- périphérique). 
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Par la détermination des structures aux rayons-X et par la comparaison des 

spectres CD, il a été démontré en effet que les cations complexes de cobalt(lll) 

tCo(S,S)-alamp(py)l+ et [Co(S,S)-promp(H20)]+ adoptent une configuration absolue 

A-exo. alors que pour [Co(R,R)-alamp(py)]+ et [Co(R,R)-promp(H20)J+ la 

configuration absolue est A-exoPI. La diastéréosélectivité observée dans la 

formation des complexes inertes du cobalt(lll) permet d'admettre que les 

complexes labiles du cobalt(ll) adoptent les mêmes configurations absolues. 

2.2 Synthèse des lisands alamo et promo 

2.2.1 Principes de synthèse 

les lîgands N,N'-[(pyridinediyl-2,6)bis(metnylene))bis[(Ri- ou (S)-prolineJ 

[(R1R)- ou (S,S)-promp) et N.N'-[(pyridinediyl-2,6)bis(méthylène)]bis[(R)- ou (S)-

alanine] ((R1R)- ou (SfS)-a!amp) utilisés dans ce travail sont synthétisés et purifiés 

par analogie aux modes opératoires décritslS7ï, en introduisant quelques 

modifications: 

1) Remplacement du bis(bromométhyl)-2,6-pyridine par le bis(chïorométhyl)-2,6-

pyridine qui est moins agressif pour la peau et permet ainsi une manipulation 

plus facile. 

2) Recristallisation des ligands dans un mélange éthanol/acétone. 

Les modes opératoires détaillés concernant la synthèse du bls(chlorométhyl)-2,6-

pyridlne et des ligands alamp et promp sont donnés au chapitre 2.5. 
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2-2.2 Carac té risati on des ligands 

Les principales analyses des ligands alamp et promp sont décrites dans la 

référence [57]. Les tests de pureté des ligands synthétisés dans ce travail sont 

effectués par polarimetrie et titration spectropolarimétrique du complexe de 

cuivre. 

2.3 Synthèse des complexes inhibiteurs 

Les complexes [(NH3)SCo(NH2)Co(NH3)S]Br5 et [Co(NH3J6]Cl3 sont utilisés dans le 

but d'inhiber le site éloigné de la plastocyanine lors des mesures de transfert 

d'électron (Chapitre 4). 

[(NH3)SCo(NH2)Co(NH3)S]Br5 et [Co(NH3)6]Cl3 sont synthétisés selon les modes 

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

2.4 Synthèse des complexes mixtes de cohaltfHH 

2.4.1 Principes de synthèse 

Dans ce travail de synthèse, entrepris en collaboration avec A. Thiaml60! et HJ. 

Hilgerst61î qui ont décrit dans leur thèse de doctorat, la synthèse et les 

caractéristiques des complexes mixtes de promp et alamp contenant les ligands 

monodentés imidazole (im), thiazole (tz), et pyrazine (pz), nous décrivons la 

synthèse et Ia caractérisation des complexes mixtes [Conl(promp)meim)C104, 

[CoIIT(alamp)-buim]C104 ainsi que des histidino-complexes [Co,II(alamp)L-hisJC104 

et [CoIn(promp)L-his]C104- Les modes opératoires sont détaillés au chapitre 2.5. 
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Le principe de la synthèse du complexe mixte consiste à substituer la molécule 

d'eau de l'aquacomplexe du cobalt(III) obtenu selon [58] par L*, en présence d'un 

excès de ligand L* (L* = imidazole, N-méthylimidazole, N-butylimidazole ou L-

histidinel. 

MeOH 
JCo(L)H2Q+ + L* P- [Co(L)L*l+ + H20 

80*C 

Les complexes mixtes sont recristallisés sous forme de Perchlorates. Les histidino-

complexes et le complexe mixte tCo"*(promp)buim]+ n'ont pu être recristallisés 

sous la forme de Perchlorate. 

2.4.2 Caractérisation par spectroscopic UV/Vis et CD 

Les différents coefficients d'extinction molaire de la série des complexes mixtes de 

cobait(III) sont réunis dans le tableau 2.4.1, où nous avons également inclus les 

valeurs des potentiels de pic déterminés pour certains d'entre-eux par 

voltammétrie cycliquet&O^U. 

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 histidïno-complexes. Cette analogie spectrale permet 

d'admettre que les valeurs AE des hisudino-compïexes et des complexes imidazoles 

sont pratiquement équivalentes. Le tableau 2.4.2 confirme cette hypothèse en 

montrant que le rapport des maxima du spectre d'absorption et du spectre CD des 

solutions d'histidino-complexes (E(M / m "(X)) correspond bien au rapport 

e(>.)/Ae(>0 des complexes imidazoles recristallisés. 

En considérant . . Ì et A« - 5 3 ^ . alors i . È ^ 9 2 S (éq. z l ) 
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Tableau 2.4.1 Coefficients d'extinction molaire et potentiels de pic des aquacomplexes et des 

complexes mixtes de cobalt(lII). 

complexe 

A-[Co[1I(alamp)H2<1+ 

A-tCoUkalampJim]+ 

A-[CoMI(aIamp)melm]+ 

A-[Colll(alamp)buim]+ 

A-tCoH^alamplL-his]+ 

A-[Com(promp)H2q+ 

A-ICo^tprompJim]+ 

A-[Co1 n(promp)meim]+ 

A-[Coin(promp)buim]+ 

A-[Co' "(promp )L-hisJ+ 

e/[M-1Cm-1] 

171 (487nm> 

205 (466nm> 

177 (467nm) 

200 (466nm) 

— (466nm) 

291 (504nm) 

306 (494nmJ 

301 (496nm) 

— (496nm) 

— (494nm) 

AE [M-1Cm-I] 

2.37 (469nm) 

4.22 (4S9nm) 

3.75 (460nm) 

-4.12 (460nm) 

— (460nm) 

1.63 (4%nm) 

2.47 (489nm) 

2.58 <490nm) 

— (490nm) 

— (489nm) 

Epie*/ [mV] 

- 0.20 

- 0.26 

- 0.28 

-0.14 

-0.17 

-0.17 

référence 

[60-61] 

[60-61] 

[60-61] 

ce travail 

ce travail 

[60-61] 

[60-61] 

[60-61] 

[60-61] 

ce travail 

*mesuré à pH - 5.5 (valeurs calculées par rapport à 1'ENH) 

Tableau 2.4.2 Rapports eftl/Acft.) - (EftV33000)/ m'(k) pour la série des histidino-complexes et 

des complexes imidazoles de cobalt(!ÏI). 

complexe 

[CoIU{alamp)L*]+ 

[Co'"<promp)L*]+ 

L* - im meim buim L-his 

48.6a) 47.2a> 48.Sa) 48-5a> 

123.9b> 116.7°) 122.8°) 1232°) 

a) rapport £(466nm)/A£(460nm) 

b) rapport E(496nm)/iE(490nm) 
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350 400 450 500 550 600 650 

W(nm] 

Figure 2.4.1 Spectres CD des complexes mixtes A-[Co11T((S,S>-aIamp)imi* (a); A-[Coni((S^)-

prompjim)* W et des aquacomplexes A-[Com{(S,S)-alamp)H20]+(c); A-[Com((S,S) promp)H20r 

<d>. 

3 0 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0 6 5 0 700 

X /[tun] 

Figure 2.4.2 Spectres d'absorption des complexes mixtes (Coin(alamp)lm]+ (a); 

lpoin(promp)lm]+ (b) et des aquacomplexes ICo111OIaJnP)HzO]* (c); fCo["{promp)H20 ] + (d). 
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Le reste méthyle ou butyle présent sur l'azote Nï de !'imidazole, de même que le 

carbone asymétrique supplémentaire des histidino-complexes. modifient 

légèrement le spectre d'absorption ou le spectre CD des complexes mixtes de 

cobalt(III) dans le domaine des longueurs d'onde du visible. Si les intensités 

d'absorption et CD varient, leur rapport reste cependant rigoureusement constant 

Cette observation est importante et en relation directe avec Ia détermination de la 

quantité de cobalt(III) fixé à la protéine lors des réactions de transfert d'électron 

(Chapitre 4). 

Les spectres des complexes mixtes se distinguent cependant nettement des 

aquacomplexes de cobalt(Hl) par un déplacement hypsochrome, déjà observé pour 

les pyridino-complexesf57!. 

Les spectres d'absorption sont caractéristiques des complexes de cobalt(III) d6 low-

spin. Ils présentent deux bandes d'absorption correspondant aux transitions 

1AIg *" 1TIg et 1AIg *T2g. 

2.4.3 Caractérisation nar spectrosconie RMN 

Les produits recristallisés ont été analysés par 1H-RMN dans D2O. (Figures 2.4.3 et 

2.4.4). 
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Figure 2.4.3 Spectre 1H-RMN de rac-[Co,,,(promp)metm]C104 

1.85 (m, 4H, pyrrolidine), 2.37 (m, 4H, pyrrolidine), 2.85 (m. 2H, pyrrolidine), 3.2 

(m, 2H, pyrrolidine), 3.80 <dd. 2H, C*H). 3.85 (s, 3H1 N-Cu3 méthylimidazole). 4.50 

(système AB, 2H, py-CHÎ2-NH), 4.95 (système AB, 2H, py-CHJ2-NH), 7 - 1 4 <m- 1H-

méthylimidazole), 7.48 (m, IH, méthylimidazole), 7.76, (d, 2H, pyridine), 7.95 (s. IH, 

méthylimidazole), 8.20 (t IH, pyridine). 
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» , , • i • » , • _ » i ; 

Figure 2.4.4 Spectre 1H-RMN de A-[Co"[((R,R)-alamp)bulm]CI04 

0.90 (m, 3H1CH3-CH2- butylimidazole), 0.97 (d, 6H, CH3-CH-), 1.22 {m, 2H, CH3-CH2-

butylimidazole), 1.80 (m, 2H, -CH2-CHz-CH2- butylimidazole), 3.6 (q, 2H. CH3-CH-), 

4.6 (d, 2H, py-CHi-NH). 5.2 (d. 2H, py-CHj-NH), 7.17 {m, IH. butylimidazole). 7.55 (m, 

IH. butylimidazole), 7.70. (d, 2H, pyridine), 8.0 (s, 2H, NH), 8.2 (t IH, pyridine). 8.65 

(s. IH, NH butylimidazole). 

Si l'on ne tient pas compte du ligand à la sixième position de coordination, les 

complexes mixtes de cobalt(III) synthétisés possèdent une symétrie C2 qui 

simplifie l'interprétation du spectre *H-RMN. La coordination du ligand autour du 

cobalt rend les deux protons méthyléniques non équivalents. Dans le cas du 

complexe A-[CoIII((RiR)-alamp)buim]+. le signal du proton en eis par rapport au 
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proton de l'amine (Hi) sort sous forme d'un doublet car il est couplé avec Hi (Jgem -

17.SHz). Contrairement au spectre 1H-RMN du pyrïdino-complexe effectué par 

SauvaintSTI, nous n'observons pas le couplage HNHJ de 5¾. 

Figure 2.4.5 Numérotation des deux protons mlthyléniques non équivalents (valable pour 

(Cb1N(PrOmP)X] également). 

2.4.4 Caraciérisation par diffraction aux ravons-X 

La recristallisation des complexes rac-tConi(pronip)meim]C104, rac-tCo'^falamp)-

buim]a04et Ä-[CoIII((R,R)-alamp)buim]C104 a permis une analyse par diffraction 

aux rayons-X (Figures 2.4.6 et 2.4.7). Les tableaux 2.4.3 à 2.4.6 regroupent les 

différents paramétres cristallographiques. 

Pour l'ensemble des complexes de cobalt(III) à base des ligands linéaires 

pentadentés alamp et promp, les analyses aux rayons-X effectuées jusqu'à présent 

indiquent plusieurs structures cristallines. Pour les complexes mixtes de 

l.Co(promp)]+, les caractéristiques liées à la géométrie des cristaux, â 

l'arrangement moléculaire du !igand et aux interactions entre unités de 

coordination, peuvent être nettement différentes. Le complexe mixte rac-

(Co1 !'(prompJmeimJCKX* cristallise sous forme d'un polymère avec une structure 

en chaîne infinie (Figure 2.4.6a). Le composé optiquement actif cristallise 
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également sous forme de polymèreKQ], mais présente un arrangement différent 

dans Ia structure en chaîne infinie, tout en possédant Ie même nombre d'unités 

chimiques dans la période de chaîne (Figure 2.4.6b): rac-UCo^tpromp)-

meimi-Na(ClO4) 2-H2O)1) et A-([CoIII((R,R)-promp)meim]CI04Naa04H20)rl. Les 

maillons de la chaîne du polymère sont reliés dans les deux cas par un pont sodium 

hexacoordonné par des atomes d'oxygène. 

Dans le racémate, deux Perchlorates sont reliés chacun par un oxygène à l'atome 

de sodium. La chaîne du polymère n'est pas symétrique, elle se partage en une 

succession d'entités A-K^'US.SJ-prompJmeim]+ et A-[Coni((R,R)-promp)meim]+. 

L'ion sodium est lié par un simple pont carboxylate sur une entité (dCo-Na =5.4S2Â> 

et par un double pont carboxylate du complexe de cobalt(III) sur l'autre (dCo-Na = 

4.450A), (Figure 2.4.6). La molécule d'eau reste symétriquement partagée de part et 

d'autre des maillons du polymère. Dans le cas du complexe mixte optiquement actif, 

un seul Perchlorate est coordonné au sodium par deux atomes d'oxygène et la 

molécule d'eau coordonnée sur le pont sodium est en position trans par rapport au 

Perchlorate. Dans ce cas. les maillons de la chaîne sont parfaitement symétriques 

au pont formé par le sodium et l'ion sodium est lié par un double pont carboxylate 

du complexe de cobalt(III). 

Les structures des complexes synthétisés à base de [Co(alamp)], rac-

[Cc»ni(alamp)buim]Ci04 et la forme optiquement active A-[Coni((R,R)-alarnp)-

buimJC104 ne se présentent pas sous la forme de polymères, mais sous une forme 

discrète. La grande mobilité du groupe butylimidazole a rendu nécessaire une 

analyse aux rayons-X à -SO*C. 
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(a) 

OO 

Figure 2.4.6 Structure de rac-[[Co"l(promp)meimlNa(C]04)2H2Oin (a> et de i-[(Coni((R,Rl-

promp)meim]-Na(CK>4)2-H201n (b). 
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Figure 2.4.7 Structures de rac-[Co,n(aIamp)buim]C104 <a) et de i-[Coinf{R,R)-alamp)buim]C104 

Tableau 2.4.3 Données crlstallographiques des complexes mixtes de cobalt(Hl) synthétisés 

dans ce travail. 

ligand 

L-

formule 

système 

empirique 

cristallin 

groupe spadai 

a (A) 

b(A) 

c(A) 

O 

P 

y 

V (A3) 

(RRSSJ-promp 

Méthylimidazole 

rac-ÖCo(promp)meim]-

Na(OO4J2H2
0)* 

ortìiorhombique 

Pbca 

13.288 

19.164 

22.284 

90 

90 

90 

5674.6 

(RRSSÏ-alamp 

Butyl imidazole 

rac-(Co(aJainp)buim]C104-

IxUmHaO4 

tri diri que 

P-I (Z = 2) 

10.307 

13.703 

14.193 

88.34 

73.92 

70.90 

1B15.9 

(R,RH»lainp 

Butyl imidazole 

A-(Co((R,RWamp)buim]-

C10 4 «20 

monodi nique 

P21(Z = 2) 

13.818 

9.534 

12.057 

90 

125.84 

90 

1287.6 
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Tableau 2.4.4 Longueurs de liaisons [Aj et angles de torsion H pour rac-[Co"1(promp)meim]-

CIOd 

Co(I)-N(I) 1.874 
Co(l)-N(2) 2.011 

N(I)-Co(D-O(I) 
N(I)-Co(I )-0(3) 
N(2)-Co( I)-O(I) 
N(2)-Co(l>-0(3) 
N(3)-Co(D-0(l) 
N(3)-Co( 1)-0(3) 
N(4)-Co( l)-O(l) 
N(4)-Co(D-0(3) 

0(2)-Na(l)-O(w) 
0{2)-Na(l )-0(4) 
0(W)-Na(I )-0(4) 
0(2)-Na{l)-0(9) 
0(W)-Na(I )-0(4) 
0(4)-Na(l )-0(9) 

89.1 
90.8 
88.3 
91.8 
92.3 
87.6 
89.5 
90.6 

99.9 
98.2 
160.6 
106.4 
91.6 
90.1 

Co(l)-N(4) 1.935 
Co(I)-NO) 2.008 

N(l)-Co(l)-N(4) 
N(l)-Co(l)-N(3) 
N(l)-Co(l)-N(2) 
N(2)-Co(l)-N(4) 
N(2)-Co( I)-NO) 
N(3)-Co(l)-N(4) 
0(l)-Co(l)-0(3) 

0(2 )-Na(l )-0(5) 
0(w)-Na(l )-0(5) 
0(4)-Na(l)-0(5) 
0(9)-Na(l)-0(5) 
0(2}-Na(l)-0(3) 
0(w)-Na(l )-0(3) 

178.S 
82.6 
83.2 
96.2 
Î65.8 
98.0 
179.9 

86.3 
88.2 
8S.9 
167.1 
147.5 
108.3 

Co(I)-O(I) 
Co( 1)-0(3) 

Na(I )-0(2) 
Na( 1)-0(3) 
Na(l)-0(4) 
Na(I)-O(S) 
Na(l)-0(9) 
Nad)-O(w) 

0(4)-Na(l)-0(3) 
0(9)-Na(l)-0(3) 
0(5}-Na(l)-0(3> 

1.873 
1.884 

2.249 
2.633 
2.354 
2.450 
2.395 
2.297. 

52.3S 
88.8 
79.0 

Tableau 2.4.5 Longueurs de liaisons (A] et angles de torsion H Pour rac-fCo(aIamp)buim]Cl04 

Co(I)-N(I) 1.863 
Co(l)-N(2) 1.970 

N(I)-Co(I)-O(D 
N(l)-Co(l)-0(3) 
N(2)-Co(l )-0(1) 
N(21-Co(I)-OO) 
N(3)-Co(l)-0(D 
N(3)-Co(l)-0(3) 
N(4)-Co(l)-0(l) 
N(4)-Co(l)-0(3) 

94.4 
87.1 
93.2 
86.7 
87.6 
92.9 
89.3 
89.2 

Co(l)-N(4) 1.940 
Co(l)-N(3) 1.961 

N(l)-Co(l>-N(4) 
N(IKo(I)-NO) 
N(l)-Co(l)-N(2) 
N(2)-Co(l)-N(4) 
N(2)-Co(l)-N(3) 
N(3)-Co(D-N(4) 
0(D-Co( 1)-0(3) 

176.2 
84.0 
83.0 
96.0 
167.0 
97.0 
176.5 

Co(I)-O(D 1.884 
Co(I)-OO) 1.894 

Na(I)-Ot 2) 
Na(I)-OOi 
Na( 1)-0(4) 
Na( 1)-0(5) 
Na(l)-0(9) 
Na(I )-0( w) 

2.249 
2.633 
2.354 
2.450 
2.395 
2.297 
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Tableau 2.4.6 Longueurs de liaisons (Aj et angles de torsion H pour A-[Co((R,R)-alamp)-

buim]a04 

Co(I)-N(I) 1.867 
Co(l)-N(2) 1.967 

N(I)-Co(I)-O(I) 
N(I)-Co(I)-OO) 
N(2)-Co(l)-0(l) 
N(2)-Co(l>-0(3) 
NO)-Co(I)-O(D 
NO)-Co(I)-OO) 
N(4)-Co(l )-0(1) 
NH)-Co(I)-OO) 

88.1 
90.2 
92.4 
87.3 
87.5 
92.4 
90.0 
91.6 

Co(l)-N(4) 1.938 
Co(D-NO) 1.956 

N(D-Co(I )-N(4) 
N(I)-Co(I)-NO) 
N(l)-Co(l)-N(2) 
N(2)-Cû(l)-N(4) 
N(2)-Co( D-NO) 
N(3)-Co(l)-N(4) 
0(l)-Co<D-0(3) 

178.0 
84.0 
84.0 
95.5 
168.0 
96.5 
178.3 

Co(I)-O(I) 1.899 
Co(D-OO) 1.885 

Na(l)-0(2> 
Na( 1)-0(3) 
Na(I )-0(4) 
Na(I)-O(S) 
Na(I )-0(9) 
Nad)-O(w) 

2.249 
2.633 
2.354 
2.450 
2.395 
2.297 

2.4.5 Caractérisation par spectre de masse 

Le complexe rac-UCo'^prompjmeimJNatClO^H^OJn a également été caractérisé 

par un spectre de masse (electrospray positif)- Un seul signal significatif est 

observé à m/z - 472.1 correspondant à (Con,(promp)meim]+. 

Figure 2.4.9 Analyse par électrospray positif du complexe rac-f[Co1[l(promp)meim)-
Na(CIO4J2H2OJn 
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2.5 Modes opératoires 

2.5.1 Synthèse du bis<chlorométhvn-2.6-Pvridine 

/X -Sr* A 
OH OH Cl CI 

(D (2) 

50g (0.359mol) de bis(hydroxyméthyl)-2,6-pyridine (1) et 500ml de dichloromé-

thane fraîchement distillé sont Introduits un ballon tricol de 11 surmonté d'un 

réfrigérant et d'une ampoule à introduction. 

A la suspension préalablement refroidie par un bain de glace. 171g (1.435mol; 

4éq.) de chlorure de thionyle fraîchement distillés sont introduits goutte à goutte 

via une ampoule à introduction, sous forte agitation. Le mélange réactionnel est 

laissé sous agitation a température ambiante pendant 8h, avant d'être chauffé à 

reflux pendant une nuit 

Après refroidissement, l'excès de chlorure de thionyle est hydrolyse en versant le 

mélange réactionnel dans de la glace. Les deux phases sont séparées et la phase 

aqueuse est neutralisée par une solution de carbonate de sodium saturée. Le 

bis(chlorométhyl)-2,6-pyridine (2) précipité est filtré, séché au dessiccateur et 

purifié par sublimation à P - 12mmHg et T *= 90'C. 

La phase organique est concentrée A sec et le résidu de bis(chlorométhyl)-2,6-

pyridine est également purifié par sublimation. 

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

aqueuse, soit un rendement de 78%. 
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2.5.2 Syn thèse 
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^OH H O ^ o 

(4) 

49 

+ 2NaQ 

12.6g (91.9mmol 2.5éq.) de {Si- ou (R)-prolinate de sodium (3) - obtenu par 

neutralisation de l'acide aminé par une quantité stoechiométrique de NaOH(aq) -

sont dissous dans 100ml de methanol distillé et introduits dans un ballon tricol de 

500ml muni d'une agitation magnétique, équipé d'un réfrigérant et d'une ampoule 

à introduction, ta solution est rendue basique par NaOH 4M dans du methanol. (La 

basicité est contrôlée par la présence de deux gouttes d'une solution de 

phénolphtaléine dans Ie milieu réactionnel). 

6.47g (36.76mmoI) de bis(chlorométhyl)-2,6-pyridine dans 80ml de methanol 

distillé sont ajoutés goutte à goutte et sous vive agitation en maintenant le milieu 

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

Le reflux est maintenu 24h. Le mélange réactionnel est ensuite refroidi à 

température ambiante et neutralisé par HCl 1:1. Le NaCl précipité est filtré et le 

mélange réactionnel évaporé à sec. 

L'acide aminé en excès 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 NaOH 0.05M permet de séparer l'acide aminé non réagi du ligand. Les 

différentes fractions récoltées sont analysées sur gel de silice (phase mobile: 

butanol/acide acétique/eau 2:1:1). Les fractions contenant l'acide aminé (révélé 
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par la ninhydrine) sont écartées et celles contenant Ie ligand seul sont réunies et 

concentrées. 

Promp (4) est ensuite cristallisé sous forme de dichlorhydrate (promp-2HCI) dans 

un mélange HCl 5M/éthanol/acétone (le volume de HQ ajouté est calculé sur la 

base d'un rendement théorique de 100%). Après deux recristallisations, nous 

obtenons un produit pur. U2.7g; 62% de rendement). 

2.S.3 Synthèse d'alamo 

+ 2 H3C-C-OOONa +• [ 1 +2NaQ 
N "I NH1 

(5) (6) 

Ce ligand est obtenu de manière analogue à la synthèse de promp, par la 

condensation du bis(chlorométhyl)-2,6-pyridine avec 2 équivalents d'alaninate de 

sodium (5) conduisant â un rendement de 65%. La cristallisation d'alamp (6) 

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

2.5.4 Synthèse des complexes mixtes de cobaltfHH 

1 éq. de [Co(L)H2QpQ4 (où L - promp ou alamp) sont mélangés à 10 équivalents de 

L* (L* - imidazole, N-méthy!imidazole, N-butylimidazole) dans du methanol 

fraîchement distillé. Le mélange réacuonnel est agité et porté à reflux pendant 

24h. 
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Le methanol est éliminé par evaporation rotative et le résidu repris dans un peu 

d'eau. Le mélange est tout d'abord passé sur Sephadex G-IO puis Chromatographie 

sur Sephadex SP-25. La bande rouge (orangée dans Ie cas des complexes imidazoles 

[Co{alamp)L*]+) est éluée par NaClOj 1%. L'élution permet de récupérer une très 

faible quantité d'aquacomplexe non réagi. La solution contenant le complexe mixte 

désiré est concentrée et l'excès de Perchlorate éliminé par passage sur Sephadex 

G-IO. La forme optiquement active ou les racémates des complexes synthétisés sont 

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

Les histidino-complexes (Coin(alamp)L-his]C104 et [CoHI(promp)L-his]C104 sont 

synthétisés de manière analogue. Nous n'avons cependant pas réussi à les 

recristalliser dans un mélange eau/éthanol 1:1 à 4*C. 
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3. Extraction et purification de la plastocvanine des feuilles 

d'épinard 

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

l'institut de biochimie de l'Université de Neuchâtel. 

3.1 Mode opératoire 

Le mode opératoire utilisé est tiré de Ia référence [62]. 

3kg de feuilles d'épinard fraîches sont broyées en présence de 31 d'une solution 

K2HPO4 25mM, Na2H2edta 0.2mM, et MET (mercapto-éthanol) 14mM. Après filtra­

tion et centrifugation (20min, 13000 t/min) le pH est ajusté à 7.0 par K2HPOa IM. 

Une première précipitation au sulfate d'ammonium est effectuée en ajoutant 

(NH4J2JD4 solide ]usqu'à 50% de saturation et en maintenant le pH à 7.0 par NH3 

2M. Les culots de Ia centrifugation (10min; 13000t/min) sont jetés. Une nouvelle 

adjonction de sulfate d'ammonium est effectuée jusqu'à 80% de saturation. Après 

centrifugation (10min; 13000t/min) le surnageant est passé sur DEAE cellulose DE-

23 (5X23cm). Un lavage avec 5 volumes de colonne de tampon Tris-HCl pH 0 7.9 

contenant 60% de sulfate d'ammonium est d'abord effectué, puis une élution avec 

le même tampon contenant 30% de sulfate d'ammonium. 

Les fractions colorées contenant la plastocvanine, la ferrédoxine et d'autres 

protéines sont combinées et concentrées sur YM-IO. La solution concentrée (25ml) 

est éluée sur Séphadex G-50F (2.5X98cm) par un tampon SOmM tris-HCl pH = 7.3 et 

SOmM en NaCl. La plastocvanine est détectée par l'addition de K3[)Fe(CN)6] dans les 

fractions. 
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Les fractions bleues sont récupérées et chromatographiées sur DEAE-trisacryl 

équilibrée par Ie même tampon utilisé dans l'étape précédente. Les protéines sont 

éluées au moyen d'un gradient linéaire en NaCl (50mM-300mM) dans Tris/HCl 

(5OmM pH - 7.3). Les fractions contenant la plastocyanine sont concentrées sur 

YM-S jusqu'à un volume de 1OmL La purification finale est effectuée par FPLC sur 

colonne de résine phenyl sépharose High Load. La protéine pure (Rs97/278<:1-2) 

est ensuite conservée à -20*C>. Une quantité de 70mg de plastocyanine pure a été 

obtenue. 

3.2 Caractérisation par spectroscopic d'absorntion et CD 

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

oravail sont donnés aux figures 3.2.1 et 3.2.2. 
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Figure 3.2.1 Spectre d'absorption de la plastocyanine oxydée 
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5 r 
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Figure 3.2.2 Spectre CD de la plastocyanine oxydée 



Chapitre 4 Partie expérimentale 57 

4. Etude cinétique de la réduction de la plastocvanine 

4.1 Généra l i tés 

Les organismes vivants naissent, croissent, se reproduisent et meurent suite à des 

millions de transformations chimiques plus ou moins rapides. Le soleil brûle son 

réservoir d'hydrogène à un rythme qui nous permet d'envisager son existence 

pendant quelques milliards d'années encore. De même que pour nos océans ou 

notre atmosphère, une caractéristique de tout matériau est sa capacité de subir des 

transformations de nature chimique ou physique. Le domaine de temps de ces 

réactions est extrêmement variable: quelques feratosecondes (10" ,5s) pour les plus 

rapides, à des milliards d'années pour les transformations des systèmes 

géologiques. 

Si la thermodynamique décrit un système chimique à l'équilibre, la cinétique 

étudie le changement des propriétés chimiques avec le temps, lorsque le système 

évolue en direction de son équilibre. L'interprétation cinétique des réactions 

chimiques est fréquemment appelée dynamique de réaction. 

Cette connaissance dynamique des réactions chimiques a permis de concevoir et de 

produire un nombre important de composés qui sont devenus essentiels à notre 

société. Il faut néanmoins admettre que nos connaissances sur les dynamiques de 

nombreuses réactions sont encore très lacunaires et tout partie ulièrement en ce 

qui concerne les réactions agissant dans les organismes vivants. 

La cinétique est en rapport direct avec les dynamiques des réactions chimiques, 

elles déterminent les vitesses de réactions et permettent en parallèle de décrire un 

mécanisme de réaction. Idéalement, un mécanisme implique la connaissance de 

tous les détails de chacune des étapes moléculaires Impliquées dans Ia réaction 
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globale (incluant les énergies, la stéréochimie...). En pratique, l'expérience 

pennet de déterminer la vitesse moyenne des transformations d'un grand nombre 

de molécules et les mécanismes proposés présentent une succession d'étapes où les 

molécules sont supposées avoir une énergie moyenne. 

Les vitesses de réaction sont mesurées à partir de l'observation du changement des 

concentrations des réactifs ou des produits en fonction du 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[A]n[B]m.... 

La constante de vitesse k, indépendante de la concentration et déterminée pour 

une température donnée (habituellement 298K) est le paramètre cinétique utilisé 

pour décrire, comparer ou différencier les vitesses des réactions ayant des lois de 

vitesse similaires. Ces constantes sont généralement évaluées à partir de deux 

types de méthodes expérimentales distinctes: 

a) mesure de la concentration des expèces en fonction du degré d'avancement de la 

réaction, 

b) observation du changement d'une propriété physique du système qui est 

fonction, si possible linéaire, de la concentration d'une espèce. 

La détermination de la constante de vitesse à température ambiante ne suffit pas à 

une étude exhaustive. La mesure des constantes de vitesse en fonction de variables 

physiques et chimiques permet d'élucider de manière plus adéquate les 

mécanismes réactionnels. La température est le paramètre physique privilégié des 

études cinétiques: elle produit un large effet sur la vitesse de réaction et se 

maîtrise bien au niveau expérimental. 
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L'effet de la température sur Ia constante de vitesse conduit, selon Ia théorie du 

complexe activé, à l'obtention de l'enthalpie d'activation AH# et de l'entropie 

d'activation AS#. L'entropie d'activation est souvent utilisée comme critère 

mécanistique, ce paramètre étant une quantification de la variation du désordre 

dans l'état de transition, 

La détermination des paramètres d'activation est une étape importante lors de 

l'étude d'un mécanisme réactionnel. Les informations concernant les 

changements énergétiques intervenant lors de réactions moléculaires sont 

souvent primordiales. Le calcul de ces paramètres est possible en connaissant les 

constantes de vitesse à différentes températures. 

Selon la théorie du complexe activé, la constante de vitesse d'une réaction 

chimique s'exprime par la relation de Eyring^.W), 

k-^expf^i (éq.4.1) 
h ~ v R T 

k est la constante de vitesse de la réaction à la température T; AG" est l'énergie 

libre d'activation; R la constante des gaz parfaits; kB la constante de Boltzmann et h 

Ia constante de Planck. En introduisant l'équation AG" - AH# - T-AS# dans la 

relation de Eyrlng, on obtient une équation qui relie la constante de vitesse de 

réaction k à l'enthalpie d'activation AH# et à l'entropie d'activation AS#. 

, k B T f-AH# A ^ i , , . „ 
k . _ L . e x p | _ _ _ + _ - j (éq.4.2) 

Cette relation, établie pour des réactions en phase gazeuse est couramment utilisée 

pour les réactions en solution. 

Les paramètres d'activation peuvent alors se déduire par régression linéaire de la 

représentation ln(k/T) = f(l/T). La valeur de AS# est entachée d'une grande 
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imprécision, car elle est obtenue par extrapolation de la représentation de Eyring 

(1/T tendant vers 0). 

Il ne faut pas oublier que les mécanismes de transfert d'électron procèdent en 

trois étapes élémentaires (Chapitre 1). Dans l'hypothèse 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), l'expression de la constante de 

vitesse observée se ramène à l'expression: 

_ CUPCu(IT)] = K . k t e . [ C o l H P C u ( i m (éqt 43) 

K défini la constante de formation du complexe précurseur et k te la constante de 

vitesse du transfert d'électron proprement d i t La constante de vitesse observée 

kobs • KktclCoL] contient donc implicitement la constante de formation du 

complexe précurseur. Les conditions expérimentales de pseudo-premier ordre 

utilisées dans ce travail permettent finalement de déterminer une constante de 

vitesse de deuxième ordre par k - Kkte- Les paramètres d'activation obtenus par les 

mesures à température variable (AH# et AS#) sont donc des fonctions composites. 

L'utilisation de nouveaux matériaux a permis le développement d'appareils de 

mesure utilisant la pression comme paramètre supplémentaire lors d'études 

cinétiques. L'effet de la pression sur la constante de vitesse conduit à l'obtention 

du volume d'activation AV#, qui représente la différence entre Ia somme des 

volumes molaires partiels de l'état de transition et la somme des volumes molaires 

partiels des réactifs. A V# se compose de deux contributions: 

a) une contribution intrinsèque AV#
jn t qui rend compte de la différence de 

volume intrinsèque entre l'état de transition et les réactifs, 
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b) une contribution electrostrictive AV##ec qui correspond au changement de 

volume provoqué par les effets de solvatation. 

La contribution intrinsèque est représentative des changements des longueurs de 

liaison et donne une information directe sur le mécanisme. 

La dépendance des paramètres cinétiques avec Ia pression peut également se 

décrire à partir de la théorie du complexe activé. En exprimant la relation de 

Eyring sous sa forme logarithmique, on obtient 

AG' = - R - T - ( i n ^ ~ m k ) (éq. 4.4) 

En dérivant cette expression en fonction de la pression à temperature constante, 

on obtient; 

i*£)r --«fri-iV# 

Une accélération de la vitesse de réaction avec la pression se traduit par un 

volume d'activation négatif. Inversement, une diminution de la constante de 

vitesse avec la pression correspond à un A V# positif. 

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

de la pression, on obtient l'équation: 

AV# 

l n k - l n k 0 - ~ - - P (éq.4.6) 

k0 est la constante de vitesse à pression nulle, pratiquement égale à Ia constante de 

vitesse à pression ambiante. Si le volume d'activation dépend de la pression, on 

peut exprimer la variation de Ink par rapport à P par une fonction quadratique: 

AV^P *g#p2 
i n k - l n k o - ^ . ^ (6Q. 4.7) 
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AV* est le volume d'activation à pression nulle (pratiquement égal au volume 

d'activation à pression ambiante), i ß * est le coefficient de compressibilité 

d'activation donné par. 

&f - - O i V * / Ô P ) T (éq. 4.8) 

en combinant les équations, on obtient finalement: 

&V* - AV* -Aß#AP (éq. 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 Aa"* défini par 

Aa* - 1 / AV^98 - f ÔAV* / 3TÌ (éq. 4.10) 

Les valeurs de Aa* sont très faibles et AV* peut être considéré comme constant 

dans un petit intervalle de température. 

4.2 Techniques et conditions expérimentales 

Les vitesses des réactions chimiques se répartissam sur une échelle de temps très 

vaste. 11 n'existe pas une technique expérimentale unique. Les réactions rapides 

sont fréquemment étudiées par des méthodes d'injection continue ou bloquée. 

L'utilisation de détecteurs UV/Vis permet de suivre spectrophotométriquement les 

réactions chimiques mettant en jeu des substances qui absorbent dans ce domaine 

des longueurs d'onde. 

Pour les systèmes que nous nous proposons d'étudier, l'appareillage utilisé pour les 

réactions rapides est un stopped flow Hi-Tech couplé à un détecteur UV/Vis 
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monolongueur d'onde, et un spectropnotomètre UVTKON-930 ou un spectropola-

rimètre JASCO J-710 pour les réactions plus lentes. 

La variation en absorbance à 597nm permet de suivre l'évolution de la 

concentration en protéine oxydée. Dans les conditions expérimentales envisagées, 

seule la plastocyanïne oxydée absorbe de façon significative à cette longueur 

d'onde (Figure 3.2.1). 

Toutes les mesures cinétiques de réduction de la plastocyanine sont effectuées dans 

des conditions expérimentales de pseudo-premier ordre, la concentration du 

complexe de cobalt(II) étant au minimum 20 fois supérieure à celle de la protéine. 

La loi de vitesse se ramène ainsi à: 

V E ^dT1PCu(II)) =K.kte-[CoIIL]-[PCu(n)] - k-tPCuJICo^LJo-kobstPCu] 

Après intégration: ln( PCu Jt - ln[ PCu J0 - kobs " l 

Sous une forme exponentielle : [PCuJt = [PCu]0-exp{-kobst| (éq. 4.11) 

La constante de vitesse kobs est déterminée à l'aide du logiciel KALEIDAGRAPH. Ce 

logiciel, installé sur Macintosh, permet de calculer les paramètres correspondant 

au mieux à une fonction mathématique donnée. Dans l'analyse de premier ordre, la 

fonction introduite dans ce logiciel de fitting est 

V-O/o-VinfHxpf-kobstl+Vjnf (éq.4.12) 

V représente l'absorption à 597nm ou un signal électrique proportionnel. Pour 

obtenir la constante de vitesse de deuxième ordre k. la constante de vitesse 

observée est divisée par la concentration initiale en complexe réducteur présente 

dans la cellule de mesure. 

I t = W [ C o 1 1 U o (éq.4.13) 
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4.3 Réduction de la plastoçyanin,e dans un, tampon phosphate 

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'aquacomplexes. 

4.3,1 Mesures en fonction de la concentration du complexe réducteur 

La constante de vitesse observée dans la réduction de la plastocyanine par les 

aquacomplexes de cobalt(II) est proportionnelle à la concentration du complexe 

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

Cette proportionnalité directe indique que la constante d'association des réactifs 

avant le transfert d'électron (formation du complexe précurseur) est relativement 

faible (K[CoIIL]0«letkObs «K-kte*[Go11L]0). La pente de la représentation k ^ en 

fonction de la concentration du réducteur permet ainsi de déterminer K-kte, 

définissant une constante de vitesse bimoléculaire moyenne k^ ou k^. Ces 

constantes de vitesse sont données dans le tableau 4.3.1, où nous avons également 

reporté les constantes de vitesse de la réduction de la plastocyanine par les 

aquacomplexes de fer(ll). déterminées dans les mêmes conditions expérimentales 

par Sauvaint57!. 
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O Ft • i • 

O 0.5 1.0 1 3 2.0 

lO^oAprompïHjO] 

Figure 43.1 Réduction de Ia plastocyanine par A-[Con((S,$}-promp)H20] (a) et A-[Co"((R,R)-

prompJHaO] (b). [PGu]0 = 10"5M: T - 25.0T; tampon phosphate pH = 7.0; 1 - 0.12M 

0.5 1-0 1.5 2.0 

103 [Con{alamP)H2OI 

Figure 4.3.2 Réduction de la plastocyanine par A-[Co[I((S,S)-alainp)H20] (a) et A-[Co"((R,R)-

alamp)H20] (b). [PCu]0 - 10'5M: T - 25.0"C; tampon phosphate pH - 7.0; t - 0.12M 



Chapitre 4 Partie expérimentale 6£ 

Tableau 4.3.1 Constantes de vitesse de deuxième ordre et stéréosélcctivité dans Ia réduction 

de la plastocyanine par 'es aquacomplexes de ferOI) et de cobaltfll). T - 25.0*C; tampon 

phosphate pH - 7.0; I - 0.12M 

complexe 

(Fe11JoIiImP)H2O] 

[Fe^prompJHîOl 

[F^tvalmpJHîO] 

(C0n{alamp)H2O] 

[Co^promp^O] 

pH 

7.0 

7.0*) 

7.0b> 

6.2 

7.0 

7.0 

7.0 

7.0 

7.O3) 

7.0 

kA IM-V1]* 

(4.1 ± 0-2)10* 

(4.1 ± 02)-10* 

(3.7 ±0.2)10* 

(3.6 ± OJ)-IO* 

(1.4 ± 0.2M0* ' 

(13 ± 0.1HO* 

(1.4 ±0.1)10* 

137 ±0.03 

1.34 ±0.03 

1.14 ±0.03 

1.17 ± 0.03 

kA JM-V'r 

(2.4 ± 0.2)10* 

(Zl ± 0.1)10* 

(2.1 ± 0.1)-10* 

(22 ± 0.1)10* 

(1.8±0.2)104 

(1.7 ±0.2)10* 

{12 ± 0.1M0* 

1.84 ±0.05 

1.85 ±0.05 

138 ±0.06 

134 ±0.06 

k i / k A 

1.70 

1.95 

1.76 

1.64 

0.76 

0.74 

1.14 

0.74 

0.72 

0.83 

0.87 

Ref. 

(57] 

(57] 

[57] 

ce travail 

ce travail 

") valeur moyenne obtenue par l'analyse de 4 traces cinétiques au minimum 
a) présence de 1,0-10"6 à 1.0-10-3M en [Co(HHs)O]3+ 

*>) présence de 3.110"5 à i.9-10"*M en {(NH3)SCONH2CO(NH3)J]*+ 

Pour les deux complexes étudiés tCoII(promp)H20] et [Co'^alampjHaO], le rapport 

des constantes de vitesses bimoléculaires k^/kA à T = 2S*C définit une stéréo-

sélectivité cinétique en faveur de l'énantiomère A. Pour les aquacomplexes du 

fer(II), la stereoselective est aussi en faveur de l'énantiomère A pour 

[Fe'kprompJHaOJ.mais pour l'énantiomère A dans le cas de [Fe1I(alamp)H20]. La 

réduction de la plastocyanine par les aquacomplexes du cobalt(II) dans ces 

conditions expérimentales est cependant environ 10000 à 20000 fois plus lente que 

pour les aquacomplexes du fer(II). 

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

l'ion métallique a également été observée lors des réactions d'auto échange de 

ÏCo(NH3)]3+/2+ comparé à Fe( aq) 3 + / 2 + et à [Ru(NH3)]3+'2«-. La lenteur de la 
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réaction avec le cobalt a été attribué en particulier à la grande différence des 

distances Co1 LN (2.114Â) et CoH'-N (1.936Â) impliquant une forte énergie de 

réorganisation X, ainsi qu'au changement de multiplicité du spin, en passant d'une 

situation high spin (Co11) à un état low spin (Co111) t74- 7 5 I 

4.3.2 Mesures en présence d'un complexe inhibiteur et en fonction de 

la force ionique 

La présence d'un inhibiteur du site acide de la plastocyanine ([Co(NH^)(J3+; K -470 

M"1157I), ne modifie pas la vitesse du transfert d'électron par les aquacomplexes du 

cobalt(II), dans le domaine de concentration étudié (Figure 4.3.3). 

r . 
1.8 -

1.6 

^ 1.4 

12 -

1 » • • • i • • • i • • • » • • • i • • • ' • • • i 

0 2ICT* 41(T* 6 Iff4 810* 1 Iff3 1.21(T3 

1OXNH3J6]* 

Figure 4.3.3 Variation de k en fonction de [CofM^)^. (a) A-[CoIf((S,S)-a)amp)H20J; (b) A-

|0on((S,S)-promp)H2O]. T - 25.0 *C; tampon phosphate pH - 7.0:1 - 0.12M 
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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 

d'électron par les aquacomplexes du cobalt{Il) (Figure 4.3.4). 
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Figure 4.3.4 Variation de k en fonction de la force ionique (a) A-tCon((S,S)-alamp)H20]; (b) A-

ICo11KS1S)-PrOmP)H2O]. T - 2S.0 *C; (ampon phosphate pH - 7.0 

Cette constance de la vitesse du transfert d'électron en présence d'un complexe 

inhibiteur du site acide et en fonction de la force ionique, démontre que le site 

éloigné de la plastocyanine ne participe vraisemblablement pas au mécanisme de 

réduction par les aquacomplexes, et ce autant pour les aquacomplexes du ferflllP7] 

que pour ceux du cobak(II). Considérant les facteurs électrostatiques des 

aquacomplexes (neutres), ainsi que la polarité des ligands alamp et promp (restes 

méthyles ou pyrroHdinyles) passablement hydrophobes, le choix du site 

reactionnel adjacent, proche de His87, n'est pas surprenant 
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4.3.3 Mesures en fonc t ion d e la t e m p é r a t u r e 

La dé terminat ion d e la cons tan te d e vi tesse en fonct ion d e la t e m p é r a t u r e 

(Tableaux 4.3.2 et 4.3.3) permet le calcul des paramètres d 'acüvation A H # et AS* du 

transfert d'électron. Les représentat ions de Eyrfng sont données aux figures 4.3.5 

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

Tableau 4.3.2 Constantes de vitesses de deuxième ordre déterminées dans la réduction de la 

plastocyanine par (Co^promplH^]. (Co11L]0 - 10"3M; [PCu]0 - 10"5M; tampon phosphate pH -

7.0;1-0.12M 

T/I0C] 

16.0 

20.7 

253 

29.5 

34.5 

393 

kA/[M-V^r 
0.76 ±0.08 

1.00 ±0.09 

135 ±0.11 

1.67 ±0.08 

2-20 ±0.10 

2.76 ± 0.12 

kA /(M-Vl]* 

1.00 ±0.08 

132 ±0.05 

1.73 ±0.06 

231 ±0.12 

2.9610.15 

3.60 ±0.12 

*) Valeurs moyennes obtenues sur un minimum de 4 mesures par température 

Tableau 4.33 Constantes de vitesses de deuxième ordre déterminées dans la réduction de la 

plastocyanine par [Con(a]amp>H20]. (Co11L]0 = 10"3M; [PCu]0 - 10"5M: tampon phosphate pH -

7.0; I-0.12M. 

TZ[0C] 

16.0 
17.2 
19.2 
203 
21.4 
23.0 
25.0 
25.0 
27.0 
29.0 
29.3 
31.0 

kA / (M-VI] ' 

058 ±0.02 
0.6410.06 
0.72 ±0.03 
0.85 ± 0.07 
0.87 ±0.03 
1.00 ±0.08 
12010.12 
1.14 ±0.03 
13610.02 
1.6710.04 
1.8410.10 
1.9510.05 

T/I0C] 

17.0 
173 
19.0 
20.5 
21.1 
23.1 
25.0 
25.0 
27.0 
29.1 
29.4 
31.0 

kA /[M" Vl]* 
0.6010.03 
0.6210.02 
0.72 ± 0.02 
0.8810.02 
0.88 ±0.05 
1.14 ± 0.02 
13810.06 
1.40 ±0.05 
1.6810.12 
2.0810.12 
2.3010.04 
2.4810.08 

*} Valeurs moyennes regroupant deux séries de mesures. 
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Figure 4,3.5 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanîne par A-

030"((S^)-PrOmP)H2O] (a) et A-[Co»((RJl)-promp)H20] (b). ICo11Li0 - 10"3M; IPCu]0 - 10"SM: 

tampon phosphaté pH - 7.0:1 - 0.12M 
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Figure t.3.6 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanîne par A-[Co1'((S1S)-

alamp)H20] (a) et A-(CoÏI((R,R)-alamp)H20] (b). [Co11L]0 - 10'3M; [PCU]0 - 10"5M: tampon 

phosphate pH • 7.0:1 - 0 .12M 
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La dépendance de la constante de vitesse de deuxième ordre en fonction de Ia 

température est- particulière: des différences importantes sont observées non 

seulement entre les aquacomplexes du fer(II) et ceux du cobalt(II), non seulement 

selon la nature des ligands des complexes réducteurs, mais également entre deux 

énantiomères (en particulier pour [Co"(aiamp)H20]). Ces comportements sont 

significatifs de différences énergétiques importantes lors de la formation de l'état 

de transition. 

Tableau 4.3.4 Paramètres d'activation déterminés pour la réduction de la plastocyanlne par 

les aquacomplexes de fer(II) P7I et de cobalt(Il). Tampon phosphate pH - 7.0; I - 0.12M 

Complexe 

A-(Fe11^aI amp)] 

A-(Fe1 !(alamp)] 

A-[Fe"(pronip)] 

A-[Fe"(promp)i 

A-[Fe"(vaImp)] 

A-[Fe1 '(val mp)] 

A-[Co"(alamp)] 

A-fCoI^alamp)] 

A-[Co"(promp)] 

A-[Co1'(promp)] 

AH'tkJmor1) 

18.1 ± 0.8 

15.1 ± 0.8 

29.1 ±1.2 

26.1 ± 1.2 

37.1 ±2.0 

36.0 ± 2.0 

57.6 ±1.7 

73.7 ± 12 

39.4 ±0.7 

39.7 ± 1 3 

AS1DmOl-1K-1] 

-94±4 

-109 ±8 

-68±6 

-75±6 

-42±4 

-47 ±4 

-50±6 

+ 5±4 

-111 ±2 

-107 ±4 

AAHtfMmol-1] 

(A-A) 

+ 3.0 ±1.6 

+ 3.0 ±2-4 

+ 1.1 ±4.0 

-16.1 ± 2.9 

-03 ±2.0 

TAAS'tkJmol-1]3) 

(A-A) 

+ 4.47 ±3.6 

+ 2.08 ±3.6 

+ 150 ±2.4 

-16.50 ± 3.0 

-1.19 ±1.8 

AAC1IkJmOl-1IW 

(A-A) 

-1.47 ±0.15 

+0.71 ±030 

-0.40 ± 0.38 

+0.47 ±0.18 

+0.73 ±0.09 

a) T-298.15 K; 

b) AAG* calculé à partir des rapports k(A)/k(A) (Tableau 4.3.1) à T - 25.0*C. 

La comparaison des paramètres d'activation entre les aquacomplexes de fer(n) et 

ceux de cobalt(II) montre deux divergences importantes: 

- Pour les aquacomplexes de fer(II), l'enthalpie d'activation est toujours plus 

grande et l'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(n), en tout cas en ce qui 

concerne [Co"(alamp)H20]. 

- La réduction de la plastocyanine par les aquacomplexes du fer(II) présente une 

variation de l'enthalpie d'activation en proportion à l'encombrement stérique des 

substituants des ligands: alamp < promp < valmp. Pour les complexes du cobalt(II), 

l'enthalpie d'activation est considérablement plus grande pour le ligand le moins 

volumineux. 

Des études récentes^1-70! ont montré que le transfert d'électron entre les 

complexes [Co111Ll+ et [Fe11L'], où L et L" sont des ligands de même type que ceux 

utilisés dans ce travail, se déroule par un mécanisme de type sphère interne 

impliquant très probablement un groupe carboxylate pontant les deux centres 

métalliques. Dans le cas des réactions de quasi auto échange [Co1111LX]+Z[Co11L], le 

transfert d'électron est également assuré par un carboxylate quand X - pyridine, 

mais par un pont imidazole quand ce dernier occupe la sixième position de 

coordination du complexe du cobalt(III)[^]. En considérant de plus la préférence 

relative du fer(II) et du cobalt(II) pour les atomes coordinateurs oxygène et azote, 

les différences des paramètres d'activation observées en fonction de la nature de 

l'ion métallique peuvent résulter de mécanismes de transfert d'électron 

impliquant des résidus différents de la plastocyanine. 

Dans le cas du complexe [Co"(promp)H20], la variation de la constante de vitesse en 

fonction de la température pour chaque énantiomère est semblable (Figure 4.3.5), 

ce qui rejoint les observations de J.-J. Sauvain pour la réduction de Ia 

plastocyanine par les complexes du fer(H)C57]. p o u r [Colll(alamp)H20] cependant, 

tes representations de Eyring sont nettement différentes, conduisant même à leur 

intersection aux environ de 19*C (Figure 4.3.6). A cette température, la 
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stéréosélectivité s'inverse, devenant favorable à l'énantlomère A pour des 

températures plus basses. 

Le système [Co"{alamp)H20]/PCu(II) crée une situation où les différences des 

paramètres d'activation entre deux énantiomères sont conséquentes. Ce n'est pas 

uniquement le système avec les enthalpies d'activation les plus Importantes, mais 

également le système avec les plus grandes différences des paramètres 

d'activation Jamais mesurés entre deux énantiomères dans les études de transfert 

d'électron Impliquant une métalloprotéine. AAH# représente 20 à 35% de 

l'enthalpie d'activation totale. 

En considérant les couples ferrédoxine/[CoIII(alamp)py]+ et cytochrome c/ 

[Fe,I(alamp)H20], la réduction de la plastocyanine par [Co,I(alamp)H20] est le 

troisième cas où un croisement des représentations de Eyring s'observe dans Ie 

domaine de température étudié. Ces trois cas impliquent toujours le complexe du 

ligand alamp, bien que les métaJloprotéines soient totalement différentes. 

La détermination des paramètres d'activation permet d'observer un phénomène de 

compensation entre l'enthalpie d'activation et l'entropie d'activation. A une 

enthalpie d'activation élevée correspond toujours une entropie d'activation plus 

positive. Les phénomènes de compensation A H # / A S # sont bien connus dans les 

réactions impliquant des protéines^7! et ont également été observé pour les 

réactions de transfert d'electron!6**^!. Les trois métalloprotéines engagées 

Jusqu'à présent dans les réactions de transfert d'électron avec les complexes 

synthétiques dérivés de la N,N'-[(pyridinediyl-2,6)bis(méthyIène)]bis(gIycinel le 

montre c la i rement^} . Il est important de constater que la stéréosélectivité 

résulte d'une compensation incomplète entre l'enthalpie d'activation et l'entropie 

d'activation et reste ainsi relativement faible comparée aux différences des 

chaleurs d'activation de ces processus. 
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Dans l'hypothèse d'une réaction de transfert d'électron de type sphère externe et 

où le site d'interaction est reconnu le môme pour chaque énantiomère, ce 

phénomène compensatoire peut s ' interpréter par des interactions 

diastéréoïsomères qui modulent la distance d'approche des réactifs^*] (Figure 

4.3.7). 

Plus Ie complexe s'approche de Ia surface de la métalloprotéine plus la 

désolvatation est Importante et conduit à une enthalpie d'activation élevée. Le 

rearrangement des molécules de solvant lié à cette forte désolvatation est aussi 

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

état de transition 

Figure 4.3.7 Représentation schématique de Ia formation d'un état de transition diastéréo-

Isomère entre une métalloprotéine et les énantiomères d'un réactif optiquement actif. AHff(a) < 

AH#(b> et AS^a) <AS*(b). 

Appliquée aux réactifs énantiomères qui conduisent à un état de transition 

diastéréoisomère, l'enthalpie d'activation devient ainsi une mesure de Ia 

reconnaissance chirale: l'énantiomère qui possède la plus grande enthalpie 

d'activation s'imbrique mieux à la surface protéinique. La stéréosélectivité 

Cinétique, définie comme le rapport des constantes de vitesses k^/kA ne traduit 

donc pas la reconnaissance chirale à elle seule, mais l'expression macroscopique 
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de tous les facteurs énergétiques qui caractérisent le système. Il se peut ainsi que 

l'énantiomère présentant la meilleure reconnaissance chirale réagisse Ie plus 

lentement. 

Cette hypothèse sous-entend que seules les interactions stéréochimiques 

parviennent à différencier de manière conséquente les paramètres d'activation du 

transfert d'électron entre deux énantiomères. Tous les systèmes envisagés jusqu'à 

présent montrent que ces différences sont faibles, sauf pour [Co'^alampJHzO]. Il 

se pose alors la question de savoir si les interactions stéréochimiques sont à elles 

seules suffisantes pour expliquer les grandes différences énergétiques 

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

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

dans le but de répondre à cette question. 

4.3.4 Fixation du centre métallique par transfert d'électron, mesurée à 

l'aide du dichroïsme circulaire 

L'emploi de complexes labiles de Cr2+ par Taube et ses collaborateurs a mis en 

évidence les mécanismes de transfert d'électron sphère internet75!. Les complexes 

labiles du Cr2+ s'oxydent en composés inertes de Cr3+ qui peuvent conserver le 

ligand pontant du transfert d'électron. L'analyse du complexe du chrome(III) 

permet ainsi d'identifier le mécanisme du transfert d'électron. Cette technique a 

également été appliquée à des transferts d'électron impliquant des 

métalloprotéines, mais l'identification par séquençage de la protéine des résidus 

contenant le Cr3+ fixé se révèle difficile [271^l. 
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Nous nous sommes proposés de modifier cette technique d'analyse par l'utilisation 

de composés optiquement actifs et en identifiant les produits du transfert 

d'électron par mesure au dichroïsme circulaire. De même que pour les complexes 

du chrome(II), les complexes labiles du cobalt(Il) utilisés dans ce travail 

deviennent Inertes suite à leur oxydation en cobalt(III) (Chapitre 2.4). 

La plastocyanine réduite n'ayant pas d'activité CD dans le domaine du visible, 

l'identification du complexe inerte du cobalt(III) formé suite au transfert 

d'électron est facilitée: l'excès du complexe réducteur mis à part, le complexe du 

cobalt(UI) formé est Ia seule espèce conservant un signal CD significatif dans ce 

domaine des longueurs d'onde. 

Dans le cas d'un transfert d'électron sphère interne se déroulant par un état de 

transition où le complexe réducteur est ponté par l'imidazole de His87, ce cycle 

imidazole être coordonné au complexe du cobalt(IH) (Figure 4.3.8). Par contre, si Ie. 

transfert d'électron est de type sphère externe, seul l'aquacomplexe du cobalt(in) 

est formé et Ie métal ne se coordonne pas à la protéine. Le spectre CD de 

l'aquacomplexe étant sensiblement différent de celui de l'histidino-complexe (ou 

du complexe imidazole) du cobalt(IU) (Figure 2.4.1), cette analyse devrait 

permettre d'obtenir des informations précieuses sur les sites et les mécanismes du 

transfert d'électron. 

4.3.4.1 Conditions expérimentales 

Les solutions de la plastocyanine et des complexes réducteurs sont préparées selon 

les modes opératoires détaillés au chapitre 4.6. En fonction de l'intensité CD des 

complexes du cobalt{III), 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 l'ordre de 10"4M et celle en complexe de 2-10"3M. 

Met92 

3O^* O^ I ^ N - ^ u 

MM92 

Figure 4.3.8 Hypothèse d'un mécanisme de transfert d'électron par coordination de Hls87 

Les mesures ont été effectuées dans des tampons phosphate de différents pH à T -

20*C et dans le cas de la réduction par A-[Co1'{R,R)-alamp)H20], température et pH 

ont été variés. 

Un volume équivalent d'une solution de plastocyanine et de complexe réducteur 

sont mélangés dans une cuve spectropolarimétrique de 1cm thermostatJsée. Le 

spectre CD est enregistré de 350 à 650nm à des intervalles de temps réguliers. 

Lorsque la réaction est terminée, un spectre final est enregistré et corrigé en 

soustrayant Ia contribution de l'excès de l'aquacomplexe du cobalt(H). Cette 

contribution se calcule en connaissant la concentration initiale précise en 

plastocyanine oxydée et en complexe réducteur. Le spectre CD résiduel ainsi 
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déterminé correspond uniquement à la contribution du complexe du cobalt(III) 

formé lors du transfert d'électron. 

Après l'enregistrement du spectre CD final, le mélange réactionnel est également 

dialyse dans 2.S 1 de tampon phosphate. Seule la part de cobalt(M) fixée à Ia 

protéine est ainsi récupérée. Pour minimiser les erreurs provenant de Ia dilution 

ou de Ia concentration de l'échantillon suite à la dialyse, l'échantillon récupéré est 

porté à un volume précis. Le facteur de dilution est ainsi connu et permet de 

déterminer le taux de fixation en cobalt(ni). Ces deux techniques (détermination 

du spectre CD résiduel et du spectre CD après dialyse), sont utilisées pour la 

détermination du taux de fixation. 

4.3.4.2 Résul tats 

Les spectres CD résiduels obtenus pour chaque énantiomère des complexes 

[CoII(promp)H20]et[Co1I(alamp)H20] sont comparés aux spectres de références des 

aquacomplexes et des histidino-complexes (ou du complexe imidazole) de 

cobalt(III). 

Pour les réactions de réduction de la plastocyanine par les deux énantiomères du 

complexe [CoII(promp)H20] à pH = 7.0 e t à 20"C, Ie spectre CD résiduel correspond 

parfaitement au spectre CD de l'aquacomplexe de cobalt(III) (Figure 4.3.9). Après 

dialyse, l'échantillon n'a plus aucun signal CD dans le visible, indiquant également 

aucune fixation du cobalt à la protéine (Tableau 4.3.S). 
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Figure 4.3.9 Réduction de la plastocyanine par A-[Con((S,S)-promp)H20] (a) et A-(Co"((R,R)-

promp)H20J (b). Superposition du spectre CD résiduel aux spectres de références A-ICo111MS1S) 

-promp)H20]+ et A-[Co111UR1R)-PrOrOp)H2O]+ (pointillés). (PCu]0 - 10"4M; (Co11Li0 - M(T3M. 

tampon phosphate pH - 7.0:1 - 0.12M 

Pour les mesures effectuées avec le complexe [CoII(alamp)H20] dans les mêmes 

conditions expérimentales, les résultats sont totalement différents. 

Le spectre résiduel de Ia réduction de la plastocyanine par A-[Co"((S.S)-

alamp)H20] correspond parfaitement au spectre de l'histidino-complexe (ou du 

complexe imidazole) de cobalt(III) (Figure 4.3.10), significatif d'une association du 

complexe à un cycle imidazole via Ia sixième position de coordination. Lorsque la 

solution de plastocyanine réduite contenant le complexe A-['Co,I[((S,S)-alamp)] fixé 

est dialysêe puis réoxydée par [Fe(CN)G]3", le spectre CD met également en 

évidence la présence du cobalt(III) coordonné. La figure 4.3.Ii montre le spectre 

CD après réoxydation (a) et pour comparaison le spectre CD de Ia plastocyanine (b). 

• • I I I I I I I 1 r . , i 
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En déduisant du spectre (a) celui du complexe A-[CoIalamp)im]+ (voir figure 2.4.1), 

on obtient la contribution de Ia plastocyanine seule contenant le complexe du 

cobalt(IIJ) fixé. Compare au spectre de la plastocyanine native, les deux bandes à 

610 et 775nra montrent un déplacement batochrome d'environ 20nm dû a la 

disparition de l'histidine. vraisemblablement remplacée par une molécule d'eau 

dans la sphère de coordination du cuivre(n) (Figure 1.3.12). 

300 3 5 0 4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0 6 5 0 700 
X/(nmJ 

Figure 4.3.10 Réduction de la plastocyanine par A-Coll<(S,S)-alamp)H20]. Superposition du 

spectre CD résiduel au spectre de référence A-Co,,,((S,S)-alamp)H20]+ (pointillés). (PCu]0 -

1.1-lO^M; (Co11L]0 - 2IfT3M. tampon phosphate pH - 7.0; 1 - 0.12M 
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Figure 4.3.11 Superposition du spectre CD de la plastocyanine contenant Ie complexe A-

Kö,,l((S.S)-aJamp)r fixé et reoxydé par [Fe(CN)(J3- (a), au spectre CD de la plastocyanine 

native (b). 

400 500 600 700 800 

X/fnm) 

Figure 4.3.12 Superposition du spectre CD de la plastocyanine native (a) au spectre CD de la 

plastocyanine contenant le complexe A-[Coin«S,S)-alamp)J fixé mais dont la contribution CD 

est déduite (b). 
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Une situation intermédiaire est observée pour la réduction de la plastocyanine par 

A-[Co"f(R,R)-alamp)H20). Le spectre CD résiduel correspond à une contribution de 

60%d'aquacomplexe et de 40% d'histidino-complexe (Figure 4.3.12 et Tableau 4.3.5). 

Le spectre CD obtenu après dialyse du mélange rêactionnel confirme également ce 

taux de fixation de 40% pour l'énantiomère û. 

20 

10 

0 

"s -io 

-20 

-30 

_4Q f i l i l i . i i i t . . . . 1 . , . , I i , , . I i 1 , , I . i i • I . i l , 1 

3 0 0 3 5 0 4Û0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 U 6 5 0 7CO 

Figure 4.3.13 Réduction de ta plastocyanine par A-[Co11I(R1R)-BIaIiIp)HzO]. Superposition du 

spectre CD résiduel aux spectres de référence 4-|Coni((R,Rl-alamp)H2(3* (a) et A-(Co1 "((R.RÏ-

alamp)im] + (b>. TPCuJ0 - 1.1-1O-4M; ICo11L]0 - 2-10-3M. tampon phosphate pH - 7.0; I * 0.12M 

ta question se pose de savoir si la coordination du complexe de cobalt ne s'effectue 

pas après le transfert d'électron. Lorsque la protéine est réduite par l'acide 

ascorbique en présence de A-rCo""((S,S)-alamp)H2CJ+ (qui ne réagit pas avec 

l'acide ascorbique dans l'intervalle de temps considéré), aucune fixation du 

c;Obalt(m) n'est cependant observée. La coordination résulte donc bien d'une 
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associa t ion p récéden t Ie t r ans fe r t d ' é l ec t ron e t n o n pas d ' u n e réac t ion 

consécutive. 

Tableau 4.3.5 Taux de fixation (%) des différents complexes de cobalt(III) à la plastocyanine. 

suite au transfert d'électron (erreur expérimentale estimée à ±5%) 

pH 

5.5 

6.0 

7.0 

8.0 

A-(Co(S,S)-alamp] 

80 

>95 

100 

100 

A-iCo(R,R)-a1amp] 

13 

21 

40 

50 

A-[Co(S,S)-proTTip) 

-
0 

A-[Co(R,R)-promp] 

-

0 

Des informations complémentaires concernant la s t ructure exacte de l 'état de 

transition impliquant le pont imidazole sont obtenues par les mesures en fonction 

dupH. 

Les résultats obtenus dans un domaine pH de 5.5 à 8.0 (Tableau 4.3.5) montrent que 

le taux de fixation diminue avec un abaissement d u pH. L'influence d u pH est 

quanti tat ivement différente pour les deux énantiomêres e t la différence relative 

de leur comportement devient le plus visible à pH = 5.S. Même à ce pH, environ 80% 

du cobalt(III) se fixe à la protéine lors de la réduction par l 'énantiomëre A. alors 

que l'aquacomplexe de cobalt(lll) est formé à plus de 85% pour l 'énantiomère A. 

Cette variation du taux de fixation suggère une déprotonation de l'imidazole à l'état 

de transition. Les centres métalliques seraient ainsi reliés par l ' intermédiaire du 

cycle imidazole de l 'hist idine dépro tonée (Figure 4.3.14). Cette s t ruc ture est 

a n a l o g u e aux cuivre-zinc supe roxydes d i smutases^ 7 ^ Q U aux s y s t è m e s 

com parables [77J. 
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N^VH,- + f r N-^rv.- * ~< C H r N ^CH 3 . -CH2 

Figure 4.3.J4 Proposition d'un état de transition pour le mécanisme de transfert d'électron au 

site His87. 

La réduction de la plastocyanine par A-[Co1,((R,R)-alamp)H20] a été mesurée à 

différentes temperatures à pH - 7.0. Les spectres CD résiduels montrent un taux de 

fixation qui augmente clairement avec une augmentation de la température 

(Figure 4.3.15 et Tableau 4.3.6). 

En considérant la constante de vitesse globale de la réduction comme étant la 

somme de deux constantes de vitesse d'une réaction parallèle, il est possible 

d'obtenir une estimation différenciée des paramètres d'activation pour les deux 

mécanismes. 

k(a) 
PCu(Il) + A-[Co"<alamp)H20) •* A-[CoIII(alamp)PCu(I)J 

(site a His87) 

k(bl 
PCu(Il) + A-[Co"(alamp)H20] ^ A-[Co'"(alamp)H20] + PCu(I) 

(site b) 
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Figure 4.3.15 Spectres CD après dialyse lors de la réduction de la plastocyanine par A-

PoI,((R,R)-alamp)H20]. T - 10'C (a); T - 30*C (b); T - 50*C (c). [PCu]0 - 1.61(T4M; [Co11L]0 -

2-10"3M: tampon phosphate pH - 7.0; I - 0.12M 

Tableau 4.3.6 Variation du taux de fixation en lònction de la temperature pour la réduction de 

la plastocyanine par 6-[Co11((R,R)-a]amp)H20]. Constantes de vitesses au site a (His87) et au 

site b. 

T/[0C] 

Taux {%) 

k / (M-Vl] 

k (a}/ IM-Vl] 

k(b)/ [M-VlJ 

10 

35 

0.341 

0.119 

0.221 

20 

40 

0.803 

0.321 

0.482 

30 

48 

1.77 

0.850 

0.920 

50 

62 

7.52 

4.66 

2.86 

Les représentat ions d e Eyring différenciées permet ten t le calcul des paramètres 

d'activation pour les deux mécanismes proposés (Figure 4.3.16 et Tableau 4.3.7). 
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Figure 4.3.J6 Représentations de Eyring différenciées pour la réduction de la plastocyanine 
par MCo1 '((R,R)-alamp)H20]. Représentation globale (a); site b (b); site a (His87) (ci. 

Tableau 4.3.7 Paramétres d'activation liés au transfert d'électron des deux sites de réduction 

de Ia plastocyanine par A-[Co"((R.R)-alamp)H20) 

site a (Hïs87) 

site b 

AH'/tkJ/mol) 

675 ± 1.1 

45.9 ± 13 

AS1 /U/moHq 

-23.7 ± 35 

-94.6 i 4.2 

Le transfert d'électron dans l'environnement hydrophobe de la plastocyanine a 

lieu selon au moins deux mécanismes différents: le premier (site a) implique 

3'unitÉ imidazole de His87 comme groupe pontant (Figure 4.3.13), le second (site b) 

est très probablement lié à un mécanisme de type sphère, externe mais les résidus 

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

d'une étude de la réactivité de plastocyanines mutantes, actuellement en cours!78!. 

Pour le site a, l'énergie d'activation AG* a pu être déterminée pour les deux 

énantiomères, a savoir 74.4 kj/niol pour l'isomère A et 72.2 kj/mol pour l'isomère A 

(Tableau 4.3.7) à 20*C. Ces valeurs permettent de calculer une stéréosélectivité 

kA/kA de 2.5 à cette température. Il est cependant intéressant qu'à cette 

température aucune stéréosélectivité n'est observée - comme l'indique le 

croisement des droites de Eyring (Figure 4.3.6) - provenant de la réaction partielle 

de l'isomère A à ce site. Ceci n'est cependant possible que si le site b montre une 

stéréosélectivité opposée, c'est-à-dire une nette préférence pour l'isomère A. Cette 

préférence peut être calculée sur Ia base des résultats obtenus à pH •= 5.5. Dans ces 

conditions, l'isomère A réagit à 80% et l'isomère A à 13% par l'intermédiaire du site 

a. Pour l'isomère A la réaction est donc de 4.6kJ/mol plus favorable au site a. 

cependant que la réaction avec l'isomère A est favorisée par 3.4 Kl/mol au site b. 

Ces résultats permettent de définir un nouveau concept de l'énantiosélection des 

sites. Nous pouvons distinguer entre deux types de stéréosélectivité: la sélection 

d'un site entre deux énantiomères et la sélection d'un énantiomére entre deux ou 

plusieurs sites. Il est intéressant de constater que dans le cas présent, ces deux 

types de sélectivités se compensent exactement à 19'C. (Figure 4.3.6). 

Les différents chemins réactionnels découverts pour la réduction de la 

pïastocyanine par [CoiI(alamp)H20] peuvent expliquer les grandes différences des 

paramètres d'activation déterminés pour les deux énantiomères de ce complexe 

(Chapitre 4.3.3). La détermination différenciée des paramètres d'activation pour 

les deux mécanismes permet cependant de retrouver pour le site a (His87) des 

valeurs se rapprochant de celles obtenues pour l'énantiomère A, alors que pour le 

site b, ces valeurs se rapprochent de celles déterminées pour la réduction par 
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fCoI'(promp)H20] (Tableau 4.3.7). Ce rapprochement indique peut-être que le site b 

correspond au site de transfert d'électron de fColI(promp)H20]. L'énergie libre de 

déprotonation de l'HisS? se retrouvant Implicitement contenue dans les 

paramétres d'activation globaux calculés, l'enthalpie d'activation du site a (His87) 

est ainsi normalement plus élevée que celle du site b. 

L'oxydation de la plastocyanine par rCo^J-DPSphen^]3- est indépendante du pH 

et montre une forte association à la plastocyanine^]. Un complexe anionlque est 

supposé réagir dans l'environnement du site hydrophobe, or la présence de ce 

complexe de cobalt ne perturbe pas l'oxydation de la plastocyanine par ]Fe(CN)e]3". 

supposé réagir également au site hydrophobe. Ce résultat avait déjà conduit à 

l'hypothèse de plusieurs sites de réactions dans la poche hydrophobe de la 

plastocyanine. 

4,4 Réduction de la plastocyanine dans les tampons imidazoles 

les complexes réducteurs utilisés dans ce travail présentent une position de 

coordination modulable, conséquence du choix d'un ligand chélatant 

pentacoorâonné. De ce fait, différents ions ou molécules présents en solution 

peuvent se coordonner a cette position. L'étude cinétique de la réduction de la 

plastocyanine par les aquacomplexes du cobalt(II) a démontré l'importance de 

cette position de coordination dans les mécanismes du transfert d'électron. 

Afin de varier la nature du ligand à la sixième position de coordination du 

complexe labile du cobalt(M), nous avons varié la nature du tampon. Dans le cas de 

l'utilisation d'un tampon phosphate, cette sixième position est occupée par une 

molécule d'eau, l'ion phosphate n'ayant que très peu d'affinité pour le cobaltOl). 

Les ligands monodentés dérivés de !'imidazole ont par contre une affinité plus 
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grande pour le centre métallique. L'utilisation de tampons imidazole, N-

méthylimidazole et N-butylimidazole permet ainsi de varier Ia nature des 

complexes réducteurs sans pour autant modifier Ie pH du milieu, le pKa de 

!'imidazole étant voisin de 7. 

La détermination des constantes de formation des espèces 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 l'influence du choix du tampon et par conséquent de la nature du ligand 

présent à Ia sixième position de coordination des complexes réducteurs sur le 

mécanisme de réduction de la plastocyanine. 

4.4.1 Mesures en fonction de la concentration du tamoon imidazole 

La préparation des solutions des complexes mixtes est dérite au chapitre 4.6. Les 

réactions de transfert d'électron se déroulant en moins de 10s dans nos conditions 

expérimentales, il est nécessaire d'utiliser la technique stopped-flow pour 

l'enregistrement des cinétiques de transfert d'électron. 

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

méthylimïdazole ou N-butylimidazole). méne à plusieurs observations importantes: 

1) En l'absence de complexe métallique réducteur, l'intensité de l'absorption de la 

plastocyanine à 597nm décroît en présence d'imidazole. Selon la concentration du 

tampon, l'absorption se stabilise à une valeur plus ou moins élevée. Cette influence 

de !'imidazole sur la stabilité du site actif de la plastocyanine est étudiée au 

chapitre 6. 
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2) La réduction de la plastocyanine par les complexes du cobalt(II) dans les 

tampons imidazoles est nettement plus rapide que dans le tampon phosphate 

(accélération d'un fateur 500 à 1000). 

3) La variation de la constante de vitesse de réduction en fonction de la 

concentration en imidazole n'est pas linéaire (Figures 4.4.1 à 4.4.6). Une saturation 

de la constante de vitesse est observée pour de grandes concentrations en 

imidazole. 

Ce comportement de saturation s'explique en considérant que l'espèce mixte est en 

équilibre avec l'aquacomplexe et beaucoup plus réactive que ce demier. 

K 

[Co1VL)H2O] +L' = ^ [Co"(L)L*l + »20 

K . [Co(UL*] m 414) 

La réduction de la plastocyanine peut ainsi s'effectuer par la présence de deux 

espèces selon le mécanisme: 

k(l) 
(Co1UUL*] +• PCu(I) + [Co'n(L)L*]+ 

PCu(ID + t* 
[Con(L)H20] — »- [Co1 "(L)H2Cr+ PCu(I) 

Dans les conditions où kte(i>»^te(2). la loi de vitesse se réduit à: 

v = -d[PCu)/dt-k(ivfPCuj[Con{L)LM (éq.4.15) 

L'utilisation du bilan matière et de l'expression (4.14) permettent d'écrire: 

[Con(L)L*] = [Co11L]0- [Co11L) 
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[Con(UL"I= [CoHL]0- <[Co"(L)L*] / K[L*]) 

K[Co"<L)L1M = K[eoI'L]0-[L*] - [CoII(L)L*] 

[Co1I(L)L*) =K[CoI'L]0[L*3 / (K[L*]+ 1) 

-d|TCu]/dt=kfi)-[PCu]K-[CoIlL]o-[L*] / (K-[L*]+ 1) 

-d[PCu]/[PCu) - (k(i)K[ConLio-[L*] / (K[L*]+ l)}dt 

par conséquent, la variation de [PCu] en fonction du temps s'exprime par : 

[PCu] ^[PCuloexpf-kobstl 

où kobs = k(i)-K-[CoI1L]0[L*lo/ (K-[L*]0+ D (éq. 4.16) 

En définissant kex1= JtObS^ICo1IL]0: 

kex = k(i)K[L*]0/(K[L*]0+l) (M^s"1] (éq.4.17) 

k{i) et K peuvent se déterminer en reportant l/keX = f(l/[L*]0)- La pente de la 

droite obtenue représente a = l/k(iyK et l'ordonnée à l'origine b - l/k(i). 

Les différentes valeurs des constantes de vitesse k(n déterminées à 25.0*C et à I « 

0.2M (NaCI) sont données dans le tableau 4.4.1. Les constantes de formation des 

complexes mixtes déterminées par l'analyse cinétique sont reportées dans le 

tableau 5.2.2 où elles sont comparées aux valeurs obtenues par des mesures 

spectropolarimétriques de l'équilibre de répartition. Les deux techniques 

indépendantes donnent des résulats concordants, confirmant l'hypothèse du 

mécanisme décrit. 
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O 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 

Figure 4.4.1 Réduction de la plastocyanine par A-[Co"((S,S)-promp)im.1 (a); À-rCo"((R.R)-

prompliml (b). [COf1L]O-IO-3M; [PCU]O-10-SM; T-25.0T; tampon imidazole pH-7.0; I-0.2M (NaCI) 
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0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 

Figure 4.4.2 Réduction de la plasiocyanine par A-(Co1 !((R1RMamo)im] (a); A-[Co11US1S)-

alamp)im) (b). ICo11LIo-IO-3M; [PCu]o-10-5M; T-2S.CTC; tampon imidazole pH-7.0; 1-0.2 (NaCLl 
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O 0.02 -0.04 0.06 O.Oe 0.1 0.12 0.14 

[meiml 

Figure 4.4.3 Réduction de la plastocyanlne par A-fCo"((S,S)-promp)meim] (a); A-[Co"( (R1R)-

promp)meiml (b). [Co11LIo - 10"3M; [PCu]o - 10'SM; T - 25.0*0 tampon N-méthylimJdazole pH 

7.0: 1-0.2M(NaCl) 

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 

îmciml 

Figure 4.4.4 Réduction de la plastocyanine par Ä-[Co,1((R,R)-a!amp)meim] (a); A-[Co"( (S-S)-

alamplmeim] (b). [Co11LIo - 10"3M; [PCuIo - 10"5M: T - 2S.0"C: tampon N-méthy !imidazole pH 

7.0:1 - 0.2 (NaCl) 
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(buimj 

Flp,ure 4.4.5 Réduction de la plastocyanine par A-[CoII((S,S)-promp)bulm] (a); A-[Co11J(R-Rt-

promplbuim] (b). [Go0LIo - 10"3M; [PCuIo - 10"5M; T-25.0*C; tampon N-butylimidazole pH - 7.0: 

t-0.2M(NaCI) 

WO r 
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Figure 4.4.6 Réduction de La plastocyanine par A-tCo^ttR.Rl-alampìbulmj (a): A-fCo"((S,S)-

alamp)buim] (b). [Co11LIo - 10"3M; [PCuIo - 10"5M; T - 2S.0X: tampon N-buryllmidazolc pH -

7.0:1 - 0.2H (NaClV 
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Tableau 4.4.1 Constantes de vitesse de deuxième ordre et stéréosélecttvités de la réduction de 

Ia plastocyanine par les différents complexes de cobalt(TI) dans les tampons imidazole. N-

méthylimidazole et N-butylimidazole. pH - 7.0; T - 25.0*C; 1 - 0.2M (NaCl) 

Complexe 

A-[Con({R,R)-alamp)lm] 

A-[Co1 '((S,S)-alamp)im] 

A-[Co1'(R1R »-prompt Im] 

A-[Co1'({S^J-prompJimJ 

A-[Con((R,R)-alamp)meiml 

A-[Co"((S,Sl-alamp)meim] 

A-[Co"<(R,R}-promp)nieîm] 

A-[Co1^ (S,S)-promp)meim] 

A-[Co,1((R,R)-aIamp)buim] 

A-[CoI1({S,$)-alamp)bulm] 

A-ICoUffR.RJ-prompÎbuim] 

A-[Co[!((S,S)-promp)buïm] 

kte(l)IM-ïs-I] | a> 

813±40 

638±25 

538±72 

707±48 

678±13 

535±12 

4 3 0 ± 6 

684±5 

942 ± 7 

783 ± 6 

513±8 

592 ± 9 

kA/kA 

1.27 ±0.12 

0.76±0.16 

1.27±0.15 

0.63 ±0.05 

1.20±0.02 

0.87 ±0.02 

a) extrapolation à concentration infinie du tampon 

4.4.2 Mesures en fonction de Ia temperature 

Les conditions expérimentales ont été choisies sur Ia base de l'étude de Ia 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'espèce mixte représente plus de 90% de la concentration totale 

en cobalt(II) sur tout Ie domaine de température étudié. Les paramètres 

d'activation calculés sont ainsi bien représentatifs du mécanisme de transfert 

d'électron impliquant l'espèce mixte. 

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

de remarquer que Ia catalyse du transfert d'électron liée à la présence de l'espèce 
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mixte correspond à une diminution notable de l'enthalpie d'activation par rapport 

aux transferts d'électron effectués dans Ie tampon phosphate. Les paramètres 

d'activation sont relativement semblables pour les aquacomplexes d'une part et 

pour les complexes imidazoles de l'autre, Ia nature du reste présent sur NÏ de 

!'imidazole ne modifiant pas, de manière significative les paramètres d'activation. 

Les paramètres d'activation montrent également que Ia stereoselective résulte 

d'un phénomène de compensation incomplète entre l'enthalpie d'activation et 

!'entropie d'activation. Les différentes représentations de Eyring sont données aux 

figures 4.4.7 à 4.4.12. 

Tableau 4.4.2 Paramètres d'activation pour la réduction de la plastocyanlne par les complexes 

mixtes de cobalt(n). [Co11Uo - 10"3M; tampons imidazoles pH - 7.0; [L*]o - 0.15M; 1 - O.SM 

(NaCl). 

Complexe 

A-ICo^CKRÏ-prompiim] 

m] 

û-fCon{{R,R)-promp)meimÎ 

A -( Co^{ (S,S )-prom p)inci m] 

A-[CoII<(R,R)-promp)buim] 

A-lG^ttS.SVprompïbuim] 

A-lCoI1<(R,R)-alamp)im] 

A-ICon((S,S)-alamp)iml 

A-ICoHCtR.RHüampJmeim) 

A-(Con((S,S)-alamp}meimI 

A-[Con((R,R)-alamp)buim) 

A-[Con((S.S)-alamp)bui m ] 

AH8MmOl-1] 

31.710.4 

31.4 ± 0.2 

35.7 ±05 

31.8 ± 0.4 

35.6 ± 03 

31.8 ±0.4 

20.1 ± 0.4 

19.8 ± 0 3 

255 ± 0.4 

26.1 ± 05 

21.8 ±0.8 

21.6 ±05 

ASHlmoi-lK"1] 

-87.8 ±1.4 

-875 ± 0.8 

-75.8 ±1.7 

-85.9 ± 13 

-73.0 ± 0.9 

-85.7 ± 1.0 

-1223 ± 1 3 

-126.0 ±0.9 

-106.0 ± 13 

-104.8 ± 1.7 

-116.9 ±2.6 

-118.9 ± 1.8 

AAG^kJmOl-1I(A-A)3) 

+0.68 

+1.14 

+034 

-055 

-0.26 

-0.45 

a ' calculé de J^ / kA à 25.0*C 
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Tableau 4.4.3 Constantes de vitesse de deuxième ordre déterminées dans Ia réduction de la 

plastocyanine par {Co^tprompllm]. tCoI!Llo - 1O-3M; [PCuJo - 10"5M; tampon Imidazole pH - 7.0: 

Dm]0 = 0.15M: I = 0.5M (NaCI). 

T / [*CJ 

10.0 

13.0 

16.0 

19.0 

22.0 

25.0 

28.0 

31.0 

34.0 

37.0 

40.0 

kA/ [M- 1 S- 1 ) 

211 ±2 

248 ±3 

280±4 

310±2 

385 ±10 

446 ±12 

525±3 

589 ±11 

66S±28 

782 ±37 

874 ±29 

T / ( K ] 

6.0 

11.0 

14.0 

17.0 

20.0 

23.0 

26.0 

29.0 

32.0 

kA/tM-V1] 
228 ±5 

267 ±2 

310 ±3 

365±12 

418 ±7 

481 ±3 

554 ±19 

635±25 

712 ±30 

3.1 3.2 3.3 3.4 

103T1 / ((C1J 

Figure 4.4.7 Représentations de Eyring pour la réduction de Ia plastocyanine par A-

[Con((S3)-prorap)imI (a) et A-tCon({R.R)-promp>lm)] (b). [Co»L]o - 10^M; [PCuJo - 10"5M; 

tampon imidazole p H - 7.0; [ImJo-0.15M: I - 0.5M (NaCl). 
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Tableau 4.4.4 Constantes de vitesse de deuxième ordre déterminées dans Ia réduction de la 

plastocyanine par [ColI(alamp)im). [Co11L]O - 1 0 - ¾ [PCU]O - 1O-5M: tampon imidazole pH - 7.0; 

[!mìo - 0.1SM; 1 - 0.5M (NaCI). 

T/rq 
10.2 

13.1 

16.0 

18.8 

21.8 

24.7 

28.0 

30.8 

33.7 

36.8 

kA y [M -1S-I] 

440±3 

494 ±2 

545±4 

602±7 

659 ±10 

727±8 

782 ±15 

848 ±17-

951 ±4 

1003±30 

T/[K] 

7.5 

10.2 

12.8 

15.8 

16.7 

21.8 

24.7 

27.8 

303 

33.5 

k A / ( M - I s - 1 I 

329 ±3 

355±4 

384 ±4 

425 ±4 

465±9 

515 ±3 

563 ±13 

627 ±12 

654±3 

729 ± 10 

2 

1.5 

1 

V 0.5 

0 -

-0.5 -

-1 • * • • 

"3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 

10*-T1 /IK"1) 

3.6 

Figure 4.4.8 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanine par à-

[Cat'((R.R)-alamp}[ml (a); A-[Co,1((S3)-alamp)im)] (b). [Co11LIo - ÎO^M; [PCuJo - 10^M;tampon 

imidazole pH - 7.0; fim&> - 0.15M; I - 0.5M (NaCI) 
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Tableau 4.4.5 Constantes de vitesse de deluderne ordre déterminées dans la réduction de la 

plastocyaninepar |Co(promp)meiml. [Co"L]o - IO'^M; [PCUJO =10~5M; tampon N-méthyllmidazole 

pH - 7.0; [meimjo - 0.15M: I - 0.5M (NaCl). 

T / [1CI 

9.2 

12.0 

15.0 

18.0 

21.0 

25.0 

30.0 

33.0 

36.0 

39.0 

42.0 

kA / (M- 1S" 1J 

157±2 

185 ±3 

209±5 

261 ±3 

301 ±8 

384 ±12 

480±6 

559 ±12 

640±10 

764 ±10 

825 ±25 

T/[K] 

9.0 

12.0 

15.0 

18.0 

21.0 

24.0 

27.0 

30.0 

33.0 

36.0 

40.0 

k A / [ M - 1 S ' 1 ] 

235±5 

292±5 

342±4 

390±12 

440±6 

506 ±12 

563±10 

674 ± 10 

796±21 

868±Î3 

1016 ±29 

2 

1.5 

1 

£ 

0 

-0.5 

-1 
3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 

103T1 / [IC1) 

Figure 4.4.9 Représentations de Eyrlng pour la réduction de la plastocyanine par A-

[Coir((S,S)-promp)melm] (a) et A-ÏCoI,((R^)-promp)melm)] (b). ICo11L]O - 1O-3M; ITCuJo - 1O-5M: 

tampon N-méthylimida20le pH = 7.0; [meim]o = 0.15M: 1 - 0.5M (NaCl). 

i • • . . i . . . . i . . . . i 
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Tableau 4.4.6 Constantes de vitesse de deuxième ordre déterminées dans la réduction de la 

plasiocyanine par fCoNtalampJmeim]. ICo11L]O - 10"3M; [PCu]o - 1O-SM; tampon N-méthyl-

Imidazolc pH - 7.0; fmeimlo - 0.15M: 1 - 0.5M (NaCl). 

T / [-CJ 

6.0 

11.0 

14.0 

17.0 

20.0 
23.0 

26.0 

. 29.0 

32.0 

36.0 

40.0 

46.0 

IcAZfM-1S'1] 

305±1Û 

339 ±4 

387±3 

4SI ±5 

509±7 

568±9 

628±12 

728 ±10 

784 ±12 

90B±7 

1060 ±20 

1231 ±21 

k A / [M-1S-J] 

. 266 ±3 

318 ± 12 
354±9 

399±H 

457 ±10 

523 ±23 

565±20 

654±12 

728±29 

842±25 

922±22 

2U 

1.5 

1 
P 

0 

-0.5 

-1 
3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 

103T1 / (KT1] 

Figure 4.4.10 Représentations de Eyrtng pour la réduction de la plasrocyanîne par a-

Kbn((R.R)-alamp)meÎm] (a) et A-[Co[[{(S,S)-alamp)meim)] (b). [Co11L]O - 10"3M; [PCuJo - 10-SM: 

tampon N-méthyllmidazole pH - 7.0; [meimlo - 0.15M; l - 0.5M (NaCl). 

. i 
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Tableau 4.4.7 Constantes de vitesse de deuxième ordre déterminées dans la réduction de Ia 

plastocyanfne par [Co"(promp)buim].[Co11L]O- 10"^M; [PCu]o-10"5M: tampon N-butylimidazole 

pH - 7.0; [buïm]o - 0.15M: I - 0.5M (NaCl). 

T/rc] 
7.0 

12.0 

17.0 

22.0 

27.0 

32.0 

37.0 

42.0 

kA/ [M-1S-1] 

190±6 

251 ±1 

331±2 

433 ±1 

573 ±3 

744±23 

932 ±25 

1150±54 

T/[KI 
5.0 

10.0 

15.0 

20.0 

25-0 

30.0 

35.0 

40.0 

45.0 

kA/ [M" 1S" 1I 

206±4 

269 ±2 

363±12 

453±3 

567±5 

730 ±17 

914 ±45 

1016 ±102 

1410 ±295 

2 

1.5 

;* 0.5 
c 

Oh 

-0.5 

-1 ' • • ! • • • • 

3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 

1O3^r1 / (IC'] 

3.6 

Figure 4.4.11 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanlne par A-

rCo"((S,S)-promp)buIml (a) et A-[Co[,C(R,R)-promp)buim)] (b). [Co"L]o - 10"3M; [PCu]o - 10"SM; 

tampon N-butylimidazole pH = 7.0; [buim]o - 0.15M; I = 0.5M (NaCi). 
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Tableau 4.4.8 Constantes de vitesse de deuxième ordre déterminées dans Ia réduction de la 

plastrxyanine par [CoNfalaroplbulin]. [Co11LJo - 10"3M; [PCu]o -l(r sM: tampon N-butylimldazole 

pH - 7.0; [buimlo - 0.15M: 1 - O.SM (NaCl). 

T/rc] 
5.0 

10.0 

15.0 

20.0 

25.0 

30.0 

35.0 

40.0 

45.0 

k A / [ M - 1 S ' 1 ] 

355 ±10 

445 ±19 

558113 

664±29 

758±17 

B83±4 

1029±9 

1162 ±17 

-

KAZrM-1S'1] 

301 ±2 

371 ±5 

452 ±9 

539 ±13 

644 ±19 

764 ±28 

Ö48113 

980 ±19 

1123 ±40 

2 

j i " 0.5 

1 

-0.5 

-1 
3.1 3.2 3.3 3.4 

itf-T1 / IK"1) 
3.5 3.6 

Figure 4.4.12 Représentations de Eyring pour la réduction de la plastocyanine par A-

rCon((R,R>-alamp)bulm] (a) et A-[Con((S,S)-alanip)buim)J (b). [Co11LIo - 10*M; fTCulo - 10"SM; 

tampon N-butyllmldazolc pH - 7.0; fbutmjo - 0.15M: 1 - 0.5M (NaCl). 
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Le cas Ie plus spectaculaire est à nouveau la réduction de la plastocyanine par A-

[Co ((S,S)-alamp)]. La présence d'imidazole diminue l'enthalpie d'activation de 

plus de 70% par rapport aux mesures effectuées dans le tampon phosphate, alors 

que l'entropie d'activation devient plus négative de 130 JmOl-1K"1. La grande 

différence d'enthalpie d'activation rencontrée dans le tampon phosphate entre les 

deux énantiomères (AAH#(A-A) = -16.1 kj-mol"1) disparaît complètement par 

l'addition d'imidazole et la stéréosélectivité reste constante sur tout le domaine de 

température étudié. Ce comportement est représenté par la figure 4.4.13 où nous 

observons la forte variation de stéréosélectivité lors de la réduction de la 

plastocyanine par [Co(aIamp)H20], avec une inversion du signe à I9*C. En relation 

avec les résultats décrits dans le paragraphe 4.3.4 nous pouvons Interpréter cette 

variation comme étant principalement due à une variation du taux de réaction de 

l'isomère A-[Co((R,R)-aIamp)H20] sur les deux sites de Ia poche hydrophobe. 

Un deuxième point intéressant se situe à l l 'C. A cette température. Ia réaction 

montre exactement Ia même stéréosélectivité pour les deux complexes. Cette 

situation est cependant le résultat de paramètres d'activation et de vitesses 

réactionnelles fort différents. 

La réaction avec [Co(I(promp)L*] est quant à elle favorisée et par une enthalpie 

d'activation plus faible et par une entropie d'activation plus positive-
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T1-Il
0C 

TO1T1 JIC1I 

Figure 4.4.13 Variation de la stéréosélectìvité en fonction de la température pour la réduction 

de la plastocyanine par [Co"(alamp)H20] (a) et [Co"(alamp)imï (bl. 

En considérant également les résultats obtenus pour la réduction de la 

pïastocyanine par les complexes du fer(II)t57l. ces phénomènes de compensation 

permettent de représenter trois courbes isocinétiques, dont les températures 

isocinétiques sont de 300 K pour les aquacomplexes et les complexes mixtes du 

cobalt(II), et de 345 K pour les complexes du fer<n) (Figure 4.4.14). 



Chapitre 4 Partie expérimentale 105 

80 r 
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x FeL a (R.R)-promp 
A (S,S)-vaImp o (R.R)-aJamp 
• (S,S)-aiamp • (S,S)-promp 
A (R,R)-vaImp 

Figure 4.4.14 Représentations Isocinétiques dans la réduction de la plastocyanine par 

différents complexes de fer(Il)t57l et de cobalt(H). 

Il a été suggéré q u ' u n e relation isocinétique ob tenue pour des réact ions de 

transfert d 'électron impliquant des systèmes chimiques similaires peut être la 
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conséquence d'une coordonnée de réaction identiqucP^J. En considérant 

l'ensemble des observations faites pour la réduction de la plasiocyanine, cette 

hypothèse ne peut pas être retenue pour le cas de la réduction par les 

aquacomplexes de cobaltOI) où nous avons mis en évidence l'existence d'au moins 

deux mécanismes réactionnels (Chapitre 4.3.4). 

On pourrait interpréter l'effet catalytique de la présence de l'imidazole par un 

changement du potentiel d'oxydoréduction du complexe de cobalt. Ces potentiels 

varient selon la série suivante pour les complexes de [Co(promp)X1 [61I; 

X = py (-0.07 V) > H2O (-0.14 V) > im (-0.17 V) ~ meim (-0.17 V) 

et selon la série suivante pour les complexes de [Co(alamp)X] P>1] : 

X- py (-0.19 V) > H2O (-0.20 V) > Lm (-0.26 V) > meim (-0.28 V) 

Par rapport aux aquacomplexes. ces différences de potentiels correspondent à des 

différences de AAG* de 2,9 KJ/niol pour les complexes imidazoles de promp et de 5.8 

kj/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 différences de AG* devraient 

produire dans le cas le plus favorable (X - AG*) une accélération maximale du 

transfert 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 

sont d'une part de deux ordres de grandeurs plus élevées et d'autre part du même 

ordre de grandeur pour les complexes de promp et d'alamp. Ces résultats suggèrent 

une participation spécifique des imidazoles au transfert d'électron. 

Une autre mécansime possible est la substitution de l'histidine 87 par ïe groupe 

imidazole du complexe mixte. Celle-ci semble également peu probable pour les 

raisons suivantes: 
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- La substitution de l'histidine par !'imidazole libre est beaucoup plus lente que le 

transfert d'électron (l'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 une déprotonation préalable de cette dernière 

(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. 

Maigre ce fait, aucune différence significative n'est observée dans l'activité 

catalytique entre I'îmidazole et les dérivés N-substitués. 

- L'abaissement de Tenthalpie d'activation qui est particulièrement importante 

dans le cas de (Co(alamp)im] est peu compatible avec une rupture de la liaison Cu-

His87. 

L'hypothèse Ia plus probable du mécanisme de transfert d'électron catalysé par 

!'imidazole est un transfert électronique réalisé par intercalation des deux unités 

imidazoles de l'histidine 87 et des complexes mixtes [Co(L)L*], représenté 

schématiqueraent par Ia figure 4.4.15. 

Des mécanismes de transfert d'électron par intercalalations de cycles aromatiques 

ont déjà été proposés pour des systèmes Ru1VCo111 et Co11VFe11 contenant des 

dérivés de Ia pyrazine comme Iigandst73'74!. 
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Figure 4.4.15 Représentation schématique de l'état de transition proposé pour le transfert 

d'électron entre la plastocyanine et les complexes mixtes du cobalt(ll). 

L'hypotèse d'une même coordonnée de réaction pour des systèmes se situant sur 

une même droite isocinétique implique que Ka stereoselective té liée à Ia différence 

des constantes de vitesse et/ou la reconnaissance moléculaire caractérisée par la 

différence des paramètres d'activation, provienne des interactions 

diastéréoisoméres entre la protéine et les deux centres énantiomères du réactif. 

Ces interactions diastéréoisoméres peuvent également être à la base d'une 

différence de recouvrement orbitalaire des deux centres d'oxydoréduction à l'état 

de transition. Une différence dans l'approche des réactifs devrait se manifester 

par des volumes d'activation distincts. 

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

fonction de la pression ont été effectuées en collaboration avec l'Université de 
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Lausanne, avec les systèmes PCu(II) / (Co(promp)im] et PCu(II) / [Co(promp)buim] 

(Voir également [80]). 

4.4.3 Mesures en fonction de la pression 

Le spectrophotometre stopped-flow H.P. utilisé pour les mesures cinétique du 

transfert 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 

thèse de P. Bugnont80]. 

Les réactions suivies sur un temps relativement long (t > 10s) ne sont pas 

appropriées pour la technique de l'écoulement bloqué sous haute pression, qui 

présente des risques Importants de diffusion des réactifs. Compte tenu de cette 

contrainte, ainsi que de l'extrême sensibilité de l'aquacomplexe [Co<alamp)H20J à 

l'oxygène, des mesures préliminaires effectuées dans le tampon phosphate n'ont 

pas donné de résultats interprétables. 

Les résultats des mesures sous pression effectuées pour Ia réduction de la 

plastocyanine par [CcJ^(promp)imJ et [Con(promp)buim] peuvent cependant être 

présentés dans ce travail. 

La réduction de la plastocyanine sous pression a été étudiée à 25.0'C et également à 

5.0*C pour la réduction par [Co^pronipjbuim], à 6 ou 7 pressions différentes 

variant entre 2.5 et 200 MPa. Les constantes de vitesse calculées représentent la 

moyenne de 4 à S injections par pression. Les constantes de vitesse sont 

déterminées par un fitting exponentiel de la trace expérimentale comme pour les 

mesures effectuées à pression ambiante (Tableaux 4.4.9 et 4.4.10). 
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Tableau 4.4.9 Constantes de vitesse de deuxième ordre en fonction de Ia pression déterminées 

pour la réduction de la plastocyanine par [00"(PrOmP)InI]1(Co11LIo = 10"3M; [im]o - 0.1M: I -

0.2M (NaCl) pH - 7.0 (tampon imidazole); T - 25.0*C. 

P /[MPa] 

2.5 

50 

75 

100 

125 

150 

200 

*A 

420.1 ± 163 

557.3 ±19.4 

-
8743 ±385 

927.6 ±103 

13523 ±89.7 

16843 ±1787 

ÎCA 

467.7 ±32.6 

601.9 ±1.7 
773.2 ±0.6 

9553 ±63.4 

11813 

16123*1483 

ZUbS) ±251.6 

Tableau 4.4.10 Constantes de vitesse de deuxième ordre en fonction de la pression 

déterminées pour la réduction de la plastocyanine par [Co"(promp)bu!mJ à T * 25.0X et 5.0*C. 

Co11LIo - IfT3M; (buimlo - 0.1M: I - 0.2M (NaCi); pH - 7.0 (tampon imidazole) 

P /[MPaI 

? 

2.5 

50 

100 

150 

200 

kA 
T - 2 9 8 K 

5293 ± 0.7 

-
6753 ± 3.4 
884 ± 153 

1182J ± 133 

16573 ± 64.7 

T - 2 7 8 K 

186.0 ± 1.3 

-
2433 ± 10.7 

310.7 ± 6.6 

4333 ± 4.0 

644.7 ± 293 

kA 
T - 298K 

5%-7 ± 2.0 

826.7± 39.9 

1068.0 ±2.7 

1530.0 ±567 

20153±20.0 

T -278K 

230.0 ±13 
2913 ±4.7 

4093 ±20.0 

584.7 ±23.9 

856.7 ±16.6 
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Figure 4.4.16 Variation de RTInflc/ko) en fonctìoo de Ia pression pour la réduction de la 

plastocyanlne par A-[Co"((S3)-promp)lm] (a) et 4-tCoir((R,R)-promp)im] (b) à T - 2S.0*C. 

4 ,_ 

100 150 

P / (MPaI 

250 

Figure 4,4.17 Variation de RTIn(k/ko) en fonction de Ia pression pour Ia réduction de la 

plastocyanïne par A-[Co"((S,S)-promp)buiml (a) et A-[Co1 r((R,R)-promp)buïm] (b) à T - 25.0'C. 
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100 150 
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Figure 4.4.18 Variation de RTin(k/ko) en fonction de la pression pour Ia réduction de Ia 

plastocyanïne par A-[Co11I (S5)-promp)buini] (a) et 4-[Con((R.R)-promp)buM (b) à T - 5*C. 

La pente des représentat ions RTln(k/ko) - f(P) pennet de déterminer les volumes 

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

Tableau 4.4.11 Volumes d'activation déterminés pour la réduction de la plastocyanïne par les 

complexes mixtes (Co^fprompJlml et [Co^fprompjbulm] 

Complexe T/(0C) AV* (À) / |cm3mol-l) AV* (A)/ [arfmol-1] 

fCo^tprompJiml 

tCoa(promp)bulm] 

(Con(promp)buim] 

25.0 

25.0 

5.0 

-17.8 ±1.3 

-14.2 ± 05 

-14.3 ± 0.8 

-21.0 ±1.0 

-15.2 ± 0.4 

-15.5 ± 0.7 
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Pour des réactions de substitution, la rupture de liaison lors de Ia formation de 

l'état de transition conduit à un volume d'activarion positif, le volume du complexe 

activé étant généralement plus grand que celui des réactifs. Si au contraire, une 

liaison supplémentaire est formée à l'état de transition, on s'attend à un volume 

d'activation négatif car Ie volume du complexe activé est alors plus petit que Ie 

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 associatif-

Lés volumes d'activation découlant de processus d'oxydoréduction sont moins 

évidents à in t e rp re te r^ . Les mesures concernant une variété de complexes de 

cobalt(III) du type [Co(NH3)5X]2+ ou [Co(NH3)X2I
+ réduits par l'aqua-ion du fer(II) 

ont été envisagées dans le but de distinguer les mécanismes de type sphère exerne 

et ceux de type sphère interne. Les volumes d'activation mesurés pour ces 

réductions sont tous positifs {+2 à +11 cm^mol*1) et ont été attribués à des 

mécanismes de type sphère interne, puisque l'expulsion d'une molécule d'eau de la 

sphère d'hydratation du fer{II), nécessaire à la formation du pont Co-X-Fe 

provoque une expansion de volume. Par contre, pour les mécanismes de type 

sphère externe, l'accroissement de l'électrostriction du solvant provoqué en 

amenant les deux cations proches l'un de l'autre à l'état de transition doit donner 

des volumes d'activation uniquement négatifs^82!. Le volume d'activation 

expérimental AV# est déterminé par Ia contribution du volume molaire partiel de 

la formation du complexe précurseur (AV#préc) et de AV* K , le volume d'activation 

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

AV* -= AV#préc + AV* te <&}• 4.18) 
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Les contributions de Stranks, Swaddle et Wherlandf83"85] à la théorie de Marcus-

Hushl^] peuvent être parfois utilisées pour calculer le volume d'activation des 

.réactions de transfert d'électron : 

AV#tc-AV#iR + AV#SR + AV*cOUL + AV#DH + *-ûV (éq. 4.19) 

AV^JR représente la contribution du réarrangement des espèces réactives, AV*SR 

Ie réarrangement des molécules de solvant aux alentours. AV ĈOUL la contribution 

coulomblenne requise pour amener les espèces réactives proches l'une de l'autre, 

AVffoH l'effet Debye-Hückel ou tout autre effet electrolyte, XAV la contribution 

due au changement de configuration électronique à l'état de transition 

(réorganisation de Franck-Condon). 

Il n'est pas possible à l'heure actuelle de calculer chacune de ces contributions 

afin d'interpréter de manière rigoureuse les volumes d'activation déterminés. 

Nous pouvons cependant observer que les volumes d'activation sont négatifs, ce 

qui va dans le sens d'un mécanisme de type sphère externe. Les volumes 

d'activation obtenus pour TCo'^prompJim] sont sensiblement plus négatifs que 

ceux déterminés pour [Co"(promp)buim] rendant sans doute compte d'une 

meilleure approche pour le complexe dont le substituant sur Mf de l'imidazole est 

le plus petit. Ces variations sont cependant faibles et il est encore plus diffìcile de 

discuter les différences des volumes d'activation observés entre deux 

enantiomères. Il semble cependant que les énantiomères A possèdent des volumes 

d'activation moins négatifs que les énantiomères A. Les différences d'enthalpies 

d'activation entre énantiomères sont également très faibles et dégager une 

relation entre l'enthalpie d'activation et le volume d'activation est périlleuse. Des 

volumes d'activation plus négatifs rendant compte d'une meilleure approche des 

réactifs permettent peut-être un meilleur couplage orbitalaire des deux centres 

redox, ce qui abaisserait l'enthalpie d'activation. Cette hypothèse correspond aux 
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observations expérimentales : I'enthalpie d'actìvation est plus faible pour le 

complexe [Co"(promp)îm] que pour le complexe [Co^tprompjbuim] et les 

énantiomères A possèdent une enthalpie d'actìvation légèrement plus importante 

que les énantiomères A. 

4.S DÊscusgjon 

Il devient de plus en plus clair que l'utilisation de composés optiquement actifs 

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

Dans ce travail, nous avons mis en évidence l'influence de l'ion métallique des 

complexes réducteurs sur les sites et les mécanismes du transfert d'électron. 

Les complexes réducteurs optiquement actifs ont permis l'utilisation du dichroïsme 

circulaire dans l'identification des sites de transfert d'électron. Cette technique a 

mis en évidence l'existence d'au moins deux sites réactionnels dans Ia poche 

hydrophobe de Ia plastocyanine. La réactivité de ces deux sites dépend non 

seulement de la nature du ligand porté par le complexe du cobalt(II), mais 

également de la chiralité du réactif. Ce résultat est Important car il pourrait 

expliquer le comportement encore obscure de certaines biomolécules vis-à-vis de 

réactifs optiquement actifs. 

La diversité des chemins réactionnels permet également d'expliquer les grandes 

différences d'énergies d'actìvation rencontrées entre les complexes et leurs 

énantiomères, en complément à l'hypothèse d'une distance d'approche modulée 

par des interactions stéréochimiques au même site réactionnel. 

Ce travail montre également l'importance du milieu réactionnel. La coordination 

d'une molécule d'imidazole à nos complexes réducteurs accélère le transfert 
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d'électron d'un facteur 500 à 1000, qui ne s'explique pas uniquement par la faible 

variation du potentiel rédox qu'entraîne la substitution d'une molécule d'eau par 

!'imidazole (Tableau 2.5.1). Cette catalyse ne peut s'expliquer que si l'on suppose un 

mécanisme de transfert d'électron particulier lié à la présence de l'espèce mixte. 

Trois mécanismes de transfert d'électron peuvent être proposés pour rendre 

compte de nos observations. Au premier mécanisme correspond un transfert 

électronique par le biais du pont imidazole fourni par His87. Le second mécanisme 

est vraisemblablement lié à un transfert d'électron sphère externe, mais le site 

rêactionnel reste à découvrir. Le troisième mécanisme se rencontre avec les 

complexes imidazoles et se situe également dans l'environnement de His87. 

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

actuellement en cours d'étudef7^, permettra de compléter ces résultats. 

4.6 Modes opératoires 

4.6.1 Préparation des solutions d'aauacomolexes et de complexes 

mixtes de cobaltflU 

Les solutions de complexes de cobalt(U) sont très sensibles à Ia présence d'oxygène 

pour deux raisons: 

1) Lente oxydation des complexes de cobaltdl) en cobalt(III), 

2) Fixation de l'oxygène moléculaire par le complexe [Co(alamp)] t6Sl 

Toutes les solutions des complexes de cobalt(II) sont ainsi conservées et 

manipulées sous atmosphère inerte, dans un sac à gants maintenu sous azote. 
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al Préparation des solutions d'aauacomplexes de cobaltfni. 

Un volume précis d'une solution aqueuse de sulfate de cobalt(II) étalonnée par 

complexométrie est ajouté à 1.2 éq de ligand alamp ou promp. Le pH est afusté à 7 

par NaOH dilué, puis en complétant le volume de Ia solution de complexe par un 

tampon phosphate pH = 7.0 dont la concentration permet également de fixer la 

force ionique. La concentration précise en complexe est encore déterminée par 

spec tropolarimetrie. Les solutions préparées pour les mesures cinétiques de 

transfert d'électron ont une concentration de l'ordre de 10* ̂ M. 

20 

15 

Ì 

5 

n 
350 400 450 500 550 600 650 700 750 

W[nmJ 

Figure 4,6.1 Spectres d'absorption de fCo"(alamp)H20] (a) et [(^"(prorapJHiO] (b). pH - 7.0 

(tampon phosphate 0.1M) 
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Figure 4.6.2 Spectres CD de A-tCoï'US^-prompW^] (a) et de A-[Co11UR-RHUaIiIp)H2O] (b) pH 

- 7.0 ( tampon phosphate 0.1 M) 

b) Préparation des solutions de complexes mixtes de cabaliti» 

Un volume précis d'une solution aqueuse de sulfate de cobalt(II) étalonnée par 

complexométrie est ajouté à 1.2 éq. de ligand alamp ou promp. Le pH est ajusté le 

plus précisément possible à pH « 7.0 par NaOH dilué. On additionne ensuite un 

volume précis d'une solution de tampon imidazole, N-méthylimidazole ou N-

buty!imidazole pH - 7.0 dont la concentration en espèce non protonée est 

déterminée préalablement par titration acïdimétrique. La force ionique est 

finalement ajustée par NaCl(aq) et le volume complété par de l'eau bidisrillée. Les 

solutions de complexes mixtes ont également des concentrations voisines de 10"3M, 
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4.6.2 Préparation dos solutions de plastocyanine 

L'isolement de Ia plastocyanine des feuilles d'épinard et sa purification sont 

décrits au chapitre 3. L'échantillon concentré est dilué dans un tampon phosphate 

pH-7.0. 

Pour les raisons décrites au chapitre 6, la solution de plastocyanine ne doit pas être 

diluée dans un tampon imidazole. La solution de plastocyanine est débarrassée de 

l'oxygène dissous par un rapide dégazage sous vide. L'échantillon est ensuite 

conservé sous atmosphère inerte dans un sac à gants. 

La concentration en protéine est déterminée par l'absorption à S97nm avec £ -

4900M-1Cm"1. Dans les mesures de transfert d'électron, Ia concentration de la 

solution de mesure est de l'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 plastocyanine^. 

Nous avons choisi une gamme de températures comprise entre S et 4S*C. 

La qualité de l'échantillon de plastocyanine pendant la Journée de mesure est 

également vérifié régulièrement 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 bidistUJée et 

dégazée sous vide. 
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Les tampons phosphates sont préparés par pesée de Na2HPÛ4 et NaH2FC>4. Les 

tampons imidazole, N-métny !imidazole et N-buty !imidazole sont préparés par 

mélange de volumes égaux de solutions équimolaires en imidazole, l'une non 

protonéc et l'autre protonée par léq. de HCl(aq). La concentration en imidazole non 

protone est déterminée précisément par titration acidimétrique par HCI(aq) de titre 

connu. 

4.6.4 Mesures cinétiques 

Des volumes égaux de solutions de complexe réducteur et de plastocyanine 

préalablement thermostatisés sont Introduits dans la cellule de mesure. La 

variation de Ia concentration en plastocyanine oxydée est suivie en fonction du 

temps par la décroissance de l'absorption à 597nm. 
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Figure 4.6.3 Trace cinétique expérimentale. 
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5. Détermination spectropolarimétriaue des constantes de 

formation des complexes mixtes de cobaltfll) 

5.1 Généra l i tés 

La présence (!'imidazole ou de l'un de ses dérivés N-méthylimidazole ou N-

butylimidazole (L*), dans une solution d'aquacomplexe de cobalt(II) [Co11L(H2O)] 

(L = promp ou alamp), conduit à la formation de l'espèce mixte (Co11L(L*)] selon 

l'équilibre: 

[Co11L(H2O)] + L* < ^ [Co11L(L*)] + H2O 

K [CoM*) ]_ 
[Co1I(H2O)][L*] 

A pH = 7.0, la formation du complexe de cobalt(II) avec les ligands promp ou alamp 

peut être considérée comme quantitativePTI. A ce pH et en présence de L*. le 

cobalt(H) se réparti donc sous forme d'aquacomplexe et de complexe mixte. 

[Co11LJ0-[Co11L(H2O)] + [Co''L( L* )] 

En partant de l'hypothèse que [L*] - [L*]0, 

K [CU-B (éqiSt2, 
UCo11L]0 - [Co1I(L*)]) ÎL*]o 

La détermination expérimentale de [Co11L(L*)] permet alors de calculer K. 

Les spectres CD de l'aquacomplexe et du complexe mixte étant relativement 

différents, l'évaluation de K peut se faire aisément par spectropolarimétrie. 

A la longueur d'onde choisie pour l'analyse (X-490nm), il faut tenir compte d'une 

absorption de l'aquacomplexe et du complexe mixte (Figure 5.2.1). 
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m ' tot - 01'(Co11L(H2O)J + 111'[Co11L(L*)) - (At[Co11L(H2O)] + AE[Co=L(L*)]-1-33000-

-AC(CoIL(H 2 O)H[CO 1 V ICo11L(L*)]) +Ae'(C0nUL*nïC0nL(L*)l « 

- A Ae'-(Co* 1L(L*)] + Ac'[Coni(H20)HColÏLl|0 

par conséquent: 

(m'tot - m'(CoUH20)]o) /AE^[Co11L(L*)] (éq. 5.3) 

et en substituant dans l'expression de l'équilibre: 

i K . [ a , ' i l l - K . t m ' t o t - m ' ' C i ; ' ' w ^ ) ) . [ L - l o - ( m ' t ° ' " m ^ " U H ^ ) 

AAs AAe 

A m * [ C o 1 I ] 0 - M e ' lL*lo K-[Co11L]0AAs' 
(éq. 5.4) 

La représentation 1/Am* en fonction de 1/[L']0permet d'évaluer K par le rapport 

de l'ordonnée à l'origine et de la pente de Ia droite obtenue (Figures 5.2.2 et 5.2.3). 

Les paramétres thermodynamiques de formation des complexes mixtes sont 

obtenus par la détermination de K à différentes températures. 

AG - AH - TAS - -RTInK (éq. 5.5) 

Par la représentation graphique RInK= ffT*1) on obtient AH par Ia pente et AS par 

l'ordonnée à l'origine (Figures 5.2.4 et 5.2.5). 
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5.2 R é s u l t a t s 

Tableau 5.2.1 Constantes de formation des complexes mixtes K / fl-mo!" *]. Tampons L* pH -= 

7.0:1 = 0.5M (NaC]). 

T/m 
|Co(promp)iml 

ICo(promp)nieim] 

(Co(promp)buim] 

(Co{aîamp)tm] 

[Co(alamp)meiml 

[Co(alamp)buim) 

15 

159 ±10 

225±20 

359±8 

130 ±8 

175 ±10 

232 ±10 

20 

145 ±5 

200±6 

320 ±4 

I09±8 

158±7 

202 ±10 

25 

130±7 

179±4 

283 ±4 

92±5 

139 ±4 

180±8 

30 

116±6 

160±4 

257±4 

86 ±6 

133±4 

160 ±12 

35 

109 ±10 

145±6 

230±7 

80±6 

120 ±6 

146 ±10 

40 

96±9 

136 ±10 

212 ±7 

74 ±6 

110 ±6 

135 ±10 

Tableau 5.2.2 Constantes de formation des complexes mixtes obtenues par évaluation 

cinétique3' et par spectropolarimétrie*1'. Détermination des paramètres thermodynamiques de 

formation AH et iS. Tampons L* pH - 7.0:1 = 0.5M (NaCl). 

L* = im 

K25°C 

AH [kJ/mo]lb 

AS [J/molK]b 

L* = meim 

K25°C 

AH M/mol Jb 

AS[J/moIK]b 

L* = buiro 

AH [kI/mol]b 

AS[J/molKJb 

L=promp 

92±15 a /130±7b 

-14.9 ± 0 5 

-9.8 ±1.8 

157±14a/179±4b 

-15.4 ± 0.6 

-8.6 ±1.7 

241±15a/283±4b 

-16.0 ± 03 

-65 ± 1.0 

L = alamp 

86±15 a /92±10b 

-165 ± 1.7 

-16.9 ± 5.6 

125±22a/139±10b 

-13.6 ± 0.6 

-4.6 ± 2.1 

127±10a/180±17b 

-163 ± 0.6 

- I U ±2-0 
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Figure 5.2.1 Variation du spectre CD de l'aquacomplexe [Con{promp)H20] en présence 

d'lmidazole; (a) 100U d'aquacomplexe; (b) -100% de complexe mixte. 
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Figure 5.2.2 Représentation 1/Am' en fonction de 1/[L*] pour la détermination de la constante 

de formation de [Co^prompjmelml; T - 1S*C (a); 2OT (b); 2SX (c); 30'C (d); 35*C (e); 40*C (0 

0.Ir-
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Figure 5.2.3 Représentation 1/Am* en fonction de 1/[L*] pour la détermination de la constante 

de formation de [Co"(aIamp)meim] ; T - 15*C (a): 20*C (b); 2S*C (c); 30'C (d); 35'C (e); 40*C (D 
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Figure S.2.4 Représentation RInK en fonction de 1/T pour les complexes mixtes; (a) 

(Cofl prompt Im)]; (b) tCon(promp)meJm]; (c) [Co"(promp)buimi. 
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Figure 5.2.5 Représentation R-InK en fonction de T"1 pour les complexes mixtes (a) 

ICo"(alamp)lml; <b) ICo'kalampJmeini}]; (cl [Con(alamp)bmml-

i . . , . i . . , . i i 

• • • i • i • i 
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Pour tous les complexes mixtes formés, les valeurs des constantes de formation sont 

dans le même ordre de grandeur et leur variation en fonction de la température 

est comparable. La formation du complexe mixte est très légèrement 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 Ia réduction de la plastocyanine dans les tampons imidazoles 

(Chapitre 4.4) est effectivement négligeable. 

5.3 Modes opératoires 

Les mesures spectropolarimétriques sont effectuées à l'aide de solutions de 

cobait{II) et de tampon L* étalonnées. 

Une solution standard 37.5mM en cobalt(II) est préparée par pesée de CoSO4-7H20 

p.a. et un tampon L* IM 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 ensuite déterminée précisément par titration acidimétrique d'une 

prise de la solution tampon. 

Les solutions d'aquacomplexes [Co"(promp)H20] ou [Co'^alamp^O] sont 

préparées dans des ballons jaugés de 25ml en introduisant 5ml de la solution 

standard de cobalt(II) et l.2éq de ligand promp-2HCl ou alamp. Le ballon jaugé est 

complété par H2O bidistillée en ajustant le pH à 7.0 précisément 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 10ml en 

introduisant 2ml de la solution d'aquacomplexe et des volumes variables de tampon 

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

force Ionique à 0.5M pour chaque solution de mesure. 

Toutes les solutions sont purgées à l'azote et maintenues sous atmosphère inerte. 

La solution de mesure est introduite dans une cuve spectxopolarimétrique de Sem 

et thermostatisée pendant 10min. Le spectre CD est enregistré de 350 à 700nm. 

L'analyse spectrale est effectuée à x - 490nm, qui correspond au maximum 

d'absorption de l'aquacomplexe {Figure 5.2.1). 
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6. Stabilité du site actif de la plastocvanine 

6.1 Séquestration du cuivre par !'imidazole 

6.1.1 GénéralLtés 

La plastocyanïne possède un atome de cuivre coordonné par deux histidines, une 

methionine et une cysteine, dans un site tétraédrique déformé. Plusieurs métaux 

peuvent s'insérer dans un tel site, mais seul le cuivre permet d'obtenir une 

protéine dont le potentiel rédox répond aux exigences physiologiques. Le 

mécanisme intracellulaire par lequel le cuivre est sélectivement incorporé dans le 

polypeptide n'est pas bien connu. L'insertion du métal peut intervenir après Ia 

biosynthèse de la chaîne polypeptidique, comme il semble que ce soit le cas pour 

d'autres métalloprotéinest86!. Bien que plusieurs facteurs ont leur importance 

(phénomènes de transport, abondance relative des ions métalliques dans le milieu. 

potentiels rédox), l 'insertion sélective d'un ion particulier dans une 

tnétalloprotéine s'explique finalement par des facteurs cinétiques ou 

thermodynamiques!87^. 

Des mesures d'incorporation d'ions métalliques dans les protéines de cuivre bleues 

ont été effectuées pour l'apoazurine et l'apostellacyanine. Dans le cas de 

l'apoazurine, le culvre(II) est retenu beaucoup plus rapidement que Ie cobalt(II), 

le nickel(ll) ou le manganèse(II)I?fij. Une coordination pseudotétraédrique 

impliquant un donneur thioéther est cependant rare pour le cuivre(II) et il 

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

Les études cinétiques d'incorporation du cuivre dans l'apoazurine à différents 

pH[89al ont montré que la constante de vitesse observée dépend de manière 

hyperbolique avec la concentration en cuivre(H). La formation définitive du site 
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actif ne résulte donc pas d'ime réaction bimoléculaire simple. Un changement de 

conformation de la protéine, responsable de la formation définitive du site, est 

supposé devenir l'étape cinétique limitante pour de grandes concentrations en 

cuivre. 

Les mesures d'insertion du cuivre dans l'apostellacyanineP0! correspondent 

également à ce modèle en deux étapes dont l'une est indépendante de la 

concentration en cuivre. Pour cene protéine, le changement de conformation est 

l'étape cinétique limitante, même pour des concentrations en cuivre inférieures à 

un équivalent Ce changement de conformation est environ 500 fois plus lent pour 

la stellacyanine que pour l'azurine. 

Le mécanisme suivant a donc été postulé en supposant que seule l'holoprotéine 

contient le chromophore responsable de la couleur bleue: 

kj/k_v kî/k-2 

A + Cu ••« » A — C u M » A — C u 

I I U 
apoprotéine intermédiaire holoprotéine 

Si la première étape est un équilibre rapidement atteint, une cinétique de premier 

ordre détermine une constante de vitesse kobs qui dépend de manière 

hyperbolique de la concentration en cuivre selon l'équation : 

o u K j - k j / k - i 

D'autres mesures cinétiques d'incorporation du cuivre dans l'apoazurine ont été 

effectuées en présence d'imidazole. Selon les conditions expérimentales (pH, 

température, concentration en imidazole), les cinétiques enregistrées à 626nm 
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(longueur d'onde correspondant au maximum d'absorption pour l'azurine native) 

présentent une allure biphasiqueß*9c]. La formation d'un (ou plusieurs) 

intermédiaire qui absorbe également à 62t>nm a été envisagée. L'enregistrement 

du spectre visible au cours de la réaction démontre que l'environnement du cuivre 

de l'intermédiaire et de l'holoprotéine est très ressemblant, ce qui permet de 

supposer que celui-ci contient déjà certains lîgands du site actif et en particulier 

le soufre cystéinique. 

L'analyse des cinétiques enregistrées à 626nm a permis d'ébaucher un mécanisme 

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

HN T HN 
X ^ N CUL3 \ = N V 

apo-azurine intermédiaire 1 

I-2L 

HN 7 \ HN' 
W , , S - . .L \ ^ N , ,L 

Cu •* Cu 
' S ' "S 

\ / x / \ ^ x / 

azurine intermédiaire II 

Figure 6.1.1 Mécanisme proposé pour l'incorporation du cuivre dans l'apoazurinet8*} 

L - imidazole. 
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La présence du tampon imidazole dans nos mesures cinétiques de transfert 

d'électron peut donc dénaturer Ie site actif de la plastocyanine par compétition 

pour le cuivre(Il). Un test effectué avec un échantillon de plastocyanine a montré 

en effet que !a présence d'imidazole provoque une décoloration de la solution 

contenant la métalloprotéine. L'ajout de KjFe(CN)^ ne restituant pas la couleur 

bleue de la protéine oxydée - contrairement à l'apport de cuivre(II) - démontre 

que cette décoloration n'est pas due à une réduction, mais bel et bien à un 

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

Afin de connaître plus précisément l'action de l'imidazole au niveau du site actif, 

nous avons effectué une étude cinétique de la séquestration à pH - 7.0 et en 

fonction de la concentration en imidazole libre. 

6.1.2 Analyse cinétique 

6.1.2.1 Préparation des solutions de mesures 

Nous utilisons un tampon imidazole pH = 7.0 dont ta concentration en imidazole 

non protone est connue précisément par titration acidiraétrique. Sa préparation 

est décrite au chapitre 4.6. La force ionique des solutions de tampon imidazole est 

fixée à 0.3M par NaCl(aq). L'échantillon de plastocyanine est dialyse fraîchement 

contre H2O bidistillée et dilué dans NaCl 0.3M. Les mesures cinétiques sont 

effectuées au spectrophotomètre UVIKON 930 dans des cuvettes tandem de 1cm 

thermostatisées à 25*C. Les cuvettes tandem permettent de déterminer précisément 

la valeur de l'absorption initiale, avant mélange des réactifs. L'absorption mesurée 

est corrigée en tenant compte de l'absorption propre des cuvettes et du solvant. 
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•6.1.2.2 Résul tats 

Quelques unes des mesures cinétiques de séquestration enregistrées à 597nm sont 

représentées par les figures 6.1.2 et 6.1.3. 

100 

80 

60 
BJ 

40 

20 

0 
0 10 20 30 40 50 60 70 

t / {mini 

Figure 6.1.2 Cinétiques de séquestration du cuivre de la plastocyanine par !'Imidazole. 

[TCu]O - SlO-5M; pH - 7.0 (tampon Imidazole); 1 - 0.3M (NaCl); T - 25'C. (a) [im]o - 0.06M; (b) 

[im]o - 0.08M: (c) [ImJo - 0.10M; (d) [im]o - 0.12M; (e) [im]o - 0.14M; (f) [im]o - 0.25M. 
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O I i ' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 L _ l l _ l 

O 50 100 150 200 

t /(mini 

figure 6.1.3 Cinétiques de séquestration du cuivre de la plastocyanine par !'imidazole. 

[PCuIo - 9.4-10-SM; pH - 7.0 (tampon imidazole); 1 - 0.3M (NaCI); T - 25*C. (a) [im]o - 0.02M; (b) 

fimjo - 0.08M; (c) (im]o - 0.12M; (d) [im]o - 0.16M; (e) [im]o - 0.20M; (f) [im)o - 0.2SM. 

L'allure biphasique de la cinétique de séquestration peut s'expliquer par la 

formation d'intermédiaire(s) qui absorbe à 597nm. L'analyse de la variation du 

spectre visible pendant la réaction de séquestration indique effectivement que le 

spectre de l'intermédiaire et celui de la protéine native sont très semblables 

{Figure 6.1.4t. L'environnement du cuivre est donc très similaire pour 

l'intermédiaire(s) formé(s) durant la réaction et contient très certainement le 

soufre de Cys84. La séquestration du cuivre de la plastocyanine rejoint ainsi les 

observations effectuées pour les mesures d'incorporation du cuivre dans 

l'apoazurineï8*). 
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Figure 6.1.4 Variation du spectre visible de la plastocyanlne en presence d'imidazole. 

[PCuIo -4-10-5M; [lm]o - 0.1M; pH - 7.0; I - 0.3M (NaCl); T - 25.0*C. 

La séquestration du cuivre n'est pas quantitative pour toutes les concentration en 

tampon imidazole. La valeur de l'absorption finale (considérée après 30h de 

réaction) dépend de la concentration en imidazole libre du tampon (Tableaux 6.1.2 

et 6.1.3). 

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

!'imidazole en deux étapes peut ainsi être proposé. 

• • • • I i i I I I • • • • I r i • I I • • • • 1 i i i i I • . > • ' ' ' ' ' * 
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k l 
[PCu] + n to •< * CPCu(Un)0] Ki - k i / k . i 

k-1 

*2 
(PCu(Im)n] + <4-n)Im < ^- [apoPCu] + [Cu(im)4]2+ K2 = k 2 / lC2 

La constante du premier équilibre Ki ainsi que la valeur de n peuvent se calculer 

en connaissant les valeurs finales d'absorption liées à la première réaction E^i). 

Ces valeurs sont estimées par extrapolation à t = 0 de la seconde réaction, en 

prolongeant la tangente de Ia trace cinétique après -5 demi-vies de la première 

réaction. Ces estimations sont donnés dans le tableau 6.1.1 où une incertitude de ± 

10% doit être considérée. 

Tableau 6.1.1 Estimation de % E™, U) 

[Mo 

0.02 

0.04 

0.06 

0.08 

0.10 

0.12 

0.14 

0.16 

0.20 

- log[im]0 

•1.7 

-1.4 

-1.22 

-1.10 

-1.0 

-0.92 

-0.854 

-0.796 

-0.70 

9 6 F » m 

97 

96 

94 

87 

80 

75 

715 

69 

665 

60 

[PCu(Un)n] 
0 8 [PCu] 

-1.15 

-0.95 

-0.76 

-0.35 

O 

0.21 

039 

0 5 4 

0.72 



Chapitre 6 Partie expérimentale 137 

Pour les grandes concentrations en imidazole, les valeurs extrapolées à t = 0 

semblent converger vers 60% de l'absorption initiale. Si la formation de 

l'intermédiaire est quasi quantitative pour ces concentrations en imidazole 

élevées. Ie coefficient d'absorption molaire de l'intermédiaire se situe ainsi aux 

environs de: 

4900 - 0.6 = 2950 [NT 1Cm'l] 

Le calcul des concentrations en intermédiaire et en plastocyanine native liées au 

premier équilibre s'effectue en considérant le développement mathématique 

donné ci-dessous: 

Pw
{1) = 4900[PCuH +2950[PCu(Im)n]I = E0-4900[PCu(im)n]l + 2950-l7Cu(im)DH = 

E0-IgSO-DPCu(Im)nI-I 

donc [PCu(im)n] = (E0 - E°°U)) / 19S0 (éq.6.2) 

et [PCu] -[PCu]0- [PCu(Jm)n] (éq. 6.3) 

En considérant l'expression du premier équilibre, Ki = [PCu(im)n]/[PCu3-[im]n 

nous pouvons écrire : logKi = log([PCu(im)n]/[PCu]) - nlog[im]. 

Kj est déterminé par la représentation linéaire log([PCu(im)n]/[PCu]) en fonction 

de -log[im]0 (Figure 6.1.5). La pente de Ia meilleure droite et l'ordonnée à l'origine 

permettent de déterminer Ia valeur de n et de K1. 
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Iogliml 

Figure 6.1.5 Détermination de n et de Ki. 

L'incertitude de Ia détermination de E00Q) se reflète bien sur la représentation 

graphique de la figure 6.1.5. Une régression linéaire effectuée sur toutes les 

valeurs expérimentales permet de déterminer n = 2.03 ± 0.10 et K^- 100 ± 4OM"2. 

L'intermédiaire le plus probable semble être [PCuUm)2]. 

Ces résultats permettent de détailler l'hypothèse du mécanisme de séquestration : 

(PCu] + 2 im -4 + p>Cu<im>2] 

[PCuUm)2] + 2 im ^ * [apoPCul + lCu(im)4i2+ 
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La constante d'équilibre de la seconde réaction est calculée à l'aide des valeurs 

finales E™(2)e t d e Kl-

Par Ie développement mathématique donné ci-dessous, nous déterminons les 

concentrations finales en [PCu] et en [PCu(Im)2J et aussi E0^2) en fixant 

arbitrairement une valeur pour K2. 

Expression des constantes d'équilibres et du bilan matière de la protéine : 

[PCu(Jm)7] . [Cu(Im)4]
2+ [apoPCu] 

[PCu][Im]2 ' [PCu(Im)2HmIj2 

Cp - [PCu J + [PCu (im )2] + [apoPCu J 

La concentration en apoprotéine équivaut celle en complexe [Cu(Im)J2+. 

[3POPCu] = [Cu(Im)4J
2+ 

dans les conditions expérimentales, [im ] - [imJ0 donc : 

(PCu(Im J2]-Ki-[PCu J-[Im^ 

ce qui permet d'écrire : 

[apoPCu J - C p - [PCu J - [PCu(Im)2 J 

[apoPCu J - Cp -[PCuJ- (1 + Kifim]^) 

et K2 devient : 

J C p - [ P ^ (I+K1Um]2)) 
K2 - J-i- . ° * (éq. 6.4) 

Kl-[PCu]-[ImC 
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fPCu| peut se calculer en résolvant : 

[PCul'tt+ Ki[Im]J)2 -[PCu](2cp + 2cpKi[im]^ + KiK2[imÇ) + c* - 0 (éq. 6.5) 

La valeur E00^i calculée est comparée à la valeur expérimentale. K2 est ensuite 

aïustée jusqu'à ce que les absorptions finales E°°(2) calculées et expérimentales 

correspondent le mieux possible. 

Tableau 6.1.2 Evaluation de K2 (cinétiques de la figure 6.2) 

N o 

QM 

0.06 

0.08 

0.10 

0.12 

0.14 

0.25 

%E» ( 2 1 

78.1 

60.7 

38.6 

24.2 

15.8 

10.4 

42 

K2 

7.6-10-3-

7J10' 3* 

0.012 

0.015 

0.016 

0.019 
-

non considérées dans Ia moyenne. 

Tableau 6.1.3 Evaluation de K2 (cinétiques de la figure 6.3) 

[Mo 

0.02 

0.08 

0.12 

0.16 

0.20 

024 

96B-(2> 

70.4 

452 

\52 

8.0 

43 

3.0 

K2 

0.69* 

0.015 

0.036 

0.0355 

0.040 

0375 

* non considérée dans la moyenne. 

La moyenne de K2 pour les deux series de mesures permet d'estimer une constante 

d'équilibre Kj voisine de : K2 ™ 2.4-10"2 M" 1 
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Estimation des constantes de vitesses 

les constantes kj et k. \ sont estimées à l'aide de la vitesse initiale et de K1. 

v - d[PCul/dt = k r[PCuÎ-c( im)2 

V0= A[PCuVAtO= MtPCu]0-Cf i m l 2 CIk1 = IZ(At0[Im]0?) (éq. 6.6) 

At0 est le temps nécessaire à diminuer l'absorption de E0 à E00Q) si Ia vitesse était 

constante et égale à V0. Cette détermination est très difficile compte tenu du peu 

d'information que nous possédons sur Ia première partie de la cinétique. Certaines 

traces cinétiques, en particulier celles obtenues pour les séquestrations en 

présence de faibles concentrations d'imidazole ont dû être écartées. 

Tableau 6.1.4 Evaluation de kj par la vitesse Initiale 

M o 

0.08 

0.12 

02 

0.04 

0.1 
0.14 

At0 / [s] 

260 

116 

63 

1250 

333 

170 

h 
0.6 

0.6 

0.4 

05 

03 
0.3 

Moyenne considérée : k̂  -0.45±0.13 M"3S"1 

par K i - k i / k - i : 

^ != (4 .5 ±1.3)-10-3 M'1S"1 

La connaissance de K2 permet de fixer le rapport ki/^z- P ° u r trouver les valeurs 

adéquates de k2 et k_2, nous avons effectué une simulation théorique des courbes 
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expérimentales. Pour trouver une première valeur approximative de k2, nous 

avons choisi une réaction qui se déroule à près de 100% et négligé k_2-

Cette simulation permet également de vérifier le modèle du mécanisme et d'affiner 

les valeurs des différentes constantes estimées par les calculs précédents. 

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

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

^ ¾ = ^ - -kitimfrPCu]+ k_alPCu{im)2] (éq. 6.7) 

^ i - -k)[im]2[PCu] + k.i[PCu(im)2] (éq. 6.8) 

d[PCu(im)2] _ k r i m f 2 [ P O i } _ R -1[PCu(Un)2I-MPCuUm)2Iimf 
dt (éq. 6.9) 

+k_2ïapoPCu j e u (im )4 J
2+ 

d t a p o p i _ d j Ç u ( ^ £ = k 2 [PCu ( im)2][ im]2-k2[apoPCuICuUm)4J2 +^-6JOJ 

Le logiciel Excel nous a permi d'effectuer cette simulation en considérant une 

incrémentation dt - Is. Cette incrémentation permet d'avoir une relativement 

bonne correspondance entre le modèle théorique et Ia trace cinétique 

expérimentale sur un temps de réaction de 15min. Le choix d'une incrémentation 

de temps trop grande provoque rapidement une déviation importante des traces 

cinétiques expérimentales et théoriques. 

Pour avoir la meilleure correspondance possible entre les courbes expérimentales 

et les courbes calculées, nous avons ajusté les valeurs des autres paramètres K1, 
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La simulation de six traces cinétiques expérimentales concernant les deux séries 

de mesures indépendantes a permis de dégager une valeur moyenne pour k2 et 

k_?: 

Ic2 = O-OSOEO-OIeM-3S-1 e tk.2 = 1.26±0.66 M"Is"1 

Les paramètres correspondant à ces simulations sont donnés dans le tableau 6.1.5. 

Tableau 6.1.5 Paramètres conduisant à la meilleure simulation visuelle de certaines traces 

cinétiques des figures 6.2 et 6.3 

M o / l m o I / I } 

JPCu]0/[mol/1] 

E(PCu(Im)2) 

Ki 

K 2 

*1 

k-i 

^2 

k.2 

0.6 

9-4-HT5 

3000 

90 

0.024 

0.50 

0.0056 

0.030 

1.25 

0.12 

9.4'10-5 

2850 

110 

0.024 

0.55 

0.0050 

0.015 

0.63 

0.2 

9-4-10"5 

2850 

85 

0.024 

0.40 

0.0050 

0.033 

1.38 

0.04 

4.6-10"5 

2900 

110 

0.024 

0.50 

0.0045 

0.060 

2.50 

0.1 

4.61CT5 

3000 

80 

0.024 

0.25 

0.0030 

0.024 

1.00 

0.14 

4.610-5 

3000 

100 

0.024 

0.25 

0.0025 

0.020 

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 Ie mécanisme proposé de la 

séquestration du cuivre de la plastocyanine par !'imidazole 

Ic 1 Z[M- 3 S- 1 ] 

0 .41 ± 0 . 1 3 

k-1 / [ M - 1 S " 1 ] 

{4.3 ±1 .21-10-3 

R 2 Z [ M 3 S 1 ] 

0 . 0 3 0 ± 0 . 0 1 6 

k.z/fM-V1] 

1 .26±0 .66 

C(PCu(Im)2) 

2 9 3 3 ± 7 5 

avec K1 = 96 ± 13 M"2 et K2 =0.024M"I 
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La connaissance des constantes d'équilibres Kj, et K2 permet de calculer les 

concentrations d'équilibre en apoplastocyanine, en intermédiaire et en 

plasiocyanîne, en fonction de la concentration initiale en imidazole (Figure 6.1.6). 

0 0.5 1 1.5 2 23 

-logUm) 

Figure 6.1.6 Répartition des espèces à l'équilibre en fonction de la concentration initiale en 

imidazole: apoplastocyanine (a); plastocyanine <b); intermédiaire (c) 

Les superpositions de certaines traces cinétiques expérimentales par des courbes 

calculées en considérant les paramètres moyens donnés dans le tableau 6.1.6 sont 

données aux figures 6.1.7 et 6.1.8. 
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400 600 
t / W 

Figure 6.1.7 Cinétiques expérimentales (o) superposées aux traces calculées à l'aide des 

constantes données dans le tableau 6.1.6. (a} [ImJo - 0.08M; (b) [imjo - 0.12M; (c) [imjo - 0.16M: 

(d) [im]o - 0.20M. T - 25*C; [PCu]o - 9.4-10"SM 

Figure 6.1.8 Cinétiques expérimentales (o) superposées aux traces simulées à l'aide des 

constantes données dans le tableau 6.1.6. (a) [imj0 - 0.04M; (b) [ImI0 - 0.14M; (C) [im10 -

0.25M. T - 25'C; [PCu]0 - 4.6-1(T5M 
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Les courbes théoriques obtenues avec ce modèle de mécanisme de séquestration 

correspondent de manière satisfaisante aux cinétiques expérimentales. Il va de soi 

vu le grand nombre de paramètres qui ont dû être adaptés, que des mesures 

supplémentaires, en particulier dans le but d'une meilleure détermination de la 

première phase réactionnelle, permettraient d'affiner le modèle. La première 

phase réactionnelle, difficile à analyser par des mesures au spectrophotomètre 

IJVlKON, peut être suivie plus judicieusement par les techniques d'analyses de 

cinétiques rapides (stopped-flow). 

De telles mesures exigent cependant un volume de solution de plastocyanine 

beaucoup plus Important. Si des volumes de 0.3ml permettent d'effectuer une 

mesure complète au spectrophotomètre UVIKON. un minimum de 10ml sont 

nécessaires afin de purger et de remplir Ie volume mort du spectrophotomètre 

stopped-flow. Selon les concentrations en imidazole choisie, la faible variation en 

absorption lors de cette première phase réactionnelle rend également très 

difficile Ia détermination précise de kj, même lors d'une mesure stopped-flow. 

Dans le but fixé pour ce travail, nous n'avons pas entrepris ces mesures 

complémentaires. 

Le nombre très élevé des paramètres à déterminer dans cette analyse cinétique (4 

constantes de vitesses et. un coefficient d'absorption» rend difficile leur 

ajustement dans le programme de simulation choisi. Plusieurs de ces paramètres 

conduisent à une même modification visuelle de la courbe calculée (augmentation 

de K1 et diminution du coefficient d'absorption molaire de l'intermédiaire). Des 

mesures multilongueurs d'onde accompagnées d'une analyse cinétique globale du 

spectre d'absorption seraient d'une aide précieuse. 

Bien que les valeurs déterminées des constantes de vitesse soient entachées 

d'erreurs relativement grandes, le mécanisme proposé semble correct et confirme 



Chapitre 6 Partie expérimentale 147 

le passage par la formation d'intermédiaire(s), également observé pour l'azurine 

et la stellacyanine dans les différentes mesures d'incorporation du cuivre. Le 

spectre d'absorption de l'intermédiaire, très semblable à celui de la plastocyanine 

native peut suggérer que les premières substitutions par !'imidazole concernent 

les deux histidines. His87 et His37, la deuxième étape impliquant les substitutions de 

Cys84etdeMet92. 

Bien que la première phase réactionnelle de la séquestration du cuivre soit 

relativement rapide, les mesures cinétiques des réactions de transfert d'électron 

dans les tampons imidazoles décrites au chapitre 4 ne sont pas faussées. La vitesse 

du transfert d'électron est en effet beaucoup plus rapide que Ia séquestration du 

cuivre. 

6-1.3 Stabilité thermodynamique de l'association de la plastocvanine 

et du cuivreflll. 

A partir des deux constantes d'équilibre correspondantes aux deux étapes de la 

séquestration du cuivre(II) de la plastocyanine, il devient possible de calculer une 

constante conditionnelle (pH = 7.0) de la formation de complexe entre 

l'apoplastocyanine et le cuivre(II). 

Cu2+ + apoPc . • PCu p ^Ql (éq.6.U) 
[Cu2+IapoPc] 

ICuUm)2+] 
Cu2++ 4 im • [CuOmH]2+ K i m - = ±-r (éq.6.12) 

[PCu(Un)2,*] 
PCu + 2 im . • [PCuUm)2]

2+ Ki V (éq. 6.13) 

(Cu2+ïlm f 

PCu(Im )\*] 

[PCu][Im]2 
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[PCu(im)2j2++ 2 im - •• - [Cu(ira)4]2+ + apoPc 

[Cu(Un)2+lapoPc] 
K2 S ; s - (éq. 6.14) 

[PCu(Jm)2+Hm]2 

(éq. 6.13+éq. 6.14) : [PCu]2+ + 4im L- [Cu(Un)^2"- + apoPc 

K - KfK?. 

Des relations ci-dessus on peut en déduire : p - ^ 1^ • (éq. 6.15) 
K1 -K2 

A l'aide des constantes déterminées expérimentalement et avec Kim = 4-1012 (91I on 

calcule: 

P=IJlO 1 2M- 1 . 

On constate que Ia stabilité du complexe de plastocyanine n'est pas très élevée. La 

plastocyanine devrait ainsi exister uniquement sous forme d'apoprotéine en 

présence d'un ligand comme H2eda2" (constante apparente àpH - 7.0 : "ß" *• 4-101S], 

Si la plastocyanine peut néanmoins conserver l'atome de cuivre en présence de ce 

ligand (utilisé pendant l'isolement de la plastocyanine des feuilles d'épinard) c'est 

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

Ce critère cinétique est également mis en évidence par les réactions de 

séquestration du cuivre par les ligands alamp et promp, décrits dans le paragraphe 

suivant. 
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6.2 Séquestration du cuivre de Ia plastocyanine par les ligands alamp 

et Dromo 

L'influence du ligand imidazole sur Ie site de coordination du cuivre de la 

plastocyanine permet de supposer que nos ligands - qui ont une affinité bien plus 

grande pour le cuivre que l'imidazole ou que I'apoplastocyanine (Chapitre 7) -

peuvent également intervenir comme agent compétiteur. Si tel est Ie cas, des 

mesures de séquestration par les ligands sont rendues nécessaires pour connaître 

l'influence de l'excès de ligand présent dans nos solutions de complexes de 

cobalt(H) utilisées pour les mesures cinétiques des réactions de transfert 

d'électron. 

La présence d'un excès de 15éq en ligand par rapport à la protéine -

correspondant à celui qui existe dans les solutions utilisées pour les mesures de 

transfert d'électron - ne provoque cependant aucune modification du spectre 

visible de la plastocyanine sur un temps de mesure comparatif à celui du temps de 

réduction {30 - 40min). La séquestration du cuivre par nos ligands devient 

significative seulement pour un excès de ligand beaucoup plus important. Par 

curiosité, nous avons effectué des mesures cinétiques à pH = 7.0 et à 25*C dans le 

but de déceler si la séquestration par les ligands présente également une 

stéréosélectivité. (Figures 6.2.1 et 6.2.2). 
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figure 6.2, J Séquestration du cuivre de Ia plastocyanine par le ligand alamp. (a) (S,S)-a]amp 

0.5M:(b){R,R)-alamp0.5M.pH-7.0 (tampon phosphate 0.1M); T - 25*C; [PCu]0 -0.ImNf 
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Figure 6.2.2 Séquestration du cuivre de la plastocyanine par Ie ligand promp. (S,S)-promp 

0.5M(a);(R,R)-prompQ.5M(b).pH-7.0 (tampon phosphateO.IM);T-2S'C; [PCuJ0 -0.ImM 
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La cinétique de la séquestration du cuivre par les ligands alamp et promp est 

également biphasique. La comparaison des traces cinétiques pour les deux 

énantiomères de chaque ligand montre un comportement semblable, et aucune 

stéréosélectivité n'est observée en tenant compte des limites d'erreur de mesure. 

Ce résultat n'est pas en contradiction avec les observations concernant le 

transfert d'électron, puisque le type de chiralité présenté par les ligands n'est pas 

comparable à la chiralité du complexe de cobaltOI). Si la séquestration du cuivre 

par l'imidazole conduit à un équilibre pour la majorité des concentrations en 

imidazole utilisées, les séquestrations par alamp et promp en grand excès sont 

beaucoup plus lentes mais se déroulent jusqu'à 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 cuivre pour ces 

ligands est nettement supérieure : logK(Cu{a!amp))D17.21± 0.05 et IogK(Cu(promp))-

18.91± 0.02 (Chapitre 7), alors que 10gK<Cu(im)4)-12.6. 

Ce fait permet de conclure que l'accès au cuivre qui se trouve à l'intérieur de la 

protéine est nettement plus difficile pour les ligands alamp et promp que pour une 

petite molécule telle que l'imidazole. Ces résultats montrent bien que pour des 

systèmes biologiques, les phénomènes cinétiques peuvent être dominants dans le 

contrôle de l'existence de certaines espèces thermodynamiquement instables. La 

mesure cinétique de séquestration du cuivre par l'imidazole est non seulement un 

moyen de comparer l'accessibilité du site actif pour différentes protéines de 

cuivre bleues, mais également pour déterminer l'influence d'une mutation sur 

l'accessibilité du site actif. Des comparaisons entre différentes plastocyanïnes 

génétiquement transformées ont été effectuées dans le but de répondre à cette 

question!"78], n est intéressant de noter qu'une mutation effectuée sur un résidu 
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passablement éloigné de l'environnement direct du cuivre, Glu68Gly, produit une 

plastocyanine mutante nettement plus sensible à rimidazoleP8!. 

Ce résultat n'est pas sans conséquence pour les études de transfert d'électron. La 

variation de la vitesse de transfert d'électron consécutive à 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 être indirecte, par exemple en 

modifiant l'accessibilité du réactif au site actif. 

U serait également intéressant d'effectuer ces mesures de séquestration par 

l'imidazole pour l'azurine, dont Ie site actif est plus encombré que la 

plastocyanine, notamment par la présence du résidu PhellS. 



Chapitre 7 Partie expérimentale 153 

7. Détermination spectropolarimétrigue des constantes de 

formation rCu(promp)i et fCufalampil par compétition avec 

NTA 

7.1 Généra l i t és 

Afin de décrire l'ensemble des conditions thermodynamiques régnant dans le 

système que nous avons étudié, U faut également connaître les équilibres de 

formation des complexes des Ugands utilisés, alamp et promp, avec les deux ions 

métalliques qui se trouvent dans le système: le cobaJt(II) et le cuivre(II). Alors que 

les équilibres de formation des complexes du cobalt(II) ont été déterminées par 

titration acidimétriquet57l, les constantes correspondantes avec le cuivrefll) sont 

inconnues. Etant donné qu'une titration préalable des systèmes Cu2+/H2alamp et 

Cu2VH2 promp indique déjà une formation de complexes presque quantitative dans 

un milieu fortement acide, la détermination des constantes d'équilibre par cette 

méthode devient imprécise, d'autant plus qu'il faut vraisemblablement tenir 

compte d'espèces protonées additionnelles, aussi bien des ligands que des 

complexes. Pour ces raisons, nous avons préféré choisir une méthode de 

compétition utilisant un Itgand auxiliaire. En tant que tel, l'acide nitrilotriacétique 

(H3NTA) présente une affinité adéquate vis-à-vis de l'ion Cu2+ afin de permettre 

l'étude de l'équilibre d'échange: 

[Cu(L)] + HNTA2 - + H+ •- • [Cu(NTA)]- + H2L 

où H2L = H2alamp et H2promp. 

Etant donné que les complexes de alamp et de promp sont optiquement actifs. Ia 

concentration relative de ces complexes peut être mesurée par dïchroïsme 
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circulaire, indépendamment de la présence de [Cu(NTA)]- qui est achiral, ainsi que 

H2L 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 la figure 

7.1.1. 

(a) 

Figure 7.1.1 Variation des spectres CD de (Cu{ (S1S)-L)J en fonction de la concentration de 

HNTA2" pour L - (S.S)-alamp (a): et (S,S)-promp (b). Les concentrations sont celles Indiquées 

dans le tableau 7.4.1 (a) et 7.4,3 (b) de hauten bas. 

7.2 Développement mathématique 

Equilibres considérés (L - alamp ou promp): 

Cu2+ + L2" 4 +* [CuU 

^ - rriiT i rCU [CuL] 
CuL [Cu2+KL2-] 

(éq. 7.1) 
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Cu2+ + NTA3- < + [CuNTA]-

K 
Cu [CuNTA-] 
CuNTA- "ICu2+KNTA3-] 

K l -
[H+][L2-) 

[HL"] 

K [HL-IH+] 
K 2 _ [H2L] 

K 3 -
[H+][NTA3-i 

[HNTA2I 

L 2 ' +H + * * HL-

HL-+H+ < * H2L 

NTA3" + H+ * * HNTA2" 

(éq. 7.2) 

(éq. 7.3) 

(éq. 7.4) 

(éq. 7.5) 

Dans le domaine pH des mesures {tampon acétate, pH = 4.7), les Iigands L et NTA 

sont essentiellement présents sous la forme H2L et HNTA2 \ Le cuivre est donc 

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

[CuL] K^, -Ki K2-[H2L] 
-K? 1 . K'- JML 

[Cu(NTA)-] " K 0 " -K3-[HNTA2-IH+f "C U L " [HNTA2-][r] 
1 Cu(NTAr 

avec K'-
Kr K? 

KCuNTA "K 3 

(éq. 7.6) 

Deux cas sont à distinguer: 

a) Si [Cu2+]0«[L]0et [NTA]0 alors [H2L] - [L]0 et [HNTA] - [NTA]0 

[CuL] 
-K Cu K' JJJÜ. 

fCu (NTA)") " C u L " [NTA]0[H
+] 

(éq. 7.7) 
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comme [CuNTA-] -[Cu2 +]0- [CuL], <[Cu2+]«[Cu2+]0) 

KCu [CuLINTA]0[H
+] 

C u L K'ÏL]o([Cu2+]o-[CuL]) 
(éq. 7.8) 

b) pour [Cu2+I0- [L]0- [NTA]0 

_ I Ç u U _ . K C u . K . fH?L] 1 ¾ K-([Lk-[CuL]} 

[ C U 2 + I 0 - [ C U L ] CUL [HNTA2-][lT] ([NTA]0-[Cu2+MCuL])[H+] 

en isolant KQ1L : 

Xu _ [CuL][H+K[NTA]n - [Cu2*]» + [CuL]) 

K1J[L]O[Cu2+I0 - [CuLK[L]0 +[Cu2+I0 -[CuL])} ^CuL- < - ->--" - - - - < <**7J0> 

Etant donné que seule l'espèce [CuL] possède un signal CD dans le visible, 

l'intensité de ce signal est directement proportionnel à la concentration de [CuLJ, 

Il est à ce moment possible de déterminer KQ 1 ^ selon l'équation ci-dessus. 

7.3 Mode opératoire 

Des volumes variables d'une solution standard de NTA préparée dans un tampon 

acétate 0.1M sont ajoutés à une solution de concentration précisément connue en 

Cu2+ et en ligand alamp ou promp préparée dans le tampon acétate 0.1M. Le volume 

choisi est complété par le tampon acétate et Ie spectre CD de la solution est 

enregistré à T- 25*C. Dans ces conditions expérimentales, une cuve de Sem a été 

utilisée. L'analyse spectrale est effectuée à 600nra pour [Cu(S,S)-alamp)] et S64nm 

pour [Cu(S,S)-promp)]. 
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7.4 Résul ta ts 

Les résultats sont réunis sous forme de tableaux. 

Tableau 7.4.1 Détermination de la constante de formation du complexe [Cu(alamp)]; [L]0 = 
1.2-10-3M; [CU2+I0 - 2IQ-3M; I - 0.1M 

[NTA]0Z[M] 

0 

1.257-10"3 

2.513'10-3 

3.770-10-3 

5.027-10-3 

7-540-1O-3 

10.053-10"3 

pH 

4.66 

4.68 

4.67 

4.64 

4.64 

4.63 

4.65 

% [CuLf 

100 

97.56 

94.42 

89.90 

84.67 

78.40 

71.78 

logK 

-
17.17 

17.37 

1730 

17.22 

17.21 

17.16 

Tableau 7.4.2 Dtterminatlon de la constante de formation du complexe (Cu(alamp)]; (L]0 » 
1.2-10-3M; [Cu2+I0= 1-10-½; I = 0.1M 

[NTA]0/[M] 

0 

1.257-10"3 

2.51310-3 

3.77010-3 

5.027-10"3 

7.540-10-3 

10.053-10-3 

PH 

4.67 

4.66 

4.65 

4.64 

4.65 

4.65 

4.65 

% [CuL]' 

100 

85.93 

79.22 

74.03 

69.91 

62.71 

58.87 

logK 

17.15 

17.18 

17.18 

17.19 

17.17 

17.20 
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Tableau 7.4.3 Détermination de la consiante de formation du complexe [Cu(promp)]; [L]1 

1.210"¼[Cu2+J0- 1-10'3M; I - 0.1M 

INTA]0/[Ml 

O 

1.25710"3 

2.513-10"3 

3.770-10-3 

5.02710-3 

7.540-10"3 

10.05310-3 

pH 

4.76 

4.75 

4.75 

4.75 

4.74 

4.74 

4.73 

% ICuL]* 

100 

87.21 

79.07 

73.26 

67.44 

57.56 

52.33 

logK 

-
18.89 

18.91 

18.94 

18.93 

18.90 

18.92 

Tableau 7.4.4 Détermination de la constante de formation du complexe [Cu{promp)ï;[L]0 -
1.2-10'3M; [Cu2+I0 - 0.510-3M; I - 0.1M 

[NTA]0/[M} 

0 

1.25710"3 

2.513-10-3 

3.77010-3 

5.027-10-3 

7.540-10-3 

10.05310-3 

PH 

4.72 

4.72 

4.72 

4.70 

4.72 

4.72 

4.70 

%ICuLÎ* 

100 

81.03 

72.31 

65.64 

60.51 

53.33 

48.21 

logK 

-
18.90 

18.92 

18.91 

18.91 

18.91 

18.92 
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Les moyennes considérées sont les suivantes: 

logK<Cu<alamp» -17.21 ±0.05 

logK<cU(promp)) -18.91±0.02 

Tableau 7.4.5 Constantes d'équilibres utilisées 

alamp[571 / p r o m p t NTAP'J 

H2L-H+ +HL" pK = 8.24/9.33 H 2 L - = H ^ H L 2 " pK-2.48 

HL-=H+ + L2" pK = 9.06/10.02 HL2 ' = H*+L3~ pK=9.65 

[Cu(NTA)] 1 O g K ^ 1 . =12.4" 

"valeur déterminée à force ionique 0.1M et à T - 25.0*C. 
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8. Conclusions 

Pour la plastocyanine. comme pour la ferrédoxine ou Ie cytochrome c, le transfert 

d'électron entre Ia métalloprotéine et les complexes de prorap et d'alamp à base de 

fer ou de cobalt est stéréosélectif. 

Ce travail a démontré que la stéréosélectivité d'une réaction de transfert d'électron 

impliquant une métalloprotéine peut être Ie résultat d'interactions diastéréo-

isomères entre la protéine et Ie complexe réactif au même site réactionnel ou Ie 

résultat de l'existence de plusieurs sites de transfert d'électron. En fonction de la 

configuration absolue du complexe réducteur, ces sites peuvent être plus ou moins 

réactifs. 

Dans le cas de la réduction de Ia plastocyanine par l'aquacomplexe 

[Con(alamp)H20], les grandes différences entre les paramètres d'activation des 

deux énantiomères résultent de la participation simultanée de deux sites de 

transfert d'électron. Le premier site est lié à un mécanisme de type sphère 

interne, dont His87 joue le rôle de ligand pontant Le second site localisé sans doute 

également dans Ia poche hydrophobe de la plastocyanine est lié 

vraisemblablement à un mécanisme de type sphère externe mais les résidus 

impliqués n'ont pas été identifiés. 

Le calcul différencié des paramètres d'activation liés aux mécanismes de la 

réduction de la plastocyanine par [CoII(alamp)H20] rend compte pour le 

mécanisme de type sphère externe, de valeurs comparables avec celles 

déterminées pour la réduction de Ia protéine par l'aquacomplexe de promp. Ce qui 

nous amène à nous poser la question suivante: le site de réaction lié au mécanisme 

de type sphère externe est-il le même pour les deux aquacomplexes 7 Cette question 
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reste ouverte et l'étude de la réactivité de plastocyanines mutantes^7**] tente d'y 

apporter une réponse. 

La réduction de Ia plastocyanine par [Co(promp)H20J ne montre par contre aucune 

réactivité par coordination à His87 et la stereoselective observée lors de 

l'utilisation de ce complexe est faible et identique sur tout le domaine de 

température étudié. Les valeurs des paramètres d'activation pour les deux 

énantiomères du complexe [CoII(promp)H20]sont ainsi nettement plus similaires 

que pour [CoIIfalamp)H20] et rendent compte d'une stereoselective liée 

uniquement à des différences du couplage orbitalaire des réactifs à l'état de 

transition. Dans cette situation où le site du transfert d'électron est identique pour 

les deux énantiomères, Ia stéréosélectivité peut être discutée en termes de 

compensation incomplète entre l'entnalpie d'activation et l'entropie d'activation, 

rejoignant ainsi les discussions liées à Ia réduction de Ia plastocyanine par les 

complexes du fer(n)tS7l, la réduction de Ia ferrédoxine par les complexes du 

cobalt(IIl)PäJ et la réduction du cytochrome c par les complexes du fer(ll)f9bl_ 

D'une manière globale, ces résultats démontrent l'importance de l'utilisation des 

composés optiquement actifs dans l'étude du transfert d'électron et en particulier 

les composés optiquement actifs labiles ou inertes selon leur état d'oxydation. 

Ceux-ci rendent possible l'utilisation du dichroîsme circulaire dans l'identification 

des sites de transfert d'électron. Cette technique analytique très sensible et très 

simple d'utilisation sera sans aucun doute d'une grande utilité pour la suite des 

études des mécanismes de transfert d'électron impliquant une métalloprotéine. 

ïl serait cependant très utile d'équiper toutes nos installations spectrophoto-

métriques d'un dispositif informatique permettant une analyse en multilongueur 

d'onde. L'analyse en multilongueur d'onde permet l'identification d'intermédiaires 

réactionnels de manière plus fiable et par conséquent une analyse mécanistique 
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globale plus fine. Ce genre d'analyse permettrait d'en savoir plus en ce qui 

concerne le mécanisme de séquestration du cuivre de la plastocyanine. 

Comme Ie montrent les résultats des transferts d'électron effectués dans les 

tampons imidazoles, la nature du milieu réactionnel a également une grande 

importance. Un troisième type de mécanisme est a considérer pour la réduction de 

Ia plastocyanine dans les tampons imidazoles. Le rôle catalytique joué par ces 

ligands monodentés provient de leur coordination à la sixième 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 intercalation de l'imidazole de l'espèce mixte et de His87 est 

proposé, rendant compte non seulement des résultats des mesures de transfert 

d'électron, mais également des observations liées à la substitution du cuivre de la 

plastocyanine par l'imidazole. 

L'élude cinétique de l'équilibre de répartition du cuivre entre Ia plastocyanine et 

l'imidazole a permis de dégager un mécanisme de séquestration en deux étapes 

dont la première est liée à la formation d'un intermédiaire où 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 

!'imidazole montre finalement que l'association cuivre-plastocyanine n'est pas si 

forte qu'on pourrait le penser et que l'influence des paramètres cinétiques liés à 

l'accessibilité du site actif est déterminante pour le maintien du cuivre dans la 

protéine. 
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